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Usporedba ucinkovitosti
razli¢itih metoda izdvajanja nematoda iz tla

Sazetak

Cilj je istraZivanja utvrditi koja je metoda izdvajanja nematoda najucinkovitija te kojom se dobiva najcisc¢i
uzorak. Cilj je takoder odrediti kojom metodom se dobiva najveci broj nematoda nakon 24 sata, a kojom
nakon 48 sati.

Uzorci su prikupljeni na polju na kojem je prethodno uzgajan krumpir, velicine 1700 m?. Uzorkovanje je
obavljeno 21.3.2011. na podrucju Nasica. Ukupno je prikupljeno te analizirano Sest uzoraka. lzdvajanje
nematoda iz tla izvrseno je na Poljoprivrednom fakultetu u Osijeku, u Zavodu za zastitu bilja, Katedra za
entomologiju i nematologiju, pomocu tri metode: Seinhorstovom metodom boca (Seinhorst, 1956.), Cob-
bovom metodom sita (Cobb, 1918.) i Baermannovom metodom lijevaka (Baermann, 1917.).
Baermanovom metodom lijevaka dobili su se najcis¢i uzorci. Nakon 24 sata broj nematoda bio je 463
jedinke. Nakon 48 sati broj nematoda nije se znacajnije promijenio, izbrojane su 472 nematode. Seinhor-
stovom metodom boca taj broj je 251 jedinka nakon vremena od 24 sata. Broj nematoda znacajnije je
porastao nakon 48 sati, nadeno je 644 nematode. Cobbovom metodom sita dobiveni su prljavi uzorci.
Broj nematoda u posljednjem pokusu bio je 194 jedinke nakon 24 sata, a nakon 48 sati broj je porastao
na 520 jedinki. Ukupna brojnost izdvojenih nematoda metodom sita bila je 714, metodom boca 895, a
metodom lijevaka 935 jedinki.

Zakljucuje se kako su najcis¢i uzorci dobiveni Baermannovom metodom lijevaka. Cobbova metoda sita
pokazala se prilicno neucinkovitom i slozenom. Dokazano je kako vrijeme izdvajanja utjece na brojnost
nematoda, a na izdvajanje utjece vlaznost tla te tip tla. Najjednostavnija, najbrza (24 sata) i ucinkovita
metoda pokazala se Baermannova metoda lijevka.

Kljucne rijeci: nematode, metode izdvajanja, metoda boca, metoda sita, metoda lijevaka

Uvod

Nematode su najbrojnija skupina visestani¢nih organizama na Zemlji. Oblikom tijela
podsjecaju na konac ili vlakno, prema ¢emu su dobile ime i to od grckih rijeci ,néma”,
+nématos” §to znaci nit ili konac te eidos” - slicno. Do danas je opisano oko 28 tisu¢a vrsta
(Hugotisur., 2001.), a od toga su 20 tisuca stanovnici tla (Bongers i Ferris, 1999.). Nalazimo
ih kao slobodnozivuce vrste ili vrste koje parazitiraju biljke, Zivotinje i ljude. Zbog velike
prilagodenosti razli¢itim ekoloskim uvjetima predstavljaju dominantnu skupinu mikrofa-

une. Bez obzira na staniste i nacin Zivota, zZivotna aktivnost nematoda ovisi o prisutnosti
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vode kao primarnom ekoloskom ¢imbeniku. Tako i u tlu, vodeni film obavija Cestice tlaina
taj nacin osigurava kretanje i Zivotne procese nematoda (Bongers i Ferris, 1999.).

Na raznolikost nematoda u tlu utje¢u vegetacija, kultivacija, klimatski i pedoloski ¢im-
benici. Na brojnost nematoda kao i na dinamiku populacije utjece velik broj razli¢itih ¢im-
benika kao $to su nacin Zivota, pokretljivost, sposobnost i brzina reprodukcije, mortalitet,
biljni pokrov i koli¢ina organske tvari u tlu, dostupnost hrane, povijest ekosustava, tem-
peratura i vlaga tla, aeriranost, prirodni neprijatelji te razna uznemirenja nematofaune.

Nematode se u tlu nalaze najéesce u blizini same povrsine, do dubine 15-ak cm. Naj-
veca populacija nematoda nalazi se u tlima bogatima organskim tvarima, dok u tlima gdje
postoji nedostatak kisika smanjuje se njihova brojnost. Takoder reagiraju na prisustvo
CO,, pH reakciju tla te na kemijske elemente prisutne u tlu (Ivezi¢ i sur., 1990.).

