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c. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Analityka kutykularnej i wewnetrznej frakcji lipidowej wybranych gatunkéw

owadow w poszukiwaniu zwigzkow aktywnych biologicznie

Wstep

Zdolno$¢ adaptacji owadéw do zycia w niemal kazdych warunkach srodowiskowych
sprawila, iz zaliczaja sie one do najliczniejszej grupy Swiata zwierzecego. Obecnos¢ owadow
w Srodowisku zycia cztowieka przejawia sie cechami zar6wno pozytywnymi, jak i negatywnymi.
Owady m. in. zapylaja rosliny, oczyszczaja ziemie z martwych, butwiejacych resztek organicznych
czy poprawiaja strukture gleby. Odpowiadaja réwniez za niszczenie laséw, upraw
i produktow spozywczych oraz sa wektorami groznych chordb ludzi i zwierzat.

Na powierzchni kutykuli owadow znajduje sie wiele zwigzkéw organicznych, ktérych gtowna
funkcja jest zapobieganie przed utrata wody [1, 2], a takze ochrona przed infekcja, ktéra moga
wywolywa¢ mikroorganizmy [3, 4]. Ulatwiaja one takze chemiczng komunikacje pomiedzy
owadami [5, 6], a ich sklad jest Zrodtem wielu ciekawych informacji i niejednokrotnie byt
wykorzystywany w chemotaksonomii owadow [4, 7]. Umownie, zwigzki te nazywa sie niezbyt Scisle
,lipidami” cho¢ oprocz samych lipidéw znajduje sie tam wiele innych grup zwigzkéw chemicznych,
w tym weglowodory, alkohole, aldehydy, ketony i inne. Podobnie jak lipidy kutykularne, tak i tzw.
lipidy wewnetrzne owadow pod wzgledem chemicznym sa zwigzkami nalezacymi do r6znych klas.
Stad tez w niniejszym opracowaniu stosowana bedzie ta entomologiczna terminologia opisujaca
frakcje tych zwiazkéw chemicznych majac wszakze na uwadze jej daleko idaca, systematyczna
niescistosc.

Analityka chemiczna zwigzkow pobieranych z pozywieniem lub wytwarzanych przez owady
jest bardzo waznym aspektem, ktéry moze by¢ wykorzystany do opracowywania biologicznych
metod walki ze szkodliwymi owadami. Informacje uzyskane w trakcie tych analiz mogg by¢ takze

wykorzystywane do poszukiwania zwigzkéw organicznych, ktére wykazuja aktywno$¢ biologiczna,
5
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przede wszystkim przeciwgrzybicza lub przeciwbakteryjng. Z reguly pierwszym etapem procesu
analitycznego frakcji lipidowych owadow jest analiza grupowa, ktéra wykorzystuje nastepujace
techniki: chromatografie cieczowa kolumnowa (LC), wysokosprawna chromatografie cieczowa
(HPLC) i preparatywna chromatografie cienkowarstwowa (TLC) [8-12]. Nastepnie, uzyskane w ten
sposéb poszczegdlne frakcje zwigzkéw analizowane sg technikami GC i GC/MS [13-15]. W celu
analizy lotnych zwigzkow organicznych mozna zastosowac technike SPME-GC/MS, natomiast
frakcje nielotng zwykle analizuje sie technikq MALDI lub LC/MS [16-19].

Owady wytworzyly specyficzne mechanizmy obronne przeciwko ich naturalnym wrogom.
Z kolei mikroorganizmy atakujace owady posiadaja wiele tzw. czynnikéw wirulentnych,
pozwalajacych na opanowanie organizmu owada. Poznanie tych zaleznoSci ma duze znaczenie
w opracowaniu biologicznych metod zwalczania owaddw, ktore sa szkodnikami upraw. Badania te
gléwnie skupiaja sie na poznaniu potencjalu naturalnych wrogéw owadow, tj. grzybow, bakterii,
wirusow i nicieni. Do arsenatlu Srodkdw praktycznie stosowanych w ograniczaniu liczebnosci
populacji szkodnikow upraw wprowadzone zostaly grzyby i bakterie owadobdjcze. Grzyby atakujace
owady pochodza z roznych grupa taksonomicznych i maja bardzo szeroki zasieg dzialania.
W zwigzku z tym warto zwréci€ uwage na to w jaki sposéb porazaja swoje ofiary. Wazne jest
rowniez, aby poznac bariery obronne wyksztalcone przez owady oraz zmiany wywotane w ich
organizmach przez infekcje grzybiczgq. Dysponujac takimi informacjami mozna ustali¢ warunki,
ktore pomoglyby wykorzysta¢ grzyby jako bioinsektycydy. Z drugiej strony mozna takze
wykorzysta¢ zidentyfikowane zwiazki pochodzenia owadziego w medycynie jako Srodki
przeciwgrzybicze lub przeciwbakteryjne. Prace zestawione w niniejszym osiggnieciu habilitacyjnym
wpisujq sie w trend tego typu badan, poglebiajac wiedze na temat chemii i biochemii owadow, ich
naturalnych wrogéw oraz mechanizmoéw ich wzajemnego oddziatywania. Intencjq autora cyklu byto
znalezienie cho¢ czeSci odpowiedzi na nurtujace nas wspoélczesnie pytania zaréwno z dziedziny

patologii owadow, jak i praktycznego wykorzystania ich charakterystyki chemicznej.

1. Opis osiagniecia naukowego

W sklad cyklu habilitacyjnego wchodzi 14 oryginalnych publikacji naukowych oraz dwie
prace przegladowe. Dotyczq one analityki kutykularnych i wewnetrznych frakcji lipidowych
8 gatunkéw owadéw oraz aktywnosSci przeciwgrzybiczej i przeciwbakteryjnej zaréwno catych
frakcji, jak i wybranych, zidentyfikowanych zwiazkoéw. Analizie poddane byly doroste osobniki
z podzialem na samce i samice, a takze larwy, poczwarki oraz wylinki owadéw. Obiektem badan
bylo 5 gatunkéw padlinozernych muchéwek (Calliphora vicina, Calliphora vomitoria, Lucilia

sericata, Sarcophaga carnaria, Musca domestica), wylinki Dendrolimus pini, wydzielina
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Forcipomyia nigra i cialo thuszczowe larw i poczwarek Zophobas atratus. Wszystkie muchowki
i larwy D. pini zostalty wyhodowane i zidentyfikowane w Instytucie Parazytologii PAN
w Warszawie, natomiast larwy F. nigra otrzymano z Katedry Zoologii Bezkregowcow
i Parazytologii Wydzialu Biologii Uniwersytetu Gdanskiego, a Z. atratus otrzymano z Zakladu
Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat Wydzialu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza
w Poznaniu. Prace przegladowe dotyczyty metod analizy zwigzkow organicznych biosyntezowanych
przez owady.

W celu identyfikacji i analiz ilosciowych zwiazkow obecnych na powierzchni i wewnatrz
owadow wykonano ekstrakcje rozpuszczalnikowa. Otrzymane w ten sposdb ekstrakty byly
rozdzielane na grupy zwigzkéw metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z laserowym
detektorem fotodyspersyjnym (HPLC-LLSD). Nalezy przy tym zaznaczyc¢, iz zastosowanie tego typu
detektora do analizy grupowej frakcji lipidowych owadéw byto rozwigzaniem pionierskim
w przypadku tego typu analitéw. Analizy jakoSciowe i ilosciowe frakcji lipidowych byly
przeprowadzone z wykorzystaniem chromatografii gazowej (GC) oraz chromatografii gazowej
polaczonej ze spektrometria mas (GC/MS). Czes$¢ zwigzkéw byla identyfikowana w postaci
natywnej (np. weglowodory i estry metylowe kwaséw thuszczowych), a niektére grupy zwiazkow
w postaci odpowiednich pochodnych (np. kwasy tlhuszczowe i alkohole). W wyniku analiz GC
i GC/MS wyekstrahowanych frakcji lipidowych stwierdzono obecno$¢ réznorodnych zwigzkéw
chemicznych. Aby stwierdzi¢, ktore z nich chronia owady przed infekcjami grzybiczymi
i bakteryjnymi dokonano analizy wptywu zwiazkéw owadzich na wzrost bakterii i grzybéw. Warto
przy tym dodac, iz wszystkie rezultaty analiz przedstawione w cyklu, zarowno co do badanych
gatunkow, jak i identyfikowanych zwiazkéw, majq charakter wybitnie pionierski i poki co sa
jedynymi tego typu wynikami w literaturze Swiatowej.

2. Przygotowanie probek do analiz

Ze wzgledu na to, ze frakcje lipidowe owaddw charakteryzuja sie duzgq réznorodnoscia
chemiczng wystepujacych tam zwigzkéw, a co za tym idzie duza rozpietoscig ich polarnosci, we
wszystkich badaniach przedstawionych w cyklu habilitacyjnym zastosowano ekstrakcje sekwencyjna
z uzyciem eteru naftowego i dichlorometanu. Typowa procedura ekstrakcji zapewniajaca wstepne
rozdzielenie grup zwigzkoéw zostala przedstawiona na rysunku 1. Krotkie ekstrakcje eterem
naftowym, a nastepnie dichlorometanem pozwalaja na wyodrebnienie zwigzkéw kutykularnych,

natomiast w wyniku dtugiej ekstrakcji dichlorometanem wydzielono zwiazki wewnetrzne owaddow.
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Rys. 1. Schemat ekstrakcji frakcji lipidowych owadéw

Podczas ekstrakgji frakcji lipidowych z wylinek D. pini, z calych owadow F. nigra i z ciala
thuszczowego Z. atratus, ze wzgledu na innych charakter matrycy, zastosowano inny sposéb
ekstrakcji niz w przypadku kutykularnych i wewnetrznych frakcji lipidowych pozostatych owadow.
Ekstrakcja wylinek D. pini [H1] polegala na zastosowaniu tylko dwéch rozpuszczalnikéw (eteru
naftowego i dichlorometanu), poniewaz w tym przypadku nie byty ekstrahowane wewnetrzne frakcje
lipidowe. Ze wzgledu na mate rozmiary owadéw F. nigra [H6] przeprowadzono ekstrakcje catych
owadow wylacznie dichlorometanem. Do ekstrakcji ciata thuszczowego Z. atratus [H15] rowniez
zastosowano ten rozpuszczalnik, poniewaz w przypadku tego owada nie byly analizowane

kutykularne frakcje lipidowe.
Otrzymane ekstrakty byly z reguly rozdzielane na poszczegdlne grupy zwiazkéow. Do tego

celu zastosowano HPLC z aerozolowym detektorem promieniowania rozproszonego (LLSD).
Rozdzielenia wykonywane byly za pomocg analitycznej kolumny Econosil Silica 5 um (¢=4,6 mm
i 1=250 mm). Jako faze ruchomga stosowano eter naftowy (rozpuszczalnik A) i dichlorometan

z dodatkiem 15% acetonu (rozpuszczalnik B). Zastosowano liniowa zmiane skladu fazy ruchomej od
skladu A do B w ciggu 30 minut. Otrzymane w ten sposob poszczegélne grupy zwiazkow byly
przeprowadzane w pochodne trimetylosililowe i analizowane technikq GC/MS. Analiza frakcji
lipidowych owadéw polegala na identyfikacji oraz okredlaniu iloSciowym poszczeg6lnych

zwigzkow. Schemat analizy tych frakcji przedstawiono na rysunku 2.
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Rys. 2. Procedura analizy frakcji lipidowych owadow
3. Identyfikacja zwigzkéw chemicznych we frakcjach lipidow owadow

Identyfikacje zwiazkow we frakcjach lipidowych owadéw dokonano na podstawie czasow
retencji, charakterystycznych widm mas oraz poprzez porOwnanie otrzymanych widm mas
z widmami w bibliotece widm. Dodatkowo, podczas identyfikacji nietypowych dla owadéw
zwigzkéw wykonano koiniekcje frakcji lipidowych z odpowiednimi wzorcami. W analizowanych
gatunkach owadéw zidentyfikowano nastepujace grupy zwiazkow: kwasy thuszczowe, alkohole,
n-alkany, estry, sterole oraz nietypowe dla owadéw zwiazki organiczne nalezace do réznych grup.
Nasycone kwasy tluszczowe byly identyfikowane na podstawie charakterystycznych jonéw
pochodzacych od pochodnych trimetylosililowych o m/z 73, 117, 129, 132, 145, [M-15]" i [M]"
(Rys. 3). Do analizy kwasow thuszczowych w lipidach L. sericata zastosowano skanowanie w catym
zakresie mas - TIC (Total Ion Current), jak rowniez tryb SIM (Selected Ion Monitoring) [H3].
Technika ta jest szczeg6lnie przydatna do identyfikacji zwigzkow wystepujacych w szeregu
homologicznym. Moga by¢ w ten sposob analizowane poszczegdlne jony molekularne lub

charakterystyczne jony fragmentacyjne, np. kwaséw ttuszczowych.
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Rys. 3. Widmo mas kwasu oktadekanowego (pochodna trimetylosililowa - TMS)

Jezeli w kwasach thuszczowych obecne s3 miejsca nienasycenia, widma mas staja sie mniej
charakterystyczne, zwlaszcza gdy w danym zwiazku obecnych jest kilka miejsc nienasycenia

(Rys. 4).
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Rys. 4. Widmo mas kwasu oktadekadienowego (C18:2) (pochodna trimetylosililowa - TMS)

Alkohole byly identyfikowane na podstawie charakterystycznych widm mas trimetylosililowych

pochodnych zawierajacych jony o m/z 73, 103 i [M-15]" (Rys. 5).
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Rys. 5. Widmo mas oktadekanolu (pochodna trimetylosililowa - TMS)

Na widmach mas n-alkanéw obecne sg jony o m/z 57, 71, 85, 99 oraz [M]" (Rys. 6). Podobnie jak
w analizie kwasow tluszczowych L. sericata, do analizy n-alkanéw tego gatunku owada zastosowano

tryb TIC, jak rowniez SIM [H4].
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Rys. 6. Widmo mas heptakozanu

Estry metylowe kwaséw thuszczowych byly identyfikowane na podstawie jondw o m/z 74, 87 oraz
[M]™ (Rys. 7). Widma mas nienasyconych estréw metylowych, podobnie jak nienasyconych kwasow

karboksylowych sa mniej charakterystyczne, przez co ich identyfikacja jest utrudniona (Rys. 8).
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Rys. 7. Widmo mas estru metylowego kwasu oktadekanowego
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Rys. 8. Widmo mas estru metylowego kwasu oktadekenowego

Sterole byly identyfikowane na podstawie charakterystycznych jondw trimetylosililowych
pochodnych. Przyktadowe widmo mas [-sitosterolu przedstawione jest na rysunku 9. Dzieki temu,

ze sterole posiadaja rézne masy czasteczkowe i rdzne czasy retencji identyfikacja tych zwigzkow jest

jednoznaczna.
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Rys. 9. Widmo mas [3-sitosterolu (pochodna trimetylosililowa - TMS)

