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Streszczenie: Owadobojcze wlasciwosci Bacillus thuringiensis (Bt) sprawiaja, ze jest to cenny gatunek bakterii dla rozwoju rolnictwa. Pro-
dukowane przez Bt biatka Cry i Cyt dziataja w sposdb selektywny, dlatego ich stosowanie prowadzi do wyeliminowania tylko larw owadéw
docelowych. Znane s3 réwniez inne substancje produkowane przez bakterie Bt, ktére moga si¢ przyczynic¢ do eliminacji agrofagéw i promo-
wania wzrostu roélin. Ponadto podejmowane sa proby stosowania szczepow B. thuringiensis w procesie bioremediacji terenéw skazonych
toksycznymi zwigzkami organicznymi oraz w medycynie, w zwalczaniu patogendw ludzkich i zwierzecych oraz komorek nowotworowych.

1. Wprowadzenie. 2. Charakterystyka gatunku Bacillus thuringiensis. 3. Czynniki wirulencji Bacillus thuringiensis. 4. Wykorzystanie Bacil-
lus thuringiensis w nowoczesnym rolnictwie 5. Nowe mozliwo$ci wykorzystania bakterii Bacillus thuringiensis. 6. Podsumowanie

BACILLUS THURINGIENSIS - NEW APPLICATION POTENTIAL

Abstract: One of essential bacteria used in modern agriculture, in particular because of its ability to eradicate insects, is Bacillus thurin-
giensis. Cry and Cyt proteins produced by Bt are selective, therefore using those proteins eliminates only larvae of target insects. There are
various other known substances produced by Bt bacteria, that may help with further elimination of pests and promoting plant growth.
Furthermore, there are attempts being made to use Bt strains in bioremediation of contaminated sites as well as in medicine, especially in
combating human and animal pathogens, or cancer cells.
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1. Wprowadzenie

Intensywne rolnictwo konwencjonalne polega na
stosowaniu na szerokga skale pestycyddéw, ktore poprzez
eliminacje patogenéw umozliwiajg pozyskanie wyso-
kiego plonu roslin uprawnych. Wedtug danych GUS,
w 2018 roku ogodlna ich produkcja w Polsce wyniosta
23178,4 ton. Stosowanie pestycydow, pomimo skutecz-
nosci ich dzialania cechuje wiele wad, przede wszyst-
kim wykazujga toksyczny wplyw na organizm czlowieka,
a takze moga kumulowac¢ sie w glebie, doprowadzajac
do zaburzenia jej réwnowagi biologicznej [68, 82].
Zwigzki zawarte w pestycydach cechuja sie duza roz-
puszczalno$cia w wodzie, przez co z tatwoscig prze-
dostaja si¢ do organizméw zywych. Z tego powodu
niewlasciwe stosowanie pestycydow, przyktadowo pod-
czas opadéw deszczu lub nawadniania pol, powoduje
zanieczyszczenie wod powierzchniowych i prowadzi¢
moze do zachwiania prawidlowego funkcjonowania
procesow biologicznych. Istnieje roéwniez ryzyko ich
przedostawania si¢ do wod gruntowych [5]. W celu

regulacji racjonalnego stosowania pestycydéw wprowa-
dzono integrowang ochrone roslin, ktéra wykorzystuje
rézne metody i srodki promujace odpornos$¢ roslin na
patogeny i szkodniki. Idea ta nie dazy do catkowitego
wykluczenia stosowania zwigzkéw chemicznych, ale do
ograniczenia ich aplikacji na rzecz przyjaznych $rodo-
wisku metod nie chemicznych [64].

Alternatywa dla pestycyddw sg preparaty przygoto-
wane na bazie mikroorganizméw, ktére nie kumuluja
sie w srodowisku i nie wykazujg antagonistycznego
oddzialywania w stosunku do mikrobioty glebowej
oraz organizmu ludzkiego i zwierzecego. Od wielu lat
duzym zainteresowaniem ciesza si¢ preparaty zawie-
rajace szczepy bakterii Bacillus thuringiensis (Bt), sto-
sowanych jako insektycydy. Dzialanie Bt opiera si¢ na
produkgji toksycznych bialek krystalicznych Cry i cyto-
toksycznych biatek Cyt, ktore selektywnie zwalczaja
owady niszczace uprawy roslin, nie oddzialujac nega-
tywnie na organizmy inne niz docelowe. Wyzej wymie-
nione bialka dzialajg jedynie na stadium larwalne owa-
dow, podczas gdy jaja oraz doroste osobniki nie s3 na
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niewrazliwe [24]. Dzialanie Cry opiera si¢ na paralizu
migs$ni uktadu pokarmowego, ktory uniemozliwia larwie
dalsze zerowanie [20, 49], jak réwniez uszkodzeniu
nablonka jelitowego, co prowadzi do $mierci larwy
[24]. Bt jest wykorzystywany takze w inzynierii gene-
tycznej, gdzie odpowiedzialne za owadobdjcze dzialanie
geny s3 wlaczane do nasion roslin uprawnych, czyniac
je odpornymi na dzialanie agrofagéw [41]. Do innych
mozliwych aplikacji B. thuringiensis nalezy promowanie
wzrostu roslin oraz antagonistyczny wplyw na grzyby
patogenne [44]. Ze wzgledu na produkcje bakteriocyn,
lipopeptydéw oraz parasporyn niniejsze bakterie zna-
lazly réwniez zastosowanie w medycynie [31, 47]. Na
uwage zastuguje ponadto mozliwoé¢ ich stosowania
w bioremediacji terenéw zanieczyszczonych toksycz-
nymi zwigzkami organicznymi [33].

