UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDIJ MOLEKULSKE IN FUNKCIONALNE BIOLOGIJE

Tina TELBAN STOILJKOVIC

INSEKTICIDNI POTENCIAL VODNIH
EKSTRAKTOV GOB, NABRANIH V SLOVENIJI

MAGISTRSKO DELO
Magistrski Studij - 2. stopnja

Ljubljana, 2022



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
STUDI) MOLEKULSKE IN FUNKCIONALNE BIOLOGIJE

Tina TELBAN STOILJKOVIC

INSEKTICIDNI POTENCIAL VODNIH EKSTRAKTOV GOB,
NABRANIH V SLOVENIJI

MAGISTRSKO DELO
Magistrski $tudij - 2. stopnja

INSECTICIDAL POTENTIAL OF AQUEOUS EXTRACTS OF

MUSHROOMS HARVESTED IN SLOVENIA
M. SC. THESIS
Master Study Programmes

Ljubljana, 2022



Telban Stoiljkovi¢ T. Insekticidni potencial vodnih ekstraktov gob, nabranih v Sloveniji.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2022

Magistrsko delo je zaklju¢ek Magistrskega Studijskega programa 2. stopnje Molekulska in
funkcionalna biologija na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani. Delo je bilo opravljeno
na Katedri za biokemijo (Oddelek za biologijo, BiotehniSka fakulteta) in na Fakulteti za
kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani.

Studijska komisija je za mentorja magistrskega dela imenovala doc. dr. Mateja Skodaja,
za somentorja doc. dr. Miha Pavsica in za recenzentko prof. dr. Kristino Sep¢ic.

Komisija za oceno in zagovor:
Predsednica: prof. dr. Marjana REGVAR
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Clan: doc. dr. Matej SKOCAJ

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo
Clan: doc. dr. Miha PAVSIC

Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo
Clanica: prof. dr. Kristina SEPCIC

Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za biologijo

Datum zagovora: Tina Telban Stoiljkovic¢



Telban Stoiljkovi¢ T. Insekticidni potencial vodnih ekstraktov gob, nabranih v Sloveniji.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2022

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

SD Du2

DK UDK 582.28(043.2)

KG glive, gobe, proteini, membrane, metaboliti, citotoksi¢nost, insekticidnost

AV TELBAN STOILJKOVIC, Tina

SA  SKOCAJ, Matej (mentor), PAVSIC, Miha (somentor), SEPCIC, Kristina (recenzent)
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij Molekulske in funkcionalne
biologije

LI 2022

IN INSEKTICIDNI POTENCIAL VODNIH EKSTRAKTOV GOB, NABRANIH V
SLOVENUI

TD Magistrsko delo (Magistrski $tudij - 2. stopnja)

OP IX, 61 str., 13 pregl., 14 sl., 143 vir

sl

JI sl/en
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ekoloskih niSah. Igrajo pomembno vlogo pri delovanju ekosistemov, zanimive pa so tudi
zaradi Sirokega nabora biotehnolosko pomembnih encimov ter drugih snovi. Nekatere od teh
snovi imajo potencialno insekticidno aktivnost in bi zato lahko bile uporabne za razvoj
inovativnih biopesticidov. V magistrski nalogi smo med surovimi ekstrakti gob iskali take,
ki delujejo citotoksi¢no na celi¢no linijo Sf9. Med temi ekstrakti smo nato dolocili take,
katerih citoliti¢na aktivnost bi lahko bila posledica citoliti¢nih proteinov, katerih receptor je
membranski lipid. S citotoksi¢nim testom MTT smo prvi dokazali insekticidni potencial 18
gob, kar do sedaj se ni bilo opisano v literaturi. Podatke citotoksi¢nosti, ki smo jih pridobili
smo nato primerjali s predhodno narejenimi analizami hemoliti¢ne aktivnosti in vezave
proteinskih komponent istih gobjih ekstraktov na celokupne lipide iz celic Sf9. Iz vseh teh
rezultatov lahko zaklju¢imo, da gobe Megacollybia platyphylla, Bjerkandera adusta in
Amanita excelsa zelo verjetno vsebujejo insekticidne proteine, katerih aktivnost je posledica
njihove vezave na specifi¢ni lipidni receptor v membranah celic Sf9 ter tvorbe pore v teh
membranah. Presenetljivo smo tudi dokazali, da je vecina gob z insekticidnim potencialom
nemikoriznih, zato predlagamo, da se je pri iskanju tovrstnih molekul bolje osredotociti na
saprofitske in parazitske glive oz gobe.
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AB Fungi are an extremely diverse and widespread group of organisms, present in almost
all ecological niches. They play an important role in the functioning of ecosystems and are
also interesting because of the wide range of natural metabolites they produce. Many of these
metabolites have potential insecticidal activity and could therefore be useful for the
development of innovative biopesticides. We searched for crude mushroom extracts that
exert a cytotoxic effect on the Sf9 cell line. Specifically, we were interested in those extracts
that could potenitally harbour cytolytic proteins recognizing a membrane lipid receptor, and
cosequentially leading to pore formation and cell death. Using the MTT cytotoxic test, we
determined the insecticidal activity of various raw and heat-treated mushroom extracts
against the insect cell line Sf9 and were the first to demonstrate the insecticidal potential of
18 mushroom species. We compared our results with previously obtained data on hemolytic
activity and Sf9 total membrane lipid sedimination assay. Among the cytotoxic mushrooms,
Megacollybia platyphylla, Bjerkandera adusta and Amanita excelsa proved to have the
highest potential for the development of lipid-binding biopesticides. We have also
demonstrated that the majority of insecticidal molecules are most probably produced by non-
mycorrhizal fungi; therefore we propose that further research on new bioinsecticides should
be focused on saprophytic and parasitic fungi.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

BSA - goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin)
CPE - ceramid fosfoetanolamin (ang. ceramide phosphoethanolamine)
DMSO - dimetilsulfoksid

EryA - erilizin A

EryB - erilizin B

HCI - klorovodikova kislina

kDa — kilodalton

KP Trsh — krajinski park Tivoli, Roznik in SiSenski hrib
MACPF - domena kompleksa, ki napade membrano/perforin (ang. membrane attack
complex/perforin)

MES pufer - 2-(N-morfolino)etansulfonska kislina

MLV - multilamelarni vezikli

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
NaOH - natrijev hidroksid

obr./min - obrati na minuto

OlyA - ostreolizin A

OlyA®b - ostreolizin A6

PBS - fosfatni pufer z NaCl (ang. phosphate buffered saline)
Ply - pleurotolizin

PIlyA - pleurotolizin A

PlyA2 - pleurotolizin A2

PlyB - pleurotolizin B

Tris - tris 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propan-1,3-diol
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1UvOoD

Glive so izjemno raznolika skupina organizmov, ki je prisotna v skoraj vseh ekoloskih nisah
(Gunatilaka & Wijeratne, 2012; Hibbett et al., 2007; Stajich et al., 2010). Najbolj raziskani
debli gliv sta zaprtotrosnice (Ascomycota) in prostotrosnice (Basidiomycota), ki igrajo
pomembno vlogo pri delovanju ekosistemov, zanimive pa so tudi zaradi Sirokega nabora
sekundarnih metabolitov in biotehnolosko pomembnih encimov (E. Bielli et al., 2004; Lata
etal., 2019; Ma et al., 2013; Yadav, Kumar, et al., 2017).

Glive in njihovi metaboliti ter produkti, ki imajo Sirok nabor aktivnosti, postajajo vse bolj
pomembni v smislu razvoja sredstev za biokontrolo $kodljivcev, ki povzrocajo velike izgube
kmetijskih pridelkov in posledi¢no ekonomsko Skodo (Jakka et al., 2016; Panevska et al.,
2021; Vega et al., 2012). Tradicionalno se za zatiranje $kodljivcev uporabljajo kemijski
pesticidi, ki pa niso problemati¢ni le zaradi Skode, ki jo povzroéijo v okolju, temve¢ tudi
zaradi vpliva, ki ga imajo na netar¢ne organizme, med njimi tudi na ¢loveka (Castaneda-
Ramirez et al., 2022). S tem namenom se i§¢ejo novi pristopi za zatiranje Skodljivcev, Ki
temeljijo na uporabi bakterij, gliv in njihovih produktov, in za katere se pri¢akuje, da bi imeli
v primerjavi s kemi¢nimi insekticidi manjsi vpliv na okolje in netar¢ne organizme (Jakka et
al., 2016; Panevska et al., 2021; Purwar & Sachan, 2006). Nekatere vrste gliv in njihovi
produkti se Ze uporabljajo kot insekticidi, veliko pa je Se neraziskanih (Kusari et al., 2012;
Sanchez-Fernandez et al., 2013).

Glive imajo sposobnost proizvodnje velikega nabora encimov, ki jih potrebujejo za rast in
razvoj (Turner, 1971; Walker & White, 2005). Med njimi je najbolj zanimiv $irok nabor
zunajceli€nih encimov, ki jim omogocajo kolonizacijo in razgradnjo velikega Stevila
substratov. Biotehnolosko so ti encimi zanimivi, saj jih lahko uporabimo tudi za sintezo
medicinsko in industrijsko zanimivih metabolitov, hkrati pa so potencialno uporabni v
prehranski, usnjarski in tekstilni industriji, pa tudi pri biopretvorbah in v bioremediaciji
(McKelvey & Murphy, 2017; Nigam, 2013; Nisa et al., 2015). Hkrati so pomembni tudi
sekundarni metaboliti gliv, ki jih proizvajajo kot dejavnike obrambe v smislu prezivetja.
Komercialno pomembni so predvsem antibiotiki, alkaloidi in statini (Istvan & Deisenhofer,
2001; Macheleidt et al., 2016).

Mnogi sekundarni metaboliti gliv imajo insekticidno delovanje. Ena prvih spojin z
dokazanim insekticidnim delovanjem je bila ibotenska kislina, ki jo proizvajajo nekatere
bazidiomicete iz rodu Amanita, in naj bi bila toksi¢na za muhe (Wieland, 1968). Zanimivi
so tudi sekundarni metaboliti destruksini askomicete Metarrhizium anisopliae, ki povzroc¢ajo
tetani¢no paralizo insektov (Pedras et al., 2002; Quiot et al., 1985). Dokazano je bilo tudi
insekticidno delovanje buvericina in bazianolida, ki sta sekundarna metabolita askomicete
Beauveria bassiana (Xu et al., 2008). Z vidika vsebnosti insekticidnih sekundarnih
metabolitov je zelo pomemben tudi rod Aspergillus, iz katerega je bilo izoliranih priblizno
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100 spojin z insekticidnim delovanjem (Gloer, 1995). Se en pomemben rod gliv je
Penicillium, iz katerega so izolirali insekticidni metabolit penitrem A, ki je bil patentiran kot
sirokospektralna insekticidna molekula (Gonzalez et al., 2003). Eden najbolj zanimivih
metabolitov gliv iz rodov Aspergillus in Penicillium pa je piripiropen A, katerega
semisinteticni derivat afidopiropen je bil pred kratkim registriran kot insekticid Inscalis
(Koradin et al., 2021; Omura et al., 1993).

Poleg opisanih insekticidnih sekundarnih metabolitov, je bilo odkritih tudi nekaj glivnih
proteinov z insekticidnim potencialom (Wang et al., 2002). Gre za porotvorne proteine, ki
se vezejo na membrano in oblikujejo citolitiéne porotvorne komplekse. Za glive je znano,
da proizvajajo eno ali dvokomponentne porotvorne citolizine (Shibata et al., 2010). Med
enokomponentnimi citolizini sta poznana flamutoksin iz bazidiomicete zimska panjevka
(Flammulina velutipes) in hemoliti¢ni protein iz bazidiomicete nizka rdecelistka
(Rhodophyllus rhodopolius) (Bernheimer & Oppenheim, 1987; Lin et al., 1975; Narai et al.,
2004; Suzuki et al., 1990; Tomita et al., 1998; Watanabe et al., 1999). Med dvokomponentne
citolizine pa priStevamo hemolizin iz bazidiomicete Zvepleni lepoluknji¢ar (Laetiporus
sulphureus), ki deluje kot lektin (Tateno & Goldstein, 2003). Poleg tega pa je bilo
ugotovljeno, da bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus) in kraljevi ostrigar (Pleurotus eryngii)
proizvajata dvokomponentne citolizine, kjer A komponenta (egerolizin) prepoznava
specificni lipidni receptor, komponenta B pa omogoca tvorbo pore v tarénih membranah.
Vecina egerolizinov iz rodu Pleurotus se z veliko afiniteto veze na membrane, ki vsebujejo
ceramid fosfoetanolamin (CPE), ki je glavni sfingolipid v celiénih membranah
nevretencarjev (Bhat et al., 2015; Kishimoto et al., 2016). Zaradi tega ti proteini
predstavljajo potencialno oroZje za zatiranje Skodljivcev, ki v svojih celiénih membranah
vsebujejo CPE (Panevska et al., 2019). Preucevanje gliv iz naravnih okolij zaradi
nara$¢ajoce potrebe po snoveh, ki bi omogocile biolosko kontrolo, remediacijo okolja ali bi
bile uporabne v industrijskih procesih je tako izjemnega pomena (Blackwell, 2011).

1.1 NAMEN DELA

V magistrski nalogi smo Zeleli preveriti citotoksi¢no aktivnost kuhanih in surovih vodnih
ekstraktov slovenskih gob na modelu zuzel¢je celi¢ne linije Sf9 in na ta nacin opredeliti
njihov insekticidni potencial.

1.2 DELOVNI HIPOTEZI

Hipoteza 1: Surovi vodni ekstrakti gob bodo izkazovali citotoksi¢no aktivnost proti zuzel¢ji
celi¢ni liniji S19.

Hipoteza 2: Citotoksi¢no aktivnost proti Zuzel¢ji celi¢ni liniji Sf9 bodo izkazovali predvsem
surovi nekuhani gobji ekstrakti.
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2 PREGLED OBJAV

Glive so morfolosko ter ekolosko izjemno raznolika skupina organizmov. Mednje uvr§¢amo
enoceli¢ne kvasovke in veccelicne vi§je glive (Gunatilaka & Wijeratne, 2012). Glive so
evkariontski heterotrofni organizmi, katerih skupna znacilnost je prisotnost hitina v celi¢ni
steni (Gherbawy & Voigt, 2010). Prisotne so v skoraj vseh ekoloskih nisah in predstavljajo
drugo najvecje kraljestvo za bakterijami (Hibbett et al., 2007; Stajich et al., 2010). Najdemo
jih v zemlji, kislih vrocih vrelcih, radioaktivnih odpadkih, vodi, globoko v zemeljski skorji,
pa tudi v organski snovi in zivih tkivih veéine organizmov, kot so tudi rastline in Zivali
(Gunatilaka & Wijeratne, 2012; Lata et al., 2019; Rana et al., 2016; Saxena et al., 2016;
Suman et al., 2016). Ocenjuje se, da na svetu obstaja 1,5 milijonov vrst gliv, od tega pa jih
je le 10 % poznanih znanstveni skupnosti (Hibbett et al., 2007; Stajich et al., 2010).

Kraljestvo gliv razdelimo na $tiri debla — Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota in
Basidiomycota (Ma et al., 2013) (Slika 1). Glive, ki pripadajo deblu Chytridiomycota lahko
delujejo kot paraziti. Njihova reprodukcija poteka preko proizvodnje zoospor. Glive iz debla
Zygomycota so vecinoma kopenski organizmi, ki pridobivajo hranila iz zemlje ali
razpadajoCega rastlinskega ali zivalskega materiala (Plett & Martin, 2011).

Ascomycota (zaprtotrosnice) so najbolj raziskano deblo gliv, saj predstavljajo ve¢ kot 60 %
vseh opisanih vrst (Ma et al., 2013). Nekatere izmed njih so industrijsko pomembne zaradi
Sirokega nabora sekundarnih metabolitov (Aspergillus, Fusarium in Trichoderma) (Lata et
al., 2019; Yadav, Kumar, et al., 2017), druge pa so patogene za zivali, rastline in ljudi
(Candida albicans, Nematospora in Cryptococcus neoformans) (Ma et al.,, 2013).
Zaprtotrosnice proizvajajo spolne spore (askospore) v zaprtih vrecastih razmnozevalnih
strukturah, imenovanih aski in nespolne spore (konidije) na prostih hifah ali nespolnih
trosiséih (E. Bielli et al., 2004).

Basidiomycota (prostotrosnice) imajo pomembno vlogo pri delovanju ekosistemov. Zunaniji,
vidni del prostotrosnic ima razlicna poimenovanja — goba, trosnjak ali plodisc¢e. Gre za
razmnoZevalni del glive, ki tvori plodno telo, na katerem nastanejo spore (trosi). Celotni
organizem, ki vkljucuje gobo in podgobje (micelij) pa imenujemo gliva. Prostotrosnice se
spolno razmnoZujejo s proizvajanjem reproduktivnih spor (bazidiospor) na povrSini
bazidijev. Vecino gliv, ki tvorijo plodisce (gobo), uvrs¢amo med bazidiomicete (E. Bielli et
al., 2004).
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Bazidiomicete Askomicete Glomeromicete Zigomicete Hitridiomicete

GLIVE

Slika 1: Shema klasifikacije gliv.

