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IZVLECEK
Imunski sistem Zuzelk in njihov imunski odziv na en-
tomopatogene glive

Imunski sistem predstavlja enega izmed najbolj kom-
pleksnih sistemov, saj nadzoruje interakcije med mikroor-
ganizmi in gostitelji. Najbolj kompleksen imunski sistem
imajo sesalci, vendar pa imajo tudi Zuzelke svoj imunski sis-
tem in poznavanje le-tega ima posreden vpliv na ljudi. Tezko
je oceniti zdravstveni pomen in finanéno breme $kodljivih
zuzelk na ljudi. Ocenjuje se, da zuzelke letno unicijo
priblizno 15-18 % svetovne produkcije hrane, bolezni, ki jih
prenasajo zuzelke, pa so odgovorne za ve¢ milijonov smrti
Jjudi in domacih zivali letno. To so razlogi, zakaj je ze od
konca 19. stoletja prej$njega tisocletja imunski sistem zuzelk
predmet podrobnih raziskav, z namenom odkrivanja metod
za bioloski nadzor nad skodljivimi ZuZelkami. Namen tega
prispevka je obravnavanje tematike in razjasnitev dolo¢enih
pojmov v slovenskem jeziku, saj je slovensko izrazoslovje na
podroc¢ju imunskega obrambnega sistema nevretencarjev
pomanjkljivo.
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ABSTRACT
Insect immune system and their immune response to en-
tomopathogenic fungi

The immune system is one of the most complex sys-
tems, as it controls the interactions between microorgan-
isms and hosts. Mammals have the most complex immune
system, however insects also have their immune system and
improved knowledge of it has an indirect effect on human
life quality. It is difficult to assess the health significance and
financial burden of harmful insects on humans. It is esti-
mated that insects annually destroy approximately 15-18 %
of global food production; furthermore insect-borne diseas-
es are responsible for millions of deaths of people and do-
mestic animals annually. Immune system of insects has been
the subject of detailed research since the end of the 19th cen-
tury in order to discover practical methods for the biological
control of harmful insects. The purpose of this paper is to
discuss and clarify certain concepts in the Slovenian lan-
guage, since the Slovenian terminology of invertebrate im-
mune system is sometimes inadequate.
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UvOD

Imunski sistem vecceli¢nih organizmov temelji na pri-
rojenem in pridobljenem imunskem sistemu. Prirojeni
imunski sistem je evolucijsko starejsi obrambni meha-
nizem in temelji na prepoznavanju in unicenju telesu
tuje snovi. Prirojeni imunski sistem ni specifi¢en in
reagira na vse morebitno $kodljive elemente, ki so iz
zunanjega okolja vdrli v telo (LAVINE & STRAND 2002).
Pridobljeni imunski sistem pa temelji na specificnem
prepoznavanju tuje molekule, in sicer z vezavo antige-
na na receptorje limfocitov (BECKAGE 2003). Oba te-
meljna imunska sistema uporabljata tako celicne kot
tudi humoralne obrambne strategije, vendar se le-te
med prirojenim in pridobljenim imunskim sistemom
med seboj razlikujejo.

Pri zuzelkah sta najpomembnejsa celi¢ni in humo-
ralni imunski odziv, ki sodita v okvir prirojenega oz.
naravnega imunskega odziva. Zuzel&ji hemociti defi-
nirajo celi¢ni imunski odziv s procesi kot so fagocito-
za, nodulacija in enkapsulacija, humoralni imunski
odziv pa temelji na produkciji protibakterijskih, proti-
glivnih in protivirusnih molekul, ter melanizirajocega
encima fenoloksidaza. Naloga gostiteljskega obramb-
nega sistema je, da prepreci vdor patogenov, oziroma,
da ublazi posledice okuzbe, medtem ko se patogeni

poskusajo izogniti imunskemu odzivu in v ¢im vedji
meri izkoristiti gostiteljske vire (BECKAGE 2003).

Glive so heterotrofni organizmi in so torej odvisne
od organskih snovi, ki jih proizvedejo drugi organiz-
mi. Eden od nacinov pridobivanja organskih snovi, ki
se ga posluzujejo glive, se imenuje parazitizem. Ento-
mopatogene glive (EPG) so torej glive, ki uspesno pa-
razitirajo zuzelke in povzrocijo njihovo smrt ali pa jih
mocno poskodujejo. Da so pri tem uspesne, je potre-
ben stik z gostiteljem, penetracija in kolonizacija he-
mocela gostitelja (telesna odprtina ¢lenonozcev in ne-
katerih mehkuzcev), ter uspesen razvoj spor. V vecini
primerov spore predstavljajo okuzevalno enoto, torej
enoto, ki je sposobna prenosa bolezni (ang. Infectious
propagule), ta pa se veze na eksoskelet Zuzelke in pric-
ne s penetracijo hif v gostitelja (GILLESPIE IN soD. 1997;
TsAakAs & MARMARAS 2010; BUTT 1N sob. 2016). Koe-
volucija EPG in zuzelk traja Ze zadnjih 400 milijonov
let (LovETT & ST. LEGER 2017). Najpogostejsa interak-
cija med glivo in Zuzelko je parazit-gostitelj in je posle-
dica selekcijskega pritiska, ki omogoca neprestani ra-
zvoj obrambnih mehanizmov Zuzelke ter strategije
naselitve in prezivetja gliv (OrRT1z-UrQUIZA & KEYHA-
NI 2013).

