glasnik zastite bilja

Njezi¢ B.’ Pregledni rad

Entomopatogene nematode u bioloskoj zastiti bilja

Sazetak

Bioloska kontrola podazumijeva upotrebu prirodnih neprijatelja u suzbijanju Stetnih oganizama. Jedna od

grupa prirodnih neprijatelja insekata entomopatogene su nematode iz porodica Steinernematidae i Hete-
rorhabditidae i njihovi bakterijski simbionti iz rodova Xenorhabdus i Photorhabdus. U tom mutualistickom

odnosu i nematode i bakterije imaju svoj doprinos u uspjeSnom parazitiranju domacina. lako se vrlo lako

uzgajaju na mnogim insektima u in vivo uvjetima, do njihove masovne primjene u suzbijanju stetnih in-
sekata doslo je razvojem metoda uzgoja u tekucim fermetorima u in vitro uvjetima ¢ime je omogucena

proizvodnja velikih kolicina, a istovremeno je smanjena cijena preparata ¢ime su postale konkurentnije u

odnosu na sinteticke pesticide. Osim toga pritisak javnog mnijenja i promjena legislative uzrokuju stalno

smanjenje primjene sintetickih pesticida, a poveéanje preparata za biolosku kontrolu, medu kojima su i

nematode. Prednost je entomopatogenih nematoda u tome sto mogu aktivno traziti domacina, nisu stetni

za Covjeka i druge sisavce, imaju minimalan utjecaj na korisne organizme, lako se primjenjuju, a u mnogim

zemljama izuzete su od registracije. Sve je to rezultiralo uspjeSnom primjenom u kontroli mnogih stetnih

insekata u poljoprivrednoj proizvodniji.

Kljucne rijeci: entomopatogene nematode, Steinernema, Heterorhabditis

Uvod

Bioloska kontrola podazumijeva upotrebu prirodnih neprijatelja u suzbijanju Stetnih
organizama. Prirodni neprijatelji prisutni su u prirodi, ali je za njihovo djelovanje u agroeko-
sustavima potrebno izvrsiti njihovu introdukciju ili redovno primjenjivati kada se za to
ukaze potreba. Jedna od grupa prirodnih neprijatelja insekata su i neke grupe nematoda.
Nematode su vrlo raznovrsna, brojna i Siroko rasprotranjena skupina zivotinja. Ti valjkasti
crvi iako posjeduju dosta sli¢cnu opcu anatomiju, razlikuju se u gradi usnog aparata koji
ukazuje na raznovrsne nacine ishrane kao sto su bakteriovorne, fungivorne, fitoparazine,
paraziti zivotinja, predatori i svejedi (Yeates, 1993). Nematode se mogu naci u gotovo svim
ekoloskim sustavima na kopnu, slatkoj vodi ili moru. Do sada je opisano vise od 30 000
vrsta, ali smatra se da je ukupan broj izmedu 500 000 i milijun (Gaugler & Bilgrami, 2004).

Nematode povezane s insektima opisane su u vise od 30 porodica (Stock & Hunt,
2005). Medutim potencijal za biolosku kontrolu prisutan je u sedam porodica: Mermithi-
dae, Allantonematide, Neotylenchidae, Sphaerularidae, Rhabditidae, Steinernematide i
Heterorhabditidae. Potencijal nematoda kao agenasa za bioloSku kontrolu nije prisutan
isklju¢ivo u kontroli insekata. Postoji komercijalni preparat za kontrolu puzeva naprav-
lien od vrste nematoda Phasmarhabditis hermaphrodita (Wilson & Gaugler, 2000), dok su
utvrdeni potencijali predatorskih i fungivornih nematoda u kontroli fitoparazitnih nema-
toda i fitopatogenih gljiva (Choudhury & Sivakumar, 2000).

