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INSEKTICIDNY UCINOK ESENCIALNYCH OLEJOV VOCI
LYKOZRUTOVI SMREKOVEMU

INSECTICIDAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS AGAINST
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ABSTRACT

Spruce Bark beetles (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae) belong to the important pests of spruce
forests. Ips typographus, the most destructive species of bark beetles, has invaded the High Tatras
after wind storm in 2004 and has spread to relatively uninfluenced forest environment causing huge
economic losses. The aim of our study was to test the insecticidal activity of six essential oils (extracted
from Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Hyssopus officinalis, Mentha x piperita, Pimpinella ani-
sum and Foeniculum vulgare) against spruce bark beetle (Ips typographus). In our work we analysed
the insecticidal effects of different concentrations of particular EOs and we also compared the insecti-
cidal effects of particular EOs. IT adults were exposed to different concentrations of EOs, and their ef-
fects were recorded 2-96 h post-treatment. The greatest insecticidal effect was detected for O. vulgare,
T. vulgaris, and P. anisum; but O. vulgare EO was significantly more toxic at all doses or exposure
times. Mentha x piperita EOs did not exhibited insecticidal activity against IT. To our knowledge, this
is the first time that EOs biological activity against IT was studied.
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Uvop

Lesy tvoria najrozdirenejdi typ vegetdcie v biosfére a v ramci Slovenska tvoria
takmer polovicu rozlohy nasej krajiny. Zvlastnostou nasich lesov je skuto¢nost, ze
na relativne malej ploche sa vyskytuji pestré prirodné podmienky, ¢o sa odraza
na vyskyte rozli¢nych typov lesov (CaBoun a kol. 2008). Stabilitu ekosystému
ovplyviiuju abiotické a biotické faktory prostredia. Najvyznamnejsim cinitelom
destabilizacie lesov je vietor a podkérny hmyz. Premnozenie neziaduceho hmyzu
rastie ¢o do velkosti a zavaznosti v celosvetovom meradle (Six et al. 2014). Jednym
z najvyznamnej$ich hmyzich skodcov dospelych smrekovych porastov v celej Eurazii
je lykozrat smrekovy (IT). Predzvestou ich premnozenia su veterné kalamity,
ktoré poskytuju podkérnikom bohaté potravové zdroje. Integrovana ochrana pred
$kodcami je celosvetovo uznavany systém kombinujuci mechanické, technologické,
biologické a chemické metdédy ochrany (Kunca et al. 2011; Six et al. 2014;
WERMELINGER 2004).
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V stcasnosti sa silice pouzivaji ako alternativa k beznej chemickej ochrane voci
$kodcom a predstavuji perspektivnu formu biologickej regulacie neziaduceho
hmyzu (LoPEz et al., 2008, TRIPATHI et al., 2009, ABDELGALEIL et al. 2016; ARAUJO
a kol. 2017; Koutsaviti a kol. 2018). Silice resp. esencidlne oleje (EO) rastlin a ich
obsahové latky najma v poslednych rokoch ziskavaju rastdci zaujem nie len pre fudské
zdravie, ale aj v §irokom vyuziti v polnohospodarstve ako bio-insekticidy (ORMANCEY
a kol,, 2001; Perxoro et al. 2015; RATTAN 2010; THORMAR 2012). Skutoc¢nost, Ze
prirodne latky st biologicky odburatelné, ozivuje zaujem k prirodnym zdrojom bez
zatazovania ekosystémov. Vyse 1500 druhov rastlin vykazuje insekticidne u¢inky, aj
napriek vedomiu, ze syntetické insekticidy st u¢innejsie ako tie rastlinné, stale viac
sa dbd o trvalo udrzatelny rozvoj bez chemického zatazenia (KumaAr a kol. 2011).
Tieto sekunddrne metabolity rastlin sa dolezitou sucastou ochrany rastlin voci
herbivornému hmyzu. M6zu posobit toxicky kontaktne - prienikom cez integument
hmyzu, fumigantne - prostrednictvom dychacieho systému alebo prostrednictvom
zazivacieho aparatu (pozerovy ucinok) (PRATES a kol., 1998).