W kwasach thuszczowych L. sericata [H3] i C. vicina [H7] okre$lano polozenie miejsc
nienasycenia. W tym celu kwasy tluszczowe przeprowadzono w odpowiednie estry metylowe,
a nastepnie przeprowadzono reakcje z disiarczkiem dimetylu i otrzymano pochodna przedstawiona
na rysunku 10. Fragmentacja takich zwigzkéw pozwala jednoznacznie okresli¢ miejsce polozenia

podwdjnego wigzania.
173

100 -
90 o
80 -
70 1 217
60 1
50 -
40 1
30
20 B9
10 157 3580

0 —— e, - .
50 100 150 200 250 300 350 400
Rys. 10. Pochodna kwasu oktadekenowego i jej widmo mas

137 185

11



Analityka kutykularnej i wewnetrznej frakcji lipidowej wybranych gatunkéw owadéw w poszukiwaniu zwiazkéw aktywnych biologicznie

We frakcjach lipidowych C. vicina, C. vomitoria, S. carnaria i M. domestica zidentyfikowano
12 zwigzkéw nietypowych dla owadéw: kwas azelainowy, kwas fenylooctowy, kwas
fenylopropionowy, kwas sebacynowy, kwas 2-metylo-2-hydroksybutanowy, 2,4-dekadienal, octan
tokoferolu [H13], uracyl, 9-trikozen, monooleinian glicerolu, ester dimetylowy kwasu suberynowego
i ester butylowy kwasu stearynowego [H16]. W ciele thuszczowym Z. atratus zidentyfikowano
6 nietypowych dla owadéw estrow: ester decylowy kwasu oktanowego (FADE C8:0), ester etylowy
kwasu heksadekanowego (FAEE C16:0), ester etylowy kwasu oktadekenowego (FAEE C18:1), ester
decylowy kwasu oktanowego (FADDE C8:0), ester etylowy kwasu oktadekanowego (FAEE (C18:0)
i ester tetradecylowy kwas oktanowego (FATDE C8:0) [H15]. We frakcji lipidowej wylinek D. pini
zidentyfikowano tylko jeden nietypowy zwigzek - kwas dehydroabietynowy [H1]. Identyfikacja
wszystkich nietypowych dla owadéw zwigzkow polegala na interpretacji charakterystycznych widm
mas i przeprowadzeniu koiniekcji frakcji lipidowej z odpowiednim wzorcem. Przyktadowo, rysunek
11 przedstawia TIC otrzymany w wyniku analizy frakcji lipidowej, TIC koiniekcji frakcji lipidowej
ze wzorcem oraz widmo mas kwasu fenylopropionowego. W taki sam sposéb zidentyfikowano

pozostale, nietypowe dla owadow zwigzki.
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Rys. 11. Identyfikacja kwasu fenylopropionowego

4. Sklad frakcji lipidowych owadéw

W kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych o$miu gatunkéw owadéw
zidentyfikowano kwasy tluszczowe, n-alkany, estry, alkohole, sterole i inne zwiazki nietypowe dla
owadow.
4.1. Kwasy tluszczowe

Zazwyczaj we frakcjach lipidowych owadow identyfikowane sq kwasy thiszczowe
zwierajace od 8 do 26 atomdéw wegla w tancuchu, zarowno nasycone, jak i nienasycone zawierajace
jedno, dwa lub trzy podwojne wigzania [20-25]. Zwiazki te byly zidentyfikowane w uzyskanych
ekstraktach nastepujacych gatunkow owadow:
- D. pini (larwy, poczwarki [H1]),
- L. sericata (larwy i poczwarki [H14], samice i samce [H3]),
- F. nigra (larwy [H6]),
- C. vicina (larwy i poczwarki [H7]),
- C. vomitoria (larwy, poczwarki, samce i samice [H8]),
- S. canaria (larwy, poczwarki, samce i samice [H11]),

- Z. atratus (larwy i poczwarki [H15]).

Dendrolimus pini

W publikacji nienalezgcej do cyklu habilitacyjnego [26] analizowano kutykularne kwasy
thuszczowe larw D. pini. Zidentyfikowano tylko 5 kwaséw thuszczowych: 2 nasycone (C16:0, C18:0)
i 3 nienasycone (C18:1, C18:2 i C18:3). Zwiazki te sa typowe dla owadow [27-30] z wyjatkiem
C18:3, ktory wystepuje tylko w niektérych gatunkach. Ciekawy jest fakt, iz w wylinkach tego
gatunku owadow zidentyfikowano zupehie inne, nietypowe kwasy tluszczowe [H1]. W wylinkach
larwalno-larwalnych i larwalno-poczwarkowych zidentyfikowano odpowiednio 27 i 26 kwaséw
od C8:0 do C34:0. Wszystkie zidentyfikowane kwasy sa nasycone. Kwas C23:0 obecny w wylinkach
larwalno-larwalnych nie by} zidentyfikowany w wylinkach larwalno-poczwarkowych. Zaréwno

w wylinkach larwalno-larwalnych, jak i w wylinkach larwalno-poczwarkowych w najwiekszych
13
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ilosciach zidentyfikowane byty C20:0, C22:0, C26:0, C28:0, C30:0 i C32:0. Obecno$¢ kwaséow
thuszczowych we frakcjach lipidowych owadow jest typowa, cho¢ kwasy zawierajace powyzej

26 atomow wegla, a zwlaszcza o nieparzystej liczbie atomow wegla sa nietypowe. W przypadku
wylinek D. pini zidentyfikowano kwasy thuszczowe zawierajace powyzej 26 atoméw wegla. Funkcja
tych zwigzkow w wylinkach tych owadéw pozostaje nieznana, cho¢ moga wykazywac¢ one
wiasciwosci przeciwgrzybicze. Owady zrzucajac wylinki przechodza z jednego stadium larwalnego
w drugie lub gdy nastepuje przeobrazenie stadium larwalnego w stadium poczwarki. Metamorfoza
owadow, oprdcz gruntownej przebudowy organizmu, jest rowniez naturalnym procesem pozbywania
sie szkodliwych mikroorganizmow z powierzchni owadow, a obecno$¢ tak duzej liczby kwasow

thuszczowych moze dodatkowo zapobiega¢ infekcjom grzybiczym.

Lucilia sericata

Kwasy tluszczowe zostaly zidentyfikowane we frakcjach lipidowych larw i poczwarek
[H14] oraz samcow i samic L. sericata [H3]. Larwy posiadaja 15 kutykularnych kwasow
thuszczowych od C8:0 do C20:5 oraz 26 wewnetrznych kwasow tluszczowych od C6:0 do C26:0.
W najwiekszej iloSci na powierzchni kutykuli wystepowaty: C14:0 (6,4%), C16:1 (6,0%), C16:0
(31,8%), C18:1 (42,8%) i C18:0 (8,3%). Na uwage zastuguje fakt, iz stwierdzono obecno$¢
kutykularnych kwasow o 20 atomach wegla w tancuchu zawierajacych 4 i 5 miejsc nienasycenia,
ktore wystepuja w Sladowych ilosciach. Te dwa zwiazki w wewnetrznych frakcjach lipidowych
znajdujq sie w znacznie wiekszych iloSciach i stanowia odpowiednio 1,4 i 0,5%. Wewnatrz larw
w najwiekszej ilosci wystepowaty: C14:0 (1,0%), C16:1 (15,4%), C16:0 (20,5%), C18:1 (56,9%),
C18:0 (1,2%) i C20:5 (1,4%). Poczwarki zawieraja 24 kutykularne i 21 wewnetrzne kwasy
thuszczowe. Sposréd kutykularnych kwaséw tluszczowych w najwiekszych ilosciach wystepowaty
C14:0 (1,6%), C16:1 (7,0%), C16:0 (19,5%), C18:1 (60,0%) i C18:0 (8,3%), natomiast
w wewnetrznej frakcji lipidowej w najwiekszych ilosciach byly obecne C16:1 (16,0%), C16:0
(29,5%), C18:1 (45,6%), C18:0 (1,9%), C20:5 (3,2%) i C20:4 (1,1%). Podobnie jak we frakcjach
lipidowych larw, we frakcjach lipidowych poczwarek obecne sa kwasy o 20 atomach wegla
zawierajace 4 i 5 miejsc nienasycenia. Zidentyfikowano znacznie mniejsze iloSci kutykularnych
kwasow tluszczowych w poréwnaniu do kwaséw wewnetrznych. Na powierzchni kutykuli samic
i samcow zidentyfikowano kwasy thuszczowe zawierajace od 6 do 20 atoméw wegla. Obecne byty
rowniez kwasy o 20 atomach wegla zawierajace 4 i 5 miejsc nienasycenia. Do nietypowych
zwiazkéw obecnych w kutykularnych frakcjach lipidowych samcéw i samic mozna zaliczy¢ kwasy
thuszczowe o nieparzystej liczbie atoméw wegla (C7:0, C9:0, C11:0, C15:0 i C17:0). Te nietypowe

zwigzki wystepuja w niewielkich iloSciach (od $ladowych ilosci do 3,6%). Znacznie wiecej
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zidentyfikowano wewnetrznych kwaséw thuszczowych. Kwasy wewnetrzne samic i samcow
zawierajq od 6 do 26 atoméw wegla w tancuchu. W wewnetrznej frakcji lipidowej zidentyfikowano
nienasycony kwas tluszczowy o nieparzystej liczbie atoméw wegla C17:1 oraz kwasy nasycone
zawierajace 22, 24 i 26 atoméw wegla w lancuchu, ktérych nie bylo w kutykularnych frakcjach
lipidowych. Zidentyfikowano 15 kutykularnych kwaséw thuszczowych u samcéw, a w najwiekszych
ilosciach wystepowaty kwasy z parzysta liczbg atoméw wegla: C16:1 (10,3%) C16:0 (29,4%), C18:1
(40,6%) i C18:0 (6,7%). Z kolei sposrod wykrytych u samcow 21 wewnetrznych kwasow
thuszczowych w najwiekszych ilosciach wystepowaty C16:1 (14,7%), C16:0 (19,5%), C18:1 (57,4%)
i C20:0 (4,2%). Charakterystyczne tylko dla wewnetrznych frakcji lipidowych samcéw byty: C17:1,
C18:2, C19:0, C20:1, C20:0, C22:0, C24:0 i C26:0, natomiast kwasy C10:0 i C11:0 wystepowaty
tylko w kutykularnych frakcjach lipidowych. Zidentyfikowano 16 kutykularnych kwasow
thuszczowych samic, a w najwiekszej iloSci wystepowaty: C16:1 (15,2%), C16:0 (31,8%), C18:1
(25,0%) i C18:0 (8,0%). Zidentyfikowane réwniez zostaly 24 wewnetrzne kwasy thuszczowe
u samic, a w najwiekszej ilosci byly obecne: C16:1 (17,5%) C16:0 (21,0%), C18:1 (53,2%) i C20:5
(4,0%). Charakterystyczne dla wewnetrznych frakcji lipidowych samic byly nastepujace kwasy:
C14:1, C17:1, C17:0, C18:2, C19:0, C20:1, C22:0, C24:0 i C26:0, natomiast kwas C11:0 wystepuje
tylko w kutykularnych ekstraktach.

Forcipomyia nigra

Analizowany byl sklad wydzieliny pobranej bezposrednio ze szczecin larw F. nigra
hodowanych w temperaturze 5 i 20 °C [H6]. OkreSlono réwniez sklad kwasow thuszczowych
znajdujacych sie na powierzchni i wewnatrz larw, a takze sklad tych zwigzkéw w podtozu, na ktorym
te owady zyja [H6]. Poréwnujac sklad wydzieliny larw hodowanych w temperaturze
51 20 °C mozna stwierdzi¢, zZe zawarto$ci kwasow zawierajacych 16 i 18 atoméw wegla w tancuchu
sq najwyzsze, natomiast zawartosci kwasow od C7:0 do C12:0 sg znacznie nizsze. W wydzielinie
larw hodowanych w temp. 5 °C obecne sa 3 kwasy wystepujace w sladowych iloSciach,
a w wydzielinie larw hodowanych w temp. 20 °C obecnych jest 5 kwasow o zawartosci do 2,9%.
Analiza frakcji lipidowych pochodzacych z calych owadéw (z powierzchni i z wnetrza larw)
wykazata dodatkowo obecno$¢ kwasu zawierajacego 5 atoméw wegla. W podtozu zidentyfikowano
tylko 6 kwaséw od C14:0 do C18:0, ktore wystepuja w najwiekszych ilosciach w wydzielinie
ze szczecin larw F. nigra. Wérod kwasow, ktore zidentyfikowano w wydzielinie larw F. nigra
hodowanych w 5 i 20 °C zidentyfikowano 3 nienasycone kwasy tluszczowe (C16:1, C18:1 i C18:2)

oraz 2 kwasy z nieparzysta liczbg atomow wegla w tancuchu (C7:0 i C9:0).
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Calliphora vicina

W kutykularnych frakcjach lipidowych larw C. vicina zidentyfikowano 24 kwasy thuszczowe
od C8:0 do C24:0, natomiast wewnetrzne frakcje lipidowe zawieraja 26 kwasow od C6:0 do C22:0
[H7]. Zidentyfikowano 15 nasyconych i 9 nienasyconych kutykularnych kwaséow larw, a w skiad
wewnetrznych frakcji lipidowych tego stadium wchodzi 16 nasyconych i 10 nienasyconych kwaséw
thuszczowych. W najwiekszych ilosciach wystepuja nastepujace kutykularne kwasy: C16:1 (19,7%),
C16:0 (18,6%), C18:2 (0,9%), C18:1 (45,6%) i C18:0 (8,5%), natomiast w wewnetrznych frakcjach
lipidowych wykryto: C14:0 (6,6%) C16:1 (23,2%), C16:0 (13,6%), C18:1 (53,6%) i C18:0 (1,5%).
Sposrod glownych kwasow thuszczowych, kwas C18:2 byt obecny tylko w ekstraktach
kutykularnych, a kwas C14:0, stanowiacy az 6,8% w wewnetrznych frakcjach lipidowych,
w kutykularnych frakcjach larw stanowit tylko 0,3%. Na powierzchni kutykuli i wewnatrz larw
zidentyfikowano odpowiednio 4 i 6 kwaséw zawierajacych 20 atoméw wegla, a w najwiekszych
iloSciach wystepowaly C20:5 i C20:4. W kutykularnych ekstraktach poczwarek C. vicina
zidentyfikowano 32 kwasy ttuszczowe od C6:0 do C26:0, natomiast wewnetrzne frakcje lipidowe
zawieraja tylko 21 kwasoéw od C7:0 do C26:0 [7]. Na powierzchni kutykuli poczwarek znajduje sie
18 nasyconych i 14 nienasyconych kwasow, natomiast wewnatrz tego stadium zidentyfikowano
15 nasyconych i 6 nienasyconych kwasow tluszczowych. Sklad glownych kwaséw thuszczowych
larw i poczwarek jest podobny: na powierzchni kutykuli poczwarek w najwiekszych ilosciach
wystepuja C16:1 (16,4%), C16:0 (19,3%), C18:2 (6,9%), C18:1 (41,6%) i C18:0 (8,6%), natomiast
w wewnetrznych frakcjach lipidowych: C14:0 (5,2%), C16:1 (18,2%), C16:0 (24,2%), C18:1
(40,9%) i C18:0 (4,8%). Podobnie do larw, we frakcjach lipidowych poczwarek kwas C18:2 byt
obecny byt tylko na kutykuli owadéw, natomiast kwas C14:0 stanowiacy 5,2% kwasow
wewnetrznych, w kutykularnych frakcjach lipidowych stanowit 2,4%. We frakcjach lipidowych
poczwarek zidentyfikowano 6 kutykularnych i 2 wewnetrzne kwasy thuszczowe zawierajace
20 atomow wegla. W kutykularnych frakcjach lipidowych byly to kwasy: C20:5, C20:4, C20:3,
C20:2, C20:1 i C20:0, natomiast w wewnetrznych frakcjach lipidowych zidentyfikowano tylko
C20:51i C20:4.

