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1. WSTEP

1. 1. Wprowadzenie

Intensywny rozwoj przemyshu i rolnictwa w ostatnich dziesigcioleciach wywarl
negatywny wplyw na $rodowisko naturalne. Glowna, choé nie jedyna tego przyczyna jest
olbrzymie zapotrzebowanie ludzkosci na energie. Nastgpng w kolejnosci jest chemizacja
Srodowiska naturalnego, ktéra w duzej mierze jest powodowana dazeniem do uzyskania
coraz wyzszych plondw w rolnictwie. W gospodarce rolnej, ogrodniczej i lesnej
powszechnie stosuje si¢ chemiczne s$rodki ochrony roslin, ktore sa truciznami nie
znikajacymi zaraz po spetnieniu swego zadania, lecz kumulujacymi si¢ w glebie i roslinach.
Uruchomione w faficuchu pokarmowym docieraja do zwierzat i organizmu ludzkiego.
Zdarza si¢, ze dopiero po wielu latach okazuje si¢ iz niewystarczajaco poznano dzialanie
uboczne takiego zwiazku. Przyktadem moze by¢ DDT (dwuchlorodwuetylotrojchloroetan) -
pierwszy chloroorganiczny pestycyd, wykazujacy silne dzialanie owadobojcze. Korzysci,
jakie uzyskano dzigki stosowaniu tego preparatu wydawaly sie olbrzymie. Dopiero po kilku
latach jego uzywania okazalo sie, ze jest zwiazkiem bardzo trwatym 1 w formie
niezmienionej utrzymuje si¢ w glebie przez okres od 3 do 15 lat. Kumuluje sie w tkankach
roslin i zwierzat, a takze w tkance tluszczowej czlowieka, co stwarza ryzyko powstania
zatru¢ lub innych negatywnych efektow odleglych w czasie. Po przeprowadzeniu
dodatkowych badan, zdecydowano o wycofaniu tego preparatu. Odrebnym zagadnieniem
jest problem niewielkiej toksycznej selektywnosci pestycydow, w zwiazku z czym dzialaja
one nie tylko na gatunki szkodliwe dla czlowieka. Na skutek dziatania omawianego juz
DDT, wyniszczeniu uleglo wiele gatunkow zwierzat, w tym ptactwa dziko zyjacego,
podczas gdy same szkodliwe owady uodpornily si¢ na jego dziatanie i konieczne stalo sie
stosowanie coraz wigkszych dawek tego pestycydu [Pawlaczyk-Szpilowa, 1997]. Problem
krotkotrwatej skutecznosci chemicznych insektycydow jest znany i wynika z ogromnej
reproduktywnosci oraz zdolnosci ewolucyjnych szkodnikéw, co pozwala im na rozwiniecie
w stosunkowo krétkim czasie mechanizmu odpornosciowego [Metcalf, 1980].

Nie mozna negowac faktu, ze chemiczne pestycydy sa cennym narzedziem do walki

ze szkodnikami roslin. Jednak musza by¢ one wykorzystane w sposéb przemyslany, to
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znaczy wtedy, kiedy jest to niezbedne i w polaczeniu z innymi bardziej ekologicznymi i
selektywnymi metodami  kontroli owadéw. W tym celu opracowano metode
wZintegrowanego Systemu Zwalczania Szkodnikow”, w skrocie IPM (‘Integrated Pest
Management’) [Allen, 1980]. Polega ona na obserwacji zmian w wielkosci populacji
owadow w okreSlonym ekosystemie, i ingerowaniu w miare potrzeby, poprzez
wykorzystanie najodpowiedniejszych srodkéw w celu utrzymania ilosci szkodnikow na
poziomie korzystnym z ekonomicznego punktu widzenia [Allen, 1980; Hoy i Herzog, 1985].
W IPM czynnikami kontroli majacymi duze znaczenie sa naturalni wrogowie szkodliwych
owadow (bakterie, wirusy, grzyby). Mikroorganizmy te znane sa z wywolywania
szerokorozprzestrzenionych epizoocji w naturze, dziesiatkujacych populacie owadow
bedacych ich zywicielami. Przedmiotem wigkszosci prowadzonych do tej pory badan byta
izolacja i namnozenie wybranych patogenow w warunkach laboratoryjnych, w celu
opracowania sposobow ich uzycia oraz przechowywania. Obecnie wiadomo jednak, ze brak
znajomosci czgsto ztozonych oddzialywan, zachodzacych pomiedzy patogenem a jego
zywicielem jest przyczyng niezadowalajacych wynikow stosowania tych mikroorganizmow
w warunkach polowych [Fuxa, 1987]. Poznanie ogolne, a nastepnie bardziej szczegotowe
tych zaleznosci umozliwi petniejsze wykorzystanie mikroorganizméw patogenicznych do
celow IPM.

Grzyby patogeniczne owadow sa szczegolnie interesujaca grupa, z powodu
zlozonego mechanizmu ich oddziatywania na organizm owada. Ten wielokierunkowy
mechanizm, wlaczajacy zaréwno oddziatywanie enzymow jak i niskoczasteczkowych
metabolitbw w znacznym stopniu przeciwdziala rozwinieciu sie odpornosci u owadow
[Nielsen, 1998]. Wiele z tych mikroorganizméw charakteryzuje si¢ ponadto duzym stopniem
wyspecjalizowania, co gwarantuje bezpieczefistwo owadom pozytecznym, takim jak
biedronki czy pszczoly. Zainteresowanie grzybami jako czynnikiem kontroli owadéw
rozwinglo si¢ juz pod koniec ubieglego stulecia [Zimmermann, 1992], jednak dopiero w
ciagu ostatnich 20 lat opracowano kilka programéw zakonczonych sukcesem. Wprawdzie w
chwili obecnej do biologicznej kontroli owadow uzywa si¢ niezbyt wielu gatunkow tych
grzybow z powodu zbyt matego stopnia ich poznania, lecz zainteresowani ta dziedzing

badacze wierza, iz w najblizszej przysziosci beda one odgrywaé w niej kluczowa role.
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Jako przedmiot badan pracy doktorskiej wybrano entomopatogeniczne grzyby z
rodzaju Zoophthora i Paecilomyces. Wyboru tego dokonano z nastepujacych powodow:
-grzyby te wystepuja na terenie Polski;

-niektore szczepy nalezace do tych rodzajow sa lub w niedlugim czasie zapewne beda
stosowane w rolnictwie badz ogrodnictwie;

-wybrane przeze mnie szczepy nie byly systematycznie badane w celu znalezienia
biologicznie aktywnych substancji, mogacych odgrywa¢ wazna role w procesie infekeji i

intoksykacji organizmu owada.

Przed opisem badan wlasnych uznano za celowe przedstawienie szerszych informacji
o sposobach wykorzystania grzybow patogenicznych owadéw w , Zintegrowanym Systemie
Zwalczania  Szkodnikow”, cyklu zyciowym grzybow entomopatogenicznych oraz o

aktualnym stanie wiedzy na temat metabolitow wtérnych wydzielanych przez te grzyby.
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1.2. ,,Zintegrowany System Zwalczania Szkodnikoéw” (IPM) a grzyby

patogeniczne owadow

W | Zintegrowanym Systemie Zwalczania Szkodnikow” uzywa si¢ zwykle wielu
metod rownoczesnie, co znacznie zmniejsza ryzyko przystosowania si¢ owadow do ktorejs
z nich. Metody te obejmuja:

- wprowadzanie roslin odpornych na szkodniki lub je tolerujacych;

- kontrolg upraw poprzez rotacj¢ zb6z, odpowiedni dobdr miejsc na uprawy, zasiewanie
pewnych terenow mato waznymi ekonomicznie roslinami, co zmniejsza naptyw szkodnikow
na cenne pola 1 ulatwia ich zwalczanie;

- kontrolg fizyczna 1 mechaniczng obejmujacg utrudnianie dostgpu owadom poprzez
tworzenie réznego typu barier, zbieranie reczne szkodnikow lub tapanie ich w putapki;

- stosowanie chemicznych insektycydow, w przypadkach kiedy wszystkie pozostale metody
nie s3 w stanie utrzymac populacji szkodnikow na korzystnym ekonomicznie poziomie,
(Nalezy mie¢ swiadomos¢, ze naturalni wrogowie szkodnikow sa zwykle bardziej podatni na
te srodki niz owady docelowe);

- kontrole biologiczng definiowana jako zmniejszanie populacji szkodnikéw przez ich
naturalnych wrogow przy aktywnym udziale czlowieka (w odréznieniu od kontroli

naturalnej, ktora zachodzi w przyrodzie bez udziatu cztowieka).

Biologiczne czynniki kontroli mozna podzieli¢ na:

- drapiezniki zjadajace duzq ilos¢ owadoéw w ciggu swojego zycia ;
- parazyty, ktorych niedojrzate stadia rozwijaja si¢ na pojedynczym zywicielu ostatecznie go
zabijajac;
- patogeny (wirusy, bakterie, grzyby) wyspecjalizowane w porazaniu okreslonych grup
owadow, powodujace choroby prowadzace do ostabienia lub smierci gospodarza [Hoffmann
i Frodsham, 1993].

Sposrod patogenéw owadow znaczaca role odgrywaja grzyby znane z

wywolywania epizoocji o duzym zasiggu. Z tego powodu staly si¢ one powaznymi
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kandydatami do zastosowania jako bioinsektycydy. Wymaga to jednak szczegolowego
opracowania sposobow ich uzycia oraz sprawdzenia bezpieczenstwa ich stosowania.

Bezpieczenstwo uzycia jakiegokolwiek mikrobiologicznego czynnika  jest
bezposrednio zwiazane z zakresem jego zywicieli. Grzyby wyspecjalizowane (np. Pandora
neoaphidis atakujacy tylko mszyce) stanowig mniejsze ryzyko dla organizméw nie bedacych
celem ataku niz grzyby o szerokim zakresie zywicieli (np. Beauveria bassiana infekujacy
ponad 700 gatunkéw owadow). Z tego powodu zanim jakikolwiek gatunek grzyba stanie sie
uznanym bioinsektycydem, konieczne jest przeprowadzenie testow laboratoryjnych odnoénie
zakresu jego infekcyjnosci. W przypadku fakultatywnych patogenow atakujacych
roznorodne gatunki, wyniki tych testow czesto diametralnie roznig sie od wynikow
uzyskanych w warunkach polowych. Spowodowane jest to niemozliwoscia odwzorowania
w laboratorium tak zlozonych oddzialywan, jakie maja miejsce w przyrodzie. Z tego
powodu wigksza uwage zaczyna sie poswieca¢ grzybom bedacym obligatoryjnymi
patogenami nalezacymi do rzedu Entomophthorales (na przyklad rodzaj Zoophthora).
Wprawdzie sg one trudniejsze do hodowli laboratoryjnej niz B. basiana czy Metarhizium
anisopliae, lecz wykazuja si¢ wysokim stopniem infekcyjnosci oraz wyspecjalizowania. W
ich przypadku weryfikacja selektywnosci poprzez testy laboratoryjne daje dobre wyniki.

Jedna ze strategii opracowanych w celu zwigkszenia efektywnosci dziatania

grzybow entomopatogenicznych polega na sprowadzeniu nowego gatunku badz szczepu o
wysokim stopniu porazania danego szkodnika z naturalnego miejsca jego wystepowania na
inne. Sukcesem zakonczylo si¢ sprowadzenie Zoophthora radicans do Australii w celu
kontroli mszycy lucerno-koniczynowej, Therioaphis maculata [Milner et al., 1982].
Interesujacym przyktadem moze by¢ takze grzyb Entomophaga maimaiga, obecnie szeroko
rozprzestrzeniony w Polnocnej Ameryce i powodujacy silne epizoocje brudnicy nieparki
Lymantria dispar na poinocnym wschodzie stanéw Zjednoczonych od 1989 roku. Grzyb
ten pochodzi z Japoni i zostat sprowadzony do Poinocnej Ameryki blisko 80 lat temu [Soper
etal., 1984].

W celu zwalczania owadéw zyjacych w ziemi stosuje sie zmasowane wprowadzenie
grzybow entomopatogenicznych do srodowiska. Owady nalezace do rodzin Curculionidae i

Scarabeidae sa powaznymi szkodnikami w wielu cze$ciach $wiata. Ich larwy zwykle zyja w
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ziemi, zywiac si¢ korzeniami wielu uprawnych roslin, natomiast doroste osobniki zjadajq ich
czgsci zielone. Prowadzono proby zwalczania ich takimi grzybami, jak Beauveria
brongniartii | Metharizium anisopliae na dwa sposoby. Populacje larw kontrolowano
poprzez wprowadzenie do ziemi konidiow, blastospor, fragmentéw grzybni. Osobniki
doroste zwalczano przez rozpylenie w powietrzu konidiow, blastospor badz przez
wprowadzenie grzyba do ziemi poprzez znoszace jaja samice. We Francji do wprowadzenia
zarodnikow do ziemi uzywano specjalnych maszyn do drenowania [Ferron, 1978].

Opracowano takze specjalne sposoby przygotowania preparatow z grzybni: suszenie
rozdrobnionych  fragmentow mycelium [Pereira i Roberts, 1990, 1991, Krueger et al.,
1992] oraz wytwarzanie granulek grzybni [Reinecke er al., 1990]. Infekujace konidia w tych
przypadkach sq produkowane dopiero po wprowadzeniu grzybni do ziemi. Przykladem
takiego zastosowania moze by¢ uzycie granulek grzybni M. anisopliae do kontroli
opuchlaka truskawkowca, Otiorhynchus sulcatus. Produkt o nazwie BIO 1021 otrzymano
za pomocy specjalnej technologii fermentacji i suszenia. Uzywany byt on w szklarniach i
szkotkach drzew w postaci mieszanki z glebg do celow profilaktycznych [Zimmermann,
1994].

Niektore szkodniki zyja w trudno dostepnych miejscach. W takich przypadkach
uzycie grzybow w wyzej opisany sposob jest praktycznie niemozliwe. Problem ten
rozwiazano poprzez rownoczesne uzycie grzybow i putapek feromonowych. We wstepnych
badaniach zastosowano Zoophthora radicans tacznie z pulapka zawierajaca feromon
seksualny bedacy atraktantem dla samcow tantnisia krzyzowiaczka - Plutella xylostella
[Pell et al., 1993]. Przeprowadzane eksperymenty wykazaly, ze samce tego owada majace
kontakt z grzybem przenosily go na larwy, co inicjowato badz przyspieszato epizoocje.

Niska wilgotnos¢ wzgledna jest powaznym problemem w uzyciu grzybow
entomopatogenicznych. Opracowanie preparatow wykorzystujacych oleje lub olejowo-
wodne emulsje wydaje si¢ w tym przypadku bardzo obiecujaca strategia [Prior ef al.,1988;
Lomer er al, 1993]. Obserwacie wskazuja, ze oleje zapewniaja kontakt pomiedzy
hydrofobowymi konidiami wiekszosci tych patogendéw z réwnie hydrofobowg kutikulg
owada oraz zapobiegaja wysuszeniu grzyba. Ponadto wykazuja lekko toksyczny wplyw na

niektore owady, co wspomaga infekcje grzybowe. Niestety, znane sa wypadki powodowania
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przez mineralne badz roslinne oleje reakgji fitotoksycznych. Konieczne jest z tego powodu
przeprowadzanie badan z konkretnymi roslinami [Zimmermann, 1994]. Preparat na bazie B.
bassiana, zwany Naturalis-L w postaci czgsciowo zemulsyfikowanego oleju z powodzeniem
stosowano w USA celem kontroli kwieciaka bawetnowca, Anthonomus grandis [Wright
1993].

Nie zawsze wyniki osiggnigte w laboratorium uzyskujg potwierdzenie w warunkach
polowych. Glownym powodem sa tu odmienne i trudne do jednoznacznego zdefiniowania
warunki srodowiskowe. W takich przypadkach lepsze rezultaty = moze przynies¢
zastosowanie grzybow entomopatogenicznych réwnoczesnie z subletalnymi dawkami
chemicznych pestycydow badz innymi entomopatogenami, po uprzednim sprawdzeniu
wplywu tych czynnikow na siebie [Zimmermann, 1994]. Taki korzystny efekt obserwowano
w przypadku uzycia Metharhizium spp. razem z teflubenzuronem (insektycydem opartym na
moczniku benzoilofenylowym) w stosunku do Schistocerca gregaria -pustynnej szaranczy,
natomiast faczne stosowanie B. brongiartii z roznymi pestycydami powodowato wysoka
smiertelnos$¢ Melolontha melolontha L. ale tylko w laboratorium - proby polowe wypadaty
negatywnie [Zimmermann, 1992]. W warunkach laboratoryjnych przeprowadzono proby
uzycia kilku gatunkow grzybow entomopatogenicznych: B. bassiana, M. anisopliae,
Paecilomyces  farinosus,  Paecilomyces  fumoso-roseus oraz dwoch — gatunkow
entomopatogenicznych nicieni: Steinernema carpocapsae 1 Heterorhabditis bacteriophora
w stosunku do oprzedzika pregowanego Sitona lineatus L. W tym celu stosowano
rownoczesnie dwa czynniki w roznych kombinacjach. Za kazdym  razem faczne
zastosowanie tych czynnikow dawato zdecydowanie lepsze efekty niz oddzielne [Jaworska i

Ropek, 1998].

1.3. Podzial i taksonomia grzybéw entomopatogenicznych

Grzyby entomopatogeniczne mozna podzieli¢ na trzy grupy [Boczek, 1992]:
1. Pasozyty bezwgledne - odbywaja caly cykl rozwojowy na wyzszych organizmach
1 uszkadzajq ich tkanki, czesto doprowadzajac do $mierci zywiciela. Glownie nalezg one do

rzedu Entomophthorales (owadomorki);
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2. Pasozyty wzgledne - faze wegetatywng odbywaja na Zzywych organizmach, a
zarodnikuja  na osobnikach obumarlych, na ktérych rozwijaja sie saprofitycznie (np.
rodzaje: Paecilomyces, Metharhizium, Hirsutella),

3. Pasozyty warunkowe - prowadza sapropfityczny tryb zycia, a tylko w pewnych
okolicznosciach przechodza w forme pasozytnicza. Czgsto atakujg osobniki wyglodzone,

ranne, doprowadzajac je do $mierci ( np. rodzaje: Beauveria, Verticillium).

Grzyby entomopatogeniczne nie zajmuja zdefiniowanego pod wzgledem
systematycznym miejsca lecz naleza do réznych klas taksonomicznych. Jest to przyczyng ich
ogromnego zroznicowania w sposobie dziatania i doborze gospodarza. Patogeny te
powoduja mykozy w wielu réznych taksonach stawonogéw i w prawie kazdym rzedzie
nalezacym do Owadow. Znanych jest okoto 750 gatunkéw grzybéw entomopatogenicznych
nalezacych do 85 rodzajow. Wigkszo$¢ gatunkow zaklasyfikowana jest w trzech klasach:
Hyphomycetes, Zygomycetes (rzad Entomophthorales) i Ascomycetes (w szczegolnosci

rodzaje Cordyceps i Torubiella) [Bell, 1974].

Systematyka grzybéw Paecilomyces sp. nr kat. 2428d i 2430a1 [Miiller i Loeffler, 1987]:

PHYCOMYCETES (grzyby nizsze)

KLASA Ascomycetes

RZAD Eurotiales

RODZINA Gymnoscaceae

RODZAJ Paecilomyces (anamorfa rodz. Byssochlamys)
GATUNEK Paecilomyces sp.

Systematyka grzyba Zoophthora phyllobii [Batazy, 1993]:

PHYCOMYCETES (grzyby nizsze)
KLASA Zygomycetes

RZAD Entomopthorales (owadomorkowe)
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RODZINA Entomophthoraceae (owadomorki)
RODZAJ Zoophthora

PODRODZAJ Neopandora

GATUNEK Zoophthora (Neopandora) phyllobii

Systematyka grzyba Zoophthora neoaphidids [Batazy, 1993]:

PHYCOMYCETES (grzyby nizsze)

KLASA Zygomycetes
RZAD Entomophthorales (owadomorkowe)
RODZINA Entomophthoraceae (owadomorki)

Dalsza systematyka tego gatunku jest przykiadem probleméw zwiazanych z systematyka
grzybow entomopatogenicznych. W roznych opracowaniach ten sam gatunek pojawia sie
pod réznymi nazwami rodzajowymi:

1. Zoophthora neoaphidis (Remaudiere et Hennebert) Batazy

2. Erynia neoaphidis Remaudiere et Hennebert

3. Erynia (Neopandora) neoaphidis Remaudiere et Hennebert ex Benze’ev et Kenneth

4. Pandora neoaphidis (Remaudiere et Hennebert) Humber

1.4. Cykl zyciowy grzybow patogenicznych owadow

Pomimo taksonomicznej réznorodnosci grzybow entomopatogenicznych mozna

wyrozni¢ kilka faz rozwoju wspolnych dla wiekszosci z nich:

1. Adhezja zarodnikow do kutikuli owada nastepuje w wyniku ich kontaktu, ktory
zaleznie od gatunku nastgpuje w sposob bierny lub poprzez chemotaksje. Decydujace
znaczenie ma tu rozpoznanie wiasciwego zywiciela [Al-Aidroos i Roberts, 1978]. Procesy
przylegania nie byly szczegotowo badane dla grzybow entomopatogenicznych. Uwaza sie,

ze istotne sa oddziatywania zarowno fizyczne jak i chemiczne [Fargues, 1984].
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2. Kietkowanie spor w warunkach in vitro wymaga ponad 90% wilgotnosci
wzglednej. Taki wilgotny mikroklimat moze istnie¢ w poblizu lisci roslin [Humber, 1984].
Sadzi si¢, ze przypadku niskiej wilgotnosci $rodowiska odpowiedni mikroklimat do
kietkowania istnieje na zewnetrznej powierzchni kutikuli owada w nastepstwie jego
oddychania poprzez przetchlinki. Za stymulacje badz inhibicje procesu kietkowania
odpowiedzialne sa takze zwiazki i mikroflora wystepujace na kutikuli [ Fargues, 1984].

