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MECHANIZMY ODPORNOSCIOWE OWADOW I ICH PRZELAMYWANIE
PRZEZ GRZYBY ENTOMOPATOGENNE

WSTEP

Owady (Insecta) to organizmy nalezace do
typu stawonogdéw. Sa najliczniejsza gromada
zwierzat, a udokumentowanych muzealnie jest
ponad milion gatunkéw. Wystepuja w Srodo-
wisku wodnym, ladowym, w powietrzu i w gle-
bie. Moga zasiedla¢ inne organizmy, zar6wno
roslinne, jak i zwierzece, spotyka sie je takze
w odchodach i na zwlokach. Zasiedlaja tery-
toria, w ktorych panuje klimat goracy, zimny,
jak i umiarkowany. Wplywaja réwniez na gos-
podarke i zycie czlowieka, zaréwno w sposoéb
pozytywny, jak i negatywny.

Obecnie najczestsza metoda stosowang
w celu ograniczania liczebnosci populacji owa-
dow szkodliwych sa chemiczne srodki ochrony
roslin. Ich stosowanie cechuje sie wprawdzie
wysoka skutecznos$cia dziatania, nie jest jednak
pozbawione wad (BRITTAIN i PorTs 2011, BLAIR
i wspotaut. 2015, Ozkara i wspétaut. 2016,
STANLEY i PREETHA 2016, Kim i wspoétaut. 2017,
WINTER 2017, MUZINIC i ZELJEZIC 2018, HAWKINS
i wspotaut. 2019, NEUWIRTHOVA i wspoélaut.
2019). Chemiczne pestycydy charakteryzuje
niska wybiorczos¢ dzialania. Wplywaja na bio-
roznorodnosé gatunkéw, zaburzaja funkcjono-
wanie ekosystemoéow, powoduja S$miertelnosc
owadow zarowno szkodliwych, jak i pozytecz-
nych (np. pszczél), moga kumulowac sie¢ w wo-

dzie lub glebie, a takze zaklécaja procesy fizjo-
logiczne wielu gatunkow wystepujacych w eko-
systemie. Dane literaturowe wskazuja na ich
negatywny wplyw takze na zdrowie ludzi, dla-
tego coraz czesciej poszukuje sie alternatywy
dla popularnych pestycydow.

Jedna z nich jest wykorzystanie do zabija-
nia owadow naturalnych zdolnosci organizmow
entomopatogennych, w tym grzybow i ich meta-
bolitow (LAacey 2016, SHAH i PeLL 2003,
ManNTzOUKAS i ELiopouLos 2020, KACZMAREK
i BoGgus 2021b). W przeciwienstwie do bakterii,
wiruséw i pierwotniakéw, posiadajacych zdol-
nos¢ do usmiercania owadow, grzyby sa zdolne
do przenikania przez kutikule. Wlasciwosé ta
umozliwia zastosowanie ich do zwalczania
wszystkich stadiéw rozwojowych, zaréwno
zerujacych (larwy, niektére imagines), jak row-
niez niezerujacych (w tym poczwarki). Grzyby
entomopatogenne stosowane sg do zwalczania
szkodliwych owadow powodujacych straty
w uprawach, ogrodnictwie i hodowli zwierzat,
jak réwniez owadéw bedacymi wektorami wielu
chorob (ScHOLTE i wspoétaut. 2004, KHAN
i wspotaut. 2012, ULLaH i wspoétaut. 2019, SaNi
i wspétaut. 2020). Ta grupa organizmoéw
charakteryzuje sie wysoka wybiorczoscia dzia-
tania, dlatego sa bezpieczne dla organizmow
pozytecznych, np. pszczol (Bava i wspotaut.
2022), a takze dla naturalnych wrogow owa-
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dow. Oprocz zabijania szkodnikow, jednoczes-
nie zmniejszaja liczbe patogenow roslinnych
i nicieni pasozytujacych na roslinach. Moga
réwniez petnié¢ funkcje bionawozu. Komercyjne
biopestycydy bazuja na metabolitach produko-
wanych przez Beauveria spp., Metarhizium
spp., Isaria fumosorosea i Lecanicillium spp.
Wilasciwosci entomopatogenne przyktadowych
gatunkow grzybow zostaly przedstawione w Ta-
beli 1.

Istotna zaleta grzybow pasozytujacych na
owadach sa ich interakcje z roslinami, ktore
staly sie przedmiotem licznych badan. Do tej
grupy zaliczamy m.in.: Beauveria bassiana,
Lecanicillium spp., Purpureocillium lilacinum
i Metarhizium spp. (OWNLEY i wspotaut. 2010,
SAsaN i BipocHkA 2012, LopEz i SworD 2015,
GREENFIELD i wspoétaut. 2016).

Grzyb B. bassiana jest wykorzystywany do
kontrolowania populacji przezierki prosowianki
(Ostrinia nubilalis), powszechnego szkodnika
upraw kukurydzy (Zea mays) (WAGNER i LEwIS
2000). Niedawne badania wykazaly, ze ,za-
szczepienie” tego grzyba w glebie powoduje
zmiane jej flory bakteryjnej, jednoczesnie
uzyzniajac glebe i zwiekszajac przyrost roslin.
Autorzy tych badan nazywaja B. bassiana ,pro-
biotykiem” dla roslin ze wzgledu na jego wtasci-

wosci, cho¢ zastosowanie tego grzyba daje
pozadane efekty jedynie w waskim spektrum
warunkoéw Srodowiskowych (TALL i MEYLING
2018). CHANG i wspolaut. (2021) udowodnili, iz
zmiany w glebie wywolane przez B. bassiana
wplywaja nie tylko na rozwoj Z. mays, ale takze
wzmacniaja odpornosé tych roslin na choroby,
np. zo6lta plamistos¢ lisci kukurydzy (ang.
northern corn leaf blight, NCLB) wywolywanag
przez grzyby z gatunku Exserohilum turcicum.

Innym intersujacym gatunkiem grzyba jest
Metarhizium spp. Organizm ten wplywa na nie-
ktére gatunki roslin (m.in. pomidory i kukury-
dze) promujac ich wzrost (GONZALEZ-PEREZ
i wspotaut. 2022). Z drugiej strony, M. brun-
neum porazajac korzenie kapusty (Brassica
oleracea var. capitata f. alba cv. Castello L.
modyfikuje rosline w taki sposoéb, iz staje sie
ona bardziej atrakcyjna dla owadow z gatunku
Delia radicum L., co moze stanowic¢ przeszkode
w wykorzystaniu tego grzyba jako Srodka
ochrony upraw (CoTES i wspétaut. 2020).

Niektore zrodia wskazuja, iz rola grzybow
entomopatogennych w rozwoju roslin moze by¢
duzo wigksza, jednak mechanizmy tych inter-
akcji nie zostaly jeszcze poznane i wciaz wyma-
gaja wielu badan (Dara 2019).

Tabela 1. Przyktady infekowania owadow przez entomopatogenne grzyby.

Nazwa grzyba
entomopatogennego

Przykladowa grupa docelowa owadéw

Odniesienie literaturowe

Aschersonia aleyrodis (Webber)
Aegerita webberi (Fawcett)

maczka cytrusowa (Aleurocanthus woglumi); maczlik
(Bemisia tabaci); maczlik cytrusowy (Dialeurodes citri)

ZHANG 1 wspotaut. 2018,
INGLE i wspotaut. 2022,
PravoGo i wspoétaut. 2022

Beauveria bassiana
Beauveria brongniartii

(Leria serrata)

owady z rzedu Heteroptera (Picromerus bidens,
Anthocoris nemorum), Homoptera (Eulecanium spp.),
Lepidoptera (Hepialus spp., Hypocrita jacobaea, Cydia
nigricans), Coleoptera (Lathrobium brunnipes, Calvia
quattuordecimguttata, Phytodectra olivacea,
Otiorhynchus sulcatus, Sitona lineatus, S. sulcifrons,
S. macularius, S. hispidulus, Anthonomus pomorum,
Hylaster ater), Hymenoptera (Ichneumonidae, Lasius
fuliginosus, Vespula spp., Bombus pratorum), Diptera

ZIMMERMANN 2007a,
Uwma DEevi i wspoétaut.
2008, Wana i wspotaut.
2018

Conidiobolus coronatus

barczatka sosnéwka (Dendrolimus pini), konik brunatny
(Chorthippus brunei), dotczan wysmukly (Stenobothrys
lineatus) i mol woskowy (Galleria mellonella)

Bogus i wspoétaut. 2007,
Bogus i ScHELLER 2002,
WRoNsKA i wspotaut. 2018b

Hirsutella thompsonii

owady z rzedu Lepidoptera i Hemiptera

REDDY i wspétaut. 2020

Isaria fumosorosea

owady uwazane za szkodniki cytrusow

HunTER i wspoétaut. 2011,
BuaTti i wspotaut. 2018

Lecanicillium longisporum
Lecanicillium muscarium

mszyce (Sipha maydis, Metopolophium dirhodum, Myzus
persicae), wciornastek zachodni (Frankliniella
occidentalis), maczlik ostroskrzydly (Bemisia tabaci),
meczennica zwyczajna (Scolypopa australis), hemlock
welnisty (Adelges tsugae)

Down i wspoétaut. 2009,
FapavivaTa i wspotaut.
2014, Zare i Gams 2001,
MarsHALLL wspétaut. 2003,
GOETTEL i wspotaut. 2008,
Roprrakis i wspétaut. 2008