IMUNSKI SISTEM ZUZELK

Kljub temu, da imajo zuzelke le prirojeni imunski sis-
tem, imajo tudi druge efektivne nacine obrambe pred
patogenimi organizmi, med katerimi so najpogostejsi
bakterije, glive, protozoji, virusi in ogorcice (Duso-
VSKIY IN sOD. 2016). Najefektivnejsi nac¢in obrambe je
izogibanje in odstranjevanje patogenih organizmov se
preden pride do okuzbe. Tako vedenje je najveckrat
prisotno pri socialnih zuzelkah. Zaradi ve¢je koncen-
tracije osebkov na enoto povrsine imajo socialne Zu-
zelke povecano moznost okuzbe s patogenimi organiz-
mi (OrTIZ-UrRQUIZA & KEYHANTI 2013; BUTT IN SOD.
2016; Lu & St. LEGER 2016).

V primeru prisotnosti EPG Metarhizium brunne-
um mravlje delavke vrste Lasius neglectus s cesanjem
mehansko preprecujejo okuzbo svojih licink. Pri tem
lahko uporabijo tudi strup, katerega glavna kompo-
nenta je mravlji¢na kislina, s katero omogocijo kemij-
sko dezinfekcijo okuzenega zaroda in delavk (TRAGUST
IN soD. 2013). Termiti vrste Reticulitermes flavipes se
ob prisotnosti okuzenega posameznika odzovejo z
znacilnim gibanjem, s katerim opozorijo ostale osebke,
nato pa sledi pokop okuzenega termita (MYLEs 2002).

FOLIA BIOLOGICA ET GEOLOGICA 60/2 - 2019

Kobilice vrste Camnula pellucida v primeru prisotno-
sti EPG Entomophaga grylli izkori$¢ajo son¢no sevanje,
zaradi katerega se njihova telesna temperatura dvigne
10-15°C nad temperaturo okolja. Daljsa izpostavljenost
temperaturam nad 35°C je za kobilice koristna, saj je to
zgornja meja prezivetja te glive, ki je ena izmed najpo-
gostejsih povzroditeljev naravne smrti pri kobilicah
(CARRUTHERS IN SOD. 1992).

Tezava pri prepoznavanju patogenov je njihova ve-
lika variabilnost, molekularna heterogenost ter za mi-
kroorganizme znacilna visoka stopnja mutacije. Ven-
dar obstajajo dolo¢ene molekularne strukture patoge-
nov, ki so zelo specifi¢ne in visoko ohranjene, poleg
tega pa pri posameznih patogenih doloc¢ajo njihovo
stopnjo patogenosti, zato morajo biti nujno prisotne.
Take specificne molekularne vzorce imenujemo mole-
kule DAMP (ang. Damage Associated Molecular Pat-
terns) in molekule PAMP (ang. Pathogen Associated
Molecular Patterns) (MEDzHITOV & JANEWAY 1997).
Zuzelke so razvile receptorje v hemolimfi, na membra-
nah epidermisa in mascobnem telesu, ki so v primeru
mehanske ali encimske poskodbe kutikule ter vdora
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mikroorganizmov sposobni prepoznave specificnih
molekul DAMP in PAMP na povrsini patogena. Ti re-
ceptorji se imenujejo receptorji PRR (ang. Pattern-Re-
cognition Receptors) in aktivirajo celi¢ni ali humoral-
ni imunski odziv prirojenega imunskega sistema
(Gross 2006).

Celi¢ni imunski odziv

Zuzelke nimajo krvnih Zil; imajo odprt krvozilni sis-
tem, pri katerem hemolimfa obliva tkiva in organe v
telesni votlini, hemocelu (Tsakas & MARMARAS 2010).
Celi¢ni imunski odziv zZuzelke temelji na celicah, ime-
novanih hemociti, ki se nahajajo v hemolimfi. Morfo-
logija hemocitov se med vrstami razlikuje, prav tako
pa so lahko razli¢ni tudi med osebki iste vrste razli¢-
nih starosti. Najpogostejsi hemociti pri zuzelkah so
granulociti in plazmatociti, ki sodelujejo pri procesih
fagocitoze, nodulacije in enkapsulacije (VINsoN 1991).

Hemociti lahko fagocitirajo patogene, ki so v pre-
meru manjsi od 1 um (na primer bakterije in kvasovke).
Proces se pri¢ne z vezavo patogenov (tarénih celic) na
receptorje hemocitov. Membrane posameznih hemoci-
tov se uvihajo, tvorijo prstu podobne psevdopodije, ki
obdajo patogen. Sledi sprostitev liticnih encimov v fa-
gosom, ki patogen razkrojijo (RosALEs 2011).

Enkapsulacija je mehanizem edinstven za zuzelke
in temelji na zdruzenem delovanju posameznih celic v
hemolimfi. Enkapsulacija potece, ko je tujek prevelik
za fagocitozo. Hemociti se razporedijo po povrsini
tujka, dokler ni v celoti prekrit z ve¢ plastmi hemocitov
(ScaMIT & RATCLIFFE 1977). Enkapsulacija lahko po-
tece v nekaj minutah od pricetka penetracije patogena.
Granulocite so navadno prve celice, ki pridejo v stik s
patogenom in nato sprostijo svojo vsebino, ki na povr-
$ini patogenov tvori lepljiv matriks. Ta proces sprozi
vezavo Stevilnih plazmatocitov, ki tvorijo kapsulo in
tako izolirajo patogen. Na koncu sledi e plast granulo-
cit, ki tvorijo tanko ovojnico okoli formirane kapsule.
Te kapsule se nato vezejo na notranje strukture gosti-
telja, kot so mascobna telesa, malpighijeva telesca,
zleza slinavka ipd., in so nato odstranjene iz obtoka
(BECKAGE 2003).