3. Penetracja kutikuli nastepuje na skutek procesow mechanicznych jak i
enzymatycznych, co potwierdzaja badania aktywno$ci enzymatycznych w warunkach
laboratoryjnych, przy czym produkcja enzyméw wydaje si¢ by¢ uzalezniona od zrodia
kutikuli. Sugeruje to pewien ich udzial w specyficznosci mikoz [Gupta ef al., 1991, 1992,
1993];

4. Wzrost w hemolimfie - wigkszos¢ grzybow entomopatogenicznych prowadzi w
hemolimfie owada wzrost wegetatywny [Roberts i Humber, 1981] w postaci mato
widocznych drozdzopodobnych struktur lub ciat strzepkowych. Ta forma wzrostu
umozliwia grzybowi szybkie rozprzestrzenienie si¢ i kolonizacje systemu krazenia, poza tym
zwigksza powierzchnig kontaktu z pozywka. Niektore gatunki z rzedu Entomophthorales
aby nie zosta¢ wykrytymi przez system immunologiczny gospodarza, produkuja
wegetatywne protoplasty [Tyrrel i MacLeod, 1972].

5. Smier¢ zywiciela nastepuje poprzez wykorzystanie wszystkich skfadnikoéw
odzywczych zawartych w hemolimfie, jak robi to wigkszo$¢ grzybow nalezacych do
Entomophthorales, lub poprzez rozklad jego tkanek i organéw zastepowanych szybko
strzgpkami grzybni. Niektore grzyby produkuja toksyny doprowadzajace do stosunkowo
szybkiej $mierci gospodarza. Pozne stadia mykoz wykazuja fizjologiczne symptomy w
postaci konwulsji i braku koordynacji ruchu. Niektore grzyby nalezace do Cordicepitales i
Entomophthorales powoduja zmiany w zachowaniu si¢ owadéw majace na celu latwiejsze
rozprzestrzenianie si¢ infekcji [MacLeod, 1963]. Takim znanym przyktadem jest zmiana w
zachowaniu zakazonych grzybem Zoophthora radicans gasienic bielinka kapustnika (Pieris
brassicae L). Zdrowe gasienice zerujac przemieszczaja si¢ z gérnych lisci ku dolnym,
natomiast zakazone w godzinach bezposrednio poprzedzajacych $mier¢ przerywaja

zerowanie i kieruja sig ku gorze, gdzie zostaja przytwierdzone do liscia chwytnikami grzyba.
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Dzigki temu wytworzone konidia opadajac w dot moga tatwo osiadaé na zdrowych larwach
znajdujacych sig¢ na nizszych lisciach [Batko, 1974].

6. Krotko po Smierci owada, grzybnia przerasta kutikule na zewnatrz i zostaja
utworzone sporofory (najczesciej konidiofory) ktére produkuja zarodniki (zwykle konidia)
rozpoczynajace kolejny cykl poprzez infekcje nastgpnych osobnikéw. U wielu gatunkow
grzybow proces ten scisle zalezy od stopnia wilgotnosci [Millstein ef al., 1983; Wilding,
1973]. W przypadku niesprzyjajacych warunkow lub braku zywiciela, grzyby produkuja
zarodniki spoczynkowe lub inne przetrwalnikowe struktury, albo przezywaja w postaci
uspionej grzybni w wysuszonych mumiach owadéw [Kenneth ef al., 1972; Wilding, 1969].
Wiekszos¢ gatunkow Entomophthorales wytwarza cienkoscienne zarodniki spoczynkowe
[MacLeod, 1963]. Do tej pory nie sg w pefni poznane warunki przerwania uspienia struktur
przetrwalnikowych, jednak duze znaczenie wydaje si¢ odgrywaé temperatura, wilgotnosé

oraz fotoperiod [Perry i Latge, 1982; Wallace et al., 1976].

W zaleznosci od gatunku wystepuja pewne rdznice w tym podstawowym cyklu.
Taka wyjatkowa cechg rzedu Entomophthorales jest na przyklad aktywne odrzucanie
infekcyjnych konidiéw oraz ich zdolnos¢ do produkcji kolejnych generacji konidiow w
oczekiwaniu na odpowiedniego zywiciela [King i Humber, 1981]. Pierwszorzedowe konidia
Zoophthora  radicans moga produkowa¢ drugorzedowe, ktére z kolei wytwarzaja

trzeciorzedowe i tak dalej az do wyczerpania protoplastowych zapasow zarodnika.

1.5. Mykotoksyny produkowane przez grzyby patogeniczne owadéw

W procesie patogenezy uczestniczy wiele czynnikow: zwiazki wspomagajace proces
adhezji, enzymy degradujace kutikule, inhibitory systemu obrony owada umozliwiajace
rozwoj grzyba w hemolimfie, mykotoksyny. Peine poznanie tych zwiazkéw umozliwitoby
zrozumienie procesu patogenezy [Vey i Riba, 1988]. Pomimo tego, stosunkowo niewiele
laboratoriow podejmuje badania w tym zakresie, a jesli juz, to ograniczaja si¢ one do toksyn
1 enzymoéw wydzielanych przez kilka dobrze znanych gatunkow. Wiedza na temat nisko- i

wysokoczasteczkowych mykotoksyn moze by¢ bardzo pomocna w selekcji szczepow
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uzywanych jako bioinsektycydy. Do kontroli mozna byloby wybiera¢ hiperwirulentne
szczepy produkujace 1 wydzielajace duze ilosci tych patogennych czynnikow. Gdyby jednak
si¢ okazalo, ze metabolity jakiego$ szczepu bylyby trwate w srodowisku i szkodliwe dla

organizmoOw nie bedacych celem ataku - taki szczep nie bytby wykorzystywany.
1.5.1. Mykotoksyny niskoczasteczkowe

Zwiazki te sa zwykle metabolitami wtornymi otrzymywanymi z podstawowych
zwigzkow  metabolizmu pierwszorzedowego (octany, aminokwasy). Ich produkcja
rozpoczyna si¢ zwykle w pozniejszych stadiach rozwoju grzyba. Znane sg réznego rodzaju
mykotoksyny: mate peptydy, barwniki, kwasy organiczne i inne, jak np. pochodne laktonow.
Sposrod tych zwiazkow, szczegdlne znaczenie w ochronie roslin moga mie¢ cykliczne
peptydy. Przy Unii Europejskiej powstal nawet projekt pod tytutem ,,Cykliczne peptydy
grzybow jako nowe bioinsektycydy”.

Bardzo dobrze poznang grupa toksyn jest rodzina destruksyn, cyklicznych
heksapeptydow produkowanych migdzy innymi przez Metarhizium anisopliae [Aldridge et
al., 1969; Vey, 1998]. Uwaza si¢, ze zwiazki do niej nalezace moga stac si¢ obiecujgcymi
insektycydami. Jednak pomimo selektywnosci dzialania destruksyn w stosunku do
stawonogow, stwierdzono w kilku przypadkach pewien toksyczny wplyw na ssaki [Fargues
1 Robert, 1987]. Z tego powodu potrzebne sa pelne toksykologiczne badania wplywu na

zdrowie cztowieka oraz dzikie i domowe zwierzeta.

H,C =CH—CH;;(%H—CO—L‘Pro—L‘Ib*Me—L‘Val-Me*L'Ala*L'A}.a-(I)
CcO

Destruksyna A
H;C.
; C,C=CH—CHE-(I“H—CO~L*ProﬁL*Ik:—Me—L-Va]—Me—L-Ala—L-AIa—CI)
3
CO

Destruksyna B

H,C—CH~-CH,-CH-CO—L-Pro—LTe—Me—L-Val—Me—L Ala— L‘Ala—(l)
0 co

Destruksyna E
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Metarhizium anisopliae produkuje takze cytochalazyny C i D - zwiazki o nieco bardziej

skomplikowanej budowie [Aldridge et al., 1969]:

0]
H,C OH H,C ? om
A
HO HO
NH NH
H;C
H,C
CH,Ph 3
CH; 2 CH, CH,Ph
Cytochalazyna C Cytochalazyna D

Obok Metharhizium anisopliae  najczestszym obiektem badan sa grzyby Beauveria
bassiana oraz Beauveria brongniartii. Zidentyfikowano juz kilka cyklicznych peptydow
wydzielanych przez te szczepy. Sa to:

Bowerycyna o jeszcze nie w petni zdefiniowanej toksycznosci [Hamill ef al., 1969]:

H;C_ CH;
0" “cf
CH, )Yo
— 0
O« _N N_ CH,
, 0 0~ o
H;C N
0 <|:H_~_~CH3

CH, O CH,

Bowerycyna
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Bowerolidy [Suzuki ez al , 1977]:

R—CHCH,—CONH—CH(CH,Ph)-CONH—CHCH,CH(CHj),
0 C=0

R= —(CHy)sCH; Bowerolid H

R= _(CH2)’;CH3 Bowerolid |

Zdecydowanie wyzsza toksycznoscia charakteryzuja sie Basianolidy wydzielane rowniez

przez B. bassiana oraz inny bardzo znany patogen owadzi - Verticillium lecanii:

n=4 Basianolid a

C|H3 n n=5 Basianolid b

Zarowno destruksyny jak i inne cykliczne peptydy wykazuja si¢ duza stabilnoscia nawet w
ukiadzie trawiennym owada. Obserwowany efekt insektycydowy poprzez iniekcje oraz
podanie doustne zalezy od gatunku zywiciela. Efektywnos¢ tych zwiazkow zalezy rowniez
od innych czynnikéw: stadium rozwoju, wieku, pici, sposobu odzywiania sie zywiciela oraz
czystosci zrodta mykotoksyn. W najblizszym czasie nie jest mozliwe zastosowanie badan
molekularnych i inzynierii genetycznej w stosunku do peptydéw. Spowodowane jest to tym,
ze peptydowe toksyny wydzielane przez grzyby nie sg rezultatem syntezy rybosomalnej. Sa
one produktem aktywnosci wielkich multienzymatycznych kompleksow - syntetaz. Do te]
pory sklonowano i czgsciowo zsekwencjonowano tylko jeden gen podejrzewany o udzial w
kodowaniu syntetazy Dtx [Vey, 1998]. Z tego powodu nie przewiduje si¢ w najblizszym

czasie roslin transgenicznych produkujacych tego typu mykotoksyny grzyba.



15 Wstep

Sposréd niskoczgsteczkowych toksyn o niepeptydowym charakterze poznane s3

Produkowane przez B. brongniartii [Strasser et al, 1998] — Basianina, Tenellina i

Oosporeina:
HO
OH O
o)
H;C OH
0 0]
OH OH
Tenellina HO
O
HO
— HO CH,
o)
Oosporeina
0
OH
Basianina

oraz wydzielane przez Entomophthora virulenta [Claydon , 1978; Claydon i Grove, 1978]

dwa zwiazki innego typu:

HOOC©N=N©COOH

kwas 4,4'-azoksybenzeno dikarboksylowy

HOOC@ N=N-®CH20H

kwas 4,4'-hydroksymetylo azoksybenzeno karboksylowy
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1.5.2. Mykotoksyny wielkoczgsteczkowe

Mykotoksyny wielkoczasteczkowe zostaly zbadane tylko w niewielkim zakresie.
Zwykle s one biatkami lub glikoproteidami. Kilka zidentyfikowano w hemolimfie zywiciela,
lecz nie zostaty one do konca oczyszczone [Mazet et al., 1994; Milne ef al., 1994] i z tego
powodu nie opisano dokfadnie ich struktur oraz efektow biologicznych. W hodowlach na
podiozach  sztucznych stwierdzono obecnos¢é zwiazkdw, zwykle o charakterze
proteolitycznym, wykazujacych silnie toksyczny wptyw na owady. Tylko jeden z nich zostat
catkowicie oczyszczony -Hirsutellina A produkowana przez grzyb atakujacy stawonogi -
Hirsutella thompsonii [Mazet, 1992; Mazet i Vey, 1995]. Obecnie wiadomo, ze jest to 15
kDa biatko, o pHI=10.5, nieglikozylowane. Znana jest takze sekwencja 34 aminokwasow od
konca NH i pewnych fragmentow peptydowych uzyskanych poprzez  trawienie
proteolityczne [Vey, 1998].

Ogolnie uwaza sie, ze do biologicznej kontroli owadow trudno stosowaé
wielkoczasteczkowe toksyny grzybéw z powodu trudnosci w zachowaniu ich ztozonej
przestrzennej struktury oraz aktywnosci w naturalnym $rodowisku i przewodzie
pokarmowym stawonogoéw. Jednak roéznorodno$¢  bialek produkowanych przez
mikroorganizmy pozwala przypuszczaé, ze mozliwe jest uzyskanie biatka wystarczajaco
stabilnego 1 wysoce toksycznego per os.

Dlugoterminowe i atrakcyjne perspektywy zastosowan moga byé oczekiwane od badan nad
genami biatek i glikoprotein. Proponuje sie dwa gldwne zastosowania:

- wyselekcjonowane geny moglyby by¢ wszczepiane grzybom w celu zwiekszenia ich
wirulencji, lub wirusom ( szczegolnie bakulowirusom) czy bakteriom;

- transformacja uprawianych roslin przez geny grzybow, w celu uzyskania nowych roslin
transgenicznych chronionych przed najczesciej wystepujacymi szkodnikami upraw. Takie
zastosowanie jest mozliwe tylko wtedy, gdy zwiazek wykazuje silng toksycznosé po jego

spozyciu, i nie stwarza problemu bezpieczenstwa dla srodowiska [Vey, 1998].
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1.6. Regulacja wydzielania metabolitéw drugorzedowych u grzybéw

Metabolity wtorne (idiolity) sa zwiazkami produkowanymi zwykle podczas fazy
(idiofazy)  nastepujacej po fazie szybkiego wzrostu grzyba (tiofofazie). Zwykle w
pozywkach bogatych, gwarantujacych szybki wzrost tych mikroorganizméw fazy te s
oddzielone, natomiast w przypadku pozywek ubogich moga sie na siebie nakladac.
Okreslenie metabolity drugorzedowe nie wynika z czasu ich produkcji, lecz z faktu, ze
zwiazki te nie sa niezbedne dla wegetatywnego wzrostu mikroorganizmu. Zdolno$¢ ich
wytwarzania posiadaja jedynie pojedyncze gatunki z calych rodzajow. Zawieraja one
nietypowe chemiczne pofaczenia, jak P-laktamowe pierécienie, cykliczne peptydy
zbudowane z typowych badz modyfikowanych aminokwaséw, nienasycone wigzania
poliacetylenow i polienow oraz duze pierscienie makrolidowe. Zwiazkami tego typu sa:
mykotoksyny, antybiotyki, barwniki i feromony. Idiolity produkowane sa zwykle nie jako
pojedyncze zwiazki, lecz jako kilka nalezacych do okreslonej rodziny chemicznej - jest to
spowodowane niska specyficznoscig niektorych enzymow uczestniczacych w metabolizmie
wtornym. Na poszczegolne szlaki biosyntetyczne czesto wplywa mechanizm regulacyjny
polegajacy m. in. na zaleznosci od zrodla wegla, azotu, fosforanéw czy tez indukcji enzymu.
Innymi czynnikami wptywajacymi na wydzielanie metabolitow drugorzedowych sa:
zawartos¢ metali w pozywce, poziom tlenu, $wiatto i temperatura. Zwykle najlepszym
zrodlem wegla dla wzrostu jest glukoza, lecz opdznia ona wydzielanie wielu metabolitow
drugorzgdowych przynajmniej do momentu jej zuzycia. Do produkcji idiolitow lepszymi
zrodtami wegla okazuja si¢ by¢ trudniej przyswajalne polisacharydy, oligosacharydy oraz
oleje. Najbardziej znanym przyktadem represji tego typu moze byé produkcja penicyliny G
przez Penicillium chrysogenum. Glukoza hamuje powstawanie tripeptydu z kwasu L-a-
aminodipinowego, L-waliny i L-cysteiny. Z kolei wytwarzanie aflatoksyn przez
mikroorganizmy (np. Aspergillus parasiticus) jest proporcjonalne do ilosci glukozy w
pozywce, gdyz produkcja tych mykotoksyn jest indukowana przez produkt metabolizmu
tego skiadnika. Jony NHs" maja negatywny wplyw na produkcje idiolitow, na przyklad
produkcja octandéw fenoli przez Aspergillus fumigatus zachodzi dopiero po zupelnym

zuzyciu tych jonow. Podobny wptyw na Gibberella fujikuroi ma inne zrodho azotu - glicyna.
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Grzyb ten wytwarza bikaweryne dopiero po wyczerpaniu sie glicyny. Wydzielanie tego
metabolitu inhibuja takze wyzsze stezenia nieorganicznych fosforanow. W wielu hodowlach
maja one duze znaczenie. Stosowane w zakresie stezen 0.3 - 300 mM zwykle przyspieszaja
rozwo6j mikroorganizméw, lecz juz stezenie 10mM zaczyna hamowaé produkcje wielu
metabolitow wtérnych. W niektérych przypadkach dla produkcji okreslonego metabolitu
wazna jest stymulacja enzymow uczestniczacych w jego biosyntezie. Takim przykfadem byta
wymieniona powyzej stymulacja produkcji aflatoksyn przez glukoze. W przypadku
produkcji benzodiazepanowych alkaloidow przez Penicillium cyclopium stymulatorem
procesu jest fenyloalanina. Innymi czynnikami uczestniczacymi w regulacji wytwarzania
idiolitow sa metale. Cynk w stezeniu wigkszym niz jest to wymagane dla wzrostu grzyba
nasila produkcje aflatoksyn, z kolei nadmiar manganu jest konieczny dla biosyntezy patuliny.
Wysoki poziom tlenu w pewnych przypadkach moze dziataé hamujaco np. na produkcje
aflatoksyn. Swiatlo powoduje rozne efekty - uwaza si¢ ze ma negatywny wplyw na
wydzielanie aflatoksyn natomiast stymuluje tworzenie enniatyn przez Fusarium
sambucinum. Korzystny wplyw moze mie¢ obnizenie temperatury ponizej poziomu
gwarantujacego optymalny wzrost mikroorganizmu. Przykladem na to ponownie jest
produkcja enniatyn i aflatoksyn. Proces biosyntezy metabolitow wtornych zostaje przerwany
takze na skutek nieodwracalnego zaniku jednego lub wiekszej ilosci enzyméw szlaku

biosyntetycznego i efektu sprezenia zwrotnego akumulowanego produktu [Demain, 1986].
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2. CELE BADAWCZE

L. Poszukiwanie czynnikéw, ktére moga uczestniczy¢ w  procesie infekcji i
toksykacji organizmu owada postanowiono dokonaé poprzez:

a) szczegOtowy analiz¢ frakcji neutralnych lipidow zawartych w grzybni
entomopatogena - Zoophthora (Neopandora) phyllobii oraz sprawdzenie, czy w jej
sktadzie nie wystepuja mykotoksyny;

b) przeprowadzenie analizy (HPLC) metabolitow wydzielanych do podioza
przez wybrane szczepy z rodzaju Zoophthora i Paecilomyces, w zaleznosci od wieku
hodowli;

¢) wykonanie testow na aktywnos$c biologiczna metabolitéw zawartych w plynie
pohodowlanym badanych szczepéw, w stosunku do larw Galleria mellonella, w
zaleznosci od dnia hodowli tych grzybow;

d) poszukiwanie korelacji pomiedzy obrazem HPLC (wysokoci$nieniowa
chromatografia cieczowa) metabolitow zawartych w plynie pohodowlanym, a jego
oddzialywaniem na larwy G. mellonella;

e) porownanie aktywnosci biologicznej wzgledem larw G. mellonella surowego
plynu po hodowli Z. neoaphidis, oraz jego poszczegblnych frakcji uzyskanych po
ultrafiltracji;

f) Oznaczenie aktywnosci proteolitycznej, lipolitycznej, chitynolitycznej oraz
amylolitycznej filtratu po hodowli Z. neoaphidis w zaleznosci od czasu trwania hodowli

tego grzyba.

2. Proby izolacji metabolitow wydzielanych przez szczepy Paecilomyces sp nr

kat. 2430al i1 Paecilomyces sp. nr kat. 2428d.

