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1. UvOD

Naziv nematoda potjece od gréih rije¢i nematos (konac, nit) i eidos (sli¢no). Prva saznanja
o nematodama datiraju jo$ iz 17. stolje¢a kada su u kukcima pronadeni ,,dugacki crvi®
(Poinar, 1975.), ali istrazivanja na tu temu pocela su tek od 1929. godine. Nematode
nastanjuju mnoge ekosustave, mogu parazitirati biljke, zivotinje, ali i ljude (Lacey i Georgis,
2012.).

Sistematski se klasificiraju u razred Nematoda, odnosno obli¢i. Nematode imaju bilateralno
simetrican oblik tijela, koje nije segmentirano, bijele je do svijetlozute boje. Tijelo nematoda
moze biti razli¢itog oblika (okruglo, koncasto, vretenasto, limunasto, cilindri¢no,
kruskoliko). Nematode su jednostavni organizmi mikroskopskih veli¢ina, te se njihovo
prisutstvo u tlu moze utvrditi uzimanjem uzoraka tla i pregledavanjem pod mikroskopom.
Brojnost nematoda u tlu ovisi o vise ¢imbenika kao $to je nacin zivota nematoda, brzina i
sposobnost razmnozavanja, nain obrade tla, koli¢ina dostupne hrane za nematode,
predkultura, temperatura tla i vlaga, godiSnje doba, prozra¢nost tla, koli¢ina organske tvari

u tlu, biljni pokrov, itd. (Ivezi¢, 2014.).

Nematode imaju sposobnost ukazati na negativne ili pozitivne dogadaje u tlu. Fitoparazitske
ili biljno parazitske nematode su nematode koje su Stetne za biljke. Takve nematode imaju
razvijen usni ustroj u kojem je smjesten stilet (bodlja) pomocu kojega nematoda probija
epidermu biljke i hrani se sadrzajem biljnih stanica. StaniSte biljno parazitskih nematoda
moze biti tlo, a mogu zivjeti na ili u korijenu biljke, stabljici, listu i plodovima. Razlikujemo
cistolike nematode Cije se tijelo Zenke razvija u cistu okruglog oblika. U toj cisti jaja i li¢inke
mogu prezivjeti duzi niz godina ako su uvjeti za izlazak iz ciste i daljnji razvitak nematoda
nepovoljni. U zaSticenim prostorima Cesta su pojava nematode korijenovih kvrzica koje
izazivaju hipertrofiju stanica korjena u vidu kvrzica, te nematode smede pjegavosti korijena
koje izazivaju smede nekroti¢ne lezije na korijenu. U tlu su prisutne i druge troficke grupe
nematoda: omnivori, fungivori, bakterivori i predatori. Uz ove troficke grupe, u tlu se nalaze
1 nematode koje su u asocijacijama s kukcima, tj. entomofilne ili entomopatogene (Maji¢ i
sur., 2019.). Cilj ovog rada je utvrditi utjecaj temperature kao stresnog ¢imbenika okoline na
patogenost, virulentnost i reproduktivnu sposobnost entomopatogenih nematoda
Steinernema feltiae hrvatskih sojeva 1SO16 i ISO18 u laboratorijskim uvjetima.



2. PREGLED LITERATURE

Entomopatogene nematode se svrstavaju u tri najznacajnije porodice koje su letalne za
kukce (Slika 1.). Nematode iz porodice Steinernematidae, Heterorhabditidae i
Mermithidae su znacajne u bioloSkom suzbijanju Stetnih kukaca na biljkama. U
komercijalnoj proizvodnji se danas koriste entomopatogene nematode Steinernema
carpocapse, Steinernema feltiae, Heterorhabditis bacteriophora, Steinernema kushidai,
Steinernema  riobrave, Steinernema  scapterisci, Heterorhabditis indica i
Heterorhabditis megidis (Njezi¢, 2016.). Navedene vrste se koriste za suzbijanje li¢inki
pipa, muha, tripsa, gusjenica leptira, musica, zilogriza, liinki hrusta, sovica i mnogih

drugih Stetnika (Ostrec, 2001.).

Slika 1. Entomopatogene nematode Heterorhabditis bacteriophora izlaze iz tijela kukca

lzvor: https://veterina.com.hr/?p=62649

Entomopatogene nematode su vrlo jednostavni organizmi koji u sebi imaju simbiotske
bakterije. Infektivne li¢inke entomopatogenih nematoda aktivno prodiru kroz kutikulu ili
otvore u tijelo Stetnika, najcesée kroz njegove prirodne tjelesne otvore: usta, traheje ili anus,
ali moze se dogoditi da udu pasivno, putem hrane. Nakon $to je nematoda usla u tijelo

Stetnika, izbacuje iz svog probavnog trakta simbiotske bakterije (Xenorhabdus i


https://veterina.com.hr/?p=62649

Photorhabdus) i vrlo brzo se razmnozavaju. Nematode pomocu tih bakterija razlazu
domacina 1 unutar njega stvaraju nove generacije, koje nakon $to su unistile domacina

hrane¢i se njime, odlaze u tlo gdje ¢e traziti novog domacéina.

2.1. Razvojni ciklus entomopatogenih nematoda

Entomopatogene nematode iz porodice Heterorhabditidae i Steinernematidae su
rasprostranjene na svim kontinentima i mogu zivjeti u razli¢itim tipovima tala. Infektivne
li¢inke entomopatogenih nematoda su li¢inke tre¢eg stadija i one mogu u tlu prezivjeti od
nekoliko dana do nekoliko mjeseci. U tlu nematode traze uglavnom li¢inke kukaca po
osjecaju topline 1 uglji¢nog dioksida kojeg otpustaju. Nakon prodora infektivne li¢inke u
crijeva kukca, oslobadaju bakterije koje su same unijele u tijelo kukca. Unutar kukca se
infektivne li¢inke presvlace i prelaze u liinke Cetvrtog stadija iz kojeg se razviju odrasli
spolno zreli oblici prve generacije. Zenke prve generacije nakon kopulacije odlazu jaja u
kojima se razviju li¢inke prvog stadija, potom slijedi presvlacenje i razvoj li¢inki drugog,
treCeg 1 Cetvrtog stadija, te razvoj muzjaka i zenki druge generacije. Svi stadiji
entomopatogenih nematoda se hrane hemolimfom i tkivima kukaca, li¢inke kasnog drugog
stadija prestaju s ishranom, unose bakterije u svoj probavni sustav, presvlace se i iz njih se
razviju li¢inke treCeg stadija (infektivne li¢inke), koje potom napuste uginulog kukca i
odlaze u tlo gdje traze novog domacina, te se time zatvara razvojni ciklus entomopatogenih
nematoda (Slika 2.).