2. Charakterystyka gatunku Bacillus thuringiensis

Bakterie B.thuringiensis zostaly po raz pierwszy
wyizolowane przez japonskiego naukowca Shigetane
Ishiwata w 1901 roku z martwych larw jedwabnika
Bombyx mori. Kilka lat pézniej, w 1911 roku Bt zostat
ponownie wyizolowany przez Ernsta Berlinera, réwniez
z martwych larw $rédziemnomorskiej ¢my macznej
Anagasta kuehniella, pochodzacych z mlyna w Turyngii.
Ernst Berliner nazwat wyizolowany mikroorganizm
B. thuringiensis na cze$¢ tej niemieckiej prowingji.
Odkrycia te przyczynily sie¢ do opisania biobojczych
wiasciwosci Bt wobec larw owaddéw, co zasugerowalo
jego mozliwe zastosowanie jako biologiczny $rodek
ochrony roslin [41, 65].

Gatunek B. thuringiensis nalezy do domeny Bacteria,
typu Firmicutes, klasy Bacilli, rzedu Bacillales, rodziny
Bacillaceae i rodzaju Bacillus [67]. Rodzaj Bacillus dzieli
sie na trzy grupy, przy czym B. thuringiensis jest zali-
czany do grupy B. cereus, do ktorej naleza B. anthracis,
B. cereus, B. cytotoxicus, B. mycoides, B. pseudomycoides,
B. toyonensis, oraz B. weihenstephanensis [86]. Przez
ostatnie 100 lat, ze wzgledu na réznice w morfologii
ich kolonii, wlasciwosci metaboliczne, w tym opor-
no$¢ na penicyling, bakterie te opisywano jako odr¢bne
gatunki [58]. Cechg odrdzniajacy szczep B. thuringiensis
od B. cereus jest obecnos¢ genéw kodujacych owado-
bdjcze toksyny, zwykle znajdujacych si¢ na plazmidach
[37]. Jarret i Stephenson [43] wykazali, ze podczas
hodowli B. thuringiensis z innymi bakteriami w obrebie
grupy B. cereus moze dochodzi¢ do transferu plazmidu
zawierajgcego geny cry, tym samym doprowadzajac do
produkeji owadobdjczych bialek przez inne mikro-
organizmy. Z tego wzgledu zidentyfikowanie bakterii
jako B. thuringiensis jedynie na podstawie wykazywa-
nia zdolnosci do produkeji biatek Cry moze by¢ nie-
wiarygodne. Lepszym rozwigzaniem jest zastosowa-
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nie nowoczesnych technik, takich jak real-time PCR
z wykorzystaniem specyficznych biomarkerdw, dzieki
ktorym mozliwe jest zidentyfikowanie obecnosci Bt
w badanej prébcee [86].

Bakterie B. thuringiensis mozna klasyfikowac okres-
lajac podgatunek, odmiane czy serotyp (odmiana mikro-
organizmu, ktérg mozna okresli¢ za pomoca reakeji
z uzyciem przeciwcial). Jest to mozliwe dzigki wykorzy-
staniu charakterystycznych cech biochemicznych, réz-
nych antygenéw bakterii (serotypowanie H, antygeny
krysztatéw parasporalnych) oraz identyfikacji pro-
dukowanych przez nie antybiotykow i esteraz [10, 51,
79]. Typowa metoda stosowang do klasyfikacji Bt jest
serotypowanie H, ktdre polega na wywolaniu reakcji
immunologicznej wobec bakteryjnego antygenu - fla-
gelliny, biatka kodowanego przez gen hag [41]. Sero-
typowanie H ma jednak pewne ograniczenia, wynika-
jace z nierozrdézniania szczepéw pochodzacych z tego
samego serotypu [10, 41, 53, 81].

Komorki B. thuringiensis sg ruchliwymi, urzesio-
nymi na calej powierzchni, przetrwalnikujacymi palecz-
kami (d. laseczkami) o dlugosci 2-5 um oraz szerokosci
okolo 1 um, ktére zwykle uktadajg si¢ w pary lub krotkie
tancuchy [21, 41]. Cykl zyciowy tych Gram-dodatnich
bakterii sktada si¢ z dwdch faz: wegetatywnego podziatu
komorki oraz rozwoju spor, inaczej zwanego cyklem
sporulacji, ktory zachodzi przykladowo kiedy w $rodo-
wisku nie ma wystarczajacej ilosci sktadnikow odzyw-
czych [11, 21]. W trakcie rozmnazania komorka wege-
tatywna dzieli si¢ na dwie identyczne komoérki potomne
przez uformowanie nowej §ciany komoérkowej w poto-
wie blony plazmatycznej. W fazie sporulacji podziat
komorki przebiega nieco inaczej, jest on asymetryczny
i sklada si¢ z 7 etapéw. W I etapie powstaje filament
aksjalny, w etapie II formuje si¢ septum, a w III po-
wstaja krysztaly parasporalne oraz prespora. Nastepnie,
w etapie IV formuje si¢ egzospora, pierwotna $ciana
komorkowa, nukleoid oraz ostony biatkowe, a jaderko
spory ulega przeksztalceniu. W ostatniej fazie sporu-
lacji (VII) nastepuje dojrzewanie spor, liza komorki
i uwolnienie form przetrwalnych [13, 41, 58].

