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Lista używanych skrótów 
 
AAS (Atomic Absorption Spectrometry, Absorpcyjna spektrometria atomowa); ARSEF 

(Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures);  

ATP (adenosine triphosphate, adenozynotrifosforan); CAT (catalase, katalaza);  

DAG (diacylglycerol, diacyloglicerol); ETC (Electron Transport Chain, Łańcuch  

Transportu Elektronów,) GABA (gamma-aminobutyric acid, kwas gamma-aminomasłowy);  

GC-MS (Gas Chromatography with tandem mass spectrometry, Chromatografia gazowa  

sprzężona z tandemową spektrometrią mas); GPx (glutathione peroxidase, peroksydaza  

glutationowa); GST (glutathione S-transferase, S-transferaza glutationowa); HSP (Heat Shock  

Protein, białka szoku cieplnego); H2O2 (hydrogen peroxide, nadtlenek wodoru);  

NO (nitric oxide, tlenek azotu); O2•- (superoxide anion radical, anionorodnik ponadtlenkowy);  

PA (phosphatidic acid, kwas fosfatydowy); PC (phosphatidylcholine, fosfatydylocholina);  

PE (phosphatidylethanolamine, fosfatydyloetanoloamina); PI (phosphatidylinositol, 

fosfatydyloinozytol); PR1 (serine endoprotease, endoproteaza serynowa); PR2 (trypsin-like 

acid protease, kwaśna proteaza trypsynopodobna); PS (phosphatidylserine, fosfatydyloseryna); 

RFT (reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species - ROS)); SOD (superoxide 

dismutase, dysmutaza ponadtlenkowa); TAG (triacylglycerol, triacyloglicerol); 2,4-D (2,4-

dichlorophenoxyacetic acid, kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy). 
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I. Wprowadzenie 
 
Zaawansowany i postępujący rozwój przemysłu agrochemicznego odgrywa znaczącą rolę  

w ochronie roślin przed szkodnikami niszczącymi uprawy rolne. Powszechne stosowanie 

środków ochrony roślin umożliwia zwiększenie plonowania, ale prowadzi także do 

nagromadzenia pozostałości tych substancji w środowisku naturalnym, co niesie negatywne 

skutki dla organizmów żywych (Chrustek i in. 2018; Tang i in. 2021). Na szczególną uwagę 

zasługują insektycydy, czyli środki stosowane do zwalczania owadów. Wśród dostępnych na 

rynku syntetycznych insektycydów znajdują się związki, które różnią się nie tylko  

budową i właściwościami chemicznymi, ale także toksycznością oraz przeznaczeniem ich 

wykorzystania. Do insektycydów zaliczamy: neonikotynoidy, karbaminiany, insektycydy 

chloro- i fosforoorganiczne, ryanoidy oraz pyretroidy. Pyretroidy, na których skupia się 

niniejsza rozprawa, są stosowane rutynowo (Zhang i in. 2021). Jak podają Li i in. (2017), 

pyretroidy są trzecią najczęściej stosowaną grupą insektycydów na świecie. Te syntetyczne 

insektycydy pod względem chemicznym są analogami pyretryn (Ryc. 1). Mechanizm działania 

tych substancji polega na zaburzaniu funkcjonowania układu nerwowego, poprzez zwiększanie 

przewodzenia impulsów, prowadzące do uszkodzenia neuronów, interakcje z kanałami 

sodowymi bramkowanymi napięciem oraz kanałami chlorkowymi bramkowanymi kwasem 

gamma-aminomasłowym (GABA). Interakcje te prowadzą do opóźniania aktywacji kanałów 

sodowych i przedwczesnego ich otwierania oraz hamowania działania kanałów chlorkowych 

(Bhatt i in. 2019).  

 

 
Ryc.1. Wzory strukturalne pyretroidów: pyretryny I (a), l-cyhalotryny (b), a-cypermetryny (c) 
oraz deltametryny (d). 
 

Od ponad 30 lat pyretroidy są szeroko stosowane do zwalczania stawonogów zarówno  

w rolnictwie, leśnictwie, jak również w budynkach użyteczności publicznej, szklarniach oraz 

domach mieszkalnych (Cycoń i Piotrowska-Seget 2016; Tang i in. 2018). Powszechne 

a). b). d). c). 
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stosowanie pyretroidów oraz ich lipofilność i hydrofobowość prowadzą do nagromadzenia ich 

pozostałości w glebie, wodach powierzchniowych i osadach (Cycoń i Piotrowska-Seget 2016; 

Tang i in. 2018). Ponadto, substancje te z łatwością przedostają się z gleby do wód 

powierzchniowych z którymi są transportowane na duże odległości do rzek i źródeł wody 

pitnej, co przyczynia się do wzrostu potencjalnego zagrożenia dla zdrowia ludzi (Tang  

i in. 2021). 

Pomimo, że pyretroidy są uznawane za mało toksyczne w porównaniu do insektycydów  

z innych grup, wykazano, że narażenie ludzi na te substancje prowadzi do zaburzeń 

funkcjonowania układu nerwowego, immunologicznego i hormonalnego (Chrustek i in. 2018; 

Tang i in. 2021). Do organizmu ludzkiego przedostają się głównie przez skórę, drogi 

oddechowe i układ pokarmowy (Chrustek i in. 2018). Wykazano również, że pyretroidy  

są silnie szkodliwe dla organizmów wodnych i glebowych (Cycoń i Piotrowska-Seget 2016; 

Tang i in. 2018). W związku ze szkodliwym wpływem pyretroidów, wzrasta zainteresowanie 

tematem zanieczyszczenia środowiska tymi substancjami (Hu i in. 2020). 

Powszechne użycie syntetycznych środków ochrony roślin (w tym insektycydów) prowadzi  

nie tylko do zanieczyszczenia środowiska oraz toksycznego wpływu na organizmy żywe. 

Dodatkowym bardzo poważnym problemem jest wzrastające zjawisko oporności stawonogów 

na stosowane insektycydy (Dannon i in. 2020). Jak podają Mantzoukas i Eliopoulos (2020) 

częste stosowanie syntetycznych środków ochrony roślin doprowadziło do uodpornienia  

się ponad 500 gatunków stawonogów na jedną lub więcej klas insektycydów.  

Ze względu na ryzyko związane z coraz większym zanieczyszczeniem środowiska 

insektycydami syntetycznymi i ich wpływem na organizmy żywe, odchodzi się od ich 

stosowania a w zamian poszukuje się alternatywnych metod, które będą bardziej ekologiczne  

i przyjazne dla środowiska. Bezpieczną alternatywą dla chemicznych insektycydów są grzyby 

entomopatogenne. Charakteryzują się one zdolnością do uśmiercania stawonogów, co czyni je 

naturalnym czynnikiem kontroli populacji tych organizmów (Mascarin i Jaronski 2016;  

Lee i in. 2018; Litwin i in. 2020). Grzyby entomopatogenne są zaliczane do sześciu klas: 

Ascomycota, Basidiomycota, Entomophtoromycota, Oomycetes, Chytridiomycota oraz 

Microsporidia. Dotychczas poznano ponad 1600 gatunków tych mikroorganizmów, przy czym 

najczęściej występują gatunki należące do Ascomycota i Entomophthoromycota  

(Litwin i in. 2020).   

Grzyby entomopatogenne infekują stawonogi poprzez bezpośrednią penetrację kutikuli  

i w odróżnieniu od bakterii i wirusów nie jest konieczne ich spożycie przez gospodarza  

(Bilgo i in. 2018). Proces infekcyjny rozpoczyna się od adhezji zarodników do kutikuli, co jest 



 10 

możliwe dzięki działaniu sił hydrofobowych i elektrostatycznych oraz aktywności enzymów 

litycznych i białek zwanych hydrofobinami (Skinner i in. 2014; Litwin i in. 2020). Następnie 

dochodzi do kiełkowania zarodników, wytwarzania appressoriów i produkcji enzymów 

litycznych, które są kluczowym czynnikiem wirulencji grzybów entomopatogennych  

(Santi i in. 2010; Mondal i in. 2016; Litwin i in. 2020). Podczas procesu zakaźnego  

pierwszą barierą, którą musi pokonać grzyb entomopatogenny, jest zewnętrzna warstwa  

lipidowa oskórka owada, dlatego, podczas infekcji, lipazy wydzielane są jako pierwsze.  

Pod zewnętrzną warstwą lipidową oskórka znajdują się fibryle chityny osadzone w matrycy  

białkowej (Liu i in. 2007). Proteazy, które biorą udział w kolejnym etapie degradacji oskórka  

owadów, uważane są za najważniejsze enzymy w procesie zakaźnym (Mondal i in. 2016).  

Następnie, wytwarzane są liczne chitynazy, w tym endochitynazy (hydrolizujące wiązania  

β-1,4-glikozydowe) i egzochitynazy (hydrolizujące oligomery N-acetyloglukozaminy 

wytwarzane przez endochitynazy). Enzymy te rozkładają wspomniane wcześniej chitynowe 

fibryle, co razem z działaniem lipaz i proteaz umożliwia przeniknięcie grzyba do hemocelu 

stawonoga (Litwin i in. 2020). W kolejnym etapie procesu infekcyjnego zaczynają rosnąć 

strzępki grzyba, które kolonizują tkanki wewnętrzne stawonoga. Wytwarzane są także 

metabolity wtórne, powodujące paraliż i zakłócające procesy fizjologiczne żywiciela (Donzelli 

i Krasnoff 2016). Na wyniszczenie organizmu stawonoga podczas procesu infekcyjnego mają 

wpływ zarówno uszkodzenia mechaniczne jak i wykorzystywanie przez grzyba składników 

odżywczych znajdujących się w ciele ofiary (Gibson i in. 2014; Donzelli i Krasnoff 2016; 

Mascarin i Jaronski 2016; Fan i in. 2017b). 

Grzyby entomopatogenne stosowane są jako bioinsektycydy w rolnictwie, głównie 

ekologicznym. Do produkcji biopreparatów bardzo często wykorzystywane są gatunki  

z rodzajów Metarhizium i Beauveria, które charakteryzują się szerokim spektrum działania 

(Castro i in. 2016; Ríos-Moreno i in. 2016; Gao i in. 2020). Oprócz zdolności infekcyjnych 

wobec stawonogów, grzyby te wykazują także inne istotne właściwości, pozwalające  

na wykorzystanie ich w procesach biotechnologicznych takich jak biosynteza nanocząstek 

(Różalska i in. 2016) czy biokonwersja steroidów (Xiong i in. 2006; Gonzalez i in. 2017). 