Med procesom enkapsulacije hemociti, ki se naha-
jajo v notranjih slojih kapsule, nalagajo melanin in
druge toksi¢ne molekule v kapsulo in povzrocijo smrt
parazita (BECKAGE 2003; DuBOvVsKkIY IN soD. 2016).
Melanin fizi¢no omeji vsiljivea in tako prepreci oziro-
ma upocasni njegovo rast, hkrati pa se med nastaja-
njem melanina sproécajo strupeni kvinonski interme-
diati (CERENIUS & SODERHALL 2004). Melanizacija

patogenov in poskodovanih tkiv je ena izmed najpo-
membnejsih funkcij prirojenega imunskega sistema in
poteka v procesu proPO kaskade. Ob prisotnosti pato-
gena pride do pretvorbe neaktivnega encima profeno-
loksidaza (proPO) v aktivni encim fenoloksidaza (PO),
kar omogoca sintezo melanina in celjenje kutikule s
procesom sklerotizacije. Sklerotizacija je kemijski pro-
ces, pri katerem pride do utrditve hitinske kutikule, ki
je nato odpornejsa na encimsko razgradnjo in tako
lahko zavira delovanje glivnih proteaz, katerih funkci-
ja je hidroliza kutikularnih proteinov (ANDERSEN
2003). Serinske proteaze regulirajo delovanje encima
PO in tako preprecujejo nepotrebno proizvodnjo stru-
penih spojin (SODERHALL IN sop. 2013). Hkrati serin-
ske proteaze v primeru poskodbe uravnavajo koagula-
cijo hemolimfe z namenom preprecevanja izgube tele-
sne tekocine in omejevanja gibanja mikrobov (THEO-
POLD IN SOD. 2002).

Humoralni imunski odziv

Besedna zveza izhaja iz besede humorizem ali humo-
ralizem in se nanasa na sistem medicine, ki so se ga
posluzevali starogrski filozofi. Osredotoca se na kon-
cept, da imajo razli¢ne kombinacije stirih klju¢nih te-
lesnih tekocin (kri, sluz, érni in rumeni zol¢) znacilne
ucinke na clovekovo zdravje in vedenje. V okviru
imunskega sistema pri sesalcih pod besedo humoralni
imunski odziv razumemo nastanek specifi¢nih proti-
teles, ki se ve¢inoma pojavijo v krvi (BROD IN soD.
2014).

Humoralni imunski odziv zuzelk temelji na izlo-
¢anju protimikrobnih peptidov v hemolimfo, kjer vpli-
vajo direktno na parazite ali posredno preko spodbuja-
nja delovanja hemocitov (BEckAGE 2003). Navadno so
sintetizirani iz mascobnega telesa in v manjsi meri tudi
iz hemocitov, reprodukcijskih organov in zlez slinavk.
Mascobno telo je najvecji organ v hemocelu in pri zu-
zelkah opravlja podobno funkcijo kot ledvice pri vre-
tencarjih. Poleg sinteze protimikrobnih peptidov delu-
je tudi kot shramba lipidov, ogljikovih hidratov in pro-
teinov (HOFFMANN 2003; TsAKAS & MARMARAS 2010).
Do sedaj je bilo izoliranih cez 150 zuzel¢jih protimi-
krobnih peptidov. Naceloma so to majhne molekule, ki
se nahajajo v tkivih in organih, ki so izpostavljeni pa-
togenom. Protimikrobni peptidi se vezejo na membra-
ne patogenih organizmov in pri njih povzrocijo okvaro
ali smrt celic na nacin, da poskodujejo celicno mem-
brano, ustvarjajo luknjice, ki povzrocijo izlitje celi¢ne
vsebine, zavirajo sintezo proteinov ter DNK in RNK
molekul ipd. (CHoI 1IN soD. 2016).
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IMUNSKE SIGNALNE POTI ZUZELK

Ko receptorji PRR na gostiteljskih celicah zaznajo mi-
kroorganizem, se aktivira serija signalnih molekul zno-
traj celic. Glede na molekulo PAMP/DAMP, ki jo doloce-
na molekula na hemocitu prejme, se dolo¢i odziv celice
na mikroorganizem. Vinska musica Drosophila melano-
gaster je modelni organizem za preucevanje signalnih
poti prirojenega imunskega sistema (HOFFMANN 2003).
Pri zuzelkah sintezo protimikrobnih peptidov omogo-
Cajo §tiri znotrajcelicne imunske signalne poti, in sicer
Toll, Imd (ang. Immune Deficiency), JNK (ang. Jun
Amino-terminal Kinase) in (JAK)/STAT (ang. Janus Ki-
nase/Signal Transducer - Activator of Transcription;
BouTros IN soD. 2002). Gram-pozitivne bakterije in
glive spodbudijo signalno pot Toll, Gram-negativne bak-
terije (in v nekaj primerih tudi Gram-pozitivne bakteri-
je) spodbudijo signalno pot Imd (Rosales 2017), glive in
virusi pa signalno pot (JAK)/STAT (BuTT IN sob. 2016).

