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Problem
Masowe wystepowanie plesniakowca
ISnigcego w kurnikach i brojlerniach




Cel rozprawy doktorskie]

Celem rozprawy doktorskiej byto wyizolowanie olejkdw eterycznych z wybranych gatunkow
roslin oraz ocena ich wtasciwosci insektycydalnych i mozliwosci zastosowania w zwalczaniu |
plesniakowca ISnigcego, Alphitobius diaperinus.

Zakres czesci chemicznej pracy doktorskiej obejmowat
v' pozyskanie olejkéw eterycznych z wybranych gatunkéw roslin metodg destylacji z parg wodng
z wykorzystaniem aparatu Derynga.
v' Zbadanie sktadu chemicznego poszczegdlnych destylatow.
v Wykonanie widm magnetycznego rezonansu jgdrowego 'H NMR dla olejkéw oraz ich
gtownych komponentow.
v' Okreslono réwniez zmiane sktadu chemicznego wybranych olejkéw eterycznych w czasie oraz
szybkos¢ parowania acetonu.

Badania biologiczne pozwolity oceni¢ aktywnosC¢ ekstraktow roslinnych oraz ich gtéwnych
sktadnikow w stosunku do larw i postaci imaginalnych A. diaperinus w tym:
v' wilasciwosci deterentne,
v wptyw olejkéw na rozwaoj szkodnika od stadium larwy do postaci dorostej,
v wptyw olejkéw na strukture jelita Srodkowego
v wplyw wyselekcjonowanych terpendw na aktywnos$¢ wybranych enzymoéw trawiennych larw
plesniakowca Isnigcego.
v' Ustalenie efektywnych dawek olejkéw eterycznych wobec larw i chrzgszczy plesniakowca
ISnigcego




Badania chemiczne
Materiat roslinny

Olejkl eteryczne izolowano z :
“*wrotyczu pospolitego Tanacetum vulgare (astrowate: Asteroideae)
“*bylicy piotun Artemisia absynthium (astrowate: Asteroideae)
s»zywotnika zachodniego Thuja occidentalis (cyprysowate: Cupressaceae
sstymianku pospolitego Thymus vulgaris (jasnotowate: Lamiaceae)
s»szatwii lekarska Salvia officinalis (jasnotowate: Lamiaceae)

“*oregano greckiego Oregano vulgare subsp. hirtum (jasnotowate: Lamiaceae)

“*anyzu gwiazdzistego lllicum verum (magnoliowate: Magnoliaceae)

*seukaliptusa wtasciwego Eucalyptus globulus (mirtowate: Myrtaceae)
“*gozdzikowca korzennego Eugenia caryophyllata (mirtowate: Myrtaceae)
“*barszczu mantegazyjskiego Heracleum mantegazzianum (selerowate: Apiaceae).
<*Przebadano réwniez gtdwne komponenty olejkow eterycznych
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Analiza GC-MS

s*Analizy jakosciowe i ilosciowe otrzymanych destylatéw wykonane zostaty przy
pomocy aparatu GC-MS SATURN 2000 firmy Varian Chrompak, stosujgc metode

electron impact (70eV) lub jonizacje chemiczng wzgledem izobutanu.

s»Zwigzki identyfikowano w oparciu o widma rozpadu masowego

zgromadzonych w bibliotece NIST 2009, indeksow retencji Kovaca, baze
MassFinder 4.0 oraz widm otrzymanych dla substancji wzorcowych. W celu
wyznaczenia indeksow retencji Kovaca zastosowano serie nastrzykow n-alkanow

od C-6 do C-28.