Bazidiomicete lahko glede na nacin prehranjevanja razdelimo na simbiotske, saprofitske in
parazitske glive. Simbiotske glive najdemo v sozitju z drugimi organizmi, s katerimi si gliva
izmenjujejo hranilne snovi, zaradi ¢esar oba simbiotska organizma bolje uspevata. Gliva, ki
ima mutualisti¢ni odnos z drevesom, omogoca drevesu dotok mineralnih snovi kot sta fosfor
in dusik, v zameno pa prejme sladkorje in druge snovi, pridobljene s fotosintezo rastline, ki
jih sama ne more proizvajati (Schmidt-Dannert, 2016). Za saprofitske predstavnike je
znacilno, da se prehranjujejo z absorpcijo in razgrajevanjem organske snovi kot so les,
iztrebki in listje, in na tak nacin v ekosistemih pomagajo pri krozenju snovi (Gunatilaka &
Wijeratne, 2012; Schmidt-Dannert, 2016; Schueffler & Anke, 2014). Hranila pridobivajo z
absorpcijo skozi hife, preko izlo¢anja razlicnih hidrolitiénih in oksidativnih encimov
(Blackwell, 2011). Parazitske glive lahko okuzijo rastline, zivali in druge glive (Schmidt-
Dannert, 2016).

Od odkritja penicilina, antibiotika, ki izvira iz askomicete Penicillium notatum naprej, se
raziskovalci ukvarjajo z iskanjem naravnih bioaktivnih produktov gliv, ki imajo potencialno
biotehnoloSko in medicinsko vrednost. Glive so namre¢ velik, a precej neraziskan vir
farmacevtsko pomembnih produktov, med katerimi imajo Stevilni protirakavo,
antioksidativno, hepatoprotektivno, antibakterijsko in antidiabeti¢no vlogo. Poleg tega imajo
iz prehranskega vidika visoko vsebnost proteinov, vlaknin in vitaminov (Cheung, 2010).

2.1 UPORABA GLIV IN NJIHOVIH PRODUKTOV KOT INSEKTICIDNIH SREDSTEV

Skodljivca kot sta koruzni hros¢ (Diabrotica virgifera virgifera) in koloradski hros¢
(Leptinotarsa decemlineata) povzrocata velike izgube kmetijskih pridelkov in ekonomsko
Skodo (Jakka et al., 2016; Panevska et al., 2021). Tradicionalno se za zatiranje teh in
podobnih Skodljivcev uporabljajo kemijski pesticidi, ki pa so problemati¢ni zaradi Skode, ki
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jo povzrocijo v okolju, hkrati pa lahko vplivajo tudi na zdravje ljudi (Castafieda-Ramirez et
al., 2022).

Pesticidi povecujejo ucinkovitost kmetijske proizvodnje in sodelujejo pri povec¢anju donosa
in kakovosti pridelka, obenem pa neselektivna, pretirana in napa¢na uporaba teh sredstev
predstavlja groznjo za netar¢ne organizme kot so ljudje, zivali in rastline (Qian et al., 2018;
Stanley et al., 2016). Te toksi¢ne snovi se lahko kopi¢ijo v zemlji, vodi, zraku, rastlinah,
hrani in v krmi. Ostanki pesticidov vstopajo v rastline in zivalske proizvode ter se na ta nacin
kopi€ijo v ljudeh in Zivalih v sklopu prehranjevalnih verig (Hashimi et al., 2020). Uporaba
pesticidov lahko pospesi razvoj Stevilnih kroni¢nih bolezni, ki prizadenejo posameznika, Se
posebej ¢e gre za kroni¢no izpostavljenost (Igbedioh, 1991). Njihovi negativni u¢inki na
¢lovesko telo se kazejo predvsem na kozi, gastrointestinalnem traktu, centralnem zivénem,
respiratornem in reproduktivnem sistemu (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). Nezelen
ucinek pesticidov je tudi ta, da povzrocijo neravnovesje ekosistemov in onesnazujejo okolje
(Igbedioh, 1991). Pesticidi pogosto vsebujejo toksi¢ne kemijske elemente ali spojine (ali
njihove derivate) kot so klor, arzen, formaldehid in amonijak. Poleg tega zatiranje
Skodljivcev s kemi¢nimi pesticidi postaja izziv, saj organizmi razvijajo odpornost na takSne
vrste insekticidov. V zadnjih letih se trend zascite rastlin in pridelka zato usmerja k zatiranju
Skodljivcev s pomocjo bakterij in gliv ali njihovimi produkti (Purwar & Sachan, 2006). Novi
pristopi zatiranja kmetijskih Skodljivcev z uporabo bioinsekticidov imajo v primerjavi s
kemi¢nimi insekticidi manjsi $kodljivi vpliv na okolje in na netaréne organizme (Jakka et
al., 2016; Panevska et al., 2021).

Glivni entomopatogeni so glive z insekticidno aktivnostjo (Castaiieda-Ramirez et al., 2022),
Ki so postale pomembna sredstva za biokontrolo $kodljivcev, predvsem v kmetijstvu (Vega
etal., 2012). Gre za specificne vrste gliv, ki v naravi napadajo insekte in v nekaterih primerih
povzrocijo popoln propad populacije skodljivcev, kot take pa so primerne za uporabo kot
biopesticidi (Ortiz-Urquiza et al., 2015). Ena izmed prednosti uporabe gliv za zatiranje
Skodljiveev je, da jih lahko mnozi¢no proizvajamo in vitro in shranimo za daljSe ¢asovno
obdobje, poleg tega pa se lahko njihove spore nanesejo s konvencionalno prsilno opremo.
Glive so v primerjavi s kemi¢nimi insekticidi precej manj toksi¢ne za sesalce in imajo
zanemarljivo malo Skodljivega vpliva na okolje (Thomas & Read, 2007). Nekatere vrste
gliv, ki se uporabljajo kot insekticidi so Beauveria spp., Metarhizium spp., Trichoderma,
Isaria spp., Lecanicillium spp. in Purpureocillium spp. Beauveria bassiana je
entomopatogena gliva, ki zelo uspe$no deluje na pekanovega mokarja, koloradskega hrosca
in hro$¢a kudzu, pa tudi na druge Skodljivce. Askomiceta Metarhizium spp. pa se po drugi
strani pogosto uporablja na poljih za zaS¢ito pridelka pred li¢inkami hroscev, koruznimi ¢rvi
in drugimi zuzelkami (Vega, 2018). Na Sliki 2 je predstavljen prikaz okuzbe insekta z glivo
iz rodu Metarhizium.
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Slika 2: Prikaz o.kuibe insekta z glivo iz rodu Metarhizium' (Bu;tillosARod.riguez ét al., 216).
2.2 MIKROSKOPSKE ENTOMOPATOGENE GLIVE

Nekatere mikroskopske entomopatogene glive so ze dobro preucene in komercialno
uporabljene, veliko pa je Se neraziskanih. Vecinoma gre za endofitske glive, to so
mikroorganizmi ki prezivijo ve¢ino svojega zivljenjskega cikla tako da kolonizirajo tkiva
gostiteljske rastline, ne povzrocajo pa skode gostitelju. Te glive lahko branijo gostitelja pred
rastlinojedimi Zuzelkami, saj so nekatere Studije pokazale da imajo insekticidno aktivnost
(Kusari et al., 2012; Sanchez-Fernandez et al., 2013). Mehanizem insekticidnega delovanja
mikroskopskih entomopatogenih gliv je sestavljen iz ve¢ korakov: adhezije, penetracije
kutikule insekta, kar olajSa invazijo hemocela in degeneracijo tkiv, sledi smrt gostitelja
zaradi mehanskih poskodb in toksinov. Sledi saprofitska rast in sporulacija invazivne glive
(Hyde et al., 2019; Khan et al., 2012).

Askomiceta Metarhizium anisopliae je mikroskopska gliva, ki deluje proti ve¢ kot 300
vrstam $kodljivih insektov iz ve¢ kot 50 razli¢nih druzin. Sorodna vrsta, M. riley, lahko
napade ve¢ kot 32 vrst insektov redov hroséev (Coleoptera), metuljev (Lepidoptera) in
kobilic (Orthoptera). Najpogosteje inficira red metuljev Spodoptera, kot je Spodoptera
frugiperda, ki povzro¢a skodo na koruzi. Trenutno se uporabljajo Stevilni komercialni
mikrobni insekticidi, ki temeljijo na vrstah iz rodu Metarhizium in so na voljo v ZDA,
Avstraliji, Franciji, Braziliji, Indiji in drugod po svetu. Druga najbolj preucevana
entomopatogena gliva je askomiceta Beauveria spp., ki napada ve¢ kot 200 vrst insektov
(Monzoén, 2002). Ta rod vkljucuje vec razli¢nih vrst, kot so B. bassiana, B. brongniartii, B.
amorpha in B. velata. Se en primer entomopatogene mikroskopske glive je askomiceta
Isaria fumosorosea, ki je toksi¢na za ve¢ kot osem vrst insektov (Gonzalez-Castillo et al.,
2012).

Endofitska gliva Neotyphodium coenophialum kaze aktivnost proti stenici Oncopeltus
fasciatus, kar naj bi bila posledica alkaloidov, ki jih gliva proizvaja (Yates et al., 1989).
Druge $tudije so pokazale tudi ucinek alkaloidov na organizem Popillia japonica in
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Spodoptera spp. (Patterson et al., 1991; Riedell et al., 1991). Bazidiomiceta Piriformospora
indica je sposobna kolonizirati korenine rastlin in hkrati povecati rast rastline (Verma et al.,
1998), v nekaterih primerih pa vzpodbuja tudi proizvodnjo semen in rast pri vrsti
Arabidopsis (Camehl et al., 2010). Piriformospora indica lahko kot biokontrolno sredstvo v
rastlini sprozi produkcijo obrambnih signalnih molekule poti patogenom (Stein et al., 2008).
Red Entomophthorales so biotrofne glive, kar pomeni, da od gostitelja pridobivajo hranila,
a mu hkrati ne povzrofajo nobene $kode (Sharma & Sharma, 2021). Hkrati so bile
preucevane tudi Stevilne glive iz reda Entomophthorales, med drugimi tudi Conidiobolus
apiculatus, Conidiobolus coronatus, Entomophthora planchonian in Erynia neoaphidis. Za
glivo Zoophthora radicans pa je bilo dokazano, da napada enakokrilce (Homoptera),
dvokrilce (Diptera) in metulje (Lepidoptera) (Remaudiére & Latgé, 1985).

2.3 MAKROSKOPSKE ENTOMOPATOGENE GLIVE

Eden prvih odkritih rodov makroskopskih gliv z insekticidno aktivnostjo je bil rod
bazidiomicet Lycoperdon, za katerega so pokazali, da s pomocjo svojih spor paralizira ¢ebele
(Cordier, 1876). To odkritje je bilo v nadaljevanju povod za zaetek ve¢ Studij, ki so
preucevale insekticidno delovanje gliv. Med letom 1876 in 2021 je bilo preucenih ve¢ kot
150 gliv z insekticidno aktivnostjo. Od teh jih je ve¢ kot 90 izkazovalo insekticidni potencial
proti organizmom kot so Drosophila melanogaster, Spodoptera littoralis, vrste iz rodu
Tribolium, Diatraea magnifactella in Sitophilus zeamais (Castafieda-Ramirez et al., 2022).
Pomembno je omeniti, da glive nimajo nujno enake ali primerljive insekticidne aktivnosti
Ceprav pripadajo istemu rodu (Mier et al., 1996). V dosedanjih studijah, ki so preucevale
insekticidno aktivnost makroskopskih gliv, so najpogosteje porocali o rodovih Boletus,
Tricholoma, Hygrophoropsis, Cortinarius, Amanita, Pleurotus, Lepista in Clitocybe
(Castaneda-Ramirez et al., 2022).

2.4 KOMERCIALNO POMEMBNI PRIMARNI IN SEKUNDARNI METABOLITI
GLIV

Edinstvena lastnost gliv je njihova sposobnost proizvodnje presenetljivo velikega nabora
(zunajceli¢nih) encimov, kar jim omogoca kolonizacijo in razgradnjo velikega Stevila
substratov. Po drugi strani pa nam bioloSka aktivnost teh encimov daje potencial za sintezo
zelo pestrega nabora medicinsko in industrijsko zanimivih metabolitov (McKelvey &
Murphy, 2017; Nisa et al., 2015). V zadnjih letih se povecuje raziskovanje primarnih in
sekundarnih metabolitov gliv, saj se povecuje potreba po spojinah z biolosko aktivnostjo, ki
imajo potencial za uporabo v farmaciji in kmetijstvu (Gunatilaka & Wijeratne, 2012; Sexton
& Howlett, 2006).

Gliva iz okolja privzame hranila, ki jih nato uporabi kot vir energije, ali za proizvodnjo
primarnih metabolitov: proteinov, lipidov, ogljikovih hidratov in nukleinskih kislin; ki jih
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nato potrebuje za rast in proizvodnjo biomase (Turner, 1971; Walker & White, 2005).
Primarni metaboliti se tvorijo med aktivno rastjo glive, ki se nato v biomaso glive vgradijo
v sklopu primarnih metabolnih poti. Primeri komercialno pomembnih snovi iz gliv sta na
primer intermediata primarnega metabolizma, citronska in glukonska kislina, ki se ju tipicno
pridobiva iz askomicete Aspergillus niger, sekundarna metabolita vitamin B2 (riboflavin) iz
askomicete Eremothecium ashbyii in polisaharid pululan iz Aureobasidium pullulans ter
encimi renin iz Rhizomucor pusillus, lipaze iz askomicete Penicillium roquefortii, proteaze
iz askomicete Aspergillus oryzae in celulaze iz askomicete Trichoderma viride (Pujari &
Chandra, 2000; Roukas, 2000; Viniegra-Gonzalez et al., 2003).

Encimi so najbolj raziskani in uporabljeni primarni metaboliti gliv, saj so pomembni v
panogah za predelavo substratov in surovin. Glivni encimi so uporabni v prehranski,
usnjarski in tekstilni industriji, pa tudi pri biopretvorbah in bioremediaciji (Nigam, 2013).
Najpomembnejsi komercialno uporabljeni encimi iz gliv so proteaze, amilaze, celulaze,
ksilanaze, lipaze in fitaze (Yadav, Kumar, et al., 2017; Yadav et al., 2016; Yadav, Verma, et
al.,, 2017). Najpogosteje se izolirajo iz rodov Aspergillus, Rhizopus in Penicillium
(McKelvey & Murphy, 2011).

Ceprav sekundarni metaboliti niso nujno potrebni za samo rast glive jih mnoge vrste
proizvajajo. Stevilni med njimi, kot so na primer antibiotiki in mikotoksini, imajo protiglivno
in antibakterijsko aktivnost in za glivo predstavljajo kompetitivno prednost ter delujejo kot
obrambni mehanizem v smislu prezivetja. Vecina gliv ima razvite mehanizme za obrambo
pred Skodljivimi snovmi, ki jih same proizvajajo. V ve€ini primerov gliva proizvede te
metabolite po fazi aktivne rasti, takrat pa je micelij Ze sposoben detoksificirati snovi ali
preprediti vstop antibiotikov preko celi¢ne stene s spremembo permeabilnosti plazemske
membrane. Komercialno pomembni sekundarni produkti gliv so predvsem antibiotiki
(penicilin iz askomicete Penicillium chrysogenum, cefalosporin iz askomicete
Cephalosporium acremonium, griseofulvin iz askomicete Penicillium griseofulvum) in
alkaloidi (askomicete Claviceps spp.) (Macheleidt et al., 2016). Pomembni sekundarni
metaboliti gliv so tudi statini, ki znizujejo serumske ravni holesterola preko inhibicije
encimov, ki so udelezeni v biosintezi holesterola (Istvan & Deisenhofer, 2001) (mevastatin
iz askomicete Penicillium citrinum, lovastatin iz askomicete Aspergillus terreus) (Manzoni
& Rollini, 2002).

2.5 INSEKTICIDNI SEKUNDARNI METABOLITI GLIV

Ena izmed prvih glivnih spojin, za katero so dokazali, da deluje insekticidno, je bila
ibotenska kislina, ki jo proizvajata tudi bazidiomiceti Amanita muscaria in Amanita
pantherina in naj bi bila toksi¢na za muhe (Wieland, 1968). Tudi druge spojine z
insekticidnim potencialom so bile izolirane iz rodu Amanita, kot so recimo amatoksini. Za
amatoksine je znacilno, da ireverzibilno inhibirajo RNA polimerazo in so posledi¢no
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toksi¢ni za vse evkariontske organizme, z izjemo nekaterih mikofagnih insektov (Jaenike et
al., 1983). Askomiceta Metarrhizium anisopliae je po drugi strani vir sekundarnih
metabolitov destruksinov, katerih delovanje proti insektom se preucuje Ze od leta 1985
(Quiot et al., 1985). Destruksini povzrocijo tetani¢no paralizo, ki vodi v smrt insekta (Pedras
etal., 2002).