Razvojni ciklus ulaska infektivnih li¢inki u domacina i njihov izlazak iz domacina moze biti
razliit, to ovisi o vrsti nematode i kukca domacina, o ekoloskim ¢imbenicima, posebno o

temperaturi.

Vecina entomopatogenih nematoda zivi u simbiozi S bakterijama iz porodice
Enterobacteriaceae. Bakterije se nalaze u prednjem dijelu probavnog sustava kod nematoda,
ali i u tjelesnim Supljinama kukaca. Svrha simbiotskih bakterija je osiguravanje hrane
entomopatogenim nematodama tijekom njihovog razvoja unutar kukca, ali najznacajnija je
je proizvodnja toksina pomocu kojih ubijaju kukca 24 ili 48 sati nakon parazitiranja. Ako
nematoda napadne bez prisutnosti bakterija smrt domacina nastupi tek za nekoliko dana ili
tjedana (Ostrec, 2001).
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Slika 2. Zivotni ciklus entomopatogenih nematoda

lzvor: https://www.researchgate.net

2.2. Znacaj entomopatogenih nematoda u poljoprivrednoj proizvodniji

Kako bi se kvalitetno upravljalo tlima vazno je poznavanje organizama koji se nalaze u tlu,
koji nam mogu biti pokazatelj dogadanja u tlu, a posebice nam mogu ukazati na dostupnost
hraniva i ekolosku zagadenost tla. Prisutnost nematoda u tlu moze biti pokazatelj u kakvom
je tlo stanju. Ekoloski znacaj nematoda je u njihovoj brojnosti i pripadnosti odredenoj
trofickoj grupi. Troficka klasifikacija slobodno zivuéih nematoda u tlu sastoji se najcesce od
Sest grupa: biljno parazitske nematode, bakterivore, fungivore, omnivore, predatori.
Takoder, nematode su svrstane, prema Bongers (1990.), na kolonizere (¢) 1 perzistere (p)
koji su rangirani na skali od 1-5, a ukazuju na uznemirenost tla. Kolonizerima se smatraju
organizmi koji se lako prilagodavaju uznemirenim i obogac¢enim sredinama, njihova
prisutnost ukazuje na raspolozivost resursa u tlu. Perzisteri su nematode ¢ija prisutnost u
odredenim sredinama upucuje na stabilne ekosustave. Na brojnost nematoda u tlu, na
njihovu pojavu u odredenoj trofickoj grupi i nizu ¢imbenika moze utjecati razli¢it nacin
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poljoprivredne proizvodnje, pa tako njihovu brojnost i odredene troficke grupe na nekom
podru¢ju mogu objasniti dodaci organskih ili mineralnih gnojiva u poljoprivredno;j
proizvodnji, razliCita obrada tla, kalcizacija, drenaza i mnogi drugi ¢imbenici (Benkovi¢-

Laci¢ i sur., 2013.).

Funkcija korisnih nematoda u tlu je razlaganje organske tvari, poput ostataka Zivotinja i
biljnog tkiva. Bakterivore i fungivore mogu doprinijeti odrZzavanju potrebne koli¢ine duSika

potrebnog biljkama.

Na temelju mnogih laboratorijskih i poljskih pokusa dokazano je da entomopatogene
nematode imaju visoki uc¢inak u suzbijanju Stetnih kukaca. Da bi suzbijanje Stetnih kukaca
bilo uspjesno, potrebno je osigurati veliku populaciju nematoda. Nematode su se pokazale
ucinkovitima u suzbijanju japanskog pivca (Popillia japonica), li¢inki i kukuljica nekih vrsta
pipa (Curculionidae), li¢inki kupusne muhe (Delia radicum), li¢inki sovica i mnogih drugih.
Da bi se ucinkovito suzbili zemljisni kukci potrebno je primijeniti vise milijuna

entomopatogenih nematoda po jutru zemlje, odnosno 250 000 m? (Gaugler, 1992.).

Danas se entomopatogene nematode masovno proizvode u laboratorijima zbog nedovoljne
populacije u prirodnim stanistima (biljka, tlo, voda i kukci). Entomopatogene nematode se
mogu uzgajati in vivo, odnosno u domacinima ili in vitro, na krutoj ili tekucoj podlozi.
Uzgojene nematode se isporucuju u plastiénim vre¢icama ili u posudicama na vlaznoj

spuzvi, pijesku ili piljevini gdje se drze na temperaturi od 5 °C.

Zbog smanjene prirodne populacije nematoda u tlima raznim nepravilnim gospodarenjem,
nematode se apliciraju u tlo. Primjena entomopatogenih nematoda se vrsi putem standardnih
mehanizacijskih prikljucaka koji se koriste i za aplikaciju kemijskih sredstava, takoder mogu
se aplicirati i pomocu sustava za navodnjavanje ili se apliciraju obi¢nim zalijevanjem.
Ovisno o kulturi 1 $tetniku koji obitava u nasadu, primjenjuje se ciljana aplikacija. Treba
voditi raCuna o mijeSanju, tipu mlaznica, pritisku 1 temperaturi. Zbog specificne gustoce
tijela nematoda koja iznosi 1,05 g cm™ one se taloZe na dno pa je zbog toga potrebno
osigurati stalno mijeSanje. Temperatura vode i mlaznica ne smije biti ve¢a od 30 °C, a kod
aplikacije nematoda u tlo vazno je osigurati dovoljnu vlagu u tlu, obzirom da su nematode
vodeni organizmi, ¢ime se pospjesuje njihovo djelovanje i aktivnost (Njezi¢, 2016.). Da bi
entomopatogene nematode bile ucinkovite mora se zadovoljiti nekoliko uvjeta, a to su
gusto¢a populacije nematoda i procjena populacije domacina, patogenost nematoda,

reprodukcijska sposobnost i razvojni stadiji nematoda i njihovih domacina, te optimalni



ekoloski ¢imbenici. Entomopatogene nematode mogu se aplicirati u tlo zajedno s nekim
vrstama kemijskih pripravaka kako bi pospjeSile suzbijanje Stetnika. U toj prvoj fazi,
neposredno nakon primjene, javljaju se najveéi gubici, od 40-80%. Cimbenici koji uzrokuju
te gubitke mogu biti razliciti, a najvaznijih su ultraljubicasto zracenje i dehidracija. Preostale
prezivjele nematode se prilagodavaju uvjetima u tlu, ali se njihov broj postupno smanjuje za
5-10 % dnevno. U veéini slu€ajeva, nakon 2-6 tjedana od primjene ostane zivo 1 %
entomopatogenih nematoda. U tom postotku entomopatogene nematode mogu ostati

nekoliko godina aktivne, zahvaljujuci obnavljanju populacije u domacinu (Smits, 2010.).

