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1. uvOoD

Uz kukce i grinje, nematode su najbrojniji organizmi u carstvu Animalia (Ivezi¢, 2014.;
Larsen i sur., 2017.). Najbrojniji su visestani¢ni organizmi koji zive na Zemlji. Veli¢ine su

5-200 pum te crvolikog (Slika 1) ili cistolikog oblika (Ostrec, 2001.).

Slika 1. Crvolik oblik tijela nematode (Foto: lvana Maji¢, 2018.)

Zive u tlu, te slatkim i slanim vodama. Za njihov Zivot vaZna je voda zato §to nematode Zive
u tlu u filmu vode koji se nalazi oko &estice tla. Svaki cm® obradivog tla sadrzi najéesée od
5 do 100 razli¢itih vrsta nematoda. Nematode u tlu se dijele u troficke grupe i s obzirom na
to mogu biti: biljni paraziti, fungivori, bakterivori, saprofagi, predatori i dr. (Yeates i sur.,
1993.).

Nathan Cobb, americki znanstvenik koji se smatra ocem nematologije, rekao je 1914.: "Ako
bi ¢itava materija u svemiru nestala, izuzev nematoda, nas svijet bi i dalje bio prepoznatljiv.
Ako bi se i tad mogli vratiti, i tada ga mogli istraziti i proucavati, mogli bismo pronaéi
njegove planine, brda, doline, rijeke, jezera i oceane po vrstama nematoda. Mogli bi se otkriti
1 polozaji gradova, jer svako masovno postojanje i zivot ljudi odgovara i masovnom
postojanju i Zivotu nematoda. Drvece bi svojim redovima predstavljalo nase ulice i puteve.
Polozaje raznih biljaka i zivotinja bi jo$ bilo moguce odrediti, a ako bi imali dovoljno znanja,
u mnogim slu¢ajevima moglo bi se i otkriti njihova vrsta, analiziraju¢i parazitske nematode

koje su na njima Zivjele.”



Do danas su znanstvenici identificirali oko 20 000 razli¢itih vrsta nematoda, a
pretpostavljaju da na Zemlji postoji oko 80 milijuna vrsta. Morfoloski ih je tesko medusobno
razlikovati i postoji veliki broj kripti¢nih vrsta (Larsen i sur., 2017.). Kripti¢ne vrste su one
koje morfoloski nalikuju jedna drugoj, ali ne razvijaju potomke, kao npr. Pristionchus
pacifius s P. expectatus i P. japonicus (Kanzaki i sur., 2012.). Nematode takoder parazitiraju
ljude i zivotinje, a neke od parazitskih vrsta su: Enterobius vermicularis (djecja glista, slika
2), Trichinella spiralis (bolest trihineloza), Necator americanus (rudarska glista) i dr.
(Ivezi¢, 2014.).

Slika 2. Odrasla zenka djecje gliste (Enterobius vermicularis)

(izvor: https://www.cdc.gov/dpdx/)

Cilj ovog rada bio je testirati u¢inkovitost hrvatskog soja entomopatogenih nematoda

Heterorhabditis bacteriophora u suzbijanju kestenjastog brasnara Tribolium castaneum.


https://www.cdc.gov/dpdx/

2. PREGLED LITERATURE
2.1. ENTOMOPATOGENE NEMATODE

U 17. stoljecu bilo je poznato da nematode parazitiraju kukce i to kada su Aldrovandi (1623.)
i Lister (1671.) u kukcima pronasli ,,dugacke crve* (Poinar, 1975.). S istrazivanjem
entomopatogenih nematoda krenulo se 1929. godine kada su Glaser i Fox nasli li¢inke
japanskog pivca (Popillia japonica) zaraZzene nematodom koju je Steiner opisao kao
Neoaplectana (Steinernema) glaseri. Od 1929. godine sve do 1960-tih, zbog porasta
proizvodnje kemijskih pesticida, entomopatogene nematode su zaboravljene, da bi se nakon
uocenih Stetnih utjecaja pesticida na ljude i okoli§ ponovno javila potreba za njihovom

uporabom, proucavanjem i proizvodnjom (Lacey i Georgis, 2012.).

Entomopatogene nematode su smrtonosni paraziti kukaca. Rije¢ entomopatogen dolazi od
grcke rijeci entomon, $to znaci kukac i rije¢i patogen $to znaci da uzrokuje bolest. Ove
nematode zive unutar tijela svog domacina te zbog toga pripadaju grupi endoparazita.
Napadaju razlicite vrste kukaca kao Sto su: pipe, listoroSci, gusjenice sovica, muhe i druge
Stetne kukce (Poinar, 1975.; Poinar i sur.; 1987.; Kaya i sur.; 1993,; Schroeder i sur.; 1996.;
Jaworska, 1998.).

Zive u raznim tipovima tala i $iroko su rasprostranjene na svakom kontinentu. U biologkoj
kontroli Stetnih kukaca najvise se koriste i proucavaju porodice Heterorhabditidae i
Steinernematidae (Gaugler, 2006.; Ostrec, 2001.). Prvi pokusaj bioloske borbe sa
entomopatogenim nematodama bio je 1930-te godine kada su Glaser i suradnici primjenili
entomopatogene nematode u suzbijanju japanskog pivca (P. japonica ) na 73 parcele. Nakon
dva tjedna na 72 parcele pronadene su li¢inke kukaca koje su parazitirane nematodama.
Nakon toga su odabrane cetiri parcele na koje su stalno unosene li¢inke pivca, a nematode
SU na tim parcealama ostale prisutne jo$ 8,5 godina (Smart, 1995.). Heterorhabditidae (Slika
3) i Steinernematidae (Slika 4) su ekonomski vazne porodice entomopatogenih nematoda.
Njihov Zivotni ciklus dobro je prouCen, a izmedu porodica razlika je S§to se kod
Heterorhabditidae u prvoj generaciji razvijaju samo hermafroditi, a u drugoj generaciji
zenke, muZjaci i hermafroditi, dok se kod Steinernematidae razvijaju razluceni spolovi.
Li¢inke treceg stadija (infektivne li¢inke) aktivno ulaze u kuca najéescée kroz usta ili analni
otvor. Kada dospiju u kukca, udu u hemocel (Webster, 1972.) i inficiraju domacina
simbiotskim bakterijama roda Xenorhabdus ili Photorhabdus te uzrokuju smrt domacina za
48 sati.



