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Entomopathogenic fungi of Zoophthora and Paecilomyces genus
Summary

Variations of enzymatic activity, pH and mycelium growth during life cycle
of representatives of Zoophthora and Paecilomyces species and correlation betwe-
en these properties, were described. Apart from monoamino oxalate and low
molecular carboxylic acids, any other compounds which could be considered as
mycotoxines were not found. The enzymatic activity seems to be the main fac-
tor in the mechanism of insect infection and intoxication by both analyzed fun-
gus species.

Key words:
bioinsecticides, entomopathogenic fungi, proteolytic and lipolytic activity.

1. Wstep

Entomopatogeniczne grzyby nalezace do rodzajow Zoop/tf/to-
ra i Paecilomyces do$¢ powszechnie wystepujg w otaczajgcym nas
srodowisku. Petnig one wazna role w naturalnej regulacji popu-
lacji owaddw w poszczegoélnych ekosystemach. Rzad Entomo-
phthoroles, do ktérego nalezy rodzaj Zoophthora, znany jest z wy-
sokiego stopnia specjalizacji w stosunku do infekowanych przez
siebie gatunkéw owadow. Grzyby tego rodzaju nie atakujg
zazwyczaj owadoéw pozytecznych, takich jak np. biedronka czy
pszczoly. Z tego tez powodu staly sie one interesujgcym obiek-
tem badan w kontekscie poszukiwan skutecznych bioinsekty-
cydéw, alternatywnych do syntetycznych substancji owadoboj-
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czych. Obecnie, jakkolwiek w niewielkiej skali, niektorzy przedstawiciele tych grzy-
bow sg juz wykorzystywani w zintegrowanym systemie ochrony roslin. Zebrano sto-
sunkowo duzo informacji na temat ich wystepowania w przyrodzie (1). Dla niekt6-
rych opracowano laboratoryjne metody hodowli; jednakze badania nad ich rozwo-
jem, wytwarzaniem metabolitéw, czy aktywnoscig enzymatyczng, nastreczajg wiele
trudnosci. Dlatego tez mechanizm dziatania tych entomopatogendéw na organizm
owada nie zostat jeszcze jednoznacznie wyjasniony.

W badaniach prowadzonych nad tymi mikroorganizmami poszukiwaliSmy czyn-
nikow, ktére mogtyby petni¢ podstawowag role tak w procesie infekcji, jak i intoksy-
kacji organizmu owada. Interesowata nas zwtaszcza mozliwos¢ biosyntezy substan-
cji toksycznych, ale analizowali$my tez i inne czynniki mogace uczestniczy¢ w pora-
zaniu organizmu owada, szczegOllnie enzymy typu lipaz czy proteaz.

2. Laboratoryjna hodowla szczepéw Zoophthora i Paecilomyces

Do badan, jako przedstawicieli rodzaju Zoophthora zostaty wybrane szczepy:
Z. (Erynia) ovispora, Z. phyllobii, Z. muscivora, Zoophthora sp. 2356, z kolekcji S. Bataze-
go z Zaktadu Ochrony Srodowiska Rolniczego i Lesnego PAN w Poznaniu, oraz
Z. neoaphidis z laboratorium 1. Majchrowicz z Akademii Rolniczej w Szczecinie. Ho-
dowle laboratoryjne tych mikroorganizméw sa bardzo trudne (2). W skiadzie po-
zywki muszg sie znajdowac organiczne zrédta azotu, a same hodowle bardzo tatwo
ulegaja zakazeniu. Tok prac badawczych zaktocany jest tez przerwami w rozwoju
grzybni, trwajacymi nawet kilka miesiecy. NajczesSciej okresy pauzy pojawiajg sie
w czasie, kiedy w naturalnym Srodowisku mikroorganizmy te wykazujg najwieksza
agresje w stosunku do owadoéw. Dla Z. neoaphidis byly to okresy od maja do grudnia.
Badania nad mechanizmem dziatania tych entomopatogendéw sg wiec mato zaawan-
sowane, a liczba publikacji dotyczaca przedstawicieli Zoophthora jest stosunkowo
skromna w poréwnaniu do licznych prac poswieconym innym, powszechnie bada-
nym mikroorganizmom np. Beauveria, Metarhizium czy Verticillium. Jednakze intere-
sujace wtasciwosci entomopatogeniczne przedstawicieli Zoophthora, jak sie wydaje,
predestynuja je bardziej jako obiecujacy model skutecznych bioinsektycydow.

