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Mechanizmy dziatania chorobotwérczego grzybéw

entomopatogennych. I. Wrota zakazenia, rola toksyn
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Grzyby naleza do najwcze$niej poznanych
mikroorganizméw, ktére wywoluja choroby
owadow. W 1726 r. de Reamur opisal zakaze-
nia owadéw wywolane przez grzyby z rodzaju
Cordyceps (35), zas w 1835 r. Bassi (3) wyka-
zal, ze zakazng chorobe jedwabnika morwowe-
go, okreslang obecnie jako ,,biata muskarydy-
na”, wywoluje Beauveria bassiana.

Patogennosé grzybéw zalezy od wielu czyn-
nikéw uwarunkowanych zaré6wno wlagciwog-
ciami biologicznymi, biochemicznymi i gene-
tycznymi grzyba, jak i gospodarza. Decyduja-
ce znaczenie dla wzajemnych stosunkow mie-
dzy grzybem i organizmem zywiciela ma prze-
de wszystkim swoistogé grzyba wzgledem zy-
wiciela. Poza tym o skutkach zakazenia de-
cyduje sposéb wnikania patogena oraz mecha-
nizmy chorobotwéreczego dzialania w organi-
zmie zakazonego owada. Aktywnosé entomopa-
togennych grzybéw zalezy od zakaznodei i zja-
dliwosei — cech, ktére decyduja o chorobo-
tworezosei patogena. Wobee fakiu, ze reakcije
chorobowe sg zwigzane z rodzajem zZywiciela,
czesto ze scisle okredlonym stadium rozZwojo-
wym owada, zjadliwosé jest cechg wzgledna,

Gatunki chorobotwéreze dla owadéw wyste-
puja we wszystkich czterech znanych klasach
grzybdw: glonowece (Phycomycetes), workowce
(Ascomycetes), podstawezaki Basidiomycetes) i
grzyby niedoskonale (Deuteromycetes — Fun-
gi Imperfecti) (5).

Pomimo, ze grzyby entomopatogenne réznig
sie wyraznie morfologia, skladem chemicznym,
sposobami rozmnazania, wymogami odzywezy-
mi, zdolnoeiami do produkeji toksyn i enzy-
méw, optymalnymi warunkami niezbednymi
do wzrostu i rozwoju, jednakze ich dzialanie
chorobotwércze moze byé¢ spowodowane:

— Wwytwarzaniem toksyn,

— dzialaniem litycznym na tkanki,

— uszkodzeniami mechanicznymi tkanek i na-
rzadow,

— zmianami patologicznymi w hemolimfie i
wspéizawodnictwem o skladniki pokarmo-
we miedzy gospodarzem i patogenem.
Rzadko wystepuje wylacznie jeden z mecha-

nizméw tego dzialania. Z reguly wspéldziala

kilka mechanizméw i efekt ostateczny jest wy-
nikiem zespolu dzialan jednostkowych, czesto

wzajemnie sie potegujacych. Duze trudnosei w

poznaniu sposobdw dzialania patogennego grzy-

bow u owadéw stanowi fakt, ze nie mozna
przenies¢ na owady wynikéw obserwacii po-
czynionych u zwierzat wyzszych, a zwlaszcza
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ssakOw. Zwigzane to jest zaréwno ze specyfi-
czng budowsg anatomiczng owadéw i ich krot-
kim okresem zycia, wystepowaniem stadiow
rozwojowych, réznymi niszami ekologicznymi
bytowania, jak réwniez z odmiennogcia me-
chanizméw obrony humoralnej, a czesciowo i
komérkowej.