Signalna pot Toll

Signalna pot Toll temelji na aktivaciji tollu podobnih re-
ceptorjev (ang. Toll-like receptors, TLR), ki so sposobni
prepoznave dolo¢enih molekul PAMP na antigenih
(Slika 1). TLR so transmembranski proteini, katerih na-
loga je prenos signala v procesu imunskega odziva. Ak-
tivacija receptorja TLR zahteva vezavo citokinom po-
dobnega polipeptida Spitzle (ligand) na zunajcelicno
domeno receptorja TLR, katere naloga je prepoznava
liganda in prenos signala (EvaNs IN soD. 2006). Tri se-
rinske proteaze so potrebne za aktivacijo polipeptida
Spatzel. Sledi konformacijska sprememba (prehod v
drugo obliko) TLR in aktivacija znotrajcelicnih domen
smrti (DD), ki skupaj s TLR tvorijo receptorski kompleks
(HorrmANN 2003). Aktivacija tega kompleksa vodi do
fosforilacije proteina Cactus, ki je inhibitor proteina NF
kappa B (proteinski kompleks, ki omogoca transkripcijo
DNK - transkripcijski faktor), imenovanega Dorsal/Dif
(ang. Dorsal Related Immunity Factor). Po degradaciji
inhibitorja Cactus sledi translokacija Dorsal/Dif v jedro,
kjer aktivira transkripcijo protimikrobnih peptidov
(EvANs IN soD. 2006; RosALEs 2017). Rezultat signalne
poti Toll je nastanek protiglivnega peptida, imenovane-
ga drozomicin in protibakterijskega peptida, imenova-
nega diptericin (LEMAITRE & HOFFMANN 2007).

Signalna pot Imd

Aktivacija signalne poti Imd potece, ko transmem-
branski protein PGRP-LC (ang. Peptidoglycan reco-
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gnition protein) prepozna poly PGN (ang. Polymeric
DAP-type Peptidoglycan), ki je znacilen za Gram-ne-
gativne bakterije. Sledi vezava znotrajceli¢cnih domen
smrti (DD) s proteinom Imd, ki skupaj s PGRP-LC
tvorijo receptorski kompleks. Protein DREDD (ang.
Death-Related ced-3/Nedd2-like Protein) lo¢i protein
Imd in tako aktivira njegovo vezavo s kompleksom
TAB2 in TAKI. TAK1 je odgovoren za aktivacijo kom-
pleksa IKK, katerega posledica je fosforilacija proteina
NF kappa B, imenovanega Relish (HoFFMANN 2003;
RosALEs 2017). Tega za razliko od Dorsal/Dif proteina
(v Toll signalizacijski poti) ne inhibira Cactus, ampak
sam vsebuje inhibitorsko sekvenco (DUSHAY IN sOD.
1996). Po fosforilaciji te inhibitorske domene lahko
pride do translokacije proteina Relish v jedro, kjer ak-
tivira transkripcijo protimikrobnih peptidov. Protein
DREDD naj bi sodeloval pri cepitvi in translokaciji
proteina Relish v jedro (STOVEN IN sop. 2003). Rezul-
tat signalne poti Imd je nastanek protibakterijskih
snovi diptericin, drosocin in atacin (HOFEMANN
2003).

Signalna pot JNK

Aktivacijo te signalne poti povzroci okoljski stres (se-
vanje, visoka temperatura, oksidativni stres, poskodbe
DNK), vnetni citokini in rastni faktorji. MAPK kinaza
(ang. Mitogen-Activated Protein Kinase) prenese si-
gnal na JNK. Sledi fosforilacija transkripcijskih faktor-
jev Jun in Fos, ki skupaj tvorita kompleks AP-1, ta pa
aktivira transkripcijo tar¢nih genov. Signalna pot JNK
je vkljucena v $tevilne bioloske procese, kot so embrio-
nalni razvoj, apoptoza, imunski sistem, uravnavanje
stresa in diferenciacija celic. JNK signalna pot je kom-
pleksna in je aktivirana s Stevilnimi mehanizmi (GAR-
VER IN SOD. 2013). Na izrazanje citoskeletnih proteinov
v signalni poti JNK naj bi imela vpliv tudi signalna pot
Imd, kar bi lahko pomenilo povezavo med protimi-
krobnimi obrambnimi mehanizmi in procesi obnove
tkiva (BOouTROS IN soD. 2002).

Signalna pot JAK-STAT

Aktivacijo signalne poti JAK-STAT povzroci vezava
citokinom podobnih proteinov v hemolimfi, imenova-
nih upd, na transmembranski receptor Dome, ki je
vezan na protein JAK. Konformacijska sprememba re-
ceptorja Dome povzroci fosforilacijo proteina JAK in
citoplazemske domene receptorja Dome, s ¢imer se
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ustvarijo ustrezna mesta za vezavo proteina Stat92E.
Sledi fosforilacija proteina Stat92E in translokacija nje-
gove spremenjene oblike v jedro, kjer aktivira tran-
skripcijo genov (BINA & ZEIDLER 2013). Geni vinske
musice kodirajo tudi proteine, ki zavirajo JAK-STAT

Toll Imd

Patogen Glive
PAMP B-glukani

Gram pozitivne bakterije
Peptidoglikan
~

~

Gram negativne bakterije
Lipopolisaharid
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h ¢
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m > diptericin dms‘OCir;me_ REIEN
DNK 1)0000000000% atacin s

signalno pot. Eden izmed takih inhibitorjev je Socs36E
(RosaLEs 2017). JAK-STAT signalna pot je poleg imun-
skega sistema vkljucena tudi v embrionalni razvoj in-
sektov, formacijo spola, trahealni sistem, hematopoezo
in prebavni sistem (BINA & ZEIDLER 2013).

Slika 1: Poenostavljena skica imunskih signalnih poti. Sig-
nalna pot Toll: molekule PRR (ang. Pattern-Recognition
Receptors) prepoznajo molekule PAMP (ang. Pathogen
Associated Molecular Patterns) gliv in Gram-pozitivnih
bakterij, cemur sledi pretvorba polipeptida Spdtzel iz neak-
tivne v aktivno obliko. Transmembranski protein skupaj z
DD (ang. Death Domain) tvori receptorski kompleks, cemur
sledi fosforilacija proteina Cactus. Sledi sprostitev transkrip-
cijskega faktorja Dif/Dorsal v jedro, kjer aktivira transkrip-
cijo protimikrobnih peptidov. Signalna pot Imd (ang. Immune
Deficiency): molekule PRR prepoznajo molekule PAMP
Gram-negativnih bakterij. Sledi vezava DD in proteina Imd s
transmembranskim proteinom. DREDD (ang. Death-Related
ced-3/Nedd2-like Protein) loci Imd in aktivira njegovo
vezavo s kompleksom TAB2 in TAK1. Aktivira se kompleks
IKK, zaradi katerega pride do fosforilacije proteina Relish.
Sledi translokacija proteina v jedro, kjer pride do transkrip-
cije protimikrobnih peptidov.

