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Udinnost nékterych rostlinnych extrakti na vybrané
charakteristiky hmyzu

Souhrn

Cilem této bakalatské prace bylo ovéfit biologickou ucinnost, pfedevsim toxicitu,
nékolika vybranych rostlinnych extrakti na modelové druhy hmyzich Skidct, jakozto
soucasti SirSitho vyzkumného Usili o nalezeni novych zdroji botanickych insekticidi. Do
neddvna byly téméf vylucné pouzivany insekticidy syntetické, které ale maji fadu
nezéadoucich vedlejsich G¢inkl na ¢lovéka a cely ekosystém. Botanické insekticidy jsou proto
klicové pro zajisténi budouci potravinové bezpecnosti lidstva.

Byly vybrany metanolové extrakty z rostlin Helianthus tuberosus, Paulownia
tomentosa, Populus nigra, Celastrus angulatus a Coriandrum sativum. Jako modelovi Skiidci
polnich plodin byly vybrany larvy 3. instaru Spodoptera littoralis (Boisd.) a dospélci Myzus
persicae (Sulzer), a jako vektor lidskych infekei larvy 3. instaru Culex quinquefasciatus
(Say).

Sledovana byla pfedevSim akutni toxicita, u S. littoralis pak navic chronicka toxicita,
inhibice ristu a protipozerova ucinnost. VSechny provedené testy byly laboratorniho
charakteru za presné kontrolovanych podminek. Pomoci koncentracnich sérii a probitové
analyzy byly stanoveny hodnoty letalnich dadvek (koncentraci) LDs, (LCs).

Nejvyssi toxicita pro S. littoralis byla zjisténa u extraktd z Coriandrum sativum (37%
mortalita pii 500 pg/larvu akutngé a LDsy = 98 pg/cm?® chronicky) a z Populus nigra (19%
mortalita pfi 500 pg/larvu akutné a LDs, = 211 pg/cm? chronicky). Nejvy$si protipozerovou
uéinnost mél extrakt Helianthus tuberosus (99,8 % pti 100 pg/cm?).

Také pro C. quinquefasciatus mély nejvyssi toxicitu extrakty z Coriandrum sativum
(LDso =52 pg/ml akutn€) a z Populus nigra (LDs, = 358 pg/ml akutng).

Nejvyssi toxicitu pro M. persicae mély extrakty z Coriandrum sativum (LCso = 0,9 %
w/v akutng) a z Populus nigra (LCso = 2,1 % w/v akutng).

Za nejvhodnéjsi pro dal$i vyvoj botanickych insekticidii 1ze doporucit predev§im
extrakt z kiiry Populus nigra (odpadni material a energeticka plodina — potencial nizké ceny),
a dale extrakt z Coriandrum sativum (nejvyssi toxicita z testovanych). Tyto dvé rostliny navic

pochazeji z evropského kontinentu.

Klic¢ova slova: botanické insekticidy, rostlinné extrakty, ekologické zeméd¢lstvi



Effects of selected plant extracts on specified insect
characteristics

Summary

The goal of this bachelor thesis was to asses the biological efficacy (toxicity) of
several plant extracts against model insect pest species. This work is a part of a larger
research effort conducted to discover new sources of botanical insecticides. Such insecticides
are crucial to assure the future food security of mankind without suffering the side effects
common with synthetic insecticides.

Methanol extracts from the following plant species have been tested: Helianthus
tuberosus, Paulownia tomentosa, Populus nigra, Celastrus angulatus, Coriandrum sativum.
Model insect pest species were Spodoptera littoralis (Boisd.) and Myzus persicae (Sulzer) for
crop pests and Culex quinquefasciatus (Say) for human disease vectors.

Acute toxicity has been determined for all three pest species. For S. littoralis, tests for
chronic toxicity, growth inhibition and antifeedance were also conducted. The tests were
performed in laboratory settings in a well-controlled environment. Extracts were applied in a
series of doses/concentrations in order to determine the lethal dose/concentration LDs
(LCso).

The highest toxicity against S. littoralis has been found in Coriandrum sativum
(37% mortality at 500 pg/larva acute and LDsy = 98 pg/cm? chronic) and Populus nigra
(19% mortality at 500 pg/larva acute and LDso =211 pg/cm? chronic) extracts.

The highest toxicity against C. quinquefasciatus has been likewise found in
Coriandrum sativum (LDsy = 52 pg/ml acute) and Populus nigra (LDs, = 358 pg/ml acute)
extracts.

The highest toxicity against M. persicae has been found in Coriandrum sativum
(LCso =0,9 % w/v acute) and Populus nigra (LCsy = 2,1 % w/v acute).

The best candidates for further development are the extracts from Populus nigra (a
potentially cheap source as a biofuel plant) and Coriandrum sativum (for its highest toxicity).

Both of these plants grow naturally in Europe.

Keywords: botanical insecticides, plant extracts, ecological agriculture
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1 Uvod

Vznik zemédé€lstvi se datuje do doby piiblizné pted 10 000 lety a jiz od této doby se lidé
setkavali s problémem poskozovani plodin riznymi S$ktdci, zejména hmyzem. Jiz ve
starovéku byly uZivany rizné ochranné metody zaloZzené na jednoduchych rostlinnych
extraktech. S pfichodem rozsdhlych zemédélskych monokultur a odriid intenzivné
Slechténych na vynos se problém ochrany plodin prohloubil (Isman, 2006).
problémi zemédelské vyroby v zemich zapadni industrializované spolecnosti. Rozvojem
chemické védy a primyslu a jim produkovanymi syntetickymi insekticidy v 1. pol. 20. stol.
byl umoznén prudky rist zemédélské vyroby v téchto zemich. Tento rozvoj podpofil rist
materidlniho blahobytu, a pozdéji pfispél 1 k transformaci spole¢nosti v postindustrialni.
Cenou za tento vyvoj vSak byla kontaminace potravniho fetézce tézko odbouratelnymi
rezidui téchto chemickych latek. Plizivé, obtizné odhalitelné plisobeni téchto latek velmi
pravdépodobné pfispiva k rozvoji mnoha tzv. civilizacnich chorob, navzdory snaze o vyvoj
novych syntetickych insekticidt mén¢ skodlivych jak pro zdravi lidské, tak pro zdravi celého
ekosystému (Isman, 2006; Dubey, 2011; Pavela, 2011a).

V posledni tfetin€ 20. stol. se zacal nové rozvijet starobyly zplisob ochrany rostlin
pomoci extraktli z vybranych druht rostlin, které samy jevi proti hmyzim sktidcim zvySenou
odolnost, tzv. botanickych insekticidd. U¢inné latky v téchto piipravcich zistavaji ve své
puvodni, chemicky neupravené podobé¢ a diky tomu jsou v ekosystému jiz z principu snadnéji
odbouratelné¢ (Pavela, 2011a). Pro nalezeni nejvhodnéjSich zdroji takovychto extraktl je

zapotiebi prozkoumat velké mnozstvi rostlin a tato prace je piispévkem k tomuto usili.



2 Cil prace

Cilem této prace bylo srovnat biologickou Uc€innost vybranych rostlinnych extrakti
(Helianthus tuberosus, Paulownia tomentosa, Populus nigra, Celastrus angulatus,
Coriandrum sativum) na vybrané charakteristiky hmyzu a navrhnout mozné vyuziti

nejucinngjsich extrakt v ochrané rostlin.

Hypotéza: rostlinné extrakty ovliviiuji chovani hmyzu a mohou byt vyuzity v ochrané

rostlin jako alternativa chemické ochrané.



3 Literarni reSerse

3.1 Historie ochrany rostlin pfed hmyzimi Skidci

Zemédelstvi vznikalo pted piiblizné 10 000 lety. Postupné byly péstovany a selektovany
rostliny ryze, pSenice a kukufice v oblastech jithovychodni Asie, tzv. irodného ptilmésice a
Egypta, Ameriky. Uz z doby pied 3000 lety je ze zdznami doloZeno uZivani ochrannych
metod zaloZenych na jednoduchych rostlinnych extraktech, které negativné ucinkovaly proti
hmyzu, plisnim a jinym $kidctim. Casto se k tomuto G&elu pouZivaly rostliny s 1é&ivymi
ucinky na ¢lovéka (Isman, 2006).

V oblasti Evropy se velmi rozs§ifenym insekticidem stal tzv. dalmatsky prach, coz je
prach z drcenych listh fimbab (Pyrethrum). Je znamo, Ze okolo r. 470 pt. Kr. vydal persky
kral Xerxes nafizeni k uZzivani tohoto prachu proti v§im a blechdm ve svém vojsku. Po
objeveni Ameriky se do Evropy dostaly rostliny tabdku a v 16. a 17. stol. zacaly byt vodné
vyluhy z né¢ho pouzivany proti savym Skidciim. V roce 1828 byla izolovana hlavni G¢inna
latka nikotin (Pavela, 2006).

V dobé zemédélské revoluce v 18. a 19. stol. vedlo péstovani rozsdhlych monokultur ke
zvySenému vyskytu nékterych Skudcti. V t€¢ dobé také zacal byt v oblasti Ameriky a
jihovychodni Asie pouZzivan insekticid rotenon, extrahovany z rostlin skupiny koZnatct
(Derris) (Pavela, 2006). V tomto obdobi zacaly byt extrakty z fimbab, pyretra, pouzivany
komercné také v zemedélstvi.

