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(ЭВ ОЛIОЦИЯ РЕЗИСТЕНТНО СТИ В ОЩИННОЙ ОГНЕВКИ
G AL L Е kIA 

^IELL 
о ]vE LLA (L.) к энтомоплтогЕнным

БАктЕРиям И гриБАМ), предсТавленную на соискание ученой степени
доктора биологических наук по специ€шъности 0з.02.05 - энтомология

энтомопатогенные бактерии И грибы широко распространены в

биоценозах, являясь природными регуляторами численности насекомых, что
явилось основанием их использования для создания микробиологических
средств защиты растений от фитофагов. Вместе с тем, в изучении
взаимоотношений паразит-хозяин многие вопросы остаются неизученными,
что мешает пониманию глубинных процессов этих взаимодействий. Так,
важно выяснить влияние хозяина на специализацию и факторы
вирулентности паразитов, выявить общие тенденции в ходе микроэволюции

резистентности насекомых к бактериальным и грибным энтомопатогенам.
представленная диссертация посвящена выясненик) иммуно-

физиологических адаптаций при формировании резистентности насекомого к
энтомопатогенным бактериям Bacillus thuriпgieпsis и грибам Beauveria
Ьаssiапа на примере их взаимодействиЙ с модельным объектом - вощинной
огневкой Galleria mеllопеllа.

лля комплексного подхода к этой проблеме, автором проведены
всесторонние исследования основных защитных реакций насекомого,
обобщены сведения об общих тенденциях в ходе микроэволюции

резистентности насекомых к бактери€Lльным и грибным энтомопатогенам.

отсюда несомненна актуальность темы диссертации.

обзор литературы свидетельствует о глубоком анаJIизе данных
отечественных и зарубежных авторов, отражены современные взгляды на
механизмы взаимодействия Bacillus thuriпgieпsis (Бт) и грибов родов
Beauyeria и Metarhizium с хозяевами, особое внимание обращено на
механизмЫ резистеНтностИ насекомых к бактериальным и грибным



ИНфеКЦИЯNf. Критическое рассмотрение работ позволило автору выделить

ПРОбе--rы в из\,чении эволюционных, экологических, физиолого-
бttОхIIrtttческIlх и \1олекулярных аспектов формирования резистентности

нас еко\Iых к энтоNlопатогенам.

В ГЛавах 3-5 диссертации последовательно раскрываются

КОНЦеПТ\'а--Iьные положения, выносимые автором на заrциту" Прежде всего

лlз\,чены взаимооТношения В системе насекомое - Бт, причем для

СраВнИтельных экспериментов использован направленный отбор воrцинной

ОГНеВКИ ПО УстоЙчивости к БТ. Это позволило провести сравнительные

исследования иммунного ответа при бактериозе, а также затrIитных

МеХанИЗмов, принимающих участие в формировании резистентности к БТ.

ИЗВеСтно, что ключевым моментом действия Сrу-токсинов БТ после

растворения кристаллов в кишечнике является его активация протеазами"

