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Postepy w zakresie biopreparatow opartych
na bakterii Bacillus thuringiensis (Berliner)

Progress in Biopreparations Based
on the Bacteria Bacillus thuringiensis (Berliner)

Wstep

egatywne dla Srodowiska skutki stosowania chemicznych insektycydéw spowodowa-

ly szersze zainteresowanie si¢ biopreparatami opartymi na bakteriach, wirusach i
grzybach. Koncepcja ograniczania populacji szkodliwych owadow za pomoca preparatéw
biologicznych nie jest nowa. W ostatnim dwudziestoleciu nastapit jednak wyraZny postep
w rozwoju metod biologicznych, zwlaszcza w odniesieniu do preparatow opartych na
bakterii Bacillus thuringiensis. Wydaje si¢, ze w najblizszych latach znajda one szersze
zastosowanie w ochronie upraw rolniczych, warzywniczych, sadowniczych, a zwlaszcza
w ochronie lasu ze wzgl¢du na wlasciwosci pozwalajace na zakwalifikowanie do grupy
ekologicznie akceptowanych §rodkéw ochrony roslin.

Charakterystyka biopreparatow Bacillus thuringiensis

Czynnikiem toksycznym dla owadéw w preparatach Bactllus thuringiensis dopuszczonych
dotychczas do stosowania w Polsce i w wielu innych krajach sa krysztaly biatkowe tzw.
delta-endotoksyna, produkowana réwnolegle z przetrwalnikami przez wszystkie podgatun-
ki (odmiany) tej bakterii (4). Delta-endotoksyna jest wrazliwa na wysoka temperaturg,
natomiast w temperaturze umiarkowanej zachowuje toksycznos¢ przez pewien czas. Nie
rozpuszcza si¢ w wodzie, jest natomiast rozpuszczalna w Srodowisku alkalicznym wyste-
pujacym w jelicie niektorych gatunkéw owadéw. Wykazuje wysoka selektywnosc dziata-
nia owadobdjczego, nietoksyczna dla ssakéw, ptakow i ryb. Dziata na wrazliwe gatunki
owadow jako trucizna pokarmowa.

Biopreparaty owadobdjcze zawierajace delta-endotoksyne naleza do najbezpieczniejszych
i najbardziej selektywnych spo§réd znanych obecnie insektycydow zarowno z punktu
widzenia zdrowia cztowieka jak i zagrozenia dla Srodowiska. Nie przewiduje si¢ dla nich
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okresu karencji, moga wigc by¢ stosowane do dnia zbioru plonow. W zwiazku z tymi
wlasciwoSciami preparaty te sa rowniez zalecane do zwalczania owadéw na terenach
rekreacyjnych, w poblizu zbiornikdw wodnych oraz w parkach na rodowych (6). Jednakze,
preparaty tego typu nie byly dotychczas dostatecznie wykorzystywane w ochronie roglin.
Zaleca si¢ je glownie w ochronie lasu oraz upraw w ogrédkach przydomowych. Nie zaleca
si¢ stosowania biopreparatéw w sadach towarowych oraz przy duzym nasileniu szkodnika.

Glowna przyczyna tego stanu rzeczy jest mniejsza od tradycyjnych insektycydow skutecz-
nos¢ oraz wolniejszy efekt ich dzialania. Poniewaz dziataja przez zoladek, efekt zwalczania
jest widoczny dopiero po kilku lub kilkunastu dniach w zaleznosci od pobrania odpowied-
niej dawki. W zwiazku z tym mozna si¢ liczyé w niektérych przypadkach z pewnymi
stratami. Ponadto w gr¢ wchodza wigksze koszty zabiegéw tymi preparatami oraz przy-
zwyczajenia uzytkownikow do stosowania insektycydéw (dziatajacych na uklad nerwowy)
dajacych szybki i bardzo wysoki (ok. 100% $miertelnosci) efekt zwalczania szkodliwych
gatunkow. Ten ostatni argument przestaje by¢ aktualny, gdyz obecnie stosuje si¢c wolno
dzialajace preparaty z grupy acylomocznikowych.