V prvni poloviné 20. stol. byly velmi Casto pouzivany insekticidy anorganické, jako
napf. slouceniny siry nebo tézkych kovii olova a arsenu. Hmyz byl huben i pomoci plynt
jako kyanovodik (Sefrova, 2006).

Revoluci v oblasti zemédélskych insekticidi zptsobil po druhé svétové valce prvni
masoveé uzivany synteticky organicky insekticid DDT, ktery byl zprvu povazovan, na rozdil
od tézkych kovi, za nezdvadny lidskému zdravi. Ackoliv nevykazoval akutni toxicitu pro
cloveka, bylo postupné prokazano, ze jeho rezidua v potravnim fetézci méla za nasledek napf.
vyvojové poruchy plodu nebo zvySeny vyskyt rakoviny. Objevily se také prvni populace
hmyzu rezistentni k DDT. V roce 1972 byl DDT v USA zakazan (Pavela, 2011a).

DDT a dalsi chlorované insekticidy, jako napi. hexachlorcyklohexan (HCH), byly poté
nahrazeny organofosfaty, karbamaty a syntetickymi pyretroidy (Kocourek, 2000). Vyvoj
syntetickych pyretroidii zac¢al v sedmdesatych letech a jejich vyhodou se ukdzala byt m;.
nizka aplika¢ni davka.

I tyto modernéjsi syntetické pesticidy vSak zanechavaji v ekosystému rezidua, jejichz
negativni vliv jak na lidské zdravi, tak na chod celého ekosystému byl v poslednich
desetiletich dokumentovan v mnoha studiich. Proto vznikla mySlenka tzv. integrovaného



systému ochrany rostlin (integrated pest management, [IPM). Tento systém by mé¢l umoznit
pomoci kombinace biologickych, fyzikalnich a agrotechnickych postupi podstatné snizit
mnozstvi uzivanych syntetickych pesticidii. Moderni botanické insekticidy jsou pak dilezitou
slozkou IPM (Pavela, 2011a).

3.2 Mechanismy prirozené obrany rostlin pfred hmyzem

Jednou z moznosti ochrany rostlin pfed sktidci je vyuziti chemickych latek, které proti
nim rostliny pfirozen¢ produkuji. Takové ptipravky se nazyvaji botanické pesticidy, nebo
insekticidy v ptipadé hmyzu (Pavela, 2006). Nasleduje proto strucnd charakteristika

pfirozenych obrannych mechanismi.

3.2.1 Mechanicka obrana

Mechanickou obranu rostliny pfed skidci tvofi rizné pokozkové a podpokozkové
vyrustky, kterymi mohou byt Zlaznaté nebo zahavé trichomy, chlupy, nebo trny. Jednodussi
vicenasobnym d¢lenim bunék. Trichomy mohou obsahovat drazdivy sekret, ktery se pfi
zlomeni trichomu vylije, jako napft. u koptivy. Tento sekret pak spadd do chemické obrany
(Novak a Skalicky, 2009).

Odlisnym druhem mechanické obrany je pak produkce kluzké voskové vrstvy na
povrchu rostliny, v rostlinné i$i velmi rozsifena. Nékteré druhy hmyzu, napt. mandelinky,
dokazi vSak tuto ochranu ptekonat produkci lepkavych latek vylucovanych na koncich nohou
(Novak a Skalicky, 2009).

3.2.2 Chemicka obrana

Kromé¢ latek nezbytn€ nutnych pro stavbu, ¢innost a vyvoj rostlinného téla (primarni
metabolity) produkuji rostliny i fadu latek, které v zakladnich rostlinnych procesech zddnou
roli nemaji (sekundarni metabolity). Tyto latky plni fadu vedlejSich funkci jako atraktanty,
detoxikacni faktory, regulatory ristu nebo tvaru a také jako latky obranné. (Novéak a
Skalicky, 2009). Obranné latky, tzv. allelochemikalie, rostlina syntetizuje a uklada. Mohou
slouzit k obrané jak pfed hmyzimi Sktdci, tak pted houbami nebo vysSimi bylozravymi
zivoCichy (Dubey, 2011). K tomuto ucelu slouzi fada riznych skupin chemickych latek:
alkaloidy, saponiny, taniny, silice, pryskyfice a dal§i. Tento druh obrany je povazovan za

evolu¢né star$i nez obrana mechanicka (Kocourek, 2000).
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3.2.3 Pisobeni obrannych latek na hmyz

3.2.3.1 Piimy ucinek

Za ptimy ucinek povazujeme akutni a chronickou toxicitu dané latky pro hmyz. Akutni
toxicita znamena mortalitu do 24 piipadné 48 hodin, chronicka toxicita pak mortalitu v fadu
dnt. Chemickou povahou se latky v této skupiné fadi naptiklad mezi alkaloidy, jednoduché
fenoly €1 aromatické terpeny. Mechanismus ucinku téchto latek souvisi obvykle s nervovou
soustavou hmyzu a s blokaci pfenosu nervového signalu nebo excitace a deexcitace neurond.

Pak se tyto latky nazyvaji nervovymi (srdecnimi) jedy (Pavela, 2011a).

3.2.3.2 Neptimy ucinek

Rada rostlinnych obrannych latek fazenych mezi allelohormony neboli allomony,
neposkozuje pifimo zdravi hmyziho jedince, ale chrani rostlinu pfed poSkozenim svym spise
preventivnim charakterem, tedy nepiimym ucinkem (Pavela, 2011b). Tyto latky dale

rozd€lujeme dle jejich ucinku na:

e Antifidantni latky

Latky s protipozerovym neboli antifidantnim u¢inkem (angl. antifeedants) odrazuji hmyz
od pfijmu takto oSetfené rostlinné potravy, aniz by u néj zplisobovaly piimou toxicitu.
Chemicky jsou to pfedevsim jednoduché aromatické fenoly, alkaloidy, terpeny ¢i limonoidy
(Pavela, 2011b).

V 70. letech 20. stol. byl prokdzan silny protipoZerovy ucinek vytazku ze semen
azadirachty indické, Azadirachta indica Juss. (Isman, 2006). Od tohoto objevu se staly
protipozerové latky pfedmétem vyzkumu pro jejich vyhodné vlastnosti: maji vysokou
selektivitu, jsou tvoreny slozitym souborem latek a diky tomu na né Spatné vznika rezistence,

a maji i dalsi biologické ucinky omezujici rist hmyzu a jeho plodnost (Pavela, 2011a).

e Repelentni latky

Takto oznacujeme latky, které odrazuji hmyz i od pouhého dosednuti na rostlinu. Tyto
uc¢inky ma fada jednoduchych aromatickych uhlovodiki, které se lehce uvoliiuji do vzduchu
(Pavela, 2011a). V USA se prodavaji oleje z eukalyptu nebo z cedrového dieva jako
repelenty proti hmyzu obtézujicimu cloveka. Lze jich ale pouzit i k ochrané hospodaiskych
zvitat nebo vcelstev (Isman, 2006).

Tékavost nutnd k Sifeni latky vzduchem vSak znamena4, Ze se aplikované mnozstvi rychle
vyCerpa, a proto obecné tyto latky nachazeji v ochrané rostlin mensi uplatnéni (Pavela,
2011b).
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e Antiovipozicni latky

Za antiovipositanty povazujeme latky, které¢ odrazuji samicky hmyzu od kladeni vajicek
na odetfenou rostlinu. Casto takto ptisobi i latky antifidantniho charakteru, nebot’ takovou
rostlinu samicka vyhodnoti jako nevhodnou pro vyvoj svého potomstva. Tuto funkci u rostlin
plni mnoho aromatickych terpent, alkaloidl, fenold, polyfenoli a limonoidi (Pavela,
2011a).

3.3 Botanické insekticidy

Botanické insekticidy jsou piipravky na bazi riznych druhl extraktt rostlin, které
vyuzivaji insekticidnich vlastnosti sekundarnich metabolitd vybranych rostlin. Urcité
mnozstvi insekticidné piisobicich latek tvofi vétSina volné rostoucich rostlin (na rozdil od
Slechténych plodin), pouze nékteré druhy je vSak tvoii v takovém mnozstvi, Ze 1ze z jejich
extraktli pfipravit prakticky pouzitelny insekticid (Pavela, 2006; Pavela, 2011a).

3.3.1 Botanické insekticidy prvni generace

Jako prvni generace se oznacuji insekticidy pouzivané v Evropé piedevsim od 16. do
konce 19. stoleti, pted zacatkem prudkého rozvoje syntetické chemie a chemického
pramyslu. V jinych oblastech svéta, predev§im v Americe a v Asii odkud byly do Evropy
dovezeny, se vSak pouzivaly jiz od starovéku. Prevazné to byly jednoduché extrakty. V
Evropé byly tyto extrakty zdokonaleny a jejich vyroba dostala primyslovou podobu. Do této
kategorie patii predevSim extrakty z rostlin tabaku, koznatce a chryzantém, a dale rostlinné
oleje (Pavela, 2006).

3.3.1.1 Nikotin

Pouzivaji se listy rostlin n¢kolika druht tabaku: Nicotiana tabacum L. (tabak virginsky),
Nicotiana rustica L. (tabdk selsky) a Nicotiana sylvestris Speg. Comes (tabak lesni).
Pochazeji ze Stiedni a Jizni Ameriky, odkud byly od pocatkii kolonizace Ameriky
introdukovany témét do celého svéta (Pavela, 2006).