Niezaleznie od innych cech morfologicznych grzyboéw rodzaju Zoophthora, bar-
dzo charakterystyczna jest ich krzywa wzrostu, a zwlaszcza korelacja miedzy two-
rzeniem sie mycelium i zmianami pH kultury w czasie rozwoju grzybni. Dla przeba-
danych w naszym laboratorium 6. réznych szczepOw przedstawicieli Zoophthora
maksimum wzrostu grzybni obserwowano zawsze miedzy 6. a 8. dniem hodowli,
a minimum pH pojawiato sie miedzy 4. a 6. dniem, bezposrednio przed intensyw-
nym przyrostem biomasy. Przyktadowo na rysunku ! pokazano krzywag wzrostu dla
szczepu Z. (Erynia) ovispora.
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Zoophthora (Erynia) ovispora
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Rys. 1. Krzywa wzrostu Zoophthora (Erynia) ovispora (przyrost mycelium w g/1000 ml pozywki).

Rodzaj Paecilomyces obejmuje r6znorodne gatunki. Sg wsrdd nich réwniez grzyby
szkodliwe dla cztowieka, ale tez dos¢ liczna grupa entomopatogenéw. U niektérych
przedstawicieli stwierdzono biosynteze toksyn o strukturze peptydowej (3), lub tez
produkcje antybiotykéw peptaibolowych (4). Hodowla laboratoryjna entomopatoge-
nicznych grzybéw z rodziny Paecilomyces, w odréznieniu do Zoophthora, nie jest
trudna. Stosunkowo prosty sklad pozywki, obejmujacy dobrze zdefiniowane sub-
stancje chemiczne, a tez wieksza odpornos¢ kultury na zakazenie, znacznie utatwia
laboratoryjne hodowle tych mikroorganizméw. Do badan zostaly przez nas wybrane
dwa szczepy z kolekcji S. Batazego, o numerach katalogowych Paecilomyces 2428d
i 2430ai, izolowane z zainfekowanych larw chrzgszczy. Oba te szczepy, jakkolwiek
naleza do tego samego rodzaju, rdznig sie wygladem grzybni. Szczep Paecilomyces
sp. 2428d na podtozu ptynnym rosnie w postaci pojedynczych drobnych, biatych ku-
leczek. W czasie wzrostu grzyba pozywka staje sie metna i na powierzchni obserwu-
je sie obfita piane. Na pozywce stalej tworzy puszysta, obfita, bialg grzybnie. Nato-
miast szczep Paecilomyces sp. 2430ai rosnie na podiozu statym tworzac charaktery-
styczne ,rozki’ o zabarwieniu tososiowym. W hodowli ptynnej rosnie w postaci
drobnych koloni, a pozywka caty czas zachowuje klarownos¢ i nie tworzy sie piana.
Odmiennie tez wygladajg krzywe wzrostu obu tych szczepéw (5). Dla szczepu Paeci-
lomyces sp. 2428d w okresie rozwoju obserwuje sie lokalne maksima przyrostu masy
grzybni i minima pH plynu hodowlanego. Szczegdlnie wyrazne maksima przyrostu
biomasy widoczne sg w 6. i 14. dniu hodowli. W tych dniach pH pilynu osiaga tez
najnizsza wartos¢ 3,8. Ta wyrazna korelacja widoczna jest na zatgczonym rysunku 2.
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Paecilomyces sp. 2428
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Rys. 2. Krzywa wzrostu Paecilomyces sp. 2428 d (przyrost mycelium w g/200 ml pozywki).