Wrazliwo$¢ zywiciela na zakazenie entomo-
patogennymi grzybami zalezy od aktualnego
stadium rozwoju owada. Niektore gatunki grzy-
bow m. in. Qospora (0. ovarum), Macrosporum
atakuja wylgcznie jajeczka owadéw (15). Na
zakazenie Ascosphaera apis jest podatny wy-
igeznie czerw, za$§ na zakazenie grzybami z ro-
dzaju Aspergillus czerw i imago Apis mellife-
ra. Metarrhizium anisoplize i Beauveria bas-
siana porazaja wylacznie gasiennice Bombyx
mori, Metarrhizium anisoplice wywoluje zaka-
zenie ggsiennic, za§ Beauveria bassiang gasien~
nic i imago Chalcodermus eaneus. Niekiedy
wszystkie stadia rozwojowe owada sq wrazli-
we na zakazenie. Aspergillus flavus pasozytuje
na larwach, poczwarkach i imago Platysima
cecropia. Kobayasi (22) wérod 32 gatunkéw
grzybéw z rodzaju Cordyceps chorobotwor-
czych dla Lepidoptera wykazal, ze 19 gatun-
kéw zakaza wylgcznie larwy, 6 ‘poczwarki, 4
larwy i poczwarki oraz 3 wylaeznie owady do-
roste. Wéroéd 12 gatunkéw Cordyceps patogen-
nych dla owadéw z rzedu Hymenoptera 8 jest
patogennych dla nimf, a 4 gatunki sa pato-
genne dla imago. Obserwowano réwniez ist-
hienie wyraznych réznic w podatnosci na za-
kazenie w zalezno$ci od wieku larw. Pézniejsze
stadia larwalne Plutella maculipennis sg bar-
dziej wrazliwe na =zakazenie Entomophthora
sphaerosperma anizeli wezesniejsze stadia lar-
walne. Réwniez starsze ggsiennice Melolontha
melolontha sy bardziej podatne na zakazenie
Beauveria bassiana (18).

Podatno$¢ na zakazenie moze zmieniaé sie
w nastepstwie dzialania dwu mechanizméw:
preadaptacji i postadaptacji. Mechanizm prea-
daptacji prowadzi do selekeji wrazliwego szcze-
pu zywiciela, natomiast postadaptacja poprzez
nabywanie odpornosci powoduje zwieckszenie o-
sobniczej tolerancji na patogena. Ten ostatni
mechanizm nie odgrywa jednak u owadéw tak
waznej roli jak u kregowcow. Modyfikujgey
Wplyw na pedatno$é owadéw na zakazenie i na
patogennos¢ grzybéw wywiera $rodowisko, a
zwlaszcza stresotwércze dzialanie temperatu-
ry, wilgotno$é, zageszezenie, gléd, brak tlenu,
srodki chemiczne, zatrucia, promieniowanie ul-
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trafioletowe i uszkodzenia mechaniczne. Stre-
sory w réznorodny spos6b wplywaja na owa-
da. Z jednej strony obnizajac odpornosé zwie-
kszaja podatnoé¢ na zakazenie, z drugiej stro-
ny stymulujac rozwdj patogena ulatwiaja za-
kazenie. Wg Ferrona (13) giownym czynnikiem
limitujacym $rodowiska jest temperatura.
Wplywa ona na kielkowanie zarodnikéw i pe-
netracje strzepek przez okrywe ciata owadow i
na czas przezycia patogena poza organizmem
zywiciela. Poprzez modyfikacje proceséw Zy-
ciowych zywiciela temperatura stymuluje roz-
woj zakazenia W organizmie. Réwniez dziala-
nie enzymatyczne grzyba jest wyraznie uza-
leznione od czynnikow srodowiskowych, a
swiaszeza od dostepnodei substratow rozklada-
nych przez enzymy, temperatury i wilgotnosci
Srodowiska

Wrota zakazenia

Za podstawowe kryterium patogennosei
grzybéw dla owadéw wiekszose autordw przyj-
muje zdolnosé do przelamania mechanizméw
obronnych integumentum gospodarza. Temu
kryterium nie odpowiadaja zaréwno grzyby,
ktére rozwijaja sie na egzokutikuli i nie wii-
kaja do jamy ciala, ktérych szkodliwe dziala-
nie na organizm owada jest nastepstwem wy-
twarzania toksyn, jak i grzyby wnikajace do
organizmu owada innymi drogami. Niemniej
jednak w przewazajacej liczbie przypadkéw
grzyby wywieraja swoje chorobotwoéreze dzia-
lanie dopiero po przeniknieciu przez okrywe
luh naturalne otwory ciala zywiciela.