Prvni zminka o pouZiti vodného vyluhu tabaku jako insekticidu pochazi z roku 1560. V
roce 1828 byla izolovana ucinna latka a nazvana nikotin, po svém prvnim dovozci do Evropy.
Nikotin je alkaloid, toxicky nejen pro hmyz, ale i pro ¢lovéka. Narozdil od vétSiny ostatnich
botanickych insekticidii je v prostiedi velmi stabilni. Na hmyz ucinkuje jako srdecni jed.
Nikotin a dal§i podobné ulinkujici alkaloidy z tabaku se staly zakladem pro vyvoj
syntetickych insekticidl, neonikotinii (Pavela, 2006).
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3.3.1.2 Rotenon

Do této skupiny patii vice rostlin s podobnou uc¢innou latkou: Derris elliptica (Wall.)
(koznatec vejcity), Derris fordii Lour. (koznatec Fordtv), Derris robusta Benth. (koznatec
velky), mnoho dal§ich druhli koZnatcii. Jsou to kefe i stromy, pochéazejici z oblasti
jihovychodni Asie. Rotenon a jeho derivaty tvoii také mnohé dalsi rostliny z cCeledi
Fabaceae (Pavela, 2011a).

V Malajsii byly listy nebo rozemleté koteny odedavna pouzivany pii lovu ryb k jejich
omracovani vlitim do vodniho toku. Prvni zpravy o pouziti extraktu jako insekticidu pochézi
z roku 1848. Rotenon a jeho derivaty nalezi mezi isoflavonoidy. Pozdé&ji byla z extrakta
izolovéna tada dalSich latek s podobnymi insekticidnimi Gc¢inky. VSechny tyto latky plsobi
jako nervové jedy, zabranujici dychani hmyzu. Pro teplokrevné ZivocCichy jsou tyto latky
pouze mirné toxické, ale pro vodni Zivocichy predstavuji vazné nebezpeci. Proto se od jejich
uzivani v blizkosti vodnich tokl pfevazné upustilo. Zejména v Americe je vSak k dispozici

fada komerc¢nich ptipravkl na této bazi (Pavela, 2006).

3.3.1.3 Pyretrum

Také chryzantémy neboli fimbaby maji velmi vyrazné insekticidni t€inky. Tyka se to
predevsim druhG Chrysanthemum cinerariifolium Vis. (fimbaba strackolista), pochéazejici ze
Stiedozemi a Chrysanthemum coccineum Willd. (fimbaba Sarlatova), pochazejici z Kavkazu.
Pyrethrum je synonymni rodové jméno téchto druhti a také obvykly nazev ptipravki z téchto
rostlin (Pavela, 2006).

Insekticidni Uc¢inky jsou zndmy jiz mnoho staleti. Tradi¢nimi oblastmi ptvodu byla
Dalmacie (dalmatsky prach), nebo také Evropa a Kavkaz (kavkazsky, také arménsky prasek
proti hmyzu). Za napoleonskych valek byly tyto rostlinné drt€¢ pouzivany proti vSim a
blecham. Poté se vyroba rozsifila i do Japonska. Kolem roku 1850 se zacal prodavat i vytazek
z nich (Pavela, 2011a).

Hlavnimi G¢innymi latkami pyretra jsou Pyrethrin I a II, Cinerin I a II a Jasmolin I a II
(souhrnné pyretriny). Jsou to nervové jedy, pusobi kontaktné a pozerové. Vlivem UV zafeni
se rychle rozkladaji, je tedy nutné pouzivat Cerstvé ptipravky. Rychla degradace v prostiedi
je, stejné jako u jinych botanickych insekticidl, nevyhodou i vyhodou zaroven. Na zakladé
pyretrinu vSak byly v druhé poloviné 20. stol. vyvinuty a pouZivany stabilni syntetické

insekticidy pyretroidy (Pavela, 2006).

3.3.1.4 Rostlinné oleje

Proti hmyzu mohou ptsobit také rostlinné mastné kyseliny nachéazejici se v rostlinnych
olejich. Dochazi k synergické kombinaci mechanického a chemického uCinku. Mastné

kyseliny tvofi na povrchu téla hmyzu souvisly film, ptes ktery nemtize hmyz dychat. Zaroven
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dalsi latky obsazené v oleji maji chemicky ucinek podobny ostatnim, vySe uvedenym
kategoriim insekticidi. Prvni komeréni pfipravky na bazi arasidového a olivového oleje
zacaly byt dostupné kolem roku 1920. Lze vSak U¢inn€ pouzit i emulze mineralnich oleja,
které maji predevSim prvni jmenovany ucinek. Vhodnéd je pak kombinace s nékterym z
botanickych insekticidi. Tato kombinace mize mit pesticidni u€innost se SirSim zdbérem
(Pavela, 20006).

3.3.2 Botanické insekticidy druhé generace

S prudkym rozvojem chemického priamyslu v prvni poloviné 20. stoleti a adopci jim
produkovanych syntetickych pesticidii byly pesticidy botanické v industrializovaném svéteé
zdanlivé zcela zastinény, vytlaceny a zapomenuty. Po tom, co vSak vysly najevo stinné
stranky chemizace, se k nim zacala pozornost vracet a opct se rozbchl védecky vyzkum
hledajici nové botanické insekticidy, které by byly selektivnéjsi a Setrnéjsi k Cloveku 1 k
celému ekosystému. Diky modernimu aparatu analytické chemie byla v tomto obdobi
odhalena Sirokd skala uc¢innych latek a objasnény mechanismy jejich ptisobeni na skodlivy
hmyz (Pavela, 2006).

3.3.2.1 Azadirachtin

Hlavni uc¢inna latka v semenech stromu Azadirachta indica Juss. byla izolovana v roce
1960. Je to jedna z nejucinnéjsich latek, vytvarenych rostlinami pro svou obranu proti hmyzu.
Azadirachtin je ucinnou sloZkou mnoha komercnich botanickych insekticidl, nazyvanych
také neem oleje (Pavela, 2011a).

Rostlina je v oblasti svého piivodu, jihovychodni Asii, jiz tisice let pouzivana jako
léciva. Roste v teplotach az do 50 °C. Azadirachtin neni zdaleka jedinou biologicky aktivni
latkou v této rostlin€. Pii vyzkumu pocinajicim rokem 1920 byly nalezeny latky s uc€inky
antivirovymi, antifungalnimi, antibakteridlnimi, a také anitpyretickymi, analgetickymi a
imunomodula¢nimi (Pavela, 2006). Ty se staly zdkladem mnoha Iéki a hygienickych
prostiedki.

Hlavnim mechanismem ristové modula¢niho u¢inku azadirachtinu na hmyz je ptisobeni
vyvojovych poruch skrze jeho podobnost hmyzim hormonim, pfedevS§im svlékacimu
hormonu ekdisonu. Zpisobuje vSak i fadu vedlejSich poruch, naptf. v procesu pafeni a v
plodnosti. Mimo piimé toxicity vSak plsobi i jako antifidant a repelent. Hlavni uplatnéni ma
olej ze semen rostliny. Plsobi proti vS§em béznym druhim hmyzu. Nevyhodou je jeho
nestabilita v UV zafeni, kterd plsobi leckdy nespolehlivou uc¢innost méné kvalitnich vyrobki
(Pavela, 20006).
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3.3.2.2 Pongamie

Z indického kontinentu pochazi také stromy Pongamia glabra Vent. a Derris indica
(Lamk.), jejichz extrakty jsou pouzivany pii vyrobé komer¢nich botanickych insekticidt
(Pavela, 2006). Pavodné se jejich extrakty uzivaly medicindlné. Olej ze semen byl také
vyuzivan jako palivo. V pongamovém oleji byla pak od roku 1969 postupné objevena tada
ucinnych latek, insekticidnich, fungicidnich i antibakteridlnich. Hlavni u¢innd latka, karanjin,
byla izolovana v roce 1976 a byla ovéfena jeji ucinnost proti blyskavkam. Pongamovy olej
vyzaduje zajiSténi emulgace, bud’ chemicky, nebo mechanicky tfepanim. Pisobi proti
mSicim, molicim a sviluSkam. Pisobi také repelentné¢ a antiovipoziéné. V kombinaci s
azadirachtinem ma pongamovy olej synergické ucinky.

V Evropé zatim neni pfili§ rozsifen kvili regulatornim bariéram, ale v Cechach vyrabi
Gsp&sné pripravek na jeho zakladé firma Agro CS ve spolupraci s VURV, Praha—Ruzyné
(Ceska hlava [online], 2013).

3.3.2.3 Esencidlni oleje

Do uzavienych prostor se hodi nové zkoumana skupina insekticidii, kterou tvoii té€kavé
éterické oleje mnoha rostlin: tymiadn, majoranka, hiebicek, bazalka a dalsi. Insekticidni
(kontaktni a fumigac¢ni) vlastnosti téchto nizkomolekularnich latek zatim nebyly uspokojivé
objasnény. Vyznamnd je velmi nizkd toxicita na teplokrevné zivoc¢ichy, mj. ve srovnani s

pyretrem. Objevuji se jiz vSak prvni komer¢ni pfipravky na této bazi (Pavela, 20006).

3.3.3 Botanické insekticidy tfeti generace

Za tfeti generaci botanickych insekticidl, kterd je zatim pievazn€ pouze piredmétem
vyzkumu, se povazuje skupina latek s preventivnim uUCinkem. Slouzily by jako latky

pomocné, vykazujici synergicky ucinek s ostatnimi skupinami insekticidt (Pavela, 2011a).