Поэтому интересны результаты диссертанта', демонстрируюtцие, что у

устоЙчивых насекомых в 13 раз повышен уровень экспрессии

индуцибельного ингибитора метаплопротеаз (IMPI) по сравнению с

ВОСПрИимчивыми, а при заражении БТ экспрессия IMPI увеличивается. Эти

РеЗУЛЬТаТЫ Убедителъно показывают, что данныЙ ингибитор может

бЛОКИровать протеолиз протоксинов БТ и таким образом увеличивать

реЗИстентность к нему насекомого. Для подтверждения вклада IVIPI в

УСТОЙЧивосТЬ насекомого к бактериальной инфекции, проведен эксперимент

С ПОДаВЛением экспрессии (сайленсингом) II\4PI, подтвердивший защитную

РОЛЬ ЭТОГО ингибитора протеаз при бактериозе" Кроме того, основываясь на

том, что II\4PI может связываться с аминопептидазами, автор

экспериментально доказал, что снижение активности этих ферментов на

ПОВеРХНОсТИ Эпителисшьных клеток устойчивых насекомых может приводитъ

к снижениЮ уровня связывания эндотоксина БТ в кишечнике, повышая

УСТОЙЧИВОсть насекомых к БТ. Наконец, данные авторов согласуются с

ГИПОТеЗОЙ, ЧТО активная пролиферация и регенерация эпителия среднего

кишечника может быть одной из ключевых адаптаций насекомых к БТ"
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trLrrrtlнный ответ насекомого на вторжение Бт детаJIьно изучен по ряду
пара_\1етров клеточного и гуморалъного иммунитета при заражении
cr б-lетальноЙ и полулетzuIъной концентрациями бактерий в гемолиплфе,
/кировом теле и кишечнике. Экспериментально доказано, что увеличение
активности реакций клеточного иммунного ответа - фагоцитоза и
инкапсуляции происходит при заражении насекомых сублетальной
концентрацией Бт. !ополнительно дана оценка таких показателей как

фенолоксидазная и лизоцим-подобная активностъ В плазме гемолимфы и
Других.

учитывая, что важнейшим компонентом иммунных реакций насекомых
являются антимикробные белки (АN4Б), диссертант в серии экспериментов
изучил уровенъ экспрессии генов антимикробных белков с помощъю метода
пi]р в реальном времени. Как справедливо отметил автор на основ ании
полученных результатов, синтез АмБ в кишечнике, как первичном месте
проникновения и развития патогена, может играть важную роль на первых
этапаХ воздействиЯ бактерий и их метаболитов на организм насекомых,
заражение насекомых бактериями вызывало достоверно более высокий

уровень экспрессии таких генов антимикробньж пептидов, как галлеримицин
и галлиомицин, в кишечнике инфицированных насекомых по сравнению с

уровнеМ синтеза в жировом теле. !ля дополнительной оценки вклада дN4Б в
подавпение бактериалъной инфекции, проведен эксперимент с подавлением
экспрессии гловерина" При этом установлено, что подавление экспрессии
гловерина приводит к достоверному увеличению смертности насекомых при
заражении БТ.

в аспекте эволюции резистентности G. mеllопеllа к Бт логичен переход
к исследованиям показателей иммунитета у линий насекомых с различной
чувствительностью к энтомопатогенным бактериям" Щля этого сравнивались
такие показатели каК активноСть феноЛоксидаз и инкапсуляция в гемолимфе,
лизоцим-подобнаЯ активностЬ В кишечнике, а также уровень экспрессии
генов иммунного ответа у насекомых, селектированных на устойчивость к



БТ. _\э.л-т;тзItрr я по_l\ченные рез\,_-tьтаты, автор пришеJI к выводу о

З _ о]ilЧНt-ll't po.]II реакшltri I.1нкапс\I.-Iяции и Фо в форшrировании

резjiсТеНтностII вошинноЙ огневки к БТ в ходе микроэволюции. В связи с

ЭтI1\1 .]a-lee основное внимание уделено изучению лок€Lпьных иммунных

реакuиЙ в кишечнике насекомых как месте проникновения инфекции.

Jополнительно проведены исследования системного иммунного ответа АМБ
В жИроВоМ теле. Следует отметить умение автора обобщить большоЙ объем

СОбственных данных в сопоставлении с резулътатами, опубликованными в

ЗарУбежных источниках последних лет, что позволило ему подтвердить

Гипотезу о том, что насекомые устойчивой линии моryт противостоять

бактериальной инфекции БТ за счет повышенного базового уровня и

ДОПОлнИтельноЙ экспрессии АN4Б генов в кишечнике при бактериозе. По

мнению автора, основанному на экспериментальных данных, кишечный

бактериоз приводит к стимуляции клеточной и гуморалъной иммунной

СИСТеМы вощинноЙ огневки с повышением активности всех звеньев

иммунного ответа.