Kukce zarazene nematodama u tlu je tesko pronaci i izdvojiti, jer pomocu simbiotskih

bakterija nakon hranjenja razloze les kukca.

Temeljem dugogodisnjih istrazivanja i promatranja nematoda, dokazano je da nematode
nemaju Stetan utjecaj na ljude koji se bave proizvodnjom ili aplikacijom nematoda, te nisu
Stetne za ekosustav. Nematode nemaju negativan utjecaj na neciljane organizme u okolini.
Unesene nematode mogu privremeno potisnuti populaciju autohtonih nematoda zbog

kompeticije za domacina (Njezi¢, 2016.).

Dokazane su neke od prednosti primjene entomopatogenih nematoda u odnosu na kemijska
sredstva:

e Djelovanje im je brzo i ucinkovito kroz duze vremensko razdoblje (sposobnost
razmnozavanja i samoobnavljanja);

e Visok potencijal razmnozavanja;

e Nemaju nikakvu Stetnost za okoli$ ni za druge zive organizme;

e Nema opasnosti od rezidua;

e Jednostavna primjena;

e Vrijeme od primjene do sjetve/sadnje nije uvjetovano;

e Mogu se primjenjivati s mnogim kemijskim pripravcima.



2.3. Utjecaj biotskih i abiotskih ¢imbenika na entomopatogene nematode

Mnoga istrazivanja nematofaune u posljednjih 20 godina dokazala su sposobnost prilagodbe
nematoda na promjene ekoloskih procesa u tlu, uslijed razliitog nacina poljoprivredne

proizvodnje.

Na brojnost nematoda mogu utjecati abiotski i biotski cimbenici. Abiotski ¢imbenici u vidu
erozije tla, ispiranja tla, te suSa mogu drasti¢no smanjiti populaciju nematoda u tlu na nekom
podrucju, dok biotski ¢imbenici kao §to su antropogenizacija pojedinih podrucja i primjena
raznih kemijskih sredstava unistavajuci Stetnika, unistava i populaciju nematoda koje ostaju
bez glavnog izvora hrane 1 na koje kemijska sredstva takoder mogu djelovati negativno
(Ivezi¢, 2014.). Nematode su vodena bica €ija su staniSta ekosustavi s odredenom vlagom,

zato pri nedostatku vlage one dozivljavaju stres i prestaju biti aktivne (Ivezié¢, 2008.).

2.4. Utjecaj temperature na entomopatogene nematode

Na brojnost nematoda u tlu mogu utjecati razni ¢imbenici, a jedni od najvaznijih su vlaga i

temperatura tla.

Temperatura ima znacajan utjecaj na sve aspekte biologije nematoda, utjece na njihov
razvoj, disanje, prezivljavanje, sposobnost kretanja i rasprostranjenost, pronalazak domac¢ina
i infektivnost. Kod laboratorijskog nacina uzgoja nematoda pokusava se prilagoditi
nematode na oscilacije visih i nizih temperatura prije aplikacije u tlo. Prvo se determiniraju
autohtone vrste koje su prilagodene uvjetima u tlu, zatim slijedi selektivni uzgoj i

optimizacija uvjeta prije primjene (Griffin, 1993.).

Grant i Villani (2003.) su proveli laboratorijsko istrazivanje kojem je cilj bilo utvrditi
virulentnost nekoliko vrsta entomopatogenih nematoda u tlima s razli¢itim sadrzajem vlage
i temperature. Istrazivanja su obuhvatila entomopatogene nematode: H. bacteriophora, S.
glaseri, S. feltiae i S. carpocapse. Nematode su bile aplicirane u pjeskovito ilovastim tlima
koja su sadrzavala vlaznost ispod tocke uvenuca biljaka, te gotovo do potpune saturacije tla
vlagom. Istrazivanje je pokazalo da virulentnost entomopatogenih nematoda raste s
povecanjem vlage u tlu, smrtnost kukaca je bila ve¢a pove¢anjem vlage u tlu, dok utjecaj

temperature nije bio od velikog znacaja u slu¢aju niske vlaznosti tla.



U uvjetima nizih temperatura, smrtnost kukaca bila je veta od tretmana na vi$im
temperaturama tla. Niska temperatura je abioticki faktor koji najceS¢e izaziva smanjenje
aktivnosti metabolizma ili pokretljivost kod nematoda. Uoceno je da otpornost
entomopatogenih nematoda na visoke i niske temperature mogu biti posljedica genetskih
promjena, kao rezultat umjetne selekcije ili procesa toplinske prilagodljivosti izazvane
okolisnim ¢imbenicima. Vazno je prilikom apliciranja infektivnih licinki entomopatogenih

nematoda u tlo zastititi ih od ekstremnih vrucina, jer je vazno da tolerancija na visoke

temperature ne ogranicava njihovu sposobnost u suzbijanju Stetnih organizama u usjevima.

S druge strane, istrazivanja Hazir i sur. (2001.) pokazala su da se entomopatogene nematode
mogu razvijati i razmnoZavati u temperaturnom rasponu od 8 do 25 °C u li¢inkama voskovog
moljca koje su bile parazitirane entomopatogenim nematodama Steinernema feltiae
porijeklom iz pet geografskih razli¢itih regija. Na temperaturi od 15 °C zabiljeZeni je najveci
razvoj infektivnih li¢inki entomopatogenih nematoda. Temperatura od 28 °C znacila je

prestanak razmnozavanja.

Steinernema feltiae je vrsta koja je najéeSce izolirana iz hladnijih predjela. Prvotno je

izolirana iz tla na jugu Francuske, te je optimalna temperatura za njeno razmnozavanje 18,5

°C (Grewal 1 sur., 1996.).

