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1. UvOD

Ekonomski isplativa poljoprivredna proizvodnja svih kulturnih biljaka ovisna je o primjeni
kemijskih pesticida. Ako se kemijski pesticidi ne Koriste pravilno do¢i ¢e do naruSavanja i
oneciS¢enja ekosustava tla, stoga je potrebno veliko zalaganje stru¢njaka kako bi dosli do
boljeg rjeSenja za zaStitu od potencijalnih Stetnika, bolesti i korova. Kukci su grupa
zivotinjskog carstva koji postoje vise od 400 milijuna godina prije ¢ovjeka i bez kojih nas

svijet ne bi bio isti (Ivezi¢, 2008.).

Europska uredba o regulaciji pesticida (EC) br. 1107/2009 poti¢e uporabu manje Stetnih
djelatnih tvari kemijskih pesticida. Biopesticidi imaju manji rizik od kemijskih pesticida, te

se preporucuju za uporabu u integriranim sustavima zastite bilja (Villaverde i sur., 2014.).

Integrirana zasStita bilja ukljuuje upotrebu svih raspolozivih mjera za sprjecavanje
gospodarskih $teta od kukaca, korova i uzro¢nika bolesti kako bi se ocCuvali prirodni
neprijatelji i najmanje onecistili okolis 1 poljoprivredni proizvodi. Kemijsko tretiranje se vrsi

samo ako je opravdano i nuzno.

Dobra poljoprivredna praksa uskladiStenih Zitarica ukljucuje higijenu u skladistima. Kao $to
su povremeno prozracivanje, moguénost kontroliranja temperature i vlaznosti zraka, dobra
ventilacija za suSenje 1 hladenje proizvoda. Takoder je potrebno obnavljati stara skladista 1

graditi nova.

Semiokemikalije tj. uporaba feromonskih klopki ima veliko znaéenje u suzbijanju $tetnih
kukaca zbog izostanka uporabe pesticida i eventualnih Stetnih ostatak pesticida. Najveci
u¢inak semiokemikalija je postignut s atraktantima za masovno hvatanje, repelentima za
odbijanje Stetnika od uskladistenih proizvoda, sredstvima za ispiranje, ometac¢ima za

polaganje jaja i dr. (Cox, 2004.).

Sve veca je osvijestenost ljudi 0 bioloskim pesticidima kao alternativi za kemijske pesticide.
Prednosti bioloskih pesticida je mnogo: ne zagaduju okolis, nisu opasni za organizme za koji
nisu namijenjeni, imaju niZze troSkove razvoja i registracije, te smanjenu vjerojatnost

otpornosti na stetnika (Carlton, 1996.).

Primjeri korisnih organizama koji se koriste kao bioloski insekticidi u suzbijanju Stetnika u

svijetu su:



Parazitska osica (Encarsia formosa) za suzbijanje stitastog moljca (Trialeurodes
vaporariorum), predatorska grinja (Amblyseius californicus) za suzbijanje tripsa, bozje
ov¢ice (Coccinelidae) za suzbijanje lisnih usiju, entomopatogene nematode za suzbijanje

raznih vrsta kukaca i dr.

Ovim radom zelimo prikazati bioloski nain zaStite uskladiStene robe u zatvorenim
prostorima. Ucestalom uporabom pesticida dolazi do rezistentnosti, tj. otpornosti Stetnika na
kemijske insekticide (pr. fosfin - najrasireniji fumigant u skladistima i piretrin). Zbog toga
nastaje veliki problem kod nas, ali i u svijetu. Potrebno je pronaci biolo§ku metodu zastite
od Stetnih kukaca koja nece biti $tetna za proizvode, prirodne neprijatelje, okolis i na kraju

zdravlje ljudi.

Cilj istrazivanja je utvrditi utjecaj entomopatogenih nematoda (Steinernema feltiae) na
mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara (Tribolium castaneum) uz prisustvo hranidbenog

atraktanta.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. ZNACAJ ENTOMOPATOGENIH NEMATODA U BIOLOSKOJ
KONTROLI STETNIH KUKACA

Znanstvena istrazivanja s entomopatogenim nematodama zapocela su 1930. god. kada su
Glaser i Fox pronasli nematode iz roda (Steinernema) u li¢inkama japanskog pivca, au 17.
st. su Aldrovandi (1623.) 1 Lister (1671.) pronasli u kukcima crvice za koje se pretpostavljalo
da su paraziti. Glaser je poceo vrSiti prva testiranja sa Steinernema glaseri 1930. god. (Slika
1.). Do 1960. god. zanemareno je istrazivanje entomopatogenih nematoda jer je pocela
masovna proizvodnja pesticida. U zadnjih 20-tak godina javlja se sve veca potreba za

proizvodnjom nematoinsekticida.