Krzywa wzrostu szczepu Poecilomyces sp. 2430ai nie jest tak urozmaicona.
Nie obserwuje sie zadnych lokalnych ekstreméw w przyroscie biomasy i pH pty-
nu hodowlanego. Przyrost biomasy jest prawie liniowy, z wyraznym przyspiesze-
niem przyrostu grzybni miedzy 4. i 7. dniem hodowli. Jakkolwiek warto$¢ pH nie-
znacznie zmienia sie w czasie calego rozwoju grzybni, to wtasnie w tych dniach
szybciej opada; od wartosci poczatkowej 6,88 do pH = 6,48 osigganej w 11.
dniu hodowli.

3. Poszukiwania mykotoksyn

Wiekszos¢ z niewielu opisanych do tej pory toksyn wydzielanych przez grzyby
owadobdjcze, izolowana byla poprzez ekstrakcje grzybni takimi rozpuszczalnikami
jak aceton, chlorek metylenu czy octan etylu. W przeprowadzonej analizie acetono-
wych ekstraktéw mycelium Z. (Erynia) ovispora, oraz Z. phyllobii nie wykazano w nich
obecnosci substancji, ktére mogtyby by¢ uwazane za wyrazne toksyny, jedynie sto-
sunkowo wieksza ilos¢ wolnych kwasow ttuszczowych, zwtaszcza nisko czgsteczko-
wych, moze wywiera¢ negatywny wptyw na normalny rozwdj owada. Interesujgce
bytlo stwierdzenie stosunkowo duzej ilosci skwalenu we frakcji weglowodorowej
izolowanej z grzybni Z. phyllobii (5). Zwigzek ten raczej rzadko wystepuje u grzy-
bow. Obok duzej ilosci triacylgliceroli i mniejszej diacylgliceroli, obserwowalismy
tez niewielkie ilosci frakcji steroidowej. W przypadku Z. (Erynia) ovispora byt to cho-
lesterol i ergosterol, natomiast odnosnie do Z. neoaphidis i Z. phyllobii — kampeste-
rol/22-dihydrobrassikosterol (2,6,7).
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Zoophthora neoaphidis
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Rys. 3. Aktywnos¢ letalna poszczegélnych frakcji metabolitéw Z. neoaphidis w stosunku do larw Gal-
leria mellonella.

Podjeto zatem poszukiwania substancji toksycznych sposréd bardziej polarnych
metabolitdw wydzielanych do podioza hodowlanego. W przypadku grzybow z ro-
dzaju Zoophthora, z uwagi na ztozony sktad podtoza hodowlanego, badania te byty
bardzo utrudnione. Mozna byto jedynie stwierdzi¢, ze surowy ptyn pohodowlany
w tescie na tarwy G. mellonella (8) wywiera zdecydowanie sitniejszy efekt letalny, niz
jakakotwiek jego frakcja uzyskana poprzez ultrafiltracje tego ptynu przez membrany
1000, 10 000 i 30 000 Da. Stosunkowo najwyzszag aktywnos$¢ wykazata frakcja za-
wierajaca zwigzki o masach powyzej 30 000 Da, a zatem juz substancje wyzej
czagsteczkowe, wsrod nich enzymy (rys. 3).