Najvecu paznju kao agensi za bioloSku kontrolu privukle su nematode iz dvije poro-
dice- Steinernematidae i Heterorhabditidae, koje su poznate i kao entomopatogene nem-
atode (EPN). lako je prva vrsta entomopatogenih nematoda opisana prije gotovo 100 go-
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dina (Steinernema kraussei) masovna aplikacija u kontroli stetnih insekata pocela je prije
tridesetak godina. Istrazivanja koja su dovela do boljeg razumijevanja biologije nematoda,
kruga domacina, proces parazitiranja insekata kao i nepredak u podrucju tehnologije kao
$to je proizvodnija, formulacija, skladistenje te metode i uvjeti primjene doveli su do ekspo-
nencijalnog rasta upotrebe tih organizama za biolosku kontrolu (Arthurs et al., 2004).
Osim vaznih znanstvenih i tehnoloskih otkri¢a Sirenju masovne primjene entomopato-
genih nematoda pridonio je i status koji omoguéava u mnogim zemljama primjenu bez
registracije, zasnovanu na dugogodi$njim rezultatima koji su pokazali da te nematode
nisu Stetne za ljude, sisavce te biljke i zivotnu sredinu (Ehlers, 2005). Njihova uspjesnost u
kontroli $tetnih insekata zasnovana je na mutualistickom odnosu u kojem nematoda trazi
domacina i u svom probavnom sustavu nosi bakteriju koja ¢e biti smrtonosna za insekta.

U porodici Steinernematidae nalazi se rod Steinernema, a u porodici Heterorhabditidae
rod Heterorhabditis. Na osnovi literaturnih izvora Hunt (2007) je potvrdio 55 vrsta u porodici
Steinernematidae i 11 u porodici Heterorhabditidae. lako vrste rodova Steinernema i Heter-
orhabditis pripadaju dvjema razli¢itim porodicama, ipak imaju neke zajednicke karakteris-
tike. Jedini stadij koji u svom probavnom sustavu nosi bakterije je dauerni juvenil (DJ) koji
je ujedno i jedini infektivni stadij. Bakterijski simbionti iz rodova Xenorhabdus i Photorhab-
dus vrlo su povezani s vrstama iz porodica Steinernematidae i Heterorhabditidae. U tom
mutualistickom odnosu nematode Stite bakterije od uvjeta vanjskog okruZenja, a u nekim
slu¢ajevima i onemogucuju imuni sustav domacina, dok bakterije ubijaju domacina, pred-
stavljaju izvor hrane za nematode i inhibiraju razvoj drugih bakterija. DJ je jedini stadij koji
moze prezivjeti duze vrijeme izvan domacina. Medu razli¢itim vrstama nematoda postoji
razlika u pronalazenju domacina — od krajnje pasivnih i stati¢nih vrsta koje ¢ekaju insekta
i onih vrsta koje se aktivno kre¢u u potrazi za domacinom.

Razmnozavanje

Vrste rodova Steinernema i Heterorhabditis razlikuju se i u nac¢inu razmnozavanja. Dok
vrste roda Heterorhabditis imaju i hermafroditne jedinke i klasicne amfimikti¢ne jedinke
koje imaju i muzjake i Zenke, kod vrsta roda Steinernema prisutni su i muzjaci i Zenke te
se razmnozavaju amfimiksisom odnosno postoji kopulacija medu jedinkama iako je
utvrdeno da postoji barem jedan izuzetak (Griffin et al., 2001). Zbog toga kod vrsta roda
Heterorhabditis jedna jedinka DJ moze izvrsiti uspjesnu infekciju razmnozavanjem dok su
kod Steinernema potrebne najmanje dvije individue razlicitog spola. Vec¢ina mladih u tijelu
hermafroditne Zenke iz roda Heterorhabditids izlijeZe se iz jajeta unutar majcina tijela te se
hrani na unutradnjim organima uzrokujuc¢i maj¢inu smrt (Johnigk & Ehlers, 1999.). Ta je po-
java je uobicajena kod rabditida i naziva se endotokija matricida. Na taj si nacin mladi osig-
uravaju dosta energije koja im je dovoljna do odraslog stadija koji prelazi u amfimiktic¢an
nacin razvoja. DJ iz obje porodice mogu zadrzati kutikulu prethodnog Zivotnog stadija, ali
se kod Steinernematidae mnogo lakse odvaja i kretanjem kroz zemljiste gubi (Campbell &
Gaugler, 1991.).

Uspjesno parazitiranje insekata zavisi od insekta domacina, nematode i bakterije. In-
sekt moze iskazati rezistentnost prema odredenim nematodama i njihovim bakterijskim
simbiontima, dok virulentni faktori nematode i bakterije mogu djelovati pojedina¢no ili
zajednicki (Griffin et al. 2005). Nematode u tijelo insekta ulaze kroz prirodne otvore kao to
su ustailianusiizravno kroz kutikulu.