Slika 1. Izlazak novih generacija Steinernema glaseri iz zarazenog kukca

Izvor: https://i.ytimg.com/vi/G16fLgYwS08/maxresdefault.jpg

Entomopatogene nematode su korisne u zastiti poljoprivrednih proizvoda jer parazitiraju
kukce i koriste se kao biopesticidi (Slika 2.). Najznac¢ajnije porodice su Steinernematidae i
Heterorhabditiae. Porodica Steinernematidae ima dva roda: Steinernema i Neosteinernema.
Tri najznacajnije vrste iz roda Steinernema su S. carpocapsa, S. feltiae i S. scapterisici
(Ostrec, 2001.). Porodica Steinernematidae je rasprostranjena u tlima u cijelom svijetu.
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Slika 2. Model preZivljavanja 1 infekcije kukca s entomopatogenim nematodama

Izvor: https://www.cell.com

Steinernematidae i Heterorhabditiae su u simbiotskom odnosu s bakterijama iz roda

Xenorhabdus i Photorhabdus koje imaju insekticidno djelovanje (Slika 3.).

Slika 3. Bakterijski simbiont Xenorhabdus (obiljeZen zeleno ili crticama) naseljavaju

utrobu entomopatogenih nematoda Steinernema carpocapse

Izvor: https://www.researchgate.net; Cowels i Goodrich Blair, 2008



Infektivne li¢inke 3. stadija ulaze u kukca domacina kroz usta, traheje, crijevni otvor i
probijaju stjenku crijeva. Ulaze u hemocel kukca te u njega ispuste bakterije, koje se s
vremenom razmnoze, uzrokuju septikemiju (sepsa) koja ubije domacina u roku od 48 sati.
U domacinu prelaze u li¢inke 4. stadija, iz kojeg se razvijaju odrasli 1. generacije. Nakon
kopulacije Zenke odlazu jaja iz kojih se razvijaju licinke 1. stadija, koje se presvlace u li¢inke
2. 3.1 4. stadija. Kasni 2. stadiji li¢inki se prestaju hraniti hemolimfom i tkivima kukca,

unose bakteriju u organizam, prelazi u li¢inku 3. stadija i napustaju tijelo kukca (Ostrec,

2001.).

Najveéa ucinkovitost entomopatogenih nematoda iz porodice Steinernematidae i
Heterorhabditiae je na mjestima gdje su nematode bile zasticene od vanjskih, okolisnih

ekstrema (Shapiro-Ilan i sur., 2006.).

Kao i s ostalim entomopatogenima, osjetljivost domacina varira ovisno o vrsti i soju
entomopatogenih nematoda. U slucaju kukca Simulium vittatum i nematode Steinernema
carpocapsae, utvrdena je otpornost kukaca prema nematodama (Gaugler i Molloy, 1981.).
Mnogi drugi kukci takoder su koevoluirali s nematodama iz porodice Steinernematidae i
Heterorhabditiae, te su razvili mehanizme otpornosti (Slika 4.).
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Slika 4. Nacini inficiranja kukca s nematodama i sustav obrane kukca od parazita
Izvor: https://ai2-s2-public.s3.amazonaws.com

Uslijed genetskih promjena u prethodno osjetljivom domaéinu moze do¢i do imunosti kukca

na nematode i tako stvoriti otpornost i na bakteriju Xenorhabdus $to bi rezultiralo vrlo



otpornim populacijama. U slu¢aju Anopheles quadrimaculatus otpornost se pojavila jer je
domacin pokusao fizi¢ki otkloniti parazite (Woodarda i Fukuda, 1977.).

Primjer je balegar (Scarabeus sacer) ¢ije li¢inke imaju Sitaste ploce preko stigmi, Koji
sprecavaju ulazak nematoda i samim time sprjec¢avaju infekciju. Istrazivanja o otpornosti na
nematode su provedeni s Popillia japonica gdje se proucavalo kako dvije razliCite vrste
nematoda napadaju i inficiraju kukce. Steinernema glaseri i Heterorhabditis bacteriophora
su koristene u pokusima, utvrdena je osjetljivost ovog kukca na obje vrste nematoda. H.
bacteriophora je imala slabiju toleranciju na domacinovu crijevnu tekuc¢inu. Uspjesno ju je
izbjegla ranijim ispustanjem bakterije. S. glaseri je bila otpornija na domac¢inov imunoloski
sustav. Na kutikuli S. glaseri se nalazi protein koji usporava i inhibira imunoloski sustav
kukca. Kod odraslog kukca, obrambeni mehanizam je trljanje nogu o dlakavi dio abdomene

kako bi odstranio nematode (Wang i sur., 1995.).