3. Przeprowadzenie procesu biotransformacji wybranych  zwiazkéw
modelowych w celu okreslenia wiasciwosci enzymatycznych typu utlenienia - redukcji
badanych szczepéw, oraz sprawdzenia, czy grzyby te mozna stosowa¢ wraz z innymi
zwiazkami wykorzystywanymi do ochrony roslin bez powodowania degradacji tych

zwiazkow.
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3. BADANIA WLASNE

3.1. Neutralne lipidy izolowane z grzybni Zoophthora phyllobii

Grzyby nalezace do rodzaju Zoophthora odgrywaja znaczaca role w regulagji
populacji owadéw w naturze, dlatego moga sta¢ si¢ obiecujacymi bioinsektycydami
[Wraight ez al., 1993, Fau i Li 1994, Wilding 1983]. Pomimo tego, iloéé informagji o ich
metabolitach jest raczej niewielka. Chemiczna charakterystyka tych produktéow jest
niezbgdna w badaniach mechanizmu infekcji organizmu owada a dodatkowo moze
dostarczy¢ cennych informacji dla chemo-taksonomii rodzaju Zoophthora. Ulatwia to
bardziej precyzyjna klasyfikacje mikroorganizméw w grupie entomopatogendéw. Celem
badan podejmowanych w naszym laboratorium jest poszukiwanie zwiazkow, ktore moglyby
by¢ biologicznie aktywne w stosunku do organizmu owadéw. We wczesniejszych
publikacjach [Urbanczyk et al., 1992; Zabza et al., 1995] prezentowane byly glowne
skladniki frakcji neutralnych lipidow ekstrahowanych z grzybni 8 dnia wzrostu Z. (Erynia)
ovispora i Z. (Erynia) neoaphidis. Wprawdzie wzrost grzybni dla tych szczepow byt
najwigkszy 6 i 7 dnia hodowli, jednakze 8 dnia masa frakcji neutralnych lipidow byla
wigksza a sklad najbardziej zroznicowany. W ramach pracy magisterskiej przeprowadzono
analize ilosciowych i jakosciowych zmian w biosyntezie neutralnych metabolitow przez
szczep Zphyllobii w zaleznosci od dnia hodowli tego grzyba oraz scharakteryzowano
frakcje wolnych kwasow tluszczowych ekstrahowanych z grzybni i przesaczu
pohodowlanego 4 dnia hodowli. Przewazajacym skladnikiem ekstraktow byly
triacyloglicerole (TAG). Najwigksza ilos¢ tych zwiazkéw wystepowata 4 dnia hodowli. Tlosé
»niezwigzanych” kwasow tluszczowych nie zmieniala sie znaczaco, natomiast lokalne
maksimum diacylogliceroli (DAG) wystapito 10 dnia wzrostu. Zawarto$é steroli prawie
niezmienna do 8 dnia osiagneta swoja najwieksza warto$é dopiero 16-tego dnia hodowli.

W obecnej pracy, w celu poréwnania skiadu lipidow badanego szczepu ze skiadem
analogicznych frakcji, produkowanych przez innych przedstawicieli rodzaju Zoophthora - Z.
ovispora [Urbanczyk et al., 1992] oraz Z. neoaphidis [Zabza et al., 1995] dokladnej
charakterystyce poddano frakcj¢ ekstrahowana z grzybni 8 dnia hodowli. Na rysunku 1
przedstawiono chromatogram HPLC tej frakcji.
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Charakterystyka neutralnych lipidow zostata dokonana dzigki pomocy prof. Szafranka i jego
wspolpracownikow z Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego, ktorzy opracowali
metody identyfikacji poszczegolnych typow zwiazkow i dysponowali odpowiednia aparatura
i wzorcami. Analizy NMR zostaly przeprowadzone przez prof. G. Cimino z Istituto per la
Chimica di Molecole di Interesse Biologico del CN.R. w Arco Felice (Neapol) [Greb-
Markiewicz et al., 1998]. Zastosowanie koiniekcji oraz chromatografii gazowej sprzezonej

ze spektrometrig masowsa pozwolito na wydzielenie nastepujacych grup zwiazkow:

Nr piku | Typy zwiazkow Yo
| weglowodory HC $lady
2 steroidy STE | 1:5
3 nieznane 0.7
4 tnacyloglicerole TAG | 80.1
5 tnacyloglicerole TAG Il
6 steroidy STE 11 4.4
7 diacyloglicerole DAG 3.0
8 kwasy tluszczowe FA i 10.3

monoacyloglicerole MAG

60 40 20 time[min] 0

Rys. 1. Chromatogram HPLC ekstraktu z 8 dnia hodowli Z. phyllobii
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3.1.1. Weglowodory (HC)

Zawarto$¢ procentowa powyzszej frakcji w calym ekstrakcie byla bardzo niska.
Podobnie do wynikéw prezentowanych przez innych autoréw [Weete, 1976], jej
skiadnikami sa homologiczne serie n-alkanow zawierajacych od 10 do 33 atoméw wegla.
Potwierdzone zatem zostaly wczesniejsze obserwacje, ze analogicznie do innych
prymitywnych organizméw, grzyby produkuja podobne ilosci nieparzystych i parzystych
serii. weglowodoréw [Losel, 1988]. Nie stwierdzono obecnosci izo- oraz anteizo-
pojedynczo rozgalezionych alkanow.

Charakterystyczna dla tej frakcji byla obecno$é na chromatogramie silnego sygnahu
pochodzacego od skwalenu. Jego widmo masowe bylo identyczne z przedstawionym przez
Weete’go [1976]. Zwiazek ten jest rzadko izolowany z grzybow. Tworzenie skwalenu w
hodowli wytrzasanej grzyba Rhizopus arrizus thumaczy sig niedostatkiem tlenu w zanurzonej
grzybni [Weete ef al., 1970]. Wystepowanie tego zwiazku stwierdzono takze we frakcji

weglowodorowej membran cytoplazmatycznych Candida utilis [Fabre-Joneau et al., 1969].

Nr Nazrwa weglowodoru Zawartost we

tku frakeii [%6]

1 n-nonakozan  n-Cq 1.3

2 n-ejkozan n-Cyy 2.0

3 n-hejkozan n-Cy 33

4 n-dokozan n-Css 2.0 I

5 n-trik n-Cyy 4.0

6 | ntetrakozan _ n-Cy 10 I 10,11

7 n-pentakozan _ n-Cps 6.7 S

B n-heksak n-Cpe 93

9 n-heptakozan  n-Co; 73 "

10 n-oktakozan n-Cprp 4.0 l

11 kwalen C,y 40

12 n-nonakozan  n-Cis 53

13 netriakontan _ n-Cyo 6.0

14 n-hentriak n-Cqy 27

15 | n-dotrial n-Cy 13 l

16 n-wil:ria_hgma.n n-Cyy 0.7

8
5 998 9 ’
3 4 9 6 -
2 | [ 14 45
16

T A REAL | T T T T T 0Bk T
a4 Jaa [EE} Jax 144
Il time[min] 2 3

Rys. 2. Chromatogram gazowy frakcji weglowodorow
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3.1.2. Steroidy

Grzyby moga produkowaé szeroka game steroli, przy czym wigkszo$é gatunkow
kumuluje tylko jeden lub dwa gléwne polaczenia z tej grupy. W przypadku Z phyllobii
takim podstawowym skfadnikiem frakgji steroidowej jest kampesterol lub jego epimer 22-
dihydrobrassicasterol (STE II na Rys.1). Struktury te udowadnia widmo masowe
trimetylosilylowej pochodnej sterolu, nie pozwala ono jednakze na jednoznaczne przypisanie
jednej z nich [Brooks er al., 1968]. Porownawczy indeks retencji (octan cholesterolu
RRI=1) acetylowych pochodnych mierzony na kolumnie kapilarnej DB-1 w 260°C wynosit
1.28 i byt bliski otrzymanemu dla octanu kampesterolu lub 22-dihydrobrassicasterolu (1.29)
[Itoh er al, 1982]. Przeprowadzenie koiniekcji ze standardem (kampesterol/22-
dihydrobrassicasterol) potwierdzito zgodno$é z tymi zwiazkami, lecz bez rozréznienia z
ktérym. Obecno$¢ tych samych zwiazkow ( jednego lub dwoch) stwierdzono wczesniej dla
Z. (Erynia) neoaphidis [Zabza et al., 1995].

Z frakcji STE I wyizolowano giowny skiadnik - kampesterol zestryfikowany kwasem
thuszczowym. Jego struktura zostata zidentyfikiwana na podstawie widma NMR, na ktorym
obecne byly sygnaly czterech grup metylowych przy § = 0.79, 0.80, 0.85 i 0.91 ppm,
charakterystyczne dla fancucha bocznego kampesterolu. Singlety przy § = 0.68 i 1.03 ppm,
oraz obraz pozostatych sygnatow na widmie, jednoznacznie udowadnialy obecnosé
steroidowego szkieletu. Czgsciows strukture kwasu thuszczowego ukazuja triplety: CHa-
CO przy & =2.31 oraz CH,-CH; przy & = 0.88. Ztozony uklad sygnaléw przy & ~ 5.35 ppm

moze pochodzi¢ od protonéw H-3 oraz H-6.

Rys. 3. Kampesterol/ 22-dihy drobrassikasterol
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3.1.3. Triacyloglicerole (TAG)

Skiad frakcji TAG zostat okreslony przez spektrometrie masowa FD MS (desorpcja
polem). W tabeli 1 przedstawiono widmo masowe FD oraz prawdopodobng zawarto$é
kwasow tluszczowych triacylogliceroli, wydedukowang na podstawie analizy GC/MS ich
estrow trojmetylosilylowych. Zawieraja one jony o m/e odpowiadajacych triacyloglicerolom
0 ogolnej liczbie atoméw wegla 37, 39, 41, 45, 47, 49, 51, 53 oraz 55. Gazowy
chromatogram (GC/MS) kwasow tluszczowych w postaci estrow silylowych zostat
przedstawiony na rys. 3. Stwierdzono na nim obecno$¢ tylko nasyconych kwasow
tluszczowych od C-10 do C-18.

Przypadek elucji podwojnych pikow triacylogliceroli (frakcja TAG 1 oraz TAG IT na rys. 1)
podczas chromatografii gazowej na kolumnie Si-60 stwierdzony zostat takze przez innych

badaczy [Christie, 1985].

3
. Nr Kwasy thuszczowe Zawarto$é
piku zwiazane w TAG we frakeji
(%
1 n-dck:mowy C]g-g 22
2: 2 n-dodekanowy Cj15 24
1 ’ 3 n-tetradekanowy Cj4 31
4 n-heksadekanowy Cig.0 16
5 n-oktadekanowy Cjg 7
4
i
5
13%
e Y R | JL_-L_._J L | =
% i a u S Y T
5 16 27 time[min] 38

Rys. 4. Chromatogram gazowy silylowych estrow kwasow thuszczowych zwiazanych w

triacyloglicerolach
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Tabela 1. Sygnaly widoczne na widmie FD MS oraz prawdopodobny sktad triacylogliceroli

610 37
638 100
666 50
694 95
718 15
722 42
746 30
750 62
802 52
806 70
830 35
834 72
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3.1.4. Diacyloglicerole (DAG)

Diacyloglicerole sa zwiazkami towarzyszacymi triacyloglicerolom u grzybow. Sg one
diestrami glicerolu, wystepujacymi w dwéch izomerycznych formach: strukturach 1,2- oraz
1,3-diacylo. W celu przeprowadzenia analizy GC przeprowadzono je w stabilne etery
sililowe. Uzyskano dobry rozdzial w zaleznosci od taficuchéw kwaséw thiszczowych.
Dodatkowo widma masowe metylowych pochodnych eterow diacylogliceroli pozwalaly na
identyfikacj¢ sktadu kwasow thuszczowych i izomerycznych 1,2- lub 1,3- struktur.

Na chromatogramie gazowym pochodnych TMS frakeji diacylogliceroli widocznych
jest pig¢ zwiazkow (Rys. 4). Odpowiadajace im jony zawarte sa w tabeli 2. Jon (M-
RCOOCH,)" moze sluzy¢ zaréwno do identyfikacji kwasow jak i rozroznienia pomigdzy
izomerami  1,2- i 13- Dla 1,3-diacylowych pochodnych podstawionych dwoma
identycznymi grupami wystepowat jeden intensywny sygnat, a dla podstawionych dwoma
roznymi acylami - dwa sygnaty (Tab. 2). Jon (M-RCOOCH,)" na widmach 1,2 -pochodnych
jest niewidoczny [Curstedt, 1974], stad mozna bylo stwierdzi¢, ze badany grzyb nie
produkuje tych potaczen.

Dalsze potwierdzenia izomerycznej struktury wynikaly z poréwnania intensywnosci
jonow RCO™ i (R-COO=Si(CH:))" [Myher et al, 1978]. Natezenie jonéw (R-
COO=Si(CHs),)" dla izomeréw 1,2- ( z jednym lub dwoma réznymi acylami) powinno by¢
zdecydowanie wigksze od natezenia jonéw RCO’. Na tej podstawie mozna bylo
jednoznacznie stwierdzi¢, ze w przeciwienstwie do Z. ovispora [Urbanczyk et al., 1992]i Z.
neoaphidis [Zabza et al., 1995], w przypadku Z. phyllobii nie stwierdzono obecnosci 1,2-
dwupodstawionych diacylogliceroli. Natomiast diacyloglicerole wystepujace u Z. phyllobii,

obecne byly takze w przypadku Z. ovispora lecz w znacznie mniejszych ilo$ciach.
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Tabela 2. Charakterystyczne jony diacylogliceroli (w postaci pochodnych TMS)
wyekstrahowanych z grzybni Zoophthora phyllobii 8 dnia hodowli

RCOOCH2 RCOOSI(CH3) 0
1 315(100)* 257(30) 183(55) 1,3-didodekanoiloglicerol
2 315(95), 343(90) 257(20Y, 285(18) 183(40); 211(35) | 1-dodekanoilo-3-tetradekanoiloglicerol
3 315(25),371(20) 257(5), 313(3) 183(10), 239(8) | l-dodekanoilo-3-heksadekanoiloglicerol
343(100) 285(17) 211(35) 1,3-ditetradekanoiloglicerol
4 343(70), 371(68) 284(13);313(11) 211(35),239(25) | 1-tetradekanoilo-3-heksadekanoiloglicerol
*intensywnosci wzgledne
4
M
2
Nr piku Diacyloglicerole Zawartos¢ we
(jako pochodne TMS) frakeji [%)]
1 1,3-didodekanoiloglicerol 3.0
2 1-dodekanoilo-3-tetradekanoiloglicerol 35
3 1-dodekanoilo-3-heksadekanoiloglicerol
1,3-ditetradekanoiloglicerol 15
4 1-tetradekanoilo-3- 37
heksadekanoiloglicerol
5 1,3-diheksadekanoiloglicerol 3.0 3
1 [
5
20 time[min] 10 -0

Rys. 4. Chromatogram gazowy pochodnych TMS diacylogliceroli
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3.1.5. Wolne kwasy tluszczowe (FA)

Wolne kwasy tluszczowe sg znaczacym skladnikiem frakcji lipidowej grzybow.
Najczesciej spotykanymi sg homologiczne serie n-nasyconych badz n-nienasyconych
monokarboksylowych kwaséw rozniacych sie o jeden atom wegla w zakresie od C10 do
C26. Rozdzielone za pomoca HPLC kwasy, poddawane byl analizie GC/MC w postaci
metylowych estrow (Rys. 5). Frakcja skiada si¢ z dwoch homologicznych serii kwasow
thuszczowych: nasyconych od C10 do C24 oraz nienasyconych od C18 do C24. Widoczne
sq takze slady kwasoéw z nieparzysta liczbg atoméw wegla w zakresie pomiedzy C15 i C25.
Przed metylowym estrem kwasu oktadekanowego zostaly wymyte dwa geometryczne
izomery metylowych estrow kwasu C18:1 o identycznych widmach masowych.
Prawdopodobnie sg to geometryczne izomery kwasu C18:1, przy czym na niepolarnej fazie
CP SIL 5CB izomer trans zostal wymyty przed izomerem cis.

W czasie wzrostu grzyba nastgpowaly zmiany skladu frakcji FA. Najbardzie]
charakterystyczny byl wzrost zawartosci kwasu tetrakozenowego az do 16 dnia hodowli,

kiedy to stawal si¢ glownym skladnikiem frakcji, podczas gdy malata zawartosé kwasu

heksadekanowego.
Nr piku Kwasy tluszczowe
1 n-dekanowy Cioo
4 2 n-dodekanowy Ciae
3 n-tetradekanowy Cieo
4 n-heksadekanowy Cigo
5a trans-oktadekanowy Cs,
3 5b cis-oktadekanowy Cis.
6 n-oktadekanowy C 150
7 ejkozenowy Cago
2 8 n-ejkozanowy Cang
9 dokozenowy Cay
10 n-dokozanowy Cxa
11 tetrakozenowy Cay
12 n-tetrakozanowy Casa
6
1 Sh 1
Sa 7 9
s 10 12
— L—-__-‘
10 time[min] 20 30 40 50

Rys. 5. Chromatogram gazowy metylowych estrow wolnych kwaséw thuszczowych
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Tabela 3. Sktad wolnych kwasow thuszczowych u Z. phyllobii w poréwnaniu z innymi

przedstawicielami rodzaju Zoophthora

dekanowy C10:0 1.5 4.1 - 84.0
dodekanowy C12:0 25.3 15.0 5.8 1.2
tetradekanowy C14:0 21.0 28.8 12.5 2
pentakozanowy  C15:0 - - 0.1 -
heksadekanowy  C16:0 18.0 31.0 16.8 8.5
heksadekenowy  C16:1 - - 0.3 -
heptadekanowy  C17:0 - - 0.1 -
oktadekanowy C18:0 14.0 6.5 44.7 3.9
oktadekenowy C18:1 6.2 - 8.2 0.2
oktadienowy C18:2 - trans 1.8 1.7 -
cis 2.3
oktatrienowy C18:3 - 0.3 -
ejkozanowy C20:0 0.5 0.1 - -
ejkozenowy C20:1 5.0 - 0.8 -
eikozedienowy  C20:2 - 1.9 0.8 -
unkozenowy £21:1 - - 0.6 -
dokozanowy €220 1.0 0.2 2.7 0.3
dokozenowy C22:1 3.3 - 0.3 -
dokozadienowy C22:2 - 2.3 - -
tetrakozanowy C24:0 1.0 1.2 4.1 0.3
tetrakozenowy  C24:1 3.2 - - 0.4
tetrakozadienowy C24:2 - 4.9 - -
heksakozanowy (C26:0 - - - -
heksakozenowy (C26:1 - - - -

*[Urbanczyk et al., 1993]
# [Zabza et al., 1995]

3.1.6. Monoacyloglicerole (MAG)

Rozdzielona za pomoca HPLC frakcja nr 8 (Rys. 1) zostala zanalizowana przy

pomocy GC/MS w postaci trojmetylosilylowych pochodnych. W poréwnywalnych ilosciach

wystgpowaly w niej trzy monoacyloglicerole: dodekanoiloglicerol, tetradekanoiloglicerol
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oraz heksadekanoiloglicerol. Sumaryczna zawartos¢ tych zwiazkoéw wynosita okolo 10%
frakcji wolnych kwaséw tluszczowych w trakcie pierwszych dziesieciu dni , po czym

spadata do ilosci sladowych w 21 dniu hodowli.

Prawie wszystkie zidentyfikowane skladniki frakcji lipidowej byly obecne w
ekstraktach innych reprezentantow rodzaju Zoophthora, lecz w roznych ilosciach. Dla
wszystkich tych grzybow stwierdzono duza zawarto$¢ kwasu heksadekanowego, co wydaje
si¢ najbardziej charakterystyczne dla tego rodzaju [Urbanczyk et al., 1992, Zabza et al.,
1995]. W przypadku Z. (Neopandora) we frakcjach TAG oraz DAG przewazal kwas
tetradekanowy, a kwas heksadekanowy dominowal we frakcji wolnych kwasow
tluszczowych. Z kolei u Z. (Erynia) ovispora we frakcji TAG (41.5%) oraz DAG (38.8%)
dominowat kwas dodekanowy, a we frakcji FA kwas oktadekanowy (44.7%). Kwas
dodekanowy byt takze glownym skiadnikiem frakcji TAG (62.8%) i FA (84.0%) szczepu Z.
neoaphidis. Jesli chodzi o frakcje steroidowa STE grzybnia Z. ovispora zawierala duze
ilosci cholesterolu i ergosterolu, podczas gdy Z. neoaphidis i Z. phyllobii tylko kampesterol
i/lub 22-dihydrobrassicasterol. Interesujace natomiast bylo stwierdzenie obecnosci skwalenu
we frakcji weglowodorowej. Zaden z opisanych skladnikow nie moze by¢ uwazany za
aktywny czynnik bioracy udziat w procesie intoksykacji organizmu owada, jednakze
stosunkowo wysokie stgzenie wolnych kwasow tluszczowych (szczegdlnie u Z. neoaphidis)

moze wywiera¢ negatywny wplyw na ten organizm.
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3.2. Poszukiwanie metabolitow mogacych uczestniczyé w procesie
intoksykacji organizmu owada przez grzyby Paecilomyces sp. nr Kkat.
2428d oraz Paecilomyces sp. nr kat. 2430al

Za wyjatkiem aflatoksyn, dostepnych jest niewiele informacji o strukturze i wplywie
metabolitow grzybéw na owady, zwlaszcza jesli nie sa one skutecznymi antybiotykami lub
znanymi toksynami w stosunku do ssakow [Wright et al., 1982]. Tylko nieliczne metabolity,
produkowane przez entomopatogeniczne grzyby, byly izolowane i ustalono ich struktury.
Prowadzone na ten temat badania ograniczaja si¢ w zasadzie do kilku gatunkéw grzybow,
ktore sa fatwe w hodowli laboratoryjnej i produkuja wigksze ilosci polaczen, z reguly o
strukturze peptydowej. Rodzaj Paecilomyces obejmuje réznorodne gatunki. Znajdujg sie
pomigdzy nimi zaréwno gatunki szkodliwe dla cztowieka, jak np. P. lilanus jak i grzyby
bedace patogenami owadow, jak P. farinosus czy P. fumoso-roseus. P. lilanus produkuje
peptydowe toksyny - leucynostatyny oddziatywujace na komorki watroby u ssakéw [Mikami
et al., 1984]. Nieopisane blizej szczepy wytwarzaja lipoheksyne bedaca inhibitorem
prolilowej endopeptydazy [Heinze er al., 1997]. Pojedyncze gatunki wykazuja zdolno$é
produkciji antybiotykow peptaibolowych [Briickner e al. 1991].