ODZIV IMUNSKEGA SISTEMA ZUZELK NA ENTOMOPATOGENE GLIVE

Glive, ki povzrocajo bolezni in smrt pri Zuzelkah ime-
nujemo entomopatogene glive. EPG so med Stevilnimi
mikroorganizmi najpomembnejse povzrociteljice bo-
lezni in smrti pri zuzelkah (MOORE IN sop. 2000) in
predstavljajo okolju prijaznejso alternativo kemijskim
insekticidom (RoBERTS & HAJEK 1992). Za zatiranje
$kodljivih Zuzelk se v kmetijstvu najpogosteje upora-
blja glive iz reda Hypocreales, med katerimi prevladu-
jejo predstavniki rodov Metarhizium spp. in Beauveria
spp. (RoBERTS & ST. LEGER 2004). Uporaba teh gliv
prevladuje zaradi Sirokega razpona tarénih gostiteljev,
saj je mnogo vrst gliv znotraj teh rodov fakultativnih
parazitov in posledi¢no za dokoncanje zivljenjskih ci-
klov niso popolnoma odvisni od svojega gostitelja
(GOETTEL IN sobD. 2001).

Vstop EPG v telo gostitelja poteka po sledecem vr-
stnem redu: pri¢vrstitev konidijev (nespolna in negi-
bljiva glivna spora) na kutikulo zuzelke, v mnogih,
vendar ne v vseh primerih, tvorba apresorija, penetra-
cija kutikule, kjer ob ustreznih pogojih spore pri¢nejo
kaliti, kolonizacija hemocela in na koncu sporulacija.
Imunski sistem gostitelja se tekom celotnega procesa
poskusa upreti okuzbi in kolonizaciji patogena.

Pric¢vrstitev konidijev na kutikulo
Kutikula predstavlja prvo in najpomembnejso oviro za
EPG, saj je zaradi UV svetlobe, spreminjajoce se tem-

perature in vlage ter gostiteljskih obrambnih sistemov
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to za glivo zelo zahtevno okolje (BUTT IN sob. 2016;
BuTT & GOETTEL 2000). Gostitelju je pomembno, da s
samo strukturo in kemijsko sestavo kutikule onemo-
goci pricvrstitev ¢im vecjega Stevila konidijev in posle-
di¢no zmanjsa njihovo stopnjo patogenosti (Boucias
& PENDLAND 1991).

Zunanjo plast kutikule predstavlja hidrofobni sloj,
bogat z lipidi, kateremu sledijo sloji hitina in kutiku-
larnih proteinov (OrTiz-UrRQUIZA & KEYHANT 2013;
MUN IN soD. 2015), zaradi katerih je posledi¢no nepro-
pustna za velino organizmov (npr. virusi, bakterije,
protozoji). Ti v telo zuzelke navadno vstopajo preko
prebavnega trakta. Glive pa so razvile aktivne meha-
nizme za vezavo propagul (razmnozevalnih enot, na-
vadno konidiji ali blastospore) na kutikulo. V kopen-
skih ekosistemih zra¢ni konidiji pasivno potujejo
preko zraka in proste vode, ki tece ¢ez substrat, kjer so
prisotni insekti. Konidiji se na hidrofobne povrsine ek-
soskeleta gostitelja vezejo s pomocjo proteinov imeno-
vanih hidrofobini, ki se nahajajo v zunanjih slojih ce-
licne stene konidijev. Hidrofobini omogocajo tvorbo
hidrofobnega ovoja (Boucias IN sop. 1988; WOSTEN
2001). Zra¢ni konidiji imajo slabo sposobnost vezave
na hidrofilne povrsine, Se posebej v vodnih okoljih.
Konidiji EPG rodu Metarhizium se posledi¢no tezje
pricvrstijo na povrsino komarjevih (vodnih) li¢ink kot
pa na kopenske gostitelje, predvidoma zaradi hidrofil-
ne narave in pomanjkanja specifi¢nih ogljikovodikov v
kutikuli licink (GREENFIELD in sod. 2014).