Istrazivanje provedeno na kupusnoj muhi (Delia radicum) pokazalo je da je smrtnost tog
Stetnika bila znacajna uz prisutnost entomopatogenih nematoda, pokus se provodio na
razli¢itim temperaturama od 10, 15 1 20 °C. Za sve vrste entopatogenih nematoda dokazano
je da je smrtnost kupusne muhe na temperaturi od 20 °C bila veéa nego na 151 10 °C. S.
feltiae je bila jedina vrsta entomopatogenih nematoda koja se pokazala jednako u¢inkovitom
na sve tri temperature, jednako nakon dva i Cetiri dana nakon parazitiranja kupusne muhe.
Za razliku od S. feltiae, dva dana nakon parazitiranja kupusne muhe infektivne li¢inke S.
arenarium, S. carpocapse i H. megidis bile su sposobne ubiti li¢inke kupusne muhe na 15
°C 120 °C, a H. bacteriophora bila je sposobna ubiti kupusnu muhu samo na 20 °C. Na svim
temperaturama S. feltiae se pokazala najvirulentnijom, dok se H. bacteriophora pokazala
kao najmanje virulentna. Takoder je dokazano da je temperatura utjecala i na pokretljivost
nematoda svih vrsta. Pokretljivost nematoda je bila smanjena na niskim temperaturama. Na
pokretljivost nematoda je utjecala i prisutnost domac¢ina kod S. feltiae, S. arenarium i H.
megidis, dok kod S. carpocapsae nije bilo znacajnijeg utjecaja, kao ni kod H.bacteriophora.

S obzirom da se kupusna muha javlja u rano proljece, kada je prosjecna temperatura tla 10



°C, vaZzna je prilagodljivost entomopatogenih nematoda na niske temperature kako bi bile
Sto ucinkovitije u suzbijanju kupusne muhe, kao 1 ostalih Stetnika koji se javljaju u prvom

dijelu godine kada su temperature tla niske (Chen i sur., 2003.).

Grewal i sur. (1996.) su dokazali u¢inkovito djelovanje entomopatogenih nematoda S. feltiae
na niskim temperaturama. Oni su selekcijom nekoliko generacija dokazali da se S. feltiae
prilagodava uvjetima u kojima se dugotrajno nalazi. Dokazali su da je patogenost S. feltiae
dobra na niskim temperaturama, te je smrtnost li¢inki uzrokovana S. feltiae bila ve¢a od onih
koje su prouzrocile prethodne generacije na 8 °C, takoder je utvrdeno da je vrijeme smrtnosti
li¢inki krac¢e na 10 °C, u odnosu na prethodne generacije. Takozvana ,,hladna selekcija“ je
poboljsala utvrdivanje temperaturnih razmjera na koje se tijekom selekcije prilagodavaju
licinke S. feltiae. Rezultati su pokazali da selekcija nematoda utje¢e na njihovu sposobnost

prilagodbe razmnozavanja na razli¢itim rasponima temperatura.

Kung 1 sur. (1990.) su ispitali sposobnost preZivljavanja entomopatogenih nematoda S.
carpocapsae i S. glaseri. Istrazivanje je provedeno na Cetiri razlic¢ite temperature tla od 5,
15, 251 30 °C u trajanju od 96 dana. Pokusom je dokazano da S. carpocapsae prezivljava
znacajno bolje na nizim temeperaturama od 5, 15 1 25 °C, nego na temperaturi od 35 °C.
Optimalna temperatura za prezivljavanje je bila 25 °C, zatim 15 °C, 5 °C, a najmanja na 35
°C. Dok je s druge strane prezivljavanje entomopatogenih nematoda S. glaseri bilo znatno
vecée na visokim temperaturama od 15, 251 35 °C, nego na temperaturi od 5 °C. Za S. glaseri
najpovoljnija temperatura za preZivljavanje je bila 25 °C, potom 35 °C, 15 °C i najmanje na

5°C.



2.5. Kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum Herbst.)

Kestenjasti brasnar pripada porodici Tenebrionidae (mracnjaci), te je jedan od najrasirenijih
skladi$nih $tetnika medu zitaricama, uljaricama, leguminozama i suSenom vocu. Najcesce je
svrstan u grupu sekundarnih Stetnika zitarica, ne oStecuje zdravo zrno. MozZe biti i primarni

Stetnik samo u uvjetima kada je zrno vlazno, jer se tada moZe hraniti njime.

Tijelo odraslog oblika je duzine od 3-4 mm, spljosteno i crvene do tamnosmede boje (Slika
3). Li¢inke kestenjastog brasnara duge su 6-7 mm i zZuckaste su boje. Imago moze prezivjeti
i do dvije godine (Slika 4), a zenka moze imati veliku sposobnost reprodukcije. Kestenjasti

brasnar ima dvije generacije godisnje.

Slika 3. Imago kestenjastog brasnara Slika 4. Li¢inke kestenjastog brasnara

Izvor: https://bib.irb.hr (Foto: Tambolas, A., 2019.)

Kod visih temperatura bolje se razmnoZava i ima veci broj generacija, $to znaci da spada u
termofilne kukce. Optimalni uvjeti za razvoj 1 razmnozavanje su temperatura zraka od 32,5
°C, te relativna vlaznost zraka 70 %. Zenka tijekom svog Zivotnog vijeka moze odloziti 300-

900 jaja, u prosjeku Zenka odlaze 11 jaja dnevno (Ivezié¢, 2008.).
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3. MATERIJAL | METODE

Pokus u trajanju od 10 dana postavljen je u Laboratoriju za entomologiju Fakulteta
agrobiotehniCkih znanosti Osijek. Promatrao se utjecaj temperature na patogenost
entomopatogenih nematoda S. feltiae, koje su aplicirane na licinke kestenjastog brasnara (T.
castaneum). Pokus je proveden u svibnju 2019. godine.

Za pokus su se koristile licinke tre¢eg stadija, odnosno infektivne li¢inke entomopatogenih
nematoda S. feltiae, hrvatski sojevi 1SO 16 i 1SO 18. Licinke S. feltiae uzgajaju se u
laboratoriju na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek na licinkama voskovog moljca
prema Maji¢ i sur. (2019.), a do koriStenja su cuvane u pufernoj otopini (M9), te se skladiste

u hladnjaku na temperaturi od 4 °C.

Prije postavljanja pokusa nematode iz posudice za uzgoj stavljene su u Falcon tubicu od 15
mL i pomocu centrifuge ostranili visak vode, jer su nematode zbog sile gravitacije pale na

dno tubice.

Automatskom pipetom uzeli smo 20 pL otopine u kojoj su se nalazile nematode, te smo
potom odredili koncentraciju nematoda kojima smo tretirali li¢inke kestenjastog brasnara.
Na predmetno stakalce stave se tri kapljice u kojima s se nalazile nematode, te ih u svakoj
kapljici prebrojali. Potom je izracunat prosjek nematoda u kapljicima i prera¢unata potrebna

koncentracija nematoda za pokus.