Se ena izmed nevrolosko aktivnih spojin je 2-amino-3-(1,2-dikarboksietiltio) oz.
propanoi¢na kislina, ki je antagonist glutamatnega receptorja NMDA (ang. N-methyl-D-
aspartate receptor) in ki jo lahko izoliramo iz bazidiomicete Amanita pantherina (Fushiya
et al., 1993). 1z askomicete Beauveria bassiana sta bila izolirana buvericin in bazianolid,
izvedena pa je bila tudi Studija, kjer so preucili njuno delovanje proti razli¢nim insektom. V
raziskavi so uporabili divji sev B. bassiana, ki proizvaja tako buvericin kot bazianolid, hkrati
pa so pripravili dve mutanti glive in sicer je ena proizvajala le bazianolid, druga pa nobeno
izmed omenjenih snovi. Nato so preverjali delovanje teh treh sevov in vitro proti razli¢nim
stopnjam razvojnih stadijev insektov Spodoptera exigua, Galleria mellonella in Helicoverpa
zea. Najvecji odstotek smrtnosti pri vseh Zuzelkah je pricakovano povzrocil divji tip B.
bassiana. Studija je tako potrdila pomembno vlogo buvericina in bazianolida v askomiceti
B. bassiana, saj se je ob odsotnosti katerekoli od dveh snovi odstotek smrtnosti zmanjsal
proti vsem trem testiranim insektom (Xu et al., 2008). Leta 2017 pa je bila potrjena prisotnost
ergosterola v bazidomiceti Pleurotus salmoneostramineus, ki je pokazal insekticidno
aktivnost proti parazitu Trypanosoma cruzi. Mehanizem delovanja ergosterola vkljucuje
povecanje permeabilnosti membran, pa tudi depolarizacijo mitohondrijskega membranskega
potenciala, kar vodi v smrt insekta (Alexandre et al., 2017). Na Sliki 3 je predstavljen prikaz
kemijskih struktur nekaterih insekticidnih sekundarnih metabolitov gliv.
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Slika 3: Kemijske strukture nakterih sekundarnih metabolitov gliv: A — ibotenska kislina (Voynova et al.,
2020), B — amatoksin (Bever et al., 2019), C — destruksin A (Wang et al., 2020), D — buvericin (Krizova et al.,
2021).

Se en primer sekundarnega metabolita z insekticidnim delovanjem je oosporein, derivat
1,4-dibenzokinona, ki ga najdemo v nekaterih vrstah iz rodu Beauveria. Omenjen toksin je
eden glavnih metabolitov B. brongniartii, ki je bil odkrit v okuzenih insektih (Basyouni et
al., 1968; Strasser et al., 2000). Sevi B. bassiana, ki proizvajajo oosporein, so zelo patogeni
(Eyal et al., 1993), saj ta snov deluje citotoksi¢no in antimikrobno. Med infekcijo z B.
bassiana oosporein zavira imunost insektov, inhibira signalno pot posredovano z profenol
oksidazo in izrazanje genov, odgovornih za sintezo protiglivnih peptidov (Alurappa et al.,
2014; Fan et al., 2017; Feng et al., 2015; Nagaoka et al., 2004).

Med sekundarnimi metaboliti askomicete Cordyceps sensu lato so insekticidno delovanje
pokazali kordicepin, fomalakton in buvericin, ki jih sicer proizvajajo vrste Cordyceps
militaris, C. cicadae in Ophiocordyceps communis (Prathumpai & Kocharin, 2016; Wang et
al., 2014).

Kordicepin je eden glavnih metabolitov glive Cordyceps militaris (Tuli et al., 2013), ki
deluje citotoksi¢no saj povzroéi terminacijo sinteze nukleinskih kislin (Holliday & Cleaver,
2008). Kordicepin je pokazal aktivnost predvsem proti larvam moljev Plutella xylostella, ki
so poginile po petih dneh prehranjevanja z listi, ki so jih tretirali s toksinom v koncentraciji
0,3-0,5mg/mL (Kimetal., 2002). Infekcija larv moljev Galleria mellonela s kordiocepinom
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vodi v inhibicijo imunskega odziva zuzelke oziroma izrazanja zas¢itnih genov, kar prispeva
k razvoju bolezni in smrti Zuzelke (Tyurin in sod., 2019; Woolley in sod., 2020).

Fomalakton je bil izoliran iz entomopatogene askomicete Hirsutella thompsonii in je deloval
toksi¢no proti muhi Rhagoletis pomonella (Krasnoff & Gupta, 1994). Hkrati je izkazoval
tudi antifungicidno delovanje proti vodni plesni Phytophthora infestans, ki povzroca bolezen
krompirjeva plesen (Kim et al., 2001).

1z rodu Aspergillus spp. je bilo izoliranih priblizno 100 spojin z insekticidno aktivnostjo
(Gloer, 1995). Stevilne med njimi so bile patentirane kot potencialne insekticidne molekule:
aspernomin (Staub et al., 1992), sulpinin, sekopenitrem B, aflatrem B (Laakso et al., 1992),
leporin A (Dowd et al., 1994) in cikloehinulin (Deguzman et al., 1994). Aspergillus
sclerotiicarbonarius vsebuje Stevilne snovi, ki delujejo insekticidno proti larvam vinske
musice Drosophila melanogaster (Frisvad et al., 2014; Petersen et al., 2015). Asperparalini
pa so tetramic¢ni kislinski derivati, ki jih proizvaja A. japonicus in povzrocajo paralizo v
sviloprejki Bombyx mori (Hayashi et al., 2000). Asperparalin A v 100 nM koncentraciji
selektivno blokira na nikotin obcutljive acetilholinske receptorje tega insekta (Hirata et al.,
2011).

Iz rodu Penicillium so izolirali insekticidne metabolite kot so penitremi A-B ter njihove

analoge. Penitrem A je bil patentiran kot Sirokospektralna insekticidna molekula (Gonzalez
et al., 2003).

Med najbolj zanimivimi metaboliti iz gliv rodu Aspergillus in Penicillium je bilo odkritje
piripiropena A iz skupine meroterpenoidov, Ki so ga sprva izolirali iz A. flavus (Omura et
al., 1993). Kasneje so ga identificirali tudi v P. coprobium in P. griseofulvum. Semisinteti¢ni
derivat piripiropena A, afidopiropen je bil pred kratkim registriran kot insekticid Inscalis.
Afidopiropen deluje tako, da blokira aktivnost specifi¢nih ionskih kanal¢kov hordotonalnih
organov zuzelk, s ¢imer se vpleta v njihovo koordinacijo in prehranjevanje (Koradin et al.,
2021). Na Sliki 4 je predstavljen prikaz kemijskih struktur sekundarnih metabolitov
penitrema A in afidopiropena.

11



Telban Stoiljkovi¢ T. Insekticidni potencial vodnih ekstraktov gob, nabranih v Sloveniji.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2022

Slika 4: Kemijski strukturi sekundarnih metabolitov A — penitrem A (Naude et al., 2003) in B — afidopiropen
(Jeschke, 2020).

2.6 INSEKTICIDNI GLIVNI PROTEINI

V glivah je bilo identificiranih tudi nekaj proteinov z insekticidnih potencialom. Leta 2002
je bila izvedena Studija o insekticidni aktivnosti razli¢nih gliv, v kateri so identificirali
hemolizine, lektine in serpine. Poleg tega so s testom citotoksi¢nosti pokazali insekticidno
aktivnost teh gliv, saj so povzrocile 40 — 100 % smrtnost pri vrstah Spodoptera littoralis in
Drosophila melanogaster (Wang et al., 2002).

2.7 POROTVORNI PROTEINI GLIV

Porotvorni proteini so velika skupina proteinov, ki jih najdemo v vseh domenah Zivljenja
(Butala et al., 2017). Gre za proteine, ki so v vodni raztopini v. monomerni ali oligomerni
obliki, ob prisotnosti membrane pa se nanjo vezejo in oblikujejo citoliticne porotvorne
komplekse (Shibata et al., 2010). Bakterijski in zivalski porotvorni proteini so dobro poznani
in vecinoma vpleteni v mehanizme obrambe ali napada, zelo malo pa je znanega o njihovi
vlogi in razSirjenosti pri glivah (Butala et al., 2017). Le te proizvajajo eno ali
dvokomponentne porotvorne proteine. Pri enokomponentnih porotvornih proteinih je za
nastanek transmembranske pore potreben le en protein, pri dvokomponentih pa morata biti
prisotni dve proteinski komponenti (Shibata et al., 2010).

2.7.1 Enokomponentni citolizini

Primer enokomponentnega citolizina je flamutoksin, ki je kardiotoksi¢ni in citoliticni
polipeptid velikosti 31 kDa iz uzitne bazidiomicete zimska panjevka (Flammulina velutipes),
ki povzro¢i odpiranje tesnih stikov (Bernheimer & Oppenheim, 1987; Lin et al., 1975; Narai
et al., 2004; Tomita et al., 1998; Watanabe et al., 1999). Deluje kot hemoliti¢ni protein in
tvori membranske pore s premerom 4 — 5 nm, ki delujejo kot selektivni napetostno odvisni
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kationski kanali. Na ta nacin pride do iztoka kalijevih ionov iz eritrocitov, kar vodi v
nabrekanje celic in hemolizo (Tadjibaeva et al., 2000; Tomita et al., 1998).

Med enokomponentne citolizine gob pristevamo tudi hemoliti¢ni protein, ki je bil izoliran iz
strupene bazidiomicete nizka rdecelistka (Rhodophyllus rhodopolius), ki pri misih povzroca
diarejo in smrt. Poleg tega je protein povzrocil hemolizo ¢loveskih, misjih, piscangjih,
podganjih in konjskih eritrocitov, ne pa tudi ov¢jih in kravjih (Suzuki et al., 1990). Na Sliki
5 je predstavljen prikaz gliv, ki proizvajajo enokomponentne citolizine.

Slika 5: Prikaz gliv, ki proizvajajo enokomponentne citolizine. A — Flammulina velutipes (Petersen & Hughes,
1999), B — Rhodophyllus rhodopolius (Brandrud in sod., 2018).

2.7.2 Dvokomponentni citolizini

Primer dvokomponentnega citolizina je hemolizin iz parazitske bazidiomicete zvepleni
lepoluknjicar (Laetiporus sulphureus), ki deluje kot lektin (Tateno & Goldstein, 2003). Ta
hemolizin je strukturno podoben a-toksinu iz bakterije Clostridium septicum in toksinu
MTX2 iz Bacillus sphaericus, ki je toksi¢en za komarje (Mancheno in sod., 2004). Ta protein
vsebuje dve domeni, ki imata razli¢ni funkciji. N-terminalna domena prepozna sladkorne
komponente na povrsini celic, medtem ko je C-terminalna domena potrebna za
oligomerizacijo. C-terminalna domena je strukturno zelo podobna aerolizinu iz bakterije
Aeromonas hydrophila (Manchefio in sod., 2005), poleg tega pa odstranitev te domene
popolnoma inaktivira hemoliti¢no aktivnost proteina (Manchefo in sod., 2010). Protein
povzro¢i hemolizo preko mehanizma, ki vkljucuje tvorbo ionsko prepustnih membranskih
por s funkcionalnim premerom, manjs$im od 3,8 nm (Tateno & Goldstein, 2003). Po
oblikovanju pore pride do lize eritrocitov (Manchefio in sod., 2005). Na Sliki 6 je
predstavljen prikaz gliv, ki proizvajajo dvokomponentne citolizine.
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AW . : hi
Slika 6: Prikaz gliv, ki proizvajajo dvokomponentne citolizine. A — Laetiporus suplhuerus (Patocka, 2019), B
— Pleurotus ostreatus (Vlasenko & Vlasenko, 2018), C — Pleurotus eryngii (Ro in sod., 2007).

Leta 2019 je bilo ugotovljeno, da glivni rod Pleurotus proizvaja proteine z insekticidnim
delovanjem (Panevska in sod., 2019). Ti proteini so dvokomponentni citolizini, kjer je
komponenta A egerolizin, ki prepozna specifi¢ni lipidni receptor, komponenta B pa protein
z domeno MACPF (ang. membrane attack complex/perforin), ki omogoca tvorbo pore v
membrani (Slika 7). Bukov ostrigar (P. ostreatus) proizvaja egerolizine ostreolizin A
(OlyA), ostreolizin A6 (OlyA®6) in pleurotolizin A (PlyA) ter protein pleurotolizin B (PlyB),
Ki je protein z domeno MACPF. Kraljevi ostrigar (Pleurotus eryngii) kodira za egerolizina
pleurotolizin A2 (PlyA2) in erilizin A (EryA) in protein erilizin B (EryB), ki je protein z
domeno MACPF (Krasevec & Skocaj, 2022). Molekularni mehanizem delovanja teh
citoliti¢nih dvokomponentnih kompleksov je tak, da se komponenta A (egerolizin) mo¢no
veze na ustrezni lipidni receptor v membranah celic Zuzelk, ob prisotnosti komponente B pa
se tvori multimerna dvokomponentna transmembranska pora. Taki kompleksi kazejo mo¢no
insekticidno aktivnost proti li¢inkam in odraslim organizmom koruznega in koloradskega
hrosc¢a (Panevska in sod., 2021).

Slika 7: Shematski prikaz tvorbe pore. A — Monomerni obliki proteinov PlyA in PlyB, B — Interakcija PlyA z
membrano, tvorba dimera, vezava PlyB, C — Sprememba konformacije PlyB, D — tvorba pore (Lukoyanova in
sod., 2015)
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Egerolizini se sicer pojavljajo predvsem v glivah in bakterijah (Butala in sod., 2017). Prva
odkrita in izolirana egerolizina sta bila Asp-hemolizin iz plesni Aspergillus fumigatus
(Yokota in sod., 1977) in pleurotolizin (Ply) iz bazidiomicete Pleurotus ostreatus
(Bernheimer & Avigad, 1979). Skupna znacilnost vecine egerolizinov iz rodu Pleurotus je,
da prepoznajo in se vezejo na lipidne domene s sestavo sfingomielin/holesterol, ali Se
1000-krat mo¢neje na membrane, ki vsebujejo holesterol in ceramid fosfoetanolamin (CPE)
(Bhat in sod., 2015; Kishimoto in sod., 2016). CPE je glavni sfingolipid v celi¢nih
membranah nevretenéarjev in analog sfingomielina, ki prevladuje pri vretencarjih (Bhat in
sod., 2015). Zato egerolizini s svojo specificno interakcijo s CPE in oblikovanjem
transmembranske pore v kombinaciji s komponento B predstavljajo odli¢no orozje za
zatiranje Skodljiveev, ki vsebujejo CPE v svojih celicnih membranah (Panevska in sod.,
2019).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 MATERIAL
3.1.1 Popis gob, ki smo jih v raziskavi testirali

Uporabljene gobe so bile liofilizirane in shranjene na Katedri za biokemijo Oddelka za
biologijo Biotehniske fakultete v Ljubljani. Popis uporabljenih gob, njihova latinska imena,
datum in lokacija nabiranja so prikazani v Preglednici 1. Lokacije nabranih vrst
bazidiomicet so oznacene na karti Slovenije na Sliki 8. V raziskavi smo pripravili ekstrakte
138 gob, ki so pripadali 114 razli¢nim vrstam gob.

