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SANTRUMPOS
EPN — entomopatogeniniai nematodai

IJ - infekcinés stadijos juvenilés



IVADAS

Entomopatogeniniai nematodai (EPN) gyvena ir parazituoja dirvoZemyje tarpstancius
vabzdzius. Susidomé¢jimas tirti EPN atsirado dél jy biologinés kontrolés potencialo, t. y. jy
panaudojimo zemés iikyje prie§ vabzdzius kenkéjus, kadangi lyginant su cheminiais pesticidais
EPN néra toksiski (Koppenhofer ir kt., 2020) ir yra saugiis zmonéms bei aplinkai (Zhang ir kt.,
2022). Nepaisant to, kad EPN yra gana paciai taikomi kovai su ekonomiSkai svarbiais
vabzdziais kenkéjais, zinios apie tai, kaip EPN infekuojancios juvenilés (1J) randa savo grobj
— vabzd] Seimininka, gali buti panaudotos siekiant padidinti EPN, kaip biokontrolinés
priemonés efektyvuma.

Chemorecepcija yra vienas svarbiausiy veiksniy, padedan¢iy EPN gerai orientuotis
chemiskai sudétingoje dirvozemio aplinkoje (Gaffke ir kt., 2023). Siai dienai yra mazai Zinoma
apie konkreCius cheminius junginius, susijusius su EPN elgesiu, ypa¢ lyginant su kitos
ekologinés grupés nematodais, mintanciais augalais (augaly parazitiniais nematodais), kur
zinoma daugiau nei 500 junginiy, sukelian¢iy jy elgesio reakcijas (Cepulyté ir Biida, 2022).
Nustatyta, kad ieskant tinkamy vabzdziy Seimininky EPN elgseng veikia tiek anglies dioksidas,
tiek vabzdziy, tiek jy pagrauzty augaly ir net jau EPN infekuoty vabzdziy skleidziamos
cheminés medziagos, tatiau konkre¢iy medziagy identifikuota maZai. Zinoma, kad EPN
uzkrésty vabzdziy lavony iSskiriami lakieji miSiniai skiriasi priklausomai nuo infekcijoje
dalyvaujancios riiSies (EPN, simbiontiniy bakterijy ar vabzdziy) ir beveik nesutampa
(Grunseich ir kt., 2021, Zhang ir kt., 2019). Taciau neseniai nustatyta, kad dvi skirtingos
vabzdziy rasys (Galleria mellonella ir Acalymma vittatum) infekuotos trimis skirtingomis EPN
rasimis (Heterorhabditis bacteriophora, Steinernema riobrave ir S. carpocapsae) isskyré vieng
bendra junginj - 1-noneng. Siai dienai néra Zinoma kaip §is cheminis junginys (1-nonenas)
veikia EPN elgseng, todél §io darbo tikslas ir buvo istirti, kaip 1-nonenas veikia dviejy
Steinernema genties raisiy S. carpocapsae ir S. kraussei 1J elgsena.

Geresnis EPN elgsenos supratimas yra labai svarbus kuriant efektyvesnes bei tvaresnes

vabzdziy kenkéjy kontrolés strategijas zemés tikyje (Zhang ir kt., 2021).



Darbo tikslas:

Istirti cheminio junginio - 1-noneno poveiki EPN S. carpocapsae ir S. kraussei elgsenai.

Darbo uzdaviniai:

1. Istirti S. carpocapsae ir S. kraussei reakcija j 1-noneno tirpiklj etanolj (kontrolé).
2. [Istirti S. carpocapsae ir S. kraussei reakcija j skirtingas 1-noneno koncentracijas.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Entomopatogeniniai nematodai (EPN)

Entomopatogeniniai nematodai (EPN) — nesegmentuotos apvaliosios kirmélés (1 pav.).
Tai vabzdziy parazitai, priklausantys Nematoda tipui, Steinernematidae ir Heterorhabditidae
Seimoms (Forst ir kt., 1997) bei Steinernema, Heterorhabditis ir Oscheius gentims. Kadangi
Oscheius gentis salyginai neseniai priskirta EPN (Torres-Barragan ir kt., 2011), toliau darbe
placiau aprasomos Steinernema ir Heterorhabditis gentys.

Remiantis morfologija EPN raiSys yra labai panasios, t. y. visiems EPN biuidinga bendra
kiino forma - cilindriné, smailéjanti galuose. Morfologiniai bruozai, padedantys atskirti
Steinernema ir Heterorhabditis gentis yra uodegos, stemplés bei ryklés ilgis ir sekreciniy pory
bei nervinio Ziedo buvimo vieta (Cimen ir kt., 2014). EPN turi vir$§kinimo, reprodukcing, nervy
ir Salinimo sistemas, tafiau neturi atskiry kraujotakos ar kvépavimo sistemy. Orientuotis
aplinkoje nematodams padeda termoreceptoriai, mechanosensoriniai ir chemoreceptoriai.
Chemoreceptoriai yra patys svarbiausi |J ieSkant tinkamy vabzdziy Seimininky (Basyoni ir
Rizk, 2016). Pagrindiniai nematody chemosensoriniai organai yra vadinami amfidémis (angl.
amphids) (1 pav.) ir fazmidémis (angl. phasmids). Skirtinguose nematoduose jvairiy formy ir
dydziy amfidés yra iSsidésCiusios priekingje (galvingéje) nematody dalyje, o fazmidés -
nematody uZzpakalinéje (uodeginéje) dalyje (Ghorbanzadeh ir kt., 2020). Siy organy pagalba
EPN pajunta aplinkos chemines medziagas, pavyzdziui, vabzdziy i$skiriamus cheminius

junginius, nematody feromonus ir pan. (Haukeland, 1992; Nguyen ir kt., 2006).

1 pav. (I) Entomopatogeniniy nematody, Steinernema carpocapsae infekuojancios
juvenilés, (didinimas 20 x) (11) Entomopatogeninio nematodo, Heterorhabditis
floridensis galvos skenuojanti elektroniné mikroskopija, pagal Nguyen ir kt., 2006



EPN yra veiksminga biologinés kontrolés priemoné nuo vabzdziy kenkéjy, priklausanciy
Diptera, Coleoptera, Thysanoptera, Orthoptera, Lepidoptera ir kitiems biiriams (Sharmila ir
kt., 2018), taciau EPN yra saugiis zmonéms ir aplinkai (Zhang ir kt., 2022). Didesnis
susidom¢jimas tirti EPN atsirado dél jy biologinés kontrolés potencialo, t. y. jy panaudojimo
zemés ukyje pries vabzdzius kenkéjus, kadangi lyginant su cheminiais pesticidais, EPN néra
toksiski (Koppenhofer ir kt., 2020) ir yra saugiis zmonéms bei aplinkai (Zhang ir kt., 2022).
Per pastaruosius 20 mety buvo padaryta didelé pazanga EPN moksliniuose tyrimuose, didinant

EPN, kaip biokontrolés priemoniy efektyvuma ir pan. (Abd-Elgawad, 2023).
1.2. Gyvenimo ciklas

VabzdZiai yra neatsiejama EPN gyvenimo dalis, kadangi nematodai minta vabzdZiais ir
juose dauginasi. EPN gyvenimo ciklas susideda i$ SeSiy gyvenimo stadijy: kiausinélio, keturiy
juveniliniy (J1, J2, J3 ir J4) ir suaugélio (Kaya ir Gaugler, 1993) (2 pav.).

Infekcija

(1J) infekcinés stadijos juvenilés
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2 pav. Entomopatogeniniy nematody gyvenimo ciklas, pagal Forst ir Clarke, 2002

TreCios stadijos EPN juvenilés (J3) arba kitaip infekuojancios juvenilés (1J) yra
vienintelés, kurios nesimaitina, laisvai gyvena dirvozemyje bei ieSko Seimininko (2 pav.) (Kaya
ir Gaugler, 1993). 1J prasiskverbia j vabzdj Seimininkg per burng, iSangg arba per
tarpsegmentinés kutikulés membranas, o tada patenka j hemocelj (Forst ir Clarke, 2002).

Pateke j Seimininko vidy 1J iSleidZia savo simbiontines bakterijas, kurios dauginasi vabzdziy
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hemolimfoje. Bakterijos vaidina svarby vaidmenj jveikiant Seimininko imuniteta, kadangi jos
iSskiria toksinus, kurie slopina $eimininko imunine sistemg (Burnell ir Stock, 2000; Dillman ir
kt., 2012). Uzkréstas Seimininkas paprastai mirSta per 24 — 72 valandas nuo septicemijos ar
toksemijos (Poinar, 1990). Po vabzdzio Seimininko mirties, visos kitos EPN stadijos vystosi
vabzdyje, nematodai toliau maitinasi bakterijy suardytais Seimininko audiniais, bresta ir
dauginasi, kol iSsenka maisto Saltinis. Naujai susiformavusios 1J palieka vabzdj ir pradeda
ieSkoti naujo vabzdzio Seimininko (Campbell ir kt., 2002).

Visy EPN rasiy gyvenimo ciklas yra panasus. Vienintelis skirtumas tarp Heterorhabditis
ir Steinernema EPN gyvenimo cikly yra pirmoje Kartoje. Heterorhabditis nematody pirma
karta iSsivysto pasidauginus hermafroditams, o vélesnés kartos individai iSsivysto
susikryzminus patinams ir pateléms (Glazer ir Lewis, 2000). Steinernema nematody visos
kartos susidaro lytinio (kryzminio) apvaisinimo badu (iSskyrus S. hermaphroditum)
(Koppenhofer ir kt., 2020).

