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Synergistic effect of anethole on the activity of abamectin
against the lesser mealworm (Alphitobius diaperinus Panzer)

Synergistyczny wptyw anetolu na aktywnosc¢ abamektyny
wobec ples$niakowca ISnigcego (Alphitobius diaperinus Panzer)

Maryla Szczepanik'*, Paulina Orszewska’, Beata Szotyga®

Summary

The synergistic effect of anethole, the main component of star anise oil, on the activity of abamectin (Vertimec 018 EC) against the
lesser mealworm (Alphitobius diaperinus Panzer) was investigated. In the studies 1% acetone solutions of anethole and aqueous
solutions of insecticide with increasing concentrations (0.0125; 0.025; 0.05; 0.1; 0.15; 0.2; 0.4%) were used. The experiments were
conducted on 10-day and 20-day old larvae and young (7-10 day old) adults using an oral administration of compounds in four
different treatments (insecticide alone, anethole alone, insecticide given simultaneously with anethole, insecticide application was
preceded by a 3-day culture on diet treated with anethole). The experiments were carried out in the rearing chamber at 29°C in the
dark. The results show that anethole have a synergistic effect on the activity of abamectin only against the youngest larvae. After the
simultaneous application of anethole and insecticide more than 4-fold decrease in the values of LCsy and LCqy was observed. In relation
to older larvae and adults synergistic activity of anethole was very weak. Synergism ratios were 1.05-1.26.
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Streszczenie

Zbadano synergistyczny wptyw anetolu, gtéwnego sktadnika olejku anyzowego, na toksycznos¢ abamektyny (s.cz. insektycydu
Vertimec 018 EC) na przyktadzie plesniakowca I$nigcego (Alphitobius diaperinus Panzer). W badaniach zastosowano 1% acetonowe
roztwory anetolu oraz wodne roztwory insektycydu o wzrastajacych stezeniach: 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,4%.
Doswiadczenia prowadzono na 10- i 20-dniowych larwach oraz mtodych (7-10 dniowych) chrzaszczach A. diaperinus, stosujac metode
zotadkowg w 4 rdézinych kombinacjach (insektycyd, anetol, insektycyd aplikowany jednoczesnie z anetolem, aplikacja insektycydu
poprzedzona 3-dniowg hodowlg owaddw na pokarmie traktowanym anetolem). Doswiadczenia zostaty przeprowadzone w inku-
batorze, w statej temperaturze +29°C, w ciemnosci. Badania wykazaty, ze synergizm najsilniej zaznaczat sie tylko w przypadku
najmtodszych larw, gdzie obserwowano ponad 4-krotny spadek wartosci LCsg i LCq, po tgcznym zastosowaniu anetolu i insektycydu.
W odniesieniu do starszych larw oraz osobnikéw dorostych aktywnosé synergistyczna anetolu byta bardzo staba. Otrzymane
wspotczynniki synergizmu wynosity 1,05-1,26.

Stowa kluczowe: abamektyna; anetol; synergizm; olejki eteryczne; plesniakowiec ISnigcy; Alphitobius diaperinus
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Wstep / Introduction

Nadmierna chemizacja srodowiska i wynikajace z niej
zagrozenia sklaniaja do poszukiwania alternatywnych
metod ograniczania stosowania chemicznych insekty-
cydow. Jedng z nich, prowadzacg do wzrostu toksycznosci
insektycydow, jest stosowanie synergetykow — substancji,
ktoére czesto w wyniku blokowania ukladéw enzyma-
tycznych owadow wplywaja na procesy biotransformacji
insektycydow 1 modyfikuja ich aktywnosc¢/toksycznosc.
Moga reagowaé z enzymami i blokowac te, ktére biora
udziat w procesie detoksykacji, gtownie polisubstratowe
monooksygenazy, hydrolityczne esterazy oraz transferazy,
a takze zwicksza¢ przepuszczalnos¢ kutikuli i ulatwiac
penetracj¢ insektycydu do organizmu owada (Malinowski
2003). Stosowanie synergetykow pozwala na obnizenie
dawek insektycydow, co powoduje mniejsze obcigzenie
srodowiska, a takze zapobiega rozwojowi odpornosci
owadow. Synergetyki podnosza takze toksycznosc¢
insektycydow wsrdd populacji  szkodnikéw, u ktorych
obserwowany jest spadek wrazliwo$ci na te powszechnie
stosowane (Lambkin i Furlong 2011). Najbardziej znane
synergetyki insektycydow to: butoksylan piperonylu, octan
tributylocynowy, karbaryl i inne (Wegorek i wsp. 2007).
Role synergetykow mogg speliac¢ takze naturalne sub-
stancje pochodzenia roslinnego, jak np.: sezamina i kapsa-
icyna oraz komponenty olejkow eterycznych, takie jak:
cytronellal, y-terpinen, estragol i inne (Silva i wsp. 2007,
Abbassy 1 wsp. 2009; Maliszewska i Tegowska 2012).
Wedtug Marcus i Lichtenstein (1979) sktadniki olejku any-
zowego takze wplywaja na wzrost toksycznosci syntetycz-
nych insektycydow z grupy pyretroidow, karbaminianow
i zwiagzkow fosforoorganicznych.