Wrota zakazenia zaleza od gatunku patoge-
na, gatunku owada i jego stadiow rozwojo-
wych. Najweze$niejsze badania nad drogami
zakazenia owadéw przez grzyby dotyczyly za-
kazen przez oskérek (21). Ta droga przez diugi
okres czasu byla uwazana za najwazniejsza
(26, 36, 40, 49). Poczatkowo przyjmowano, ze
strzepka wyrastajaca z zarcdnika usytuowa-
nego na integumentum przenika przez oskorek
w miejscach pozbawionych chityny (33, 49),
najczeéciej przez przerwy miedzy segmentami
w szkielecie zewnetrznym (32, 45, 51). Okaza-
lo sie jednak, ze mozliwe i bardzo czeste sa
zakazenia przez nieuszkodzony, schitynizowany
oskorek.

Zakazenia wylacznie przez oskérek opisal de
Bary (9) u gasiennic Sphinxz euphorbice w
przypadku Beauveria bassiana. Inne wrota za-
kazenia, a szczegélnie infekcje peroralne mia-
ty w _tym przypadku nie odgrywaé wieksze]
roli. Réwniez przez oskérek zakazaja sig ga-
siennice Bombyx mori Beauveria bassiana (23,
31). Okolo 80—90% zakazenn Melolontha me-
lolontha przez Metarrhizium anisoplizge zacho-
dzi przez oskérek, za§ tylko w nielicznych
przypadkach dochodzi do zakazen per os (19).
Zakazenia przez oskérek odgrywaja glowna
role w przypadku infekeji Metarrhizium ani-
soplice uw larw Galleria melonella, Bombyx

mori i Pyraustqa nubilialis oraz larw Pyrausta
nubilialis i Samia cecropia przez Aspergillus
flavus (44). W tych ostatnich przypadkach moz-
liwe jest ponadto zakazenie doustne (29).

Praktyczne znaczenie u owadéw ma doustna
droga zakazenia grzybami entomopatogenny-
mi. Ta droga zakazaja sie owady zaréwno pa-
togenami, ktére nie maja wlasciwosel toksy-
notwoérezych i produkuja enzymy W minimal-
nych ilodciach, jak réwniez patogenami o wlas-
ciwodciach toksynogennych, wytwarzajacych
enzymy lityczne o szerokim spektirum dziala-
nia. Owady zakazajq sie per o5 W trakecie ze-
rowania, pobierajac pokarm zanieczyszczony
zarodnikami lub strzepkami grzybow. Wzrost
i rozwéj niektérych grzybow stymuluja sklad-
niki pokarmowe wystepujace w przewodzie po-
karmowym owadow. U pszczoly miodnej duza
zawartosé weglowodanow w przewodzie po-
armowym stymuluje kielkowanie i rozwoj
Aspergillus flavus. Wylqcznie droga przez prze-
wod pokarmowy zakaZzaja sie larwy Haltice
ampelophaga i Dendrolimus pini zarodnikami
Beauwveria bassiana (30, 48). Zakazenia przez
przew6d pokarmowy dotycza nie tylko grzy-
béw pasozytniczych. Ta droga do organizmu
owadéw przedostaja sie takze endolkomensa-
liczne gatunki grzybéw na przyktad Tricho-
mycetes (47). Schaerfienberg (42) wykazal moz-
liwosdé zakazenia larw Leptinotarse decemli-
neata zarodnikami Beauverie bassiana nie tyl-
ko przez oskérek i droga doustna, ale takze
przez przetchlinki. Réowniez larwy Cephalcia
abietis zakazaja sie Beauveric bassiana szyb-
ciej przez uklad oddechowy niz przez oskérek
(10).

