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UZIMANJE ZEMLJIŠNOG
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Sampler koji koriste u laboratoriji za nematologiju Državnog Univerziteta u Mičigenu



Uzimanje uzoraka za utvrđivanje
prisustva nematoda iz rodova
Xiphinema i Longidorus spp



Polje za proizvodnju ranog konzumnog krompira
Podhum, Tuzi
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Označavanje uzoraka

Pakovanje
uzoraka

T°C

Datum uzimanja uzorka:

Šifra: proizvođač/br.uzorkaIme, prezime, adresa, broj telefona:

Predhodni usjev:Trenutni usjev u plasteniku, odnosno koji
treba da se sadi:

Vazduha:                                              Zemljišta:

Opis trenutnog stanja usjeva i problema koji se eventualno javljaju u proizvodnji:

Označavanje uzoraka
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Laboratorijska oprema

MikserBaerman lijevciCentrifuga

Čisti dio laboratorije Dio laboratorije za procesuiranje uzoraka
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Ekstrakcija nematoda

Metode
ekstrakcije

Korijen/lišće Uzorci zemljišta
Nematode paraziti

Sedentorni Migratorni Sedentorni Migratorni
Cobov metod

sa sitima X X
Sitnjenje
korijena X X

Metod ekstrakcije zavisi od tipa nematoda i
od tipa uzorka (zemljište ili biljni materijal).

Sitnjenje
korijena X X

Inkubacija
(Baermann’s

funnel)
X X X X

Centrifuga X X X X
Fenwick’s
method * X

* Za cistolike nematode.
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(Globodera)

Izdvajanje prosijavanjem

Izdvajanje potapanjem
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Tehnika prosijavanja, postupak ekstrakcije vlažnih uzoraka zemlje

Cobbov metod – korišćenje sita

1. Staviti 100 cm3 zemljišta u kofu i dodati oko 3 litara
vode. Miješati, a zatim sačekati oko 10-20 sekundi da
se krupne čestice zemlje natalože.

2. Lagano tečni dio mješavine sasuti kroz sito
promjera 2 mm u drugu kofu, ne dozvolivši da talog
pređe iz jedne u drugu kofu.

3. Ponoviti proceduru, opet čekajući 10 - 20 sekundi
taloženje.

4. Lagano presuti sadržaj druge kofe na sito dimenzija
90-53 m (250-50).

5. Sakupiti sadržaj, nematode i malo taloga u posudu
sa sita 90-53 (250-50) m. Ili prebaciti na manje sito
istog promjera. U tom slučaju to manje sito staviti u
Petri posudu tako da dnom dodiruje vodu koju ćemo
sipati u petrijevku.

6. Ovako se ostavi sito na petrijevci najmanje 6 sati a
najduže jedan dan.

7. Sakupljene nematode iz Petri posude se pregledaju i
identifikuju pod lupom i mikroskopom.
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Procedura pri

estrakciji slobodno -

živećih nematoda i

proračun napada

po gramu zemlje
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Procesuiranje vlažnih uzoraka zemlje, laboratorija u Bariju
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Posude za
brojanje
nematoda



Kombinovano prosijavanje i
Baermannovi lijevci

vlažnih uzoraka zemlje

Ооstenbrinkova modifikovana metoda iz 1960
godine, metode prosijavanja po Coob-u iz 1918,
kombinovana sa idejom Hržića iz 1973. i
Baermannov postupak ustanovljen 1907.





Sita













Baermannovi lijevci, Baermannov postupak ekstrakcije vlažnih uzoraka zemlje



Posude za
brojanje
nematoda



IIIIIIIIIIII

This document contains images of structures
made by the author or collected from different
sources and transformed into slides for
educational purposes



Oostembrinkov elutrijator i
Oostenbrinkov postupak ekstrakcije vlažnih uzoraka zemljišta





Seinhorstov aparat i postupak ekstrakcije vlažnih uzoraka zemljišta



Kortov aparat i postupak ekstrakcije vlažnih uzoraka zemlje na prisustvo cista

(Globodera)



Posude za
brojanje
nematoda
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Kortov aparat i postupak ekstrakcije vlažnih uzoraka zemlje na prisustvo cista

(Globodera)



Procedura pri

estrakciji cista i

proračun napada

po gramu zemljišta

200



Feinwickov aparat i
postupak ekstrakcije suvih uzoraka zemlje na prisustvo cista (Globodera)



Fenwick-ov metod (za izdvajanje cistolikih nematoda)

1. Osušiti 200 g zemljišta na sobnoj temperaturi.
2. Staviti osušenu zemlju na sito koje se postavi na vrhu Fenwick-ovog

aparata (a). Povezati aparat sa dotokom vode (b). Ispred aparata
postaviti dva sita jedno na drugo od 710 and 200 m (c).

a

(Globodera)

b
c

710 m

200 m



3. Vodom kroz gornje sito isprati zemlju i ciste u aparat. Voda koja iz
dotoka ulazi u aparat stvara uzlaznu struju koja nije dovoljno jaka da
podigne teže čestice zemlje, a jeste da podigne ciste. Ciste koje diže
vodena struja izlaze kroz otvor (d), i padaju na sita (e).

d
f

e

d

4. Kroz sito 710 mikrometara ciste prolaze i hvataju se na sito 200.
Odatle se lagano malim mlazom vode isperu na filter papir (f)
postavljen na lijevak.