Metarhizium anisopliae sensu

Metarhizium acridum

owady z rzedu Orthoptera, Dermaptera, Isoptera,
lato Homoptera, Heteroptera, Diptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Siphonaptera i Lepidoptera

ZIMMERMANN 1993,
ZIMMERMANN 2007b,
NussenBauM i LEcuona 2012

Nomuraea rileyi

owady z rzedu Lepidoptera

Fronza i wspotaut. 2017
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CZYNNIKI HAMUJACE ROZWOJ
ORGANIZMOW ENTOMOPATOGENNYCH

Gatunek owada i stadium rozwojowe sa
wstepnymi czynnikami warunkujacymi jego
podatnos¢ na infekcje patogenem. Owady
zyjace w duzych spotecznosciach sa zdolne do
rozrézniania wirulentnych i niewirulentnych
gatunkéw grzybéw, np. termity (Macrotermes
michaelseni) moga rozroznia¢ wirulentne szcze-
py M. anisopliae i B. bassiana na podstawie
lotnych zwiazkoéw organicznych, produkowa-
nych przez te gatunki (MBURU i wspotaut. 2011,
2013). Poza tym, owady moga rozpoznawac
osobniki zainfekowane, np. mrowki z gatunku
Formica selysi i Lasius neglectus w obecnosci
entomopatogenéw zwiekszaja poziom higieny
i wytwarzaja zwiazki odkazajace, takie jak pep-
tydy antydrobnoustrojowe czy kwas mrowkowy
(TrRAaGUST i wspotaut. 2013).

Owady w toku ewolucji wyksztalcily trzy
glowne mechanizmy obronne: bariery anato-
miczno-fizjologiczne, mechanizmy obrony ko-
morkowej i mechanizmy obrony humoralne;.
W trakcie ewolucji poszczegbdlne gatunki owa-
dow inwestuja albo w budowe kutikuli albo
w mechanizmy humoralne i komorkowe.

BARIERY
ANATOMICZNO-FIZJOLOGICZNE

Bardzo waznym elementem obronnym
przed zakazeniem jest okrywa ciala, ktora sta-
nowi kutikula, czyli integument wysycony chi-
tyna. Dodatkowo, chityng sa wyscielone: jelito
przednie, tylne i tchawki. Jelito Srodkowe, ze
wzgledu na pelnione funkcje trawienne, zabez-
pieczone jest przed infekcja przez obecnosé
enzymow proteolitycznych i bakterii symbio-
tycznych ulatwiajacych trawienie. Te mecha-
nizmy zaangazowane w trawienie tresci pokar-
mowej, stwarzaja niekorzystne warunki dla roz-
woju chorobotwérczych czynnikéw. Przerwanie
ciagltosci kutikuli prowadzi do utraty homeo-
stazy organizmu, co przejawia sie wyciekiem
plynéw fizjologicznych lub tresci jelita. Zabu-
rzenie integralnosci powlok ciala otwiera wrota
zakazenia dla patogenéw. Kolejnymi etapami
w walce o przezycie organizmu jest zagojenie
powstatej rany i wlaczenie pozostalych me-
chanizméw obronnych w postaci odpowiedzi
humoralnej i komoérkowej (BALABANIDOU
i wspotaut. 2018).

W procesach obronnych owadow przed
entomopatogenami kluczowa role odgrywa
kutikula, nazywana rowniez szkieletem ze-
wnetrznym. Kutikula zbudowana jest glownie
z biatek stanowiacych okolo 70% wszystkich jej
sktadnikéw. Pozostala czescia sa chityna i lipi-
dy, takie jak wolne kwasy tluszczowe, estry

woskowe, estry kwasow tluszczowych i acylo-
glicerole (ANDERSEN 1979).

Grubos¢ i twardos¢ to gléwne cechy kuti-
kuli umozliwiajace sprawne zapobieganie
infekcji. HAJEK i ST LEGER (1994) sugeruja, ze
odpornos¢ owadow na grzyby chorobotworcze
jest zalezna od grubosci kutikuli, stopnia jej
usieciowania z biatkami oraz stopnia stward-
nienia pokrywy ciala. Pierwsza warstwa kuti-
kuli narazong na patogeny jest epikutikula,
zawierajaca utwardzone lipoproteiny, w ktorych
znajduja sie zwiazki fenolowe i fenoloksydazy.
Biatka to zewnatrzkomoérkowe enzymy hydro-
ksylujace tyrozyne i utleniajgce o-difenole do
chinonow. Chinony przechodza nastepnie sze-
reg reakcji enzymatycznych i nieenzymatycz-
nych umozliwiajacych polimeryzacje prowa-
dzaca do syntezy melaniny (NARAYANAN 2004,
GORMAN i wspotaut. 2007). W obecnosci ento-
mopatogenu, zwigzki fenolowe utleniaja sie do
dihydroksyfenyloalaniny, co wywotuje brazowo-
-czarnag pigmentacje. Melanina chroni kutikule
przed enzymami i toksynami wytwarzanymi
przez grzyby (HAJEK i ST LEGER 1994).

Obecnos¢ w kutikuli poszczegbolnych lipi-
dow moze dziatla hamujaco lub stymulujaco na
proces adhezji zarodnikow, co moze skutkowac
zmniejszona lub zwiekszona efektywnoscig
dziatania poszczegélnych entomopatogenow
(Boucias i PENDLAND 1984, Boucias i wspoélaut.
1988, AKBAR i wspotaut. 2004, ORrrtiz-URQUIZA
i Kevynant 2013). Hydrofobowy charakter epi-
kutikuli jest czynnikiem sprzyjajacym adhezji
zarodnika. Jednak owady wyksztalcily szereg
adaptacji hamujacych proces przylaczania
zarodnika, np. ksiaznice z gatunku Liposcelis
bostrychophila odktadaja na powierzchni
oskorka amidy kwaséw tluszczowych, ktore
zapobiegaja przyczepianiu sie konidiéw do ciata
owada (Lorp i HowarD 2004). Lipidy kutiku-
larne moga dziata¢ toksycznie i fungistatycznie,
np. u Nezara viridula lipidy wystepujace
w szkielecie zewnetrznym hamuja rozwdj
M. anisopliae, a ich toksycznos¢ wobec B. bas-
siana zostala potwierdzonya u stonecznicy
amerykanskiej (Heliothis zea) (SMITH i GRULA
1982, Sosa-GoMEz i wspétaut. 1997). Dziatanie
antygrzybiczne wykazuja réwniez substancje
wydzielane na okrywy ciata. Chrzaszcz wierz-
bowy [Phratora vitellinae (L.)] uwalnia lotne
zwiazki tworzace ,chmure” otaczajaca owada,
a jej gtownym skladnikiem jest aldehyd salicy-
lowy (Gross i wspoétaut. 2008). Z kolei wydzieli-
na gruczolowa u larw i postaci dorostych
chrzaszcza gorczycy (Phaedon cochleariae)
zawiera irydoidy, ktére wykazuja dzialanie
przeciwgrzybicze przeciwko B. bassiana (GROSS
i wspotaut. 1998). Hamujace dziatanie na po-
szczegblne entomopatogeny wywieraja réwniez
wolne kwasy tluszczowe znajdujace sie na
powierzchni kutikuli u réznych gatunkéw Lepi-
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doptera i Diptera (SMmiTH i GRULA 1982; SAITO
i Aokl 1983; Bogus i wspoétaut. 2010; GOLEBIOW-
SKI i wspolaut. 2011, 2013a, b, 2014a, b, 2015;
URBANEK i wspoétaut. 2012).

UKELAD ODPORNOSCIOWY OWADOW

Rozpoznanie jest pierwsza reakcja ukladu
odpornosciowego na obecnos¢ mikroorganiz-
mow patogennych. U owadow etap ten jest
mozliwy dzieki czasteczkom okreslanym jako
PRRs (ang. pattern recognition receptors).
Bialka te rozpoznaja tzw. wzorce molekularne
zwiazane z patogenem (ang. pathogen-associa-
ted molecular patterns, PAMPs) (PauLa
i wspotaut. 2011). W wiekszosci przypadkéw
wzorcem molekularnym sg sktadniki btony lub
Sciany komorkowej, np. LPS (ang. lipopolysac-
charide) czy peptydoglikan (BULET i wspoétaut.
1999). Czasteczki te sa rozpoznawane przez
humoralne lub komoérkowe PRRs. Humoralne
receptory PRRs, m.in. wigzace mannoze, roz-
poznaja specyficzne wzorce molekularne. Reak-
cja ta umozliwia wystapienie procesu opsoni-
zacji ,antygenu”. W ten sposéb ,wyznakowane”
komorki sa rozpoznawane przez hemocyty.
Komorki immunokompetentne na swojej po-
wierzchni moga rowniez posiadac receptory
PRR. Umozliwia im to rozpoznanie wzorcow
molekularnych na powierzchni ,antygenow”, co
prowadzi do wlaczenia szlakoéw sygnalizacyj-
nych Toll i/lub IMD (IMLER i HoFFMANN 2000).
Innym przykladem komérkowego receptora
PRRs moga by¢ integryny. Jest to rodzina
biatek transblonowych, majacych postac hete-
rodimeru (a,B). Ulozenie lancuchow o i B
warunkuje specyficznos¢ ligandu. W komoér-
kach ssaczych receptory te wiaza biatka macie-
rzy pozakomoérkowej lub skladniki blony
komorkowej bakterii, takie jak LPS (GONZALEZ-
-AMARO i SANCHEZ-MADRID 1999). U Drosophilia
wykazano wystepowanie trzech integryn zawie-
rajacych pie¢ lancuchéw o i dwa tancuchy p.
Biatka te nie sg zaangazowane w proces roz-
poznawania organizmow obcych u muszki
owocowej. Pelnia natomiast kluczowa role pod-
czas rozwoju muchowek (HyNEs i ZHAO 2000).
W przypadku infekcji grzybiczej wzorcem mole-
kularnym moze by¢ p-1,3-glukan scian komoér-
kowych. W hemolimfie owadéw znajduja sie
biatka rozpoznajace ten zwigzek, nazywane
B-GBP (ang. B-glucan binding proteins).