Czesto ten sam grzyb wnika i réznych ga-
tunkéw owadéw innymi drogami. Dla Asper-
gillus flavus u Schistocerce gregaria wrotami
zakazenia sy tchawki, za§ u Apis mellifera in-
tegumentum i przewdd pokarmowy. Zbyt ni-
ska wilgotnoé w tchawkach pszezoly miodnej
uniemozliwia kielkowanie zarodnikdéw Asper-
gillus flavus (16, 17, 27, 41). Owady moga za-
kazaé sie droga genitalng i przez odbyt. Le-
febvre (25) zakazal larwy Pyrausta nubilialis
podajac zawiesing zarodnikéw Beauveria ba-
ssiana w iniekcjach do otworu odbytowego.
Mozliwe jest réwniez zakazenie ta droga larw
Bombyx mori zarodnikami Aspergillus flavus
i Aspergillus oryzae (1). Rany zard6wno nie-
specyficzne, zranienia przypadkowe, jak tez
gspowodowane przez pasozyty moga stanowié
wrota zakazenia. Tego rodzaju zjawiska obser-
wowano u Apis mellifera przy zakazeniach
grzybami z rodzaju Penicillium (6), u larw
Cetania aurata przy zakazeniach Metarrhizium
anisoplige i Aspergillus mellus oraz grzybami
z rodzaju Beauverig, u Melolontha melolontha
przy zakazeniach grzybami z rodzaju Beauve-
ria, Spicaria, Aspergillus, Fusarium i Mucor
(19), u Bombyx mori przy zakazeniach Tricho-
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tecium roseum. Voukossovitch (50) doniést o
mozliwosci zakazenia poczwarek Lobesia bo-
trana grzybem Spicaria farinosa przez zranie-
nia powstajace podezas inwazji pasozytniczych
Hymenoptera. Przy zakazeniach przez przewod
pokarmowy, uklad oddechowy i uklad rozrod-
czy dopiero po kolonizacji tych ukladéw grzy-
by zakazaja jame ciala i pozostate narzady
wewnetrzne.

W organizmie owada zakazenie szerzy sie
przez ciaglos¢, gdy grzybnia przerasta sasia-
dujace ze soby narzady, lub za posrednictwem
hemolimfy. W tym ostatnim przypadku ma
miejsce szybkie zakazenie nawet odleglych ana-
tomicznie narzadéw. U Apis mellifera po za-
kazeniu przez przewéd pokarmowy Melano-
sella mors apis proces chorobowy rozwija sie
poczatkowo w_jelicie tylnym, rzadziej w jelicie
srodkowym. Nastepnie po penetracji jamy
ciala przez grzybnie zakazenie za posrednic-
twem hemolimfy przenosi sie na pochwe, rur-
ki jajnikowe, jajowody, miesnie, wole miodne,
cewki wydalnicze, gruczoly slinowe i peche-
rzyk jadowy. U Pyrausta nubilialis Beauveria
bassiana powoduje zakasenie ciala tluszczowe-
80, a nastepnie zakazenie przenosi sie na gru-
czoly przedne, cewki wydalnicze, komérki na-
blonka jelit, mies$nie, uklad nerwowy i gonady.

Rola toksyn

Podstawg zjadliwo$ci wielu gatunkéw grzy-
bow sa substancje o dzialaniu toksycznym (19),
ktére powstajg w okresie kielkowania zarod-
nikéw wzglednie w fazie rozwoju grzybni (12,
46). Wystepuja przy tym bardzo duze réznice
w  zdolnosciach toksynotwérezych zaréwno
miedzy gatunkami grzybéw, jak i w obrebie
tego samego gatunku. Podobnie duze réinice
istniejg w podatnosci réznych gatunkéw owa-
déw na mikotoksyny.

Wytwarzanie toksyn przez grzyby oraz ich
uwalnianie zalezy od wlasciwoéei genetycznych,
dostepnosei skladnikéw pokarmowyech i opty-
malnych warunkéw Srodowiskowych koniecz-
nych do rozwoju grzyba. Przy ich braku, na-
wet szezepy o duzych zdolnosciach toksynogen-
nych albo nie wytwarzajg toksyn, wzglednie
wytwarzaja je w ilo$ciach minimalnych. Wias-
ciwosel foksynotwéreze posiadaja niektére ga-
tunki grzybow z rodzajéw Aspergillus, Me-
tarrhizium, Beauveria, Fusarium, Cordyceps,
Penicillium, Mucor i Endomycopsis.

