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Sazetak

Zelena stjenica (Nezara viridula L., 1758) i smeda mramorasta stjenica (Halyomorpha
halys Stal, 1855) su dominantne vrste kukaca iz porodice Stitastih stjenica
(Pentatomidae) na podru¢ju Republike Hrvatske dok je ambrozija (Ambrosia
artemisiifolia) invazivan i agresivan korov prisutan u ¢itavoj drzavi. Cilj istrazivanja
bio je utvrditi u¢inkovitost suzbijanja odraslih stadija stjenica vodenim ekstraktom
ambrozije. IstraZivanje je provedeno u laboratorijskim uvjetima u rujnu 2021.
godine u tri tretmana: vodeni ekstrakt ambrozije u koncentraciji 10%, azadiraktin
(Ozoneem Trishul® -1%) i voda kao kontrola. Tretmani su postavljeni u cetiri
ponavljanja te je u pokus ukupno uklju¢eno 240 odraslih jedinki stjenica. Svi
tretmani pokazali su blagu toksi¢nost za ispitivane kukce. Vrsta H. halys bila je
osjetljivija na tretman vodenog ekstrakta ambrozije u odnosu na vrstu N. viridula.
Statisticki znacajne razlike mortaliteta odraslih stjenica izmedu tretmana utvrdene
su kod vrste H. halys 10 dana nakon tretiranja vodenim ekstraktom ambrozije.
Buduéi da nije utvrdena visoka ucinkovitost vodenog ekstrakta ambrozije na
odraslim stadijima stjenica istraZivanja je potrebno nastaviti i na licinkama koje
imaju visi stupanj osjetljivosti te uz vodene primijeniti i druge vrste biljnih
ekstrakata.

Kljucne rijeci: Nezara viridula, Halyomorpha halys, vodeni ekstrakt ambrozije,
azadiraktin

Abstract

Southern green stink bug (Nezara viridula L., 1758) and brown marmorated sting
bug (Halyomorpha halys Stal, 1855) are the dominant species from the Pentatomidae
family in Croatia, while Ambrosia artemisiifolia L. is an invasive and aggressive
weed present throughout the country. The aim of this study was to determine the
effectiveness of the aqueous ragweed extract in controlling adult stages of stink
bugs. The study was conducted under laboratory conditions in September 2021 in
three treatments: aqueous ragweed extract at a concentration of 10%, azadiractin
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(Ozoneem Trishul® -1%) and water as a control. Treatments were set in four
replicates and a total of 240 adults stink bugs (120 N. viridula and 120 H. halys) were
included in the experiment. All treatments showed mild toxicity. H. halys was
more sensitive to the aqueous ragweed extract compared to N. viridula. Statistically
significant differences in mortality between treatments were found in H. halys
species 10-14 days after treatment with aqueous ragweed extract. Since no high
efficacy of ambrosia extract has been found in the adult stage, research will
continue on larvae that have a higher degree of sensitivity to aqueous and
ethanolic extracts compared to the adult insect stage.

Keywords: Nezara viridula, Halyomorpha halys, aqueous ragweed extract,
azadiraktin

Uvod - Introduction

Dvije Stetne vrste iz porodice Stitastih stjenica (Pentatomidae) koje su Siroko
rasprostranjene u Hrvatskoj su zelena stjenica (Nezara viridula L., 1758) i smeda
mramorasta stjenica (Halyomorpha halys Stal, 1855). Zelena stjenica je u Hrvatskoj
prisutna od 19. stoljeca (Protin, 2011) dok je smeda mramorasta stjenica prvi put
zabiljeZena 2017. godine u okolici Rijeke (Sapina i Seri¢-Jelaska, 2018). Obje vrste
stjenica su izrazito polifagne te se hrane velikim brojem biljnih vrsta
konzumirajuéi razli¢ito voce, povrce i zitarice (Pajac Zivkovié i sur., 2021; Todd
1989). Iako dugo prisutna, zelena stjenica se povremeno masovno pojavljivala i
pri¢injavala Stete (Maji¢ i sur., 2010; Vratari¢ i Sudari¢, 2009). Medutim usljed
klimatskih promjena posljednjih nekoliko godina se sve ¢eS¢e masovno pojavljuje
te izaziva Stete, posebice u povréarskoj proizvodnji (Pintar i sur., 2019). Smeda
mramorasta stjenica se smatra invazivnom vrstom koja se izuzetno brzo S8iri,
masovno se pojavljuje i uzrokuju velike gubitke u poljoprivrednoj proizvodnji
(Paja¢ Zivkovié i sur., 2021). Uzimajuéi u obzir polifagnost ovih dviju vrsta stjenica
kao i areal rasprostranjenja i masovne pojave, ocekivati se mogu sve vece Stete u
poljoprivrednoj proizvodnji.