ODPOWIEDZ TYPU KOMORKOWEGO

U owadow wystepuja mechanizmy odpor-
nosci wrodzonej, ktora jest komorkowa i humo-
ralna. Podzial ten jest czeSciowo arbitralny,
poniewaz wiele czynnikéw humoralnych wpty-
wa na funkcjonowanie hemocytéw, ktore z kolei

sg zrodlem czasteczek zaangazowanych w od-
powiedz typu humoralnego. Te dwa procesy sa
od siebie zalezne, a ich Scista wspoélpraca
umozliwia efektywna walke z patogenem
(LAVINE i STRAND 2002, STRAND 2008).

Dane literaturowe donosza o wystepowaniu
u owadow zjawiska tzw. pietnowania uktadu
immunologicznego (ang. immune priming).
Proces ten wiaze sie z wyksztalcaniem swego
rodzaju ,pamieci immunologicznej” u osobni-
kow po pierwszym kontakcie z patogenem
i skutkuje zwiekszeniem przezywalnosci po
ponownym kontakcie z patogenem (MOWLDS
i wspoétaut. 2010, BROwNE i wspotaut. 2013,
CoOOPER i ELEFTHERIANOS 2017). Pobudzenie
odpornosci tego typu u G. mellonella zostalo
dobrze udokumentowane w ostatnich latach,
ale dokladny mechanizm lezacy u podstaw tego
procesu i poziom jego swoistosci jest nadal
slabo poznany (TuLl i REssom 2009). Reakcja ta
moze byC powiazana ze wzrostem krazacych
w hemolimfie hemocytow i zwiekszong zawar-
toscia peptydow przeciwdrobnoustrojowych
(ang. insect antimicrobial, peptides AMPs),
wykazujacych silne dzialanie przeciwbaktery;j-
ne lub przeciwgrzybicze (FALLON i wspotaut.
2011, Y1 i wspoélaut. 2014, Yun i LEe 2016).
Zwiekszona liczebnos¢ hemocytow wynika
z uwalniania komoéorek immunokompetentnych
z powierzchni narzadow wewnetrznych owada,
a takze z wewnetrznej powierzchni kutikuli
(BERGIN i wspolaut. 2006, MatHA i Acek 2010,
BrowNE i wspoélaut. 2014). ,Immune priming”
u owadow zapewnia ochrone przed postepujaca
infekcja, ale indukcja i utrzymanie tego proce-
su moga by¢ metabolicznie kosztowne (SHEEHAN
i wspoétaut. 2021). Dane literaturowe wskazuja,
iz u larw G. mellonella inkubowanych z termicz-
nie inaktywowanymi komoérkami bakteryjnymi
lub drozdzowymi, wystepuje wicksza odporno-
§¢ na infekcje bakteryjne i grzybicze, podczas
gdy larwy, ktérym podano komoérki grzybowe
w iniekcji, wykazywaly odpornos¢ tylko na
pdzniejsza infekcje grzybicza. Moze to wskazy-
wac na poziom swoistosci odpowiedzi immuno-
logicznej, zapewniajacy maksymalne przezycie
(SHEEHAN i wspétaut. 2021).

W odpowiedz typu komoérkowego zaangazo-
wane sa hemocyty, gléwne komérki immuno-
kompetentne u owadéw. Hemocyty biora udziat
w takich procesach jak fagocytoza, nodulacja
i enkapsulacja w walce z patogenem (STRAND
i PECH 1995, ScHMIDT i wspoétaut. 2001). Pato-
gen jest rozpoznawany przy pomocy receptoréw
wystepujacych na powierzchni komoérek
odpornosciowych badz tez opsonin. Biatka te
wystepuja w hemolimfie i wiaza sie z ,anty-
genami”. Rozpoznanie patogenu prowadzi do
reorganizacji cytoszkieletu hemocytéw, dzieki
czemu komoérki te przemieszczaja sie do
miejsca wnikniecia patogenu i eliminuja mikro-
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organizmy droga fagocytozy, nodulacji i enkap-
sulacji. Dane literaturowe sugeruja, ze pato-
geny grzybowe, np. M. anisopliae lub B. bas-
siana, zaburzaja reorganizacje cytoszkieletu
w hemocytach, co zaburza prawidlowe funk-
cjonowanie ukltadu odpornosciowego (GRIESCH
i VILCINSKAS 1998).

U G. mellonella wyroznia sie 5 rodzajow
hemocytow: prohemocyty, plazmatocyty, gra-
nulocyty, sferulocyty i oenocytoidy (WoJuba
2017). Plazmatocyty i granulocyty sa komor-
kami adherentnymi, tzn. majacymi zdolnos¢ do
oplaszczania cial obcych. Plazmatocyty,
w warunkach in vivo, majg ksztalt okragly lub
owalny. Po przeniesieniu do warunkow in vitro,
wytwarzaja charakterystyczne liczne, diugie
pseudopodia. Struktury te tworza sieci. U wiek-
szosci Lepidoptera plazmatocyty pozbawione sa
granul (MEISTER i LAGUEUX 2003). Wyjatkiem sa
plazmatocyty G. mellonella, w ktorych ziarni-
stosci moga by¢ obecne (SCHMIT i RATCLIFFE
1977). Komorki te maja zdolnos¢ tworzenia
nodul (w przypadku, gdy do organizmu dostana
sie duze skupiska bakterii) i kapsut (zamykane
sg w nich duze ciala obce, np. jaja pasozytow).
Takie dziatlanie pozwala na izolacje patogenu
oraz zapobiega jego dalszemu rozwojowi w ciele
owada (LAVINE i STRAND 2002). Hemocyty granu-
larne, inaczej granulocyty, w warunkach in vivo
wystepuja w postaci komorek sferycznych.
Wewnatrz hemocytow wystepuja trzy typy gra-
nul (BREHELIN i ZACHARY 1986). Pierwszy z nich
to struktury o nieregularnym ksztalcie, powsta-
jace z potaczenia fagosomow i lizosomow, ktore
zawieraja hydrolazy syntetyzowane w aparacie
Golgiego (RIBEIRO i wspétaut. 1996). Dwa pozo-
stale typy (granule geste i strukturalne) to
struktury o regularnym ksztalcie, zawierajace
wylacznie substancje syntetyzowane w apara-
cie Golgiego (RIBEIRO i BREHELIN 2006). W hodo-
wli w warunkach in vitro na powierzchni
komorki widoczne sa pseudopodia i lamellio-
podia. Gloéwna funkcja granulocytéw jest
fagocytoza. Komorki te réwniez biora udziat
w procesie enkapsulacji i nodulacji. Po rozpoz-
naniu ciala obcego komorki uwalniaja granule
(RaTcLIFFE i GAGEN 1977). Ich zawarto§¢ moze
by¢ sygnatem przyciagajacym plazmatocyty do
miejsca infekcji (GILLESPIE i wspoélaut. 1997),
moze takze pelni¢ funkcje pomocnicze podczas
syntezy kapsut lub nodul (PECH i STRAND 1996).
Jedna z substancji uwolnionych z granul sa
opsoniny, ktére maja zdolnos¢ do oplaszczania
cial obcych (opsonizacji) i ulatwiaja zajScie
fagocytozy.

Pozostale nieadherentne typy komoérek
immunokompetentnych to: sferulocyty, oeno-
cytoidy i prohemocyty. Sferulocyty to okragle
komérki  zawierajace  sferule  (RIBEIRO
i wspoétaut. 1996). Dane literaturowe sugeruja,
ze ten typ komorek jest odpowiedzialny za

transport skladnikéw kutikularnych (Sass
1 wspoétaut. 1994). Oenocytoidy w warunkach
in vivo to duze komorki o srednicy wiekszej niz
25 um o regularnym ksztalcie (RIBEIRO i BREHE-
LIN 2000), ktére w hodowli komoérkowej ulegaja
szybkiemu rozpadowi (STRAND i Noba 1991).
Oenocytoidy zawieraja prekursory do syntezy
oksydazy fenolowej (ASHIDA i wspotaut. 1988).
Zwiazki te sa odpowiedzialne za proces mela-
nizacji (RIBEIRO 1 wspoélaut. 1996). Prohemocyty
sa uwazane za prekursory pozostatych
komoérek immunokompetentnych (RIBEIRO
i wspoétaut. 1996). Badania wykazuja spadek
liczby hemocytow tej klasy w wyniku infekcji
grzybiczej, np. u termitow wilgotnych (Zooter-
mopsis angusticollis) w wyniku infekcji
M. anisopliae (AvuLova i ROsSENGAUS 2011) czy
u tak zwanych szkodnikéw stonecznych Eury-
gaster integriceps po podaniu B. bassiana
(Z1BAEE i wspotaut. 2011).