EO st velmi zlozité prirodné zmesi, ktoré mozu obsahovat priblizne 20 az 60 zloziek
v tplne odlisnych koncentraciach. Zvycajne su charakterizované dvoma alebo tromi
hlavnymi zlozkami, ktoré s obsahovo vysoko zasttipené (20-70%) v porovnani s inymi
zlozkami pritomnymi v stopovych mnozstvach (BAKKALI et al. 2008; IsmaN 2000). EO
zahfnaju terpénové zluceniny, najmia monoterpény, monoterpenoidy, seskviterpény
a seskviterpenoidy a rozne iné aromatické zlozky, ako st alkoholy, aldehydy, estery, étery
a ketdny. EO niekolkych rastlin z ¢eladi ako Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae
a Myrtaceae mozu vykazovat toxické, repelentné, fumigantné, reprodukéné a i. tc¢inky
proti roznym $kodcom hmyzu (SHAAYA a RAFAELI 2007; EBADOLLAHI a JALALI-SENDI
2015; IsmMAN a GRIENEISEN 2014). Napriek tomu, ze u¢inky EO boli testované proti
mnohym druhom hmyzu (SAMPsON et al. 2005; BHATHAL a SINGH 1993; CHOI et al.
2003, GoNzALEZ-COoLOMA et al. 2013), efekt na lykozratovi smrekovom bol prvi krat
popisany len nedavno (MUDRONCEKOVA et al. 2018). Zlozky silic-EO Origanum vulgare
(L.), Pimpinella anisum (L.) a Thymus vulgaris (L.) vykazuja silna kontaktnt toxicitu
proti viacerym druhom $vabov alebo chrobédkov, napr. Blattella germanica, Tribolium
castaneum, Sitophilus oryzae, Acanthosceides obtectus (YEoM a kol., 2012; Kim a kol.,
2010; SAROUKOLATI a kol., 2010; REGNAULT-ROGER a HAMRAOUI 1995; REGNAULT-
ROGER a kol. 2012). Cielom testovania réznych EO je vyselektovanie takych, ktoré
maju vysoku uc¢innost voci IT, s moznostou ich vyuzitia v podobe bioinsekticidu alebo
repelentu v ramci ochrany lesa kombinovanymi metédami.

MATERIALY A METODY
Hmyz

Imaga Ips typographus sa vyberali z prirodzene naletenych smrekovych stromov
lesov TANAP-u (49.167168°N, 20.138477°E) pocas jila az septembra 2016.
Naletené polena lykozrutmi boli odkdrnené a lykozruty opatrne vyberané z galérii,
aby nedoslo k poskodeniu tela jedinca. Pouzili sa len dospelé jedince, okamzite
vybraté z galérii, bez predchadzajiuceho uchovavania v boxoch.
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Esencialne oleje

EO sme nadobudli od spolo¢nosti Calendula a.s. (Nova Lubovna, Slovensko) ako
obchodné esencidlne oleje — $tyri EO z rastlin Origanum vulgare, Thymus vulgaris,
Hyssopus officinalis a Mentha X piperita L. patriace do ¢elade Lamiaceae a dva druhy
Pimpinella anisum a Foeniculum vulgare Mill. patriace do Celadi Apiaceae.

Analyza GC/ MS a identifikacia komponentov

Vzorky EO sme analyzovali pomocou plynovej chromatografie / hmotnostna
spektrometria (GC / MS) na Presovskej univerzite (PreSov, Slovensko). Na analyzu
sme pouzili zariadenie Varian 450-GC spojeny s hmotnostnym spektrometrom
Varian 220-MS IT (Varian, Inc., CA, USA). Separacia esencialneho oleja prebiehala
na koléne Bruker Br-5ms ms (30m x 0,25mm ID, hrabka filmu 0,25 um; Bruker
Daltonics Inc., MA, USA). Injektor typu 1177 sa zahrial na teplotu220° C. Rezim
vstrekovania - mdd splitless (1 Lanalytuv pomere 1:1,000 rozpustadla n-hexanu).
Ako nosny plyn sa pouzilo hélium s konstantnym prietokom kolony 1,2ml min™.
Teplotny program kolény bol naprogramovany do $tyroch krokov: (1) 50 °C pre 10
min, (2) 100 °C pri 3 °C min- 1, (3) izotermickd pocas 5 minuta (4) 150 °C pri 10
°C min- 1. Celkovy ¢as analyzy trval 87,67 min. Zachyt MS bol zahrievany na 200
°C, rozdelova¢ 50 °C a prenosovej linii 270 °C. Hmotnostné spektrd sa skenovali
kazda sekundu v rozmedzi 40-650 m/z. Reten¢né indexy sa stanovovali vo vztahu
k hodnotdm Rt homolégnych série n-alkanov (C10-C35) za rovnakych podmienok.
Zlozky boli identifikované porovnanim ich retenénych indexov (RI) s renomovanou
literatarou. Dalsia identifikdcia sa uskuto¢nila porovnanim hmotnostnych spektier
bud s datami ulozenymi v NIST 02 alebo s literatirou (Apams 2007). Relativne
koncentracie zloziek boli hodnotené ako percento normalizacie plochy piku.