5. Filter papir se pregleda pod
mikroskopom i izdvajaju se ciste u
grupice od po 10 (g). Da bi ih na
kraju mogli lakše prebrojati.

g

g



6. Sakupljene ciste mogu se sakupiti u
plastičnu posudicu ili čašu, koja se
do jedne trećine napuni vodom. A
zatim se ciste posebnim aparatom
(h) lome (i).

7. Na ovaj način dobija se smjesa
oslobođenih jaja i larvi, koje se
mogu prebrojati da bi se došlo do
saznanja o eventualnoj budućoj
brojnosti nematoda.

i

h
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Ekstrakcija nematoda iz zemlje korišćenje centrifuge
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Ekstrakcija nematoda iz zemlje korišćenje centrifuge
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Ekstrakcija nematoda iz zemlje korišćenje centrifuge
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Ekstrakcija nematoda iz zemlje korišćenje centrifuge
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Ekstrakcija nematoda iz zemlje korišćenje centrifuge



Ekstrakcija nematoda iz korijenovog sistema korišćenje centrifuge
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Izgled dijela laboratorije za procesui-
ranje uzoraka u MSU NemLab
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Ekstrakcija B. xylophilus iz
presjeka drveta i piljevine



Baermann –funnel

Monitoring na prisustvo Bursaphelenchus vrsta



Uzorkovanje bušilicom

Odbačeno zbog uginuća nematoda pri uzorkovanju
Uzorkovanje sjekiromUzorkovanje sjekirom



Odstrani se kora

Uzimanje
čipsa sa debla



Monitoring borovih šuma u Crnoj Gori na prisustvo Bursaphelenchus vrsta



Ekstrakcija

Ekstrakcija B. xylophilus iz drveta

21 dan na temperaturi 21-23 stepena C



Ekstrakcija B. xylophilus iz drveta

Priprema uzoraka



24 časa u vodi



24č na Baermanovim lijevcima24 časa na Baermanovim lijevcima
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Procedura
poslije

estrakcije
cista ili ženki
Meloidogine

vrsta
Odvajanje

perenial pattern,
odnosno zadnjeg
dijela cisti, radi
determinacije

Odvajanje
perenial pattern,
odnosno zadnjeg
dijela cisti, radi
determinacije



fiksiranje
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Part of the Laboratory with
microscopes and computers













VENTRALNA
STRANA TIJELA

DORZALNA
STRANA TIJELA

glava

stilet
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Determination of the nematodes

Larve Meloidogyna spp Dorilaimidae



Oprema za rad na elektroforetskim reakcijama  sa esterazom
i malatdehidrogenazom kod ženki Meloidogyna



1. Rezultati elektroforetskih reakcija sa MDH i EST
na pojedinačnim ženkama iz plastenika u
Zatsko-Bjelopavlićkoj ravnici

malatdehidrogenaza

esteraza



PCR metod detekcije B. xylophilus
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Kalkulacija brojnosti nematoda u zemljištu i u korijenu

Imamo posudu sa 1.200 cm3 zapremine zemljišta i iz te posude izdvojimo 9,82 g korijena ukupno i od toga
odmjerimo 2,72 g.

Napravimo ekstrakciju i po ekstrakciji suspenziju razblažimo do tačno 1 l vode

Na “pločici” odredimo prosječno 70 jaja i L2 / 1 ml.

70 x 1000 ml (1L) = 70.000 / 2,72 = 25.735,29 jaja i L2 / g korijena

Međutim, ako smo unijeli u startu u tu posudu 12.000 jaja i L2 (10 jaja i L2 po 1 cm3) porast populacije je bio:

Imamo posudu sa 1.200 cm3 zapremine zemljišta i iz te posude izdvojimo 9,82 g korijena ukupno i od toga
odmjerimo 2,72 g.

Napravimo ekstrakciju i po ekstrakciji suspenziju razblažimo do tačno 1 l vode

Na “pločici” odredimo prosječno 70 jaja i L2 / 1 ml.

70 x 1000 ml (1L) = 70.000 / 2,72 = 25.735,29 jaja i L2 / g korijena

U = Pf / Pi (totalna populacija / inicijalna populacija)

= 218 / 10 = 21,8 jaja i L2 po cm3 zemljišta sa korijenom je bio porast populacije.

25.735 x 9,82 = 252.718 jaja i L2 na cijelom korijenu

UKUPNA populacija je:

252.718 + (7,5 x 1.200) = 261.718 nematoda ukupno u posudi, odnosno:

261.718 / 1.200 = 218 jaja i L2 / cm3 zemljišta uključujući i korijenov sistem i samo zemljište.

A iz zemljišta smo estrahovali i na “pločici” prosječno utvrdili na pr. 7,5 jaja i L2 u 1 cm3 zemlje.
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