Biologické pripravky na bazi entomopatogennich bakterii
Pfehled a praktické aspekty jejich zamérného vyuzivani v ekologickém zemédélstvi

Entomopatogenni bakterie

Doposud bylo izolovano vice nez 90 druh( bakterii prokazatelné vykazujicich
statut fakultativnich nebo obligatnich patogend hmyzu. K vyznamnym druhim
entomopatogennich bakterii patfi jak Gram- tyCinkovité bakterie z Celedi
Pseudomonadaceae (pohyblivé, anaerobni druhy, napf. Pseudomonas aeuriginosa,
P. fluoroscens) a Enterobacteriaceae (fakultativné anaerobni druhy, napf. Serratia
marcescens, S. entomophila), tak i Gram+ bakterie z Celedé Deinococcaceae
(anaerobni nepohyblivé koky, napf. Melissococcus pluton). Z hlediska praktického
vyuziti v biologické ochrané rostlin vSak v sortimentu entomopatogennich druh(
sehravaji jednoznacné bezkonkurencéni ulohu bakterie z ¢eledé Baccillacea (Gram+,
tyCinkovité bakterie formujici endospory), zejména pak zastupci rodt Clostridium sp.
(striktné anaerobni, C. bifermentans) a Bacillus sp.(aerobni resp. fakultativné
anaerobni). V ramci rodu Bacillus je znamo pfiblizné 70 druhd, z nichz vice nez 20 je
bézné izolovano z riznych druhl hmyzich hostiteld. K béZznym entomopatogennim
zastupcam tohoto rodu patfi Bacillus alvei, B. cereus, B. larvae, B. laterosporus, B.
popilliae, B sphaericus, B. subtilis a svym vyznamem zcela unikatni druh - Bacillus
thuringiensis. V souc€asnosti jsou k dispozici tisice kmenl a izolatd B. thuringiensis
(dale i jen Bt.), z nichZ sice jen zlomek vykazuje virulenci vici nékterému ekonomicky
vyznamnému druhu hmyziho hostitele, nicméné na bazi pravé téchto kmenul jsou
nejen produkovany standardni biopreparaty, ale v soufasnosti i konstruovany
transgenni odriddy mnoha druhd kulturnich rostlin.

B. thuringiensis byl poprvé odizolovan z hmyziho hostitele (housenky bource
moruSového) jiz v roce 1901. Pfima insekticidni aktivita Bt. byla prokazana v roce
1911. Od té doby byly izolovany tisice kmenl Bt., z nichz v8ak pouze nékteré
vykazuji schopnost vyvolat primarni onemocnéni u larev nékterych druht hmyzu. V
50. letech se na trhu objevily prvé biopreparaty na bazi Bt. urCené proti larvam
nékterych druhl motylu. V roce 1976 byl na trh zaveden pfipravek na bazi kmene Bt.
vyvolavajiciho letalni onemocnéni u nékterych skupin dvoukfidlého hmyzu (napf.
muchni¢ek a komard) a v roce 1984 byl odizolovan kmen vykazujici u€innost i na
larvy nékterych druhd broukl (napf. larvy mandelinky bramborové Leptinotarsa
decemlineata). V soucCasnosti se dokonce podafilo odizolovat i kmeny vykazujici
virulenci na nehmyzich hostitelich (napf. na rozto€ich a hadatcich).

V sougasnosti je v CR k dispozici sice stale se zuZujici (1?) nicméné
dostatec¢né reprezentativni sortiment Bt-biopreparati pokryvajici témér cely komplex
hmyzich hostiteld, tj. larvy vyznamnych druhd motyld a mandelinky bramborové. V
registru povolenych pfipravku vSak od roku 1999 nejsou evidovany pfipravky na bazi
B. thuringiensis ssp. israelensis (virulentni vi¢i larvam komarl a muchnicek) a
doposud nebyl registrovan zadny pfipravek na bazi Bt. ssp. azawai (vysoce virulentni
vuci larvam zavijeCe voskového Galleria mellonella).

Bacillus thuringiensis

Bt. je kosmopolitné rozsifena sporulujici ty€inkovita bakterie (velikost >0,9um)
zcela bézné se vyskytujici v padé, na povrchu rostlin a v riznych organickych
odpadech (napf. prasny odpad v obilnich silech). Ve sporangiu Bt. je lokalizovana
ovalna nepohlavni burika (spora) a parasporalni proteinova inkluze (tzv. krystal -



