ROK CXL SYLWAN 1996 Nr 7

MACIEJ A. PSZCZOLKOWSKI

Fizjologiczne mechanizmy oddzialywania
insektycydow z grupy agonistow
ekdysteroidow na larwy owadow

z rzedu Lepidoptera

Phisiological Mechanisms Dealing Influence of Insecticide
of Agonist Ekdysteroid Group on Lepidoptera Larvas

Wstep

Jest rzecza og6lnie znana, ze rozwdj szkodliwych owadéw lesnych z rzedu Lepidoptera
(podobnie zreszta, jak i innych owad6éw) zachodzi dzigki zmianom w stezeniu hormo-
néw w hemolimfie [1]. Z drugiej strony potencjalne zagrozenie dla Srodowiska naturalnego,
W tym — bezposrednio dla cztowieka, jakie zwigzane jest ze stosowaniem wysoce toksy-
cznych pestycydéw stanowito i nadal stanowi bodziec do poszukiwan srodk6w ochrony
roslin tagodnych dla srodowiska. Dlatego juz we wczesnych latach szes¢dziesiatych
podjeto prace badawcze zmierzajace do wykorzystania w tym celu analog(’)wl hormonéw
owadzich. Stosunkowo niedawno, bo na przetomie lat osiemdziesiatych i dziewieédziesia-
tych, zwr6cono uwage na mozliwosé uzycia w ochronie roslin agonistéw sterydéw owa-
dzich [2]. Poczatkowo podjeto badania nad pochodna hydrazyny o nazwie kodowej RH
5849, nastepnie zas wykryto tebufenozyd (RH 5992), znany réwniez pod nazwa Mimic.
Jest to uwazany za przyjazny dla srodowiska pestycyd, oddziatywujacy przede wszystkim
na lisciozerne larwy Lepidoptera. Ze wzgledu na to, ze zastosowanie agonistow ekdyste-
roidéw w ochronie lasu prawdopodobnie bedzie zyskiwaé na znaczeniu w najblizszych
latach — wydaje si¢ celowe przedstawienie mechanizméw dziatania tych zwiazkéw na

! Zasadniczo nalezy rozrézniaé nastgpujace terminy: 'analog hormonu’ — jest to zwiazek chemiczny o aktywnosci
biologicznej podobnej lub takiej same;j jak jego fizjologiczny odpowiednik 1 majacy podobna budowg chemiczng
Czasteczki oraz "hormonomimetyk’ — zwiazek chemiczny o aktywnosci biologicznej imitowanego hormonu, ale
0 innej budowie chemicznej czasteczki. Jesli jesteSmy pewni, ze stosowany zwiazek chemiczny taczy si¢ w
OrganiZmie owada z receptorem dla imitowanego hormonu, to niezaleznie od budowy chemicznej tego zwiazku
UZywamy terminu ’agonista’ — je§li potaczenie to ma charakter odwracalny lub ’antagonista’ — jesli potaczenie
t0 jest nicodwracalne i uniemozliwia prawidlowe funkcjonowanie receptora.
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organizm owadéw. W wyniku stosowania agonistéw ekdysteroidéw, zaburzeniu podlegaja
procesy fizjologiczne zwiazane z zerowaniem i z linieniem larw owadéw. W niniejsze;j
pracy zostanie oméwiony wplyw tych zwiazkéw na przebieg zerowania i linienia u
owadow. Zrozumienie tych proceséw wymaga jednak poznania podstawowych regut
hormonalnej regulacji rozwoju owadéw z tego rzedu.

Hormony regulujace procesy rozwojowe u larw Lepidoptera

Ze wzgledu na chemiczng budowg czasteczki hormony owadzie mozna podzieli€ na trzy
grupy [3]. Dwie pierwsze, podobnie, jak ma to miejsce u kregowcéw, stanowia sterydy
(konkretnie — ekdysteroidy) oraz hormony biatkowe (peptydy). Ponadto u owadéw
wystepuja specyficzne hormony juwenilne, ktére sa pochodnymi terpenéw. Ekdysteroidy
sa produkowane i uwalniane przez gruczoty protorakalne pod wptywem peptydowego
hormonu protorakalnego produkowanego przez mézg. Biologicznie aktywnym ekdysteroi-
dem jest u owadéw 20-hydroksyekdyzon. Zrédtem hormonu juwenilnego sa corpora allata
(cialaprzylegte) — niewielkie gruczoty potozone w sasiedztwie mézgu. Hormon juwenilny
produkowany jest pod wptywem specyficznego peptydu mézgowego. W hormonalne;
regulacji linienia biora ponadto udziat trzy inne peptydy, produkowane i uwalniane przez
rozne cze¢Sci uktadu nerwowego. Sa to: hormon wylinkowy, CAP (cardioactive peptide)
oraz bursykon.