Nalezy nadmieni¢, ze zmienily si¢ rowniez poglady odnos$nie do koniecznosci uzyskiwania
bardzo wysokiej redukcji populacji (ok. 100%) zwalczanych gatunkéw owadéw. Obecnie
uwaza sig, ze 90% redukcja populacji jest wystarczajaca do ochrony wickszosci kultur, a
jednoczesnie pozwala na zachowanie pewnej liczby osobnikéw wrazliwych, ktére krzyzu-
Jac si¢ z pozostatymi przy zyciu heterozygotami i ewentualnie homozygotami odpornymi
opoZniaja powstawanie odpornosci na stosowane $rodki ochrony ro§lin (12). Jedynie w
przypadku bardzo cennych upraw istnieje potrzeba wysokiej redukceji populacji szkodnika
za pomocy Srodkéw dziatajacych radykalnie. Stosowanie preparatéw B. thuringiensis,
podobnie jak zwiazkow acylomocznikowych dzialajacych przez zotadek, wymaga od
uzytkownika znacznie szerszego zakresu wiedzy niz stosowanie klasycznych insektycy-
dow chemicznych. Wynika to z faktu, ze aktywno$¢ biopreparatow jest w wickszym stopniu
uzalezniona od wrazliwoS$ci zwalczanych gatunkéw owadéw i warunkéw Srodowiska niz
to ma miejsce w przypadku klasycznych insektycydoéw chemicznych.

Postepy w rozwoju biopreparatow Bacillus thuringiensis

Post¢py w rozwoju biopreparatéw B. thurigiensis wiaza si¢ z lepszym rozeznaniem czyn-
nikow wplywajacych na ich aktywnos$¢ owadobdjcza. Konicowy efekt dzialania bioprepa-
ratu jest uzalezniony od interakcji trzech grup czynnikéw zwiazanych: ze zwalczanym
gatunkiem owadow, z wlaSciwos$ciami bakterii jako patogena, z forma uzytkowa, aparatura
opryskowa oraz warunkami Srodowiska.

Postepy zwiazane z czynnikami odnoszacymi sie do zwalczanego gatunku owadow

Biopreparaty oparte na bakterii B. thuringiensis sa selektywne w stosunku do owadéw.
Wrazliwe na biopreparaty sa w zasadzie gatunki owadéw nalezace do trzech rz¢dow:
Lepidoptera, Diptera i Coleoptera, chociaz ciagle wykrywa si¢ nowe szczepy bakterii B.
thuringiensis, na ktére wykazuja wrazliwo$¢ coraz to nowe gatunki owadéw. Do lat
osiemdziesiatych biopreparaty B. thuringiensis stosowano giéwnie do zwalczania owadoéw
z pierwszych dwu rz¢dow. Najwigcej gatunkow wrazliwych wystepuje w rzedzie Lepidop-
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tera; gatunki te naleza jednoczesnie do najgrozniejszych szkodnikéw liSciozernych. Spo-
Sro6d owad6w z rzedu Diptera, omawianymi biopreparatami zwalczane sa jedynie komary
(Culicidae), a w ostatnich latach sposréd owadéw z rzedu Coleoptera — stonkowate
(Chrysomelidae), gléwnie stonka ziemniaczana. Wrazliwo$é owadéw na biopreparaty
zalezy od ich stadium rozwojowego. Dziataja one jedynie na mlodociane stadia rozwojowe.
Mlodsze stadia rozwojowe s znacznie bardziej wrazliwe niz starsze; biopreparaty zaleca
si¢ wigc do zwalczania najmlodszych larw. Zasada ta jednak nie zawsze musi byc¢ stuszna.

Badania (15) wykazaty, Ze gasienice trzeciego stadium wylogéwki Choristoneura fumife-
rana (Clem.) spasozytowane przez Apanteles fumiferanae (Vier.) w znacznym stopniu
przezywaty zabieg biopreparatem B. thurigiensis, gdyz pobieraty mniej pokarmu i pra-
wdopodobiefistwo pobrania dawki letalnej byto mniejsze. Jednocze$nie stosowanie biopre-
paratu redukowato populacj¢ pasozyta w 60% zabijajac gospodarza przed wyij$ciem z niego
A. fumiferanae. Ten negatywny wplyw biopreparatu na pasozyta byt zmniejszony, gdy
zabieg wykonano na gasienice bgdace nie w trzecim, lecz w czwartym stadium, co
pozwolito na wylot pasozyta przed wyginieciem gospodarza. W takim przypadku nalezy
opdZni¢ wykonanie zabiegu biopreparatem, gdyz uzupeia on jedynie efekt redukcji Ch.
fumiferana przez omawianego pasozyta, lecz z nim nie wspétdziata. Nalezy doda¢, ze
pasozyt ten moze zredukowac ponad 50% populacji Ch. fumiferana przed spowodowaniem
przez nia duzych strat w aparacie asymilacyjnym drzewostanéw.