Glavno ograni¢enje U primjeni entomopatogenih nematoda je njihova osjetljivost na
okolisne ¢imbenike. Entomopatogene nematode se mogu primjenjivati u kombinaciji s

drugim sintetickim pesticidima, sa standardnom opremom za primjenu pesticida (Slika 5.).
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Slika 5. Mogu¢nost koristenja standardne opreme za primjenu pesticida pri primjeni

entomopatogenih nematoda

Izvor: http://entnemdept.ufl.edu/creatures/nematode/entomopathogenic6L.jpg



Otpornost entomopatogenih nematoda Steinernema feltiae testirana je pri mijesanju s 17
razliCitih pesticida i tri regulatora rasta biljaka. Od testiranih proizvoda bila su dva
biofungicida Streptomyces griseoviridis i Trihoderma harzianum, te devet kemijskih
fungicida (iprodion, tiofanat-metil, azoksistrobin, fludioxsonil, mefenoksam, triflumizol, i
etridiazol). Od bioinsekticida testiran je Bacillus thuringiensis, te tri botanicka sredstva. Od
kemijskih insekticida testiran je diflubenzuron, acefat i fenoksikarb i jedan herbicid.
Nematode su bile izloZzene najvecoj preporucenoj koncentraciji pesticida. ZapaZzanja 0
infektivnosti nematoda se provjeravalo nakon 4, 24 i 72 sata nakon izlaganja. Nakon 72 sata
u vise od 80% S. feltiae je ostalo aktivno. Samo je etridiazol smanjio infektivnost dok je s

regulatorima rasta povecao infektivnost nematoda (De Nardo i Grewal, 2003.).

S. feltiae je ekoloski sigurna alternativa za bioloSko koriStenje protiv kukaca. Poznata je
tehnologija proizvodnje, formulacije i skladistenje. Potvrdena je njihova sigurnost za okolis,
druge korisne organizme, zivotinje i ljude pri koriStenje u integriranim sustavima zastite
bilja. Regulatorna politika trebala bi osigurati financijske osnove za daljnji razvitak i
poduprijeti daljnje uvodenje entomopatogenih nematoda kao sredstva za biokontrolu

Stetnika.



2.2. KESTENJASTI BRASNAR (Tribolium castaneum)

Tribolium castaneum je polifagni Stetnik, pripada redu Coleoptera (kornjasi) i porodici
Tenebrionidae (mra¢njaci). T. castaneum rasprostranjen je po cijelom svijetu. Primarni je
Stetnik uljarica, leguminoza, brasna i dr. (Ivezi¢, 2008.). Sekundarno se hrani u skladistima
s lomom zrna, a ako je vlaga zrna 12,5% moze ostetiti i cijela zrna (Rozman, 2010.). T.

castaneum prolazi potpunu preobrazbu.

Imago je duzine 3-4 mm, crvene do tamnosmede boje sa spljostenim tijelom (Slika 6.).
Gornja krila ili pokrilja sluze za odrZzavanje ravnoteze, a straznji par Krila je opnenast i sluzi
za letenje. Ticala se sastoje od 11 segmenata, a zadnja tri su mu veca od vrste T. confusum
(Rozman, 2010.). Ima dvije generacije godisnje, a zivotni vijek mu traje do dvije godine.
Termofilan je kukac §to znaci da u toplijim uvjetima (32,5°C) i relativnoj vlaznosti zraka od
70% zenka daje veéi broj generacija. Tijekom zivota moze odloziti 300-900 jaja. Li¢inka je
duzine 6-7 mm i zuékaste je boje sa smedom glavom (Ivezi¢, 2008.) (Slika 7.). Jaja su
bjelicaste — prozirne boje i imaju ljepljivu povrsinu. Veli¢ine su 0.61 x 0.35. Kukuljica je

bijele boje, a sazrijevanjem postaje tamnija (Liska, 2011.) (Slika 8.).

