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1. Uvod

U danasnje vrijeme sve vise jaCa svijest za proizvodnjom zdrave hrane, §to dovodi u pitanje
koristenje kemijskih fungicida i insekticida. Zbog zahtjeva trziSta na sve viSe povrSina se
uzgajaju poljoprivredni proizvodi po ekoloskim uvjetima proizvodnje §to ukljucuje primjenu

biopripravaka koji sadrze korisne mikroorganizme.

Kukci Sire bolesti i uzrokuju oStecenja i razaranje zrna Zzitarica. Stoga je suzbijanje Stetnih
kukaca iznimno vazno u poljoprivredi, a i u sprjeGavanju bolesti kod ljudi (Durakovi¢, 1995.).
Razli¢ite vrste bakterija danas se upotrebljavaju radi sprje¢avanja Steta koje uzrokuju Kukci.
Bakterija Bacillus thuringiensis u biopreparatima koristi se radi suzbijanja stetnih gusjenica
na djetelini, crvi na sjemenju, kukaca koji buse zrnje kukuruza, crva koji napadaju kupus i
listove duhana itd. Ta vrsta bakterija sintetizira proteinske kristale otrovne za probavni sustav
kukaca. Uzgoji se velika koli¢ina bakterija, osusi i nanosi u obliku praha na zrnje koje kukci
jedu (Durakovi¢, 1995.), ili se tretira u tekuéem obliku uzgojem na selektivnoj hranjivoj

podlozi.

Korisna gljiva Beauveria bassianna je entomopatogena i prirodno raste u tlima diljem svijeta,

te ima parazitno djelovanje na razliCite vrste ¢lankonozaca

(https://en.wikipedia.org/wiki/Beauveria_bassiana). Anamorfni je stadij gljive, ¢iji je
telemorfni stadij Cordyceps bassiana definiran tek 2001. godine ( Lackovi¢ i Pernek, 2012.).

Ime je dobila po talijanskom entomologu Agostinu Bassiju koji ju je 1815. godine otkrio kao
uzro¢nika bolesti zvane ,,white muscardine disease koja se pojavila na jedinkama Bombyx
mori (dudov svilac), unistavajuci pri tome cijelo tijelo ovih korisnih insekata. Dakako, ovo

otkri¢e dovelo je do ideje koriStenja B. bassianna - e kao entomopatogene gljivice.


https://en.wikipedia.org/wiki/Beauveria_bassiana

2. Pregled literature

2.1. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis je Siroko rasprostranjena, aerobna, Stapic¢asta kristalomorfna,
sporogena, gram pozitivna bakterija koja nastanjuje tlo te se obi¢no koristi kao bioloski
insekticid. Bacillus thuringiensis se takoder javlja u probavnom traktu leptira, na lisnim
povrSinama, u vodenim okruZenjima, u okruZenjima bogatim insektima te mlinovima za
brasno i objektima za skladiStenje zrna. Za ovu bakteriju moze se re¢i da zivi u svim
kopnenim ekosistemima, jer ona tijekom sporulacije formira spore koje su otporne na susu i

opcenito na visoke temperature.

Slika 1. Mikroskopski prikaz bakterije Bacillus thuringiensis

(https://3.imimg.com/data3/RH/XX/MY -4947948/bacillus-thuringiensis-500x500.jpg)

Bacillus thuringiensis, kao entomopatogena bakterija spominje se prvi puta 1901. od strane
japanskog biologa Ishiwataria Shigetanea i to kod gusjenica leptira Bombyx mori (dudov
svilac). Otkrio ju je na nain da je s mrtvih gusjenica izolirao uzrok bolesti tada nazvane
,,sotto disease* (sudden collapse disease). Bolest je bila odgovorna za gubitak brojnih svilaca
u Japanu i okolici. Shigetane je tada toj novoj i nepoznatoj bakteriji dao ime Bacillus sotto
(sotto jap. collapse), referirajuci pri tome na paralizu koju ta bakterija uzrokuje u dodiru s

ciljanim organizmom. Par godina kasnije, to¢nije 1911., njemacki mikrobiolog Ernst Berliner
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ponovno otkriva Bacillus thuringiensis. Otkrio ju je na slu¢ajan nacin, tako $to ju je izolirao,
odnosno izolirao je nesto nalik sporama s uginulih jedinki brasnenih moljaca. Svoje

istrazivanje provodio je u njemackom gradu Thuringen po kojem je ova bakterija i dobila

svoje specificno ime ( https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_thuringiensis ).

Godine 1950., ustanovljeno je da su Shigetaneov Bacillus sotto i Berlinerov Bacillus
thurinigensis varijeteti iste vrste (Fast, 1974.), te dobivaju zajednicko ime Bacillus Berliner ili
kristalomorfne bakterije. Godinama kasnije, ova izvorna i jedinstvena kultura bakterija se
gubi, da bi ju 1927. Mattes uspio ponovno izolirati te je zapoceo prvu komercijalnu
proizvodnju Bacillus thuringiensi - sa kao bioloskog insekticida ( Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).
Edward Kurstak 1962. iz licinki Anagasta kuhniella, izolirao je posebnu podvrstu Bacillus
thuringiensis - sa koja je po njemu nazvana Kurstaki

(https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_thuringiensis ).

Nakon godina istrazivanja ove kulture bakterija, dolazi se do novih otkri¢a, vrlo bitnih za
proizvodnju bioinsekticida. Ustanovljeno je da u prirodi zapravo perzistira vise razli¢itih
sojeva ove podvrste. Neke od njih su HD-1 i HD-263 koje je 1970. izolirao Dulmage. HD-1
izolirao je s bolesnih li¢inki pamukovog moljca (Pectinophora gossypiella), a HD-263
izolirao je s mrtvih li¢inki Anagasta (Ephestia) cautella ( Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).

2.2. Zivotni ciklus bakterije Bacillus thuringiensis

Zivotni ciklus ove bakterije karakteriziraju dvije faze koje uklju¢uju vegetativnu diobu stanica
i nastanak spora (sporulacijski ciklus). Vegetativna stanica ima oblik Stapa, dugacka je oko
2 — 5 pum a Siroka oko 1.0 um. Tijekom ovog ciklusa, odvija se proces rasta stanice te se
stanica dijeli u dvije uniformne stanice kéeri. Nastankom nepovoljnih uvjeta (nedostatak

hranjivih tvari) dolazi do sporulacije.