Klasifikace Bacillus thuringiensis

Cry). PFitomnost parasporalniho téliska odliSsuje Bt. od pfibuzného druhu puadni
bakterie Bacillus cereus. Na rozdil od B. cereus jsou u Bt. pfitomny velké plazmidy
nesouci geny kédujici produkci riznych bilkovinnych toxinu (tzv. 8-endotoxiny), které
jsou soucasti krystalu. Parasporalni krystal predstavuje kliCovy a unikatni prvek
toxicity vSech biopreparatll na bazi Bt. Parasporalni krystal izolatd Bt. obsahuje 1-5
riznych endotoxint (protein(l), které vykazuji odliSnou schopnost vazby na specifické
receptory bunék epitelu stfedniho stfeva larev hmyzu. Virulence (Ci avirulence)
kazdého izolatu Bt. vici konkrétnimu druhu hostitele je zavisla na kombinaci toxinU
pfitomnych v krystalu a schopnosti jejich exprese v pribéhu interakce s receptory
bunék stfeva hostitele. Doposud bylo popsano a charakterizovano pfiblizné 70
riznych toxinG Bt. jejichz pfirozené kombinace pfedstavuji realnou ¢&i potencialni
patogenitu druhu B. thuringiensis. Novym fenoménem vyrazné ovliviujicim
pfirozenou pathogenicitu Bt. je cilena konstrukce "novych kmend" Bt. Pomoci
genetickych manipulaci na urovni Cry genl kédujicich skladbu a mnozstvi &-
endotoxinl vznikaji rekombinantni resp. geneticky modifikované kmeny Bt. vykazujici
nékteré nové vlastnosti (napf. zvySena virulence, ucinnost i na rezistentni populace,
zvySena produkce &-endotoxinu pfi submerzni fermentaci, vétsi odolnost abiotickym
faktorim.... a pod.).

Klasifikace Bacillus thuringiensis

Klasifikace druhu B. thuringiensis je pomérné slozita, nicméné pro pochopeni
vnitini struktury sortimentu biopreparatd na bazi Bt. je jeji znalost absolutné
nezbytna. Puvodni klasifikace Bt. byla zaloZena na principu sérotypickém. Podle typu
flagelarnich antigent byl druh Bt. vnitiné diverzifikovan na 45 sérotypu zahrnujicich
55 sérovaru.
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Sporangium entomopatogenni bakterie Bacillus thuringiensis
(vegetativni burika —spora a parasporalni proteinovy krystal — Cry)

V tomto klasifikaCnim systému jsou sérovary identické s poddruhy (subspecies
- ssp.) a pfi klasifikaci je vyuzivana trinominalni nomenklatura. K nejznamé;jsim a v
praktické ochrané rostlin nejvyuzivanéjSim poddruhdm patfi B. thuringiensis ssp.
kurstaki, Bt.-israelensis, Bt.-tenebrionis, Bt.-morrisoni, Bt.-aizawai a Bt.-san diego.
Toto Clenéni sice pomérné dobfe koreluje s morfologickymi a biochemickymi
charakteristikami Bt., ale v oblasti virulence jiz vykazuje nedostateCnou klasifikacni a
predikéni uroven. PFi praktickém oznaCovani a charakteristice biopreparatl na bazi
Bt. je v8ak tato klasifikace stale bézné& pouzivana a jednotlivé podruhy jsou
rostlinolékafskou praxi rutinné asociovany se standardnim okruhem vnimavych



Mechanizmus uc€inku B. thuringiensis

hostitel( (Bt.-kurstaki - larvy motylu, Bt.-israelensis - larvy muchni¢ek a komaru, Bt.-
tenebrionis - larvy nékterych broukd.. a pod.).

Moderni klasifikace druhu B. thuringiensis se odviji od hodnoceni komplexu
Cry proteint jednotlivych poddruhl, resp. od kategorizace sekvenci toxigennich
aminokyselin v proteinech lokalizovanych v parasporalnich krystalech jednotlivych
poddruhl a kmenu Bt. V soucCasnosti je definovano 6 tfid klasifikujicich Cry proteiny
Bt. (dfive Cry I-Cry VI, novéji pak Cryl-Cry6), které jsou dale detailné Clenény na
podtfidy (napf. Cry1A az CrylF; Cry2A a B, Cry3A az C a pod.). Kazda z tfid Cry
proteinl je charakterizovana velikosti proteini (kDA) a je implicitné vazana na
specificky okruh hostitelt (napf. Cryl- larvy motyla).Tato klasifikace je jednoznacné
pfesnéjsi a pres svou zdanlivou komplikovanost je i mnohem pFehlednéjsi. Ddvodem
zmény klasifikaéniho systému bylo jednak zjisténi, ze nékteré sérotypové odliSné
poddruhy maji shodné Cry-geny (napf. ssp. aizawai a entomocidus) nebo Ze jeden
sérotypové definovany poddruh vykazuje schopnost produkovat proteinové krystaly
obsahujici &-endotoxiny toxické pro ruzné skupiny hostiteld. Napfiklad, nékteré
kmeny Bt.-morrisoni produkuji proteinové krystaly s uc€innosti proti housenkam
motylU, jiné kmeny téhoz poddruhu proti larvam broukl a dal$i kmeny jsou virulentni
proti larvam dvoukfidlého hmyzu. Hlavnim ddvodem zmény klasifikacniho systému
B. thuringiensis v8ak byla absolutni nemoznost vyuZzit sérotypickou klasifikaci i v
pfipadé rekombinantnich nebo geneticky modifikovanych kmenu.