Slika 6. Tribolium castaneum, odrasli oblik

Izvor: Doris Dori¢, 2018.



Slika 7. Tribolium castaneum, li¢inka

Izvor: Doris Dori¢, 2018.

Slika 8. Tribolium castaneum, kukuljica

Izvor: Doris Dorié, 2018.



Za suzbijanje Tribolium castaneum koriste se:
1. KEMUJSKI INSEKTICIDI:
ORGANOFOSFORNI INSEKTICIDI

- Pirimifos — metil pripada u opasna sredstva. Dozvoljene su dvije primjene u istom

praznom skladistu (Cvjetkovi¢, 2017.).
PIRETROIDI

- Deltametrin: dozvoljena je jedna primjena za tretiranje povrSina prije unosenja
Zitarica u skladiste
- Cipermetrin: dozvoljena je jedna primjena u praznom skladistu ili jedna primjena na

istom zrnu zitarica (Cvjetkovi¢, 2017.).

2. DUATOMEJSKA ZEMLJA

Ubraja se u fizikalne insekticide. Ostecuje kutikulu kukca te kukac gubi vodu iz tijela i ugiba
od dehidracije. Dijatomejska zemlja se sastoji od 90% nepirogene dijatomjeske zemlje i 10%
silicijeve kiseline. Moze se primijeniti za tretiranje praznog skladista prije unosa Zitarica.
Tretira se samo zrnje s manje od 14,5% vlage jer je na vlaznijem zrnu smanjen ucinak.
Primjenjuje se preventivno (prije pojave Stetnika) i1 kurativno (nakon pojave Stetnika).

Dozvoljeno je jedno tretiranje Zitarica i 10 tretiranja praznog skladiSta (Cvjetkovic¢, 2017.).

3. SREDSTVA ZA FUMIGACIU

Fumiganti djeluju u plinovitom stanju. Zbog velike otrovnosti i specifiénog na¢ina primjene

taj posao moze raditi samo osposobljeno 1 ovlaSteno stru¢no osoblje.

- Aluminijev i magnezijev fosfid: on u dodiru sa zrakom stvara fosforovodik koji je

uvrSten u prvu skupinu otrova. Smije se tretirati samo prazno skladiste (Cvjetkovic,

2017.).

4. BIOLOSKI INSEKTICIDI

B. thuringiensis pripada skupini insekticida mikrobioloskog porijekla. Djelatna tvar ovih

insekticida su spore i toksini bakterije B. thuringiensis. Soj B. thuringiensis tenebrionis

10



djeluje na licinke kornjasa T.castaneum. Djeluju sporo tako da se moraju primijeniti na

mlade stadije li¢inki, a na odrasle li¢inke djelovanje je vrlo ograniceno.
5. BOTANICKI INSEKTICIDI

Botanicki insekticidi su sekundarni metaboliti biljaka koji imaju insekticidno djelovanje.
Esencijalno ulje iz sjemena kardamoma ima toksi¢no djelovanje kada se koristi kao fumigant
na odrasle i li¢inke T.castaneum. Li¢inke 10-16 dana starosti bile su osjetljivije od odraslih,

ali ta osjetljivost se smanjivala s visim stadijem (Huang i sur. 2000.).

Veliki problem u svijetu predstavlja rezistentnost na pesticide. Kljaji¢ i Peri¢ (2005.) navode
najveca rezistentnost na fosfin javlja se kod T. castaneum i T. confusum, zatim Sitophilus
oryzae, Rhyzopertha dominica i Plodia interpunctella. U svijetu se javlja rezistentnost i na
piretroide (deltametrin i cipermetrin) kod T.castaneum. Rezistentnost moze utjecati na
zdravlje ljudi, te ekoloskih i ekonomskih posljedica zbog izostanka suzbijanja Stetnika.
Osjetljivost ili rezistentnost je sposobnost odredenih jedinki neke vrste kukaca da prezive
dozu koja je latentna za vecinu jedinki. Nakon toga jedinke koje su prezivjele nastavljaju se
razmnozavati medusobno s rezistentnim i osjetljivim jedinkama, te dolazi do kombinacije

genetskih materijala i zbog toga sve vise jedinki postaje rezistentno.
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3. MATERIJALI | METODE

U Laboratoriju za entomologiju Fakulteta agrobiotehni¢kih znanosti Osijek, postavljen je
pokus s entomopatogenim nematodama Steinernema feltiae i kestenjastim braSnarom

(Tribolium castaneum). Pokus je proveden tijekom lipnja i srpnja 2018. godine.