3.3.4 Vyhody a nevyhody botanickych insekticidi

Rada vlastnosti botanickych insekticidii je zaroven jejich vyhodou i nevyhodou (Pavela,
2011a). Jakozto latky vyprodukované Zivymi organismy jsou témito organismy i lehce
rozlozitelné, a diky tomu z ekosystému vymizi béhem dnd, takZe i latky s nezanedbatelnou
toxicitou pro ¢loveka, jako napt. rotenony, nekontaminuji vysledny zemédélsky produkt nebo
okoli. Oproti tomu syntetické insekticidy mohou pfetrvavat v potravnim fetézci mnoho let.
Nevyhodou rychlé rozlozitelnosti botanickych insekticidi je pak ale kratka doba plisobeni
(persistence), coz vyzaduje lepsi na¢asovani jejich aplikace, opakovanou aplikaci (vyssi cena)
a klade vyS$$i naroky na znalosti zemédélce o jednotlivych Skidcich a jejich zivotnich
cyklech.

15



Dalsi vyhodou botanickych insekticidil je fakt, Ze jsou sloZzeny z mnoha uc¢innych latek,
na rozdil od jedné nebo n¢kolika malo ucinnych latek u insekticidl syntetickych. Toto velmi
vyrazné¢ zpomaluje az znemoziuje vznik resistence u populaci Skidcl, nebot’ Uc¢inna
resistence by znamenala nutnost vzniku nékolika vhodnych detoxika¢nich metabolickych
drah zarovein. Na rostlinach, které botanické insekticidy poskytuji, vidime, ze jen velmi malo
druhtt hmyzu je schopno prorazit tuto biochemickou obranu, napf. u rostlin tabaku je to liSaj
tabakovy, Manduca sexta. Tyto rostliny byvaji v pfirod¢ casto Skiidci témét nenapadené (to
byva pfi terénnim prizkumu pro nové zdroje botanickych insekticidii ¢asto prvni zndmkou
toho, ze by rostlina by mohla byt pro tento ucel vhodnéd). Moderni aplikace syntetickych
insekticidli se snazi tento aspekt botanickych pesticidii napodobit v tzv. antirezistentnich
strategiich (Dubey, 2011).

Jednozna¢nou nevyhodou je cena komer¢nich botanickych pesticidi. To ma dva
divody - jednak ma komer¢ni vyroba mnohem mensi objem nez u syntetickych pesticidli a
nemuze tedy t¢zit z ekonomickych vyhod masové vyroby, a jednak je vyroba zavisld na
péstovani rostlin, na rozdil od syntetickych insekticidii, jejichz surovinou byva casto ropa.
Vzhledem k tomu, Ze vétSina dnes dostupnych botanickych insekticid pochazi z rostlin,
které nejsou péstovany na evropském kontinentu, pfipocitava se k cené také transport. Nove
objeveny potencial mnoha rostlin starého kontinentu by vSak mohl tento stav zvratit
(Pavela, 2010; Pavela, 2011d).

Vyhodou botanickych insekticidl je také to, Ze je mali péstitelé mohou pfipravovat s
minimalnim technickych vybavenim sami, nebot’ jejich pfiprava jiz z principu nemuze
zahrnovat naro¢né chemické kroky. Jednoduché navody pro piipravu takovych insekticidl v
¢eskych podminkéch poskytuje Pavela (2006).

3.4 Charakteristika vybranych hmyzich Skidci

3.4.1 Spodoptera littoralis (Boisduval)

Blyskavka bavlnikova, angl. Cotton leaf worm
T¥ida: Insecta (Hmyz), Rad: Lepidoptera (Motyli), Celed’: Noctuidae (Miroviti)

Tento motyl pochazi z Afriky a Jizni Asie, odkud se rozsifil i do Evropy, zejména do
Francie, Italie, Portugalska z Recka. Je polyfagni a hostitelem mu jsou rostliny z vice jak 40
celedi. Nejvice Skodi na baving, rajceti, kukufici, ryzi a picninach (Hussey and Gostick,
1964; Smith et al., 1997).

Dospélci maji Seda az lehce namodrala predni kiidla se Zlutou Zilkou, zadni ktidla pak

bila s hnédym lemem. Rozpéti kiidel se pohybuje kolem 3-4 cm. Objevuji se Casné z jara,
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1étaji predevSim za Sera a za tmy. Samicky kladou na spodni stranu listu shluky zlutych,
kulovitych vajicek, jejichz embryonalni vyvoj trva 3-4 dny (INRA, 2013).

Larva blyskavky, polypodni housenka, méa po vylihnuti svétle zelené t€lo a hnédavou
hlavu. Housenka prochdzi Sesti vyvojovymi instary. Larva pied zakuklenim je dlouha kolem
4 cm. Aktivita housenek je pfedevsim noc¢ni, v dennich hodinach se ukryvaji v pudé.

Housenky se kukli v ptid¢ (hloubka 2-5 cm); kukla je dlouha kolem 2 cm a ma Cerveno-
oranzovy odstin. Lihnuti ptichdzi po 14 dnech. Za idealnich podminek mize mit blyskavka
bavinikova az deset generaci ro¢n¢.

V Evropé dochazi ke Skodam nejvice ve sklenikovych kulturdch okrasnych rostlin a
zeleniny, v oblasti Sicilie také u picnin a kukufice (Smith et al., 1997).

Kontrola tohoto skiidce byla doposud zavisla pfedev§im na neurotoxickych insekticidech
jako jsou organofosfaty, karbamaty a pyretroidy (Pavela, 2014). Vysledky vSak nikdy nebyly
zcela uspokojujici, protoze tento druh je schopen si rychle vyvinout resistenci k vétSin€ téchto
sloucenin. Botanické insekticidy se svym Sirokym spektrem ucinnych latek by tak mohly byt
vitanou pomoci.

Tento $kidce je v CR karanténni a jeho vyskyt je nutno hlasit Statni rostlinolékaiské
spravé dle Vyhlasky ¢. 215/2008 Sb., o opatfenich proti zavlékdni a rozSifovani Skodlivych

organismu rostlin a rostlinnych produktt.

3.4.2 Myzus persicae (Sulzer)

MsSice broskvornova, angl. Green peach aphid
Ttida: Insecta (Hmyz). Rad: Sternorrhyncha, Celed’: Aphididae (Mgicoviti)

MsSice broskovonova je dicyklickd mSice, jejiz zimni (primarni) hostitel je broskvon.
Dale ma letni (sekundarni) hostitele, mezi kterymi je fada polnich plodin (Rotrekl, 2000).
Bezktidla zivoroda samicka je Stihla, jeji zbarveni byva rtizné od zelené az po svétle
hnédocervenou. Je 1,8 az 2,5 mm velka a na Celnich hrbolcich vyristaji tmava tykadla stejné
dlouh4 jako télo.

Piezimuji cerna vajicka v trhlinach kary broskvoni. Z vajicek se lihnou nymfy, které
dospivaji v zakladatelky. Na broskvonich pak bezkiidlé zivorodé samic¢ky davaji bez oplozeni
vznik dal§im generacim (2 az 3 generace). V kvétnu a zacatkem Cervna se v populaci objevuji
okfidlené Zivorodé samicky, které se rozlétaji na letni hostitele. Na podzim se pohlavni formy
mSic vraci na broskvon, kde po oplozeni vejcorodé samicky kladou prezimujici vajicka.

MsSice broskvonova je Siroce polyfagni druh a je znamo vice nez 100 druhii hostitelskych
rostlin. Skodi piedevsim jako pfenaseé vird, napf. mozaiky vodnice a viru zapadni Zloutenky
fepy; na brambory pfendsi Y-virus, A-virus, M-virus, S-virus a svinutku; na cukrovou fepu

prendsi zloutenku a mozaiku (Kazda 2014).
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3.4.3 Culex quinquefasciatus (Say)

Komar pisklavy, angl. Southern house mosquito
Ttida: Insecta (Hmyz) , Rad: Diptera (dvouktidli), Celed’: Culicidae (komaroviti)

Culex quinquefasciatus je stredné velky komar, vyskytujici se predevsim v tropickych a
subtropickych oblastech. Je pfenaseCem mnoha lidskych onemocnéni a parazitl, napf.
elefantiazy (Wucheria bancrofti), pta¢i malarie, viru West Nile nebo viru Zika. Komaii
odpovidaji za vice nez 50 % infekci hlisty elefantidzy. Celkov¢ se odhaduje, ze kolem 1 mil.
lidi ro€né zemi'e na choroby pfenasené komary (Vinogradova, 2000).

Dospélci byvaji velikosti kolem 4 mm. Hlavni ¢ast té€la je hnéda, koncetiny jsou pak
tmavsi a hlava svétle hnéda.

Larva ma kratkou, silnou hlavu. Kolem ust se nachazi dlouha, Zluta vlakna, ktera slouzi k
filtraci organického materidlu. Larvy se zivi organickym materidlem z vody a jejich vyvoj
trva pii 30 °C kolem péti aZz osmi dnii. Larvy prochazi ¢tyfmi instary, a ke konci ¢tvrtého se
prestavaji krmit a méni v kukly. Po 36 hodinach se lihnou dospé€lci. Samci i samicky se Zivi
sanim na rostlinach. Teprve po spafeni vyhledavaji samicky k sani teplokrevné Zivocichy,
savce a ptaky, jejichz krev je potfebna k vyvoji vajicek. Dospélé samiCky 1étaji v noci,
vyhledévaji stojaté vodni plochy s obsahem Zzivin, vhodné ke snisce vaji¢ek. Jedna samicka
muze mit béhem zivota az pét snisek po nekolika tisicich vajicek.

