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Owady i gr4lby,które reprezentuj ą dwie krańco-
wo rózne formy Ęcia,wykształcily liczne nviązki o
podstawowym zt7aczeniu dla przeĘcia i ltrzyma-
nia równowagi biologicznej, Związki te, obejmują
pasozytnictwo, komensalizm, oraz mutu alizm (ż,4,
34). Entomopatogenne grryby występują w biosfe-
rze różnych stref klimatycznych, prry czym więk-
szośó gatunków występuje kosmopolitycznie.
Zw iększeni e cz ę s t o tliwo ś ci wys t ę p owa nia gr zyb ic
jest w duzym stopniu skorelowane z istnieniem w

Mechanizmy patogenności entomofilnych g]zybów

P r zekr o cze nie fil o ge nety cznie wyks zt ałco nych
barier chroniących jałowośó tkanek i narządów,
uj awnia potencj aln e zagrożenie chorobo tw ór cze

r iory w dysb akte ri ozę, nie o d grywa w r onv oju, gr zy -
bic u owadów takiej roli jak u ssaków. IJ owadów,
w przeciwieństwie do człowieka i nvierząt domo-
wych,głównymiwrotamizakażeniawgrzybicachnie
jest przewód pokarmowy, ale uszkodzona mecha-
nicznie lub enzymaĘcznie okrywa ciała owada.Ci ry-bem do
oskó cz-
nym i chemicznym uszkodzeniem oknłvy ciałaoraz
zespół mechanizmów, głównie nviązanych z efek-
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apresorium grzyba oraz niszczenie mechaniczne
tkanek i narządów przez rosnącą grzybnię, bloko-
wanie jamy ciała, a często też światłajelita, atakże
przerastanie tkanek przez grzybnię. Entomopato-
genne grzyby np. Metarhizium anisopliae i Beau-
veria bassiana zakażają owady za pośrednictwem
zarodników konidialnych, które na okrywie ciała
wrazliwych rywicieli kiełkuj ą. Wytworzone apreso-
rium penetruje schitynizowany oskórek. Proces pe-
netracj i wsp om ag aj ą ęnzymy chitynolity czne", pr o -
teazy i lipary, powodując uszkodzenie białkowo-
-chitynowo-lipidowych struktur okrywy ciała. Powo-
dują one zwyrodnienie i martwicę tkanek, a niekie-
dy uszkadzają składowe odporności jamy ciała owa-
da. Toksyny, produkow ane przeztoksynogenne ga-
tunki grrybów, poprzez zabutzenia szlaków prze-
mian istotnych dla Ęcia owada, powoduj ą z reglły
porazenie i szybką śmierć porażonych osobników.

Współzawodnictwo o pokarm pomiędzy grzybem
i owadem go sp o darz em, młłaszcza w grzyb icach do-
Ęczących przewodu pokarmowego, jest jednym z
czynników patogenności. Przyk|adem jest Asco-
sphaera apis - sprawca grrybicy otorbielakowej
czerw ia pszczoły mio dnej .

Ważny problem w patogenezie zakażeń grrybi-
czych stanowi rodzaj sygnałów wysyłanych przez
patogena i charakter odpowiedzi gospodar za na te
sygnały. Wkrótce po wykiełkowaniu zarodnika są
synteĘzowane proteazy Pr 1(15) i kinazy aktywne
w procesie wzrostu i róznicowania grzyba (a0). Nie-
wiele wiadomo o bio chem iczny ch i molekularnych
uwarunkowaniach specyficzności entomop atogen-
nych grzybów do określonych gatunków, a niekie-
dy tylko pewnych stadiów rozwojowych owada. Taką
rolę prrypisuje się lipidom oskórka (8), poniewaz
lipidy mogą stymulowaó kiełkowanie i poszczegól-
ne fary rozwoju grzyba (3, 25) oraz oosporogenezę
(2a). Odpowiedzią ewolucyjną owada na pasozyta
było wytworzenie nowych rodzajów kwasów tłusz-
czowych, względnie nowych kombinacji juz istnie-
jących kwasów, a taMe zanIkw okrywie ciała sub-
stancj i koniecznych do wykie łkow ania zar o dników
i sĘmulujących rozwój grrybni (20).Liczne niena-
sycone kwasy thlszczowe o krótkim łańcuchu wę-
glowym hamują ronxlój grzybów (37, 38). Przęważa
przy tym pogląd, ze wymogi odtywcze (specjaliza-
cja pokarmowa) mają mniejsze znaczat:rió dla swo-
istości grzyba dla określonego gatunku owada. Gę-
stośó patogena jest równie ważnajak wielkość po-
pulacj i owadów p o datnych na zakażenie (49 ). Swo -
istość grzyba dla owada gospodarza jest ukierun-