Budu¢i da su proizvodaci cesto ograni¢eni u izboru kemijskih sredstava,
znanstvenici pokuSavaju razviti i ponuditi nova rjeSenja. Sinteticki insekticidi
mogu biti Stetni za okoli$ i korisne organizme zbog cega je potrebno birati one koji
su selektivni kako bi izbjegli dodatno oneciséenje okoliSa. Biljni ekstrakti
potencijalno su vrijedna alternativha metoda suzbijanja Stetnih kukaca jer imaju
nizu postojanost i toksi¢nost u okolisu (Isman, 2006), sadrze sekundarne spojeve
poput terpenoida koji Stite biljku, a negativno djeluju na ponasanje i fizioloske
procese kukaca (Coley i sur., 2006). Postoji mnogo biljnih vrsta koje imaju
insekticidno djelovanje i koje imaju velik potencijal u suzbijanju $tetnih kukaca.
Ambrozija (Ambrosia artemisiifolia L) je jednogodis$nja zeljasta biljka iz porodice
glavocika (Asteraceae). Invazivna je vrsta i cesto agresivan korov na oranicama i
ruderalnim stanistima (Knezevi¢, 2006;, Nikoli¢ i sur., 2014). Bududéi da se brzo se
8iri znanstvenici su pokusali iskoristiti njenu agresivnost i kompetitivnost u zastiti
bilja te je zabiljeZen alelopatski (Bonea i sur., 2017), antifugalni (Kleef i Salman,
2021) i insekticidni ucinak (Fernandes i sur., 2020). U istrazivanju repeletnog
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djelovanja Mendoza-Garcia i sur. (2014) su utvrdili visoku ucinkovitost (>70%)
ambrozije na cvjetnog stitastog moljca (Trialeurodes vaporariorum Westwood, 1856).
Granados-Echegoyen i sur. (2015) su primjenom vodenog i etanolskog ekstrakta
ambrozije zabiljeZili najve¢i mortalitet na prvim stadijima li¢inki (1. i 2. stadij, >
80%) krumpirove lisne buhe (Bactericere cockerelli Sulc, 1909) . Nadalje, etanolski
ekstrakt ambrozije nije imao visoku djelotvornost na jaja ovog Stetnika (< 10%)
iako je njegova ucinkovitost bila veéa u odnosu na vodeni ekstrakt ambrozije.
Izvrsni rezultati ucinkovitosti metanolnih ekstrakata ambrozije, kao i nekih
pojedina¢nih komponenti ambrozije dobiveni su i na zlatnom puZu jabuke
(Pomacea canaliculata Lamarck, 1822). Letalna koncentracija tijekom 24 h za puZzeve
iznosila je 194 mg/L dok je subletalna koncentracija (100 mg/L) znacajno utjecala
na smanjenje teZine i veli¢ine puZzeva (Ding i sur., 2017).

Cilj istrazivanja bio je utvrditi toksicnost vodenog ekstrakta A. artemisiifolin na
odrasle jedinke vrsta N. viridula i H. halys u laboratorijskim uvjetima.

Cilj istrazivanja bio je utvrditi toksicnost vodenog ekstrakta A. artemisiifolin na
odrasle jedinke vrsta N. viridula i H. halys u laboratorijskim uvjetima.

Materijal i metode - Material and Methods

Prikupljanje kukaca

Licinke zelene stjenice (N. viridula) i smede mramoraste stjenice (H. halys)
prikupljene su u rujnu na soji (Glycine max L. Merr.) i korovima pokraj soje, poput
ostrodlakavog s¢ira (Amaranthus retroflexus L.) i crne pomocénice (Solanum nigrum
LHierodula tenuidentata na pokusalistu Poljoprivrednog instituta u Osijeku
(45.5406° N, 18.7360° E). Stjenice su prebacene u entomoloske kaveze u kojima su
uzgajane do pojave odraslog stadija (imaga). Uzgajane su u klima komori na 25 +
1°C, 65 + 5% RH i fotoperiodu 16:8 h (L:D) na soji i jabukama te im je osigurana
voda.

