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Celem projektu jest zweryfikowanie hipotezy zakladajacej, ze nicktore gatunki bakterii zasiedlajgce
jelito larw owadow z rodziny Scarabaeidae mogg oddziatywaé antagonistycznie w stosunku do bakterii
Xenorhabdus spp. i Photorhabdus spp., przenoszonych przez nicienie entomopatogeniczne, co moze by¢
istotnym mechanizmem obronnym przed infekcja spowodowang tymi patogenami.

Bakterie  Xenorhabdus spp. i Photorhabdus spp. sa obligatoryjnymi  symbiontami
entomopatogenicznych nicieni z rodzajow Steinernema i Heterorhabditis. Jednym ze stadiow rozwojowych
tych nicieni sa wolnozyjace larwy inwazyjne, ktore penetruja powierzchniowa warstwe gleby w celu
odnalezienia przebywajacych tam owadow. Majg one zdolnos¢ do aktywnego wyszukiwania zywiciela, a
nastgpnie przedostawania si¢ do jego wnetrza poprzez otwory uktadow pokarmowego lub oddechowego,
gdzie uwalniajg symbiotyczne bakterie. Photorhabdus spp. i Xenorhabdus spp. powodujg $mieré¢ owada w
ciggu okoto 24-48 godzin i przygotowuja optymalne §rodowisko Zycia i rozwoju dla nicienia, rozktadajac
tkanki zywiciela za pomocg enzymo6w litycznych. Bakterie te majg tez zdolno$¢ do produkcji roznego typu
zwigzkéw hamujacych rozwoj innych obecnych w tym s$rodowisku drobnoustrojow. Jak dotad nie
stwierdzono wystepowania mechanizméw antagonistycznych skierowanych w przeciwng strong, tzn.
wytwarzania przez bakterie mikroflory jelitowej owaddéw substancji hamujacych wzrost bakterii
Xenorhabdus spp. i Photorhabdus spp. Jednak tego typu interakcji mozna si¢ spodziewaé, poniewaz
optymalnym $rodowiskiem zycia mikroflory jelitowej owada jest uklad pokarmowy zywego osobnika,
natomiast bakterie uwalniane przez nicienie entomopatogeniczne powoduja szybka $mier¢ owada. Bakterie
stanowigce mikroflore jelitowa larw owaddéw powinny wyksztatci¢ wiasne mechanizmy obronne, hamujace
wzrost bakterii patogennych. Jest wiec mozliwe, Ze niektore z bakterii jelitowych sa zdolne do wytwarzania
substancji dziatajgcych antagonistycznie wobec Xenorhabdus spp. i Photorhabdus spp., chronigcych
mikroflorg jelitowa oraz caty organizm owada. Planowane badania pozwola na zweryfikowanie tej hipotezy.

Mozna przypuszczaé, ze niektore bakterie wystepujace w jelicie zukowatych moga syntetyzowac
bakteriocyny, gdyz zidentyfikowano ws$rdod nich przedstawicieli rodzajow Pseudomonas, Serratia,
Enterococcus i Lactococcus, ktore sa znane z ich produkcji. Nie jest wigc wykluczone, ze w jelicie
zukowatych obecne sa tez bakterie wytwarzajace zwiazki o dzialaniu antagonistycznym w stosunku do
bakterii Xenorhabdus spp. i Photorhabdus spp. Jest tez mozliwe, Ze niektore bakterie jelitowe owadow mogg
syntetyzowa¢ innego rodzaju substancje o aktywnos$ci antybiotycznej. Jak dotad, badania nad
otrzymywaniem tego typu zwigzkoéw z bakterii mikroflory jelitowej owadow nie byly prowadzone na duza
skale, chociaz z pewnoscig to zrodto substancji o dziataniu antybakteryjnym jest warte wigkszej uwagi.

W prezentowanym projekcie beda badane bakterie tworzace naturalng flore jelitowa larw
zukowatych (Scarabaeidae). Rodzina Scarabaeidae zawiera ponad 30 tys. gatunkow chrzaszczy
rozprzestrzenionych na catym $wiecie. W ostatnich latach liczebno$¢ populacji niektorych gatunkéw
zukowatych, m.in. chrabaszcza majowego (Melolontha melolontha) oraz guniaka czerwczyka (Amphimallon
solstitiale), znaczaco wzrasta, powodujac intensywng presje na srodowisko naturalne.

Entomopatogeniczne nicienie majg istotne znaczenie w regulacji liczebnosci szkodliwych owadow.
Do$wiadczenia laboratoryjne wykazaty jednak, ze larwy M. melolontha oraz A. solstitiale wykazuja
stosunkowo niska wrazliwo$¢ na porazenie przez entomopatogeniczne nicienie. Dlatego tez, larwy tego
gatunku moga by¢ obiecujacym zrodtem bakterii jelitowych, zdolnych do zahamowania wzrostu bakterii
wprowadzanych przez nicienie Steinernema spp. i Heterorhabditis spp.

W ramach planowanych badan, z jelita srodkowego larw M. melolontha oraz A. solstitiale zostanie
wyizolowanych 1800 czystych kultur bakteryjnych. Nastepnie zbadana zostanie zdolno$¢ izolatow do
hamowania wzrostu 5-ciu gatunkow EPB, z wykorzystaniem kilku rodzajow ptytkowych testow inhibicji
wzrostu. Izolaty, dla ktorych zostanie wykazana zdolno$¢ do hamowania rozwoju EPB zostana
zidentyfikowane metodami molekularnymi. Ostatnim etapem prac bedzie kompleksowe badanie mikroflory
jelitowej pedrakow pochodzacych z roznych srodowisk, z wykorzystaniem analizy metagenomu. Badania te
pozwolg poznaé rozprzestrzenienie zidentyfikowanych uprzednio izolatow w populacjach M. melolontha
oraz A. solstitiale, co da odpowiedz na pytanie, czy bakterie te wystepuja powszechnie, czy tez sg obecne
tylko w jelitach nielicznych osobnikéw. Przeprowadzone badania wykaza rowniez, czy zwigkszona
odporno$¢ na porazanie przez EPN jest skorelowana z obecnoscig i/lub liczebnoscia bakterii wykazujacych
wiasciwos$ci antagonistyczne wobec EPB.

Wyniki badan begda miaty duze znaczenie poznawcze. Pomogg one wyjasni¢ mechanizmy
konkurencji migdzygatunkowej bakterii i wynikajaca z tego role uktadu nicien-bakteria-owad w
ckosystemach. Bedg miaty istotne znaczenie w poznaniu mechanizméw obronnych owaddéw na porazenie
przez entomopatogeniczne nicienie i w opracowaniu metod przetamywania tych mechanizmoéow. Przyczynia
si¢ do rozwoju biologicznych metod ograniczania liczebnos$ci szkodliwych owadow i ograniczenia
chemizacji srodowiska.