1.3. Simbioz¢ su bakterijomis

EPN Heterorhabditis ir Steinernema kartu su bakterijomis  Xenorhabdus ir
Photorhabdus yra i$plétoje¢ abipusiSka simbiotinj rysj. Svarbu paminéti, kad viena nematody
rasis sudaro simbiozg su viena bakterijy rasimi, t. y. Photorhabdus spp. simbiontinés bakterijos
yra susijusios su Heterorhabditis spp., 0 Xenorhabdus spp. bakterijos yra susijusios su
Steinernema spp. (Heungens ir kt., 2002; Chaston ir kt., 2013). Bakterinis simbiontas
reikalingas Seimininkui nuZzudyti ir jo audiniams suvirSkinti, taip sudarant tinkamas maistiniy
medZiagy salygas nematody augimui ir vystymuisi (Burnell ir Stock, 2000). Simbiontinés
bakterijos gamina antrinius metabolitus ir toksinus (Muangpat ir kt., 2020). Sie biologiskai
aktyviis junginiai turi citotoksinj, antimikrobinj, antiparazitinj ir insekticidinj poveik].
Vienintelis toksiny kompleksas, kuris buvo i$samiai istirtas i§ Xenorhabdus ir Photorhabdus
bakterijy yra Tc (angl. toxin complex) (Brown ir kt., 2006). Sis toksiny kompleksas susideda i3
mazdaug desimties polipeptidy. Sie polipeptidai yra jvairaus dydzio, svyruojant nuo 30 iki 200
kDa ir yra toksiski vabzdziams. Tc veikia panasiai kaip Bacillus thuringiensis J-endotoksinas.
Pagrindiné Siy toksiny funkcija yra naikinti epitelio lasteles 1§ vidurinés vabzdZiy Zarnos bei
pazeisti aktino citoskeleta. Kitas, maziau aprasSytas biologiskai aktyvis junginys yra Mcf (angl.
makes caterpillars floppy) geny produktas, kuris skatina hemocity apoptoze¢ vabzdZiuose
(Brown ir kt., 2006). Antriniai metabolitai, kuriuos gamina simbiontinés bakterijos, taip pat
slopina kity bakterijy, grybeliy ir protisty vystymasi negyvo Seimininko hemolimfoje, kurioje
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gausu maistiniy medziagy, taip sudarydami tinkamas salygas nematodams daugintis
(Nurashikin-Khairuddin ir kt., 2022).

Svarbu paminéti, kad Steinernema genties nematodai pernesa simbiontines bakterijas
specializuotoje pusleléje, kuri yra priekinéje jy zarnyno dalyje, kuomet Heterorhabditis genties
nematodai neturi tokios specializuotos struktiiros bei Sios rusies simbiontinés bakterijos
randamos visame EPN zarnyne (3 pav.) (Goodrich-Blair ir Clarke, 2007; Sajnaga &
Kazimierczak, 2020). Gamtoje simbiontinés EPN bakterijos gyvena tik EPN arba jy vabzdziy
Seimininky organizmuose ir negali iSgyventi uz jy riby. EPN ir bakterijy sgveika yra specifine,
kadangi iSgyvenimas ir dauginimasis Seimininke gali turéti jtakos ne tik EPN populiacijos

gausumui, bet ir bakterijy gausumui (Brivio ir Mastore, 2018).

Heterorhabditis (Photorhabdus) Steinernema (Xenorhabdus)

Rykle

Bakterijos

3 pav. Photorhabdus spp. ir Xenorhabdus spp. bakterijy lokalizacija entomopatogeniniy
nematody zarnyne, pagal Goodrich-Blair ir Clarke, 2007

Taip pat EPN simbiontinés bakterijos sukelia jdomy reiskinj, t. y. keicia vabzdzio
kutikulés spalvg (Kaya ir Gaugler, 1993). Xenorhabdus spp. bakterijos dazniausiai suteikia
pilkg bei Zalsvg atspalvj infekuotam vabzdziui, o Photorhabdus spp. bakterijos - ruda ir
raudong (Gerritsen ir kt., 1992) (4 pav.). Photorhabdus spp. yra vienintelés zinomos sausumos
bioliuminescencinés bakterijos (Peat ir Adams, 2008), o vabzdziy lavonai parausta nuo
antrachinony pigmenty gamybos (Richardson ir kt., 1988). Uzkrésty vabzdziy lavony
bioliuminescencijos ir spalvos kitimo reikSmé yra nezinoma, taiau tai yra reik§mingas

bruozas, padedantis atskirti EPN gentis, kai jos yra Seimininko viduje (Abd-Elgawad, 2023).

10



Steinernema feltiae Steinernema riobravis

~

\ Y Ve TP N\

.‘ oy 2,
| i‘ = %‘a kY
\ / s ﬁ )
& |

_ 1;‘ e

D S

o ¢ /1 4
Heterorhabditis marelatus Steinernema carpocapsae

+B -lb' o
AW
:4\3 é

- -
< =

AN

’.
.g')‘,%.

-~

4 pav. Galleria mellonella lervy spalva esant skirtingoms entomopatogeniniy nematody rasiy
infekcijoms, pagal Tofangsazie ir kt., 2012

1.4. Ekologija

EPN iSgyvenamumas bei paplitimas gali kisti priklausomai nuo (Sharmila ir kt., 2018)
abiotiniy veiksniy, tokiy kaip dirvozemio pH, drégmé, temperatiira, vibracija ir kt. bei biotiniy
veiksniy, tokiy kaip konkurencija, tiksliniy vabzdziy Seimininky paieSkos badas ir pan. (Griffin
ir kt., 1995).

EPN geriausiai juda dirvoje, kurios pH yra nuo keturiy iki astuoniy, jie yra jautrs
uzSalimui, aukstai temperatiirai, i§dZitivimui ir UV spinduliams.

Temperatiira galima apibuidinti kaip pagrindinj aplinkos veiksnj, kuris turi jtakos EPN
iSplitimui ir vystymuisi, ta¢iau jvairiy EPN risiy temperatiiros optimumas skiriasi. Jdomu, kad
skirtingose temperattrose inkubuoty 1J elgsena gali skirtis, pavyzdziui, cheminés medziagos,
kurios yra patrauklios Zemesnéje temperattroje inkubuotiems 1J, yra atbaidancios aukstesnéje
temperatiiroje inkubuotiems 1J ir atvirks$c¢iai (Lee ir kt., 2016). Kars¢iui atsparesnés rusys yra
S. glaseri ir H. indica, o H. megidis ir H. marelatus yra labiau prisitaikiusios prie vésesnés
temperattros (Sharmila ir kt., 2018).

Dirvozemio strukttira taip pat turi jtakos EPN iSgyvenamumui (Koppenhofer ir kt.,
2020). EPN geriausiai juda smélétoje dirvoje, kadangi jie juda vandeniu tarp dirvozemio
daleliy, o tarpai tarp smélio daleliy yra patys optimaliausi nematodams judéti, nes yra panasiis
j nematody kiino skersmenj (Richardson ir kt.,1988). Sparc¢iausiai EPN iSgyvenamumas mazéja

moliniame dirvoZemyje, nes molinis dirvoZemis yra linkes | prasta aeracijg (oro cirkuliacijg) ir
11



didelj vandens sulaikyma. EPN reikia pakankamos dirvozemio drégmés islikimui ir judéjimui,
todél per didelis kiekis drégmés gali sukelti EPN deguonies trikuma ir riboti judéjima.
Nematody gyvybingumas labiausiai nukencia dirvozemiui i§dzitivant staiga. Bet jei drégmé
mazéja palaipsniui, EPN gali prisitaikyti panaudojus anhidrobioze¢ — gebéjima iSdziditi iki
pusiausvyros biisenos ir pereiti j grjztamo metabolizmo biisena, $i stadija dar kitaip vadinama
Dauerio stadija (angl. Dauer stage) (Sharmila ir kt., 2018).

Vienas i$ svarbiausiy biotiniy veiksniy - neigiamai EPN veikiancios sgveikos su kitais
dirvoZzemio organizmais, kurios gali turéti jtakos EPN gebéjimui iSgyventi, judéti dirvozemyje
ir uzkrésti Seimininka (Helmberger ir kt., 2017). Daugybé nariuotakojy ir kity bestuburiy rasiy
naikina 1J (pavyzdziui, erkés, kolembolos, 1étiinai) arba EPN uzkréstus Seimininkus. Taip pat
EPN konkuruoja su kitomis organizmy rasimis (pavyzdziui, bakterijomis, parazitiniais
grybais) dél vabzdziy (Shapiro-llan ir kt., 2006). Taciau konkurencija su kitais patogenais ne
visada turi neigiamg poveiki EPN populiacijoms ir kai kuriais atvejais gali sukelti sinergetinj
poveikj Seimininko mirtingumui be reik§mingo neigiamo poveikio EPN (Koppenhofer ir kt.,
2020).

Labai svarbu paminéti dar vieng svarby EPN ekologijos aspektg - vabzdzio Seimininko
ieskojimo biidg. EPN naudoja dvi pagrindines vabzdziy Seimininky paieskos strategijas: pasaly
(angl. ambusher) arba kruiseriy (angl. cruiser) (Campbell ir Gaugler, 1997). Pirmajai strategijai
priklausantys EPN, tokie kaip S. carpocapsae, tyko ir atakuoja judrius vabzdzius virSutiniame
dirvoZzemio sluoksnyje. Jiems biidinga iSskirtiné savybé - gebéjimas uzSokti ant savo
Seimininko, tai laikoma evoliucine adaptacija (Hallem ir kt., 2011). Antrajai strategijai
priklausantys EPN, tokie kaip S. kraussei ir H. bacteriophora yra labai aktyvis ir dazniausiai
randami gilesniame dirvoZemio sluoksnyje. Jie atakuoja maziau judrius vabzdzius. Kai kurios
nematody rasys, tokios kaip S. feltiae ir S. riobrave, priklausomai nuo vabzdziy Seimininky
rasiy ir dirvozemio tipo naudoja tarping (angl. intermediate) Seimininky paieSkos strategija

(pasalos ir kruiseriy tipo derinj) (Campbell ir Gaugler, 1997).
1.5. Steinernema gentis

Steinernema gentis apima apie 100 zinomy rasiy, kurios skiriasi savo §eimininky spektru

ir specifiskumu (Bhat ir kt., 2020). Pavyzdziui, S. carpocapsae gali uzkrésti daugiau nei 250
skirtingy vabzdziy risiy, o kitos riisys, tokios kaip S. scapterisci ir S. scarabaei uzkrec¢ia daug
siauresn] rusiy spektrag (Chang ir kt., 2019). Svarbu paminéti, kad visus geografinius regionus,
kuriuose aptikta Steinernema gentis, apima platus aplinkos temperatiiry ir buveiniy spektras
12