Kako se nematode i bakterije hrane domacinom, on se razgraduje i pretvara u tekucéinu, a
unutar njega nastaje nekoliko novih generacija nematoda. Nakon tjedan dana, kada im
ponestane hrane unutar domacina, pojavljuje se nekoliko stotina tisuca infektivnih li¢inki
koje u potrazi za novim domac¢inom, nose sa sobom bakterije koje su primile od okruzenja

unutar domacina (Boemare, 2002.; Gaugler, 2006.).

Slika 3. Heterorhabditis bacteriophora, vrsta iz porodice Heterorhabditidae

(Izvor: https://shopping.agrimag.it)

Slika 4. Steinernema scapterisci, vrsta iz porodice Steinermatidae

(Izvor: https://www.forestryimages.org)


https://shopping.agrimag.it/
https://www.forestryimages.org/

Sto se ti¢e pronalaska domacina, kod entomopatogenih nematoda to varira izmedu vrsta.
Infektivne li¢inke koriste razli¢ite nacine za pronalazak domacina, koje variraju od zasjede
do aktivnog kruZenja u pronalazenju hrane. Nematode H. bacteriophora kruze u potrazi za
hranom i zarazavaju kukce koji zive u i na tlu. Neke Steinernema vrste prave zasjedu na
nacin da dizu svoja tijela kako bi se lakse pric¢vrstile na kukce (Campbell i Gaugler, 1993.)
ili skacu na nacin da formiraju petlju koju stvara pohranjena energija, koja, kada se oslobodi,
tjera nematode u zrak, te izgleda kao da skacu (Campbell i Kaya, 2000.). S obzirom na
razlicite nacine pronalaska hrane, omoguéena je koegzistencija obje vrste u istom stanistu te
im ti nacini omogucuju infekciju razli¢itih domacina, a nematode razdvajaju u prostoru
(Kaya i Koppenhofer, 1996.). To su dokazali Millar i Barbercheck (2001.) kada su ispustili
i pratili nematode Steinernema riobrave koje su prezivjele godinu dana nakon ispustanja.
One su znacajno smanjile populaciju nematoda H. bacteriophora, ali ih nisu istisnule.
Takoder, S. riobrave nisu imale nikakav utjecaj na nematode S. carpocapsae sto dokazuje

da je moguca koegzistencija.

Budu¢i da entomopatogene nematode u prirodnim uvjetima ne obitavaju u dovoljno visokim
populacijama, one se diljem svijeta masovno uzgajaju u laboratorijima (Gaugler, 1992.).
Dva su nacina na koji se mogu uzgajati nematode, a to su in vivo tj. u kukcima — domacinima
(Slika 5) kao npr. Steinernema i Heterorhabditis vrste u li¢inkama voskovog moljca
(Galleria mellonella L.) (Nickle, 1980.) ili in vitro $to zna¢i na krutoj ili teku¢oj podlozi
(Bedding, 1976.).

Slika 5. Entomopatogene nematode vidljive ispod kutikule kukca
(Foto: Ivana Maji¢, 2016.)



Ucinkovitost entomopatogenih nematoda ovisi o gusto¢i njihove populacije kao i o gustoci
populacije kukaca, patogenosti nematoda, reprodukcijskim sposobnostima domacina i

nematoda te o ekoloskim ¢imebenicima (Hominick i Tingley, 1984.).

Entomopatogene nematode su biopesticidi, a u odnosu na kemijske pripravke imaju slijedece
prednosti:

e djeluju brzo i u¢inkovito kroz duzi vremenski period;

e imaju visok potencijal razmnozavanja;

e imaju Sirok spektar domacina,

e jednostavno se uzgajaju;

e nisu Stetni za druge organizme niti okolis;

e nema opasnosti od rezidua;

e primjena je jednostavna;

e nije potrebno vrijeme ¢ekanja od sjetve ili sadnje;

e mogu se kombinirati s kemijskim pripravcima,;

e pri apliciranju nije potrebna zastitna oprema (Nickle, 1980.).

Znajuci koliko su pesticidi Stetni za ljude i1 okolis§ te koliko se teSko razgraduju, uzgoj i
primjena entomopatogenih nematoda kao i drugih biopesticida je u mnogim zemljama u
stalnom porastu (Lacey i Georgis, 2012.). Bioloska kontrola $tetnih kukaca podrazumijeva

uporabu prirodnih neprijatelja (u ovom slu¢aju nematoda) u suzbijanju Stetnih kukaca.

Prirodne populacije entomopatogenih nematoda iz porodica Steinernematidae i
Heterorhabditidae su svugdje prisutne, ali za njihovo uéinkovitije djelovanje potrebno je

izvrSiti njihovu introdukciju u agroekosustavima kada se za to ukaZze potreba.

Nematode u asocijacijama s kukcima, opisane su u vise od 30 porodica (Stock i Hunt, 2005.).
lako su otkrivene i1 opisane prije 100 godina, njihova ozbiljnija primjena u kontroli Stetnih
kukaca zapocela je prije vise od 30 godina. To nije bilo moguce ranije jer su bila potrebna
istraZivanja koja su dovela do boljeg razumijevanja ekologije nematoda, broja domacina,
procesa parazitacije kao 1 do napretka u podrucju tehnologije kao Sto je proizvodnja,
formulacija i skladistenje. Sve ovo dovelo je do eksponencijalnog rasta uporabe nematoda u
bioloskoj kontroli (Arthurs i sur., 2004.). Svemu tome pridonijeli su i rezultati koji su

dokazali da te nematode nisu Stetne za ljude, Zivotinje ili biljke.