Krysztaly parasporalne sa inkluzjami wewnatrzko-
moérkowymi, zbudowanymi ze skrystalizowanego poli-
petydu, sktadajgcego sie z bialek Cry, ktory warunkuje
bioaktywno$¢ 0B. thuringiensis [65, 84]. Bialka Cry sa
toksyczne dla insektow z rzedow Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Dictyoptera,
Ortoprea i Mallofaga oraz dla niektérych nicieni, pier-
wotniakow i roztoczy [3, 84]. Z prowadzonych badan
wiadomo, ze konkretny szczep B. thuringiensis moze
by¢ wykorzystany do walki z konkretnym gatunkiem
owada, np. na Lepidoptera dziala B.subsp. kurstaki
oraz aizawai, na Coleoptera z kolei B. subsp. tenebrio-
nis, a na Diptera B. subsp. israelensis [34]. Wiele toksyn
Cry wykazuje niskie aktywnosci toksyczne przeciwko
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komarom, a najbardziej uzytecznym w ich zwalczaniu
jest szczep B.thuringiensis subsp. israelensis. Jest on
wysoce toksyczny w stosunku do réznych gatunkow
tych owadow, szczegolnie dla: Aedes, Culex i Anophe-
les, ktore stanowig wektory dla takich chordb, jak zétta
febra oraz denga, ale charakteryzuje si¢ jedynie srednia
toksycznoscig wzgledem wektoréw malarii [19, 20].

3. Czynniki wirulencji Bacillus thuringiensis

Owadobdjcze zdolnosci bakterii z gatunku B. thu-
ringiensis opieraja si¢ na produkowanych przez nie
w procesie sporulacji parasporalnych krysztatach, prze-
waznie zlozonych z jednego lub paru bialek Cry (Cry-
stal) lub Cyt (Cytolitic) [19]. Toksyny te nazywane
sg takze &-endotoksynami. Niniejsze nazewnictwo
wprowadzone zostalo przez Heimpela w 1967 roku,
ze wzgledu na fakt, ze bialka te formowane s wew-
natrz komorek oraz dlatego, ze odkryto je jako czwarte
z kolei toksyczne komponenty u tego gatunku bakterii
[41]. Toksyny Cry oficjalnie definiuje si¢ jako para-
sporalne krysztaly biatek o aktywnosci owadobdjczej
[25]. Natomiast do toksyn Cyt zalicza si¢ parasporalne
bialka Bt, wykazujace aktywnos¢ hemolityczna. Stwier-
dzono, ze niniejsze toksyny sa wysoce specyficzne
w dziataniu, w stosunku do docelowych owaddw, nie-
szkodliwe dla ludzi, kregowcow i roslin oraz kompletnie
biodegradowalne [19].

Biatka Cry wydzielane s3 w formie rozpuszczalnej
w wodzie i naleza do grupy toksyn formujacych kanaty
blonowe (pore-forming toxins, PFT) w membranie
komorek gospodarza. Powstaja w wyniku ekspresji ge-
noéw cry, jako monomery zdolne do oligomeryzacji,
czyli tgczenia sie kilku fancuchéw polipeptydowych
w jedna czasteczke. Zdolnos¢ do zmiany konformacji
tych bialek jest niezbednym elementem w procesie ich
toksycznego oddzialywania na komorki larw owada,
umozliwiajagcym im wchodzenie w strukture membrany
jelita gospodarza. Inaczej dzialaja toksyny Cyt, ktore
bezposrednio wchodzg w interakcje z lipidami mem-
brany i wnikajg do niej. Badania wskazuja, ze biatka Cyt
synergizuja lub przetamuja odporno$¢ przeciw biatkom
Cry, przez funkcjonowanie jako receptor do wigzania
Cry z membrang jelita owada [4, 41].

Mechanizm dziatania toksycznych biatek wytwarza-
nych przez B. thuringiensis jest podobny u wszystkich
rzedow owadow. W przeciwienstwie do chemicznych
pestycydow, ktore w wigkszosci sg toksynami kontak-
towymi, biatka Cry muszg zosta¢ spozyte przez owada,
zeby mogty stac sie toksyczne [40]. Wedtug Melo i wsp.
[59] oraz Hung i wsp. [40] po spozyciu B. thuringiensis
przez larwy owada, wyprodukowane przez nie krysz-
taly biatek Cry ulegaja rozpuszczaniu w jelicie, a nastep-
nie w kolejnym etapie uwalniane sa protoksyny, nie-
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aktywne jeszcze toksyny, ktérych przejscie do formy
czynnej zachodzi na drodze enzymatycznej [40, 59].
Enzymy odpowiedzialne za ten proces to trawienne
proteazy gospodarza; serynowe u przedstawicieli rzedu
Lepidoptera i Diptera oraz cysteinowe i asparaginowe
u owadoéw z rzedu Coleoptera [49]. Tak zaktywowane
toksyny wiaza sie do specyficznych receptoréw kadhe-
rynowych na powierzchni membrany komorek epite-
lialnych jelita, po czym ich konformacja ulega zmianie
[41, 49]. Nastepnie zostaja wbudowane w blong jelita,
gdzie dochodzi do ich oligomeryzacji i tworzenia kana-
téw [19]. Biatka Cry wchodzg takze w kontakt z dodat-
kowymi receptorami jelita — N-aminopeptydazami,
ktére odpowiadaja za zakotwiczenie formujacych sie
kanaléw w dwuwarstwie lipidowej jelita [41, 59]. Nato-
miast bialka Cyt wiaza si¢ bezposrednio z lipidami
membrany komorek nablonka jelita, takze tworzac
kanaly w ich blonie lub niszczac ja przez oddzialywanie
podobne do detergentu [19].