Nejucinngjsi cesta k omezeni $ifeni zminénych nemoci je pomoci aplikace insekticidi na
larvy a dospé€lce pienaSecu. PouZzivaji se pfedevSim syntetické insekticidy (Corbel et al.,
2004). Ty jsou vsak toxické pro ryby a dal$i necilové organismy (Rohani et al., 2001),
predevsim vsak vznikd u komarQ resistence k t€émto prostfedkiim. Proto je nutné vyvinout
nové, environmentalné bezpecné a vysoce specifické insekticidy (Pavela, 2007).

Druh je taxonomicky kontroverzni, nékdy je oznacovan jako Culex pipens

quinquefasciatus.
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3.5 Charakteristika rostlin poskytujicich testované extrakty

3.5.1 Helianthus tuberosus L.

Slunecnice topinambur, angl. Jerusalem artichoke
Rad: Asterales (hvézdnicotvaré), Celed’: Asteraceae (hvézdicovité).

Slunec¢nice topinambur je plodina se stfedn¢ dlouhou vegeta¢ni dobou, nenaro¢na na
pudu, péstovana pievazné pro hlizy, které¢ maji vysoky obsah inulinu.

Topinambur (lidové Zidovské brambory) pochdzi ze Severni Ameriky, kde volné roste
(Moudry et Strasil, 1996). Je to vytrvald 50-250 cm vysoka rostlina s hlizovitym oddenkem a
pfimou, nahote vétvenou lodyhou. Vstticné listy na lici drsné, na rubu bélavé pyfité, jsou
vetsinou hrubé pilovité, protahle vejCité az zaspicatéle, zuzené v kiidlaty fapik. Kvete v zaii
az fijnu zloutkové zlutymi Gbory 4—8 cm v primeéru, rozmisténymi jednotlivé na konci vétvi.
Jednotlivé Uibory pak maji odstalé zaSpicatélé, tmavozelené, lepkavé brvité jako pramér terce
dlouhé zakrovni listeny. Tercovité ltizko s trubkovitymi kvitky velikosti 6 mm je vypuklé,
zlutavé az hnédnouci. Ubor se dale sklada z 12—15 Zlutych jazykovitych kvéti velikosti 3—4
cm, nazky 5-6 mm mivé lysé nebo chlupaté s 1-4 brvitymi Stétinkami. Hlizy s bilou nebo
cervenou slupkou byvaji nepravidelného tvaru (Biom.cz, 2002).

Topinambur je nenaro¢ny, dobfe snasi chladnéjsi, sussi 1 vlh¢éi klima. Roste prakticky na
vSech pudach vcetné ptd horSich nebo lesnich, Casto zplanuje. Jeho hlizy jsou vyznacné
vysokou odolnosti vii¢i mrazu (aZ do —30 °C). Délka vegetacni doby je 4 aZ 8 mésici. Je
mozné jej péstovat 1 na pozemcich, které z riznych divodi docCasné nelze jinak zemédélsky
vyuZivat.

Diky uvedenym vlastnostem je mozné topinambur vyuzivat i energeticky. Hlizy je
mozné vyuzit k produkci bioetanolu a suchou nat' k vyrobé bioplynu nebo k pfimému

spalovani.

3.5.2 Paulownia tomentosa (Steud.)

Pavlovnie plstnata, angl. Empress tree

Rad: Lamiales (hluchavkotvaré), Celed: Paulowniaceae (pavlovniovité)

Pivodni oblasti vyskytu pavlovnie je Cina. Je to velmi rychle rostouci, stiedné velky
opadavy strom (10—20 m) se Sirokou vzduSnou korunou (Malek a kol., 2012). Velice rychle

roste zejména v mladi, tehdy také produkuje nejvétsi listy, coz ji Cini zajimavou ze
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sadovnického hlediska. Jeji az 50 cm veliké tii az pétilalo¢né listy jsou plstnaté, stejn¢ jako
letorosty. Na podzim se nijak nezbarvuji, opadaji po prvnim mrazu.

Kostru koruny tvofi tlusté vétve, na jejichz koncich se vyvijeji kvétni pupeny. Ty
vykvetou aZ v nasledujicim roce napadnymi fialovymi kvéty ve velkych kvétenstvich. Kvete
jesté pred olisténim na prelomu dubna a kvétna. Plodem jsou pak koZovité lepkavé tobolky
vejcovitého tvaru.

Pavlovnie je svétlomilna, mladé stromky mohou namrzat.

Roste v Sirokém rozsahu pldnich typl. Je odolna ke znecisténi. Diky t€émto vlastnostem
se chova jednak jako pionyrska, a jednak (v nékterych oblastech) jako invazni.

V zemi svého pavodu, v Cing, je pavlovnie oblibena a §iroce péstovana jako truhlaiska
surovina. Na jihovychodé¢ USA, kde se chovad invazné, se chysta jeji péstovani jako
energetické plodiny. Diky témto skute¢nostem muze byt rostlinny material pavlonii levné
dostupny (Yadav, 2013).

V Ceské republice je pdstovana v parcich. Také je u nas zkouman jeji potencial jako

energetické plodiny (Pavela, 2016).

3.5.3 Populus nigra L.

Topol ¢erny, angl. Black poplar
Rad: Malpighiales (malpighiotvaré), Celed: Salicaceae (vrbovité)

Topol ¢erny (Populus nigra) je listnaty opadavy strom z Celedi vrbovité (Salicaceae).
Pochézi z velkych ti¢nich udoli stfedni a jizni Evropy, dnes roste navic i v zdpadni a stfedni
Asii a severni Africe. DorGsta vysky az kolem 30 metrd, a jeho v€k miize dosdhnout n¢kolika
staleti (Kremer, 1995). Druh zahrnuje mnoho poddruhi s ¢asto velmi odliSnym habitem.

Koruna ma Siroké, silné vétve. Kmen byva rovny, ve star§Sim v€ku zacind byt svalcovity
a mnohdy nerovny. Kira, v mladi Sedobila, pozd¢ji tvoti trhlinatou hnédosedou borku. Starsi
vétvicky jsou zlutosedé s velkymi nabéhlymi lenticelami. Kotfeni mélce, dlouze protdhle. Ma
dobrou vymladnost z pafezi, svalovych hrboll na kmeni a také z kotenti.

Dlouze tapikaté listy dlouhé 4-10 cm vyrustaji na makroblastech ve stiidavém postaveni.
Jsou dlouze zaSpicatélé, tvarem byvaji kosoctverecné az kosoctverecné okrouhlé, pti bazi
ut’até nebo Siroce klinovité, okraj maji vroubkovany az jemné pilovity. Lesklé syté zelené, na
rubu matné a pon€kud svétlejsi.

Kvétem topolu ¢erného jsou jednopohlavné jehnédy. Samci dorustaji délky kolem 5 cm,
jsou valcovité, tlusté, s prasniky ¢ervenymi az purpurvymi. Samici jehnédy jsou svétle zelené
se zlutymi bliznami a byvaji §tihlej$i. Topol kvete v bfeznu az dubnu, semena pak dozravaji v

cervnu.
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Plodem topolu jsou v 10-15 cm dlouhych jehnédach ulozené hnédé tobolky se dvéma
chlopnémi. Zralé tobolky praskaji, semena jsou svétle hnéda, se snéhobilym vlnatym
svazeckem chmyfi. V dobé¢ zralosti je pak vitr ve velkém mnozstvi roznasi po okoli.

Topol je svétlomilnd, nendrocna dievina. Nejlépe prospiva na lehcich, propustnych
humusovitych ptidach. Je vlhkomilny, roste i na opakované zaplavovanych ptidach na btezich
fek a potokii a ve vlhkych lesich. Na pfili§ suchych stanovistich byva nachylnéjsi k
chorobam, diky svému mohutnému kofenovému systému vsak je schopen Cerpat vodu i z
vEtsi hloubky.

Jako odolna a rychle rostouci dfevina slouzi naptiklad jako zdroj obnovitelnych zdrojti
energie — pouziva se jako palivo ve formé St€pky nebo pilinovych briket (Lefevre, 1997),
piipadné na vyrobu bioetanolu (Li et. al, 2014).

3.5.4 Celastrus angulatus (Maxim.)

Zimoker hranaty, angl. Chinese staff vine

Rad: Celastrales (jesencotvaré), Celed”: Celastraceae (jesencovité)

Rod zimokef je Siroce rozsifen ve vychodni Asii, Australasii, Africe a v Severni i Jizni
Americe (Hieke et Pinc, 1978). Tvoii popinavy kef, ktery je az 8 m dlouhy. Letorosty méa 4—6
hranné, hnédé s prehradkovanou dfeni, uZlabni pupeny vejcité. Listy s velkou cepeli maji
svétle zelené fapiky, vrcholek Spicaty, okraj vroubkovany ¢i vroubkované pilovity, baze je
klinovitd. Kvéty zimokete jsou v latnatych kyticich, 10-20 cm dlouhych. Vietena a stopky
kvéth jsou lysé nebo kratce rezavé chlupaté. Kvéty jsou malé, zelenavé, dvoudomé, sepaly
trojuhlé az vejcité. Ter¢ kvétu je diskovity, slabé Slalo¢ny, ty€inky asi 3 mm, patyCinky v
samicich kvétech jsou asi 1 mm dlouhé¢, pestiky 3—4 mm dlouhé, semeniky kulovité. Tobolky
jsou kulovité a zluté, 8—10 mm Siroké. Semena zimokefte jsou eliptickd, oranzova, 3,5-5,5 x
1,5-3 mm velké (Dendrologie online). VSechny ¢asti rostliny jsou pro ¢lovéka jedovaté.