Mechanizmus ucinku B. thuringiensis

Mechanizmus ucinku Bt. na larvy hmyzu Ize rozdélit na dvé konsekventni faze:
1. Toxikémie - faze oslabeni az usmrceni hostitele v disledku plsobeni toxickych &-
endotoxinu parasporalniho krystalu na bunky epitelu stfedniho stfeva hostitele
2. Septikémie - faze masivni invaze bakterii do télni dutiny a tkani a usmrceni
hostitele v disledku namnozeni baktérii
Detailné Ize mechanizmus ucinku Bt. interpretovat a demonstrovat rdznymi
zpusoby. V obecné roviné Ize zakladni posloupnosti v interakénim systému "Bt. -
hostitel" popsat nasledovné. Krystaly Bt. jsou v principu agregaty velkych proteinu
(polypeptidy, 130-140 kDa), které funguji jako protoxiny a musi byt nejprve
aktivovany. Krystaly Bt. jsou velmi stabilni (nerozpustné v neutralnim a kyselém
prostfedi) a v zazivacim traktu vétSiny zivoCichl (v€etné Clovéka) proto nedochazi k
aktivaci protoxinl. V alkalickém prostfedi stfedniho stfeva hmyzich hostiteld (pH
zpravidla > 9,5) vS8ak dochazi k rozpusténi krystald a uvolnéni resp. aktivaci
protoxinG. Protoxin sam o sobé toxicky nepusobi, ale v dusledku puUsobeni
proteolytickych enzymU (enzymy pfirozené se vyskytujicich ve stfednim stfevé
hostitele, velmi Casto trypsiny) jsou postupné degradovany na toxiny (proteiny o
prumérné velikosti 60 kDa). Toxiny se postupné vazou na specifické receptory na
povrchu bunék epitelu stfedniho stfeva a indukuji tvorbu mikroskopickych pora v
bunécnych membranach, nasledné dochazi k vytvoreni prichodnych kanalku, které
propojuji vnitini sténu stfedniho stfeva s télni dutinou. PFi poskozeni bunécnych
membran dochazi k naruSeni jejich semipermeability coz v disledku vede k
neusmérnénému pohybu iontd. Toxiny poskozené bunky bobtnaji a nasledné
odumiraji (praskaji, lyzuji). V dasledku paralyzy a rozpadu bunék dochazi k rychlé
imobilizaci az desintegraci celé stfedni ¢asti zaZivaciho traktu napadeného hostitele,
larva prestava pfijimat potravu, produkuje tekuté vykaly, neni schopna pohybu a
Casto jiz v této fazi hyne (letalni toxikémie, projevuje se jiz po nékolika hodin po
peroralnim pfijmu krystalu). V naruSeném stfednim stfevé dochazi k vyraznému
snizeni pH, coz zpUsobuje aktivaci spor Bt. (pfipadné i jinych nepatogennich druhd
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Toxikologické a ekologické efekty _

bakterii), které kli¢i, pronikaji do télni dutiny hostitele a po namnozeni zpusobuji
(letalni) septikémii. V této fazi infikovana larva v duasledku vnitfni dekompozice
postupné meékne, ztekucuje a méni barvu na hnédocernou. Pfiznaky septikémie jsou
na larvach zpravidla zjevné 3 - 5 dnu od iniciace infekce

Recentni vyzkumy prokazaly, Zze ve struktufe toxini Bt. existuji 3 vyrazné
definované oblasti (integrované skupiny 220 aminokyselin na jednu doménu,
modelova struktura viz Obr. 3), z nichz kazda je zodpovédna za nékterou z kliCovych
fazi interakci s burikami epitelu stfedniho stfeva. Tento poznatek ma sice znacny
vyznam pfi konstrukci rekombinantnich nebo konjugovanych kmend Bt., nicméné
biopreparaty na bazi takto modifikovanych kmenud jsou pro potfeby ekologického
zemédélstvi nepouzitelné