Sporulacija je formiranje endospora u sporangijima. Endospore su vrlo otporne na nepovoljne
uvjete, a u toku sporulacije bakterija kao dodatak endospori proizvodi parasporalno tijelo koje

sadrzi jedan ili viSe proteina kristalne forme.


https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_thuringiensis
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacillus_thuringiensis

Slika 2. Produkti sporulacije kod bakterije Bacillus thuringiensis

(https://res.mdpi.com/toxins/toxins-06-03296/article deploy/html/images/toxins-06-03296-
g001.pnQ)

2.3. Mehanizmi insekticidnog djelovanja

Tijekom sporulacije, unutar svojih stanica, Bacillus thuringiensis tvori kristalni protein
koji se naziva beta endotoksin ( Slika 2.) te posjeduje insekticidna svojstva i komercijalni
je sastojak formulacije preparata. Bacillus thuringiensis producira razli¢ite varijante ovih
proteina u velikom broju te takoder veliki broj toksina s insekticidnim djelovanjem.
Mehanizam djelovanja bakterije Bacillus thuringiensis kao bioloskog insekticida je

specifi¢an. Da bi uopce doslo do Zeljenog toksi¢nog uéinka, mora biti:

1. Insekticidni kristaliziraju¢i protein, koji je primarno inaktiviraju¢i protoksin, mora biti
konzumiran od strane ciljanog organizma, ¢ije smo prehrambene navike prethodno
dobro upoznali;

2. pH probavila licinke mora biti luznat (> 9,5), kako bi se protein mogao otopiti;

3. Toksin se mora vezati na specifi¢ni receptor epitelnih stanica probavila (Landeka N.,
2011; Sudari¢ Bogojevi¢ M., 2011.)

Navedeni proces narusava osmoregulacijski mehanizam stanicne membrane, uzrokujuéi

bubrenje i razaranje stanica probavila. Zbog povecanog ulaska vode, epitelne stanice se


https://res.mdpi.com/toxins/toxins-06-03296/article_deploy/html/images/toxins-06-03296-g001.png
https://res.mdpi.com/toxins/toxins-06-03296/article_deploy/html/images/toxins-06-03296-g001.png

rastvaraju i izbacuju svoj sadrzaj u unutraS$njost probavnog trakta. Crijevo postaje
paralizirano. Tijekom tog razdoblja, li¢inka prestaje s ishranom i dolazi do mjeSanja
hemolimfe s sadrzajem crijeva. Posljedica toga je uspostavljanje uvjeta za sazrijevanje spora
bakterije Bacillus thuringiensis. Vegetativne stanice korisne bakterije Bacillus thuringiensis
iz crijeva li¢inke i uobicajene bakterije crijevnog trakta prodiru kroz oste¢enu stjenku crijeva
u tjelesnu Supljinu, odnosno hemolimfu, uzrokuju¢i septikemiju, $to uz primarno gladovanje

dovodi do uginuca li¢inke ( Landeka N., 2011; Sudari¢ Bogojevi¢ M., 2011.)

2.4. Entomopatogeni toksini Bacillus thuringiensis

2.4.1. Alfa egzotoksin

Identificirao ga je Toumanoff 1953. godine u gornjem sloju fermentacije, kao enzim
lecitinaze C, koja nije istrazena za razliku od toksina. Utvrdeno je da toksin ima insekticidno
dijelovanje ,,per os* odnosno, kroz usta na kupusne moljce ( Plutella maculipennis ). Ovaj

toksin se rastvara u vodi i toplinski je labilan ( Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).

Beta egzotoksin (fly faktor)

Proizvod je fermentacije medija tijekom vegetativnog rasta nekih vrsta bakterija Bacillus
thuringiensis. Vrlo je toksi¢an za vrste iz roda Diptera, ali isto tako za toplokrvne Zivotinje i
covjeka, te je njegovo prisutstvo izrazito nepozeljno u preparatima koji kao aktivnu tvar

sadrze Bacillus thuringiensis ( Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).

2.4.2. Delta endotoksin (kristal)

Delta endotoksin ili kristal je protoksin koji ima Siroki spektar djelovanja. Njegova aktivnost
ogranicena je na li¢inke iz rodova Lepidoptera, Diptera i Coleoptera.

Podaci sakupljeni u viSe desetljeca istrazivanja, pokazuju nam kako delta endotoksin nema
Stetno djelovanje na neciljane organizme.

Kristal, sam po sebi, nije toksian za insekte in vitro ili unoSenjem hrane u organizam.
Toksi¢nost nastupa prilikom rastvaranja kristala, pri ¢emu se iz nerastvorljivog protein

matriksa oslobada mali protein koji je zapravo toksi¢an. Osjetljivost nekog insekta na toksine,



ovisi zapravo o sposobnosti ingestije kristala i njegovog razlaganja u toksi¢ni protein, koji je
letalan za insekte.

Podvrste bakterija Bacillus thuringiensis tijekom sporulacije produciraju veliki broj
parasporalnih inkluzija koje su svrstane u nekoliko morfoloskih skupina (Tablica 1.)
(Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008.).

Morfoloske skupine odredene su prema insekticidnom djelovanju i molekularnim osobinama.
Oznacene su s 3 slova, od kojih je poéetno uvijek veliko (Cry). Hofte i Whitley 1989. godine
su razvrstali ove insekticidne proteinske kristale u pet osnovnih skupina i to na osnovu
sli¢nosti njihovih sekvenci i specifi¢nosti primarnog ciljanog insekta. Podjeljeni su u 4 Cry
skupine, a Feitelson i suradnici 1992. dodaju jo$ dvije nove klase toksina (Tabakovi¢ — ToSi¢,

2008.).

Rimski brojevi oznacavaju patotip, odnosno koja vrsta toksina ima toksi¢no djelovanje na koji
organizam (tablica 1.). Kasnije su rimski brojevi zamijenjeni arapskima. Podklase proteina
oznacavaju se slovima (A, B, C.) a podklase su u skladu s sekvencama kristala. Oblik
parasporalnog tijela dobar je pokazatelj pripadnosti izolata odredenom patotipu (Tabakovi¢ —
Tosi¢, 2008.).

Cry 1 kristali pokazuju vecu toksi¢nost u odnosu na druge i najéesce se koriste pri suzbijanju
Lepidoptera, Cry 4A pokazuju biolosku efikasnost pri suzbijanju komaraca, Cry 11A

pokazuju biolosku efikasnost pri suzbijanju Coleoptera ( Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).



Tablica 1. Morfoloske skupine kristala i organizmi na koje djeluju

MORFOLOSKA SKUPINA ORGANIZAM NA KOJI DJELUJE
Cry1l Lepidoptera

Cry2 Diptera i Lepidoptera

Cry3 Coleoptera

Cry4 Nematocera

Cry5 Lepidoptera i Coleoptera

Cry6 Nematoda

Izvor: Tabakovi¢- To$i¢ M., (2008): Entomopatogena bakterija Bacillus

thuringiensis ssp. Kurstaki

Tablica 2. Morfoloske skupine kristala i njihovi oblici

MORFOLOSKA SKUPINA OBLIK PARASPORALNOG TIJELA
Cryl Dvopiramidalni

Cry2 Kubi¢ni

Cry 3A Pravokutni

Cry 3B Nepravilni

Cry 4A Sferi¢ni

CryllA Romboidni

Izvor: Tabakovi¢- Tosi¢ M., (2008): Entomopatogena bakterija Bacillus thuringiensis ssp.




