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INFLUENCE OF AMBIENT TEMPERATURE ON INTENSITY OF EN TOMOPATHOGENIC
NEMATODES MOVEMENT

Summary

There were made an analyze of a mobility changesitoimopathogenic nematodes Steinernema feltiambient tempera-
tures from 4 to 39°C. In order to make estimatibmwmber of moved nematodes a computer prograrmfage analyzes
was used. The computer program based on seriespbiotos of containing nematodes liquid samples. gheos were
made by means of a numeric camera mounted on rogges The values of nematode relative mobilityrait differ sig-

nificantly in the range of temperature from 4 tGand were middle 65,5%. At the temperatures ugimem 30°C values
of the relative mobility dropped significantlywas caused by death of nematodes.

WPLYW TEMPERATURY OTOCZENIA NA INTENSYWNO SC PORUSZANIA SIE
OWADOBOJCZYCH NICIENI

Streszczenie

Przeprowadzono analizzmian aktywnsti ruchowej owadobéjczych nicieni Steinernemadeltiv zakresie temperatury
otoczenia od 4 do 39°C. Do obliczania liczby poomyzh nicieni zastosowano program komputerowy ddianobrazu.
Do programu wprowadzano serie gdjcieczy zawierajcej nicienie, ktére wykonane zostaly za pamkamery cyfrowej
zamontowanej na mikroskopie. Obliczano wéftazgkdnej ruchliwgci nicieni, ktéra w obszarze temperatury od 4 do
30°C nie zmieniata giistotnie i wyniosta przeeinie 65,5%. Przy temperaturach paey30°C aktywné’ ruchowa spadta

istotnie. Byto to spowodowagmiercig nicieni.

1. Wstep

Owadobdéjcze nicienie agskomponentem wielu biolo-
gicznychsrodkéw ochrony rélin stosowanych w rolnictwie
ekologicznym [5, 7]. Wykorzystywaney orzewanie do
zwalczania larw pasytniczych owadéw oraglimakow [3,
5]. Skuteczné¢ zwalczania pasytow roslin przez owado-
béjcze nicienie mize zalee¢ od temperatury otoczenia.
Temperatura ma wptyw na zdokgodo rozmnaania nicie-

tywnosci ruchowej. Zataono, ze na aktywné&¢ ruchowa
owadobdéjczych nicieni ma wpltyw temperatdradowiska,
w ktérym sk znajduj.

2. Cel pracy

Celem pracy byta ocena aktywiod ruchowej owado-
bojczych nicieni przy rinych temperaturach otoczenia.

ni oraz zdolné do infekowania szkodnikéw. W badaniach 3. Materiat i metody

przeprowadzonych némach barciaka, jako przyktadowym
pasaycie, dla rgnych gatunkéw owadobdjczych nicieni,

zebranych z rozmaitych klimatycznych regiondwiata,

Materialem aytym w badaniach byt biologiczn§rodek
ochrony rdlin Steinernema System, produkowany przez

okreslono najodpowiedniejsze zakresy temperatur, prziobest N.V., stosowany do zwalczania ziemiorekyr@u-

ktérych nicienie maj najwyzsz zdolnag¢ do infekowania
szkodnikéw [2]. Wyniosty onedla nicieni Steinernema
riobravis 10-39°C, Steinernema feltia8-30°C, a dlaSte-
inernema glaseril0-37°C. Ustalono réwnie optymalne
zakresy temperatur dla rozrodézbowadobojczych nicie-
ni, ktére wynosz dla Steinernema glaseti2-32°C, dleSte-
inernem. carpocapsa®0—-30°C, Steinernema scapterisci
20-32°C, $einernema riobravi20-35°C, Steinernemasp.
20-32°C, a dlaSteinernema feltiad0-25°C. Temperatura
otoczenia ma wpltyw na przgwalnas¢ i smiertelngé¢ owa-
dobojczych nicieni podczas ich przechowywania iezal
od gatunku. Maksymaidnprzezywalnas¢ dla Heterorhabditis
indica uzyskano przy temperaturze przechowywania®ClL5
a najwkkszasmiertelng¢ przy 5°C. Dla gatunkuHeterorhabditis
bacteriophoranajwigcej nicieni przetrwato w temperaturze Kh

a najmniej w 28C [6]. Wysoka temperatura me pozbawd
zycia wszystkich nicieni i zalsy rowniez od gatunku nicie-
ni [4].

Na skuteczn& dziatania owadobdjczych nicieni ma

wptyw réwniez ich zdolng¢ do przemieszczaniagsi do-
cierania do pasytow rdslin, ktora jest wynikiem ich ak-
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kiem aktywnym tego biopreparata ewadobdjcze nicienie
Steinernema feltiaéWedtug producenta zalecane jest sto-
sowanie tego gatunku nicieni przy temperaturze ygleb
granicach 15-20°C. Producent zastrzegajesli temperatu-
ra spadnie ponej 10°C lub wzrénie powyzej 30°C nicie-
nie mog, stat sig nieaktywne.