Udowodniono także, że organizmy te mogą być endofitami roślin wspomagającymi ich wzrost 

(Behie i Bidochka 2014; Ríos-Moreno i in. 2016). 

Ponieważ głównym miejscem bytowania grzybów entomopatogennych jest gleba, są one 

narażone na kontakt z obecnymi w niej substancjami toksycznymi, takimi jak pestycydy. 

Drobnoustroje te wykształciły szereg mechanizmów przystosowawczych umożliwiających  

im przetrwanie w niesprzyjających warunkach (Szewczyk i in. 2018; Nowak i in. 2019).  
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Jak dotąd jedynie w nielicznych badaniach oceniano wpływ pyretroidów na grzyby 

entomopatogenne na poziomie komórkowym. Analizy te w większości koncentrowały się na 

zaburzeniach wzrostu grzybów w obecności tych substancji (Forlani i in. 2014; Abidin i in. 

2017; Joshi i in. 2018; Chen i in. 2021). Brak natomiast jest doniesień skupiających się na 

mechanizmach oporności tych mikroorganizmów na insektycydy z grupy pyretroidów.  

Beauveria bassiana, która stanowi przedmiot niniejszej rozprawy, odgrywa znaczącą rolę 

wśród grzybów entomopatogennych (Mascarin i Jaronski 2016) i jest uznawana za jeden  

z najskuteczniejszych bioinsektycydów (Dannon i in. 2020). Należy do entomopatogenów 

niespecyficznych – zwalcza zarówno liczne owady jak i roztocza (Ebani i Mancianti 2021), jest 

bardzo powszechna, gdyż występuje naturalnie we wszystkich typach gleb  

(Dannon i in. 2020) a ze względu na swoje właściwości wykorzystywana jest w biokontroli 

owadów na dużą skalę (Ebani i Mancianti 2021). Dodatkową zaletą B. bassiana jako czynnika 

biokontroli jest bezpieczeństwo stosowania tego gatunku, gdyż nie stanowi  

on zagrożenia dla zdrowia ludzi (Dannon i in. 2020). 

Podjęcie badań zmierzających do poznania mechanizmów oporności grzybów 

entomopatogennych na insektycydy chemiczne wydaje się być istotnym problemem  

ze względu na różnorodne funkcje ekologiczne pełnione przez te mikroorganizmy  

i jest niezwykle istotne biorąc pod uwagę rosnące zanieczyszczenie środowiska naturalnego. 

 
 
 

 
 
  



 12 

II. Cele pracy 
 
Przewodnim celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest określenie mechanizmów oporności 

grzyba entomopatogennego Beauveria bassiana ARSEF 2860, pochodzącego z Agricultural 

Research Service Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures (USA) na insektycydy  

z grupy pyretroidów - l-cyhalotrynę, a-cypermetryne oraz deltametrynę.  

 

Ogólny cel badawczy realizowano za pomocą celów szczegółowych, za które przyjęto:  

1. Ocena wpływu pyretroidów na wzrost, aktywność metaboliczną oraz zarodnikowanie 

B. bassiana.  

2. Określenie zdolności B. bassiana do akumulacji pyretroidów w grzybni. 

3. Ocena zmian adaptacyjnych B. bassiana wywołanych przez pyretroidy. 

4. Określenie zmian zachodzących w profilu fosfolipidowym oraz w zawartości lipidów 

neutralnych w komórkach B. bassiana wywołanych przez pyretroidy. 

5. Ocena wpływu pyretroidów na proteom zewnątrzkomórkowy B. bassiana  

oraz aktywność enzymów biorących udział w procesie infekcyjnym grzybów 

entomopatogennych. 

6. Określenie wpływu pyretroidów na proteom wewnątrzkomórkowy B. bassiana. 

7. Ocena poziomu stresu oksydacyjnego w komórkach B. bassiana wywoływanego  

przez pyretroidy. 
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III. Materiały i techniki wykorzystane podczas realizacji rozprawy doktorskiej 
 
Modelem badawczym podczas realizacji pracy doktorskiej był szczep grzyba 

entomopatogennego Beauveria bassiana ARSEF 2860 uzyskany z Agricultural Research 

Service Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures, USA. 

W badaniach wykorzystano syntetyczne insektycydy z grupy pyretroidów: l-cyhalotrynę,  

a-cypermetrynę oraz deltametrynę. W celu uzyskania końcowych stężeń pyretroidów 

wynoszących odpowiednio 5, 50 i 100 mg L-1, badane substancje dodawano do hodowli  

z roztworu wyjściowego 10 mg mL-1 w acetonitrylu. 

Poniżej przedstawiono metody badawcze zastosowane podczas realizacji niniejszej pracy 

doktorskiej: 

• Spektrofluorymetrię zastosowano 

o w analizach wpływu insektycydów na aktywność metaboliczną (P2),  

o w badaniach wpływu insektycydów na przepuszczalność błon komórkowych 

(P2). 

• Spektrometrię wykorzystano w celu oznaczenia aktywności  

o enzymów litycznych (P3),  

o enzymów antyoksydacyjnych (katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa) (P3), 

o lakazy oraz wewnątrzkomórkowej fosfolipazy C (P3) 

o a także w celu pomiaru stężenia wyizolowanych białek (P3).   

• Mikroskopię konfokalną oraz świetlną wykorzystano  

o do oznaczenia zawartości wolnych rodników wytwarzanych w obecności 

pyretroidów (P2 i P3)  

o a także w celu określenia wpływu insektycydów na morfologię strzępek  

oraz zdolność B. bassiana do wytwarzania blastospor (P2).  

• Chromatografię gazową (GC-MS) wykorzystano do oznaczenia  

o ilości insektycydów pozostałych w podłożu pohodowlanym oraz 

zakumulowanych w grzybni B. bassiana (P2 i P3)  

o a także ilości produkowanego przez B. bassiana ergosterolu (P2).  

• Absorpcyjną spektrometrię atomową (AAS) wykorzystano do oznaczenia zawartości 

metali w grzybni B. bassiana (P2).  

• Chromatografię cieczową (LC-MS/MS) zastosowano do określenia wpływu 

pyretroidów  

o na profil fosfolipidowy (P3),  
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o na zawartość lipidów neutralnych (P2 i P3)  

o oraz do ilościowej analizy metabolitu wtórnego (oosporeiny) produkowanego 

przez B. bassiana (P2).  

• Elektroforezę 1-D oraz 2-D wykorzystano w celu przeprowadzenia rozdziału białek 

zewnątrz- i wewnątrzkomórkowych B. bassiana (P3). 

• Spektrometrię mas MALDI-TOF/TOF wykorzystano w celu identyfikacji białek  

B. bassiana wyizolowanych z biomasy oraz podłoża pohodowlanego (P3).   
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IV. Realizacja celów pracy 
 

IV.1. Ocena wpływu pyretroidów na wzrost, aktywność metaboliczną  

oraz zarodnikowanie B. bassiana 

W pierwszym etapie badań oceniono wpływ trzech insektycydów z grupy pyretroidów  

(l-cyhalotryny, a-cypermetryny oraz deltametryny) na wzrost, morfologię strzępek, zdolność 

do wytwarzania blastospor oraz aktywność metaboliczną grzyba entomopatogennego  

B. bassiana. Wykazano, że badane substancje w stężeniach 50 i 100 mg L–1 powodowały 

spadek zawartości suchej masy po 36 godzinach inkubacji. W 48-godzinnych hodowlach 

istotny statystycznie spadek suchej masy odnotowano jedynie w próbach z dodatkiem  

λ-cyhalotryny i α-cypermetryny w stężeniu 100 mg L–1. Podczas obserwacji mikroskopowych 

grzybni nie wykazano zmian morfologicznych spowodowanych obecnością pyretroidów. 

Stwierdzono natomiast istotny spadek liczby blastospor w hodowlach 24- i 48-godzinnych 

zawierających badane substancje w stężeniach 50 i 100 mg L–1. Zaobserwowany niekorzystny 

wpływ pyretroidów na tworzenie blastospor w hodowlach płynnych został opisany  

po raz pierwszy w pracy P2 (Litwin i in. 2021). W literaturze dostępne są dane potwierdzające, 

że cypermetryna i deltametryna (Natali de Oliveira i in. 2003) a także niektóre herbicydy (Kos 

i Celar 2013) hamują sporulację u B. bassiana na pożywkach stałych.  

W tej części badań stwierdzono również, że najwyższe badane stężenie pyretroidów  

(100 mg L-1) nie wpływa negatywnie na aktywność metaboliczną B. bassiana, a nawet 

powoduje jej wzrost w hodowlach 24-godzinnych. Jest to interesujący wynik, ponieważ badane 

substancje (w stężeniach 50 i 100 mg L-1) wpływały niekorzystnie na ilość wytwarzanej 

biomasy badanego drobnoustroju w 36- i 48-godzinnych hodowlach. Większość dotychczas 

badanych związków toksycznych powoduje jednoczesne zahamowanie wzrostu oraz 

żywotności mikroorganizmów. W badaniach opublikowanych przez Różalską i in. (2014) 

stwierdzono, że obecność 4-n-nonylofenolu oraz technicznego nonylofenolu powodowała 

spadek aktywności metabolicznej innego grzyba entomopatogennego – Metarhizium robertsii.  

Grzyby mikroskopowe posiadają mechanizmy warunkujące ich przetrwanie w obecności 

toksycznych zanieczyszczeń (Litwin i in. 2020). Wyniki uzyskane w tej części pracy stanowiły 

punkt wyjścia dla kolejnych badań mających na celu poznanie mechanizmów oporności 

występujących u grzybów entomopatogennych w obecności insektycydów z grupy 

pyretroidów. 
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IV.2. Określenie zdolności B. bassiana do akumulacji pyretroidów w grzybni 

W pracach P2 (Litwin i in. 2021) oraz P3 (Litwin i in. 2023) wchodzących w skład rozprawy 

doktorskiej, po raz pierwszy wykazano, że pyretroidy (l-cyhalotryna, a-cypermetryna  

oraz deltametryna) akumulują się w grzybni B. bassiana. Stwierdzono, że badany grzyb 

entomopatogenny wykazuje zdolność do akumulacji tych substancji już w drugiej dobie 

inkubacji i efekt ten utrzymuje się w 7 i 14 dobie (dla wszystkich trzech badanych pyretroidów) 

oraz w 21 dobie inkubacji (dla a-cypermetryny i deltametryny). 