Wymienione powyzej typy hemocytow sa
charakterystyczne dla wiekszosci owadow.
Dodatkowo, niektore zrodia wskazuja tez na
wystepowanie u G. mellonella tzw. koagulocy-
tow jako osobnej klasy hemocytéw (TREVIJANO-
-CONTADOR i ZARAGOZA 2019). Jako giowna funk-
cje przypisuje sie im wplyw na krzepniecie
hemolimfy, co stanowi istotny czynnik w obro-
nie przed patogenami, gdyz jest to pierwsza
faza odpowiedzi indukowana przez owady
po ekspozycji na drobnoustroje (BROWNE
i wspoélaut. 2013, Tsal i wspélaut. 2016,
TREVIJANO-CONTADOR i ZARAGOZA 2019).

Komorki immunokompetentne wyksztalco-
ne przez Drosophila sa charakterystyczne dla
tego rodzaju. Uwaza sie, ze lamellocyty i komor-
ki krystaliczne wystepuja tylko u tych owadow
(MEISTER i LAGUEUx 2003). Lamellocyty sa
odpowiednikami plazmatocytéw wystepujacych
u Lepidoptera. W warunkach in vivo maja
okragly, regularny ksztalt z niewielkimi pse-
udopodiami. W hodowli komoérkowej wystepuja
w postaci ptaskich, wydluzonych komorek.
Zawieraja nodule i kapsuly, w ktorych syntety-
zuja struktury podobne do desmosomoéw
(Russo 1996) wytwarzanych w plazmatocytach
Lepidoptera (Gotz 1986). Lamellocyty zaanga-
zowane sa w enkapsulacje patogenéw i nie-
prawidlowych tkanek wilasnych. Plazmatocyty
u Drosophila wygladem przypominaja granu-
locyty wystepujace w hemolimfie motyli. Peinig
rowniez podobne funkcje — sg zaangazowane
w proces fagocytozy (LanoT i wspétaut. 2001).
Hemocytami podobnymi do oenocytoidow,
zaréwno strukturalnie, jak i pelniacymi podob-
ne funkcje, sa u Drosophila komoérki krystalicz-
ne (Rizki 1957). Sa to duze komorki o regu-
larnym ksztalcie, w ktorych cytoplazmie
widoczne sa liczne rybosomy i slabo rozwinieta
siateczka Srodplazmatyczna (RIBEIRO i BREHELIN
2006). Podobnie jak u Lepidoptera, w komor-
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kach tych wystepuja inkluzje krystaliczne,
w ktorych przechowywany jest prekursor
fenylooksydazy, czyli profenolooksydaza. Oksy-
daza fenolowa jest enzymem zaangazowanym
w proces melanizacji (Rizk1 i Rizki 1959). Inklu-
zje krystaliczne ulegaja bardzo szybko lizie
w hodowli in vitro (RIBEIRO i BREHELIN 2006).
Dane literaturowe wskazuja na wystepowa-
nie u larw G. mellonella mechanizmu tworzenia
pulapek zewnatrzkomérkowych (ang. extra-
cellular traps, ETs). Mechanizm pulapek
zewnatrzkomoérkowych, a wlasciwie neutrofilo-
wych putapek zewnatrzkomoérkowych (ang.
neutrophil extracellular traps, NETs) zostatl
opisany po raz pierwszy w 2004 r. u ssakoéw
(BRINKMANN i wspoétaut. 2004). Jest on uwazany
za mechanizm odpowiedzi immunologicznej nie
tylko wystepujacy od setek lat, ale takze silnie
ewolucyjnie konserwatywny (ROBB i wspotaut.
2014). ETs sa to pozakomorkowe sieci kwasu
dezoksyrybonukleinowego (DNA), histonow
i zawartosci granuli uwalniane przez neutrofile,
ktore wychwytuja i zabijaja drobnoustroje,
w tym bakterie i grzyby (BRINKMANN i wspoétaut.
2004, UrBaN i wspoétaut. 2006). Proces uwalnia-
nia NET uwazany jest za aktywna forme Smierci
neutrofili, odrebna od apoptozy i nekrozy,
i nazywany NEToza (BRINKMANN 2018). Unieru-
chomienie drobnoustrojow przez NET zapobie-
ga ich rozprzestrzenianiu sie do innych miejsc
w ciele gospodarza. Aktywnosc¢ przeciwdrobno-
ustrojowa NET przypisuje sie toksycznej zawar-
tosci granuli neutrofilowych (np. elastazy neu-
trofilowej, mieloperoksydazy, lizozymu i defen-
syn), histonéw i DNA (BrRINKMANN 2018). Dwie
znane formy NETozy powoduja albo lize
neutrofili po uwolnieniu NET (NEToza samo-
boéjcza), albo tworzenie sie neutrofili bezjadro-
wych, ktére pozostaja nienaruszone i funkcjo-
nalne (NEToza przyzyciowa) (Yirp i KuBes 2013).
Samobédjcza NEToza moze by¢ indukowana
przez patogeny z udziatem receptorow wystepu-
jacych na powierzchni komoérek (np. receptory
Toll-like, receptory Fc, itp.). Aktywacja recep-
tora stymuluje uwalnianie jonéw wapnia (Ca?*)
z siateczki srodplazmatycznej do cytoplazmy.
Podwyzszony poziom Ca?* w cytoplazmie akty-
wuje kinaze biatkowg C (PKC) i kompleks oksy-
dazy NADPH (fosforan dinukleotydu nikotyn-
amidoadeninowego) oraz wytwarzanie reaktyw-
nych form tlenu (ROS). ROS rozrywajg granule
cytoplazmatyczne i otoczke jadrowsa, co powo-
duje zmieszanie sie¢ zawartosci granuli
z nukleoplazma. Enzymy z granuli: elastaza
neutrofilowa, mieloperoksydaza i deiminaza
peptydylo-argininowa 4, wchodza do jadra
i wspolnie indukuja dekondensacje chroma-
tyny. Wreszcie blona komérkowa peka i uwal-
nia NET do przestrzeni pozakomérkowe;j (BRINK-
MANN 2018). Samobéjcza NEToza moze by¢
rowniez indukowana chemicznie przez akty-

wator PKC 12-mirystynian 13-octanu forbolu
(PMA) lub drobnoustrojowe sktadniki po-
wierzchniowe (np. lipopolisacharydy) (BRINK-
MANN i wspétaut. 2004). Mechanizmy bioche-
miczne stojace za przyzyciowa NEToza pozo-
staja do tej pory nieznane. NETs sg uwalniane
W procesie egzocytozy poprzez paczkowanie
pecherzykow transportujacych DNA z jadra do
blony komoérkowej. Proces ten jest niezalezny
od ROS i przebiega szybciej niz samobdjcza
NEToza. Neutrofile, ktore przeszly przyzyciowa
NEToze, zachowuja integralnos¢ blony komor-
kowej, jak rowniez zdolnos¢ adhezji, chemo-
taksji, degranulacji i fagocytozy (PILSCZEK
i wspotaut. 2010). Udokumentowano rowniez
inna forme przyzyciowej NETozy, polegajaca na
uwalnianiu mitochondrialnego DNA zamiast
DNA jadrowego (YOUSEFI i wspétaut. 2009).
Niewiele jest doniesien o wystepowaniu tego
mechanizmu u owadéw. W 2008 r. ALTINICICEK
i wspotaut. (2008) udowodnili istnienie ochron-
nego dzialania zewnatrzkomérkowego RNA
(i prawdopodobnie DNA) u G. mellonella pod-
czas infekcji bakteryjnej. Z kolei w 2021 r.
udokumentowano wystepowanie ETozy w he-
mocytach G. mellonella zarowno in vivo, jak i ex
vivo (CHEN i KEDDIE 2021). Praca ta dostarcza
dowodéw na wystepowanie IHET (ang. insect
hemocyte extracellular traps) in vivo, ktory to
mechanizm prawdopodobnie wspéldziata z ko-
agulacja i melanizacja hemolimfy, unierucha-
miajac i zabijajac drobnoustroje. Wyniki badan
przeprowadzonych przez CHEN i KEDDIE (2021)
wskazuja, ze IHET sa uwalniane przez hemo-
cyty G. mellonella i zapewniaja owadom ochro-
ne przed zakazeniem hemocelu przez EPEC
(dzikim enteropatogennym typem E. coli; sero-
typ E2348/69 O127:H6), potwierdzajac hipo-
teze, ze hemocyty owadow uwalniaja putapki
zewnatrzkomorkowe jako odpowiedz immuno-
logiczna, ktéra chroni owady przed zakazeniem
hemocelu przez drobnoustroje, co czyni system
Galleria-EPEC nowym modelem do badania
putapek zewnatrzkomoérkowych.

ODPOWIEDZ TYPU HUMORALNEGO

Odpowiedz komoérkowa wspomagana jest
przez mechanizmy odpowiedzi humoralne;j.
Rozpoznanie antygenu przez PRRs aktywuje
kaskade sygnalowa. W wyniku jej aktywnosci
dochodzi do transkrypcji genéw kodujacych
biatka efektorowe, ktérych pula w hemolimfie
zalezy od danego patogenu (IRVING 1 wspotaut.
2001). Sg to m.in. peptydy przeciwdrobno-
ustrojowe (MEISTER i wspotaut. 2000). Kaskady
enzymatyczne reguluja réwniez proces koagu-
lacji i melanizacji oraz produkcje reaktywnych
form tlenu i azotu (CLark 2020).