Priprema vodenog ekstrakta

Nadzemna masa korovne vrste ambrozije prikupljena je u fenoloskoj fazi cvatnje
(Hess i sur.,, 1997) na ruderalnim stanistima u Osjecko-baranjskoj Zupaniji.
Prikupljene su jedinke bez vidljivih vanjskih oStecenja. Prikupljena svjeza masa
suSena je u laboratoriju na zraku tijekom dva dana, a nakon toga dosuSena u
susioniku na 50°C tijekom 72 sata. Suha biljna masa samljevena je u prah
elektri¢cnim mlinom. Vodeni ekstrakt pripremljen je mijeSanjem 10 g suhe biljne
mase sa 100 ml destilirane vode (Norsworthy, 2003). Pripremljena mjeSavina je
nakon 24 sata procijedena kroz muslinsko platno kako bi se uklonile grube cestice,
a nakon toga filtrirana kroz filter papir kako bi se dobio ekstrakt koncentracije
10%.

Pokus je postavljen u tri tretmana: vodeni ekstrakt ambrozije, Ozoneem Trishul®
-1% EC - azadiraktin (BioGenesis), a kontrola je bila voda. U svaki tip tretmana
ukljuceno je 10 odraslih stjenica, a svaki je postavljen u Cetiri ponavljanja. Ukupno
je u pokus ukljuc¢eno 240 odraslih stjenica (120 jedinki vrste N. viridula i 120 jedinki
vrste H. halys).
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Biotest

Stjenice su uronjene u pripremljene otopine na 3 sekunde i potom su prebacene u
posudu s filter papirom na suSenje. Nakon 15 minuta, kada su se osusile,
prebacene su u plasti¢ne posude koje su prekrivene mrezastim platnom te im je
osigurana hrana i voda. Hrana je mijenjana svaka dva dana. Posude sa stjenicama
su ¢uvane na 24 + 1°C, fotoperiod 16:8 h (L:D) i 50 + 5% relativne vlage. Mortalitet
je utvrdivan nakon: 1., 3., 5., 7., 10., 12. i 14. dana (Durmusoglu i sur., 2003).

Svi prikupljeni podaci su analizirani u programu Statistica 14.0.0.15 (2020).
Napravljena je analiza varijance (ANOVA), s jednim promjenjljivim faktorom, a
razlike izmedu srednjih vrijednosti tretmana testirane su post hoc Tukey HSD
testom. Bududi da prvi dan nakon postavljanja pokusa nije zabiljeZzen mortalitet ni
na jednom tretmanu ovi podatci su izostavljeni iz daljnje obrade.

Rezultati i rasprava - Results and Discussion

Nakon prikupljanja stjenica u polju, a prije postavljanja pokusa u procesu
prilagodbe, na stresne uvjete promjene okoline, jace je reagirala smeda
mramorasta stjenica u odnosu na zelenu stjenicu Sto je rezultiralo i vedom
smrtnosti smede stjenice. Suprotno tome prema dobivenim rezultatima u pokusu,
smrtnost zelene stjenice u kontrolnim varijantama bila je veéa za 57% u odnosu na
smrtnost smede mramoraste stjenice u ispitivanom vremenskom periodu. Kod
tretmana s azadiraktinom obje vrste stjenica imale su nisku smrtnost (7,5%) s tim
da je zabiljezena u razli¢itim vremenskim periodima. I kod ovog tretmana
osjetljivija je bila zelena stjenica kod koje je zabiljeZena smrtnost peti dan nakon
tretiranja dok je kod smede mramoraste stjenice smrtnost zabiljeZena 10. dan
nakon tretiranja. Smeda mramorasta stjenica najosjetljivija je bila na tretman s
vodenim ekstraktom ambrozije gdje je zabiljeZena smrtnost (32,5%) dok je zelena
stjenica pokazala nisku osjetljivost na ovaj tretman (15%) (Slika 1). Sli¢ne rezultate
dobili su i drugi autori u istraZivanjima insekticidnog djelovanja biljnih ekstrakata
na razliCite vrste kukaca. Prema Gvozdenac i sur. (2012) etanolski ekstrakti
ambrozije u razlic¢itim koncentracijama nisu znacajno utjecali na intenzitet ishrane
licinki gubara glavonje (Lymatria dispar L., 1758). Slabo larvicidno djelovanje
metanolskih ekstrakata ambrozije na li¢inke cetvrtog stadija Zute kukuruzne
sovice (Helicoverpa armigera Hiibner, 1808) navode i Paul i Choundry (2016).
Najvisa koncentracija ekstrakata ambrozije iskazala je najbolje djelovanje, no
smrtnost pri larvicidnoj (oralnoj) toksi¢nosti i ,antifeeding” aktivnost iznosili su
svega 24,1% odnosno 17,1%. S druge strane, visoke stope smrtnosti vrste kukavicji
suznik (Malacosoma neustria L. 1758) pri primjeni ekstrakta ambrozije zabiljeZzili su
Zhang i sur. (2010), ¢ak i pri viSestrukom razrjedivanju ekstrakata. Letalna
koncentracija (LC50) sirovog ekstrakta ambrozije iznosila je 1048,7 mg/L.
Rezultati istraZivanja Mendoza-Garcia i sur. (2014) ukazuju da vodeni i etanolski
ekstrakti ambrozije posjeduju repelentno djelovanje te inhibiraju ovipoziciju
cvjetnog stitastog moljca (T. vaporariorum).