U pokusu su koriStene infektivne li¢inke hrvatskog soja S. feltiae, iz kulture koja se uzgaja
na Fakultetu agrobiotehnickih znanosti Osijek. Nematode su uskladistene u posudicama za
uzgoj kultura u pufernoj otopini (M9) u hladnjaku na 4 °C. Kako bi pripremili koncentraciju

infektivnih li¢inki nematoda 3. stadija za pokus potrebno je:

e Automatska pipeta volumena od 20-200 pL;
e Predmetno stakalce;

e Stereo mikroskop.

Pomocu automatske pipete iz uzgojnih posudica uzima se koli¢ina od 20 uL i stavlja 3
kapljice otopine na predmetno stakalce (Slika 9.). Tako pripremljeni preparat promatra se
pod mikroskopom i broje Zive infektivne li¢inke nematoda iz svake kapi (Slika 10.). Proces
se ponavlja cetiri puta kako bi se dobio prosje¢an broj nematoda u 20 pL, te se izraCunava

koli¢ina otopine s nematodama radi utvrdivanja ukupnog broja zivih nematoda.

Prije pripreme koncentracije nematoda, nematode su isprane u destiliranoj vodi. Proces se
obavio pomocu centrifuge (Tehnica centrica) (Slika 11.). Otopina nematoda iz uzgojnih
posudica presipana je u Falcon tubice od 15 ml. U centrifugu se uvijek stavlja paran broj
Falcon tubica. Zbog sile gravitacije nematode ¢e pasti na dno tubice. Nakon prve centrifuge
pomocu pipete potrebno je izvaditi viSak vode i dodati destiliranu vodu. Centrifuga se
nastavlja s destiliranom vodom. Nakon toga se iz Falcon tubice pipetom izvadi visak vode.
Iz konusnog dijela Falcon tubice ponovno se nekoliko puta pipetom uzima 20 pL otopine

kako bi se utvrdila brojnost nematoda, te se razrjeduje do potrebne koncentracije.
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Slika 9. Pipetiranje otopine s nematodama na predmetno stakalce

Izvor: Doris Dori¢, 2018.

Slika 10. Brojanje zivih nematoda

Izvor: Doris Dori¢, 2018.
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Slika 11. Centrifugiranje nematoda

Izvor: Doris Dori¢, 2018.

Pokus je postavljen u Petrijevim zdjelicama u kojem je bio polozen filter papir. Kao
hranidbeni atraktant za liCinke kestenjastog brasnara koriSten je lom zrna pSenice. U svaku
Petrijevu zdjelicu postavljeno je dvadeset izlomljenih zrna pSenice 1 deset licinki
kestenjastog brasnara (Slika 12.). Zrna pSenice izlomljena su ruéno u muzaru. Li¢inke
kestenjastog braSnara prikupljene su iz kulture koja se uzgaja u Laboratoriju za skladiStenje

poljoprivrednih proizvoda.

Pokus je postavljen s cetiri tretmana u tri ponavljanja, te je proveden u mraku na dvije

temperature (sobna 20-22° C i 14° C u klimastat komori).

U svaku Petrijevu zdjelicu dodano je 2 mL destilirane vode te potrebna koncentracija
nematoda u 1 mL destilirane vode. U kontrolnom tretmanu dodana je jednaka koli¢ina vode

bez nematoda.

Tretman 0 (kontrola) u kojem nije bilo nematoda, tretman 100 u kojem je bilo 100 infektivnih
licinki nematoda po jednoj li¢inki kestenjastog braSnara, zatim 300 infektivnih li¢inki
nematoda po jednoj li¢inki kestenjastog brasnara i 700 infektivnih li¢inki nematoda po

jednoj li¢inki kestenjastog braSnara. Pomocu pipete se na svako zrno izlomljene pSenice
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dodalo ovisno o tretmanima (100, 300 ili 700) mikro kapljice otopine s infektivnim
licinkama S. feltiae. Zatim su dodane licinke kestenjastog brasnara s ciljem da pojede zrno
na kojem se nalaze infektivne li¢inke S. feltiae. Na taj nac¢in ¢e nematoda uci u kukca i obaviti

zarazu.

Mortalitet li¢inki je pra¢en svaka 3 dana, tijekom perioda od 10 dana. Uginule li¢inke
izdvojene su i postavljene na tzv. White-ove zamke (White trap) (Slika 13.). Nakon 7 dana

pracena je pojava nematoda izdvojenih iz bijelih zamki uginulih li¢inki.