Za postavljanje pokusa bilo je potrebno 24 plasti¢ne Petrijeve zdjelice, promjera 3 cm. U
Petrijeve zdjelice se stavljao filter papir iste veli¢ine. U svaku Petrijevu zdjelicu dodalo se
10 li¢inki kestenjastog brasnara koji su prethodno pomocu sita bili izdvojeni iz brasna (Slika
5), a koji se uzgajaju u Laboratoriju za skladistenje poljoprivrednih proizvoda, Fakulteta
agrobiotehnickih znanosti Osijek.
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Slika 4. Izdvajanje li¢inki kestenjastog braSnara

(Foto: Tambolas, A., 2019.)

Pokus je proveden na temperaturama od 10 °C i 27 °C, te relativnoj vlaznosti zraka od 80%,
jednako za soj 1SO 16 i 1ISO 18. Za kontrolu temperature koristile su se klimastat komore,
jedna u Laboratoriju za entomologiju, a druga u Laboratoriju za fitopatologiju, Fakulteta

agrobiotehnickih znanosti Osijek.

U svaku Petrijevu zdjelicu dodano je na filter papir 450 uL vode, te 50 uL otopine u kojoj
su bile nematode (Slika 6). U kontrolnom tretmanu dodana je jednaka koli¢ina vode (500
uL), ali bez prisutstva nematoda. U svaku Petrijevu zdjelicu dodano je po 10 li¢inki
kestenjastog brasnara. Sve Petrijeve zdjelice bile su poslagane u kartonske kutije da bi se
stvorio efekt mraka koji bolje odgovara nematodama. Petrijeve zdjelice koje su isle u
klimastat komore na 27 °C bile zatvorene parafilmom da ne bi doSlo do pretjeranog

isparavanja vode.
Pokus je postavljen u tri ponavljanja za svaki tretman na obje temperature (Slika 7).

Vrlo vazan ¢imbenik pokusa bio je dodavanje vode, tj. svaki drugi dan nakon postavljanja
pokusa, dodavala se jednaka koli¢ina vode (100 uL). Razlog dodavanja vode je taj sto je

nematodama oko tijela nuzan film vode kako bi prezivjele i kretale se.
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Slika 5. Tretiranje s nematodama

(Foto: Tambolas, A., 2019.)

Slika 6. Postavljen pokus

(Foto: Tambolas, A., 2019.)
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Svaki drugi dan pracen je utjecaj temperature na patogenost nematoda, na nacin da je o¢itan
mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara. Uginule li¢inke izdvajane su na White-ove zamke
(orig. White trap) (White, 1927).

White-ove zamke smo napravili pomoc¢u staklene Petrijeve zdjelice u koju smo stavili
poklopac manje staklene Petrijeve zdjelice. Na okrenutu manju Petrijevu zdjelicu stavili
smo izrezani filter papir koji je bio dovoljno velik da dodiruje dno velike Petrijeve zdjelice
u koju smo dodali malo vode, u tolikoj koli¢ini da prekrije dno vece Petrijeve zdjelice. Na
filter papir smo stavljali uginule li¢inke, pritom Smo0 dobro morali voditi ratuna da se ne
mijesaju li¢inke koje su zarazene nematodama soja ISO 16 s nematodama soja ISO 18, zato
$to se mogu medusobno pariti. Nakon 10 dana pod mikroskopom su se jasno mogle vidjeti
nove infektivne licinke nematoda koje su napustile li¢inke kestenjastog brasnara jer se vise

nisu imale ¢ime hraniti, te su se spustile na dno velike Petrijeve zdjelice.

Slika 7. Postavljanje uginulih li¢inki kestenjastog brasnara na White-ovu zamku

(Foto: Tambolas, A., 2019.)

Rezultati istrazivanja su obradeni GLM analizom, analizom varijance (ANOVA), te su
razlike izmedu srednjih vrijednosti tretmana testirane Tukey testom (P<0,05) u statistickom

programu SAS 9.3.
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4. REZULTATI

U tablici 1 prikazana je analiza rezultata mortaliteta li¢inki kestenjastog brasnara. Prema
rezultatima GLM analize vidljivo je da nema statisti¢ki znac¢ajnog uéinka kod temperature
kao pojedina¢nog faktora, te interakcije temperature i koncentracije, dok je utvrdena
znacajnost rezultata na razini od 99 % kod koncentracije nematoda koje su bile patogene za

licinke kestenjastog braSnara.

Tablica 1. GLM analiza mortaliteta (%) li¢inki kestenjastog brasnara

Dan nakon postavljanja pokusa

2. 5. 7. Q. Ukupno
Koncentracija foleie n.s n.s n.s. *x
Temperatura Hx n.s n.s n.s n.s
Koncentracija*Temperatura n.s * n.s n.s n.s

*znacajnost na razini 95% vjerojatnosti (P<0,05)
**znacajnost na razini 99% vjerojatnosti (P<0,01)

***znacajnost na razini 99,99% vjerojatnosti (P<0,001)

U tablici 2 prikazani su rezultati mortaliteta licinki kestenjastog brasnara u pokusu koji je
proveden na kontroliranoj temperaturi pri 10 °C. 1z analize nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike na temperaturi od 10 °C, osim drugog dana od postavljanja pokusa kada je utvrdena

razlika uginulih li¢inki kod koncentracije od 50 nematoda po li¢inki u odnosu na kontrolu .

Tablica 2. Srednje vrijednosti mortaliteta (%) li¢inki kestenjastog braSnara pri temperaturi
od 10 °C u tretmanu sa Steinernema feltiae

Koncentracija Dan nakon tretmana

nematoda 2. 5. 7. 9.
0 11,67 a 11,67 a 10,00 a 10,00aa
50 36,67 b 46,67 a 6,67 a 5,00 a

Vrijednosti u stupcu oznacene razli¢itim slovima slovima statisticki znacajno se razlikuju

(Tukey, P<0,05).
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U tablici 3 prikazani su rezultati utjecaja entomopatogenih nematoda na mortalitet li¢inki
kestenjastog brasnara u kontroliranim uvjetima pri temperaturi od 27 °C. Analizom je
utvrdeno da se rezultati drugog dana od tretiranja licinki nematodama razlikuju. Znacajna
razlika u mortalitetu li¢inki kestenjastog brasnara utvrdena je ve¢ drugi dan u koncentraciji
od 50 nematoda po kukcu, u odnosu na kontrolu u kojoj nije bilo nematoda. Peti, sedmi i
deveti dan analizom nisu utvrdene znacajnije razlike u mortalitetu li¢inki kestenjastog

brasnara.

Tablica 3. Srednje vrijednosti mortaliteta (%) li¢inki kestenjastog braSnara pri temperaturi

od 27 °C ukupno za oba soja Steinernema feltiae

Koncentracija Dan nakon tretmana

nematoda 2 5 7 9
0 23,33 a 30,00 a 6,67 a 10,00 a
50 75,00 b 16,67 a 5,00a 3,33a

Vrijednosti u stupcu oznacene razli¢itim slovima slovima statisticki znacajno se razlikuju

(Tukey, P<0,05).