Calliphora vomitoria

Analizowano sklad kutykularnych i wewnetrznych kwasow thuszczowych larw, poczwarek,
samcOow i samic C. vomitoria [H8]. Zidentyfikowano 24 kutykularne kwasy tluszczowe larw
i 23 kutykularne kwasy poczwarek. Gléwnymi kutykularnymi kwasami larw byly C12:0 (1,3%),
C14:0 (4,5%), C16:1 (30,1%), C16:0 (25,7%), C18:2 (2,8%), C18:1 (22,1%) i C18:0 (9,2%).

Pozostale kwasy tluszczowe wystepowaly w znacznie mniejszych ilosciach. W kutykularnych
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frakcjach lipidowych larw zidentyfikowano 4 kwasy zawierajace 20 atomow wegla: C20:5, C20:4,
C20:1 i C20:0, a zawartosci kazdego z nich wynosily ponizej 1 %. W najwiekszych ilosciach
w kutykularnych frakcjach lipidowych poczwarek wystepowaly nastepujace kwasy: C14:0 (4,5%),
C16:1 (27,3%), C16:0 (23,6%), C18:2 (2,4%), C18:1 (37,2%) i C18:0 (1,9%). Podobnie jak w
ekstraktach lipidowych larw, pozostale kwasy tluszczowe poczwarek wystepowaly w znacznie
mniejszych ilosciach. W kutykularnych frakcjach lipidowych poczwarek zidentyfikowano 3 kwasy
zawierajace 20 atomow wegla: C20:5, C20:4 i C20:0, a ich zawartosci wynosily rowniez ponizej
1 %. W kutykularnych frakcjach lipidowych samcow i samic zidentyfikowano odpowiednio
25 i 24 kwasy thuszczowe. W najwiekszych iloSciach u samic i samcoéw wystepowaly nastepujace
kutykularne kwasy: C14:0 (1,8% samce; 1,7% samice), C16:1 (47,9% samce; 28,9% samice), C16:0
(19,3% samce; 25,1% samice), C18:2 (2,2% samce; 6,4% samice), C18:1 (22,5% samce;
30,9% samice) i C18:0 (1,6% samce; 2,6% samice) oraz C20:5 (1,9% samce; 1,7% samice).
Na powierzchni kutykuli samcéw i samic obecne sa po 3 kwasy zawierajagce 20 atomow wegla:
C20:5, C20:4 i C20:0, a ich zawarto$ci wynosza od $ladowych ilosci do 1,9%. We frakcjach
lipidowych samcow zidentyfikowano kwasy C24:0 i C15:1, ktore nie byly obecnie w na powierzchni
kutykuli samic. Z kolei w kutykularnych frakcjach lipidowych samic obecny byt kwas C21:0,
ktérego nie zidentyfikowano na kutykuli samcéw.

Na powierzchni kutykuli i wewnatrz larw, poczwarek, samcéw i samic w najwiekszych
ilosciach wystepuja nastepujace kwasy tluszczowe: C14:0, C16:1, C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0.
Procentowa zawarto$¢ kwasu C16:1 obecnego wewnatrz larw jest znacznie wyzsza niz we frakcjach
lipidowych poczwarek, natomiast zawartos¢ kwasow C16:0 i C18:1 jest wyzsza we frakcjach
lipidowych poczwarek w poréwnaniu z frakcjami lipidowymi larw. Wewnatrz larw zidentyfikowano
4 kwasy thuszczowe o 20 atomach wegla (C20:5, C20:4, C20:1 i C20:0), a wewnatrz poczwarek
obecnych jest 5 takich zwigzkow (C20:5, C20:4, C20:3, C20:1 i C20:0). U dorostych owadow
stwierdzono znaczne réznice w skladzie wewnetrznych kwasow tluszczowych samic i samcow.
Wewnatrz samcow procentowa zawarto$¢ kwasow C16:1 i C18:1 jest wyzsza niz we frakcjach
lipidowych samic, natomiast zawarto$¢ kwasu C16:0 jest wyzsza we frakcjach lipidowych samic.
Wewnatrz samcow zidentyfikowano 5 kwasow thuszczowych o 20 atomach wegla (C20:5, C20:4,
C20:3, C20:1 i C20:0), a wewnatrz samic tylko 3 (C20:5, C20:4 i C20:0).

Sarcophaga carnaria

W ekstraktach kutykularnych larw, poczwarek, samcow i samic S. carnaria zidentyfikowano
28 kwasow karboksylowych, zarowno nasyconych, jak i nienasyconych od C7:0 do C26:0 [H11].
Zwiazki te byly gléwnymi sktadnikami kutykularnych frakcji lipidowych S. carnaria i stanowity
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ok. 70% zwiazkow kutykularnych larw, ok. 97% zwiazkéw kutykularnych poczwarek

i odpowiednio, ponad 85% i 92% zwigzkéw kutykularnych samcéw i samic. We frakcjach
lipidowych wszystkich stadiow rozwojowych zidentyfikowano najwieksze ilosci kwasu
oktadekenowego (C18:1). Zawartos$¢ tego zwiazku wynosita dla larw, poczwarek, samcow i samic
odpowiednio: 44, 146, 924 i 1052 pg/g owada. Na powierzchni samcéw i samic zidentyfikowano
dwa wielonienasycone kwasy C20:5 i C20:4, a w ekstraktach poczwarek tylko C20:4, natomiast
w kutykularnych frakcjach lipidowych larw nie zidentyfikowano tych zwigzkéw. Zidentyfikowano
rowniez 27 wewnetrznych kwasoéw karboksylowych larw, poczwarek, samcéw i samic S. carnaria,
ktore zawieraly od 9 do 27 atomow wegla w czasteczce [H11]. Wsréd wewnetrznych kwasow
karboksylowych w najwiekszych ilosciach wystepowal kwas C18:1. Zawarto$¢ tego zwigzku
wynosita dla larw, poczwarek, samcow i samic odpowiednio: 11,0, 7,2, 4,6 i 5,3 mg/g owada.

W wewnetrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samcow i samic zidentyfikowano takze

dwa wielonienasycone kwasy: C20:5 i C20:4.

Zophobas atratus

Analizowano wplyw hormonu adypokinetycznego (AKH) (po 24 i 48 godzinach
od wstrzykniecia) na sklad ciala thuszczowego larw i poczwarek Z. atratus [H15]. W ciele
thuszczcowym larw stwierdzono obecnos¢ 10 kwasow thuszczowych od C6:0 do C18:0.
W najwiekszych iloSciach wystepowaty C16:0, C18:1 i C18:0, natomiast w znacznie mniejszych
ilosciach wystepowaty C14:0, C16:1 i C18:2, a procentowe zawartosci kwasow C6:0, C8:0, C10:0
i C12:0 wynosity ponizej 1,5%. W ciele thuszczowym poczwarek stwierdzono rowniez obecnosc¢
10 kwasow thuszczowych, a w najwiekszych ilosciach wystepowaty C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0.
Pozostale kwasy wystepowaly w znacznie mniejszych iloSciach - ponizej 2%. Zawarto$¢ kwasow
thuszczowych w ciele thuszczowym larw wzrosta pod wplywem hormonu AKH. Wyzszy wzrost
zawartosci zaobserwowano po 24 godzinach od wstrzykniecia pojedynczej dawki AKH niz
po 48 godzinach od wstrzykniecia dwoch dawek. W najwiekszych ilosciach obecny byt kwas C16:0,
a pod wpltywem hormonu jego zawartos¢ wzrosta dwukrotnie po 24 godzinach. Zawartos¢ kwasu
C18:0 rowniez wzrosta po 24 godzinach z 1,8 do 4,0 pg/mg ciata thuszczowego. Ciekawy jest fakt,
iz zawartoSci nienasyconych kwasow C18:1 i C18:2 po 48 godzinach byly nizsze niz w ekstrakcie
kontrolnym ciata thuszczowego. Kwasy thuszczowe larw od C6:0 do C12:0 obecne sa w mniejszych
ilosciach. Zawartos$ci wiekszosci kwasow tluszczowych w ciele thuszczowym poczwarek byly nizsze
po wstrzyknieciu AKH. Zawarto$¢ C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0 w ciele thuszczowym poczwarek
byla wyzsza niz w ciele tluszczowych larw. ZawartoSci kwasow tluszczowych poczwarek

po 24 godzinach od wstrzykniecia hormonu byly nizsze o okoto jedng trzecia w przypadku C16:0
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i C18:2 oraz o okoto jedng czwarta w przypadku C18:1 i C18:0, a po 48 godzinach zawartoSci
kwasow thuszczowych C14:0, C16:1, C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0 byly jeszcze nizsze.

4.2. Alkohole

Alkohole rzadko wystepuja we frakcjach lipidowych owadéw i zazwyczaj posiadaja
od 22 do 34 atomow wegla w czasteczce [8, 9, 31, 32]. Zwiazki te zawierajace ponizej 22 atomow
wegla zidentyfikowano w niewielu gatunkach owadow [21, 27]. Alkohole zostaly zidentyfikowane
w nastepujacych gatunkach owadow:
- L. sericata (larwy i poczwarki [H14], samice i samce [H3]),
- M. domestica (larwy, poczwarki, samce i samice [H5]),
- C. vomitoria (larwy, poczwarki, samce i samice [H9]),

- Z. atratus (larwy, poczwarki [H15]).

Lucilia sericata

W kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samcéw i samic
L. sericata zidentyfikowano 10 alkoholi od C10:0 do C28:0 [H3] i [H14]. Wszystkie
zidentyfikowane alkohole posiadaja parzysta liczbe atoméw wegla i sa nasycone. Larwy zawieraja
tylko 4 kutykularne alkohole w niewielkich iloSciach. Sposréd nich 3 alkohole (C14:0, C16:0
i C18:0) wystepuja w poréwnywalnych ilosciach, a C26:0 obecny byt w Sladowych ilosciach.
W wewnetrznych frakcjach lipidowych larw nie zidentyfikowano alkoholi, natomiast we frakcjach
kutykularnych poczwarek zidentyfikowano 9 alkoholi. Dominuja 2 alkohole (C24:0 i C26:0),
3 wystepuja w mniejszych ilosciach (C12:0, C14:0 i C16:0), a pozostate 4 (C18:0, C20:0, C22:0
i C28:0) obecne sa w S$ladowych ilosciach. W wewnetrznych frakcjach lipidowych poczwarek
(podobnie jak w wewnetrznych frakcjach lipidowych larw) nie zidentyfikowano alkoholi.
W samcach zidentyfikowano tylko 5 kutykularnych alkoholi od C12:0 do C20:0 w niewielkich
ilociach, natomiast w samicach zidentyfikowano 7 kutykularnych alkoholi od C10:0 do C22:0,
rowniez w niewielkich iloSciach. Wewnatrz samcow i samic L. sericata zidentyfikowano tylko
Sladowe ilosci alkoholi. W przypadku samcéw byly to: C14:0, C20:0, C22:0, C24:0 i C26:0,
a w przypadku samic tylko C14:0, C20:0 i C22:0.

Musca domestica
W kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samcow i samic
M. domestica zidentyfikowano 10 alkoholi od C12:0 do C30:0 [H5]. Wszystkie zidentyfikowane

alkohole posiadaja parzysta liczbe atoméw wegla i sq nasycone. Na powierzchni kutykuli larw
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obecnych jest tylko 8 alkoholi, a dominujacym zwigzkiem jest C12:0, ktéry stanowi 70,4%
wszystkich alkoholi. Kolejne 3 alkohole (C14:0, C16:0 i C18:0) wystepuja w znacznie mniejszej
ilosci i stanowia od 3,5% do 14,2%, natomiast zawarto$ci pozostatych alkoholi od C20:0 do C30:0
wynosity do 1,3%. Réwniez w kutykularnych frakcjach lipidowych poczwarek dominujacym
alkoholem jest C12:0 (31,0%). Pozostate alkohole od C14:0 do C30:0 wystepuja w mniejszych
ilosciach od 3,7% do 14,4%, z wyjatkiem C22:0, ktory wystepuje w Sladowych ilosciach. Wewnatrz
larw nie zidentyfikowano alkoholi, a w wewnetrznych frakcjach lipidowych poczwarek
zidentyfikowano 5 alkoholi w ilosciach sladowych: C18:0, C20:0, C22:0, C24:0 i C26:0.

Na powierzchni samcéw i samic zidentyfikowano odpowiednio 8 i 9 alkoholi, sposrdd
ktorych w najwiekszych iloSciach wystepowaly C12:0 i C24:0. Na kutykuli samcow
nie zidentyfikowano alkoholu C22:0, ktory we frakcjach lipidowych samic stanowil 11,9%
wszystkich alkoholi. Zawartos¢ alkoholu C20:0 byla wyzZsza u samic niz u samcow (9,4% samice;
3,0% samce). Rowniez zawarto$¢ alkoholu C16:0 byla wyzsza we frakcjach uzyskanych z samic
(4,5% samice; 1,5% samce), natomiast zawartos¢ alkoholu C24:0 jest wyzsza w ekstraktach
lipidowych samcow (57,5% samce; 36,5% samice). Wewnatrz samcow i samic zidentyfikowano
tylko dwa alkohole C18:0 i C20:0. W ekstraktach uzyskanych z samcow wystepowaty one
w ilosciach $ladowych, natomiast w ekstraktach uzyskanych samic ich zawartosci wynosity

odpowiednio 3,6 i 5,0 pg/g owada.

Calliphora vomitoria

W kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek i samcow
C. vomitoria zidentyfikowano odpowiednio 7, 6 i 5 alkoholi [H9]. Na powierzchni kutykuli samic
nie zidentyfikowano zadnych alkoholi. Alkohol C12:0 by} zidentyfikowany na powierzchni kutykuli
larw i stanowit 4,8% wszystkich alkoholi, natomiast alkohol C14:0 zostat zidentyfikowany tylko
w larwach i poczwarkach, a C16:0 w larwach, poczwarkach i samcach. Zawartosci kutykularnych
alkoholi C18:0 i C20:0 u larw i poczwarek sg poréwnywalne, natomiast ich zawarto$¢ we frakcjach
lipidowych samcéw jest znacznie nizsza. Z kolei zawarto$¢ alkoholu C22:0 jest znacznie wyzsza
na powierzchni samcéw w poréwnaniu do frakcji lipidowych larw i poczwarek i stanowi 60,2%.