Zarys hormonalnej regulacji Zerowania u Lepidoptera

Rozwdj Lepidoptera przebiega etapami, ktére oddzielone sg linieniem, czyli zrzuceniem
starej kutikuli oraz synteza nowej. Pomigdzy linieniami larwa zeruje. U Lepidoptera
hormonalna regulacja zerowania nie jest nalezycie poznana. Niemniej, u zdecydowane;
wigkszosci poznanych gatunkéw obserwuje si¢ dwie fazy zerowania: obligatoryjng i
fakultatywna. Pierwsza trwa od kilku do kilkunastu dni po ostatnim linieniu larwalno-lar-
walnym 1 jest niezbedna dla p6Zniejszego przepoczwarczenia si¢ larwy. Faza zerowania
fakultatywnego nastgpuje po fazie obligatoryjnej i jej rola nie jest w petni poznana. Uwaza
si¢, ze przynajmniej u ostatniego stadium larwalnego (wéwczas larwa zjada najwigce;
pokarmu) zachowanie owada zwigzane jest z dziataniem dwéch hormonéw: 20-hydro-
ksyekdyzonu i hormonu juwenilnego. Wedtug obecnie panujacych pogladéw zerowanie w
fazie obligatoryjnej stymulowane jest wysokim poziomem hormonu juwenilnego w hemo-
limfie. Mozna przedtuzy¢ t¢ faze Zerowania podajac wéwczas owadowi analogi hormonéw
juwenilnych. Pod koniec fazy obligatoryjne;j st¢zenie hormonu juwenilnego spada a poda-
nic analogéw hormonéw juwenilnych nie stymuluje zerowania. Dlatego sadzi si¢, ze w tym
momencie hormon juwenilny nie petni juz roli regulacyjnej w stosunku do wiekszosci
procesow fizjologicznych zwigzanych z zerowaniem. Poziom 20-hydroksyekdyzonu w
fazie obligatoryjnej jest bardzo niski i — jak dotad — nie postuluje si¢ zadnej roli 20-E w
regulacji zerowania w tej fazie.

Drugi okres zerowania — faza fakultatywna — charakteryzuje sie brakiem hormonu
Juwenilnego w hemolimfie. Pod koniec tej fazy natomiast obserwuje si¢ niewielki wzrost
stezenia ekdysteroidéw, ktéry zbiega si¢ z zaprzestaniem zerowania i podjeciem wielu
zachowan zwiazanych z przygotowaniem si¢ owada do przepoczwarczenia. Moga to byc¢:
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oczyszczenie jelita, poszukiwanie miejsca do przepoczwarczenia, budowa kokonu, zagrze-
bywanie si¢ w podlozu itp. Panuje powszechny poglad, ze wlasnie podwyzszony poziom
ekdysteroidéw w tym czasie powoduje przerwanie zerowania fakultatywnego [4].

Rola ekdysteroidéw w regulacji wzorcéw zachowania zwiazanych z przygotowaniem sig
do przepoczwarczenia nadal nie jest jednoznacznie okre§lona, niemniej jednak wzorce owe
nie wystepuja, jesli wczesniej nie pojawi si¢ 20-hydroksyekdyzon w hemolimfie. Wspo-
mniane podwyzszenie stgzenia ekdysteroidéw w hemolimfie owadéw trwa krétko — po
kilku godzinach 20-E znika z hemolimfy. Niemniej, skutkiem jego dzialania jest zmiana
programu rozwojowego owada z larwalnego na poczwarkowy. Poczawszy od tego momen-
tu rozw6j owada jest zdeterminowany w kierunku linienia do stadium poczwarki 1 nie ma
czynnikéw wewngtrznych lub zewngtrznych, ktére moglyby t¢ tendencje odwrécic. Ogol-
nie rzecz biorac — podwyzszenie poziomu ekdysteroidéw w okresie zerowania fakulta-
tywnego jest dla organizmu owada sygnatem do zaprzestania zerowania i przejscia (w ciagu
kilku dni) w stadium poczwarki. Hormonalna regulacja zerowania w stadiach larwalnych
mtodszych niz ostatnie — jest stabo poznana.