2.5. Klasifikacija i nomenklatura

Prvi insekticidi proizvedeni na bazi bakterije Bacillus thuringiensis pokazali su izrazito
neujednacenu bioloSku efikasnost pri suzbijanju nekih ekonomski Stetnih vrsta insekata.
Neujednacena bioloska efikasnost inicirala je brojna istrazivanja s ciljem rijeSavanja ovog
problema, a s druge strane povecala se proizvodnja i koriStenje biopreparata koji sadrze
bakteriju Bacillus thuringiensis za kontrolu brojnih vrsta kod kojih je njihov uspjeh bio
ocigledan ( Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).

Kako je bakterija Bacillus thurinigenesis tijekom godina dobivala sve veci i vec¢i ekonomski
znacaj, tako je napredovalo i istrazivanje velikog broja izolata, odnosno podvrsta. Pokazala se
potreba za razvoj metode koja bi pomogla to¢noj identifikaciji i klasifikaciji vrsta. Pri tome je
trebalo iskoristiti beneficije brojnih tehnika i analiza, kao §to su npr. Seroloske analize, DNK
analize, proteinsko profiliranje, izrade peptidnih mapa (Khetan, 2001.). U dana$nje vrijeme, s
ciljem klasifikacije vrsta, koriste se drugacije metode koje se temelje na biokemijskim i

genetskim karakteristikama (Baumann i sur., 1984.).

Povijest taksonomije bakterije Bacillus thuringiensis daje nam tocan uvid kako je i kada
koristen koji princip. S ciljem Klasifikacije i identifikacije kristalomorfnih bakterija, Heimpel i
Agnus (1958.) u upotrebu uvode klasificiranu shemu koja se bazira na morfoloskim i
biokemijskim karakteristikama ove grupe mikroorganizama. Medutim, ove predlozene analize
su se pokazale kao nedovoljne. Ove analize pokazale su da na osnovu njih, pojedini izdvojeni
serotipovi, obuhvacaju viSe varijanti s razliCitim osobinama, odnosno uoceno je da se
specificne biokemijske karakteristike ne odnose uvijek na specifi¢ni serotip (Baumann 1 sur.,
1984.; Claus i Berkley, 1986.; Slepecky i Hemphill, 1992.; Carlson i Kolsto, 1993.; Hansen i
sur., 1998.).

Vegetativne stanice bakterija Bacillus thuringiensis na svojoj povrSini imaju najmanje dva
antigena: flagelarni (H) i termostabilni somatski antigen (HSSA) (Mike i sur., 1990.).
Klasifikacija unutar ove vrste, na bazi seroloskih analiza flagelarnih antigena (H),
upotpunjena je bioloskim i morfoloskim karakteristikama (de Barjac, 1981.). Sezdesetih
godina proslog stoljeca (de Barjac i Bonnefoi, 1962.) te do 1977. godine opisano 13 varijeteta
Bacillus thuringiensis podvrsta koje su pokazivale toksi¢na svojstva za vrste iz roda

Lepidoptera, to¢nije za njihove li¢inke.



Novim istrazivanjima i otkri¢ima u ovoj grani mikrobiologije, 1990. - ih godina broj varijeteta
povecao se na 34. Ta 34 varijeteta bila su razvrstana u 27 velikih grupa i 7 manjih podgrupa.
Od te 34 vrste, ¢ak 22 su se pokazale toksi¢nima za li¢inke vrsta iz roda Lepidoptera (de
Barjac i Frachon, 1990.), a njih 17 pokazalo se toksi¢nima za gubare (Lymantria dispar) (
Dubois i sur., 1989. ), ( Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).

Slika 3. Benefitna bakterija Bacillus thuringiensis Berliner

Izvor: Fotografirala prof.dr.sc. Suzana Kristek

Krajem proslog stoljeca, kao rezultat uspjeSne primjene seroloske analize flagelarnih antigena
(H) pri klasifikaciji i identifikaciji Bacillus thuringiensi - sa, broj opisanih i prepoznatih
serotipova se popeo na vise od 40 ( de Barjac, 1981.; de Barjac i Francon, 1990. ), te se i dalje
nastavio rapidno uvecavati. Cinjenica je da je biologki znacaj serotipa, kao kategorije, i dalje
nejasan, ova metoda se i dalje nastavila koristiti za Klasifikaciju unutar vrste Bacilllus
thuringiensis ( Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).

Kada govorimo o serotipu, on nema puno veze s insekticidnim djelovanjem ili prisutstvom
kristalnih proteina. Na primjer, Bacillus thuringiensis ssp. tenebrionis ima iste antigene kao

Bacillus thuringiensis ssp. morrisoni, a razlikuju se samo po toksi¢nosti za li¢inke odredenih
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vrsta iz roda Coleoptera (de Barjac i Francon, 1990.). Ustanovljeno je da postoji nekoliko
varijateta koji stvaraju iste proteinske kristale s istim opsegom aktivnosti, ali pripadaju
razli¢itim serotipovima. Kada govorimo o klasifikaciji 1 taksonomiji bakterija Bacillus
thuringiensis, postoji i druga shema. Ova shema temelji se na sastavu antigena na kristalima
te svrstava podvrste Bacillus thuringiensis u 14 serotipova (de Barjac i Bonnefoi, 1962.).
Ovi serotipovi pokazuju razli¢ite spektre insekticidne aktivnosti (Dulmage i sur., 1981.,
Dubois i sur., 1989.). Otkri¢em drugih podvrsta koje imaju insekticidno djelovanje na vrste iz
rodova Coleoptera, Diptera pa ¢ak i na Nematoda (Goldberg i Margalit, 1977.; Krieg i sur.,
1983.; Narva i sur., 1991. ), prosirilo se opseg domacina te se znatno povecao broj podvrsta.
Do kraja 1998. godine, na bazi H flagelarnih antigena identificirano je 67 podvrsta. Azurirani
popis serotipova moze se prona¢i u referentnom centru Pasteurovog instituta u Parizu

(Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).
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Slika 4. Vrste kristala i organizmi na koje djeluju

(https://res.mdpi.com/toxins/toxins-06-03296/article deploy/html/images/toxins-06-03296-g003.pnq)

Otkrivanje novih serotipova nastavljeno je istim intenzitetom i godinama kasnije, te je njihov
broj iz godine u godinu sve veci, a posljedica povecanja broja i ulaganja u istrazivanje je
vjerojatno posljedica opce prihva¢enog misljenja kako bi se zastita bilja trebala provoditi uz

najmanju zagadenost zivotne sredine te Stetnost iste. Godine 2004. Franco Riviera sa
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suradnicima opisuje dvije nove podvrste bakterije  Bacillus thuringiensis; Bacillus
thuringiensis ssp. tohokuensis i Bacillus thuringiensi ssp. darmastadiensis, koje imaju

toksi¢no djelovanje za neke vrste li¢inki iz roda Lepidoptera ( Tabakovi¢ — Tosic¢, 2008. ).