Wewnatrz larw wykryto tylko jeden alkohol (C22:0), natomiast wewnatrz samcow
zidentyfikowano 4 alkohole w ilo$ciach sladowych (C18:0, C20:0, C22:0 i C24:0). W wewnetrznych
frakcjach lipidowych poczwarek i samic byly obecne po 4 alkohole: C18:0, C20:0, C22:0 i C24:0,
a alkoholem o najwyzszej zawartoSci w poczwarkach byl C18:0 (53,4%), natomiast w samicach

C22:0 (59,0%).
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Zophobas atratus

Analizowano wplyw hormonu adypokinetycznego (AKH) (po 24 i 48 godzinach
od wstrzykniecia owadom) na skiad alkoholi ciala thuszczowego larw i poczwarek Z. atratus [H15].
W ciele tluszczowym larw stwierdzono obecnos¢ 5 alkoholi. W najwiekszych iloSciach wystepowat
alkohol C10:0 i stanowit on od 91,7% w ciele thuszczowym larw kontrolnych do 67,5% w ciele
thuszczcowym larw po 48 godzinach od wstrzykniecia hormonu AKH. W znacznie mniejszych
ilosciach wystepowaty C12:0, C14:0, C16:0 i C18:0. Poréwnujac zawartosci alkoholi (pg/mg ciala
thuszczowego) mozna stwierdzi¢, ze zawarto$ci wszystkich alkoholi wzrastaja po wstrzyknieciu
hormonu.

W ciele thuszczowym poczwarek rowniez stwierdzono obecno$c¢ 5 alkoholi. W najwiekszych
ilosciach wystepowat alkohol C10:0, ktory stanowil od 79,2% alkoholi w ciele tluszczowym larw
kontrolnych do 83,2% w ciele thuszczowym larw po 24 godzinach od wstrzykniecia hormonu AKH.
Podobnie jak w ciele thuszczowym larw, w ciele tluszczowym poczwarek pozostate alkohole

(C12:0, C14:0, C16:0 i C18:0) byly obecne w znacznie mniejszych ilosciach.

4.3. n-alkany
Kolejng grupa zwigzkéw byly n-alkany, ktére zostaly zidentyfikowane we frakcjach
lipidowych larw, poczwarek, samcow i samic L. sericata [H4]. Zwiazki te sq typowymi skiadnikami

tych frakcji i u niektérych gatunkéw owadow peknig role feromonéw [6, 33-38].

Lucilia sericata

Na powierzchni kutykuli larw zidentyfikowano 7 n-alkanéw od C23 do C31, natomiast
w kutykularnych frakcjach lipidowych poczwarek zidentyfikowano az 18 n-alkanow [H4].
W ekstraktach lipidowych larw i poczwarek dominujg C27, C29 i C31, a pozostate n-alkany o
parzystej liczbie atoméw wegla wystepuja w znacznie mniejszych ilosciach. Zidentyfikowano
réwniez odpowiednio 16 i 17 kutykularnych n-alkanéw samcow i samic. Glownymi zwigzkami w tej
grupie sa C23, C25 i C27. Zawarto$¢ kutykularnych n-alkanéw samcéw i samic jest zblizona.
Przykladowo, zawartos¢ kutykularnego C27 samcow i samic wynosi odpowiednio 47,9 i 47,5%.
Pozostate kutykularne n-alkany wystepuja w znacznie mniejszych iloSciach, od sladowych ilosci do
3,4%.

W wewnetrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samcow i samic zidentyfikowano
odpowiednio 5, 7, 5 i 4 n-alkany zawierajace od 23 do 31 atoméw wegla. Dominujg n-alkany

0 nieparzystej liczbie atomow wegla. Porownujac n-alkany larw i poczwarek mozna stwierdzic,
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ze zawarto$¢ C25 jest znacznie wyzsza w wewnetrznych frakcjach lipidowych larw (22,4%

w larwach; 4,4% w poczwarkach). Wewnatrz poczwarek obecne sg 2 n-alkany o parzystej liczbie
atomow wegla, ktorych brak w ekstraktach z larw (C26 i C30). Poréwnujac n-alkany samcéw i samic
mozna stwierdzi¢, ze zawartos¢ C23 jest znacznie wyzsza wewnatrz samic (2,3% samce; 24,0%
samice). W ekstraktach lipidowych samcéw obecny jest 1 n-alkan o parzystej liczbie atomow wegla,

ktorego brak w ekstraktach samic (C28).

4.4. Estry

Estry metylowe kwasow tluszczowych w ekstraktach lipidowych owadoéw wystepuja
w niewielkich iloSciach i czesto pehia role feromonéw [27, 39-42]. W moich badaniach estry byty
zidentyfikowane u nastepujacych gatunkéw owadow:
- C. vomitoria (larwy, poczwarki, samce i samice [H9]),

- Z. atratus (larwy, poczwarki [H15]).

Calliphora vomitoria

W ekstraktach kutykularnych larw zidentyfikowano 6, a w ekstraktach poczwarek 7 estrow
metylowych kwasow thuszczowych. Zidentyfikowano zaréwno nasycone, jak i nienasycone estry
zawierajace zarOwno parzysta, jak i nieparzysta liczbe atoméw wegla, cho¢ estréw o nieparzystej
liczbie atomow wegla jest wiecej i wystepuja w wiekszych iloSciach. Gléwnymi estrami we
frakcjach lipidowych larw i poczwarek sa C17:1 i C19:1. Procentowa zawarto$¢ estru C17:1 jest
wyzsza we frakcjach lipidowych larw (55,4% w larwach; 42,5% w poczwarkach), a estru C19:1 jest
wyzsza we frakcjach lipidowych poczwarek (33,9% w larwach; 42,0% w poczwarkach). Zawartos¢
pozostatych estrow jest znacznie nizsza.

Na powierzchni kutykuli samcéw zidentyfikowano 5, a w ekstraktach lipidowych samic
7 estrow metylowych kwasow tluszczowych. Tak samo jak w przypadku larw i poczwarek,
zidentyfikowano zaréwno nasycone, jak i nienasycone estry zawierajace zar6wno parzysta,
jak i nieparzystg liczbe atomow wegla. Estrow o nieparzystej liczbie atomow wegla jest wiecej
i wystepuja w wiekszych iloSciach. Glownymi estrami na powierzchni kutykuli samcéw i samic
sg C17:1 i C19:1. Procentowa zawartosc estru C17:1 jest niemal taka sama we frakcjach lipidowych
samcéw i samic (30,1% samce; 29,9% samice), a zawarto$¢ estru C19:1 jest wyzsza we frakcjach

lipidowych samcéw (57,8% samce; 44,6% samice). Na powierzchni kutykuli samic zidentyfikowano
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ester C19:2, ktérego nie bylo na powierzchni kutykuli samcow. Zawartos¢ pozostatych estrow jest
znacznie nizsza.

Wewnetrzne frakcje lipidowe larw i poczwarek zawieraja odpowiednio 9 i 10 estrow.
Wewnatrz larw i poczwarek w najwiekszej iloSci byly zidentyfikowane C17:1 i C19:1. Tak samo jak
na powierzchni kutykuli, w wewnetrznych frakcjach lipidowych procentowa zawarto$¢ estru C17:1
jest wyzsza wewnatrz larw (57,1% w larwach; 35,8% w poczwarkach), a estru C19:1 jest wyzsza
wewnatrz poczwarek (31,0% w larwach; 43,3% w poczwarkach). Zawarto$¢ pozostatych estrow jest
znacznie nizsza.

W wewnetrznych frakcjach lipidowych samcéw zidentyfikowano 6, a we frakcjach
lipidowych samic 7 estréw metylowych kwaséw thuszczowych. Profile estrow wewnetrznych
samcOw i samic sq podobne do profili kutykularnych. Gléwnymi wewnetrznymi estrami samcow
i samic sg C17:1 i C19:1. Wewnatrz samcow i samic procentowa zawarto$¢ estru C17:1 jest niemal
taka sama (34,8% samce; 34,1% samice), a zawarto$¢ estru C19:1 jest wyzsza we frakcjach
lipidowych samcow (54,3% samce; 50,6% samice). Wewnatrz samic zidentyfikowano ester C19:2,
ktdrego nie bylo w wewnetrznych frakcjach lipidowych samcéw. Zawartos¢ pozostatych estrow jest

znacznie nizsza.

Zophobas atratus
W ciele tluszczowym larw i poczwarek zidentyfikowano 15 estrow metylowych.

W najwiekszej iloSci wystepuja estry metylowe nastepujacych kwaséw thuszczowych: C16:0, C18:2,
C18:1 i C18:0. Porownujac procentowe zawartosci estrow w ciele thuszczowym larw mozna
stwierdzic¢, ze zawartosci estrow metylowych kwasow C16:0 i C18:2 sq wyzsze po wstrzyknieciu
hormonu AKH zaréwno po 24, jak i po 48 godzinach, natomiast zawartos¢ estru metylowego kwasu
C18:1 maleje. Poréwnujac procentowe zawartosci estrow w ciele thuszczowym poczwarek mozna
stwierdzi¢, ze zawartoS¢ estru metylowego kwasu C16:0 jest wyzsza po wstrzyknieciu hormonu
AKH zaréwno po 24, jak i po 48 godzinach, natomiast zawartosci estrow metylowych kwasow
C18:2 i C18:1 po tym zabiegu malejg. Zawartosci (w pg/mg ciala thuszczowego) estrow metylowych
kwasow C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0 po wstrzyknieciu hormonu AKH, zaréwno w przypadku larw,

jak i poczwarek po 24 godzinach maleja, a po 48 godzinach wzrastaja.

4.5. Sterole
Sterole odgrywaja wazna role podczas rozwoju owaddow, zwlaszcza cholesterol, ktory jest
prekursorem ekdysteroidow [43-47]. Owady nie syntezuja cholesterolu, dlatego pobierajg sterole

wraz z pozywieniem i przeksztatcaja je do cholesterolu [48]. NajczeSciej wystepujacym sterolem
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w kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych byl cholesterol (Rys. 12). Zostat
on zidentyfikowany w nastepujacych gatunkach owadow:

- M. domestica (larwy, poczwarki, samce i samice [H10),

- L. sericata (larwy i poczwarki [H14], samice i samce [H3]),

- C. vicina (larwy, poczwarki, samce i samice [H10]),

- C. vomitoria (larwy, poczwarki, samce i samice [H9]),

- S. canaria (larwy, poczwarki, samce i samice [H10]),

- Z. atratus (larwy i poczwarki [H15]).

Sposrdéd analizowanych gatunkow owadow zawartos¢ kutykularnego cholesterolu samic S. carnaria
jest najwyzsza (70,5 pg/g owada). Znacznie mniej cholesterolu posiadaja samce i poczwarki tego
gatunku (odpowiednio 40,2 i 12,8 pg/g owada), natomiast na powierzchni kutykuli larw cholesterolu
nie zidentyfikowano. Inne proporcje cholesterolu wystepuja we frakcjach lipidowych C. vicina.
Wyzszq zawartoSC cholesterolu stwierdzono na powierzchni kutykuli samcéw w porownaniu
do samic, natomiast we frakcjach lipidowych larw i poczwarek stwierdzono okoto 4-5-krotnie nizszq
zawartos¢ cholesterolu. Na powierzchni kutykuli samcéw i samic M. domestica stwierdzono
znacznie wiecej cholesterolu niz we frakcjach lipidowych larw i poczwarek, natomiast
na powierzchni kutykuli larw, poczwarek, samcow i samic L. sericata zawartos¢ cholesterolu
jest zblizona. Podobng zawartos¢ cholesterolu stwierdzono takze na powierzchni kutykuli
C. vomitoria z wyjatkiem ekstraktow lipidowych larw, gdzie zawartos¢ cholesterolu wynosi tylko 0,7

1ng/g owada.
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Rys. 12. Zawartos¢ cholesterolu kutykularnego
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Rys.13. Zawartos¢ cholesterolu wewnetrznego

W analizowanych gatunkach owad6éw zawartos¢ cholesterolu wewnetrznego jest znacznie
wyzsza niz kutykularnego. Najwyzsza zawartos¢ stwierdzono wewnatrz larw, poczwarek, samcow
i samic L. sericata. Zwtaszcza duza zawarto$¢ wystepuje we frakcjach lipidowych larw (3130,0 pg/g
owada) i poczwarek (2120,0 pg/g owada). ZawartoS¢ wewnetrznego cholesterolu samic i samcow
L. sericata takze jest stosunkowo duza (odpowiednio 970,0 i 490,0 png/g owada). W przypadku
M. domestica najwyzsza zawartoS¢ cholesterolu stwierdzono wewnatzr samcow (260,5 pg/g owada),
a nizszq wewnatrz samic (115,5 pg/g owada). Zawartos¢ cholesterolu ponizej 100 pg/g owada byla
stwierdzona w ekstraktach lipidowych larw i poczwarek M. domestica. Wewnatrz pozostalych
gatunkow owadow, zawartos¢ powyzej 200 pg/g owada stwierdzono we frakcjach lipidowych
poczwarek i samic S. carnaria oraz samic C. vomitoria, natomiast zawartos¢ powyzej 100 ng/g
owada stwierdzono wewnatrz larw i samcow S. carnaria, larw i samcow C. vicina oraz larw,
poczwarek i samcéw C. vomitoria. Najnizsza zawartosS¢ cholesterolu wewnetrznego stwierdzono
wewnatrz poczwarek i samic C. vicina (ponizej 40 pg/g owada).

Inne sterole (oprocz cholesterolu) byly zidentyfikowane w nastepujacych gatunkach
owadow:
- M. domestica (larwy [H10]),
- Z. atratus (larwy i poczwarki [H15]).

W kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samcéw i samic
M. domestica zidentyfikowano 7 steroli: cholesterol, kampesterol, kampestanol, stigmasterol,

sitosterol, sitostanol i fukosterol [H10]. Na powierzchni kutykuli larw i poczwarek w najwiekszej
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ilosci wystepowat sitosterol (odpowiednio 74,0% i 57,9%). Cholesterol, kampesterol i stigmasterol
wystepowaly w znacznie mniejszych iloSciach: od 2,4% kampesterolu do 18,7% cholesterolu
na powierzchni kutykuli law. Na powierzchni kutykuli poczwarek zidentyfikowano sitostanol,
ktérego zawarto$¢ wynosita 9,1%, a we frakcjach lipidowych larw zwigzek ten wystepowat
w ilosciach sladowych. Na powierzchni kutykuli larw i poczwarek stwierdzono obecnos¢ sladowych
iloSci kampestanolu, natomiast fukosterol byt obecny tylko w kutykularnych frakcjach lipidowych
larw w ilosciach sladowych. Na powierzchni kutykuli samcow i samic M. domestica w najwiekszej
ilosci wystepowat cholesterol (odpowiednio 79,9% i 76,3%). Kampesterol i stitosterol wystepowaty
w znacznie mniejszych iloSciach: od 7,5% sitosterolu w ekstraktach lipidowych samcow do 12,7%
kampesterolu we frakcjach lipidowych samic. Na powierzchni kutykuli samcéw i samic stwierdzono
obecno$¢ $Sladowych ilosci kampestanolu i sitostanolu, natomiast stigmasterol byl obecny tylko
w na powierzchni samic w ilosciach sladowych.

Wewnatrz larw, poczwarek, samcow i samic M. domestica w najwiekszej ilosci wystepowat
cholesterol (odpowiednio 54,7%, 57,4%, 73,2% i 75,1%). Sitosterol i kampesterol wystepowaty
w mniejszych iloSciach od 8,1% sitosterolu we frakcjach lipidowych samic do 28,7% kampesterolu
wewnatrz law. W wewnetrznych frakcjach lipidowych larw i poczwarek zidentyfikowano
stigmasterol, ktéry nie wystepowatl wewnatrz samcow i samic, natomiast fukosterol byt obecny tylko
W wewnatrz poczwarek.