Toxikologické a ekologické efekty

Biopreparaty na bazi Bt., (pfipadné samotnych separovanych krystal()
vykazuji velmi nizkou akutni nebo chronickou toxicitu vici teplokrevnym Zivo&ichim,
dermalni iritace je zcela zanedbatelna a jen mirné irituji pfi inhalaci, u€inek na oc€i je
vyrazné drazdivy. Dlouhodobé expozice Bt. nevykazuji negativni vliv na reprodukci,
nemaji teratogenni ucinky, mutagenni nebo kancerogenni ucinky Bt. na savcich
doposud nebyly zjistény. Mirny mutagenni ucinek Bt. byl prokazan pouze v testech
na rostlinnych pletivech. Pfi poZiti spolu s potravou nebyla zjiSténa perzistence Bt. v
zazivacim traktu savcul, doposud nebyl zaznamenan zadny pfipad spontanni nebo
doprovodné invaze do téla nebo jednotlivych organt testovanych savcu.

Primarni proces aktivace protoxinu je hlavnim divodem vysoce specifického
insekticidniho ucinku B. thuringiensis. Komplexni evaluace pfimeého vlivu a vedlejSich
uCinkd prokazala minimalni vliv Bt. na necilové organizmy. Biopreparaty na bazi Bt.
jsou zcela kompatibilni s vétSinou ostatnich pfirozenych nepfatel hmyzich Skdadcu.
Bt. byl testovan na 74 druzich ptakd a 11 druzich ryb a ani v jednom pfipadé nebyl
zjistén primy toxicky efekt nebo negativni vliv na reprodukci a vyvoj, nebyla
zaznamenana invaze do tkani nebo jednotlivych organl. V nékterych pfipadech byl
prokazan negativni vliv Bt. (ssp. israelensis) na nékteré druhy vodnich mékkysu a
korySu. PFi hodnoceni vlivu Bt. na opylovace (v€ela medonosna a ¢melak Bombus
terrestris) byl zjistén vysoky stuperi kompatibility, coz nejlépe dokazuje skute€nost,
Ze i rekombinantni preparaty na bazi Bt.-aizawai jsou ve vysokych davkach povoleny
k ochrané vcelstev prfed zavijeCem voskovym Galleria mellonella.

Bt. muze za vhodnych podminek pFezivat v pidé az 5 mésicl, avSak v
prostfedi pH<5 je velmi rychle degradovan. Mobilita v ptdnim profilu je velmi mala a
proto nepatfi mezi agens rizikové z hlediska kontaminace spodnich vod. Na povrchu
pudy a rostlin vykazuje Bt. malou az velmi nizkou zivotnost. KliC¢ovym abiotickym
faktorem ovliviujicim prfezivani Bt. na povrchu rostlin je UV slozka slunecniho zareni.
Pfi plném oslunéni pfeziva Bt. na povrchu oSetfenych rostlin pouze nékolik hodin
(polovina spor Bt. je inaktivovana jiz po 4 hodinach expozice pfimému slune¢nimu
zarenill!). UrCitd omezeni jsou doporu€ovana pouze pfi aplikaci v okoli chranénych
vodnich zdroji a pfi pfimé aplikaci na vodni plochy. Po aplikaci na povrch vodnich
ploch ma Bt. tendenci sedimentovat a kratkodobé (48 - 72 hod po aplikaci) mohou
byt prekroCeny bezpetné koncentrace Bt. v sedimentech na dné. Stru¢na
sumarizace zakladnich udaju dokumentuje vysoky az vyjimecny stupen hygienicke,
toxikologické a ekologické nezavadnosti Bt.-preparatd.



Biopreparaty na bazi B. thuringiensis

Biopreparaty na bazi B. thuringiensis

SoucCasny sortiment biopreparatd na bazi Bt. je velmi Siroky a sestava z
desitek hlavnich nebo generickych verzi pfipravkd. Hlavnim kriteriem kategorizace
sortimentu Bt.-bioinsekticidu je podle kmenu, na jejichz bazi je pfipravek koncipovan.
VétSina Bt.-pfipravku je stale koncipovana na bazi plvodnich kmena, ziskanych po
izolaci z vyskytu na pfirozeném hostiteli. Stale Castéji se vSak na trhu objevu;ji i
pfipravky nové generace koncipované na bazi kmenl pozménénych zamérnou
selekci nebo pomoci genetickych  modifikaci  (rekombinantni  kmeny,
transkonjugované kmeny a pod.).