Godine 2005. Reyes - Ramirez i Ibarra u radu o izolatima bakterije Bacillus thuringiensis i
navode 119 podvrsta ove bakterije. Njezine podvrste uglavnom su dobile naziv po mjestu gdje
su pronadene, po osobi koja ih je izolirala ili po organizmu na koji imaju $tetan uéinak. Sto se
podvrsta tice, postoji ih nekoliko desetaka poznatih, od kojih se kao insekticidi najcesce
koriste: Bacillus thuringiensis ssp. kurstaki, Bacillus thuringiensis ssp. israelensis i Bacillus

thuringiensis ssp. Aizawa ( Tabakovi¢ — Tosi¢, 2008. ).

Najzastupljenija vrsta u prirodi, od navedenih, dakako je Bacillus thuringiensis ssp. kurstaki,

koja ¢ak u visokih u 80% bioinsekticida,¢ini aktivnu tvar.

3.2. Beauveria bassiana

Gljiva Beauveria bassiana takoder se upotrebljava u bioloskoj kontroli. Ona kod Sirokog

spektra Stetnika uzrokuje tzv. ,,white muscardine disease* te ih na taj nacin zapravo 1 ubija.

B . bassiana raste kao bijela plijesan, koja proizvodi mnogo suhih i praskastih konidija koje
imaju karakteristican oblik kuglice. Svaka sporogena kuglica sastavljena je od nakupina
konidiogenih stanica. Njezina prednost je $to ne mora biti ingestirana od strane domacina, ve¢
ga ubija pri samom kontaktu s njegovim tijelom (klijanjem spora). Kada spore dodu u dodir s
tijelom domacina, one pocinju klijati, te probijajuci kutikulu ulaze u unutrasnjost domacina te
on ubrzo ugiba. Klijanje spora zapravo je proces koji dovodi do ugibanja Stetnika
(https://en.wikipedia.org/wiki/Beauveria_bassiana ).

Kada je insekt domacin ,,inficiran“ od strane korisne gljive B. bassiana, ona rapidno raste u
njegovoj unutrasnjosti hraneéi se njegovim nutrijentima, te tijekom tog procesa ispusta svoje
toksine. Nakon $to domacin naposlijetku ugine, B. bassiana prekriva njegovo tijelo u obliku
bijele plijesni, koja i dalje proizvodi infektivne spore

(https://en.wikipedia.org/wiki/Beauveria_bassiana ).
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Slika 5. Spore gljive Beauvearia bassiana

(https://www.emlab.com/umbracoMedia/1063/beauverial00dic4.jpq)

Slika 6. Djelovanije gljive Beauveria bassiana Vuill. na Stetnike

Izvor: Fotografirao Jurica Jovi¢, mag.ing.agr.
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Slika 7. Napad gljive Beauvearia bassiana na $tetnika

(https://biologicwine.co.za/2018/05/29/beauveria-bassiana-broadspectrum-used-focus-

control/)

4.2. Skladisni Stetnici

Svake godine skladiS$ni Stetnici uniStavaju mnoge proizvode, nanosec¢i tako velike gubitke

proizvodacima. Najznacajniji skladi$ni Stetnici su kukci, grinje te glodavci.

Kada govorimo o skladisnim $tetnicima kod kukaca, najznacajniji su pak oni iz reda kornjasa
(Coleoptera), koje ¢emo daljnje obradivati u ovom poglavlju. Skladi$ni $tetnici konstantna su
prijetnja te nanose raznovrsne Stete kod uskladiStenih proizvoda:

e smanjuju im tezinu i hektolitarsku masu;

e dolazi do povecanja temperature u uskladiStenoj masi te do njenog zrenja;

e opcenito se gubi kvaliteta proizvoda.

Prema nacinu ishrane skladi$ni $tetnici mogu biti primarni i sekundarni. Primarni skladi$ni
Stetnici su oni koji oSteCuju neoSte¢eno zrno leguminoza 1 zitarica. Sekundarni skladisni
Stetnici su Stetnici koji se ne hrane zdravim zrnom, ve¢ ostecenim i lomljivim zrnom (javljaju

se kao pratioci primarnim skladi$nim Stetnicima) (Ivezié, 2008.).

13


https://biologicwine.co.za/2018/05/29/beauveria-bassiana-broadspectrum-used-focus-control/
https://biologicwine.co.za/2018/05/29/beauveria-bassiana-broadspectrum-used-focus-control/

4.2.1. Kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum)

Kestenjasti bra$nar jedan je od najrasirenijih Stetnika u skladiStima Zzitarica, susenog voca,
uljarica, leguminoza i dr. Sekundarni je Stetnik iz porodice mra¢njaka (Tenebrionidae), koji
primarno oStecuje uljarice (sjeme, pogacu i brasno), ali ako je zrno vlazno, zna se dogoditi da

oStecuje i njega te na taj nacin postaje primarni skladisni Stetnik (Ivezi¢, 2008.).

Imago ima spljosteno tijelo veli¢ine od 3 - 4 mm, crvene je do smede boje (slika 6.). Lic¢inke
su zuckaste boje, dugacke od 6 - 7 mm (Ivezi¢, 2008.). Ima 2 generacije godiSnje, a imago u
prosjeku zivi dosta dugo, ¢ak i do dvije godine. Naravno, tome pogoduje i velika plodnost

zenke.

Ova vrsta je termofilna, te kod visih temperatura daje veéi broj generacija. Zenka u prosjeku
odlozi 11 jaja dnevno, a pogoduje joj RVZ od 70 % i temperatura od 32,5 °C. Tijekom Zivota
zenka ¢e odloziti 300 - 900 jaja (Ivezi¢, 2008.).

o . - Q. e
e Y AR 7 - -~

Slika 8. Kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum)

(https://images.vice.com/vice/images/content-images/2015/05/18/por-que-existen-los-
hombres-body-image-1431990338.jpg)
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4.2.2. Rizin zizak (Sitophilus oryzae)

Rizin zizak je primarni Stetnik iz porodice pipa (Curculionidae), koji najéesce oSteCuje sjeme
leguminoza. Podrijetlom je iz tropskih podrucja, gdje napada zitarice u polju, dok u krajevima

s umjerenom klimom zivi samo u skladistima (Ivezi¢, 2008.).

Imago je veli¢ine od 2,5 - 3,5 mm, crveno smede do crne boje. Na pokrilju ima Cetiri
svijetlosmede mrlje- jedan par pri osnovi, a drugi pri vrhu (slika 7.). Ispod pokrilja ima drugi

par kila.

Odrasle zenke jaja odlazu u zrno, a li¢inka je nepokretna te se hrani sadrzajem zrna i u njemu
boravi sve dok ne odraste ( Ivezi¢, 2008. ). Razvoju pogoduju visoke temperature i to od 24 -
28 °C. Ima 3 - 4 generacije godiSnje, ali moZe imati i viSe, $to ovisi o vlazi zrnate mase.
Zenka S. oryzae lijeze 300 — 600 jaja, a razvoj uz optimalne uvjete traje oko 24 dana
(Koruni¢, 1990.).