Kef je velmi ozdobny diky svym listim a bohatstvim plodt. V Ciné je tradiénim zdrojem
dfeva pro truhlaiskou vyrobu. V mnoha oblastech svéta, zvlasté na jihovychod€ USA, je dnes

zimokef hranaty invazni dievinou.

3.5.,5 Coriandrum sativum L.
Koriandr sety, angl. Coriander

Rad: Apiales (miiikotvaré), Celed’: Apiaceae (miiikovité)

Coriandrum sativum je jednoleta rostlina doruastajici az 70 cm. Lodyhu ma pifimou,
jemné ryhovanou, nahote rozvétvenou. Stiidavé postavené mladé ptizemni listy koriandru

jsou  vroubkované, trojlalocné, horni listy jsou jedenkrdt az tfikrat pefenosecné s
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vykrajovanym okrajem. Kvétenstvi tvoti okoliky v barve bilé az rizové, plodem jsou kulaté
dvounazky (Lutovské a MikeSova 2004).

Koriandr pivodné pochazi ze Sttedomofi, ve stiedni Evropé se jeho péstovani rozsitilo
od 16. stoleti. V zahradkach a na polich se péstuje jako koteni, z nich pak Casto zplanuje
(Pavela, 2006). Nejlépe se mu dafi v slunnych a teplych oblastech a na pid¢ s dostatkem
vapniku a fosforu. Jinak neni na druh pidy naro¢ny. U nés nejlépe prospiva na jizni Moravé.

V bylinafstvi se pouziva proti nadymani, na mirnéni kieci a zlepSeni stavu nervové
soustavy (Lutovska a MikeSova, 2004).

Plody se po dozrani sbiraji cel¢ (Pavela, 2006) v cervenci az v srpnu (Lutovskéd a
Mikesova, 2004). V semenech koriandru je obsazeno mnoho biologicky aktivnich latek.
Insekticidni u¢inek ma mezi nimi fada aromatickych terpent a fenoll. Tyto latky vykazuji
antifidantni a repelentni G¢inky na hmyz, stejn€ jako dalsi, jejichz biologicka aktivita se zatim
pouze piedpoklada.

Byl ovéten ucinek na mandelinku bramborovou, u které extrakt zptsoboval inhibici ristu
larev a umrtnost. U nékterych motylich Sktideti pasobil extrakt proti ovipozici. Dobré
vysledky mél extrakt také proti mSicim (Pavela, 2006).
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4 Materialy a metody

4.1 Pokusné prostredi

Testy byly provedeny ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i., Praha — Ruzyné.
Laboratorni podminky byly nasledujici: teplota 25 = 1 °C, relativni vlhkost 60 — 70 %,
fotoperioda 16 hodin svétla: 8 hodin tmy.

4.2 Pokusny hmyz

Spodoptera littoralis: Larvy blyskavky bavinikové byly pouzity v testech akutni a
chronické toxicity a protipozerové a ristove inhibi¢ni ti€innosti. Byly ziskany ze zavedeného
laboratorniho chovu (vice nez 20 generaci) Oddéleni entomologie VURV v Praze. Krmeny
byly semisyntetickou dietou ziskanou od Stonefly Industries, Bryan, TX, USA. Kolonie byly
chovany pii teploté 25 £ 1 °C a fotoperiod€ 16:8 (svétlo:tma) hodin. Testy byly provadény na
larvach 3. instaru, 0—6 hodin po svlékani (Pavela, 2014).

Culex quinquefasciatus: Komaii byli chovani v laboratofich vyzkumného tymu
Sekundarni metabolity rostlin v ochrané plodin, VURV Praha pii teploté 25 + 2 °C, rel.
vlhkosti 70 £ 5 % a fotoperiod¢ 16:8 (svétlo:tma) hodin (Pavela, 2009).

Myzus persicae: Msice pochazejici z klonu druhu Myzus persicae (Sulzer) byly chovany
na rostlinach kedlubny (Brassica oleracea var. gongylodes) pii teploté 22 + 2 °C, rel. vlhkosti
50 + 10 % a fotoperiodé 16:8 (svétlo:tma) hodin.

4.3 Pouzité rostlinné extrakty

Rozdrceny rostlinny material byl extrahovdn v 100% cistém metanolu (pomér
rostlina:metanol byl 1:10). Po 24 hodinach macerace pii pokojové teploté byly extrakty
prefiltrovany. Filtraty byly zahu$tény in vacuo v rotacnim evaporatoru a ulozeny pii 4° C.
Zdroje testovanych extrakti (geograficky ptivod a pouzitd ¢ast rostliny) jsou uvedeny v
tabulce 1.
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Tabulka 1: Zdroje testovanych extraktt

Rostlina Cast rostliny Pivod vzorku
Helianthus tuberosus listy VURV Ruzyng, CR
Paulownia tomentosa kira VURV Ruzyné, CR
Populus nigra kira Hodonin, CR
Coriandrum sativum cela nadzemni Cast Hodonin, CR
Celastrus angulatus semena VURV Ruzyné, CR

4.4 Metodika testii biologické wi¢innosti

4.4.1 AKkutni toxicita

4.4.1.1 Spodoptera littoralis

Pro stanoveni akutni toxicity byla ur€ovana mortalita larev 24 hodin po aplikaci roztoku
extraktu elektronickou mikropipetou pfimo na dorsum housenek 3. instaru. Zasobni roztok
extraktu byl v ptislusné davce rozpustén v acetonu. Na kazdou larvu byl aplikovan vzdy 1 pl
roztoku. Na kontrolni larvy byl aplikovan pouze aceton. Jako vychozi davka bylo zvoleno
500 pg/ml. Po oSetfeni byly larvy umistény do plastovych nadob priméru 10 cm se
semisyntetickou dietou a ulozeny v rtstové komote (svétlo 16 h : tma 8 h, 25 °C). Za mrtvé
byly housenky povazovany, jestlize nereagovaly na podnéty pinzetou. Test byl opakovan
ctyfikrat a v kazdém opakovani bylo pouzito deset housenek.

4.4.1.2 Culex quinquefasciatus

Larvicidni testy akutni toxicity byly provedeny podle metodiky World Health
Organization (1996) s drobnymi upravami (Pavela, 2008). Byly pouzity larvy 3. instaru.
Rostlinné extrakty byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO). V samotném testu pak byl
1 ml nafedéného roztoku ptidan do 224 ml destilované vody ve sklenéné nadobé o objemu
500 ml. Roztok byl lehce promichan, aby se zajistila jeho homogenita. Vybrané larvy pak
byly pieneseny v destilované vodé do nadoby s roztokem. Plocha hladiny byla 125 c¢m? (25
larev na naddobu). Test byl proveden ctytikrat, s koncentracemi extraktu v roztoku postupné
1000; 750; 500; 250; 150; 100; 50; 30 ug/ml a ¢isty DMSO jako kontrola. Nadoby byly
umistény v ristové komote (svétlo 16 h : tma 8 h, 25 °C). Mortalita byla ur¢ena po uplynuti

24 hodin, béhem kterych byly larvy bez potravy.
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4.4.1.3 Myzus persicae

V testech akutni toxicity extrakti na msici broskvonovou byly pouzity rostliny kedlubny
(Brassica oleracea var. gongylodes) v kvétinacich, rostlé pii teploté 22 + 2 °C a fotoperiodé
16 h : 8 h (svétlo:tma). Rostliny vstupovaly do experimentu s jiZ rozvinutou kolonii dospélcti
msSice. Nejprve byl zjistén a zaznamendn pocet jedinci na rostlin€, poté byl na rostlinu
aplikovan extrakt elektronickym rozprasovacem v mnozstvi 60 ml na 1 m* padni plochy. Po
48 hodinach byli opét vSichni jedinci spocitani. Mortalita byla urcena jako pomér zjisténych
pocti po a pred experimentem. Cely test byl zopakovan ctyfikrat pro kazdou zvolenou
koncentraci.

Pro zjisténi letalni koncentrace LCsy a Clys byla zvolena tato série koncentraci: 10; 8; 5;
3; 1,5; 1; 0,5; 0,25 % w/v. Vypocet biologické ucinnosti byl upraven dle Hendersona a
Tiltona (1955).

4.4.2 Chronicka toxicita

4.4.2.1 Spodoptera littoralis

Chronicka toxicita u larev 2. instaru blyskavky bavinikové byla ur¢ovéana podle mortality
larev, které se 5 dni vyvijely na potravé kontaminované¢ danym extraktem. Potravou byly
kolecka listd rajéete (2 cm?), na které bylo elektronickou mikropipetou aplikovano 20 pl
roztoku rostlinného extraktu rozpusténého v acetonu ve zvolené koncentracni sérii. Roztok
byl aplikovan v mnozstvi 10 pl na 1 ¢cm? listu. Po odpafeni rozpoustédla byla do Petriho
misek s tenkou vrstvou agaru na dné (pro stabilizaci vlhkosti vzduchu) vloZena Ctyfi listova
kolecka. Nasledn¢ byly vlozeny larvy. Vykrojky byly doplhovany kazdy den, ¢imz bylo
larvdm umoznéno krmit se ad libitum. Petriho misky byly ulozeny v riistové komote (svétlo
16 h : tma 8 h, 25 °C). Po 5 dnech byla zjisténa mortalita larev. Za mrtvé byly larvy
povazovany, pokud nereagovaly na podnéty pinzetou.