Insekticidny ucinok

Insekticidny uc¢inok EO bol stanoveny metddou kontaktnej toxicity. Kazda pokusna
jednotka pozostavala zo sklenenej Petriho misky (60 x 15 mm), obsahujtca filtra¢ny
papier (priemer 60 mm; Whatman No. 1) umiestneny na dne misky. Pouzilo sa pat
roznych koncentracii EO (0.017, 0.043, 0.084, 0.123 a 0.161 pl.cm?). Na povrch
filtra¢ného papiera sme naniesli 50 ul prislusného roztoku EO. Na kontrolu bol
pouzity iba acetén. Po 10 minttach, akonahle sa rozptstadlo odparilo, 10 dospelych
lykozrutov (bez determindcie pohlavia) sa vlozilo do kazdej Petriho misky. Petriho
misky boli ulozené v tme pri teplote 23 + 1°C a 70-80% relativnej vlhkosti. Mortalitu
lykozratov sme zaznamenavali po 24, 48, 72, 96 hodindch. Jedince sme povazovali za
mitve, az v pripade, ked pod binokuldrnou lupou neboli zaznamenané ziadne pohyby
noh, alebo tykadiel ani po stimuldcii entomologickou pinzetou. Experimentalny
dizajn bol nahodny s desiatimi opakovaniami pre kazdy EO a koncentraciu.

Analyza dat

Priemernd amrtnostlykoZzratov v teste kontaktnej toxicity sa vyhodnotila tatistickym
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testom ANOVA na stanovenie rozdielov medzi EO a koncentraciami. Test post-
hoc Tukey HSD sa pouzil na rozliSenie a porovnanie priemerov v pripade, Ze boli
zistené vyznamné rozdiely (p = 0,05). Kumulativau mortalitu z testu toxicity sme
vyhodnotili probitovou analyzou (FINNEY 1971) na vypocet letalnych davok (LD50,
LD90) a letalnych ¢asov (LT50, LT90) s 95% intervalom spolahlivosti.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyzou GC-MS sme identifikovali 25 zla¢enin v EO O. vulgare, 20 v EO M.
piperita, 19 v H. officinalis a 18 v EO P. anisum, T. vulgaris a F. vulgare, ¢o zodpoveda
99,2; 98,4; 96,8; 98,5; 99,6 a 99,1%, v danom poradi. Chemicky profil kazdého EO je
charakterizovany 2-3 dominantnymi a niekolkymi menej vyznamnymi zlozkami.
Hlavné zlozky EO patria hlavne do troch chemickych skupin: okyslicené monoterpény,
monoterpénové uhlovodiky a fenolové zliceniny. Mentol (49,3%), mentén (22,4%)
a limonén (9,4%) dominoval v esencidlnom oleji M. x piperita; EO O. vulgare bol
charakterizovany hlavne karvacrolom (78,2%), p-cyménom (4,4%) a y-terpinénom
(32%); EO T wvulgaris obsahoval hlavne tymol (50,4%), limonén (33,6%)
a fenacylacetat (4,6%); EO H. officinalis bol charakterizovany cis-pinocamphone
(44,4%), izopinokamfén (25,2%) a B-pinén (12,3%); EO P anisum obsahoval dve
hlavné zlozky anetolu (88,6%) a estragolu (4,4%); a EO E vulgare vacsinou anetol
(65,5%), fenchén (20,2%) a estragol (5,0%). Chemicky profil kazdého EO je podrobne
popisany v publikacii MUDRONCEKOVA et al. (2018). EO siestich aromatickych rastlin
z Lamiaceae a Apiaceae vykazuju rozdiel v percentudlnom pomere komponentov
s publikovanymi tdajmi v renomovanych ¢asopisoch réznych autorov. Tieto rozdiely
v kompozicii esencialnych olejov mdzu vzniknut z abiotickych a environmentalnych
faktorov (klimatické, sezénne, geografické), alebo genetické rozdiely, rézne chemotypy,
nutri¢ny stav a zbierana ¢ast rastliny (Esen a kol., 2007; Kordali a kol., 2008; Kim a kol.,
2010; Daferera a kol., 2003; Nenaah a kol., 2014; Perry a kol., 1999; Isman and Machial
2006; Orth a kol., 1999).

