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AKTYWNOSC BIOLOGICZNA I ROZRODCZOSC NICIENI
ENTOMOPATOGENNYCH WYBRANEJ AGROCENOZY

BIOLOGICAL ACTIVITY AND REPRODUCTIVITY
OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES
FROM SELECTED AGROCOENOSE

Abstrakt: Przeprowadzono badania faunistyczne w celu stwierdzenia obecno$ci nicieni z rodziny
Steinernematidae. Probki glebowe pobrano z terenu uzytku zielonego potozonego w gminie Wielun
(wojewddztwo todzkie). Diugos$¢ i1 szeroko$¢ geograficzng stanowiska wystgpowania gatunku oznaczono za
pomoca programu komputerowego Gnomon. Probki zostaly zbadane pod wzgledem fizykochemicznym
w Centrum Analitycznym SGGW. Oznaczono catkowita zawarto$§¢ olowiu w glebie metoda ptomieniowe;j
absorpcyjnej spektrometrii atomowej (FAAS) oraz odczyn gleby metoda potencjometryczna (wg procedury PB
14, wyd. 2 z 21.06.06 r.). Nicienie wyizolowano z probek glebowych w warunkach laboratoryjnych metoda
Beddinga i Akhursta. S. feltiae oznaczono za pomocg klucza do oznaczania gatunku oraz za pomocg analiz
chemicznych. Wykazano, Ze nicienie pochodzace z badanego terenu charakteryzuja si¢ wigksza aktywnoscia
biologiczna (intensywno$¢ inwazji, stopien migracji) oraz dtuzszym czasem rozwoju (czas u$miercenia zywiciela
i czas niezbedny do rozpoczgcia migracji) w poréwnaniu z nicieniami pochodzacymi z komercyjnego
biopreparatu.

Stowa kluczowe: nicienie entomopatogenne, Steinernema feltiae, Galleria mellonella

Nicienie entomopatogenne wystepujace w glebie czesto spotykaja si¢ z naturalnym
oporem $rodowiska, ograniczajagcym ich aktywno$¢ biologiczng. Na zdolno$¢ inwazji
nicieni oraz ich skuteczno$¢ w ograniczaniu populacji owadéw wplywa wiele czynnikow
biotycznych i abiotycznych [1-4].

Kluczowymi czynnikami abiotycznymi sg: struktura $rodowiska glebowego, odczyn
gleby oraz znajdujace si¢ w niej metale cigzkie. Przykladem moze by¢ otow(Il), ktérego
szkodliwe oddziatywanie na nicienie entomopatogenne stwierdzono wielokrotnie [5-9].

Na aktywnos$¢ biologiczng nicieni wplywa takze odczyn gleby [10]. Optymalne pH
srodowiska glebowego dla wielu organizméw w nim wystepujacych zawiera si¢ w zakresie
5,5+7,2 [11]. Wykazano, ze obnizenie odczynu gleby wptywa niekorzystnie na
przezywalnos¢ i inwazyjnos¢ larw nicieni [10, 12].

Struktura $rodowiska glebowego takze moze mie¢ znaczacy wplyw na nicienie
owadobdjcze. W podiozach piaszczystych i piaszczysto-gliniastych notuje si¢ najwigksza
przezywalno$¢ i aktywno$¢ tych zwierzat [13].

Nicienie te sg takze organizmami, ktére wykorzystuje si¢ do produkcji biopreparatow.
Dane naukowe sugeruja, ze wybor srodkéw z rodzimych ras nicieni jest korzystniejszy niz
zastosowanie komercyjnych preparatéw na bazie jednej okreslonej rasy tych organizmoéw.
Badania tego typu sa przeprowadzane w wielu krajach na §wiecie, m.in. na Wegrzech [14,
15]. W Polsce natomiast brakuje szczegdétowych badan, danych biogeograficznych, kolekcji
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uzytecznych gatunkéw czy ras nicieni entomopatogennych skutecznie ograniczajacych
populacje szkodliwych owadéw.

Niniejsza praca prezentuje charakterystyke aktywnosci biologicznej nicieni
odtowionych ze $rodowiska naturalnego w poréwnaniu z nicieniami pochodzacymi
z komercyjnego biopreparatu.