2.1.1. Heterorhabditis bacteriophora

Heterorhabditis bacteriophora je parazit iz porodice Heterorhabditidae u ¢ijem su probavilu
naseljene simbiotske bakterije s insekticidnim djelovanjem. Prvi put opisana je 1975. godine
kao novi rod, vrsta i porodica (Heterorhabditidae) iz roda Rhabditida (Poinar, 1975.). Vazno
je re¢i da je tre¢i stadij licinki, dauerni juvenil (DJ) ujedno i jedini infektivni stadij.
Infektivne licinke (IL) ove porodice prenose specificne Gram-negativne bakterije iz roda
Photorhabdus u tijelo kukca domacéina (Poinar i sur., 1977.). Prvi puta ova je simbiotska
bakterija opisana kao Xenorhabdus luminescens (Thomas i Poinar, 1979.). Danas se naziva
Photorhabdus luminescens (Fischer-Le Saux i sur., 1999.). Nematode zarazene ovom vrstom
bakterije svijetle u mraku zbog iluminiscencije (Slika 6). U mutualistickom odnosu,
nematode Stite bakterije od Stetnih vanjskih uvjeta, dok bakterije njima zauzvrat ubijaju
domacina te su izvor hrane za nematode (Poinar i Thomas, 1966.). U slu¢aju da se napad
nematoda odvija bez prisutstva simbiotskih bakterija, do ugibanja domacina ¢e doéi tek za

par dana ili tjedana (Gaugler, 1992.).

Slika 6. Photorhabdus luminescens u entomopatogenoj nematodi Heterorhabditis

bacteriophora
(Izvor: http://mww.wormbook.org)

Takoder, uoceno je da kukci i li¢inke koje su parazitirane sa Steinernema vrstama poprime
zutosmedu boju, dok one koje su parazitirane Heterorhabditis vrstama pocrvene (Slika 7).
Vazno je za re¢i da crvenilo nije uvijek konkretan dokaz parazitacije ovom nematodom,

ve¢ je vazan 1 pregled mikroskopom.


http://www.wormbook.org/

Slika 7. Crveno obojene uginule li¢inke zarazene s H. bacteriophora
(Foto: Petra Mazur, 2017.)

H. bacteriophora ima specificne karakteristike u odnosu na druge entomopatogene
nematode, kao Sto su kratak Zivotni ciklus, visoka plodnost, na¢in reprodukcije i duZina

tijela.

Zivotni ciklus H. bacteriophora (Slika 7) se sastoji od jaja, Getiri stadija li¢inke i odraslog
stadija. Lic¢inke tre¢eg stadija (infektivni stadij), sposobne su u tlu preZivjeti par dana, pa do
par mjeseci. Kada dospiju u kukca, u hemocel ispustaju bakterije te se hrane bakterijama
koje su one same donijele u domacina. Tada se presvuku u li¢inke ¢etvrtog stadija iz kojih
izlaze spolno zreli oblici prve generacije. Nakon §to kopuliraju, zenke odloze jaja u kojima
se razvijaju li¢inke prvog stadija. Zatim se opet presvlace i dogada se razvoj li¢inki svih
stadija te razvoj muZzjaka i zenki druge generacije. Zatim kopuliraju odrasli, a iz nastalih
jaja razvijaju se lic¢inke prvog i drugog stadija. Svi stadiji ove nematode hrane se tkivom
kukca i hemolimfom. Li¢inke kasnijeg drugog stadija prestaju s hranjenjem, unose bakterije
u njihovo probavilo, presvuku se u li¢inke treceg stadija, napuste uginulog kukca te odlaze
u tlo traziti novog domacina (Smart, 1995.). Trajanje Zivotnog ciklusa od ulaska infektivne
li¢inke sve do njezinog izlaska iz kukca je razlic¢ito i1 ovisi o vrsti nematode i1 kukca, a najvise

o ekoloskim ¢imbenicima, posebice temperaturi na koju su nematode vrlo osjetljive.
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Slika 8. Zivotni ciklus H. bacteriophora
(Izvor: http://www.giabr.gd.cn)

S obzirom na sve ove ¢injenice i znajuci kako je puno Stetnika postalo rezistentno na neke
kemijske pesticide, primjena H. bacteriophora ima sve veci znacaj. Tako danas na trzistu
imamo vise pripravaka na osnovi H. bacteriophora za suzbijanje stetnih kukaca, a neki od

njih su: Nemagreen® i Nematop® (distributer tvrtka Pro-eco).

Nemagreen® (Slika 8) se preporucuje u primjeni protiv li¢inki listorozaca u travnjacima.
Primjenjivati se moze od sredine lipnja do kraja rujna, a najpovoljnije bi bilo primjenu vrsiti
pri temperaturi tla od 12 do 25 °C. U¢inkovitost ovog sredstva ocekuje se u mortalitetu
Stetnika ve¢em od 80%. Napadnute lic¢inke kukaca poprimiti ¢e crveno-smedu boju, a uginuti
¢e nakon 7 do 14 dana. Buduci da se nematode razmnozavaju u uginulim li¢inkama, njihova
brojnost u tlu nakon prve primjene konstantno ¢e se povecavati. Primjenjuje se tako da se
pripravak pomijesa s vodom. Ukoliko ¢e otopina stajati neko vrijeme, vazno ju je promijesati
svakih 5 minuta zato §to se nematode zbog gravitacije taloze na dno. Pripremljenom
otopinom zalijeva se travnjak, pazeci da je vlazan kako se nematode ne bi osusile. Kako su
nematode osjetljive na UV zracenje, preporucuje se tretiranje u jutarnje ili vecernje sate.
Nakon tretiranja, vazno je travnjak zaliti s 2 do 5 litara vode/m? kako bi se nematode isprale

u tlo. Slijedecih 6 tjedana tlo se treba odrZzavati vlaznim. Pripravak se treba Sto prije potrositi
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jer stajanjem nematode gube svoja svojstva. Entomopatogene nematode se mogu primjeniti
u kombinaciji s ostalim kemijskim sredstvima za zastitu bilja. Interakcija nematoda i
pesticida zavisi o vrsti nematode, ali 1 aktivne tvari, doze 1 vremena apliciranja, ali u vecini

slucajeva ne postoji inhibitorski utjecaj pesticida na djelovanje nematoda (Koppenhofer i
Grewal, 2005.).

