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Sazetak: Mikrofauna tla je bogata s velikim brojem organizama medu kojima su entomopatogene nematode i
grinje. Navedeni organizmi su prisutni u svim agroekosustavima. Cilj ovog rada je utvrdivanje prisutnosti
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from several agroecosystems. The laboratory experiment was conducted to determine the interaction between
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Entomopathogenic nematodes from the genus Oscheius and soil mites from the group Oribatidae were
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EPN — entomopatogene nematode
DL — ,,dauer* li¢inka

EPPO - European and Mediterranean Plant Protection Organization



1. UVOD

Posljednih nekoliko desetljeca poljoprivrednici intenzivno koriste kemijske pesticide kako
bi zastitili usjev od Stetnih organizama. Intenzivno i kontinuirano koriStenje kemijskih
pesticida dovelo je do narusavanja bioraznolikosti faune tla, te smanjenja brojnosti korisnih
kukaca i nematoda. Stoga je Europska Unija donijela niz uredbi s kojima se nastoji
povecati upotreba bioloskih mjera zastite biljaka. Mikrofauna tla je bogata s velikim
brojem razlicitih grupa organizama, medu kojima su i entomopatogene nematode i grinje.
Ovi organizmi su prisutni u svim agroekosustavima. Cilj ovog rada je izdvojiti i
identificirati entomopatogene nematode i grinje iz uzoraka tla iz razli¢itih agroekosustava.

Nadalje, cilj je utvrditi interakcijski odnos izmedu entomopatogenih nematoda 1 grinja.

1.1. Entomopatogene nematode

Entomopatogene nematode (grcki entomon znaci kukac, patogen znaci uzro¢nik bolesti) su
mikroskopski organizmi koji uzrokuju smrt kukaca. Entomopatogene nematode (EPN) su
valjkasti crvi koji Zive unutar tijela kukaca, stoga ih nazivaju endoparazitima. One
napadaju razlicite vrste kukaca koji tijekom barem jednog stadija razvoja borave u tlu.
Entomopatogene nematode iz porodice Heterorhabditidae i Steinernematidae koriste se u
bioloskoj kontroli Stetnih kukaca (Gaugler, 2006.). Bioloska kontrola podrazumijeva
upotrebu prirodnih neprijatelja s ciljem suzbijanja Stetnih organizama u poljoprivrednoj
proizvodnji. KoriStenjem entomopatogenih nematoda smanjuje se potreba za primjenom
kemijskih pesticida. Prednost entomopatogenih nematoda u bioloskoj kontroli je ta §to one
aktivno traZe domacina, nisu Stetne za Covjeka niti za sisavce, te minimalno utjecu na
korisne organizme.

Dokazano je da populacija od 250 000 individua entomopatogenih nematoda na
kvadratnom metru tla znac¢ajno smanjuje populaciju Stenih vrsta kukaca (Campbell i sur.,
1998.; Strong i sur., 1996.) (Slika 1.). U porodici Steinernematidae nalazi se rod
Steinernema, dok je u porodici Heterorhabditidae rod Heterorhabditis. Ovim porodicama
je zajednicko to §to nematode nose u sebi bakterije u infektivnom stadiju koji se jo§ naziva
1 ,,dauer* licinka (DL). Taj stadij je jedini stadij u kojem nematoda moze prezivjeti duze

vrijeme bez domacina.
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Slika 1. Evolucija medusobnog odnosa nematoda-kukac i Zivotni ciklus entomopatogenih
nematoda

(izvor: http://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1002527)

Nematode mogu traZiti domacina pasivno ¢ekajuci ga 1 aktivno krecuéi se u potrazi za
domacinom. Rodovi Steinernema i Heterorhabditis se razlikuju u nacinu razmnozavanja.
Vrste iz roda Heterorhabditis imaju hermafroditne jedinke te je dovoljna jedna jedinka za
uspje$no odrzavanje populacije nematoda. Kod vrsta iz roda Steinernema spolovi su
razluceni, te do sada nisu utvrdene hermafroditne jedinke. Infektivna li¢inka EPN trazi i
zarazava domacina. Nakon ulaska infektivne licinke u tijelo Kukca, licinke inficiraju
domacina bakterijom iz roda Xenorhabdus ili Photorhabdus, koji najées¢e uzrokuju smrt
domacina u roku od 48 sati. Entomopatogene nematode 1 bakterije Zive u simbiozi, jer
nematode bakterijama pruzaju skloniste od nepovoljnih uvjeta, a bakterije zauzvrat ubijaju
domacina, te nematodama pruzaju hranjive tvari. U uvjetima nedostatka hrane, nematode
stvaraju velike populacije infektivnih li¢inki s ciljem opstanka vrste. EPN u tlu zadrzavaju