Preglednica 1: Latinsko in slovensko ime gobe, datum nabiranja in lokacija nabiranja. **, kupljeno v trgovini.
Opomba: Cerknisko jezero — Otok; Johe — Krajinski park Drava; KP Tr$h — Krajinski Park Tivoli, Roznik in
Sigenski hrib

Latinsko ime gobe Slovensko ime gobe | Datum nabiranja Lokacija
Hygrocybe conica Konicasta vlaznica 26.10.2019 Idrija
Tricholoma stiparophyllum | Brezina kolobarnica 26.10.2019 Idrija
Cuphophyllus pratensis Travni$ka tratnica 26.10.2019 Idrija
Hygrocybe coccinea Skrlatna vlaznica 26.10.2019 Idrija
Hygrocybe ovina Ov¢ja vlaznica 26.10.2019 Idrija
Russula queletii Queletova golobica 26.10.2019 Idrija
Hydnum repandum Rumeni jezek 26.10.2019 Idrija
Hygrocybe citrinovirens Zelenkasta vlaznica 26.10.2019 Idrija
Cuphophyllus fornicatus Oblokasta tratnica 26.10.2019 Idrija
Lepista nuda Vijoli¢asta kolesnica 26.10.2019 Idrija
Lactarius torminosus Kosmata mlecnica 26.10.2019 Idrija
Gliophorus laetus Spolzki vlaznik 26.10.2019 Idrija
Fomitopsis betulina Brezova kresilaca 26.10.2019 Idrija
Porpolomopsis calyptriformis| Roznata vlaznica Ce.rkniéko
9.11.2019 jezero
Auricularia mesenterica Brestova uhljevka 7.12.2019 Idrija
Daedaleopsis confragosa Rdececa zvitocevka 7.12.2019 Johe
Trametes hirsuta Kosmata ploskocevka 7.12.2019 Johe
Flammulina velutipes Zimska panjevka 7.12.2019 Johe
Phlebia tremellosa Drhtava zilnica 7.12.2019 Johe
Volvopluteus gloiocephalus | Velika noznicarka 7.12.2019 Johe
Pleurotus ostreatus Bukov ostrigar 7.12.2019 Johe
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Nadaljevanje preglednice 1: Latinsko in slovensko ime gobe, datum nabiranja in lokacija nabiranja. **,
kupljeno v trgovini. Opomba: Cerknisko jezero — Otok; Johe — Krajinski park Drava; KP Trsh — Krajinski

Park Tivoli, Roznik in Sisenski hrib

Auricularia auricula-judae Bezgova uhljevka 7.12.2019 Johe
Trametes suaveolens Vrbova ploskocevka 7.12.2019 Johe
Schizophyllum commune Navadna cepilistka 7.12.2019 Johe
Fomes fomentarius Bukova kresilka 7.12.2019 Johe
Trametes versicolor Pisana ploskocevka 7.12.2019 Johe
Phylloporia ribis Ribezova plutacevka 19.02.2020 | KP Trsh
Trametes hirsuta Kosmata ploskocevka 19.02.2020 | KP Trsh
Trametes gibbosa Grbasta ploskocevka 19.02.2020 | KP Trsh
Gloeoporus taxicola Obrobljena pokrivaca 19.02.2020 | KP Trsh
Inonotus obliquus Brezin luknji¢ar - Caga neznano e
Phragmotrichum chailletii Storzeva pregradnica 19.02.2020 | KP Trsh
Megacollybia platyphylla Sirokolistna velekorenovka neznano neznano
Amanita eliae Elijeva musnica neznano neznano
Neofavolus alveolaris Satjasti luknjicar neznano neznano
Boletus reticulatus Poletni goban neznano neznano
Stropharia eximia Orjaska strnis¢nica neznano neznano
Lentinula edodes Uzitni nazob&anec - Sitake neznano **
Auricularia auricula-judae Bezgova uhljevka neznano neznano
Laetiporus sulphureus Zvepleni lepoluknji¢ar 21.5.202 Roznik
Polyporus ciliatus Séetinasti luknji¢ar neznano neznano
Lactarius volemus So¢na mle¢nica 21.05.2020 | Roznik
Mitrula paludosa Mocvirska kapica 21.05.2020 | Roznik
Gymnopus dryophilus Vitki korenovec neznano neznano
Cantharellus friesii Zametna lisi¢ka neznano neznano
Russula virescens Zelenkasta golobica 14.08.2020 Jance
Amanita rubescens Rdeckasta musnica 14.08.2020 Jance
Russula nigricans Crneéa golobica 14.08.2020 Jance
Amanita excelsa Podalj$ana mus$nica 14.08.2020 Jance
Daedalea quercina Hrastova labirintnica 14.08.2020 Jance
Fomes fomentarius Bukova kresilka 14.08.2020 Jance
Hemitrichia serpula Mrezasta zlatovka 14.08.2020 Jance
Lactarius vellereus Polstena mle¢nica 14.08.2020 Jance
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Nadaljevanje preglednice 1: Latinsko in slovensko ime gobe, datum nabiranja in lokacija nabiranja. **,
kupljeno v trgovini. Opomba: Cerknisko jezero — Otok; Johe — Krajinski park Drava; KP Trsh — Krajinski

Park Tivoli, RoZnik in Sigenski hrib

Cantharellus cibarius Navadna lisicka 14.08.2020 Jance
Chlorociboria aeruginascens Zelenkasti zelenivec 14.08.2020 Jance
Strobilomyces strobilaceus Crni kustravec 14.08.2020 Jance
Tapinella atrotomentosa Zamentni podvihanec 14.08.2020 Jance
Scleroderma citrinum Navadna trdokoznica 14.08.2020 Jance
Russula amoenolens Vonjava golobica 14.08.2020 Jance
Gloephyllum odoratum Diseca tramovka 14.08.2020 Jance
Tylopilus felleus Zol&asti grenivec 14.08.2020 Jance
Hypholoma fasciculare Navadna zZveplenjaca 14.08.2020 Jance
Cyathus striatus Crtkani kosek 14.08.2020 Jance
Suillus luridiformis Zametasti goban 14.08.2020 Jance
Trametes versicolor Pisana ploskocevka 14.08.2020 Jance
Trametes hirsuta Kosmata ploskocevka 14.08.2020 Jance
Trametes gibbosa Grbasta ploskocevka 14.08.2020 Jance
Fomitopsis betulina Brezova kresilaca 14.08.2020 Jance
. Koseski
Cantharellus amethysteus Luskata lisicka 17.06.2020 Borst
Pleurotus pulmonarius Poletni ostrigar 27.07.2020 | Hoti¢na
Russula cyanoxantha Modrikasta golobica neznano neznano
Tuber aestivum Poletna gomoljika neznano neznano
Russula illota Blatna golobica 22.08.2020 | Zminec
Scleroderma citrinum Navadna trdokoznica 22.08.2020 | Zminec
Gymnopus confluens Sopasti korenovec 22.08.2020 | Zminec
Russula albonigra Crnorjava golobica 22.08.2020 | Zminec
Sparassis crispa Borov glivec 2.09.2021 | KP Trsh
Fomitopsis betulina Brezova kresilaca 2.09.2021 | KP Trsh
Phallus impudicus Smrdljivi mavrahovec 5.09.2021 | KP Trsh
Scleroderma citrinum Navadna trdokoznica 2.09.2021 | KP Trsh
Scleroderma cepa Gladka trdokoZnica 3.09.2021 | KP Trsh
Trametes versicolor Pisana ploskocevka 2.9.2021 KP Trsh
Crepidotus crocophyllus Rjavoluskata postrancica 5.9.2021 KP Trsh
Lactarius sphagneti Sotna mle¢nica 3.9.2021 | KP Trsh
Cerrena unicolor Pepelasti zvitoluknjic¢ar 4.9.2021 KP Trsh
Neoboletus luridiformis Prasicji goban 4.9.2021 KP Trsh

18

se nadaljuje




Telban Stoiljkovi¢ T. Insekticidni potencial vodnih ekstraktov gob, nabranih v Sloveniji.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij molekulske in funkcionalne biologije, 2022

Nadaljevanje preglednice 1: Latinsko in slovensko ime gobe, datum nabiranja in lokacija nabiranja. **,
kupljeno v trgovini. Opomba: Cerknisko jezero — Otok; Johe — Krajinski park Drava; KP Trsh — Krajinski

Park Tivoli, RoZnik in Sisenski hrib

Ganoderma adspersum Debela poloséenka 2.9.2021 KP Trsh
Craterellus lutescens Zolta trobenta 3.9.2021 KP Trsh
Xerula radicata Zaviti Sirokolistar 5.9.2021 KP Trsh
Scleroderma verrucosum Bradavicasta trdokoznica 5.9.2021 KP Trsh
Gloeophyllum abietinum Hojeva tramovka 2.9.2021 KP Trsh
Cantharellus amethysteus Luskata lisicka 2.9.2021 KP Trsh
Cantharellus cibarius Navadna lisicka 22.8.2021 | Zminec
Infundibulicybe gibba Rjavkasta livka 2.9.2021 KP Trsh
Gyrodon lividus JelSev polgoban 3.9.2021 KP Trsh
Cortinarius bolaris Opecna koprenka 3.9.2021 KP Trsh
Pseudoboletus parasiticus Zajedalski pagoban 3.9.2021 KP Trsh
Pterula multifida Razvejana $éetinjaca 3.9.2021 KP Trsh
Ceriporiopsis gilvescens Rjaveca samicarka 3.9.2021 KP Trsh
Cantharellus amethysteus Luskata lisicka 4.9.2021 KP Trsh
Pluteus cervinus Jelenova §¢itovka 4.9.2021 KP Trsh
Ganoderma applanatum Sploscena poloscenka 22.08.2021 | Zminec
Gloeophyllum odoratum Diseca tramovka 2.09.2021 | KP Trsh
Fistulina hepatica Jetrasta cevaca 4.09.2021 | KP Trsh
Pseudohydnum gelatinosum Navadna ledenka 4.09.2021 | KP Trsh
Amanita rubescens Rdeckasta musnica 22.8.2021 | Zminec
Auriporia aurulenta Vonjava zlatoluknjicarka 3.9.2021 KP Trsh
Ganoderma resinaceum Smolena poloscenka 2.9.2021 KP Trsh
Cerrena unicolor Pepelasti zvitoluknjic¢ar 4.9.2021 KP Trsh
Trichaptum biforme Papirasta apnenka 2.9.2021 KP Trsh
Pleurotus pulmonarius Poletni ostrigar 2.9.2021 KP Trsh
Cantharellus amethysteus Luskata lisicka 22.8.2021 Zminec
Amylostereum areolatum Smrekov slojevec 4.9.2021 KP Trsh
Daedaleopsis confragosa Rdececa zvitocevka 3.9.2021 KP Trsh
Xylaria longipes Dolgobetna lesenjaca 2.9.2021 KP Trsh
Amanita excelsa PodaljSana muSnica 2.9.2021 KP Trsh
Gomphidius roseus Roznati slinar 3.9.2021 KP Trsh
Lactarius quietus Hrastova mlecnica 2.9.2021 KP Trsh
Panaeolus semiovatus Obrockani govnar 2.9.2021 KP Trsh
Asterophora lycoperdoides Navadna zajedalka 5.9.2021 KP Trsh
Heterobasidion parviporum Smrekov trhnobnez 4.9.2021 KP Trsh
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Nadaljevanje preglednice 1: Latinsko in slovensko ime gobe, datum nabiranja in lokacija nabiranja. **,
kupljeno v trgovini. Opomba: Cerknisko jezero — Otok; Johe — Krajinski park Drava; KP Tr$h — Krajinski
Park Tivoli, Roznik in Sigenski hrib

Pluteus roseipes Roznobetna $¢itovka 4.9.2021 | KP Trsh
Bjerkandera adusta Osmojena bjerkandera 2.9.2021 | KP Trsh
Megacollybia platyphylla Sirokolistna velekorenovka 22.8.2021 | Zminec
Lenzites betulina Brezova lenzovka 2.9.2021 | KP Trsh
Cyathus olla Gladki kosek 3.9.2021 | KP Trsh
Lacrymaria lacrymabunda Kosmati ¢rnivec 3.9.2021 | KP Trsh
Gloeophyllum sepiarium Sivorjava tramovka 3.9.2021 | KP Trsh
Pluteus cervinus Jelenova $¢itovka 2.9.2021 | KP Trsh
Lactarius volemus So¢na mle¢nica 22.8.2021 | Zminec
Lycoperdon perlatum Beti¢asta prasnica 2.9.2021 | KP Trsh
Calocera viscosa Lepljivi rozicek 22.8.2021 | Zminec
Elaphomyces granulatus Zrnata koSutnica 2.9.2021 | KP Trsh
Asterophora lycoperdoides Navadna zajedalka 22.8.2021 | Zminec
Asterophora parasitica Zastrta zajedalka 5.9.2021 | KP Trsh
Hygrocybe cantharellus Lijasta vlaznica 3.9.2021 | KP Trsh
Lycoperdon molle Rjava prasnica 4.9.2021 | KP Trsh
Mycena pura Redkvicasta ¢eladica 22.8.2021 | Zminec
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Johe (Krajinski park Drava)

o

Krajinski park Tivoli,
Sisenski hrib (vkljucuje
Roznik, Koseski borst)

Idrija ¢ Q (o) Janée
0

Zminec

Cerknisko jezero (Otok)

Q

Hoti¢na

0

Slika 8: Karta Slovenije z oznacenimi lokacijami nabranih vrst bazidiomicet (privzeto in prilagojeno po
https://www.drustvo-dugs.si/zemljevidi/, 2022).

3.1.2 Kemikalije

Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij in njihovih proizvajalcev.

DMSO (dimetil sulfoksid) Merck, ZDA

Fosfatni pufer (PBS) Merck, ZDA

Gojitveni medij Insect XPRESS protein-free

. Lonza, ZDA
z L-glutamin

Goveji serumski albumin (ang. bovine serume

albumine, BSA) Thermo Fisher Scientific, ZDA

HCI Merck, ZDA
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, ZDA
MES pufer Sigma, ZDA

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam uporabljenih kemikalij in njihovih proizvajalcev.

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium bromid) Thermo Fisher Scientific, ZDA

NaOH Merck, ZDA

Tris Duchefa Biochemie, Nizozemska

3.1.3 Raztopine za ekstrakcijo proteinov

Preglednica 3: Seznam uporabljenih raztopin za ekstrakcijo proteinov.

Ime kemikalije Koncentracija/opomba
Tris /

milliQ voda /

HCI Za uravnavanje pH
NaOH Za uravnavanje pH

Pripravljena raztopina je imela pH 8

Pripravili smo 50 mM Tris pufer, pH 8. Najprej smo zatehtali dolo¢eno maso Tris-a, ki Smo
jo nato raztopili v 200 mL vode miliQ. Raztopino smo raztopili ter z ustreznim dodatkom
kisline (HCI) ali baze (NaOH) na pH metru pripravili raztopino s pH vrednostjo 8.
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3.1.4 Raztopine za preverjanje koncentracije celokupnih proteinov

Preglednica 4: Seznam uporabljenih raztopin za preverjanje koncentracije proteinov.

Ime kemikalije Koncentracija/opomba
MES pufer pH=6

Goveji serumski albumin (ang. bovine

serume albumine, BSA) 2 mg/ml

Pierce™ BCA Protein Assay Kit /

3.1.5 Raztopine za test citotoksi¢nosti MTT

Preglednica 5: Seznam uporabljenih raztopin za MTT test

Ime kemikalije Koncentracija/sestava

Gojitveni medij Insect XPRESS protein-free
z L-glutamin

20 mM NaH2PO4 x 2H20

Fosfatni pufer (PBS) 20 mM NazHPO4

140 mM NaCl
pH 7,4
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid9) 0.5 mg/mL
DMSO (dimetil sulfoksid) 1,101 g/mL

3.1.6 Uporabljene celice

Preglednica 6: Seznam uporabljenih celic
klonski izolat celic Sf21 molja

Sf9, Thermo Fisher Scientific, ZDA .
Spodoptera frugiperda
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3.1.7 Laboratorijska oprema in aparature

Preglednica 7: Seznam uporabljene laboratorijske opreme

Aspirator Grant-bio, Velika Britanija
Centrifuga 5810 R Eppendorf, Nemcija

Citalec mikrotitrskih plo§¢ Agilent, ZDA

Citalec mikrotitrskih plo§¢ Tecan, Svica

Pipeta HandyStep Brand, Nemc¢ija

Hladilnik — 4 °C Gorenje, Slovenija

Hladilnik — 20 °C Gorenje, Slovenija

IKA Vorteks 2 Merck, ZDA

Inkubator New Brunswick Scientific, ZDA
Ledomat Brema, Italija

Magnetno mesalo Thermo Fisher Scientific, ZDA
Mikrotitrska ploSca Brand, Nemcija
Homogenizator Waring Commercial, ZDA
Namizna centrifuga 5418 R Eppendorf, Nemcija

pH-meter Mettler Toledo, Nemcija

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 7: Seznam uporabljene laboratorijske opreme

Pipete Eppendorf, Nemcija
Stresalnik ThermoMixer C Eppendorf, Nemcija
Tehtnica MS4002TS Mettler Toledo, Nemcija
Temperaturna komora Hybaid, Velika Britanija
Termostatski stresalnik Thermo Shaker Grant-bio, Velika Britanija
Ultrazvo¢ni Cistilnik Iskra, Slovenija
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3.2 METODE

3.2.1 Predpriprava gob

Vse gobe, ki smo jih nabrali v naravi smo najprej skrbno popisali, Luka Sparl pa jim je
dolo¢il slovensko in latinsko ime. Nato smo jim dodali identifikacijsko Stevilko. V
nadaljevanju smo vse gobe prenesli na Oddelek za biologijo, Biotehniske fakultete, kjer smo
jih zrezali na manj$e koScke in jih ali takoj liofilizirali ali do nadaljnjega shranili pri — 80 °C
in nato liofilizirali.