Juz w latach 80 ubieglego wieku Knowles i Ellar
(48] stwierdzili, ze powstajace w blonie komdrek jelita
kanaly s3 gléwnym elementem mechanizmu toksycz-
nego dziatania endotoksyn B. thuringiensis, gdyz pro-
wadza do wystgpienia lizy osmotycznej i $mierci
komorki [18, 40, 55]. Dokladnie liza komérek epitelial-
nych jelita wywolywana jest przez zmiane ciagtosci
i utrate funkcyjnosci membrany, powodowang przez
powstajace w niej kanaty [12, 36, 91]. Zhang i wsp. [92]
przedstawili inny mozliwy model dziatania biatek Cry
na komorki owada, ktdry zaprzecza wczesniejszej teorii.
Zdaniem niniejszych autoréw samo formowanie kana-
tow litycznych jest niewystarczajace do spowodowania
$mierci komorki. Zaproponowany model zakfada, ze
$mier¢ komorek owadzich wywolana jest nie przez stres
osmotyczny, a szereg reakcji zmieniajacych metabo-
lizm komoérkowy, do ktérych zachodzi po zwigzaniu
toksyny Cry z receptorem jelitowym. Wedlug tej teorii
zwigzanie bialka Cry do kadheryn i N-aminopeptydaz
wywoluje, w jeszcze dokladnie niepoznanym procesie
przekaz bodzca aktywujacego kanaly Mg?* w blonie
plazmatycznej komorek epitelialnych owadow, czego
nastepstwem jest zwigkszenie poziomu komoérkowego
cAMP (cykliczny adenozyno-3’5’-monofosforan) [91,
92]. Do $mierci komoérek dochodzi w wyniku dziatania
kinaz biatkowych aktywowanych przez cAMP. Niniej-
sze zjawisko nazywamy onkoza, gdyz zaobserwowana
przez Zhang i wsp. [92] $mier¢ poddanych transfek-
cji komorek pobranych z jajnika Trichoplusia ni, nie
wykazywata cech charakterystycznych dla apoptozy
ani endocytozy, a powodowana byta przez ich pecz-
nienie oraz zwigkszona przepuszczalno$¢ membrany
[85]. Niezaleznie od przyjetej teorii, co do dokladnego
cytotoksycznego wplywu bialek Cry na komorki epi-
telialne jelita, wiadomo, ze ich zniszczenie wywoluje
paraliz jelita sSrodkowego larw owaddéw i prowadzi do
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$mierci w wyniku wyglodzenia. Zdaniem Raymonda
i wsp. [73] niekiedy do $mierci owada moze takze
dochodzi¢ w wyniku postepujacej infekeji bakteryjnej
i wywolania posocznicy. Dzieje si¢ tak, gdy przez znisz-
czone komorki nabtonka jelita do hemolimfy owada
przedostaja si¢ wegetatywne komorki B. thuringiensis.
Wowczas ich namnazanie w organizmie larwy moze
prowadzi¢ do ciezkiej infekcji bakteryjnej — sepsy, skut-
kujacej $miercia.

Cho¢ owadobdjczos¢ B. thuringiensis opiera si¢
gltéwnie na toksycznych biatkach Cry, to bakterie te
produkuja takze inne czynniki wirulentne. Czynniki
te moga samodzielnie wptywa¢ biobdjczo na owady,
np. biatka Vip, proteiny Sip oraz beta-egzotoksyna lub
dziala¢ synergistycznie wraz z toksynami Bt, np. prote-
ina P20, czy enzym chitynaza [49]. Podczas wegetatyw-
nej fazy wzrostu bakterie B. thuringiensis wytwarzaja
biatka Vip (vegetative insecticidal proteins), ktére
wykazuja dzialanie insektycydowe nawet na owady,
ktére wyksztalcily odpornos¢ na biatka krystaliczne
oraz beta-egzotoksyne, stanowigcg inhibitor dla poli-
merazy RNA zaleznej od DNA. Wspomniana wyzej
egzotoksyna wplywa negatywnie nie tylko na bezkre-
gowece, ale takze na kregowce, dlatego szczepy charakte-
ryzujace si¢ ich syntezg, nie mogg by¢ wykorzystywane
do produkgji biopestycydow [32, 38]. Chitynaza poza
wykazywaniem wlasciwosci synergistycznych wobec
toksyn Cry jest istotnym enzymem biorgcym udzial
w infekcji owaddw, gdyz doprowadza do powstawania
perforacji w blonie komorek jelita owadow, umozliwia-
jac przedostanie si¢ bakterii do hemocelu (jama ciata
u niektorych bezkregowcdw) [77]. Natomiast ekspresja
genu odpowiadajacego za produkeje biatka P20 wptywa
na potranskrypcyjne zwigkszenie akumulacji biatek
krystalicznych w komérce i moze pelni¢ takze funkcje

stabilizujacg dla bialek Cry [88].