Mortalita byla stanovena pro koncentra¢ni fadu 5; 4; 3; 2; 1; 0,5 % (tj. 500-50 pg/cm?).
Zvysledkt byly statistickym zpracovanim odhadnuty hodnoty LDs, a stanoveny ptislu§né

intervaly Clos. Pro kazdou koncentraci byl test proveden ¢tyfikrat s deseti larvami.

4.4.3 ProtipoZerova ucinnost

4.4.3.1 Spodoptera littoralis

Pro zjiSténi protipoZerové t€innosti byl zvolen ,,no-choice* test, tj. larvam 3. instaru byla
nabidnuta potrava oSetiend extraktem bez mozZnosti volby neoSetfené stravy. Pied zahdjenim

experimentu byly larvy 5 hodin bez potravy. Experimenty byly provadény v Petriho miskéach
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prum. 9 cm. Na dno misek byl poloZen navlhéeny filtracni papir a na néj 2 vykrojky z listi
rajc¢ete o pruméru 1,7 cm.

V acetonu bylo rozpusténo takové mnozstvi zasobniho roztoku extraktu, aby bylo pfi
aplikaci 20 pl roztoku rovnomérné na kazdy vykrojek dosazeno plosné¢ koncentrace 100
pg/cm’. V kontrolnim experimentu byl na vykrojky aplikovan pouze aceton. Potom byla
miska ponechana 10 minut, aby se aceton odpafil a néasledné byly do misky vlozeny 2
hladové larvy S. littoralis. Test byl opakovan pétkrat. Experiment byl ukoncen, kdyz
kontrolni larvy zkonzumovaly pfiblizné 90 % plochy listovych vykrojkli (coz bylo pfiblizné
10 hodin). Plocha vykrojkli zkonzumovana larvami byla uréena pocitaovym zpracovanim
fotografie vykrojku.

Index protipozerové ucinnosti (feeding deterrence index, FDI) byl ze zjisténych ploch

spocten dle vzorce
FDI=100x[(C—T)/(C+ 1],

kde C je plocha vykrojku zkonzumovana kontrolnimi larvami a 7T je plocha vykrojku

zkonzumovand larvami s oSetfenymi vykrojky (Pavela, 2014).

4.4.4 Inhibice rustu

4.4.4.1 Spodoptera littoralis

Inhibice ristu extraktem byla testovana obdobné jako chronicka toxicita, s nasledujicimi
odliSnostmi. Na vykrojky z listu rajéete byl aplikovan dany extrakt mikropipetou tak, ze
vysledna plo$na koncentrace extraktu na vykrojku byla 100 pg/cm®. V Kkontrole byl
aplikovan pouze aceton. Cerstvé svletené larvy 3. instaru byly zvazeny a umistény po jedné
do Petriho misek prim. 6 cm.Po 5 dnech byly larvy opét zvazeny. Test byl opakovan tfikrat,
v kazdém opakovani bylo pouzito deset larev. Test probihal v ristové komote (svétlo 16 h :
tma 8 h, 25 °C).

Inhibice rastu (growth inhibition, GI) byla ze zjisténych piirGstki hmotnosti larev

spoctena dle vzorce
GI=100—-[T/ C x 100],

kde C je ptiristek hmotnosti kontrolnich larev a T je pfirGstek hmotnosti larev
konzumujicich oSetiené vykrojky (Pavela, 2014).
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4.5 Vypocty a statistické metody

Testy akutni a chronické toxicity, v nichZz mortalita kontroly ptfekrocila 20 %, nebyly
brany v uvahu.
Mortalita v testech na homogennich populacich, v nasem ptipadé Spodoptera littoralis a

Culex quinquefasciatus byla upravena dle Abbottova vzorce (Abbott, 1925)
(% opravend mortalita) = 100 X [1 = Taper / Catter],

kde Turer je pocet piezivsich oSetienych jedinci na konci testu a Cuer je pocet Zivych
kontrolnich jedincii na konci testu.
Mortalita v testech na nehomogenni populaci mSic Myzus persicae byla upravena dle

Henderson-Tiltonova vzorce (Henderson et Tilton, 1955)
(% opravena mortalita) = 100 X [1 — (Chefore Tatter ) / (Catier Thetore )]

kde T.er je poCet piezivsich oSetfenych jedincii na konci testu, Cyer je pocet zivych
kontrolnich jedinct na konci testu, Crerore j€ pocet kontrolnich jedinci na zacatku testu a Thefore
je pocet oSetfenych jedincti na zacatku testu.

Probitova analyza zavislosti mortality na davce byla provedena pocitaovym programem
na zaklad¢ metodiky Finneyho (1971). Vystupem analyzy byly odhad letalnich davek LDs,
(LCso) a konfiden¢niho intervalu Clos.
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5 Vysledky

5.1 Biologicka ucinnost extrakti na Spodoptera littoralis

U Skiidce Spodoptera littoralis byla zkoumana biologicka ucinnost vSech extraktl ve

smyslu akutni toxicity, chronické toxicity, inhibice ristu a protipozerové ucinnosti. Z

vysledkl testi byly statistickym zpracovanim odhadnuty hodnoty letilnich davek LDs, a

vypocteny prislusné konfidencni intervaly Clos. Vysledky testi po statistickém zpracovani

jsou uvedeny v tabulce 2 a v grafech 1 a 2. Biologickou ucinnost vykazovaly vSechny

extrakty ve vSech testech, kromé testu akutni toxicity extraktu z Paulownia tomentosa.

* Nejvyssi akutni toxicita byla zjisténa u extraktu Coriandrum sativum (37 %).

Nulovou toxicitu mél pak extrakt Paulownia tomentosa.

¢ Nejvyssi chronickou toxicitu jevil opét extrakt Coriandrum sativum (statisticky

vyznamné na 95% hladin¢ spolehlivosti), nejnizsi Celastrus angulatus (LDs, chronické
toxicity u n¢j byla vyssi nez nejvyssi testovana koncentrace, a proto nebyla hodnota LDs
a Clys stanovena).

* Nejsilngji inhibovaly rust extrakty Populus nigra a Helianthus tuberosus (99 % a

98 %), ovSem 1 nejslab&ji ucinkujici, Celastrus angulatus, dosahl 70 %.

e Témeét 100% protipozerovou ucinnost mél extrakt Helianthus tuberosus, nejnizsi

op¢€t Celastrus angulatus (79 %)

Tabulka 2: Vysledky testl biologické ti¢innosti extraktii na Spodoptera littoralis.

_ ' inhibice [ protipoZerova

(Spodoptera littoralis, | akutni toxicita | chronické toxicita rastu (%) | ucinnost (%)
larva) mortalita (%) |  LDs
500 pg/larvu | (pg/cm?) 100 pg/larvuf 100 pg/cm?
. : Cls . .
3. instar 2. instar 3. instar 3. instar
Extrakt

Helianthus tuberosus 21,3+23 258 (221-312) 97,6 99,8
Paulownia tomentosa 0,0+0,0 423 (356-485) 87,6 86,8
Populus nigra 18,7+5,2 211 (125-225) 98,8 92,3
Coriandrum sativum 36,9 +3,2 98 (86-102) 89,7 92,6
Celastrus angulatus 16,5+ 3,6 >500 — 69,7 78,7

CI95 = 95% interval spolehlivosti. Hodnoty, které se v daném rozsahu nepiekryvaji, jsou odlisné s 95%

pravdépodobnosti.
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0O Chronicka toxicita (LD50, pg/cm2)
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Graf 1: Akutni a chronicka toxicita extraktli pro Spodoptera littoralis.
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Graf 2: Protipozerova ucinnost a inhibice rustu vlivem extrakti u Spodoptera littoralis.

5.2 Biologicka ucinnost extrakti na Culex quinquefasciatus

U druhu Culex quinquefasciatus byla zkoumana biologicka Uc¢innost vSech extrakti ve

smyslu akutni toxicity, pouzity byly larvy 3. instaru. Z vysledki testi byly statistickym

zpracovanim odhadnuty hodnoty letdlnich davek LDs, a vypocteny piislusné konfidenéni

intervaly Clos. Vysledky testl po statistickém zpracovani jsou uvedeny v tabulce 3 a grafu 3.

Hodnota LDs, pro extrakty Paulownia tomentosa a Celastrus angulatus byla vys§i nez

nejvyssi testovana koncentrace, a proto nebyla tato hodnota a jeji Clos stanovena.

* Extrakty Coriandrum sativum a Populus nigra projevily pti davce 1000 pg/ml témét

100% akutni toxicitu.

Cvwr

* Nejnizsi akutni toxicitu mély extrakty Paulownia tomentosa (22 %) a Celastrus

angulatus (6 %).
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* LDy extraktu Coriandrum sativum (52 pg/cm?) byla 6-krat niz§i nez druhy nejlepsi
extrakt v tomto testu. Tento extrakt je tedy jednoznacné nejucinngjsi (statisticky
vyznamné na 95% hladiné spolehlivosti).

Tabulka 3: Vysledky testil biologické uc¢innosti extrakti na Culex quinquefasciatus.