Badane szczepy sa nieopisanymi jeszcze dokfadnie mikroorganizmami, $wiezo
przeniesionymi z ich naturalnego $rodowiska w Bawarii, gdzie znaleziono je na larwach
chrzaszczy. Juz w pierwszych plynnych hodowlach na pozywce ,pelnej” (rozdz. 5.1)
uzyskano ich szybki rozw¢j, co ilustruja przedstawione ponizej krzywe wzrostu tych
szczepow (Rys. 7, 8; Tab. 4, 5). W trakcie dalszych badan stwierdzono, ze rosna one w
stopniu zadowalajacym na pozywce ,nieorganicznej” z dodatkiem glukozy (rozdz. 5.1.).
Dokiadniejsze badania kinetyki wzrostu na tej pozywce oraz aktywnosci enzymatyczne i
wstepne proby  zbadania metabolitow wielkoczasteczkowych byly tematem pracy
magisterskiej wykonanej w naszym laboratorium [M. Celejowski i D. Ziétko, 1997].

Zadaniem obecnej pracy bylo wyszukanie tych metabolitow, ktére odgrywaja
znaczacy role w procesie patogenezy owada. W tym celu, podczas hodowli grzybow na
pozywce plynnej pobierano probki, ktore nastepnie poddawano analizie HPLC i

wstrzykiwano larwom Galleria mellonella.
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Tabela 4. Krzywa wzrostu szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2428d na pozywce ,,petne;"
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Rys. 7. Krzywa wzrostu szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2428 na pozywce , pelnej"
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Tabela 5. Krzywa wzrostu szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2430al na pozywce , peine;"

4 6.9 21.5
6 7.1 249
8 6.9 51.8
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Rys. 8. Krzywa wzrostu szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2430al na pozywce ,,peinej"
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Aby okresli¢ fazg rozwoju grzybow wyrywkowo mierzono wartosé pH plynu oraz wazono
mas¢ grzybni. Poniewaz do analiz pobierano jednakowe ilosci ptynu pohodowlanego, to
intensywnosci sygnatéw na chromatogramach HPLC mozna bylo wykorzystaé do
porownywania wzglednych ilosci rejestrowanych substancii.

Dobor warunkéw rozdziatu wymagat wielu prob i poszukiwan literaturowych. Struktury
wtornych metabolitéw sg bardzo zroznicowane, stad dobranie uniwersalnych parametrow
dobrego rozdziatu dla wszystkich typow strukturalnych jest trudnym zadaniem. Wstepne
badania spektroskopowe ('"H-NMR i ESI MS) wybranych frakcji sugerowaly peptydowy
charakter biosyntezowanych zwiazkow. Najlepsza rozdzielczo$é chromatograméw uzyskano
przy rosngcym gradiencie acetonitrylu w wodzie przy 0.1% zawartosci TFA, eluencie
czgsto stosowanym dla rozdzialéw chromatograficznych peptydow a takze biatek [Tempst
et al., 1987]. Eluentu o podobnym skladzie uzywat tez Frisvad [Frisvad, 1987; Frisvad et
al.,1989] i uwazat go za gwarantujacy rozdziat wszystkich znanych mykotoksyn i wtérnych
metabolitow. Sposrod testowanych dlugosci fal (220, 254, 345Smn), A = 220 nm dawata
najpelniejszy obraz metabolitow. Aby sprawdzi¢ stosowane parametry HPLC
przeprowadzono analiz¢ standardowych preparatow peptydow i bowerycyny uzyskujac ich
bardzo dobry rozdzial. Stwierdzono tez, ze w powyzszych warunkach standardowe
preparaty bialek nie eluowaly. Analizowane zwiazki praktycznie rozpuszczaly sie tylko w
wodzie i czgsciowo w metanolu, natomiast byly nierozpuszczalne w chlorku metylenu, co

moze sugerowac przewage aminokwasoéw hydrofilowych i nie tworzenie form cyklicznych.

Szczegdlne trudnosci wystgpowaly w przypadku prowadzonych badan nad
metabolitami  grzyba Paecilomyces sp. nr kat. 2428d. Chromatogramy HPLC
przedstawiajace metabolity zawarte w plynie pohodowlanym w poszczegolnych dniach w
czasie wzrostu grzyba zmienialy si¢ dla kazdej powtorzonej hodowli pomimo zachowania
powtarzalnosci warunkéw. Metabolity produkowane w wybranych dniach wzrostu podczas
jednej z hodowli przedstawiaja chromatogramy na Rys. 9. Bardziej charakterystyczne piki sa
widoczne przy RT ~ 6.8 i 23 min. Sygnaly te pojawiaja si¢ na niemal wszystkich
chromatogramach pochodzacych z tej hodowli. Sygnaly od innych metabolitow pojawiaja

si¢ z roznymi intensywnosciami przy RT ~ 19 i 16 min, gtéwnie pomiedzy 3 a 20 dniem
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hodowli. Rezultaty testow biologicznych (Rys. 9A) nie wykazuja zaleznosci od
pojawiajacych si¢ na chromatogramach zwiazkéw, przez co trudno przyporzadkowac
toksyczny efekt konkretnym metabolitom. Zwiazki wydzialane piatego dnia hodowli
wykazywaly najszybsze dziatanie - larwy byly zabijane juz po uptywie 24 godzin. Silng
aktywnos¢ obserwowano takze w przypadku ptynéw pohodowlanych pochodzacych z 2, 3,
7,8, 16, 29, 1 39 dnia, kiedy to larwy zabijane byly po upltywie okoto 48 godzin. Pozostate
probki zabijaty larwy po kolejnych 24 godzinach.

Zdecydowanie odmienne byly metabolity tworzone podczas kolejnej hodowli,
prowadzonej jedynie 2 tygodnie pozniej (chromatogramy HPLC na Rys. 10). Na tych
chromatogramach niewidoczne sa piki charakterystyczne dla poprzedniej hodowli. Zwiazek
0 RT = 32 min, przewazat zdecydowanie w pierwszych dniach wzrostu grzyba (3 i 4 dzief),
potem prawie zupetnie zanikt. Roznorodnos¢ biosyntetyzowanych metabolitow jest duza,
lecz zaden z nich nie dominuje. Podobnie jak w poprzednim przypadku, metabolity
tworzone na poczatku hodowli wykazuja stosunkowo wysoka aktywnos¢ w stosunku do
larw G. mellonella (Rys. 10A), jednakze wystepuje ona przy roéznych zwiazkach na
chromatogramach. Wydaje sie, ze metabolity wystepujace we wstrzykiwanych probkach
pochodzacych z innych dni wzrostu byly mniej toksyczne (lub wystepowaly w mniejszych
stezeniach), gdyz wiele larw przezylo.

Odmienny obraz tworzonych metabolitow przyniosta nastepna hodowla
(chromatogramy HPLC na Rys. 11). Dwa zwiazki charakteryzujace sie RT ~ 5.6 i 33-34 min
produkowane byly niemal w ciagu catego cyklu zyciowego badanych owadomorkéw, tylko
w roznych ilosciach. W 9 i 11 dniu mozna zauwazy¢ kilka dodatkowych sygnatow. Takze w
tym przypadku stosunkowo najwigksza aktywnos¢ biologiczna zaobserwowano dla
metabolitow produkowanych w poczatkowych dniach hodowli, kiedy to wszystkie larwy
zostaly zabite w ciagu 48 godzin (Rys. 11A) Poréwnujac przebieg zmian aktywnosci
biologicznej i zwiazow wystepujacych na chromatogramach nietatwo jest przypisa¢
ktoremus z nich efekt letalny.

W celu indukcji wydzielania toksycznych dla owadow  metabolitow
przeprowadzilismy jedng z hodowli na pozywce z dodatkiem limfy otrzymanej z larw G.

mellonella (100 pl limfy na 1 kolbg). Podczas pierwszych dni na chromatogramach pojawity
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sig trzy bardziej interesujace sygnaly o RT » 21, 31 i 36 minut (Rys. 12). Biologiczne testy
przeprowadzone z mieszaning metabolitow produkowanych w tych wiasnie dniach
wykazaly stosunkowo wysoka aktywnos¢ (Rys. 12A). Niestety ilosci analizowanych
zwiazkow byly zbyt male do okreslenia ich struktury. Jak wida¢ na chromatogramach
otrzymanych dla innych dni hodowli, stezenia metabolitdéw byly bardzo niskie, natomiast
aktywnos¢ biologiczna nie zmniejszyla si¢ az w tak znaczacym stopniu. Larwy byly zabijane
po uptywie 48 godzin od iniekcji.

Jeszcze inny obraz metabolitow otrzymano z hodowli, ktora byla szczepiona
bezposrednio ze skosow (chromatogramy HPLC na Rys. 13). W tym przypadku dominuja
dwa inne sygnaly. Jeden o RT ~ 5.6 pojawit si¢ 3, 7, i 11 dnia, natomiast pozniejszy o RT ~
21.3 widoczny byt 7, 11, 17, 17 a nawet 24 dnia hodowli. Toksycznos¢ tych zwiazkéw nie
wydaje si¢ zbyt duza, gdyz przeprowadzone na tych frakcjach testy biologiczne nie daty
interesujacych rezultatow - wiele larw przezylo iniekcje ( Rys. 13A).

W przeciwienstwie do Paecilomyces sp. nr kat. 2428d, inny szczep nalezacy do tego
rodzaju - Paecilomyces sp. nr kat. 2430al dawat bardziej powtarzalne wyniki (Rys 14 i 15).
Na chromatogramach obu hodowli tego grzyba dominowat sygnat o RT ~ 21-22. Pojawiat
si¢ on na poczatku hodowli i byl widoczny do 22 dnia wzrostu. Inny sygnal, takze
charakterystyczny dla obu hodowli, lecz wystepujacy z nieco mniejsza intensywnoscia
wystgpowat przy RT ~ 30. W przeciwienstwie do poprzedniego szczepu pojawit sie takze
sygnal o dluzszym czasie retencji RT ~ 50-51. W tym zakresie, przy zastosowanych
parametrach rozdzialu moga pojawia¢ sie cykliczne peptydy. Biorac pod uwage
intensywnos¢ sygnatow (skala intensywnosci w mV) Paecilomyces sp. 2430 produkuje
wigksze ilosci metabolitow. Mozna wiec bylo wyizolowaé pewna ilo$¢ substancji
odpowiadajacej sygnatowi o RT ~ 21 i poddac ja analizom ESI MS i NMR. Na podstawie
przeprowadzonej spektrometrii masowej okreslono mase czasteczkowa tego zwiazku -
wynosita ona 300 Da. Preparat nie byl jeszcze dostatecznie czysty, ale widmo NMR
jednoznacznie wskazalo na peptydowy charakter tego metabolitu. Widoczne byly na nim
liczne sygnaly protonéw odstanianych przez ugrupowanie peptydowe (zakres 8 = 2.5-4
ppm), przy znacznym udziale protonéw lezacych w rejonie protondw aromatycznych i

mniejszym w zakresie wyzszych pol (8 = 1-2.5 ppm). Nie prowadzono dokladniejszych
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badan strukturalnych, gdyz z testow biologicznych nie wynikalo, ze zwiazek ten odgrywa
znaczacy role w infekcji owada przez grzyb. Pomimo podobienstw chromatograméw,
aktywnos¢ biologiczna dla obu tych hodowli roznita si¢ zdecydowanie (Rys. 14A i 15A).
Podczas gdy niemal wszystkie frakcje jednej hodowli wykazywaly efekt toksyczny nawet juz
po 24 godzinach, analogiczne frakcje z kolejnej hodowli nie dawaty podobnych rezultatow.
Jedynie frakcja z 10 dnia wzrostu zabita larwy po 24 godzinach. Warty podkreslenia jest
przy tym fakt, iz frakcje z 11 i 12 dnia hodowli dawaly identyczny obraz na chromatogramie
HPLC a nieporownywalnie stabiej dziataly na larwy.

Obok efektu letalnego obserwowano takze inne, jak np. zmniejszony apetyt larw po
wstrzyknigciu plynu, przy niezmienionym po wstrzyknieciu samej pozywki, zmniejszenie
intensywnosci "snucia” nici kokonu. Niektore jeszcze zywe larwy zmienialy zabarwienie -
stawaly si¢ "cgtkowane" lub cale czernialy. Niezywe larwy byly mocno wysuszone i w
krotkim czasie pozostawata sama zewnetrzna powloka owada. Nie stwierdzono jednak
zwiazku pomigdzy tymi obserwacjami a pochodzeniem probki - larwy w rozny sposob
reagowaly na t¢ samg probke. Te zmienno$¢ biosyntezy metabolitdéw przez grzyby
entomopatogeniczne zauwazyt Strasser [1998]. W swojej pracy stwierdzil on, iz w
niektorych przypadkach stgzenia mykotoksyn produkowanych przez Beauveria brongniartii
sq tak niskie, ze praktycznie niemozliwe staje si¢ wykrycie ich obecnosci, a jest to grzyb o
ktorym ogolnie wiadomo, ze je produkuje.

Z pewnoscia mozna stwierdzi¢, ze w przypadku rodzaju Paecilomyces mechanizm
infekcji i intoksykacji organizmu owada jest skomplikowany. Trudno przypisa¢ okreslona
biologiczng funkcje metabolitom produkowanym przez oba badane szczepy. W $wietle
badan dotyczacych innych grzybow bedacych patogenami owadéw, wydaje sie, ze glowna
rolg w procesie porazania odgrywaja enzymy a zwlaszcza proteazy [Kucera, 1980; Gupta et
al., 1992; Gupta et al., 1993]. Z powodu duzej roznorodnosci tworzonych zwiazkoéw oraz
ich niezwykle matych stezen, badania strukturalne i przypisywanie funkcji biologicznych
poszczegOlnym metabolitom jest trudnym zadaniem, wymagajacym wielu badan nie

gwarantujacych sukcesu.
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Rys. 9. Chromatogramy HPLC ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2428d



39

Badania wlasne

Tabela 6. Aktywnos¢ biologiczna ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. 2428d

3 0 100 -
5 10 10 80
6 0 80 20 |
[l 7 0 100 -
8 0 100 -
11 0 0 100
12 0 0 60
13 0 0 100
| 14 0 0 100
II 16 0 100 - |
18 0 0 100
| 20 0 0 100
|l 22 0 0 100
26 0 0 100
29 0 100 s
32 0 30 70
35 0 20 80 |
39 0 100 - |

8

% niezywych larw

4
efekt letalny

po godz.:

Rys. 9A. Aktywnos¢ biologiczna plynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2428d

wzgledem larw G. mellonella
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Rys. 10. Chromatogramy HPLC ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2428d
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Tabela 7. Aktywnos¢ biologiczna ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2428d

2 0 0 0 0 0
3 20 20 20 0 40
4 0 0 50 30 0
5 0 50 40 10 -
7 0 30 50 0 0
g 0 0 50 20 0
12 0 0 30 10 10
15 0 0 10 10 10

przezylo larw (%]

204 g
120

% niczywych larw

72 efekt letalny po
godz.:

dzien hodowli

Rys. 10A. Aktywno$¢ biologiczna plynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat.
2428d wzgledem larw G. mellonella.
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Rys. 11. Chromatogramy HPLC ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp.nr kat. 2428d
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Tabela 8. Aktywnos¢ biologiczna ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. 2428d

11 0 100 - -
13 0 100 - -
16 100 - - <
22 0 100 E -

przezylo larw [%]

efekt letalny po
godz.:

% niezywych larw

| dzien hodowli

Rys. 1TA. Aktywnos¢ biologiczna plynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat.
2428d wzgledem larw G. mellonella.
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Tabela 9. Aktywnos¢ biologiczna ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2428d
(Hodowla z dodatkiem hemolimfy larw G. mellonella)

4
5
6
7 0 100 -
10 0 20 70
I 11 0 100 -
13 0 100 -
14 0 100 -
17 0 100 -
20 0 0 100
26 0 0 100
41 0 100 -

g

E

=

P

-

=

iy

&

=

X
72
48 efekt letalny po

godz.:

dzien hodowli

Rys. 12A. Aktywnos¢ biologiczna plynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat.
2428d wzgledem larw G. mellonella (Hodowla z dodatkiem hemolimfy)
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Tabela 10. Aktywnos$¢ biologiczna ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp.

nr kat. 2428d (Hodowla szczepiona bezposrednio ze skosow)

3 0 0 50 20
5 0 0 10 0
7 0 100 ; }
9 0 100 . .
, 11 0 0 80 0
|_[__ 17 0 90 0 0

— przezylo larw [%]

96

% niczywych larw

72
efekt letalny po
48 godz.:

dzien hodowli

Rys. 13A. Aktywnosc biologiczna plynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. 2428d

wzgledem larw G. mellonella (Hodowla szczepiona bezposrednio ze skosu)
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Rys. 14. Chromatogramy HPLC ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2430al
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Tabela 11. Aktywnos¢ biologiczna ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp.
nr kat. 2430al

przezylo larw [%]

% niezywych
larw
y s 89

72

efekt letalny po
godz.:

Rys. 14A. Aktywnos¢ biologiczna plynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp.
nr kat. 2430al wzgledem larw G. mellonella
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Rys. 15. Chromatogramy HPLC ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp. nr kat. 2430al
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Tabela 12. Aktywnos¢ biologiczna ptynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp.
nr kat. 2430al

11 0 0 100 -
12 0 0 0 0
14 0 30 0 0
] 6 0 0 90 10
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Rys. 15A. Aktywnos¢ biologiczna plynu po hodowli szczepu Paecilomyces sp.

nr kat. 2430al wzgledem larw G. mellonella
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3.2.1. Préba izolacji peptydu peptaibolowego z plynu po hodowli grzyba
Paecilomyces sp. nr kat. 2428d

Na podstawie wczesniejszych doniesien wiadomo bylo, ze pojedyncze gatunki z
rodzaju Paecilomyces (nie bedace grzybami entomopatogenicznymii) produkuja peptydy
peptaibolowe (zawierajace niebiatkowy aminokwas Aib - kwas a-aminoizobutyrynianowy
oraz jego homolog -izowaling (Iva) i wykazujace aktywnosé antybiotyczng) [Briickner er
al., 1991]. Postanowiono zatem sprawdzi¢, czy badany grzyb nie produkuje tego typu
potaczen. Przeprowadzono probe izolacji takiego peptydu z hodowli grzyba Paecilomyces
2428 na wzor izolacji peptaibolowego antybiotyku z Hypocrea muroiana Hino et
Katsumoto [Becker et a/., 1997]. Plyn pohodowlany po 14 dniach hodowli, o objetosci 1.7
litra przepuszczono przez kolumng¢ wypelniong niepolarnym adsorbentem. Po przemyciu
wodg 1 40% metanolem, zaadsorbowane zwiazki eluowano rosnacym od 40% do 100%
gradientem metanolu w wodzie uzyskujac 13 frakcji. Proba detekcji poszczegolnych frakcji
za pomoca metody TLC opisanej w powyzszej publikacji dla peptydow peptaibolowych
zakonczyla  sig niepowodzeniem - po rozwinigciu w eluencie o skladzie:
chloroform/metanol/acetonitryl i woda (65:25:3:4) oraz spryskaniu woda nie uzyskano
zadnego obrazu. Najlepsze efekty przyniosto rozwiniecie probek w eluencie o skladzie: n-
butanol/kwas octowy/woda (4:1:5) i spryskanie roztworem ninhydryny. Na plytce widoczne
byly wowczas plamki o czerwonawo-bordowym zabarwieniu. Frakcja metanolowa (3 mg)
zawierala najmniej skfadnikow (tylko 3 plamki), natomiast na innych bylo wida¢ wiele
zwiazkow o zblizonej polarnosci. Przeprowadzono ESI MS frakcji zawierajacych 40, 60, 80
1 100 % metanolu. We frakcji metanolowej stwierdzono obecno$é dwoch peptydow o
masach 806 Da i 801 Da. Ten pierwszy ma najprawdopodobniej cykliczna strukture.
Swiadczy o tym jego staba fragmentacja. Na widmie masowym obserwowano jedynie dwa
jony o m/e = 383.9 i 645.2. W pozostalych frakcjach nie stwierdzono obecnosci polaczen
ulegajacych jonizacji. W celu otrzymania obu peptydéow w ilosci pozwalajacej na ich
dokladniejsza charakterystyke (analiza NMR) powtérzono ten eksperyment na wieksza
skale. Zakonczylo sig to jednak niepowodzeniem. W kolejnych trzech hodowlach grzyb nie

wyprodukowat tych zwiazkow. W czwartej, tym razem prowadzonej na mata skale (tylko 5
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kolb) stwierdzono ponownie obecnos¢ obu peptydow, jednak bylo ich zbyt malo aby
podejmowac si¢ izolacji. Poniewaz frakcja zawierajaca peptydy nie wykazywala szczegolnej

aktywnosci wzgledem larw G. mellonella poniechano dalszych prob izolacji tych zwiazkow.
3.3. Aktywnos$¢ biologiczna i enzymatyczna grzyba Zoophthora neoaphidis

Zoophthora neoaphidis jest grzybem powodujacym czeste epizoocje mszyc w
naturze. Jest to szczegolnie istotne z powodu duzej szkodliwosci gospodarczej tych
stawonogow - bezposredniej poprzez uszkadzanie roslin 1 pobieranie z nich substancji
odzywczych, a takze posredniej poprzez przenoszenie wirusow roslin uprawnych [Balazy et
al., 1990]. Do tej pory badania prowadzone na tym gatunku, podobnie jak na wielu innych
nalezaczych do rodzaju Zoophthora, dotyczyly glownie warunkow ich sporylacji i
zastosowan praktycznych. Spowodowane jest to trudnosciami w hodowli tych grzybow w
warunkach laboratoryjnych. Minimalny sklad podioza umozliwiajacy ich wzrost zawiera w
przeciwienstwie do pozywki wykorzystywanej do hodowli grzybow z rodzaju Paecilomyces
duze stezenia organicznego zrodla wegla 1 azotu, co praktycznie przestania produkty grzyba
wytwarzane w bardzo malych ilosciach. We wczesniejszych pracach prowadzonych w
naszym laboratorium opisano pozywki do hodowli laboratoryjnej oraz aktywnosci
enzymatyczne wybranych grzybow entomopatogenicznych z rodzaju Zoophthora
[Urbanczyk efr al, 1992]. Dokonano takze doboru pozywki do hodowli Zoophthora
(Erynia) neoaphidis oraz przedstawiono skiad neutralnych lipidow tego grzyba [Zabza et
al., 1995].