ENGERLINGSBEKAMPFUNG

nema-green =

Zur nachhaltigen Bekampfung von Gartenlaubkafern, Purzelkafern und Junikafern

ACHTUNG
ENTHALT NUTZLINGE

KUHL LAGERN
BEI 4-12°C

NICHT EINFRIEREN

Qne IMa Biologischer Pflanzenschutz

Slika 9. Pripravak Nemagreen

(Izvor: http://www.proeco.hr)

Nematop® (Slika 9) djeluje samo na li¢inke i ocekuje se vise od 80% mortaliteta Stetnih
kukaca. Primjenjuje se u travnju i svibnju te opet od kolovoza do listopada. Pri primjeni,
temperatura tla trebala bi biti 11 °C. Ukoliko su temperature ispod 8 °C, primjenuje se
NEMATOP COOL®. Lic¢inke Stetnog kukca ugibaju nakon 2 do 3 dana. Nakon 2 do 3 tjedna
nematode napustaju uginulu li¢inku i traze nove domacine. Pripravak se primjenjuje slicno

kao Nemagreen.

Aplikacija entomopatogenih nematoda zavisi od poljoprivredne kulture i ciljane Stetocinje.
Entomopatogene nematode mogu biti primjenjene bilo kojom opremom za aplikaciju

sredstva za zastitu bilja, pa ¢ak i1 sustavima za navodnjavanje.

10



CONTROL OF BLACK VINE WEEVIL LARVAE

t ® Responsible.
Innovative.
n e m a o p Pioneering.

For effective control of black vine weevil

CAUTION
CONTAINS BENEFICIAL
NEMATODES

STORE AT 4-12°C

DO NOT FREEZE

Slika 10. Pripravak Nematop
(Izvor: http://mww.proeco.hr)

Vazno je voditi racuna o mijeSanju, veli¢ini mlaznice, tlaku 1 temperaturi. Budu¢i da je
specifié¢na gustoca tijela nematoda 1,05 g/cm?, one se u vodenoj otopini taloZe te se moraju
kontinuirano mijesati. Otvori mlaznica trebali bi biti ve¢i od 500 pm, a sita se trebaju
ukloniti. Tlak ne bi trebao biti veci od 10 bara. Temperatura ne smije biti vec¢a od 30 °C.
Entomopatogene nematode se veéinom apliciraju u dozi od 2.5 x 10° DJ/ha (Shapiro-llan i
sur., 2012.). Kako su nematode organizmi koji ne mogu bez vode, bolje ¢e djelovati u tlima

koja su vlaznija. Optimalna vlaznost zemljiSta ovisi o vrsti nematode i tipu tla (Koppenhofer
et. al., 1995.).

Sto se tice sigurnosti i legislative o uporabi entomopatogenih nematoda, detaljan pregled
toga izradio je Ehlers (2005.). Entomopatogene nematode nisu $tetne za ljude niti za zivotnu

sredinu. Ne mogu imati negativan utjecaj na neciljane organizme jer nisu dugo aktivne.

Ukoliko se introducira neka egzoti¢na vrsta, ona tesko da moze dovesti do potiskivanja
autohtone vrste, ali moze ju privremeno smanjiti zbog kompeticijskog odnosa prema
autohtonoj vrsti tj domacinu. Entomopatogene nematode svrstane su U grupu
makroorganizama s predatorskim i parazitnim kukcima te su izuzete od registracije. Zadnjih
godina, kemijske kucée na trziSte plasiraju proizvode za biolosku kontrolu upravo s

entomopatogenim nematodama.
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2.2.  KESTENJASTI BRASNAR (Tribolium castaneum)

Kestenjasti brasnar (Slika 10) Tribolium castaneum (Herbst, 1797.) je polifagni, skladi$ni
Stetnik koji iz reda Coleoptera (tvrdokrilci, kornjasi) i rod Tribolium, a rasprostranjen je u
cijelom svijetu. Zovu se brasnari zato $to napadaju i oStec¢uju uskladiStenu zrnatu robu i
brasno. Po nacinu Steta pri svojoj ishrani svrstan je u sekundarne Stetnike, iako ponekada
mogu biti i primarni. Najc¢es¢e napadaju zitarice i zitne preradevine te suhi materijal biljnog
i zivotinjskog podrijetla. Ova vrsta ima visok ekonomski prag $tetnosti. Vrlo je Cesta vrsta
koja napada uskladistenu pSenicu i iako je sekundarni Stetnik, moze ostecivati zdrava zrna s

vlagom 12.2% 1 viSe (Koruni¢, 1990.).

Boja tijela im je crvenkastosmeda, kestenjasta, ¢ak i hrdastosmeda. Imaju spljosteno i
produzeno tijelo, 3 — 4 mm dugo. Jajasca su im dimenzija 0,61 mm x 0,35 mm te su prozirne
ili bijele boje (Leelajaisur., 2007.). Li¢inka je 6 — 7 mm duga, bijelo-zute boje, vrlo pokretna
i brza te imaju smedu glavu. Ima 6 nogu. Kukuljica je bijela, a starenjem tamni (Lyon,
2000.). Zenke odlazu nekoliko stotina jaja u dvije godine, koliko im prosje¢no traje Zivotni
vijek. Razvoj ovisi o temperaturi, a najpovoljnija im je od 20 do 42 °C, a traje od jednog pa
do vise mjeseci. U nasim uvjetima skladiStenja imaju 2 generacije na godinu. Termofilna je
vrsta te kod 7 °C ugiba nakon 25 dana, a kod -6 °C nakon 24 sata (Koruni¢, 1990.).

““\ L

Slika 11. Tribolium castaneum

(Izvor: https://www.ars.usda.gov)
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Jedan je od najdugovjecnijih Stetnika (zivi i do 3 godine) (Mason, 2003.). T. castaneum
pripada skupini kukaca koji imaju potpunu preobrazbu (Slika 11). Reproduktivnost Zenki
iznosi 3 — 4 mjeseca, a muzjaka 4 — 6 mjeseci. Zenke odlazu oko 300 jaja u brasno ili drugu
hranu u razdoblju od 5 do 8 mjeseci. Iz jaja izlaze li¢inke (Slika 12) koje se razvijaju u
preradenim Zitnim proizvodima, a kod cijelog zrna najviSe vole klicu (White, 1988.).
Presvlace se 5 do 9 puta, ovisno o uvjetima okoli$a te dostupnoj hrani, dok se u normalnim

uvjetima presvuku 6 puta, a trasformirati ¢e se u kukuljice (Bucher, 2006.).