(Edmunds ir kt., 2018). Siuo metu komerciskai platinama tik keletas Steinernema rasiy, skirty
biologinei vabzdziy kenkéjy kontrolei. Tai tos rusys, kurios uzkrecia daug skirtingy vabzdziy
rasiy, pavyzdziui, S. carpocapsae ir S. feltiae (Labaude ir Griffin, 2018) arba infekuoja
tikslines vabzdziy rusis, pavyzdziui, S. kraussei vynuoginj pjovéja (Otiorhynchus sulcatus).
Didzioji dalis Steinernema genties rasiy EPN naudoja pasaly strategija Seimininko paieSkai,
todél daugelis Siy nematody didzigjg laiko dalj praleidzia dirvos pavirSiuje arba negiliuose

dirvos sluoksniuose (Dara, 2019).
1.5.1. S. carpocapsae

1955 m. tuometinéje Cekoslovakijoje J. Weiseris i§skyré bei aprasé S. carpocapsae kaip
Neoaplectana carpocapsae (Poinar ir Grewal, 2012). Si riisis yra viena i§ labiausiai paplitusiy
bei daugiausiai iStirty EPN raisiy (Serra ir kt., 2019). Steinernema carpocapsae yra aptinkama
jvairiose geografinése vietose, jskaitant JAV, Argenting, Australija, Meksika ir Europos
vidutinio klimato zonas (Peters, 1996). Steinernema carpocapsae EPN aptinka bei uzkrecia
apie 250 vabzdziy Seimininky, jskaitant daug svarbiy dirvozemio kenkéjy, priklausanéiy

Coleoptera, Hymenoptera ir Lepidoptera biiriams (Peters ir kt., 2008; Serra ir kt., 2019).
1.5.2. S. kraussei

Pirmga kartg S. kraussei buvo isskirta Vokietijoje bei apraSyta 1923 metais G. Steiner kaip
Aplectana kraussei (Poinar ir Grewal, 2012). Pakartotinai §i rusis aprasyta Z. Mracek 1994
metais tuometingje Cekoslovakijoje. Véliau S. kraussei risis buvo uzfiksuota ir kitose Europos
Salyse: Olandijoje, DidZiojoje Britanijoje (1995), Sveicarijoje (1996), Ispanijoje (1996) ir
Siaurés Amerikoje (1999) (Tumialis ir kt., 2014).

Steinernema kraussei yra holarktiné (zoogeografiné sritis apimanti nearkte bei
palearkting dalis) rasis. Si rasis dazniausiai randama silpnai riigi¢iame dirvozemyje, augalais
apaugusiose vietovése bei spygliuo¢iy miSkuose (Tumialis ir kt, 2014). Nataralioje aplinkoje
dazniausiai sutinkamas S. kraussei seimininkas - vynuoginio pjovéjo (O. sulcatus) lervos.
Steinernema kraussei isskirtinumas — gebéjimas uzkrésti Seimininkg Zemoje temperatiiroje. Tai
yra vienintelé zinoma EPN rsis, kuri yra aktyvi zemesnéje nei 12 °C temperatiiroje (Ansari ir
kt., 2009). Efektyvumas zemoje temperatiroje laikomas privalumu, kuomet EPN naudojami
atvirame lauke, kadangi temperatiira, be UV spinduliuotés ir drégmés, yra svarbiausias

nematodus ribojantis veiksnys (Gokce ir kt., 2013).
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1.6. Cheminés medziagos EPN ekologijoje

Nepaisant termorecepcijos, mechanorecepcijos ir pan., EPN 1J cehmorecepcija yra
vienas kertiniy veiksniy, padedanciy IJ s€ékmingai daugintis bei vystytis chemiskai sudétingoje
dirvoZzemio aplinkoje, t. y. judéti link ir sékmingai uzkrésti tinkamg vabzd] Seimininkg (
Dillman ir Stenberg, 2012; Gaffke ir kt., 2023).

Sgveikos cheminiais junginiais gali buti skirstomos j viduri§ines (intraspecifines) ir
tarprusines (interspecifines) (5 pav.) (Buda, 2006). Cheminés medziagos, kuriomis informacija
perduodama tarp organizmy, daZzniausiai yra organizmy metabolitai, t. y. tam tikry Iastelése

vykstanciy reakcijy pasaliniai produktai (Kong ir kt., 2019).

‘ ORGANIZMU SAVEIKOS CHEMINEMIS MEDZIAGOMIS

- T

CHEMINES MEDZIAGOS VIDRUSINESE CHEMINES MEDZIAGOS
SAVEIKOSE TARPUSINESE SAVEIKOSE
FEROMONAI | | ALELOCHEMINES MEDZIAGOS ‘
/// ,/"// - —
// — ‘\'\\'\—\
_— T T
a e T

VEIKIANTYS ELGSENA VEIKIANTYS ELGSENA KAIROMONAL ANTIMONAIT
NETIESIOGAI TIESIOGAI

| ALOMONAI ‘ ‘ APNEUMONAI | ‘ SINOMONAI ‘

5 pav. Organizmy saveiky cheminémis medziagomis skirstymas, pagal Byers, 1991 ir Bida,
2006

Viduriisinés sgveikos vyksta tarp tos pacios EPN rusSies individy. Cheminés medziagos,
kuriomis informacija perduodama tarp vienos rasies individy yra vadinamos feromonais.
Feromonai gali veikti elgseng tiesiogiai arba netiesiogiai (Btida, 2006). Netiesiogiai elgseng
veikiantys feromonai sukelia létg elgsenos pokyt] (informacijga gaunancio organizmo),
veikdami organizmo fiziologing buikle (pavyzdziui, sukelia ritimasi i$ kiausinéliy), o tiesiogiai
elgseng veikiantys feromonai sukelig greitg elgsenos pokytj (pavyzdziui, lytiniai feromonai
sukelia lytinj dauginimasi) (Byers, 1991; Buda, 2006).

Cheminés medZiagos, kuriomis informacija perduodama tarp skirtingy riiSiy organizmy
yra vadinamos alelocheminémis. Alelocheminés medziagos skirstomos j penkias grupes pagal
tai, kuriam organizmui sgveika yra naudinga: kairomonai - sgveika naudinga informacijos
gavejui; alomonai - saveika naudinga informacijos siuntéjui; sinomonai - sgveika naudinga

informacijos gavéjui ir siuntéjui; antimonai - sgveika nenaudinga nei siuntéjui nei gavéjui; 0
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apneumonai apibadinami, kaip negyvo organizmo i$skiriamos cheminés medziagos, kurios yra
naudingos informacijos gavéjui (5 pav.) (Bada, 2006).

Infocheminiai junginiai gali sukelti chemotaksj, kuomet IJ nukreipia savo judéjima pagal
tam tikras savo aplinkoje esancias chemines medziagas arba niktacija, kuomet EPN pakelia
savo kiing nuo pavirSiaus ir atsistoja ant uodegos, kad galéty lengviau pasiekti Seimininka
(Ishibashi ir Takii, 1993; Dunn ir kt., 2004). Svarbu paminéti, kad EPN svarbis ne tik
atraktantai ieSkant tinkamy vabzdziy Seimininky, bet ir repelentai norint iSvengti netinkamy
objekty dirvozemio aplinkoje (Hummadi ir kt., 2021).

Yra zinomi keli pagrindiniai cheminiy junginiy Saltiniai, kurie yra svarbiis EPN ieskant
tinkamy vabzdziy Seimininky. Vienas dazniausiy yra anglies dioksidas, kurj iSskiria dauguma
gyvy organizmy, jskaitant augalus ir vabzdzius, kurie parodo EPN, kad netoliese gali buti
vabzdziai Seimininkai (Zhang ir kt., 2021). Kiti cheminiy junginiy S$altiniai, padedantys
nematodams rasti vabzdZius Seimininkus, yra paciy vabzdZziy Seimininky skleidZziami junginiai,
ju pazeisty augaly iSskiriami lakieji junginiai, kurie parodo, kad netoliese gali biiti vabzdZziai

bei tie cheminiai junginiai, kuriuos i$skiria jau EPN uzkrésti vabzdziai (Zhang ir kt., 2021).
1.6.1. Vidrasinés Steinernema sgveikos

Nematody feromonai - askarozidai yra svarbtis EPN vystymusi ir elgesiui (Kaplan ir kt.,
2012). Askarozidus sudaro centrinis askarilozés cukrus su kintama lipidy Sonine grandine. Tiek
lipidy grandiné, tiek askarilozés cukrus gali turéti modifikacijy. IS daugiau nei 20 skirtingy
dirvoZemio nematody buvo atrasta ir identifikuota apie 200 askarozidy, ta¢iau svarbu paminéti,
kad skirtingi askarozidai, askarozidy deriniai arba skirtingos ty paciy askarozidy
koncentracijos gali turéti skirtingg poveikj nematodams (Yang ir kt., 2023).

Vienas i§ daugiausiai istirty EPN feromony yra ascr#9. Sis askarozidas yra randamas
EPN vabzdziy Seimininky lavonuose, uzkréstuose skirtingomis EPN rasimis. Ascr#9 yra
struktiirinis ascr#11 analogas. Abu $ie feromonai sukelia 1J i8¢jima/dispersija i§ vabzdziy
Seimininky lavony, o tai rodo, kad EPN gali atpaZinti vienas kito sklaidos signalus i§
Seimininky lavony (Kaplan ir kt., 2020).

Yra zinoma, kad EPN giminingos, dirvozemyje gyvenancios nematody ekologinés
grupés - laisvai dirvozemyje gyvenanciy nematody (angl. free living) atskiri askrozidai ar jy
misiniai reguliuoja poravimosi, agregacijos elgesj, veikia atraktyviai ar repelentiskai bei

sukelia dispersijg (sklaidg) (Kaplan ir kt., 2020). Pavyzdziui ascr#2, ascr#3, ascr#4 ir ascr#8
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reguliuoja laisvai dirvozemyje gyvenanciy nematody vystymasi bei veikia kaip lytiniai

feromonai, kurie pritraukia priesingg lytj (Yang ir kt., 2023).
1.6.2. Steinernema saveikos su augalais

Tyrimai parodé, kad augaly iSskiriami cheminiai junginiai, priklausantys aldehidy,
alkoholiy, ketony, terpeny ir kt. junginiy grupéms, veikia EPN arba kaip atraktantai, arba kaip
repelentai (Zhang ir kt., 2021) (1; 2 lentelés). Vabzdziy pazeistos augaly Saknys iSskiria
specifinj/kitokj cheminiy junginiy mi$inj, palyginus su nepazeistais augalais (Rizaludin ir kt.,
2021).