sposobnost infektivnosti i patogenosti u vremenskom razdoblju od nekoliko tjedana do


http://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1002527

nekoliko mjeseci, ovisno o vrsti. Potrebno je najmanje oko sedam dana za razvoj jedne

generacije i pojave druge generacije infektivnih li¢inki.

1.1.1. Rod Heterorhabditis

Nekoliko Heterorhabditis vrsta uspjes$no se koristi u biolo$koj kontroli $tetnih kukaca kao
Sto su gréice (Phylopertha horticola), neke vrste pipa i drugih kukaca. H. bacteriophora je
prvi puta opisana 1975. godine kao novi rod, odnosno vrsta iz porodice Rhabditidae
(Poinar, 1975.). Infektivne li¢inke H. bacteriophora su vektori Gram — negativnih bakterija
(Photorhabdus luminescens) (Poinar i sur., 1977.). Nematoda ulazi u tijelo kukca kroz
njegove prirodne otvore (usta, analni otvor, stigme), a nakon $to ude u kukca, zarazi ga
bakterijom. Toksini ove bakterije imaju insekticidno djelovanje, te u roku od 24 do 72 sata
ubijaju kukca (Slika 2).

Slika 2. Uginuli kukac iz kojeg izlaze nematode iz roda Heterorhabditis

(izvor: http://www.buglogical.com/beneficial-nematodes/150-million-nematodes-mixed-
sc-hb-and-sf/)

Odrzavanje populacije H. bacteriophora ovisi 0 prisustvu simbiotske bakterije P.
luminescens. Zivotni ciklus H. bacteriophora sastoji se od stadija jaja, Getiri stadija li¢inke,
te odraslog stadija. Na temperaturi od 20°C, nematode zavrse razvoj jedne generacije za 14
dana. H. bacteriophora se u tlu nalazi jedino u stadiju infektivne li¢inke, svi ostali stadiji

razvoja se odvijaju unutar kukca. Iskljucivo tre¢i stadij infektivne li¢inke zarazava kukca.



Li¢inke treceg stadija mogu uéi u domacina koz analni otvor, usta, traheje, ali mogu u¢i i
hranom. Nematode se hrane i razmnozavaju unutar tijela domacina, te nakon §to se smanji
izvor hrane ili nastanu nepovoljni okoli$ni uvjeti infektivne li¢inke izlaze u okolno tlo u
potrazi za novim domacinom. Iz jednog uginulog kukca moze iza¢i stotinu tisu¢a novih
infektivnih li¢inki.

Na trzi$tu su dostupni pripravci sa entomopatogenim nematodama H. bacteriophora kao
Sto su NEMAGREEN koji sluzi za suzbijanje li¢inki hrusta (Melolontha melolontha) i
NEMATOP koji sluzi za suzbijanje li¢inki pipa (O. sulcatus). H. bacteriophora je uvrstena
na EPPO listu o bioloskim agentima koji se najcesce primjenjuju u EPPO regiji
(http://archives.eppo.int/EPPOStandards/biocontrol_web/bio_list.ntm).

1.1.2. Rod Oscheius

Oscheius vrste nalazimo u tlu najéescée u rizosferi u DL stadiju. Neke vrste su hermafroditi,
pa je za pocetni uzgoj ovih nematoda dovoljna jedna nematoda. O. tipulae je najéesc¢a vrsta
(Slika 3), a genetskim analizama utvrdena je slicnost s EPN Heterorhabditis i parazitskim
nematodama kraljeZznjaka Strongylida (Blaxter i sur., 1998.). Ostale ceste vrste su: O.
dolichura, O. gnentheri, O. insectivora i O. myriophida. Razvoj jedne generacije O. tipulae
pri temperaturi od 25°C traje tri dana, a pet do Sest dana pri temperaturi od 20°C. Ovaj rod

ima Cetiri stadija li¢inke, a kao i ostale entomopatogene nematode ima stadij DL.