W ciele tluszczowym larw i poczwarek Z. atratus zidentyfikowano tylko 2 sterole:
cholesterol i sitosterol [H15]. Po wstrzyknieciu hormonu AKH larwom, po 24 godzinach zawartos¢
cholesterolu wzrosta, a po 48 godzinach zmalala, natomiast zawartoS¢ cholesterolu w ciele
thuszczowym poczwarek maleje zarowno po 24, jak i po 48 godzinach. Zawartos¢ sitosterolu w ciele

thuszczowym larw i poczwarek jest znacznie nizsza.

4.6. Nietypowe dla owadow zwiazki zidentyfikowane we frakcjach lipidowych owadéw

Identyfikacja nietypowych dla owadéw zwigzkéw jest bardzo waznym zadaniem naukowym,
poniewaz moze dostarczy¢ ,nowych” zwigzkéw wykazujacych aktywnos$¢ biologiczng. Zwiazki
te moga by¢ feromonami lub zwigzkami obronnymi owadéw. Moga byC one syntezowane przez
owady lub pobierane przez owady wraz z pozywieniem. Przykladowo, 9-trikozen zostat
zidentyfikowany jako feromon muchy domowej [49, 50], natomiast ester dimetylowy kwasu
suberynowego zostat zidentyfikowany w roslinach Hibiscus micranthus i Astragalus membranaceus
[51, 52] oraz w algach Polysiphonia denudata f. fragilis [53]. We frakcjach lipidowych owadow
zidentyfikowano nastepujqce zwiazki nietypowe dla owadow:

- kwas dehydroabietynowy [H1],
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- kwas azelainowy [H13],

- kwas sebacynowy [H13],

- kwas 2-metylo-2-hydroksybutanowy [H13],

- kwas fenylooctowy [H13],

- kwas fenylopropionowy [H13],

- 2,4-dekadienal [H13],

- octan tokoferolu [H13],

- uracyl [H16],

- 9-trikozen [H16],

- monoolinian glicerolu [H16],

- ester dimetylowy kwasu suberynowego [H16],

- ester butylowy kwasu stearynowego [H16],

- ester decylowy kwasu oktanowego (FADE C8:0) [H15],

- ester etylowy kwasu heksadekanowego (FAEE C16:0) [H15],
- ester etylowy kwasu oktadekenowego (FAEE C18:1) [H15],
- ester dodecylowy kwasu oktanowego (FADDE C8:0) [H15],
- ester etylowy kwasu oktadekanowego (FAEE C18:0) [H15],
- ester tetradecylowy kwas oktanowego (FATDE C8:0) [H15].

Dendrolimus pini

W wylinkach larwalno-larwalnych i larwalno-poczwarkowych D. pini zidentyfikowano
kwas dehydroabietynowy. Zwigzek ten wytwarzany jest przez drzewa iglaste i stanowi on sktadnik
zywic. Kwasy diterpenowe hamuja kielkowanie zarodnikdw i wzrost grzybni w ten sposob chroniac
ro$liny przed infekcjami grzybiczymi. Prawdopodobnie owady pobierajac ten zwiagzek
z pozywieniem wykorzystuja go do ochrony przed entomopatogenicznymi grzybami. Zawartos¢
kwasu dehydroabietynowego w wylinkach larwalno-larwalnych i larwalno-poczwarkowych

wynosita odpowiednio 1,8 i 11,5 mg/g wylinki.

Calliphora vicina

W kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samcéw i samic
C. vicina zidentyfikowano kwas azelainowy. W przypadku larw i samcow zawarto$¢ tego kwasu
na powierzchni kutykuli jest wyzsza niz wewnatrz owaddw, natomiast w przypadku samic wieksze
ilosSci tego zwigzku znajdujg sie wewnatrz. ZawartosC tego zwigzku jest porownywalna

w kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych poczwarek. Na powierzchni kutykuli
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i wewnatrz poczwarek zidentyfikowano takze kwas fenylooctowy w poréwnywalnych ilosciach
(odpowiednio 4,86 i 4,98 pg/g). Okoto dwukrotnie wiecej tego zwigzku zidentyfikowano

W wewnatrz samic, natomiast wewnatrz samcOw wystepowal on w iloSciach S$ladowych.

W kutykularnych frakcjach lipidowych poczwarek zidentyfikowano réwniez niewielkie ilosci kwasu
2-metylo-2-hydroksybutanowego (0,06 pg/g) oraz Sladowe iloSci 2,4-dekadienalu. Uracyl zostal
zidentyfikowany tylko wewnatrz samcéw i samic, natomiast monooleinian glicerolu zostat
zidentyfikowany tylko wewnatrz larw i poczwarek. Z kolei ester dimetylowy kwasu suberynowego
zidentyfikowano w niewielkich ilosciach w kutykularnych frakcjach lipidowych larw i poczwarek.
Kolejnym zwigzkiem jest 9-trikozen, ktory zidentyfikowano na powierzchni kutykuli i wewnatrz
larw, poczwarek, samcow i samic. Zawarto$¢ tego zwigzku jest stosunkowo wysoka we frakcjach
lipidowych samcéw i samic (23,96 pg/g wewnatrz samcow; 58,44 pg/g wewnatrz samic). Zawartos¢
tego zwiazku we frakcjach lipidowych larw i poczwarek jest znacznie nizsza i wynosi 0,13 pg/g

wewnatrz poczwarek i 6,67 pg/g wewnatrz larw.

Calliphora vomitoria

Kwas azelainowy zidentyfikowano w kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych
larw, poczwarek, samcow i samic C. vomitoria. Wieksze ilosci tego zwiazku byly wewnatrz niz na
powierzchni kutykuli poczwarek, samcow i samic. Jedynie we frakcjach lipidowych larw bylo wiecej
tego zwigzku na powierzchni owadoéw. Kwas fenylooctowy zostat zidentyfikowany na powierzchni
kutykuli i wewnatrz (wieksze ilosci tego zwiazku byly obecne wewnatrz) larw i samcéw oraz tylko
wewnatrz poczwarek 1 samic. Niewielkie ilosci fenylopropionowego zidentyfikowano
na powierzchni kutykuli larw i $Sladowe iloSci w wewnetrznych frakcjach lipidowych. Frakcje
lipidowe poczwarek, samcow i samic nie zawieraja tego zwigzku. Uracyl wystepuje na powierzchni
kutykuli i wewnatrz larw, poczwarek, samcow i samic. Zawarto$¢ tego zwigzku jest duzo wyzsza
wewnatrz owadow niz na powierzchni kutykuli. Przykladowo, na powierzchni kutykuli samic
zawarto$¢ tego zwiazku wynosi 0,52 pg/g, a wewnatrz 46,30 pg/g. Monooleinian glicerolu
zidentyfikowano na powierzchni kutykuli i wewnatrz poczwarek i samic oraz tylko na powierzchni
kutykuli larw i samcow. ZawartoS$ci tego zwigzku w wewnetrznych frakcjach lipidowych poczwarek

i samic sg duzo wyzsze w poréwnaniu do frakcji kutykularnych.

Sarcophaga carnaria
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Kwas azelainowy zidentyfikowano tylko na powierzchni kutykuli larw i poczwarek
S. carnaria (odpowiednio 0,95 i 0,19 pg/g owada). Rowniez na powierzchni kutykuli larw
i poczwarek w matych iloSciach zidentyfikowano kwas sebacynowy (odpowiednio 0,13 i 0,17 ng/g
owada). Kwas fenylooctowy zidentyfikowano tylko wewnatrz larw, poczwarek, samcow i samic.
Zawarto$¢ tego zwigzku wynosita od 0,16 we frakcjach lipidowych poczwarek do 3,03 pg/g
we frakcjach lipidowych samic. Kwas fenylopropionowy zostal zidentyfikowany wewnatrz larw
w Sladowych ilosciach oraz na powierzchni kutykuli i wewnatrz poczwarek (odpowiednio

0,55 i 1,13 pg/g).

Musca domestica
Sposrdd analizowanych gatunkéw owadéw tylko na powierzchni kutykuli larw M. domestica
zidentyfikowano octan tokoferolu (0,14 pg/g). Kutykularne i wewnetrzne frakcje lipidowe

poczwarek, samcOw i samic nie zawierajq tego zwiazku.

Zophobas atratus

W ciele thuszczowym larw i poczwarek Z. atratus zidentyfikowano 6 nietypowych estrow:
ester decylowy kwasu oktanowego, ester etylowy kwasu heksadekanowego, ester etylowy kwasu
oktadekenowego, ester decylowy kwasu oktanowego, ester etylowy kwasu oktadekanowego i ester
tetradecylowy kwas oktanowego. Sposrod nietypowych estréw FADE 8:0 wystepowal w najwiekszej
ilosci. Jego zawartos¢ byla okoto dwukrotnie wyzsza w ciele thuszczowym larw i okoto trzykrotnie
wyzsza w ciele thuszczowym poczwarek po 24 godzinach po wstrzyknieciu hormonu AKH. Hormon
ten rowniez indukuje wzrost zawartoSci FADDE 8:0 i FATDE 8:0. Zawartos¢ estrow etylowych
FAEE 16:0, FAEE 18:1 i FAEE 18:0 byla po 24 godzinach od wstrzyknieciu hormonu nizsza w ciele
thuszczowym poczwarek, a w ciele thuszczcowym larw spadia niemal do zera, natomiast po 48
godzinach zawartos¢ ich byla réwna (FAEE 18:1) lub wyzsza (FAEE 16:0 i 18:0) niz w ciele

thuszczowym larw kontrolnych.

4.7. Zastosowanie Two-Ways Hierarchic Cluster Analysis

Two-Ways Hierarchic Cluster Analysis zostala zastosowana do okreSlenia podobienstw
i roznic pomiedzy kutykularnymi i wewnetrznymi frakcjami lipidowymi wszystkich stadiéw
rozwojowych L. sericata [H14]. Dzieki zastosowaniu two-ways HCA zostaly zidentyfikowane
3 glowne klastery (A, B i C). Pierwszy klaster (A) zawiera kutykularne zwiazki samcéw i samic,
drugi (B) zawiera kutykularne zwiazki larw i poczwarek, a trzeci (C) wewnetrzne zwigzki larw,

poczwarek, samcow i samic. Zostaty rowniez zidentyfikowane 3 kolejne klastery I, II i III. Pierwszy
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klaster (I) zawiera tylko jeden zwigzek — kwas C18:1n-9, drugi klaster zawiera kwasy tluszczowe
(16:0, 16:1n-9), cholesterol i n-alkany (n-Csi, n-Cyg, n-Cs7, n-Cys, n-Cas), natomiast trzeci klaster (I1I)
zawiera pozostate zwigzki. Na podstawie two-ways HCA stwierdzono, ze kutykularne zwigzki larw i
poczwarek zawieraja bardzo duze iloSci kwasu C18:1n-9. Réwniez duze ilosci tego kwasu zawieraja
wewnetrzne frakcje lipidowe larw, poczwarek, samcow i samic. Zawartosci kwaséw C16:1n-9,
C16:0, cholesterolu i n-alkanow n-C31, n-C29 oraz n-C27 réznig sie pomiedzy poszczegolnymi

frakcjami lipidow, natomiast pozostate zwigzki wystepujq na tym samym poziomie.

5. Wrazliwo$¢ réinych stadiow rozwojowych trzech gatunkéw owadéw na infekcje
Conidiobolus coronatus

W celu sprawdzenia czy istnieje korelacja pomiedzy wrazliwoscig na infekcje grzybicza
owadow a skltadem zwiazkéw zidentyfikowanych w owadach okre$lono wrazliwo$¢ réznych stadiow
rozwojowych owadéw na infekcje C. coronatus. Na podstawie tych badan stwierdzono, ze wrazliwe
na infekcje grzybicze sa:

- samce L. sericata (Smiertelno$¢ 100%) [H3],

- samice L. sericata (Smiertelno$¢ 100%) [H3],

- samce M. domestica (Smiertelnos¢ 87%) [H5],
- samice M. domestica (Smiertelnos$¢ 93%) [H5],
- samce M. vomitoria (Smiertelno$¢ 100%) [H8],
- samice M. vomitoria ($Smiertelnos¢ 100%) [H8],
- samce L. sericata (Smiertelnos¢ 100%) [H14],

- samice L. sericata (Smiertelnos¢ 100%) [H14].

Stwierdzono rowniez, ze niewrazliwe na infekcje C. coronatus sa:
- larwy M. domestica (Smiertelnos¢ 0%) [H5],

- poczwarki M. domestica (Smiertelnos¢ 0%) [H5],
- larwy M. vomitoria (Smiertelnos¢ 0%) [H8],

- poczwarki M. vomitoria (Smiertelnos¢ 0%) [H8],
- larwy L. sericata ($miertelno$¢ 0%) [H14],

- poczwarki L. sericata (Smiertelnos¢ 0%) [H14].

Dzieki okresleniu wrazliwosci poszczegolnych stadiow rozwojowych i analizom sktadu
zwiazkow obecnych na kutykuli i wewnatrz owadow stwierdzono, ze poziom wrazliwo$ci badanych
owadow na infekcje grzybem C. coronatus jest skorelowany z okreSlonym skladem jakoSciowym
i ilosciowym zwigzkéw kutykularnych i wewnetrznych. Okreslono jakie zwigzki wystepuja tylko

w danym stadium rozwojowym konkretnego gatunku owada i ktore z nich sg dla tego stadium
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charakterystyczne. OkreSlono takze roznice ilosciowe zwigzkow kutykularnych poszczegélnych
stadiow rozwojowych owaddéw. Zwigzki charakterystyczne dla danego stadium rozwojowego

i roznice iloSciowe zidentyfikowanych zwiazkéw maja wptyw na wrazliwos¢ owadow na infekcje
grzybicze. Szczegblowe dane tych analiz przedstawiono powyzej w opisach zidentyfikowanych
zwigzkéw we frakcjach lipidowych owadéw. Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze w kutykularnych
frakcjach lipidowych owadéw niewrazliwych na infekcje C. coronatus znajduja sie zwiazki, ktore

posiadaja wlasciwosci przeciwgrzybicze.

6. Aktywnos¢ biologiczna zidentyfikowanych zwigzkéw

Owady sa narazone na nieustanny kontakt z mikroorganizmami, a mimo to stosunkowo rzadko
ulegaja infekcjom, dlatego prawdopodobnie wsrod zwiazkéw zawartych we frakcjach lipidowych
owadow istnieja zwigzki, ktére posiadaja wlasciwoSci przeciwgrzybicze i przeciwbakteryjne
[54, 55]. Z tego powodu przeprowadzono badania wplywu zwigzkéw zidentyfikowanych
we frakcjach lipidowych owadoéw, ich mieszanin oraz ekstraktow kutykularnych i wewnetrznych
na grzyby (w tym entomopatogeniczne), bakterie Gram (+) i bakterie Gram (-): Paecilomyces
lilacinus, Paecilomyces fumosoroseus, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae, Beauveria
bassiana (Tve-N39), Beauveria bassiana (Dv-1/07), Bacillus subtilis ATCC 6633, Rhodococcus equi
ATCC 6939, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13882, Proteus vulgaris ATCC 13315, Aspergillus niger ATCC, Candida
albicans ATCC 10231, Candida lipolytica PCM 2680 i Candida tropicalis PCM 2681 [H5, H6, HS,
H9, H11, H13, H16].