(Culex quinquefasciatus,
larva 3. instar) akutni toxicita
0
Extrakt ln(;gl(;ta&g/amf LDso (ng/ml) Clos
Helianthus tuberosus 83,9+ 7,6 769 (695-780)
Paulownia tomentosa 21,7+3,5 >1000 -
Populus nigra 99,6 + 2,5 358 (332-386)
Coriandrum sativum 100,0 £ 0,0 52 (42-58)
Celastrus angulatus 5,6+2,3 >1000 -

CI95 = 95% interval spolehlivosti. Hodnoty, které se v daném rozsahu neptekryvaji, jsou odlisné s 95%

pravdépodobnosti.

0O Akutni toxicita (LD50, pg/ml)
0 200 400 600 800

Helianthus tuberosus
Paulownia tomentosa
Populus nigra
Coriandrum sativum
Celastrus angulatus

0 20 40 60 80 100
B Akutni toxicita (%), 1000 ug/ml

Graf 3: Akutni toxicita extraktd pro Culex quinquefasciatus, 3. instar.

5.3 Biologicka ucinnost extraktii na Myzus persicae

U sktdce Myzus persicae byla zkoumana biologickéd Gi¢innost vSech extraktli ve smyslu
akutni toxicity. Z vysledka testii byly statistickym zpracovanim odhadnuty hodnoty letalnich
koncentraci LCsy a vypocteny prislusné konfidenc¢ni intervaly Clos. Vysledky testlii po

statistickém zpracovani jsou uvedeny v tabulce 4 a grafu 4. Hodnota LCs, pro akutni toxicitu
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extraktu Celastrus angulatus byla vyssi neZ nejvySsi testovand koncentrace (10 % w/v), a
proto nebyla tato hodnota a jeji Clos stanovena.

Nejvyssi akutni toxicitu projevily extrakty Coriandrum sativum (LCso = 1 % w/v) a
Populus nigra (LCsp = 2 % w/v). Rozdilnost jejich vysledki neni na 95% hladiné
spolehlivosti statisticky vyznamna.

Tabulka 4: Vysledky testl biologické u¢innosti extrakti na Myzus persicae.

(Myzus persicae,
dospélci) akutni toxicita
Extrakt LCsy (% w/v) Clos
Helianthus tuberosus 3,8 (3,34,2)
Paulownia tomentosa 4,7 (3,9-4,8)
Populus nigra 2.1 (1,2-2,3)
Coriandrum sativum 0,9 (0,7-1,2)
Celastrus angulatus >10 _

CI95 = 95% interval spolehlivosti. Hodnoty, které se v daném rozsahu nepiekryvaji, jsou odlisné s 95%

pravdépodobnosti.

Helianthus tuberosus
Paulownia tomentosa
Populus nigra

Coriandrum sativum

Celastrus angulatus |==<

0 1 2 3 4 5 6
B Akutni toxicita (LC50, % wiv)

Graf 4: Akutni toxicita extraktl pro Myzus persicae.
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6 Diskuse

Nejvyssi toxicita pro vSechny tfi vybrané modelové druhy hmyzu byla zjisténa u extraktu
Coriandrum sativum. Tento vysledek byl ve vétSin€ piipadii statisticky vyznamny na hladiné
spolehlivosti 95 %. Druhou nejvyssi toxicitu, jak v testech na akutni, tak na chronickou
toxicitu pak mél pro vSechny tii druhy extrakt z Populus nigra.

Ktizenec topolu (Populus nigra L. x Populus maximowiczii) se péstuje jako
rychlerostouci energeticka plodina (Kovarova et al., 2002) a jako takovy by mohl poskytnout
levnéj$i insekticid, nez extrakt Coriandrum sativum, ktery ma sice v pfepoctu na miligram
vys$si toxicitu, ale pravdépodobné také vyssi cenu. Roéni vynos topolu je 10-20 t hmoty v
absolutni susiné z plochy 1 ha (Kovarova et al., 2002). Oproti tomu vynos suSiny koriandru
byva 1,4-2,8 t/ha zrma a 2,3-3,0 t/ha slamy (Moudry, 2016). Je vSak otdzkou, jaka Cést
sklizené¢ hmoty je v obou piipadech pouzitelnd pro piipravu extraktu a zavér proto neni
jednoznacny.

V praci Li et al. (2014) byly zkoumany ucinné latky v metanolovém extraktu Populus
nigra a mezi hlavni zji§téné slouceniny patfily bis(2-ethylhexyl)ester kyseliny adipové a
derivaty kyseliny ftalové. Extrakt Populus nigra byl zkouman také v praci Pavela (2010),
kde byl zjistén FDI 50 % pii 500 pg/cm?.

Chemické slozeni nadzemni casti Coriandrum sativum bylo zkoumano v préci
Oganesyan et al. (2007). Byla zjisténa ptitomnost 43 slozek, mezi nimi 21 fenolickych

sloucenin. Nalezeny byly pfedevsim flavonoidy, kumariny a fenolkarboxylové kyseliny.

Vlastnosti ostatnich testovanych extraktti 1ze shrnout takto:

Helianthus tuberosus: Extrakt z této rostliny vykézal predevsim nejvyssi protipozerovy a
rastove inhibi¢ni G€inek na Spodoptera littoralis. Tento zavér souhlasi se zjiSténim Sujatha et
Lakshminarayana (2006), ze tfada divokych druhii rodu Helianthus vykazuje v polnich i
laboratornich zkouskach velmi vysokou protipozerovou ucinnost a chronickou toxicitu na

Spodoptera litura (druh velmi blizky S. littoralis, diive povaZovany za identicky).

Paulownia tomentosa: Nizké toxicita na S. littoralis zjisténd v této praci je v souladu s
faktem, Ze rod Spodoptera je vyznacnym Skidcem pavlovnii (Kumar et Ahmad, 1998).
Pavlovnie je rychle rostouci strom, ktery zacina byt péstovan pro bioenergetické ucely
(Yadav, 2013). Tyto vlastnosti by zvySovaly jeho vhodnost jako potenicalni suroviny pro
vyrobu komercniho insekticidu. Biologicka u¢innost extraktu pavlonie vSak pravdépodobné

neni dostate¢na.

Celastrus angulatus: Tento extrakt témet ve vSech testech vykazal nejniz$i toxicitu ze

vSech zkoumanych extrakti, ¢asto mimo testovany rozsah davek/koncentraci. Toxicita i
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protipoZerova ucinnost extraktu z C. angulatus byla vSak zjiSténa proti Mythimna separata
(Noctuidae) v praci Wang MinAn et Wu WenJun (2002). LDs, pro akutni toxicitu pro
jednotlivé slozky se pohybovalo v rozsahu 20—400 ng/g. Navzdory nizké toxicité v nasi praci
je od cinské firmy Jiangsu Inter-china Group Corporation, China, komeréné dostupny
insekticid-akaricid pod nazvem ,,CELASTRUS ANGULATUS 1%EC* na zékladé
etanolového extraktu z této rostliny (Jiangsu, [online]). U¢innou latkou v ném je angulatin A.
Latky nachézejici se v rostling, jejim? domovem je Cina, budou pravdépodobné u¢inné
pfedev$im proti domacim $kiidcim. Skiidci v této praci byli vybrani pro relevantnost v
evropskych podminkich. Toto by mohlo vysvétlovat relativné nizkou uc€innost extraktu

zjiSténou v nasi praci.

extraktu) neznamena, Ze by musely byt ve stejném poradi vhodné jako praktické pesticidy.
Pro zjisténi poradi komeréni vhodnosti by bylo nutné zohlednit také cenu extraktd (pfesnéji
potencidl ceny v pfipadé masové vyroby), kterd v sobé zahrnuje vynos pouzitelné c&asti
rostliny, naro¢nost péstovani a narocnost zpracovani. Také by bylo nutné zjistit G¢inek na
necilové druhy hmyzu a zbytek ekosystému a piipadné interakce s jinymi druhy pesticidu a
dalsich latek pouzivanych v zemédélské vyrobe. VSechny tyto otdzky se vSak nachazeji mimo

ramec této prace.
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7 Zavér

V ramci celkového Usili o nalezeni novych vhodnych zdroji extrakti potfebnych k
environmentalng pfijatelné kontrole hmyzich Skiidct byla v této praci stanovena biologicka
ucinnost extrakti z nckolika rostlin. Téméf vSechny mély vyrazny negativni biologicky
ucinek na zvolené Skiidce.

Za nejvhodnéjsi pro dalsi vyvoj botanickych insekticidi na zakladé¢ zkoumanych
extraktl 1ze doporucit predevsim extrakt z Populus nigra (pro potencial pro levnou masovou
vyrobu), a dale extrakt z Coriandrum sativum (doséhl zdaleka nejvySSich hodnot akutni 1
chronické toxicity pro vSechny tfi modelové druhy hmyzu). Tyto dvé rostliny navic pochéazeji
z evropského kontinentu, narozdil od vétsiny soucasnych botanickych insekticidi.

Vétsina extrakti zkoumanych v této praci pochazi z rychle rostoucich, nenarocnych
rostlin, ¢asto vyuzivanych jako energetické plodiny. V energetické produkci vznika mnoho
odpadniho materialu, ktery by mohl byt velmi levnou surovinou pro vyrobu botanickych
insekticidii. Pokud by z nékteré z téchto rostlin byl vytvofen komer¢ni insekticid s nizsi
cenou, nez je zatim bé&zné, mohlo by to vyznamné piispét ke konkurenceschopnosti
botanickych insekticidii proti syntetickym. To by vedlo k rychlejSimu nahrazovani
syntetickych pesticidii a nasledné i1 ke zlepSeni stavu ekosystéml zamotenych jejich residui.

Z vyse uvedeného plyne, ze hypotéza, ze které prace vychazela, byla ovétrena.
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