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Abstract: Spruce Bark beetles (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae), Ips typographus (IT), is considered
the most destructive insect pest of spruce forests in the Palaearctic region. Essential oils (EOs) from aroma-
tic plants have been recognized as ecological alternatives to synthetic pesticides. The aim of our study was
to test the insecticidal activity and repellent effects of six EOs (extracted from Origanum vulgare, Thymus
vulgaris, Hyssopus officinalis, Mentha X piperita, Pimpinella anisum and Foeniculum vulgare) against IT. IT
adults were exposed to different concentrations of EOs, and their effects were recorded 2—-96 h post-treat-
ment. Significant differences in biological activity were observed, and the greatest insecticidal effect was de-
tected for O. vulgare, T. vulgaris, and P. anisum; but O. vulgare EO was significantly more toxic at all doses
or exposure times. Repellency index (RI) varied among the EOs and depended on dose and exposure time.
At doses of 0.077 — 0.219 pl/cm?, the RI increased until 4 — 6 h post-treatment; after that period, it decrea-
sed. Pimpinella anisum, O. vulgare, and T. vulgaris EOs showed significantly higher repellent effects compa-
red to F vulgare and H. officinalis EOs. Mentha x piperita EOs exhibited neither repellent nor insecticidal ac-
tivity against IT. To our knowledge, this is the first time that EOs biological activity against IT was studied.
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Vysledky a diskusia

Analyzou GC-MS sme identifikovali 25 zla¢enin v EO O. vulgare, 20 v EO M. piperita, 19 v H. officina-
lisa 18 vEO P, anisum, T. vulgaris a F vulgare, ¢o zodpoveda 99,2; 98,4; 96,8; 98,5; 99,6 a 99 percen-
tam celkového obsahu vyizolovaného oleja, v danom poradi. Chemicky profil kazdého EO je charak-
terizovany 2 — 3 dominantnymi a niekolkymi menej vyznamnymi zlozkami. Hlavné zlozky EO najc¢as-
tejSie patria do troch chemickych skupin: okyslicené monoterpény, monoterpénové uhlovodiky a fe-
nolové zlaceniny. Mentol (49,3 %), menton (22,4 %) alimonén (9,4 %) dominoval v esencidlnom oleji
M. x piperita; EO O. vulgare bol charakterizovany hlavne karvacrolom (78,2 %), p—cyménom (4,4 %)
ay—terpinénom (3,2 %); EO T. vulgaris obsahoval hlavne tymol (50,4 %), limonén (33,6 %) a fenacy-
lacetat (4,6%); EO H. officinalis bol charakterizovany cis—pinocamphone (44,4%), izopinokamfon
(25,2 %) a p—pinén (12,3 %); EO P, anisum obsahoval dve hlavné zlozky anetolu (88,6 %) a estragolu
(4,4 %); a EO E vulgare vac¢Sinou anetol (65,5 %), fenchén (20,2 %) a estragol (5,0 %). Chemicky pro-
filkazdého EO je podrobne popisany v publikacii Mudroncekova et al. (2019). Napriek tomu, Ze Gcin-
ky EO boli testované proti mnohym druhom hmyzu, tieto experimenty st prvou spravou o insekticid-
nej aktivite proti I. typographus. Bolo zistené, Ze by sa niektoré derivaty EO rastlin mohli pouzit ako
produkty vhodné na integrovant ochranu proti $kodcom, pretoZze st charakterizované ako latky s niz-
kym alebo ziadnym $kodlivym t¢inkom na necielové organizmy a zivotné prostredie (Saroukolai et al.
2010; Arnason et al. 1989; Schmutterer 1992; Isman 2000). Mnohé EO rastlin vykazuji akatnu toxi-
citu proti mnohym druhom hmyzu vdaka ich zloZitym zmesiam monoterpenoidov a pribuznych feno-
lov (Wang et al. 2009; Isman 2000). EO rastlin pouzité v nasich experimentoch st bohaté na anetol,
karvakrol, estragol, fenchon, mentol, mentdn, limonén (Esen et al. 2007; Kordali et al. 2008; Gonza-
les — Coloma et al. 2013) a kvoli ich vysokej prchavosti maju ¢asto silné fumigantné ucinky s insekti-
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cidnou a akaricidnou aktivitou (Ho et al. 1997; Chang & Ahn 2002; Szczepanik et al. 2018; Park et al.
2017).