W przeciwienstwie do innych patogenow, grzyby nie musza by¢ potykane przez zywicieli
aby powodowac¢ infekcje. Zamiast tego kietkujace zarodniki penetruja kutikule owada, co
wspomagane jest przez enzymy degradujace kutikule owada, a wigc: proteazy, lipazy i
chitynazy. Jednym z celow obecnej pracy bylo sprawdzenie, czy zachodzi korelacja
pomiedzy aktywnosciami enzymow wydzielanych przez Z. neoaphidis do ptynu
pohodowlanego, a jego oddziatywaniem na larwy G. mellonella. (Aktywnosci enzymatyczne
badano wspdlnie z p. J. Matuszak i sa elementem jej pracy magisterskiej). Badano

aktywnos¢ proteolityczng, lipolityczna, chitynolityczng oraz amylolityczng metodami opisa-
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nymi w czesci eksperymentalnej. Przeprowadzono kilka hodowli z wielomiesigcznymi
przerwami spowodowanymi zahamowaniem wzrostu tego grzyba w okresie wiosenno-
letnim. Najbardziej miarodajne wyniki przedstawiono w Tabeli 13. Hodowle prowadzono na
pozywce pelnej, bez dodawania stymulatorow aktywnosci chitynolitycznej, co
prawdopodobnie bylo przyczyng braku tej aktywnosci. Nie stwierdzono rowniez aktywnosci
amylolitycznej. Enzymami wykazujacymi najwigksza aktywno$é byly proteazy. Wydaje sie
to logiczne, gdyz biatka stanowia okoto 50-80% skiadnikow kutikuli owada [Nevill, 1975],
poza tym pozywka zawierala peptydy bedace ich substratami.

Badania prowadzone na innych grzybach patogenicznych w stosunku do owadéow wykazaty
zalezno$¢ produkcji enzymoéw od sktadu podloza, przy czym dla réznych szczepow tego
samego gatunku uzyskiwano wrecz przeciwstawne wyniki. Przykladem na to moga byé
badania dotyczace pigciu szczepow grzyba Beauveria bassiana [Gupta et al., 1992]. Trzy
sposrod nich produkuja wigcej proteaz na pozywce zawierajacej zelatyng zamiast glukozy,
natomiast pozostate wymagaja wiasnie glukozy do produkgji tych enzymow.

Proteazy byly enzymami wydzielanymi w duzych ilosciach takze przez takie grzyby
entomopatogeniczne jak Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana czy Nomureaea riley,
z ktdrego oczyszczono i scharakteryzowano trypsyne [Gupta er al., 1991; 1992; 1993].
Aktywnos¢ lipolityczna mierzona metoda miareczkowa nie byla zbyt wysoka, a na ptytkach
byla w ogdle niewidoczna.

Aktywnosc biologiczna w stosunku do larw G. mellonella badano poprzez wstrzykiwanie
larwom ptynu pohodowlanego z wybranych dni hodowli (Tab. 14). W celu rozpoznania
wielkosci czynnika odpowiedzialnego za efekt letalny, ptyn z 12 dnia hodowli posiadajacy
najwigksza aktywnos$¢ biologiczng poddano ultrafiltracji. Uzyskano w ten sposob frakcje
teoretycznie roznigce si¢ masami czasteczkowymi skiadnikéw. Wstrzykiwano je larwom i
porownywano ich dziatanie w celu stwierdzenia, ktora z nich jest najbardziej aktywna (Tab.
15). Najsilniej oddziatywat surowy pltyn co wskazuje na synergistyczne dziatanie kilku
czynnikow roznigcych si¢ masami.

W trakcie wzrostu tego grzyba przeprowadzono kilkakrotnie chromatografie HPLC
zageszczonego ptynu pohodowlanego (Rys. 16), lecz sygnaly pochodzace od skladnikow

pozywki ( Rys. 17) byly za kazdym razem tak silne, ze nie udato si¢ zaobserwowac zadnego
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sygnatu o ktorym mozna bytoby powiedzie¢, ze pochodzi od metabolitu grzyba. W zwiazku
z tlem pozywki, hodowle gl¢binowe nie sa najlepszym sposobem na otrzymywanie
metabolitow tego grzyba, dlatego byly podejmowane takze proby opracowania sposobow
stymulacji produkeji metabolitéw wtérnych na powierzchni grzyba rosnacego na pozywkach
stalych poprzez wprowadzanie warunkéw stresowych [Pigtkowski et al, 1998] Ilub
dodawanie do pozywki soli roznych metali [Zabza et al., 1996].

Tabela 13. Aktywnos¢ proteolityczna i lipolityczna w zaleznosci od dnia hodowli grzyba

Zoophthora neoaphidis

5 6.1 - 22 2.8
6 6.1 - 30 1.6
7 6.2 - 25 1.6
3 6.5 385 25 0.8
11 6.7 - 25 1.2
12 72 90.2 24 2.0
13 7.2 - 24 ]2
14 1.2 - 23 1.2
15 7.0 - 23 12
16 125 - 27 0.8
21 15 - 20 2.0
22 15 60.5 18 3.6
25 7.6 - 10 12
26 7.6 45.0 brak 0.8




56 Badania wiasne

2000
oy
o
1500 2
g
by 1000
-l
L] p
[+
@
Jé w
H 500 “qe
0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Retention Time (min)
Rys.16. Chromatogram HPLC pozywki , petnej”
20002: ‘ L 1
1500 - | |
x 1000 3 i
— 3 o]0
a . 2|
@ 3 ||
o -
[~ -] —~
=] 500 — UN -
0 3
3 i
-I']'I'I‘1'|'|'I".’I‘|'I'I'i'I'|'|'I'I'["["I'|'I'I'|'I':‘J‘]'|'|'|'I'|'[’T'J'|'I'|’I'I't'|'|'|'|'|'|'i
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Retention Time (min)

Rys. 17. Chromatogram HPLC plynu pohodowlanego po 35 dniach hodowli szczepu
Zoophthora neoaphidis




57

Badania wlasne

Tabela 14. Aktywnosc biologiczna ptynu po hodowli grzyba Z. neoaphidis wzgledem larw

G. mellonella
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Rys. 18. Aktywnos¢ biologiczna ptynu po hodowli grzyba Z. neoaphidis wzgledem larw
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Tabela 15. Aktywnos¢ biologiczna poszczegdlnych frakcji po ultrafiltracji ptynu z 12 dnia
hodowli grzyba Z. neoaphidis

_Mai'twe e

>30006 Da 30 20 30 10 0 0

10000- 10 30 10 10 0 0
30000 Da

1000- 10 10 30 10 10 0
10000 Da

<1000 Da 0 10 10 10 0 0

plyn surowy 80 20 - - - -

pozywka 0 0 0 0 10 0
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Rys. 19. Aktywnos¢ biologiczna poszczegolnych frakcji po ultrafiltracji ptynu z 12 dnia
hodowli grzyba Z. neoaphidis
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3.4. Biotransformacje przy uzyciu grzybéw entomopatogenicznych

nalezacych do rodzajow Zoophthora i Paecilomyces

We wczesniejszych badaniach stereochemii biotransformacji z uzyciem grzybow
nalezacych do réznych rzedéw, rodzajow i rodzin, stwierdzono, ze niektore z nich, jak np.
Rhodotorula sp. [Siewinski et al., 1979; Dmochowska-Gtadysz e al, 1987] i
Aphanocladium sp. [(Dmochowska-Gladysz et al. 1987] wykazuja wlasnosci redukujace. Z
kolei Botritis sp. [Dmochowska-Gtadysz et al. 1986], Acremonium [Siewinski et al., 1983]
oraz Armiralliella sp. [Draczynska et al., 1985] przeprowadzaja reakcje utleniania z rézna
enancjospecyficznoscia. Przedmiotem badan obecnej pracy byly grzyby patogeniczne
owadow, ktore jako bioinsektycydy moga by¢ stosowane facznie z tradycyjnymi srodkami
ochrony roslin. Wazne wigc bylo sprawdzenie czy mikroorganizmy te mogg degradowac,
badz transformowa¢ powyzsze zwiazki do substancji o odmiennych wlasciwosciach
biologicznych. Interesujace bylo rowniez rozpoznanie wplywu chemicznych srodkéow
ochrony roslin na organizm grzyba. Wiadomo tez, ze enzymy produkowane przez
patogeniczne grzyby odgrywaja wazna role w procesie intoksykacji owada. Poznanie
procesow biotransformacji pozwala tez na pelniejsza charakterystyke ukladow
enzymatycznych  tych  mikroorganizméow. Oczywiscie prowadzenie transformacii
mikrobiologicznej w kolbie nie oddaje w peni zlozonych procesow zachodzacych w
przyrodzie, gdzie pestycydy podlegaja roznym, nie tylko biotycznym reakcjom. Przemiany te
zalezg tez od innych czynnikow, m.in. od whasciwosci gleby, warunkéw srodowiskowych,

wystepowania innych mikroorganizméow i.t.p. [Scheunert, 1992].
3.4.1. Badania stereochemii biotransformacji

Do badan stereochemii biotransformacji, dobrymi substratami okazaty si¢ ketony
alkilo-a-kamfolenowe. Zwiazki te zawierajg bowiem w swojej strukturze grupe
karbonylowa, podwéjne wiazanie, podstawiony trzema grupami metylowymi pierscien
cyklopentenowy, oraz centrum chiralne przy atomie wegla C-1". Te grupy funkcyjne, w

zaleznosci od wiasciwosci  redukcyjno-utleniajacych grzyba, mogg w procesie
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biotransformacji ulega¢ réznym przemianom. Moze to by¢ np. epoksydacja wiazania
podwdjnego, a-oksydacja w stosunku do wiazania podwdjnego w pierscieniu lub w grupie
metylowej, rekcja Bayera-Villigera, czy tez redukcja grupy karbonylowej. Obecno$é
chiralnego atomu wegla w pozycji C-1° umozliwia badanie enancjospecyficznosci
prowadzonej transformacji. Izoprenoidowy ukiad cykliczny kamfolenu przypomina
fragmenty strukturalne feromonow czy juwenoidéw, ktére sa wykorzystywane rowniez jako
bioinsektycydy. Te modelowe substraty uzywane byly wczesniej w badaniach stereochemii
reakcji transformacji prowadzonych przez inne mikroorganizmy; w tym przez symbiotyczny
w stosunku do owada grzyb Aphanocladium album (izolowany z przewodu pokarmowego
owadow) [Dmochowska-Gladysz et al., 1986; 1987], czy tez patogena owadow Zoophtora

(Erynia) ovispora [Urbanczyk et al., 1993].

3.4.1.1. Biotransformacje z wykorzystaniem szczepu Zoophthora phyllobii

Pierwsze proby biotransformacji racemicznego ketonu metylo-ai-kamfolenowego [1-
(27,2’,3 -trimetylo-3’-cyklopenten-1’-ylo)-propan-2-onu] (1) przy udziale Z phyllobii
przeprowadzono jeszcze w ramach pracy magisterskiej. Ustalono wowczas glowny ciag
reakcji nie wnikajac w zagadnienia enancjospecyficznosci tego procesu. W ramach obecnej
pracy doktorskiej, izolujac poszczegolne produkty, przedstawiono petny obraz przemian.
Kolejnymi substratami uzytymi do prowadzonych badan byly: racemiczny nitryl o-
kamfolenowy (1-(2’,2°,3’-trimetylo-3’cyklopenten-1’-ylo)-acetonitryl) (7) oraz oba
enancjomery nienasyconych estrow kamfolenowych: (+)(4R)-4-(2°,2’,3’-trimetylo-3’-
cyklopenten-1°ylo)-butenolan-2 (11) i (-)(45)-4-(2°,2°,3’-trimetylo-3’-cyklopenten-1’-ylo)-
butenolan-2 (12).

Przeprowadzajac biotransformacje w sposdb opisany w rozdz. 6.3.1., stwierdzono
wyrazne wlasciwosci utleniajace tego szczepu. Potwierdzilo to wczesniejsze obserwacje
przeprowadzania reakcji utleniania przez mikroorganizmy nalezace do rodzaju Zoophthora
[Urbanczyk er al., 1993]. Gtéwnym produktem biotransformacji byly optycznie czynne o, p-
nienasycone ketony 4 i 10, oraz racemiczna mieszanina epoksydow 2,2°, 313’ z (-+)-11 8

e f

8,919 z (-+)-7 (Rys.20 i 21). Ich widma NMR i MS byly identyczne z otrzymanymi
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wczesniej dla produktow biotransformacji ketonu 1 za pomoca szczepu Z.(Erynia) ovispora
[Urbanczyk et al., 1993]. W mniejszych ilosciach tworzyt sie keto-alkohol 6 i epoksy-
alkohol S. Strukture¢ zwiazku 6 potwierdzito jego widmo MS identyczne z widmem
opisanego wczesniej zwiazku [Urbanczyk ef al., 1993]. Utworzenie epoxy-alkoholu 5 bylo
szczegOlnie interesujace, poniewaz byt to pierwszy przypadek redukcji grupy karbonylowej
przez grzyb nalezacy do rodzaju Zoophthora. Struktura tego zwiazku zostata ustalona za
pomocg spektroskopii NMR. Na widmie 'H-NMR obecnos¢ grupy OH w pozycji C-2 byla
sygnalizowana przez dublet grupy CH; przy =1.2 (d, J=6.1 Hz, H-3), multiplet protonu H-
2 przy 6=3.76, brak sygnatu protonéw olefinowych, a w zamian sygnat od protonu H-4’
(6=3.24), odstanianego przez pierscien epoksydowy. Strukture te potwierdzilo takze widmo
BC-NMR: brak sygnatu od trygonalnego atomu wegla (C-2) a w zamian sygnat przy §=66.4
wegla z grupa OH. Podobna redukcja grupy karbonylowej przez mikroorganizmy
wykazujace silne wiasnosci utleniajace byla obserwowana w przypadku biotransformacji
prowadzonych przez Borritis cinerea [Dmochowska-Gladysz er al, 1986]. W
przeciwienstwie do Z. (Erynia) ovispora [Urbanczyk et al., 1993], w przypadku Z. phyllobii
nie stwierdzono zachodzenia reakcji Bayera-Villigera. Wprowadzenie funkcji tlenowej w
pozycje C-5" przebiegato tylko na jednym z enancjomerow, natomiast reakcja epoksydacji w
pozycji C3°-C4’ nie byla enancjospecyficzna. Mozna to wytlumaczyé roznica odleglosci od
miejsca reakcji do chiralnego centrum czasteczki. Atom wegla C-5° znajduje sie w
bezposrednim sasiedztwie chiralnego centrum C-1°, podczas gdy pozycja C3’-C4’ jest od
niego znacznie oddalona. We wczesniejszych badaniach stwierdzono, ze czysty (+)-(1’R)-
enancjomer diketonu metylo-ct-kamfolenowego (4) charakteryzowat sie skrecalnoscia
optyczng [a]p= — 26° [Dmochowska-Gladysz er al., 1986]. Skrecalnos¢ otrzymanego
diketonu byta niewielka i wynosita [ot]p= + 6.9, co $wiadczy o tworzeniu sie tego produktu
z niewielka przewaga enancjomeru o przeciwnym znaku chiralnosci (-)-(1°S) (26.5% e.e.).
Jego krzywa dichroizmu kotowego (CD) posiada wyrazne ujemne ekstremum przy 314.00
nm (Ae-0.022), ktoére towarzyszy przejsciu n-p*. Zgodnie z reguta Snatzke’go [Snatzke,
1970], ujemny sygnat efektu Cottona potwierdza absolutna konformacje tego zwigzku
(Rys.22). Krzywa CD ketonu 10 wykazata pojedynczy, silny ujemny efekt Cottona przy

Amax=310.8 nm (przejscie n-n*) (Ae-0.191). Moze to $wiadczy¢ o tym, ze produkt ten
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tworzy si¢ z o wiele wigksza przewaga enancjomeru (1°S) niz diketon 4. Ten sam znak
efektu Cottona wskazuje na taka sama konfiguracje obu zwiazkow (Rys. 22).

Oba enacjomery nienasyconych estréw 11 i 12 nie ulegaly biotransformacji Po 10 dniach
prowadzenia procesu odzyskano te substraty niemal w catosci. Biorac pod uwage fakt, ze
sumaryczna wydajnosc biotransformacji byta wyzsza w przypadku nitrylu a-kamfolenowego
niz ketonu metylo-a-kamfolenowego, mozna przypuszczaé, ze o podatnosci na
biotransformacj¢ decyduja wlasnosci przestrzenne bocznego tancucha weglowego.
Nienasycona grupa estrowa jest znacznie wigksza od grupy CH;CO lub CN. Potwierdzenie
tej hipotezy wymaga jednak dalszych badan.

Pomimo wyraznych utleniajacych wiasciwosci grzyba Z. phyllobii, nie nadaje sie on do
wykorzystywania w preparatywnych procesach biotransformacji zaréwno z powodu niezbyt
wysokiej wydajnosci, jak i bardzo matej stereo- oraz enancjoselektywnosci. Nie wyklucza to
jednakze znaczenia tych wiasnosci w procesie intoksykacji organizmu owada przez
entomopatogeniczne grzyby, tym bardziej, ze podobne whasciwosci byly obserwowane takze

dla innego owadomorka [Urbanczyk er al., 1993].

0 = $ 0
28.0%
z::;h:::ira - 2 39, 4 O przewaga (1

5 3%

6 slady

Rys.20. Transformacja ketonu metylo- a-kamfolenowego przez Z. phyllobii
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4; R = CHyCCHj3
10; R=CHpCN

Rys. 22. Diagram oktantowy ketonu 41 10

11

12
Rys. 23. Estry kamfolenowe.
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3.4.1.2. Biotransformacja ketonu metylo-a-kamfolenowego przy uzyciu szczepu

Paecilomyces 2430al

Paecilomyces sp. nr kat. 2430al nalezy do innego niz Zoophthora rodzaju grzybow
patogenicznych owadow. Interesujace wigc bylo stwierdzenie czy wykazuje on zdolnosci
utleniajace analogiczne do Z. phyllobii. Do biotransformacji wykorzystano ponownie keton
metylo-a-kamfolenowy (1). Wsréd produktow reakcji, podobnie jak w przypadku Z.
phyllobii stwierdzono obecnos¢ diketonu metylo-ci-kamfolenowego (4) (23.2%) oraz cis
epoksydu (3) (3.2%) (Rys.24). Identyfikacji produktéw dokonano na podstawie ich widm
MS. Byly one identyczne z widmami tych samych zwiazkéw izolowanych wezesniej dla Z.
phyllobii [Zabza, Greb-Markiewicz et al., 1995] i Z. ovispora [ M. Urbanczyk et al. 1993].
Obok tych polaczen tworzyt si¢ tez nowy produkt (7.0%) o RT= 14.95 (13) , ktorego
jednak nie udato si¢ wyizolowaé. Z masy jego jonu molekularnego (m/e=182) na widmie MS
wywnioskowano, ze do czasteczki substratu zostal wprowadzony 1 atom tlenu. Sygnat
podstawowy przy m/e=43, pochodzit najprawdopodobniej od charakterystycznego dla
ketonow metylowych jonu CH;CO". Inny sygnat o znacznym natezeniu byt widoczny przy
m/e=123. Moze to sugerowaé, ze miejscem wprowadzenia atomu tlenu jest pierscien
kamfolenowy. Niestety widmo MS okazalo si¢ niewystarczajace dla jednoznacznego
okreslenia struktury tego zwiazku, a mata ilo$¢ mieszaniny przy jego niewielkiej zawartosci
procentowej uniemozliwiata przeprowadzenie dokladniejszych analiz. Stwierdzono jedynie,
ze nie jest to ketoalkohol (5). Poniewaz glownym celem byla ogolna charakterystyka
kierunkow prowadzonych przez ten szczep biotransformacji, nie podejmowano dalszych
prob zmierzajacych do identyfikacji zwiazku. Warto podkresli¢, ze nie zostal utworzony
izomer cis epoksydu, co swiadczy o stereospecyficznosci tego procesu w przypadku
Paecilomyces sp. 2430al.

