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1. UVOD

Kukei u poljoprivredi mogu biti Stetni i1 korisni ovisno o kojim vrstama kukaca je rijec.
Korisni kukei su prirodni neprijatelji poljoprivrednih Stetnika, doprinose razgradnji organske

tvari, opraSuju biljke i imaju znac¢ajnu ulogu u o€uvanju ekosustava i dr.

Koristenje kemijskih insekticida preventivno 1 kurativno klju¢no je za zaStitu usjeva jer
pruzaju brzu i vidljivu u€inkovitost u suzbijanju Stetnika. S druge strane kemijski insekticidi
su opasni jer se ispiru u podzemne vode, mogu nastetiti korisnim kukcima i Zivotinjama, a
mogu nastetiti 1 ljudima u sluc¢aju konzumiranja hrane s ostacima pesticida. LoS utjecaj
kemijskih insekticida na okolis, ljude i Zivotinje je pokrenuo pojavu i razvijanje integrirane
zaStite bilja. Integrirana zastita bilja (IPM — Integrated Pest Managment) kombinira razliCite
metode zastite bilja i obrade tla kako bi se $to je viSe moguce smanjila upotreba kemijskih
sredstava. Glavni cilj upotrebe integrirane zastite bilja u poljoprivredi je odrzavanje Stetnika
ispod ekonomski Stetnog praga, a da se pritom koriste prirodni neprijatelji Stetnika, bioloski
preparati, mehanicke metode, a tek kao posljednje sredstvo selektivni kemijski preparati.
Zbog toksicnosti kemijskih insekticida i sposobnosti kukaca da razviju rezistentnost, javlja
se problem nedostatka ucinkovitosti sredstava za zastitu bilja koja pritom ne ugrozavaju

okolis 1 zdravlje ljudi.

Uvodenjem Zakona o odrzivoj uporabi pesticida pokusava se kontrolirati nac¢in 1 koli¢ina
koriStenja. Poljoprivrednici koji koriste pesticide u profesionalne svrhe moraju ispuniti
odredene uvijete, ukljuujuci obaveznu izobrazbu, vodenje detaljne evidencije o koriStenju
pesticida 1 koriStenje elektronicke vjerodajnice. Glavni je cilj Zakona ocuvanje
bioraznolikosti te zaStita zdravlja zivotinja 1 ljudi. Takoder tezi smanjiti rizike od negativnih
ucinaka uporabe pesticida 1 potaknuti koriStenje alternativnih i nekemijskih mjera zastite

bilja za suzbijanje Stetnih organizama.

Kako je ve¢ navedeno zbog zastite okolisa, ljudi i Zivotinja, Zivotne sredine dolazi do potrebe
za razvojem bioloskih insekticida. Bioloski insekticidi spadaju u grupu nekemijskih metoda,
te se koriste za suzbijanje Stetnih organizama. Borba protiv Stetnih kukaca uz pomo¢
bioloskih mjera zastite biljaka temelji se na koristenju prirodnih neprijatelja, beskraljeznjaka

1 mikroorganizama (Fori¢ i sur., 2018.).

Cilj je ovoga rada je utvrditi prisutnost prirodnih populacija entomopatogenih nematoda i

gljiva u tlima u mediteranskom dijelu Republike Hrvatske.



1.1. Entomopatogeni organizmi

Entomopatogeni organizmi imaju vaznu ulogu u bioloskoj kontroli Stetnih kukaca.
Entomopatogeni organizmi su nematode, gljive, bakterije 1 virusi. Ovi organizmi imaju
klju¢nu ulogu u odrzavanju ekoloske ravnoteze u prirodnim i poljoprivrednim sustavima. U
Hrvatskoj je prisutan velik broj entomopatogenih organizama od kojih su neki istrazeni i
zabiljezeni u prethodno objavljenim znanstvenim radovima te zavr$nim i diplomskim
radovima (Maji¢ 1 sur., 2018.; Maji¢ i sur., 2018.; Maji¢ i sur., 2029.; Matek i sur, 2021.;
Kovac i sur, 2020.; Kovac i sur., 2021.; Kovac i sur., 2021.; Kelemen 1 sur., 2019.; Baric¢ i
Paja¢ Zivkovié¢, 2020.; Forié i sur, 2018.). Znanstvena istraZivanja provodila su se u
razli¢itim dijelovima Hrvatske u poljoprivrednim i Sumskim ekosustavima, a identificirane
vrste pruzaju temelj za daljnje istraZzivanje 1 primjenu ovih organizama u bioloSkom
suzbijanju poljoprivrednih Stetnika. Neki od najvaznijih i najrasirenijih entomopatogenih
organizama jesu: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae, virus poliedrije, virus

granuloze, Bacillus thuringiensis 1 mnogi drugi (Majeti¢ i sur., 2017.).