Aby uniknaé probleméw zwigzanych z maskujgca obecnoscig sktadnikéw pozyw-
ki w anatizie metabotitow wtasnych, opracowane zostaly stresowe warunki hodowli,
w ktorych biosyntezowane przez mikroorganizm metabolity wydzielane byly na po-
wierzchni grzybni w postaci kropel. Warunki stresowe to szybkie zmiany tempera-
tury, albo/i pH poditoza hodowlanego. Wéwczas szczep Z. neoaphidis wydzielat drob-
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ne krople na powierzchni grzybni rosngcej na podiozu statym (9). Metabolity roz-
puszczone w kroplach wykazywaly interesujgca aktywnos$¢ biologiczng w stosunku
do bakterii. Stymulowaty one rozwdj bakterii gramujemnych, natomiast byly wyra-
znie toksyczne w stosunku do gramdodatnich. Niestety, ograniczona iloS¢ mate-
riatu, bardzo niskie stezenie zwigzkéw zawartych w kroplach (ponizej 3%) i ich
ztozonos¢ strukturalna, uniemozliwity przeprowadzenie izolacji i identyfikacji po-
szczegblnych metabolitow. We wstepnych badaniach moglismy stwierdzi¢ ich malg
trwalo$€. Metabolity te rozdzielane na drodze preparatywnej chromatografii cien-
kowarstwowej bardzo tatwo (w sposéb niekontrolowany), odszczepialy czasteczki
glukozy. Ich wyjatkowa podatnos¢ na zakazenia (szczegolnie bakteriami gramdo-
datnimi) byla dodatkowym utrudnieniem. Na podstawie zmierzonych widm NMR
mozna sadzi¢, ze analizowane substancje naleza do grupy glikoproteidéw.

Laboratoryjng hodowle obu szczepdw z rodzaju Paecilomyces mozna byto prowa-
dzi¢ na pozywce, zawierajgcej scisle okreslone zwigzki nieorganiczne oraz glukoze.
Nie byto zatem problemu z ,ttem” pochodzgcym od nie zidentyfikowanych orga-
nicznych skfadnikéw pozywki. Wytwarzane metabolity miaty wyraznie hydrofilowy
charakter. Zadne z produkowanych potaczen nie byly ekstrahowane przez niepolar-
ne, czy mniej polarne rozpuszczalniki (jak heksan, chlorek metylenu, octan etylu czy
eter). Pomimo zachowania tych samych warunkéw hodowli nie uzyskiwaliSmy po-
wtarzalnych wynikéw. Ta zmienno$¢ sktadu biosyntezy metabolitdw uniemozliwita
zebranie wystarczajgco duzej ilosci, w miare jednorodnego materiatu, aby podjgé
systematyczne badania strukturalne. Wstepne wyniki badan (widma NMR) wskazujg
na wyraznie peptydowy charakter analizowanych metabolitow. Trudno tez byto zna-
lez¢ jakgkolwiek korelacje pomiedzy obrazem sygnatéw substancji na chromatogra-
mach HPLC plynu pohodowlanego, a jego aktywnoscig biologiczng, testowang na
larwach G. mellonella. Dla szczepu 2430ai mozna bylo wprawdzie zauwazy¢ pewng
powtarzalno$¢ w tworzeniu metabolitdw w poszczegoéinych dniach hodowli, ale
trudno bylo powigzac ich obecnos¢ z pojawieniem sie efektu letalnego w testach na
owadach. Mozna sadzi¢, ze analizowane mikroorganizmy nie produkujg potgczen
0 wyraznej toksycznosci. Pod koniec okresu wegetacyjnego Paecilomyces obserwo-
waliSmy jedynie biosynteze toksycznego monoszczawianu amonu, ktory byt wydzie-
lany na powierzchni grzybni (10).

Podstawowym czynnikiem w procesie infekcji i porazania organizmu owada przez
grzyby z rodzaju Zoophthora i oba analizowane szczepy Paecilomyces, jak sie wydaje,
jest aktywnos¢ enzymatyczna chitynaz, proteaz i lipaz. Wczes$niej udowodniono, ze
lipazy i proteazy uczestnicza juz w pierwszym etapie destrukcji warstwy ochronnej
owada - kutikuli. jonsson (10) udowodnit obecnos¢ enzymow proteolitycznych
u dziesieciu przedstawicieli rodzaju Entomophthora, a Leopold i Samsinakova (11)
potwierdzili wystepowanie chitynazy, proteazy, lipazy i cellulazy u grzyba Beauveria
bassiana. Charakterystyke tych enzymoéw u Zoophthora i Erynia przedstawiliSmy tez
we wczesniejszych publikacjach (2,12). Po pokonaniu kutikuli, organizm owada tra-
wiony jest stopniowo przez lipazy i proteazy.
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Paecilomyces sp. 2428

Rys. 4. Zmiany aktywnosci proteolitycznej i pH w petnym cyklu rozwojowym szczepu Paecilomyces
sp. 2428 d.

