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KIVONAT: Ajuga fajok (A. chamaepitys, A. genevensis, A. bracteosa) teljes ki-
vonatainak és metanolos-vizes frakcidinak a posztembrionalis fejlédésre gyako-
rolt hatasat vizsgaltuk Aedes aegypti csipészunyog larvakon. Célunk volt meg-
talalni a leghatékonyabb kivonatot, és megallapitani, mely 6sszetevék felelések
a tapasztalt hatasokeért. Teljes kivonatok hasznalatakor a kdvetkezd hatékony-
sagi sorrendet tapasztaltuk: A. genevensis > A. bracteosa > A. chamaepitys. A
mortalitds a 4. napon A. genevensis esetén 100 %-os, mig az A. bracteosa
hasznalatakor 80 %-os volt. A metanolos-vizes frakcidk tesztelésekor megalla-
pitottuk, hogy mindharom infii faj 100 %-o0s metanolos, tehat a neoklerodanokat
tartalmazé extraktumai bizonyultak a leghatékonyabbnak. A. bracteosa és A.
chamaepitys metanolos-vizes frakcioi esetében a teljes kivonattdl eltéré hatast
tapasztaltunk, amely valészinlsithet6en a tisztitasi eljarasok utan fellép6
szinergikus és antagonikus folyamatok eredménye.

ABSTRACT: We have studied the efficacy of crude extracts from three Ajuga
spp. (A. chamaepitys, A. genevensis, A. bracteosa) and their fractionated ex-
tracts on the post-embryonic development of Aedes aegypti larvae. Our aim
was to find out which botanical extracts were the most effective, and which of
their components are responsible for the effect. Using the crude extracts the
order of efficacy was A. genevensis > A. bracteosa > A. chamaepitys. On the
fourth day A. genevensis was highly effective (100% mortality) and A. brac-
teosa shows 80% mortality. Extracts were fractionated using a range of metha-
nol- water mixture. In the case of all three plants the 100% methanolic fraction
(containing neoclerodanes) was the most effective. We observed that the
methanolic fractions caused different effects compared to the crude extracts
which may caused by the appearing synergic and antagonist processes after
the cleaning procedure.
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Bevezetés

A XX. szazad o6tvenes éveiben a ndvényvédelem helyzete alapvetéen meg-
valtozott. Megjelentek olyan széles hatasspektrumu szerves vegylletek, mint a klo6-
rozott szénhidrogének, foszforsavészterek és a zoocid karbamatok (FEKETE 2005).
Hamarosan azonban fény deriilt e szerek széles korli kdrnyezetkarosité hatasara,
melyet a nem szelektiv hatdsmod okozott. Ezek negativ kdrnyezet-egészségugyi
mellékhatasainak felismerésekor fordult a fejlesztés az dsszehasonlité élettan felé
és kereste azokat a specialis biokémiai folyamatokat, amelyek a rovarokra jellem-
z8k. Ezek tdmadasaval ugyanis szelektiv hatbanyagok kifejlesztésére nyilott lehetd-
ség (DARvVAS et al. 1997).

Napjainkban az allelokémikus interakciok a névények és allatok kdzt az egyik
legjobban kutatott téma, tobbek kdzt mivel érdekes perspektivat nyujt a ndvényi
eredeti peszticidek fejlesztésében. Szamos olyan masodlagos névényi anyagcsere-
terméket fedeztek fel, melyek befolyassal lehetnek a rovarok fejlédésére, ndvekedé-
sére vagy viselkedésére (CAMPS 1991).

A botanikai inszekticidek olyan ndvényi eredet(i anyagok, melyek karos hatast
gyakorolnak a rovarokra. Az alkalmazott készitményekkel szemben tamasztott alap-
vetd elvaras, hogy melegvérieken akut médon gyakorlatilag hatastalanok legyenek.
Legismertebb képviselbjik a neem fa (Azadirachta indica Juss.) kivonata. Ennek
példajan Magyarorszagon is megkezdédtek a kutatasok, egy hasonléan hatékony,
de hazankban is eléallithaté botanikai inszekticid kifejlesztésére. Az érdeklédés az
infli nemzetség (Ajuga spp., Lamiaceae) fajai felé fordult (DARVAS 1991), melyek
rovarokon valo aktivitdsara tébb mint harminc éve figyeltek fel (MATSOUKA et al.
1969).