Wykorzystujac ten sam substrat, w naszym laboratorium przeprowadzono préby
biotransformacji takze przy uzyciu innego szczepu nalezacego do rodzaju Paecilomyces -
Paecilomyces sp. nr kat. 2428d [J. Bujak, praca dyplomowa 1995]. Gléwnym produktem
tego procesu podobnie jak w przypadku Paecilomyces sp. 2430al byt diketon (4) (13.1%).
Z wigksza wydajnoscig nastgpowata epoksydacja izomeru cis (3,3') (12.0%) niz trans (2,2')
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(6.3%). W nieco wigkszej ilosci niz w przypadku Z. phyllobii powstat keto-alkohol (6)
(4.6%). Przeprowadzenie dla tego szczepu biotransformacji na nitrylu kamfolenowym [B.
Matkowska, praca dyplomowa 1998] wykazalo powstanie produktow analogicznych jak w
przypadku Z. phyllobii. Skrecalno$¢ optyczna ketonu nitrylu (10) bedacego gtownym
produktem biotransformacji nitrylu o-kamfolenowego wynosita [a]p = -16.3°. Ta
stosunkowo ~ wysoka  wartos¢  skrecalnosci  optycznej $wiadczy o  wiekszej
enancjospecyficznosci procesu utlenienia prowadzonego przez ten szczep w poréwnaniu do

Z. phyllobii, a znak o przewadze przeciwnego enancjomeru (1°R).
Mozna stwierdzi¢, ze badane szczepy z rodzaju Paecilomyces charakteryzuja sie znaczna

stereospecyficznoscia, jednakze tworza zbyt wiele produktow aby mogly by¢

wykorzystywane w laboratoriach do celow preparatywnych.

Paecilomyces sp. 2430a1
_—

(+)-1 7.0%

3.2%

Rys. 24. Biotransformacja ketonu metylo-o-kamfolenowego przez Paecilomyces sp. 2430al

3.4.2. Biotransformacja analogéw hormonéw juwenilnych owadéw przez szczep

Paecilomyces sp. 2428d

Szczepem wykorzystywanym do dalszych biotransformacji byt Paecilomyces sp.
2428d, gdyz przeprowadzat reakcje podobne do reakcji prowadzonych przez Z. phyllobii i
Paecilomyces sp. 2430al a rost zdecydowanie lepiej na pozywce ,hieorganicznej”.

Substratami tego grzyba byly zwiazki zaliczane do grupy juwenoidéw. Polaczenia te, z
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uwagi na analogiczne do hormonéw juwenilnych owadéw wiasciwosci biologiczne,

wykorzystuje si¢ w niektorych przypadkach jako skuteczne bioinsektycydy.

Biotransformacji poddano nastepujace zwiazki:

a) (RS)-4-metylo-1-(3,7-dimetylo-6-oktenyloksy)-benzen (MDOB);

b) (2E)-(R)-(+)-benzylo-4-(2°,2’,3 -trimetylo-3’-cyklopentenylo)-butenolan-2 (BCB);

¢) eter p-nitrofenylo-3-metylo-4-(2',2',3"-trimetylo-3'-cyklopentenylo)-buten-2-ylowy

(TNBB).
0
@ TNBB
NO,

Charakterystyke tworzacych si¢ produktow oparto o chromatografie gazowa sprzezona ze

spektrometriag masowa.

3.4.2.1. Biotransformacja (RS)-4-metylo-1-(3,7-dimetylo-6-oktenyloksy)-benzenu
(MDOB)

Gtéownym produktem biotransformacji MDOB (14) byt zwiazek oznaczony
numerem 16 na rys. 25. Z masy jego jonu molekularnego (m/e=280) wywnioskowano, ze
do czasteczki substratu zostaly wprowadzone dwa atomy tlenu. O obecnosci uktadu
aromatycznego Swiadczyly charakterystyczne dla niego sygnaly, wystepujace takze w
widmie substratu, a mianowicie kation fenylowy C¢Hs' (m/e=77), kation tropyliowy C,H,"
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(m/e=91) oraz kation CH;CsH40" (m/e=108). Wprowadzenie grupy hydroksylowej w pozycji
C-7 potwierdzit pik przy m/e=59 pochodzacy od jonu oksoniowego [C,Hs-C-OH]". O
hydroksylacji atomu wegla jednej z pozostalych dwéch grup metylowych informowata
obecnos¢ innego jonu oksoniowego [H,C-OH]™ (m/e=31) typowego dla rozpadu alkoholi
pierwszorzgdowych. Masa fragmentu alifatycznego - kationu karbeniowego (m/e=155) byta
wigksza tylko o 16 jednostek masy od jego odpowiednika substracie. Mozna wiec bylo
wnioskowac¢, ze drugim miejscem hydroksylacji moze by¢ grupa metylowa przy pierscieniu
aromatycznym.

Z o wiele nizsza wydajnosciag powstal zwiazek o krotszym czasie retencji (15),
bedacy prawdopodobnie stadium przejsciowym prowadzacym do wczesniej opisanego
produktu. Masa jego jonu molekularnego (m/e=258) wskazywata na wprowadzenie do
czasteczki tylko 1 atomu tlenu. Obecno$¢ jonow CsHs™ (m/e=41) oraz m/e=69 $wiadczyta o
zachowaniu wigzania podwojnego. Analogiczne jak w poprzednim produkcie sygnaty (77,
91, 108), potwierdzily obecnos¢ ukiadu aromatycznego. Podstawienie atomu wegla grupy
metylowej przy pierscieniu aromatycznym grupa OH sugerowat sygnat przy m/e=137 bedacy
odpowiednikiem piku m/e=121 w substracie.

Uzyskano takze sladowe ilosci zwigzku oznaczonego na rysunku jako 17. Jak
wynika z masy jego jonu molekularnego, on takze zostal utworzony w wyniku
wprowadzenia do czasteczki substratu jednego atomu tlenu. Na widmie masowym
charakterystyczna byla obecnos¢ piku przy m/e=71 pochodzacego najprawdopodobniej od
kationu [CsHyC=0]’, $wiadczacego o wprowadzeniu grupy karbonylowej w pozycje C-6.
Dodatkowym potwierdzeniem jest sygnal jonu Cs:H;  (m/e=43). Jony bedace wynikiem
fragmentacji ukladu aromatycznego (m/e=77, 91 i 108) udowadnialy jego obecnosé.
Oprocz powyzszych produktow na chromatogramie gazowym mieszaniny poreakcyjnej
MDOB widoczna byla duza rozmaitos¢ produktow o krétszych czasach retencji w
porownaniu do substratu. Swiadczylo to o stosunkowo efektywnej degradacji tego zwiazku,
zwlaszcza w czesci izoprenoidowej. Wérod nich zdecydowanie najwiekszym udzialem
wyrozniat si¢ 4-metylofenol (18), bedacy wynikiem eliminacji tancucha alifatycznego. Na
jego widmie masowym dominowat pik przy m/e=107 pochodzacy od kationu
hydroksytropyliowego, typowego dla widm MS krezoli. O zachowanym ukladzie
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aromatycznym s$wiadczy rowniez sygnat jonu fenylowego oraz jonu utworzonego na skutek
odszczepienia od niego czasteczki acetylenu (m/e=51). Powyzej m/e=107 nie odnotowano

znaczacych sygnatow. Dodatkowym potwierdzeniem struktury byla pelna zgodnos¢ z

widmem wzorca.

15 12% %
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CH3
OH
18 36%

Rys.25. Biotransformacja MDOB

3.4.2.2. Biotransformacja (2E)-(R)-(+)-benzylo-4-(2°,2°,3’-trimetylo-3’-
cyklopentenylo)-butenolanu-2 (BCB)

Kolejnym substratem uzytym do biotransformacji, byt zwiazek zawierajacy fragment
izoprenoidowy w postaci cyklicznego ukiadu kamfolenowego (19). Jakkolwiek w
mieszaninie poreakcyjnej stwierdzono 14.1% nieprzereagowanego substratu, to iloé
pozostalych produktow $wiadczyla o daleko posunietej degradacji, zwlaszcza czesci
izoprenoidowej (Rys.6). Glownym rozpoznawalnym produktem byt alkohol benzylowy (20),
bedacy wynikiem hydrolizy grupy estrowej. Jego strukture udowadniaja charakterystyczne
sygnaly jonow: oksoniowego (m/e=31), fenylowego (m/e=79), tropyliowego (m/e=91),
hydroksytropyliowygo (m/e=108), oraz powstalego na skutek odszczepienia czasteczki
acetylenu od jonu fenylowego, jonu o m/e=51. Widmo MS tego produktu jest zgodne z
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widmem zwiazku wzorcowego. Widoczne na chromatogramie gazowym inne zwiazki nie
byly identyfikowane z powodu ich bardzo malych wydajnosci. Ich czasy retencji byly
znacznie krotsze niz obserwowane dla substratu, co $wiadczylo o daleko posunigtej

degradacji tych zwigzkow.

@ Paecilomyces sp.
OOCH,

Rys.6. Biotransformacja BCB
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3.4.2.3. Biotransformacja eteru p-nitrofenylo-3-metylo-4-(2',2',3'-trimetylo-3'-
cyklopentenylo)-buten-2-ylowego (TNBB)

W odroznieniu od poprzedniego substratu TNBB (21) bardzo tatwo ulegat degradacji. W
produktach biotransformacji nie znaleziono nawet $ladowych ilosci substratu. Z duza
wydajnoscig biegt proces odcigcia fragmentu izoprenoidowego, a nastepnie jego utlenienia.
Jest to szczegolnie interesujace, gdyz estry kamfolenowe 11 i 12 o zblizonej budowie nie
byly transformowane przez szczepy nalezace do rodzaju Zoophthora. Na chromatogramie
mieszaniny poreakcyjnej mozna bylo zauwazy¢ stosunkowo duza liczbe produktow o
nakiadajacych si¢ czasach retencji w zakresie RT = 3.8-5.0 min. Z otrzymanego dla tej
mieszaniny, ztozonego widma MS mozna bylo wywnioskowa¢, ze w strukturze pozostat
nienaruszony uklad kamfolenowy. Swiadczyly o tym sygnaly m/e = 55, 67, 123 i 137.
Natomiast nie stwierdzono sygnatow charakterystycznych dla fragmentu aromatycznego.
Poniewaz na widmie MS sygnaly od zwiazkéw tworzacych mieszaning nakladaly sie na
siebie, ich identyfikacja na tej podstawie nie byla mozliwa. Pomimo stosunkowo wysokiej
wydajnosci procesu biotransformacji, nie dysponowano wystarczajaco duza  iloscia
mieszaniny poreakcyjnej aby wyizolowac ktérys z produktow.

Oprocz powyzszych zwiazkéw na chromatogramie gazowym widoczne byly takze sygnaly

pochodzace od metabolitow wiasnych grzyba: kwas heksadekanowy i olejowy.
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3.4.3. Biotransformacja wybranych zwigzkéw aromatycznych przez szczep

Paecilomyces sp. 2428d

Uklad aromatyczny stanowi czesto pojawiajacy si¢ fragment strukturalny réznych
insektycydow czy herbicydow. Z tego tez powodu uwazano za celowe przeprowadzenie
reakcji biotransformacji na wybranych zwiazkach modelowych zawierajacych uklad

aromatyczny, przy dodatkowym sprawdzeniu wptywu tych zwiazkéw na rozwdj grzyba. Do
tego celu wybrano nastgpujace polaczenia:

acetofenon;  #°

f CH,

- 4-aminoacetofenon;  ¢#°
CH,

- 4-hydroksyacetofenon;

-

"CH,

: : OH
- 3,4- dichlorofenol;

Cl
- p-nitrotoluen; CH; ©!
NO, 20
- p-aminobenzoesan etylu; ~OC,H;
- aldehyd dietyloaminobenzoesowy; CffO
H
N

H;CH,C" 'CH,CH;
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CH,CI

- chlorek 4-nitrobenzylu; :
NO,

- 4-chloro-benzaldehyd,; c7°

: )
//O
c Cl

- waniling; Ty

OCH;
OH

- chinoline.
)

Zwiazki te w rozny sposob oddziatywaly na wzrost grzyba, w zaleznosci od jego
fazy wzrostu w momencie dodania tych ksenobiotykéw do pozywki (Tab. 16). Interesujace
bylo, ze wanilina dodana pierwszego dnia hodowli okazata si¢ dobrym zrodlem wegla, co
objawito si¢ zdecydowanie lepszym wzrostem niz w przypadku kontroli; natomiast dodana
po siedmiu dniach oddziatywata na przyrost grzybni ujemnie. Acetofenon dodany
pierwszego dnia nie wykazal zadnego dziatania, podczas gdy dodany 7 dnia hodowli
powodowat zmiany objawiajace si¢ niewielkim obnizeniem masy grzybni i znacznym
spadkiem wartosci pH ptynu hodowlanego. Zupelnie przeciwny wplyw na badany grzyb miat
4-aminoacetofenon. Dodany na poczatku hodowli prawie catkowicie zahamowat rozwoj
grzyba, podczas gdy dodanie go w pozniejszym stadium nie mialo wigkszego wplywu na
rozwoj tego mikroorganizmu. W obu przypadkach nastapito silne zakwaszenie plynu.
Chinolina wykazata zdecydowanie silniejszy efekt toksyczny w momencie dodania jej
pierwszego dnia. Pozostate zwiazki byly toksyczne dla grzyba niezaleznie od momentu ich
dodania, przy czym 3,4-dichlorofenol dodany na poczatku powodowal duzy wzrost
wartosci pH plynu hodowlanego.

Poréwnujac chromatogramy HPLC substratow i mieszaniny produktow stwierdzono, ze

pierscien benzenowy jest stabo degradowany przez szczep Paecilomyces sp. 2428. Proces
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biotransformaciji przebiegat tylko dla dwoch substratow: 4-chlorobenzaldehydu i chlorku-4-

nitrobenzylowym. Wydajnos$¢ tych reakcji okreslono przy pomocy chromatografii gazowej,

natomiast strukture tworzacych si¢ produktéw zidentyfikowano na podstawie ich widm

masowych.

Tabela 16. Wplyw ksenobiotykow na wzrost grzyba Paecilomyces sp. nr kat 2428d na

pozywce nieorganiczne;.

acetofenon

15385

3.84

2 4-aminoacetofenon 4.50 0.13 3.50 1.94

3 4-hydroksyacetofenon 5.80 1.13 445 0.45

4 3.4-dichlorofenol 7.94 0.09 4.45 0.60

5 p-nitrotoluen 6.40 0.08 471 0.50
p-aminobenzoesan

6 etylu 6.87 brak wzrostu 4.53 0.10 I
aldehyd dietylo-

7 aminobenzoesowy 6.85 0.10 4.11 0.69 ‘]
chlorek

8 4-nitrobenzylu 6.85 0.17 5.07 0.10 I
4-chloro

9 benzaldehyd 6.86 brak wzrostu 4.52 0.60

10 wanilina 4.43 3.64 4.26 0.63

11 chinolina 6.89 brak wzrostu 4.50 1.35

12 kontrola 5.40 2.50 - -
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3.4.3.1. Biotransformacja aldehydu 4-chlorobenzoesowego

Aldehyd 4-chlorobenzoesowy (22) ulegal ciekawej reakcji dysproporcjonowania
Cannizarro (Rys. 27). W wyniku biotransformacji otrzymano bowiem poréwnywalne ilosci
alkoholu 4-chlorobenzylometylowego (23) i kwasu 4-chlorobenzoesowego (24). Nalezy
przy tym zaznaczyC, ze proces przebiegal przy pH srodowiska obojetnym lub stabo
kwasnym i w kontrolnym eksperymencie, przeprowadzonym bez udzialu grzybni, nie
obserwowano tworzenia si¢ tych produktow. Ich struktury udawadniaja jednoznacznie
widma MS. Na widmie alkoholu 23 podstawowym sygnalem byt pik jonu fenylowego
(m/e=77). Oprocz niego widoczny byt jon hydroksytropyliowy (m/e=107), jon molekularny
(m/e=142), oraz staby pik jonu oksoniowego (m/e=31). W przypadku kwasu 4-
chlorobenzoesowego (24), najwigksza intensywnos¢ wykazal sygnal przy m/e=139,
powstaly w wyniku eliminacji czasteczki wody od jonu molekularnego (m/e=158). Ponadto
obecny byt dosy¢ silny pik (m/e=111) pochodzacy od kationu fenylowego z przytaczonym
atomem chloru. Prawidtowos¢ tych interpretacji potwierdzita zgodnos¢ z obrazem widm

WZOTCOW.

G CH,0H COOH
Paecilomyces Sp._
& ks
. 21.5% 17.6%
22 23 24

Rys. 27. Tranformacja 4-chlorobenzaldehydu przez Paecilomyces sp. nr kat. 2428d

3.4.4.2. Biotransformacja chlorku 4-nitrobenzylu

Biotransformacja chlorku 4-nitrobenzylu (25) zachodzita z niewielka wydajnoscia
(Rys. 28). Nieprzereagowato ponad 67% substratu. Reakcja biegla gléwnie w kierunku

zastapienia atomu chloru grupa OH (26). Potwierdza to widmo MS, na ktérym widoczny
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jest jon hydroksytropyliowy (m/e=107) a brak jonu chlorotropyliowego (m/e=125),
obserwowanego na widmie substratu, oraz zamiana masy jonu molekularnego z m/e=171 w
przypadku substratu, na m/e=153 w przypadku produktu. Ze sladowa wydajnoscia
przebiegata tez zamiana atomu chloru na atom wodoru (27). Moze o tym $wiadczy¢ bardzo
silny sygnat jonu tropyliowego [C;H;']. Dodatkowym potwierdzeniem tych ustalen byta

zgodnos¢ widm obu produktow z widmami wzorcow.

CH,CI CH,OH CH,;

Paecilomyces Sp..

— +

10.6% 2.6%
NO, NO, NO,

25 26 27

Rys.28. Transformacja chlorku 4-nitrobenzylu przez Paecilomyces sp. nr kat. 2428d

Podobnie jak Z. phyllobi, oba szczepy Paecilomyces wykazaly wiasciwosci
utleniajace. Szczegolnie aktywnym miejscem w czasteczce bylo wigzanie podwojne. Ulegato
ono epoksydacji, albo skierowywato funkcje tlenowa w a-pozycje do tego wiazania.
Powyzsze reakcje na pierscieniu kamfolenowym przebiegaly z rozna szybkoscia na obu
enancjomerach, w zaleznosci od tego, do jakiego rodzaju grzybow nalezat uzyty szczep.
Wprowadzenie funkcji tlenowej do pierscienia kamfolenowego przez szczepy z rodzaju
Zoophthora i Paecilomyces przebiegalo z rézna szybkoscia na obu enancjomerach. Uklad
aromatyczny, za wyjatkiem TNBB, nie byl degradowany przez szczep Paecilomyces sp.
2428d. Natomiast ciekawe przemiany mialy miejsce na podstawnikach tego uktadu. Grupa
aldehydowa ulegata reakcji dysproporcjonowania, a atom chloru w  grupie

chlorometylenowej byt wymieniany na atom wodoru lub grupe hydroksylowa.
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4. PODSUMOWANIE WYNIKOW

1. Wsrod skfadnikow frakeji neutralnych lipidow nie stwierdzono zadnych zwigzkow,
ktore mozna byloby uwaza¢ za silnie toksyczne. Jedynie stosunkowo wysokie stezenie
wolnych kwaséw thuszczowych, zwlaszcza kwasu heksadekanowego, moze wywieraé
negatywny wplyw na rozw6j owada. Interesujace bylo stwierdzenie stosunkowo duzej ilosci

skwalenu we frakcji weglowodorowej, gdyz jest to zwiazek rzadko izolowany z grzybow.

2 Dla obu szczepéw nalezacych do rodzaju Paecilomyces nie stwierdzono zaleznosci
pomigdzy sygnatami biosyntezowanych metabolitbw na chromatogramach HPLC a ich
aktywnoscia w stosunku do larw Galleria mellonella. Mozna przypuszczaé, iz stgzenie
zwiazkow odpowiedzialnych za te aktywnos¢ bylo zbyt niskie, aby byly one widoczne na
chromatogramach HPLC, albo ich dzialanie oparte jest na bardziej skomplikowanych
zaleznosciach, jak np. wspoldziataniu z wydzielanymi enzymami, w zwiazku z czym
niemozliwe jest zaobserwowanie prostej korelacji. Przeprowadzone badania wskazuja, ze

tworzace si¢ metabolity naleza do grupy peptydow o silnych wlasciwosciach hydrofilowych.

3. Duze trudnosci w prowadzeniu badan dotyczacych grzyba Zoophthora neoaphidis
wynikaly z powtarzajacych sig co roku wielomiesigcznych zahamowan jego wzrostu (maj-

listopad).

4. Z powodu ztozonego skiadu pozywki, koniecznego dla uzyskania wzrostu grzyba Z.
neoaphidi,s nie mozna bylo przeprowadzi¢c badan analogicznych jak dla szczepow
nalezacych do rodzaju Paecilomyces. Przesacz po hodowli tego grzyba najsilniejszy efekt
biologiczny wykazywat 12 dnia hodowli. W tym dniu obserwowane bylo niewielkie lokalne
maximum aktywnosci lipolitycznej, natomiast aktywnos$¢ proteolityczna nie ulegata
wigkszym zmianom. Poszczegolne frakcje tego przesaczu uzyskane przez ultrafiltracje
oddziatywaty na larwy G. mellonella o wiele stabiej. Pozwala to przypuszczaé, ze mamy do
czynienia z efektem synergistycznym kilku zwiazkow rozniacych sie  masami

czasteczkowymi.
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5. Badania aktywnosci enzymatycznej wykazaly, ze w przypadku szczepu Z
neoaphidis najbardziej aktywne byly proteazy. Lipazy wykazaly o wiele mniejsza aktywnosé,
natomiast aktywnosci chitynolitycznej i amylolitycznej w warunkach prowadzonych testow
nie stwierdzono. Wydaje si¢ to logiczne, gdyz wiekszos¢ sktadnikow kutikuli owada

stanowig biatka.