Nematode variraju u osjetljivosti pri onecis¢enju okolisa i promjenama u tlu pa se kori-
ste pri analizi kvalitete tla (Porazinska i sur., 1999.), a zbog sve vece brige za okolis, koriste
se i kao pokazatelji razine oneciscenija tla, koli¢ine organske tvari u tlu te cjelokupne bio-
genosti i zdravlja tla (Bongers i Ferris, 1999.). Od 1970. godine nematode se koriste kao
bioindikatori onecis¢enja stanista (Neher, 2001.) te bioindikatori promjena u agroekosu-
stavu (Beres i Husti, 2006.; Brmez i sur., 2007).

Kako bismo nematode mogli lakSe proucavati i istrazivati, potrebno ih je izdvojiti iz
odredenih supstrata, za $to postoje posebne metode. Obrada uzoraka sastoji se od izdva-
janja nematoda iz supstrata te identifikacije i brojenja istih. Identifikacija nematoda treba
biti brzai pouzdana. Istrazivanja treba provoditi svake tri do Cetiri godine kako bi se dobila
jasna predodzba odredene populacije te njihova distribucija unutar nekog podru¢ja.
Metode se svrstavaju u dvije grupe: metode izdvajanja koje se temelje na pokretljivo-
sti nematoda i one koje ovise o velicini i gustodi populacije nematoda. Ve¢ina metoda
izdvajanja neizravne su te sastavljene od niza postupaka. Najvazniji ¢imbenici koji mogu
utjecati na ucinkovitost izdvajanja uklju¢uju izbor metode, vrijeme izdvajanja, vrstu mate-
rijala, tip tla te vrstu nematoda.

Metode se mogu razlikovati i prema materijalu iz kojeg se nematode izdvajaju: tlo,
biljni materijal te razliciti drugi supstrati.

Neke su metode izdvajanja nematoda iz tla ucinkovitije kod odredenih vrsta nema-
toda, dok su druge ucinkovitije kod odredene vrste tla. Takoder postoje metode koje
zahtijevaju skupu opremu ili suprotno tomu, naporan rad, sto se najcesce koristi u razlici-
tim istrazivanjima.

Metoda koja se koristi za izdvajanje velikog broja nematoda iz vec¢ih uzoraka tla je
metoda sita (Cobb, 1918.). Njen nedostatak jest to $to zahtijeva skupa sita, iskustvo te se
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nematode teze uocavaju pod mikroskopom zbog sitnih cestica organske tvari. Suprotno
toj metodi, metoda lijevka (Baermann, 1917.) ucinkovita je za izdvajanje aktivnih nema-
toda iz malih uzoraka tla. Erlenmeyer metoda (Seinhorst 1956.) ili metoda boca koristi
se za izdvajanje aktivnih nematoda iz tla. Relativno visoka ucinkovitost ekstrakcije moze
se dobiti jednostavnom opremom i malom koli¢inom vode. Medutim, metoda zahtijeva
intenzivan rad te dosta vremena. Oostenbrinkov aparat (Oostenbrink, 1954.) koristi se za
izdvajanje nematoda iz tla, rije¢nog mulja, stelje i drugih supstrata. U usporedbi s meto-
dom boca, taloZenje teskih Cestica tla lakse je kontrolirati tom metodom te se dobivaju
Cisci i pregledniji uzorci. S druge strane, oprema je skupa te sama metoda zahtijeva rela-
tivno velike koli¢ine vode. Metoda centrifuge (Gooris i D’Herde, 1972.) koristi se za izdva-
janje aktivnih, kao i neaktivnih nematode iz tla, sedimenata i gnojiva. Omogucuje obradu
velikih uzoraka. Velika prednost je to $to je pogodna za izoliranje neaktivnih nematoda.

Za razliku od prethodno spomenutih metoda izdvajanja nematoda iz tla, postoje
metode koje ovise o vrstama i brojnosti nematoda te vrsti i kolic¢ini uzorka. To su metode
izdvajanja nematoda iz biljnog tkiva kao $to su korijenje, lukovice, lisce ili stabljike.