Tab 1. Zawartosc procentowa (%) gtéwnych sktadnikdw olejkéw eterycznych

, . : Procentowa o

Zwigzek Gtowny sktadnik Zawartosé [%] Pozostate [%]

Zywotnik zachodni a- tujon 69.8 B- tujon 9.5

: : kamfora 9.7

Wrotycz pospolity B- tujon 61.0 eukaliptol 3.2

i o B- tujon 6.4
Szalwia lekarska (PL) a- tujon 41.8 kamfora 12.5
: . B- tujon 11.1

lwia lekarska (H - :

Szalwia lekarska (H) a- tujon 17.6 kamfora 14.7

i : : B- tujon 2.8

______Bylica piofu -

i g-fujon 12,7 p-cymen 2.9

Anyz gwiazdzisty (E)-anetol 90.8 limonen 2.6

Gozdzikowiec korzenny eugenol 92.6 octan eugenolu 5.6

Tymianek pospolity tymol 76.3 karwakrol 6.5
Oregano subs. hirtum karwakrol 84.4 p-cymen 3.5
y- terpinen 3.9

: L - : p-cymen 10.2
Eukaliptus wiasciwy eukaliptol 68.3 limonen 12.8
Barszcz mantegazyjsKki p-cymen 42.8 v- terpinen 9.7

limonen 9.4




Analiza NMR

v'Widma tHNMR wykonano na spektrometrach: Bruker Avance |l 600 MHz (Laboratorium

Badan Strukturalnych NMR Wydziatu Chemicznego Politechniki Wroctawskiej).

v'Analizy wykonano w roztworach CDCI, dla olejkow eterycznych oraz ich gtéwnych
sktadnikow. Przesuniecia chemiczne skalowano wobec sygnatow pochodzgcych od

protonéw CHCI, (dH = 7,26).



7.2600 Chlorafarm

bk JM Mh .‘Ullhu 'u

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
f1 (ppm)

Rys. 1. Widmo *HNMR olejku z szatwii lekarskiej.
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Rys. 2. Widmo *HNMR olejku z szatwii lekarskiej z przypisanymi sygantami

gtownych sktadnikow.



Badania biologiczne

Badania nad aktywnoscig insektycydalng olejkow eterycznych i ich komponentow
wobec plesniakowca ISnigcego

. Wptyw wybranych olejkow eterycznych i ich giownych komponentéw na wzrost i
rozwoj populacji A. diaperinus

Ocena wtasciwosci deterentnych/atraktantnych

Histopatologia jelita Srodkowego

. Aktywnos¢ enzymow trawiennych



Wyniki badan biologicznych
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Wptyw wybranych olejkow eterycznych i ich giownych
komponentow na wzrost i rozwoj populacji A. diaperinus

12
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Rys. 3. Wptyw olejkow eterycznych bogatych w zwigzki fenolowe lub ich
pochodne na wzrost: a) larw 10-cio dniowych A. diaperinus b) 20-dniowych A.
diaperinus
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Tab. 3. Smiertelno$¢ larw 10-cio i 20-dniowych pod wptywem olejkéw eterycznych i ich gtéwnych

komponentow
Zwigzek Smiertelnosé larw [%]
10-dniowe 20-dniowe
Kontrola 5.0 10,0
Zywotnik zachodni (liscie) [I 67,5 30,0
a- Tujon 57,5 37,5
Wrotycz pospolity (liscie, kwiaty) 50,0 17,9
B- Tujon 47 .5 225
Szatwia lekarska (PL) 35,0 30,0
Szatwia lekarska (H) 40,0 39,0
Bylica piotun (susz liscie) 225 250
Anyz gwiazdzisty (owoce) |ﬂ 67.5 |ﬂ 40,0
Anetol 45,0 59,0
Gozdzikowiec korzenny (paczki kwiatowe) 600 450
Eugenol 65.0 67.5
Tymianek pospolity (ziele) 42 5 27.5
Tymol
Oregano subs. hirtum (liscie)
Karwakrol
Eukaliptus wtasciwy (liscie)
Eukaliptol ,
Barszcz mantegazyjski (korzenie) 47.5 250
p-Cymen 30,0 17,9
y- Terpinen 35,0 17,5 »




Parametry wzrostu
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Fot. 1. Larwy mtodsze po 14-stu dniach trwania eksperymentu

A- Kontrola: 20,6 mg (13mm)

B- Eugenol 1%: 7,2 mg (9mm)

C- Oregano 1% : 1,9 mg (6mm)

D- Karwakrol 1%: 1,5 mg (6mm)
E- Oregano 0,5% : 4,8 mg (8mm)
F- Karwakrol 0,5 % : 4,8 mg(8mm)
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Co byto przyczyna ograniczenia
WZzrostu?