Poleg fizicne odpornosti, gostiteljski organizem
poseduje tudi druge mehanizme, ki povecujejo odpor-
nost kutikule pred EPG. Na patogenezo gliv lahko
vpliva z razlicnimi koncentracijami ogljikovodikov,
estrov, alkoholov in ketonov (ANDERSEN 2010; GREEN-
FIELD IN SOD. 2014), ter toksi¢nimi masc¢obnimi kisli-
nami, lipidi in aldehidi v zunanji plasti kutikule; gose-
nice vrst Heliothis zea in Spodoptera fragiterda imajo v
kutikuli prisotno kaprilno kislino, ki zavira kalitev
glive B. bassiana (SMITH & GRULA 1982), doloceni lipi-
di in aldehidi v kutikuli stenice zelene smrdljivke Ne-
zara viridula pa imajo fungistati¢ni ucinek (zavira rast
gliv, vendar glive ne ubije) na vrsto M. anisopliae (So-
sA-GoMEZ in sod. 1997). Gostiteljski organizem na pa-
togenezo gliv vpliva tudi z levitvijo in metamorfozo,
saj levitev potencialno zmanjsa ucinkovitost patogena
(FARGUES & VEY 1974), ter z izborom simbiontov, ki
proizvajajo fungistaticne spojine; samice samotarske
ose Cebeljega volkca Philanthus triangulum gojijo bak-
terije iz rodu Streptomyces v posebnih antenskih zle-
zah, ki jih nanesejo na svoj zarod. Bakterija je posle-
di¢no prisotna v kutikuli osje bube, kar znatno zmanj-
$a moznost glivne okuzbe in posledicno pove¢a mo-
znost prezivetja bube (KALTENPOTH IN soD. 2005).
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Glive posedujejo stevilne gene, ki kodirajo protei-
ne, odgovorne za vezavo konidijev na kutikulo, hkrati
pa ti proteini vplivajo tudi na imunski sistem zuzelk.
Produkcijo hidrofobinov opredeljujejo geni hyd. Stu-
dija ZHANG IN sop. 2011 je pokazala, da inaktivacija
le-teh vpliva na spremembo povrsinskih elementov
konidijev, zmanjsa se hidrofobnost, adhezijska spo-
sobnost in virulenca konidijev. Geni mad omogocajo
produkcijo proteinov Madlin Mad2, ki pozitivno
vplivajo na vezavo konidijev na kutikulo Zuzelk in ko-
renine rastlin ter hkrati vplivajo na izrazanje genov, ki
so povezani s kalitvijo in formacijo blastospor (WaNG
& ST. LEGER 2007a). Protein celi¢ne stene cwpl0 pove-
¢uje hidrofobnost konidijev in sposobnost vezave ko-
nidijev EPG (L1 in sod. 2010). Gen MrCYP52 kodira
encim, ki je potreben za uc¢inkovito razgradnjo voska-
stih ogljikovodikov v zunanjih delih kutikule (LIN in
sod. 2011).

Penetracija kutikule

Ko se konidij uspes$no veze na kutikulo, pri¢ne z izra-
$¢anjem kalitvene cevke. Na koncu le-te lahko pride do
formacije apresorija (nabreklina, ki olajsa pritrditev in
vdor glive v gostitelja s pomocjo prodornega klina;
VEGA IN soD. 2012). Lipidi predstavljajo enega izmed
pomembnejsih zalog hranil in so pred penetracijo
transportirani v nastajajoci apresorij. Tam pride do
razgradnje lipidov, pri cemer se sprosca glicerol, posle-
di¢no pa se zvisa tudi turgor (sila znotraj celice, s kate-
ro membrana pritiska na celi¢no steno; WANG & ST.
LEGER 2007b). Tvorba apresorija je pri vecini EPG vr-
stno specifi¢na in torej odvisna od hranil in fizikalno-
-kemijskih elementov na povrsini kutikule (ST. LEGER
IN sOD. 1989). Penetracija glive nastopi z mehansko silo
turgorja in uporabo encimov za razgradnjo kutikule.
McCAULEY in sod. 1968 so raziskovali penetracijo
EPG M. anisopliae v kutikulo li¢ink stirih vrst pokalic
(Elateridae). Li¢inke pokalic se imenujejo strune in so
pomembni skodljivei kmetijskih pridelkov tako v Slo-
veniji kot tudi drugje po svetu. Vecina okuzb se je po-
javila v pregibnih intersegmentnih membranah in spi-
raklih (dihalne odprtine), saj se nanje lazje vezejo kot
pa na hitinizirane in zunanjim dejavnikom izposta-
vljene dele kutikule. Hkrati vi§ja vlaga v pregibnih
delih poveca moznost kalitve.

Zunanji del epikutikule je odporen na kemijsko in
encimsko razgradnjo, vendar je pri vecini zuzelk ta
plast relativno krhka in torej bolj ob¢utljiva na mehan-
sko silo (HEPBURN 1958). Prokutikula vsebuje hitinske
fibrile, ki so skupaj z lipidi vgrajeni v proteinski ma-
triks, torej so pri razgradnji kutikule in prevzemanju
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hranil najuspesnejsi konidiji, ki vsebujejo encime, kot
so proteaze, hitinaze, lipaze in drugi (CHARNLEY
2003).

V virulentnih konidijih je prisoten gen, ki kodira
nastanek proteina Prl, ki omogoca razgradnjo fungi-
stati¢nih elementov na povrsini kutikule in sodeluje
pri penetraciji hif znotraj kutikule gostitelja (SHAH IN
soD. 2005; SMALL & BipocHka 2005). Gen MPLI je pri
M. anisopliae vpet v akumulacijo lipidov in ima posle-
di¢no velik vpliv na debelino hif in zmoznost mehan-
ske penetracije konidija v telo gostitelja (WANG & ST.
LEGER 2007b).

Kolonizacija hemocela

Vecina notranjih parazitov odloZi svoja jajceca ali

spore znotraj hemocela svojega gostitelja, saj so tam

idealni prehranski in okoljski pogoji za nadaljnji razvoj

(VinsoN 1991). Na podlagi studij EPG M. anisopliae sta

se razvili dve teoriji o strategijah, ki jih EPG uporabijo

pri parazitiranju gostitelja:

1. Strategija rasti: glive se v hemocelu hitro in gosto
razrastejo in porabljajo hranila svojih gostiteljev,
fizi¢no poskodujejo njihova tkiva ter blokirajo tok
hemolimfe, kar privede do smrti Zuzelke (ANDER-
SON IN soD. 2011).