Insekticidny Gi€inok sa prejavil u vSetkych EO s vynimkou M. piperita. EO mity neusmrtil lykoZrua-
ty v Ziadnej sledovanej koncentracii pocas celej doby trvania pokusu. Pri ostatnych olejoch sa miera
umrtnosti vyrazne lisila v zavislosti od typu EO, koncentracie a ¢asu expozicie. V kontrolnej pokusnej
jednotke, pocas celej doby trvania pokusu, vSetky lykozruaty zostali Zivé a aktivne. Toxicky uc¢inok ole-
jov sa zvySoval so zvySujucou koncentraciou, ale aj v zavislosti od ¢asu. Najucinnejsi bol O. vulgare,
P, anisum a T. vulgare. Pearsonova korela¢na analyza potvrdila vyznamnu pozitivnu korelaciu medzi
kumulativnou imrtnostou 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 F vulgare; r = 0,972, p = 0,006 pre T. vulgaris; ar= 0,996, p= 0,005
pre H. officinalis). Vyznamné (p <0,05) rozdiely v mortalite IT boli zaznamenané aj medzi EO v rdm-
cirovnakého ¢asu expozicie a letalnej davky (obr. 1). Najvyssi insekticidny tc¢inok sa zistil u troch EO,
O.vulgare s celkovou umrtnostou 99 %, T. vulgaris (98 %) a P. anisum (78 %) na konci testu (po 96 ho-
dinach expozicie) a davkou 0,161 pl.cm2. Esencialny olej O. vulgare bol vyznamne (p <0,05) toxickej-
§1 takmer vo vSetkych davkach alebo ¢asoch expozicie. Esencidlne oleje E vulgare a H. officinalis ne-
preukazali Ziadnu alebo slabt toxicitu voci lykoZratom v zavislosti od davky a ¢asu expozicie. Pri naj-
vyssej davke (0,161 pl.cm™) E vulgare sposobil maximalnu mortalitu 14 % a H. officinalis 27 % za 96
hodin.

V pripade troch najucinnejsich EO, O. vulgare, T. vulgaris a P. anisum sme probitovou analyzou sta-
novili hodnoty letalnych koncentracii (LC,, LC,) (tab. 1) a letalnych ¢asov (LT, LT,) (tab. 2) s 95
% intervalom spolahlivosti. Hodnoty letalnych davok boli vypocitané pre ¢asy 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 zahrnuta do analyzy z dovodu nizkej mortality. Z analyzovanych EO sa in-
sekticidny t¢inok zvysoval v tomto poradi T. vulgaris < P. anisum < O. vulgare. Cas potrebny na zabitie
50 % dospelych lykozrutov zavisel od typu a davky EO. Vo vieobecnosti 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 pl.cm™2) a 64,03 + 2,83
h pre minimalnu davku (0,017 pl.cm™2). Hodnoty LT neboli vyvhodnocované pre davky <0,043 pl.cm™
a<0,084 pl.cm™2v pripade olejov P. anisum a T. vulgaris, taktiez z dévodu nizkej mortality.

Repelentny ti¢inok bol otestovany so vsetkymi olejmi okrem miity piepornej (tab. 3). Ucelom

pokusu bolo stanovit citlivost lykozratov na jednotlivé ole-

. je formou preferencie jednotlivych polovic (oSetrenej/neo-

; . . Setrenej) filtra¢ného papiera (obr. 2a). Miera ucinku sa me-

- dzi EO liSila v zavislosti od davky a dobe expozicie. Medzi

. ; ‘ i i 4. EO (F 41405 = 13,2‘8; p <9,901), davkami (F; .0, = 121,625
: ' p <0,001) a dobami expozicie (F(4,149) =121,62; p <0,001) boli

zistené vyznamné rozdiely v % jednotlivcov odpudzovanych

oSetrenymi filtraénymi papiermi; F(4,1 55 13,16; p <0,001).

Vseobecne sa index odpudzovania (RI) zvySoval v priebehu pr-
vych 4 az 6 hodin po oSetreni a nasledne sa Ucinok nepretrzi-
te znizoval az do konca biologického testu. Tento proces bol

i Foeniculum vulgare, Thymus vulgaris a Hyssopus officinalis) v priebehu 24 —
96 hodin. Stipce predstavujtice imrtnost a pismen4 nad stipcom znazoriujt
signifikantné rozdiely medzi olejmi v ramci tej istej koncentracie (P = 0,05;
Tukey’s HSD test).

Figure 1. Mean % mortality of Ips typographus adults 24— 96 h after treatment
| with different doses of plant essential oils (Pimpinella anisum, Origanum
i vulgare, Foeniculum vulgare, Thymus vulgaris and Hyssopus officinalis) in

i the contact toxicity bioassay; columns representing IT mortality labeled with

RN A — different letters within the same EO dose are significantly different (p = 0.05;

S Tukey’s HSD test).