11



glasnik zastite bilja 60

godina

Prirodne populacije EPN u suzbijanju stetnih organizama

Kapacitet populacija entomopatogenih nematoda koje se nalaze u prirodi u kontroli
Stetnih insekata vrlo je ogranic¢en i uglavnom se radi o uravnoteZzenom odnosu izmedu
populacija insekata i nematoda. Medutim, agrotehni¢kim mjerama moguce je poboljsati
djelotvornost ili perzistentnost populacija entomopatogenih nematoda na poljoprivred-
nim povrsinama. OdrZavanje visoke brojnosti entomopatogenih nematoda moguce je
samo ako je prisutna visoka brojnost insekata domacina (Glaser & Farrell, 1935).

Uzgoj

Vise od pola stolje¢a proslo je od opisa prve vrste entomopatogenih nematoda pa do
pocetka njihove masovne primjene u bioloskoj kontroli, a uzrok tome je pojava jeftinih
pesticida Sirokog spektra djelovanja koji su potisnuli sredstva za biolosku zastitu biljaka.
Od pocetka osamdesetih godina proslog stoljeca tehnologija masovne proizvodnje ento-
mopatogenih nematoda dozZivjela je procvat zbog razvoja jeftinih metoda uzgoja nema-
toda u in vitro fermentorima velikih kapaciteta, ali se istovremeno dogodio veliki pritisak
na smanjenje upotrebe pesticida ili zamjenu bioloskim preparatima zbog pojave rezis-
tentnosti, ostataka pesticida u hrani i njihova negativnog utjecaja na Zivotnu sredinu.

Za potrebe bioloske kontrole entomopatogene nematode mogu biti uzgojene in vivo
ili in vitro (Ehlers & Shapiro-llan, 2005). In vivo uzgoj obavlja se na larvama voskova moljca
sto je jeftin nacin, ali ogranicenih kapaciteta i zahtjevan sto se ti¢e radne snage. Ta je meto-
da pogodna za male povrsine ili ispitivanja. Uzgoj in vitro moze biti u ¢vrstom ili teku¢om
mediju. Uzgoj u ¢vrstom mediju pogodan je za trziSta srednjih velic¢ina jer su ulaganja rela-
tivno mala, ali su ipak vedi troskovi radne snage. Uzgoj nematoda u teku¢im fermentorima
je najintenzivniji i najjeftiniji nacin proizvodnje koji karakterizira visok nivo tehnologije i
visoka pocetna ulaganja. Najcesce koriStene komercijalne vrste nematoda su: Steinernema
carpocasae, Steinernema feltiae i Heterorhabditis bacteriophora, ali i Steinernema kushidai,
Steinernema riobrave, Steinernema scapterisci, Heterorhabditis indica i Heterorhabditis megidis.

Aplikacija

Aplikacija entomopatogenih nematoda zavisi od poljoprivredne kulture u kojoj se
primjenjuje i ciljane Stetocine. Entopatogene nematode mogu biti primijenjene bilo ko-
jom opremom za aplikaciju sredstava za zastitu biljaka pa ¢ak u nekim sluc¢ajevima i sus-
tavima za navodnjavanje ako se zadovolje odredeni uvjeti. Pri tome treba voditi racuna o
mijesanju, tipu mlaznica, pritisku i temperaturi. Specifi¢na gustoca tijela nematoda je 1,05
g/cm? $to znadi da se u vodenoj otopini polako taloZe te je potrebno osigurati kontinuira-
no mijesanje. Otvori mlaznica trebali bi biti ve¢i od 500 um, a sita treba ukloniti. Neke vrste
entomopatogenih nematoda mogu izdrzati pritiske i do 20 bara, ali u pravilu prilikom ap-
likacije pritisak ne bi trebao biti veéi od 10 bara. Temperatura vodene otopine u spremniku
i mlaznicama ne smije prijeci 30°C, pri ¢emu treba imati u vidu da ¢e pumpa za mijedanje
i sunceve zrake povecati temperaturu radne otopine. Entomopatogene nematode obi¢no
se apliciraju u dozi od 2.5X10°DJ/ha ili vecoj (Shapiro-llan et al., 2012). Zemlji$ni Zivi svi-
jet moZe imati pozitivan, neutralan ili negativan utjecaj na djelotvornost nematoda (Kaya,
2002). Interakcija s drugim agensima za biolosku kontrolu moze biti sinergisti¢na, kao u
slucaju Bacillus tunigiensis (Koppenhofer & Kaya, 1997) i Metharisium anisopliae (Ansari
et. al., 2004), ali takoder i antagosnisti¢na, kao u sluc¢aju Bauveria bassiana (Brinkman &
Gardner, 2000.). Budu¢i da su nematode vodeni organizmi, njihovo je djelovanje bolje
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u vlaznim zemljistima. Medutim, optimalna vlaznost zemljista zavisi od vrste nematoda i
tipa zemljista (Koppenhofer et. al., 1995). Slicno kao i kod interakcije sa zivim organizmi-
ma, interakcija s pesticidima je u zavisnosti od vrste nematode, ali i aktivne tvari, doze i
vremena aplikacije, premda u vecini slucajeva ne postoji inhibitorski utjecaj pesticida na
djelovanje nematoda (Koppenhofer & Grewal, 2005).