Odpornośó w grzybicach owadów



kowana za pośrednictwem receptorów, pozostają-
cych pod kontrolą pojedynczego genu lub grup ge-
nów (gene clusters),
pośrednio sygnalizuj
na zakażenie grzybi
adenylowa, kinazy Ęrozynowe, serynowe i treoni-
nowe oraz fosfataz} fosfoproteinowe (42, 44, 46).
Inna klasa genów steruje enzymami, które mogą

siana i hydrofobiny (a3).

0dpolność natula!na
Specyficzny sposób zachowania (odpornośó be-

hawioralna) moze zmniejszyć ekspozycję lub zli-
kwidowaózakńeńe.Usuwanieprzezrobotticępupzo-
ły mio dnej Ap is mellife r a z ula czerw ia p or azonego
przez As c o sph a e r a ap is zmniejsza ilo ś ó z aro dników
w ulu, a tym samym mozliwośó zakażęnia duzej ilo-
ś ci cz erwia. Natomiast eksp onow anie pr zez p asiko -

nll<lzakażoneE.gryllitułowianadziałaniepromieni
sło necznych powo duj ące nvięks zenie t emp er atury
ciał a owad a do 40' C dziala zab ójczo na gr zyb a, któ ry
ginie juz
,,gorączk
domowej
thora muscae (4B).

Pojawienie się zarodników grzyba, względnie
ciala, w przewodzie pokarmo-
chowym owada zreglIy nie jest
ażęniem. Zakażenie j amy ciał a

i narządów wewnętrznych owada też nie zawsze
kończy się śmiercią. C4mnikiem decydująq.łrn, który
nie dopuszcza do zakażenia oraz hamuje rorwój
inwazji w organizmie owada, są bariery anatomicz-

jako substancji obcej (non-self) dla organizmu zywi-
ciela uruchamia w jamie ciała komórkowe i humo-
r aln e m e ch anizmy o dp o rn o ś c i pr ze ciw zakaźnej.

Batiety oGhronne

OĘrywa ciala i struktury przewodu pokarmowe-
go, stanowią pierwszą i bardzo efektywną linię obro-
ny przedgrzybami. Grzybnia zregliy nie moze pe-
netrować nieuszko dzone go szkieletu zew nętrzne -
go owada stanowiącego schitynizowany kompleks
białkowo-lipidowy o skomplikowanej strukturze
(40 ) . Wrot a mi zakażęnia s ą uszko dzeńa mech a_nicz -

ne iub enzymaĘczne powstałe w efekcie działania
enzymów histolitycznych. Struktury anatomiczne
okrywy ciała wspomagają nienasycone hvasy tłusz-

czowe o dzia|aniu przeciwgrzybiczym oraz woski
stanowiące dodatkową przeszkodę mechaniczną dla
strzępki w jej penetracji oskórka. W przewodzie

zakażeniem, a wsp ó ł dz iałaj ąc z ko m ó rkami n ab ł on -

ka, mięśniami i błoną podstawową jelita stanowi
skuteczną barierę hamującą wniknięcie strzępek do

teryjną i grzybem.

0dczyny komótkowe

Sp
nych
wied
czy ch lczestniczy inkap sul acj a, w ni ewi e lkim z akr e -

sie nodulacja i fagocytoza. Wlaściwości fizyko-che-
miczne ściany komórki grzyba, takie jak hydrofo-
bowo śó, ładunek elektryczny (ż7 ), a rwlaszcza obe c-

łny S. exigua opsonizują blastospory Paecilomy-
ces farinosusi Beauveria bassiana umozliwiając ich

zona w atoczce dokładnie sekwestruje inkapsulo-
wany materiał od hemolimfy (35).

guzków) polega na otocze -

'tit,l""l*ltl"rT"?'o?,?;
warstw hemocytów. Fagocytujące komórki rozpa-
dają się, a w utworzonym w ten sposób guzku od-
kłada się melanina, która izoluje zawartość guzka

Iację (2I).