Z wyjatkiem aflatoksyn i pewnych toksyn
wytwarzanych przez Beauveria, ktore cechuje
szerokie spektrum dzialania — na aflatoksy-
ny i toksyny Beauveria sy wrazliwe zaréwno
stawonogi, jak i kregowce lacznie z czlowie-
kiem — na toksyny wytwarzane przez grzyby
entomopatogenne jest wrazliwy jeden, rzadko
kilka gatunkéw owadéw. Na przykiad na bo-
verycydyny sa wrazliwe larwy Bombyx mori,
Carpocapsa pomonella i Leptinotarsa decemli-
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neate. Natomiast dekstruksyny Metarrhizium
sa toksyczne tylko dla larw Bombyx mori,
egzotoksyna Endomycopsis apis dla Apis me-
Wifera. Ta specyfika dzialania toksyn produ-
kowanych przez grzyby entomopatogenne przy-
czynila si¢ do wykorzystania niektérych mi-
kotoksyn jako insektycydéw i chemosterylan-
tow (28).

Sposéb dzialania toksyn entomopatogennych
grzybéw nie jest w pelni poznany. Pewne da-
ne co do efektéw tego dzialania wniosty bada-
nia nad okresleniem wielkosci dawki toksyez-
nej, przeprowadzane na owadach zakazanych
eksperymentalnie, oraz obserwacje z uzyciem
hodowli tkankowych, zwtaszeza badania w mi-
kroskopie elektronowym tkanek poddanych
dzialaniu mikotoksyn.

Wazng role w patogennosei odgrywaia afla-
toksyny produkowane przez toksynogenne
szezepy grzybéw z rodzaju Aspergillus, de-
struksyny Metarrhizium, toksyny Fusarium,
neurotoksyny Beauveria bassiana, cordycepina
Cordyceps militaris, toksyny Penicillium oraz
egzotoksyna Endomycopsis apis. Aflatoksyny
stanowig specyficzng grupe zwiazkéw chemicz-
nych, z ktérych wiekszosé wywiera u ssakéw
dzialanie mutagenne, karcinogenne, teratogen-
ne i toksyczne (2, 19, 34). Z okolo 18 znanych
aflatoksyn, dzialanie toksyczne u owadéw wy-
woluje zasadniczo aflatoksyna By, najprawdo-
podobniej réwniez aflatoksyny B,, G, i G, (34).
Ponadto dla Musca domestica toksyczny jest
kwas kojowy — produkt przemiany materii
grzybow z rodzaju Aspergillus. U owadéw cie-
plochwiejne toksyny Aspergillus fumigatus
i A. flavus, rzadziej A. oryzae, -A. nidulans,
A, niger, A. glaucus i A. ochraceus (11), ktore
powstaja w trakecie zarodnikowania porazaja
miesniéwke jelit, mie$nie poprzecznie prazko-
wane oraz dzialaja hamujaco na uklad enzy-
méw oddechowych. Najwazniejsza role przy-
pisuje sie dzialaniu neurotoksycznemu aflato-
ksyn (4, 19). Ponadto aflatoksyna B, (28) i kwas
kojowy (5) wykazuja wlasciwoéei hormonéw
juwenilnych, za$ aflatoksyna B; wywiera dzia-
tanie sterylizujace na owady (28).

Przebieg zielonych muskarydyn, choréb wy-
wolanych przez Metarrhizium anisoplice w wa-
runkach naturalnych u Orthoptera, Coleoptera,
Lepidoptera, Hemiptera i Hymenoptera, a réw-
niez i niektérych pajeczakéw wskazuje na
udzial toksyn w ich patogenezie (37, 38). Me-
tarrhizium anisoplice wytwarza in vitro, a naj-
prawdopodobnie réwniez in vivo, destruksyny
— A 1 B (39), ktére nalezg do grupy cyklicz-
nych depsypeptydéw (13). Powoduja one pada-
nie larw moskitéw (39) oraz uszkodzenia tka-
nek larw jedwabnika morwowego chorych na
muskarydyne.