, : Obrazok 1. Priemerna % mortalita dospelych Ips typographus po oSetreni
- T roznymi davkami rastlinnych silic (Pimpinella anisum, Origanum vulgare,
L &
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pozorovany hlavne pre EO P. anisum, O. vulgare a T. vulgaris a davkach 0,0765 — 0,219 pl.cm™.
Pri najvyssej davke (0,286 pl.cm2), EO P, anisum a na konci pokusu hladina RI mierne vzrastla (Rl =
78,1 % po 12 hodinach) alebo zostala takmer na konstantnych hladinach 60 — 80 % pocas testu v pri-
pade ostatnych EO. Pri nizkych davkach (< 0,013 pl.cm™2) sa nezistil ziadny repelentny G¢inok v pri-
pade EO H. officinalis a O. vulgare, alebo U¢inok dosiahol nizky RI a ten sa mal tendenciu zvySovat
sdavkou v pripade T vulgaris a H. officinalis, no nebolo to pravidlom a zaviselo od EO. Esencialny olej
Pimpinella anisum, O. vulgare a T. vulgaris vykazovali vyznamne vyS$8ie repelentné ucinky (p <0,01)
voCiIT ako E vulgare a H. officinalis.

Tabulka 1. Priemerna letalna davka (LD, and LD, ) z probitovej analyzy testujuca insekticidnu aktivitu esencialnych olejov
proti imagam lykozrata smrekového po 48, 72 a 96 hodinach.

Table 1. Mean lethal concentrations (LC and LC,,) from probit analyses testing insecticidal activity of essential oils against
Ips typographus adults for 48, 72 or 96-h exposure times (t,) to the oils.

El_zslf)‘:t‘slc‘(’)‘:s;‘:set:fs‘r t[h | LC,*SE* 95%Cl LC, % SE 95 % ClI Slope+SE | pr* | y*e
D anisam | Anethol 72 711+0,68 599-883 | 41,00+1060 | 2694-7799 | 0,73£0,08 | <0,001 | 0,518
' (88.6%) 96 3,1240,17 2,79-3,46 8,32+0,68 731-10,07 1,28£0,09 | <0,001 | 0,402
Carvacol |28 5,30+0,68 417-709 | 79593720 | 3900-28937 | 047%007 | <0,001 | 0307

O.vulgare | 200y 72 1,1840,19 0.79-1,55 9,50+ 1,64 714-14,57 0,61£0,08 | <0,001 | 0,671
(78,2%) 9 0,35+0,13 0,12-0,61 3,16£0,45 2,40-4,36 0,58+0,10 | <0,001 | 0,421

" [Thymol 7 1199+1,66 | 953-1692 | 674442323 | 3922-16585 | 0,4+0,10 | <0,001 | 0,331
Tovulgaris 1 55 4o 96 6,66%0,51 5,78-7,87 28,09+5,30 20,53-44,19 | 0,89+0,09 | <0,001 | 0,505

*SE — stredna chyby priemeru, **CI - 95 % interval spolahlivosti, ***p — hodnota regresnej analyzy, **** Pearsonov test x % (p=0,05, df=3).

Tabulka 2. Priemerny letalny ¢as (LT, and LT,)) z probitovej analyzy testujuca insekticidnu aktivitu esencialnych olejov
proti imagam lykozrata smrekového v zavislosti od ¢asu expozicie pri roznych koncentraciach (c) oleja.

Table 2. Mean lethal times (LT, and LT,) from probit analyses testing insecticidal activity of essential oils against Ips
typographus adults after exposure to the oils of different concentrations (c).

1 * 0 k% * k%

Eisl:entlal d ul/em?) LT _+SE [ 95%CI [[|1] LT, +SE [ 95%CI Slope £ SE* pies -
0,084 87,55+5,34 78,70-100,96 207,70+31,18 163,31-304,32 1,48+0,18 <0,001 0,225

P. anisum 0,123 62,60+ 1,96 58,79-66,58 103,82 £5,63 94,58 -117,68 2,5340,23 <0,001 0,315
0,161 56,27+1,82 52,68-59,91 94,19+4,77 4,77-105,64 2,49+0,21 <0,001 0,145

0,017 64,03+2,83 58,76-170,13 141,59+ 13,68 120,46 178,35 1,62+0,16 <0,001 0,747

0,043 61,49+243 56,85-66,57 123,76+ 9,68 108,39 - 148,69 1,83+0,17 <0,001 0,505

O. vulgare 0,084 54,36+2,12 50,24 - 58,67 107,04+7,26 95,23-125,06 1,89+0,17 <0,001 0,112
0,123 38,55+1,65 35,24-4178 74471432 67,24 84,82 1,94+0,17 <0,001 0,025

0,161 31,34+1,46 28,36-34,15 5798+3,17 52,62-65,50 2,08+0,19 <0,001 0,011

T. vulgaris 0,123 112,64+ 18,17 87,99 - 180,63 691,84 338,90 342,99 -3205,12 0,71+0,14 <0,001 0,332
' 0,161 57,66+3,24 51,58 - 64,69 168,55 £23,65 134,15-239,02 1,19+0,14 <0,001 0,264

*SE — stredna chyby priemeru, **CI - 95% interval spolahlivosti, ***p — hodnota regresnej analyzy, **** Pearsonov test * (p=0,05, df=2).