Konstytutywne skladniki hemolimfy o aktywności
przeciwgtzybiczej

Rola czynników humoralnychw odporności owa-
dów na zakażenie grzybicze do niedawna budziła
wiele kontrowersji. Szereg badań z ostatnich lat (11,
12, 36) podkreśla role inhibitorów prote inaz, zwlasz-
cza kompleksu inhibitorów proteinazy serynowej,
układy oksydazy polifenolowej (47) oraz udzial
polipeptydów i białek odpornościowych hemolim-
fy (insect haemolymph immune proteins) o działa-
niu przeciwgrzybowym (6) w odporności jamy ciała
na inwazjg grzyb6w. Nadal jednak trudno ocenió,
który zmechanizmów, komórkowy czy humoralny,
odgrywa ważniejszą rolę w eliminacji grzyba z or-
ganizmu owada. Z pewnością w odporności prue-
ciwgrzyb iczej obydwa mechanizmy wspó łdział ają ze
sobą, przy czym w jednychprzypadkach efekt osta-
teczny, to jest zniszczente patogena jest następ-
stwem dzialania glównie mechanizmów komórkÓ-
}vygh, w innym przypadku o eliminacj i grzyba decy-
duje w większym stopniu odporność humoralna.

Enzymy histoliĘczne produkowane pTzez grzy-
by są waznym determinantem wirulencji, co umoz-
liwia patogenowi współistnienie z produktami pa-
tologicznie zmienionych szlaków metabolicznych
zakażonego owada. Jednym ze sposobów zvvalcza-
nia zakażenia jest inaktywowanie enzymów prote-
oliĘcznych przez inhibitory trypsyny, chymotryp-
syny i elastazy (36), Skutecznośó inhibitora zaleĘ
od jego stgzenia w hemolimfie oraz od tempa ha-
mowani a pr oteinazy. D robnoc ząste czkowe inhibi -
tory obecne w hemolimfie Bombyr mori hamlją
proteinazy serynowe wielu gatunków grzybów (Iż,
1 3 ), tym s amym unie mozliw iają działani e chorob o -
twórcze grzybaw organizmie owada.

Sygnałem do uruchomienia kaskady układu oksy-
d azy p o lif e n o lowej or az sy ntezy pr ze ciw gr zyb iczy ch
polipeptydów w ciele tłuszczorym, podobnie jak i
do uruchomienia komórkowych odczynów obron-
nych, jest rozpoznanie komponent ściany komórki
grzybajako obcych (non-self) dla organizmu owa-
da. AkĘwatory są uwalniane ze zlizowanych hemo-
cytów ziarnistych po przyIączenil do substratów
powierzchni zarodnika lub mycelium. Jakkolwiek
aktywacja ukladu oksydazy polifenolowej ma zasad-
niczo charakter niespecyficzny, występuj e bowiem
też w zakażeniach b akteryj nych, pi erwo tniaczy ch i
inwazjach entomofilnych nicieni, to w ścianie ko-
mórek wielu gatunkó w gr zyb ów występuj e B - 1, 3 glu-
kan, który u Bombyx mori (30) i B]aberus craniifer
(39) spełnia rolę specyficznego aktywatora tego
układu. Melanina będąca produktem końcowym w
k a s ka dzi e pr zemi an enzy maĘ czny ch s t e rowanych
przez układ oksydazy polifenolowej uszczelnia
ścianę otoczki hemocytarnej sekwestruj ącej zar od-
niki lub mycelium,zaś chinonypojawiające się pod-
cz as melan izacji działaj ą przeciwb akteryj nie, słabiej
przeciwgrzybiczo.