1.2. Entomopatogene nematode

Najces¢a koriStena dva roda entomopatogenih nematoda su Stenernema (Slika 1.) 1
Heterohabditis (Slika 2.). Zive u tlu i aktivno traze domaéine koje inficiraju bakterijama iz
rodova Xenorhabdus (simbioza s nematodama roda Steinernema) i Photorhabdus (simbioza
s nematodama roda Hterorhabditis). Navedene bakterije i nematode Zive u simbiozi, pri
¢emu nematode bakterijama omogucuju pristup unutrasnjosti kukaca, a bakterije

nematodama omogucuju hranjive tvari za rasti i razvoj unutar kukca (Njezi¢, 2016).

U tijelo kukca nematode ulaze direktno kroz kutikulu ili kroz prirodne otvore (usta, anus 1
spirakule). Ulaskom entomopatogene nematode u tijelo domacina pocinju se oslobadati
simbiotske bakterije koje uzrokuju smrt kukca uzrokujuci septikemiju (Maji¢ i sur., 2018.).
Nakon §to dode do smrti domacina, nematode se razmnozavaju u uginulom kukcu. Nove
generacije nematoda, najcesce li¢inke tre¢eg stadija, koje se nazivaju infektivne li¢inke,

izlaze iz uginulog kukca u okolno tlo u potrazi za novim domacinom kukcem.

Istrazivanjem u kontroliranim laboratorijskim uvjetima, nematode su pokazale vrlo visoku
ucinkovitost, ali na zalost u poljskim uvjetima njihova ucinkovitost moze biti smanjena zbog
utjecaja okoliSnih faktora kao Sto su vlaga i temperatura (Njezi¢, 2016.). Na trziStu su

dostupne komercijalne formulacije entomopatogenih nematoda koje se mogu koristiti za



suzbijanje raznih vrsta Stetnika, kao na primjer klisnjaka u povréu. Takoder, entomopatogene
nematode se mogu kombinirati s odredenim kemijskim pesticidima, ali pri tome je vazno
odabrati ona kemijska sredstva koja nece imati negativan ucinak na nematode.
Entomopatogene nematode su otporne na veliki broj kemijskih pesticida (Vale, 2019.,

Laznik i sur, 2017) .

Imaju minimalan utjecaj na neciljane organizme Sto ih €ini ekoloski prihvatljivim izborom
za suzbijanje Stetnika. Smatraju se sigurnim sredstvom za korisne organizme, ljude 1
zivotinje. Takoder, doprinose poboljsanju tla poveéavajuéi mikrobiolosku aktivnost i
plodnost, ¢ime poticu odrZivu poljoprivredu 1 dugoro¢nu produktivnost tla (Njezi¢, 2016.).
Prednost koriStenja entomopatogenih nematoda u sredstvima za zaStitu bilja je njihova
jednostavna primjena. Osim toga, u veéini zemalja sredstva koja sadrZze entomopatogene

nematode ne zahtijevaju registraciju, Sto olaksava njihovu upotrebu u poljoprivredi.

Slika 1. Entomopatogena nematoda iz roda Steinernema

(Izvor: https://www.evergreengrowers.com/millenium-group-carpo.html )



https://www.evergreengrowers.com/millenium-group-carpo.html

Slika 2. Entomopatogena nematoda iz roda Heterorhabditis

(Izvor: https://www.biopol.nl/heterorhabditis-bacteriophora-en )

1.3. Enomopatogene gljive

Uz entomopatogene bakterije, entomopatogene gljive najéesce su koristeni mikroorganizmi
za biolosko suzbijanje §tetnih kukaca (Simi¢ i Bazok, 2019.). Neke od najvaznijih vrsta
entomopatogenih gljiva za poljoprivrednu proizvodnju pripadaju rodovima: Beauveria,

Verticillium, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces 1 Hirsutella.

Entomopatogene gljive u prirodi javljaju se u obliku spora, a kukci se mogu zaraziti dolazeci
u kontakt s njima na razli¢itim podlogama, poput povrsine biljaka, tla, zraka, ili ¢ak tijela
uginulih insekata. Infektivne spore gljiva zaraze kukca ulaze¢i u njegovo tijelo kroz kutikulu.
Entomopatogene gljive nastanjuju se unutar tijela kukca kako bi si osigurale hranjive tvari
neophodne za svoj rast, razvoj i razmnozavanje, koriste¢i pritom tlak i enzimske procese za

razgradnju tkiva.

Cesto entomopatogene gljive proizvode i toksine koji ubrzavaju uginuée kukca, a nakon

smrti kukca iz njegovog skeleta izraste entomopatogena gljiva. (Omkar, 2016.) (Slika 3.).


https://www.biopol.nl/heterorhabditis-bacteriophora-en

Slika 3. Bijeli micelij Beauveria bassiana razvijen na uginulom kukcu

(Izvor: Petrovié, N., 2023.)