Peptydy przeciwdrobnoustrojowe syntetyzo-
wane sa w ciele tluszczowym (HaNcock
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i wspétaut. 2006). U niektérych owadéw, np.
u komara A. aegypti, peptydy te sa rowniez
syntetyzowane przez hemocyty w odpowiedzi
na infekcje (LOWENBERGER 2001). Peptydy prze-
ciwdrobnoustrojowe podzielono na trzy grupy
ze wzgledu na sekwencje aminokwasowa
i strukture: (1) cekropiny, linearne peptydy
z a-helisa, ale bez reszt cysteinowych, (2)
defensyny z 6-8 konserwatywnymi resztami
cysteiny, majace stabilizujacy uktad 3 lub 4
mostkow dwusiarczkowych i 3 domen sklada-
jacych sie z elastycznej petli na koncu amino-
wym i (3) peptydy z nadreprezentacja reszt
proliny i/lub glicyny (MAKAROVA i wspoétaut.
2018). Najszerzej w literaturze opisano siedem
rodzin tych biatek zidentyfikowanych u Droso-
phila (attacyny, cekropiny, defensyna, diptery-
cyny, drosocyna, drosomycyny i mieczniko-
wina) (Lazzaro i wspoélaut. 2020). Natomiast
u G. mellonella do tej pory scharakteryzowano
18 takich biatek, z ktorych pie¢ szeroko prze-
badano (cekropiny, gallerimycyna, galiomycy-
na, biatka podobne do morcyny i biatko podob-
ne do gloveriny) (SHEEHAN i wspotaut. 2018).
Wiekszos¢ bialek AMP wykazuje dzialanie
antybakteryjne, ale sa tez wsrod nich takie
o dzialaniu przeciwgrzybiczym. Naleza do nich
drosomycyna (z Drosophila melanogaster),
heliomycyna (z Heliothis virescens), termycyna
(z Pseudocanthothermes spiniger), gallerimy-
cyna (z G. mellonella) (HEGEDUS i MArRx 2013)
oraz AP2 (ang. anionic peptide 2; z G. mello-
nella) (Sowa-JAsitEk i wspotaut. 2020).

Dane literaturowe sugeruja istnienie co
najmniej dwoéch szlakow sygnalizacyjnych,
uruchamiajacych synteze tych biatek. Sa to
szlak Toll i szlak Imd (NISHIDE i wspoétaut. 2019,
Nunes i wspétaut. 2021). Ich wspoétdziatanie
w odpowiedzi immunologicznej owadéw na za-
kazenie swiadczy o komplementarnosci funkcji
obronnych owadoéw przed infekcja.

Receptory Toll poznano po raz pierwszy przy
okazji badania polaryzacji brzusznogrzbietowej
larw D. melanogaster (BELVIN i ANDERSON 1996).
Szerokie analizy filogenetyczne wykazaly
wystepowanie szlaku Toll u wielu organizmow,
od pierwotniakéw po ssaki (BRENNAN i GILMORE
2018). Szlak ten jest uruchamiany w odpowie-
dzi na infekcje wywolane przez Gram-dodatnie
bakterie lub grzyby oraz kontroluje ekspresje
genow kodujacych biatka wykazujace wilasci-
wosci antybakteryjne i antygrzybiczne (SHIN
i wspotaut. 2006, GENG i wspoétaut. 2021). Roz-
roznienie pomiedzy bakteriami Gram-dodatni-
mi i Gram-ujemnymi jest mozliwe dzieki réznej
budowie peptydoglikanu (ang. peptidoglycan,
PGN) wystepujacego na powierzchni blony
komérkowej. PGN u bakterii Gram-dodatnich
zawiera w czeSci peptydowej reszty lizyny
(PGN-Lys). Ten wzorzec molekularny jest roz-
poznawany przez receptory PGRP-SA (ang. pep-

tidoglycan recognition protein SA) i PGRP-SD
(ang. peptidoglycan recognition protein SD)
(Hou i wspoétaut. 2020), ktore sa pierwszymi
biatkami w szlaku sygnalizacyjnym Toll pod-
czas infekcji bakteryjnej (WOLF i UNDERHILL
2018). W przypadku infekcji grzybiczej biatko
GNBP3 (ang. Gram-negative binding protein 3)
wykrywa beta-1,3-glukan, skladnik Sciany
komoérkowej grzyba, i uruchamia trzystopniowa
kaskade proteaz serynowych w celu aktywacji
szlaku Toll (Stokes i wspotaut. 2015, ZHENG
i wspotaut. 2020).

Prawdopodobnym ligandem dla Toll jest
Spaetzle (Spz). Bialko to wystepuje w hemo-
limfie w formie nieaktywnej cytokiny pro-Spz.
Jego aktywacja polega na rozszczepieniu tego
probiatka przez proteaze serynowa SPE (ang.
Spaetzle processing enzyme) (RAHIMI i wspotaut.
2019, ZHENG i wspolaut. 2020) Przylaczenie Spz
do transblonowego receptora Toll, wystepujace-
g0 na powierzchni komorek ciata ttuszczowego,
aktywuje wewnatrzkomorkowa kaskade sygna-
lowa. W jej sktad wchodza m. in. biatka adap-
torowe: dMyD88 i Tube oraz kinaza Pelle.
W wyniku ich aktywacji dochodzi do fosforylacji
biatka Cactus (homologicznego do biatka Ik-B).
Biatko to tworzy kompleks z czynnikami trans-
krypcyjnymi Dif i Dorsal. Jego fosforylacja pro-
wadzi do uwolnienia czynnikéw transkrypcyj-
nych i przemieszczenia sie ich do jadra komor-
kowego (CARVALHO i wspotaut. 2014, CHOWDHURY
i wspotaut. 2019, Sarvarl i wspoétaut. 2020,
ZHANG i wspotaut. 2021). Tam nastepuje trans-
krypcja genéw kodujacych AMP (Yu i wspétaut.
2020, ZHANG i wspotaut. 2021).

Peptydoglikan bakterii Gram-ujemnych
charakteryzuje sie obecnoscig kwasu mezo-di-
aminopimelinowego (PGN-Dap). Ten wzorzec
molekularny zostaje przytaczony przez receptor
PRGP-LC (ang. peptidoglycan recognition pro-
tein LC) wystepujacy na powierzchni komérek
ciala thluszczowego (Liu i wspélaut. 2020).
Receptor ten jest pierwszym biatkiem w szlaku
Imd. Jego dimeryzacja daje poczatek kaskadzie
sygnalowej (WANG i wspoétaut. 2019), polega-
jacej na przytaczeniu biatka Imd (homologicz-
nego do biatka RIP u ssakéw, ang. receptor-
-interacting protein). Nastepnie dochodzi do
potaczenia kinazy dFADD 2z kaspaza Dredd
(homologiczna do kaspazy 8 u ssakow). Kom-
pleks ten aktywuje kinazy: TAK1 (ang.
TGF-beta activated kinase 1) i MAPK, ktére
z kolei przenosza sygnal na kompleks IKK
(ang. IkB kinase), w ktérego sktad wchodzi IrdS
i Kenny. Powoduje on rozszczepienie N-termi-
nalnej czeSci biatka Relish (Gorto i wspoétaut.
2018). Aktywna forma tego biatka przechodzi
do jadra komorkowego, gdzie reguluje trans-
krypcje genow kodujacych peptydy przeciw-
drobnoustrojowe (DE GREGORIO i wspoélaut.
2002).
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Kolejnym mechanizmem odpowiedzi humo-
ralnej jest uklad oksydazy fenolowej (PO),
enzymu nalezacego do klasy oksydoreduktaz,
ktorego glowna funkcja jest utlenianie fenoli.
U owadow biatko to wystepuje w postaci pro-
enzymu (proPO) i moze by¢ homodimerem, np.
PPOS8 z Anopheles gambiae lub heterodimerem,
o masie ok. 160 kDa, jak proPO1 i proPO2
z Manduca sexta czy Bombyx mori (Lu
i wspotaut. 2014). Synteza proPO u owadow
odbywa sie przede wszystkim w réznych typach
hemocytow. U D. melanogaster sa to komorki
krystaliczne, u komaréw enocytoidy i granulo-
cyty, a u Lepidoptera (G. mellonella) enocytoidy
(CLark 2020). Powstanie aktywnej PO wymaga
uruchomienia kaskady proteaz serynowych,
nazywanej ukladem PO. Aktywowany jest on
przez PAMPs, ktéore obecne sa w S$cianie
komoérkowej bakterii i grzybow. Naleza do nich
LPS, PGN i B-1,3-glukan. Rozpoznanie PAMPs
przez receptory PRRs, takie jak BGRP (ang.
B-glucan recognition protein), LGRP (ang. LPS
i B-1,3-glucan recognition protein), PGRP, czy
lektyny typu C, prowadzi do uruchomienia
kaskady proteaz serynowych (ZHAO i wspotaut.
2018, Sraczek i wspélaut. 2021). Koncowym
etapem tej kaskady jest aktywacja proPO do PO
przez proteaze aktywujaca prooksydaze fenolo-
wa. Uklad PO moga aktywowacé rowniez
czasteczki endogenne, takie jak lipidy amfi-
filowe (lizofosfatydylocholina) i ujemnie natado-
wane fosfolipidy wewnetrznej warstwy blony,
pochodzace z apoptotycznych lub uszkodzo-
nych komorek (BipLA i wspoétaut. 2009). Glowna
funkcja oksydazy fenolowej jest udzial w mela-
nogenezie. Enzym ten powoduje przeksztalca-
nie fenoli do chinonow, ktére nastepnie poli-
meryzuja do melaniny. Wyr6zni¢ mozna dwie
klasy zwigzkow wykorzystywanych przez PO
jako substraty: (1) monofenole, takie jak tyro-
zyna czy tyramina, i (2) zwiazki katecholowe:
1,2-dihydroksybenzen (katechol), 4-metyloka-
techol, DOPA, dopamina, N-acetylodopamina
(NADA), N-p-alanylodopamina (NBAD), N-ace-
tylnonepinefryna (NBANE), kwas 3,4-dihydro-
ksyfenylooctowy (DOPAC), norepinefryna, kwas
3,4-dihydroksymigdalowy oraz kwas 3,4-di-
hydroksybenzoesowy (VAVRICKA i wspotaut.
2014, SUGUMARAN i BARek 2016). Melanina
u owadow pelni funkcje pigmentacyjng i jest
zaangazowana w istotne procesy fizjologiczne,
takie jak: gojenie ran, tworzenie skrzepu,
twardnienie oskoérka (sklerotyzacja), utrzyma-
nie homeostazy jelitowej i reakcje obronne
(KHAYROVA 1 wspotaut. 2021, PopaADIC i TSITLA-
KIDOU 2021). Melanina bierze udzial w procesie
krzepniecia hemolimfy i podczas gojenia ran.
Hemocyty gromadzace si¢ w miejscu zranienia
uwalniaja proPO, warunkujac tym samym pro-
ces melanizacji. Depozycja melaniny w obrebie
zranienia zapobiega utracie hemolimfy i chroni