Grzyby dysponują mechanizmami, które umoz-
liwiają uniknięcie rozpoznania a tym samym wyłą-
czenie się spod kontroli immunolo giczne| Sciana
komórkowa grzybni i Beauveria bassiana izolowa-
nej z hemolimfy Sarcophaga exiguajest pozbawio-
na galaktozy i mannozy, a więc nie jest rozpozna-
wana jako non-self i moze rozwljać sig w ciele lar-
W Q2).Strzępki mycelialne Nomurea rileyi o ni-
skiej zawartości beta-1,3 glukanów nie są rozpozna-
wan e pr zez h emo cyty S ar co p h a g a exi gu a j ako ob ce
twory podczas gdy mycelia o duzej zawartości B-1,3
glukanów są rozpoznawane i inkapsulowane. Wie-
l e ento mop ato gennych grzybów z r o dzajl En t o m o -
phtora tworzy protoplasty w zakazonym organizmie
i w ten sposób unika rozpoznania immunologicz-
nego. NaleĄ j ednak p amię tać, że enzymy proteoli-
tyczne niektórych grzybów są niepodatne na dzia-
łanie inhibitorów i dzięki temu grzryb może rozwi-
jać swoje działanie patogenne. Produkt ekspresji
genu Pr1 szczepów zjadliwych M. anisopliaenie jest
inaktyłvowany przez inhibitory proteinaz, a także
ptzez produkty pojawiające się w przebiegu mela-
nizacjihemolimĘ, co umozliwia uniknięcie kontroli
immunolo gicznej (43 ) . Wiele inhibitorów pr oteinaz
serynowych hemolimĄl, hamuje przry tymakĘwację
układu oksydazy polifenolowej, pełniąc rolę regu-
lacyjną w organizmie.

KonstytuĘwnym składnikiem hemolimfy Sarco-
phaga peregrina działającym na Candida a]bicans
jest polipepłd o cząsteczce zawierającej 67 reszt
aminokwasowych (AFP- antifungal pr otein) (22) .

Komórki Candidaeksponowane na działanie AFP
z łatwością są inkapsulowane. Sarkotoksyny, (31)
indukowane przeciwbakteryj ne polipeptydy odpor-
nościowe o S arcoph aga współdziałając zpepĘdem
AFP nviększają jego aktyr;vność. Zakres działania
AFP nie obejmuje jednak entomopatogennych grzy-
bów. U Sarcophaga eńgua niechorobotwórcza dla
owadów C. albicansj est inkapsulowana podczas gdy
entomopatogenny grzryb Be auveria b assiana nie j est
inkapsulowany (19).

Oprócz białek o aktywności przeciwgrzybiczej
obecnych stale, pojawiają się w hemolimfie zaka-
zonych owadów indukowane polipeptydy o działa-
niu ukierunkowanym na grryby. Co ciekawsze, za-
kres aktywności indukowanych pepĘdów przeciw-
grzybiczych nie zawsze ogranicza się do grzybów
entomofilnych, niekie dy ob ej muj e gr zyby p ato gen-
ne dla rwierzątiludzi, atakże grzyby fitopatogen-
ne (6). Niektóre indukowane polipeptydy owadów
oprócz aktywności przeciw grzybowej działają też
przeciwbakteryjnie. Thkie właściwości posiadają
m.in. miecznikowiny (28).

Odpornośó nabyta (indukowana)

W nabytej odporności przeciwzakaźnej biorą
ldziałw działaniu 0-glikozylowane peptydy o dzia-
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Morycyna

Ryc. 1. Struktura pierwszorzędowa cząsteczki drozomycyny
Drosophi I a melanogaster, tanaĘny Podi sus macu liventri s (6)
i motycyny Bombsx mori (I7)

ł aniu przeciwgrzybowym ( drozomycyna i tanaĘna),
metalnikowiny, miecznikowiny. W 1,994 r. Fehl-
baum i wsp. (14) wyodrębnili z hemolimfy muszki
owocowej Drosophila me]anogaster (Diptera) po-
lip ep Ęd ( dro z o mycyn a ) o działanhl pr ze ciw gr zybi-
czym.W dwa Iata później ci sami autorry stwier-
dzili ob e cn o ś ó p olip epĘdu o działaniu pr ze ciw gr ry -
bicrym, a także i działaniu przeciwbakteryjnym w
hemolimfi e p o dilus m acul iv entris.