.\-

Slika 9. Imago rizinog ziska

(http://ideko.hr/wp-content/uploads/2016/04/rizin-300x248.jpq)
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4.2.3. Zitni kukulji¢ar (Rhyzoperta dominica)

Zitni kukulji¢ar jedan je od sitnijih $tetnika Zitarica, ali je ipak u stanju uéiniti puno Stete u
kratkom vremenu. Zitni kukulji¢ar je primarni tetnik iz porodice kukulji¢ara (Bostrichidae),
koji napada uskladiStenu zrnatu robu (pSenica) ali i suSeno drvo (jake vilice). Imago je
veli¢ine od 2,5 - 3,0 mm, tamnosmede do crne boje (slika 8.).

Odli¢ni su leta¢i te mogu vrlo brzo prijeci iz jednog skladista u drugo (Ivezi¢, 2008.). Svoj
zivotni ciklus provodi unutar zrna. Li¢inka je bijele boje s dobro razvijena tri para nogu

(Koruni¢, 1990.).

Termofilna je vrsta, a optimalna temperatura za razvoj iznosi 30 °C, te se pri temperaturi od
15 — 17 °C razvoj zaustavlja. Zarazena skladiSna masa (pSenica) poprimi slatkasti miris zbog
izlu€evina li¢inki za vrijeme ishrane (Koruni¢, 1990.). Li¢inka izgriza cijelu unutra$njost zrna,
tako da ostane samo pokozica. Imago napusta izgrizeno zrno i izlazi van. Za razvoj jedne
generacije tijekom ljeta potrebno je oko mjesec dana. Godisnje ima 2 generacije

(Ivezi¢, 2008.).

Slika 10. Imago zitnog kukulji¢ara

(http://www.ekosub.rs/images/insekti/zitni-kukuljicar.png)
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3. Materijali i metode

Kukci — Stetnici koji su koristeni u ovom istrazivanju uzgojeni su u laboratorijskim uvjetima
u laboratoriju za Poslijezetvene tehnologije pri Katedri za zastitu uskladiStenih proizvoda i
poslijezetvenu tehnologiju na Fakultetu agrobiotehni¢kih znanosti u Osijeku. U istrazivanju su
koristene tri vrste insekata: zitni zizak - Rhyzopertha dominica Fabricius, kestenjasti brasnar -
Tribolium castaneum Herbst i rizin zizak - Sitophilus oryzae Linneaus, te su sve tri navedene

vrste pripadnici reda Coleoptera (kornjasi ili tvrdokrilci).

Za uzgoj zitnog ziSka Rhyzopertha dominica Fabricius i rizinog ziska Sitophilus oryzae
Linneaus koristena je uzgojna podloga sastavljena od psenice, koja je prethodno bila
sterilizirana na 60 °C u trajanju od sat vremena. Nakon sterilizacije uslijedilo je hladenje na
sobnoj temperaturi te prosijavanje kako bi se otklonile nezeljene primjese. U staklenu posudu
volumena 500 ml dodano je 200 g pSenice i 50 odraslih jedinki zitnog Ziska (Rhyzopertha
dominica Fabricius), kestenjastog brasnara (Tribolium castaneum Herbst) i rizinog ziska

(Sitophilus oryzae Linneaus).

Bacillus thuringiensis var. kurstaki uzgojen je na ¢vrstom hranjivom agaru na temperaturi od
30 °C tijekom 5 dana. Potom je preneSen na hranjivi bujon i inkubiran do koncentracije od 1,6
x 10%° cfu/ml. Beauveria bassiana uzgojena je na malt extract peptone agaru na temperaturi
od 24 °C tijekom 5 dana, a potom je preneSena na potato dextrose broth i inkubirana do

koncentracije od 4,7 x 10° cfu/ml.

Laboratorijsko istrazivanje provedeno je u 9 varijanti 1 4 ponavljanja. Elementi istrazivanja

bili su:

A. Vrste Stetnika:
Al. Zitni zizak (Rhyzopertha dominica Fabricius)
A2. Kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum Herbst)

A3. Rizin zizak (Sitophilus oryzae Linneaus)

B. Tretman biopreparatima:
B1. Tretman korisnom bakterijom Bacillus thuringiensis Berliner
B2. Tretman korisnom gljivom Beauveria bassiana Vuill.

B3. Kombinirani tretman Bacillus thuringiensis Berliner + Beauveria bassiana Vuill.
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Tretiranje Stetnika u staklenkama obavljeno je prskalicom. Koncentracija bakterija Bacillus
thuringiensis Berliner iznosila je 4 x 10° cfu/ml, a benefitnih gljiva 7 x 10° cfu/ml. Nakon

tretiranja biopreparatima svaki dan su se brojali prezivjeli kukci, zaklju¢no s desetim danom.

Dobiveni podatci obradeni su suvremenim statistickim metodama (analiza varijance)

primjenom racunalnih programa.
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4. Rezultati istrazivanja i rasprava

4.1. Rhyzopertha dominica Fabricius

Iz tablice 1. evidentno je da su najbolji rezultati dobiveni kombiniranim tretmanom zitnog
kukuljicara (Rhyzopertha dominica Fabricius) benifitnom bakterijom Bacillus thuringiensis
Berliner i benifithom gljivom Beauveria bassiana Vuil. Pojedina¢ni tretmani ostvarili su
statistiCki vrlo znacajno loSije rezultate. Takoder, tretiranje biopreparatom koji sadrzi
isklju¢ivo korisnu gljivu Beauveria bassiana polucilo je statisti¢ki vrlo znacajno (p<0.01)

bolje rezultate tretmana iskljucivo korisnom bakterijom Bacillus thuringiensis.

Zitni kukulji¢ar (Rhyzopertha dominica Fabricius) tretiran bakterijom Bacillus thuringiensis
bio je prisutan u zitu i nakon 10 dana od tretiranja. Broj mu se smanjio od pocetnih 50 na 5
jedinki. Sest dana nakon tretiranja gljivom B. bassiana nadena je jedna jedinka Zitnog
kukuljic¢ara, dok ga sedmi dan nije bilo. Kombiniranim tretmanom s oba mikroorganizma $esti

dan nakon tretmana nije nadena niti jedna jedinka Zitnog kukuljicara.

Tablica 3. Broj jedinki Rhyzopertha dominica Fabricius izrazen pod danima nakon tretiranja

razli¢itim biopreparatima.