Obrazok 2. Vizudl pokusnych jednotiek, v ktorych
sa testoval repelentny ucinok éterickych olejov na Ips
typographus: a: Pokus v Petriho miskéach sledujuca
distribiciu imag I. typographus medzi oSetrenou
a neoSetreného polovicou filtratného papiera na dne
misky, b — d: tri smrekové vyrezy oSetrené EO roznymi
davkami (1,039; 1,385 a 2,077 pl.cm™) a jeden
neosetreny (kontrolny) vyrez v experimentalnej
jednotke, kde sa monitorovala distribucia lykozratov
medzi jednotlivymi vyrezmi v priebehu 2 — 72 hodin.
Figure2. Laboratory bioassays wherethe repellency effect
of essential oils were tested against Ips typographus: a:
Petri dish bioassay testing distribution of I. typographus
adults between treated and untreated filter paper half-
disks on the bottom of dish, b—d: three spruce log sections
treated with essential oils of different doses (1.039,
1.385 and 2.077 ul/cm?) and one untreated (control)
log section in the experimental arena for monitoring
distribution of I. typographus adults among the logs over
time of 2 — 72 h post-treatment.

Treatment . Conlrol
; i
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Tabulka 3. Repelentny u¢inok rastlinnych éterickych olejov (EO) voci imagam Ips typographus v zavislosti od ¢asu (2 —
12 hodin) preukazany poctom jedincov distribuovanych medzi oSetrenou polovicou filtratného papiera (T) o rdznej
koncentracie 0,5 — 10 % (v /v) EO a kontrolnou polovicou filtra¢ného papiera (C) a indexu repelentnosti (RI)

Table 3. Repellent effect of plant essential oils (EOs) to Ips typographus over 2 — 12 h post-treatment in the Petri dish assays
demonstrated by numbers of individuals distributed between the filter paper half-disk treated (T) with 0.5 — 10% (v/v) of EOs
and the untreated half-disk (C) and by repellency index (RI).

Essential oil concentration h ih T/(é(th) h o
0,5 % 40/60 (34,4) ** 47/53 (11,3) - 43/57 (24,6) — 51/49 (n) — 50/50 (n) —
1,0% 26/74 (64,9) *** 16/84 (81,0) *** 39/61 (36,1) — 40/60 (33,3) * 40/60 (33.3) —
= 2,5% 17/83 (79,5) *** 20/80 (75,0) *** 37/63 (41,3) * 35/65 (46,2) *** 37/63 (41,3) **
2 5,0% 31/69 (55,1) *** 20/80 (75,0) *** 27/73 (63,0) *** 43/57 (24,6) ** 34/66 (48,5) ***
E 7.5% 22/78 (71,8) *** 23/77 (70,1) *** 32/68 (52,9) *** 59/41 (n) *** 33/67 (50,8) ***
a 10,0 % 32/68 (52,9) *** 31/69 (55,1) *** 20/80 (75,0) *** 19/81 (76,5) *** 18/82 (78,1) ***
0,5% 61/39 (n) * 54/46 (n) — 68/32 (n) * 70/30 (n) *** 62/38 (n) *
1,0% 57/43 (n) * 30/70 (57,1) *** 71/29 (n) *** 68/32 (n) *** 63/37 (n) ***
© 2,5% 42/58 (27,6) — 39/61 (36,1) ** 35/65 (46,2) ** 28/72 (61,1) *** 41/59 (30,5) *
S 5,0 % 49/51(3,9)— 40/60 (33,3) *** 40/60 (33,3) *** 49/51(3,9)— 40/60 (33,3) ***
S 75% 39/61 (36,1) *** 39/61 (36,1) *** 42/58 (27,6) *** 49/51(3,9) — 32/68 (52,9) ***
S 10,0 % 23/77 (70,1) *** 30/70 (57,1) *** 29/71(59,2) *** 26/74 (64,9) *** 24/76 (68,4) ***
0,5% 43/57 (24,6) * 53/47 (n) — 54/46 (n) — 63/37 (n)— 64/36 (n) —
1,0 % 37/67 (41,3) ** 54/46 (n) — 51/49 (n) — 42/58 (27,6) — 42/58 (27,6) —
© 2,5% 6/94 (93,6) *** 39/61 (36,1) — 40/60 (33,3) — 56/44 (n) — 48/52(1,7) -
§° 5,0% 17/83 (79,5) *** 18/82 (78,0) *** 27/73 (63,0) *** 34/66 (48,5) *** 39/61 (36,1) ***
E 75% 15/85 (82,4) *** 29/71(59,2) *** 26/74 (64,9) *** 36/64 (43,8) *** 38/62 (38,7)**
S 10,0 % 21/79 (73,4) *** 16/84 (81,0) *** 12/88 (86,4) *** 25/75 (66,7) *** 26/74 (64,9) ***
0,5 % 72/28 (n) *** 66/34 (n) *** 58/42 (n) * 54/46 (n) — 49/51(3,9)—
1,0 % 37/63 (41,3) — 39/61 (36,1) * 46/54 (14,8) — 51/49 (n) — 51/49 (n) —
@ 2,5% 37/63 (41,3) * 35/65 (46,2) ** 36/64 (43,8) *** 40/60 (33,3) ** 39/61 (36,1) **
§3 5,0% 29/71 (59,2) *** 33/67 (50,7) *** 36/64 (43,8) *** 31/69 (55,1) *** 37/63 (41,3) ***
E 75% 17/83 (79,5) *** 22/78 (71,8) *** 23/77(70,1) *** 26/74 (64,9) *** 28/72 (61,1) ***
= 10,0 % 19/81(76,5) *** 14/86 (83,7) *** 15/85 (82,4) *** 21/79 (73,4) *** 27/73 (63,0) ***
0,5 % 63/37 (n) * 56/44 (n) * 52/48 (n) — 52/48 (n) — 55/45 (n) —
- 1,0% 60/40 (n) — 66/34 (n) * 65/35 (n) * 65/35 (n) *** 80/20 (n) ***
;t:; 2,5% 43/57 (24,6) — 49/51(3,9) - 59/41 (n) * 59/41 (n) *** 74/26 (n) ***
3 5,0% 23/77 (70,1) *** 47/53 (11,3) — 56/44 (n) — 66/34 (n) * 54/46 (n) —
kS 75% 8/92 (91,3) *** 11/89 (87,6) *** 19/81(76,5) *** 30/70 (57,1) *** 27/73 (63,0) ***
= 10,0 % 8/92 (91,3) *** 8/92 (91,3) *** 10/90 (88,9) *** 13/87 (85,1) *** 15/85 (82,4) ***