e

o ‘ l \

wr s

Slika 3. Oscheius tipulae
(izvor: Sudhaus, 1993.)


http://archives.eppo.int/EPPOStandards/biocontrol_web/bio_list.htm

Znanstvena istrazivanja su pokazala kako Oscheius vrste nisu entomopatogene nematode,
ve¢ strvinari takozvani €istaci tla, te entomofilne nematode. U uzorcima tla jednogodis$njih
kultura, gdje su utvrdeni rodovi Heterorhabditis, Steinernema i Oscheius, broj
entomopatogenih nematoda je bio manji u odnosu na tla sa samo jednim utvrdenim rodom
nematoda. Ovi rezultati ukazuju da postoji medusobni antagonizam izmedu
entomopatogenih i entomofilnih nematoda (Campos Herrera i sur., 2015.).

Iako se smatraju strvinarima, neke vrste kao $to su O. caroliensis i O. onirici uzrokuju smrt
kukaca (Weimin i sur., 2010.; Tornini i sur., 2015.). Rod Oscheius se dijeli u tri grupe:
Dolichura, Insectivora i Heterorhabditidoides (Zhang i sur., 2012.). Oscheius vrste u
simbiozi su sa simbiotskim bakterijama iz roda Serratia, a neke vrste iz ovog roda

bakterija su entomopatogene.

1.2. Grinje u tlu

Grinje su beskraljeznjaci veli¢ine tijela od 0,1 do 1 mm. Nalazimo ih u svim ekosustavima.
Nastanjuju tlo, mora i slatke vode, krosnje i stabla drveca, gnijezda kraljeznjaka,
mravinjake i dr. Grinje su morfoloski gledano najraznolikija grupa ¢lankonozaca u tlu, te je

njihova identifikacija vrlo zahtjevna.

Slika 4. Grinje iz skupine Oribatida

(izvor: www.massey.ac.nz/~maminor/mites.html)

Grinje iz skupine Oribatida naj¢e$ce se nalaze u gornjim slojevima tla (Slika 4), a ¢esto je

njihova brojnost usko povezana uz koli¢inu i kvalitetu organske tvari.



Predstavnici skupine Oribatida se Cesto nazivaju pancirnim grinjama zbog c¢vrstog
egzoskeleta. Razvojni ciklus grinja iz skupine Oribatida se sastoji od jaja, liCinke, tri
stadija nimfe i odrasle jedinke. Vecina odraslih jedinki Oribatida se razmnoZavaju vise
puta tijekom Zzivota. Razvojni stadij od jaja do odrasle jedinke moze trajati od nekoliko
mjeseci do nekoliko godina. Hrane se raspadnutim biljnim materijalima i neophodni su u
procesu humifikacije. Mnoge Oribatide su fitofagne, a mogu biti i predatori grinja i drugih
beskraljeznjaka. Nematofagne grinje se koriste u bioloskoj kontroli biljno parazitskih
nematoda (Walter 1 sur, 1993.). Najcesce vrste grinja iz skupine Oribatida dolaze iz dvije
porodice: Oribatulidae (Scheloribatidae) i Ceratozetidae.

Muraoka i Ishibashi (1976.) su utvrdili 18 vrsta nematofagnih grinja, od kojih su tri vrste iz
skupine Oribatida: Scheloribatides latipes, S. rigdisetosus i S. laevigatus. Takoder neke
vrste iz porodica Sejidae (Slika 5), Trematuridae, Parasitidae, Ascidae i dr. takoder su

predatori nematoda u tlu.