Szczepy Fusarium produkujg dwie toksyny:
zearalenon i toksyne T-2 (53). Pierwsza z nich
dziala slabo toksycznie na larwy Tribolium
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confusum, natomiast druga toksyna (T-2) po-
woduje zahamowanie wzrostu i Smieré larw.
Ponadto u imago Tribolium conjusum obniza
sie znacznie wskutek jej dzialania plodnosé.
Fusarium larvum, atakujacy najezesciej czerw-
ce wytwarza cztery substancje o wlasciwos-
ciach toksycznych dla Calliphora erythrocep-
hale i larw moskitéw z gatunku Aedes aegypti
(7). Naleza do nich melleina, monoceryna, eter
6-metylowy fusaretyny 1 eter dimetylowy
6,7-fusaretyny.

Dresner (12) w badaniach przeprowadzonych
na przedstawicielach trzech réznych rodzajow
owadéw po opryskaniu ich zarodnikami Beau-
veriaq bassiana, obserwowal paraliz prowadzacy
do émierci zakazonych owadow. Czas jaki uply-
nat od momentu umieszezenia zarodnikéw na
powlokach ciala owadéw byt znacznie krotszy
od czasu, w ktéorym strzepka kielkujaca jest
zdolna do spenetrowania integumentum. Po-
dobne efekty uzyskano w przypadku zakaze-
nia Carpocapsa pomonella, Diabrotica unde-
cimpunctata i Bombyx mori. Beauveria ba-
ssiana w trakcie kielkowania wytwarza neuro-
toksyne (bowerycydyna) nalezaca do grupy
cyklodepsypeptydéw. Szczepy Beauveria bron-
gniarti (B. tenella) produkuja cyklodepsypepty-
dy o dzialaniu toksycznym, okreglone przez
Frappiera i wsp. (14) jako .Jbeauvelides”. Réz-
nig sie one szczegdlami budowy chemicznej od
bowerycydyny. Zaréwno bowerycydyna jak
i ,beauvelides” wykazuja przy tym dzialanie
przeciwbakteryjne, przez co redukuja wspol-
zawodnictwo bakteryjne w okresie saprofitycz-
nego wzrostu grzyba na ciele martwego owada
(13). Dzieki tej wiasciwoscei toksyn Beauveria
z padlych owadéw izoluje sie czyste hodowle
grzyba.

Cordyceps militaris, jeden z najwczesnie]
poznanych 1 zbadanych entomopatogennych
grzybow glownie dla owadéw z rzedu Lepi-
doptera, rzadziej dla Coleoptera i Hymeno-
ptera (52), wytwarza kordycepine (3'-dezoksy-
adenozyna), ktéra posiada wlagciwosel cytosta-
tyczne (8), poprzez hamowanie procesow syn-
tezy RNA. Toksyna ta dziala réwniez na ekdy-
son, przez co powoduje zaburzenia stadiow roz-
wojowych u owadéw, najezescie] W fazie prze-
poczwarzania. Obserwacje Latge i Vey (24)
przeprowadzone na larwach Bombyxr mori za-
kazonych sztucznie Cordyceps militaris wy-
kazaly, ze poczatkowe stadium choroby, ktoére
manifestuje sie porazeniem owada jest efektem
dzialania toksyny. W dalszych stadiach cho-
roby biora udzial enzymy produkowane przez
gr_zybnie. Toksyczne wlasciwosci Cordyceps
militaris wykorzystano do walki biologiczne]
7 larwami Melolontha imitata w Kanadzie (20).

Grzyby rodzaju Penicillium wytwarzaja
cztery mikotoksyny: ochratoksyne A, patuling,
cytryning i rubratoksyne B oraz kwas peni-

cylinowy i kwas szezawiowy O dziataniu zbli-
zonym do dzialania toksyn (53). Dzialanie de-
strukeyjne, zwiaszcza na komeérki ciala tiu-
szezowego, wywiera u pszezol toksyna Endo-
mycopsis apis, wytwarzana w trakecie przeni-
kania strzepek grzybni przez integumentum
lub tchawki do hemocelu (43).
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