Na efektywnos¢ dziatania biopreparatéw B. thuringiensis ma réwniez wplyw stan fizjo-
logiczny larw. Owady ostabione np. niekorzystnymi czynnikami Srodowiska, czy subletal-
nymi dawkami insektycydéw, sa bardziej podatne na rozwéj choroby wywolanej zjedze-
niem biopreparatu. Zostato to wykorzystane w praktyce w Kanadzie przy zwalczaniu Ch.
fumiferana na ogromnych obszarach lesnych. Efektywno$¢ zwalczania zwiekszano stosu-
jac najpierw niskie dawki fenitrotionu a nastgpnie biopreparatu. Skutecznos¢ zabiegu w
lesie ocenia si¢ tam na podstawie obserwacji aparatu asymilacyjnego przyjmujac, Ze zabieg
jestudany jezeli defoliacja nie przekracza 40%. W Kanadzie probowano réwniez zwieksza¢
aktywnos¢ biopreparatéw B. thurigiensis przez dodawanie enzymu chitynazy (w niskich
st¢zeniach), ktory uszkadzajac nablonek jelita ufatwia przenikanie do jamy ciata (17,8).

Postepy zwiazane z czynnikami odnoszacymi sie do wlasciwosci bakterii
Jjako patogena

AktywnoS$¢ biopreparatow B. thurigiensis w stosunku do poszczegdélnych gatunkow owa-
dow zalezy przede wszystkim od podgatunku (odmiany) bakterii. Spo§réd znanych ok. 30
podgatunkéw wigkszos$¢ wykazuje dzialanie w stosunku do gasienic motyli, a sposrod nich
dwa: kurstaki i thuringiensis sa najaktywniejsze. W ramach poszczegdlnych podgatunkéw
aktywnos$¢ owadobdjcza jest rowniez zré6znicowana w zaleznosci od szczepu lub izolatu.
W latach osiemdziesiatych wykryto nowy szczep HD-1 var. kurstaki, charakteryzujacy sie
wyzsza aktywno$cia owadobdjcza od znanych w owym czasie izolatow. Szczep ten jest
powszechnie wykorzystywany do chwili obecnej w biopreparatach handlowych (Dipel,
Thuricidae) do zwalczania larw motyli.

W 1981 r. wyodrebiono w USA z larw Ch. fumiferana nowy izolat NRD-12 var. kurstaki.
Szczep ten zostal wprowadzony do USDA kolekcji kultur B. thuringiensis pod numerem
HD-945 (3). Posiada on charakterystyke serologiczna identyczna jak szczep HD-1. Jego
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aktywnoc¢ przeciwko Trichoplusisa ni (Hiibner) jest zblizona do HD-1, ale jest on wielo-
krotnie bardziej aktywny przeciwko Heliotis virescens F., Choristoneura fumiferana Cl. i
Lymantria dispar L. Szczep ten jest réwniez skuteczny przeciwko Spodoptera exiqua
(Hiibner). Nowy szczep NRD-12 ze wzgledu na szersze spektrum dzialania i wieksza
aktywnos¢ owadobéjcza moze zastapic w przysztosci izolat HD-1, stosowany dotychczas
W preparatach handlowych przeciwko larwom motyli.

Wykryto réwniez nowe szczepy B. thuringiensis dzialajace na owady z rzedu Coleoptera
(rodzina Chrysomelidae), a zwlaszcza na stonke¢ ziemniaczana. W 1982 r. w Niemczech
wyizolowano sobsp. tenebrionis (9), kiéry jest stosowany w pltynnym preparacie Novodor
przeznaczonym do zwalczania larw miodszych stadidw stonki ziemniaczanej. W 1986 roku
opublikowano réwniez wyniki badaf prowadzonych w USA nad B. thuringiensis var. san
diego dziatajacym na owady z rzedu Coleoptera (7). Szczegbétowe badania przeprowadzone
w Niemczech wykazaty jednak, ze oba opisane szczepy sa identyczne (10). Wstepne

badania wykazaty przydatnos¢ biopreparatu Novodor do zwalczania stonkowatych w
leSnictwie.

Postepy zwiazane z czynnikami odnoszacymi sie do formy uzytkowej, stosowanej
aparatury opryskowej i warunkow srodowiska

W poczatkowym okresie stosowania biopreparatow (we wczesnych latach szesédziesia-
tych) nie zawsze uzyskiwano odpowiednia skuteczno$¢ zwalczania. Wynikalo to z niezbyt
dokfadnego standaryzowania tych preparatéw na podstawie liczenia zywotnych przetrwal-
nikow, kiére nic nie méwia o aktywnosci delta-endotoksyny. Poczawszy od 1965 r.
wszystkie formulacje B. thuringiensis sa standaryzowane na podstawie badaf, w ktorych
ocenia si¢ rowniez aktywnos$¢ krysztalow delta-endotoksyny w stosunku do wybranych
gatunkow owadow testowych (11), co pozwala na dostarczanie uzytkownikowi bioprepa-
ratow o statej aktywnosci.