4. Aktywnos¢ enzymatyczna

Dla analizowanych szczepéw mozna byto obserwowac ciekawe wspotzaleznosci
pomiedzy aktywnoscig enzymatyczng, pH ptynu hodowlanego i przyrostem bioma-
sy. W ciggu 16-dniowego wzrostu Paecilomyces sp. 2428d mozna byto wyréznic¢ czte-
ry maksima aktywnosci proteolitycznej. Maksima te pojawiajg sie zazwyczaj w okre-
sie najwyzszych wartosci pH, z wyjatkiem okresu pomiedzy 9. i 12. dniem hodowli
(rys. 4). Natomiast minima aktywnos$ci proteolitycznej koreluja ze zwiekszonym
przyrostem biomasy. Stabg aktywnos¢ lipolityczng obserwuje sie podczas catego
procesu rozwoju grzybni, przy jednym wyraznym maksimum w 15. dniu hodowli
i lokalnym minimum w 10. dniu. Zmiany aktywnos$ci lipolitycznej nie sa zalezne ani
od zmian pH, ani od przyrostu mycelium. Poréwnanie obu krzywych aktywnosci li-
pazy i proteazy nie wskazuje na zadng korelacje pomiedzy nimi; jedynie w ostatnich
dniach wegetacji grzyba oba enzymy osiggajg lokalne maksima (5).

Szczep Paecilomyces 2430a], jakkolwiek nalezy do tego samego rodzaju co Paeci-
lomyces 2428d, to obraz jego aktywnosci enzymatycznej jest zdecydowanie rozny.
W ciagu catego cyklu rozwojowego tego grzyba nie obserwuje sie wyrazniejszych
ekstremow zmian pH i przyrostu biomasy. Stad wyprowadzenie bardziej ogdinych
whnioskéw dotyczacych korelacji tych parametréw z aktywnos$cia enzymatyczna jest
mato precyzyjne. Aktywnos¢ proteolityczna wykazuje dwa szerokie maksima: mie-
dzy 3. i 4. dniem, oraz mniejsze w 9. dniu hodowli. W poszukiwaniu sposobu na wy-
razniejsze uwidocznienie tych wspétzaleznosci sporzgdzono grafik, na ktérym kore-
lowano zmiany aktywnosci enzymatycznej ze zmianami gradientu przyrostu bioma-
sy. Na rysunku 5 mozna zauwazy¢, ze wyrazniejszy przyrost biomasy koreluje ze
spadkiem aktywnosci proteolitycznej (5).
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Paecilomyces sp. 2430

Rys. 5. Zmiany aktywnosci proteolitycznej i zmiany przyrostu (incr.) mycelium w peinym cyklu roz-
wojowym szczepu Paecilomyces sp. 2430 a|.

Pomiary aktywnosci lipolitycznej dla tego szczepu wykazaty dwa maksima, w 8.
i 10. dniu hodowli. Widoczna jest korelacja pomiedzy zmianami aktywnosci tego
enzymu od gradientu zmian pH, przy czym lipazy w 8. i 10. dniu hodowli wykazuja
zwiekszong aktywnos¢ przy réznych wartosciach pH (rys. 6). Dla tego szczepu mo-
zna tez zauwazy¢ pewng zamienng sekwencje aktywnosci obu enzymoéw, co pokaza-
no na rysunku 7. Maksima aktywnosci proteolitycznej i lipolitycznej wzajemnie sie

Paecilomyces sp. 2430

Rys. 6. Zmiany aktywnosci lipolitycznej i zmiany (incr.) pH w petnym cyklu rozwojowym szczepu Pae-
cilomyces sp. 2430 a,.
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Paecilomyces sp. 2430

Rys. 7. Zmiany aktywnosci proteolitycznej i lipolitycznej w petnym cyklu rozwojowym szczepu Paeci-
lomyces sp. 2430 a,.

wymieniajg. Moze to by¢ zaleznos$¢ przypadkowa, ale moze tez oznacza¢ sekwen-
cyjne dziatanie obu, tych waznych dla zycia mikroorganizmu, enzymow.