Az do konce 70. let byly k dispozici pouze pfipravky na bazi kmene Bt.-
kurstaki, které vykazuji u€innost proti larvam nékterych druht motyl. V tomto obdobi
sehral zcela vyjimeCnou ulohu kmen Bt.-kurstaki oznacovany HD1, ktery je jiz vice
nez 30 let pouzivan pfi vyrobé biopreparatu, které jsou i dnes na trhu dostupné.
Prevazna vétsina Bt.-insekticid(l registrovanych v CR je stale koncipovana na bazi
tohoto kmene (viz tabulky v pfilohach). Sou€asny sortiment biopreparati na bazi Bt.
Ize rozdélit do 3 skupin:

1. Biopreparaty na bazi kmenu ucinnych na larvy motylu - pripravky na bazi Bt.-
kurstaki (komer€ni nazvy pfipravka a jejich verzi - Biobit, Condor, Cutlass, Dipel,
Forey, Full-Bac, Javelin, ..mnoho dalSicha) a Bt.- aizawai (Agree, Certan,
Xentari..); Bt.-k maji Siroké uplatnéni v ochrané polni zeleniny, baviny, ovocnych
vysadeb a révy vinné, ochrana lesnich porostl; prevladaji pfipravky na bazi
pfirozenych kmenu, ale v sortimetnu jsou zastoupeny i pfipravky rekombinantni
(pFipravky Crymax®, Raven® - firma Ecogen) a transkonjugantni (napf. pfipravek
Foil® - kombinovana ucinnost na larvy motyld a nékterych broukl, firma
Ecogen); k dispozici je cela Skala formulaci (WP, WG, WD, LC)

2. Biopreparaty na bazi kmenua ucinnych na larvy dvoukfidlého hmyzu -
biopreparaty na bazi kmene Bt.-israelensis (napf. pfipravky Skeetal® a
Vectobac® - fi. Abbott, Bactimos® - Solvay/Duphar, Teknar® - Thermo Trilogy);
velmi 0¢inné na larvy nékterych druhl muchniek a komart (Aedes spp.,
Psorophora spp.), niz§i ucinnost na larvy komarl rodu Anopheles a Culex,
neucinné na "vyS$8i mouchy" (napf. moucha domaci Musca domestica aj.),
velkoploSné aplikace na stojaté vody, velmi vyuzivané v komunaini hygiené; k
dispozici jsou rizné formulace v&etné specialnich (tvrzené krouzky, ve kterych je
Bt. immobilizovan v kukufi¢né drti, krouzky jsou kladou do vody a Bt. se do
prostfedi uvolfiuje postupné, hojné vyuzivan pfi likvidaci drobnych zdroja komar
- pneumatiky, rostliny, barely s destovou &i jinak jimanou vodou.. a pod.), v CR
neni v souCasnosti registrovan zadny pfipravek na bazi tohoto kmene Bt.

3. Biopreparaty na bazi kmenu ucinnych na larvy nékterych brouku -
biopreparaty na bazi kmenu Bt.-tenebrionis a Bt.-san diego, ucinné pouze vuci
nékolika druhim broukd (mandelinka bramborové, nékteré druhy bazlivel a
kvétopasu), selektivni u¢innost na Urovni Celedi resp. podceledi, zcela neucinné
na larvy vétSinu brouku; pfipravky M-Trak (geneticky modifikovany pfipravek, ¢ast
genomu kodujici tvorbu  Cry transformovana do bakterie Pseudomonas
florescens, pfipravek obsahuje pouze Cry) a Novodor® (registrovan i v CR), v
sortimentu pFipravkld u€innych na larvy brouku je zvlastnim pfipadem je pfipravek
Foil® (transkonjugantni Bt.-kurstaki vykazujici u€innost jak na larvy broukd, tak i
housenky nékterych motylu)
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Soucasnost a perspektivy vyuzivani B. thuringiensis

Pfipravky na bazi Bt. jsou Siroce vyuzivany na celém svété. K tradicné
nejvyznamnéj$im uzivateldm Bt. patfi USA (cca 45% svétové spotfeby), Cina (15%)
a evropskeé staty (15%). Globalni narist ro¢ni produkce a spotfeby Bt.-pfipravkd Cini
5,5-7,0% a z vétsi Casti je realizovan rozSifovanim trhu i do méné tradi€nich oblasti
(staty Jizni Ameriky, Asie a Afriky).

Pfi praktickém vyuzivani Bt. doposud stale prevliada strategie tzv.
inundativnich introdukci. Inundativni introdukce je jednou ze strategii biologické
ochrany, pfi které je pfirozeny nepfitel do cilového agroekosystému aplikovan
zpravidla jednorazové v mnozstvi, které za normalnich okolnosti zajisti regulaci
Cetnosti populace Skudce na pozadované (tolerovatelné) urovni. Tato strategie
biologické ochrany je standardné vyuzivana v ochrané proti endemickym druhim
Skadcu, ktefi realizuji jednu (monovoltinni druhy) maximalné dvé (bivoltinni druhy)
generace v prubéhu vegetacniho cyklu. PFikladem je Siroké vyuzivani pfipravka na
bazi kmene Bt.-kurstaki HD1 v ochrané rychlené i polni zeleniny, ovocnych kultur,
vinic a lesnich porostu proti larvam rznych druh( motylQ, pfipadné biopreparat na
bazi Bt.-tenebrionis a san diego proti larvam mandelinky bramborové. Druhou
strategii ve vyuzivani biopreparatll na bazi Bt. pfedstavuje strategie sezdnnich
inokulativnich introdukci, pfi které jsou biopreparaty na bazi Bt. aplikovany proti
vicegeneracnim druhdm (polyvontinni druhy) opakované podle potfeby po celou
sezonu. Prikladem této strategie je vyuzivani biopreparati na bazi Bt.-israelensis v
biologické ochrané proti komarim resp. Bt.-aizawai v ochrané vcelstev proti zavijeci
voskovému Galleria mellonella.