Az Ajuga fajok, melyek mar régota ismertek a népi gyogyaszatban, mint a to-
rokfajas, gyulladasok, a laz és a cukorbetegség természetes ellenszerei, egyuttal
szamos allelokemikaliat is termelnek, melyek hatassal lehetnek a gerinctelenek
posztembrionalis fejlédésére és szaporodasara (DARVAS et al. 1997). Jelentés
mennyiségl, részben taplalkozast gatlé hatasu neoklerodanokat (pl. ajugarinok,
ajugareptansonok, ivainok, stb.) és a rovarok hormonalis rendszerén keresztil hatd,
fejlédésgatlé hatasu fitoekdiszteroidokat (pl. 20-OH-ekdizon a rovarok vedlési hor-
monja, ajugaszteron, ajugalakton, stb.) tartalmaznak (DARVAS 1991).

A felhasznalt infl fajok fitoekdiszteroid és neoklerodan dsszetételének vizsga-
latai azt mutattak, hogy ezen allelokemikaliak tartalma fajonként jelentés mértékben
eltér. A hatékony komponensek kémiai jellemzdik alapjan tisztitasi, frakcionalasi
eljarasok segitségével elkilonithetéek. Standard metanolos-vizes elvalasztas soran
a 10 %-os metanolos frakciokba f6ként rovarokon inaktiv flavonoidok keriilnek, a 60
%-os frakciok tartalmazzak a fitoekdiszteroidokat, mig a 100 %-os frakciéra a
neoklerodan tartalom jellemzé (FEKETE 2004, FEKETE és POLGAR 2004, BATHORI
2006).
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1. tablazat. Ajuga fajokra jellemzd neoklerodanok és fitoekdiszteroidok (FEKETE
2005, LAUBER et al. 2004, MALAKOV et al. 1991)

Ajuga faj Neoklerodanok Fitoekdiszteroidok
b ajugarin |-V, bracteonin A ciaszteron, ajugalakton,
A. bracteosa 22-acetil-ciaszteron
ajugapitin, ajugalakton,

A. chamaepitys | chamaepitin, ajugachin A, B | makiszteron A, ciaszteron

29-norciaszteron, 29-
norszengoszteron,

A. genevensis Ajugavensin A— C .
ajugalakton

Az infl fajok felhasznalasakor a csip8szunyog larvak elleni védekezés alap-
feltétele, hogy a szikséges élévizes kezelések miatt megfelel§ viztoxikolégiai para-
méterekkel birjanak, vagyis a kezelés helyén a tarsulas mas fajaira ne gyakorolja-
nak jelent8s mérgez§ hatast. El6zetes vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy az
infG fajok fitoekdiszteroidokat tartalmazé frakcioi a nem célszervezet vizi izeltlabu
Daphnia magna fajon toxikusnak mutatkoztak, azonban a jellemz&en neoklerodan
tartalmu frakciok még extrém magas doézisban sem gyakoroltak karos hatast a nagy
vizibolhara (FEKETE et al. 2003).

Munkank soran az infl fajok rovarokra gyakorolt hatasarél meglévé tudasun-
kat prébaltuk bdviteni. Harom infii faj — A. chamaepitys (L.) Schreb, A. genevensis
L., A. bracteosa Benth. — kivonatainak hatasat vizsgaltuk Aedes aegypti csip&szu-
nyog larvakon. Célunk az volt, hogy megallapitsuk, mely ndvények kivonatai a leg-
hatékonyabbak, és hogy a kivonatokban megtalalhaté szamos vegyilet kdziul me-
lyek felel6sek a hatésért. Mindezek alapjan munkankkal megprébaltunk hozzajarulni
annak elddntéséhez, hogy az infli fajok megfelelhetnek-e csipdsziunyogok elleni
botanikai inszekticidként valé alkalmazasra.

Anyagok és modszerek

A kisérleteket a MTA Noévényvédelmi Kutatointézetének Okotoxikologiai és
Kdrnyezetanalitikai Osztaly laboratériumaban végeztik.