W badaniach zyto 30 ml cieczy, w ktorejrednia kon-
centracja nicieni w wodzie wynosita ok. 500 sztuki wnl
ptynu. Przed rozpogeiem bada wyznaczono ilé¢ mar-
twych nicieni w biopreparacie pragym do bada. Wynio-
sta ona przeetnie 9,7 sztuk na 100 nicieni.

Do oceny aktywngi ruchowej nicieni zastosowano
program do komputerowej analizy obrazu, opracowany
w $rodowisku LabView firmy National Instruments [1].
Do komputera zawieragego program poekzona byta
kamera cyfrowa do wykonywania zdj nicieni rozdziel-
czasci 3.0 megapikseli, ktéra zamontowana byla na mikro
skopie stereoskopowym (rys. 3).

Aby okreli¢ ruch obiektéw, do programu wprowadzano
zawsze kilka zdi¢ tej samej cieczy zawiergjej nicienie,
wykonanych po kolei z przeawvczasow. Dziatanie pro-
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gramu polegato na przetworzeniu @dpa obrazy binarne, siebie, w wyniku poruszenia stykatyesiub krzyzowaty,
nastpnie identyfikacji obiektéw uznanych za nicieni@or albo w wyniku ruchu rozkczaly sé. Program na obrazie
obliczeniu liczby nicieni uznanych za poruszoneenigfi-  binarnym identyfikowat je zawsze tylko jako jedeliakt.
kacja obiektdéw uznanych za nicienie odbywatars pod- Zliczat takie nicienie jako pojedyncze w obliczeshiaich
stawie ustalonych w programie minimalnych i makslyma liczby.

nych wartdciach powierzchni nicieni na obrazach binar-
nych. Obliczanie liczby poruszonych na podstawiéanm
potozenia nicieni pongdzy ich lokalizaci na pierwszym a
drugim zdgciem.

Przed wykonaniem eksperymentu program zostat wyka
librowany. Wyznaczono waroi progowe rozmiaru obiek-
tu, ktdry program uznawat za pojedynczego niciebya,to
zakres 100-600 pikseli. Wasm progowe ustalono na pod-
stawie wsgpnych zdg¢ nicieni (rys. 1).

== ——

Rys. 2. Okno programu z wynikami pomiarusdo poru-
szonych obiektow

Fig. 2. Application window with measurement reswoltsa
moved objects

Do ustalania temperatury otoczenia zastosowanfz sza
termostatycza ST 3 pojemnéci komory 195 dry W szafie
umieszczono mikroskop z kamempojemnik z ciecz za-
wierajaca nicienie, szkietka mikroskopowe i pigetlo na-
kltadania cieczy z nicieniami na szkietka (rys. Ztozono,
ze w ten sposéb wszystkie obiektydh miaty & sana tem-
peratug.

Rys. 1. Fotografia owadobdjczych nicieBteinernema fel- 38
tiae
Fig. 1. Photo of entomopathogenic nematode Ste@maan

feltiae 2

Nastpnie wyznaczono zakres przemieszczenia akcep-||
towanego dla obiektdw poruszonych. Przemieszczeniem-
akceptowanym bylo to dopuszczalne przemieszczegie s
obiektéw pom¢dzy ich polaeniem na zdjciu pierwszym i
drugim, ktére program uznawat za nieruchome. Kaniec
nos¢ wyznaczenia wartgi dopuszczalnego przemieszcze- |
nia akceptowanego wynikata glownie z fakte, rozmiary i
tych samych obiektéw na kolejnych zbinaryzowanydjg-z
ciach cyfrowych mogrézni¢ sig nieznacznie. Mge to po-
wstat w wyniku delikatnych zmiandwietlenia lub natee-
nia skt drobnych zanieczyszciea obiekty, co w ostatecz-
nym wyniku program uzna za ruch obiektedicego rze-
czywiscie nieruchomym. Wartg zakresu przemieszczenia
akceptowanego okéno na podstawie poréwnania sumy

obiektow poruszonych otrzymanych z programu z wgnik Rys. 3. Stanowisko pomiarowe weatrz szafy termosta-
mi obliczania sumy obiektow poruszonych, dla temep tycznej

pary zdg¢, obliczonej przez obserwatora na ekranie komgig. 3. Test bench inside the cabinet thermostat

putera. Warté¢ wyznaczonego przemieszczenia akcepto-

wanego wynosita 1,5 piksela, co oznaczate, program Nastpnie obntono temperatgr panujica we wretrzu
uznawat za poruszone i zliczat tylko te obiektygrigth po- szafy do 3,8C, to jest do minimalnej, ktgrudato si uzy-
fozenie pomidzy pierwszym a drugim zefiem zmienito  ska:. Po 6 godzinach przygtiono do bada Temperatug

sic powyzej 1,5 piksela. Po wprowadzeniu pary &djw  padawcz uzyskiwano poprzez podnoszenie temperatury w
oknie programu z wynikami pomiaru $ld poruszonych  szafie do ustalonych wasi. Po ustawieniu kolejnej tem-
obiektéw ukazywala siilos¢ obiektéw uznanych za nicie- peratury w szafie odczekano okoto 30 minut by prapa