Disekcija (Ayoub, 1977.) je pogodna za dijagnosticke svrhe. Istrazivanja o vrstama
nematoda ¢esto ukljuCuju proucavanje penetracije i razvoj unutar biljaka, najéesce kori-
jena, a u tu svrhu razvijeni su mnogi postupci bojenja tkiva (Daykin i Hussey, 1985.).
Metoda inkubacije (Young, 1954.) pogodna je za izdvajanje aktivnih endoparazitskih
nematoda dok se kombinacija maceracije i prosijavanja (Southey, 1970.) koristi za izdva-
janje kako aktivnih tako i neaktivnih endoparazitskih nematoda iz korijena. Ta je metoda
brza jer ne ovisi o pokretljivosti nematoda.

I na kraju, postoje posebne metode za izdvajanje cista jer se njihova veli¢ina, oblik i
teZina razlikuju od drugih faza razvoja nematoda. “Baunacke metoda” ili metoda bijele
posude (Baunacke, 1922.) koristi se za izdvajanje cista iz suhog tla, veli¢ine uzorka do 50g.
Metoda je vrlo jednostavna, brza, jeftina i ne zahtijeva velike koli¢ine vode. Ipak, ucin-
kovitost izdvajanja i veli¢ina uzorka ograniceni su te rezultati ovise o sposobnosti osobe
koja izdvajanje obavlja na taj nacin. Fenwickov aparat (Fenwick, 1940.) moze se koristiti za
izdvajanje cista iz vlaznog tla, uzorka do 300g.

Cilj je ovog rada usporediti brojnost nematoda u uzorku tla nakon izdvajanja nema-
toda metodom boca (Seinhorst, 1956.), metodom sita (Cobb, 1918.) te metodom lijevka
(Baermann, 1917.). Utvrdit ¢e se koja metoda je najucinkovitija te kojom se dobiva najcisci
uzorak. Cilj je takoder odrediti kojom metodom se dobiva najveci broj nematoda nakon
24 sata, a kojom nakon 48 sati.

Materijal i metode
Brojnost nematoda proucavana je na polju na kojem je kao pretkultura uzgajan krum-

pir. Uzorci su uzeti 21.3.2011. na podrucju Nasica. Prikupljanje uzoraka obavljeno je na
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polju velicine 1700m>2 Uzorkovanje je ucinjeno
nematoloskom sondom promjera 2cm, vise od 30
uboda na dubini 15 do 20cm. Nakon toga uzorci
su spremljeni u plasti¢ne vrecice s prilozenom kar-
ticom na kojoj je zapisano vrijeme, lokalitet, uzga-
jana kultura te povrsina polja. Tlo se zatim ¢uvalo
u hladnjaku pri temperaturi od +4°C sve do izdva-
janja nematoda pomocu tri metode. Ukupno je
prikupljeno te analizirano 3est uzoraka. Tlo je prosi-
jano neposredno pred izdvajanje nematoda.

Izdvajanje nematoda iz tla izvr$eno je na Poljo-
privrednom fakultetu u Osijeku, u Zavodu za zastitu
bilja, na Katedri za entomologiju i nematologiju,
pomocu tri metode; Seinhorstovom metodom
boca (Seinhorst, 1956.), Cobbovom metodom sita
(Cobb, 1918.) te Baermannovom metodom lijevaka
(Baermann, 1917.). Uzorak tla je bio 100 g.

Slika1. Odvajanje nematoda od cestica

tla - 10 minuta (Foto: M. Zec)

Za izdvajanje nematoda iz tla koristena je
metoda boca ili Erlenmeyer metoda (Seinhorst,
1956.) koja se temelji na sedimentaciji tla u Cetiri
boce (A, B, Ci D) ispunjene vodom, pri ¢emu dolazi
do odvajanja nematoda od cestica tla u vodenu
suspenziju tijekom odredenog vremenskog razdo-
blja.