Przedstawione przez nas wyniki mają nowatorski charakter, ponieważ dostępne dotąd dane 

wskazują na zdolność do akumulacji pyretroidów jedynie w tkankach roślinnych i zwierzęcych 

(Tang i in. 2018). We wcześniejszych badaniach wykazano także zdolność Metarhizium  

sp. do akumulacji insektycydów neonikotynoidowych (Nowak i in. 2020) co może sugerować, 

że zjawisko akumulacji insektycydów przez grzyby entomopatogenne jest dość powszechne, 

choć do tej pory rzadko opisywane. W związku z zaobserwowaną akumulacją pyretroidów  

w grzybni B. bassiana przeprowadzono szczegółowe badania, mające na celu określenie 

mechanizmów oporności tego grzyba entomopatogennego na insektycydy z grupy pyretroidów. 

 

IV.3. Ocena zmian adaptacyjnych u B. bassiana wywoływanych przez pyretroidy  

W celu poznania mechanizmów oporności B. bassiana na pyretroidy, poszukiwano zmian 

adaptacyjnych zachodzących u tego grzyba w obecności badanych insektycydów.  

Oznaczono zawartość jonów metali, ergosterolu, acylogliceroli, poziom oosporeiny,  

wewnątrzkomórkowej fosfolipazy C oraz wpływ tych insektycydów na przepuszczalność błon 

komórkowych B. bassiana. 

Zbadano wpływ zakumulowanych pyretroidów, dodawanych w stężeniach początkowych  

5, 50 i 100 mg L-1 na zawartość metali w biomasie B. bassiana. Po raz pierwszy dla grzybów 

wykazano, że wszystkie badane pyretroidy powodowały spadek zawartości sodu w komórkach 

tego grzyba entomopatogennego (Litwin i in. 2021). Wykazano także spadek zawartości innych 

pierwiastków w komórkach B. bassiana: potasu, magnezu i wapnia w obecności  

a-cypermetryny w stężeniu 5 mg L-1 oraz deltametryny w stężeniu 50 mg L-1.  

Nadmierny wypływ jonów może prowadzić do zaburzenia podstawowych funkcji, takich  

jak synteza białek czy aktywacja enzymów, dla których konieczne jest wysokie stężenie jonów 

potasu (Benito i in. 2011). Jak do tej pory nie ma doniesień literaturowych wskazujących  

na możliwe zaburzenia transportu jonowego u grzybów pod wpływem pyretroidów.  
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Wyniki naszych badań dowiodły także, że pyretroidy wpływają na zawartość  

ergosterolu w biomasie B. bassiana. Ergosterol jest ważnym składnikiem komórek  

grzybowych  i stanowi istotny marker odpowiedzi komórek na substancje toksyczne oraz  

wpływa na integralność i funkcjonowanie błon komórkowych (Suchodolski i in. 2019).  

Obecność l-cyhalotryny (we wszystkich badanych stężeniach) oraz deltametryny w stężeniu  

50 mg L-1 powodowała spadek zawartości ergosterolu, natomiast obecność a-cypermetryny  

(we wszystkich badanych stężeniach) oraz deltametryny w stężeniu 5 mg L-1 powodowała 

wzrost zawartości tego steroidu. W piśmiennictwie brakuje doniesień na temat wpływu 

pyretroidów na zawartość ergosterolu w komórkach grzybów.  Wyniki przeprowadzonych 

badań dotyczących zawartości jonów metali i ergosterolu wskazują na fakt, że pyretroidy 

wpływają na błony komórkowe B. bassiana.  

Badania przepuszczalności osłon komórkowych z wykorzystaniem jodku propidu wskazują,  

że obecność l-cyhalotryny i a-cypermetryny w stężeniu 100 mg L-1 powoduje wzrost 

przepuszczalności błon komórkowych B. bassiana, co może być powiązane z opisywanymi 

zaburzeniami równowagi jonowej (Litwin i in. 2021). Wzrost przepuszczalności  

błon u grzybów mikroskopowych w obecności substancji toksycznych zaobserwowali także  

Nykiel-Szymańska i in. (2019), którzy badali Trichoderma spp. w obecności herbicydów 

chloroacetanilidowych oraz Bernat i in. (2018), którzy potwierdzili wzrost przepuszczalności 

błon u grzyba Umbelopsis isabellina w obecności 2,4-D. Zwiększona płynność błon ułatwia 

transport substancji toksycznych do komórek grzybów, co umożliwia ich akumulację  

oraz degradację (Stolarek i in. 2019). W pracach P2 i P3 wykazano, że pyretroidy  

są akumulowane we wnętrzu komórek B. bassiana co może być powiązane z zaburzeniami 

przepuszczalności osłon komórkowych. 

W odpowiedzi na niekorzystne warunki środowiskowe, grzyby entomopatogenne wydzielają 

metabolity wtórne, czyli związki organiczne, które charakteryzują się niską masą cząsteczkową 

(Litwin i in. 2020). Metabolity wtórne wytwarzane przez grzyby wspomagają utrzymanie 

funkcji życiowych oraz biorą udział w ochronie przed stresem biotycznym i abiotycznym  

(Mc Namara i in. 2019; Litwin i in. 2020), ponadto w przypadku grzybów entomopatogennych 

substancje te wspomagają proces infekcyjny (Donzelli i Krasnoff 2016; Litwin i in. 2020). 

Oosporeina jest metabolitem wtórnym należącym do grupy dibenzochinonów, który wykazuje 

działanie owadobójcze, przeciwwirusowe i przeciwbakteryjne (Feng i in. 2015). 

Przeprowadzone analizy HPLC-MS/MS wskazują, że obecność l-cyhalotryny,  

a-cypermetryny oraz deltametryny w stężeniu 100 mg L-1 znacznie hamuje produkcję 
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oosporeiny u grzyba entomopatogennego B. bassiana w 36-godzinnych hodowlach, ale nie 

wpływa na zawartość tego metabolitu w hodowlach 48-godzinnych. Obserwacje te stanowią 

kolejne potwierdzenie negatywnego wpływu pyretroidów na grzyby entomopatogenne. 

Czasowe zahamowanie produkcji oosporeiny może wynikać zarówno z nieznacznego 

ograniczenia wzrostu grzyba jak i pojawiającego się stresu oksydacyjnego. W efekcie, 

zaobserwowana zmiana w produkcji tego metabolitu może prowadzić do zmniejszenia 

zdolności infekcyjnych B. bassiana (Litwin i in. 2020). W pracy P2 po raz pierwszy opisano 

negatywny wpływ insektycydów na produkcję oosporeiny. W piśmiennictwie dostępne są 

nieliczne dane opisujące wpływ insektycydów na wytwarzanie innych metabolitów wtórnych. 

W badaniach Nowak i in. (2020) wykazano spadek produkcji destruksyn przez różne gatunki 

grzyba entomopatogennego Metarhizium w obecności insektycydu neonikotynoidowego 

acetamiprydu. 

W pracy P2 oznaczono także wpływ pyretroidów na produkcję wewnątrzkomórkowej 

fosfolipazy C. Enzym ten jest zaangażowany w metabolizm grzybów entomopatogennych, 

m.in. katalizuje hydrolizę składnika błony komórkowej - 4,5-bisfosforanu fosfatydyloinozytolu 

(PIP2) wytwarzając dwa przekaźniki - 4,5-trifosforan inozytolu (IP3) oraz diacyloglicerol 

(DAG). IP3 wspomaga uwalnianie jonów wapnia Ca2+ z wewnątrzkomórkowych zapasów, 

natomiast DAG indukuje aktywność kinazy białkowej C (PKC), biorącej udział w transdukcji 

sygnału (Barman i in. 2018). Ponadto, wewnątrzkomórkowa fosfolipaza C podnosi odporność 

grzybów na stres oksydacyjny (Tisi i in. 2002; Djordjevic 2010; Barman i in. 2018)  

oraz wpływa na wzrost, rozwój strzępek i sporulację a także wspomaga ich procesy infekcyjne, 

poprzez pozytywny wpływ na rozprzestrzenianie się grzyba w hemocelu owada  

oraz pokonywanie mechanizmów odpornościowych gospodarza (Djordjevic 2010). Wyniki 

uzyskane w tej części badań wskazują, że wpływ pyretroidów na aktywność 

wewnątrzkomórkowej fosfolipazy C zależy zarówno od użytej substancji jak i od czasu 

inkubacji. Wykazano, że obecność wszystkich badanych pyretroidów w hodowlach  

48-godzinnych oraz obecność a-cypermetryny i deltametryny w hodowlach 168-godzinnych 

powodowały spadek aktywności fosfolipazy, natomiast obecność l-cyhalotryny w hodowlach 

120-godzinnych powodowała wzrost aktywności tego enzymu.  

Wpływ pyretroidów na aktywność fosfolipazy C znajduje odzwierciedlenie w zaburzeniach 

wspomnianych wcześniej funkcji i procesów, w których uczestniczy ten enzym. Uzyskane 

wyniki stanowią zatem kolejne potwierdzenie, że zakumulowane pyretroidy zaburzają 

metabolizm i zdolności infekcyjne B. bassiana.  
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IV.4. Określenie zmian zachodzących w profilu fosfolipidowym oraz w zawartości lipidów 

neutralnych w komórkach B. bassiana podczas akumulacji pyretroidów  

Określenie zmian zachodzących w profilu fosfolipidowym jest wiarygodnym wskaźnikiem 

stanu, w jakim znajduje się organizm. Fosfolipidy odpowiadają za kondycję błon 

komórkowych i odgrywają pośrednią rolę w metabolizmie podstawowym (Bernat i in. 2014). 

Stwierdzono, że najważniejszymi klasami fosfolipidów u B. bassiana są fosfatydylocholiny 

(PC, w ilości 51,08 %) i fosfatydyloetanoloaminy (PE, 45,48 %). Ilość fosfatydyloinozytolu 

(PI), fosfatydyloseryny (PS) i kwasu fosfatydowego (PA) wynosi odpowiednio 2,78%, 0,58% 

i 0,08%. Przedstawione w pracy P2 wyniki są zbieżne z danymi literaturowymi np. Palma-

Guerrero i in. (2010), w których także wykazano, że PC i PE są dominującymi klasami 

fosfolipidów w błonach B. bassiana. 