Rhyzopertha dominica Fabricius
Tretman Broj Stetnika nakon tretiranja (dani)

1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9. 10

Kontrola 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Bacillus thuringiensis Berliner | 43,4 | 39,1 | 315 | 252 | 20,3 | 16,3 | 13,0 | 7,3 7,0 50

Beauveria bassiana Vuill. 313 | 225 | 142 | 83 4,0 1,4 0 0 0 0

B. thuringiensis + B. bassiana | 27,4 | 19,3 | 99 4,0 3,1 0 0 0 0 0
LSDo,0s 1,79 150 208 191 113 103 146 139 138 151
LSDo,01 344 267 38 360 194 171 238 241 239 270
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U rezultatima svojih istrazivanja Beegle (1996.) iznosi smanjenje populacije Rhyzopertha
dominica Fabricius nakon tretiranja benefithom bakterijom Bacillus thuringiensis od 76 —
94%. Takoder, autori MaclIntosh et al. (1990.), Wu & Dean (1996.) i Oppert et al. (2011.) u
rezultatima istrazivanja navode insekticidan ucinak kako na zitnog kukuljicara, tako 1 na
druge skladisne Stetnike. Posebno su obratili pozornost na vrijeme koje je potrebno, kod
svakog pojedinog skladiSnog Stetnika, za topljenje kristala sintetiziranog od strane benefitne
bakterije Bacillus thuringiensis u probavnom sustavu stetnika. Topljenjem kristala dovodi do
sljepljivanja probavnog sustava Stetnika te on viSe ne konzumira hranu, $to u konacnici za

posljedicu ima njegovo uginuce.

Riasat et al. (2011.) godine u laboratorijskim istrazivanjima, koriste¢i benefitnu gljivu
Beauveria bassiana  Vuill. u kombinaciji sa dijatomejskom zemljom tretirali su Zitnog
kukulji¢ara Rhyzopertha dominica. Gljivica B. bassiana primijenjena je u koncentracijama od
2,23 x 107, 2,23 x 108 i 2,23 x 10° konidija kg™ psenice, pojedinacno kao i pomijesana s 200
1 400 ppm dijatomejske zemlje. Uvjeti na kojima su pokusi radeni bili su — temperatura od 30
+ 2 °C i vlaga zraka od 55 % . Smrtnosti jedinki pracena je nakon 8, 16 i 24 dana od dana
tretiranja. Sve mrtve odrasle jedinke uklonjene su nakon svakog prebrojavanja, te su
staklenke drzane sljede¢ih 60 dana da bi se procijenila pojava generacije F1. Rezultati
navedenih istrazivanja pokazali su da je produljeni interval izloZenosti i najve¢a kombinirana
doza entomopatogene gljivice i dijatomejske zemlje dala maksimalnu smrtnost kukaca.

Nastanak potomstva je takoder bio jako suprimiran u navedenoj varijanti.

Ghada (2016.) koristio je benefitnu gljivu Beauveria bassiana Vuill. i benefitnu bakteriju
Bacillus thuringiensis var. kurstaki u suzbijanju odraslih jedinki skladi$nog Stetnika
Rhyzopertha dominica F. u laboratorijskim uvjetima. Koristio je ¢etiri koncentracije gljive B.
bassiana (5 x 10% 5 x 107; 5x 108 i 5 x 10° cfu mI) i cetiri koncentracije bakterije B.
thuringiensis (1; 1,5; 2 i 2,5 mg ml? preparata koji sadrzi 3,2 x 10° cfu mg?). Smrtnost je
biljezena nakon 1, 3, 5 i 7 dana nakon tretiranja. Bez obzira na primjenjeni biopreparat
smrtnost se povecala s njihovom koncentracijom. Rezultati su pokazali da je R. dominica
osjetljivija na B. thuringiensis nego na gljivu B. bassiana. Takoder, B. thuringiensis je
uzrokovao najvecu smrtnost ( 93 % ) pri 2,5 mg/ml. Takoder, najveéa koncentracija gljive B.

bassiana (5 x 10° cfu ml™Y) dovela je do najveée smrtnosti tetnika, te je iznosila 81 %.
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4.2. Tribolium castaneum Herbst

Iz tablice 2. evidentno je da su najbolji rezultati dobiveni kombiniranim tretmanom
kestenjastog braSnara ( Tribolium castaneum Herbst ) benifithom bakterijom Bacillus
thuringiensis Berliner i benifitnom gljivom Beauveria bassiana Vuil. Pojedina¢ni tretmani
ostvarili su statisticki vrlo znacajno losije rezultate. Takoder, tretiranje biopreparatom koji
sadrzi isklju¢ivo korisnu gljivu Beauveria bassiana polucilo je statisti¢ki vrlo znacajno bolje

rezultate tretmana isklju¢ivo korisnom bakterijom Bacillus thuringiensis.

Kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum Herbst) tretiran bakterijom Bacillus thuringiensis
bio je prisutan u zitu i nakon 10 dana od tretiranja. Broj mu se smanjio od poc¢etnih 50 na 11
jedinki. Sest dana nakon tretiranja gljivom B. bassiana nadeno je sedam jedinki kestenjastog
brasnara, dok ih je sedmi dan bilo dvije. Kombiniranim tretmanom s oba mikroorganizma

Sesti dan nakon tretmana pronadena je jedna jedinka kestenjastog brasnara.

Tablica 4. Broj jedinki Tribolium castaneum Herbst izrazen pod danima nakon tretiranja

razli¢itim biopreparatima.

Tribolium castaneum Herbst

Tretman Broj Stetnika nakon tretiranja (dani)
1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10
Kontrola 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Bacillus thuringiensis Berliner 471 | 453 | 38,2 | 340 | 254 | 17,2 | 16,3 | 11,8 | 11,4 | 11,0
Beauveria bassiana Vuill. 352 | 285 | 18,0 | 13,1 | 11,2 7,6 2,6 0 0 0
B. thuringiensis + B. bassiana 340 | 252 | 146 | 85 2,5 1,4 0 0 0 0
LSDo,0s 1,28 154 1,06 1,80 207 202 119 1,75 2,08 2,16
LSDo,01 1,96 307 1,79 345 391 356 180 310 4,01 4,07
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Brojni autori u rezultatima svojih istrazivanja iznose djelotvornost benefitne bakterije Bacillus
thuringiensis na skladisnog Stetnika Tribolium confusum, bilo na li¢inke, odrasle jedinke ili
broj polozenih jaja (Abdel-Razek, 2002., Greenwood, 2017., Sabbour, 2014.)

U rezultatima svojih istrazivanja Storm et al. (2016.) koriStenjem entomopatogene gljive
Beauveria bassiana tijekom 14 dana smanjili su broj odraslih jedinki Tribolium confusum za

86 %. Dodavanjem kaolina smrtnost jedinki se povecala na 99 %.

Vanmathi et al. (2011.) proveli su laboratorijski biotest s pet razli¢itih koncentracija benefitne
gljive Beauveria bassiana (od 1 x 10* do 1 x 108 cfu mlI'Y) u suzbijanju Callosobruchus
maculatus. Entomopatogena gljivica Beauveria bassiana uzrokovala je maksimalno
smanjenje jajasaca 1 100 % smrtnost odraslih pri viSim koncentracijama biopreparata.
Smrtnost je smanjena s padom koncentracija. U viS§im koncentracijama, smanjenje jajasaca

iznosilo je 60,58 %, a odraslih jedinki 99,44 % nakon 92 sata.