Dla pojedynczych zwigzkéw zidentyfikowanych we frakcjach lipidowych owadow
i ich mieszanin oraz dla ekstraktow kutykularnych i wewnetrznych owadéw wyznaczono minimalne
stezenie hamujace wzrost (MIC). Oznaczenia wykonywane byly metodq seryjnych rozcienczen w
podtozu plynnym, wedlug rekomendacji Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).
Dla kwaséw thuszczowych oraz mieszanin kwasow thuszczowych zidentyfikowanych w wydzielinie
F. nigra wyznaczono rowniez strefy zahamowania wzrostu (Inhibition zone) [H6]. Do badan uzyto
nastepujace gatunki mikroorganizméw: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa i Pseudomonas fluorescens. Oznaczenia
wykonywane byly rowniez wedlug rekomendacji Clinical Laboratory Standards Institute.

Badano wplyw na mikroorganizmy nastepujacych zwigzkow, ich mieszanin i ekstraktow

frakcji lipidowych owadow:
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- kwasy tluszczowe: C5:0; C6:0, C7:0; C8:0; C9:0; C10:0; C11:0, C12:0; C14:0; C14:1, C15:0,
C16:0; C16:1; C17:0, C17:1,C18:0; C18:1; C18:2, C18:3, C19:0, C19:1, C20:0, C20:1, C20:2,
C20:3, C20:4, C20:5, C21:0, C22:0, C23:0, C24:0i C26:0 [H6, H11],

- mieszaniny kwasow ttuszczowych larw F. nigra oraz larw, poczwarek, samcow i samic S. carnaria
[H6, H11],

- alkohole: C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C20:0, C22:0, C24:0, C26:0, C28:0, C30:0
i C31:0 [H5, HI],

- mieszaniny alkoholi larw, poczwarek, samcow i samic M. domestica oraz C. vomitoria [H5, H9],

- estry metylowe kwasow thuszczowych: C13:0, C15:0, C15:1, C16:0, C17:0, C17:1, C18:0, C19:0,
C19:1, C19:2 [H9],

- mieszaniny estrow metylowych kwasow tluszczowych wszystkich stadiow rozwojowych
C. vomitoria [H9],

- zwigzki nietypowe dla owadéw: kwasy azelainowy, kwas sebacynowy, kwas fenylooctowy, kwas
fenylopropionowy, 2,4-dekadienal, octan tokoferolu i kwas 2-metylo-2-hydroksybutanowy
uracyl, ester butylowy kwasu stearynowego, monooleinian glicerolu, 9-trikozen, ester
dimetylowy kwasu suberynowego [H13, H16],

- ekstrakty kutykularnych i wewnetrznych frakcji lipidowych larw, poczwarek, samcow i samic

C. vomitoria [H8].

Kwasy tluszczowe

Dla nastepujacych kwasow tluszczowych: C5:0, C7:0, C8:0, C9:0, C10:0, C12:0, C14:0,
C16:0, C16:1, C18:0, C18:1 i C18:2 wyznaczono wartosci MIC w stosunku do P. lilacinus,
P. fumosoroseus, L. lecanii, M. anisopliae, B. bassiana (Tve-N39) i B. bassiana (Dv-1/07) [H6].
Najnizsze wartosci MIC uzyskano dla C7:0, C8:0, C9:0 i C10:0 w stosunku do L. lecanii
(0,016 mg/ml) oraz dla C9:0 i C10:0 w stosunku do B. bassiana (Dv-1/07) (0,016 mg/ml). Wzrost
P. lilacinus, P. fumosoroseus, M. anisopliae i B. bassiana (Tve-N39) hamuja réwniez kwasy
C7:0, C8:0, C9:0 i C10:0 (MIC 0,032 mg/ml), natomiast kwas C12:0 hamuje wzrost L. lecanii
(MIC 0,032 mg/ml), a kwasy C7:0, C8:0 i C12:0 hamuja wzrost B. bassiana (Dv-1/07)
(MIC 0,032 mg/ml). Wplyw kwasow C14:0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1 i C18:2 na rozwoj
ww. grzybow jest mniejszy (wartosci MIC wynosza od 0,256 do >1,024 mg/ml).

Analizowany by} rowniez wplyw kwaséw tluszczowych C6:0, C11:0, C12:0, C14:1, C15:0,
C17:0, C17:1, C18:3, C19:0, C19:1, C20:0, C20:1, C20:2, C20:3, C20:4, C20:5, C21:0, C22:0,
C23:0, C24:0 i C26:0 na wzrost grzybéw: P. lilacinus, P. fumosoroseus, L. lecanii, M. anisopliae,

B. bassiana (Tve-N39), B. bassiana (Dv-1/07) oraz C. albicans [H11]. Stwierdzono, ze kwasy C6:0,
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C11:0, C13:0 i C14:1 hamuja wzrost mikroorganizmow w najwiekszym stopniu. Wartosci MIC
dla tych zwigzkéw wynosza od 0,032 do 0,256 mg/ml. Kwas C6:0 hamuje wzrost M. anisopliae,
P. fumosoroseus, P. lilacinus i B. bassiana (Tve-N39) w stezeniu 0,064 mg/ml, natomiast L. lecanii
i B. bassiana (Dv-1/07) w stezeniu 0,128 mg/ml. Kwas C11:0 hamuje wzrost wszystkich grzybow
w stezeniu 0,032 mg/ml, natomiast wartosci MIC kwasow C13:0 i C14:1 wynosza od 0,032 do 0,256
mg/ml. Kwasy C18:3, C20:2, C20:3, C20:4 i C20:5 hamujg wzrost w wyzszych stezeniach od 0,128
do 0,512 mg/ml, a zdolno$¢ hamowania wzrostu grzybow pozostatych kwasow jest jeszcze nizsza.
Dla kwaséw C5:0, C7:0, C8:0, C9:0, C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1
i C18:2 wyznaczono strefy zahamowania wzrostu nastepujacych mikroorganizméw: B. cereus,
B. subtilis, E. faecalis, C. freundii, P. aeruginosa i P. fluorescens [H6]. Wiekszo$¢ badanych kwaséw
wykazuje aktywnoS¢ przeciwbakteryjna. W najwiekszym stopniu wzrost mikroorganizméw hamuja
kwasy C8:0, C9:0 i C16:1. Srednica strefy zahamowania wzrostu wynosita od 14 do 17 mm, a nawet
do 22 mm dla kwasu C16:1. Stwierdzono brak aktywnosci kwasow C14:0, C16:0, C18:2

i C18:0. Stwierdzono réwniez, ze C. freundii jest najbardziej wrazliwa na badane zwigzki.

Mieszaniny kwaséw tluszczowych

Analizowany byl rowniez wplyw mieszanin kwasow tluszczowych larw F. nigra na wzrost
grzybow P. lilacinus, P. fumosoroseus, L. lecanii, M. anisopliae, B. bassiana (Tve-N39)
i B. bassiana (Dv-1/07) [H6]. Na podstawie badan stwierdzono, ze mieszaniny tych zwigzkow
nie wplywaja znaczaco na wzrost grzybni. Wartosci MIC dla tych mieszanin wynosity od 0,512
do >1,024 mg/ml. Analizowano takze wpltyw mieszanin kwasow tluszczowych larw, poczwarek,
samcéw i samic S. carnaria na wzrost P. lilacinus, P. fumosoroseus, L. lecanii, M. anisopliae,
B. bassiana (Tve-N39), B. bassiana (Dv-1/07) oraz C. albicans [H11]. Rowniez w tym przypadku
zdolno$¢ hamowania wzrostu entomopatogenicznych grzybéw przez mieszaniny kwasow
thuszczowych jest niewielka (wartosci MIC wynosza od 0,512 do >1,024 mg/ml).

Dla mieszanin kwaséw wyznaczono strefy zahamowania wzrostu nastepujacych
mikroorganizmoéw: B. cereus, B. subtilis, E. faecalis, C. freundii, P. aeruginosa i P. fluorescens [H6].
Wsrod czterech testowanych mieszanin najbardziej skuteczng byla mieszanina kwaséw, ktorej
obecnosc¢ stwierdzono w podtozu, na ktorym zyjq larwy F. nigra. Zwtaszcza w stosunku do B. cereus
i E. faecalis ta mieszanina kwasOw wykazywata duze Srednice strefy zahamowania wzrostu

(16 i 18 mm). Zadna z badanych mieszanin kwaséw nie wykazata aktywno$ci wobec P. fluorescens.

Alkohole
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Dla nastepujacych alkoholi: C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C20:0, C22:0, C24:0, C26:0,
C28:0 i C30:0 wyznaczono minimalne stezenie hamujace wzrost nastepujacych mikroorganizméw:
B. subtilis ATCC 6633, R. equi ATCC 6939, S. aureus ATCC 25923, A. niger ATCC, C. albicans
ATCC 10231, C. lipolytica PCM 2680 i C. tropicalis PCM 2681 [H5]. Najnizsze warto$ci MIC
uzyskano dla C14:0 w stosunku do B. subtilis ATCC 6633, R. equi ATCC 6939 i S. aureus ATCC
25923 (odpowiednio 0,064, 0,128 i 0,128 mg/ml) oraz dla C10:0 i C12:0 w stosunku
do C. tropicalis PCM 2681 (obydwie wartosci 0,512 mg/ml).

Testowany by} rowniez wplyw alkoholi C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C20:0, C22:0, C24:0,
C26:0, C28:0, C30:0 i C31:0 na wzrost entomopatogenicznych grzybéw: P. lilacinus,
P. fumosoroseus, L. lecanii, M. anisopliae, B. bassiana (Tve-N39) i B. bassiana (Dv-1/07) [H9].
Alkohole te w niewielkim stopniu wptywaja na wzrost entomopatogenicznych grzybow. Tylko
alkohol C14:0 hamuje wzrost M. anisopliae w stezeniu 0,256 mg/ml i B. bassiana DV-1/107
oraz P. fumosoroseus w stezeniu 0,512 mg/ml. Natomiast alkohol C12:0 hamuje wzrost B. bassiana
DV-1/107, L. lecanii, M. anisopliae, i P. lilacinus w stezeniu 0,512 mg/ml. Rowniez w tym stezeniu
wzrost M. anisopliae jest hamowany przez alkohole C26:0, C28:0, C30:0. Pozostate alkohole

wykazuja jeszcze mniejszy wplyw na entomopatogeniczne grzyby.

Mieszaniny alkoholi

Analizowany byl wplyw mieszanin alkoholi larw, poczwarek, samcow i samic M. domestica
na R. equi ATCC 6939, A. niger ATCC, C. albicans ATCC 10231, C. lipolytica PCM 2680
i C. tropicalis PCM 2681 [H5]. Sposrod mieszanin alkoholi wszystkich stadiéw rozwojowych
M. domestica, alkohole larw wykazuja najnizsze stezenie hamujace wzrost R. equi (0,256 mg/ml).
Wzrost R. equi ATCC 6939 hamuje rowniez mieszanina alkoholi samic M. domestica
(MIC 0,512 mg/ml). Wzrost C. tropicalis PCM 2681 hamujq mieszaniny alkoholi samcéw i larw
M. domestica (MIC 0,512 mg/ml), natomiast wzrost C. lipolytica PCM 2680 hamuja mieszaniny
alkoholi samcow, samic i larw (MIC 0,512 mg/ml).

Testowany byl réwniez wplyw mieszanin alkoholi C. vomitoria na wzrost
entomopatogenicznych grzyboéw: P. lilacinus, P. fumosoroseus, L. lecanii, M. anisopliae,
B. bassiana (Tve-N39) i B. bassiana (Dv-1/07) [H9]. Mieszaniny alkoholi w niewielkim stopniu
wplywaja na wzrost entomopatogenicznych grzybow:

- B. bassiana DV-1/107 jest najbardziej wrazliwa na mieszanine kutykularnych alkoholi larw
i poczwarek (MIC 0,512 mg/ml),
- M. anisopliae jest najbardziej wrazliwy na mieszanine kutykularnych alkoholi larw i samcow

(MIC 0,512 mg/ml),

34



Analityka kutykularnej i wewnetrznej frakcji lipidowej wybranych gatunkéw owadéw w poszukiwaniu zwiazkéw aktywnych biologicznie

- P. fumosoroseus jest najbardziej wrazliwy na mieszanine kutykularnych alkoholi samcéw
(MIC 0,512 mg/ml),
- P lilacinus jest najbardziej wrazliwy na mieszanine kutykularnych alkoholi larw

(MIC 0,512 mg/ml).

Estry metylowe kwasow tluszczowych

Analizowano wplyw nastepujacych estrow metylowych kwasow tluszczowych: C13:0,
C15:0, C15:1, C16:0, C17:0, C17:1, C18:0, C19:0, C19:1, C19:2, C19:3 na wzrost grzybow:
P. lilacinus, P. fumosoroseus, L. lecanii, M. anisopliae, B. bassiana (Tve-N39) i B. bassiana
(Dv-1/07) [H9]. Na podstawie badan stwierdzono, ze analizowane estry metylowe posiadajq

niewielkq aktywnos$¢ wobec testowanych grzybow owadobdjczych.

Mieszaniny estrow metylowych kwasow thuszczowych

Mieszaniny estrow metylowych kwasow thuszczowych, zaréwno kutykularnych,
jak i wewnetrznych wszystkich stadiow rozwojowych C. vomitoria hamuja wzrost
entomopatogenicznych grzybow (B. bassiana DV-1/107, B. bassiana (Tve-N39), L. lecanii,
M. anisopliae, P. fumosoroseus, P. lilacinus) w nieco nizszych stezeniach niZ poszczegdélne estry

metylowe (MIC od 0,512 do 1,024 mg/ml) [H9].