Dokitadna analiza krzywych wzrostu grzybni z nalozeniem na nie zmiennosci
aktywnosci enzymatycznej proteazy moze sugerowac, ze widoczne na chromato-
gramie HPLC substancje nie sg metabotitami, ale produktami enzymatycznej de-
gradaciji grzybni. Moze to wyjasni¢ przyczyne zmiennosci i przypadkowosci sktadu
analizowanych ptynéw pohodowlanych, widocznych na chromatogramach HPLC.
Podjelismy proby analizy substancji czesciej powtarzajacych sie na chromatogra-
mach HPLC. Wykorzystujac spektroskopie masowg ESMS (electro-spray mas spectro-
metry) moglismy udowodni¢ ich peptydowy charakter. W przypadku szczepu Paeci-
lomyces sp. 2428d byt to prawdopodobnie cykliczny peptyd o masie 801 Da, nato-
miast dla Paecilomyces sp. 2430ai di- lub tripeptyd o masie 302 Da. Oba te zwigzki
nie wykazywaly jednak zadnej aktywnosci w stosunku do testowanych larw G. mel-
lonella.

Zmienno$¢ aktywnosci enzymatycznej u Zoophthora jest mniej urozmaicona. Dla
wiekszosci badanych szczepdéw, aktywnos¢ lipolityczna pojawia sie miedzy 3. i 5.
dniem hodowli, osiggajac maksimum pomiedzy 7. i 9., a nastepnie stopniowo
zmniejsza sie az do konca okresu wegetacji (13). Nieco bardziej zr6znicowany obraz
zmian aktywnosci lipolitycznej w poszczegodlnych dniach hodowli obserwowany dla
Z. (Erynia) neoaphidis (rys. 8). Wyrazne 3 maksima tej aktywnosci przypadajg na 5.,
12. i 22. dzierh hodowli. Nie wida¢ jednak zadnej ich korelacji z liczbg pH kultury.
Proteazy u tego mikroorganizmu utrzymuja dos¢ wysokg aktywnosc¢, praktycznie
przez caty okres wegetacji (rys. 9). Niewielkie lokalne maksima mozna bylo zauwa-
zy¢ w 6. i 16. dniu rozwoju grzybni. Ta wysoka aktywnos¢ proteolityczna moze
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Zoophthora (Erynia) neoaphidis

pH

dzien hodowli

Rys. 8. Zmiany aktywnosci lipolitycznej i pH w petnym cyklu rozwojowym szczepu Zoophthora (Ery-
nie) neoaphidis.

ttumaczy¢ powolne, ale systematyczne trawienie i ,mumifikacje" organizmu zainfe-
kowanych owadéw z koricowym efektem letalnym.

Mechanizm infekcji i porazania organizmu owada przez entomopatogeniczne
grzyby ma zatem bardzo ztozony mechanizm. Moga w nim uczestniczy¢ zar6wno
wtérne metabolity wytwarzane przez te mikroorganizmy, jak i enzymy, jednakze.

Zoophthora (Erynia) neoaphidis

pH
-- 6,5

55

dzien hodowli

Rys. 9. Zmiany aktywnosci proteolitycznej i pH w petnym cyklu rozwojowym szczepu Zoophthora
(Erynie) neoaphidis.
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Entomopatogeniczne grzyby z rodzaju Zoophthora i Paecilomyces

jak sie wydaje, w przypadku grzybéw nalezacych do rodzaju Zoophthora i Paecilomy-
ces podstawowym czynnikiem entomopatogenicznym sg wiasnie enzymy.
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