Slika 5. Nematofagna grinja iz porodice Sejidae
(izvor: http://itp.lucidcentral.org)



1.3. Agroekoloski uvjeti u Baranji

U Isto¢noj Slavoniji 1 Baranji su zastupljena automorfna, hidromorfna, te halomorfna tla
(Vidacek i sur., 1997.) . Prosje¢ne godi$nje padaline u sjeveroisto¢noj Slavoniji i Baranji
su oko 600 mm. U Baranji su najzastupljenije oranice i vrtovi, vo¢njaci i vinogradi, te
livade, pasnjaci i Sume. Kukci su znacajni za proces kruzenja tvari i protoka energije, u
odrzavanju ravnoteze kopnenih i vodenih ekosustava. Agroekoloski uvjeti ovog podrucja
pogodni su za veliki broj raznih vrsta kukaca, ali i nematoda. Nematode koje mogu biti
obligatni 1 fakultativni paraziti beskraljeznjaka i kraljeznjaka te biljaka, saprofagi i1
predatori takoder sudjeluju u prirodnom ciklusu kruzenja tvari. Abiotski uvjeti kao $to su
tip tla, vodni rezim, oneciS¢enje tla, obrada tla i drugi antropogeni utjecaji, uvjetuju broj
vrsta i populacije entomopatogenih nematoda i grinja u tlu. Takoder, dostupnost izvora
hrane za navedene organizme je vrlo vazna. U Baranji, vecina poljoprivrednih povrSina je
ukljuena u sustav intenzivnog rataranja. No, povrSine u Kopackom ritu, zatim Sume,
vinogradi i voénjaci osiguravaju pogodno podrucje za odrzavanje bioraznolikosti kukaca,
S§to je vazno da odrzavanje bioraznolikosti entomopatogenih nematoda i grinja koji se

hrane na njima.



2. MATERIJALI | METODE RADA

2.1. Uzorkovanje tla

Uzorci tla su uzeti u svibnju 2016. godine u razli¢itim agroekosustavima (Tablica 1.). Za
istrazivanje je uzeto sedam uzoraka. Gornji sloj tla je uklonjen motikom, kako bi dobili
Ciste uzorke tla bez ikakvih biljnih ostataka. Stiha¢om se uzeo uzorak tla iz zone korijena,
te je spremljen u plasti¢ne vrecice koje su etiketirane. Na etiketama je napisana: lokacija,
kultura, datum i koordinate. Uzorci tla su pojedinaéno tezili oko 1,5 kg. Uzorci su ¢uvani u

hladnjaku na 4°C.

Tablica 1. Osnovni podaci o uzetim uzorcima tla

Uzorak broj Datum Lokalitet Koordinate Kultura
uzorkovanja

1. 28.05.2016. Bilje 45°36'10"80 N Kupina
18°4420"62 E

2. 28.05.2016. Kozjak 45°40'72"51 N Korov (rub
18°48'80"97 E kanala)

3. 28.05.2016. Tikves 45°41'47"9 N Suma
18°50'50"80 E

4, 28.05.2016. Lug 45°39'71"98 N Strniste
18°46'00"84 E

5. 28.05.2016. Lug 45°39'73"4 N Povrée
18°4621"94 E

6. 29.05.2016. Kopacevo 45°36'30"68 N Povrce
18°47'45"50 E

7. 29.05.2016. Vardarac 45°37'37"13 N Povrcée
18°4629"53 E




2.2. Uzgoj malih voskovih moljaca (Achroia grisella)

Gusjenice malog voskovog moljca uzgojeni su na umjetnoj hrani prema metodi Jones i sur.
(2002.) (Slika 6.). Odrasli moljci odlazu jaja na mjestu gdje se hrane ili na postavljeni
masni papir. Gusjenice se uzgajaju u plasti¢nim kutijama koje se drze na mra¢nom mjestu,
na sobnoj temperaturi. Kukuljice 1 leptiri se odvajaju od li¢inki, te se uzgajaju u

entomoloskim kavezima u sli¢nim uvjetima kao 1 licinke.

Slika 6. Uzgoj voskovih moljaca
(snimila: Kelemen, B., 2016.)

2.3. Izdvajanje entomopatogenih nematoda iz tla

Uzorci tla se ostavljaju u plastiénim vrec¢icama kako se ne bi isuSili. Za izdvajanje
entomopatogenih nematoda iz tla koriste se zadnji stadiji gusjenica malog voskovog
moljca. U svaki uzorak je stavljeno po pet gusjenica (Slika 7). Uzorci tla se pri tome
cuvaju u mraku. Gusjenice se svaki dan tijekom idu¢ih 10 dana provjeravaju da li su zive,
zapredene ili uginule (Slika 8). Umjesto uginulih gusjenica se stavljaju zZive, a uginule se
stavljaju na susenje. Gusjenice se u oznac¢enim Petrijevim zdjelicama na filter papiru suse

nekoliko dana. Dok se gusjenice susSe, uzorci se ne diraju i uvaju se u mraku.