Dane lipidomiczne opublikowane w pracy P2 wskazują, że wszystkie badane pyretroidy  

w stężeniu 100 mg L-1 wpływają na profil fosfolipidowy B. bassiana. Stwierdzono, że badane 

substancje powodują wzrost PC przy jednoczesnym spadku PE. Ponieważ PC i PE są głównymi 

fosfolipidami w komórkach B. bassiana, dynamika błony komórkowej zależy od ich proporcji, 

a wzrastający stosunek PC/PE prowadzi do zwiększenia płynności błony komórkowej (Stolarek 

i in. 2019). Zaobserwowano również, że w obecności pyretroidów wzrasta zawartość PI, który 

pełni rolę prekursora wielu związków lipidowych, dzięki czemu odgrywa kluczową rolę  

w metabolizmie podstawowym. Nie zaobserwowano istotnych zmian w zawartości PS ani PA.  

Kolejnym bardzo ważnym punktem niniejszej rozprawy było określenie zmian ilościowych 

lipidów neutralnych w obecności pyretroidów. W tym celu zastosowano dwa różne stężenia 

wyjściowe pyretroidów – 100 mg L-1 w hodowlach 48-godzinnych (Litwin i in. 2021)  

oraz 5 mg L-1 w hodowlach 24-, 48-, 120- oraz 168-godzinnych (Litwin i in. 2023). 

Stwierdzono, że wpływ pyretroidów na zawartość neutralnych lipidów zależy od 

zastosowanego stężenia tych substancji.  

Zaobserwowano, że akumulacja pyretroidów, dodawanych w stężeniu 100 mg L-1 

spowodowała spadek ilości neutralnych lipidów w 48-godzinnych hodowlach B. bassiana.  

Po raz pierwszy wykazano, że zawartość diacylogliceroli (DAG) przewyższała zawartość 

triacylogliceroli (TAG) oraz że dodatek a-cypermetryny powodował największy spadek 

zawartości TAG, a dodatek l-cyhalotryny – DAG. W literaturze naukowej brakuje doniesień 

dotyczących szkodliwego wpływu pyretroidów na syntezę acylogliceroli u grzybów 

entomopatogennych. Dostępne dane literaturowe dotyczą innych organizmów np. małży  

i wskazują na odwrotny efekt - wzrost zawartości acylogliceroli u małży Donax trunculus  

w obecności pyretroidów (Aouini i in. 2017). 
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W pracy P3 wykazano, że u B. bassiana całkowita zawartość acylogliceroli zmniejszała  

się wraz z czasem hodowli – pomiędzy 24 a 168 godziną hodowli stwierdzono 3-krotny spadek 

zawartości TAG oraz ponad 11-krotny spadek zawartości DAG w kontrolach biotycznych. 

Wykazano również, że akumulacja a-cypermetryny i deltametryny dodawanych w stężeniu  

5 mg L-1 powodowała wzrost całkowitej zawartości TAG. Efekt ten dla a-cypermetryny 

zauważono w hodowlach 24- i 120-godzinnych, natomiast dla deltametryny – w hodowlach  

48-godzinnych. Jest to efekt odwrotny od tego, który zaobserwowano dla pyretroidów  

w stężeniu 100 mg L-1. Dodatek l-cyhalotryny w stężeniu 5 mg L-1 nie wpływał na całkowitą 

zawartość TAG, ale powodował spadek całkowitej zawartości DAG. Z kolei obecność  

a-cypermetryny i deltametryny nie wpływała na całkowitą zawartość DAG.  

Obserwowany wzrost całkowitej zawartości TAG przy stabilnej zawartości DAG w hodowlach 

z dodatkiem a-cypermetryny i deltametryny w stężeniu 5 mg L-1 może być spowodowany 

spadkiem aktywności wewnątrzkomórkowej fosfolipazy C, która odpowiada za hydrolizę 

wiązań fosfodiestrowych w szkielecie fosfolipidowym, co prowadzi do przekształcania TAG 

do DAG (Santi i in. 2010). 

W niniejszej rozprawie, w grzybni B. bassiana, zidentyfikowano 13 gatunków TAG  

i 9 gatunków DAG oraz stwierdzono, że dodatek pyretroidów powoduje zmiany w zawartości 

poszczególnych lipidów obojętnych. Wykazano, że dodatek l-cyhalotryny i a-cypermetryny 

w stężeniu 100 mg L-1 powodował wzrost zawartości nasyconych tri- i diacylogliceroli  

oraz spadek nienasyconych triacylogliceroli. Najniższy stosunek TAG/DAG odnotowano  

w próbach z dodatkiem a-cypermetryny w stężeniu 100 mg L-1. W przypadku hodowli  

z dodatkiem pyretroidów w stężeniu 5 mg L-1 stwierdzono, że największy wpływ na 

poszczególne acyloglicerole wykazywała zakumulowana a-cypermetryna.  

Acyloglicerole pełnią wiele istotnych funkcji u grzybów entomopatogennych: stanowią główny 

materiał rezerwowy komórek, są ważnym elementem szlaku biosyntezy fosfolipidów, biorą 

udział w ochronie komórek przed stresem oksydacyjnym zapobiegając wytwarzania  

się ROS oraz wywierają wpływ na zjadliwość tych organizmów – ułatwiają penetrację kutikuli 

owada (Gao i in. 2016). Prawidłowy metabolizm acylogliceroli jest niezbędny dla 

wewnątrzkomórkowej homeostazy i równowagi energetycznej organizmów żywych  

(Fan i in. 2017a). Ponieważ acyloglicerole biorą udział w procesach niezbędnych do 

przetrwania grzybów w środowisku naturalnym, wykazanie, że akumulacja pyretroidów 

powoduje zmiany w ilości lipidów neutralnych wskazuje, że substancje te wywierają istotny 

wpływ na B. bassiana. 
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IV.5. Ocena wpływu pyretroidów na proteom zewnątrzkomórkowy B. bassiana  

oraz aktywność enzymów biorących udział w procesie infekcyjnym grzybów 

entomopatogennych 

Bardzo istotną część pracy stanowiła ocena wpływu pyretroidów na proteom badanego grzyba 

entomopatogennego. Białka wyizolowano z biomasy oraz podłoża pohodowlanego 

pochodzących z 48- oraz 168-godzinnych hodowli B. bassiana z dodatkiem l-cyhalotryny,  

a-cypermetryny oraz deltametryny w stężeniu 5 mg L-1. Białka zewnątrzkomórkowe 

rozdzielano metodą elektroforezy jednokierunkowej a uzyskane wyniki przedstawiono  

w sposób jakościowy.  

W zewnątrzkomórkowym proteomie B. bassiana wykazano obecność enzymów 

zaangażowanych w proces infekcyjny: zewnątrzkomórkowej fosfolipazy C, fosfoesterazy, 

licznych proteaz (w tym tripeptydylopeptydazy Sed1, alkalicznej a także trypsynopodobnej 

proteazy serynowej oraz metaloproteazy), chitynazy oraz endo-beta-N-acetylglukozaminidazy, 

a także lakazy, która również może brać udział w procesie infekcyjnym.  

Enzymy lipolityczne biorą udział w degradacji zewnętrznych warstw naskórka owada  

i odpowiadają za hydrolizę wiązań estrowych lipidów i wosków (Pedrini i in. 2007; Dhawan  

i Joshi 2017; Litwin i in. 2020). Z kolei, zewnątrzkomórkowa fosfolipaza C odpowiada  

za hydrolizę wiązań fosfodiestrowych i degradację fosfolipidów błon komórkowych owada 

podczas procesu zakaźnego (Santi i in. 2010). W kolejnym etapie degradacji naskórka owadów 

uczestniczą proteazy, które uważane są za najważniejsze enzymy w procesie zakaźnym 

(Mondal i in. 2016; Wang i in. 2021). Mogą one również pełnić dodatkową rolę – zapewniać 

inaktywację owadzich białek o właściwościach przeciwgrzybiczych (Sotelo-Mundo  

i in. 2007). Enzymy chitynolityczne grzybów entomopatogennych oprócz degradacji naskórka 

owadów, przeprowadzają również przebudowę ścian komórkowych strzępek podczas ich 

wzrostu i rozgałęziania (Mondal i in. 2016; Lovera i in. 2020). Lakazy grzybicze zapewniają 

eliminację ROS wydzielanych przez owady podczas procesu infekcyjnego (Lu i in. 2021). 

Na podstawie wyników analiz proteomicznych, postanowiono także określić wpływ 

pyretroidów na aktywność enzymów litycznych B. bassiana po 48, 120 i 168 godzinach 

inkubacji. Wykazano, że a-cypermetryna i l-cyhalotryna podnosiły aktywność lipolityczną 

oraz ogólną aktywność proteolityczną, jednocześnie obniżając aktywności endoproteazy 

serynowej (PR1) oraz kwaśnej proteazy trypsynopodobnej (PR2), które są uznawane  

za kluczowe czynniki wirulencji. Zakumulowana deltametryna, w 120 godzinie hodowli, 

powodowała spadek aktywności proteazy PR2 oraz wzrost aktywności proteaz PR1 i PR2  
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po 168 godzinach hodowli. Wyniki uzyskane w tej części badań, wskazują, że zakumulowane 

pyretroidy powodują wzrost ogólnej aktywności proteolitycznej przy jednoczesnym spadku 

aktywności proteaz PR1 i PR2. Jest to zgodne z analizami proteomicznymi, które wykazały,  

że w proteomie B. bassiana obecne są proteazy należące do różnych rodzin, które odpowiadają 

za ogólną aktywność proteolityczną. W pracy Santi i in. (2010) zasugerowano, że zróżnicowany 

zestaw proteaz u grzyba M. anisopliae zwiększa jego zdolności adaptacyjne do różnych 

warunków środowiskowych. 

W dysertacji, zbadano także wpływ pyretroidów na aktywność enzymów chitynolitycznych  

B. bassiana - endochitynazy (triacetylochitotriozydazy) i dwóch egzochiotynaz 

(chitobiozydazy i N-acetyloglukozaminidazy). Otrzymane wyniki (P3) wskazują, że  

aktywność tych enzymów różni się w zależności od użytej substancji oraz od czasu  

inkubacji. W 48-godzinnych hodowlach l-cyhalotryna powodowała wzrost aktywności  

wszystkich badanych enzymów chitynolitycznych, deltametryna powodowała wzrost  

aktywności chitobiozydazy a a-cypermetryna – wzrost aktywności N-acetyloglukozaminidazy.  