Zarys hormonalnej regulacji linienia u Lepidoptera

W hormonalnej regulacji linienia biora udzial 20-hydroksyekdyzon oraz trzy rodzaje
peptydéw: hormon wylinkowy, CAP (cardioactive peptide) 1 bursykon. Pomigdzy momen-
tem, w ktérym program rozwojowy larwy ulegl zmianie a momentem, w ktérym razpoczy-
na si¢ linienie, poziom 20-hydroksyekdyzonu w hemolimfie jest znowu niski. Dopiero na
dobe przed linieniem st¢zenie 20-hydroksyekdyzonu ro$nie [5]. Wzrostow1 temu towarzy-
szy réwniez przejawianie si¢ pewnych specyficznych wzorcéw zachowania poprzedzaja-
cychlinienie, przede wszystkim jednak, stymuluje on syntezg¢ warstwy nowej kutikuli, ktéra
zaktada si¢ pod starg. Obie warstwy oddzielone sa od siebie przestrzenia wypetniong
ptynem wylinkowym. Plyn ten pdZniej trawi stara kutikulg, po czym jest wchtaniany wraz
z produktami trawienia, ktére owad wykorzystuje do budowy nowej kutikuli.

Zjawisko oddzielania si¢ dwéch warstw kutikuli nosi nazwe apolizy 1 manifestuje si¢
odsunigciem kapsutki glowowej przez larwe. Jednak zaréwno zakoriczenie proceséw
zwigzanych z synteza nowej kutikuli, tj. wchtonigcie ptynu wylinkowego oraz rozpoczgcie
utwardzania niektérych czg¢$ci nowego oskorka, jak i samo linienie — to znaczy opuszcze-
nie przez owada starej kutikuli — wymagaja spadku st¢zenia 20-hydroksyekdyzonu w
hemolimfie. Spadek ten uruchamia syntezg i uwalnianie peptydowego hormonu wylinko-
wego z uktadu nerwowego do hemolimfy. Dopiero ten ostatni czynnik powoduje podjecie
przez owada zachowan zwiazanych z linieniem: specyficznych ruchéw migsni 1 opuszcze-
nie starej kutikuli. Obecno$¢ hormonu wylinkowego w hemolimfie stymuluje takze uwol-
nienie CAP oraz bursykonu, ktére umozliwiaja rozprostowanie nowej, pofaldowane;
kutikuli oraz jej péZniejsze catkowite utwardzenie i Sciemnienie. Reasumujac: zainicjowa-
nic linienia i proces syntezy nowej kutikuli u owadéw wymaga wzrostu st¢zenia 20-hydro-
ksyekdyzonu, ale dla zrzucenia starej i prawidtowego utwardzenia nowej kutikuli niezbed-
ny jest spadek stezenia tego hormonu w hemolimfie i pojawienie si¢ odpowiednich
hormonéw peptydowych.
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Biologiczne wlasciwosci insektycydow
z grupy agonistow ekdysteroidow

Zarowno RH 5849 jak i tebufenozyd naleza do zwiazkéw oddziatywujacych przede
wszystkim droga zotadkowa, ale dzialanie kontaktowe takze ma miejsce. Niezaleznie
jednak od drogi, jaka trafiaja do organizmu owada — utrzymuja si¢ w hemolimfie dos¢
dtugo. U zbadanych owadéw okres 50% zaniku tych zwiazkéw w hemolimfie oscyluje
wokot 5 godzin [6]. Tymczasem dla 20-hydroksyekdyzonu okres ten wynosi kilkanascie -
kilkadziesigt minut [7]. Tak duze réznice spowodowane sa faktem, ze mimo iz agonisci
ekdysteroidow tacza si¢ z receptorami dla tych hormonéw, to maja zupetnie inng budowe
czasteczki. Wskutek tego nie sa rozpoznawane 1 rozktadane przez enzymy zawarte w
tkankach owadow, odpowiedzialne za szybki rozktad ekdysteroidéw podczas rozwoju
larwy. Zatem okreslona dawka RH 5849 lub tebufenozydu, pobrana przez larwe wraz z
pokarmem utrzymuje si¢ w organizmie larwy dostatecznie dlugo, aby wywrze¢ efekt
fizjologiczny.