Za razvoj entomopatogenih gljiva klju¢ne su optimalne temperature, koje variraju ovisno o
vrsti gljive, kao 1 visoka vlaznost zraka. Osim toga, vazni faktori ukljucuju pH vrijednost tla,
vlaznost tla te postotak i sastav organskih tvari u tlu. Tijekom evolucije, entomopatogene
gljive su razvile specijalizirane mehanizme biokemijske razgradnje kukaca, stoga
razlikujemo tri tipa entomopatogenih gljiva ovisno o nacinu ishrane. Postoje
entomopatogene gljive koje isklju€ivo uzimaju hranjive tvari iz Zivih stanica poznate kao
biotrofi, zatim gljive koje se hrane samo tkivima uginulih kukaca nazivamo nektrofi, a
entomopatogene gljive koje se hrane 1 iz Zivih stanica 1 sa uginulih kukaca nazivamo ih

hemibiotrofi.

Entomopatogene gljive izuzetno su vazne za proizvodnju bioloskih sredstava za suzbijanje
Stetnika jer ih je lako proizvesti u velikim koli¢ina, a i cijena proizvodnje je ekonomski

isplativa.

Danas su komercijalne formulacije s raznim vrstama entomopatogenih gljiva dostupne

poljoprivrednicima gotovo u cijelom svijetu. Industrijska proizvodnja bioloskih insekticida



s entomopatogenim gljivama koristi biljne materijale kao medij. Primjerice, proso se koristi
kao medij zbog svoje sposobnosti pruzanja hranjive tvari gljivama u tlu, ¢ak i kada nema
prisutnih domacina za gljivu (Gouli 1 sur., 2008.). Dokazano je da supstrat na kojem je
uzgajana gljiva moze utjecati na temperaturnu toleranciju konidija. U proizvodnji

entomopatogenih gljiva, naj€esce se koristi formulacija mocivo prasivo (WP).

Bioloske insekticide na bazi entomopatogenih gljiva moguce je mijesati s kemijskim
insekticidima, no vazno je osigurati da kemijski insekticid ne S$teti gljivama 1 da pH
vrijednost smjese bude u skladu s zahtjevima specificnim za vrstu entomopatogene gljive

prisutne u preparatu. (de Prado Ribeiro i sur., 2023.)

1.4. Entomopatogene bakterije

Bakterijska mikroflora kukaca je vezana za njihov probavni sustav i bogata je razliitim
vrstama bakterija, iako samo nekoliko njih ima patogeni ucinak na kukca domacina.
Bakterije u probavnom sustavu kukaca nisu u potpunosti istraZzene, najveci naglasak stavlja

se na njihov potencijal za suzbijanje poljoprivrednih StetoCina i prijenosnika bolesti.

Entomopatogene bakterije ulaze u tijelo kukca kroz rane na ekzoskeletu ili, ¢eS¢e, kroz
peritroficnu membranu crijeva. Neke gram-negativne bakterije iz porodice
Enterobacteriaceae prepoznate su kao patogeni za kukce. Vrsta Serratia je najceSce
povezana s bolestima kukaca, a Serratia entomophilia se na Novom Zelandu koristila za

kontroliranje Costelytra zealandica (Grimont i Grimont, 2006.).

Premda se gram- negativne bakterije mogu koristiti za kontrolu Stetnih kukaca pokazalo se
da su gram pozitivne bakterije ucinkovitije. Medu ovim bakterijama, patogenost se gotovo
uvijek javlja kod onih koje formiraju endospore. To ukljucuje bakterije iz rodova Bacillus 1

Clostridium.

Entomopatogene bakterije, za razliku od tradicionalnih pesticida, usmjereni su na podrucja
gdje je veca vjerojatnost pojave rezistentnih kukaca (Ruiu, 2015.). Iako entomopatogene
bakterije mogu biti ucinkovite same po sebi u kontroli Stetnika, postizu bolji ucinak

koriStenjem u kombinaciji s insekticidima.

Preparati za biolosku kontrolu koji sadrze entomopatogene bakterije smatraju se sigurnijima
za rukovanje 1 ljudsko zdravlje u usporedbi s kemijskim pesticidima. Najveca koli¢ina

bakterijskih insekticida proizvodise na bazi Bacillus thuringensis (Slika 4.). Preparati koji



sadrze navedenu bakteriju vrlo su ucinkoviti zbog bakterijske proizvodnje kristala koji su

toksiéni za kukce.

Slika 4. Entomopatogena bakterija Bacillus thuringensis pod mikroskopom
(Izvor: https://u.osu.edu/cmifsud7588/2019/05/18/bacillus-thuringiensis/ )

Bioloski pesticidi na bazi bakterija moraju se primjenjivati viSekratno i ucestalo kako bi
njihova ucinkovitost bila zadovoljavajua. Premda preparati s entomopatogenim
bakterijama pokazuju dobru u¢inkovitost u laboratorijskim uvjetima, u prirodi situacija cesto
nije idealna. Bakterije, zbog kratkog Zivotnog vijeka izvan tijela domaéina, nisu uvijek

optimalan entomopatogeni organizam za suzbijanje Stetnika na terenu.