Uzet je poduzorak tla, prosje¢nog volumena
oko 100cm?. Uzorak je prvo prosijan kroz obi¢no
sito te pomijesan s 1000 ml vode i smjeSten u bocu
A. Preostale tri boce napunjene su ¢istom vodom.
SUEPRLLE O BLE RS IERINERTNE Boca A s vodenom suspenzijom tla ostavi se sta-

SIEEL BT EPEITIEICHVPESM 5t u vremenskom razdoblju od 10 minuta povrh
boce B, pri ¢emu dolazi do izdvajanja nematoda od cestica tla, no i znatna koli¢ina tla i
tezih Cestica tla prelazi u bocu B. Kako bi se odvojile ¢estice tla od necistoca (pr. kamenje,
organske necistoce), boca B ostavi se povrh boce D nakratko, oko dvije minute. Posljednja
boca A ostavi se povrh boce C iduc¢ih 10 minuta kako bi se preostale nematode dodatno
odvojile od Cestica tla u vodenu suspenziju (Slika 1.). Suspenzija iz boce A i C propusti se
kroz nekoliko sita razlicitih otvora od 100 pm prema 25um (Slika 2.), a boca B preko jednog
sita od 60 um. Nematode ostaju na povrsini sita dok ostatak suspenzije tla i vode prolazi
sita koja se ispiru pod mlazom vode u ¢istu posudu. Sadrzaj posude u koju je isprano
sito boce B, izlije se preko sita 90 do 50um na kojem je poloZzen nematoloski filter papir.
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Sito se polaze na metalni krizasti stalak u plitku
posudu ispunjenu vodom. U sredinu sita na filtere
polazZe se satno staklo. Sadrzaj posude A i C boce
istrese se preko satnog stakalca na sito 25um. Ono
se potom polozi u Petrijevu posudu i prelije s 50ml
vode. Nakon toga sito se polozi u posudu i prelije sa
100ml vode. Nematode prolaze kroz filter papir i to

u posudu s vodom u kojoj je poloZeno sito. Uzorci e
se pregledavaju nakon 24 sata ili 48 sati, pri cemu _ -
se kroz navedeno vremensko razdoblje omogucio
nematodama prolazak kroz sita u vodu, a preostale oy
organske necistoce zadrzale su se na situ ili filter
papiru.

3¢

Druga koristena metoda bila je lijevak metoda,
tj. Baermannova metoda. Aparat se sastoji od lije-
vaka na ¢ijim krajevima su gumene cijevi pricvr-
$¢ene stezaljkom. Lijevci su u uspravnom polo-
Zaju te napunjeni vodom (Slika 3.). Unutar lijevaka
nalaze se sita s nematoloskim filter papirom.

Slika 3. Aparatura za Baermannovu
metodu lijevaka (Foto: M. Zec)

Postupak je jednostavan. Lijevci se ucvrste
u stalak. Preko sita se stavi filter papir te se sita
namjeste u lijevke. Tada se na sita stavlja uzorak
tla do 100g. Nakon toga, lijevak se do samog ruba
ispuni vodom (Slika 4.). Poslije odredenog vre-
mena, nematode kroz sito prelaze u vodu lijevka.
Tu ih se nakon 24 ili 48 sati prikuplja u 5-10 ml sus-
penzije s nematodama te su spremne za brojenje i
identifikaciju.

Metoda sita (Cobb, 1918.) upotrebljava se za
izdvajanje aktivnih nematoda iz tla. Nematode
se odvajaju od Cestica tla nakon Sto se uzorak tla
pomijesa s vodom te se stvori suspenzija. Takva
suspenzija se pretace preko nekoliko sita razlic¢itih
veli¢ina otvora od 1000 - 45um pa se ovom metodom izdvajaju nematode razlicitih veli-
¢ina. Nematode pri pretakanju ostaju na situ, dok manje Cestice tla i drugih necistoca
prolaze sito.

Slika 4. Lijevak s uzorkom tla ispunjen
vodom (Foto: M. Zec)