3.2.2 Priprava vodnih ekstraktov gob

Ekstrakte gob smo pripravili z uporabo multipraktika, kamor smo dodali 0,2 — 0,3 g
narezanih in liofiliziranih gob. Nato smo 0,1 g liofilizirane in homogenizirane gobje biomase
shranili v predhodno oznacene 2 mL mikrocentrifugirke. Homogeniziranim liofiliziranim
gobam smo nato dodali 1 ali 1,5 mL pufra Tris, pH 8. Koli¢ina dodanega pufra je bila odvisna
od higroskopnosti vzorca. Opazili smo, da predvsem »lesne gobe« absorbirajo veliko ve¢
pufra kot travniSke gobe z betom in klobukom. Vse vzorce smo nato sonicirali v ledeni kopeli
in sicer 4-krat po 10 sek z 10 sek pavzami z uporabo ultrazvo¢ne aparature. V nadaljevanju
je sledilo stresanje na stresalniku in sicer za 30 min pri 8 °C pri 1500 obr./min in ponovna
sonikacija pod istimi pogoji kot prej. Po drugi sonikaciji smo vse vzorce centrifugirali in
sicer za 20 min pri 4 °C na 14.000 obr./min. Po centrifugiranju smo supernatant odpipetirali
v mikrocentrifugirke, ki smo jih oznacili z identifikacijsko Stevilko ter jih shranili v
zamrzovalniku pri — 20 °C.

Po tem postopku smo pripravili vse vodne ekstrakte gob, ki so bile nabrane po 1. 9. 2021.
Predhodni ekstrakti so bili pripravljeni na podoben nacin in sicer so/bodo protokoli povzeti
v magistrski nalogi Lane Zura (v pripravi) in dveh porogilih o individualnem raziskovalnem
projektu dodiplomskih $tudentov Biotehnologije Drejca Flajnika in Matije Hrovatina.

3.2.3 Dolocanje koncentracije proteinov z uporabo komercialnega kompleta Pierce™
BCA Protein Assay Kit

Za doloc¢anje koncentracije proteinov smo najprej pripravili 2-kratne redcitve BSA v 50 mM
pufru MES, pH 6. Ustrezne red¢itve smo pripravili tako, da smo zamesali pufer MES ter
raztopino BSA v takih razmerjih, da smo nato dobili kon¢ne koncentracije BSA: 0,1, 0,2,
0,4, 0,8 in 1,6 mg/mL. Pripravili smo tudi delovno raztopino reagenta BCA in sicer tako, da
smo zmesali reagent A (puferski sistem) in reagent B (raztopina bakrovega sulfata) v
razmerju 50:1.
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Na vsako mikrotitrsko plos¢o smo nanesli nato 10 uL vsakega vzorca gobe v dveh
ponovitvah in 10 uL standarda v dveh ponovitvah. Nato smo vsakemu vzorcu in standardu
dodali 190 uL pripravljene delovne raztopine reagenta BCA. Zatem smo mikrotitrsko plos¢o
30 min inkubirali v temperaturni komori pri 37 °C. Po koncani inkubaciji smo
spektrofotometri¢no preverili absorbanco vzorcev pri 562 nm. Komercialni komplet BCA
namre¢ temelji na sposobnosti proteinov, da reducirajo Cu?* v Cul* (biuretska reakcija),
posledica Cesar je vijoli¢na barva raztopine zaradi prisotnosti bikinhoninske kisline (He,
2011). Za konec je sledila obdelava podatkov pridobljenih iz standardnih raztopin BCA s
programskim paketom Office, Excel, s ¢imer smo dobili umeritveno krivuljo, iz katere smo
nato izracunali koncentracije proteinov v vzorcu vsake gobe.

3.2.4 Priprava kuhanih ekstraktov gob

Kuhane vzorce vodnih ekstraktov gob smo pripravili tako, da smo najprej odpipetirali
100 uL vsakega vzorca v mikrocentrifugirko, nato pa smo jih kuhali pri 95 °C 10 min v tesno
zaprtih mikrocentrifugirkah. Potem smo jih shranili v zmrzovalnik pri — 20 °C.

3.2.5 Test citotoksi¢nosti MTT

S pripravljenimi surovimi ali kuhanimi vodnimi ekstrakti iz gob smo delo nadaljevali na
Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerze v Ljubljani. Kon¢no Stevilo kuhanih
in surovih ekstraktov gob je bilo 138, skupno torej 276 vzorcev. Poskus smo izvedli v dveh
delih in sicer smo v lo¢enih poskusih preverjali toksicnost kuhanih in surovih gobjih
ekstraktov. Ker je bila naloga del SirSe raziskave (objava v pripravi), ki poteka Ze dlje ¢asa
in ker smo nove vzorce potrebovali tudi za druge analize, smo vsak vzorec (kuhan in surov)
odpipetirali 2-krat po 100 pL. Eno serijo tako pripravljenih vzorcev smo nato skuhali
(denaturirali) kot je opisano zgoraj ter nato vse vzorce zamrznili pri — 20 °C.

Zuzel&je celice Sf9 smo gojili v sterilnih mikrotitrskih plo§¢ah z 96 jamicami pri 100 %
relativni zra¢ni vlaznosti. V vsako jamico smo nasadili po 100 pL celic, ki so bile pri gostoti
2,5x10° mL in jim dodali 100 pL sveZega rastnega medija INSECT-XPRESS™. Celice smo
nato gojili 48 h v celi¢nem inkubatorju pri temperaturi 27 °C. Po koncu inkubacije smo jim
odstranili rastni medij z uporabo aspiratorja in jim dodali prej pripravljene vodne ekstrakte
gob. Te smo pripravili tako, da smo zameSali 11 pL posameznega gobjega (kuhanega ali
surovega) ekstrakta in 99 uL gojitvenega medija ter tako pridobili 110 uL. posameznega
vodnega ekstrakta. 1z tako pripravljenih ekstraktov smo nato odpipetirali 100 uL na plos¢o
s celicami in pustili u¢inkovati 60 min. Kot pozitivno kontrolo smo na vsaki mikrotitrski
plos¢i uporabili surova vodna ekstrakta bukovega (Pleurotus ostreatus) in poletnega
ostrigarja (P. pulmonarius), kot negativno kontrolo pa pufer Tris, pH 8. Po 60 min inkubacije
smo vodne ekstrakte gob aspirirali in dodali 100 pL raztopine MTT, ki je bila pripravljena
v pufru PBS. Snov MTT je v vodi topno rumeno barvilo, ki ga zZive celice reducirajo s
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pomocjo mitohondrijskih dehidrogenaz (Slater in sod., 1963). Produkt te reakcije je v vodi
netopen vijoli¢no obarvan formazan, ki pa postane topen v nadaljevanju ob dodatku DMSO
(Slika 9). Koli¢ina formazana je direktno proporcionalna Stevilu zivih celic, zato se test MTT
uporablja za doloCanje prezivelosti celic (Morgan, 1998; Mosmann, 1983).

Slika 9: Prikaz spremembe barve na mikrotitrski plos¢i po dodatku MTT reagenta zaradi nastanka vijoli¢no
obarvanega formazana.

Po 3 h inkubacije smo z uporabo aspiratorja odstranili MTT in celicam dodali 100 uL
DMSO, ki raztopi netopni formazan. Po 30 min inkubacije smo preverili absorbanco pri
valovni dolzini 570/630 nm na c¢italcu mikrotitrskih plos¢. Za vse ekstrakte, ki so pokazali
citotoksi¢no delovanje smo poskus $e dvakrat ponovili, pri ¢emer smo preverjali toksi¢nost
izklju¢no tistih vzorcev, ki so pokazali aktivnost. Hkrati smo testirali tudi citotoksi¢ni
potencial 10-krat red¢enih vzorcev. Poskus, opisan v tocki 3.2.5 smo na enak nacin izvedli
za kuhane in surove ekstrakte gliv.
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4 REZULTATI

V raziskavi smo testirali 114 razli¢nih slovenskih gob. Ker so bile nekatere med njimi
nabrane veckrat, je bilo celokupno Stevilo ekstraktov 138 (podvojene gobe smo upostevali
kot interne kontrole). V raziskavi testiranja insekticidnega potenciala proti zuzel¢ji celi¢ni
liniji Sf9 smo tako testirali 138 surovih in 138 kuhanih vodnih ekstraktov slovenskih gob
(Poglavje 4.1). Na tak nacin smo Zeleli preveriti, kateri izmed testiranih ekstraktov so
citoliti¢ni zaradi delovanja proteinov, saj le-te s kuhanjem vecinoma denaturiramo. Ker smo
med testiranimi ekstrakti iskali take, ki so specifi¢no toksi¢ni za zuzelke, smo v nadaljevanju
rezultate toksi¢nosti na celi¢ni liniji Sf9 primerjali z rezultati predhodno narejenega
hemoliti¢nega testa na govejih eritrocitih (Poglavje 4.2). Ker nas je v raziskavi predvsem
zanimalo, ali je citolitiCnost ekstraktov posledica vezave proteinskih komponent na lipidni
receptor, smo pridobljene rezultate primerjali z Ze predhodno pridobljenimi rezultati vezave
celokupnih proteinov iz ekstraktov na umetne lipidne vezikle, ki so bili pripravljeni iz
zuzelje celi¢ne linije ST9 (Poglavje 4.3).

4.1 CITOTOKSICNA AKTIVNOST GOBJIH EKSTRAKTOV PROTI ZUZELCII
CELICNI LINIJI Sf9

4.1.1 Kuhani vodni ekstrakti gob

Od 114 testiranih gob je citotoksicno aktivnost pri njihovih neredéenih kuhanih ekstraktih
pokazalo 5 razli¢nih gob, kar predstavlja 4 % vseh testiranih gob (Slika 10). Za te smo nato
pripravili tudi 10-kratne redcitve. Pridobljene rezultate smo predstavili v Preglednici 8.

Najvecjo citotoksi¢no aktivnost med kuhanimi vodnimi ekstrakti je glede na prezivelost celic
Sf9 pokazal ekstrakt gobe Calocera viscosa, ki je zmanjsal prezivelost celic na 17,8 %.
Podobno citotoksi¢no aktivnost je pokazal tudi kuhani vodni ekstrakt Fomitopsis betulina.
Omenjena goba je bila v sklopu raziskave nabrana 2-krat in oba vzorca sta kljub 2-kratni
razliki v koncentraciji proteinov pokazala podoben citotoksi¢ni uc¢inek. V enem primeru je
prezivelost celic padla na 18,4 % (koncentracija celokupnih proteinov je bila 0,3 ug/uL), v
drugem pa na 19,6 % (koncentracija celokupnih proteinov je bila 0,1 pg/uL). Podobno
citotoksi¢no aktivnost je pokazal tudi kuhan vodni ekstrakt Hypholoma fasciculare, ki pa je
imel mnogo visjo koncentracijo celokupnih proteinov. Kuhan ekstrakt gobe Schizophyllum
commune, ki je zmanjSal prezivelost celic na 72 % in gobe Lactarius sphagneti, ki je
zmanj$ala prezivelost celic na 86,3 % sta se izkazala za manj toksi¢na kot prej omenjeni
ekstrakti gob. V obeh primerih je ob uporabi 10-kratnega red¢enega ekstrakta prezivelo vec
kot 90 % celic Sf9.
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Preglednica 8: Prikaz prezivelosti celic Sf9 po tretiranju s kuhanimi ekstrakti gob.

V preglednici so gobe razporejene glede na prezivelost celic Sf9. N, neredéen kuhan ekstrakt gobe; 10x, 10-
krat red¢en kuhan ekstrakt gobe; **, premalo vzorca. Prezivelost celic je v primeru nered¢enih vzorcev podana
kot povprecje meritev treh neodvisnih poskusov.

Latinsko ime | Slovensko ime Koncentracija .
Redditev | % prezivelosti | proteinov | Hemoliza
gobe gobe
[ng/pL]
: o N 17,8 +1,83
Calocera viscosa | Lepl zicek ’ > 3,2 NE
Vi epljivi rozice 10x 238
Fomitopsis Brezova N 184+1,74 03 NE
betulina kresilaca 10x 95 ’
Hypholoma Navadna N 18,6 £ 1,00
. . C 1,6 NE
fasciculare zveplenjaca 10x 65,7
Fomitopsis Brezova N 19,6 +1,21
. oy 0,1 NE
betulina kresilaca *x
Schizophyllum Navadna N 72+13,51 0.7 NE
commune cepilistka 10x 98,1 ’
Lactarius X . N 86,3 +1,65
sphagneti Sotna mleénica 10% 92.4 2,7 NE

Delez gob, katerih kuhani vodni ekstrakti so toksicni za
celi¢no linijo Sf9

DELEZ NECITOTOKSICNIH GOB
m DELEZ CITOTOKSICNIH GOB
(]

Slika 10: Prikaz deleza kuhanih gob, ki delujejo citotoksi¢no proti zuzeléji celiéni liniji S9.
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4.1.2 Surovi vodni ekstrakti gob

Od 138 testiranih neredc¢enih surovih ekstraktov gob je citotoksi¢no aktivnost proti zuzel¢ji
celi¢ni liniji pokazalo 28 vzorcev, ki so pripadali 23 razli¢nim gobam (20 % vseh testiranih
gob) (Slika 11). Od teh 23 razli¢nih gob so bili 3 ekstrakti taki, ki so pokazali aktivnost tudi
ob predhodnem kuhanju, kar pomeni da bi citotoksi¢nost zaradi prisotnosti proteinov lahko
pripisali 20 razlicnim gobam. Rezultate smo razdelili na dva dela, v Preglednici 9 so
predstavljene gobe, Ki so znizale prezivelost celic Sf9 na manj kot 50 %, v Preglednici 10
pa gobe, ki so znizale prezivelost celic Sf9 za manj kot 50 %.

V prvi skupini je najvecjo citotoksi¢no aktivnost glede na prezivelost celic Sf9 pokazala
goba Calocera viscosa, katere neredCeni vodni ekstrakt je zmanjSal prezivelost celic na
13,9 %. Omenjena goba se je sicer izkazala kot najbolj toksi¢na tudi med kuhanimi ekstrakti
gob. Manj kot 25 % prezivelost so povzrod¢ili tudi nered¢eni vodni ekstrakti gob Hypholoma
fasciculare, Panaeolus semiovatus, Fomitopsis betulina, Megacollybia platyphylla (nabrana
2-krat), Polyporus ciliatus, Pleurotus ostreatus, Lenzites betulina, Pleurotus pulmonarius
(nabrana 2-krat) in Neofavolus alveolaris. Nered¢eni ekstrakti gliv Pleurotus pulmonarius,
Megacollybia platyphylla (druga ponovitev), Amaniata eliae, Fistulina hepatica,
Bjerkandera adusta, Amanita excelsa, Pluteus cervinus in Trametes hirsuta pa so zmanjsali
prezivelost celic za 75 % do 50 %.

Preglednica 9: Prikaz 0 — 50 % prezivelosti celic Sf9 po tretiranju s surovimi ekstrakti gob.

V preglednici so gobe razporejene glede na prezivelost celic Sf9. N, neredéen ekstrakt gobe; 10x, 10-krat
redcen ekstrakt gobe. Prezivelost celic je podana kot povprecje meritev treh neodvisnih poskusov; * oznacuje
citoliti¢nost kuhanega ekstrakta gobe.

Latinsko ime Slovensko ime . . . Koncen.tracua i
Red¢itev | % prezivelosti | proteinov | Hemoliza
gobe gobe
[ng/pL]
+
S@Loo"s‘f;f Lepljivi rozicek 1'8')( ;gz S ;‘1‘8 3,2 NE
Hypholoma Navadna N 16,2 + 1,57 16 DA
fasciculare* Zveplenjaca 10x 53,1+ 12,44 ’
Panaeolus Obrockani N 18,1+ 1,32 6.0 NE
semiovatus govnar 10x 17,2 + 1,56 ’
Fomitopsis Brezova N 18,2 £2,35 0.1 NE
betulina* kresilaca 10x 84,4+ 5,04 ’
Megacollybia Sirokolistna N 23,2+ 1,54 25 NE
platyphylla velekorenovka 10x 20,6 + 0,78 '
Polyporus Séetinasti N 23,4+234 0.7 DA
ciliatus luknjicar 10x 100,6 + 3,41 ’

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 9: Prikaz 0 — 50 % preZivelosti celic Sf9 po tretiranju s surovimi ekstrakti gob

Pleurotus . N 23,6 +£3,07
ostreatus Bukov ostrigar 10x 93,4+ 18,32 28 DA

. . Brezova N 23,7+3,22
Lenzites betulina lenzovka 10% 50.2 = 19.89 5,8 NE

Pleurotus . . N 242 +1,13
pulmonarius Poletni ostrigar 10x 75,9 + 10,75 a4 DA

Neofavolus .. N 249+ 3,11
alveolaris Satjasti luknjicar 10% 88,4+ 13.10 1,1 DA

Pleurotus . . N 25,2+ 4,76
pulmonarius Poletni ostrigar 10% 88.5 £ 6.79 41 DA
Megacollybia Sirokolistna N 26,4 +2.76 41 NE

platyphylla velekorenovka 10x 22,9+ 4,80 ’

. . . .. N 30,5+ 3,57
Amanita eliae | Elijeva musnica 0% 458+ 5.52 50 DA

Fistulina . N 36,8 £ 6,61
hepatica Jetrasta cevaca 10 53.4+ 488 37,0 NE
Bjerkandera Osmojena N 39,5+3,.23 8.1 NE

adusta bjerkandera 10x 68,4 + 6,84 ’

: Podaljsana N 40+ 10,41
Amanita excelsa mugnica 0% 935+ 193 45 NE

. Jelenova N 42,1+ 10,78
Pluteus cervinus “Eitovka 0% 901251 2,9 DA

. Kosmata N 49,1 +£5,32
Trametes hirsuta ploskocevka 10% 983+ 1.87 2,4 NE

V Preglednici 10 so povzete gobe, katerih surovi vodni ekstrakti znizajo prezivelost celic
Sf9 za manj kot 50 %. V tej skupini je pokazal najvecjo toksi¢nost glede na prezivelost celic
Sf9 ekstrakt gobe Cerrena unicolor, ki je zmanjsal prezivelost celic Sf9 na 50,7 %. Podobno
citotoksi¢no aktivnost je pokazal tudi ekstrakt gobe Pseudohydnum gelatinosum s
koncentracijo proteinov 0,9 pg/uL, ki je zmanjsal prezivelost celic Sf9 na 51,9 %. Podobno
so delovali tudi neredCeni ekstrakti gob Crepidotus crocophyllus, Lacrymaria
lacrymabunda, Fomitopsis betulina, Amanita rubescens, Trametes hirsuta in Pluteus
roseipes, ki so znizali prezivelost celic Sf9 med 50 in 70 %. Najmanj citotoksi¢no je deloval
neredéeni ekstrakt gobe Auricularia auricula-judae, ki je znizal preZivelost celic na 85,5 %.
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Preglednica 10: Prikaz 50 — 100 % prezivelosti celic Sf9 po tretiranju s surovimi ekstrakti gob.