Zwiazki nienalezace do podstawowych grup lipidow owadéw

Dla nietypowych dla owadow zwigzkow (kwas azelainowy, kwas sebacynowy, kwas
fenylooctowy, kwas fenylopropionowy, 2,4-dekadienal, octan tokoferolu, kwas
2-metylo-2-hydroksybutanowy [H13], uracyl, ester butylowy kwasu stearynowego, monooleinian
glicerolu, O9-trikozen, ester dimetylowy kwasu suberynowego [H16]) wyznaczono wartosci
MIC wobec nastepujacych mikroorganizméw: P. lilacinus, P. fumosoroseus, L. lecanii,
M. anisopliae, B. bassiana (Tve-N39), B. bassiana (Dv-1/07), B. subtilis ATCC 6633, E. feacalis,
R. equi ATCC 6939, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae
ATCC 13882, P. mirabilis, P. vulgaris ATCC 13315, P. aeruginosa, C. albicans ATCC 10231
i C. tropicalis PCM 2681. Stwierdzono, ze kwasy azelainowy i sebacynowy nie hamujg wzrostu
zadnego z analizowanych mikroorganizméw. Kwas fenylooctowy hamuje wzrost tylko
entomopatogenicznych grzybow (MIC od 0,128 do 0,512 mg/ml; wyjatek stanowi P. lilacinus
dla ktérego MIC wynosi 1,024 mg/ml). Podobnie dziata kwas fenylopropionowy - hamuje wzrost

tylko entomopatogenicznych grzybéw (MIC 0,128 mg/ml; z wyjatkiem P. lilacinus dla ktérego MIC
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wynosi 0,256 mg/ml). Kwas 2-metylo-2-hydroksybutanowy wykazuje dzialanie tylko
w stosunku do L. lecanii (0,512 mg/ml), M. anisopliae (0,256 mg/ml), P. fumosoroseus
(0,512 mg/ml) i P lilacinus (0,256 mg/ml). 2,4-Dekadienal hamuje wzrost B. subtilis
(0,064 mg/ml), E. faecalis (0,128 mg/ml), R. equi (0,064 mg/ml), S. aureus (0,064 mg/ml),
S. epidermidis (0,064 mg/ml) oraz w wyzszych stezeniach entomopatogenicznych grzybow:
B. bassiana DV-1/107 (0,512 mg/ml), B. bassiana (Tve-N39) (0,256 mg/ml), L. lecanii
(0,256 mg/ml), M. anisopliae (0,512 mg/ml), P. fumosoroseus (0,512 mg/ml) i P. lilacinus
(0,512 mg/ml). Octan tokoferolu dziata w duzych stezeniach tylko na entomopatogeniczne grzyby
(najnizsza wartos¢ MIC wynosi 0,256 mg/ml w stosunku do L. lecanii). Uracyl, ester butylowy
kwasu stearynowego, monooleinian glicerolu, 9-trikozen, ester dimetylowy kwasu suberynowego
tylko niewielkim stopniu hamuja wzrost entomopatogenicznych grzybow [H16]. Ponizej
przedstawiono wyniki tylko dla zwiazkow, ktére hamuja wzrost mikroorganizméw w najnizszych
stezeniach. Uracyl hamuje wzrost B. bassiana (Tve-N39) w stezeniu 0,256 mg/ml, natomiast wzrost
M. anisopliae, P. fumosoroseus i B. bassiana (Dv-1/07) jest hamowany w stezeniu 0,512 mg/ml.
Ester dimetylowy kwasu suberynowego hamuje wzrost wszystkich analizowanych grzybow
w stezeniu 0,512 mg/ml. Pozostale zwiazki (ester butylowy kwasu stearynowego, monooleinian

glicerolu i 9-trikozen) nie wykazuja wlasciwosci przeciwgrzybiczych.

Frakcje lipidowe hamujace wzrost mikroorganizmow

Analizowano wptyw kutykularnych i wewnetrznych frakcji lipidowych larw, poczwarek,
samcow i samic C. vomitoria na wzrost R. equi, B. subtilis, S. aureus, C. albicans, C. lipolytica,
C. tropicalis i A. niger [H8]. Ponizej przedstawiono wyniki analiz frakcji lipidowych, ktére hamuja
wzrost mikroorganizméw w najnizszych stezeniach. Sposrod ekstraktow wszystkich stadiow
rozwojowych C. vomitoria wewnetrzne frakcje lipidowe samcéw wykazujq najnizsze stezenie
hamujace wzrost R. equi i B. subtilis (0,256 mg/ml) oraz S. aureus (0,512 mg/ml). Minimalne
stezenie wewnetrznych frakcji lipidowych samic hamujace wzrost R. equi, B. subtilis oraz S. aureus
wynosi 0,512 mg/ml. Réwniez wewnetrzne frakcje lipidowe larw wykazuja dzialanie w stezeniu
0,512 mg/ml w stosunku do R. equi i S. aureus. Ekstrakty kutykularne wszystkich stadiéw
rozwojowych i wewnetrzne frakcje lipidowe poczwarek C. vomitoria wykazuja znacznie stabsze
dzialanie hamujace wzrost wszystkich analizowanych mikroorganizméw (R. equi, B. subtilis,

S. aureus, C. albicans, C. lipolytica, C. tropicalis, A. niger). Zaden z ekstraktéw kutykularnych
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i wewnetrznych nie hamuje wzrostu C. albicans, C. lipolytica, C. tropicalis i A. niger

(MIC 2,048 mg/ml).

7. Przeglad literatury, podsumowanie badan chemicznych i biologicznych

Dzieki przeprowadzonym badaniom chemicznym i biologicznym oraz opracowaniu dostepnej
literatury dotyczacej podjetego tematu przygotowano materialty podsumowujqce, opublikowane jako
artykuly przegladowe [H2], [H12]. W publikacji [H2] opisano sklady i role kutykularnych frakcji
lipidowych wybranych gatunkéw owadow, metody okreslania wrazliwosci owadéw na infekcje
grzybicze, metody badania wplywu kwaséw thuszczcowych na wzrost i patogenicznosc¢
entomopatogenicznych grzybow, metody analiz sktadu kutykularnych frakcji lipidowych owadow
(w tym metody ekstrakcji, SPME (Solid-Phase Microextraction), SI (Solid Injection), chromatografie
kolumnowa, HPLC, TLC i GC/MS) oraz metody otrzymywania pochodnych do analiz
chromatograficznych. W publikacji [H12] opisano biologiczne metody kontrolowania szkodliwych
owadow, sklady frakcji lipidowych wybranych gatunkéw owadéw oraz zastosowanie technik
chromatograficznych uzywanych do analiz zwiazkow pochodzenia owadziego: chromatografie

cieczowa, chromatografie gazowa i techniki laczone.

Podsumowanie

W czternastu oryginalnych pracach okreslono sklad iloSciowy i jakoSciowy frakcji lipidowych
os$miu gatunkéw owadoéw (M. domestica, C. vomitoria, C. vicina, L. sericata, S. carnaria, D. pini,
F. nigra i Z. atratus) oraz badano wplyw zidentyfikowanych zwigzkéw na wzrost grzybow i bakterii.
W dwéch pracach przegladowych opisano metody analiz zwigzkéw obecnych we frakcjach
lipidowych jako potencjalnych biofungicydéw oraz zastosowanie technik chromatograficznych
do rozdzielania i identyfikacji zwigzkéw owadzich.

Podczas analiz w wiekszosci przypadkow wykonano trojstopniowa ekstrakcje zwigzkow
obecnych na kutykuli i wewnatrz owadéw. Jedynie podczas ekstrakcji frakcji lipidowej z wylinek
D. pini, z caltych owadoéw F. nigra i z ciala thuszczowego Z. atratus zastosowano pojedynczg lub
dwukrotng ekstrakcje. Otrzymane ekstrakty frakcji lipidowych rozdzielono na grupy zwiazkow
(HPLC-LLSD). Nastepnie okreslono sklad jakoSciowy i ilosSciowy zwigzkow obecnych
na powierzchni i wewnatrz analizowanych gatunkéw owadow za pomoca technik GC i GC/MS.

W kutykularnych i wewnetrznych frakcjach lipidowych owadéw zidentyfikowano kwasy
thuszczowe, alkohole, n-alkany, estry, sterole oraz 19 zwigzkéw nietypowych dla owadow. Kwasy
thuszczowe sa gldwnga grupa zwiazkow frakcji lipidowych owadéw. Zwiazki te byly zidentyfikowane

w larwach F. nigra, w larwach i poczwarkach D. pini, C. vicina i Z. atratus oraz w larwach,
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poczwarkach, samcach i samicach L. sericata, C. vomitoria oraz S. canaria. W kutykularnych
i wewnetrznych frakcjach lipidowych analizowanych gatunkéw owadéw wystepuja kwasy nasycone
i nienasycone, zarowno o parzystej, jak i nieparzystej liczbie atomow wegla. Zwigzkoéw o parzystej
liczbie atoméw wegla jest zazwyczaj duzo wiecej niz kwasdw o nieparzystej liczbie, a w najwiekszej
ilosSci w analizowanych gatunkach owadow wystepowatly: C14:0, C16:1, C16:0, C18:1 i C18:0.
Przykladowo, na powierzchni kutykuli samic L. sericata obecnych jest 16 kwasow od C6:0
do C26:0. Jedynie frakcja lipidowa wylinek D. pini posiada inny profil kwaséw tluszczowych.
W wylinkach larwalno-larwalnych i larwalno-poczwarkowych zidentyfikowano odpowiednio 27 i 26
nasyconych kwasow od C8:0 do C34:0. Wszystkie zidentyfikowane kwasy sa nasycone,
a w najwiekszych ilodciach zidentyfikowane bylty C20:0, C22:0, C26:0, C28:0, C30:0 i C32:0.
Do nietypowych kwaséw thuszczowych analizowanych gatunkéw owadow mozna zaliczy¢ zwiazki
o nieparzystej liczbie atoméw wegla, np. C7:0, C9:0, C11:0, C15:0 i C17:0 oraz nienasycony kwas
o nieparzystej liczbie atomow wegla C17:1 wystepujacy wewnatrz samic L. sericata. Rowniez
nietypowe sg nienasycone kwasy tluszczowe o 20 atomach wegla. Przykladowo, takie zwigzki
zwierajace 4 i 5 miejsc nienasycenia zidentyfikowano we frakcjach lipidowych L. sericata. Moze
to by¢ cecha charakterystyczna muchowek, poniewaz w innych gatunkach owadéw
nie zidentyfikowano tych zwigzkéw.

Alkohole byly zidentyfikowane w ekstraktach larw i poczwarek Z. atratus oraz we frakcjach
lipidowych larw, poczwarek, samcow i samic L. sericata, M. domestica i C. vomitoria. Wszystkie
zidentyfikowane alkohole posiadaja parzysta liczbe atoméw wegla i sa nasycone. Przykladowo,
w kutykularnych frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samcéw i samic L. sericata
zidentyfikowano odpowiednio 4, 9, 5 i 7 alkoholi od C10:0 do C28:0. W najwiekszych ilosciach
wystepuja C16:0 w ekstraktach larw, C24:0 we frakcjach lipidowych poczwarek oraz C18:0
we frakcjach lipidowych samcow i samic. Alkohole wewnetrzne wystepuja tylko we frakcjach
lipidowych samcow i samic L. sericata w Sladowych iloSciach. W ciele tluszczowym larw
i poczwarek Z. atratus stwierdzono obecnosc tylko 5 alkoholi. W najwiekszych ilosciach wystepowat
alkohol C10:0 i stanowit on 91,7% alkoholi w ciele thuszczowym larw kontrolnych oraz 67,5% w
ciele thuszczowym larw po 48 godzinach od wstrzykniecia hormonu AKH. W ciele thuszczowym
kontrolnych poczwarek alkohol C10:0 stanowit 79,2% oraz 83,2% w ciele thuszczowym poczwarek
po 24 godzinach od wstrzykniecia hormonu AKH.

We frakcjach lipidowych larw, poczwarek, samcow i samic L. sericata zidentyfikowano
n-alkany. Na powierzchni kutykuli larw zidentyfikowano 7 n-alkanéw do C23 do C31, natomiast
we frakcjach poczwarek, samcéw i samic zidentyfikowano znacznie wiecej n-alkanéw, odpowiednio

18, 17 i 16 do C12 do C31. W larwach i poczwarkach dominujg C27, C29 i C31, a w samcach

38



Analityka kutykularnej i wewnetrznej frakcji lipidowej wybranych gatunkéw owadéw w poszukiwaniu zwiazkéw aktywnych biologicznie

i samicach C23, C25 i C27. We wnetrzu larw, poczwarek, samcow i samic L. sericata
zidentyfikowano odpowiednio 5, 7, 5 i 4 n-alkany zawierajace od 23 do 31 atoméw wegla. Zaréwno
w kutykularnych frakcjach lipidowych, jak i wewnetrznych dominujq n-alkany o nieparzystej liczbie
atomow wegla.

Estry metylowe kwasow thuszczowych zostaly zidentyfikowane w ciele thuszczowym larw
i poczwarek Z. atratus oraz na powierzchni i wewnatrz larw, poczwarek, samcoéw i samic
C. vomitoria. Na powierzchni kutykuli larw, poczwarek, samcow i samic C. vomitoria
zidentyfikowano odpowiednio 6, 7, 5 i 7 estrow, a wewnatrz odpowiednio 9, 10, 6 i 7 estréw
metylowych kwaséw thuszczowych. Zidentyfikowano nasycone i nienasycone estry zawierajace
zarOwno parzysta, jak i nieparzystg liczbe atomow wegla, cho¢ estréw o nieparzystej liczbie atomow
wegla jest wiecej i wystepuja w wiekszych ilosciach. Gléwnymi estrami larw, poczwarek, samcow
i samic C. vomitoria sa C17:1 i C19:1. W ciele tluszczowym larw i poczwarek Z. atratus
zidentyfikowano 15 estrow metylowych, a w najwiekszej iloSci wystepuja nastepujace estry
metylowe kwasow: C16:0, C18:2, C18:1 i C18:0.

Cholesterol wystepuje na powierzchnii kutykuli i wewnatrz nastepujacych gatunkow
owadoéw: M. domestica, L. sericata, C. vicina, C. vomitoria, S. canaria i Z. atratus. Sposrod
analizowanych gatunkéw zawartos¢ kutykularnego cholesterolu samic S. carnaria jest najwyzsza.
W analizowanych gatunkach owadéw zawartos¢ cholesterolu wewnetrznego jest znacznie wyzsza
niz kutykularnego. Najwyzsza jego zawartoSC stwierdzono w larwach, poczwarkach, samcach
i samicach L. sericata. Oprocz cholesterolu inne sterole byly identyfikowane w larwach
M. domestica oraz w larwach i poczwarkach Z. atratus. W kutykularnych i wewnetrznych frakcjach
lipidowych larw, poczwarek, samcow i samic M. domestica zidentyfikowano 7 steroli: cholesterol,
kampesterol, kampestanol, stigmasterol, sitosterol, sitostanol i fukosterol (zidentyfikowany tylko
w larwach). Na powierzchni kutykuli larw i poczwarek M. domestica w najwiekszej ilosci
wystepowat sitosterol (odpowiednio 74,0% i 57,9%), a na powierzchni samcow i samic
w najwiekszej iloSci wystepowal cholesterol (odpowiednio 79,9% i 76,3%). Wewnatrz larw,
poczwarek, samcow i samic M. domestica w najwiekszej iloSci wystepowal cholesterol
(odpowiednio 54,7%, 57,4%, 73,2% i 75,1%). W ciele thuszczowym larw i poczwarek Z. atratus
zidentyfikowano tylko 2 sterole: cholesterol i sitosterol. Po wstrzyknieciu hormonu AKH larwom,
po 24 godzinach zawartos¢ cholesterolu wzrosta, a po 48 godzinach zmalala, natomiast zawartos¢
cholesterolu w poczwarkach maleje zaréwno po 24, jak i po 48 godzinach.

We frakcjach lipidowych zidentyfikowano 19 zwiazkéw nietypowych dla owadéw: kwas
dehydroabietynowy, kwas azelainowy, kwas sebacynowy, kwas 2-metylo-2-hydroksybutanowy, kwas

fenylooctowy, kwas fenylopropionowy, 2,4-dekadienal, octan tokoferolu, uracyl, 9-trikozen,
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monoolinian glicerolu, ester dimetylowy kwasu suberynowego, ester butylowy kwasu stearynowego,
ester decylowy kwasu oktanowego, ester etylowy kwasu heksadekanowego, ester etylowy kwasu
oktadekenowego, ester decylowy kwasu oktanowego, ester etylowy kwasu oktadekanowego i ester
tetradecylowy kwas oktanowego. Funkcje tych zwiazkdw pozostaja w wiekszosci nieznane, jednak
spos$rdd nich 9-trikozen jest znanym feromonem owaddéw, a niektore z tych zwigzkéw wykazuja
wiasciwosci przeciwgrzybicze.