Badania nad mechanizmami dziatania olejkow
eterycznych wobec plesniakowca Isnigcego

*» Ocena wtasciwosci deterentnych/atraktantnych
*» Histopatologia jelita srodkowego

s Aktywnosc¢ enzymow trawiennych

16



Tab. 4. Ocena wtasciwosci antyfidantnych wybranych zwigzkow

Zwigzek Wspotczynniki deterentnosci
10-dniowe larwy 20-dniowe larwy Imago
A R T A R T A R T
Olejek 25.34 | 6.30 31.64 9.47 3.85 13.31 66.21 37.37 | 103.58
zywotnik
zachodni
a-Thujone -67.76 | -64.51 | -132.27 | -8.64 | 24.10 15.45 41.16 41.66 82.81
Olejek 295 | 21.23 | 24.19 |-14.66 | 87.85 73.19 64.10 48.52 | 112.62
gozZdzikowy
Eugenol 10.92 | 32.89 | 43.80 | 82.22 | 45.78 | 128.00 69.71 32.899 | 102.70
Olejek 42.13 | 50.04 | 9217 | -6.11 | 79.92 73.81 77.90 9.74 87.64
tymiankowy
Tymol 37.54 | 45.73 | 83.27 |-18.21| 78.97 60.76 77.84 53.15 | 130.99
Olejek 249 | 54.01 78.92 |-12.07 | 77.08 65.01 67.66 67.36 | 135.02
oregano
Karwakrol 28.80 | 54.08 | 82.88 2.08 | 82.90 84.98 82.40 83.12 | 165.51

R= K-E/ K+E x100
A= KK -EE/ KK +EE x 100

51=T=100

101=s T =150

151= T = 200

T=A+R

atraktant

staby deterent
deterent sredniej mocy
dobry deterent

bardzo dobry deterent



Badania histologiczne

Histopatologia jelita srodkowego
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KONTROLA

TR AL ) "~ ‘s is .{éA " By,
iatto jelita; j-jelito; tp-tres¢ pokarmowa; m-

larwe kontrolng A. diaerinus: k-kutik la, §j-$w
miesnie Szkieletowe; ctt-cialo tluszczowe, warstwa trzewiowa; cts-cialo tluszczowe; warstwa $cienna; cm-cewki
.. , 19
Malphigiego; tch-tchawka; in-tancuszek nerwowy (x 10).



Fot.3. Fragment przekroju poprzecznego przez jelito srodkowe larwy kontrolnej A. diaperinus: §j-$wiatto jelita; bp-btona podstawna; kcn-
komorki cylindryczne nabtonka; jk-jadro komaérkowe; ct-ciato thuszczowe; rszcz-rabek szczoteczkowy (x 40). 20
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Fot. 4 Przekrdj poprzeczny przez jelito srodkowe larwy kontrolnej A. diaperinus

$j- Swiatto jelita; ken- komorki cylindryczne nabtonka; jk-jagdro komadrkowe; bp- btona

21
podstawna; mok- warstwa miesni okreznych; mp-miesnie podtuzne



Zniszczona struktura
nabtonka

Wakuolizacja i zanik ciata
. ttuszczowego

DDA = _ i

Fot. 5. Przekrdj przez ciato larwy A. diaperinus traktowanej 1% roztworem olejku z Oregano
vulgare subs. hirtum.

k-kutikula; m-miesnie 22



Wptyw oregano na strukture jelita srodkowego

*Komorki
nabtonkowe ulegty
rozpadowi

«Jadra komoérkowe
rozrzucone w swietle
jelita

Fot. 6. Fragment jelita srodkowego larwy A. diaperinus traktowanej 1% roztworem
olejku z Oregano vulgare subs. hirtum.

Sj- Swiatto jelita; ct-ciato ttuszczowe .