A felhasznalt infG kivonatok: A vizsgalatokat a kalinca infi (Ajuga
chamaepitys (L.) Schreb.), a kdzénséges infli (Ajuga genevensis L.), és egy dél-
azsiai faj, az Ajuga bracteosa Bent fajokon végeztik. A vizsgalathoz felhasznalt
névényeket az MTA NKI teriletén, szabadfoldon illetve Gveghazban (A. bracteosa)
termesztettiik, és minden esetben a viragzas idején gy(jtottiik be a fold feletti része-
ket. A kivonatok készitése FEKETE (2005) szerint tortént. A kisérletekhez a leszari-
tott, porra 6rolt névényi részekbdl készilt kivonatokat hasznaltuk. Ennek elkészité-
séhez 10 g szdraz ndvényi mintat 2x190 ml metanolban (99,8 v/v %) extrahaltunk 5
percig ultrahangos feltaras segitségével. Szlirés utan egyesitettiik a két metanolos
fazist, 50 °C-on vakuum alatt beszaritottuk, majd 10 ml metanolban visszaoldva
taroltuk -40 °C-on a tovabbi felhasznalasig. Az igy kapott teljes kivonat 1 ml-e meg-
felel 1 g szaraz névényi anyag extraktumanak, amit 100 %-osnak tekintlink. A vizs-
galatokhoz a teljes extraktumokbdl metanolos—vizes frakcidkat készitettlink a kdvet-
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kezb Osszetételekben: metanol:viz=10:90, metanol:viz=60:40, metanol:viz=100:0.
Ehhez a teljes ndvényi kivonatokhoz 10 ml desztillalt vizet adtunk. Az oldatot centri-
fugaltuk (5 perc, 3000 1/perc fordulatszam), majd a keletkezd csapadék eltavolitasa
utan 10 ml aceton hozzaadasaval (fehérjék eltavolitasa) ujbdl centrifugaltuk 5 perc-
re, 3000 1/perc fordulatszamon. A kapott oldatot 20 ml n-hexannal raztuk ki (szin-
anyagok eltavolitasa), a tovabbiakban az elvalasztott vizes-acetonos fazist beszari-
tottuk N, gaz arama alatt. Az igy képzett el6tisztitott nGvényi anyag maradékot visz-
szaoldottuk 10 ml desztillalt vizben, majd Sep-Pak C18 kis-oszlop segitségével
elualtuk a kildnb6zé téménységl vizes metanollal, igy jutottunk a 10%, 60% és
100%-o0s tdoménységil metanolos(-vizes) frakcidkhoz. A frakciok 1 ml-e tovabbra is 1
g szaraz novényi anyag extraktumat tartalmazta, amit 100 %-osnak tekintettiink.

A kisérleti allatok: A kezelésekhez Aedes aegypti csipdszunyog Ljs-L4-es sta-
diumu larvait hasznaltuk. A larvak a MTA NKI tenyészetébdl szarmaznak. A tenyé-
szet 26-28 °C hémérsékletli, napi 16 6ras megyvilagitasu tenyészszobaban volt elhe-
lyezve.

A kisérlet beallitasa: A larvakat 10 ml csapvizzel t0lt6tt faeces poharakba he-
lyeztiik, poharanként 10 (8-13) allatot (1. abra). Az alkalmazott dézisokat a larvak
viz él6kdzegében oldottuk fel, a szinyogok behelyezése elbtt, dozisonként négy
ismétléssel, négy kontrollt alkalmazva. A kisérletek alatt a larvakat a
tenyészszobaban tartottuk. A vizsgalatokat kétnaponta értékeltik, a larvak imagova
fejlédéséig. Ez alatt feljegyeztik a larvak fejlédési Utemét és mortalitasat. Mind a
harom infi faj (A. genevensis, A. bracteosa, A. chamaepitys) teljes kivonatat, és
10%, 60% és 100%-o0s metanolos-vizes frakcidit teszteljik 0,005 - 4%-o0s dézisok-
ban.

1. dbra. Aedes aegypti larvakkal végzett kisérlet, aljzaton taplalkozo Ls-es larvak

A kapott adatokat a Microsoft Office Excel 2003. és Statistica 6.0 program-
csomag segitségével dolgoztuk fel. A mortalitasi adatokat a Henderson-Tilton kép-
lettel értékeltik, mig az adatok dsszehasonlitasara t-probat alkalmaztunk.
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Eredmények és értékelésiik

A teljes infl kivonatok tesztelése soran, 0,1 %-os koncentraciénal a kovetke-
z8 hatékonysagi sort kaptunk: A. genevensis > A. bracteosa > A. chamaepitys. A
pusztuldsok tdbbsége a beallitdst kdvetdé 4. napra kovetkezett be, ami az A.
genevensis esetén 100 %-o0s, mig az A. bracteosa hasznalatakor 80 %-os volt. Ez-
zel szemben az A. chamaepitys jelentds, 70 % feletti pusztulast csak 1 %-os kon-
centraciéban okozott a beallitast kovet6 8. napra.