Napriek tomu, Ze u¢inky EO boli testované proti mnohym druhom hmyzu,
tieto experimenty su prvou spravou o insekticidnej aktivite proti I typographus
(MUDRONCEKOVA et al. 2018). Bolo zistené, ze by sa niektoré derivaty EO rastlin
mohli pouzit ako produkty vhodné na integrovant ochranu proti skodcom, pretoze
st charakterizované nemaju ziadny $kodlivy ¢inok na necielové organizmy, ani na
zivotné prostredie (SAROUKOLAT a kol., 2010; ArRNASON a kol., 1989; SCHMUTTERER
1992; HEDIN a kol., 1997; IsmaN 2000). Mnohé EO rastlin vykazuja akutnu toxicitu proti
mnohym druhom hmyzu vdaka ich zloZitym zmesiam monoterpenoidov a pribuznych
fenolov (SINGH a kol. 1980; WANG a kol. 2009; IsmaN 2000). EO rastlin pouzité v nasich
experimentoch st bohaté na anetol, karvakrol, estragol, fenchén, mentol, mentdn,
limonén (EseN a kol., 2007; KORDALI a kol., 2008; GONZALES — COLOMA a kol., 2013)
a kvoli ich vysokej prchavosti maju casto silné fumigantné ucinky s insekticidnou
a akaricidnou aktivitou (Ho et al., 1997, CHANG a AHN 2002, SZCZEPANIK a kol. 2018,
PARK a kol., 2017). V nasich testoch sa insekticidny t¢inok prejavil u vSetkych EO
svynimkou M. piperita. EO mity nesposobil mortalitu v ziadnej sledovanej koncentracii
pocas celej doby trvania pokusu. Pri ostatnych olejoch sa miera timrtnosti vyrazne
ligila v zavislosti od typu EO, koncentracie a ¢asu expozicie. V kontrolnej pokusnej
jednotke, pocas celej doby trvania pokusu, vsetky lykozrity zostali zivé a aktivne.
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Toxicky ucinok olejov sa zvysSoval so zvySujucou koncentraciou, ale aj v zavislosti od
¢asu. Najucinnejsi bol O. vulgare, P. anisum a T. vulgare. Pearsonova korela¢na analyza
potvrdila vyznamnu pozitivhu korelaciu medzi kumulativnou tmrtnostou a davkou
EO (r=0,975, p = 0,005 pre P. anisum, r = 0,963, p = 0,008 pre O. vulgare, r = 0,926, p
=0,024 pre E vulgare; r=0,972, p = 0,006 pre T. vulgaris; ar=0,996, p = 0,005pre H.
officinalis). Vyznamné (p <0,05) rozdiely v mortalite IT boli zaznamenané aj medzi EO
v ramci rovnakého ¢asu expozicie a letalnej davky (obrazok 1).
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Obrazok 1. Priemerna % mortalita dospelych Ips typografus po osetreni roéznymi
davkami rastlinnych silic (Pimpinella anisum, Origanum vulgare, Foeniculum vulgare,
Thymus vulgaris a Hyssopus officinalis) v priebehu 24-96 hodin. Slpce predstavujuce
Gmrtnost a pismend v stlpci zndzornuju signifikantné rozdiely medzi olejmi v ramci
tej istej koncentracie (P = 0,05; Tukey’s HSD test).
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Najvacsi insekticidny a¢inok sa zistil u troch EO, O. vulgare, T. vulgaris a P. anisum
s celkovou tamrtnostou 99, 98 alebo 78% na konci testu (po 96 hodinach expozicie)
a davkou 0,161 pl.cm™. Esencialny olej O. vulgare bol vyznamne (p <0,05) toxicke;jsi
takmer vo vSetkych davkach alebo ¢asoch expozicie ako T. vulgaris a P. anisum. EO
Thymus vulgaris vykazoval vyssiu toxicitu ako P. anisum pocas prvych 48 hodin
expozicie, ale P. anisum bol a¢innejsi v dlhsich expozi¢nych ¢asoch (te = 72 hodin).
Origanum vulgare bol pre IT najtoxickejsi a sposobil umrtnost od 7-78% pri najnizsej
davke (0,017 pl.cm) a 29-99% pri najvyssej davke (0,161 pl.cm™?) v zavislosti od ¢asu
expozicie. Esencidlne oleje F. vulgare a H. officinalis nepreukdzali ziadnu alebo slabu
toxicitu voci lykozratom v zavislosti od davky a ¢asu expozicie. Pri najvyssej davke
(0,161 pl.em™?) E vulgare spdsobil maximalnu mortalitu 14% a H. officinalis 27% za
96 hodin.