Aktywnos¢ owadobdjcza i dlugotrwatosé dziatania biopreparatéw B. thuringiensis nanie-
sionych na rosliny jest w duzym stopniu uzalezniona od odpowiedniej formy uzytkowej, a
zwlaszcza od zawartych w niej no$nik6w i stabilizatoréw, zapobiegajacych rozkladowi pod

wptywem Swiatla stonecznego, temperatury oraz przed zmywaniem przez opady atmosfe-
ryczne.

Najwigksze osiagnigcie w ostatnich latach w zakresie formulacji biopreparatéw B. thurin-
giensis do ultraniskoobjetosciowego (ULV) opryskiwania technika sa molotowg stanowi
preparat Foray. Jest to formulacja plynna o zwiekszonej zawartosci delta-endotoksyny i
obnizonym parowaniu, do stosowania bez rozcieficzania przy uzyciu atomizeréw dajacych
krople o obj¢tosci okoto SO0 um. Preparat przeznaczony jest do zwalczania szkodnikéw lasu
i zalecany w Polsce w dawce 2,5-4 1/ha (6).

Dotychczas stosowane formulacje B. thuringiensis zawieraja zaréwno krysztaty delta-en-
dotoksyny jak i spory bakterii, ktére jako zywe organizmy powoduja pewne ktopoty przy
opracowywaniu form uzytkowych i przechowywaniu. Formulacje te mimo odpowiednie;
zawartosci no$nikow i stabilizatoréw (naniesione na rosliny) charakteryzuja sic zbyt
krotkotrwatym dzialaniem owadobdjczym. Podj¢te w latach osiemdziesiatych w USA
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badania doprowadzity do opatentowania nowego sposobu przygotowywania bioprepara-
tow B. thuringiensis tzw. “systemu kapsutkowania”.

W systemie tym zabite komorki bakterii stuza jako biologiczne mikrokapsutki lub bioopa-
kowanie dla delta-endotoksyny (lub innych biotoksyn) chroniac ja przed degradacja przez
czynniki Srodowiska. Metoda ta wykorzystuje cechy dwu réznych gatunkéw bakterii.
Bioopakowanie sktada si¢ ze Scian komoérek nie patogenicznych bakterii Pseudomonas
fluorescens, ktbére wystepuja powszechnie w glebie, wodzie i na powierzchni rolin.
Czynnik owadob6jczy natomiast pochodzi z wyst¢pujacych w naturze szczep6w B. thurin-
giensis produkujacych delta-endotoksyn¢. Gen odpowiedzialny za produkcje tej biotoksy-
ny jest wprowadzony odpowiednimi metodami biotechnologicznymi do komoérek bakterii
P. fluorescens. Podczas fermentacji bakterie te produkuja krysztaly delta-endotoksyny
wewnatrz wlasnych komorek. Nastepnie komérki bakterii sa zabijane za pomoca czynni-
kow termicznych i chemicznych w taki sposob, by nie naruszy¢ znajdujacej si¢ w komorce
biotoksyny. Proces ten utrwala jednoczesnie blon¢ komérkowa, ktéra staje si¢ bardziej
twarda i sztywna w wyniku lepszego zwiazania si¢ jej komponentow. W ten sposéb
usztywniona blona komérkowa zabitych bakterii P. fluorescen shuzy jako ochronna, biolo-
giczna mikrokapsutka dla delta-endotoksyny.

Dwa preparaty przygotowane wedhug tego systemu znajduja si¢ obecnie w szerokich
badaniach aplikacyjnych. Jeden przeznaczony do zwalczania larw motyli, natomiast drugi
— do zwalczania stonki ziemniaczanej. W obu przypadkach biopreparaty przygotowane
wedhug systemu kapsutkowania i naniesione na rosliny wykazaly bardziej dlugotrwate
dziatanie w poréwnaniu do biopreparatow formutowanych tradycyjnie.