U tablici 4 prikazani su ukupni rezultati utjecaja temperature na patogenost S. feltiae na
mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara. Analizom je utvrdeno da je kod temperature od 10
°C utvrdena statistiCki znacajna razlike izmedu mortaliteta li¢inki koje su tretirane
nematodama u koncentraciji od 50 jedinki po li¢inki kestenjastog braSnara u odnosu na
mortalitet li¢inki kestenjastog braSnara koje nisu bile tretirane nematodama, odnosno

kontrola.

Tablica 4. Utjecaj temperature okoline na patogenost ukupno za oba soja Steinernema feltiae

i mortalitet (%) li¢inki kestenjastog brasnara

Koncentracija nematoda

Temperatura (°C) 0 50
10 43,33 aA 95,00 bB
27 70,00 aA 75,00 bB

Vrijednosti u redu oznacene razli¢itim malim slovima statisticki znacajno se razlikuju
(Tukey, P<0,05).
Vrijednosti u stupcu oznacene razli¢itim velikim slovima statisticki znacajno se razlikuju

(Tukey, P<0,05).
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Isto tako, statisticki znacajne razlike su utvrdene u rezultatu kod temperature od 27 °C gdje
se pokazalo da je veca stopa mortaliteta bila kod onih li¢inki kestenjastog brasnara koje su

bile tretirane nematodama, u odnosu na kontrolni tretman.

Hrvatski sojevi entomopatogenih nematoda S. feltiae bolje su prilagodeni niZim
temperaturama. Iako nisu utvrdene statisticki znacajne razlike, pri 10 °C razlika izmedu
kontrole i tretmana s nematoda je bila u gotovo 50% vecem mortalitetu li¢inki kestenjastog
brasnara. Dok je pri 27 °C razlika bila statisti¢ki znacajna, ali tek 5 % je utvrdena razlika u
mortalitetu. U kontrolnom tretmanu je utvrden visok prirodni mortalitet liCinki kestenjastog
brasnara pri viSim temperaturama. Ovaj rezultat nije o¢ekivan, s obzirom da je poznato da
je kestenjasti brasnar termofilna vrsta. Vjerojatno su se li¢inke iz uzgoja lakse prilagodile na

niZe temperature u prisustvu vode, u odnosu na iste uvjete pri viSim temperaturama.

Kod svakog ocitavanja mortaliteta uginule licinke su se izdvajale na White-ove zamke,
odakle su izlazile nove generacije infektivnih licinki entomopatogenih nematoda. Izlazak tih
infektivnih li¢inki entomopatogenih nematoda se povremeno pratio pomoc¢u mikroskopa.
Izdvojene nematode su prikupljene u laboratorijsku staklenu ¢asu ispiranjem White-ove
zamke i Petrijeve zdjelice. Nakon zavrsetka pokusa, 10. dan od postavljanja pokusa, pomocu
mikroskopa utvrdena je velika brojnost infektivnih licinki entomopatogenih nematoda, sto
potvrduje da su entomopatogene nematode uzrok smrti li¢inki kestenjastog brasnara (Slika
8).

Slika 8. Nematodama parazitirane li¢inke kestenjastog bra$nara

(Foto: Tambolas, A., 2019.)
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U tablici 5 prikazan je mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara u kontrolnom tretmanu, pri
temperaturi od 27 °C i mortalitet kestenjastog brasnara koji je bio parazitiran
entomopatogenim nematoda S. feltiae, hrvatski soj ISO 16, takoder pri temperaturi od 27 °C.
Usporedbom kontrolnog tretmana s tretmanom u kojem su li¢inke T. castaneum zaraZene
entomopatogenim nematodama S. feltiae vidljivo je da je prisutnost entomopatogenih
nematoda povecala mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara, ali razlika izmedu kontrolnog

tretmana i tretmana s entomopatogenim nematodama S. feltiae nije statisti¢ki znacajna.

Tablica 5. Srednja vrijednost mortaliteta (%) li¢inki kestenjastog brasnara u tretmanima s

entomopatogenim nematodama Steinernema feltiae 1SO 16 na 27 °C

Dan nakon tretmana Kontrola S. feltiae 1ISO16
(50 IL / kukac)
2 40,00 a 76,67 b
5 36,66 a 13,33 a
7 10,00 a 3,33a
9 0,00 a 6,67 a
UKUPNO 86,67 a 100,00 a

Vrijednosti u redu oznacene razlicitim slovima statisticki znacajno se razlikuju (Tukey,
P<0,05).

U tablici 6 prikazana je usporedba srednjih vrijednosti mortaliteta li¢inki kestenjastog
brasnara bez prisutstva entomopatogenih nematoda S. feltiae pri temperaturi od 10 °C u tri
ponavljanja s mortalitetom li¢inki kestenjastog brasnara pri koncentraciji od 50 infektivnih
li¢inki po jednoj li¢inki kestenjastog brasnara entomopatogene nematode S. feltiae, soj 1ISO
16. Usporedbom srednjih vrijednosti mortaliteta u kontrolnom tretmanu sa srednjim
vrijednostima mortaliteta zarazenih li¢inki kestenjastog brasnara sa S. feltiae vidljivo je da
je ukupni mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara podjednako velik na temperaturi od 10 °C,

te razlika mortaliteta u tretmanima nije statisti¢ki znacajna.
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Tablica 6. Srednja vrijednost mortaliteta (%) li¢inki kestenjastog brasnara u tretmanima s

entomopatogenim nematodama Steinernema feltiae 1SO 16 na 10 °C

Dan nakon tretmana Kontrola S. feltiae 1ISO16
(50 IL / kukac)
2 23,33 a 33,33 a
5 23,33 a 43,33 a
7 20,00 a 10,00 a
9 16,67 a 6,67 a
UKUPNO 83,33 a 93,33 a

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

U tablici 7 prikazana je usporedba mortaliteta liCinki kestenjastog brasnara bez prisutstva
entomopatogenih nematoda S. feltiae pri temperaturi od 10 °C u tri ponavljanja s
mortalitetom li¢inki kestenjastog braSnara pri koncentraciji od 50 infektivnih li€inki
entomopatogene nematode S. feltiae po jednoj li¢inki kestenjastog brasnara. Usporedbom
mortaliteta u kontrolnom tretmanu s mortalitetom li¢inki kestenjastog brasnara zarazenih S.
feltiae moze se zakljuciti da je mortalitet liCinki kestenjastog brasnara bio vrlo mali pri
temperaturi od 10 °C u kontroli, za razliku od li¢inki kestenjastog brasnara koje su bile
parazitirane entomopatogenim nematodama S. feltiae soj 1SO 18. 1z ove tablice je vidljivo
da je doslo do statisticki znacajnih rezultata srednjih vrijednosti u mortalitetu kod tretmana

s entomopatogenim nematodama u odnosu na kontrolu.