W 168-godzinnych hodowlach zaobserwowano spadek aktywności triacetylochitotriozydazy  

w obecności wszystkich trzech pyretroidów, natomiast insektycydy nie wpływały  

na aktywność egzochitynaz. Wykazano również, że obecność pyretroidów powoduje wzrost 

aktywności lakazy – efekt ten zaobserwowano w 48-godzinnych hodowlach z dodatkiem  

l-cyhalotryny i a-cypermetryny oraz w 120-godzinnych hodowlach z dodatkiem  

a-cypermetryny i deltametryny. Na podstawie wyników uzyskanych w tej części badań 

stwierdzono, że l-cyhalotryna i a-cypermetryna powodują wzrost aktywności enzymów 

zaangażowanych w proces infekcyjny.  

Podczas analiz proteomicznych, wykazano także obecność innych białek 

zewnątrzkomórkowych, których synteza była indukowana dodatkiem pyretroidów.  

W hodowlach z deltametryną zaobserwowano obecność antygenowego białka podobnego  

do taumatyny, które wykazuje aktywność przeciwgrzybiczą i pozwala na eliminację 

konkurencji między różnymi gatunkami grzybów entomopatogennych podczas procesu 

infekcyjnego oraz chroni je przed innymi grzybami chorobotwórczymi (Liu i in. 2010).  

Obecność l-cyhalotryny i a-cypermetryny indukowała wytwarzanie białek odpowiedzialnych 

za wzrost strzępek i syntezę ściany komórkowej: glukanozylotransferazy, glukan endo-1,6-

beta-glukozydazy B, beta-1,6-glukanazy oraz 1,3-beta-glukozydazy glukanowej. Uzyskane  

w rozprawie wyniki sugerują, że białka te są niezbędne do naprawy ścian komórkowych 

uszkadzanych przez zakumulowane pyretroidy.  Również niektóre ze wspomnianych wcześniej 
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proteaz (metaloproteaza StcE, peptydaza S1 i S6, chymotrypsyna/Hap) zostały 

zidentyfikowane jedynie w próbach zawierających a-cypermetrynę i deltametrynę. 

 

IV.6. Ocena wpływu pyretroidów na proteom wewnątrzkomórkowy B. bassiana 

Wyniki analiz proteomicznych umożliwiających określenie zmian zachodzących  

w wewnątrzkomórkowym proteomie B. bassiana w obecności zakumulowanych pyretroidów 

stanowią istotną część rozprawy doktorskiej i zostały opisane w pracy P3 (Litwin i in. 2023).  

W celu identyfikacji białek wewnątrzkomórkowych wykorzystano techniki proteomiczne  

z użyciem spektrometru masowego MALDI TOF/TOF.  

 

IV.6.1. Białka B. bassiana powiązane z akumulacją pyretroidów 

Wykazano, że dodatek a-cypermetryny indukował wytwarzanie białek zaangażowanych  

w metabolizm związków azotowych. Były to: hydrataza cyjanianowa, hydrataza cyjankowa 

oraz flawohemoproteina. Enzymy te pełnią w komórkach funkcję ochronną - hydrataza 

cyjankowa przekształca obecną w cypermetrynie grupę cyjankową (Nolan i in. 2003; 

Martínková i in. 2015) a flawohemoproteina bierze udział w ochronie organizmów  

przed toksycznym wpływem związków azotowych podczas stresu nitrozacyjnego  

(Hausladen i in. 1998). 

Obecność a-cypermetryny w próbach skutkuje także nadprodukcją białek biorących udział  

w organizacji cytoszkieletu aktynowego: kofiliny, białka wiążącego aktynę (actin lateral 

binding protein) oraz podjednostki białka blokującego F-aktynę. Kofilina reguluje dynamikę 

filamentów aktynowych i wiąże się z monomerami aktyny, białka wiążące aktynę natomiast 

przyłączają się do filamentów aktynowych powodując redukcję ich wydłużania, co przyczynia 

się do zwiększenia puli monomerów aktyny (Kim i in. 2021). Obecność tych enzymów może 

tłumaczyć brak zmian morfologicznych w strzępkach B. bassiana (Litwin i in. 2021)  

przy jednoczesnej nadprodukcji enzymów szlaków metabolicznych w hodowlach  

168-godzinnych z dodatkiem a-cypermetryny.  

Wykazano również, że deltametryna w 48-godzinnych hodowlach indukowała produkcję 

dehydrogenazy alkoholowej i hamowała jej produkcję w hodowlach 168-godzinnych. 

Dehydrogenaza alkoholowa jest zaangażowana w metabolizm nie tylko alkoholi, ale również 

aldehydów, ketonów oraz innych ksenobiotyków (Łaniewska-Dunaj i in. 2013) a w hodowlach 

B. bassiana z dodatkiem deltametryny może odpowiadać za jej detoksykację. 
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IV.6.2. Wpływ pyretroidów na enzymy głównych szlaków metabolicznych B. bassiana 

Przeprowadzone analizy proteomiczne B. bassiana wykazały, że pyretroidy wpływają także  

na enzymy zaangażowane w główne szlaki metaboliczne – glikolizę, Cykl Krebsa, Cykl 

Pentozofosforanowy oraz Łańcuch Transportu Elektronów (ETC).  

W próbach z dodatkiem l-cyhalotryny zaobserwowano zmniejszenie produkcji enzymów 

biorących udział w glikolizie, Cyklu Krebsa i Szlaku Pentozofosforanowym. Wpływ  

tej substancji na enzymy zaangażowane w ETC zależał od długości trwania hodowli –  

po 48 godzinach inkubacji dodatek l-cyhalotryny hamował, natomiast po 168 godzinach – 

indukował produkcję tych enzymów. W przypadku a-cypermetryny, zaobserwowano 

nadprodukcję enzymów zaangażowanych w procesy: glikolizy, Cyklu Krebsa, Szlaku 

Pentozofosforanowego oraz ETC po 168 godzinach hodowli. Efekt zaobserwowany  

w początkowych godzinach inkubacji najprawdopodobniej jest mechanizmem obronnym 

organizmu powiązanym z obecnością tego pyretroidu. Wykazano również, że spowolniona 

akumulacja deltametryny spowodowała opóźnienie jej wpływu na metabolizm podstawowy.  

W początkowych godzinach hodowli z dodatkiem tej substancji obserwowano nadprodukcję 

enzymów biorących udział w glikolizie, Cyklu Krebsa, Cyklu Pentozofosforanowym i ETC, 

natomiast po 168 godzinach odnotowano obniżenie produkcji enzymów zaangażowanych  

w te procesy.  

Wykazano również, że badane substancje zaburzają działanie mitochondriów, 

odpowiedzialnych za produkcję ATP. W 48-godzinnych hodowlach zaobserwowano całkowite 

zahamowanie produkcji enzymu kompleksu cytochromu b-c1 (III) (podjednostka 7). 

Akumulacja deltametryny wpływała także na wytwarzanie syntazy ATP – w początkowych 

godzinach hodowli nastąpiła nadprodukcja, natomiast w 168-godzinnych hodowlach obniżenie 

produkcji tego enzymu.  

 

IV.6.3. Wpływ pyretroidów na białka stresu oksydacyjnego u B. bassiana 

Analizy proteomiczne umożliwiły określenie wpływu pyretroidów na wytwarzanie enzymów 

odpowiedzi na stres oksydacyjny u B. bassiana. Wykazano, że peroksydaza glutationowa 

(GPx) występowała jedynie w 168-godzinnych próbach z dodatkiem pyretroidów, co wskazuje 

na fakt, że substancje te indukowały jej wytwarzanie. GPx odpowiada za redukcję nadtlenków 

(podczas której następuje przekształcenie zredukowanych cząsteczek glutationu w dwusiarczek 

glutationu) i należy do układu glutationowego, jednego z najważniejszych systemów 

antyoksydacyjnych w komórkach (Huarte-Bonnet i in. 2015). Kolejnym enzymem 
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zaangażowanym w ochronę komórek przed stresem oksydacyjnym jest S-transferaza 

glutationowa (GST), która usuwa glutation z substratów i prowadzi do jego sprzęgania  

ze związkami posiadającymi grupy elektrofilowe, co prowadzi do powstania nieszkodliwych 

pochodnych (Morel i in. 2009; Calmes i in. 2015; Huarte-Bonnet i in. 2015). Wykazano,  

że obecność pyretroidów powoduje obniżenie produkcji GST w 48-godzinnych hodowlach.  

W 168-godzinnych hodowlach natomiast odnotowano obecność tego enzymu jedynie  

w obecności a-cypermetryny. W literaturze naukowej dostępne są informacje o roli GST  

w odpowiedzi na stres oksydacyjny i adaptacji do niesprzyjających warunków środowiskowych 

– wykazano, że u grzyba Sclerotinia sclerotiorum, podczas procesu infekcyjnego, a także  

w obecności syntetycznych izotiocyjanianów, nastąpiła indukcja genów kodujących GST  

oraz zwiększona aktywność transferazy (Rahmanpour i in. 2009).  

W przeprowadzonych w dysertacji badaniach zaobserwowano również nadprodukcję 

peroksyredoksyny oraz białek szoku cieplnego w 48-godzinnych hodowlach z dodatkiem 

deltametryny. Peroksyredoksyny uważane są za jeden z najważniejszych komórkowych 

systemów obronnych przed stresem oksydacyjnym (Boysen i in. 2021), redukują szerokie 

spektrum reaktywnych form tlenu (Rocha i in. 2018), biorą udział w transdukcji sygnałów 

(Breitenbach i in. 2015) a także nasilają zjadliwość grzybów (Boysen i in. 2021). 

Białka szoku cieplnego (Heat Shock Protein – HSP) uznawane są za markery stresu 

oksydacyjnego, ich zawartość wzrasta w obecności substancji toksycznych a także  

w warunkach niedoboru tlenu i azotu (Soboń i in. 2019). HSP chronią komórki przed 

uszkodzeniami modyfikując ich aktywność metaboliczną oraz wspomagają potencjał 

infekcyjny B. bassiana (Xu i in. 2013; Wang i in. 2020).  

Wykazano, że deltametryna w 168-godzinnych hodowlach wpływa hamująco na wytwarzanie 

białka domeny WSC wiążącego węglowodany. Białko to jest odpowiedzialne za utrzymanie 

integralności ściany komórkowej (Oide i in. 2019).  