1.5. Entomopatogeni virusi

U prirodi je velik broj entomopatogenih virusa identificiran i prijavljen za razlicite skupine
kukaca 1 nekih ¢lankonoZaca. Entomopatogeni virusi su obvezni intracelularni paraziti s
DNA ili RNA molekulom koja je kapsulirana u proteinski omota¢ poznat kao kapsida za
formiranje viriona i nukleokapsida. Navedeni virusi su izvrsni za primjenu u bioloSkoj

kontroli jer su vrlo specifi¢ni u prirodi i nisu opasni ni za ljude ni za neciljane vrste.

Od entomopatogenih virusa najpoznatiji su bakulovirusi (Slika 5.). Poznati su po svojoj
slozenosti u pogledu forme, funkcionalnosti, razlicitosti, veliine, organizacije i genskog
sadrzaja svog genoma. Smatra se da se viSe od 700 vrsta kukaca moze prirodno zaraziti
bakulovirusima, od kojih je 90% izdvojeno iz porodice Lepidoptera (Sosa-Gomez i sur.,

2020.).


https://u.osu.edu/cmifsud7588/2019/05/18/bacillus-thuringiensis/

Do zaraze kukca najcesée dolazi unoSenjem prethodno kontaminirane hrane. Kada
entomopatogeni virus djelomi¢no ude u stanicu njegova nukleinska kiselina preuzima
kontrolu nad metabolickim sustavom domacina duplicirajuci se sve dok stanica ne umre. Tri
porodice virusa specificnih za kukce domacine (Baculoviridae, Polydnaviridae 1
Ascoviridae) ne samo da su izuzetno specificne za svoje domacine, ve¢ nisu patogene za

korisne kukce niti za druge neciljane organizme (Deka i sur., 2021.).

Preparati koji sadrZze entomopatogene viruse djeluju puno brze 1 bolje o kemijskih preparata

jer napadaju samo ciljanog Stetnika, a ne sve kukce na polju.

Slika 5. Bakulovirus

(Izvor: https://www.sciencephoto.com/media/710835/view/tem-of-baculovirus )

1.6. Entomopatogeni organizmi u Republici Hrvatskoj

U entomopatogene organizme prisutne u Hrvatskoj spadaju prirodne populacije

entomopatogenih nematoda i gljiva u tlu.

Clanak Maji¢ i sur. (2018.) opisuje prvi nalaz entomopatogenih nematoda iz porodice
Steinernematidae u Hrvatskoj. Tlo je uzorkovano s razli¢itih lokacija u kontinentalnom
dijelu Hrvatske, te je izdvojena vrsta Steinernema feltiae iz tla. Pronalazenje
entomopatogenih nematoda u Hrvatskoj omogucuju njihovu primjenu u bioloSkom

suzbijanju Stetnika u poljoprivredi.

Majetic¢ 1 sur. (2017.) su utvrdili prisutnost entomopatogenih nematoda Steinernema feltiae 1
Heterorhabditis bacteriophora u tlima u razli¢itim dijelovima Hrvatske, kao i prisutnost

entomopatogene gljive Beauveria bassiana. Tijekom istraZivanja autori su zakljucili da se


https://www.sciencephoto.com/media/710835/view/tem-of-baculovirus

pronadeni entomopatogeni organizmi mogu koristiti za suzbijanje Stetnike bez koriStenja

kemijskih sredstava.

Na trziStu u Hrvatskoj su dostupne entomopatogene nematode rodova: Steinernema 1
Heterehabditis, a dostupne su i entomopatogene gljive Beauveria bassiana i Metarhizium
anisopliae. Entomopatogene nematode se najcesSce koriste za suzbijanje li¢inki kukaca, a
mogu se prona¢i u komercijalnim preparatima. Kao bioloski insekticidi se koriste
entomopatogene gljive koje su poznate po ucinkovitosti u borbi protiv lisnih usi, gusjenica i

skakavaca.

Entomopatogeni organizmi predstavljaju vazan dio biolosSke zaStite bilja u Hrvatskoj,
posebice u mediteranskom i1 kontinentalnom dijelu zemlje. Iako je njihova prirodna
prisutnost u tlu potvrdena u brojnim istrazivanjima, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi
se optimizirala njihova primjena u suzbijanju razli¢itih Stetnika. Komercijalno dostupni
preparati na bazi entomopatogenih nematoda 1 gljiva ve¢ se koriste u razliitim

poljoprivrednim sektorima te su zamjena kemijskim insekticidima.