Drozomycyna zbudowana z 44 reszt aminokwa-
sowych posiada w cząsteczce aż 8 ręszt cysteiny two-
tzących4 mostki dwusiarczkowe (ryc. 1). Obecnośó
cyst e iny warunkuj e op orno śó na o gr zew anie i skraj -
ne wartości pH. Struktura pierwszorzędowa drozo-
mycyny wykazuje duzy stopień homologii z roślin-
nymi polipeptydami o działaniu przeciw grzybowym
(defenzyny roślinne). W stęzeniu poniżej 1 pM dro-
zomycyna dziala na grzyby patogenne dla roślin i
rwierząt (I8),

ThnaĘna (thanatin), indukowany polipepłd o
cząsteczce złożonej z 2l r ęszt aminokwasowych ma
jeden mostek dwusiarczkowy (ryc. 1). Ten polipep-
łdw stęzeniu 0,5-5,0 pM działa na zoopatogenne i
fitopatogenne grzyby, a także na bakterie Gram
dodatnie i Gram ujemne. Za aktywnośó przeciw-
grzybową odpowiada trójpepĘd zlokalizowany w
czę ś ci N - t e rmin alnej cz ą st e czkj t anatyny ( 6 ) .

Badając akĘwnośó hemolimfy immunizowanych
gąsienic j edwabnika morwoweg o Bombyx mori (Le-
pidoptera),Hara i Yamakawa (18) wykryliw 1995 r.
morycynę, polipeptyd zlożony z 4ż r eszt aminohwa-
sowych (ry". 1), hamujący wzrost Staphylococcus
aureus. Strukturą dzia|ania docelowego tego poli-
pepĘdu nazwanego morycyną (moricin) jest błona
komórki bakteryjnej ( 17). Fragment N-terminalny
cząsteczk<lodpowiadazadziałanieprzeciwbakteryj-
ne, które polega na zwiększeniu przepuszczalności
liposomów komórki bakteryjnej. Dalsze badania
wykazaly, że na morycynę jest podatny oprócz Sta-
phylococcus auteus też Escherichia coli, Acineto-
bacter, Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa,
Baci]lus subtilis, B. megateriumi B. ceteus, Staphy-
]ococcus xylosus, Staphylococcus epidermidis i
Streptococcus pyogenes. Bakterie Gram dodatnie
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Metalnikowiny
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Miecznikowina

Ryc. 2. Struktura pierwszorzędowa cząsteczki miecznikowi-
ny Drosophila melanogasteri rnetalnikowiny Palomena prasi-
na (6)

są bardziej wrazliwe na działanie morycyny aniżeli
bakterie Gram ujemne.

Struktura cx,-helikaln a cząste czki morycyny upo-
dabnia ją do cekropin, z tym ze morycyna nie po-
siada azottt aminowego. Ponadto w cząsteczce mo-
rycyny nie ma mostków dwusiarczkowych. Morycy-
na jako indukowane bialko odpornościowe o sze-
rokim sp ektrum działania prze ciwb akte ryj ne go j e st
jednym z głównych czynników humoralnych obro-
ny prze ciwb akteryj n ej j amy ciała j edwabnika mor-
wowego. Aktywnoś ó przeciwgrzybowa morycyny
jest słabo zaznaczorla i w zasadzie ukierunkowana
na drożdżaki (18).

Metalnikowiny stanowią interesującą grupę bo-
gatych w proling (proline-rich peptides) pepĘdów
odpornościowych, poniewaz ich spektrlm działa-
nia doĘcry zarówno bakterii jaki gtzybów (6). Te
indukowane drobnocząsteczkowe polipeptydy opi-
s ane u P alomena pr asin a występuj ą w czter ech izo-
formach (I, IIa, IIb i III), każda zbudowana z26
reszt aminokwasowych (ryc. 2). W przeciwieństwie
do b akt e riob ój cze go działania dr ozy cyny i pyroko-
rycyny, działająone bakteriostatycznie. Metalniko-
winy muszki owocowej Drosophila melanogaster
nie działają na bakterie Gram ujemne, natomiast
cechują się wysoką aktywnością skierowaną przę-
ciwko bakteriom Gram dodatnim i grzybom.