6. Wszystkie badane mikroorganizmy wykazaly zdolno$¢ prowadzenia reakcji
utleniania, co moze odgrywa¢ pewna role w procesie porazania organizmu owadow.
Szczegdlnie aktywnym miejscem w czasteczce substratu bylo wiazanie podwojne. Uklad
aromatyczny zwiazkéw modelowych w wigkszosci nie ulegat biotransformacji, natomiast
przemiany nastapity w kilku przypadkach na podstawnikach tego ukfadu. Analogi
hormonow juwenilnych ulegaty procesowi biotransformacji gtéwnie w kierunku degradacj
tych potaczen. W zwiazku z tym wydaje sig, iz stosowanie tych mikroorganizméw jako
bioinsektycydow, facznie z innymi srodkami ochrony rolin, powinno byé wczesniej
dokiadnie sprawdzone pod wzgledem ich wzajemnego oddziatywania. Badane grzyby nie sa
przydatne w prowadzeniu biotransformacji na wigksza skale, z powodu niewysokiej
wydajnosci prowadzonych przez nie procesow oraz stosunkowomatej stereo- oraz enancjo-

selektywnosci.

7 Stwierdzono, iz wptyw ksenobiotykéw aromatycznych na wzrost Paecilomyces sp.

2428d zalezy od jego fazy wzrostu w momencie dodania tych zwiazkéw do podtoza.
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5. MATERIALY

5. 1. Drodnoustroje

Wykaz szczepdw grzybow uzytych do badan wraz z ich opisem przedstawiono
w Tabeli 1. Szczep Zoophthora neoaphidis pochodzit z kolekcji prof dr hab. I
Majchrowicz z Akademii Rolniczej w Szczecinie. Pozostate szczepy otrzymano jako
Swiezo wyizolowane z zywicieli przez prof. dr hab. S. Batazego z Zakladu Ochrony
Srodowiska Rolniczego i Lesnego P. A. N. w Poznaniu. Prof dr hab. S. Batazy

okresowo sprawdzat uzywane do badan grzyby odnosnie ich czystosci i przynaleznosci

gatunkowe;j.

Tabela 17. Grzyby wykorzystywane do badan

1 Zoophthora phyllobii 2360 Chrzaszcz Phyllobius sp.
(Wielkopolski Park Narodowy)

2 Paecilomyces sp. 2428d Larwa chrzaszcza na wilgotnej face
(Bawaria)

3 Paecilomyces sp. 2430al Larwa chrzaszcza z rodzaju Lampyris
(Bawaria)

4 | Zoophthora neoaphidis 67 mszyce Acyrthosiphon

pisum
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5. 2. Podloza

Szczepy przechowywano na skosach agarowych w temperaturze 4°C na podiozu o

skladzie: bakto pepton - 12¢;

wyciag drozdzowy - Sg;
hydrolizat kazeiny - 2g;

NaCl - 1.5g;
glukoza -2;
agar - 30g;

woda destylowana - 1000ml; pH = 6.8.

Do prowadzenia hodowli glebinowych wykorzystywano dwa rodzaje pozywek:

- pozywke ,,pelna” o skiadzie przedstawionym powyzej, lecz zubozonym o agar [Greb-

Markiewicz et al., 1994]

- pozywke ,,nieorganiczng” [Urbanczyk er al., 1992] zmodyfikowang zastapieniem MnCl,

przez MnCOs, o nastepujacym skiadzie:

(NH,),SO, - 2.64¢
K;HPO, - 5.65g
KH,PO, -2.38g
MgSO,*7H,0 -lg
CuSO,;*SH,0 - 0.06g
FeSO,*7H,0 -0.01g
ZnSO4*TH,0 -0.01g
MnCO; -0.05¢g
glukoza - 15¢g

woda destylowana - 1000ml; pH = 6.8
Do badan aktywnosci enzymatycznych uzywano nastepujacych sktadnikow:

- aktywnos$¢ proteolityczna: mleko odttuszczone 100ml, agar 25g, woda destylowana

1000ml;, pH=7.2;

- aktywnos¢ amylolityczna: Gause I ( KNO; 1g, K;HPO, 0.5g, MgSO,4*7H,0, NaCl
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0.5g, FeSOs *7H20 0.01g), skrobia 20g ,agar 20g, woda
destylowana 1000ml; pH = 7.2;

- aktywnos¢ chitynolityczna: koloidalna chityna 1g, KH,PO, 5g, MgSO,*7H,0 0.5g,
FeSO4*7H,0 0.01g, ZnSO4*7H,0 0.001g, MnClL,*4H,0
0.001g, agar 20g, woda destylowana 1000ml; pH = 5.5;

- aktywno$¢ lipolityczna: 10% emulsja oliwy z oliwek w 2% alkoholu poliwinylowym,
0.0IM roztwor NaOH, 0.05M bufor Tris-HCI o pH=8.0,
1% roztwoér tymoloftaleiny w etanolu, etanol, aceton.

Sktadniki pozywek, takie jak bakto pepton, hydrolizat kazeiny, ekstrakt drozdzowy,
agar i skrobia pochodzity z firmy Difco. Pozostate sktadniki zostaly wyprodukowane przez

P.P.H. Polskie Odczynniki Chemiczne w Gliwicach.

Hodowle owadow Galleria mellonella prowadzono na podiozu o nastepujacym
skladzie: sruta pszenna 250g, kasza kukurydziana 500g, maka pszenna 250g, mleko w
proszku 250g, drozdze suszone 125g, glicerol 200g, wosk 375g, miéd 250g.

5. 3. Aparatura

5.3.1. Izolacja i identyfikacja neutralnych lipidow grzyba Zoophthora phyllobii

Wysokocisnieniowa ~Chromatografie Cieczowa (HPLC) z uzyciem elucji
gradientowej z silikazelowej kolumny (Si 60, dp 10 um, 250*8mm) zastosowano do
rozdzialu frakgji neutralnych lipidow na poszczegélne klasy zwiazkow. Przeptyw eluentu -
1.5 ml/min; zawér iniekcyjny firmy Knauer z petla 20 ul. Gradient po wysokiej stronie
ci$nienia byl wytwarzany przez dwie pompy Shimadzu LC 6A sterowane przez komputer
SCL-6B. Detekcji dokonywano za pomoca uniwersalnego rozpraszajacego S$wiatlo
detektora opisanego przez Stolyhwo et al. [1983; 1984]. Detektor ten pozwala na elucje

gradientowg zwiazkow nie absorbujacych w zakresie UV (np. lipidy), rozpuszczalnikami
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wysoce absorbujacymi te promienie. Zastosowano gradient chlorku metylenu w eterze

naftowym.

Chromatografi¢ gazowa wykonano stosujac aparat Varian Aerograph 1400
przystosowany do pracy z kolumna kapilarna o szybkosci rozdziatu 1:30 dla portu
iniekcyjnego i system dostosowujacy dla detektora FID. , Make —up” gaz - azot przeplyw
30ml/min; gaz nosny - Argon. Kolumny:

- kolumna kapilarna (Si) o dtugosci 10m i $rednicy wewnetrznej 0.18 mm pokryta filmem

fazy ciektej RTX-1 o grubosci 0.1pum, Restek Corporation;

- kolumna kapilarna (Si) o dt. 15m i ér. wewn. 0.205mm pokryta filmem fazy ciektej DB-1 o
grubosci 0.33um, J & W Scientific;

- kolumna kapilarna (Si) o dt. 30m i $§r. wewn. 0.25mm pokryta filmem fazy cieklej CP SIL
SCB o grubosci 0.25um, Chrompack.

Spektrometria masowa zostala wykonana na VG 16F Micromass spektrometrze
masowym sterowanym przez VG Data System 2000, przy energii jonizacji 70 eV. Probki
byly wprowadzane poprzez chromatograf gazowy wyposazony w kolumny wymienione
powyzej dla GC. Gaz nosny - Hel, zrodio jonow przechowywane w 270°C; Dla _odcisku
palca” probek przy desorpcji polem oraz uzyskania wysokiej rozdzielczosci pomiarow uzyto
podwojnie zbierajacego spektrometru Varian MAT 711. Instrument ten wyposazony byt w

taczone zrodto jonow EVFI/FD i kalibrowany w zakresie PFK.

Pomiary NMR: widma nmr 1D oraz 2D wykonywano w temperaturze pokojowej za

pomocg spektrometru Bruker AMX-500 wyposazonego w system danych X32.

5.3.2. Biotransformacje

Chromatografi¢ cienkowarstwowa (TLC) prowadzono na plytkach szklanych
pokrytych silikazelem (Merck) stosujac jako ukiad rozwijajacy mieszanine: heksan-octan

etylu (2:1). Plytki detekowano parami jodu.
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‘Flash” chromatografie wykonywano stosujac kolumne o srednicy 30 mm
wypelniong 15 g silikazelu (Si 60, Merck) na 1g mieszaniny produktow. Jako eluent
stosowano rosnacy gradient octanu etylu w heksanie w nastepujacych proporcjach
(kazdorazowo po 100 ml) (v/v): 0%, 4%, 8%, 15%, 25%, 50%, 100%. Na koncu kolumne

przemywano metanolem.

Polpreparatywna ~ Wysokocisnieniowa ~ Chromatografie  Cieczowa (HPLC)
pochodnych kamfolenowych wykonano na aparacie firmy Beckmann z detektorem RI;
kolumna - UltrasphereSi, 10*250mm; eluent - mieszanina heksanu i octanu etylu w
stosunku 2:1; przeplyw eluentu - 2.4 ml/min; rejestrator BD40 KIPP & ZONEN; szybkos¢
przesuwu papieru 10 mm/min; zawor iniekcyjny Rheodyne z petla 200pl.

Do analitycznej chromatografii HPLC zwiazkéw aromatycznych uzyto zestawu 2
pomp 110B ze sterownikiem 420 Controller firmy Beckman z podiaczonym integratorem
HP 3396 II Series i detektorem UV HP Series 1050. Kolumna Ultrasphere-ODS:;
4.6*250mm; eluent: metanol/woda (80:20); przeptyw 1.0 ml/min; detekcja przy A = 254nm;

zawor iniekcyjny Beckman z petlg 20ul.

Kapilarng Chromatografi¢ Gazowa przeprowadzano na aparacie HP Gas
Chromatograph Series II 5890 z detekcja FID. Zastosowano kolumne kapilarna o dlugosci
25 m i §r. wewn. 0.2mm; gaz no$ny - azot; przeptyw 1cm’/min; gradient temperatury 100°C

-260°C (przyrost 4°C/min).

Widma MS wykonano na spektrometrze HP Mass Selective Detector 5971 A
sprzg¢zonym z chromatografem gazowym HP 5890; kolumna HP-1 o dlugosci 12m (dla
pochodnych kamfolenowych) oraz 25m (dla polaczen aromatycznych) i ér. wewn. 0.2mm:;
gaz nosny - Hel; przeplyw 0.5 cm’/min; energia jonizacji - 70 eV. Gradient temperatury dla
pochodnych kamfolenowych 100°C - 190°C (przyrost 3°C/min), dla polaczen
aromatycznych i analogéw hormonéw juwenilnych zakres temperatury zmieniano zaleznie

od substratu
MDOB: 130°C - 290°C (przyrost 8°C); TNBB: 180°C - 290°C (przyrost 9°C); BCB:

160°C - 290°C (przyrost 8°C); aldehyd 4-chlorobenzoesowy: 80°C - 270°C (przyrost 6°);
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chlorek 4-nitrobenzylu: 140°C - 290°C (przyrost 10°C).

Widma NMR wykonano na spektrometrach DRX 300 i/lub AM 250 Bruker, przy
uzyciu CDCl; (8 = 7.26) jako standardu wewnetrznego.

Pomiary optycznej rotacji przeprowadzono na polarymetrze JASCO DIP 370.
Widma CD zmierzono na spektropolarymetrze JASCO 710.

5.3.3. Poszukiwanie metabolitow zaangazowanych w proces infekcji organizmu owada

Analityczng chromatografi¢ HPLC prowadzono przy uzyciu systemu LaChrom firmy
Merck (pompa L-7100, D-7000 Interface, detektor UV L-7400, termostat L-7360)
sterowanego komputerowo za pomocg programu D-7000 HPLC System Manager. Kolumna
Econosphere C-18 5um; zawér iniekcyjny Rheodyne z petla 20pl; temperatura 22°C;
przeplyw eluentu Iml/min; detekcja UV A = 220nm, eluent: A: 0.1% TFA, B: Acetonitryl/
Woda / TFA w stosunku 70 : 30 : 0.1.

0.0 100

10.0 100 0
60.0 50 50
70.0 0 100
90.0 0 100

Przed chromatografia, kazda probke poddawano filtracji przez filtr MINISART RC 4 o

wielkosci por 0.2um.

Spektrometri¢ masowa ESI MS (Elektrospray Mass Spectrometry) oraz tandemowa
spektrometri¢ MS/MS wykonano na aparacie Finnigan TSQ 700 (ESI +Q1IMS). Analize
NMR  wykonano na aparacie Bruker DRX300 przy uzyciu D,0 jako standardu

wewnetrznego.
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6. METODY

6.1. Hodowle glebinowe

Hodowle glebinowe prowadzono w kolbach ptaskodennych o pojemnosci 1000 ml,
zawierajacych po 200 ml pozywki, na wytrzasarce (160 uderzen na minutg) w temperaturze
okoto 20°C. W celu otrzymania inoculum 2 kolby z podiozem plynnym zaszczepiano ze
skosu agarowego. Po uplywie kilku dni (zaleznie od szybkos$ci wzrostu danego szczepu)
wigksza ilos¢ kolb szczepiono uzyskanym inoculum za pomoca szklanych,
wysterylizowanych pipet ze skroconymi koncowkami (4 ml inoculum na kolbe). Glukoze
sterylizowano oddzielnie w postaci 50% roztworu i dodawano do kolb z pozywka przed

samym szczepieniem.

6.2. Neutralne lipidy grzyba Zoophthora phyllobii

W celu izolacji metabolitow prowadzono hodowle glebinowe Zoophthora phyllobii
na pozywce petnej w sposob opisany w punkcie 6.1. Do zaszczepienia 25 kolb uzywano
siedmio-dniowego inoculum. Swiezo zaszczepione kolby wytrzasano nastepnie przez 8 dni.
Po tym czasie grzybni¢ odsaczano od ptynu pohodowlanego i dwukrotnie przeptukiwano
woda destylowang na lejku Biichnera pod prézniag pompki wodnej (18mm Hg) przez 15
minut. Wilgotna grzybni¢ poddawano dwukrotnej ekstrakcji, po 150 ml acetonu na 10 g
uzyskanej grzybni. Nastepnie ekstrakty te taczono i odparowywano aceton, otrzymujac faze
wodng, ktorg 3-krotnie ekstrahowano octanem etylu. Grzybnie po ekstrakcji acetonem
poddawano takze 3-krotnej ekstrakcji octanem etylu. Ekstrakty octanowe laczono, suszono
bezwodnym MgSO, i odparowywano pod proznia pompki wodnej. Rozdziatu mieszaniny na
poszczegolne klasy zwiazkéw, poddawane nastgpnie dokladniejszym analizom (GC i

GC/MS), dokonano za pomoca HPLC.
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6.2.1. Otrzymywanie pochodnych

Pochodne sililowe.

Do sililacji steroli, diacylogliceroli i monoacylogliceroli (probki ok. 1mg) zastosowano
0golng procedur¢ z uzyciem mieszaniny N,O-bis(trimetylosililo)acetamidu (BSA) oraz

trimetylochlorosilanu (TMCS) (17:3 v/v) w 100°C przez 15 minut.

Pochodne acetylowe steroli.

Probka steroli (ok. Img) byta rozpuszczana w mieszaninie bezwodnika octowago i pirydyny
(1:1, v/v) a nast¢pnie ogrzewana w zatopionej amputce w 80°C przez 30 minut. Probke
odparowywano w strumieniu azotu do sucha a pozostato$¢ rozpuszcano w chlorku metylenu

w celu poddania analizom GC.

Estry metylowe kwasow tluszczowvych.

Do probki mieszaniny kwasoéw (ok. 0.2mg) dodawano mieszaning BF; - metanol (14%,

w/v), a nastgpnie roztwor ogrzewano w 80°C przez 30 minut.

Bezposrednie przeprowadzenie TAG w estry sililowe kwasow thuszczowych.

W tym celu przeprowadzano saponifikacje triacylogliceroli w metanolowym roztworze
KOH, odparowywano alkohol, produkty hydrolizy poddawano sililacji a nastepnie analizom
GC/MS. Probke TAG ( 0.2mg) rozpuszcezano w 50 pl 0.5M KOH w metanolu w probowce
z teflon-lined septum. Roztwor ogrzewano przez 3 godziny w 70°C. Rozpuszczalnik
odparowywano do sucha w strumieniu azotu. Pozostalo$¢ ogrzewano z 40ul BSA i 10pl
TMCS w 70°C przez 30 minut. Tak przygotowang probke poddawano bezposrednio

analizie GC/MS [Bruschweiler & Hautfeune, 1990].
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6.3. Biotransformacje

6.3.1. Biotransformacja zwiazkow alkilo-a- kamfolenowych przez szczep Zoophthora

phyllobii

Do biotransformacji uzyto racemicznego ketonu metylo-a-kamfolenowego (1-
(2',2',3-trimetylo-3'-cyklopenten-1-'ylo)-propan-2-onu) (1), racemicznego nitrylu o-
kamfolenowego (1-(2',2',3"-trimetylo-3"-cyklopenten-1'-ylo)-acetonitrylu) (7) oraz obu
enancjomerow estrow o-kamfolenowych: (+)(4R)-4-(2',2',3'-trimetylo-3'-cyklopenten-1'-
ylo)-buty-2-enolanu (11) i (-)(4S)-4-(2',2',3-trimetylo-3'-cyklopenten-1'-ylo)-buty-2-enolanu
(12). Zwiazki te otrzymano wczesniej w naszym laboratorium [Derdzinski et al., 1984;
Wawrzenczyk et al., 1984].

Hodowlg prowadzono na podfozu pelnym w warunkach opisanych w punkcie 5.1.1.
W piatym dniu hodowli, w warunkach sterylnych dodawano do kolb po 0.035g
odpowiedniego substratu rozpuszczonego w 0.3 ml metanolu (175 mg na 1 litr hodowli) i
prowadzono proces biotransformacji na wytrzasarce przez kolejnych 10 dni. Po tym czasie
ptyn pohodowlany oddzielano od grzybni na lejku Buchnera pod proznia pompki wodnej i 3-
krotnie ekstrahowano chloroformem. Polaczone ekstrakty suszono bezwodnym siarczanem
magnezu a nastgpnie odparowywano rozpuszczalnik na wyparce rotacyjnej pod proznia
pompki wodnej. Nastepnie przeprowadzano chromatografie TLC oraz HPLC w celu
stwierdzenia czy zachodzi proces biotransformacji. Uzyskane mieszaniny rozdzielano za
pomoca 'flash’ chromatografii i taczono we frakcje przy uzyciu chromatografii TLC - punkt
5.3. Za pomocg poipreparatywnego HPLC frakcje te dzielono na poszczegélne zwiazki o
stopniu czystosci umozliwiajacym ich identyfikacje za pomoca analiz GC/MS i NMR.

Analizy spektralne produktow biotransformacji ketonu metylo-c-kamfolenowego (1)
przez szczep Zoophthora phyllobii (czas retencji i zawarto$é¢ zwiazkéw okreslono na
podstawie chromatografii gazowe;j):

(2,2") trans-1-(2',2',3'-trimetylo-3',4'-epoksycyklopentan-1'-ylo)-propan-2-on

(RT=15.5, wydajno$¢ 6.3%)
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'H NMR (ppm): 0.74 (3H, s, H-8'); 0.98 (3H, s, H-7'); 1.20 (1H, m, H-5'a); 1.31 (3H, s,
H-6); 1.91 (1H, m, H-1"); 2.10 (3H, m, H-3"); 2.10 (1H, m, H-1); 2.10 (1H, m, H-
5'b); 2.37 (1H, dd, J = 15.3 i 3.6 Hz; H-1"); 3.22 (1H, s, H-4").

MS (70 eV, 295 K) m/e: 182 (M), 125(4), 109(16), 97(14), 95(10), 81(12), 70(7), 69(11),
67(6), 55(13), 53(8), 43(100), 41(34), 39(14).

3,3" cis-1-(2',2",3'-trimetylo-3',4'-epoksycyklopentan-1'-ylo)-propan-2-on
(RT = 17.0, wydajnos¢ 4.6).

'H NMR (ppm): 0.96 (3H, s, H-7'); 0.99 (3H, s, H-8'); 1.28 (3H, s, H-6'); 1.5412.06
(oba protony w pozycji C-5'); 2.08 (3H, s, H-3); 2.10 (1H, m, H-1'); 2.58 (2H,
m, H-1); 3.25 (1H, s, H-4).

MS (70 eV, 295 K) m/e: 182 (M), 141(25), 123(4), 109(14), 97(14), 95(10), 81(12)
70(7), 69(10), 67(6), 55(13), 53(8), 43(100), 41(33), 39(15).

Widma NMR oraz MS epoksydow 2, 2' i 3, 3' byly identyczne z otrzymanymi dla tych

zwiazkow we wezesniejszych badaniach [Urbanczyk et al., 1993].

(4) 1-(2',2",3'-trimetylo-5'-0kso-3'-cyklopenten-1'-ylo)-propan-2-on
(RT = 19.2, wydajnos¢ 28.0%).