ЛОгичным представляется решение автора сконцентрировать усилия на

ИзуЧении антиоксидантной системы кишечника и провести сравнительный

анаЛиз на двух линиях G. mеllопеllа (контрольной и селектированной на

УСтОЙчивость к БТ). Увеличение концентрации малонового диальдегида

(]ИДА) как основного показателя перекисного окисления липидов (ПОЛ)

было максимальным в первый день заражения БТ с последующим

СНИжением, чему дано адекватное объяснение. Поскольку усиление ПОЛ

ВеДет к увеличению активированных кислородных метаболитов (AKN4),

ДаЛЬНеЙшее изучение вклада антиоксидантноЙ системы KacaJ,Iocb оценки

ТаКИХ ПаРаМеТроВ как баланс тиолов, активностъ супероксиддисмутазы,

ГЛУТаТИон-S-трансферазы и каталазы. Полученные результаты позволили

диссертанту связать данные смертности насекомых с уровнем Пол в

кишечнике и активностью антиоксидантов.



С"rеJ\,Я JIогике построеНия собственных исследов аний, дешее автор

сравни--t Jанные по уровнЮ генерации AKI\4, концентрации мдА и

соотношению тиолов В кишечнике, а также по уровню экспрессии

рег\Jяторов окислителъно-восстановительного баланса в жировоN4 теле и
кliшечнике насекомых с различной чувствительностью к В. thuriпgieпsis. По
справедливому заключению диссертанта, полученные данные подтверждают

гипотезу о важной роли антиоксидантной системы насекомых в

противобактериальной заrците.

в завершение исследований ответной реакции двух линий

вошинной огневки на заражение Бт автором рассмотрено участие белков

теплового шока в бактериальном патогенезе, а также состав микрофлоры

кишечника насекомых. Лнализируя и обобrцая данные главы з, и"м.

щубовский правомерно заключает, что ключевые адаптации насекомых к Бт
связаны с начальными этапами инфекции и сосредоточены в кишечнике

насекомых, а эволюция защитных реакций, связанных с кишечником.

направлена на повышение их базовой активности.

в связи с тем, что и В. thuriпgieпsis, и В, bassiaпa относятся к

наиболее распространенным регуляторам численности насекомых и

испо"цьзуются как основа биопрепаратов, важно сравнение развития

устойчивости насекомых к этим энтомопатогенам. Разница в механизмах

действия бактерий и грибов на насекомых, определила подходы к изучению

стратегии устойчивости к грибам на примере .в. Ьаssiапа. основываясь на

известной роли меланина в ограничении р€lзвития грибов, автор использовал

внутривидовые морфы вощинной огневки с разной степенью мел анизации

кутикулы (ахромисты и меланисты). Эти формы сравнивались по

восприимчивости к грибу, по клеточному и гуморальному иммунному ответу

и Другим показателям. Полученные результаты были обобщены

диссертантом, который пришел к выводу что защитные механизмы

меланистической морфы вощинной огневки направлены на активные стадии

микоза, связанные с прорастанием через кутикулу и развитием гриба в



ге\lоце-lе. а резIIстентность меланистов к грибу является следствие},1

к\ lIlLK\ _.Iярньгi !l к--Iеточных защитных реакций.

HecoltHeнHo важным представляется проведение направленного отбора

насеко\Iых по принципу устойчивости к ,B.bassiaпa длlя изучения вклада

Itrtltr нной системы G. mеllопеllа к грибам как в случае с БТ. При этом

автором отмечен интересный факт, что отбор на устойчивость к В. Ьаssiапа

приводил к специфической устойчивости, полученная линия была при этом

восприимчива к другим видам грибов. Поэтому анализ реакций клеточного и

гуморального иммунитета у насекомых селектированной и контрольной

линий проведен при заражении двумя грибами В. bassiaпa и М, robertsii. В

экспериментах по выявлению иммунного ответа оценивсUIись те же

показатели, что и с заражением БТ, но дополненные сравнением ,В. bassiaпa

и М. robertsii. Щиссертант выявил ряд иммуно-физиологических адаптаций,

обеспечивающих повышение специфической устойчивости к В. Ьаssiапа,

показал вклад фенолоксидаз, экспрессии гаJIлериомицина и галимицина в

покровах и т.д, Автор пришел к выводу, что отличия в иммунном ответе

устойчивой и восприимчивой линий насекомого на грибную инфекцию

В. Ьаssiапа и М. robertsii, связаны с различным набором факторов

вирулентности этих патогенов. N{ожно согласитъся с утверждением автора,

что впервые продемонстрирована способность насекомых формировать

устойчивость к энтомопатогенному грибу за счет многокомпонентного

усиления барьерных функций покровов.