T/ C - podiel [%] lykozritov na oSetrenej (T) a kontrolnej (C) polovici filtra¢ného paiera, RI — index repelencie (1 - (T/C)) x 100 [%] (Gutiérrez et al. 1997), n — nebol zisteny Ziadny
repelentny G¢inok, Studentsky t-test na pocet lykozritov medzi odetrenou (T) a kontrolnou (C) polovicou filtragného papiera: p <0,05 (¥), p<0,01 (**), p <0,001 (***), p>0,05 (1).

Tretim experimentom sa testovala preferencia lykoZrutov topicky oSetrenej kory EO (obr. 2b —d).

Tri EO, ktoré preukazali vyrazne vy$$iu insekticidnu a repelentnu aktivitu proti IT v predchadzajucich
pokusoch sa topicky aplikovali na povrch smrekovych sekcii. Studoval sa repelentny G¢inok formou
preferencie jednotlivych smrekovych sekcii oSetrenych roznymi koncentraciami a druhmi EO. Na po-
kus sa pouzilo 100 dospelych IT vloZenych do boxu, kde boli umiestnené tieto smrekové sekcie oSet-
rené EO troma davkami (1,039; 1,385 a 2,077 pl.cm™?) a jeden kontrolny (acetonom osetreny). Per-
centualna distribucia chrobakov medzi smrekovymi sekciami sa sledovala po dobu od 2 - 72 h po apli-
kécii (tab. 4). Repelentny ucinok bol preukéazany vo vsetkych testovanych EO, davkach alebo ¢asoch,
¢o bolo potvrdené chi-kvadratovym testom (p <0,001). V zavislosti od EO a ¢asu expozicie sa percen-
to chrobakov, ktori migrovali na kontrolnt sekciu, pohybovala od 66,6 % (O. vulgare po 2 hodinach)
do 94,6 % (P. anisum po 72 hodinach). Vysledky ukazuju, Ze EO boli velmi odpudivé a t¢inok sa pre-
javoval az do konca pokusu (tab. 4).