Tablica 7. Srednja vrijednost mortaliteta (%) li¢inki kestenjastog brasnara u tretmanima s

entomopatogenim nematodama Steinernema feltiae 1SO 18 na 10 °C.

Dan nakon tretmana Kontrola S. feltiae 1SO16
(50 IL / kukac)
2 0,00 a 40,00 b
5 0,00 a 50,00 b
7 0,00 a 3,33a
9 3,33a 3,33a
UKUPNO 3,33a 96,67 b

Vrijednosti u redu oznacene razlicitim slovima statisticki znacajno se razlikuju (Tukey,

P<0,05).
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Tablica 8. Srednja vrijednost mortaliteta (%) li¢inki kestenjastog brasnara u tretmanima s

entomopatogenim nematodama Steinernema feltiae 1SO 18 na 27 °C

Dan nakon tretmana Kontrola S. feltiae 1ISO16
(50 IL / kukac)
2 6,67 a 73,33b
5 23,33 a 20,00 a
7 3,33a 6,67 a
9 20,00 a 0,00 b
UKUPNO 53,33 a 100 b

Vrijednosti u redu oznacene razlicitim slovima statisticki znacajno se razlikuju (Tukey,
P<0,05).

U tablici 8 prikazana je usporedba mortaliteta li¢inki kestenjastog bra$nara u kontrolnom
tretmanu, bez prisutstva entomopatogenih nematoda S. feltiae, pri temperaturi od 27 °C u tri
ponavljanja s mortalitetom li¢inki kestenjastog brasnara pri koncentraciji od 50 infektivnih
li¢inki entomopatogene nematode S. feltiae po jednoj li¢inki kestenjastog brasnara, takoder
na temperaturi od 27 °C. Usporedujuci srednje vrijednosti mortaliteta u kontrolnom tretmanu
i tretmanu s entomopatogenim nematodama S. feltiae soj ISO 18 moze se zakljuditi da je
ukupni mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara manji pri temperaturi od 27 °C bez prisutstva
entomopatogenih nematoda za razliku od li¢inki kestenjastog brasnara koje su bile
parazitirane entomopatogenim nematodama S. feltiae 1SO18, gdje je ukupno uginulo svih

10 li¢inki kestenjastog braSnara.
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5. RASPRAVA

Kestenjasti brasnar se ubraja u sekundarne Stetnike, premda se u povoljnim uvjetima ponasa
kao primarni $tetnik. Prisutnost ovog Stetnika uzrokuje kvarenje uskladistenih Zitarica te one
poprimaju miris plijesni. Kestenjasti brasnar pri vlazi zrna od 12 % moze prodrijeti u

neoStecena zrna i tako pricinjavati stetu (Hamel, 1993.).

Mahroof i sur. 2003. su utvrdili utjecaj fizikalnih mjera suzbijanja kestenjastog braSnara,
primjenom visokih temperatura od 40 do 60 °C na svim stadijima ovog Stetnika. Pokusom
su utvrdili da porastom temperature, smrtnost svih stadija kestenjastog braSnara se
povecavala. Kod li¢inki kestenjastog braSnara iznad 50 °C bila je dovoljna izlozenost
najmanje 7,2 h da bi se ubilo 99% li¢inki, a za ostale stadije je u prosjeku bilo potrebno 1,8
h. U usporedbi s nasim pokusom na li¢inkama kestenjastog brasnara na 27 °C u kontrolnim
uvjetima smrtnost 10. dan od postavljanja pokusa u prvom ponavljanju bila je 86,66 %. U
tretmanima s entomopatogenim nematoda S. feliae soj 1SO 16 na 27 °C, 10. dan nakon
postavljanja pokusa mortalitet je bio 100 %. Kod entomopatogenih nematoda soj 1SO 18 na
27 °C takoder je mortalitet bio 100 %, a u kontrolnim uvjetima 53,33 %.

Kramarz i sur. (2014.) proucavali su reakciju kestenjastog brasnara izloZzenog toksi¢nom
bakru nakon S§to su ih parazitirale entomopatogene nematode S. feltiae. U pokusu su bile
pracene neke osobine kukca kao S§to su disanje, rast, prezivljavanje, hranjenje, te
koncentracija bakra unutar tkiva Kkestenjastog brasnara. Samo u tretmanima S
entomopatogenim nematodama S. feltiae utvrdene su znacajne promjene u disanju kod
kestenjastog braSnara. Disanje je bilo znatno oteZano, te je pokusom dokazano da je
prezivljavanje bilo najnize kod kestenjastog braSnara zarazenog entomopatogenim

nematodama, bez obzira na izloZenost bakru.

Ramos-Rodriguez i sur. (2006.) su proveli istrazivanje na skladi$nim S$tetnicima s
entomopatogenim nematodama. Za pokus su koriStene li¢inke, kukuljice i odrasli 6 vrsta
Stetnika (Plodia interpunctella, Ephestia kuehinella, Oryzaephilus surinamensis, Tenebrio
molitor, T. castaneum i Trogoderma variabile), te imago dvije vrste Sitophilus oryzae i
Rhyzopertha dominica. Istrazivanjem je dokazano da je S. riobrave bila ili najviSe patogena
ili sliéne patogenosti kao i S. carpocapsae, te S. feltiae. Koncentracija od 10 infektivnih
licinki Steinernema riobrave uzrokovala je mortalitet od 80 % ili vise kod li¢inki P.

interpunctella, E. kuehniella, T. castaneum i O. surinamensis, kukuljica T. castaneum i T.
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molitor, te imaga T. molitor. Svi stadiji vrste Trogoderma imali su mortalitet od 70 % ili

vise, dok je imago S. oryzae i R. dominica, otporniji te je mortalitet bio 15% i 35%.