Siai dienai i§ viso yra Zinoma 14 cheminiy junginiy, i$skirty i§ devyniy augaly rasiy,
kurie veikia atraktyviai S. carpocapsae bei 12 cheminiy junginiy, iSskirty i§ septyniy augaly
rasiy, kurie veikia S. carpocapsae repelentiskai (1 lentelé¢) (Zhang ir kt., 2021). Svarbu
paminéti, kad vieno augalo rasies, pavyzdziui bulvés Solanum tuberosum, isskiriami vieni
cheminiai junginiai, gali buti patrauklis S. carpocapsae (oktanalas, nonanalis ir 1,2,4-
trimetilbenzenas), o kiti (2-etil-1-heksanolis) atbaidantys (1 lentelé) (Zhang ir kt., 2021). O j
morkos Daucus carota isskiriamg bornilo acetatg (1 lentelé) EPN reakcija priklauso nuo Sios
cheminés medziagos koncentracijos (t. y. $i medziaga gali buti arba atraktyvi, arba
repelentiska) (Zhang ir kt., 2021; Von Reuss ir Machado, 2022). Nepaisant to, kad 2-nonanong
ir heptano ragstj iSskiria augalai, néra tiksliai identifikuota, kurios augaly rtsys Siuos junginius

iSskiria.
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1 lentelé. Augalinés kilmés cheminés medziagos, veikiancios Steinernema carpocapsae
elgseng, pagal Hallem ir kt., 2011; Zhang ir kt., 2021

Cheminis junginys

Augalo rasis

Oktanolis Raudoné¢lis (Origanum sipyleum)
Nonanolis Vaistinis augalas (Curcuma amada)
(E)-p-K-ariofilenas Kukuriizai (Zea mays)
Linalolis
Nonanalis
Oktanalas Bulvés (Solanum tuberosum)
1,2,4-
ATRAKTANTAI Trimetilbenzenas
2-nonanonas nezinoma
Bornilo acetatas Morkos (Daucus carota)
Pentanolis Trukazolés (Cichorium endivia)
Ocilo acetatas Sidabrinis sausmedis (Lonicera
japonica)
Heptanolis Siauralapis raibsteglis
(Aspalathus linearis)
Heksanolis Kanapinis kemeras
(Eupatorium cannabinum)
Terpinolenas
a-Pinenas
2-Etilheksanolis Morkos (D. carota)
Bornilo acetatas
2-Etil-1-heksanolis Bulvés (S. tuberosum)
Heksano riigstis Alyvmedis (Olea europaea)
REPELENTAI Acto rugstis Obuoliai (Malus domestica)

Heptano rtgstis

nezinoma

Limonenas IS augaly pavyzdziui, citrinzolés

Heksanas Obuoliai (Malus domestica)
Heksadekano rugstis Saulégrazos (Helianthus annuus)

3-Karenas Aromatiné ksilopija (Xylopia

aromatica)

Siuo metu yra atlikta labai mazai moksliniy tyrimy, susijusiy su cheminiy junginiy
poveikiu S. kraussei. Yra istirtas tik trijy, zemés tikyje svarbiy, augaly rasiy (Brassica napus,
D. carota, S. tuberosum) isskiriamy cheminiy junginiy poveikis S. kraussei (2 lentel¢) (Zhang
ir kt., 2021). Tik vienas cheminis junginys, iSskiriamas S. tuberosum - dekanalas veikia
atraktyviai S. kraussei, o devyni cheminiai junginiai, isskiriami B. napus bei D. carota veikia

S. kraussei repelentiskai (Zhang ir kt., 2021).
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2 lentelé. Augalinés kilmés cheminés medziagos, veikiancios Steinernema kraussei elgsena,
pagal Zhang ir kt., 2021

Cheminis junginys Augalo rusis
ATRAKTANTAS
Dekanalas Bulvés (Solanum tuberosum)
Dimetil sulfidas
Dimetil disulfidas
Dimetil trisulfidas
Alilo izotiocianatas Juodosios garstycios (Brassica
REPELENTAI Feniletilo izotiocianatas napus)
Benzonitrilis
2,4-Di-tret-butilfenolis
a-Pinenas Morkos (Daucus carota)
Terpinolenas

1.6.3. Steinernema sgveikos su vabzdziais Seimininkais

Vabzdziy Seimininky i$skiriami cheminiai junginiai padeda EPN nustatyti jy buvimo
vietg (Turlings ir kt., 1990; Rasmann ir kt., 2005). Vabzdziai nuolat i$skiria chemines
medZziagas, tokias kaip feromonus, frasa (iSmatas) ir kt. j savo aplinkg (Jagodi¢ ir kt., 2019).
Iprasti vabzdziy Seimininky signalai, sukeliantys chemotaksj ir/arba EPN niktacija yra
cheminés medziagos, tokios kaip biologiniai Salinimo produktai, pavyzdZziui §lapimo rugstis,
karbamidas, amoniakas ir kt. (Zhang ir kt., 2021).

Tyrimai rodo, kad SeSiy rusiy vabzdziy Seimininky iSskiriamos devynios cheminés
medZziagos yra atraktyvios S. carpocapsae (3 lentelé¢) (Zhang ir kt., 2019). Repelentiskai S.
carpocapsae Vveikia heksanas ir 2,3-butandionas, Siuos cheminius junginius iSskiriamy

vabzdziy rasys nenustatytos (Zhang ir kt., 2021).
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3 lentelé. Vabzdziy iSskiriami cheminiai junginiai, veikiantys Steinernema carpocapsae

elgseng, pagal Zhang ir kt., 2021

Cheminis junginys

Vabzdziy rusis

2-Propanonas

Tetradekanas

Védarélis (Armadillidium
vulgare)

Tetrahidrofuranas

Euborellia femoralis

Vaskiné kandis

a-Pinenas .
ATRAKTANTAI (Galleria mellonella)
4-Metilfenolis Scapteriscus borellii
1,4-Benzochinonas P
Heksanolis Vaskiné kandis (G.mellonella)
e Didysis mil¢ius (Tenebrio
Anglies dioksidas .
molitor)
4,5-Dimetiltiazolas Zoofobusas (Zophobas morio)
REPELENTAI Heksanas neZinoma

2,3-Butandionas

Vabzdziy Seimininky i$skiriamy cheminiy junginiy poveikis S. kraussei néra tirtas, o Siy
tyrimy trokumas rodo poreikj atlikti tyrimus, norint suprasti Sios nematody risSies

chemoekologines saveikas.
1.6.4. Steinernema saveikos su EPN uzkréstais vabzdziais

Vabzdziy-EPN-bakterijy kompleksas (t. y. EPN uZkréstas vabzdys) taip pat isskiria
cheminius junginius, kurie turi jtakos kity EPN elgsenai (Zhang ir kt., 2021). Uzkrésto
Seimininko i§skiriami cheminiai junginiai skiriasi priklausomai nuo infekcijoje dalyvaujanciy
EPN, bakteriniy simbionty ir vabzdziy rasiy (Grunseich ir kt., 2021).

Vadovaujantis uzkrésty Seimininky i$skiriamomis cheminémis medziagomis EPN gali
atskirti sveikus ir uZsikrétusius Seimininkus ir net Seimininkus, uZkréstus specifiniais ar
heterospecifiniais EPN (Baiocchi ir kt., 2017). Siai dienai istirti bei aprasyti tik keli uzkrésty
vabzdziy junginiai, kuriy poveikis EPN yra istirtas. Tai prenolis (3-metil-2-buten-1-olis), 3-
hidroksi-2-butanonas (AMC) (Kin ir kt.,, 2019; Baiocchi ir kt., 2017) butilintas
hidroksitoluenas (BHT) (Zhang ir kt., 2019) ir dimetildisulfidas (DMDS) (Fu ir kt., 2021). Sie
junginiai susij¢ su vélyvosios infekcijos atpazinimo Zenklais. J[domu tai, kad visi $ie junginiai
yra repelentiski, iSskyrus BTH, kuris yra atraktyvus |J ir sveikiems vabzdziams, 0 tai galéty
padidinti 1J tikimybe uzkrésti naujus vabzdzius (Zhang ir kt., 2019). I$ minéty junginiy S.
carpocapsae reakcija buvo tirta j prenolj (Kin ir kt., 2019, Baiocchi ir kt., 2017) ir DMDS (Fu

ir kt., 2021), o S. krasussei nei j vieng i§ jy.
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1.7. 1-Nonenas

Kaip buvo minéta anksCiau, EPN uzkrésty vabzdziy iSskiriami lakieji miSiniai skiriasi
priklausomai nuo infekcijoje dalyvaujanciy EPN, bakteriniy simbionty ir vabzdziy rasiy ir retai
kada persidengia (Zhang ir kt., 2019). Taciau neseniai buvo nustatyta, kad dvi skirtingos
vabzdziy rasys (Galleria mellonella ir Acalymma vittatum), infekuotos trimis skirtingomis
EPN rasimis (H. bacteriophora, S. riobrave ir S. carpocapsae) isskiria 25 junginius tarp kuriy
yra vienas bendras visoms infekcijoms junginys - 1-nonenas (6 pav.) (Grunseich ir kt., 2021).

1-Nonenas yra alkenas, turintis vieng dviguba rysj.

6 pav. 1-Nonenas

1.8. Metodai EPN chemoekologinéms saveikoms tirti

EPN natiiraliai gyvena dirvoZzemyje bei juda vandeniu tarp dirvoZemio daleliy
(Richardson ir kt., 1988; Lewis ir kt., 2006;), todél norint tirti nematody elgsena, Sig salyga
butina uztikrinti. Jprastai EPN elgsena tiriama: (1) ant terpés/terpéje vandens pagrindu
(nesukelia stebéjimo, matavimo ir kt. sunkumy) (Baiocchi ir kt., 2020), (2) dirvoZzemyje
(geriausiai imituoja nattralig EPN aplinka).