Celem prowadzonych badan byta ocena synergistycz-
nego wplywu anetolu, ktory stanowi ponad 90% skladu
olejku eterycznego pozyskanego z anyzu gwiazdzistego
({llicium verum Hook. F.) (Szczepanik i Szumny 2011) na
aktywno$¢ abamektyny, bedacej substancja czynna insek-
tycydu Vertimec 018 EC, wobec stadiow rozwojowych
plesniakowca I$nigcego (Alphitobius diaperinus Panzer).
Abamektyna z grupy makrocyklicznych laktondw, jest pro-
duktem fermentacji bakterii Streptomyces avermitilis. Jako
agonista kwasu gamma-aminomastowego zaburza funkcjo-
nowanie uktadu nerwowego owadow przez zwickszony
naptyw jonéw chloru do komorki nerwowej, jej hiperpol-
aryzacje i zahamowanie przekazywania sygnalow (Arena
i wsp. 1995). Plesniakowiec I$nigcy jest szkodnikiem
masowo zasiedlajacym brojlernie i inne pomieszczenia
inwentarskie. Jest wektorem wielu groznych patogendow
drobiu, przez co stwarza powazne problemy natury
weterynaryjnej i ekonomicznej hodowcom drobiu (Axtell
i Arends 1990; Ignatowicz 1998). Zwalczanie tego szkod-
nika jest szczegoélnie ucigzliwe ze wzgledu na dobrze
rozwini¢ta odporno$¢ behawioralng oraz wzrastajacg od-
pornos¢ na stosowane syntetyczne insektycydy (Kaufman
i wsp. 2008; Chernaki-Leffer i wsp. 2011).

Materialy i metody / Materials and methods

Doswiadczenia przeprowadzono na 10- i 20-dniowych
larwach oraz milodych (7-10 dniowych) chrzaszczach

A. diaperinus w okresie od pazdziernika 2012 do marca
2013 roku. Owady doswiadczalne pochodzily z hodowli
masowej prowadzonej w laboratorium zgodnie z metodyka
opisang przez Rice i Lambkin (2009). Jako pokarm uzy-
wano roztarte w mozdzierzu granulaty paszy dla drobiu
(Brojler Grower 2 Specjal — Golpasz S.A.). W badaniach
zastosowano metode zotadkowa w czterch kombinacjach:
(i) pokarm traktowano wzrastajgcymi dawkami insekty-
cydu (wodne roztwory 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2;
0,4%); (ii) pokarm traktowano 1% acetonowym roztworem
anetolu; (iii) pokarm traktowano 1% acetonowym roztwo-
rem anetolu, a nastgpnie wzrastajacymi dawkami insekty-
cydu (dziatanie fgczne, cumulative effect); (iiii) owady
karmiono przez 3 dni pokarmem traktowanym 1% roztwo-
rem anetolu, po czym przenoszono je na pokarm
traktowany tymi samymi dawkami insektycydu (dziatanie
nastgpcze, subsequent effect). W probach kontrolnych po-
karm traktowano tg sama objetoscig wody lub acetonu. We
wszystkich kombinacjach stosowano 1 ml roztworu lub
wody/1 g pokarmu. Uzywany w badaniach anetol pocho-
dzit z firmy Sigma-Aldrich. Smiertelno$é obserwowana po
24 oraz 72 h korygowano stosujac regule Abbotta (Abbott
1925). Wartosci LCsy i LCyy wyznaczono z linii regresji
dawka-$miertelno$¢. Stopien interakcji migdzy insekty-
cydem i anetolem wyrazono za pomocg wspoéiczynnika
synergizmu (WS) wyliczonego ze wzoru (Metcalf 1967;
Abbassy 2009):