V pripade troch najuc¢innejsich EO, O. vulgare, T. vulgaris a P. anisum sme probitovou
analyzou stanovili hodnoty letdlnych koncentrécif (LC,, LC,) (Tab. 1) a letdlnych
¢asov (LT, LT, ) (Tab.2) s 95% intervalmi spolahlivosti. Hodnoty letdlnych davok
boli vypocitané pre Casy expozicie 72 a 96 hodin v pripade olejov P anisum a T.
vulgaris a v pripade oleja O. vulgare 48, 72, 96 hodin. Doba expozicie 24 alebo 48
hodin nebola zahrnutéa do analyzy z dévodu nizkej mortality. Hodnoty LD vykazuju
najvyssiu toxicitu pre olej O. vulgare (LD, = 0,006 + 0,002 pl.cm?, LD, = 0,054
+ 0,008 ul.cm™ 96 hodin po o$etreni). Z analyzovanych EO sa insekticidny uc¢inok
zvysil v tomto poradi T. vulgaris < P. anisum < O. vulgare. Cas potrebny na zabitie
50% dospelych lykozrutov zavisel od typu a davky EO. Vo v§eobecnosti najrychlejsie
usmrtil chrobaky esencialny olej O. vulgare potom P. anisum a nakoniec T. vulgaris.
Hodnoty letalneho ¢asu (LT) EO O. vulgare sa pohybovali v rozmedzi 31,34 + 1,46 h
pre maximalnu davku (0,161 ul.cm™?) a 64,03 + 2,83 h pre minimalnu davku (0,017
ul.cm™?). Hodnoty LT neboli vyhodnocované pre davky < 0,043 pl.cm? a < 0,084
ul.cm™ v pripade olejov P. anisum a T. vulgaris, z dovodu nizkej mortality.

EO z O. vulgare, T. vulgaris a P. anisum mali vyznamny insekticidny ucinok proti
dospelym I typographus. Vzhladom na fakt, Ze neexistuje $tudia testujica vplyv
esencialnych olejov na lykozruta smrekového, vyber rastlin a ich olejov sme vyberali
na zaklade pocetnych sprav a publikacii o insekticidnych uc¢inkoch na druhy
hmyzu z radu Coleoptera (Kim a kol., 2010; PRATES a kol., 1998; GARcia a kol,,
2005; GONzALES — CoLoMA a kol., 2013; NENAAH a IBRAHIM 2011; PAvELA 2011;
SAROUKOLAT a kol., 2010).

Nasim cielom bolo testovat novy potencionalny bioinsekticid pre moznosti vyuzitia
kombinovanej metddy ochrany lesa s vyuzitim tradi¢nych metdéd. Mohli by byt
uzito¢nymi prostriedkami pre ovplyvnenie preferencie a ataku smrekov lykozratmi,
ochrany jednotlivych stromov spoloc¢enského vyznamu alebo skladok dreva. Zaverom
je, ze O. vulgare ma velmi vysoky a rychly nastup insekticidneho uc¢inku a M. piperita
sa javi ako atraktant, ktort je nutné potvrdit dalsimi experimentmi. Pred zavedenim
biologickej kontroly lykozritov prostrednictvom esencialnych olejov do praxe su
potrebné este dal$ie experimenty. Testovanie by sa malo zamerat na identifikdciu tych
komponentov, ktoré st zodpovedné za vysoku u¢innost EO a na $tudium dcinnosti
hlavnych zloziek EO vo¢i lykozrttovi. Dalej repelentné éinky, ¢ $tadium in vivo
uc¢inkov EO a ich jednotlivych zloziek na necielové druhy je tiez ddlezité. Dospeli
sme k zaveru, ze EO mo6zu mat potencial ako alternativa k chemickej kontrole,
a preto mozu byt posudené pre zaclenenie integrovanej ochrany proti Skodcom tohto
skodcu.
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