przed wnikaniem patogenéw do wnetrza
organizmu owada (ELEFTHERIANOS i REVENIS
2011). Uktad PO i powstajaca w wyniku jego
aktywnosci melanina, zaangazowane sa tez
w procesy nodulacji i enkapsulacji. W odpo-
wiedzi na wnikniecie do ciala owada komorek
bakteryjnych lub zarodnikéw grzyba dochodzi
do gromadzenia sie woko6t nich hemocytow two-
rzacych wraz z agregatami drobnoustrojow
strukture okreslana jako nodula. Koncowym
etapem procesu nodulacji moze byc¢ odkltadanie
melaniny na powierzchni noduli, ktéra powo-
duje unieszkodliwienie patogenu. Podobnie
jak w przypadku nodulacji, melanina odkta-
dana w kapsutach hamuje rozwodj patogenow
(ELEFTHERIANOS i REVENIS 2011, SATYAVATHI
i wspotaut. 2014, CLark 2020).

Eliminacje patogenu ulatwiaja roéwniez
chinony i wolne rodniki, powstajace w wyniku
aktywnosci oksydazy fenolowej. Zwiazki te
wykazuja wysoka toksycznosé, nie tylko wobec
patogenu, ale réwniez wobec wlasnych komo-
rek gospodarza (GILLESPIE i wspotaut. 1997,
NarpI i wspotaut. 2000). Dlatego, dla zachowa-
nia homeostazy organizmu, wymagana jest
Scista kontrola i regulacja tego mechanizmu.
Uczestnicza w niej m. in. inhibitory proteaz
serynowych — serpiny (MEEKINS i wspolaut.
2017, SHAKEEL i wspoétaut. 2019).

MECHANIZM INFEKCJI OWADOW PRZEZ
GRZYBY ENTOMOPATOGENNE

Mechanizm infekcji owadow przez grzyby
entomopatogenne jest procesem kilkuetapo-
wym. Aby doszlo do infekcji niezbedny jest
fizyczny kontakt zarodnika z owadem. Naj-
czesciej zarodniki osiadaja na kutikuli owadow,
szczegOlnie w miejscach jej zranienia, rzadziej
w otworze gebowym lub odbytowym albo
w przetchlinkach. Do adhezji dochodzi na frag-
mencie kutikuli zawierajacym czasteczki
hydrofilowe. Konidia zawieraja otoczke hydro-
fobowa, ktorej gtownymi skladnikami biatko-
wymi sg hydrofobiny. U entomopatogenow
wystepuje kilka rodzajow tych biatek, z ktorych
najwazniejsze to Hydl, Hyd2 i Hyd3 (ang.
hydrophobin 1, 2 i 3). Umozliwiaja one roz-
poznanie hydrofilowych fragmentow kutikuli;
szczegblna role pelnia tu Hydl i Hyd2 (ZHANG
i wspotaut. 2011). Bialka te sa rowniez zaan-
gazowane w sporulacje, patogeneze oraz wzrost
i rozwoj grzyba (YING i FENG 2004, ZHANG
iwspotaut. 2011, JianG i wspotaut. 2020). Dane
literaturowe donosza, ze zablokowanie genow
odpowiedzialnych za ekspresje HYD1 i HYD2
wplywa negatywnie na pigmentacje, produkcje
konidéw i ich hydrofobowos¢, obnizajac zjad-
liwos¢ grzybéw entomopatogennych (KERSHAW
i wspotaut. 1998; Aravo i Accobpdir 2004; SEVIM
i wspotaut. 2010, 2012; KiRkLAND i KEYHANI
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2011; ZHANG 1 wspotaut. 2011; SHAHRIARI
i wspoétaut. 2021). Hydrofobina 3, wystepujaca
u M. acridum (MacHYD3), wykazuje rowniez
wlasciwosci immunomodulujace odpowiedz
gospodarza, ale tylko u tych owadéw, ktore sa
wrazliwe na infekcje (Locusta migratoria
manilensis). Z kolei topikalne podanie
MacHYD3 osobnikom opornym na zakazenie
entomopatogenem nie powoduje aktywacji
uktadu odpornosciowego (JIANG i wspoélaut.
2020). Zwiekszenie wlasciwosci hydrofobowych
zarodnika jest mozliwe dzieki obecnosci w Scia-
nie komoérkowej biatka CWP10 (ang. cell wall
protein 10). Uczestniczy ono rowniez w procesie
adhezji zarodnikéw do powierzchni kutikuli (L1
i wspotaut. 2010).

W procesie przylaczenia zarodnika do
powierzchni kutikuli wazna funkcje pelnig
rowniez adhezyny. U M. anisopliae wykazano
obecnos¢ dwoéch biatek tego typu. Sa to Madl
i Mad2 (ang. Metarhizium adhesin-like protein 1
i 2). Ich budowa umozliwia przylaczanie
zarodnika do powierzchni kutikuli. Zawieraja
one w swojej strukturze posredniczacy w ad-
hezji region bogaty w proline i treonine.
Prawdopodobnie w czesci C-terminalnej biatko
to jest zakotwiczone przez glikozylofosfatydy-
loinozytol. Taka budowa umozliwia lokalizacje
protein na powierzchni okrywy ciala owadéw.
Oprocz kluczowej roli w adhezji, Madl pelni
wazna funkcje w procesie germinacji zarod-
nikow i produkcji blastospor (Ortiz-URrQUIZA
i KeyHAaNt 2013, ZBaee i Ramzi 2018). Druga
z adhezyn, bialko Mad2, jest istotna proteing
bioraca udzial w infekcji roslin przez ten grzyb
(WANG i St LEGER 2007a, BARELLI i wspolaut.
2011).

Zarodniki sa zabezpieczone przed szkodli-
wymi czynnikami takimi jak: promieniowanie
UV, zmieniajaca sie temperatura i wilgotnosé,
antagonistyczne drobnoustroje i odpowiedz
immunologiczna owada. Przed szkodliwym
dzialaniem stresu biotycznego i abiotycznego
chronia biatka szoku cieplnego (ang. heat
shock proteins; HSP25, HSP30, HSP70
i HSP90), Pmr1 (ang. polysomal ribonuclease 1)
i kinazy MAPK (ang. mitogen-activated protein
kinases), w tym Hogl (ang. high osmolarity
glycerol 1) (JiN i wspoélaut. 2012, WaNG
i wspotaut. 2013, Liao i wspotaut. 2014).

Na powierzchni kutikuli zarodnik tworzy
apressorium (etap ten nie wystepuje podczas
infekcji wywolywanej przez niektére grzyby),
ktore przeksztalca sie w strzepke infekcyjna.
Rozw0j apressorium i inwazja sa zalezne od
sktadu kutikuli owada. Najwazniejszymi sktad-
nikami wykorzystywanymi przez rozwijajace sie
apressorium sa lipidy, alkohole polihydroksy-
lowe, trehaloza i glikogen. Biatkiem zaangazo-
wanym w metabolizm lipidéw jest perilipina
(ang. perilipin-like protein, MPL1) (WANG i ST

LEGER 2007a). MPL1 ulatwia transport i maga-
zynowanie lipidow w konidiach, utrzymujac
homeostaze lipidowa grzyba. Usuniecie genu
dla MPL1 prowadzi do zmniejszenia turgoru
w apressoriach, co oslabia adhezje grzyba do
hydrofobowej powierzchni (HARITH-FADZILAH
i wspotaut. 2021). U M. acridum formowanie
apressorium zwiazane jest z ekspresja genow
magasl, maStel2 i maAreB (WEI i wspoélaut.
2017, L1 i wspotaut. 2021, Su i wspoétaut.
2021). Natomiast u M. robertsii wazng role
w penetracji kutikuli owada pelni receptor K
sprzezony z biatkiem G (GPRK), zlokalizowany
w endosomach. Niedobor tego biatka powoduje
mniejsza wirulencje grzyba zwigzang z czescio-
wym zahamowaniem tworzenia apressorium
(Yu i wspoétaut. 2021). Produkcja tego bialka
przez grzyb odbywa sie poprzez ekspresje
genow mrGprl-mrGprl0O (SHANG i wspotaut.
2021).