Material i metody

Przeprowadzono badania faunistyczne w celu stwierdzenia obecno$ci nicieni z rodziny
Steinernematidae. Probki glebowe pobrano sonda Egnera do glebokosci 25 cm, z terenu
uzytku zielonego (lagka kosna) potozonego w gminie Wielun (wojewddztwo 1dédzkie).
Dtugos$¢ (18°40°36”) i szerokos¢ (51°14°24”) geograficzng stanowiska wystepowania
gatunku wyznaczono za pomocg programu komputerowego Gnomon. Prébki zostaty
zbadane pod wzgledem fizykochemicznym w Centrum Analitycznym SGGW. Oznaczono
catkowitg zawarto$¢ otowiu w glebie metoda ptomieniowej absorpcyjnej spektrometrii
atomowej (FAAS) oraz odczyn gleby metoda potencjometryczng (wg procedury PB 14,
wyd. 2z 21.06.06 1.).

Do przeprowadzonych badan jako zywiciela wykorzystano gasienice barciaka
wiekszego (Galleria mellonella L.) o $redniej masie ciata 187 mg oraz larwy nicieni
entomopatogennych Steinernema feltiae, odtowione z prébek glebowych w warunkach
laboratoryjnych metoda owadéw putapkowych [16]. Gatunek nicienia oznaczono za
pomocg klucza do oznaczania [17] oraz analiz molekularnych (sekwencjonowanie produktu
reakcji PCR ze starterami komplementarnymi do genéw kodujacych rybosomalny RNA S.
feltiae). Jako prébe kontrolng wykorzystano S. feltiae, pochodzace z preparatu
biologicznego ,,Owinema”.

Badania prowadzono na szalkach Petriego w temperaturze 20°C. Do zarazania owadéw
wykorzystano dawke 50 larw inwazyjnych nicieni na jednego owada (optymalna dawka do
otrzymania maksymalnej liczby larw nicieni [18]) w celu zbadania $miertelnosci owadow,
ekstensywnosci i intensywnosci inwazji.

W dos$wiadczeniu wykorzystano okoto 400 sztuk gasienic G. mellonella, ktére
przeznaczono na izolacj¢ nicieni z prébek glebowych, na sekcj¢ (analiza intensywnosci
inwazji) oraz na analiz¢ rozrodczo$ci nicieni. Parametr ten badano przez pi¢¢ kolejnych dni
od momentu pierwszego pojawienia si¢ larw inwazyjnych w sztucznym S$rodowisku
zewnetrznym (szalka Petriego). Oceniono liczbe wszystkich larw, ktére zdotaly opuscié
ciato zywiciela w danym dniu oraz liczbe larw zywych (zdolnych do kolejnych inwazji).

Do analizy statystycznej wykorzystano analiz¢ wariancji jednej zmiennej
(UNIANOVA). Doswiadczenie powtérzono dwukrotnie.

Wyniki i ich oméwienie

Przeprowadzona analiza fizykochemiczna probek glebowych wykazala naturalng
zawarto$¢ otowiu(Il) (6,86 ppm) oraz odczyn kwasny (5,62). Podgrupe granulometryczng
gleby okreslono jako glina piaszczysta. Wartosci wymienionych powyzej wybranych
parametréw okre$laja  $Srodowisko jako odpowiednie do wystgpowania nicieni
owadobdjczych. Znajduje to takze potwierdzenie w wynikach innych badaczy [6, 12, 13].
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W analizowanych prébkach glebowych stwierdzono obecno$§¢ larw nicieni
entomopatogennych, a przeprowadzone pomiary morfometryczne wszystkich stadiéw
rozwojowych nicieni i przyréwnanie ich do klucza wykazaty, ze badane nicienie naleza do
gatunku S. feltiae. Otrzymany wynik potwierdzita takze przeprowadzona reakcja PCR.
Odlowiony gatunek nalezy do najliczniejszej populacji nicieni wystepujacej na terenie
Polski [1, 19].