Veca smrtnost kod obje vrste stjenica zabiljeZena je primjenom vodenog ekstrakta
ambrozije u odnosu na azadiraktin. Iako je utvrdena veca stopa smrtnosti kod
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vrste N. viridula primjenom vodenog ekstrakta ambrozije u odnosu na azadiraktin,
toksi¢nost je bila vrlo niska bez statisticki znacajnih razlika u odnosu na ostale
tretmane (Tablica 1). Smrtnost zelene stjenice primjenom vodenog ekstrakta
ambrozije zabiljezena je tre¢i dan nakon tretiranja dok je kod azadiraktina
smrtnost zabiljeZena tek peti dan.

Tablica 1. Mortalitet vrste N. viridula (%) nakon tretmana
Table 1. Mortality of N. viridula (%) after treatment

N. viridula
Mortalitet (%) / dan
Tretman
3 5 7 10 12 14
Ekstrakt
. 06%0,6a 0,6%0,6a 25+1,0a 3,1+l,6a 3,1+16a 3,7+1,6a
ambrozije

Azadiraktin Oa 0,6+£0,65a 0,6+£0,65a 1,2+0,7a 1,9+1,2a 1,9+1,2a

Kontrola Oa Oa 1,2+0,7a 2,5+1,0a 3,1+0,6a 4,3+0,6a

Podatci u tablici srednje su vrijednosti Cetiriju ponavljanja +standardna pogreska. Podaci

u koloni s istim slovima nisu statisticki znacajni na razini 5% prema Tukey testu.

U istraZivanjima etanolski ekstrakti ¢eS¢e pokazuju ve¢u ucinkovitost od vodenih
ekstrakata no to ipak moze ovisiti i o drugim c¢imbenicima. Insekticidna
ucinkovitost ekstrakata ambrozije na vrstu B. cockerelli ovisila je o vrsti ekstrakta,
koncentraciji te razvojnom stadiju Stetnika (Granados-Echegoyen i sur. 2015).
Etanolski ekstrakti imali su vedi insekticidni u¢inak od vodenih ekstrakata, kao i
viSa koncentracija ekstrakata. Mortalitet licinki smanjivao se kod visSih razvojnih
stadijia kukca. Oba ekstrakta pokazala su smanjeno insekticidno djelovanje na
odrasle oblike te na jaja Stetnika.

Vrsta H. halys bila je osjetljivija na vodeni ekstrakt ambrozije u odnosu na vrstu N.
viridula. Kod ovog tretmana utvrdena je najveca smrtnost smede mramoraste
stjenice koja je bila i statisticki znacajna u odnosu na ostale tretmane nakon 10-og
dana. Naspram tome, kod tretmana s azadiraktinom smrtnost smede mramoraste
stjenice je bila niza u odnosu na kontrolu $to znaci da nije utvrdena ucinkovitost u
suzbijanju odraslog stadija stjenice (Tablica 2). Mogucih razloga za nisku
ucinkovitost azadiraktina je puno (prijevoz, rukovanje, skladiStenje sredstva od
proizvodaca do potroSaca) tako da bi ponavljanje pokusa svakako trebao dati
jasniju sliku ucinkovitosti navedenog sredstva na odrasle stjenice.
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Tablica 2. Mortalitet vrste H. halys (%) nakon tretmana
Table 2. Mortality of H. halys (%;/after treatment