Postepy zwiazane z nowym podejsciem do biopreparatow jako insektycydow

Innym kierunkiem badaf majacych na celu zwigkszenie aktywnosci biopreparatow B.
thuringiensis jest mozliwo§¢ wprowadzenia do stosowania formulacji zawierajacych
oprocz delta-endotoksyny réwniez beta-egzotoksyne, znana pod nazwa thuringiensiny i
produkowana przez niektdre podgatunki bakterii. Beta-egzotoksyna jest nukleotydem o
niskim ciezarze czasteczkowym, odpornym na wysoka temperaturg. Jest strukturalnym
analogiem ATP, a mechanizm jej dzialania polega na blokowaniu zaleznych od DNA
polimeraz RNA u wielu organizméw (16). W zwiazku z tym wykazuje ona toksycznosc
nie tylko dla owadéw, ale réwniez dla ssakow i ptakow. Z tego powodu handlowe
biopreparaty B. thuringiensis dopuszczone dotychczas do stosowania w wielu Krajach, w

tym réwniez w Polsce, nie mogly zawiera¢ beta-egzotoksyny.

Obecnie nie wyklucza si¢ mozliwosci praktycznego zastosowania biopreparatow zawiera-
jacych delta-endotoksyne i beta-egzotoksyng, szczegblnie do zwalczania szkodnikow
odpornych na dotychczas stosowane $rodki z tym, ze musza one byC traktowane jak
insektycydy chemiczne. Stwierdzono réwniez, Ze obie wymienione biotoksyny wykazuja
synergistyczne wspoéldzialanie w stosunku do niektérych gatunkéw motyli: Lymantria
dispar L. (2), Zeiraphera diniana (Guenee) (1), Spodoptera exiqua (Hiibner) (13), Spodop-
tera frugiperda Smith (5). Synergizm ten wyraza si¢ wzrostem procentu $miertelnosci przy
takiej samej dawce i krétszym czasem zamierania w porownaniu do pojedynczych skiad-
nikéw. Mechanizm odpowiedzialny za obserwowany synergizm nie jest znany. Zarowno
delta-endotoksyna jak i beta-egzotoksyna dzialaja na wrazliwe gatunki na poziomie sub-
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komorkowym. Przypuszcza si¢ ze synergistyczne dziatanie obu tych czynnikOw moze
wynika¢ ze zmiany wrazliwosci komorek jelita w stosunku do omawianych biotoksyn.
Ponadto jedna z metod wzmocnienia aktywnosci owadobbjczej biopreparatéw opartych

na delta-endotoksynie jest stosowanie ich w mieszaninie z maltymi dawkami typowych
insektycydéw chemicznych.

Nowoczesne techniki biologii molekularnej stwarzaja nowe mozliwosci i nowe kierunki
biologicznego ograniczania populacji szkodliwych owadéw. Stosujac techniki inzynierii
genetycznej uzyskano bakterig B. thuringiensis posiadajaca geny aktywnosci owadobbéjczej
wobec dwu gatunkow szkodnikéw: wytogowki Ch. fumiferana i brudnicy nieparki (Lyman-
tria dispar L.). Na bazie tej bakterii opracowano nowy biopreparat Condor, ktorego
praktyczna przydatno$¢ do zwalczania szkodnik6w lasu jest badana w Kanadzie.

Nowoczesne badania technikami inzynierii genetycznej pozwalaja na otrzymanie transge-
nowych roslin uprawnych wytwarzajacych owadobéjcze toksyny. Przykltadem moze byé
uzyskanie roslin tytoniu, produkujacych biatko owadobdjcze, chroniace je przed owadami.
Ten kierunek badai wydaje si¢ by¢ perspektywiczny. Aczkolwiek — biorac pod uwage
ogromne zdolnosciadaptacyjne owadéw, w tym mozliwos¢ wyselekcjonowania odpornych
populacji na kazda toksyn¢ — trudno juz dzisiaj o tym przesadzic.
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Summary

Progress concerning the development of biopreparations based on the bacteria Bacillus
thuringiensis (Berliner) is presented in the paper. At the begining, these biopreparations
were mainly used to the reduction of harmful insect populations from the order of
Lepidoptera. One subspecies (israelensis) was used against Culicidae (Diptera). Now, the
new subspecies (tenebrionis) to control pests from the order of Coleoptera is applied.
Actually, in commercial formulations against Lepidoptera the strain HD-1 var. kurstaki is

73



commonly used. The isolation of the new strain HD-94S5 var. kurstaki which is more active
than HD-1 strain allow to obtain biopreparations with better activity. Lately the new
formulation (Foray) for the aerial application can be applied without dillution at 2.5 to 4
liters per hectare. New other formulations contain the crystals of delta-endotoxin only,
prepared with the use of an encapsulation system, are more persistent and more effective.

Finally, it may be possible with the use of genetic engineering to produce transgenic plants
containing cristal proteins with insecticidal activity.
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