 

IV.6.4. Wpływ pyretroidów na produkcję białek opiekuńczych u B. bassiana 

Przeprowadzone analizy proteomiczne wskazują, że badane insektycydy wpływają  

na produkcję białek opiekuńczych i innych białek biorących udział w metabolizmie białek. 

Zarówno w hodowlach 48- jak i 168-godzinnych zawierających pyretroidy zaobserwowano 

zmniejszenie produkcji cyklofiliny A, natomiast w hodowlach 168-godzinnych białek wos2  

i cis-trans izomerazy peptydylo-prolilowej. Białko wos2 jest odpowiedzialne za fałdowanie 

białek, wiąże się z chaperonami i HSP90 (Muñoz i in. 1999), podczas gdy cyklofiliny  
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i izomerazy cis-trans peptydylo-prolilowe są to chaperony, które mogą brać udział  

w sygnalizacji komórkowej (Wang i Heitman 2005). 

W próbach z dodatkiem l-cyhalotryny i deltametryny wykazano obecność 31-O-demetylo-

FK506 FkbM oraz białka wiążącego FK506 (FKBP), które odpowiadają za fałdowanie  

białek i sygnalizację komórkową (Tong i Jiang 2015). W 48-godzinnych hodowlach  

deltametryna indukowała wytwarzanie białka rybosomalnego 60S L22, a l-cyhalotryna - białka 

rybosomalnego z rodziny L22e. Uzyskane wyniki sugerują, że pyretroidy zaburzają 

prawidłowe fałdowanie białek. 

 

IV.7. Badanie stresu oksydacyjnego u grzyba entomopatogennego B. bassiana  

pod wpływem pyretroidów 

W celu sprawdzenia, czy pyretroidy wywołują stres oksydacyjny u grzyba entomopatogennego 

B. bassiana oznaczono poziom reaktywnych form tlenu (RFT), pojawiających się w komórkach 

grzybów traktowanych tymi substancjami. Badanie to prowadzono dwuetapowo – na początku 

określono wpływ pyretroidów w stężeniu 100 mg L-1 w hodowlach 24-, 36- i 48-godzinnych 

(wyniki opisano w pracy P2 (Litwin i in. 2021)), a następnie sprawdzono, czy substancje  

te w niskim stężeniu (5 mg L-1) również są w stanie wywołać stres oksydacyjny u B. bassiana 

(P3) (Litwin i in. 2023). Wykazano, że a-cypermetryna w stężeniu 100 mg L-1 powoduje wzrost 

ilości anionorodnika ponadtlenkowego (O2•-) po 24 godzinach inkubacji.  

W tym punkcie czasowym nie stwierdzono obecności nadtlenku wodoru (H2O2).  

Wszystkie badane pyretroidy w stężeniu 100 mg L-1 powodowały istotny wzrost  

O2•- w 36- i 48-godzinnych hodowlach oraz wzrost H2O2 w hodowlach 48-godzinnych. 

Zaobserwowany stres oksydacyjny był najprawdopodobniej spowodowany akumulacją 

pyretroidów w grzybni B. bassiana. Wzrost ilości wolnych rodników - O2•- i tlenku azotu (NO•) 

zaobserwowano także, gdy badane pyretroidy dodawano do hodowli w stężeniu wyjściowym 

5 mg L-1. Obecność H2O2 wykazano dopiero w 168-godzinnych hodowlach. 

W przeprowadzonych badaniach oznaczono także aktywność enzymów antyoksydacyjnych. 

Analizy proteomiczne wykazały obecność katalazy (CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) 

w grzybni B. bassiana. Stwierdzono również wpływ pyretroidów na wytwarzanie tych białek 

– w próbach z dodatkiem l-cyhalotryny odnotowano obniżenie produkcji CAT i SOD. 

Obecność deltametryny hamowała wytwarzanie SOD w 48- i 168-godzinnych hodowlach  

i indukowała produkcję CAT w hodowlach 168-godzinnych. W literaturze naukowej dostępne 

są doniesienia na temat wpływu wysokich stężeń deltametryny na aktywność CAT i SOD  
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u B. bassiana (Forlani i in. 2014). W przeprowadzonych badaniach określono wpływ niskiego 

stężenia pyretroidów (5 mg L-1) na powstawanie stresu oksydacyjnego u tego grzyba 

entomopatogennego. Odnotowano jedynie wzrost aktywności SOD w hodowlach  

168-godzinnych z dodatkiem deltametryny. Chociaż badania proteomiczne sugerowały wpływ 

pyretroidów na produkcję CAT, nie odnotowano zmian w jej aktywności w obecności tych 

substancji. 

Uzyskane wyniki łączą się z obserwacjami dotyczącymi poziomu ROS w komórkach  

B. bassiana. W drugim etapie badań zaobserwowano obecność nadtlenku wodoru dopiero  

po 168 godzinach hodowli. Zaobserwowany wzrost aktywności SOD w hodowlach  

z dodatkiem deltametryny pokrywa się ze spadkiem zawartości O2•-, przekształcanym przez 

SOD do H2O2 który pojawia się dopiero po 168 godzinach inkubacji.  

Przeprowadzone analizy proteomiczne ujawniły obecność peroksyredoksyny, enzymu 

zdolnego do usuwania szerokiego spektrum ROS (m. in. H2O2 i NO•). Wzrost zawartości NO•, 

zaobserwowany w próbach z dodatkiem a-cypermetryny, najprawdopodobniej przyczynił  

się do nadprodukcji flawohemoproteiny zaangażowanej w przekształcenie tlenku azotu  

do azotanu. W obecności a-cypermetryny odnotowano również pojawienie się S-transferazy 

glutationowej, odpowiedzialnej za metabolizm nadtlenków.  

Uzyskane w dysertacji wyniki wyraźnie wskazują, że obecność pyretroidów wywołała stres 

oksydacyjny u grzyba entomopatogennego B. bassiana. Największą odpowiedź 

antyoksydacyjną zaobserwowano w obecności deltametryny, która indukowała wytwarzanie 

O2•- i NO•, powodowała wzrost aktywności dysmutazy ponadtlenkowej oraz powodowała 

wzrost produkcji białek szoku cieplnego, uważanych za markery stresu.  

Nasze wyniki potwierdziły szkodliwość pyretroidów na badany organizm, co jest zgodne  

z dotychczasowymi obserwacjami dotyczącymi występowania stresu oksydacyjnego u ryb  

i szczurów w obecności pyretroidów (Kale i in. 1999; Yang i in. 2020).  
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V. Wnioski i stwierdzenia końcowe 

 
Uzyskane w dysertacji wyniki umożliwiły wyciągnięcie następujących wniosków 

końcowych: 

1. Pyretroidy w stężeniu 50 mg L-1 hamują wzrost i zdolność do zarodnikowania  

B. bassiana. Badane substancje nie wywierają natomiast negatywnego wpływu  

na aktywność metaboliczną ani nie powodują zmian morfologicznych grzybni tego 

grzyba entomopatogennego. W obecności a-cypermetryny w stężeniu 5 mg L-1 

zaobserwowano nadprodukcję białek biorących udział w organizacji cytoszkieletu 

aktynowego oraz enzymów szlaków metabolicznych, co może być mechanizmem 

obronnym B. bassiana umożliwiającym przetrwanie w niesprzyjających warunkach.  

2. Pyretroidy powodują spadek zawartości ergosterolu, wzrost stosunku PC/PE  

oraz spadek zawartości pierwiastków (sodu, potasu, magnezu i wapnia) w komórkach 

B. bassiana. Przedstawione wyniki wskazują na wzrost płynności i przepuszczalności 

błon w obecności pyretroidów. Niniejsza obserwacja została również potwierdzona 

testem z jodkiem propidu.  

3. Wzrost przepuszczalności błony komórkowej ułatwia wnikanie pyretroidów do wnętrza 

komórek B. bassiana i prowadzi do ich akumulacji. Zależność tą potwierdzono  

dla pyretroidów dodawanych w niskim jak i w wysokim stężeniu 100 mg L-1.  

4. Zakumulowane pyretroidy wpływają na profil fosfolipidowy B. bassiana, na  

produkcję acylogliceroli oraz na aktywność wewnątrzkomórkowej fosfolipazy C.  

Zaobserwowany podwyższony stosunek PC/PE wskazuje na zwiększenie płynności  

błony komórkowej, natomiast wzrost produkcji PI – na wzmożoną syntezę lipidów. 

Zmiany w ilości lipidów neutralnych oraz aktywności fosfolipazy C, uwidaczniają jak 

istotny jest wpływ wywoływany przez pyretroidy na B. bassiana, ponieważ 

acyloglicerole biorą udział w mechanizmach niezbędnych do przetrwania grzybów  

w środowisku naturalnym, natomiast fosfolipaza jest ważnym składnikiem 

metabolizmu grzybów entomopatogennych. 

5. Jednym z mechanizmów oporności B. bassiana na pyretroidy jest nadprodukcja białek 

odpowiedzialnych za wzrost strzępkowy i syntezę ściany komórkowej, co umożliwia 

naprawę uszkodzonych ścian komórkowych.  

6. Uzyskane wyniki wskazują na wpływ pyretroidów na potencjał infekcyjny B. bassiana. 

Obecność a-cypermetryny i deltametryny indukowała produkcję różnych rodzajów 
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proteaz. Wykazano także, że pyretroidy wpływały na aktywność proteo-, lipo-  

i chitynolityczną tego grzyba entomopatogennego.  

7. Badany drobnoustrój w odpowiedzi na obecność pyretroidów produkuje białka 

chroniące go przed konsekwencjami wpływu tych substancji. W obecności  

a-cypermetryny zaobserwowano nadprodukcję białek zaangażowanych w metabolizm 

związków azotowych. Enzymy te biorą udział w ochronie organizmów przed 

toksycznym wpływem związków azotowych podczas stresu nitrozacyjnego  

oraz prawdopodobnie przekształcają obecną w cypermetrynie grupę cyjankową. 

Dodatek a-cypermetryny powodował także nadprodukcję białek biorących udział  

w organizacji cytoszkieletu aktynowego, co może tłumaczyć brak zmian 

morfologicznych w strzępkach tego grzyba. W obecności deltametryny wykazano 

wzrost produkcji dehydrogenazy alkoholowej odpowiadającej za metabolizm różnych 

substancji toksycznych. 

Przeprowadzone analizy proteomiczne B. bassiana wykazały, że zakumulowane 

pyretroidy wpływają także na enzymy zaangażowane w główne szlaki metaboliczne 

oraz zaburzają działanie mitochondriów, odpowiedzialnych za produkcję ATP. 