Slika 7. Postavljanje gusjenica u uzorke tla
(snimila: Kelemen, B., 2016.)

Slika 8. Prikupljanje uginulih gusjenica iz uzoraka tla
(snimila: Kelemen, B., 2016.)
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2.4. l1zdvajanje nematoda iz gusjenica malog voskovog moljca

Za izdvajanje nematoda iz gusjenica malog voskovog moljca koristila se White Trap
metoda. U plitku Petrijevu zdjelicu stavlja se manja Petrijeva zdjelica koja je preokrenuta,
na koju se stavlja filter papir s gusjenicama. U plitku Petrijevu zdjelicu se ulijeva

destilirana voda. Ako se u gusjenicama nalaze nematode, iza¢i ¢e u destiliranu vodu.

2.5. Prikupljanje i analiza izdvojenih nematoda

Nekoliko dana nakon postavljanja gusjenica na White Trap, nematode ¢e poceti izlaziti u
destiliranu vodu koja se nalazi u Petrijevoj zdjelici. Ta voda se pregledava pod
stereomikroskopom i utvrduje se prisustvo entomopatogenih nematoda. Ovisno o vrsti,
entomopatogene nematode se mogu Cuvati u hladnjaku na 4°C u destiliranoj vodi ili
hranjivom mediju do 6 mjeseci. Identifikacija nematoda obavljena je metodom lancane
reakcije polimerazom (eng. PCR - Polymerase Chain Reaction) na madarskom institutu
NARIC Fruitculture Research Institute. Na Zavodu za =zaStitu bilja, Katedri za
entomologiju i nematologiju Poljoprivrednog fakulteta u Osijeku napravljeni su polutrajni
preparati nematoda kako bi se utvrdile morfoloske karakteristike nematoda. Pomocu
mikroskopske kamere napravljene su slike nematoda te je izmjerena duZzina i S$irina

njihovog tijela.

2.6. Izdvajanje grinja iz uzoraka tla

Grinje utvrdene u ovom istrazivanju, izdvojile su se istovremeno kada i EPN, te nisu
primjenjene druge metode izdvajanja. Grinje su pohranjene u posebnim posudicama za
uzgoj kultura u destiliranoj vodi, te su do pokusa ¢uvane u hladnjaku na 4°C. Identifikacija

grinja je utvrdena prema kljuc¢u Balogh i Balogh (1992.).

2.7. Analiza tla

Uzorci tla su analizirani na Poljoprivrednom fakultetu u Osijeku, na Zavodu za

agroekologiju te je utvrdena tekstura tla.
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2.8. Pokus interakcije entomopatogenih nematoda i grinja

Pokus je postavljen u laboratorijskim uvjetima, na sobnoj temperaturi (oko 22°C) i trajao
je 14 dana. Postavljena su dva tretmana s Cetiri ponavljanja: 1. tretman — EPN iz roda
Hetrorhabditis i grinje; 2. tretman — EPN iz roda Oscheius i grinje. U svaku Petrijevu
zdjelicu u destiliranu vodu je bilo stavljeno 130 entomopatogenih nematoda i 10 grinja.
Prvo su kistom izdvojene grinje (Slika 9), a zatim su s automatskom pipetom dodane
entomopatogene nematode. Za prebrojavanje nematoda su automatskom pipetom uzete
Cetiri kapljice tekuc¢ine od 100 pl u kojima se nalaze nematode. Prosjek brojnosti nematoda
u 30 pl tekucine je 30.

Slika 9. Postavljanje pokusa — izdvajanje grinja pomocu kista
(snimila: Kelemen, B., 2016.)

U pokusu su koriStene DL nematoda 1 aktivni stadiji grinja. Prebrojavanjem Zivih grinja i
nematoda pod stereomikroskopom, svaki drugi dan tijekom dva tjedna pokusa utvrdena je
njihova brojnost. Petrijeve zdjelice s nematodama i grinjama su se drzale na mracnom

mjestu, kako bi se simulirali prirodni uvjeti u tlu.
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Slika 10. Postavljanje pokusa - inokulacija entomopatogenih nematoda u tretmane s
grinjama
(snimila: Kelemen, B., 2016.)