Biotechnologickym pfedpokladem realizace inundativni resp. sezénné
inokulativni strategie je dostupnost standardnich biopreparatl. Ve stavajicim
sortimentu doposud sice stale prevladaji rizné formulace biopreparatu
koncipovanych na bazi pavodnich pfirodnich kmenu Bt., nicméné stale Castéji jsou
zastoupeny i pfipravky na bazi zamérnou selekci vylepSenych nebo geneticky
manipulovanych kmenud. Razantni zasahy do pfirozeného charakteru kment Bt. jsou
motivovany fadou ddvodu.

Znamou nevyhodou (?) pfipravkl na bazi Bt. v porovnani s konvencnimi
insekticidy je jejich uzké spektrum ucinnosti. Jak jiz bylo uvedeno, velmi typickou
vlastnosti jednotlivych kmenu Bt. je ucinnost na uzky okruh hostitell, ktery je nejen
striktné limitovan fadem (napf. kmeny ucinné pouze na larvy motyll, Lepidoptera),
ale i uvnitf takto vymezené taxonomické jednotky vykazuji vyrazné odliSnosti v
ucinnosti. PFikladem je vynikajici u€innost nejrozSifenéjSiho kmen Bt.-israelensis
HD1 na larvy motyld rodu Spodoptera a zaroven nizka ucinnost vaci jinym druhim
téhoz fadu (napf. larvam motyld rodu Heliothis, housenkam predivek rodu Plutella).
Takto diverzifikovana virulence sniZzuje zajem o vyuZivani Bt.-biopreparati v
multidruhovych komplexech $kudcu, které jsou typické pro zemédélské systémy.
Naopak, stejna vlastnost (tj. selektivita) je vysoce cenéna pfi vyuzivani Bt. v ochrané
proti lesnim Skddcim (napf. bekyné rodu Lymantria), pfipadné proti obtiznému
hmyzu a pfenaseCum chorob (komafi rodd Aedes, Psorophora, Anopheles nebo
Culex), kdy je Bt. aplikovan do relativné komplexnich ekosystému s cetnym
zastoupenim necilovych druh( organizm.



Soucasnost a perspektivy vyuzZivani B. thuringiensis

Geneticky modifikované kmeny Bt. a biopreparaty neakceptovatelné
ekologickym zemédélstvim