Life Cycle

£33 Complete
! metamorphosis

Larva &~

Slika 12. Zivotni ciklus Tribolium castaneum
(Izvor: https://www.slideshare.net)

Za razvoj kestenjastog brasnara najpogodnija je temperatura od 35 °C i RZV 60 — 80%. Sto
je niza temperatura, razvoj je sporiji. Imago su vrlo aktivni, brzi i prave Stete vece nego §to
mogu napraviti li¢inke. Moze ih se naéi na povrsini uskladiStene robe ili duboko u njoj. Roba
zarazena ovim Stetnikom ima neugodan miris 1 ruzi€aste je boje. 1z skladiSta mogu izaci tako
da prelete, a oni koji ostaju u skladi$tu skrivaju se u pukotine i izvor su zaraze za slijede¢u

robu koja ¢e se spremati u isto skladiste (Liska, 2011.).
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Slika 13. Li¢inke Tribolium castaneum

(1zvor: http://www.flickriver.com)

2.2.1. Suzbijanje Tribolium castaneum

Mjere suzbijanja kestenjastog brasnara, kao i drugih Stetnika koje nalazimo u skladistu,
dijelimo na preventivne i kurativne. Pod preventivne mjere podrazumijevamo sve one mjere
kojima se sprjecava pojava Stetnika i uniStava postoje¢a malobrojna populacija. Kakve god

te mjere bile, dijelimo ih na (Hamel, 2010.; Kalinovi¢ i Rozman, 2002.; Korunié¢, 1990.):
Higijenske mjere:

e Podrazumijevaju ¢is¢enje uredaja i prostora, ¢iS¢enje okolisa, popravak ostecenih
mjesta kroz koja se Stetnici mogu provuci i uéi, stavljanje zastitnih mreza na prozore,
uporaba sredstava za zastitu bilja ili biocida;

e Prozradivanje prostora u cilju izjednaCavanja temperature u masi zrnate robe i
odrzavanje temperature ispod 21 °C ili iznad 34 °C, izmedu kojih su optimalne

temperature za razvoj Stetnika.
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Fizikalne i mehanicke mjere:

e mjerenje temperature robe, pregled i uzorkovanje robe;

e primjena niske i visoke temperature, te koriStenje inertnih prasSiva (dijatomejska
zemlja);

e C(iS¢enje zrna od primjesa (lom zrna, prasina, sjeme korova) ¢ime se onemogucava
razvoj sekundarnih vrsta kukaca, odstranjivanje zarazenih zrna s kukcima kao i

kukaca iz uskladistenih proizvoda ili prostora.
Kemijske mjere:

e uporaba insekticida i fumiganata: insekticidi koji imaju dopustenje za uporabu u
skladiStima su sredstva za zaStitu bilja na osnovi djelatnih tvari deltametrina,
pirimifosmetila, te biocidi na osnovi razlicitih djelatnih tvari (piretrin itd.). Fumiganti
su insekticidi koji suzbijaju skladisne Stetnike oslobadanjem toksi¢nog plina koji
prodire u robu, sve pukotine i oStec¢enja, a danas su u uporabi sredstva na osnovi plina
fosfina. Postoji veliki problem primjene samo jednog plina radi moguée pojave

rezistentnosti kukaca.
Bioloske mjere:

e primjena sredstava na osnovi Bacillus thuringiensis ili prirodnih spojeva

ekstrahiranih iz biljaka ili raznih predatora (grinje) ili parazita (parazitske osice).
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3. MATERIJALI | METODE

Pokus je proveden od ozujka do lipnja 2017. godine u Laboratoriju za entomologiju i
nematologiju, Zavoda za fitomedicinu na Fakultetu agrobiotehni¢kih znanosti Osijek.

3.1.  Uzgoj nematoda

Uzgoj entomopatogenih nematoda H. bacteriophora proveden je nekoliko mjeseci prije
provodenja pokusa. Gusjenice malog voskovog moljca Achroia grisella uzgajaju se na
umjetnoj hrani prema metodi Jones i sur. (2002.), te su umjetno zarazene s hrvatskih sojem
H. bacteriophora, a Cije prisustvo je prvi puta utvrdeno i izdvojen je iz tla s podrucja
Vucedola tijekom 2016. godine (Slika 14).

Slika 14. Hrvatski soj H. bacteriophora
(Foto: Petra Mazur, 2017.)

Lic¢inke malog voskovog moljca se izdvajaju u Petrijeve zdjelice u kojima je polozen vlazni
filter papir i zaraZzavaju s nematodama H. bacteriophora s ciljem dobivanja novih generacija
nematoda. Uginule gusjenice potrebno je izdvojiti na White trap (White, 1925.) (hrv.
,White-ova zamka“) kako bi se osusile (Slika 15). Kada sve li¢inke uginu i osuse se, u White

trap se dodaje oko 20 ml destilirane vode. Nematode ¢e u prisutstvu vode, kroz filter papir,
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prijeci u vodu koja se nalazi u vecoj Petrijevoj posudi i tu se zadrzavati. Nove generacije

nematoda (ne starije od dva tjedna) koriStene su u pokusu.

Slika 15. White trap na koji su postavljene uginule li¢inke T. castaneum
(Foto: Petra Mazur, 2017.)

3.2.  Uzgoj kestenjastog brasnara (Tribolium castaneum)

Uzgoj test kukaca obavljen je u kontroliranim uvjetima na 30+1 °C; 70-80% rvz; u tami (Liu
i sur., 1999). Uzgojna podloga koriStena za sve razvojne stadije je pSeni¢no o$tro brasno i

suhi kvasac u omjeru 10:1.

Uzgoj imaga F1 generacije: prosijavanjem uzgojnih podloga s kukcima svakih 25 dana, te

odvajanje li¢inki i stavljanje na razvoj do imaga starosti 2-4 tjedna u kontroliranim uvjetima
(Rozman, 2003).