Biotestai ant terpés ar terpése vandens pagrindu, pavyzdZiui, ant agaro ar pluroniname

gelyje dazniausiai atliekami Petri lékstelése arba Sulinéliuose. Sio tipo biotestai dazniau
pasirenkami, kadangi 1J yra lengvai stebimi bei gali biiti tiksliai kiekybiskai jvertinami (7 pav.)
(Williamson ir Cepulyté, 2017; Shivakumara ir kt., 2018). Pluroninis gelis (PF-127) yra
hidrogelis, pagamintas i§ hidrofiliniy polimery, galin¢iy sulaikyti didelius vandens kiekius ir
sudaryti trimacius polimerinius tinklus. Kaip ir agaras, §i terpé yra skaidri, todél galima lengvai
stebéti 1J judéjima. Pluroniniame gelyje IJ juda trimatéje erdvéje, panaSiai kaip dirvozemio

biotestuose (Chunjie ir kt., 2019), kai tuo tarpu ant agaro nematodai juda dvimatéje erdvéje.
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Svarbu paminéti, kad lyginant pluroninj gelj su agaro terpg, pluroninis gelis yra Zymiai

brangesnis.
S/K
— \
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7 pav. Entomopatogeniniy nematody elgsenai tirti skirti biotestai ant terpés (I) ir tepéje (I1)
vandens pagrindu. (I) nematodai uznesSami (A) ant terpés vienodu atstumu tarp kontrolés (K)
ir stimulo (S). (II) Nematodai uznesami (A) ant indo dugno, uzpilami pluroniniu geliu ir ant
gelio uznesamas stimulas arba kontrolé (S/K), pagal Baiocchi ir kt., 2020; Lillis ir kt., 2023

Biotestai dirvoZemyje. Smélis yra natiiraly dirvoZem] imituojantis substratas, todél

leidzia iStirti nematody elgseng tokiomis salygomis, kurios labai panasios | jy natiiralig buveing
(Baiocchi ir kt., 2020). EPN biotestai dirvozemyje dazniausiai vykdomi naudojant specialiai
sukonstruotus jrenginius, pavyzdziui, jvairaus ilgio vamzdelius, o kartais ir sudétingesnius
jrenginius, tokius kaip olfaktometrai su skirtingy atSaky skai¢iumi (pavyzdziui, dviejy, keturiy
ar SeSiy) pripildytus dirvozemiu (sméliu). Naudojant keliy atSaky olfaktometrus EPN
suteikiama galimybé rinktis ne tik vieng stimula, bet ir keleta stimuly i$ karto (8 pav.) (Turlings
ir kt., 2012; Zhang ir kt., 2019; Grunseich ir kt., 2021).

8 pav. Olfaktometrai, skirti tirti entomopatogeniniy nematody elgseng. Nematodai uznesami
ant smelio jrenginio viduryje (A) (I) nematodams suteikiama galimybé rinktis tarp stimulo
(S) ir kontrolés (K). (1) Nematodams sueikiama galimybé rinktis tarp trijy stimuly (S) ir trijy
kontroliy (K), pagal Turlings ir kt., 2012, Kergunteuil ir kt., 2018

Svarbu paminéti, kad atliekant biotestus dirvozemyje yra susiduriama su isSukiais,

tokiais kaip apsunkintas EPN stebéjimas, taip pat prisideda papildomas etapas - EPN
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iSskyrimas 1§ smélio. Dazniausiai nematodams iSskirti i§ smeélio naudojamas Baermann
piltuvéliy metodas, kai smélis su nematodais dedamas ant filtravimo popieriaus j piltuvélj,
kurio galas yra uzspaustas spaustuku. Tada j piltuvélj jpilamas vanduo taip, kad apsemty smélj
su nematodais. Po > 12 val. nematodai dél gravitacijos nuséda ties spaustuku, ji atleidus
nematodai iSleidziami j indg ir suskai¢iuojami (Viglierchio ir Schmitt, 1983). Atliekant
biotestus smélyje, tyrimy tikslumas labai priklauso nuo tyréjy gebéjimo isskirti visus 1J i$
dirvozemio, be to tai daug laiko reikalaujantis procesas (Baiocchi ir kt., 2020).

1.9. EPN svarba (panaudojimas zemés tikyje)

Pirma kartg, kaip biologinés kontrolés priemoné, EPN (N. glaseri) buvo panaudoti 1930
m., kuomet R. W. Glaseriui pavyko pakankamai padauginti nematody bei panaudoti juos lauko
sglygomis prie§ Japoninj vabala (Popillia japonica) (Glaser ir Fox, 1930). Taciau tai, kas galéjo
bati EPN, kaip biologinés kontrolés judéjimo pradzia, nejvyko dél vyraujancios pesticidy
s¢kmés aptariamu laikotarpiu. Pakartotinas susidoméjimas EPN, kaip biologinés kontrolés
priemonegs iSkilo septintajame deSimtmetyje, kai buvo pripaZintas galimas cheminiy pesticidy
zalingas poveikis aplinkai (Zyl ir Malan, 2014). EPN naudojimas biologinéje kontroléje
tradiciSkai buvo siejamas su dirvozemyje gyvenanciy vabzdziy kenkéjy populiacijy mazinimu,
taciau pastaryjy dviejy deSimtmeciy tyrimy rezultatai rodo, kad jie taip pat gali kontroliuoti
antZzeminius vabzdzius kenkéjus, taciau tik tam tikromis sglygomis, kurios uztikrinty EPN
iSgyvenamuma, ypac¢ palaikant drégme, kad nematodai i$ karto nezitity (Kallali ir kt., 2024).
Siai dienai EPN yra laikomi i$skirtinai saugia priemone biologinéje kontroléje pries
vabzdzius kenkéjus, kadangi jie nekelia jokio pavojaus aplinkai, yra saugiis netiksliniy
organizmy bei augaly atzvilgiu, 0 tuo paciu ir zmogui (Flores ir kt., 2021). Kelios EPN rasys,
tokios kaip S. carpocapsae, S. feltiae, S. scapterisci, S. glaseri, S. riobrave ir H. bacteriophora
yra masiSkai auginamos ir taikomos vabzdziy kenkéjy kontrolei visame pasaulyje (Zyl ir
Malan, 2014). EPN yra kultivuojami naudojant in vivo arba in vitro technologijas. In vivo
technologija apima imliy EPN vabzdZiy uzkrétimg norima EPN rasimi, taciau, kai prireikia
daugiau EPN, gamyba in vitro yra praktiSkesné, nes fermentacijos budu, galima efektyviai
padauginti daug didesnj 1J skai¢iy. EPN dauginimas in vitro pagrjstas nematody jvedimu j
gryna jy simbiontiniy bakterijy kultira maistinéje terpéje, dideliuose fermentacijos
rezervuaruose (Smart, 1995; Shapiro-Ilan ir kt., 2006).
Svarbu paminéti, kad yra bitina tobulinti esamg EPN panaudojimo praktikg pries
vabzdzius kenkéjus, kad pasiekti didesnj vabzdziy kenkeéjy uzkre¢iamumo lygj bei pasiekti tokj
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efektyvuma, kuris biity didesnis uz cheminius pesticidus. Nepaisant to, kad EPN jau placiai
taikomi kovai su ekonomiskai svarbiais vabzdZziai kenkéjais, geresnis EPN chemoekologiniy

sgveiky pazinimas padéty EPN efektyviau taikyti kovai su Siais kenkéjais (Zhang ir kt., 2021).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Vabzdzio Galleria mellonella dauginimas ir auginimas

Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) vaskinés kandies lervos yra placiai
naudojamos kaip modelinis organizmas EPN kultiroms dauginti. Sios kandys yra bi¢iy $eimy
kenkéjai, kuriy EPN neinfekuoja natiiralioje aplinkoje. Siy lervy naudojimo EPN dauginimui
privalumai yra didelis lervy jautrumas EPN ir lengvas auginimas (Kotchofa ir Baimey, 2019).
Pradiné G. mellonella kulttra buvo gauta i$ dr. Raquel Campos-Herrera (Institute of Grapevine
and Wine Sciences, Ispanija). Galleria mellonella laboratorinémis saglygomis buvo auginama
ir dauginama kambario temperatiiroje (21 °C) ant nattraliy bi¢iy koriy penkiy litry stikliniuose
induose. EPN auginimui ir dauginimui buvo naudojamos paskutinés stadijos lervos, kurios
buvo iSrenkamos ir laikomos orui pralaidziuose plastikinése dézutése su medzio drozlémis, 12

°C iki panaudojimo.
2.2. Entomopatogeniniy nematody dauginimas ir inkubavimas

Steinernema carpocapsae 1J buvo jsigyti i§ Koppert, Nyderlandai, o S. kraussei 1J i$ Basf,
UK. EPN auginimui ir dauginimui buvo naudojamos penkios paskutinio tigio G. mellonella
lervos, kurios buvo dedamos ant filtravimo popierélio, idéto j plastiking 55 mm skersmens Petri
lekstele. Ant kiekvienos G. mellonella lervos buvo uzlasinamas dejonizuotas vanduo su ~300
1J (9 pav.). Petri lékstelés buvo atitinkamai pazymimos, t. y. uzraSoma EPN riisis, uzkrétimo
data ir 1ékstelés numeris. Lékstelé buvo inkubuojama septynias dienas, kambario temperatiiroje
(21 °C), tamsoje. Po septyniy dieny, IJ surinkimui buvo naudojamos nematody gaudyklés
vandens pagrindu (angl. White traps) (White, 1927), nes d¢l teigiamo hidrotaksio pasibaigus
maisto Saltiniui (pilnai IJ iSeksploatavus vabzdj) IJ palieka vabzdj ir juda link vandens. Tam,
G. mellonella lervos buvo sudedamos zvaigzdute ant filtravimo popierélio (9 pav.) | 55 mm
skersmens Petri lékstele. Si Petri lékstelé buvo dedama j kita 90 mm skersmens Petri lekstele,
1 kurig buvo jpilami septyni mililitrai dejonizuoto vandens (j kurj véliau numigruodavo 1J).
Sios lékstelés buvo etiketuojamos: uzrafoma EPN raisis, uzkrétimo data, G. mellonella
perdéjimo j White traps data bei 1ékstelés numeris. Lékstelés buvo inkubuojamos kambario
temperatiiroje (21 °C), tamsoje. P0o septyniy dieny nematodai, numigrave j vanden], pipetés
pagalba buvo surenkami. Po to nematodai buvo tris kartus praplauti sedimentacijos budu, t .y.
dejonizuotas vanduo su 1J buvo supilamas j atskirg 50 mL stiklinélg, po ~15 min. 1J nusésdavo

indo dugne, o vanduo buvo atsargiai nupilamas (kad dugne likty nematodai) ir uzpilamas
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$variu, kambario temperatiiros (21 °C) dejonizuotu vandeniu. Sis veiksmas buvo kartojamas
tris kartus, kol vanduo tapo visiskai $varus. Po to 1J suspensija buvo supilama j audiniy kulttry
indus (250 mL) (9 pav.). Suspensijos koncentracija buvo ~500 1J/mL. IJ suspensija buvo
inkubuojama 14 °C iki 21 dienos (panaudojimo eksperimentuose), indg pavertus horizontaliai
geresnei areacijai.