WS = LCs, insektycydu
LCj, mieszaniny insektycyduianetolu

Wartos¢ WS réwna 1,0 wskazuje na brak oddzialy-
wania mi¢dzy insektycydem i anetolem, wartosci ponizej
1 — na dzialanie antagonistyczne, te powyzej 1,0 s oznaka
synergizmu. Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono
w stalej temperaturze +29°C, w 4 powtdrzeniach po
10 owadow w kazdej probie.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Wiyniki przeprowadzonych badan wskazuja na zrézni-
cowany wplyw anetolu na toksyczno$¢ abamektyny wobec
plesniakowca 1$nigcego. Wartosci stezen letalnych insekty-
cydu wyznaczone we wszystkich wariantach doswiadczen
uzaleznione byly od stadium rozwojowego A. diaperinus
oraz czasu uptywajacego od podania ksenobiotykow. Za-
stosowany w badaniach anetol w 1% stezeniu nie wyka-
zywal dzialania toksycznego. W jego obecnosci $§miertel-
no$¢ 10-dniowych larw wynosita 5-10% i byta zblizona do
$miertelnosci w probach kontrolnych. Weze$niejsze bada-
nia wskazuja jednak, ze olejek anyzowy zastosowany
w wyzszych dawkach, tj. 2,5% powoduje wysoka $miertel-
no$¢ wsrod miodych, 1-2 tygodniowych larw ple$niakow-
ca l$nigcego (Szczepanik i Szumny 2011). Przyczynag
wyzszej toksycznosci olejku bylo niewatpliwie zastoso-
wane wyzsze st¢zenie. Nie mozna wykluczy¢ takze syner-
gistycznego dziatania pozostatych komponentow tego
olejku, gldéwnie limonenu, p-anisaldehydu czy y-terpinenu.

Wrazliwos¢ 10-dniowych larw na abamektyne byta
uzalezniona od dawki i czasu. Po uptywie 1 doby $mier-
telno$¢ skorygowana wahata si¢ od 2,5 do 67,5%, po 72 h
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wzrosta do 42,5-97,5%. Polagczenie anetolu z insekty-
cydem wplynelo na istotny wzrost toksycznosci tego
ostatniego w odniesieniu do 10-dniowych larw (rys. 1a, b).
W przypadku tacznego zastosowania insektycydu i anetolu
wartos$ci LCsg 1 LCog Wwyznaczone po 24 i 72 h obnizyty si¢
ponad 4-krotnie. Po wczedniejszym podaniu anetolu
obserwowano ponad dwukrotne obnizenie wartosci LCs,
w ciggu 24 h. Spadek wartosci LCyy w trzecim dniu ekspe-
rymentu byt niewielki i wspotczynnik synergizmu wynosit
tylko 1,25 (tab. 1).

Wrazliwo$¢ 20-dniowych larw na abamektyne byta
bardzo zblizona do tej obserwowanej wsérod miodszych
larw. Wartosci LCsy wyznaczone po 24 h, jak i LCy, dla
obu badanych stadiow larwalnych byly na tym samym
poziomie, tj. okoto 0,3% (tab. 1). Smiertelno$é wéréd larw
hodowanych na diecie traktowanej samym anetolem wyno-
sita 10%. Laczne podanie anetolu i insektycydu generalnie
nie wptynelo na wzrost toksycznosci abamektyny wobec
tego stadium larwalnego. Niemniej w ciagu 24 h obserwo-
wano znaczne wahania w przebiegu $miertelnosci larw.
Szczegdlnie wyraznie réznice te zaznaczaly si¢ w zakresie
stezen 0,2-0,4% (rys. 2a). Po uplywie 72 h przebieg linii
regresji wskazuje na staby synergizm anetolu z aba-
mektyna (rys. 2b). Wspodlczynniki synergizmu wyznaczone
dla facznego zastosowania insektycydu i anetolu wynosza
1,1, w przypadku dzialania nastepczego 1,26 (tab. 1).