Nové koncipované kmeny Bt. jsou zpravidla konstruovany pomoci genetickych
manipulaci na urovni Cry genu (tj. genl kodujici tvorbu a sloZeni parasporalniho
krystalu resp. &-endotoxinu). V souCasnosti je definovano témér 100 riznych Cry
genu lokalizovanych ve velkych plasmidech vegetativnich bunék Bt. (Schéma 1)
Cilenym pfenosem vybranych Cry genl se podafilo vytvofit nové, rekombinantni
resp. transkonjugované kmeny Bt. Nové konstruované kmeny vykazuji nékteré
vlastnosti, které nelze najit ani pfi monitoringu tisict pfirodnich kmenl. Mezi unikatni
vlastnosti geneticky modifikovanych kmenu patfi napfiklad 1) obecné zvySeni
ucinnosti (az na urovni synergismu), 2) rozSifené spektrum ucinnosti az po
kombinovanou ucinnost (napf. kombinaci CrylAc a Cry3A byl zkonstruovan
transkonjugantni kmen Bt. vykazujici ucinnost jak na larvy nékterych motyli tak i
brouku, pfipravek FOIL® fi. Ecogen), 3) obnovena ucinnost i na rezistentni populace
hostitelt, 4) vySsi produkce parasporalnich krystall, 5) vyrazné snizeni az eliminace
produkce nezadoucich sekundarnich metabolitl a dalSi. V mnoha zemich svéta jsou
jiz registrovany komerCni biopreparaty koncipované na bazi geneticky
manipulovanych kmenu Bt. (na bazi transkonjugantnich kmenu - Agree®, Design®,
Condor®, Cutlass® a Foil®; na bazi rekombinantnich kmenu - Crymax®, Raven® a
Lepinox®). Praktické vyuzivani biopreparatll na bazi geneticky manipulovanych
kmenu Bt. vyzaduje jak dobré znalosti ohledné ,pdvodu“ modifikovanych kmenu, tak
i legislativni upravy, které pouzivani preparatll na bazi geneticky manipulovanych
organizml (GMO) umoznuji. V pfipadé preparati na bazi Bt. Ize legislativni restrikce
v oblasti GMO c¢astecné obejit formulaci pripravkl (pfipravky bez pfFitomnosti
vegetativnich bunék Bt. obsahujici pouze parasporalni krystaly imobilizované
v inertnim nosici, 20-80g proteinovych krystallt v 1 kg/l pfipravku), nicméné i produkty
(Cry proteiny) geneticky modifikovanych kmenl Bt. je nutno (obecné ekologické
hledisko) povazovat za rizikové. Na vyuzivani geneticky modifikovanych kmend Bt. a
jejich produktl Ize mit rlzny nazor, nicméné tento fenomén neni mozné ignorovat.
Zaroven je v8ak nutno konstatovat, ze praktické vyuzivani biopreparati na bazi
geneticky modifikovanych kmend Bt. v Souc€asnost i budoucnost Bt. - biopreparatu
jednoznacné sméfuje k maximalni exploataci moznosti, které genetické manipulace
potencialné nebo jiz i prakticky poskytuji. Konstrukce a komercionalizace novych
kmenl Bt. a biopreparatll na jejich bazi je a bude nedilnou soucasti praktického
vyuzivani tohoto unikatniho druhu bioagens.



Soucasnost a perspektivy vyuzZivani B. thuringiensis _

d-Endotoxin B. thuringiensis

Domain I

Larva bélaska zelného P. brassicae Schéma funkénich domén endotoxinu
usmrcena Bacillus thuringiensis subsp. Bacillus thuringiensis
kurstaki



Soucasnost a perspektivy vyuzZivani B. thuringiensis _

Prilohy k problematice Bacillus thuringiensis a jeho vyuziti v biologické
ochrané v ekologickém zemédélstvi

SCHEMA VYVOJOVEHO CYKLU B. thuringiensis

Sporangium

Dormantni sporangium v pribéhu aktivace dezintegruje (1) a uvolfiuje se vegetativni
burika (Spora) a parasporalni proteinovy krystal (Cry - struktura a funkce podrobnéji
viz schéma €. 3 a 4). Vegetativni buriky klici, déli se (2 a 3) a v pribéhu sporulace
(4) se z kazdé spory tvofi nové sporangium obsahujici proteinovy krystal, ktery je
toxickou slozkou Bt. Zakladni vyvojovy cyklus muze byt realizovan jak v systému in
Vvivo (paraziticka verze uvnitf téla hmyziho hostitele, podrobnéji schéma 2 a 3), tak i v
systému in vitro (saprofytické verze - vyroba biopreparatl na bazi Bt.)



RUZNE MECHANIZMU UCINKU TOXICKYCH PROTEINU KRYSTALU Bacillus thuringiensis

{‘ PROTOXIN =}
D

PRIJEM TOXIGENNIHO ROZPUSTENI
KRYSTALU S POTRAVOU TOXIGENNIHO KRYSTALU
PROTOXIN
ROzvOD TEKUTINAMI VLIV PROTEOLYTICKYCH
STREDNIHO STREVA v ENZYMU
v TOXIN N7
KONTAKT S BUNKAMI EPITELU VAZBA NA MEMBRANY
STREDNIHO STREVA v BUNEK STREDNIHO STREVA
VZNIK KOMPLEXU
v RECEPTOR-TOXIN v
PARALYZA EPITELU ROZKLAD BUNEK A VZNIK
STREDNIHO STREVA PERFORACI STENY
STREDNIHO STREVA

FUNKCENi DOMENY PARASPORALNIHO KRYSTALU A PRUBEH AKTIVACE TOXINU Bacillus
thuringiensis (pfiklad krystalu CrylAB - B. thuringiensis subsp. kurstaki)

{<— PROTOXIN  (+130 kDa) =}
{4— ENDOTOXIN (166 kDa)—»}

[3) l<_alkalické

prostredi
PROTOXIN

i A =h
(4) proteolytické o = 3 c_g < o x5 O
{1::}{=3N}{m }{ < O 3 }
o <=D 3 S o 8- S. @ é <)
. - ¢ - — N
Toxin S N N = 235
® 3. s 9 2 < 3,