Analizujac aktywno$¢ biologiczng nicieni wykazano, ze §miertelno$¢ ogélna owadéw
testowych poddanych zarazeniu nicieniami pochodzacymi z terenu, utrzymywata si¢ na
takim samym poziomie jak prébka kontrolna (nicienie z biopreparatu). Ekstensywnos$é
inwazji badanych nicieni byla nieco nizsza w poréwnaniu z probka kontrolng, jednak
warto$¢ ta Swiadczy nadal o duzej skutecznodci nicieni wystgpujacych naturalnie
w srodowisku wobec owaddow (tab. 1).

Tabela 1
Aktywno$¢ biologiczna S. feltiae

Table 1
Biological activity of S. feltiae

Badane probki Probka kontrolna Nicienie z terenu

Smiertelnos$¢ ogélna owadow [%] 100 100
Ekstensywnos¢ inwazji [%] 100 98
Intensywnos¢ inwazji [szt.] 8 9
Czas usmiercenia owada przez nicienie [dni] 2 4
Pierwszy dzien migracji larw inwazyjnych z owada-zywiciela

. . . 8 18
do $rodowiska zewngtrznego [dni]

Intensywno$¢ inwazji nicieni odtowionych z terenu charakteryzowala si¢ nieco wyzsza
warto$cig niz probka kontrolna, a przeprowadzona analiza wariancji wykazata istotne
réznice mi¢dzy kontrolg a nicieniami pochodzacymi z terenu (tab. 2).

Tabela 2
Analiza wariancji dla cechy ,,intensywnos$¢ inwazji”
Table 2
Variance analysis for ,,invasion intensity” feature
. . - Typ III sum Sredni s
Zrédlo zmiennoSci kyvga dra téwy df kwadrat F Istotnos¢
Model skorygowany 166,667 (a) 1 166,667 13,758 ,000
Stata 17888,267 1 17888,267 1476,694 ,000
Srodowisko 166,667 1 166,667 13,758 ,000
Btlad 2883,067 238 12,114
Ogédtem 20938,000 240
Ogétem skorygowane 3049,733 239

(a) - R kwadrat = 0,055 (skorygowane R kwadrat = 0,051)
(a) - R square = 0.055 (corrected R square = 0.051)

Badajac czas, po jakim dochodzito do $mierci gasienic po zarazeniu nicieniami (czas
usmiercenia owada - zywiciela), stwierdzono, ze w przypadku prébki nicieni pochodzacych
z terenu byl on dtuzszy niz w prébce kontrolnej (tab. 1). Czas ten jest rdwniez niewiele
dtuzszy, niz podaja inni badacze [18, 20].
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Podobne zalezno$ci zanotowano, analizujac czas niezbedny do rozpoczgcia migracji
larw inwazyjnych z ciata zywiciela do §rodowiska zewnetrznego. Pierwszy dzien, w ktérym
zaobserwowano obecnos$¢ larw w $rodowisku zewnetrznym, odnotowano w 18 dniu od
zarazenia, natomiast w przypadku nicieni z prébki kontrolnej do migracji dochodzito juz
w 8 dniu od zarazenia owada (tab. 1).

Wyniki czasu u$miercenia owada i czasu niezbednego do rozpoczegcia migracji moga
$wiadczy¢ o selektywnosci pokarmowej nicieni srodowiskowych.

Analizujac rozrodczo$¢ nicieni pochodzacych z terenu oraz przezywalno$¢ ich larw
bezposrednio po migracji zaobserwowano, ze liczba zywych larw, ktére zdotaty opuscié
cialo owada-zywiciela, jest wyzsza niz w populacji nicieni z prébki kontrolnej (tab. 3,
rys. 1). Smiertelno$¢ larw nicieni z terenu w ciggu pierwszych pieciu dni migracji byta
mniejsza w porodwnaniu z prébka kontrolng oraz cechowala si¢ mniejsza dynamika niz
$miertelnos¢ larw nicieni pochodzacych z bioinsektycydu (tab. 3, rys. 2).

Tabela 3
Migracja nicieni z pierwszego i czterech kolejnych dni z wyszczegélnieniem liczby larw zywych [szt.]

Table 3
Nematodes migration in the first and next successive four days
with specification of the amount of alive larvae [ind.]

Liczba migrujacych larw/ 1 owada
préba kontrolna nicienie z terenu

Dni ogoélem zywe ogolem zywe

1 3829 3829 23917 23483

2 12886 11517 19286 18979

3 21795 19251 13951 13559

4 13403 12756 10167 10052

5 12096 11586 11932 11532
Razem 64009 58940 79254 77605
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Rys. 1. Liczba zywych larw inwazyjnych nicieni po migracji [szt.]