4. Wykorzystanie Bacillus thuringiensis
w nowoczesnym rolnictwie

Postep cywilizacyjny oraz obowigzujace prawo-
dawstwo wymagaja stosowania innowacyjnych srod-
kéw ochrony roslin w rolnictwie, w tym réwniez tych
opracowanych na bazie mikroorganizmoéw. Ciagle daze-
nie do zwiekszenia produkcji zywnosci, w zwigzku
ze stalym wzrostem ludnosci na $wiecie pociaga za
soba nadmierne stosowanie chemicznych s$rodkow
ochrony roslin. Wysoce istotne wydaje si¢ otrzymywa-
nie wysokiego plonu roélin, przy zachowaniu tej samej
powierzchni uprawy, zadbaniu o zachowanie bezpie-
czenstwa ludzi, zwierzat i $rodowiska, a takze zapew-
nieniu plonu wolnego od patogenoéw.

Obecnie czgsto odnotowywanym zjawiskiem jest
nabywanie odpornosci przez owady na chemiczne
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srodki ochrony roslin, co prowadzi do stosowania
wiekszych ich dawek, a tym samym przyczynia si¢ do
zaburzenia funkcjonowania calych agrobiocenoz [26].
W celu regulacji powyzszych kwestii w dniu 21 paz-
dziernika 2009 roku wprowadzona zostala dyrektywa
Parlamentu Europejskiego i Rady 2009/128/WE, zgod-
nie z ktorg niezwykle istotne jest wykazanie, ze $rodki
ochrony roélin nie wplywaja negatywnie na srodowisko,
a jednoczesnie zapewniajg jednoznaczne korzysci dla
produkgji rolnej [27]. W Polsce integrowang ochrone
roélin definiuje Ustawa z dnia 8 marca 2013 r. o $rod-
kach ochrony roélin (Dz. U. poz.455) [28, 29], ktora
nastawiona jest na wykorzystanie metod minimalizu-
jacych zuzycie chemicznych $rodkéw ochrony roélin,
zastosowanie odpowiedniej agrotechniki, stosowanie
tolerancyjnych lub odpornych odmian roslin oraz
zwalczanie patogendéw na drodze biologicznej [30].
W Art.35 wyzej wymienionej ustawy podkreslona
zostala zasadno$¢ stosowania preparatéw biologicz-
nych, w sposob nie zagrazajacy srodowisku, a takze
bezpieczny dla zdrowia ludzi i zwierzat [29].
Stosowanie biologicznych $rodkéw ochrony roslin
jest doskonaly alternatywa dla chemicznych $rodkéow
ochrony roslin. Preparaty zawierajace w swoim skladzie
Bt nie wykazuja negatywnego oddzialywania na czlo-
wieka oraz nie zanieczyszczajg $rodowiska, a dodat-
kowym ich atrybutem jest stosunkowo niski koszt.
Ponadto bardzo rzadko powoduja wyksztalcenia odpor-
noéci u larw owadzich, aczkolwiek jest to mozliwe [56].
Bioinsektycydy na bazie Bt cieszg si¢ duzg popu-
larnoscig. Juz w 2006 roku biopreparaty, zawierajace
w swoim skladzie spory B. thuringiensis i krysztaly bial-
kowe przez nie wytwarzane, stanowity 75% $wiatowego
rynku biologicznych srodkéw ochrony roslin [49, 83].
W ostatnich latach przeprowadzono wiele badan
nad sposobem produkcji bakteryjnych bioinsekty-
cydéw na bazie alternatywnych mediéw, takich jak:
melasa, skrobia, w tym skrobia kukurydziana, ziarna
zbdz, otreby pszenne czy stoma ryzowa, a takze osady
Sciekowe czy osady z sadzawek krewetek [7, 13, 64,
85, 94]. Surowce te dzigki temu, ze stanowig odpady
z produkgji rolno-przemystowej sa znacznie tanisze niz
konwencjonalnie stosowane syntetyczne media zawie-
rajace soje, czysta glukoze czy ekstrakt z kukurydzy.
Zastosowanie tanszych podlozy do namnazania bakterii
B. thuringiensis, stanowigcych nawet 50% catkowitych
kosztow produkcji, pozwala na znaczne zmniejszenie
kosztownosci niniejszego procesu [95]. Dodatkowo
mozliwos¢ wykorzystania odpadéw jako podlozy do
hodowli Bt rozwigzuje problem z ich utylizacjg. Bada-
nia prowadzone przez Brar i wsp. [15] oraz Zhuang
i wsp. [93, 94] wykazuja, ze przy zastosowaniu odpo-
wiednich metod produkcji, takze stosowanie $ciekdw
czy réznego typu osadow komunalnych daje zadawala-
jace rezultaty wzgledem promowania rozwoju bakterii,



BACILLUS THURINGIENSIS - NOWY POTENCJAL APLIKACYJNY

361

Tabela I
Przyktadowe insektycydy zawierajace Bacillus thuringiensis dostepne na rynku europejskim

Preparat Producent prodKliz nta Szczep Bt grizczi(\:;tiaéw
XenTari® Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. aizawai szczep ABTS-1857
Agree 50 WG Mitsui AgriScience International | Belgia Bt ssp. aizawai szczep GC-91 Lepidoptera
Xtreem” KENOGARD Hiszpania | Bt ssp. aizawai szczep ABTS-1857
DiPel” Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. kurstaki szczep ABTS 351
Biobit” Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. kurstaki szczep ABTS 351 | Lepidoptera
Delfin WG Mitsui AgriScience International | Belgia Bt ssp. kurstaki szczep SA-11
LEPINOX® Plus | CBC (Europe) Wiochy Bt ssp. kurstaki szczep EG 2348
VectoBac® Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. israelensis szczep AM65-52 | Diptera
Novodor® Sumitomo Chemical Agro Europe | Francja Bt ssp. tenebrionis Coleoptera

Na podstawie: [51, 83, 90].

sporulacji i formowania toksyn, w poréwnaniu do zwy-
kle stosowanych w tych procesach mediéw sojowych.
Jednym z gtéwnych probleméw w stosowaniu osadow
$ciekowych jako alternatywnego zrédla dla produkeji
mikrobiologicznych §rodkéw ochrony roslin jest obec-
nos$¢ w nich metali cigzkich, gdyz w nieodpowiednim
stezeniu moga hamowac wzrost i rozwoj bakterii.