V preglednici so gobe razporejene glede na prezivelost celic Sf9. N, neredéen ekstrakt gobe; 10x — 10-krat
redCen ekstrakt gobe. Prezivelost celic je podana kot povpre¢je meritev treh neodvisnih poskusov; * oznacuje
citoliticnost kuhanega ekstrakta gobe.

Latinsko ime | Slovensko ime . . ) Koncen_tracua i
Redcitev | % prezivelosti | proteinov | Hemoliza
gobe gobe
[ng/pL]
Cerrena Pepelasti N 50,7 + 4,06 33 NE
unicolor zvitoluknjiGar 10x 77,2+ 18,17 ’
Cerrena Pepelasti N 51,6 +£5,18 16 NE
unicolor zvitoluknjicar 10x 102,8 + 2,90 '
Pseudohydnum Navadna N 51,9+ 5,64 0.9 NE
gelatinosum ledenka 10x 86,7 + 14,24 ’
Crepidotus Rjavoluskata N 525+3,13 36 DA
crocophyllus postrancica 10x 89,8 + 1,81 '
Lacrymaria . N 55,4 + 6,63
Iacryrr):abunda Kosmati ¢rnivec 10 92,5+ 10,75 10,3 NE
Fomitopsis Brezova N 55,8+ 6,51 0.3 NE
betulina* kresilaca 10x 102,4 + 1,45 ’
Amanita Rdeckasta N 59,9 +28.80 38 DA
rubescens musnica 10x 88,5+ 15,21 ’
. Kosmata N 60,4 £ 12,91
Trametes hirsuta ploskocevka 10% 918+ 0.62 1,6 NE
. Roznobetna N 68,4 + 9,65
Pluteus roseipes “Citovka 10% 76.6 £ 16,07 79 DA
Auricularia Bezgova N 85,5+21,82 1 NE
auricula-judae uhljevka 10x 109 + 4,01
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DeleZ gob, katerih surovi vodni ekstrakti so toksicni za
celi¢no linijo Sf9

DELEZ NECITOTOKSIENIH GOB

' B DELEZ CITOTOKSICNIH GOB
(-]

Slika 11: Prikaz deleza surovih gob, ki delujejo citotoksi¢no proti zuzelgji celiéni liniji S9.

4.2 PRIMERJAVA CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI GOBJIH EKSTRAKTOV PROTI
ZUZELCJI CELICNI LINIJI Sf9 Z REZULTATI HEMOLIZE

V predhodni raziskavi je bilo za iste ekstrakte preverjeno tudi ali so hemoliti¢ni za goveje
eritrocite. Za preverjanje hemoliti¢ne aktivnosti je bilo v vsako jamico dodan tak volumen
ekstrakta, da je bilo celokupno stevilo proteinov v poskus 1 ug/uL.

Kuhani ekstrakti gob Fomitopsis betulina, Calocera viscosa, Hypholoma fasciculare,
Schizophyllum commune in Lactarius sphagneti, za katere smo pokazali toksi¢nost za
zuzel¢jo celicno linijo S niso povzrocili hemolize govejih eritrocitov.

Med 28 surovimi ekstrakti, ki so pokazali citotoksi¢no delovanje in ki so pripadali 23
razli¢nim gobam, je bilo 10 (43 %) vrst gob takih, ki so bile hkrati tudi hemoliti¢ne za goveje
eritrocite (Slika 12). Gre za gobe Hypholoma fasciculare, Polyporus ciliatus, Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius, Neofavolus alveolaris, Amanita eliae, Pluteus cervinus,
Crepidotus crocophyllus, Amanita rubescens in Pluteus roseipes. Preostalih 13 gob (57 %)
je izkazalo citoliti¢no delovanje izkljucno na Zuzel¢jo celi¢no linijo Sf9, ne pa tudi na goveje
eritrocite. Gre se za gobe: Calocera viscosa, Panaeolus semiovatus, Fomitopsis betulina,
Megacollybia platyphylla, Lenzites betulina, Fistulina hepatica, Bjerkandera adusta,
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Amanita excelsa, Trametes hirsuta, Cerrena unicolor, Pseudohydnum gelatinosum
Lacrymaria lacrymabunda in Auricularia auricula-judae.

Delez gob, katerih surovi vodni ekstrakti povzrocajo
hemolizo

= HEMOLITICNE GOBE

NEHEMOLITICNE GOBE

Slika 12: Prikaz deleza gob, katerih surovi ekstrakti delujejo citotoksi¢no in hkrati tudi hemoliti¢no.

43 PRIMERJAVA CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI SUROVIH VODNIH GOBIJIH
EKSTRAKTOV PROTI ZUZELCJI CELICNI LINII Sf9 Z REZULTATI VEZAVE
EKSTRAKTOV NA MULTILAMELARNE VEZIKLE, PRIPRAVLJENE 1Z CELIC Sf9

4.3.1 Surovi vodni ekstrakti gob

Med 28 surovimi vodnimi ekstrakti gob, ki so pokazali citotoksi¢no delovanje in ki so
pripadali 23 razlicnim gobam je bilo 17 (74 %) takih, ki se hkrati tudi veZejo na
multilamelarne vezikle (MLV), pripravljene iz celic Sf9 (Slika 13, Preglednica 11). Gre za
gobe Calocera viscosa, Hypholoma fasciculare, Fomitopsis betulina, Megacollybia
platyphylla, Polyporus ciliatus, Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius, Neofavolus
alveolaris, Bjerkandera adusta, Amanita excelsa, Pluteus cervinus, Pseudohydnum
gelatinosum, Crepidotus crocophyllus, Lacrymaria lacrymabunda, Amanita rubescens,
Pluteus roseipes in Auricularia auricula-judae. Preostalih 6 (26 %) gob, ki delujejo
citotoksic¢no, se ne veze na MLV, pripravljene iz celic Sf9.
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Preglednica 11: Prikaz povezave med citotoksi¢nostjo surovih ekstraktov gob in med njihovo vezavo na
MLV iz celic Sf9.

V preglednici so gobe razporejene po narascajoCi citotoksicnosti glede na prezivelost Sf9. * oznacuje
citoliticnost kuhanega ekstrakta gobe. ** velikost proteinov je doloCena s pomocjo poliakrilamidne gelske
elektroforeze v prisotnosti Na-dodecil sulfata (test sedimentacije z MLV Sf9).

: : : Vezava na Velikost proteinov
Latinsko ime gobe Slovensko ime gobe MLV Sf9 [kDa]**
Calocera viscosa* Lepljivi rozi¢ek DA 17

Hyp_holomzi Navadna Zveplenjaca DA 40, 65

fasciculare

Pan.aeows Obrockani govnar NE /
semiovatus
Fomitopsis betulina* Brezova kresilaca DA 37, 45, 100
Megacollybia Sirokolistna DA 12, 15, 17, 22, 30,

platyphylla velekorenovka 39
Polyporus ciliatus Séetinasti luknjicar DA 18
Pleurotus ostreatus Bukov ostrigar DA 15

Lenzites betulina Brezova lenzovka NE /
Pleurotu_s Poletni ostrigar DA 10, 12, 16
pulmonarius
Neofavolus alveolaris Satjasti luknjicar DA 50, 60, 70
Pleurotu_s Poletni ostrigar DA 30
pulmonarius
Megacollybia Sirokolistna DA 43
platyphylla velekorenovka
Amanita eliae Elijeva musnica NE /
Fistulina hepatica Jetrasta cevaca NE /
Bjerkandera adusta Osmojena bjerkandera DA 65, 75
Amanita excelsa PodaljSsana musnica DA 12
Pluteus cervinus Jelenova $c¢itovka DA 30, 65

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 11: Prikaz povezave med citotoksi¢nostjo surovih ekstraktov gob in med njihovo
vezavo na MLV iz celic Sf9.

Trametes hirsuta Kosmata ploskocevka NE /
Cerrena unicolor Pepelasti zvitoluknjic¢ar NE /
Cerrena unicolor Pepelasti zvitoluknjic¢ar NE /
Pseudqhydnum Navadna ledenka DA 35, 38, 40
gelatinosum
Crepidotus . .. 11,12, 13, 18, 25,
crocophyllus Rjavoluskata postrancica DA 27,38, 39
Lacrymaria Kosmati &rnivec DA 13, 50, 100
lacrymabunda
Fomitopsis betulina* Brezova kresilaca DA 37, 45, 100
Amanita rubescens Rdeckasta musnica DA 14
Trametes hirsuta Kosmata ploskocevka NE /
Pluteus roseipes RozZnobetna $¢itovka DA 60
Aurlcule_\rla auricula- Bezgova uhljevka DA 93
judae
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Delez gob, katerih surovi vodni ekstrakti se veZejo
na MLV celic Sf9

PRISOTNOST VEZAVE

: m ODSOTNOST VEZAVE

Slika 13: Prikaz deleza gob, Katerih surovi ekstrakti delujejo citotoksi¢no in se hkrati vezejo na MLV,
pripravljene iz celic Sf9.

4.4 PRIMERJAVA CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI SUROVIH VODNIH GOBIJIH
EKSTRAKTOV Z ZIVLJENJSKIM STILOM GOBE

Med 25 razlicnimi gobami, ki so pokazale citotoksi¢no aktivnost (surovi ali kuhani
ekstrakti), so 4 mikorizne (16 %) in 21 nemikoriznih (84 %). Od tega je 15 saprofitskih
(60 %), 1 parazitska (4 %) in 5 saprofitskih in hkrati parazitskih (20 %) (Slika 14). Med
saprofitske gobe uvrs¢amo Calocera viscosa, Fomitopsis betulina, Hypholoma fasciculare,
Panaeolus semiovatus, Megacollybia platyphylla, Polyporus ciliatus, Lenzites betulina,
Neofavolus alveolaris, Pluteus cervinus, Cerrena unicolor, Pseudohydnum gelatinosum,
Crepidotus crocophyllus, Lacrymaria lacrymabunda, Pluteus roseipes in Auricularia
auricula-judae. Parazitska goba je Fistulina hepatica, mikorizne pa so Lactarius sphagneti,
Amanita eliae, Amanita excels in Amanita rubescens. Saprofitske in hkrati parazitske so
Schizophyllum commune, Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius, Bjerkandera adusta,
in Trametes hirsuta (Preglednica 12).
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Preglednica 12: Latinsko ime gobe, slovensko ime gobe in zivljenjski stil gobe.

Latinsko ime gobe Slovensko ime gobe Zivljenjski stil
Calocera viscosa Lepljivi rozicek Saprofit
Fomitopsis betulina Brezova kresilaca Saprofit
Hypholoma fasciculare Navadna zZveplenjaca Saprofit
Schizophyllum commune Navadna cepilistka Saprofit, parazit
Lactarius sphagneti Sotna mle&nica Mikoriza
Panaeolus semiovatus Obrockani govnar Saprofit
Megacollybia platyphylla Sirokolistna velekorenovka Saprofit
Polyporus ciliatus Séetinasti luknji¢ar Saprofit
Pleurotus ostreatus Bukov ostrigar Saprofit, parazit
Lenzites betulina Brezova lenzovka Saprofit
Neofavolus alveolaris Satjasti luknjicar Saprofit
Pleurotus pulmonarius Poletni ostrigar Saprofit, parazit
Amanita eliae Elijeva musnica Mikoriza
Fistulina hepatica Jetrasta cevaca Parazit
Bjerkandera adusta Osmojena bjerkandera Saprofit, parazit
Amanita excelsa PodaljSana musnica Mikoriza
Pluteus cervinus Jelenova scitovka Saprofit

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice: 12: Latinsko ime gobe, slovensko ime gobe in Zivljenjski stil gobe.

Trametes hirsuta Kosmata ploskocevka Saprofit, parazit
Cerrena unicolor Pepelasti zvitoluknjicar Saprofit
Pseudohydnum gelatinosum Navadna ledenka Saprofit
Crepidotus crocophyllus Rjavoluskata postrancica Saprofit
Lacrymaria lacrymabunda Kosmati ¢rnivec Saprofit
Amanita rubescens Rdeckasta musnica Mikoriza
Pluteus roseipes Roznobetna s¢itovka Saprofit
Auricularia auricula-judae Bezgova uhljevka Saprofit

Zivljenjski stil gob, ki delujejo
citotoksicno proti celicam Sf9

M mikorizne gobe

nemikorizne gobe (saprofiti,
paraziti)

Slika 14: Prikaz zZivljenjskega stila gob, ki delujejo citotoksi¢no proti zuzelji celiéni liniji S9.
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45 PREGLED PREDHODNO IN NOVOODKRITE INSEKTICIDNE AKTIVNOSTI
TESTIRANIH VRST GOB

S pregledom literature smo Zeleli ugotoviti, katere testirane gobe z insekticidno aktivnostjo
smo na novo odkrili, katere pa Ze imajo potrjeno insekticidno aktivnost. Rezultati so
prikazani v Preglednici 13. Od 25 razli¢nih gob, ki so pokazale citotoksi¢no delovanje, je
bilo 7 ze opisanih v literaturi, 18 pa je novoodkritih. Predhodno opisane so Schizophyllum
commune, Megacollybia platyphylla, Pleurotus ostreatus, Lenzites betulina, Pleurotus
pulmonarius, Pseudohydnum gelatinosum in Amanita rubescens. Gobe z novoodkrito
insekticidno aktivnostjo so Calocera viscosa, Fomitopsis betulina, Hypholoma fasciculare,
Lactarius sphagneti, Panaeolus semiovatus, Polyporus ciliatus, Neofavolus alveolaris,
Amanita eliae, Fistulina hepatica, Bjerkandera adusta, Amanita excelsa, Pluteus cervinus,
Trametes hirsuta, Cerrena unicolor, Crepidotus crocophyllus, Lacrymaria lacrymabunda,
Pluteus roseipes in Auricularia auricula-judae.

Preglednica 13: Latinsko ime gobe, slovensko ime gobe, insekticidna aktivnost in referenca.
Zelena barva oznacuje glive, katerih insekticidno aktivnost smo na novo odkrili. Rumena barva oznacuje glive,
katerih insekticidna aktivnost je bila Ze predhodno opisana v literaturi (pripadajoca referenca).

Latinsko ime gobe Slovensko ime gobe Inselftlmdna Referenca
aktivnost
Calocera viscosa Lepljivi rozicek
Fomitopsis betulina Brezova kresilaca
Hypholoma fasciculare | Navadna Zveplenjaca
(Kaur in sod.,
Schizophyllum commune | Navadna cepilistka 2018; Wang in
sod., 2022)
Lactarius sphagneti Sotna mlegnica
Panaeolus semiovatus Obrockani govnar
Megacollybia platyphylla Sirokolistna (Mier in sod.,
velekorenovka 1996)
Polyporus ciliatus S&etinasti luknji¢ar

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 13: Latinsko ime gobe, slovensko ime gobe, insekticidna aktivnost in referenca.