2. MATERIJALI I METODE

Na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek u laboratoriju za entomologiju i nematologiju
provedeno je istrazivanje s ciljem utvrdivanja prisutnosti entomopatogenih gljiva 1
entomopatogenih nematoda u tlu iz maslinika. Za izdvajanje entomopatogenih nematoda i
gljiva iz uzoraka tla koristena je insect bait metoda.. U ovoj metodi za kukca mamca

koriStene su gusjenice velikog voskovog moljca (Galleria mellonella L.) (Slika 6.).

Slika 6. Gusjenica Galleria mellonella L.
(Izvor: Petrovi¢, N., 2023.)

Uzorci tla iz maslinika uzeti su tijekom rujna i listopada 2023. godine sa 16 lokaliteta: Vrana,
Sikovo, Punat, Korni¢, Krk, Groznjan, Zavrsje, Karojba, Rovinj, Sveti Lovre¢ Pazenaticki,
Pore¢, Stomorska, Donje Selo, Zrnovnica, Blato na Cetini i Srinjine. Izdvajanje

entomopatogena je zapocelo 8. studenog 2023. godine.

Uzorkovanje tla provedeno je nasumi¢nom metodom, pri ¢emu je sa viSe mjesta u svakom
masliniku prikupljeno ukupno 1 kg uzorka tla, iz kojeg se su se kasnijom obradom tla nacinili
poduzorci. Do postavljanja pokusa uzorci tla ¢uvani su u hladnjaku na temperaturi od 6,9 °C

1 uz vlaznost zraka od 65 %.

Zadnji stadiji razvoja gusjenica velikog voskovog moljca (Galleria mellonella L.) koristene
u istrazivanju izdvojene su iz laboratorijskog uzgoja. Gusjenice su uzgajane u laboratoriju
na sobnoj temperaturi i hranjene hranom prilagodenom njihovim potrebama (Smith i Jones,
2010.). Za potrebe istrazivanja, gusjenice ranijih stadija razvoja su izdvojene i1 uzgajane u

posebnoj kutiji neposredno prije postavljanja pokusa, kako bi se umanjio njihov stres.
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Prije postavljanja pokusa, uzorci tla pripremljeni su stavljanjem u plasti¢ne vrecice 1
ostavljanjem na sobnoj temperaturi kako bi se tlo prilagodilo okolnim uvjetima, te potaknula
aktivnost entomopatogena. Osim pripreme tla, pripremljene su i plasticne kivete, s
probusenim sitnim rupicama. Kako bi gusjenice mogle disati i omogucile entomopatogenim
organizmima da dopru do gusjenica velikog voskovog moljca. Gusjenice su postavljene u

plasti¢ne kivete, potom u uzorak tla. (Slika 7.).

Slika 7. Gusjenice velikog voskovog moljca u kivetama spremne za umetanje u uzorke tla

(Izvor: Petrovié, N., 2023.)

Postavljanje pokusa izvedeno je tako S§to su uzorci tla stavljeni u kartonske kutije s
poklopcima, a zatim je u svaki uzorak tla dodano pet kiveta s gusjenicama velikog voskovog
moljca. Svaki uzorak je imao tri poduzorka, odnosno tri ponavljanja. Tlo je navlazeno
destiliranom vodom pomocu boce sa Strcaljkom. Nakon postavljanja pokusa, kutije su
zatvorene i ostavljene na sobnoj temperaturi (Slika 8.). Zdravstveno stanje gusjenica velikog

voskovog moljca praceno je svaki drugi dan u razdoblju od 8. do 20. studenog 2023. godine.
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Slika 8. Izgled postavljenog pokusa

(Izvor: Petrovié, N., 2023.)

Uginule gusjenice velikog voskovog moljca stavljane su na white trap kako bi se
identificirao entomopatogeni organizam koji je izazvao njihovu smrt. White trap metoda
postavlja se tako da se manja Petrijeva zdjelica stavi unutar veée Petrijeve zdjelice, s
otvorom manje zdjelice okrenutim prema dolje. Na manju Petrijevu zdjelicu stavlja se filter
papir dovoljno velik da dodiruje dno vece Petrijeve zdjelice, a zatim se sipa destilirana voda

tek toliko da prekrije dno vecée zdjelice.

Uginule gusjenice stavljaju se na filter papir, nakon ¢ega se veca Petrijeva zdjelica pokrije
svojim poklopcem, a dodatno se ¢uvaju u mraku kako bi se entomopatogeni organizmi mogli
bolje razviti. Stanje uginulih gusjenica praceno je tijekom sljedecih deset dana kako bi se

utvrdilo koji entomopatogeni organizam ¢e se razviti.

Kako bi se uspjesno identificirali entomopatogeni organizmi u uzorcima tla, stanje uginulih
gusjenica velikog voskovog moljca praceno je mikroskopom. Svaki drugi dan white trap je

pregledan kako bi se utvrdila prisutnost entomopatogenih nematoda, dok je izgled tijela
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gusjenice pra¢en pod mikroskopom kako bi se uocila prisutnost entomopatogenih nematoda

i/ili razvoj micelija gljiva (Slika 9.).