Fig. 1. Amount of the alive invasive larvae of nematodes after migration [ind.]
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Rys. 2. Liczba martwych larw inwazyjnych nicieni po migracji [szt.]

Fig. 2. Amount of the dead invasive larvae of nematodes after migration [ind.]

Analiza statystyczna liczby larw inwazyjnych, ktére zachowaty zywotno$¢ po migracji
z cial owadéw, wykazata wysoko istotne réznice miedzy badanymi nicieniami a prébka
kontrolng (tab. 4).

Tabela 4
Analiza wariancji dla cechy ,,rozrodczo$¢ nicieni”
Table 4
Variance analysis for ,,nematodes reproductivity” feature
Zrédto zmiennosci Typ II sumy df Sredni kwadrat F Istotnos¢
kwadratow
Model skorygowany 712663381,125(a) 1 712663381,125 7777,256 ,000
Stata 37407552526,125 1 37407552526,125 408226,569 ,000
Srodowisko 712663381,125 1 712663381,125 7777256 ,000
Btad 549805,750 6 91634,292
Ogotem 38120765713,000 8
Ogétem skorygowane 713213186,875 7

(a) - R kwadrat = 0,999 (skorygowane R kwadrat = 0,999)
(a) - R square = 0.999 (corrected R square = 0.999)

Badania nad aktywnoscig biologiczng nicieni pochodzacych ze §rodowiska naturalnego
sa nadal w fazie rozwoju. Wykazano, ze jednym z najskuteczniejszych patogenéw
przeciwko szkodnikom (np. pedrakom chrabaszcza) s3 nicienie entomopatogenne
wyizolowane z terenu [21]. Otrzymane wyniki badan réwniez dowodza, ze nicienie
pochodzace ze srodowiska naturalnego cechujg si¢ wigksza rozrodczoscia i zZywotnos$cia
larw inwazyjnych niz nicienie pochodzgce z biopreparatu. Istotne jest kontynuowanie
i rozszerzenie tematu badan, ktéry w przysztosci moéglby skutkowaé lepszym
wykorzystaniem biologicznych metod ochrony roslin.
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Whioski

1.

2.

Odlowiony gatunek S. feltiae nalezy do najbardziej rozpowszechnionego na obszarze
Polski.

Nicienie pochodzace z terenu charakteryzuja si¢ wigksza aktywnoscia biologiczng
(intensywnos¢ inwazji, stopien migracji) niz nicienie z biopreparatu.

Czas rozwoju (usmiercenia zywiciela i czas niezbedny do rozpoczgcia migracji) nicieni
odtowionych z terenu jest diuzszy niz nicieni wykorzystywanych do produkcji
preparatow biologicznych.
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BIOLOGICAL ACTIVITY AND REPRODUCTIVITY
OF ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES
FROM SELECTED AGROCOENOSE

Department of Zoology and Biological Didactics, Institute of Biology, Faculty of Mathematics and Science
The Jan Kochanowski University in Kielce

Abstract: Faunistic studies to find the presence of nematodes of the family Steinernematidae were performed.
Soil samples were collected from pasture area located in the municipality of Wielun (Lodz province). Latitude and
longitude of the sampling site was determined with the Gnomon software. Physico-chemical properties of samples
were analyzed in the Analytical Centre of the Warsaw Agricultural University. Total lead content was analyzed
with the flame atomic absorption spectrophotometry and soil pH - potentiometrically (acc. to procedurer pB 14,
II edition of 21.06.2006). Nematodes were isolated from the soil samples in the laboratory conditions, using
method described by Bedding and Akhurst (1975). S. feltiae were determined using the key for the determination
of the species (Lacey 1997) and by molecular analysis. It was shown that nematodes from the investigated area
were characterized by higher biological activity (the intensity of the invasion, the degree of migration) and longer
duration of development (time of killing the host and the time needed to start migration), in comparison with
nematodes from commercial biopreparate.

Keywords: entomopathogenic nematodes, Steinernema feltiae, Galleria mellonella