8. Uzyskane wyniki wskazują, że obecność pyretroidów wywołuje stres oksydacyjny  

u grzyba entomopatogennego B. bassiana. Pyretroidy w stężeniu 100 mg L-1 indukują 

wytwarzanie anionorodnika ponadtlenkowego (O2•-) oraz nadtlenku wodoru (H2O2), 

natomiast w stężeniu 5 mg L-1 produkcję tlenku azotu (NO•). Obecność a-cypermetryny 

powoduje wzrost produkcji flawohemoproteiny oraz S-transferazy glutationowej, 

natomiast obecność deltametryny - nadprodukcję białek szoku cieplnego a także wzrost 

aktywności dysmutazy ponadtlenkowej. 
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VI. Streszczenie  
 

Pyretroidy to syntetyczne insektycydy, których powszechne użycie prowadzi do 

zanieczyszczenia środowiska oraz wywiera negatywny wpływ na zdrowie organizmów 

żywych, w tym ludzi. Alternatywą dla chemicznych środków owadobójczych są grzyby 

entomopatogenne, stosowane do produkcji przyjaznych dla środowiska biopreparatów. 

Ponieważ pyretroidy i grzyby entomopatogenne stosuje się wymiennie w biokontroli, 

mikroorganizmy te są narażone na kontakt z pozostałościami tych substancji, gromadzącymi 

się w glebie, wodach powierzchniowych oraz osadach. Przewodnim celem niniejszej pracy 

doktorskiej było określenie mechanizmów oporności grzyba entomopatogennego B. bassiana 

na insektycydy z grupy pyretroidów.  

W artykule przeglądowym P1 (Litwin i in. 2020) przedstawiono charakterystykę grzybów 

entomopatogennych, opisano proces infekcyjny, zdolności tych mikroorganizmów do 

usuwania toksycznych zanieczyszczeń oraz możliwości dodatkowego i niekonwencjonalnego 

ich wykorzystania. Wyniki przeprowadzonych badań przedstawiono w publikacjach 

eksperymentalnych P2 (Litwin i in. 2021) oraz P3 (Litwin i in. 2023).  

Określono wpływ pyretroidów na wzrost, zarodnikowanie i aktywność metaboliczną  

B. bassiana. Wykazano, że badane substancje w stężeniach 50 i 100 mg L–1 powodują istotny 

spadek biomasy grzybni oraz liczby blastospor. W obecności pyretroidów nie stwierdzono 

zmian morfologicznych grzybni ani zaburzeń aktywności metabolicznej tego grzyba 

entomopatogennego, co może wynikać z nadprodukcji białek biorących udział w organizacji 

cytoszkieletu aktynowego oraz enzymów szlaków metabolicznych wykazanych w obecności 

a-cypermetryny w stężeniu 5 mg L-1. 

W dysertacji, po raz pierwszy wykazano, że pyretroidy akumulują się w grzybni B. bassiana  

a także określono zmiany adaptacyjne zachodzące w odpowiedzi na akumulację. 

Zaobserwowano wypływ metali z komórek grzyba, najprawdopodobniej będący skutkiem 

wzrostu przepuszczalności błon komórkowych. Ponadto, określono wpływ zakumulowanych 

substancji na zawartość ergosterolu, uważanego za marker odpowiedzi komórek na substancje 

toksyczne. W zależności od zastosowanego stężenia oraz użytej substancji następował wzrost 

lub spadek ilości ergosterolu w komórkach B. bassiana. Wykazano znaczne zahamowanie 

produkcji metabolitu wtórnego oosporeiny w 36-godzinnych hodowlach w obecności 

pyretroidów. Stwierdzono wpływ pyretroidów na aktywność wewnątrzkomórkowej 

fosfolipazy C, zaangażowanej w metabolizm komórkowy grzybów entomopatogennych. 

Zaobserwowano spadek jej aktywności w hodowlach 48-godzinnych oraz w obecności  
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a-cypermetryny i deltametryny w hodowlach 168-godzinnych. Dodatek l-cyhalotryny  

w hodowlach 120-godzinnych powodował wzrost aktywności tego enzymu. 

W przeprowadzonych badaniach potwierdzono wpływ pyretroidów na profil fosfolipidowy 

oraz zawartość neutralnych lipidów w komórkach B. bassiana. Fosfolipidy biorą udział  

w metabolizmie podstawowym oraz odpowiadają za kondycję błon komórkowych, 

acyloglicerole natomiast są ważnym elementem szlaku biosyntezy fosfolipidów, jak również 

zapobiegają powstawaniu reaktywnych form tlenu. W obecności pyretroidów zaobserwowano 

wzrost stosunku fosfatydylocholiny do fosfatydyloetanoloaminy, co sugeruje, że badane 

związki powodują zwiększenie płynności błon komórkowych. Wykazano, że wpływ 

pyretroidów na zawartość acylogliceroli zależy od zastosowanego stężenia tych substancji.  

W zewnątrzkomórkowym proteomie B. bassiana potwierdzono obecność białek 

zaangażowanych w proces infekcyjny oraz określono wpływ pyretroidów na ich aktywność. 

Stwierdzono, że wpływ pyretroidów na aktywność enzymów proteo-, lipo- i chitynolitycznych 

różni się w zależności od użytej substancji oraz od czasu inkubacji. Wykazano również wzrost 

aktywności lakazy w hodowlach z dodatkiem pyretroidów.  

Stwierdzono, że w obecności deltametryny następowała nadprodukcja antygenowego białka 

podobnego do taumatyny, natomiast w obecności l-cyhalotryny i a-cypermetryny – 

nadprodukcja białek odpowiedzialnych za rozwój strzępek i ściany komórkowej. 

W proteomie wewnątrzkomórkowym B. bassiana zidentyfikowano białka, których produkcja 

była indukowana obecnością pyretroidów, wykazano wpływ tych substancji na produkcję 

białek metabolizmu podstawowego, białek odpowiedzi na stres oraz białek opiekuńczych.  

Wykazano, że pyretroidy wywołują stres oksydacyjny u grzyba entomopatogennego  

B. bassiana i zaobserwowano wzrost zawartości wolnych rodników, nadprodukcję 

flawohemoproteiny oraz S-transferazy glutationowej a także zmiany w produkcji katalazy 

(CAT) i dysmutazy ponadtlenkowej (SOD). Wykazano także wzrost aktywności SOD  

w hodowlach 168-godzinnych z dodatkiem deltametryny.  

Badania przeprowadzone w ramach realizacji pracy doktorskiej dostarczyły dowodów  

na zdolność pyretroidów do akumulacji w grzybni entomopatogennego grzyba B. bassiana. 

Wykazano, że zakumulowane pyretroidy, nawet w stosunkowo niskich stężeniach, wywierają 

negatywny wpływ na kondycję badanego mikroorganizmu a także przedstawiono możliwe 

mechanizmy oporności B. bassiana na przebadane związki toksyczne.  
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VII. Abstract 

Pyrethroids are synthetic insecticides, the widespread use of which leads to environmental 

pollution and has a negative impact on the health of living organisms, including humans.  

An alternative to chemical insecticides are entomopathogenic fungi, used to produce 

environmentally friendly biopreparations. Since pyrethroids and entomopathogenic fungi are 

used interchangeably in biocontrol, the microorganisms are exposed to contact with residues of 

these substances that accumulate in soil, surface water and sediment. The main objective of this 

doctoral thesis was to determine the mechanisms of resistance of the entomopathogenic fungus 

B. bassiana to pyrethroid insecticides. 

The review article P1 (Litwin et al. 2020) presents the characteristics of entomopathogenic 

fungi, describes the infectious process, the ability of these microorganisms to remove toxic 

impurities and the possibilities of their additional and unconventional use. The results of the 

conducted research have been presented in experimental publications P2 (Litwin et al. 2021) 

and P3 (Litwin et al. 2023). 

In the study the effect of pyrethroids on the growth, sporulation and metabolic activity  

of B. bassiana was determined. It was shown that the tested substances at concentrations  

of 50 and 100 mg L–1 cause a significant decrease in mycelium biomass and the number  

of blastospores. In the presence of pyrethroids, no morphological changes in the mycelium  

or disturbances in the metabolic activity of this entomopathogenic fungus were observed, which 

may result from the overproduction of proteins involved in the organization of the actin 

cytoskeleton and enzymes of metabolic pathways demonstrated in the presence of  

a-cypermethrin at a concentration of 5 mg L-1. 

It was shown for the first time that pyrethroids accumulate in the mycelium of B. bassiana. 

Also the adaptive changes that occured in response to accumulation were determined.  

The efflux of metals from the fungal cells was observed, most likely due to an increase  

in the permeability of the cell membranes. The effect of accumulated substances on the content 

of ergosterol, considered a marker of cell response to toxic substances, was determined. 

Depending on the concentration and the substance used, the level of ergosterol in B. bassiana 

cells increased or decreased. 

Significant inhibition of oosporein secondary metabolite production was demonstrated  

in 36-hour cultures in the presence of pyrethroids. It was found that pyrethroids had an influence 

on the activity of intracellular phospholipase C, involved in the cellular metabolism  

of entomopathogenic fungi. A decrease in its activity was observed in 48-hour cultures and  
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in the presence of a-cypermethrin and deltamethrin in 168-hour cultures. The addition of  

l-cyhalothrin in 120-hour cultures increased the activity of this enzyme.  

The conducted studies confirmed the influence of pyrethroids on the phospholipid profile and 

the content of neutral lipids in B. bassiana cells. Phospholipids are involved in basic 

metabolism and are responsible for the condition of cell membranes, while acylglycerols are an 

important element of the phospholipid biosynthesis pathway and prevent the formation of 

reactive oxygen species. In the presence of pyrethroids, an increase in the ratio of 

phosphatidylcholine to phosphatidylethanolamine was observed, which suggests that the tested 

compounds enhance the fluidity of cell membranes. It was shown that the effect of pyrethroids 

on the content of acylglycerols depends on the concentration of these substances used. 

The presence of proteins involved in the infection process was confirmed in the extracellular 

proteome of B. bassiana, and the influence of pyrethroids on their activity was determined. 

It was found that the effect of pyrethroids on the activity of proteo-, lipo- and chitinolytic 

enzymes differed depending on the substance used and the incubation time. An increase  

in laccase activity was also demonstrated in cultures supplemented with pyrethroids. 