Prednosti upotrebe

Detaljan pregled sigurnosti i legislative vezane za upotrebu entomopatogenih nema-
toda izradio je Elers (2005.). Entomopatogene nematode nemaju Stetan utjecaj na ljude
koji se bave njihovom proizvodnjom ili aplikacijom, a nisu $tetne ni za Zivotnu sredinu. Go-
tovo da ne mogu imati negativan utjecaj na neciljane organizme u zivotnoj sredini jer nisu
dugo aktivne. Introdukcija egzoti¢nih vrsta teSko moze dovesti do potpunog potiskivanja
autohtonih populacija, ali moze do¢i do privremenog smanjenja zbog kompeticijskog
odnosa prema domacinima. U vedini slu¢ajeva entomopatogene nematode svrstane su
u grupu makroorganizama zajedno s predatorskim i parazitnim insektima te su u vecini
slucajeva izuzeti od registracije. U posljednjih nekoliko godina kemijske tvrtke koje su se
tradicionalno bavile proizvodnjom i trgovinom sintetickih pesticida, dolaze na trziste s
proizvodima za biolosku kontrolu, $to je slucaj i s entomopatogenim nematodama.

Primjeri komercijalne upotrebe u suzbijanju stetnih insekata

Prakti¢na primjena entomopatogenih nematoda detaljno je obradena u preglednim
radovima (Arthus et al., 2004, Grewal et al., 2005, Lacey & Georgis, 2012, Lacey et al., 2015).
Entomopatogene nematode pokazale su visok nivo djelotvornosti u kontroli mnogih in-
sekata. Vecina uspjesnih aplikacija u kontroli je insekata koji dio Zivotnog ciklusa provode u
zemljistu. Primjeri dobrih rezultata u kontroli Stetnih organizama su Hylobius abietis L. (Wil-
liams et al., 2013), Grapholita molesta, (Riga et al., 2006), Aethina tumida (Shapiro-llan et al.,
2010), Diabrotica virgifera virgifera (Toepfer et al., 2008). Primjeri uspjesne kontrole stenih
insekata koji Zive na skrovitim mjestima su Capnodis tenebrionis (Garcia del Pino and Mor-
ton, 2005) i Synanthedon exitiosa (Shapiro-llan, 2009). U kontroli Steto¢ina u zasti¢enom
prostoru postoji nekoliko primjera komercijalne primjene entomopatogenih nematode:
Bemisia tabaci, (Cuthbertson et al., 2007), Plutela xylostella (Schroer and Ehlers, 2005), Tuta
absoluta (Batalla-Carera et al. 2010), Frankliniela occidentalis (Premachandra et al., 2003),
Diptera: Sciaridae (Tomalek et al., 2005). Takoder postoje primjeri uspje$ne primjene ento-
mopatogenih nematoda u kontroli $tetnih insekata koji se razvijaju na nadzemnim biljnim
organima Rhynchophorus ferrugineus (Llacer et al., 2009) i Cydia pomonella (Lacey et al.,
2010).
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