К достоинствам диссертанта относится умение тщательно анализироватъ

и обобщать полученные результаты, сопоставляя их с данными, доступными

в литературе. Это выразилось в написании заключений к каждой главе и

обширного общего заключения. Впечатляет выполнение болъшого числа

трудоемких экспериментов с привлечением современных биохимических и

молекулярно-биологических методов. Щиссертация хорошо иллюстрирована.

Исходя из изложенного, научная новизна и практическая ценность

представленной диссертации не вызывает сомнения. Например, вгIервые



зарегllстрIIровано. что развитие бактериоза, вызванного В. tllut,itlgiellsis-

пpIlBofilT к нар}:шению окислительно-восстановительного ба-rанса в

оргенIlз\Iе насеко\Iых, выявлено участие антимикробных белков в зашите

нз\--ско\lы\ от бактериальноЙ инфекции В. thuriпgieпsis. Охарактеризованы

tIltrtr но-физио.T огические защитные реакции в кишечнике при эволюции

резрlстентности насекомых к БТ. Впервые проведена селекция насекомых из

отряда Lepidoptera на устойчивость к грибу В" Ьаssiапа. Показано, что

эволюция резистентности к энтомопатогенным грибам приводит к усилению

как неспецифических, так и специфических зашитных реакций,

усиливаюrцих барьерные функции покровов" Результаты по формированию

резистентности насекомых к бактериям и грибам полезны для

\ совершенствования методов контроля численности вредителей сельского и

--Iесного хозяйства.

Щостоверность полученных результатов подтверждается адекватной

математической обработкой данных. Содержание диссертации отражено в

большом количестве публикаций, в том числе в 24 статьях, опубликованных

в журналах библиографической базы Web of Science, входящих и в Перечень

ВАК. N4атериал апробирован на конференциях разного ранга. Автореферат в

целом соответствует содержанию диссертации. Автор полностью раскрыл

концептуальные положения, выносимые на защиту.

HeKoTopble замечания по диссертации. 1) I]елесообразно было

добавить еще один вывод, касающийся сходства и различия в эволюции

резистентности насекомых к В. thuriпgieпsls и В. Ьаssiапа (что обсуждено в

обшем заключении); 2) На с. 65 в объектах <грибы> описан только М
rоlэеrtsii, но нет основного объекта В. Ьаssiапа; З) В тексте часто

употребляются термины <сублетальная концентрация)) и <сублетальная доза))

как взаимозаменяемые термины, хотя следует употреблять только первое

выражение; 4) В автореферате на с.11 приведены данные литературы по

биоконтролю G. mеllопеllа, не относящиеся к материалам и методам; 5)

работе замечены опечатки, например. в словах ((галлеримицин))

в

и



((га-I--Iео\IицLIн)). !i некоторые неудачные выражениrI, например,

((с\ б_lета-_tьныйI бактериоз)) в}{есто <бактериоз при сублетальной инфекции>.

HecorlHeнHo, перечисленные замечания ни в коей мере не снижают

JocToIlHcTB выполненного исследования, представляющего крупный вклад в

IIз\чение эволюциИ резистеНтности насекомых к энтомопатогенным

_\II]кроорганизмам.

на основании изложенного считаю, что диссертация <эволюция

резистентности вощинной огневки GдLLЕruА MELL)]VELLA (L.) к

энтомопатогенным бактериям и грибам> соответствует критериям,

установленным в п.9 <<Положения о присуждении ученых степеней>. Автор

и.N4. Щубовский заслуживаеТ присужДения ученой степени доктора

биологических наук по специальности 03.02.05 - энтомология,

l1.01.2016
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