Przyktadowe biologiczne $rodki ochrony roslin
skonstruowane na bazie Bt, wykazujace selektywne
oddzialywanie na poszczegdlne organizmy owadzie,
zebrane zostaly w tabeli nr I [49, 80, 87]. Insektycydy
zawierajace w swoim skladzie szczep B. thuringiensis
subsp. israelensis dzialaja biobodjczo na owady z rzedu
Diptera, do ktorych zaliczamy lenie. Ich larwy Zerujg
na korzeniach mlodych rodlin warzywnych i zbdz.
Natomiast najbardziej znane sposrod szkodnikéw roslin
kapustowatych larwy bielinka kapustnika oraz bielinka
rzepnika (rzad Lepidoptera), powodujace golozery lisci,
s zwalczane przez B. thuringiensis subsp. aizawai lub
subsp. kurstaki [63].

Zastosowanie mikrobiologicznych srodkéw ochrony
rodlin niesie ze sobg wiele korzysci dla $rodowiska.
Jednakze, niezwykle istotna jest wiedza i $wiado-
mos$¢ uzytkownikéw niniejszych biopreparatow, pozwa-
lajaca na prawidtowe rozpoznanie Zerujacych owadow
i ukierunkowane dobranie odpowiedniego szczepu
B. thuringiensis.

5. Nowe mozliwosci wykorzystania bakterii
Bacillus thuringiensis

Zastosowanie B. thuringiensis w nowoczesnym rol-
nictwie, jako bioinsektycydéw oraz w konstruowaniu
ro$lin GMO odpornych na szkodniki owadzie, to jeden
z obszaréw analiz dotyczacych tego gatunku bakterii.
Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaly
ponadto mozliwo$¢ zastosowania niektorych szcze-

pow Bt w biologicznej kontroli grzybow patogennych,
w promowaniu wzrostu roslin, bioremediacji gleb ska-
zonych oraz w produkcji zwigzkéw o aktywnosci prze-
ciwdrobnoustrojowej i przeciwnowotworowej [44].

Rosliny uprawne podatne s na wiele choréb, w tym
réwniez wywolanych przez grzyby patogenne. Wyka-
zano, ze bakterie B. thuringiensis przejawiaja aktywnos$¢
przeciwgrzybicza, gléwnie w stosunku do patogendw
z rodzaju Fusarium [35, 75, 76], Sclerotium [74, 78] oraz
Rhizoctonia [35]. Antagonistyczne dzialania Bt w sto-
sunku do wyzej wymienionych patogendw oparte jest
na produkgji chitynaz oraz proteaz, enzymoéw przy-
czyniajacych si¢ do trawienia strzepek patogenow
oraz wytwarzaniu lipopeptydu - fengicyny (fengycin).
Wykazano, ze wlasciwoéci przeciwbakteryjne i prze-
ciwgrzybicze niniejszego antybiotyku dajg mozliwo$¢
zastosowania go jako s$rodka biokontroli, nie tylko
w rolnictwie, ale réwniez w medycynie [47].

Niektore szczepy B. thuringiensis kolonizujace ko-
rzenie roélin, zalicza si¢ do grupy PGPB (Plant Growth
Promoting Bacteria), ktére poprzez produkcje witamin
oraz fitohormonéw pozytywnie wplywaja na wzrost
i rozwdj roélin. Potencjal wykorzystania Bt lub ich mie-
szanin z innymi mikroorganizmami, w postaci nawo-
z6w biologicznych poprawiajacych rozwoj roslin, zaob-
serwowano na przykltadzie uprawy soi, groszku polnego,
soczewicy, czy kukurydzy [6, 8, 60, 61]. Bai i wsp. [8]
wykazali, ze koinokulacja soi szczepami B. thuringiensis
NEB17 oraz Bradyrhizobium japonicum istotnie popra-
wita wzrost roélin. Pozytywny wplyw koinokulacji soi
szczepem B. thuringiensis KR1 oraz B. japonicum na
plon roélin zaobserwowali réwniez w swoich bada-
niach Mishra i wsp. [61]. Z badan wyzej wymienionych
autoréw wynika ponadto, ze zastosowanie Bt KR1 wraz
z Rhizobium leguminosarum-PR1 w wigkszym stopniu
wplywalo na wzrost groszku polnego i soczewicy, niz
inokulacja roélin jedynie szczepem R. leguminosarum-
-PR1 [60]. Pomimo, Ze wyniki badan prowadzonych
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nad pozyskiwaniem szczepow Bt o wysokiej aktywno-
$ci PGPB sg bardzo obiecujace, to na rynku bionawo-
z6w nadal nie ma preparatu, ktéry by na nich bazowat.
Dlatego tez dokladniejsze zrozumienie mechanizmu
interakeji pomiedzy niniejszymi bakteriami a rolinami
wydaje si¢ by¢ niezbedne [44].