2. Strategija produkcije toksi¢nih sekundarnih meta-
bolitov: glive imajo v hemocelu pocasnejso vegeta-
tivno rast in svoje gostitelje ubijejo s produkcijo
strupenih sekundarnih metabolitov (SRivasTava
IN soD. 2009), ki pri zuzelkah povzrocijo paralizo,
krée, spremembo v obnasanju, motnje v koordina-
ciji... Destruksin na primer povzroci nepravilno
delovanje kalcijevih kanal¢kov v zuzel¢jih misic-
nih membranah, sledi misi¢na paraliza in ob veli-
kih koncentracijah tudi smrt (SAMUELS IN sOD.
1988; KERSHAW IN SOD. 1999).

Za uspesno kolonizacijo hemocela se morajo glive
ubraniti pred napadom gostiteljskega imunskega od-
ziva. Prepoznavi gostiteljskega imunskega sistema se
izognejo z uporabo razlicnih strategij, in sicer EPG
rodu Entomophthora se v dvokrilcih razmnozujejo v
obliki protoplasta (glivne celice brez celicne stene;
VinsoN 1991), EPG rodu Metarhizium uporabljajo
»kamuflazno strategijo«, kjer hifne celice obdajo s hi-
drofilnim kolagenom (WANG & ST. LEGER 2006), EPG
vrste M. anisopliae lahko s procesom fagocitoze vstopi
v gostiteljske celice, s pomocjo katere lahko neovirano
potuje po telesu gostitelja (KurTTI & KEYHANI 2008).
Nekateri sevi rodov Metarhizium in Beauveria so od-
porni na drozomicin, glavni protiglivni peptid vinske
musice (Lu & ST. LEGER 2016), nekatere EPG pa so

sposobne tvorbe sekundarnih metabolitov, na primer
destruksin in oosporein, ki delujejo kot efektorske
molekule, ki zavirajo proPO kaskado in posledi¢no
tvorbo protiglivnih peptidov in melanizacije (FENG IN
sop. 2015). Veliko vrst EPG ob stiku s hemocelom
spremeni svojo rast iz veccelicne micelijske oblike v
enoceli¢no obliko kvasovk. Take glive imenujemo di-
morfne glive. S spremembo rastne oblike se izognejo
imunskemu odzivu gostitelja in se posledi¢no lahko
neovirano mnozijo v hemocelu (Boyce & ANDRIANO-
pouLos 2015). Mehanizmi, ki sprozijo dimorfizem
gliv, so pri zuzelkah slabo poznani (GAUTHIER 2015),
vendar temeljijo na tem, da gliva v stiku s hemocelom
pric¢ne s tvorbo kvasnih celic, imenovanih blastospo-
re, te pa nato pri¢nejo z brstitvijo. Blastospore EPG
vrste B. bassiana izlevijo epitope (obmocje na antige-
nu, ki ga prepozna imunski sistem) na celi¢ni steni,
imunski sistem Zuzelke pa jih zato ne prepozna kot
tujke (WANCHOO & sob. 2009).

Sporulacija

Ko EPG izérpa svojega gostitelja, $e posebej dusikovih
virov, kvasna oblika zopet preide v micelijsko. Hife
nato pri¢nejo rasti navzven, od znotraj predrejo kuti-
kulo in tvorijo spore na vrhu hif (Slika 2). Sporulacija
lahko potece tako v zivih kot tudi mrtvih gostiteljih
(BROBYN & WILDING 1983; FREIMOSER in sod. 2003).
Za uspesno kalitev konidiji potrebujejo vlago in ustre-
zna hranila, kot so sladkorji, lipidi, amino kisline in
dolgoverizne mascobne kisline (SM1TH & GRULA 1981).
Proces produkcije, Sirjenja in prezivetja spor je v veliki
meri odvisen od zunanjih dejavnikov, zato glive proi-
zvedejo veliko $tevilo spor (BELAY & TENKEGNA 2017)
kot prilagoditev na visoko verjetnost, da vecina teh
spor ne bo prezivela in uspe$no okuzila novega gostite-
lja. Glede na okoljske razmere, glivne hife za¢nejo bo-
disi s proizvodnjo infektivnih spor za takojsnji prenos
na naslednjega gostitelja, ali mirujocih spor, ki posta-
nejo aktivne ob ugodnejsih razmerah (LovETT & ST.
LEGER 2017). Proizvodnja infektivnih spor za takojsni
prenos na naslednjega gostitelja velja za u¢inkovitejso,
saj dlje kot je zuzel¢je truplo izpostavljeno okolju, vecja
je moznost, da ga obrastejo saprofitske glive (gniloziv-
ke), je prestavljen na obmocje neugodno za sporulacijo
ali pa ga pojejo mrhovinarji (Roy 1N sob. 2006). Glive
so znane tudi po sposobnosti manipulacije gostitelje-
vega vedenja z namenom zagotovitve boljsih pogojev
za prenos spor. Najbolj znan je primer EPG vrste Ophi-
ocordyceps unilateralis, katere gostitelj so mravlje.
Okuzena mravlja zapusti svoje mravljisce in se s svoji-
mi mandibulami (spodnje celjusti) oprime spodnje
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strani drevesnega lista, kjer sta vlaga in temperatura
najustreznejsi za sporulacijo. Iz mravljinega trupla sca-

soma zrastejo spore, ki padejo na mimoidoce mravlje
in krog se zakljuc¢i (ANDERSEN in sod. 2009).