Kako bi se utvrdila prisutnosti gljive na uginuloj gusjenici u sterilnom okruzenju, pomocu
mikrobioloske uSice, uzet je uzorak gljive s tijela gusjenice i prebacen u Petrijevu zdjelicu s
PDA podlogom. Petrijeva zdjelica s PDA podlogom zatvorena je parafilmom kako bi se
sprijecila kontaminacija i razvoj drugih mikroorganizama. PDA podloga s nacijepljenom
gljivom ostavljena je deset dana na sobnoj temperaturi dok se gljiva potpuno razvila, nakon

cega je prebacena u hladnjak na 4 °C kako bi se o¢uvala duzi period.

Slika 9. Galleria mellonella L. prekrivena micelijom entomopatogene gljive
(Izvor: Petrovié, N., 2023.)

Izdvojene entomopatogene nematode prikupljene su u vodi, sterilizirane pomocéu 5 %
varikine i ¢uvane u plastiénim posudama za razvoj kultura, u otopini M9 do pregleda pod

mikroskopom.

U svim poduzorcima pracen je mortalitet gusjenica, te su zabiljeZene morfoloske promjene

na kukcu. Iz literature je poznato, da entomopatogene nematode 1 gljive uzrokuju projmenu

13



boje u kutikuli kukca (od tamije bez do ciglasto crvene i crne boje). Uginule gusjenice u

uzorcima tla su zamjenjene s novim gusjenicama do kraja pokusa.

Entomopatogene gljive identificirane su molekularnim metodama pri ¢emu je utvrdena ITS
i TEF regija gljive i usporedena sa slicnim podacima iz NCBI baze. Identifikacija gljive je
obavljena u laboratoriju za molekularnu mikologiju, fitopatologiju 1 entomologiju

Politechnika Bydgoska, Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii u Poljsko;j.
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3. REZULTATI I RASPRAVA

Tablica 1. prikazuje da je dva dana nakon postavljanja pokusa jedino u uzorku tla s lokaliteta

Punat pronadena jedna uginula gusjenica velikog voskovog moljca. Gusjenica je, kao $to je

navedeno u tablici, promijenila boju u crnu. Nakon primjene White trap metode, na gusjenici

nije utvrdeno prisustvo entomopatogenih organizama. Na ostalim lokalitetima, gdje su

primije¢ene odredene promjene, jedino su uocene paucinaste prevlake oko gusjenica, Sto

upucuje da su se gusjenice zakukuljile. Nakon zavrSetka pregleda svih gusjenica sa svih

lokaliteta, uginula gusjenica zamijenjena je novom zivom gusjenicom kako bi se moglo

nastaviti pratiti aktivnost entomopatogenih organizama u tlu.

Tablica 1. Srednje vrijednosti mortaliteta i patomorfoloSke promjene gusjenica velikog

voskovog moljca — drugi dan nakon postavljanja pokusa

Lokalitet Mortalitet PatomorfoloSke promjene na gusjenicama
Vrana 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Sikovo 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Punat 1 Uginula gusjenica je pocrnila i jo§ dvije gusjenice su se zakukuljilo
Korni¢, otok Krk 0 Tri od pet gusjenica su se zakukuljile
Krk, otok Krk 0 Tri gusjenice su se zakukuljile
Groznjan 0 Dvije gusjenice su se zakukuljile
Zavrsje 0 Tri gusjenice su se zakukuljile
Karojba 0 Cetiri gusjenice su se zakukuljile
Rovinj 0 Tri gusjenice su se zakukuljile
Sveti Lovre¢ 0 Dvije gusjenice su se zakukuljile
Pazenaticki
Porec 11 0 Tri gusjenice su se zakukuljile
Stomorska, otok Solta 0 Tri gusjenice su se zakukuljile
Donje Selo, Solta 0 Dvije gusjenice su se zakukuljile
Zrmovnica 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Blato na Cetini 0 Dvije gusjenice su se zakukuljile
Srinjine 0 Svih pet gusjenica se zakukuljilo
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Rezultati pokusa Cetiri dana nakon postavljanja prikazani su u Tablici 2. Kontrolom je jedina
uginula gusjenica pronadena je u uzorku tla iz Donjeg Sela na otoku Solti. Gusjenica je, kao
iona iz Tablice 1, promijenila boju u crnu. Daljnjom analizom i pra¢enjem pod mikroskopom
na gusjenici nisu otkriveni entomopatogeni organizmi. U uzorku tla s lokacije Porec II,
kontrolom pokusa utvrdeno je da je iz jedne kivete gusjenica voskovog moljca iza$la, pri
¢emu se zakljucilo da je gusjenica smanjena i uspjela iza¢i kroz malo veéu rupicu za zrak.

Takoder su se neke gusjenice smanjile, Sto moze biti posljedica nedostatka hrane u tlu.