Agonisci ekdysteroidow dziataja na te same tkanki docelowe, co endogenne ekdysteroidy,
przede wszystkim na uktad nerwowy i kutikulg. Sadzi si¢, ze po potaczeniu si¢ z receptorem
dla ekdysteroidow, RH 5849 i RH 5992 1acza si¢ z genomem komérki docelowej i —
podobnie jak 20-E — uruchamiaja ekspresj¢ odpowiednich genow. Stwierdzono rowniez,
ze w komorkach kutikuli (a takze 1 innych tkanek) u niektérych Lepidoptera RH 5849 1 RH
5992 oraz ekdysteroidy pobudzaja ekspresj¢ tych samych gendw [8]. Dlatego uwaza sie,
ze RH 5849 1 RH 5992 juz na poziomie molekularnym dziataja tak, jak 20-hydroksyekdy-
zon. Poniewaz zas receptory ekdysteroidow sa rézne u roznych rzedow owadéow — RH
5849 1 RH 5992 cechuja si¢ selektywnoscia dziatania: pobudzaja prawie wytacznie recep-
tory owadow z rz¢du Lepidoptera [9)].

Wplyw insektycydow z grupy agonistow ekdysteroidow na procesy
fizjologiczne zwiazane z zerowaniem i linieniem u Lepidoptera

W trakcie zerowania larwy omawiane zwiazKi zostaja pobrane z pokarmem i ulegaja
wchtonigciu w jelicie owada. Nast¢pnie pojawiaja si¢ w jego hemolimfie. Od tej chwili
dziatajq na tkanki docelowe dla 20-hydroksyekdyzonu. U larw ostatniego stadium larwal-
nego agonisci ekdysteroidéw, imitujac dziatanie 20-E, przerywaja zerowanie fakultatywne
1 powoduja przyspieszenie syntezy nowej kutikuli [9]. Wiadomo, ze syntetyzowana pod
wpltywem RH 5849 1 RH 5992 swym sktadem chemicznym przypomina kutikule normalnie
wytwarzang przez owady, ale ma inng strukturg, przez co zmicniaja si¢ jej wlasciwosci
mechaniczne [10,11]. W wyniku dziatania agonistow ekdysteroidéw apoliza, a wraz z nig
odsunigcie kapsutki gtowowej u larwy, zachodzi wczesniej niz zwykle. W tym momencie,
podczas normalnego rozwoju larwy, poziom 20-hydroksyekdyzonu opada, co powodujec
wchtonigcie ptynu wylinkowego 1 stymuluje uktad nerwowy owada do uwolnienia hormo-
nu wylinkowego oraz opuszczenia starej kutikuli [5].

U larwy traktowanej RH 5849 lub RH 5992 stg¢zenie tych zwiazkéw w hemolimfie
utrzymuje si¢ na wysokim poziomie 1 — imitujac podwyzszony poziom 20-hydroksyekdy-
zonu — nie dopuszcza do zakonczenia procesow zwigzanych z synteza nowej kutikuli oraz
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do uwolnienia hormonu wylinkowego do hemolimfy [9]. Ptyn wylinkowy nie zostaje
wchioniety, jego wlasciwosci enzymatyczne zostaja zaburzone i nie dochodzi do strawienia
starej kutikuli [11]. Wskutek braku hormonu wylinkowego w hemolimfie nie dochodzi
takze do pobudzenia odpowiednich migs$ni, jak réwniez nie wydziela si¢ CAP i bursykon.
W rezultacie nie dochodzi ani do utwardzenia si¢ nowej kutikuli ani do podjgcia przez
owada specyficznego zachowania zwiazanego z opuszczaniem starego oskorka. Traktowa-
ny owad — chociaz wczesniej rozpoczat syntezg nowego oskérka — zdycha uwigeziony w
starej kutikuli, ktérej nie zdotal zrzucic.

