Тема 14. Феромони. Кайромони.

14.2. Практична робота

Завдання 1. Під час нападу хижака, попелиця виділяє в навколишнє середовище феромон небезпеки - Е--фарнезин. Це призводить до того, що сусідні особини попелиці припиняють харчування і залишають дану територію. Деякі рослини (дика картопля, м`ята) серед інших летючих речовин продукують також достатню кількість Е--фарнезину і, таким чином, відлякують попелицю. Тому, для захисту від попелиці, було запропоновано методами генної інженерії перенести ген синтезу Е--фарнезина від рослин - активних продуцентів Е--фарнезина - в сільськогосподарські рослини. Для відпрацювання методики, М. Beale з колегами (Beale et al., 2006) перенесли ген синтеза Е--фарнезина з рослин м`яти в рослини резушки Таля (арабідопсис, Arabidopsis thaliana). 
Дайте відповіді на наступні запитання:
1) За допомогою якого методу можливо встановити, який тип летких органічних речовин продукує рослина? _____________________________________________________________
_____________________________________________________________________________.
2) На якому принципі базується визначення типу летких органічних речовин за допомогою газової хроматографії + мас-спектрометрії? ________________________________________
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________.
3) Порівняйте результати газової хроматографії складу феромонів, які продукують дикі і трансгенні рослини резушки Таля (рис. 1 а,б). Синтезирують чи ні Е--фарнезин дикі рослини резушки Таля? ______________________. Як вплинуло вбудування гену синтеза Е--фарнезина на кількість Е--фарнезину і -каріофіліну, які виділяють трансгенні рослини резушки Таля? _______________________________________________________________.
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Рис. 1. Результати газової хроматографії летких компонентів, які продукують дикі (А) та трансгенні (В) рослини резушки Таля. Смуга 1 на газовій хроматограмі відповідає -каріофіліну, смуга 2 – відповідає Е--фарнезину. По вісі ОХ – час утримання речовини в колонці газового хроматографа; по вісі ОУ – концентрація речовини (Beale et al., 2006).

4) Використовуючи результати, наведені на рис. 2, зробіть висновок про те, якою була відповідь колонії попелиці Myzus persicae на леткі речовини, які продукують дикі і трансгенні рослини резушки Таля, а також на синтетичний Е--фарнезин? _______________
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________.
5) На підставі результатів проведених досліджень, зробіть висновок про те, до якого типу феромонів відноситься Е--фарнезин. _____________________________________________
______________________________________________________________________________.
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⁯ - гексановий контроль (розчинник, в якому розчиняли синтетичний Е--фарнезин);
[image: ] - синтетичний Е--фарнезин, 1 мг/мл;
[image: ] - синтетичний Е--фарнезин, 0,01 мг/мл;
[image: ] - трансгенні рослини резушки Таля, які продукують Е--фарнезин в концентрації 0,88 мкг/ год;
[image: ] - дикі рослини резушки Таля.



Рис. 2. Відповідь колонії попелиці Myzus persicae на леткі речовини, які виділяють дикі та трансгенні рослини резушки Таля, а також на синтетичний Е--фарнезин в концентрації 1 мг/мл і 0,01 мг/мл. По вісі ОУ – відсоток попелиць, що покинули територію протягом першої хвилини експерименту (Beale et al., 2006). 


Завдання 2. Колонію горохових попелиць (Acyrthosiphon pisum Harris) обробляли синтетичним Е--фарнезином в польових умовах і в лабораторних умовах в кліматичній камері три рази на день протягом п`яти діб в концентрації 0,2 мг/мл (Hatano et al., 2010). Результати впливу Е--фарнезину на нащадків попелиць, оброблених даним препаратом, наведені на рис. 3. 
*NB! У горіхової попелиці, якщо материнський організм знаходиться в стресових умовах (погані харчові умови, перенаселення рослин особинами попелиць, поїдання хижаками та ін.), нащадки народжуються з крилами, що надає їм можливість для переміщення на іншу рослину. 
Проаналізуйте дані, наведені на рис. 3, і дайте відповіді на наступні запитання:
1) Яким ефектом, окрім ефекту відлякування попелиць, володіє феромон Е--фарнезин? ____
_____________________________________________________________________________.
2) За польових чи лабораторних умов експерименту, вплив обробки Е--фарнезином на нащадків попелиць був виражений сильніше? Чому? _________________________________
_____________________________________________________________________________.
3) До якого класу феромонів відносяться речовини з подібним механізмом дії? ____________
______________________________________________________________________________.
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Рис. 3. Індукція формування крил у нащадків контрольної колонії попелиць та у нащадків колонії попелиць, обробленої Е--фарнезином. Де: А – польові умови; Б – лабораторні умови експерименту;  - нащадки контрольної колонії попелиць (стовпчики гістограми а і c); [image: ] - нащадки колонії попелиць, обробленої Е--фарнезином (стовпчики гістограми b і d); по вісі ОУ – відсоток крилатих нащадків у попелиць (Hatano et al., 2010).