Uzorak tla od 100g izmijesa se u velikoj ¢asi volumena dvije litre s jednom litrom vode
u homogenu suspenziju. Ta suspenzija treba odstajati oko 15 sekundi dok se vrtlog u
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vodi smiri, potom se suspenzija pretace bez taloga
u plasticnu posudu 1. Preostali talog u visokoj
¢asi treba ponovno izmijesati s vodom te nakon
15 sekundi pretociti suspenziju u posudu 1. Taj
se postupak ponavlja tri puta. Nakon ponavljanja
postupka talog iz visoke posude treba baciti. Sus-
penziju iz posude 1 zatim preta¢emo kroz sito od
1000 i 500um u posudu 2 (Slika 5.). Nakon $to se
pretoci, sito je potrebno blago potopiti i protresti u
suspenziji kako nematode ne bi zaostale na njemu.
Ostaci necistoca na situ od 1000 i 500pum zatim se
odbacuju. Suspenzija iz posude 2 nakon toga se
pretace kroz sito od 350um u posudu 1. Nematode
i ostatci sa sita ispiru se u posudu 3 ili u kolekcijsku
posudu u kojoj ¢e se ispirati sva sita. Suspenziju iz
posude 1 pretace se kroz sito od 175um u posudu 2.
Ostatke s tog sita treba isprati u posudu 3 za priku-
pljanje nematoda. Suspenzija iz posude 2 pretace
se kroz sito od 100um u posudu 1. Ostatke s tog sita
ispire se u posudu 3 za prikupljanje nematoda. Sus-
penzija iz posude 1 pretace se kroz sito od 45um u
posudu 2. Ostatci sa sita opet se ispiru u posudu 3
za prikupljanje nematoda. Nakon toga ponavlja se
prethodni korak, katkada i nekoliko puta kako bi se
izdvojile sve sithne nematode. Suspenzija u posudi
2 koja je prosla nekoliko puta sito od 45um moze
se odbaciti. Nakon svega navedenog, dva nema-
toloska filter papira pri¢vrs¢uju se na ekstrakcijsko
staklo pomocu prstena. Filtere je potrebno navlaziti
kako ne bi bilo zraka medu njima. Ekstrakcijsko sito
polaZe se na metalni krizasti stalak u plitku posudu
ispunjenu vodom. U sredinu sita na filtere polaze
se satno staklo. Nakon toga pripremamo ekstrakcij-
Slika 6. Suspenzija iz plastiéne posude 3 sku posudu u koju se ulijeva 100 mlvode. Suspen-
e T LT oYl Zija iz tri plasticne posude paZljivo se izlijeva preko
ekstrakcijsko sito (Foto: M. Zec) satnog stakla u ekstrakcijsko sito (Slika 6.). Posljed-
njih 200 - 300ml suspenzije treba dobro promijesati
i brzo izliti. Nakon toga vadi se satno staklo te se prati kako se sva voda izlijeva s filtera.
Podize se ekstrakcijsko sito i polaze ga se u vlaznu ekstrakcijsku posudu. Ona se moze
prekriti poklopcem ako postoji mogucnost isparavanja te isusivanja filtera, odnosno vode
iz posude. Suspenzija iz ekstrakcijske posude nakon 24 do 48 sati izlije se u ¢asu i uzorak
je spreman za nematolosku analizu.

Slika 5. Suspenzija iz posude 1 u posudu 2
kroz sito od 1000 i 500 um (Foto: M. Zec)
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Grafikon 1. Brojnost nematoda u uzorcima koji su Grafikon 2. Ukupna brojnost izdvojenih
stajali 24 sata i u uzorcima koji su stajali 48 sati nematoda

Nakon obavljenog izdvajanja nematoda iz tla, slijedi njihovo prebrojavanje. Po mogu¢-
nosti, prebrojavanje je najbolje obaviti neposredno nakon izdvajanja nematoda. U suprot-
nom, moze do¢i do razvoja gljivica ili bakterija u suspenziji te se broj nematoda moze
smanijiti radi ugibanja. Ako prebrojavanje nije moguc¢e odmah nakon izdvajanja nema-
toda, suspenzije je najbolje spremiti u hladnjak na temperaturu +4°C. Prebrojavanje se
obavlja pomocu mikroskopa. Koristi se iscrtana Petrijeva posuda ili Thoma-ova komora.

Rezultati i rasprava

Uzorci tla analizirani su pomocu Seinhorstove metode boca, Cobove metode sita te
Baermannove metode lijevaka. Navedene tri metode usporedene su da bi se odredila nji-
hova ucinkovitost prema dobivenom broju nematoda iz uzoraka tla. Izdvojene nematode
prebrojavane su u dva navrata, u uzorcima koji su stajali 24 sata te onima koji su stajali 48
sati.

Baermanovom metodom lijevaka dobili su se najcis¢i uzorci. Nakon 24 sata broj nema-
toda bio je 463 jedinke. Nakon 48 sati broj nematoda nije se znacajnije promijenio. U
uzorku su izbrojane 472 nematode. Seinhorstovom metodom boca taj broj je 46% maniji,
tj. 251 jedinka, nego kod prethodne metode nakon vremena od 24 sata. Broj nematoda je
znacajnije porastao nakon 48 sati, izbrojano je 644 nematode. Treba napomenuti kako su
uzorci dobiveni takvim oblikom izdvajanja bili relativno cisti.