EO z O. vulgare, T. vulgaris a P. anisum mali vyznamny insekticidny u¢inok proti dospelym /. zy-
pographus. Vzhladom na fakt, Ze neexistuje Studia testujuca vplyv esencidlnych olejov na lykozruta
smrekového, vyber rastlin a ich olejov sme vyberali na zaklade pocetnych sprav a publikacii o insekti-
cidnych uc¢inkoch na druhy hmyzu z radu Coleoptera (Kim et al. 2010; Prates et al. 1998; Garcia et al.
2005; Gonzales — Coloma et al. 2013; Nenaah & Ibrahim 2011; Pavela 2011; Saroukolai et al. 2010).
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Tabulka 4. Priemerny podiel (%) lykoZrutov rozdelenych medzi tri smrekové vyrezy oSetrené éterickymi olejmi o roznych
koncentracii (1,039, 1,385 and 2,077 pl.cm2) a jeden neosetreny (kontrolny) vyrez v ¢ase (t) 2—72 h.

Table 4. Mean proportion (%) of Ips typographus adults distributed among three spruce logs treated with essential oils
of different concentrations (1.039, 1.385 and 2.077 ul.cm™) and one untreated (control) log over time (t) of 2 — 72 h post-
treatment.

; el =7
(b Essential oil — Logs treated with i?sesmlal oils [pl.em™] — Untreatedlog
P. anisum 8,810,72a* 4,2+0,52a 4,4+0,78a 82,610,83a
2 T. vulgaris 14,0+3,33a 6,0+2,13a 1,841,19b 78,443,902
0. vulgare 15,0£0,52a 9,6+0,89a 8,4+0,18¢c 66,6+1,15b
P. anisum 6,4+1,08a 3,610,67a 3,240,59a 86,8+0,06a
4 T. vulgaris 13,0£2,92a 4,0+0,36a 1,841,04b 81,243,64a
O. vulgare 13,4+1,65a 7,440,63b 7,4%0,18¢ 71,8+1,37b
P. anisum 7,2+0,87a 2,610,462 1,4+0,46a 88,8+1,28a
6 T. vulgaris 11,0+2,32a 3,440,33a 1,4+1,18a 84,243 ,68a
O. vulgare 11,0+1,55a 7,240,46b 5,840,22b 76,0+1,63b
P, anisum 6,4+0,92a 2,840,332 1,240,332 89,0+1,28a
8 T. vulgaris 8,4+2,05a 3,440,77a 1,041,182 87,2+3,46a
O. vulgare 9,4+1,04a 6,210,36b 5,840,00b 78,61+1,34b
P. anisum 6,0+0,28a 3,0£0,28a 1,0+0,28a 90,0+0,63a
10 T. vulgaris 7,241,99a 4,2+1,11a 1,041,562 87,0+3,89a
O.vulgare 8,4+0,44a 7,240,72b 5,240,00b 79,240,67b
P. anisum 4,840,52a 3,0£0,49a 0,6+0,36a 91,6+0,67a
12 T. vulgaris 7,842,02a 3,6£1,04a 0,8+1,15a 87,843,95a
0. vulgare 9,041,282 5,8+0,61a 5,440,18b 79,8+1,25b
P. anisum 4,610,362 3,240,66a 0,440,364 91,8+0,52a
24 T. vulgaris 6,0+1,79a 2,4+0,96a 0,8+2,15a 90,8+4,83a
O. vulgare 8,041,102 4,6+0,36a 6,0£0,33b 81,4+1,37a
P. anisum 5,441,042 3,0+0,28a 0,040,002 91,6+1,04a
36 T. vulgaris 6,241,484 2,440,88a 0,6+1,99a 90,8+4,18a
0. vulgare 7,240,182 4,440,362 6,4+0,36b 82,040,332
P. anisum 5,0+0,69a 2,0+0,49a 0,04+0,00a 93,0+1,17a
48 T. vulgaris 5,0+1,63a 2,2+0,57a 0,4+1,22a 92,4+3,21a
O. vulgare 7,8+0,28a 4,0+0,33a 4,610,36b 83,610,36b
P. anisum 4,240,662 2,0£0,40a 0,040,002 93,840,952
60 T. vulgaris 4,841,31a 2,241,40a 0,4+1,00a 92,613,56a
O. vulgare 7,2+0,44a 4,240,33a 4,6£0,36b 84,040,61b
P. anisum 3,610,46a 1,8+ 0,33a 0,0£0,00a 94,610,732
72 T, vulgaris 4,8+1,94a 1,6+1,34a 0,4+0,87a 93,2+4,10a
O. vulgare 8,0+0,44a 4,4+0,22a 4,2+0,36b 83,4+0,59b

* Priemerny podiel (%) lykozrutov + §tandardna chyba; stredné hodnoty oznacené rovnakym pismenom pre rovnaké osetrenie a ¢as sa vyznamne nelisia (Tukeyov HSD test; p=0,05).