Miecznikowiny, ostatnio opisana grupa polipep-
Ędów odpornościowych owadów, została wykryta
w hemolimfie zakażonych muszek Drosophila me-
lanogaster. Cząsteczka złożona z 26 reszt amino-
kwasowych (ryc.2) wykazuje duze podobieństwo z
abycyną pszczoły miodnej i lebocynami jedwabni-
ka morwow e go. Zal<r es działania miecznikowin j e st
szeroki i obejmuje bakterie oraz grzyby (28).

Sprawność komórkowych i humoralnych odcry-
nów odpornościowych jamy ciała owadaw zakaże-
niach grzybiczych jest imponująca. Pomimo obec-
ności w hemolimfie grzybni, nie moze onazaĘcia
owa d a pr z er ast ać nar ządów w ew nętr znych. D o pi e -

ro po śmierci grzybnia szybko przerasta ciała owa-
da. Obserwuje się przy tympewną sekwencję w ko-
lonizacji narządów wewnętrznych owada przez
grzybnię. W pierwszej kolejności atakuje ona ciało



tłuszczowe, następnie przew ód pokarmowy, cewki
Malpighiego, wewnętrzną warstwę okrywy ciała,
układ nerwowy, a na końcu mięśnie i tchawki.

Perspektywy wyko]zystania badań nad lelacią
grzyb - owad

B adania czynników o dpowiadaj ących za p ato gen-
ność grrylbów dla owadów, geneĘcznych uwarun-
kowań zjadliwości, sposobów unikania kontroli im-
munolo gic znej rwłaszcza mę chanizm ów o dporno -

ści p rze ciw zakaźnej ow adów n abier aj ą c.or az wlek-
sz e g o znaczenia w rw iązkl1 z m ozl iwo ś ci ami !\Tko -

rzystania entomopatogennych grzybów jako bez-
piecznych pestycydów. W łm celu mozna wykorzy-
staó dwa mechanizmy działanta: supresję odporno-
ści (zarówno barier ochronnych jaką jest okrywa
ciała i struktury przewodu pokarmowego oraz me-
chanizmów odporności jamy ciała owada), wzglgd-
nie zwiększenie w istotny sposób zjadliwości ento-
m o p a t o g e n ny ch gr zyb ów b ądź pr zez p rz en i e s i e ni e
genów zjadliwości (genes with anti-insect activity)
z gatunków silnie entomopatogennych grzybów na
grzyby mniej patogenne ,bądźich transformację do
roślin i uzyskanie ich ekspresji. Inzynieria geneĘcz-
na wykorzystując transformacje oraz klonowanie
genów o określonych cechach zjadliwości, z możIt-
wościami eliminacji cech które mogą utrudniać
wyko rzys t a nie gr zyb a jako ins e ktycydu b i o l o g iczne -
go, stwarza nowe perspekĘwy dla produkcji nowej
klasy insektycydów, w których geneĘcznte zmienio-
ny organizm o efekqlwnym dzialaniu na wybrany
gatunek owada nie zagraża środowisku. Co więcej,
grzyby mo g ą byó wykorzysĘwane j ak o źr ó dlo i b ank
genów do otrzymywania transgenicznych roślin, w
których produkty ekspresji genów,,patogenności
dla owadów" spowodują śmierć pasoĘtujących
owadów. Pula genowa obejmuje produkcje enzJ-
mów proteolitycznych, toksyn przez transgeniczne
rośliny lub wirusy.Uzycie genów grzybów o aktyw-
ności ukierunkowanej na wybrane gatunki owadów
(genes with anti-insect activiĘ) wyszło poza ramy
badań laboratoryjnych. TŁansfer i ekspresja genów
inhibitorów proteinaz do tytoniu umozliwiła uzy-
skanie roślin odpornych na pasozytowanie gąsienic
Manduca sexta (I). Duże postępy pocąmiono nad
mozliwościami przeniesienia do roślin genów ha-
mujących aktywnośó u-amylazy, a tym samym ob-
niżaj ący ch o dp o rno ś ć humo r aln ą owa d ów na zaka-
żenia grrybicze.
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