Lipidy sa metabolizowane do glicerolu.
Zwiazek ten zwieksza ciSnienie hydrostatyczne
i pozwala na przerwanie cigglosci kutikuli przez
strzepki. Za biosynteze glicerolu odpowiada
bialko mrGAT (ang. glycerol acyltransferas)
(Zuao i wspotaut. 2006, WANG i ST LEGER 2007,
Gao i Zuu 2008). Acylotransferaza glicerylo-
-3-fosforanowa (GPAT) jest pierwszym enzy-
mem, ktory katalizuje acylacje 3-fosforanu
gliceryny do kwasu lizofosfatydowgo. Zwiazek
ten jest prekursorem biosyntezy kwasu fosfa-
tydowego, diacyloglicerolow (DAG) i triacylogli-
cerolu (TAG) (TakeucHr i REUE 2009, WENDEL
i wspoétaut. 2009, KaczmaRek i Bogus 2021a.
Ortologiem GPAT, wystepujacym u entomo-
patogennego grzyba M. robertsii, jest mrGAT
(Gao i wspotaut. 2013). W poréownaniu z typem
dzikim, mutanty AmrGAT wykazywaly zmniej-
szone zdolnosci do wytwarzania konidiéw
i syntezy TAG, glicerolu i calkowitych lipidow.
Poza tym, mrGAT jest bezposrednio zwiazany
z tworzeniem kropel lipidéw (ang. lipid droplet
LD) w komorkach grzybowych. Wyniki testow
biologicznych na owadach wykazaty, ze mrGAT
jest biatkiem kluczowym do uzyskania pelnej
zjadliwosci poprzez wspomaganie penetracji
kutikuli (Gao i wspétaut. 2013).

W sklad sciany komoérkowej zarodnika
wchodza rowniez enzymy rozkladajace sub-
stancje wykazujace wlasciwosci przeciwgrzybi-
cze, wystepujace na powierzchni kutikuli.
Zaliczamy do nich m.in.: proteazy cysteinowe
i subtylizynowe oraz chitynazy, ktérych aktyw-
nos¢ powoduje uwolnienie substancji stymulu-
jacych proces kietkowania zarodnika (KANG
i wspotaut. 1999, Sant i wspoétaut. 2010,
SCHRANK i VAINSTEIN 2010, ORTIiZ-URQUIZA
i KEYHANI 2013). Oprécz nich obecne sa rowniez
enzymy, powodujace degradacje kwasow tlusz-
czowych czy alkanow wykazujacych dzialanie
antygrzybiczne. U grzybéw z rodzaju Metarhi-
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zium i Beauveria sa to biatka MrCYP52 (ang.
M. robertsii cytochrome P450 monoxygenase
family 52) i Cyp52XI (ang. cytochrome P450
monooxygenase family 52) (LiIN i wspoétaut.
2011, ZHANG i wspotaut. 2012).

Enzymy proteolityczne, lipolityczne i chity-
nolityczne wydziela réowniez nowo wytworzona
strzepka. Najbardziej efektywnymi w procesie
degradacji warstwy biatkowo-chitynowej sa
endochitynaza CHI2 (ang. endochitinase 2)
i proteaza Prl (ang. pathogenesis-related
protein 1) (SMALL i BibocHka 2005, BoLDO
i wspoétaut. 2009). Nadekspresja CHI2
u M. anisopliae skutkuje wyzsza skutecznoscig
w zabijaniu Dysdercus peruvianus oraz skraca
czas niezbedny do zabicia owadow. Co waz-
niejsze, zmniejszona zjadliwos¢ tego grzyba
byla obserwowana u osobnikéw z wyciszonym
genem odpowiedzialnym za kodowanie tego
enzymu (BoLDo i wspotaut. 2009). Najczesciej
badanymi enzymami proteolitycznymi sa:
subtylizyno-podobna proteaza serynowa Prl
i trypsyno-podobna proteaza Pr2, a ich aktyw-
nos¢ zostata opisana u B. bassiana, M. aniso-
pliae, Lecanicillium lecanni, N. rileyi i Metarhi-
zium flavoviride (BIDoCHKA i MELZER 2000).
Proteazy te sa wydzielane podczas pierwszego
etapu penetracji kutikuli i podlegaja mechaniz-
mowi transdukcji sygnalu z aktywacja kinazy
biatkowej A (PKA) za posrednictwem cyklicz-
nego adenozyno-3’,5-monofosforanu (ang.
cyclic adenosine monophosphate, cAMP) (FaNG
i wspolaut. 2009). Wykazano, ze proteaza Prl
jest kluczowym elementem zewnatrzkomor-
kowym bioracym udzial w degradacji kutikuli
(SuN i Liu 2006). Poza tym, proteaza Prl jest
wskaznikiem zjadliwosci grzybow entomopato-
gennych (CASTELLANOS-MOGUEL i wspoétaut.
2007, SANCHEz-PEREZ i wspoétaut. 2014).

W przypadku zainfekowania B. bassiana
degradacja weglowodoréw obecnych w kutikuli
owada nastepuje w wyniku dzialania grupy
enzymoéw cytochromu P450. Enzymy te prze-
ksztalcaja alkany przez koncowe utlenianie do
alkoholi, dalej utlenianych przez dehydroge-
nazy alkoholowe i aldehydowe, ktorych pro-
dukty moga wejsS¢ na szlaki B-oksydacji. Beau-
veria bassiana zawiera co najmniej 83 geny
kodujace cytochrom P450 (cyp) (PEDRINI
i wspotaut. 2010, 2013). Rozklad kutikuli
prowadzi do przerwania ciaglosci ciala owada
i umozliwia kieltkowanie strzepek infekcyjnych
do wnetrza ciala. Rozwijajaca sie grzybnia
wewnatrz ciala stawonoga penetruje narzady
wewnetrzne i jame ciala.

Grzyb rozrastajac sie w ciele owada wytwa-
rza szereg toksycznych metabolitow o roznej
budowie chemicznej. Metarizium spp. produku-
ja glownie destruksyny (cykliczne depsypep-
tydy), a Beauveria spp. moze syntetyzowac
beawerycyne i bassianolid (cyklooligomeryczne

peptydy nierybosomalne), rézne beauwerolidy
(cykliczne peptydy), oosporeine (dibenzochi-
non), bassiatyne (diketomorfolina) i tenelline
(2-pirydon). Rola tych metabolitow nie jest
jeszcze dokladnie poznana. Wiadomo jednak,
ze beauwerolidy biora udzial w zabijaniu
zywiciela, natomiast oosporeina sprzyja infekcji
poprzez zmniejszenie liczby hemocytéw u owa-
da. Zwigzki te sa syntetyzowane w wyniku
ekspresji klastrow genéw zawierajacych synte-
tazy peptydéw nierybosomalnych NRPSs (ang.
nonribosomal peptide-synthetases), syntazy
poliketydowe PKSs (ang. polyketide synthases)
oraz hybrydy NPRS-PKS (ZHaNG i wspoélaut.
2020, PEDRINI 2022). Rowniez entomopatogen-
ny grzyb C. coronatus produkuje szereg tok-
sycznych metabolitow. Bialko coronatin-1
(36 kDa) wykazuje dzialanie chitynolityczne
i elastynolityczne, natomiast coronatin-2
(14,5 kDa) nie ma aktywnosci enzymatyczne;.
Jednak oba biatka powoduja dezintegracje
hemocytow i zaburzaja tworzenie sieci miedzy
plazmatocytami (WIELOCH i wspoélaut. 2011,
Bogus i wspotaut. 2017). Dwa inne metabolity
tego grzyba, alkaloidy B-karbolinowe, harman
i norharman, u G. mellonella op6zniajg prze-
poczwarzenie i wylinke imaginalng oraz hamu-
ja calkowita aktywno$¢ monoaminooksydazy
(MAO). Ponadto zwiekszaja stezenie serotoniny
i obnizaja poziom monoaminooksydazy A oraz
stymuluja aktywnos$é fagocytarna hemocytéw
u tych owadow (WRONSkA i wspoétaut. 2018a,
WRoNSKA i Bogus 2019). Z kolei dodekanol
wywiera negatywny efekt na hemocyty G. mello-
nella i C. vicina powodujac ich dezintegracje
(Kazek i wspétaut. 2021). Inny metabolit tego
grzyba, kwas oktanowy, uszkadzajac hemocyty,
wywoluje w tych komorkach po6zna apoptoze
i/lub nekroze, aktywuje kaspazy oraz wplywa
na podwyzszenie poziomu 8-hydroksyguano-
zyny, markera stresu oksydacyjnego zwigzane-
go z uszkodzeniem DNA (KACZMAREK i wspoélaut.
2022).