Chrzaszcze charakteryzowaly si¢ stosunkowo wysoka
odpornoscia na abamektyne. W pierwszej dobie poziom
$miertelnosci owadow przy wyzszych dawkach samego

insektycydu byl na poziomie kilkunastu procent. W pro-
bach kontrolnych, w obecnosci samego anetolu oraz przy
nizszych dawkach insektycydu przezywalno$¢ chrzaszczy
wynosita 100% (rys. 3a). Znaczacy wzrost $miertelnosci
obserwowano w 3. dniu eksperymentu, po zastosowaniu
wyzszych dawek insektycydu (rys. 3b). Wprowadzenie do
diety dorostych osobnikéw anetolu wplyneto na spadek ich
$miertelnosci. Po uptywie 24 h od tacznego zastosowania
ksenobiotykow przezywalnos$¢ chrzaszezy wynosita 100%,
co nie pozwolilo na wyznaczenie wartosci LCso. W przy-
padku dziatania nastepczego warto§¢ LCsy wzrosta prawie
dwukrotnie (WS = 0,52) i wskazuje to na dziatanie anta-
gonistyczne. Po uplywie 72 h nie obserwowano takze
istotnego spadku wartosci LCyy po wlaczeniu do diety
anetolu (tab. 1). Otrzymane wspotczynniki synergizmu
wskazuja na bardzo stabe oddzialywanie miedzy abamek-
tyng 1 anetolem w przypadku dorostych osobnikow
A. diaperinus.

Obserwowane wahania w synergistycznym oddzialy-
waniu anetolu i abamektyny moga mie¢ rézne podioze.
Zgodnie z wynikami badan Marcus i Lichtenstein (1979)
anetol stosowany zaré6wno metoda kropelkowa, jak i po-
dany w pokarmie wplywa na wzrost toksycznosci
insektycydow o roznych, neurotoksycznych mechanizmach
dziatania (blokery acetylocholinoesterazy lub kanalow
sodowych) wobec muszki owocowej (Drosophila mela-
nogaster Meigen) oraz muchy domowej (Musca domestica
L.). Wydaje si¢ wigc mato prawdopodobne, aby wptywat
na specyficzne enzymy zwiazane z detoksykacja tylko

Tabela 1. Wptyw anetolu na wartoéci letalnych stezen abamektyny dla stadidow rozwojowych A. diaperinus
Table 1. The effect of anethole on the lethal concentrations of abamectin for developmental stages of 4. diaperinus

Czas zerowania
Stadium rozwojowe Insektycyd + A/metoda aplikacji Feeding time
Developmental stage Insecticide + A/application method 24 h 72 h
LCso[%] WS LCy [%] WS

Larwy 10-dniowe .

10-day old larvac Vertimec 018 EC 0,32 — 0,30 -
Vertimec 018 EC + A/dziatanie taczne
Vertimec 018 EC + A/cumulative effect 0,07 4,47 0,07 4,29
Vertimec 018 EC + A/dzialanie nastepcze
Vertimec 018 EC + A/subsequent effect 0,15 2,13 0,25 1,25

Larwy 20-dniowe .

20-day old larvae Vertimec 018 EC 0,37 - 0,32 -
Vertimec 018 EC + A/dziatanie tgczne
Vertimec 018 EC + A/cumulative effect 0.31 L19 0,29 1.10
Vertimec 018 EC + A/dziatanie nastgpcze
Vertimec 018 EC + A/subsequent effect 0,48 0,77 0,26 1,26

Chrzaszcze .

Adults Vertimec 018 EC 1,34 - 0,42 -
Vertimec 018 EC + A /dziatanie taczne B B 0.40 1.05
Vertimec 018 EC + A/cumulative effect ’ ’
Vertimec 018 EC + A/dzialanie nastepcze
Vertimec 018 EC + A/subsequent effect 2,56 0,52 0,37 114

A — anetol — anethole, WS — wspotczynnik synergizmu — synergism ratio
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Rys. 1. Wplyw anetolu na aktywnos$¢ abamektyny wobec 10-dniowych larw A. diaperinus. a—po24 h;b—po 72 h
Fig. 1. Effect of anethole on the abamectin activity against 10-day old larvae of 4. diaperinus. a — after 24h; b — after 72 h
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Rys. 3. Wptyw anetolu na aktywno$¢ abamektyny wobec chrzaszezy A. diaperinus. a—po24h;b—po 72 h
Fig. 3. Effect of ancthole on the abamectin activity against adults of 4. diaperinus. a — after 24 h; b — after 72 h

wybranych insektycydéw. Zakres jego aktywnosci moze
mie¢ znacznie szerszy zasigg, podobnie jak wiele innych
substancji pochodzenia roslinnego moze synergizowac in-
sektycydy o okreslonym mechanizmie dziatania. Syner-
gistyczna aktywno$¢ w odniesieniu do insektycydu bloku-
jacego acetylocholinoesteraz¢ (Profenofos) wykazuje tez

y-terpinen wyizolowany z olejku majerankowego (Abbassy
i wsp. 2009). Wspotczynnik synergizmu w przypadku
drugiego stadium larwalnego séwki bawetnowki (Spodop-
tera littoralis Boisduval) wynosi 2,53. Laczne zastoso-
wanie karbaminianu (methomyl) z y-terpinenem powoduje
znaczny wzrost toksycznosci insektycydu wobec mszycy