1J surinkimas naudojant 1J juda link vandens
“White traps”

9 pav. Entomopatogeniniy nematody laboratoriniy kulttiry palaikymas

2.3. Tyrime naudoty cheminiy junginiy paruoSimas

Kadangi 1-nonenas netirpsta vandenyje, bet tirpsta etanolyje, pirmiausiai buvo tiriama S.
carpocapsae ir S. kraussei IJ reakcija j etanolj (96 %, Vilniaus degtiné, Lietuva). Etanolis buvo
skiedziamas dejonizuotu vandeniu desimt ir 100 karty. 1-Noneno (96 %, Sigma Aldrichas,
JAV) 1 M, 500 mM, 200 mM, 20 mM, 2 mM, 200 pM, 20 uM, 2 uM, 0,2 uM ir 0,02 pM
koncentracijos buvo paruostos etanolyje (neskiestame). Etanolio, ir 1-noneno tirpalai buvo
laikomi 4 °C, tamsaus stiklo buteliukuose (2 mL), apsuktuose parafilmu (kad mazinti
garavimg) iki naudojimo. SvieZios etanolio ir 1-noneno koncentracijos buvo paruosiamos kas

dvi savaites.
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2.4. Dviejy pasirinkimy elgesio testas

Siekiant jvertinti S. carpocapsae ir S. kraussei 1J reakcija j cheminius stimulus nematody
elgsena buvo tiriama atliekant dviejy pasirinkimy elgesio testus ant agaro terpés. Testai buvo
atlickami i§ anksto paruostuose 90 mm skersmens Petri lékstelése (kurios buvo tolygiai
uzpildytos ~15 mL 1,8 % agaro (Agar-Agar, Kobe I, Grida) ir laikomos 4 °C temperataroje).
Prie§ biotesty atlikima Petri 1ékstelés su agaru buvo laikomos traukos spintoje, kambario
temperatiiroje (~15 min.), drégmés pertekliui pasalinti. Po to ant Petri I€ksteliy dugno buvo
pazymimi taskai tiriamy cheminiy stimuly, jy kontroliy ir IJ uzne$imo vietai pazyméti
naudojant i$ anksto paruostg Sablong. Du taskai prieSingose 1éksteliy pusése vieno centimetro
atstumu nuo kraSto zymejo stimulo ir kontrolés uznesSimo vieta, o taSkas léksteles centre - 1J

uznesimo Vvieta (10 pav.).

Stimulas Kontrolé

9 cm

10 pav. Dviejy pasirinkimy entomopatogeniniy nematody elgesio testas

Kontrolé. Biotestuose buvo naudojama dviejy tipy kontrolé — teigiama ir neutrali.
Parenkant kontroles buvo atliekami bandomieji tyrimai. Dejonizuotas vanduo buvo pasirinktas
kaip neutrali kontrolé, kadangi bandomuosiuose tyrimuose jis nebuvo patrauklus ar
repelentiskas 1J, t. y. EPN | jj nereagavo. Be to, $i kontrolé nurodé ar vienodomis sglygomis 1J
Petri léksteléje pasiskirsté tolygiai ir ar jy judéjimui jtakos neturéjo kiti veiksniai. Kaip
teigiama kontrolé buvo pasirinktas G. mellonella paskutinés stadijos lervos supernatantas - G.
mellonella lerva, susmulkinta piestele 300 pL dejonizuoto vandens, kadangi preliminarts
tyrimai parod¢, kad G. mellonella supernatantas buvo patrauklus 1J lyginant su dejonizuotu
vandeniu. Be to, $i kontrolé parodé bei atspindéjo IJ gyvybingumg ir aktyvuma. Jei G.
mellonella supernatantas buvo patrauklus 1J ir 1J tolygiai pasiskirstydavo lékstelése tik su
dejonizuotu vandeniu, tokie 1J buvo naudojami tolesniems tyrimams.
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Stimulas. 1J atsakas j etanolj buvo tiriamas, kai 10 pL etanolio (neskiesto arba desimt ir
100 karty praskiesto dejonizuotu vandeniu) buvo uzneSama vienoje Petri 1ékstelés puséje, o 10
uL dejonizuoto vandens (kontrolés) buvo uzneSama prieSingoje Petri 1ékstelés puséje. 1J
atsakas j 1-noneno skirtingas koncentracijas (1 M, 500 mM, 200 mM, 20 mM, 2 mM, 200 uM,
20 uM, 2 uM, 0,2 uM ir 0,02 uM) buvo tiriamas, kai 10 uL. 1-noneno buvo uZneSama vienoje
Petri 1ékstelés puséje, o 10 uL etanolio (neskiesto, kontrolés) buvo uznesama priesingoje Petri
lekstelés puséje. Etanolis vs. etanolis, vanduo vs. vanduo, G. mellonella supernatantas vs.
vanduo buvo naudojamos kaip kontrolés abiejy stimuly (etanolio ir 1-noneno) tyrime ir buvo
uzneSamos ant Petri 1€ksteliy tokiu pat biidu kaip stimulai.

Kiekvienas etanolio ir 1-noneno skiedimas bei kontrolés buvo tirtos trijose Petri
lékstelése tuo paciu metu. Kiekvienas tyrimas buvo kartojamas $esis kartus. Tyrimo pradzia
buvo fiksuojama iskart po to, kai i8dzitidavo vanduo (kuriame nematodai buvo uznesami ant
Iékstelés), stabdantis (dél jtempimo jégos) laisva 1J judéjima. Lékstelés buvo laikomos dvi val.,
tamsoje. Po to 1J buvo suskaic¢iuojami kontrolés ir stimulo zonose - 1J skai¢iavimo zonose - 1

cm skersmens apskritime, kurio centras buvo taskai priesingose 1éksteliy pusése (10 pav.).
2.5. Statistin¢ analizé

EPN 1J pasirinkimas buvo apskaiciuojamas procentais. Biotestuose buvo skai¢iuojami
tik tie 1J, kurie patekdavo j kontrolés (K) ir stimulo (S) skai¢iavimo zong (1 cm skersmens
apskritimas kiekvienoje 1ékstelés puséje). 100 % buvo laikomi visi 1J, kurie patekdavo j K ir S
zonas sudéjus. 1J S zonoje buvo apskai¢iuojami procentais, kai visi 1J esantys S zonoje, buvo
dalinami i§ 1IJ sumos S ir K zonose - (S / (S + K)) x 100 %. 1J K zonoje apskai¢iuojami
procentais, kai visi 1J esantys K zonoje, dalinami i$ IJ sumos S ir K zonose (K / (S + K)) x 100
%. Statistinei analizei buvo naudojamos procentinés vertés ir taikomas Wilcoxon signed-rang
testas. Skirtumas tarp duomeny buvo laikomas statistiskai reikSmingu, kai p < 0,05. Grafikai
buvo braizomi naudojant Microsoft Excel. Statistiné analizé buvo atliekama naudojant PAST
4.03.
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3. REZULTATAI

3.1. Reakcija j 1-noneno tirpiklj etanolj: S. carpocapsae

Neskiestas, desimt ir 100 karty praskiestas etanolis nebuvo nei patrauklus, nei
repelentiS$kas S. carpocapsae 1J, nes atsakas | etanolj reik§mingai nesiskyré nuo vandens
kontrolés: panasus procentas 1J pasirinko stimula, t. y. 53,9 %, 58,4 %, ir 52,4 % atitinkamai
(11 pav.). Kontrolé - sutrintos G. mellonella lervos supernatantas S. carpocapsae 1J buvo
patrauklus — mazdaug 90 % 1J (p < 0,001) rinkosi 1ékstelés puse su supernatantu. Vandens vs.
vandens bei etanolio vs. etanolio kontroliniuose biotestuose S. carpocapsae 1J apytiksliai
vienodai rinkosi abi lékstelés puses: 53,6 % ir 46,4 % bei 52,3 % ir 47,7 % atitinkamai.