H. halys
Mortalitet (%) / dan
Tretman
3 5 7 10 12 14
Ekstrakt 0a 0,6+0,6a 19+06a 50+1,0b 63+1,6b 871+1,2b
ambrozije
Azadiraktin Oa Oa Oa 0,6£0,6a 0,6+x0,6a 1,9+1,2a

Kontrola  0,6+0,6a 0,6+0,6a 0,6+0,6a 19+06a 2,5+1,0a 2,5+1,0a

Podaci u tablici srednje su vrijednosti Cetiriju ponavljanja +standardna pogreska. Podaci
u koloni s istim slovima nisu statisticki znacajni na razini 5% prema Tukey testu.

Broj uginulih jedinki kod zelene stjenice bio je najveci u kontrolnoj varijanti (7)
zadnji dan ocitavanja dok je kod smede mramoraste stjenice zabiljeZen duplo veci
broj uginulih (13), medutim najveca brojnost utvrdena je kod tretmana s vodenim
ekstraktom ambrozije (Slika 1).

Prema Gvozdenac i sur. (2012) etanolski ekstrakti ambrozije u razli¢itim
koncentracijama nisu znacajno utjecali na intenzitet ishrane li¢inki gubara
(Lymatria dispar L.) te nisu utvrdili “antifeeding” djelovanje. Slabo larvicidno
djelovanje metanolskih ekstrakata ambrozije na li¢inke cetvrtog stadija Zute
kukuruzne sovice (Helicoverpa armigera Hiibner, 1808) navode i Paul i Choundry
(2016). Najvisa koncentracija ekstrakata ambrozije iskazala je najbolje djelovanje,
no mortalitet pri larvicidnoj (oralnoj) toksicnosti i ,antifeeding” aktivnost iznosili
su svega 24,1 % odnosno 17,1 %. S druge strane, visoke stope mortaliteta vrste
Malacosoma neustria testacea Motsch. pri primjeni ekstrakta ambrozije zabiljeZili su
Zhang i sur. (2010), ¢ak i pri viSestrukom razrjedivanju ekstrakata. Letalna
koncentracija (LC50) sirovog ekstrakta ambrozije iznosila je 1048,7 mg/L.
Rezultati istraZivanja Mendoza-Garcia i sur. (2014) ukazuju da vodeni i etanolski
ekstrakti ambrozije posjeduju repelentno djelovanje te inhibiraju ovipoziciju
cvjetnog Stitastog moljca (T. vaporariorum).
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Nezara viridula Halyomorpha halys
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Slika 1. Graficki prikaz broja uginulih jedinki N. viridula i H. halys nakon tretmana
Figure 1. Graphic review dead individuals of N. viridula and H. halys after treatment

Prema rezultatima drugih istrazivanja (Durmusoglu i sur.,, 2003; Granados-
Echegoyen i sur. 2015) ekstrakt ambrozije postiZe najve¢u uc¢inkovitost kod prvih
stadija li¢inki razli¢itih vrsta kukaca. Morejon i sur. (2018) utvrdili su preko 90%
ucinkovitost vodenog ekstrakta ambrozije (Ambrosia arborescens, Mill.) kod
suzbijanja li¢inki komaraca (Aedes aegypti, Hasselquist, 1762) stoga je potrebno
napraviti dodatna istrazivanja uc¢inkovitosti navedenog ekstrakta na razlic¢itim
stadijima li¢inki N. viridula i H. halys kako bi se dobila kompletnija slika
ucinkovitosti proucavanog vodenog ekstrakta na mortalitet zelene stjenice i smede
mramoraste stjenice.

Zakljucak - Conclusion

Vodeni ekstrakt ambrozije, kao i azadiraktin, imali su slabu toksi¢nost na odrasle
stadije vrsta N. viridula i H. halys. Vrsta H. halys pokazala je vecu osjetljivost na
vodeni ekstrakt ambrozije u odnosu na vrstu N. viridula. Statisticki znacajne
razlike ucinkovitosti vodenog ekstrakta ambrozije u odnosu na ostale tretmane
utvrdene su tek nakon 10 dana. Potrebno je provesti testiranje i na li¢inkama
ispitivanih vrsta koje su osjetljivije od odraslih u cilju dobivanja Sto jasnije slike
ucinkovitosti navedenog ekstrakta.
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