Завдання 3. Кастова диференціація особин в колонії суспільних комах визначається специфічними феромонами. Matsuura К. з колегами (Matsuura et al., 2010) дослідили хімічний склад феромонів, які продукують різні особини в популяції термітів Reticulitermes speratus, які розповсюджені в Японії. Отримані результати газової хроматографії летких компонентів наведені на рис. 4. Виділені феромони ідентифікували, синтезували аналогічні синтетичні феромони і провели обробку термітів, що розвиваються, як індивідуальними речовинами, так і сумішью феромонів. Результати проведених досліджень наведені на рис. 5.
Проаналізуйте дані, отримані дослідниками (рис. 4-5), і дайте відповіді на наступні запитання:
1) Як вплинула суміш синтетичних феромонів n-бутил-n-бутирата (nBnB) та 2-метил-1-бутанола (M1B), у співвідношенні 1:2, на розвиток нових самок в колонії термітів? ________
_____________________________________________________________________________.
2) Як впливають індивідуальні феромони nBnB та 2M1B на розвиток нових самок в колонії термітів? ______________________________________________________________________
______________________________________________________________________________.
3) Чому результативним виявилось використання в експерименті суміші феромонів, а не окремих речовин? _____________________________________________________________
_____________________________________________________________________________.
4) Як Ви гадаєте, чи можливо отримати в експерименті аналогічний еффект, якщо використовувати суміш даних феромонів в іншому співвідношенні, наприклад, 2:1? ________
______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________.
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Рис. 4. Результати газової хроматографії летких компонентів, які виділяють в навколишнє середовище: А – неотенічні самки (вторинні королеви) та яйця термітів; Б – робочі терміти та німфи. Де:  [image: ] - пік на хроматограмі, який дає 2-метил-1-бутанол (M1B); [image: ]- пік на хроматограмі, який дає n-бутил-n-бутират (nBnB); STD – пік на хроматограмі, який дає толуєн (використовується як внутрішній стандарт). По вісі ОХ – час утримання речовин в колонці хроматографа; по вісі ОУ – відносна кількість речовини (Matsuura et al., 2010).
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Рис. 5. (А) - Блокування процесу диференціації нових самок термітів сумішью синтетичних феромонів n-бутил-n-бутирата (nBnB) та 2-метил-1-бутанола (M1B) у співвідношенні 1:2. Де:  - контроль 1, дистильована вода; [image: ] - контроль 2, n-бутилацетат (речовина, близька за хімічною будовою до n-бутил-n-бутирату); [image: ] - сумішь феромонів nBnB+2M1B у співвідношенні 1:2. По вісі ОУ – кількість з`явившихся нових самок термітів. На гістограмах представлені результати двох експериментів. (Б) - Відсутність еффекту блокування розвитку новых самок термітів за умов обробки колонії термітів  окремо одним з синтетичних феромонів: n-бутил-n-бутиратом (nBnB) або 2-метил-1-бутанолом (M1B). Де: ⁯- контроль, дистильована вода; [image: ] - феромон 2-метил-1-бутанол, M1B; [image: ] - феромон n-бутил-n-бутират, nBnB; [image: ] - суміш феромонів nBnB+2M1B у співвідношенні 1:2. По вісі ОУ – кількість з`явившихся нових самок термітів. На гістограмах представлени результати двох експериментів (Matsuura et al., 2010).


Завдання 4. Комахи-кровососи знаходять свою жертву за запахом. Для того, щоб встановити, які саме леткі речовини приваблюють комах-кровососів, Verhulst N. з колегами (Verhulst et al., 2009) за допомогою газової хроматографії дослідили, які леткі речовини потрапляють в навколишнє середовище від тіла людини і які з них найбільшою мірою приваблюють африканських малярийних москітів Anopheles gambiae sensu stricto. Досліджувались не лише леткі компоненти тканевих рідин людини (кров), але й леткі речовини, які виділяють шкірні бактерії (зокрема, бактерія Staphylococcus epidermalis). Результати проведених досліджень наведені на рис. 6-7 (за Verhulst et al., 2009).
Проаналізуйте дані, наведені на рис. 6-7, і дайте відповіді на наступні запитання:
1) Порівняйте результати газової хроматографії летких речовин, які продукують шкірні бактерії Staphylococcus epidermalis, що були вирощені на поживних середовищах, які містили кров людини (верхня дзеркальна частина хроматограми, рис. 6), і леткі речовини, які формуються над поживним середовищем, яке містить лише кров людини (нижня дзеркальна частина хроматограми, рис. 6). ___________________________________________________
_____________________________________________________________________________.
 Перерахуйте, які речовини переважають над поживним середовищем з бактеріями? (використовуйте для цього дані, наведені на рис.7).____________________________________
_____________________________________________________________________________.
2) Які леткі речовини найбільш приваблюють москітів до їх жертв – запах крові жертви або запах її шкірної мікрофлори? ____________________________________________________
Як Ви вважаєте, чому спостерігається подібна закономірність? ________________________
_____________________________________________________________________________.
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Рис. 6. Газова хроматограма летких компонентів крові людини (нижня дзеркальна частина хроматограми) та летких компонентів, які виділяють шкірні бактерії Staphylococcus epidermalis (верхня дзеркальна частина хроматограми). На стовпчатій діаграмі справа від хроматограми наведені дані по кількості москітів, які були приваблені до відповідних поживних середовищ. Де: ⁯- кількість москітів, що були приваблені до поживних середовищ, які містили мікроорганізми та кров людини (20,5%); [image: ] - кількість москітів, що були приваблені до поживних середовищ, які містили лише кров людини (6,4%) (Verhulst et al., 2009).
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Рис. 7. Стовпчасті діаграми присутності летких компонентів над поживними середовищами, які містили:  - лише кров людини, контроль; [image: ] - бактерії Staphylococcus epidermalis та кров людини. Де: а – 2-метилбутанол; б – 2-метилбутанолова кислота; в – 3-метил-1-бутанол; г – 3-метилбутанол; д - 3-метилбутаноловая кислота; е – фурфурол; ж – гексанол (Verhulst et al., 2009).
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