(Panevska in

Pleurotus ostreatus Bukov ostrigar sod., 2019;
Rahman in sod.,
2011)
Lenzites betulina Brezova lenzovka (Mier in sod.,
1996)
Pleurotus pulmonarius Poletni ostrigar (Popogek in

sod., v pripravi)

Neofavolus alveolaris

Satjasti luknjicar

Amanita eliae

Elijeva musnica

Fistulina hepatica

Jetrasta cevaca

Bjerkandera adusta

Osmojena bjerkandera

Amanita excelsa

PodaljSana musSnica

Pluteus cervinus

Jelenova S¢itovka

Trametes hirsuta

Kosmata ploskocevka

Cerrena unicolor

Pepelasti zvitoluknjicar

Pseudohydnum
gelatinosum

Navadna ledenka

(Mier in sod.,

1996)
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Nadaljevanje preglednice 13: Latinsko ime gobe, slovensko ime gobe, insekticidna aktivnost in referenca

Rjavoluskata

Crepidotus crocophyllus postranéica

Lacrymaria S
Kosmati ¢rnivec
lacrymabunda
Amanita rubescens Rdeckasta musnica (Mier in sod.,
1996)
Pluteus roseipes RozZnobetna $¢itovka

Auricularia auricula-

judae Bezgova uhljevka
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5 RAZPRAVA

Glive so izjemno raznolika skupina organizmov. Ceprav se ocenjuje, da na svetu obstaja 1,5
milijonov gliv in da so prisotne v skoraj vseh ekoloskih niSah, pa je le okoli 10 % gliv
poznanih znanstveni skupnosti (Gunatilaka & Wijeratne, 2012; Hibbett in sod., 2007; Stajich
in sod., 2010). Glive imajo v naravi pomembno vlogo kot simbionti, paraziti in saprofiti,
poleg tega pa predstavljajo precej neraziskan in neizkoriS¢en vir naravnih produktov, ki jih
proizvajajo v razli¢ne namene (Cheung, 2010; Schmidt-Dannert, 2016). Stevilni med njimi
imajo Sirok nabor aktivnosti in so uporabni v prehranski, usnjarski, tekstilni, farmacevtski
industriji in kmetijstvu (Gunatilaka & Wijeratne, 2012; Nigam, 2013; Sexton & Howlett,
2006). Glive in glivni metaboliti postajajo vse bolj pomembni z vidika razvoja insekticidnih
sredstev za nadzor skodljivcev, ki povzrocajo velike izgube v kmetijstvu in ekonomsko
Skodo (Jakka in sod., 2016; Panevska in sod., 2021; Vega in sod., 2012). Najpogosteje se za
zatiranje Skodljivcev, ki povzrocajo skodo na pridelkih, uporabljajo kemijski pesticidi, ki so
problematicni iz ve¢ razlogov. Poleg tega, da onesnazujejo okolje in se akumulirajo v zemlji,
vodi in zraku, so nevarni tudi za netaréne organizme, kot so zivali, rastline in ljudje
(Castafieda-Ramirez in sod., 2022; Hashimi in sod., 2020; Qian in sod., 2018; Stanley in
sod., 2016). Uporaba pesticidov mo¢no doprinese k razvoju Stevilnih kroni¢nih bolezni, ki
pestijo sodobno druzbo (Igbedioh, 1991). Poleg tega §kodljivci s¢asoma razvijejo odpornost
na insekticide, zato se v zadnjih letih i§¢e nove pristope zatiranja, ki bi imeli manjsi $kodljivi
vpliv na netar¢ne organizme (Jakka in sod., 2016; Panevska in sod., 2021; Purwar & Sachan,
2006).

Glive zaradi svojih metabolitov in dejstva, da imajo zelo malo Skodljivega vpliva na okolje,
predstavljajo zelo velik potencial za razvoj sredstev za biokontrolo skodljivcev v kmetijstvu
(Thomas & Read, 2007; Vega in sod., 2012). Dolocene glive z insekticidno aktivnostjo so
ze dodobra raziskane in uporabljene komercialno, veliko pa je Se nepreucenih (Kusari in
sod., 2012; Sanchez-Fernandez in sod., 2013). Glive proizvajajo $tevilne metabolite, ki
delujejo insekticidno, kot so ibotenska kislina, amatoksini, destruksini, oosporein in
piripiropen A, katerega semisinteti¢ni derivat afidopiropen je bil leta 2021 registriran kot
insekticid Inscalis (Basyouni in sod., 1968; Jaenike in sod., 1983; Koradin in sod., 2021;
Omura in sod., 1993; Quiot in sod., 1985; Strasser in sod., 2000; Wieland, 1968). Zanimivi
so tudi glivni proteini z insekticidnim potencialom, Ki ustvarjajo pore v membranah (Shibata
in sod., 2010; Wang in sod., 2002). Glive lahko vsebujejo enokomponentne citolizine, ki
delujejo citoliticno (Bernheimer & Oppenheim, 1987; Lin in sod., 1975; Narai in sod., 2004;
Suzuki in sod., 1990; Tomita in sod., 1998; Watanabe in sod., 1999). Leta 2019 pa je bilo
ugotovljeno, da glivni rod Pleurotus proizvaja dvokomponentne citoliti¢ne proteine z
insekticidnim potencialom (Panevska in sod., 2019). Ker se ti porotvorni proteinski
kompleksi mocno vezejo na CPE, ki je glavni sfingolipid membran nevretencarjev in
posledi¢no oblikujejo transmembranske pore, predstavljajo potencialno orozje za zatiranje
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tistih Skodljivcev, ki vsebujejo v svojih membranah sfingolipid CPE (Bhat in sod., 2015;
Kishimoto in sod., 2016; Panevska in sod., 2019). Zaradi nara$¢ajoce potrebe po snoveh, ki
bi bile uporabne v farmaciji, industrijskih procesih ali pri nadzoru Skodljivcev, ostaja
preucevanje gliv klju¢nega pomena (Blackwell, 2011).

Namen magistrske naloge je bil opredeliti gobe, ki so specifi¢no toksi¢ne za insektne celice
Sf9 in katerih citoliti¢ni proteini, bi bili potencialno uporabni za razvoj inovativnih
biopesticidov in s tem za zaSCito rastlin v kmetijstvu. V nalogi smo testirali 138 vodnih
ekstraktov gob, ki so pripadali 114 razli¢nih gobam. Pripravljenim kuhanim in surovim
ekstraktom smo opredelili citotoksi¢no aktivnost na modelu zuzeléje celi¢ne linije Sf9. V
raziskavi nas je zanimal predvsem insekticidni potenical surovih ekstraktov, in sicer zato,
ker obstaja velika verjetnost, da je insekticidna aktivnost takih ekstraktov posledica
prisotnosti citoliti¢nih proteinov. Specificno nas je predvsem zanimalo, ali bi lahko
citoliticni potencial teh ekstraktov prispisali interakciji z membranskimi lipidnimi receptorji,
kot je Ze bilo pokazano za proteinske porotvorne komplekse iz bukovega ostrigarja
(Panevska in sod., 2019). Da bi potrdili, kateri izmed ekstraktov so citoliti¢ni zaradi
delovanja proteinov, smo vse vzorce tudi skuhali in na ta nacin proteine denaturirali.

V magistrski nalogi smo skupno za 25 razli¢nih gob dokazali, da delujejo insekticidno proti
zuzel€ji celicni liniji S19. Od tega je bilo za 7 (28 %) gob Ze predhodno v literaturi dokazano,
da delujejo insekticidno, za 18 gob (72 %) pa smo prvi dokazali insekticidni potencial
(Preglednica 13, Slika 15). Gobe, ki smo jim prvi dolodili insekticidni potencial so:
Calocera viscosa, Fomitopsis betulina, Hypholoma fasciculare, Lactarius sphagneti,
Panaeolus semiovatus, Polyporus ciliatus, Neofavolus alveolaris, Amanita eliae, Fistulina
hepatica, Bjerkandera adusta, Amanita excelsa, Pluteus cervinus, Trametes hirsuta,
Cerrena unicolor, Crepidotus crocophyllus, Lacrymaria lacrymabunda, Pluteus roseipes in
Auricularia auricula-judae. Te glive so raziskovalno zanimive in predstavljajo neodkrit vir
snovi, ki bi jih potencialno lahko uporabili za razvoj biopesticidov.

Med 114 testiranimi kuhanimi gobami je citotoksi¢no aktivnost proti celi¢ni liniji Sf9
pokazalo 5 razli¢nih gob (4 % vseh testiranih gob) (Slika 10). Ker ob kuhanju proteini
vecinoma denaturirajo, predvidevamo, da je citotoksi¢ni uc¢inek teh gob posledica molekul,
ki niso proteini. Glede na delez prezivelosti celic Sf9 po tretiranju s kuhanimi ekstrakti je
najvecjo citotoksi¢no aktivnost pokazal kuhan vodni ekstrakt gobe Calocera viscosa, ki je
neredéen zmanjsal prezivelost celic Sf9 na 17,8 % (koncentracija proteinov je bila
3,2 ng/uLl). Aktivnost 10-krat redenega ekstrakta je bila podobna, saj je bila prezivelost
celic 23,8 %. Visoko aktivnost je pokazal tudi ekstrakt gobe Fomitopsis betulina, ki je bila
v sklopu magistrske naloge nabrana 2-krat, oba vzorca pa sta pokazala podoben citotoksi¢ni
ucinek. V prvem primeru je prezivelost celic padla na 18,4 % (koncentracija proteinov je
bila 0,3 pg/uL), v drugem pa na 19,6 % (koncentracija proteinov je bila 0,1 pg/uL). Ob
10- kratnem redcéenju se je prezivelost celic v prvem primeru zvisala na 95 %. Pri drugem
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primeru je vzorca zmanjkalo, zato 10-kratne redc¢itve nismo pripravili. Visoko citotoksi¢no
aktivnost je pokazal tudi kuhan vodni ekstrakt gobe Hypholoma fasciculare, ki je nered¢en
znizal prezivelost celic na 18,6 % ob koncentraciji proteinov 1,6 pg/uL. Aktivnost 10-krat
redéenega ckstrakta je bila precej nizja, saj se je prezivelost celic zvisala na 65,7 %
(Preglednica 8).

Med 25 razli¢nimi ekstrakti gob, ki so izkazovali insekticidni potenical, so bile tudi trije taki,
ki so bili toksi¢ni za celice Sf9 v kuhani ali v surovi obliki. Gre se za gobe Calocera viscosa,
Hypholoma fasciculare in Fomitopsis betulina. Pri surovem neredéenem vodnem ekstraktu
Calocera viscosa je prezivelost celic Sf9 znasala 13,9 % (Preglednica 9), pri kuhanem pa
17,8 % (Preglednica 8). Podobno je surovi neredéeni ekstrakt Hypholoma fasciculare
zmanjsal prezivelost celic na 16,2 % (Preglednica 9), po kuhanju pa se je prezivelost celic
znaSala 18,6 % (Preglednica 8). Beattie in sod. so leta 2011 v svoji raziskavi s testom MTT
dokazali, da etanolni ekstrakt Hypholoma fasciculare deluje citotoksi¢no proti rakavim
celicam debelega Crevesja. Poleg tega so bili iz te gobe izolirani Stevilni terpenoidi s
citotoksi¢no in antibioti¢no aktivnostjo (Sterner, 1995). Surov neredcen ekstrakt Fomitopsis
betulina, je zmanjsal prezivelost celic na 18,2 % (Preglednica 9) po kuhanju ekstrakta pa je
bila prezivelost celic zelo podobna in sicer 18,4 % (Preglednica 8). Fomitopsis betulina se
ze dolgo uporablja v ljudski medicini zaradi svojih antimikrobnih lastnosti, ki pospesujejo
celjenje ran (Poder, 2005). Vodni ekstrakti in triterpeni, izolirani iz plodnega telesa te gobe,
imajo imunomodulatorne in protirakave ucinke (Shamtsyan in sod., 2004). V studiji leta
2018 so preucili citotoksicnost te gobe proti rakavim celicnim linijam in pokazali, da imajo
ekstrakti micelija Fomitopsis betulina visoko citotoksi¢no aktivnost predvsem proti rakavim
celicam prostate (Sutkowska-Ziaja in sod., 2018). Rezultati citotoksi¢nosti kuhanih ali
surovih ekstraktov vseh treh omenjenih gob so podobni. Predvidevamo, da je insekticidna
aktivnost teh gob posledica neproteinskih snovi.

Med 114 testiranimi surovimi ekstrakti razlicnih gob je citotoksi¢no aktivnost proti zuzelcji
celi¢ni liniji pokazalo 23 razlicnih ekstraktov gob (20 % vseh testiranih gob). Kot zZe
omenjeno zgoraj, so bile med njimi tudi 3 vrste gob, ki so citotoksi¢nost izkazovale ob
predhodnem kuhanju vodnega ekstrakta (Calocera viscosa, Hypholoma fasciculare in
Fomitopsis betulina). Predvidevamo, da njihova citotoksi¢na aktivnost ni posledica
proteinov temve¢ drugih aktivnih snovi, zato za nas posledi¢no niso bili tako zanimivi. V
nadaljevanju smo se osredotocili na preostalih 20 gob, ki so delovale citotoksi¢no le ob
uporabi njihovih surovih ekstraktov. Absolutno citotoksi¢nost gob med seboj tezko
primerjamo, ker so imeli vzorci razli¢éne koncentracije proteinov, zato je primerjava lahko le
relativna. V sklopu raziskave smo namre¢ Zeleli predvsem dolociti oz poiskati tiste gobe, ki
izkazujejo citotoksi¢no aktivnost. V nadaljevanju se bodo gobe, ki so izkazovale
citotoksi¢no aktivnost nabrale Se enkrat, kjer se bo nato Se enkrat ovrednotili njihovo
absolutno citotoksi¢no aktivnost. Kljub vsemu lahko s precej$njo gotovostjo trdimo, da
vecéina izmed teh 20 ekstraktov vsebuje kot citotoksi¢ne dejavnike proteine, saj ob kuhanju
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izgubijo citotoksi¢no aktivnost. Kot pozitivno kontrolo smo v vsakem poskusu uporabili
vodna ekstrakta gob Pleurotus ostreatus in Pleurotus pulmonarius. Za ti dve gobi so v
raziskavi Panevska in sod., 2019 ter Poposek in sod. (v pripravi) dokazali, da vsebujeta
egerolizine, ki skupaj s proteinskim partnerjem tvorijo transmembranske pore v umetnih
lipidnih veziklih, ki vsebujejo CPE in inducirajo selektivno toksi¢nost v zuzel¢ji celi¢ni liniji
Sf9.

Med najbolj citotoksi¢nimi surovimi vodnimi ekstrakti je bil sicer ekstrakt gobe Calocera
viscosa. Nered¢en vodni ekstrakt je zmanjsal prezivelost celic na 13,9 %. Kljub visoki
citotoksic¢nosti pa je zelo verjetno, da je le-ta posledica molekul, ki niso proteini, saj je bila
podobna citotoksi¢nost pokazana tudi za kuhan vodni ekstrakt te gobe. Visoko aktivnost je
pokazal tudi vodni ekstrakt gobe Panaeolus semiovatus, ki je nered¢en zmanjsal prezivelost
celic na 18,1 %, 10-krat red¢en pa na 17,2 % (celokupna koncentracija proteinov je bila
6,0 ug/ul). Za razliko od prej omenjene gobe, ta ekstrakt ni bil toksic¢en ob predhodnem
kuhanju, zaradi ¢esar sklepamo, da je citotoksi¢na aktivnost te gobe posledica delovanja
proteinov. Citotoksi¢na aktivnost obeh omenjenih gob do sedaj Se ni bila opisana v literaturi.
Zelo visoko citotoksi¢no aktivnost je pokazal tudi vodni ekstrakt gobe Megacollybia
platyphylla, ki je bila v sklopu raziskave nabrana dvakrat, oba ekstrakta pa sta pokazala zelo
podoben ucinek na celice Sf9. V prvem primeru je neredéen ekstrakt zmanjsal prezivelost
celic na 23,2 %, 10-krat red¢en pa na 20,6 % (celokupna koncentracija proteinov je bila
7,5 pg/ul). V drugem primeru pa je neredcen ekstrakt zmanjSal prezivelost celic na 26,4 %,
10-krat redcen pa na 22,9 % (celokupna koncentracija proteinov je bila 4,1 pg/uL)
(Preglednica 9). Tudi v tem primeru kuhan ekstrakt ni izkazoval citotoksi¢nosti zato tudi v
tem primeru sklepamo, da je citoliticna aktivnost te gobe posledica prisotnosti proteinov.
Leta 1996 je bil ze dokazan insekticidni potencial Megacollybia platyphylla, ki deluje
toksi¢no proti Zuzelkam Drosophila melanogaster in Spodoptera littoralis (Mier in sod.,
1996). Podobno so dokazali tudi Besl in sodelavci leta 1987 (Besl in sod., 1987). Menimo,
da naStete gobe kazejo velik insekticidni potencial, ki bi ga bilo potrebno v prihodnosti Se
raziskati. Iz staliS§¢a morebitno prisotnih porotvornih proteinov sta Se posebej zanimivi
Panaeolus semiovatus in Megacollybia platyphylla, ki izkazujeta toksi¢nost le v primeru
nekuhanih ekstraktov.