Tablica 2. Srednje vrijednosti mortaliteta i patomorfoloSke promjene gusjenica velikog

voskovog moljca — ¢etvrti dan nakon postavljanja pokusa

Lokalitet Mortalitet PatomorfoloSke promjene na gusjenicama
Vrana 0 Nije bilo nikakvih promjena na gusjenicama
Sikovo 0 Nije bilo nikakvih promjena na gusjenicama
Punat 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Korni¢, otok Krk 0 Jedna gusjenica se smanjila
Krk, otok Krk 0 Jedna gusjenica se smanjila
Groznjan 0 Nije bilo nikakvih promjena na gusjenicama
Zavrsje 0 Nije bilo nikakvih promjena na gusjenicama
Karojba 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Rovinj 0 Jedna gusjenica se zakukuljila i jedna gusjenica se smanjila
Sveti Lovre¢ Pazenaticki 0 Nije bilo nikakvih promjena na gusjenicama
Pore¢ 11 0 Jedna gusjenica je izasla iz kivete, a jedna se zakukuljila
Stomorska, otok Solta 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Donje Selo, Solta 1 Uginula gusjenica je pocrnila
Zrmovnica 0 Nije bilo nikakvih promjena na gusjenicama
Blato na Cetini 0 Nije bilo nikakvih promjena na gusjenicama
Srinjine 0 Nije bilo nikakvih promjena na gusjenicama
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Tablica 3. prikazuje rezultate pokusa Sesti dan nakon postavljanja. Tijekom ove kontrole
primijeéeno je da se znacajan broj gusjenica smanjio, §to moze biti posljedica djelovanja
entomopatogenih organizama iz tla ili nedostatka hranjivih tvari u tlu. Na lokalitetu Zavrsje

pronadena je jedna uginula gusjenica, pri ¢emu nisu uocene promjene boje tijela gusjenice.

Tablica 3. Srednje vrijednosti mortaliteta i patomorfoloske promjene gusjenica velikog

voskovog moljca — Sesti dan nakon postavljanja pokusa

Lokalitet Mortalitet Patomorfoloske promjene na gusjenicama
Vrana 0 Dvije gusjenice su se smanjile
Sikovo 0 Jedna gusjenica se smanjila
Punat 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Korni¢, otok Krk 0 Dvije gusjenice su se smanjile
Krk, otok Krk 0 Jedna gusjenica se jako smanjila
Groznjan 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Zavrsje 1 Uginula gusjenica je bila bez promjene boje i jedna gusjenica

se smanjila

Karojba 0 Jedna gusjenica se smanjila

Rovinj 0 Dvije gusjenice su se zakukuljile i jedna se smanjila
Sveti Lovre¢ 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Pazenaticki

Porec¢ I 0 Jedna gusjenica se zakukuljila

Stomorska, otok Solta 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena

Donje Selo, Solta 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena

Zmmovnica 0 Jedna gusjenica se zakukuljila i jedna se smanjila
Blato na Cetini 0 Jedna gusjenica se smanjila

Srinjine 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena

Rezultati osmog dana nakon postavljanja pokusa prikazani su u Tablici 4. Primijeéeno je da
su se pojavile dvije uginule gusjenice voskovog moljca, za razliku od prethodnih kontrola
kada je bila prisutna samo po jedna uginula gusjenica. Na lokalitetu Pore¢ II, uginula

gusjenica nije imala promjenu boje tijela, dok je na lokalitetu Srinjine uginula gusjenica
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imala tijelo svijetlo roza boje. Pregledom ostalih uzoraka nisu uocene znacajnije promjene,

osim $to se primijetilo da se velik broj gusjenica zakukuljio.

Tablica 4. Srednje vrijednosti mortaliteta i patomorfoloske promjene gusjenica velikog

voskovog moljca — osmi dan nakon postavljanja pokusa

Lokalitet Mortalitet PatomorfoloSke promjene na gusjenicama
Vrana 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Sikovo 0 Dvije gusjenice su se smanjile
Punat 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Korni¢, otok Krk 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Krk, otok Krk 0 Jedna gusjenica se smanjila
Groznjan 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Zavrsje 0 Jedna gusjenica se zakukuljila i jedna se smanjila
Karojba 0 Dvije gusjenice su se zakukuljile
Rovinj 0 Dvije gusjenice su se zakukuljile
Sveti Lovre¢ Pazenaticki 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Pore¢ I 1 Uginula gusjenica nije imala promjenu boje i jedna gusjenica se
zakukuljila
Stomorska, otok Solta 0 Dvije gusjenice su se zakukuljile i jedna se smanjila
Donje Selo, Solta 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Zrnovnica 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Blato na Cetini 0 Jedna gusjenica se smanjila