V zazivacim traktu hostitele dochazi k dezintegraci sporangia Bt a uvolnéni
vegetativni buriky (1) a toxigenniho krystalu (2). V alkalickém prostfedi stfedniho
stfeva je uvolfiovan protoxin (3 a 5+6), ktery je vlivem proteolytickych enzymu dale
Stépen na toxicky endotoxin (4). Endotoxin (6) tvofi integrované skupiny
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aminokyselin (+ 220 aminokyselin na funkéni doménu), které pini specifické funkce
v interakci s burikami epitelu stfedniho stfeva hostitele)
PARAZITICKY VYVOJOVY CYKLUS ENTOMOPATOGENNI BAKTERIE Bacillus thuringiensis:

Tox

Bt pronika do téla hostitele spolu s potravou. V pfednim stfevé dochazi k rozpadu
sporangii (1) a uvolnuji se spory (Spo) a intracelularni proteinové krystaly (Cry), které
jsou nasledné rozpoustény na protoxiny a toxiny. Specifické toxiny (Tox) se vazi na
receptory bunék stfedniho stfeva (2) a indukuiji jejich postupnou paralyzu, rozklad a
vznik perforaci v epitelu stfedniho stfeva (3). Perforacemi ve stfevé pronikaji
vegetativni spory do télni dutiny a zpUsobuji usmrceni hostitele v disledku
septikémie. V usmrceném hostiteli dochazi k tvorbé& nové generace sporangii (4),
ktera po uvolnéni do prostfedi mohou iniciovat novy vyvojovy cyklus (5) (nékteré
dalSi aspekty procesu patogeneze Bt. viz schéma 4)
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PREHLED A CHARAKTERISTIKA NEKTERYCH BIOINSEKTICIDU NA BAzI B. thuringiensis

REGISTROVANYCH PRO UCELY OCHRANY ROSTLIN

Nazev Kmen Bt. Aktivita Vyrobce Poznamka
pripravku
ABLE kurstaki Lepidoptera~ CERTIS, USA -
AGREE aizawai Lepidoptera CERTIS, USA -
BIOBIT HD1-kurstaki Lepidoptera  ABOTT Laboratories Transkonjug.
BAacTiMOs  israliensis Diptera ABBOTT Lab. -
BACTOSPINE kurstaki Lepidoptera  ABBOTT Lab. -
CONDOR kurstaki Lepidoptera  ECOGEN Inc. Transkonjug.
COSTAR kurstaki Lepidoptera CERTIS, USA -
CRYMAX kurstaki Lepidoptera ECOGEN Inc. Rekombin. Bt.
CuTLASS kurstaki Lepidoptera  ECOGEN Inc. Transkonjug.
DESIGNE aizawai Lepidoptera CERTIS, USA Transkonjug.
DIPEL HD1-kurstaki Lepidoptera  ABBOTT Lab.
FoiL kurstaki Lep. / Col. ECOGEN Inc. Transkonjug.
FORAY HD1-kurstaki Lepidoptera  ABBOTT Laboratories -
FLORBAC aizawai Lepidoptera  ABBOTT Laboratories -
FUTURA kurstaki Lepidoptera  ABBOTT Laboratories -
GNATROL israliensis Diptera ABBOTT Laboratories -
JAVELIN HD1-kurstaki Lepidoptera CERTIS, USA -
LEPINOX kurstaki Lepidoptera  ECOGEN Inc. Rekombin. Bt.
MATTCH Pseudomonas Lepidoptera MYCOGEN Corp. Enkapsul. Cry
MOLESTAR  kurstaki Lepidoptera  UNITED AGRI -
PRoODUCTS

MTRAK Pseudomonas Coleoptera  MYCOGEN Corp. Enkapsul. Cry
MvpP Pseudomonas Lepidoptera MYCOGEN Corp. Enkapsul. Cry
NovoborR  tenebrionis® Coleoptera  ABBOTT Laboratories -
RAVEN kurstaki Lep./ Col. ECOGEN Inc. Rekombin. Bt.
STEWARD HD1-kurstaki Lepidoptera CERTIS, USA -
THURICIDE ~ HD1-kurstaki Lepidoptera CERTIS, USA -
TRIDENT tenebrionis Coleoptera  CERTIS, USA -
VAULT HD1-kurstaki Lepidoptera CERTIS, USA -
VECTOBAC israliensis Diptera ABBOTT Laboratories -
XENTARI aizawali Lepidoptera  ABBOTT Laboratories -

Zvyraznéné fadky — biopreparaty dostupné a registrované v Ceské republice

! Lepidoptera - larvy motyli; Diptera - larvy dvoukfidlého hmyzu, Coleoptera - larvy brouku
> Ve vystinovanych Fadcich jsou uvedeny pfipravky na bazi Bt., které jsou registrovany v Ceské

republice (1999)

® tenebrionis = subspecies morrisoni
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