Zbog sve vece vaznosti bioloSkih mjera suzbijanja Stetnika, entomopatogene nematode se
koriste sve viSe. Pa su brojna istrazivanja pokazala na njihovu prilagodljivost raznim
okolisnim wuvjetima. Jedan od kljuénih ¢imbenika za razvoj i razmnozavanje
entomopatogenih nematoda je temperatura (Jagdale i Gordon, 1997.). Temperatura utjece na
na sposobnost pronalaska domacina, patogenost, razvoj, razmnoZavanje 1 prezivljavanje.
Niske temperature utjeCu na smanjenje enzimatske aktivnosti 1 pokretljivosti infektivnih
li¢inki entomopatogenih nematoda, te su im smanjene metabolicke sposobnosti (Chen i sur.,
2003.). Jagdale i Gordon (1997.) proveli su istrazivanje u trajanju od dvije godine na Cetiri
izolata Steinernematidae. Ispitali su tolerantnost nematoda na temperaturama okoline od 25,
20, 15110 °C. S porastom temperature rasla je i smrtnost infektivnih licinki. S. riobravis je
pokazala najvecu smrtnost, dok je S. feltiae pokazala najmanju smrtnost, svi sojevi
entomopatogenih nematoda S. carpocapsae su pokazali intermedijarni stupanj tolerancije na
visoke temperature. Mjerenjem tolerancije entomopatogenih nematoda na smrzavanje, na
temperaturi od -5 °C, utvrden je mortalitet od 50% infektivnih li¢inki nematoda. Infektivna
sposobnost prezivjelih li¢inki entomopatogenih nematoda bila je 90%, u odnosu na kontrolu.
Dva soja entomopatogenih nematoda S. feltiae pokazala su se najtolerantnijima na niske
temperature, od svih ispitivanih izolata. Infektivne li¢inke entomopatogenih nematoda imaju
sposobnost oporavka u tlu od razlicitih klimatskih promjena na nekom podrucju. One se
mogu prilagoditi na dnevne ili sezonske promjene u temperaturama, na nadina da se
premjeste u dublje slojeve tla kako nepovoljne temperature ne bi ugrozile njihovu
egzistenciju, ili se s vremenom aklimatiziraju na te promjene (Jagdale, 1997.). Kod
ispitivanja entomopatogenih nematoda na niske temperature nije zabiljeZena smrtnost
infektivnih li¢inki ni u jednoj kontroli na 0 °C. To je dokaz da se netom sakupljene nematode
mogu ¢uvati na temperaturi od 0 do 5 °C do 48 h uz neznatan gubitak (1 %) nematoda.
Razmnozavanje S. feltiae na temperaturi od 10 °C nije se promijenilo, takoder, svi sojevi
infektivnih li¢inki S. feltiae su prezivjeli na temperaturi od -5 °C kao i sojevi S. carpacapsae.
Ovim istrazivanjem Jagdale 1 Gordon (1997.) dokazali su da temperature mogu utjecati na
razmnozavanje entomopatogenih nematoda, a takva prilagodljivost na temperaturne razlike
ogranicena je genetskim razlikama izmedu izolata. U naSem istrazivanju je utvrdeno
suprotno, li¢inke S. feltiae hrvatskih sojeva 1SO 16 i ISO 18 su patogenije pri temperaturi
okoline od 10 °C u odnosu na 27 °C.
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Prema Jagdale i Gordon (1997.) infektivne li¢inke S. feltiae bolje su se prilagodile uvjetima
u hladnijim klimatima, a kako bi se zadrzao visok stupanj tolerancije na niske temperature 1
time poboljsala ucinkovitost infektivnih li¢inki na suzbijanje Stetnika u usjevima treba ih
Cuvati i odrzavati na temperaturama 0d 10 do 15 °C ili niZze. Nasa istrazivanja potvrduju
navedeno. Za razliku od S. feltiae, entomopatogene nematode S. riobravis i S. carpocapsae
imaju vecu toleranciju na visoke temperature (20-25 °C) te su ucinkovitije u subtropskim i

tropskim klimatima.
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6. ZAKLJUCAK

Ovim laboratorijskim pokusom ispitan je utjecaj temperature na patogenost
entomopatogenih nematoda S. feltiae kojima smo parazitirali li¢inke skladi$nog Stetnika

kestenjastog brasnara (T. castaneum).

Istrazivanje je provedeno na dvije temperature od 10 °C i 27 °C. Pokusom je utvrdeno da
temperatura ima utjecaj na patogenost S. feltiae, no nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike.
Hrvatski sojevi entomopatogenih nematoda S. feltiae bolje su prilagodeni nizim
temperaturama. Utvrdena je dobra prilagodljivost nematoda na promjenu temperature, te su

podjednako uc¢inkovite na nesto viSim i niZim temperaturama.

Entomopatogene nematode S. feltiae su se pokazale vrlo dobre u suzbijanju skladi$nog
Stetnika kestenjastog brasnara (Tribolium castaneum) pri temperaturi okoline od 10 °C, te bi
u buduc¢nosti primjena entomopatogenih nematoda kao bioloskog sredstva bila jedan od alata

kao integrirana metoda suzbijanja ovog Stetnika
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8. SAZETAK

Cilj laboratorijskog istrazivanja bio je utvrditi patogenost dvaju hrvatskih sojeva
entomopatogenih nematoda Steinernema feltiae, soj ISO 16 i ISO 18 u suzbijanju li¢inki
kestenjastog brasnara (Tribolium castaneum). Kestenjasti brasnar je jedan od znacajnih
Stetnika na uskladiStenim proizvodima jer smanjuje njihovu vrijednost, oSte¢ujuéi zrna.
Pokus je postavljen u laboratorijskim uvjetima na temperaturama od 10 °C i 27 °C u
koncentraciji od 50 nematoda po li¢inki kestenjastog braSnara. Oba soja nematoda imala su
slicne rezultate. Utvrdena je zadovoljavajuca patogenost entomopatogenih nematoda S.
feltiae od 95 % i 75 % mortaliteta liCinki kestenjastog brasnara na temperaturama od 10 °C
i 27 °C.

Kljuéne rije¢i: otpornost, patogenost, entomopatogene nematode, Steinerenema feltiae,

Tribolium castaneum, mortalitet
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9. SUMMARY

The aim of the experiment was to determine the pathogenicity of the two strains of
entomopathogenic nematodes Steinernema feltiae 1ISO 16 and 1SO 18, in suppression of
Tribolium castaneum larvae. T. castaneum is one of the most significant pests on stored
products as it reduces their value by damaging the grain. The experiment was set up under
laboratory conditions at temperatures of 10 and 27 °C, and 50 infective juvenile nematodes
were applied per insect larvae. Both nematode strains proved similar result. Mortality of
T.castaneum in range of 95 and 75% was observed at temperatures 10 and 27 °C, respectively

was determined.

Key words: pathogenicity, tolerance, entomopathogenic nematodes, Tribolium castaneum,
Steinernema feltiae, mortality
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