Srinjine

Uginula gusjenica je bila svijetlo roze boje i1 dvije gusjenice su se

zakukuljile

Posljednji dan kontroliranja pokusa prikazan je u Tablici 5. Nisu uo€ene vece promjene na

gusjenicama velikog voskovog moljca. Na lokalitetu Korni¢ na otoku Krku, jedna gusjenica

promijenila je boju u tamnosmedu, ali nije uginula. Na lokalitetu Rovinj uocena je gusjenica

koja se zakukuljila (Slika 10.). Kukuljica nije imala patomorfoloske promjene. Jedina

uginula gusjenica tijekom ove kontrole pronadena je na lokalitetu Blato na Cetini; gusjenica

nije pokazivala promjenu boje tijela niti bilo kakve dodatne promjene.
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Tablica 5. Srednje vrijednosti mortaliteta i patomorfoloske promjene gusjenica velikog

voskovog moljca — deseti dan nakon postavljanja pokusa

Lokalitet Mortalitet Patomorfoloske promjene na gusjenicama
Vrana 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Sikovo 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Punat 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Korni¢, otok Krk 0 Jedna gusjenica je postala tamnosmeda, ali nije uginula
Krk, otok Krk 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Groznjan 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Zavrsje 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Karojba 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Rovinj 0 Jedna gusjenica se zakukuljila
Sveti Lovre¢ Pazenaticki 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Pore¢ I 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Stomorska, otok Solta 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Donje Selo, Solta 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Zrnovnica 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena
Blato na Cetini 1 Uginula gusjenica nije promijenila boju
Srinjine 0 Gusjenice nisu imale nikakvih promjena

Slika 10. Kukuljica velikog voskovog moljca

(Izvor: Petrovié, N., 2023.)
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Tijekom pracenja pokusa, svaka uginula gusjenica stavljena je na White trap metodu i
pracena je tijekom deset dana kako bi se uocila prisutnost entomopatogenih organizama.
Tablica 6. pokazuje da je entomopatogena gljiva Beauveria bassiana pronadena samo na
gusjenici velikog voskovog moljca s lokaliteta Srinjine. Nazalost, na ostalim gusjenicama
nije utvrdena prisutnost niti entomopatogenih nematoda niti entomopatogenih gljiva, stoga

nije moguce sa sigurno$¢u utvrditi uzrok njihovog uginuca.

Tablica 6. Izdvojeni entomopatogeni organizmi iz uginulih gusjenica velikog voskovog
moljca

Lokalitet Izdvojeni entomopatogeni

Punat -

Donje Selo, Solta -

Zavrsje -

Porec 11 -

Srinjine Entomopatogena gljiva, Beauveria

bassiana

Blato na Cetini -

Prema Sharma i sur. (2021.) iako je metoda insect bait naj¢eSce koriStena u izolaciji
entomopatogenih organizama iz tla treba je pazljivo koristiti jer su neki kukci otporniji na
odredene vrste gljiva koje se pokuSavaju izdvojiti iz tla. Takoder koriStenje kukca kao
mamca povecava mogucnost otkrica entomopatogenih organizama u tlu ¢ak i kada je broj

entomopatogena u tlu mali.

Liu 1 sur. (2021.) dokazali su da u usporedbi s ostalim kukcima gusjenice Galleria
mellonella 1 Tenebrio molitor pokazuju najve¢u mogucnost izdvajanja Beauveria i
Metarhizium spp. iz tla. U ovom istrazivanju su uz pomoc¢ insect bait metode izdvojene dvije
entomopatogene gljive: Beauveria bassiana i Metarhizium anisopliae, uz pomo¢ gusjenice
velikog voskovog moljca (Galleria mellonella L.). Usporedujuéi istrazivanje Liu i sur.
(2021.) 1 istrazivanje opisano u ovome radu vidljivo je da jedna od dvije gljive uspjela biti

izdvojena iz tla.
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4. ZAKLJUCAK

Cilj provedenog istrazivanja bio je potvrditi prisutnost prirodnih populacija
entomopatogenih nematoda i gljiva u uzorcima tla uzetim s lokaliteta mediteranskog dijela
Republike Hrvatske. KoriStenjem gusjenica velikog voskovog moljca (Galleria mellonella
L.) kao mamca 1 white trap metode, uspjesno je izdvojena entomopatogena gljiva Beauveria
bassiana iz uzorka tla s lokaliteta Srinjine. Entomopatogeni organizmi nisu se pronasli na
ostalim lokalitetima, $to moze uputiti na njihovu odsutnost ili nedostatak ucinkovitosti
korisStenih metoda izolacije zbog specificnih zahtjeva ovih organizama za rast i
razmnozavanje. Dakle, potrebno je istraziti alternativne metode izoliranja i Sirenja
entomopatogena, te kako bi se pruzila u¢inkovitija uporaba u bioloskoj kontroli Stetnika. Na
kraju, rezultati ovog istrazivanja omogucéuju razumijevanje prisutnosti i potencijala
entomopatogenih organizama u zastiti poljoprivrednih kultura, a posebice smanjenju

primjene kemijskih sredstava za zastitu bilja.
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