2.9. Statisticka analiza podataka

Podaci su analizirani standardnim statistickim metodama (ANOVA), a razlika srednjih
vrijednosti je testirana s Tukey’s testom (SAS 9.2; SAS Institute, 2007.).
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Pozitivni uzorci tla na entomopatogene nematode i grinje

U tablici 2 su prikazani rezultati prisustva entomopatogenih nematoda i grinja u uzorcima
tla. Vidljivo je da su u Cetiri od sedam uzoraka tla utvrdene entomopatogene nematode,
dok je u samo jednom utvrdeno prisustvo grinja. lako su utvrdene nematode u prirodnom
agroekosustavu tj. u tlu uzetom u Sumi, velina pozitivnih uzoraka tla bila je uz
poljoprivredne kulture. Tekstura uzoraka tla je pjeskovita ili praskasta ilovaca, a nematode
su utvrdene u oba tipa tla, dok su grinje utvrdene samo na jednom lokalitetu, u Kopacevu u

pjeskovitoj ilovaci.

Tablica 2. Analiza
uzoraka tla na Uzorak | Kultura Tip tla EPN [ Grinje | Izolat | prisustvo
br. br.
1 Kupina Pjeskovita + - 1
ilovaca
2 Povrce Pjeskovita + + 2
ilovaca
3 Povrée Praskasta - -
ilovaca
4 Korov Praskasta - -
(Rub ilovaca
kanala)
5 Suma Praskasta + - 3
ilovaca
6 Strniste Praskasta - -
ilovaca
7 Povrée Praskasta + - 4
ilovaca

entomopatogenih nematoda i grinja u tlu
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3.2. Identifikacija entomopatogenih nematoda i grinja

U ovom istrazivanju utvrdena su Cetiri pozitivna uzorka tla na entomopatogene nematode.
Nematode nakon §to su izdvojene, uzgajane su na gusjenicama malog voskovog moljca do
njihove identifikacije. ldentifikacijom lan¢anih polimeraza utvrdene su nematode iz roda
Oscheius u svim uzorcima, dok u jednom uzorku nije uspjeSno obavljena identifikacija
nematoda (Tablica 3). No, prema morfoloskim osobinama nematoda te izgledu uginulih
gusjenica malog voskovog moljca, pretpostavljamo da je takoder iz roda Oscheius (Slika
11).

Tablica 3. Morfoloske osobine 1 utvrdene vrste entomopatogenih nematoda

Izolat br. Stadij Duzina tijela Sirina tijela Vrsta
(um) (um)
1 Li¢inka 624 33 Oscheius tipulae
2 Li¢inka 558 29 Oscheius sp.
3 Li¢inka 572 30 Neidentificirano
4 Li¢inka 590 31 Oscheius sp.
. N : ‘ \ t’ / ‘\‘.
&= ) e | h S L |
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Slika 11. Gusjenice malog voskovog moljca na White trap - zaraZene s

nematodama utvrdenim u pokusu

(snimila: Kelemen, B., 2016.)
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Nematode iz roda Oscheius poznate su kao entomofilne nematode. Smatraju se
razlaga¢ima organske tvari, odnosno strvinarima. Biologija i ekologija Oscheius vrsta vrlo
malo je istraZzena (Dillman 1 sur., 2012.). Tek za nekoliko vrsta iz ovog roda je potvrdeno
da su patogene za kukce (Sudhaus, 1993.). One sadrze razliCite rodove simbiotskih
bakterija, a najces¢e iz roda Serratia. Torres-Barragan i sur. (2011.) su utvrdili da su
toksini nekih vrsta bakterija iz ovog roda entomopatogeni. Isti autori navode da nematode
iz roda Oscheius takoder imaju stadij DL, odnosno kada li¢inke tre¢eg stadija zadrze
kutikulu iz drugog stadija razvoja, te im je usni i analni otvor zatvoren. Takoder, dokazali
su da ove nematode mogu penetrirati unutar kukca. Pronasli su toksine simbiotske
bakterije iz nematode u hemolimfi uginulog kukca. Za razliku od entomopatogenih
nematoda koje nose Xenorhabdus ili Photorhabdus bakterije u svojim crijevima,
entomopatogene bakterije kod Oscheius vrsta se ¢esto nalaze na povrSini tijela. Ovo je
posebitost entomopatogenih nematoda i jo$ nekih vrsta slobodnozivu¢ih nematoda. U
ovom istrazivanju, vrsta O. tipulae je bila patogena za gusjenice malog voskovog moljca,
pa se moze zaklju¢iti da nije samo entomofilna nego ju treba svrstati u grupu