'H NMR (ppm): 0.95 (3 H, s, H-8'); 1.26 (3H, s, H-7"); 2.03 (3H, d, J = 1.2 Hz, H-6'); 2.22
(3H, s, H-3); 2.43 (1H, dd, J = 13.0 oraz 8.5 Hz, H-1); 2.77 (1H, dd, J=8.5 oraz 4.7
Hz, H-1'); 2.92 (1H, dd, J = 13.0 oraz 4.7 Hz, H-1); 5.82 (1H, d J = 1.2 Hz, H-4 "),

“C NMR (ppm): 14.3 (C-8"); 23.0 (C-7'); 25.8 (C-6'); 30.1 (C-3); 40.3 (C-1); 45.7 (C-29;
53.2 (C-1Y); 127.5 (C-4"); 184.8 (C-3"); 207.3 (C-2); 208.3 (C-5").

MS (70 eV, 295 K) m/e: 181 (M), 165(3), 138(27), 123(72), 109(14), 95(11), 79(15),
67(32), 55(17), 53(13.5), 43(100), 32(5).

CD: minimum przy Am.x = 314.00 nm, Ae = -0.022 (etanol)

[a]p = +6.9° (c = 2.50, CHCl;)

(5) 1-(2',2",3'-trimetylo-3',4"-epoksycyklopentan-1'-ylo)-propan-2-ol
(RT=17.4; wydajnos¢ okoto 3%)

'H NMR (ppm): 0.75 (3H, s, H-8'); 0.99 (3H, s, H-7"); 1.20 (3H, d, ] = 6.1 Hz, H-3); 1.33
(3H, s, H-6"); 3.24 (1H, bs, H-4"); 3.76 (1H, m, H-2).
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“C NMR (ppm): 13.2 (C-8"), 18.7 (C-7"), 20.6 (C-6"), 24.4 (C-3), 32.1 (C-5"), 38.8 (C-
1');39.2 (C-1), 62.3 (C-4'), 66.4 (C-2), 68.5 (C-3").

MS (70 eV, 295 K) m/e: 166 (M'-H,0), 151(2), 138(3), 123(13), 111(17), 97(13),
83(16), 69(18), 55(39), 45(44), 43(100), 32(11).

(6) 1-(2',2'-dimetylo-3'-hydroksymetylo-3'-cyklopenten-1'-ylo)-propan-2-on
(RT = 23.6; wydajnos$¢ sladowa).

MS (70 eV, 295 K) m/e: 178 (M+) (0.2), 164(4), 148(4), 102(100), 91(70), 77(16),
65(38), 51(16), 39(22), 31(7).

Analizy spektralne produktow biotransformacji nitrylu ai-kamfolenowego (7):

(8,8" trans-1-(2',2',3"-trimetylo-3',4'-epoksycyklopentan-1'-ylo)-acetonitryl
(RT = 8.8; wydajnosc¢ 20.5%)

MS (70 eV, 295 K) m/e: 165 (M+), 150(37), 125(64)109(37), 69(31), 55(52), 43(100).

(9,9 cis-l-(2‘,2',3'-trimetylo-3',4'-epoksycyldopentan-1'-ylo)-acetonitryl
(RT = 8.92; wydajnos¢ 12.1%)

MS (70 eV, 295 K) m/e: 165 (M+), 150(38), 125(65), 109(38), 69(31), 55(51), 43(100).

Z powodu bardzo podobnych czasow retencji nie rozdzielono izomeréw cis oraz trans i

analiz¢ NMR przeprowadzono na mieszanienie zwiazkow: 8, 8', 9, 9':

'H NMR (ppm): 0.82i 1.00 (3H kazdy, s, H-8'); 1.04 1 1.08 (3H kazdy, s, H-7"); 1.29 i
1.32 (3H kazdy, s, H-6'); 3.28 i 3.24 (1H kazda, bs, H-4").

“C NMR (CDCl;, wewn., ppm): 39.4 i 42.2(C-2); 41.0142.4 (C-2'); 61.3 i 63.3 (C-4"):
68.5170.0 (C-3"); 118.9 120.3 (C-1), inne wartosci: 127, 12, 12.9, 16.8, 17.6,
18.3, 20.5, 22.7, 26.4, 30.3, 31.7.

(10) 1-(2",2",3'-trimetylo-5'-0kso-3'-cyklopenten-1'-ylo)-acetonitryl
(RT = 10.18, wydajnosc 22.8%)

'HNMR (ppm): 1.19 3H, s, H-8'); 1.37 (3H, s, H-7"); 2.07 (3H, d, J = 1.3 Hz, H-6"); 2.23
(1H, dd, J=17.2111.5 Hz, H-1a); 2.47 (1H, dd, J = 11.5 1 3.6 Hz, H-1'); 2.90 (1H,
dd,J=17.2i3.6 Hz, H-1b); 5.85 (1H, q, J = 1.3 Hz, H-4").

*C NMR (CDCls, wewn., ppm): 13.6 (C-2); 14.3 (C-8'); 22.7 (C-T'); 25.3 (C-6"); 45.6
(C-27); 53.5 (C-1"); 118.8 (C-1); 127.1 (C-4"); 184.8 (C-3'); 204.0 (C-5").
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IR (cm-1): 3491, 2969, 2448, 1702, 1616, 1434, 1265, 1170, 1111, 852.

MS (70 eV, 295 K) m/e: 163 (M), 148(100), 123(36), 95(71), 67(43), 53(31), 39(73).
CD: minimum przy Am.x = 310.80 nm, Ag = -0.191 (etanol)

[a]p = +33.1° (c = 4.50, CHCL).

6.3.2. Biotransformacja ketonu metylo-a-kamfolenowego przez szczep Paecilomyces

sp. nr kat. 2430al

Biotransformacj¢ ketonu metylo-a-kamfolenowego za pomoca grzyba Paecilomyces
sp. 2430 przeprowadzono na pozywce pelnej w sposob opisany dla Zoophthora phyllobii.
Jedynie dodanie substratu nastapito juz 4 dnia hodowli z powodu szybszego wzrostu tego
grzyba w porownaniu do Zoophthora. Surowy ekstrakt chloroformowy poddano analizom
TLC, HPLC, GC oraz GC/MS.

Analizy spektralne:

(1) (1-(2',2",3'-trimetylo-3'-cyklopenten-1-'ylo)-propan-2-onu)

GC( 80/4/260): RT= 10.1; pozostatos¢ nieprzereagowana - 2.5%

MS (70 eV) m/e: 164 (M+), 149(48), 121(100), 105(42), 91(46), 55(13), 43(76).

3:3" cis-1-(2',2",3'-trimetylo-3',4'-epoksycyklopentan-1'-ylo)-propan-2-on

GC( 80/4/260): RT =17.3; wydajnos¢ 3.2%

MS (70 eV) m/e: 167(1.5), 141(7), 123(7.5), 109(25), 97(28), 81(13), 69(10), 55(10.5),
43(100).

(4) 1-(2',2",3'-trimetylo-5'-0kso-3'-cyklopenten-1'-ylo)-propan-2-on

GC(80/4/260): RT = 20.2; zawartos¢ w mieszaninie produktow - 23.2%

MS (70 eV) m/e: 180(1.5), 165(4), 137(40), 123(100), 109(13), 95(10), 77(1 1), 67(21),
55(10.5), 43(72), 41(16), 39(22).

(13) zwigzek niezidentyfikowany

GC( 80/4/260): RT = 15.0; wydajnosé- 7.0%

MS (70 eV) m/e: 182(27), 167(25), 149(11), 123(43), 99(41), 97(32), 83(31), 69(25),
55(16), 43(100).
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6.3.3. Biotransformacje analogéw hormonéw juwenilnych owadéw oraz zwigzkow

aromatycznych przez Paecilomyces sp. nr kat. 2428d

Biotransformacj¢ z uzyciem szczepu Paecilomyces sp. 2428d przeprowadzono na
pozywce nieorganicznej. Substraty w ilosci po 100mg na kolbe (rozpuszczone w 3 ml
etanolu) dodawano 6 dnia hodowli. Po kolejnych 10 dniach przerywano hodowle.
Przeprowadzano ekstrakcje octanem etylu i analizy HPLC, GC i GC/MS otrzymanego
ekstraktu.

Dane spektralne substratow i otrzymanych produktow:
(14) (RS)-4-metylo-1-(3,7-dimetylo-6-oktenylooksy)benzen (MDOB)

RT = 13.1; pozostatos¢ nieprzereagowana - 2.2%

MS (70 eV) m/e: 246(M"; 4.5), 161(1.5), 121(7.5), 108(100), 91(31), 77(37), 69(60),

55(31), 41(87).

(15) (RS)-4-hydroksymetyleno-1-(3,7-dimetylo-oktenylooksy)benzen

RT = 13.4; zawarto$¢ w mieszaninie produktow - 1.21%

MS (70 eV) m/e: 258(1.5), 151(9), 137(28), 121(60), 108(100), 91(85), 79(82), 89(72)

69(27), 66(34), 55(27), 53(42), 43(30), 41(49), 39(36).

(16) (RS)-4-hydroksymetyleno-1-(3,7-dimetylo-7-hydroksyoktanylooksy)benzen

RT = 17.2; wydajnosé - 7.9%

MS (70 eV) m/e: 280(3), 222(1.5), 155(3), 108(100), 91(22), 77(28), 59(85), 43(50),

41(36), 31(295).

’

(17) (RS)-4-metylo-1-(3,7-dimetylo-6-keto-oktanylooksy)benzen
RT = 14.8; wydajnos¢ sladowa

MS (70 eV) m/e: 262(1.5), 213(1.5), 181(1.5), 171(3), 155(19), 129(7.5), 108(46),
101(16), 91(25), 88(30), 77(15), 71(49), 55(43), 43(100).

(18) 4-metylofenol
RT = 3.6 ; wydajnosc - 3.6%

MS (70 eV) m/e: 107(100), 90(7.5), 79(34), 77(52), 51(33), 39(30).

(19) (2E)-(R)-(+)-benzylo-4-(2,2,3-trimetylo-3-cyklopentenylo)buty-2-enolan (BCB)

RT = 14.1; pozostalos¢ nieprzereagowana - 1.1%
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MS (70 eV) m/e: 193(6), 175(2), 147(3), 107(10), 91(100), 79(24), 65(13), 41(9).
(20) alkohol benzylowy
RT = 2.8; wydajnosc¢ 4.0%
MS (70 eV) m/e: 108(33), 91(18), 79(100), 51(65), 39(40), 31(25).
(21) eter p-nitrofenylo-S-meton-4-(2',2',3'-trimetylo-3'—cyklopentenylo)-buten-z—ylowy
(TNBB)
RT = 14.7; pozostatos¢ po biotransformacji - 0%
MS (79 eV) m/e: 270(0.6), 177(24), 139(10), 135(42), 121(80), 109(100), 93(51), 79(36),
67(37), 55(41).
(22) aldehyd 4-chlorobenzoesowy
RT = 8.5; pozostatos¢ nieprzereagowana - 0%
MS (70 eV) m/e: 139(100), 111(53), 85(3.5, 75(25), 50(20).
(23) alkohol 4-chlorobenzylometylowy
RT =12.1;, wydajnos¢ - 27.5%
MS (70 eV) m/e: 142(65), 113(19), 107(70), 79(69), 77(100), 51(21), 43(21), 31(8).
(24) kwas 4-chlorobenzoesowy
RT = 15.7; wydajnosé¢ - 17.6%
MS (70 eV) m/e: 158(25), 156(77), 139(100), 113(105), 111(42), 75(24), 50(15).
(25) chlorek 4-nitrobenzylu
RT = 6.6; pozostalos¢ nieprzereagowana - 67.6%
MS (70 eV) m/e: 171(50.5), 136(73), 125(43), 89(100), 77(46), 63(67), 51(26), 30(44).
(26) 1-hydroksymetylo-4-nitrobenzen
RT= 7.7, wydajnosé¢ - 10.6%
MS (70 eV) m/e: 153(22), 136(14), 107(79), 89(39), 77(100), 51(27), 30(39).
(27) 1-metylo-4-nitrobenzen
RT=3.96; wydajnos¢ - 2.6%
MS (70 eV) m/e: 137(80.5), 107(40), 91(100), 77(27), 65(73), 51(13), 30(38).
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6.3.3.1. Wplyw ksenobiotykéw na wzrost szczepu Paecilomyces sp. 2428d

W celu sprawdzenia wptywu danego ksenobiotyku na wzrost grzyba, dodawano go
do dwoch kolb pierwszego dnia a do dwéch innych si6dmego dnia hodowli (1 00mg/kolbe).
W obu przypadkach - 14 dnia odsaczano i suszono,a nastepnie wazono grzybnie,
jednoczesnie mierzac pH plynu pohodowlanego. Jako kontrole stosowano mase grzybni i
pH plynu pohodowlanego po 14 dniach hodowli grzyba bez dodatku ksenobiotyku. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 16.

6.4. Analiza metabolitow

6.4.1. Testy biologiczne

Do testow biologicznych pobierano probki ptynu pohodowlanego z hodowli
plynnych prowadzonych z zachowaniem powtarzalnosci warunkéw na pozywce pelnej w
przypadku Zoophthora neoaphidis a na nieorganicznej w przypadku grzybow z rodzaju
Paecilomyces.

Kolby szczepiono siedmio- (Paecilomyces) lub czternasto- (Zoophthora) dniowym
inoculum. W wybranych dniach hodowli pobierano sterylnie prébki po 20 ml plynu
pohodowlanego. Kilkakrotnie przerywano hodowle calej kolby w celu zwazenia masy
grzybni.

Do zbadania wplywu metabolitow wydzielanych do pozywki w trakcie rozwoju
grzyba na larwy G. mellonella zastosowano metode iniekcyjna [Mollier ef al., 1994: Yendol
et al.. 1968]. Podczas wstepnych prob, stwierdzono, ze woda lub pozywka w objetosci nie
przekraczajacej 25ul nie powoduje znaczacych negatywnych efektéw. Sama pozywka (25ul)
tylko sporadycznie zabijala larwy po 72 godz. od momentu jej wstrzykniecia. Nie
zaobserwowano  wigkszego wplywu stadium rozwoju larw na dzialanie plynu
pohodowlanego. W zwiazku z tym do dalszych badan wybrano larwy znajdujace sie w 7
stadium larwalnym jako wigksze i z tego powodu tatwiejsze do wykonania iniekcji. Do
iniekcji uzywatam insulinowek o pojemnosci 1ml (lkreska = 25pul). Kazdg probke ptynu

odsaczonego od grzybni i dodatkowo przefiltrowanego przez filtr 0.2 um wstrzykiwano 10
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larwom, ktére nastgpnie umieszczano na szalce Petri'ego z odpowiednig iloscig pokarmu.
Jako kontrolg na osobnej szalce umieszczano 10 larw, ktorym wstrzykiwano taka sama
objetos¢ (25ul) pozywki. Co 24 godziny liczono ilo$¢ niezywych larw po wstrzyknieciu
probki i kontroli.

Larwy G. mellonella hodowano metod Sehnala [1966], a limfe z nich uzyskiwano
na podstawie metody opisanej przez Ozyhara i wspotpracownikéw [Ozyhar ef al., 1983],

lecz przeprowadzonej z duzymi uproszczeniami wynikajacymi z zastosowania hemolimfy

jedynie jako sktadnika pozywki.

6.4.2. Analizy HPLC

Z uwagi na bardzo niskie stezenia metabolitow grzyba w ptynie pohodowlanym, do
analizy chromatograficznej konieczne bylo jego 10-krotne zageszczenie. W tym celu 3 ml
odsaczonego ptynu pohodowlanego odparowywano do sucha na wyparce rotacyjnej w
35°C, a pozostatos¢ (zwykle ok. 0.5 mg) rozpuszczano w 300 pl 0.1% TFA, bedacego
wyjsciowym eluentem w HPLC.

6.4.3. Testy enzymatyczne

Aktywno$¢ proteolityczng , chitynolityczng i amylolityczna ptynu pohodowlanego w
poszczegOlnych dniach hodowli badano na plytkach Petri’ego zawierajacych po 25ml
odpowiedniego podtoza. Po 200pl ptynu wlewano do cylinderkéw i po inkubacji mierzono
stref¢ hydrolizy. Poniewaz celem bylo sprawdzenie zmian aktywnosci enzymatyczne] w
trakcie wzrostu grzyba konieczne bylo zmodyfikowanie znanych metod - na podloza nie
przeszczepiano grzyba, tylko do cylinderkéw wlewano plyn pohodowlany, w zwiazku z
czym skrocono czas inkubacji (nie trzeba bylo czekaé az wyrosnie grzyb a przy dhuzszym
okresie inkubacji plytki ulegaty zakazeniu).

W przypadku aktywnosci proteolitycznej [Waksman, 1961] plytki inkubowano
przez 3 dni w 20°C a nastgpnie zalewano je 3% roztworem kwasu trojchlorooctowego i

mierzono strefe hydrolizy.
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Aktywnos¢ amylolityczng badano na podtozu Gause I [Waksman, 1961; Mordarski
et al., 1970] Po 3 dniach inkubacji w 20°C zalewano je 7 ml ptynu Lugola. Po dziesieciu
minutach roztwor usuwano i obserwowano, czy wystepuje strefa hydrolizy.

Aktywnos¢ chitynolityczng badano wedlug metody Wiliamsa i Robinsona [1981].
Jako substrat zastosowano koloidalna chityng otrzymana w sposob zaproponowany przez
Price’a 1 Storck’a [1975] oraz Hsu i Lockwood’a [1975]. Sg chityny (Sigma, practical
grade) rozpuszczono w stgzonym kwasie solnym (1g/100ml; mieszanie 45 minut), a
nastgpnie wytracono bialy osad (chityng koloidalna) przesaczajac roztwor przez wate
szklang do wody destylowanej (1 litr). Zneutralizowany przy pomocy 4 N NaOH (do pH 6-
7), roztwor odwirowano (3000 obr/min, 20 minut), uzyskujac bialy osad, ktory
pigciokrotnie przemyto woda destylowana. Po 48 godzinach suszenia w temperaturze 60°C
uzyskano 2.1g koloidalnej chityny, ktora byla sktadnikiem podioza do testu na aktywnosé
chitynolityczna. Po 3 dniach inkubacji w 20°C obserwowano, czy nastapita hydroliza.

Aktywnos¢ lipolityczng mierzono metoda miareczkowa [Liu e al., 1972]. Metode
t¢ zmodyfikowano w ten sposob, ze uwolnione kwasy thiszczowe miareczkowano 0.01M
zamiast 0.05M roztworem NaOH w obecnosci wskaznika — tymoloftaleiny ( w celu
zwigkszenia dokladnosci metody).

I ml ptynu pohodowlanego dodawano do probowek zawierajacych 2.5 ml emulsji oliwy z
oliwek i 2ml 0.05M buforu Tris-HCI. Do proby kontrolnej zamiast ptynu pohodowlanego
dodawano 1 ml buforu. Préby inkubowano w temp. 30°C przez 30 minut. Nastepnie
zawartosc kazdej probki przelewano do kolby Erlenmayera zawierajacej 20 ml mieszaniny
alkohol: aceton (1:1), dodawano 4 krople roztworu tymoloftaleiny i miareczkowano
roztworem NaOH do wystapienia niebieskiej barwy. Od objetosci roztworu NaOH
potrzebnego do zmiareczkowania proby whasciwej odejmowano objetos¢ NaOH zuzytego
do zmiareczkowania proby kontrolnej. Za jednostke aktywnoéci enzymu przyjeto taka ilosé

enzymu, ktora w warunkach testu powoduje uwolnienie 1 pmola kwasu thiszczowego.
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6.4.4.Proba izolacji peptydu peptaibolowego z pltynu po hodowli szczepu Paecilomyces

sp. 2428d

Probe izolacji przeprowadzono na wzor izolacji peptaibolowego antybiotyku z
Hypocrea muroiana Hino et Katsumoto [Becker ef al., 1997]. Plyn po 14 dniach hodowli
(1.7 1) przepuszczono przez kolumng o wymiarach 25*300 mm wypetniong niepolarnym
adsorbentem - Amberlite XAD-4 (Fluka, wielkos¢ czasteczek 20-50pm). Wypehienie
przemyto wodg (300ml) i 40% metanolem (150ml), a nastepnie zaadsorbowane zwiazki
eluowano rosnacym od 40% do 100% gradientem metanolu w wodzie (co 5% po 50ml
kazdego stezenia) uzyskujac 13 frakcji. Najlepsze efekty przyniosto przeprowadzenie
chromatografii TLC w eluencie o skladzie: n-butanol/kwas octowy/woda (4:1:5) i
spryskanie roztworem ninhydryny. Przeprowadzono ESI MS frakcji: 40, 60, 80 i 100%

metanol.
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GREB-MARKIEWICZ Beata Monika

Searching for factors engaged in process of infection and intoxication of
the insect organism by entomopathogenic fungi belonging to Zoapthora

and Paecilomyces genera

In theoretical part, principles of Integrated Pest Management System (IPM), life-
cycle of entomopathogenic fungi and known mycotoxins produced by these fungi are
presented.

In experimental part are presented:

1. Analysis of neutral lipids fraction isolated from mycelium of Zoophthora

(Neopandora) phyllobii at 8th day of fungus growth;

2. HPLC analysis and biological activity of metabolites secreted to liquid medium by

means of Zoophthora and Paecilomyces genera, depending on age of culture;

3. Enzymatic activity of filtrates after cultivation of Z.(Erynia) neoaphidis depending on

age of culture;

4. Trials of isolation metabolites produced by means of Paecilomyces genus;

S. Microbial transformation of isoprenoid and aryl systems by means of fungi from

Zoophthora and Paecilomyces genera.
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