Uzgoj li¢inki i kukuljica: populacija kestenjastog brasnara, u stadiju imaga pomijeSanog
spola, stavljena je u staklenke s hranjivim medijem radi kopulacije i polijeganja jajasaca.

Uzgoj je ostavljen tri dana u kontroliranim uvjetima na 30+1 °C; 70-80% rvz, u tami. Nakon
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trec¢eg dana izdvojeni su odrasli (imago), a preostalo brasno s poloZenim jajascima ostavljeno

je pri istim uvjetima na 16 dana za uzgoj licinki.

3.3. Utvrdivanje patogenosti entomopatogenih nematoda za odrasle stadije i

licinke kestenjastog brasnara

Kako bi utvrdili u€¢inkovitost nematoda u suzbijanju li¢inki kestenjastog brasnara, 22. ozujka
2017. godine postavljen je pokus s tretmanima 100, 500 1 1000 infektivnih li¢inki H.
bacteriophora po licinki kestenjastog brasnara, u Cetiri ponavljanja (slika 16). U kontrolnom
tretmanu li¢inke kestenjastog brasnara tretirane su destiliranom vodom. Svaki tretman i
ponavljanje se sastojao od petrijevke u kojoj je polozen vlazni filter papir, dodano je 10

li¢inki kestenjastog brasnara i 1 mL destilirane vode s potrebnom koncentracijom nematoda.

Slika 16. Postavljanje pokusa ispitivanja patogenosti Heterorhabditis bacteriophora prema
licinkama Tribolium castaneum
(Foto: Petra Mazur, 2017.)
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Pokus je proveden u tami, na dvije temperature (15 °C i 22 °C, 65% RVZ). Za kontrolirane

uvjete koristena je klima komora, a ostali dio pokusa je proveden na sobnoj temperaturi.

Pokus s odraslim stadijima kestenjastog brasnara postavljen je 2. svibnja 2017. godine.
Tretmani su bili 50, 100 i 500 infektivnih li¢inki H. bacteriophora po odraslom kukcu, a svi

ostali parametri, uvjeti 1 metodologija je bila istovjetna pokusu s licinkama istog kukca.

Hrana za kukce nije dodavana tijekom pokusa, dok je ovisno o potrebi dodavana destilirana

voda kako se ne bi nematode osusile i uginule (Slika 17).

Slika 17. Dodavanje destilirane vode

(Foto: Ivana Maji¢, 2017.)
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Svaki drugi dan pratio se mortalitet liCinki i isto tako i1 odraslih kukaca i biljezio se u tablicu.
Moralitet licinki pratio se od 22. ozujka do 31. ozujka 2017., svaki drugi dan. Licinke koje
su uginule odmah su stavljane na susenje na White trap. kako bi se potvrdilo da su kukci
uginuli zbog parazitizma nematoda. White trap se sastoji od vece Petrijeve posude, male
Petrijeve posude odnosno njezinog dna te filter papira koji je rezan u dimenziji 10 x 4 cm.
Dno male Petrijeve posude okrenuto je i oblozeno filter papirom, te stavljeno u veliku
Petrijevu posudu, a li¢inke su stavljane na filter papir. Nakon §to su sve li¢inke uginule, u
Petrijevu posudu dodano je 25 mL vode tako da filter papir bude mokar i da je u doticaju s
vodom. Na filter papir polozene su uginule li¢inke. Tijekom slijede¢a dva tjedna
mikroskopom se pratio izlazak nematoda. Deseti dan nematode su izaSle iz li¢inki, a pregled

na njihovu zastupljenost tj. prisutstvo odredilo se u svakoj Petrijevoj zdjelici na 22 °C.

3.4. Analiza podataka

Podaci su analizirani standardnim statistickim metodama (PROC ANOVA) pri ¢emu je
razlika srednjih vrijednosti testirana s Tukey’s testom, a interakcija izmedu varijabli je
testirana generaliziranim linearnim modelom (PROC GLM). Test Shapiro Wilk je ukazao
na neujednacenu distribuciju podataka (PROC UNIVARIATE), te je u€injena transformacija
podataka (log(n+1)) prije svih analiza, dok su u tablicama prikazani rezultati nakon povratne
tranformacije (SAS 9.2; SAS Institute, 2007.).
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4. REZULTATI

U tablici 1 je prikazana analiza rezultata mortaliteta kestenjastog braSnara primjenjujuci
GLM metodu. Vidljivo je da postoji statisticki znac¢ajan uc¢inak tretmana nematoda na li¢inke
i odrasle stadije kestenjastog brasnara. Takoder, utvrdena je signifikantnost rezultata
interakcije tretmana i temperature, no temperatura kao pojedina¢ni ¢imbenik u ovom pokusu

nije imala znaCajan utjecaj na patogenost nematoda, tj. na mortalitet kukaca.

Tablica 1. GLM analiza rezultata mortaliteta kestenjastog braSnara

Stadij DF F Pr>F
Tretman 3 4,16 0,02*

LICINKE Temperatura 1 1,05 0,31
Tretman X temperatura 3 3,39 0,03*

Tretman 3 10,56 0,00*

IMAGO Temperatura 1 0,03 0,86
Tretman X temperatura 3 1,54 0,23

Vrijednosti obiljezene zvjezdicom su statisticke znacajne

U tablici 2 prikazane su srednje vrijednosti mortaliteta kukaca po stadiju, tretmanu pri
temperaturi od 15 °C. Najve¢i mortalitet za li¢inke postignut je Cetvrti dan nakon
postavljanja pokusa, pri tretmanu 1000 infektivnih li¢inki nematoda po li¢inki kestenjastog
brasnara. Ostali tretmani su postigli zadovoljavaju¢i mortalitet od cak 97,5%. No, u kontroli
je takoder utvrden vrlo visoki mortalitet li¢inki $to ukazuje na problem u postavljanju
pokusa. Vjerojatno je koli¢ina vode koja je dodana naknadno u Petrijevke Skodila li¢inkama.
U Petrijevkama se nije nalazio viSak tekucine, pa ubuduce treba iskuSati druge metode

ispitivanja patogenosti entomopatogenih nematoda prema li¢inkama kestenjastog brasnara.