A fejlédési id6 meghosszabbodasat a gyengébb hatasu kezeléseknél (A.
chamaepitys 0,1 és 0,5 %) tapasztaltuk, azonban ezek mértéke nem mutatott szigni-
fikans eltérést a kontroll egyedekhez képest.

A metanolos-vizes frakcidk tesztelésekor megallapitottuk, hogy mindharom in-
fa faj 100 %-os metanolos, tehat a neoklerodanokat tartalmazé extraktumai bizo-
nyultak a leghatékonyabbnak (2. tablazat). Az A. genevensis esetében a 100 %-o0s
metanolos frakcid hatasa megegyezett a teljes kivonatnal tapasztalttal, tehat megal-
lapithato, hogy a mortalitast egyértelmiien a neoklerodanos frakcié okozza.

Az A. bracteosa frakcioi gyengébb hatast mutattak a teljes kivonathoz képest,
ami feltehet6leg a tisztitasi eljarasok soran bekdvetkezd hatékony komponensek
elvesztésének eredménye, vagy a teljes kivonatban érvényre jutd, de az egyes frak-
ciokban mar nem érvényesulé esetleges szinergizmus kdvetkezménye lehet.

Az A. chamaepitys egyes frakcidi, nem vart médon, hatékonyabbnak bizo-
nyultak a teljes kivonatnal. Feltételezziik, hogy a teljes kivonat toxikus voltat
antagonista hatasok csokkentik. A 60 %-os, fitoekdiszteroidokat tartalmazé frakcio
szignifikansan hatékonyabbnak bizonyult még az A. bracteosa 100 %-os frakciéjanal
is. Ez az eredmény kuldndsen meglepd annak ismeretében, hogy az A. chamaepitys
tartalmazza a mas rovarokon bizonyitottan aktiv fitoekdiszteroidokbdl a legkisebb
mennyiséget.

2. tablazat. Frakcionalt infli kivonatok LCsg és LCgs értékei Aedes aegypti larvakon,
a beallitast kdvetd 4. napon

Felhasznalt ndvények LC50 4. nap % LC95 4. nap %

A. bracteosa 10% >4 >4

A. bracteosa 60% 1,06 (0,89-1,68) 1,87 (1,79-2,85)

A. bracteosa 100% 0,60 (0,44-0,75) 1,03 (0,88-1,21)

A. chamaepitys 10% 1,61 (0,4-2,64) 3,41 (2,48-4,89)

A. chamaepitys 60% 0,31 (0,23-0,4) 0,53 (0,47-0,71)

A. chamaepitys 100%

0,018 (0,015-0,021)

0,026 (0,023-0,026)

A. genevensis 10%

1,39 (1,30-1,85)

2,068 (2,062-2,667)

A. genevensis 60%

1,48 (1,26-2,)

2,19 (2,04-2,81)

A. genevensis 100%

0,032 (0,027-0,047)

0,052 (0,048-0,069)
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A kisérletek megfigyelései azt mutattak, hogy egyértelmi taplalkozast gatlé
hatast egyik kezelés sem okozott, a larvak taplalékfelvétele folyamatos volt. A
neoklerodan frakciok jelentés biologiai aktivitdsukat feltehetéleg hormonalis uton
fejtik ki, amit alatdmaszt tébb esetben tapasztalt farat fazisu (a larva a vedliési fo-
lyamat soran, annak teljes végbemenése elétt pusztul el, a régi larvabér nem valik
le, megszorul) pusztulas is.

Az eredmények ismeretében indokolt a tovabbi kutatdsok elvégzése, kulono-
sen a neoklerodanok hatasaira vonatkozéan. Mivel a nem célszervezet D. magna
fajra nem gyakoroltak toxikus hatast ezek a frakciok, igy egy neoklerodan alapu,
csip6szunyog larvak ellen alkalmazhaté inszekticid kifejlesztése perspektivikus le-
het.
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