W celu stwierdzenia w jakich stadiach rozwojowych owadéw moga znajdowac sie zwiazki
o wiasciwosciach przeciwgrzybiczych lub przeciwbakteryjnych okreslono wrazliwo$¢ réznych
stadiow rozwojowych siedmiu gatunkéw owadéw na infekcje C. coronatus i stwierdzono,
Ze niewrazliwe sa: larwy i poczwarki M. domestica, M. vomitoria i L. sericata. Przeprowadzono
rowniez badania wplywu zwiazkow owadzich na grzyby (w tym entomopatogeniczne), bakterie
Gram (+) i bakterie Gram (-). W tym celu wyznaczono minimalne stezenie hamujace wzrost
mikroorganizmow pod wpltywem: kwasoéw tluszczowych, alkoholi, estrow metylowych kwasow
thuszczowych, zwiazkow nietypowych dla owaddow, ekstraktéw frakcji lipidowych oraz mieszanin
kwasow tluszczowych, alkoholi i estrow metylowych. Wyznaczono réwniez strefy zahamowania
wzrostu mikroorganizméw pod wplywem kwaséw tluszczowych. Najnizsze wartosci MIC uzyskano
dla kwasow tluszczowych C7:0, C8:0, C9:0 i C10:0 w stosunku do L. lecanii (0,016 mg/ml) oraz dla
C9:0 i C10:0 w stosunku do B. bassiana (Dv-1/07) (0,016 mg/ml). Wzrost P. lilacinus,
P. fumosoroseus, M. anisopliae i B. bassiana (Tve-N39) hamujq rowniez kwasy C7:0, C8:0, C9:0
i C10:0 (MIC 0,032 mg/ml), natomiast kwas C12:0 hamuje wzrost L. lecanii (MIC 0,032 mg/ml),
a kwasy C7:0, C8:0 i C12:0 hamujq wzrost B. bassiana (Dv-1/07) (MIC 0,032 mg/ml). Kwas C11:0
hamuje wzrost P. lilacinus, P. fumosoroseus, L. lecanii, M. anisopliae, B. bassiana (Tve-N39),
B. bassiana (Dv-1/07) oraz C. albicans w stezeniu 0,032 mg/ml. Najwiekszy wplyw
przeciwbakteryjny stwierdzono dla kwaséw C8:0, C9:0 i C16:1. Srednica strefy zahamowania
wzrostu wynosita od 14 do 17 mm, a nawet do 22 mm dla kwasu C16:1. Analizowany by} rowniez
wplyw mieszanin kwasow tluszczowych larw F. nigra oraz larw, poczwarek, samcow i samic
S. carnaria. Na podstawie badan stwierdzono, ze mieszaniny tych zwiazkow nie wplywajq znaczaco
na wzrost grzybni. Kolejne badania wykazaly, ze alkohole i ich mieszaniny nie posiadajq silnych
wlasciwosci przeciwgrzybiczych. Najnizsze wartosci MIC uzyskano dla alkoholu C14:0 w stosunku
do B. subtilis ATCC 6633, R. equi ATCC 6939 i S. aureus ATCC 25923 (odpowiednio 0,064, 0,128 i
0,128 mg/ml), natomiast alkohol C14:0 hamuje wzrost M. anisopliae w stezeniu 0,256 mg/ml
i B. bassiana DV-1/107 oraz P. fumosoroseus w stezeniu 0,512 mg/ml. Estry metylowe kwasow
thuszczowych i ich mieszaniny rowniez nie wykazuja wlasciwosci przeciwgrzybiczych. Sposrod

nietypowych zwigzkéw dla owadéw najwieksze wilasciwosci przciwgrzybicze wykazuje
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2,4-dekadienal, ktory hamuje wzrost B. subtilis (0,064 mg/ml), E. faecalis (0,128 mg/ml), R. equi
(0,064 mg/ml), S. aureus (0,064 mg/ml) i S. epidermidis (0,064 mg/ml).

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze zastosowane techniki analityczne przygotowania probek,
a takze analizy jakosSciowej i iloSciowej zwiazkéw pochodzenia owadziego oraz analizy dotyczace
wiasciwosci biologicznych zidentyfikowanych zwigzkéw sa odpowiednie do tego typu badan.
Pozwalajq one na zidentyfikowanie calego spektrum zwigzkéw o réznej polarnosci oraz okreslenie
ich wlasciwosci przeciwgrzybiczych i przeciwbakteryjnych. Niniejsze osiagniecie oprocz aspektow
poznawczych z dziedziny patologii owadéw moze mie¢ w przysztosci réwniez znaczenie praktyczne
dzieki wykorzystaniu zwigzkow owadzich jako bioinsektycydy lub jako srodki przeciwgrzybicze

czy ewentualnie przeciwbakteryjne.
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Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Pozostate osiggniecia naukowo-badawcze mozna podzieli¢ na nastepujace grupy tematyczne:

» Analiza jakosciowa i iloSciowa oraz aktywnos$¢ biologiczna zwigzkéw pochodzenia
owadziego i grzybiczego:
Identyfikacja i analiza iloSciowa skladu zwiazkéw kutykularnych Frankliniella occidentalis

[U1], Blatta orientalis i Blattella germanica [U38] oraz Acanthoscelides obtectus (Say) [U10];
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Analiza skiadu kutykularnych kwaséw tluszczowych wystepujacych w kutykuli larw
Calliphora vicina, Dendrolimus pini i Galleria mellonella oraz okreslenie wptywu tych
kwasow na oporno$¢ owadow na infekcje grzybicza [U4]; OkreSlanie wplywu kwasow
thuszczowych na wzrost i patogeniczno$¢ entomopatogenicznych grzybow [U21, U35];
Okreslanie wplywu wydzieliny wytwarzanej przez kuczmany na wzrost mikroorganizmow
[U39]; Zastosowanie technik chromatograficznych [U36] i metod jakoSciowych i ilo§ciowych
[U33] w analizie zwiazkow pochodzenia owadziego; Wstepna identyfikacja alkoholi [U34]
i innych zwiazkéw o potencjalnej aktywnosci biologicznej [U37] we frakcjach lipidowych
owaddéw; Zastosowanie technik chromatograficznych do analizy metabolitéw wtérnych
entomopatogenicznych grzybow [40]; Wplyw hormonu AKH na metabolizm larw
i poczwarek Zophobas atratus [U44];

» Analiza jakosciowa i iloSciowa oraz aktywnosc¢ biologiczna zwigzkéw pochodzenia
roslinnego:
Identyfikacja i analiza iloSciowa skladu olejkéw eterycznych dostepnych komercyjnie:
imbirowego, mietowego i z pakéw czarnej porzeczki [U12] oraz eukaliptusowego,
sosnowego, ylang-ylang i jalowcowego [U16]; Okreslenie zawartoSci katechiny
i epikatechiny w skorce jabtek odpornych i nieodpornych na parcha jabloniowego [U23];
Analiza jakosciowa i iloSciowa metabolitow wtérnych obecnych w pedach lub korzeniach
rosliny Ruta graveolens L. po poddaniu jej dzialaniu elicytora biotycznego (Agrobacterium
rhizogenes [U15], Pectobacterium atrosepticum i Bacillus sp. [U5]); Zastosowanie metody
Simplex do analizy kumaryn i furanokumaryn technika LC [U7]; Analiza kutykularnych
woskow baktazana [U14], Solanum macrocarpon L. [U27] i wierzby [U11]; Zastosowanie
HS-SPME/GC do analizy jakosSciowej i iloSciowej terpenoéw w iglach jalowca [U17]; Analiza
aktywnos$ci biologicznej da-amyryny [U29]; Analiza skladu i aktywnoS$ci biologicznej
ekstraktow z Rhaponticum carthamoides [U45]. Zastosowanie HPLC w analizie zwigzkow
ro$linnych [U25]; Zastosowanie technik chromatograficznych w analizie zwigzkéw
pochodzenia roslinnego i owadziego [U32]; Badanie wplywu woskoéw powierzchniowych
ziemniaka na zachowanie stonki ziemniaczanej [U51].

» Analiza jakosciowa i iloSciowa zwigzkéw pochodzenia zwierzecego:
Identyfikacja lipidow pasozytniczych nicieni Anisakis simplex i dorsza Gadus morhua [U20];
Analiza porownawcza skladu kwasow thuszczowych i steroli w lipidach krewetek i $Sledzi
[U28]; Identyfikacja lipidow krewetek ztowionych w Baltyku [U41]; Poréwnanie skladu
lipidow krewetek ztowionych wiosna i zima [U43]; Analiza sktadu lipidow krewetek w cyklu

rocznym [U47];
» Analiza zanieczyszczen Srodowiska
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Opracowanie metody analizy perfluorowanych kwaséw karboksylowych z wykorzystaniem
technik GC i GC/MS [U26]; Opracowanie metodyki oznaczania lotnych kwaséw
thuszczowych w wodzie powierzchniowej [U8]; Badanie mechanizméw sorpcji cieczy
jonowych [U2]; Zastosowanie trimetylosilylodiazometanu (TMSD) do otrzymywania
pochodnych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych [U22]; Identyfikacja produktéw
rozpadu cieczy jonowych w procesach oczyszczania sciekow [U3, U13, U18]; Zastosowanie
metody Fentona do degradacji cieczy jonowych [U19]; Okreslenie parametrow fizyko-
chemicznych do oceny wplywu na Srodowisko wybranych cieczy jonowych [U30];
Zastosowanie procesOw utleniania do usuwania cieczy jonowych z wody [31]; Ocena
wplywu cieczy jonowych na linie komoérkowe i aktywnos$¢ enzymatyczng [U9]; Identyfikacja
lotnych skladnikéw Sciekéw z instalacji oksydacji asfaltoéw [U24]; Analiza zawartoSci rteci

w glebie [U49] i osadach dennych [U50].
Badania strukturalne ukladéw polisacharydowych
Okreslenie struktury chemicznej produktéw degradacji O-polisacharydow (OPS) Salmonella

Dakar [U6]; Analiza struktury O-polisacharydéw Salmonella Uccle [U42];
Zastosowanie technik spektroskopowych
Analiza skladu chemicznego historycznych materialow artystycznych z Muzeum

Narodowego w Krakowie [U46]. Analiza zawartoSci polonu w tytoniu rosnagcym w Polsce

[48].
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7. Dalsze plany naukowe

Analiza zwigzkow pochodzenia naturalnego, zwlaszcza zwiazkow wykazujacych aktywnosc
biologiczna jest bardzo wazna nie tylko ze wzgledéw poznawczych, ale moze stanowi¢ Zrodlo
zwigzkow aktywnych biologicznie. Dotychczas analizowane byly lipidy owadow, ktore nie byly
poddane stresowi Srodowiskowemu. Obecne plany obejmujq cztery gtéwne kierunki badan:

1. Wspdlnie z pracownikami Instytutu Parazytologii PAN w Warszawie zaplanowane zostaly
i sa juz prowadzone badania lipidéw owaddéw, ktore zostaly zainfekowane
entomopatogenicznymi grzybami oraz poddane dzialaniu insektycydow. Pierwsze uzyskane
wyniki wskazuja na to, ze sklad jakosSciowy i ilosciowy zwigzkéw kutykularnych owadow
sie zmienia, wiec reakcja obronng owadéw jest prawdopodobnie synteza nowych zwiazkow
obronnych, ktére moga posiada¢ aktywnos$¢ biologiczna, ktére z kolei bedzie mozna

wykorzysta¢ np. w medycynie lub jako S$rodki do zwalczania pasozytow. Wspolnie
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z pracownikami tej Jednostki badane sq roéwniez metabolity wtérne entomopatogenicznych
grzybéw pod katem poszukiwania zwigzkow aktywnych biologicznie. Grzyby hodowane
sa w roznych warunkach, tak aby w zaleznosci od tych czynnikéw mogly wytwarzac¢ roznorodne
metabolity wtdrne.

2. Kontynuowana rowniez (i rozszerzana) bedzie wspoélpraca z pracownikami Uniwersytetu
Gdanskiego Wydzialu Biologii. Wspolnie zaplanowane sa badania owadéw poddanych
stresowi. Owady beda karmione pozywieniem z zarodnikami grzybow, z Srodkami ochrony
ro$lin i z antybiotykami. Sprawdzany bedzie wplyw tych czynnikow na indukcje syntezy
zwigzkow o silnych wiasciwosciach biologicznych (substancji obronnych), ktére mozna bedzie
uzy¢ w celu przygotowania preparatow biobojczych.

3. Obecnie rozpoczatem rowniez analizy chemiczne pomidoréw zarazonych i niezarazonych szara
plesnia. Przedziorki, ktore sa szkodnikami pomidoréw lepiej rozwijaja sie na pomidorach
zarazonych szarg plesnig. Obserwacje te zostaly poczynione przez pracownikow Instytutu
Ochrony Ros$lin w Poznaniu i dlatego tez wspolnie z nimi bede staral sie zidentyfikowac
metabolity wtdrne roslin zarazonych i niezarazonych oraz metabolity grzybéw odpowiedzialne
za ten stan rzeczy. Tematyka tej wspolpracy jest bardzo interesujaca, poniewaz prawdopodobnie
metabolity wtdérne tych organizmow posiadajq silnie wtasciwosci biologiczne.

4. Czwarty temat bedzie podjety wspélnie z pracownikami Uniwersytetu Przyrodniczo-
Humanistycznego w Siedlcach. Pracownicy tego Uniwersytetu zidentyfikowali dwa gatunki
grzybow z rodzaju Hirsutella (Hirsutella danubiensis i H. vandergeesti), ktérych metabolity
wtérne zostang przebadane pod katem poszukiwania ,nowych” zwigzkéw aktywnych
biologicznie. Beda tez analizowane metabolity wtérne przedziorkow infekowanych tymi

grzybami.
Wszystkie zidentyfikowane zwigzki beda badane pod katem aktywnosci biologicznej

w Instytucie Parazytologii PAN w Warszawie i na Wydziale Farmaceutycznym Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Identyfikacja metabolitow wtérnych roslin, owaddéw, roztoczy
i grzybow moze pozwoli¢ w przysztosci na dostarczenie ,nowych” zwigzkéw aktywnych

biologicznie, ktore moga by¢ stosowane w medycynie, chemii i rolnictwie.
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8. Sumaryczne zestawienie danych bibliometrycznych

Charakter pracy

Po uzyskaniu stopnia doktora

Liczba opublikowanych prac oryginalnych 51
w tym w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej 49
Liczba publikacji wchodzaca w sktad osiagniecia 16
naukowo-badawczego
w tym w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej 16
Liczba opublikowanych prac przegladowych 2
w tym w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej 2
Liczba rozdzialow w ksigzkach 10
Liczba prac w materiatach zjazdowych 2
Liczba komunikatow 92
Sumaryczny IF' wszystkich prac 98,580
Sumaryczna liczba cytowan® wszystkich prac 426 (bez autocytowan 281)
Sumaryczny IF' prac wchodzacych w sktad osiggniecia 38,816
naukowo-badawczego
Sumaryczna liczba cytowan? prac wchodzacych w sklad 101
osiggniecia naukowo-badawczego
Indeks Hirscha® 13

! Wartosci IF zgodnie z rokiem opublikowania oprécz prac z lat 2014-2015 (brak wskaznika)

? Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (WoS) z dnia 02.01.2015
* Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science (WoS) z dnia 02.01.2015

52

e

(;0 l ﬁbiv"‘/s}mi