Wptyw karwakrolu na strukture jelita Srodkowego

Zniszczony nabtonek jelitowy, odklejony od btony podstawnej

Fot. 7. A Fot.7.B

A- przekroj przez larwe A. diaperinus traktowang 1% roztworem karwakrolu
B- fragment jelita srodkowego larwy A. diaperinus traktowanej 1% roztworem
karwakrolu

nj- uszkodzony nabtonek jelita; m-miesnie; k- kutikula; sw- swiatto jelita; mp- miesnie
podtuzne; ct-ciato ttuszczowe

24



Wptyw Karwakrolu+Eugenolu 1% na strukture jelita Srodkowego

Fot. 7 Przekroj przez larwe A. diaperinus traktowang 1% roztworem Karwakrolu+ Eugenolu

25



Badania enzymatyczne
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Rys. 5. Stezenie biatka w probach z jelit owadow traktowanych pokarmem
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Rys. 6.
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Stezenie a-amylazy w probach z jelit owadéw traktowanych pokarmem

28



Podsumowanie

+Wysokag aktywnos¢ insektycydalng wobec obu stadiow larwalnych wykazywat olejek z oregano, karwakrol
oraz eugenol. Substancje te silnie hamowaty wzrost, wydtuzaty cykl rozwojowy, powodowaty zaburzenia w
metamorfozie oraz wysokg sSmiertelnos¢ obu stadiow larwalnych. Olejek z zywotnika zachodniego i z
gozdzikowca korzennego oraz tymol i eukaliptol wptywaty na wysokg sSmiertelnos¢ wsrdéd mtodszych larw.

“Ocena wiasciwosci antyfidantnych wybranych zwigzkéw pokazata, ze doroste osobniki A. diaperinus
odznaczajg sie wyzszg wrazliwoscig  sensoryczng w porownaniu z larwami. Najwyzsze wartosci
wspotczynnikow deterentnosci otrzymano dla tymolu i karwakrolu oraz olejku z oregano

+Olejek z oregano, karwakrol oraz eugenol powodujg silne zmiany histopatologiczne w jelicie sSrodkowym larw
A. diaperinus. Uszkodzona struktura jelita srodkowego uniemozliwia prawidiowe trawienie i przyswajanie
pokarmu przez owady.

s»Ekstrakty roslinne wptywajg na aktywnos¢ enzymdw trawiennych. Karwakrol i eugenol obnizyty aktywnosc¢ a-
amylazy. U owadéw hodowanych na diecie zawierajgcej terpeny obserwowano rowniez spadek zawartosci
biatka w poréwnaniu z prébami kontrolnymi, co byto przyczyng ich stabszego wzrostu.

ssLiczebnos¢ nastepnej generacji owaddéw hodowanych na traktowanym pokarmie jest nizsza w stosunku do
préb kontrolnych. Najmniejszg liczbe powstatych larw obserwowano w probach hodowanych wczesniej na
pokarmie wzbogaconym olejkiem z gozdzikowca korzennego.

s»Z przeprowadzonych badan wynika, iz w praktyce mozliwe zastosowanie znalezé mogg terpeny takie jak
karwakrol i eugenol, a takze bogaty w karwakrol, olejek z oregano. Znaczng redukcije liczebnosci mtodszych
larw mozna osiggngc po zastosowaniu tymolu i eukaliptolu oraz olejku z zywotnika zachodniego i gozdzikowca
korzennego.

s»Zwigzek o silnych wiasciwosciach atraktantnych, taki jak a- tujon stosowany tgcznie z insektycydem poprzez
wzrost poziomu zerowania moze wptyng¢ na obnizenie dawek stosowanych insektycydow.




Projekt realizowany w ramach:

Interdyscyplinarnych Studiéw Doktoranckich Matematyczno-Przyrodniczch w
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dziedzinach matematyczno-przyrodniczych” realizowanego w ramach Programu
Operacyjnego Kapitat Ludzki (nr projektu POKL.04.01.01-00-081/10)

* projektu "Krok w przysztosc - stypendia dla doktorantow" realizowanego przez
Urzad Marszatkowski Wojewoddztwa Kujawsko-Pomorskiego we wspotpracy z
uczelniami wyzszymi z regionu w ramach 8.2.2 Programu Operacyjnego Kapitat
Ludzki 2007-2013.
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