entomopatogenih nematoda. Sli¢ne zakljucke objavili su i Dillman i sur. (2012.).

Iz jednog uzorka tla utvrdene su grinje iz skupine Oribatida. Skupina Oribatida sadrzi do
sada poznatih oko 10 000 vrsta, a pretpostavlja se da veliki broj vrsta nije opisan, te da bi
ova skupina mogla sadrzavati vise od 100 000 vrsta (Schatz, 2002.). Najveci broj vrsta iz

ove skupine se smatra razlaga¢ima organske tvari.
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3.3. Interakcija entomopatogenih nematoda i grinja

U grafikonu 1 je prikazana dinamika ishrane grinja s nematodama. U svakom uzorku je
bilo 130 nematoda iz roda Oscheius, ¢ija se brojnost dva dana nakon postavljanja pokusa
nije smanjila. Broj entomopatogenih nematoda se pocelo smanjivati Cetiri dana nakon
postavljanja pokusa, a najmanji broj nematoda je utvrden na kraju pokusa. Broj grinja se

nije smanjivao tijekom pokusa, tek zadnji dan je uocena mala razlika u njihovom broju.
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Grafikon 1. Dinamika ishrane grinja s nematodama Oscheius sp.
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U grafikonu 2 je prikazana dinamika ishrane grinja s nematodama H. bacteriophora. Dva
dana nakon postavljanja pokusa su ve¢ uocene razlike u brojnosti entomopatogenih
nematoda. Njihova brojnost se postepeno smanjivala tijekom pokusa. Broj grinja se

smanjio tek zadnji dan pokusa.
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120 \\
100 \

(o]
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o

20

Brojnost entomopatogenih nematoda i
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Grafikon 2. Dinamika ishrane grinja s nematodama H. bacteriophora

U tablici 4 su prikazani osnovni statisticki parametri za entomopatogene nematode.
Maksimalan broj li¢inki na pocetku pokusa H. bacteriophora i Oscheius sp. je bio 130, a
nakon pokusa utvrdeno je prosjecno 103,41 li¢inka H. bacteriophora te 98,83 licinke
Oscheius sp. Minimalan broj nematoda tijekom pokusa je kod H. bacteriophora bio 34
licinke, odnosno 26 li¢inki Oscheius sp. Nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike izmedu

srednjih vrijednosti vrsta entomopatogenih nematoda.

Tablica 4. Deskriptivni statisticki parametri za entomopatogene nematode

N X SD + CcVv Min Max
H. bacteriophora 24 103,41 a 25,68 24,83 34,00 130,00
Oscheius sp. 24 98,83 a 38,16 38,61 26,00 130,00
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Deskriptivni statisticki parametri za grinje prikazani su u tablici 5. Brojnost grinja nije se

znacajno razlikovala izmedu tretmana, odnosno nije zavisila o vrsti entomopatogenih

nematoda. Ovi rezultati ukazuju da niti jedna vrsta nematoda nije imala utjecaj na brojnost

grinja tijekom 14 dana pokusa.

Tablica 5. Deskriptivni statisticki parametri za grinje

Tretman N X SD + Ccv Min Max
H. bacteriophora 24 991a 0,41 4,11 8,00 10,00

Grinje
Oscheius sp. 24 9,83 a 0,56 5,74 8,00 10,00

U tablici 6 je vidljivo da nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u brojnosti grinja u oba

tretmana usporedujuci datume pregleda. Tek posljednji dan pregleda utvrdeno je manji broj

grinja u odnosu na prvi dan pokusa u nekoliko petrijevki, $to je u konaénici utjecalo na

manju prosjecnu brojnost grinja posljednjeg dana pregleda.