Magistrska naloga je bila sicer del SirSe raziskave, v kateri je bilo predhodno za iste gobje
ekstrakte preverjeno tudi ali so hemoliti¢ni za goveje eritrocite. Hemoliza predstavlja razpad
ali motnjo integritete celicne membrane eritrocitov, kar povzro€i sproscanje hemoglobina
(Sowemimo-Coker, 2002). Med 20 razli¢nimi gobami, ki so pokazale citotoksi¢nost proti
zuzelgji celi¢ni liniji Sf9 je bilo 9 razli¢nih gobjih esktraktov takih, ki hkrati povzroc¢ajo tudi
hemolizo eritrocitov. V okviru nase raziskave so bili za nas zanimivi predvsem tisti ekstrakti,
ki izkazujejo citoliti€no delovanje izkljuéno na zuzel¢jo linijo Sf9, in hkrati ne povzroc€ajo
hemolize eritrocitov in posledi¢no niso toksi¢ni za sesalce. Kot taki bi bili primerni za razvoj
inovativnih biopesticidov. Takih je bilo 11 razli¢nih gob. Med takimi ekstrakti gob so
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pokazali najvi§jo citotoksi¢no aktivnost tisti iz gob Panaeolus semiovatus, Megacollybia
platyphylla, Lenzites betulina, Fistulina hepatica, Bjerkandera adusta, Amanita excelsa in
Trametes hirsuta (Preglednica 9). Teh 7 gob je posledi¢no najbolj zanimivih in obetavnih
za nadaljnje raziskovanje.

V nadaljevanju smo rezultate citotoksi¢nosti surovih vodnih ekstraktov primerjali z rezultati
vezave istih ekstraktov na MLV-je, pripravljene iz celic Sf9. Med 20 razli¢nimi surovimi
ekstrakti gob, ki so pokazali citotoksi¢no delovanje, je bilo 14 razli¢nih gob, ki se vezejo
tudi na MLV-je, pripravljene iz celokupnega lipidnega ekstrakta celic Sf9. Z veliko
verjetnostjo lahko trdimo, da se v teh gobah nahajajo proteini, ki se veZejo na lipidni receptor
in povzroéijo pore v membranah ter propad celic. Med njimi so za nadaljnje raziskovanje
najbolj zanimive Megacollybia platyphylla, Bjerkandera adusta in Amanita excelsa, ker
hkrati tudi ne povzrocajo hemolize in so torej toksi¢ne le za Sf9, ne pa tudi za eritrocite
(Preglednica 11). Najbolj citotoksi¢no med njimi deluje Megacollybia platyphylla, ki zaradi
tega obeta najvec na podrocju razvoja potencialnih biopesticidov.

Proucili smo tudi zZivljenske stile gob, ki so pokazale citotoksi¢nost bodisi surove ali kuhane
(skupno 25 gob). Zanimivo je, da je veéji delez gob (84 %), ki smo jim dokazali
citotoksi¢nost nemikoriznih (60 % saprofitskih, 4 % parazitskih in 20 % saprofitskih in
hkrati parazitskih). Le 4 gobe 0z. 16 % citotoksi¢nih gob pa je mikoriznih (Slika 14). Za
saprofite je znacCilno, da izlo¢ajo razli¢ne hidrolitiéne in oksidativne encime, s katerimi
razgrajujejo organske snovi in jih absorbirajo preko hif (Blackwell, 2011). Paraziti okuzijo
rastline, Zivali in celo druge glive in iz njih ¢rpajo hranilne snovi. Mikorizne gobe pa
najdemo v soZitju z drugimi organizmi, s katerimi si izmenjujejo hranilne snovi, zaradi ¢esar
oba simbiotska organizma bolje uspevata (Schmidt-Dannert, 2016). Entomopatogene gobe
delujejo kot patogeni insektov in so se verjetno razvile iz gob, ki delujejo kot patogeni rastlin
preko adaptacij zunajceli¢nih hidrolitiénih encimov, s katerimi si goba olaj$a hidrolizo
kutikule insektov (St Leger & Bidochka, 1996). Nekateri izmed osnovnih mehanizmov
patogeneze gob so zato lahko podobni pri rastlinah in pri insektih. Ker je vecina insektov
rastlinojedih, pa pogosto prihaja do interakcij med gobami in insekti (St Leger in sod., 1997).

Vecji delez gob (60 %), ki smo jim dokazali citotoksi¢nost proti zuzel¢ji celi¢ni liniji Sf9 je
saprofitskih (Slika 14). Ker te gobe ocitno vsebujejo snovi, ki delujejo citotoksi¢no proti
zuzelkam, predvidevamo, da gre za mehanizem obrambe, s katerim se goba zas¢iti pred
objedanjem in hkrati za$€iti ekoloSko niSo. Ker saprofiti razgrajujejo odmrli organski
material, bi Slo lahko tudi za mehanizem, s katerim si goba zagotovi kompetitivno prednost
pred insekti, s katerimi morda tekmuje za enako hrano v isti ekoloski nisi. Glede na to, da so
entomopatogene glive vrsta parazitskih gliv, je zanimivo, da je le 4 % testiranih citotoksi¢nih
gob parazitskih, pri katerih citotoksi¢ne snovi verjetno olaj$ajo kolonizacijo tkiv insektov.
16 % citotoksi¢nih gob je mikoriznih. Pri teh gre verjetno tako kot pri saprofitih za obrambo
pred objedanjem.
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Zaklju¢imo lahko, da smo v okviru magistrske nalogi pokazali, da je ve¢ina gob, ki imajo
insekticidni potenical ne-mikoriznih. Najverjetneje so se te molekule razvile kot mehanizem,
s katerim gobe zas¢itijo ekolosko ni$o in hkrati sluzijo kot dejavnik obrambe pred insekti,
ter omogocajo, da gliva dobi dodaten vir hranil. Glive predstavljajo precej neizkoris¢en vir
metabolitov, med katerimi so mnogi zelo zanimivi v smislu insekticidnega delovanja in
razvoja biopesticidov. Ker pa na svetu obstaja vsaj 1.5 milijonov vrst gliv, se poraja
vprasanje, v katerih izmed njih iskati potencialno uporabne metabolite. V okviru magistrske
naloge smo pokazali, da so vir insekticidnih molekul predvsem nemikorizne glive, kar
pomeni, da se je v iskanju tovrstnih molekul bolje osredotociti na saprofitske in parazitske
glive. Potreba po uporabnih metabolitih iz gliv je velika, zato je klju¢nega pomena, da se
zmanj$a nabor tistih, ki jih je vredno raziskovati v prihodnosti. Na ta na¢in bo iskanje bolj
ucinkovito, glive, ki predstavljajo zakladnico uporabnih snovi pa bolje izkoris¢ene. V okviru
magistrske naloge smo precej zmanjSali nabor moznosti in omejili iskanje insekticidnih
snovi na nemikorizne glive.

Ugotovili smo tudi, da so gobe Megacollybia platyphylla, Bjerkandera adusta in Amanita
excelsa iz stali¢a razvoja bioinsekticidov, ki delujejo toksi¢no preko prepoznave lipidnega
receptorja v membaran celic zuzelk, najbolj zanimive za nadaljnje raziskovanje. Njihovi
surovi vodni ekstrakti so toksi¢ni za celice S9, hkrati pa niso hemoliti¢ni in se obenem
vezejo na MLV iz celic S19. Predvidevamo lahko, da te gobe potencialno izrazajo podobne
proteine kot bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus) in poletni ostrigar (Pleurotus
pulmonarius). Ti citotoksi¢ni proteini delujejo tako, da se vezejo na membranske lipide in
povzro¢ijo nastanek por v membranah. Iz stali§¢a razvoja inovativnih biopesticidov in
gensko spremenjenih rastlin, ki bi izrazale specifi¢ne citotoksi¢ne proteine, katerih receptor
bi bil lipid, so omenjene gobe najbolj obetavne. Pri iskanju insekticidnih proteinov se je
namre¢ bolje osredotociti na take, ki se vezejo na lipidni receptor, saj se ta z molekularno
evolucijo mnogo pocasneje spreminja kot proteinski receptor in posledi¢no obstaja manjsa
moznost, da bodo Zuzelke na takSen bioinsekticid razvile rezistenco.

Gobe, ki smo jim dokazali citotoksi¢no aktivnost, je potrebno v prihodnosti Se dodobra
raziskati, saj predstavljajo vir snovi, ki bi jih potencialno lahko uporabili za razvoj
biopesticidov. S tem bi naredili korak proti zmanjSanju uporabe kemicnih sredstev, ki
predstavljajo velik problem z vidika onesnazevanja narave. Narava in glive predstavljajo
neizkoriS¢en vir snovi, uporabnih ne le v farmaciji in industriji, temvec tudi v kmetijstvu za
za§Cito rastlin. Zato ostaja raziskovanje in popisovanje gliv klju¢nega pomena pri varovanju
okolja in iskanju novih inovativnih reSitev za zas€ito narave.
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6 SKLEPI

e Stestom MTT smo med 114 razli¢nimi ekstrakti gob uspesno dokazali citotoksi¢nost
testiranih ekstraktov proti zuzel¢ji celiéni liniji Sf9 pri 5 razli¢nih kuhanih ter pri 23
razli¢nih surovih ekstraktih gob. Ekstrakti 3 razli¢nih gob delujejo citotoksi¢no tako
kuhani kot surovi;

e Med 23 razli¢nimi citotoksi¢nimi surovimi ekstrakti gob smo potrdili, da je 13
razli¢nih ekstraktov takih, ki so nehemoliti¢ni za goveje eritrocite;

e Med 23 citotoksi¢nimi surovimi ekstrakti gob smo potrdili, da je 17 razli¢nih
ekstraktov takih, ki se hkrati tudi vezejo na multilamelarne vezikle, pripravljene iz
celic Sf9;

e Ugotovili smo, da najvedji potencial za razvoj biopesticidov na 0snovi prepoznave
specifi¢nega lipidnega insektnega receptorja kazejo gobe Megacollybia platyphylla,
Bjerkandera adusta in Amanita excelsa;

e Dokazali smo, da je 84 % citotoksi¢no aktivnih gob nemikoriznih (parazitskih ali
saprofitskih);

e Prvi smo dokazali insekticidni potencial 18 gob, ki $e ni bil opisan v literaturi.
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7 POVZETEK

Glive so v naravi nepogresljive, saj s svojimi Stevilnimi interakcijami z ostalimi organizmi
povezujejo ekosistem v celoto. Za nas so zanimive iz prehranskega vidika, saj imajo visoko
vsebnost proteinov, vlaknin in vitaminov, po drugi strani pa predstavljajo pogosto
spregledan in neizkoriS¢en vir uporabnih naravnih produktov. Primarne metabolite glive
proizvajajo za rast in proizvodnjo biomase. Med najbolj raziskanimi primarnimi metaboliti
gliv so predvsem encimi, Ki jih glive potrebujejo za razgradnjo razli¢nih substratov, za nas
pa so razli¢ne proteaze, amilaze in celulaze uporabne v industrijah kot so prehranska,
usnjarska in tekstilna. Sekundarne metabolite glive pogosto proizvajajo kot mehanizem
obrambe, saj imajo Stevilni antibakterijsko, antioksidantno, antibioti¢no in protiglivno
delovanje. Komercialno pomembni in uporabljeni sekundarni produkti gliv so predvsem
antibiotiki (penicilin, cefalosporin, griseofulvin) in statini, ki znizujejo serumske ravni
holesterola. Dolo¢ene glive proizvajajo sekundarne metabolite, ki delujejo insekticidno in
predstavljajo potencial za uporabo v kmetijstvu za za$cito rastlin. Razli¢ni Skodljivci
povzrocajo velike izgube pridelka in posledicno ekonomsko Skodo, zatiranje s kemi¢nimi
pesticidi pa postaja izziv, saj organizmi razvijajo odpornost na takSne vrste insekticidov.
Poleg tega kemijski pesticidi povzrocijo neravnovesje ekosistemov in onesnazujejo okolje,
zato se raziskujejo novi nacini zatiranja skodljivcev, kot je uporaba bakterij, gliv ali njihovih
produktov. Ti imajo manjsi Skodljivi vpliv na okolje in na netar¢ne organizme. Nekatere
izmed glivnih spojin, za katere so dokazali, da delujejo insekticidno, so ibotenska kislina,
amatoksini, destruksini, beauvericin, basianolid in stevilni drugi. Zelo zanimivi so tudi
insekticidni proteini, ki jih proizvajajo glive in lahko delujejo kot hemolizini, lektini, serpini
ali citolizini. Glive proizvajajo eno in dvokomponentne citolizine, ki ob prisotnosti
membrane oblikujejo citoliticne porotvorne komplekse in povzrodijo naluknjanje
membrane. Se posebej zanimivi so citoliti¢ni kompleksi na osnovi egerolizinov iz glivnega
rodu Pleurotus, za katere je bilo leta 2019 dokazano, da imajo insekticidno delovanje.
Omenjeni proteini se ob prisotnosti proteinskega partnerja vezejo na ustrezni lipidni receptor
v membranah celic Zuzelk in tvorijo poro. Zaradi teh lastnosti predstavljajo egerolizini
potencialno orozje za zatiranje Skodljivcev.

Zaradi narascajoce potrebe po snoveh, ki bi bile uporabne kot bioinsekticidi, smo v sklopu
magistrske naloge testirali insekticidni potencial 114 slovenskih gob na zuzel¢ji celi¢ni liniji
S19. Uporabili smo surove ali predhodno skuhane vodne ekstrakte, s ¢imer smo zeleli
preveriti, kateri izmed testiranih ekstraktov so citotoksi¢ni zaradi delovanja proteinov.
Ugotovili smo, da je med 114 razli¢nimi vrstami gob citotoksi¢no delovanje pokazalo 5
kuhanih vodnih ekstraktov. Za omenjene ekstrakte predvidevamo, da vsebujejo insekticidne
molekule, ki niso proteini. Ugotovili smo tudi, da je med 114 testiranimi surovimi ekstrakti
gob citotoksi¢no aktivnost pokazalo 23 ekstraktov, za katere lahko trdimo, da vsebujejo
proteine, ki delujejo citotoksi¢no proti celicam Sf9. Med testiranimi ekstrakti smo potrdili 3,
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ki so izkazali citotoksi¢no aktivnost tako surovi kot skuhani. Za te ekstrakte predvidevamo,
da vsebujejo neproteinske molekule, ki delujejo toksi¢no proti celicam S19.

V raziskavi so nas zanimali predvsem ekstrakti, ki so specifi¢no toksi¢ni za zuzelke, zato
smo v nadaljevanju rezultate toksicnosti na celi¢ni liniji Sf9 primerjali z rezultati predhodno
narejene hemolize na govejih eritrocitih. Ugotovili smo, da je med 23 surovimi ekstrakti, Ki
delujejo citotoksi¢no, 13 ekstraktov takih, ki ne povzroc¢ajo hemolize eritrocitov in niso
toksi¢ni za sesalce. Kot taki bi bili primerni za nadaljnje raziskovanje in razvoj specifi¢nih
biopesticidov.

Ker nas je v raziskavi predvsem zanimalo, ali je citotoksi¢nost ekstraktov posledica vezave
proteinov na lipidni receptor, smo pridobljene rezultate primerjali z rezultati vezave
celokupnih proteinov iz ekstraktov na multilamelarne vezikle, pripravljene iz celic Sf9.
Ugotovili smo, da je med 23 surovimi citotoksi¢nimi ekstrakti gob 17 takih, ki se vezejo tudi
na multilamelarne vezikle, pripravljene iz celic Sf9. Zato lahko z veliko verjetnostjo trdimo,
da to gobe, v katerih se nahajajo proteini, ki se vezejo na lipidni receptor, povzro¢ijo pore v
membrani in tako sprozijo lizo celic.

Ker nas je zanimalo, kaj imajo citotoksi¢ne gobe skupnega, smo primerjali njihove
zivljenjske stile. Ugotovili smo, da je vec¢ji delez gob, ki smo jim dokazali citotoksi¢nost
nemikoriznih (saprofitskih in parazitskih), manjs$i delez pa mikoriznih. Verjetno je
insekticidno delovanje gob posledica obrambnega mehanizma, s katerim se zas¢itijo pred
objedanjem ZuZelk, hkrati pa te gobe najverjetneje na tak nacin zas¢itijo svojo ekolosko niSo.
Dokazali smo, da se je pri iskanju insekticidnih snovi v gobah bolje osredotoditi na
nemikorizne gobe. Ob pregledu literature smo ugotovili, da je bilo od 25 gob, ki smo jim
surovim ali kuhanim dokazali citotoksi¢no delovanje, za 7 gob predhodno Ze dokazano, da
delujejo insekticidno. Za 18 gob pa smo prvi dokazali insekticidni potencial. Zaklju¢imo
lahko, da smo v sklopu magistrske naloge odkrili nove gobe z insekticidnim potencialom, ki
so zanimive za nadaljnje raziskovanje in najverjetneje vsebujejo snovi, ki bi jih lahko
uporabili za razvoj inovativnih biopesticidov. Med temi 25 gobami pa smo odkrili tudi take,
ki hkrati hkrati niso hemoliti¢ne in se obenem vezejo na multilamelarne vezikle, pripravljene
iz celic S19, kar pomeni, da bi lahko bil njihov mehanizem toksi¢nosti podoben insekticidnim

citoliticnim kompleksom na osnovi egerolizinov.
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