Progress in Plant Protection 55 (2) 2015 193

burakowej (Aphis fabae Scopoli) (wspdtczynnik syner-
gizmu 3,88). Anetol podany metoda kropelkowa zwicksza
takze penetracj¢ insektycydow do wnetrza organizmu
owadow. Ten sam mechanizm moze by¢ zwigzany z szyb-
szg penetracja przez blong¢ perytroficzng i docieraniem do
hemolimfy po zastosowaniu metody zoladkowe;.

Aktywnos$¢ synergistyczna anetolu zwigzana jest takze
z zastosowang dawka. Wzrastajace, ale wcigz subletalne
dawki tego zwigzku powoduja wzrost toksycznosci para-
oksonu wobec M. domestica (Marcus i Lichtenstein 1979).
Stabsza aktywno$¢ synergistyczna wobec starszych
stadiow rozwojowych A. diaperinus moze wynikac takze
z zastosowanej w badaniach dawki. W przeliczeniuna 1 g
masy ciata larw 10-dniowych jest ona wyzsza niz u larw
20-dniowych i osobnikéw dorostych. Nie mozna wyklu-
czy¢ tez lepiej rozwinietych mechanizméw detoksykacji u
starszych osobnikéw. Zjawisko wyzsze] wrazliwosci
miodszych stadidw rozwojowych owaddéw na insektycydy
oraz olejki eteryczne i ich komponenty jest powszechnie
obserwowane. Na przyktad drugie stadium larwalne Chilo
partellus (Swinhoe), groznego szkodnika kukurydzy
wymaga 20-krotnie wyzszej dawki tymolu niz pierwsze
stadium dla osiagnigcia tego samego poziomu $miertel-
nosci (Singh i wsp. 2010). Wrazliwo§¢ larw trojszyka
gryzacego (Tribolim castaneum Herbst) oraz plesniakowca
I$nigcego na anetol i tymol spada wraz z wiekiem (Mondal
i Khalequzzaman 2010; Szczepanik i Szumny 2011;
Szczepanik i wsp. 2012).

Przedstawiony na przyktadzie plesniakowca I$niacego
synergizujagcy wplyw anetolu na aktywno$¢ abamektyny
mozna rozpatrywaé w szerszych kategoriach, takze pod
katem zwalczania szkodnikow upraw. Preparat Vertimec
018 EC o dziataniu kontaktowym i zotadkowym, przezna-
czony jest do zwalczania przedziorkow i owadow szkodli-

Literatura / References

wych na roslinach warzywnych i ozdobnych pod ostonami.
Zastosowanie tego insektycydu na wczesne stadia
rozwojowe szkodnikow 1acznie z anetolem byé moze
przyczyniloby si¢ do znacznego obnizenia jego dawek.
Anetol jako glowny sktadnik atraktantu zachodniej korze-
niowej stonki kukurydzianej (Diabrotica virgifera Le
Conte) (Kotodziejezyk 2003) moze rowniez wptynaé na
wzrost poziomu zerowania owadow i przyczyni¢ si¢ do
pobierania wigkszej ilo$ci traktowanego pokarmu, a wraz
z nim insektycydow stosowanych do zwalczania tego
szkodnika. Hipotezy te wymagaja jednak dalszych, szcze-
golowych badan.

Whioski / Conclusions

1. Anetol zastosowany jako synergetyk wplywa na wzrost
toksyczno$ci abamektyny wobec 10-dniowych larw
plesniakowca 1$nigcego.

2. W odniesieniu do starszych stadiow larwalnych oraz
osobnikéw dorostych A. diaperinus nie obserwowano
istotnego wzrostu toksycznosci abamektyny po zasto-
sowaniu anetolu jako synergetyka.

3. Laczne zastosowanie 1% roztworu anetolu z abamek-
tyng powoduje silniejsza redukcje wezesnych stadiow
rozwojowych A. diaperinus przy nizszych dawkach
insektycydu.
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