Nasim cielom bolo testovat novy potencionalny bioinsekticid pre moznosti vyuzitia kombinovanej
metody ochrany lesa s vyuzitim tradi¢nych metdd. Mohli by byt uzito¢nymi prostriedkami pre ovplyv-
nenie preferencie a ataku smrekov lykozratmi, ochrany jednotlivych stromov spolo¢enského vyznamu
alebo skladok dreva. Zaverom je, ze O. vulgare ma velmi vysoky a rychly nastup insekticidneho ucin-
ku a M. piperita sa javi ako atraktant, ktoru je nutné potvrdit dal§imi experimentmi. Pred zavedenim
biologickej kontroly lykozratov prostrednictvom esencialnych olejov do praxe st potrebné este dalSie
experimenty. Testovanie by sa malo zamerat na identifikaciu tych komponentov, ktoré st zodpovedné
za vysoku uc¢innost EO a na §tadium aéinnosti hlavnych zloziek EO vo¢i lykozrutovi. Dalej repelent-
né ucinky, ¢i stadium in vivo uc¢inkov EO a ich jednotlivych zloziek na necielové druhy je tiez dolezité.
Dospeli sme k zaveru, ze EO mozu mat potencial ako alternativa k chemickej kontrole, a preto mézu
byt postidené pre zaclenenie integrovanej ochrany proti Skodcom tohto skodcu.

Materialy a metody
Hmyz

Imaga lykozZrutov sa vyberali z prirodzene naletenych smrekovych stromov lesov TANAP-u
(49.167168°N, 20.138477°E) pocas jula az septembra 2016. Naletené polen lykoZratmi boli odkor-
nené a lykoZruty opatrne vyberané z galérii, aby nedoslo k poskodeniu tela jedinca. PouZili sa len do-
spelé jedince, okamzite vybraté z galérii, bez predchadzajuceho uchovavania v boxoch.
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Esencialne oleje

EO sme nadobudli od spolo¢nosti Calendula a.s. (Nova Luboviia, Slovensko) ako obchodné esenci-
alne oleje — Styri EO z rastlin Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Hyssopus officinalis a Mentha %
piperita patriace do ¢elade Lamiaceae a dva druhy Pimpinella anisum a Foeniculum vulgare patriace
do ¢eladi 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 esen-
cialneho oleja prebiehala na koléne Bruker Br-5ms ms (30 m x 0,25 mm ID, hrubka filmu 0,25 pm;
Bruker Daltonics Inc., MA, USA). Injektor typu 1177 sa zahrial na teplotu220 ° C. ReZim vstrekova-
nia —mod splitless (1p Lanalytuv pomere 1 : 1,000 rozpustadla n-hexanu). Ako nosny plyn sa pouZilo
hélium s kon§tantnym prietokom kolény 1,2 ml min-1. Teplotny program kolony bol naprogramovany
do styroch krokov: (1) 50 °C pre 10 min, (2) 100 °C pri 3 °C min ™!, (3) izotermicka pocas 5 minuta (4)
150 °C pri 10 °C min ™. Celkovy ¢as analyzy trval 87,67 min. Zachyt MS bol zahrievany na 200 °C, roz-
delovac 50 °C a prenosovej linii 270 °C. Hmotnostné spektra sa skenovali kazda sekundu v rozmedzi
40— 650 m/z. Retenéné indexy sa stanovovali vo vztahu k hodnotam Rt homol6gnych série n-alkanov
(C10-C35) zarovnakych podmienok. Zlozky boli identifikované porovnanim ich reten¢nych indexov
(RI) s renomovanou literattirou. Dalsia identifikacia sa uskutoénila porovnanim hmotnostnych spek-
tier bud's datami ulozenymi v NIST 02 alebo s literatirou (Adams 2007). Relativne koncentréacie zlo-
ziek boli hodnotené ako percento normalizacie plochy piku.

Insekticidny uc¢inok EO bol stanoveny metédou kontaktnej toxicity. Kazda pokusna jednotka
pozostavala zo sklenenej Petriho misky (60 x 15 mm), obsahujuca filtra¢ny papier (priemer 60 mm;
Whatman No. 1) umiestneny na dne misky. PouZilo sa pit roznych koncentracii EO (0,017, 0,043,
0,084, 0,123 a 0,161 pl.cm™2). Na povrch filtraéného papiera sme naniesli 50 pl prislusného roztoku
EO. Na kontrolu bol pouZity iba aceton. Po 10 minatach, akonahle sa rozpustadlo odparilo, 10 dospe-
lych lykozrutov (bez determindcie pohlavia) sa vlozilo do kazdej Petriho misky. Petriho misky boli ulo-
zené v tme pri teplote 23 £ 1 °C a 70 — 80 % relativnej vihkosti. Mortalitu lykozratov sme zaznamena-
vali po 24, 48, 72, 96 hodinach. Jedince sme povazovali za mrtve, az v pripade, ked pod binokularnou
lupou neboli zaznamenané Ziadne pohyby noh, alebo tykadiel ani po stimulacii entomologickou pin-
zetou. Experimentalny dizajn bol ndhodny s desiatimi opakovaniami pre kazdy EO a koncentraciu.
Priemerna umrtnost lykozratov v teste kontaktnej toxicity sa vyhodnotila Statistickym testom ANO-
VA na stanovenie rozdielov medzi EO a koncentraciami. Test post-hoc Tukey HSD sa pouZil na roz-
liSenie a porovnanie priemerov v pripade, Ze boli zistené vyznamné rozdiely (p = 0,05). Kumulativnu
mortalitu z testu toxicity sme vyhodnotili probitovou analyzou (Finney 1971) na vypocet letalnych da-
vok (LD50, LD90) a letalnych ¢asov (LT50, LT90) s 95 % intervalom spolahlivosti.