Tablica 6. Prosje¢na brojnost grinja ovisno o periodu interakcije s entomopatogenim

nematodama

Grinje
Datum pregleda

Oscheius sp. H. bacteriophora
28.11.2016. 10a 10a
30.11.2016. 10a 10a
02.12.2016. 10a 10a
05.12.2016. 10a 10a
07.12.2016. 10a 10a
09.12.2016. 9,00 a 9,50a

Vrijednosti u stupcu oznacene razlicitim slovima statisticki se znacajno razlikuju (P<0,05)
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U tablici 7 je prikazana analiza varijance te test znacajnosti izmedu srednjih vrijednosti
entomopatogenih nematoda. Nije utvrden statisticki znacajan utjecaj datuma pregleda na
brojnost H. bacteriophora izlozenih grinjama. Iako se vidi trend pada brojnosti nematoda
tijekom inkubacijskog perioda, odnosno da su se grinje hranile s nematodama. Utvrdena je
statisticki najmanja brojnost Oscheius sp. zadnji dan pregleda u odnosu na prvi dan
pokusa, kada je utvrdeno prosje¢no 51,50 li¢inki. Takoder, kao i kod H. bacteriophora
vidljiv je trend pada brojnosti Oscheius sp., ali su grinje pokazale veci afinitet za ishranu

na nematodama iz roda Oscheius sp. (Slika 12).

Tablica 7. Prosje¢na brojnost entomopatogenih nematoda ovisno o periodu izloZenosti

grinjama
Datum pregleda Oscheius sp. H. bacteriophora
28.11.2016. 130,00 a 128,25 a
30.11.2016. 117,50 ab 116,50 a
02.12.2016. 106,75 ab 107,25 a
05.12.2016. 105,00 ab 99,50 a
07.12.2016. 82,25 ab 88,75a
09.12.2016. 51,50 b 80,25 a

Vrijednosti u stupcu oznacene razli¢itim slovima statisti¢ki se znacajno razlikuju (P<0,05)
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Slika 12. Grinje i entomopatogene nematode. u pokusu interakcije

(snimila: Maji¢, 1., 2016.)
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4. ZAKLJUCAK

Entomopatogene nematode i grinje su mikroskopski organizmi koji se nalaze u svim
agroekosustavima 1 svim tipovima tla. Ti mikroskopski organizmi nam omogucavaju
smanjenje koriStenja kemijskih sredstava u borbi protiv Stetnih zemljisSnih kukaca.
Intenzivnim koristenjem pesticida 1 ostalim antropogenim utjecajem je naruSena

bioraznolikost faune tla.

Od sedam uzoraka koji su uzeti za pokus, iz Cetiri uzorka smo uspjeli izdvojiti nematode, a
iz jednog uzorka grinje. Utvrdene su nematode Oscheius sp. i O. tipulae te grinje iz

skupine Oribatida.

Vidljiv je trend pada brojnosti entomopatogenih nematoda nakon njihove izloZenosti
grinjama iz skupine Oribatidae. Iz rezultata pokusa se moze zakljuciti da grinje iz skupine
Oribatida pokazuju veci afinitet prema Oscheius sp. u odnosu na H. bacteriophora, jer se

njihova brojnost znacajno smanjila tijekom pokusa.

Utvrdena je statisticki zna¢ajna razlika u brojnosti Oscheius sp. zadnjeg dana u odnosu na
prvi dan pokusa. Utvrdeno je oko 39% prezivjelih li¢inki Oscheius sp., dok je oko 62%
licinki H. bacteriophora prezivjelo nakon izloZenosti grinjama iz skupine Oribatida.
Rezultati ukazuju da postoji negativna interakacija izmedu entomopatogenih nematoda 1
grinja iz skupine Oribatida u tlu. Grinje koristene u ovom pokusu su dokazale da su

nematofagne.

S obzirom da su se grinje hranile na nematodama, te smanjile njihovu brojnost, u
poljoprivrednoj proizvodnji mogu smanjiti uéinkovitost primjene entomopatogenih
nematoda kao bioloSke mjere suzbijanja Stetnih kukaca. Stoga je vazno pratiti populaciju

nematofagnih grinju u tlu.
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