Stimulas Kontrolé
[J Etanolis

@ Vanduo
O G. mellonella

—t— —_
— 10x —
—— 1x —
— I o
— I =
g | Gk
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100

11 pav. Steinernema carpocapsae infekuojanciy juveniliy (1J) atsakas j skirtingus etanolio (1-
noneno tirpiklio) skiedimus. Procentai (vidurkis £ SEM) rodo 1J, pasirinkusiy kontrolés ir
stimulo zonas, santykj. Sutrintos Galleria mellonella lervos supernatantas vs. vanduo, vanduo
vs. vanduo bei etanolis vs. etanolis - kontrolés. Statistiskai reikSmingi skirtumai jvertinti
naudojant Wilcoxon signed-rank testa, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001. SEM —
standartiné vidurkio paklaida
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3.2. Reakcija j 1-noneno tirpiklj etanolj: S. kraussei

Neskiestas etanolis buvo patrauklus S. kraussei 1J, kadangi 88,6 % 1J pasirinko etanolj,
o vandenj tik 11,4 % (p < 0,001), be to, sis I1J atsakas buvo labai panasus j atsakg j sutrintos G.
mellonella lervos supernatantg — teigiama kontrole, kurios 1ékstelés pusg pasirinko 82,2 % 1J.
Desimt ir 100 karty praskiestas etanolis nebuvo nei patrauklus, nei repelentiskas S. kraussei,
nes panasus procentas 1J rinkosi ir stimulg, ir kontrolg: deSimt karty praskiestg etanolj pasirinko
55,3 %, vandenj 44,7 % 1J; o 100 karty praskiestg etanolj pasirinko 44,2 %, vandenj 55,8 % IJ
(12 pav.). Vandens vs. vandens bei etanolio vs. etanolio kontroliniuose biotestuose S. krausseli
IJ apytiksliai vienodai rinkosi abi lékstelés puses: 59,9 % ir 46,4 % bei 52,3 % ir 47,7 %

atitinkamai.
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12 pav. Steinernema kraussei infekuojanéiy juveniliy (1J) atsakas j skirtingus etanolio (1-
noneno tirpiklio) skiedimus. Procentai (vidurkis £ SEM) rodo 1J, pasirinkusiy kontrolés ir
stimulo zonas, santykj. Sutrintos Galleria mellonella lervos supernatantas vs. vanduo, vanduo
vs. vanduo bei etanolis vs. etanolis - kontrolés. Statistiskai reikSmingi skirtumai jvertinti
naudojant Wilcoxon signed-rank testa, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001. SEM —
standartiné vidurkio paklaida
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3.3. Reakcijaj 1-nonenga: S. carpocapsae

Istirtos didziausios 1-noneno koncentracijos buvo patrauklios S. carpocapsae 1J: 76,3 %
1J pasirinko 1 M 1-nonena, 77,1 % 1J pasirinko 500 mM 1-noneng ir 77,1 % 1J pasirinko 200
mM 1-noneng bei buvo uzfiksuoti statistiskai reikSmingi skirtumai tarp 1J reakcijos j $ias tris
didZiausias tirtas 1-noneno koncentracijas ir reakcijos j kontrole - etanolj (p < 0,001) (13 pav.).
Be to, S. carpocapsae |J reakcija j minétas tris didziausias 1-noneno koncentracijas buvo panasi
1 reakcija G. mellonella lervos supernatanta — teigiama kontrole, kurig rinkosi 90,1 % (p <
0,001) 1J. Mazesnés tirtos 1-noneno koncentracijos nuo 20 mM iki 0,02 uM S. carpocapsae 1J
nebuvo nei patrauklios nei repelentiSkos palyginus su etanolio kontrole, statistiSskai reikSmingy
skirtumy tarp reakcijos j stimulg ir kontrole neuzfiksuota. Vandens vs. vandens bei etanolio vs.
etanolio kontroliniuose biotestuose S. carpocapsae 1J apytiksliai vienodai rinkosi abi 1ékstelés
puses: 52,3 % ir 47,7 % bei 53,8 % ir 46,2 % atitinkamai.
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13 pav. Steinernema carpocapsae infekuojanciy juveniliy (1J) atsakas j skirtingas 1-noneno
koncentracijas. Procentai (vidurkis + SEM) rodo 1J, pasirinkusiy kontrolés ir stimulo zonas,
santykj. Sutrintos Galleria mellonella lervos supernatantas vs. vanduo, vanduo vs. vanduo bei
etanolis vs. etanolis - kontrolés. Statistiskai reikSmingi skirtumai jvertinti naudojant Wilcoxon
signed-rank testa, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. SEM — standartiné vidurkio paklaida
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3.4. Reakcijaj 1-nonena: S. kraussei

Istirtos didziausios 1-noneno koncentracijos 1 M, 500 mM, 200 mM ir 20 mM buvo
stipriai repelentiskos S. kraussei 1J, kadangi dauguma S. kraussei 1J nesirinko zony su Siomis
koncentracijomis, bet rinkosi etanolio kontrolés zona: 86,1 %; 91,0 %; 85,3 % ir 81,5 % IJ
atitinkamai bei buvo uzfiksuoti statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp I1J reakcijos j Sias
didZiausias tirtas 1-noneno koncentracijas ir reakcijos j kontrole etanolj (p < 0,001) (14 pav.).
Steinernema kraussei 1J reakcija | minétas didziausias 1-noneno koncentracijas buvo panasi j
reakcija G. mellonella lervos supernatanta — teigiamg kontrole, Kuria rinkosi 87,7 % 1J (p <
0,001). Mazesnés tirtos 1-noneno koncentracijos nuo 2 mM iki 0,02 uM nebuvo nei
atraktyvios, nei repelentiskos, statistiskai reik§mingo 1J atsako j Sias koncentracijas lyginant su
kontrole etanoliu nebuvo uzfiksuota. Vandens vs. vandens bei etanolio vs. etanolio
kontroliniuose biotestuose S. kraussei 1J apytiksliai vienodai rinkosi abi 1ékstelés puses: 52,4
% ir 47,6 % bei 50,1 % ir 49,9 % atitinkamai.
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14 pav. Steinernema kraussei infekuojanciy juveniliy (1J) atsakas j skirtingas 1-noneno
koncentracijas. Procentai (vidurkis + SEM) rodo 1J, pasirinkusiy kontrolés ir stimulo zonas,
santykj. Sutrintos Galleria mellonella lervos supernatantas vs. vanduo, vanduo vs. vanduo bei
etanolis vs. etanolis - kontrolés. Statistiskai reikSmingi skirtumai jvertinti naudojant Wilcoxon
signed-rank testa, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. SEM — standartiné vidurkio paklaida
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4. REZULTATU APTARIMAS

Etanolis. EPN elgesio tyrimy rezultatai atskleidé, kad j neskiestg etanolj (1-noneno
tirpiklj) S. carpocapsae nereagavo, taciau jis buvo patrauklus S. kraussei 1J. Tuo tarpu j deSimt
ir 100 karty praskiestg etanolj jau abi tirtos EPN rasys nereagavo. Svarbu paminéti, kad tikslios
etanolio koncentracijos ant agaro buvo mazesnés vertinant bei skai¢iuojant 1J, kadangi etanolis
yra lakus ir greitai garuoja. Gautas rezultatas su S. carpocapsae 1J sutapo su ankstesnio tyrimo
(Hallem ir kt., 2011) rezultatais, kai buvo nustatyta, kad neskiestas etanolis S. carpocapsae 1J
taip pat buvo nei patrauklus, nei repelentiskas. Taciau minétame tyrime buvo nustatyti dar
penki augalinés ir/ar bakterinés kilmés alkoholiai, patraukliis Sios rasies 1J — oktanolis,
nonanolis, heksanolis, heptanolis, pentanolis (Hallem ir kt. 2011). Svarbu paminéti, kad
nonanolj, kaip feromong, gausiai iSskiria G. mellonella patinai tam, kad privilioty pateles
(Romel ir kt., 1992; Svensson ir kt., 2014). Steinernema kraussei reakcija j etanolj ar kitus
alkoholius anks¢iau nebuvo tirta. I§ gauty rezultaty galima teigti, kad S. carpocapsae etanolis
(placiame tirty koncentracijy diapazone) néra svarbus aplinkos signalas ieskant vabzdziy
Seimininky, taciau galéty buti reikSmingas S. Kraussei rasiai. Visgi, ar toks tarprisinis atsako j
etanol] skirtumas atspindi skirtingg prisitaikyma prie aplinkos, licka nezinoma, tac¢iau gauti
rezultatai praplecia Zinias apie etanolio poveikj Sioms EPN riisims.

1-Nonenas. Zinoma, kad pagrindiniai cheminiy junginiy $altiniai, padedantys EPN rasti
vabzdzius Seimininkus yra anglies dvideginis, vabzdziy Seimininky skleidZiami junginiai, jy
pazeisty augaly iSskiriami lakieji junginiai bei tie cheminiai junginiai, kuriuos i$skiria jau EPN
uzkrésti vabzdziai (Zhang ir kt., 2019). EPN uzkrésto Seimininko i§skiriami cheminiai junginiai
skiriasi priklausomai nuo infekcijoje dalyvaujanc¢iy EPN, jy bakteriniy simbionty ir vabzdziy
rasiy bei beveik nepersidengia (Grunseich ir kt., 2021). Ta¢iau neseniai buvo nustatyta, kad
tarp cheminiy junginiy, kuriuos j aplinkg iSskiria EPN uzkrésti vabzdZziai yra 1-nonenas, kuris
yra vienintelé bendra medziaga, skleidziama dviejy skirtingy vabzdziy rasiy, infekuoty trimis
skirtingomis EPN rasimis (Grunseich ir kt., 2021). EPN reakcija j §j junginj iki Siol tirta
nebuvo. Sio darbo metu buvo nustatyta S. carpocapsae ir S. kraussei 1J reakcija j skirtingas 1-
noneno koncentracijas. Abiejy tirty EPN raiSiy atsakas j 1-noneng labai skyrési. Steinernema
carpocapsae 1J buvo atraktyvios didelés 1-noneno koncentracijos (1 M, 500 mM ir 200 mM),
tuo tarpu S. kraussei tos pacios 1-noneno koncentracijos bei netgi dar desimt karty mazesné
(20 mM) buvo repelentiskos. Abi EPN rasys j mazesnes 1-noneno koncentracijas (nuo 20 mM
iki 0,02 UM ir nuo 2 mM iki 0,02 uM S. carpocapsae ir S. kraussei atitinkamai) nereagavo t.