Repelentny ucinok piatich esencialnych olejov (Pimpinella anisum, Origanum vulgare, Foenicu-
lum vulgare, Thymus vulgaris, Hyssopus officinalis) proti lykozratovi smrekovému bola realizovana
podla metodiky, ktora pouzili viaceri autori (Albuquerque et al. 2013; Peixoto et al. 2015; Mishra et
al. 2012). Plastové Petriho misky (90 x 15 mm), boli upravené pre potreby experimentu (obrazok 2a).
Dno Petriho misky bolo pokryté filtraénym papierom (priemer 90 mm; Whatman No. 1) a rozdelené
na dve polovice. Kazda polovica filtratného papiera sa spracovala osobitne. Na jednu polovicu sa na-
nieslo 100 pl aceténového roztoku testovanej koncentracie EO, a na druht polovicu, iba samotné roz-
pustadlo (kontrola). V experimente sme pouzili celkom Sest roztokov (v/v) EOQ/aceton s koncentra-
ciami (0,015, 0,031, 0,077, 0,150, 0,219 and 0,286 pl.cm™2). Po odpareni rozpustadla (10 min.), sme
obe polovice filtracného papiera prilepili obojstrannou lepiacou paskou na dno Petriho misky a vlozi-
li 10 dospelych lykozrutov (bez determinacie pohlavia). Misky sme prikryli modifikovanymi vieckami
a udrziavali v tme pri teplote 23 + 1 °C a 70 — 80 % relativnej vlhkosti. Po 2, 4, 6, 8 a 12 hodinach sme
zaznamenavali pocet jedincov na jednotlivych poloviciach filtraéného papiera. Uéelom pokusu bolo
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stanovit preferenciu jedincov k jednotlivej oSetrenej/neosetrenej polovice filtracného papiera. Experi-
menty boli desatkrat opakované. Experiment sme vyhodnotili Statistickym t-testom. Index repelencie
(RI1%) bol vypocitany pre kazdy EO (Gutiérrez et al. 1997): % RI=(1-(% T /% C)) x 100, kde % T je
percento chrobdkov na oSetrenej polovici filtraéného papiera a % C je percento jednotlivcov na kon-
trolnej polovici papiera v Petriho miske.

Repelentny ucinok sledovany osetrenim smrekovej kory. Na sekcie smrekového dreva sa topicky
aplikovalitri EO (P, anisum, O.vulgareaT.vulgaris). Tieto zlG¢eniny sa vybralina zaklade vysledkov opi-
sanych v predchadzajucom experimente. Cielom tohto experimentu bolo otestovat repelentnu aktivitu
EOvodiIT, ked'sa aplikuje priamo na koru. Experimentalna jednotka pozostavala zo skleneného boxu
(488%330%340mm),ktoréhodnojepokrytyfiltracnym papierom (488 x 330 mm; Whatman¢. 1) aroz-
delenynarovnaké Stvrtiny (244 x 165 mm) dvomakolmymi ¢iaraminakreslenymiznackou (obr. 2b—d).
Celkovy povrch troch vyrezov gulatiny bol postriekany 7 ml prisluSného EO davky 1,039; 1,385 a 0,005
2,077 pl.cm™2. Stvrta sekcia polena bola oSetreny acetonom (kontrola). Po odpareni aceténu (10 mi-
nut) sa do stredu boxu umiestnilo 100 dospelych zdravych IT dospelych lykozratov (obr. 1¢). Chi-
kvadrat test sa pouZil na porovnanie variability medzi o¢akdvanou a pozorovanou distribuciou IT. Po-
Cet IT distribuovanych medzi oSetrenymi sekciami smrekovych sa podrobil ANOVA, aby sa ur€ili roz-
diely medzi EO. VSetky Statistické analyzy sa uskutoc¢iiovali s pouzitim Minitab 17 ® (© 2013 Mini-
tab Inc.).
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