Padina et al. (2002.) ispitivali su u¢inak entomopatogene korisne gljive Beauveria bassiana
na gubitke durum psenice uslijed $tete nastale djelovanjem skladisnih kukaca. Zitarice su bile
napadnute s Tribolium castaneum Herbst, Sitophilus oryzae L. i Acanthoscelides obtectus
Say. Gubitak tezine pSenice tretirane gljivom Beauveria bassiana znosio je 11,80 %, §to je

bilo dvostruko manje od gubitka kod netretiranog zrna psenice.

U istrazivanjima djelovanja korisnih mikroorganizama Beauveria bassiana, Verticillium
lecanii, Bacillus thuringiensis ssp. tenebrionis u suzbijanju skladi$nih Stetnika Sitophilus
oryzae (L.) i Tribolium confusum autori Kontodimas et al. (2004.) navode statisticki znac¢ajno
viSu smrtnost 1 li¢inki i1 odraslih jedinki Stetnika u varijantama gdje je koriStena kombinacija

mikroorganizama insekticidnog djelovanja u suzbijanju oba Stetnika.
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4.3. Sitophilus oryzae Linnaeus

Iz tablice 3. evidentno je da su najbolji rezultati dobiveni kombiniranim tretmanom rizinog
ziSka (Sitophilus oryzae Linneaus) benifitnom bakterijom Bacillus thuringiensis Berliner i
benifitnom gljivom Beauveria bassiana Vuil. Pojedina¢ni tretmani ostvarili su statisticki
vrlo znacajno losije rezultate. Takoder, tretiranje biopreparatom koji sadrzi isklju¢ivo korisnu
gljivu Beauveria bassiana polucilo je statisticki vrlo znacajno bolje rezultate tretmana

isklju¢ivo korisnom bakterijom Bacillus thuringiensis.

Rizin zizak (Sitophilus oryzae Linneaus) tretiran bakterijom Bacillus thuringiensis bio je
prisutan u zitu i nakon 10 dana od tretiranja. Broj mu se smanjio od poc¢etnih 50 na 4 jedinke.
Cetiri dana nakon tretiranja gljivom B. bassiana pronadene su &etiri jedinke rizinog Ziska,
dok ih peti dan nije pronadena niti jedna. Kombiniranim tretmanom s oba mikroorganizma

¢etvrti dan nakon tretmana pronadene su dvije jedinke rizinog ziska.

Tablica 5. Broj jedinki Sitophilus oryzae Linnaeus izrazen pod danima nakon tretiranja

razli¢itim biopreparatima.

Sitophilus oryzae Linnaeus
Tretman Broj Stetnika nakon tretiranja (dani)

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10

Kontrola 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Bacillus thuringiensis Berliner 372 | 224 | 14,6 8,1 5,6 5,2 50 43 4,0 4,0

Beauveria bassiana Vuill. 29,8 | 16,8 7,3 4,3 0 0 0 0 0 0

B. thuringiensis + B. bassiana | 28,0 | 16,0 | 5,2 2,3 0 0 0 0 0 0
LSDo,os 1,73 1,28 1,06 119 162 168 164 1,81 1,79 1,83
LSDo,01 338 219 1,79 194 308 320 317 354 349 361
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Pinto et al. (2012.) ispitivali su Sest monogenih sojeva Bacillus thuringiensis (B.
thuringiensis ssp. dendrolimus, B. thuringiensis ssp. kurstaki HD-1, B. thuringiensis ssp.
kurstaki HD-73, Bacillus thuringiensis 4412, B. thuringiensis ssp. kurstaki NRD-12 i B.
thuringiensis  ssp. entomocidus u suzbijanju Stetnika  Sitophilus oryzae, Spodoptera
frugiperda, Diatraea saccharalis, Oryzophagus oryzae, Oebalus poecilus i Tibraca
limbativentris. Istovremeno su analizirali njihovu kompatibilnost s kemijskim insekticidima
(tiametoksam, labdacyhalothrin, malation i fipronil), koji se intenzivno koriste u usjevima
rize. Rezultati bioloSkog testa pokazali su da su Bacillus thuringiensis 4412 i B.
thuringiensis ssp. entomocidus najotrovniji za lepidoptere, s 93 % i 82 % smrtnosti za S.
frugiperda i D. saccharalis. Za stetnke Sitophilus oryzae i O. oryzae najpatogeniji su se
pokazali sojevi B. thuringiensis ssp. kurstaki NRD-12 (64 % ) i B. thuringiensis ssp.
dendrolimus ( 62 %). B. thuringiensis ssp. takoder je uzrokovao visoku smrtnost ( 82 % ) za
O. poecilus. Testovi za interakciju Bacillus thuringiensis sojeva s insekticidima pokazali su

kompatibilnost svih Sest sojeva s Cetiri testirana insekticida.

Autori Sheeba et al. (2001.) ispitivali su u¢inkovitost entomopatogene gljivice Beauveria
bassiana u suzbijanju rizinog ziska Sitophilus oryzae. Bioloska ispitivanja provedena su
uvodenjem 25 odraslih jedinki insekata na 50 g mijeSane rize B. bassiana u staklenim
posudama odrzavanim na 28 + 2 °C i 70 % relativne vlage zraka. Smrtnost stetnika pracena
je u petodnevnim intervalima tijekom 25 dana. Kod visih doza (7 x 10° cfu ml?),
entomopatogene gljivice B. bassiana postignut je najveci postotak smrtnosti ( 75,8 % ), dok je
F1 generacija odraslih Stetnika Smanjena za 86,2 %. Kod nizih koncentracija gljivice B.

bassiana uc¢inkovitost je bila zna¢ajno niza.

U istrazivanjima djelovanja korisnih mikroorganizama Beauveria bassiana, Verticillium
lecanii, Bacillus thuringiensis ssp. tenebrionis u suzbijanju skladi$nih Stetnika Sitophilus
oryzae (L.) i Tribolium confusum autori Kontodimas et al. (2004.) navode statisti¢ki znacajno
viSu smrtnost i li¢inki i odraslih jedinski Stetnika u varijantama gdje je koriStena kombinacija

mikroorganizama insekticidnog djelovanja u suzbijanju oba Stetnika.
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5. Zakljucak

Iz rezultata se moze zakljuCiti da je kestenjasti brasnar T.castaneum pokazao najvecu
otpornost na djelovanje entomopatogene gljivice Beauveari — e bassian - e i entomopatogene
bakterije Bacillus thuringiensis. Kod djelovanja same Beauveri - e bassian - e mortalitet je
postignut tek osmi dan nakon tretiranja, a kod Bacillus thuringiensis - a ga nije niti bilo.
Najvec¢i mortalitet postignut je sinergijom ova dva biopreparata i to sedmi dan nakon
tretiranja.