y. jJos nebuvo nei patrauklios, nei repelentiskos. Svarbu pabrézti, kad tiriant S. kraussei reakcija
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] 1-noneng, 1J turéjo rinktis tarp atraktyvios kontrolés - etanolio ir tarp 1-noneno tirpintu
etanolyje, taciau gautas rezultatas parodé, kad 1-nonenas vis tiek buvo repelentiskas net ir
misinyje su patraukliu junginiu. Skirtingi dviejy EPN rtsiy 1J atsakai j 1-nonena, kurj iSskyré
EPN infektuoti Seimininkai, gali parodyti tarprasinius mitybos skirtumus. Darant prielaida, kad
daugiau 1-noneno issiskiria vélesnése EPN infekcijos stadijose (tai patvirtina matavimai prie$
uzsikrétima ir praéjus kelioms dienoms po uzsikrétimo (Grunseich ir kt., 2021) ir zinant, kad
S. carpocapsae didelés 1-noneno koncentracijos buvo patrauklios, galima biity teigti, kad S.
carpocapsae galéty infekuoti vélesnés infekcijos stadijos vabzdzius. Be to, buvo pastebéta, kad
butent Sios rasies EPN galéjo infekuoti suSaldytus (mirusius) vabzdzius, t. y. elgtis kaip
maitédos (San-Blas irfacult Gowen, 2008). Tuo tarpu S. kraussei vélesnés EPN infekcijos
stadijos vabzdziy infekuoti negaléty, nes didelés 1-noneno koncentracijos §iai rasiai buvo
repelentiskos. Taigi 1-nonenas S. carpocapsae |J galéty buti apibréziamas kaip apneumonas
(junginys, kurj iSskiria negyvas organizmas ir kuris yra naudingas kitiems organizmams)
(Nordlund ir Lewis, 1976). Taciau S$iai ekologinei junginiy grupei 1-noneno priskirti dar
negalima, nes licka nezinomas tikrasis jo Saltinis: lervos lavonas, nematodai, bakterijos ar net
visy trijy derinys. Taciau galima biity daryti prielaida, kad 1-noneng galéty iSskirti EPN
simbiotinés bakterijos, nes zZinoma, kad bent dvi bakterijy rusys, butent Comamonas sediminis
ir Pseudomonas monteilii gamina ir i$skiria j aplinkg 1- noneng (Wolfgang ir kt., 2019). Jdomu,
kad gamtoje 1l-nonena iSskiria ir pelésiniai grybai, tokie kaip Penicillium chrysogenum
(Wilkins ir kt., 2000, Matysik ir kt., 2008) ir P. palitans (Wilkins ir kt., 2000). Taip pat 1-
nonenas jeina j augaly eteriniy aliejy sudétj pavyzdziui, Ruta graveolens (Chaaban ir kt., 2019)
ir Achillea ligustica (Bader ir kt., 2022). Tad ateityje buty jdomu istirti, ar bakterijos ir grybai,
susije su augalais, galéty signalizuoti EPN (iSskirdamos 1-noneng), kad Salia jy yra maistui
tinkamy vabzdziy.

Svarbu pabrézti, kad labai mazai Zinoma apie konkre¢ius cheminius junginius, susijusius
su EPN elgesiu, ypa¢ lyginant su augaly parazitiniais nematodais, kur Zinoma daugiau nei 500
junginiy, sukelianciy elgesio reakcijas (Cepulyté ir Biida, 2022). Siai dienai i§ viso yra nustatyti
tik 23 cheminiai junginiai (skirtingy cheminiy junginiy klasiy), kurie veikia S. carpocapsae
elgseng ir tik devyni cheminiai junginiai (skirtingy cheminiy junginiy klasiy), kurie veikia S.
kraussei elgseng. Be to, Siai dienai yra zinoma tik keletas medziagy, i$skirty i§ EPN infekuoty
vabzdziy, j kurias iStirta EPN reakcija. Tai prenolis (3-metil-2-buten-1-olis), 3-hidroksi-2-
butanonas (AMC) (Kin ir kt., 2019, Baiocchi ir kt., 2017) butilintas hidroksitoluenas (BHT)
(Zhang ir kt., 2019) ir dimetildisulfidas (DMDS) (Fu ir kt., 2021). Visi Sie junginiai yra
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repelentiski, i§skyrus BTH, kuris yra atraktyvus 1J. I§ minéty junginiy S. carpocapsae reakcija
buvo tirta j prenolj (Kin ir kt., 2019, Baiocchi ir kt., 2017) ir DMDS (Fu ir kt., 2021),0 S.
krasussei nei j vieng i$ jy. Taigi, 1-nonenas papildé zinias apie medziagas, iSskirtas i§ EPN
infekuoty vabzdziy i kurj istirta EPN reakcija.

Sio mokslinio tyrimo metu nustatyta EPN 1J rtigiy S. carpocapsae ir S. kraussei reakcija
i du cheminius junginius - etanolj ir 1-nonena. Sios Zinios ateityje galéty bati panaudotos

siekiant padidinti EPN, kaip biokontrolinés priemonés efektyvuma.
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ISVADOS

1. ] neskiestg etanolj (kontrolg) S. carpocapsae nereaguoja, o S. kraussei jis yra
atraktyvus. Desimt ir 100 karty praskiestas etanolis neturi reikSmés $iy rasiy elgsenai.

2. Didziausios 1-noneno koncentracijos 1 M, 500 mM ir 200 mM yra atraktyvios S.
carpocapsae, 0 S. kraussei tos pacios ir netgi desimt karty mazesné (20 mM) yra
repelentiskos. Abi EPN rasys j maZzesnes 1-noneno koncentracijas - nuo 20 mM iki 0,02
MM ir nuo 2 mM iki 0,02 uM atitinkamai - nereaguoja.

3. EPN S. carpocapsae ir S. kraussei nustatyti mokslui nauji biologiskai aktyvus

cheminiai junginiai.
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ENTOMOPATOGENINIU NEMATODU STEINERNEMA CARPOCAPSAE IR S.
KRAUSSEI REAKCIJA I 1-NONENA

SANTRAUKA

Entomopatogeniniai nematodai (EPN) - nesegmentuotos apvaliosios kirmélés, kurios
parazituoja vabzdzius kenkéjus. Zinios apie tai, kaip EPN infekuojan¢ios juvenilés (1J) randa
savo grobj — vabzdj Seimininka, gali buti panaudotos siekiant padidinti EPN, kaip
biokontrolinés priemones efektyvuma.

Chemorecepcija yra vienas svarbiausiy veiksniy, padedanciy EPN gerai orientuotis
chemiskai sudétingoje dirvozemio aplinkoje. Siai dienai yra mazai zinoma apie cheminius
junginius, susijusius su EPN elgesiu ieskant grobio, todél $io darbo tikslas - istirti cheminio
junginio - 1-noneno poveikj dviejy EPN raisiy (S. carpocapsae ir S. kraussei) elgsenai. Tyrimo
tikslui pasiekti buvo iskelti uzdaviniai: istirti S. carpocapsae ir S. kraussei reakcija j 1-noneno
tirpiklj etanolj (kontrolg) bei istirti S. carpocapsae ir S. kraussei reakcija j skirtingas 1-noneno
koncentracijas. Atlikus dviejy pasirinkimy biotestus, S. carpocapsae ir S. kraussei reakcijai j
1-noneno tirpiklj etanolj (kontrolg), nustatyta, kad neskiestas etanolis néra nei patrauklus, nei
atstumiantis S. carpocapsae, taciau patrauklus S. kraussei, 0 desimt ir 100 karty praskiestas
etanolis neturi reikSmés Siy rusiy elgsenai. IStyrus EPN rasiy elgseng j skirtingas 1-noneno
koncentracijas buvo nustatyta, kad didziausios 1-noneno koncentracijos yra patrauklios S.
carpocapsae 1J, prieSingai nei S. kraussei IJ, kuriems didziausios koncentracijos yra
repelentiskos, 0 mazos 1-noneno koncentracijos $iy rasiy elgsenai poveikio neturi.

Atliktas tyrimas papildé cheminiy junginiy sarasa j kurios reaguoja S. carpocapsae ir S.
kraussei 1J, todél taikant EPN tvarioje kenkéjy kontroléje galima atsizvelgti j skirtingy EPN

rusiy elgesio ypatumus reaguojant j 1-nonena.
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REACTION OF THE ENTOMOPATHOGENIC NEMATODES STEINERNEMA
CARPOCAPSAE AND S. KRAUSSEI TO 1-NONENE

SUMMARY

Entomopathogenic nematodes (EPN) are unsegmented roundworms that parasitize insect
pests. Understanding how infective juveniles (1J) locate their prey - the insect host - can be
used to enhance the effectiveness of EPN as a biocontrol agent.

Chemoreception is one of the most important factors, that helping EPN navigate in
chemically complex soil environments. Currently, not much is known about the chemical
compounds involved in the prey-seeking behavior of EPN. Thus, this study aimed to
investigate the effect of the chemical compound 1-nonene on the behavior of two EPN species
(S. carpocapsae and S. kraussei). To achieve this goal, the following objectives were set: to
examine the response of S. carpocapsae and S. kraussei to the 1-nonene solvent ethanol
(control) and to study the reaction of S. carpocapsae and S. kraussei to different concentrations
of 1-nonene. In two-choice bioassays, it was determined that undiluted ethanol was neither
attractive nor repellent to S. carpocapsae, but was attractive to the S. kraussei species.
However, ethanol diluted ten and 100 times had no significant effect on the behavior of these
species. When the behavior of EPN species to different concentrations of 1-nonene was
investigated, it was found that the highest 1-nonene concentrations were attractive
to S. carpocapsae 1J, while they were repellent to S. krausseilJ. Lower concentrations of 1-
nonene were neither repellent nor attractive, and there was no statistically significant response
from S. kraussei I1J or S. carpocapsae 1J compared to the controls.

This study adds to the list of chemical compounds, that S. carpocapsae and S. kraussei 1J
respond, 1-nonene. The fact that different EPN species have different behavioral
characteristics in response to 1-nonene, can be considered when applying EPN in sustainable

pest control.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju nuostabiam Zmogui ir tuo paciu savo darbo vadovei dr. Rasai
Cepulytei uz suteikta motyvacija siekti, ieskoti bei dométis mokslu. Pastovus palaikymas bei
riipestis padéjo man augti moksliniame lygmenyje ir jkvépé mane tobuléti. ACIU JUMS uz
Jusy vertingus patarimus bei perduota patirtj. Taip pat nuoSirdziai dékoju savo darbo
konsultantei Deimantei TiSkeviciiitei, uz geb¢jima tinkamai nukreipti iSkilus problemoms ir

nuosirduma.
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