Slika 2: Odrasle zuzelke okuzene z entomopatogenimi glivami; levo - dvokrilec iz druzine pravih muh (Muscidae) okuzen z glivo
Trichothecium roseum; desno - predstavnik druzine rilckarjev (Curculionidae), okuzen z EPG Metarhizium robertsii. Foto: Jaka
Razinger

ZAKLJUCEK

Zuzelke so neprestano izpostavljene potencialno pato-
genim mikroorganizmom in evkariontskim parazi-
tom, zato so razvile razli¢ne obrambne mehanizme.
Njihova obramba temelji na fizi¢ni obrambi s pomocjo
kutikule ter odzivu prirojenega imunskega sistema s
sintezo hemocitov in protimikrobnih peptidov. Kuti-
kula zuzelk skupaj z vedenjsko ekologijo in fizi¢nim
odstranjevanjem patogenov predstavlja primarno
obrambo zuzelk, ki je hkrati tudi energijsko najvarc-
nejsa. Sam imunski sistem predstavlja sekundarno
obrambo, ki nastopi po vstopu patogena v gostitelja in
ima veliko skupnega s prirojenim imunskim sistemom
vretencarjev, vklju¢no z izlo¢anjem protimikrobnih
peptidov, fagocitozo in encimsko razgradnjo patoge-
nih organizmov. Glivne spore v stiku z zuzel¢jo kuti-

kulo zacnejo s tvorbo apresorija in prodornega klina,
nato pa s pomocjo encimov in sile turgorja penetrirajo
v telo gostitelja. Sledi kolonizacija hemocela, pri kateri
pa se glivni patogeni soocajo s Stevilnimi obrambnimi
mehanizmi imunskega sistema zuzelk.

Poleg klju¢ne vloge v naravnih ekosistemih, ento-
mopatogene glive predstavljajo alternativo kemi¢nim
insekticidom, saj so glive najpogostejsi naravni pov-
zroditelji obolevanja in smrti zZuzelk. V kmetijstvu ima
torej proucevanje adhezijskih lastnosti mikroorganiz-
mov veliko vlogo pri bioloskem varstvu rastlin pred
$kodljivimi Zuzelkami in pleveli (OERKE & DEHNE
2004), v medicini pa predstavljajo u¢inkovito orodje za
nadzor bolezni, ki se prenasajo preko zuzel¢jih vektor-
jev (KLEMPNER IN soD. 2007).

SUMMARY

The immune system of multicellular organisms is
based on the innate and acquired immune system. The
innate immune system is an evolutionary older de-
fense mechanism and is based on recognition and re-
moval of foreign substances. The innate immune sys-
tem is not specific and reacts to all possible harmful
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elements that have entered the body from the external
environment (LAVINE & STRAND 2002). The acquired
immune system is based on the specific recognition of
the foreign molecule by binding of the antigen to the
lymphocytic receptors (BECKAGE 2003). Both types of
the immune system use cellular and humoral defensive



PRAPROTNIK, NARAT, RAZINGER: IMUNSKI SISTEM ZUZELK IN NJIHOV IMUNSKI ODZIV NA ENTOMOPATOGENE GLIVE

strategies, although the strategies differ between in-
nate and acquired immune system.

The immune system of insects is based on innate
immunity, which is characterised by specific cellular
and humoral immune response. Humoral immune re-
sponse is based on the production of antibacterial, an-
tifungal and antiviral molecules together with melani-
zation reaction, which includes enzyme phenoloxidase.
Insect hemocytes define cellular immune response
with processes such as phagocytosis, nodulation and
encapsulation (BECKAGE 2003). One cannot forget the
importance of behavioral ecology and physical removal
of pathogens which represents the primary and more
energy-efficient defense of insects since it allows avoid-
ing and removing pathogenic organisms before infec-
tion even occurs. This behavior is most often present in
social insects. Due to the increased concentration of
specimens per unit area, social insects have an in-
creased possibility of infection with pathogens (OrTIZ-
UrqQuiza & Keynant 2013; Burr et al., 2016; Lu & Srt.
LEGER 2016). Function of the host defense system is
therefore to prevent the pathogen invasion, or to di-
minish the consequences of the infection, while the
pathogen attempts to avoid the immune response and
to make the most of the host resources (BECKAGE 2003).

The problem of identifying pathogens is their high
variability, molecular heterogeneity and high degree of
mutation. However, pathogens possess certain molec-
ular structures that are very specific and conservative,
therefore they need to be present in individual patho-
gens, as they determine their degree of pathogenicity.
This specific molecular samples are called DAMP mol-
ecules (Damage Associated Molecular Patterns) and

PAMP molecules (Pathogen Associated Molecular Pat-
terns) (MEDZHITOV & JANEWAY 1997). In case of me-
chanical or enzymatic damage of the cuticle, followed
by the invasion of microorganisms, insects developed
receptors in the hemolymphs, epidermal membranes
and the fat body that are capable to identify specific
DAMP and PAMP molecules on the surface of the
pathogen. These receptors are called PRR receptors
(Pattern-Recognition Receptors) and are crucial for ac-
tivating proper cellular or humoral immune response
(Gross 2006).

Fungi are heterotrophic organisms and therefore
depend on organic matter produced by other organ-
isms. One way to obtain organic matter is in the form
of parasitism. Entomopathogenic fungi (EPF) are
therefore fungi that successfully infect insect’s body
and cause death or serious injury. In order to be suc-
cessful, they need to come into physical contact with
the host, followed by penetration and colonization of
the host haemocoel (cavity between the organs of ar-
thropods and some molluscs) and lastly a successful
spore development. In most cases, spores represent in-
fectious propagules that bind to the exoskeleton of an
insect and begin the penetration of fungal hyphae into
the host (GILLESPIE et al., 1997; TsSAKAS & MARMARAS
2010; BuTT et al., 2016).

EPF and insects coevolved for over 400 million
years (LOVETT & ST. LEGER 2017). The most frequent
interaction between fungus and insect is the parasite-
host interaction and is the result of selection pressure
that allows the continuous development of insect de-
fense mechanisms and the fungus attack strategy (Or-
T1z-URQUIZA & KEYHANT 2013).
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