Slika 12. Postavljanje pokusa

Izvor: Doris Dori¢, 2018.
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Slika 13. White trap

Izvor: Doris Dorié, 2018.

Rezultati pokusa su obradeni analizom varijance (ANOVA), a razlike izmedu srednjih
vrijednosti tretmana su testirane s Tukey HSD testom (P<0,05) u statistickom programu SAS
9.3.
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4. REZULTATI

U tablici 1 prikazani su rezultati mortaliteta li¢inki kestenjastog brasnara u pokusu
provedenom na kontroliranoj temperaturi. Pri temperaturi od 14° C nisu utvrdene statisti¢ki
znacCajne razlike izmedu tretmana. lako nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu
tretmana, iz tablice moZemo vidjeti da je u tretmanu 0 gdje nismo primijenili nematode, 3

dan bio manji mortalitet u odnosu na druge tretmane gdje smo primijenili nematode.

Tablica 1. Srednje vrijednosti mortaliteta li¢inki kestenjastog braSnara pri temperaturi od 14°
C

Dan nakon postavljanja pokusa

Tretman (konc.

nematoda) 3 7 10 Ukupno
0 3,33a 16,61 a 46,67 a 66,61
100 20,00 a 13,33 a 50,00 a 83,33
300 16,67 a 23,33 a 36,67 a 76,67
700 26,67 a 33,33 a 26,67 a 86,67

Vrijednosti u koloni oznaéene istim slovima , medusobno se ne razlikuju (P<0,05).

U tablici 2 su prikazani rezultati mortaliteta licinki kestenjastog brasnara pri temperaturi od
22 ° C. Takoder nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu tretmana. No, iako nije bilo
signifikantne znacajnosti, entomopatogene nematode su izazvale dvostruko ili trostruko veci

mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara nakon tre¢eg dana pokusa.
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Tablica 2. Srednje vrijednosti mortaliteta pri temperaturi od 22 °C

Dan nakon postavljanja pokusa

Tretman (konc.

nematoda) 3 7 10 Ukupno
0 10,00 a 30,00 a 26,67 a 66,67
100 30,00 a 13,33 a 36,67 a 80,00
300 23,33 a 16,67 a 23,33 a 63,33
700 36,67 a 20,00 a 26,67 a 83,34

Vrijednosti u koloni oznacéene istim slovima, medusobno se ne razlikuju (P<0,05).

U tablici 3 vidljivo je da temperatura nije imala znaCajna utjecaj na mortalitet licinki
kestenjastog brasnara s obzirom da nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika izmedu tretmana
s dvije temperature. No, nakon 3. i 7. dana pokusa utvrden je veci mortalitet li¢inki

kestenjastog brasnara na sobnoj temperaturi.

Tablica 3. Utjecaj temperature na mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara u kontrolnom

tretmanu
Dan nakon postavljanja pokusa
Temperatura 3 7 10 Ukupno
14 °C 3,33 a 16,67 a 46,66 a 66,66
22 °C 10,00 a 30,00 a 26,66 a 66,66

Vrijednosti u koloni oznacene istim slovima , medusobno se ne razlikuju (P<0,05).

U tablici 4 prikazane su srednje vrijednosti mortaliteta li¢inki kestenjastog brasnara u
tretmanu 100 nematoda po kukcu, gdje takoder nije utvrden znacaj temperature na
ucinkovitost nematoda u suzbijanju kestenjastog brasnara. Najveci mortalitet je utvrden 10.

dan nakon proucavanja patogenih nematoda, kada je 50% svih li¢inki brasnara uginulo.
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Tablica 4. Utjecaj temperature na mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara u tretmanu 100

nematoda po kukcu

Dan nakon postavljanja pokusa

Temperatura 3 7 10 Ukupno
14 °C 20,00 a 13,33 a 50,00 a 83,33
22°C 30,00 a 13,30 a 36,67 a 79,97

Vrijednosti u koloni oznacéene istim slovima , medusobno se ne razlikuju (P<0,05).

U tablici 5 je prikazan utjecaj temperature na patogenost nematoda u tretmanu s 300
nematoda po kukcu. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu dvije temperature.

Veci postotak smrtnosti bio je pri temperaturi 14° C za 13,34%.