Tablica 2. Srednje vrijednosti broja uginulih kukaca i mortalitet kestenjastog brasnara pri

temperaturi od 15 °C
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Dan poslije postavljanja pokusa

- Mortalitet,
Stadij Tretman .
2. 4 6 8 10, 12 (%0)
100 025 050 6,75 3 0 0 975b
500 075 575 3,25 0 0 0 975b
LICINKE
1000 2,75 7 0 1 0 0 100 a
K 475 2,75 2 1,5 0 0 975b
50 0,5 0,5 0 0 0 0 12,5a
100 0 1,75 025 25 0 0 50b
IMAGO
500 05 025 05 0 0 0 17,5a
K 0 0 0 0 0 0 Oc

Vrijednosti u koloni oznaene razli€itim slovima statisticki znacajno se razlikuju (P<0,05)

Iz tablice 2 je vidljivo da su utvrdene statisti€¢ki znacajne razlike izmedu tretmana po
mortalitetu li¢inki. Tretman s najviSom koncentracijom nematoda (1000 IL/1 li¢inka kukca)
statisticki znacajno se razlikuje od ostalih tretmana (P<0,05). No, nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu kontrolnog tretmana i ostala dva tretmana s nematodama. Mortalitet
imaga je bio najvisi kod tretmana s 100 nematoda po kukcu i statistiCki znacajno se
razlikovao od kontrole i ostalih tretmana s nematodama. Kontrolni tretman (bez nematoda)

je imao 0% mortaliteta, Sto ukazuje da su nematode izazvale smrt kod kukaca.

Neke uginule li¢inke koje su bile zaraZzene nematodama, bile su crvene do crvenosmede boje.

To je prvi znak zaraze nematodama, ali je vazna provjera mikroskopom.

U tablici 3. prikazane su srednje vrijednosti mortaliteta kukaca po stadiju, tretmanu i
temperaturi od 22 °C. Postignut je u¢inkovitiji mortalitet za oba stadija u odnosu na rezultate
iz pokusa na temperaturi od 15 °C. Kod li¢inki u sva tri tretmana postignut je 100%-tni

mortalitet §to je zadovoljavajuce u usporedbi s istim tretmanima za li¢inke u tablici 2.
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Tablica 3. Srednje vrijednosti broja uginulih kukaca i mortalitet kestenjastog brasnara pri

temperaturi od 22 °C

Dan poslije infekcije

Stadij Tretman Mortalitet %
2 4 6 8. 10 12
100 1,75 55 3,6 0 0 0 100 a
@ 500 0,5 7 1,75 1,5 0 0 100 a
Z
)D—i
E 1000 125 65 2 1 0 0 100 a
K 0,75 3,75 3,6 1,6 0 0 85a
50 0 0,25 0 0 0 0 5b
o) 100 0 25 0,75 0,25 0 0 425 a
o)
<
2 500 0,5 0,75 0 0 0 0 17,5ab
K 0 0,75 0,25 0 0 0 125b

Vrijednosti u koloni oznaéene razli¢itim slovima statisticki znacajno se razlikuju (P<0,05)

Na temperaturi od 22 °C utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike izmedu srednjih vrijednosti
mortaliteta imaga u tretmanu 100 i tretmana 50 1 kontrole. Dok kod li¢inki nije utvrdena

statisticki znacajna razlika u mortalitetu izmedu tretmana.

Najveci mortalitet imaga od 42,5 % postignut je kod tretmana od 100 nematoda, a najmanji

izazvani mortalitet imaga bio je 5 %.
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U prethodnim tablicama prikazane su i obuhvacene srednje vrijednosti mortaliteta ovisno o
temperaturi, dok je u tablici 4 prikazana srednja vrijednost neovisno o temperaturi gdje se

tretman od 1000 nematoda opet istaknuo u svojoj 100%-tnoj ué¢inkovitosti.

Tablica 4. Srednje vrijednosti broja uginulih kukaca i mortalitet kestenjastog brasnara

Dan poslije infekcije

Stadij Tretman Mortalitet %
2 4 6 8. 10. 12
100 1 3 5,42 3 0 0 98,7ab
E 500 0,62 6,37 2,5 1 0 0 98,7ab
Z
|l
’E 1000 2 6,75 1,6 1 0 0 100b
K 2,75 325 2,83 1,6 0 0 91,2a
50 0,25 0,37 0 0 0 0 8,7b
o 100 0 2,12 0,5 1,37 0 0 46,2a
Q
<
= 500 0,5 0,5 0,25 0 0 0 17,5a
K 0 0,37 0,12 0 0 0 6,2b

Vrijednosti u koloni oznacene razli¢itim slovima statisticki znacajno se razlikuju (P<0,05)

Iz ove tablice je vidljivo da je utvrdena patogenost nematoda kod kestenjastog brasnara.
Utvrdena je statistiCki znacajna razlika izmedu kontrolnog tretmana i tretmana s najviSom
koncentracijom nematoda kod li¢inki, dok je kod odraslih oblika utvrdena statistiCki
znacajna razlika izmedu tretmana s nematodama, ali 1 izmedu kontrole i tretmana s 100
nematoda po imagu. Ovi rezultati ukazuju da koncentracija nematoda po kukcu ima veliki

znacaj u kona¢nom mortalitetu kestenjastog brasnara.
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S. RASPRAVA