Obecnie prowadzone s3 réwniez badania dotyczace
zastosowania bakterii B. thuringiensis w procesie biore-
mediacji gleb skazonych. Zanieczyszczenie srodowiska
zwigzkami chemicznymi stanowi ogromny problem
ekologiczny, dlatego poszukuje si¢ optacalnych i efek-
tywnych metod usuwania tych substancji z gleby, wody
czy powietrza. Do degradacji zwigzkéw organicznych
zanieczyszczajacych gleby wykorzystuje sie mikro-
organizmy, ktére na drodze bioremediacji prowadza
do catkowitej ich utylizacji [33]. B. thuringiensis poza
wlasciwosciami owadobdjczymi wykazuje zdolnos¢ do
rozkladu niektdrych toksycznych zwigzkéw organicz-
nych. Z przegladu literatury wynika, ze byl on stoso-
wany do rozkltadu ftalanu dimetylu [16], fipronilu [57],
trifenylocyny [39], bisfenolu A [54] czy policyklicznych
weglowodorow aromatycznych (PHA), takich jak np.
fenantren, a takze niektorych pestycydéw np. imida-
kloprydu [33] czy cyhalotryny [22]. Z badan Brar i wsp.
[16] wynika, ze B.thuringiensis subsp. kurstaki pro-
dukuje specyficzne enzymy odpowiedzialne za bio-
degradacje DMP (ftalan dimetylu), dzieki czemu jest
w stanie wzrasta¢ na podlozu zanieczyszczonym tym
zwigzkiem i1 wykorzystywaé go jako zrédlo wegla.
Wyizolowany przez Chen i wsp. [22] szczep B. thurin-
giensis ZS-19 wykazywatl zdolno$¢ catkowitego roz-
ktadu cyhalotryny, juz w przeciggu 72 h. Mandal i wsp.
[57] zaobserwowali, ze obecno$¢ bakterii B. thurin-
giensis w $rodowisku zanieczyszczonym fipronilem
znacznie przyspiesza tempo jego rozkladu, zmniejsza-
jac wykrywalnos¢ fipronilu w glebie z ponad 56 dni do
35-42 dni. Yi i wsp. [89, 90] w badaniach z wykorzy-
staniem szczepu B. thuringiensis GIMCC1.817 uzyskali
niemal 80% stopien degradacji trifenylocyny (TPT)
juz w ciagu 7 dni, zwigzany z efektem zerwania przez
bakteryjny cytochrom P450 wigzania wegiel-metal
w czasteczce TPT. Natomiast Li i wsp. [54] uzyskali
w ciggu 24 h 85% wydajno$¢ degradacji bisfenolu A,
ktérego mineralizacja opiera si¢ najpewniej na dziata-
niu NADPH (dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy).
Wyniki uzyskane przez Ferreira i wsp. [33] wskazuja
takze na wysoki potencjal niniejszego gatunku bakterii
w mineralizowaniu réznorodnych wielopierscienio-
wych zwiazkéw aromatycznych, a takze chemicznych
pestycyddw, co zdaniem wyzej wymienionych autoréow
wplywa na zwiekszenie atrakcyjnosci tego gatunku do
zastosowan w procesie bioremediacji.

Bakterie B.thuringiensis poza produkcja toksycz-
nych biatek, wytwarzajg takze inne zwiazki oddzia-
lujace na organizmy zywe, wykorzystywane w medy-
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cynie, takie jak bakteriocyny, nanoczasteczki srebra,
czy parasporyny o aktywno$ci przeciwnowotworowe;j.
Cechg znacznej wigkszosci bakterii jest syntezowanie
przynajmniej jednej bakteriocyny [71]. Bakteriocyny
sg naturalnymi peptydami wplywajacymi hamujaco
na wzrost zaréwno gatunkow bakterii z nimi niespo-
krewnionych, jak i blisko spokrewnionych [9]. W prze-
ciwienstwie do antybiotykdw, ktore stanowia metabolity
wtorne mikroorganizméw, bakteriocyny sa produktami
syntezy rybosomalnej, wykazujacymi waskie spek-
trum dziatania [14]. Do roku 2013 poznanych zostato
18 roznych bakteriocyn wytwarzanych przez szczepy
B. thuringiensis, m.in. subsp. morrisoni, kurstaki, ento-
mocidus, tolworthi, czy thuringiensis [52]. Zwiazki te
wykazuja inhibicje wzgledem wielu patogennych bak-
terii ludzi i zwierzat, takich jak Staphylococcus aureus
[9], Listeria monocytogenes, Paenibacillus larvae, czy
inne gatunki Bacillus [23], a takze bakterie Enterococcus
fecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
czy Shigella flexneri [71]. Zainteresowanie badaniami
nad bakteriocynami wynika z potencjatu ich praktycz-
nego stosowania w medycynie zamiast antybiotykow,
w zwigzku z coraz czestszym pojawianiem sie szcze-
pow bakterii opornych na wiele z nich [44, 52]. Poza
bakteriocynami, zwigzkami produkowanymi przez
B. thuringiensis, przydatnymi w zwalczaniu mikroorga-
nizmoéw sg lipopeptydy np. kurstakina (kurstakin), czy
wspominana juz wczesniej fengicyna [31]. Niektore
szczepy B. thuringiensis wykazuja rowniez zdolnos$¢ do
produkgji nanoczasteczek srebra, ktore charakteryzuja
sie wysoka aktywnoscig toksyczng wzgledem réznych
patogennych bakterii, przykladowo E. coli, P. aerugi-
nosa, S. aureus, K. pneumoniae, L. monocytogenes, czy
E. faecalis [42, 46, 66]. Badania przeprowadzone przez
Khaleghi i wsp. [46] wykazaly, Ze nanoczgsteczki srebra
o $rednicy 42 nm wykazywaly dzialanie bakteriobdj-
cze wzgledem wszystkich szesciu, wyzej wymienio-
nych gatunkéw mikroorganizmdw referencyjnych. Zda-
niem niniejszych autoréw rozwoj technologii wytwa-
rzania nanoczasteczek przez Bt ma duzy potencjat do
produkcji preparatéw eliminujacych i zabezpieczajg-
cych powierzchnie sprzetu medycznego przed powsta-
waniem biofilmu, w sklad ktérego wchodzi¢ moga
patogenne bakterie.