Tablica 5. Utjecaj temperature na mortalitet li¢inki kestenjastog brasnara u tretmanu 300
nematoda po kukcu

Dan nakon postavljanja pokusa

Temperatura 3 7 10 Ukupno
14°C 16,67 a 23,33 a 36,67 a 76,67
22°C 23,33a 16,67 a 23,33a 63,33

Vrijednosti u koloni oznacene istim slovima , medusobno se ne razlikuju (P<0,05).

U tablici 6 je prikazan utjecaj temperature na mortalitet li¢inki kestenjastog braSnara u
tretmanu s najve¢om koncentracijom nematoda, a takoder nisu utvrdene statisticki znacajne

razlike izmedu dvije temperature.
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Tablica 6. Srednje vrijednosti mortaliteta tretmana 700 pri temperaturi 14 °C i 22 °C

Dan nakon postavljanja pokusa

Temperatura 3 7 10 Ukupno
14 °C 26,67 a 33,33 a 26,67 a 86,67
22°C 36,67 a 20,00 a 26,33 a 83,00

Vrijednosti u koloni oznacene istim slovima , medusobno se ne razlikuju (P<0,05).

Uginule li¢inke kestenjastog brasnara vadene su, prilikom svakog ponavljanja iz tretmana i
stavljane na white trap (Slika 14. i 15.). Izlazak novih generacija entomopatogenih nematoda
pratio se tijekom 14 dana. Nakon 14 dana utvrdena je visoka populacija novih generacija.
Sto ukazuje da su li¢inke uginule zbog infekcije namatodama. Zbog toga je kestenjasti

brasnar dobar domacin za reprodukciju u razvoju entomopatogenih nematoda.

Iz svih uginulih li¢inki su se izdvojile nove generacije entomopatogenih nematoda, a §to je

utvrdenom velikim brojem novih infektivnih li¢inki u Whiteovoj zamki.

Slika 14. Uginula li¢inka na sobnoj temperaturi od 22° C
Izvor: Doris Dori¢ 2018.
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Slika 15. Uginule li¢inke u tretmanu 700 nematoda po jednom T. castaneum

Izvor: Doris Dori¢ 2018.
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5. RASPRAVA

U istrazivanju koje je proveo Athanassiou i sur. (2008.) primijenjene su entomopatogene
nematode S. feltiae u laboratoriju na pSenici protiv T. confusum. Nematode su bile
primijenjene u tri doze 100, 300, 900 nematoda po li¢inki T. confusum. Mortalitet li¢inki
dosegla je 79-100% nakon 7 i 14 dana izlaganja najvecoj dozi nematoda, dok smrtnost
odraslih nije prelazila 66%. U naSem istrazivanju utvrdeno je da je u tretmanu 700 nematoda
po jednom T. castaneum, mortalitet li¢inki je bio nakon 7 i 10 dana od 56,67 odnosno

86,67%, odnosno sli¢ni rezultati su utvrdeni

Ramos-Rodriguez i sur. (2007.) su proveli laboratorijska istrazivanja o ué¢inku S. riobrave
na li¢inke i odrasle T. castaneum. Pokus je postavljen na dvije temperature (25 °C i 30 °C) i
relativnim vlaznostima zraka (43, 56, 75 i 100% RH), a koji nisu znacajno utjecale na
djelotvornost S. riobrave. Ovi rezultati su sli¢ni S naSim rezultatima s obzirom da nije
utvrden statisticki znacajni utjecaj temperature na patogenost entomopatogenih nematoda S.

feltiae.

Trdan i sur. (2006.) su testirali entomopatogene vrste S. feltiae, S. carpocapsae, H.
bacteriophora i H. megidis i njihovu u¢inkovitost u kontroli odraslih kukaca Sitophilus
granarius i Oryzaephilus surinamensis. Aktivnost bioloskih tretmana odredena je u 3
razli¢ite koncentracije (500, 1000 i 2000 infektivnih li¢inki po jednom kukcu), te pri
razli¢itim temperaturama (15, 20 i 25 °C). Navedeni autori su utvrdili da koncentracije
nematoda su manje vazan ¢imbenik koji utjece na biolosku aktivnost nematoda kod odraslih
kukaca. U ovom istrazivanju, kod li¢inki T. castaneum pomocu statisti¢ke analize pokazano
je da nema razlike izmedu tretmana, iako iz tablice srednjih vrijednosti moZemo zakljuciti
kako je u tretmanu 0 manji mortalitet nego kod tretmana gdje su bile koncentracije nematoda.
Dodavanjem hranidbenog atraktanta (zrna pSenice) u pokus, s ciljem poboljSanja patogenosti

S. feltiae nije se pokazalo u¢inkovito u ostvarivanju mortaliteta kestenjastog brasnara.
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6. ZAKLJUCAK

Ovim pokusom nisu utvrdene statisticke znacajne razlike izmedu tretmana s
entomopatogenim nematodama S. feltiae na mortalitet li¢inki T. castaneum uz prisutnost

hranidbenog atraktanta.