nie na zdiciu pierwszym oznaczonym jako ,Obraz A", \wyposaenie szafy nagrzaly sido nowej temperatury. Na-
oraz na zdjciu drugim oznaczonym jako ,Obraz B”, sgpnie otwierano na chwilszaf i za pomog pipety ciecz

a nastpnie w oknie ,Poruszone” otrzymywano wado 7 picieniami w objtosci 50 ml nanoszono na szkietko mi-
sumy obiektéw uznanych za nicienie i poruszonygh.(2).  kroskopowe, ktére uktadano pod mikroskopem. Po za-
Rozbieznosé ||CZby obiektow na pierWSZym i drugim Qd] mkniqciu Szafy odczekano 4 minuty’ by temperatura wy-
ciu wynikata z faktu, ze niektére nicienie, ppdme blisko  rgwnata st do ustawionej uprzednio wagt, a nastpnie
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problkg cieczy fotografowano. Dla kdej préby wykony- ilosci nicieni wynosit 9,7% térednio 24,8% nicieni nie po-
wano po 5 zdi¢. Po zrobieniu pierwszego zdja kolejne ruszato si lub wykonywato ruchy pouej przemieszczenia
wykonywano po 15 sekundowej przerwie od momentud zroakceptowalnego przez program. Istotne, przy poaomi
bienia poprzedniego. Poréwnraj ze sob tylko kolejne istotndgci ponizej 0,05, okazaty sizmiany wzgédnej ru-
zdjecia otrzymano po 4 powtérzenia pomiaru dla jedneghliwoéci nicieni przy temperaturach 35 i 82 Analiza
prébki cieczy. Dla kadej ustawionej temperatury wewtre ~ przezywalndéci nicieni w tych prébach wykazalae nie
szafy wykonano zdgia dla 2 probek cieczy. Fotografowa- poruszajce st nicienie byly martwe. Przekroczenie warto-
nie rozpoczto od temperatury otoczenia rownejC4 na-  $ci temperatury otoczenia rownej ‘@0 maze spowodowé&
stepne wartéci to: 7, 11, 15, 20, 25, 30, 35 i°8® smier¢ owadobdjczych nicieni [4]. W probie cieczy podda-
Ocerg aktywndci ruchowej owadobojczych nicieni nej dziataniu temperatury 39 stwierdzongmieré wszyst-
wykonano wyznaczag i poréwnugc wzgkdna ruchliwos¢  kich nicieni, jakkolwiek program komputerowy przéalsit
nicieni, ktég obliczano jako procentowy stosunek liczby dane wskazuare nasredna wzgledna ruchliwosé¢ nicieni na
poruszonych nicieni déredniej liczby nicieni znalezionych poziomie wartéci 2,3%. Warté¢ ta jest wynikiem niedo-

na pierwszym i drugim zegiu, wedtug wzoru 1: ktadnaici zastosowanej do oceny aktywdabruchowej ni-
9 cieni metody komputerowej analizy obrazua®Bipowstat

# = - !3_’ =100 (1) ngjprawdopodobniej w wynik,u nz_ﬂgnia s¢ d.robqych za-
tatls ' nieczyszcze na brzegi obrazéw nicieni na niektérychezdi

ciach, co spowodowalo myninterpretaci wykonar
przez program.

Przyrownujc wyniki z przeprowadzonego eksperymen-
tu do zalecé producent&rodka Steinernema System, #no
na uzna, ze nicienie po przekroczeniu ¥D staj sie nieak-
tywne ze wzgidu na ich gmiercanie, a pounej 1°C mog
by¢ mniej skuteczne w zwalczaniu szkodnikéw, ale nadal
mog by¢ aktywne ruchowo.

gdzie:

n —wzglgdna ruchliwgé nicieni, %,

ip — liczba nicieni poruszonych, sztuki,

ia— liczba nicieni na pierwszym zgjiu, sztuki,
ig — liczba nicieni na drugim zeljiu, sztuki.

4. Wyniki

Srednie wartéci wzglednej ruchliwdci nicieni, przy
ustalonych temperaturach otoczenia, przedstawianeas
rys. 4. Wyniki bada poddano jednoczynnikowej analizie
wariancji w celu wyznaczenia istotfw wptywu tempera-
tury na zmiany ruchlivéci badanych owadobdjczych ni-
cieni. Wyznaczono najmniejsz istotrs  roznice
NIR = 10,576 isrednie odchylenie standardowe, ktore wy-

5. Whnioski

1. Nie stwierdzono istotnych zmian aktywiod ruchowej
owadobdéjczych nicierfsteinernema feltiaer zakresie tem-
peratur od 4 do 3C.

2. Stwierdzono istotne zmniejszanieg shktywnaci ru-
chowej badanych nicieni przy temperaturach otoezeni

niosto 9,4. rownych 35 i 38C, ktére spowodowane bykmierci tych
osobnikow po przekroczeniu zbyt wysokiej dla icgay-
g2 O%Te w1 4 eoe 701 708 665 cia temperatury.
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