Wiréd szczepdw B. thuringiensis wykryto réwniez
izolaty wykazujace aktywno$¢ cytotoksyczng wzgle-
dem kilku ssaczych linii komoérkowych oraz zidenty-
tikowano parasporyny nakierowane na nowotworowe
komorki ssacze [1]. Parasporyny (PS) sa to biatka Cry,
ktére nie wykazujg aktywnosci insektycydowej, ani
hemolitycznej, za to charakteryzuja si¢ cytotoksycz-
noscig w stosunku do komorek nowotwordéw ludz-
kich, jednocze$nie nie wptywajac na zdrowe komorki
organizmu [69]. Z 6 subklas tych zwiazkéw, szcze-
golnie szeroko badane sg parasporyny-2 (PS2), ktore



BACILLUS THURINGIENSIS - NOWY POTENCJAL APLIKACYJNY

wykazuja przeciwnowotworowe dzialanie wzgledem
zmutowanych linii komorek jelita grubego [2, 17, 50,
62, 72], watroby [2, 17], szyjki macicy [17, 50], piersi
[17], prostaty [17], chloniaka [72] oraz bialaczki [62].
Badania prowadzone przez Katayama i wsp. [45] wyka-
zaly, ze réwniez parasporyny-1 (PS1) wykazuja aktyw-
no$¢ przeciwnowotworowg wzgledem tumoréw szyjki
macicy, watroby, jak rowniez bialaczki. Natomiast biatko
Cry45Aa, zaliczane do parasporyn-4 (PS4), wyizolo-
wane z komorek Bt przez Okumura i wsp. [70], dzia-
tato cytotoksycznie na linie komorek raka jelita grubego,
watroby oraz chtoniaka. Mechanizmy dziatania para-
sporyn na komorki nowotworowe s3 rézne i zalezne
od docelowego rodzaju komorek na jakie oddzialuja.
PS1 oddzialuja cytotoksycznie na komérki nowotwo-
rowe poprzez aktywowanie sygnaléw apoptozy oraz
zwiekszenie stezenia Ca?* wewnatrz nich. PS2 przez
tworzenie kanaléw w membranie komérek nowotwo-
rowych, zblizone sa w swoim dziataniu do insektycy-
dowych biatek Cry. Natomiast PS4 doprowadzaja do
$mierci komdrek nowotwordw przez niespecyficzne
wigzanie do blony i tworzenie w nich komplekséw oli-
gomerycznych [44]. Glebsze poznanie mechanizmu
ich dziatania na komoérki rakowe i ogélnego wpltywu
na organizm czlowieka stwarza ogromne mozliwosci
w zastgpieniu nimi réznego rodzaju farmaceutykow
stosowanych w medycynie.

6. Podsumowanie

Wzrost swiadomosci spoteczenstwa na temat zagro-
zen wynikajacych z szerokiego stosowania zwigzkow
chemicznych w uprawach roslin, ich wptywu na $ro-
dowisko i organizm ludzki, przyczynit sie do zwigksze-
nia zainteresowania biologicznymi $rodkami ochrony
rodlin. Popularng alternatywe dla chemicznych insek-
tycydow stanowig preparaty na bazie B. thuringiensis,
ktore charakteryzuja si¢ wysoka skutecznoscia dzialania,
nie kumulujg sie w glebie i nie doprowadzaja do zabu-
rzenia jej rownowagi biologicznej. Ponadto niektdre
szczepy Bt poprzez produkcje metabolitow wtdrnych
oraz indukowanie odpornosci roélin przyczyniajg sie
do biologicznej kontroli i promowania ich wzrostu
i rozwoju. W ostatnich latach wykazano szerokie moz-
liwosci zastosowania tych bakterii poza obszarem rolni-
czym, przyktadowo w bioremediacji terenow skazonych,
w medycynie; w niszczeniu patogenéw bakteryjnych, czy
komorek nowotworowych. Prowadzenie dalszych badan
nad B. thuringiensis powinno sie skupia¢ na poszuki-
waniu nowych, wydajniejszych szczepdw, jak réwniez
optymalizacji proceséw prowadzonych z ich udzialem,
zmierzajacych do uzyskania nowych farmaceutykow,
fungicydow, bionawozoéw oraz preparatéw stosowanych
w procesie bioremediacji terenéw skazonych.
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