Grzyby entomopatogenne wyksztalcilty
takze mechanizmy pozwalajace wnikac¢ do ciata
owada nie tylko przez kutikule, ale takze przez
otwor gebowy lub przetchlinki. Analizy histo-
logiczne przewodu pokarmowego Hylobius
pales zakazonego per os conidiami M. aniso-
pliae nie wykazaly, kietkowania zarodnikow
w jelicie owada. Moze by¢ to zwiazane z ochron-
nym dzialaniem mikroflory jelitowej. Okazalo
sie jednak, ze zarodniki B. bassiana moga
kietkowa¢ w jelitach B. mori, wytwarza¢ meta-
bolity i uszkadzac¢ komorki (MANNINO i wspotaut.
2019). Burt i wspoétaut. (2013) stwierdzili, ze
chociaz konidia tego grzyba, ktére dostaly sie
do ciala larw A. aegypti przez otwor gebowy, nie
kietkuja i sa wydalane w postaci grudek kato-
wych, to Smiertelnos¢ owadow wydaje sie byc
powiazana z autoliza wywolana przez kaspazy
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Zarodnik

Entomopatogenny grzyb (Conidiobolus !
coronatus) hodowany na podloiu Etapy infekcji larw G. mellonella
Sabourauda z dedatkiem 10% homogenatu przez C. coronatus
larw Galleria mellonella (SAB-GM)
Hyd 1, Hyd 2, Hyd 3 Chitynazy (CHI2)
CWP10,Mad 1 MPL1 Proteazy (Prl, Pr2)

HSP25, HSP30, HSP70, HSP90,
Kinazy MAPK (Hogl)

Lipazy
Enzymy cytochromu P450

]- epikutikula
]- prokutikula

epiderma

o @

blastospora -  hemocel

cialo tluszczowe

o @

~ .

~
I vty o

nodulacja‘enkapsulacja
fagocytoza

Ryc. 1. Mechanizm infekcji owadéw przez grzyby entomopatogenne.

(A) Infekowanie larw Galleria mellonella przez Conidiobolus coronatus; (B) Schemat infekowania owadow przez
grzyby entomopatogenne.

Z - zarodnik; A — appresorium!, S — strzepka inwazyjna, blastospory? — powstale z odpaczkowania strzepki.
Biatka zapewniajace hydrofobowa strukture zarodnika: hydrofobiny (np. Hyd 1, Hyd 2, Hyd 3), biatko CWP10
(ang. cell wall protein 10).

Biatka uczestniczace w procesie adhezji zarodnika do powierzchni kutikuli: CWP10, adhezyny: Mad 1
(ang. Metarhizium adhesin-like protein 1).

Bialka chroniace przed stresem biotycznym and abiotycznym: biatka szoku cieplnego (ang. heat shock
proteins; HSP25, HSP30, HSP70, HSP90), PMR1 (ang. polysomal ribonuclease 1), kinazy MAPK,
(ang. mitogen-activated protein kinases), w tym Hogl, ang. high osmolarity glycerol 1.

Zwiazki zaangazowane w rozw6j appresorium!: perilipina (ang. perilipin-like protein, MPL1).

Enzymy zaangazowane w rozktad kutikuli owada: chitynazy [np. endochitynaza CHI2 (ang. endochitinase 2],
proteazy (np. proteaza Prl, proteaza Pr2 (ang. pathogenesis-related protein), lipazy, enzymy cytochromu
P450.

Elementy humoralnej odpowiedzi immunologicznej owadow: peptydy przeciwdrobnoustrojowe (ang. insect
antimicrobial peptides, AMPs), oksydaza fenolowa (ang. phenol oxidase, PO).

Elementy komérkowej odpowiedzi immunologicznej: hemocyty, fagocytoza, enkapsulacja/nodulacja.

1,2 Struktury te nie wystepuje podczas rozwoju wszystkich grzybow entomopatogennych, np. rozwoj zarodnikow
C. coronatus na kutikuli owada nie wymaga tego etapu.
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(enzymy o aktywnosci proteazowej zaangazo-
wane w procesy apoptotyczne). Szlak jest
regulowany przez HSP70 i hamowany w zaka-
zonych larwach przez inhibitory proteaz.
Analizy genetyczne wykazaly, ze B. bassiana
ma co najmniej 13 genow kodujacych termo-
labilne endotoksyny podobne do tych, ktore
poznano u patogennych szczepow bakterii (X1a0
i wspotaut. 2012).

Rosnaca grzybnia stosuje szereg strategii
majacych na celu zminimalizowanie skutkow
dziatania ukladu immunologicznego owada.
Jedna z nich jest obnizenie poziomu proteaz
produkowanych przez strzepke. Przykladem
jest proteaza Prl, jedno z kluczowych bialek
uczestniczacych w procesie adhezji. Prl akty-
wuje uktad odpornosciowy owada, stymulujac
oenocytoidy do syntezy oksydazy fenolowej.
Enzym ten inicjuje proces melanizacji. Nad-
sekrecja tego biatka powodowalaby gwalto-
wniejsza odpowiedz uktadu immunologicznego
grzyba, dlatego podczas przerywania ciaglosci
ciala produkcja tej proteazy zostaje zahamo-
wana (ST LEGER i wspétaut. 1996). Inng taktyka
stosowana przez rosnaca grzybnie jest wyste-
powanie zjawiska mimikry. Dane literaturowe
sugeruja, ze u niektérych grzybow powierzch-
nia kietkujacej grzybni moze ,udawac” czaste-
czek odpornosciowe owada. Zjawisko to obser-
wuje sie u N. rileyi. Strzepki tego organizmu
moga swobodnie krazy¢ w hemolimfie, ,nie-
zauwazone” przez hemocyty (PENDLAND i Bou-
cLas 1998). Grzyb M. anisopliae produkuje
biatko podobne do kolagenu, pozwalajace na
unikniecie odpowiedzi immunologicznej gospo-
darza. Jego glowna funkcjg jest maskowanie
B-glukanu w Scianie komorkowej ciata strzep-
kowego. Prowadzi to do ostabienia odpowiedzi
immunologicznej i zwiekszenia wirulencji grzy-
ba (WaNG i ST LEGER 2006). Niektore metabolity
grzybow, takie jak cyklosporyna i myriocina,
moga modulowa¢ odpowiedZz immunologiczna
i hamowac¢ uklad odpornosciowy owada. Sub-
stancje te sa rowniez wykorzystywane jako
immunosupresory (PAL i wspétaut. 2007).

W wyniku dzialania metabolitéw wytwarza-
nych przez strzepke, widoczne sa zmiany
behawioralne owadow: staja sie one powolne,
przestaja zerowacC i przyjmuja nienaturalne
pozycje ciala. Ostabienie, zatrucie enzymami
i toksynami prowadzi w rezultacie do $mierci
gospodarza. Grzybnia po przerosnieciu ciala,
moze wytwarzac zarodniki. Formy te sa oporne
na dziatanie szkodliwych czynnikéw zewnetrz-
nych i pozwalaja na przezycie w niesprzyja-
jacych warunkach. Przede wszystkim, zarod-
niki umozliwiaja infekcje kolejnych owadow.

Schemat podsumowujacy mechanizm
infekcji owadéw przez grzyby entomopatogenne
zostal przedstawiony na Ryc. 1.

Streszczenie

Najczesciej stosowana obecnie metoda eliminacji
owadow szkodliwych ze sSrodowiska sag pestycydy. Ich
uzycie wiaze sie z wysoka skutecznoscia, nie jest jednak
pozbawione wad. Wytwarzanie odpornosci wsrod szkod-
nikéw, niska wybiérczosc dziatania, mozliwos¢ kumulacji
w wodzie i glebie, a takze negatywny wplyw na zdrowie
ludzi i zwierzat to tylko niektore zarzuty wobec stosowania
pestycydow. Dlatego jako alternatywe proponuje sie
wykorzystanie organizmow entomopatogennych. W prze-
ciwienstwie do bakterii i wirusé6w, entomopatogenne grzy-
by maja zdolnos¢ do trawienia kutikuli owadéw. Sam
proces infekcji jest wieloetapowy. Kluczowym momentem
jest adhezja zarodnika do powierzchni kutikuli. Kutikula
jest pierwsza mechaniczna bariera chroniaca przed
infekcja grzybicza. Drugim waznym czynnikiem wytwo-
rzonym przez owady do walki z patogenami jest uklad
odpornosciowy z mechanizmami obrony komorkowej
i humoralnej. Dokladne poznanie procesu infekcji i mecha-
nizm6w obronnych owadow przyczyni sie do komercyjnego
wykorzystania entomopategenéw w zwalczaniu owadow
szkodliwych.
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INSECT IMMUNITY MECHANISMS AND THEIR BREAKING BY ENTOMOPATHENIC FUNGUS
Summary

Pests are most commonly controlled using pesticides. However, despite their high efficiency, their use is not without
its disadvantages, such as the development of pest resistance, low selectivity of action, the potential for accumulation in
water and soil as well as negative impact on human and animal health. One promising alternative involves the use of
entomopathogenic organisms. Unlike bacteria and viruses, entomopathogenic fungi have the ability to digest the insect
cuticle. The infection is a multi-step process. The key moment is the adhesion of the spore to the surface of the cuticle:
the first mechanical barrier to protect against fungal infection. If the cuticle is breached, the pathogens encounter the
immune system with its cellular and humoral defense mechanisms. A more detailed knowledge of both the infection
process and insect defense mechanisms is needed to support the commercial use of entomopathogens in the control of
harmful insects.
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