Nakon provedenog pokusa moze se zakljuciti da temperatura nije bila od velike vaznosti za
mortalitet T. castaneum. Ipak kod tretmana s nematodama utvrdene su razliite srednje
vrijednosti mortaliteta, a koje nisu bili statisticki znac¢ajne. U kontrolnom tretmanu tijekom
tri dana nakon postavljanja pokusa mortalitet licinki T. castaneum bio je 0-10%, dok je u
ostalim tretmanima bilo izmedu 10-60%. Nakon desetog dana izlozenosti li¢inki
kestenjastog brasnara nematodama S. feltiae u tretmanu s 700 nematoda po kukcu je
utvrdeno viSe 1 od 80% uginulih li¢inki kestenjastog brasnara. Hranidbeni atraktant nije

pospjesio infektivnost odnosno patogenost S. feltiae.
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8. SAZETAK

Stetni kukei u uskladistenim proizvodima su postali veliki problem zbog rezistentnosti na
pesticide. Pojavljuje se sve veca potreba za bioloskim preparatima. Cilj istrazivanja je
utvrditi utjecaj hranidbenih atraktanata kao mamaca s entomopatogenim nematodama
(Steinernema feltiae) na mortalitet li¢inki kestenjastog braSnara (Tribolium castaneum).
Pokus je postavljen u Petrijevim zdjelicama, s lomom zrna pSenice u Cetiri tretmana i tri
ponavljanja, te je proveden u mraku na dvije temperature. Nakon desetog dana izloZenosti
licinki kestenjastog brasnara nematodama S. feltiae u tretmanu 700 nematoda po kukcu,
utvrden je najveci mortalitet, odnosno utvrdeno je viSe od 80% uginulih li¢inki kestenjastog
brasnara. No, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu tretmana. Takoder, nije
utvrden statisticki znacajan utjecaj temperature u ovom pokusu. Hranidbeni atraktant nije
pospjesio infektivnost odnosno patogenost S. feltiae. Li¢inke kestenjastog brasnara dobar su
domacin za S. feltiae, no potrebna su dodatna istrazivanja koriste¢i druge metode ispitivanja

patogenosti s obzirom da nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu.

Kljuéne rijeci: Steinernema feltiae, patogenost, mortalitet, Tribolium castaneum

27



9. SUMMARY

Stored products insects pests have become a major problem in agriculture due to resistance
to pesticides. There is an increasing need for biological control solutions. The aim of the
study is to determine effect of food attractants on insecticidal efficacy of entomopathogenic
nematodes (Steinernema feltiae) against Tribolium castaneum larvae. The experiment was
set up in Petri dishes with wheat grain as food attractant in four treatments and three
repetitions, and it was conducted in dark at two temperatures. The highest mortality was
observed in treatment with 700 nematodes per insect larvae, where more than 80% of insect
larvae were found dead. There were no statistical differences between the treatments, and no
significant effect of temperature regime was observed. Food attractant did not enhance
nematodes pathogenicity. The larvae of red flour beetle are susceptible and good host for S.
feltiae, however different methods of testing their pathogenicity against their pest are needed

to ensure significant results.

Key words: Steinernema feltiae, pathogenicity, mortality, Tribolium castaneum
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Summary:

Stored products insects pests have become a major problem in agriculture due to resistance to pesticides. There
is an increasing need for biological control solutions. The aim of the study is to determine effect of food
attractants on insecticidal efficacy of entomopathogenic nematodes (Steinernema feltiae) against Tribolium
castaneum larvae. The experiment was set up in Petri dishes with wheat grain as food attractant in four
treatments and three repetitions, and it was conducted in dark at two temperatures. The highest mortality was
observed in treatment with 700 nematodes per insect larvae, where more than 80% of insect larvae were found
dead. There were no statistical differences between the treatments, and no significant effect of temperature
regime was observed. Food attractant did not enhance nematodes pathogenicity. The larvae of red flour beetle
are susceptible and good host for S. feltiae, however different methods of testing their pathogenicity against
their pest are needed to ensure significant results.
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