Najmanju otpornost pokazao je rizin zizak Sitophilus oryzae, koji je ve¢ Cetvrti dan nakon
tretmana Beauveri — om bassian — om pokazao prve rezultate. Kod Bacillus thuringiensis — a
mortalitet nije ostvaren niti deseti dan nakon tretiranja. Takoder su dobri rezultati postignuti
sinergijom ova dva biopreparata, gdje je ve¢ Cetiri dana nakon tretiranja postignut prvi
mortalitet.

Zitni kukulji¢ar Rhyzoperta dominica nasao se na sredini po mortalitetu jedinki po danima
nakon tretiranja. Primjenom bakterije B. thuringiensis takoder nije ostvaren mortalitet niti
jedan dan nakon tretiranja. Primjenom gljive Beauveri - e bassian - e mortalitet je postignut 6
dana nakon tretiranja, dok je sinergija ova dva biopreparata opet pokazala najbolji rezultat,

gdje su prve uginule jedinke pronadene ve¢ 5 dana nakon tretiranja.
Zakljucak je kako primjenom bakterije Bacillus thuringiensis nije postignut mortalitet kod niti

jedne od ispitivanih skupina, dok je kombinirana primjena B. thuringiensis — a i B. bassian — e

pokazala najbolje rezultate ( najveci mortalitet ) kod sve tri ispitivane skupine.
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7. Sazetak

Cinjenica je da skladi$ni Stetnici svake godine uni§tavaju mnoge proizvode te na taj na¢in
uzrokuju velike gubitke proizvodac¢ima. U kontroli skladisnih Stetnika, najées¢e se koriste
fumiganti, ali zbog njihovog utjecaja na okoli$ te na ¢ovjeka opcenito, potaknuti smo istraziti
i potraziti solucije u prirodi. Upravo smo to prikazali ovim diplomskim radom. Ovim radom
istrazivali smo utjecaj benifitne bakterije Bacillus thuringiensis te gljive Beauveria bassiana
na skladi$ne Stetnike iz reda Coleoptera ( kornjasa ) u laboratorijskim uvjetima. Kukci koje
smo koristili su kestenjasti bra$nar Tribolium castaneum, rizin zizak Sitophilus oryzae te Zitni
kukulji¢ar Ryzopertha dominica, uzgojeni u u laboratorijskim uvjetima u laboratoriju za
Poslijezetvene tehnologije pri Katedri za zastitu uskladiStenih proizvoda i1 poslijezetvenu

tehnologiju na Fakultetu agrobiotehnic¢kih znanosti u Osijeku.

Rezultati istrazivanja pokazali su kako je najveéi mortalitet ostvaren sinergijom ova dva
biopreparata. Djelovanjem same entomopatogene gljive Beauveri — e bassian — e, postignut
je slabiji mortalitet, dok je djelovanje entomopatogene bakterije Bacillus thuringiensis

ostvarilo vrlo nizak mortalitet u odnosu na Beauveari — u bassian — u.

Sinergija ovih dvaju biopreparata pokazuje veliki potencijal u razvoju bionisekticida za zastitu

uskladiStenih proizvoda.

Kljuéne rijeci: Beauveria bassiana, Bacillus thuringiensis, sinergija, biopreparati, mortalitet
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8. Summary

The fact is that warhouses pests every year destroy many products and this cause big losses to
producers. In control of warehouses pests, the most usefull are fumigants, but because of
enviromental impacts and impact on human's health, we are forced to investigate some natural
solutions. That was exactly our research. In this paper, we research the impact of benificial
fungi Beauveria bassiana and bacteria Bacillus thuringiensis on warehouse pests from the
order Coleoptera in laboratory conditions. The bugs we used were red flour beetle Tribolium

castaneum, rice weevil Sitophilus oryzae and lesser grain borer Rhyzopertha dominica.

Research results showed that the greatest mortality was achieved by synergy of theese two
biopreparations. By the action of entomopathogenic fungi Beauveria bassiana by itself,
weaker mortality was achieved, while the activity of entomopathogenic bacteria Bacillus

thuringiensis was achieved very low mortality in regrads to Beauveria bassiana.

Sinergy of theese two biopreparats shows us great potential in the development of

bioinsecticides for the protection of storage products.

Key words: Beauveria bassiana, Bacillus thuringiensis, sinergy, biopreparats, mortality
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9. Prilozi

9.1.Popis tablica

1. Morfoloske skupine kristala i organizmi na koje djeluju

2. Morfoloske skupine kristala i njihovi oblici

3. Broj jedinki Rhyzopertha dominica Fabricius izrazen po danima nakon tretiranja
razli¢itim biopreparatima

4. Broj jedinki Tribolium castaneum Herbst izrazen po danima nakon tretiranja razli¢itim
biopreparatima

5. Broj jedinki Sitophilus oryzae Linnaeus izrazen po danima nakon tretiranja razli¢itim

biopreparatima

9.2.Popis fotografija

Slika 1. Mikroskopski prikaz bakterije Bacillus thuringiensis,
izvor: https://3.imimg.com/data3/RH/XX/MY -4947948/bacillus-thuringiensis-500x500.jpg

Slika 2. Produkti sporulacije kod bakterije Bacillus thuringiensis, izvor:

https://res.mdpi.com/toxins/toxins-06-03296/article deploy/html/images/toxins-06-03296-
g001.png

Slika 3. Benifitna bakterija Bacillus thuringiensis Berliner, izvor: fotografirala prof. dr. sc.

Suzana Kristek

Slika 4. Vrste kristala i organizmi na koje djeluju, izvor: https://res.mdpi.com/toxins/toxins-06-
03296/article_deploy/html/images/toxins-06-03296-g003.png

Slika 5. Spore gljive Beauvearia bassiana, izvor:

https://www.emlab.com/umbracoMedia/1063/beauverial00dic4.jpg

Slika 6. Djelovanje gljive Beauveria bassiana Vuill. na stetnika, izvor: fotografirao mag. ing.

agr. Jurica Jovié¢
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Slika 7. Napad gljive Beauvearia bassiana na $tetnika, izvor:

https://biologicwine.co.za/2018/05/29/beauveria-bassiana-broadspectrum-used-focus-control/

Slika 8. Kestenjasti brasnar (Tribolium castaneum), izvor:
https://images.vice.com/vice/images/content-images/2015/05/18/por-que-existen-los-
hombres-body-image-1431990338.jpg

Slika 9. Imago rizinog ziska, izvor: http://ideko.hr/wp-content/uploads/2016/04/rizin-
300x248.jpg

Slika 10. Imago Zitnog kukulji¢ara. izvor: http://www.ekosub.rs/images/insekti/zitni-

kukuljicar.png
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Coleoptera in laboratory conditions. The bugs we used were red flour beetle Tribolium
castaneum, rice weevil Sitophilus oryzae and lesser grain borer Rhyzopertha dominica..
Research results showed that the greatest mortality was achieved by synergy of theese two
biopreparations.
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