Kestenjasti brasnar (T. castaneum) izrazito je otporan kukac i tijekom dva tjedna pracenja
mortaliteta nisu svi kukei uginuli, a bez hrane mogu izdrzati od 20 do 40 dana (Korunié¢,
1999.). Takoder je uoceno da se u nedostataku hrane pojavio kanibalizam, $to je potvrdeno
i uistrazivanju od Liska (2011.). U usporedbi s tim, postoji istrazivanje na manjem brasnaru
(Alphitobius diaperinus) koji je takoder vrlo otporan i jako tesko se suzbija, a koje su proveli
Ivezi¢ i sur., (2011.). Manji brasnar Alphitobius diaperinus (Panzer, 1797.) (Coleoptera:
Tenebrionidae) velik je problem u proizvodnji peradi. S obzirom na to da se tesko suzbija,
pokus je takoder imao =za cilj utvrditi patogenost entomopatogene nematode H.
bacteriophora na imago i li¢inke manjeg brasnara. Pokus je postavljen sa dvije koncentracije
nematoda (1000 IL / 1 odrasli stadij kukca i 2000 IL / 1 li¢inka kukca) uz kontrolni tretman
te pri uvjetima od 30 °C i 70% RVZ. Pri tome je utvrdeno da je nakon tri dana postignut
mortalitet kod svih kukaca i li¢inki, za razliku od pokusa s T. castaneum gdje je za mortalitet
svih kukaca i li¢inki trebalo vise od tri dana (manja koncentracija nematoda). U tom
istrazivanju utvrdeno je stvaranje novih generacija pomoc¢u mikroskopa, a nematode su
takoder, kao i u ovom radu, izdvojene pomoc¢u White trap. Usporedno s tim, u Petrijevim
zdjelicama u kojima je provoden pokus s T. castaneum, a koje su bile u komori na 15 °C
napravljen je pregled mikroskopom, a uo¢eno je da nematoda ima manje za razliku od
tretmana na 22 °C $§to se pripisuje tome da su slabo pokretne na manjim temperaturama, a u
nepovoljnim uvjetima te prelaze u dauerni stadij. Kod nematoda u tretmanima ¢uvanim na
22 °C uoceno je da je brojnost populacija nematoda velika, da su vrlo pokretne, a osmi dan
nakon postavljanja uginulih kukaca na White trap uocen je izlazak novih generacija

infektivnih li¢inki H. bacteriophora.

Mortalitet postignut kod imaga T. castaneum nije bio zadovoljavajuci (tablica 2), no u
odnosu na kontrolni tretman utvrden je insekticidni potencijal entomopatogenih nematoda.
To upucuje na to da patogenost entomopatogene vrste H. bacteriophora ovisi o stadiju kukca

kestenjastog brasnara.

Najbolji uc¢inak kod odraslih stadija je imao tretman od 100 nematoda gdje je postignut
mortalitet od 50%, $to je dosta slabije u odnosu na isti tretman za li¢inke. To se moze
pripisati i objasniti time Sto tijelo imaga sadrzi hitin, dok je li¢inka obavijena mekom opnom
koju je nematodama lakse ,,probiti i u¢i u kukca. Hitin predstavlja zaStitnu ulogu kod

kukaca 1 sli¢na je ulozi koju ima celuloza za biljke.
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Mortalitet u pokusu s A. diaperinus dokazan je 100%, dok je, recimo, u istrazivanju utjecaja
nematoda H. indica i H. riborave na manjeg braSnara, utvrden mortalitet 50 — 80%
(Pezowicz, 2003.).

Entomopatogene nematode roda Heterorhabditis pokazuju veliki potencijal u bioloskom
suzbijaju vrlo otpornih Stetnika, a njihovo proucavanje znac¢ajno doprinosi struci. Samo,
potrebno je provesti jo§ puno istrazivanja uvazavajuci druge biotske i abiotske ¢imbenike te

utvrditi kakvo je tada djelovanje entomopatogenih nematoda.
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6. Zakljucak

Ovim istrazivanjem ispitana je osjetljivot kestenjastog brasnara T. castaneum na
entomopatogene nematode H. bacteriophora u laboratorijskim uvjetima. Provedenim
istrazivanjem dobiveni su rezultati koji su pokazali da su entomopatogene nematode H.
bacteriphora uc¢inkovitije u izazivanju mortaliteta li¢inki kestenjastog brasnara u odnosu na
odrasli stadij, te je povoljnija temperatura okoline od 22 °C na njihovu patogenost, u odnosu
na 15 °C. Kod li¢inki je utvrden 98% 1 visi mortalitet u svim tretmanima, no pokus treba
ponoviti s obzirom da je i u kontrolnom tremanu utvrden slicno visok mortalitet. Kod
odraslih stadija (imago) utvrdena je statisticki znac¢ajna razlika izmedu tretmana. Tako je
tretman od 100 infektivnih li¢inki nematoda po kukcu izazvao mortalitet kod 46% ukupne

brojnosti kukaca.

Entomopatogene nematode dokazale su insekticidni u¢inak na kestenjastog brasnara, no
treba provesti dodatna istrazivanja, uvazavaju¢i drugu metodologiju i druge sojeve | vrste

entomopatogenih nematoda.
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8. Sazetak

Rad opisuje laboratorijsko testiranje djelovanja entomopatogenih nematoda Heterorhabditis
bacteriophora u suzbijanju li¢inki i imaga kestenjastog brasnara Tribolium castaneum na
dvije temperature. Najve¢i mortalitet li¢inki T. castaneum postignut je s najve¢om
koncentracijom nematoda (1000 nematoda /1 li¢inka kestenjastog brasnara) i to ve¢ drugi
dan poslije postavljanja pokusa. Na mortalitet imaga najveci utjecaj imao je tretman 100
nematoda/l imago kestenjastog braSnara ¢ime je dokazano da su nematode vrste H.
bacteriophora patogeni T. castaneum. H. bacteriphora ucinkovitije Su U izazivanju
mortaliteta li¢inki kestenjastog brasnara u odnosu na odrasli stadij, te je povoljnija

temperatura okoline od 22 °C na njihovu patogenost, u odnosu na 15 °C.

Kljuéne rije¢i: entomopatogene nematode, Heterorhabditis bacteriophora, Tribolium

castaneum, suzbijanje, mortalitet.
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9. Summary

The paper discrabes laboratory testing of the activity of entomopathogenic nematode
Heterorhabditis bacteriophora in control of larvae and adults the red flour beetle Tribolium
castaneum. The highest mortality of T. castaneum larvae was achieved with the highest
concentration of nematodes (1000 1J/ 1 insect larvae) already the second day after the
experiment was set up. On the mortality of adults the highest mortality was achieved in
treatment with 100 1J/1 insect adult. This study proved that entomopathogenic nematodes H.
bacteriophora are pathogenic to T. castaneum. Pathogenicity of H. bacteriphora was higher
in warmer environment (22 °C), i.e. this species was affected by the temperature in this

experiment.

Key words: entomopathogenic nematodes, Heterorhabditis bacteriophora, Tribolium

castaneum, control, mortality.
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