It was observed that in the presence of deltamethrin there was an overproduction of antigenic 

thaumatin-like protein, while in the presence of l-cyhalothrin and a-cypermethrin - 

overproduction of proteins responsible for the hyphae development and the cell wall was noted. 

In the intracellular proteome of B. bassiana, proteins whose production was induced  

by the presence of pyrethroids were identified, and the effect of these substances  

on the production of basic metabolism proteins, stress response proteins and chaperone proteins 

were demonstrated. 

Pyrethroids were shown to induce oxidative stress in the entomopathogenic fungus B. bassiana. 

Also an increase in the reactive oxygen species content, overproduction of flavohemoprotein 

and glutathione S-transferase, and changes in the production of catalase (CAT) and superoxide 

dismutase (SOD) were observed. An increase in SOD activity was also demonstrated  

in 168-hour cultures with the addition of deltamethrin. 

Research conducted as part of the doctoral thesis provide evidence of the ability of pyrethroids 

to accumulate in the mycelium of the entomopathogenic fungus B. bassiana. Accumulated 

pyrethroids, even at relatively low concentrations, were shown to exert a negative impact  

on the condition of the tested microorganism. Possible mechanisms of resistance  

of B. bassiana to the tested toxic compounds were also presented. 
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konferencja w trybie online 

9. Litwin A., Filipowska K., Różalska S. 2020. Determining the effect of pyrethroids 
insecticides on the ability of entomopathogenic fungi to produce lytic enzymes.  
1st Virtual Festival of Life and Earth Sciences - prezentacja multimedialna – 
konferencja w trybie online 

10. Litwin A., Krzyżanowicz K., Różalska S. 2020. Determining the effect  
of insecticides on the viability of yeasts and entomopathogenic fungi. 1st Virtual 
Festival of Life and Earth Sciences - prezentacja multimedialna – konferencja  
w trybie online 

11. Litwin A., Różalska S. 2020. Changes in the ergosterol content  
in entomopathogenic fungus Beauveria bassiana treated with insecticides from  
the pyrethroid group. National Scientific Conference „Science and Young 
Researchers” IV edition – prezentacja multimedialna – konferencja w trybie online 

12. Litwin A., Różalska S. 2020. Pyrethroids effect on the level of reactive oxygen 
species in the entomopathogenic fungus Beauveria bassiana. National Scientific 
Conference „Science and Young Researchers” IV edition – prezentacja 
multimedialna – konferencja w trybie online 

13. Litwin A., Różalska S. 2020. Prospects of using entomopathogenic fungi to remove 
residues of harmful substances from the natural environment. National Scientific 
Conference “Knowledge – Key to Success” IV edition – wystąpienie ustne 

14. Litwin A., Nykiel-Szymańska J., Tkaczuk C., Słaba M., Różalska S. 2019. Studies 
of the relationship between insecticides and entomopathogenic fungi – the 
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possibility of their co-application. 7th Central European Congress of Life Sciences 
– poster 

15. Litwin A., Bernat P., Tkaczuk C., Różalska S. 2019. Effect of pyrethroids  
on the phospholipid profile of Beauveria bassiana. 18th Congress of European 
Mycologists – poster 

16. Litwin A., Słaba M., Różalska S. 2019. The study of the accumulation  
of insecticides and the impact on cell permeability in entomopathogenic fungus 
Beauveria bassiana. Intercollegiate Biotechnology Symposium „Symbioza” – 
wystąpienie ustne 

17. Litwin A., Filipowska K., Różalska S. 2019. Effect of pyrethroids  
on the phospholipid profile of Beauveria bassiana. MycoRise Up! Młodzi  
w mykologii – wystąpienie ustne 

18. Litwin A., Różalska S. 2019. The study of the infectious properties  
of entomopathogenic fungi using molecular methods. National Scientific 
Conference „Knowledge – Key to Success 2019” - wystąpienie ustne 

19. Litwin A., Justyna Nykiel – Szymańska J., Różalska S. 2018. The influence  
of pyrethroid insecticides on the production of antioxidative enzymes  
in entomopathogenic fungi. Ogólnopolska Konferencja Naukowa „Nauka, Badania, 
Rozwój” – II Edycja - wystąpienie ustne 

20. Litwin A., Złoty M., Różalska S. 2018. The influence of essential oils – thyme  
and geranium – on the growth and viability of entomopathogenic fungi from  
the genus Metarhizium. XII Copernican International Young Scientists Conference 
– poster 

21. Litwin A., Nowak M., Różalska S. 2018. Comparison of the impact of pyrethroids 
and neonicotinoids on the growth and viability of the entomopathogenic fungus 
Metarhizium robertsii. XII Copernican International Young Scientists Conference 
– wystąpienie ustne 

22. Nowak M., Litwin A., Różalska S. 2018. Effect of neonicotinoids (acetamiprid  
and imidacloprid) on the growth and viability of entomopathogenic fungi from  
the genus Metarhizium, Isaria and Beauveria. XII Copernican International Young 
Scientists Conference – poster 

23. Nowak M., Litwin A., Różalska S. 2018. The role of cytochrome p-450  
in the 4-n-NP degradation process by entomopathogenic fungus Metarhizium 
robertsii. Biotechnology – Research and Industrial Applications Conference – 
poster 

24. Mrozińska J., Złoty M., Litwin A., Różalska S. 2018. The influence of essential oils 
on the viability of entomopathogenic fungi. VII Międzyuczelniane Sympozjum 
Biotechnologiczne „Symbioza” imienia profesora Krzysztofa W. Szewczyka – 
poster 

25. Litwin A., Barańska J., Złoty M., Różalska S. 2017. The effect of insecticide Spintor 
240 SC on entomopathogenic fungi. Mikrobiologia w Ochronie Zdrowia  
i Środowiska – poster 

26. Różalska S., Litwin A., Nowak M. 2017. Influence of acaricide Ortus  
on the metabolic activity of entomopathogenic fungi.  Mikrobiologia w Ochronie 
Zdrowia i Środowiska – poster 

27. Litwin A., Soboń A. Różalska S. 2017. Cytosolic fraction proteins of Metarhizium 
robertsii IM2358 involved in the degradation of 4-n-nonylphenol. 6th Central 
European Congress of Life Science – poster 
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28. Litwin A., Barańska J., Złoty M., Różalska S. 2017. The effect of insecticides  
on entomopathogenic fungi. Wrocławska Konferencja Studentów Nauk 
Technicznych i Ścisłych PUZZEL – poster 

29. Litwin A., Różalska S. 2017. Interactions of essential oils and entomopathogenic 
fungi. Wrocławska Konferencja Studentów Nauk Technicznych i Ścisłych PUZZEL 
– wystąpienie ustne 

30. Litwin A., Różalska S. 2016. Practical application of entomopathogenic fungi. 
Academic Students’ Society of Biotechnology – poster 

31. Litwin A., Krupiński M., Różalska S. 2016. Biodegradation and detoxification  
of triclosan. Academic Students’ Society of Biotechnology – wystąpienie ustne 

32. Zawadzka K., Litwin A., Felczak A., Lisowska K. 2016. Degradation of chosen  
N-heterocyclic compounds with pharmacological activity by filamentous fungi.  
17th European Congress on Biotechnology – poster 

33. Litwin A., Różalska S., Długoński J. 2016. Application of microscopy on studies  
of oxidative stress in fungi. Vth International Conference of Biophysics Students – 
poster 

34. Litwin A., Skowron M., Strąk D., Krupiński M., Długoński J. 2016. Evaluation  
of bacterial and microscopic fungal cultures for their triclosan degradation ability 
using gas chromatography-mass spectrometry. V International Conference  
of Biophysics Students – poster 

35. Wojtania D., Rutkowska J., Litwin A., Długoński J. 2014. Microorganism in dyes 
biodegradation. XVI National Academic Seminar of Biotechnology Students  
& VI International Conference of Biotechnology Students – poster 

 
 

VIII.3. Aktywność organizacyjna: 
1. Udział w organizacji V Ogólnopolskiej Konferencji Doktorantów Nauk o Życiu 

BioOpen 2019 – 30-31 maja 2019, Łódź. 
2. Udział w organizacji IV Ogólnopolskiej Konferencji Doktorantów Nauk o Życiu 

BioOpen 2018 – 24-25 maja 2018, Łódź. 
3. Przeprowadzenie warsztatów pt. „Biotechnologia od kuchni” podczas 

Ogólnopolskiej Nocy Biologów, 12.01.2018, Łódź. 
4. Udział w organizacji stoiska „Ekohydrologia - świat niezwykłych zależności 

pomiędzy wodą i ekologią”, wystawianego przez Katedrę Ekologii Stosowanej, 
Wydziału Biologii i Ochrony Środowiska UŁ. Festiwal Nauki, Techniki i Sztuki, 
21-22.04.2018, Łódź. 

5. Udział w organizacji Międzynarodowego Sympozjum „Ecohydrology  
for the Circular Economy and Nature-Based Solutions towards 
mitigation/adaptation to Climate Change” – 26-28 września 2017, Łódź. 

6. Udział w organizacji IV edycji konferencji naukowej „Mikrobiologia w Ochronie 
Zdrowia i Środowiska” – MIKROBIOT 2017 – 19-21 września 2017, Łódź.  

7. Aktywne uczestnictwo w promocji studiów doktoranckich Wydziału Biologii  
i Ochrony Środowiska w ramach I Dnia Doktoranta Uniwersytetu Łódzkiego  
– 22 maja 2017 – Łódź.  

8. Udział w organizacji III Ogólnopolskiej Konferencji Doktorantów Nauk o Życiu 
BioOpen 2017 – 11-12 maja 2017, Łódź. 
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9. Udział w organizacji warsztatów „Zastosowanie mikroskopii konfokalnej  
w badaniach mikrobiologicznych, biotechnologicznych, mykologicznych  
i parazytologicznych” – 3 lutego 2017, Łódź.  

10. Praca ze Studenckim Kołem Naukowym Biotechnologiczno – Mikrobiologicznym 
SKN Bio-Mik działającym przy Katedrze Mikrobiologii Przemysłowej  
i Biotechnologii, Wydziału Biologii i Ochrony Środowiska UŁ. 
 

VIII.4. Szkolenia 
1. Udział w szkoleniu „Współpraca nauki z biznesem. Jak wdrażać i chronić 

innowacyjne pomysły” Fundacja Rozwoju Przedsiębiorczości. 21 października 
2016, Łódź.  
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