Mechanizm dziatania RH 5849 i RH 5992 na mlode stadia larwalne jest nadal niejasny,
m.in. ze wzgledu na fakt, ze niewiele wiadomo na temat hormonalnej regulacji zerowania
u larw mtodych stadiéw larwalnych. Niemniej, po podaniu tych agonistéw droga zotadko-
wa, obserwuje si¢ zmniejszenie intensywnosci zerowania oraz przedwczesne linienie do
nastgpnego stadium. [10]. Zar6wno w przypadku larw mtodych, jak 1 larw ostatniego
stadium przedwczesne linienie prawie zawsze koriczy si¢ Smiercig owada.

Perspektywy stosowania insektycydow
z grupy agonistow ekdysteroidow w leSnictwie

Wydaje sig, ze w najblizszych latach bedziemy obserwowac coraz wigksze zainteresowanie
pestycydami tagodnymi dla srodowiska. Wigzac si¢ to bedzie m.in. z koniecznoscig
dostosowania polskich przepiséw w zakresie ochrony lasu do odpowiednich norm zacho-
dnioeuropejskich. Wydaje si¢, ze Mimic (tebufenazyd) spetnia warunki, jakim powinien
odpowiadaé pestycyd tagodny dla sSrodowiska. Jego wysoka specyficznosc 1 selektywne
dziatanie na Lepidoptera gwarantuje niewielki wptyw na pozyteczne btonkéwki, na przy-
ktad na pszczoty [9]. Réwniez negatywne efekty oddzialywania tebufenozydu na inne
bezkrggowce (n.p. skorupiaki) sa znikome w poréwnaniu z efektami acylomocznikowych
inhibitoréw syntezy chityny, takich, jak na przyktad Dimilin. Ponadto wydaje si¢, ze
dziatanie Dimilinu na larwy owadéw jest op6Znione w poréwnaniu z dziataniem agonistow
ekdysteroidow.

W przypadku zastosowania preparatu Mimic larwa szybciej przerywa zerowanie 1 przy-
spiesza linienie, zmniejszajac tym samym wyrzadzone szkody. Mimo, iz w badaniach nad
mechanizmem dziatania agonistéw ekdysteroidow obserwuje si¢ staly postep, wciaz nie-
wiele jest danych dotyczacych wptywu tych zwiazkéw na fizjologi¢ owadow lesnych. Jak
dotad takie badania przeprowadzono przede wszystkim na owadach pozytecznych oraz na
szkodnikach upraw i szkodnikach magazynowych (m.in. Spodopterallittoralis, Spodoptera
exiqua, Spodoptera exempta, Bombyx mori, Galleria mellonella, Plodia interpunctella,
Manduca sexta) [10, 6, 12, 13, 14, 2] Wydaje si¢ uzasadnione podjecie analogicznych badan
na gatunkach owadéw lesnych, ktérych populacje beda ograniczane za pomocg tego typu
insektycydéw.

Ponadto, zar6wno RH 5849, jak i RH 5992 stanowia znakomite narz¢dzie w rekach
fiLjOloga owadéw. Podstawowa technika badawcza w endokrynologii owadow jest poda-
wanie analogéw hormonéw. Obserwacja efektéw takiego zabiegu pozwala wnioskowac o
roli imitowanego hormonu. Rola naturalnego 20-hydroksyekdyzonu wciaz nic jest nalezy-
cie poznana, gdyz sztucznie aplikowany 20-E rozkladany jest przez owada zanim zdazy
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zadziatac na tkanki docelowe. Aby podanie 20-hydroksyekdyzonu odniosto skutek, stoso-
wano niekiedy specjalne techniki aplikacji, ktére powaznie zakticaty fizjologie owada i —
nickiedy — maskowaty efekt podanego hormonu. Zastosowanie niesteroidowych agoni-
stow ekdysteroidow (do ktérych naleza RH 5849 1 RH 5992) jest wolne od tych niedogod-
nosci 1 prawdopodobnie bgdzie stanowi¢ punkt zwrotny w badaniach nad rola ekdysteroi-
dow u owadoéw z rzgdu Lepidoptera, w tym rowniez szkodnikow laséw.
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