Za razliku od prva dva pokusa, uzorci dobiveni Cobbovom metodom sita bili su puni
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necistoca. Broj nematoda dobivenih tom metodom nakon 24 sata bio je 194 jedinke. Broj
nematoda porastao je nakon 48 sati na 520 jedinki. Postoji mogucnost kako je i u uzorku
nakon 24 sata bio veci broj nematoda, medutim zbog prljavitine se nisu mogle uociti.
Nakon 48 sati doslo je do talozenja Cestica tla pa je prebrojavanje bilo lakse (Grafikon 1.).

Ukupna brojnost izdvojenih nematoda Cobbovom metodom sita u uzorku pregleda-
nom nakon 24 sata te u onom pregledanom nakon 48 sati bila je 714 nematoda. Seinhor-
stovom metodom boca ukupna brojnost nematoda u oba uzorka (nakon 24 sata i nakon
48 sati) bila je 895 jedinki, dok je najvise nematoda izbrojano u uzorcima dobivenim Baer-
mannovom metodom lijevaka, 935 jedinki (Grafikon 2.).

Baermannova metoda se i ovdje istaknula kao najbolja metoda za kvantitativna
istrazivanja. Isto to naveli su Reuss i Funke, 1995, prilikom ispitivanja ucinkovitosti Baer-
mannove metode.

Kiritani i Matsuzaki, 1969., pretpostavili su da nematode postanu neaktivne ako se
duze vrijeme nalaze u vodi te njihov broj opada s viemenom. Za razliku od njihovih rezul-
tata, Baermannovom metodom nije doslo do opadanja brojnosti nematoda s viemenom,
tj. nakon 48 sati, ali isto tako nije doslo ni do znacajnijeg porasta brojnosti. Upravo zbog
toga moze se potvrditi pretpostavka kako su nematode postale zaista neaktivne kroz
odredeno vremensko razdoblje.

Cobb je 1918. predlozio kombinaciju metode sita i Baermannove metode. Rezultatima
dobivenim ovim istraZivanjem moze se potvrditi ta pretpostavka s obzirom na cistoc¢u
uzoraka dobivenih metodom lijevaka. Usporedujuc¢i navedene dvije metode, moze se
zakljuciti kako je puno uspjesnija Baermannova metoda, ¢ime se potvrduju i zakljucci
Saunders i All, 1982.

Flegg, 1967., dolazi do zaklju¢aka kako vrijeme i temperatura imaju utjecaj na izdvaja-
nje nematoda Cobbovom metodom sita. Prilikom ovog istrazivanja, temperatura nije bila
jedan od pratecih parametara, ali vrijeme se pokazalo kao bitan ¢imbenik. Nakon 48 sati
u uzorcima je broj nematoda gotovo tri puta porastao.

Kvantitativnu ucinkovitost Cobbove metode proucavao je Townshend, 1967. Pretpo-
stavio je kako na ucinkovitost metode utjece tip tla. To se moze potvrditi i ovim istraZiva-
njem. Zbog glinenog tipa tla, doslo je do teZeg izdvajanja i manje brojnosti nematoda.
Tlo je odigralo ulogu i u Cisto¢i samog uzorka jer je zbog previse zaostalih Cestica tla bilo
onemoguceno lako prebrojavanje te postoji moguénost kako je broj nematoda u uzorku
i znatno vedi.

Analizom ukupne brojnosti nematoda moze se pretpostaviti kako su sve metode
imale pribliZzno sli¢nu ucinkovitost izdvajanja nematoda. Sli¢an broj nematoda u svojim
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istrazivanjima dobili su 1976., Harrison i Green.

Persmark i sur. ,1992., suprotno tome zaklju¢uju kako se najucinkovitija metoda za
slobodnozivu¢e nematode pokazala Seinhorstova metoda boca, dok je najmanji broj
endoparazitskih nematoda dobiven Cobbovom metodom. Ovim se radom moze potvr-
diti kako je brojnost nematoda bila priblizna, ali da se najlosijom od navedene tri metode
pokazala zaista Cobbova metoda sita.

Najveca brojnost dobila se metodom lijevaka, a najmanja metodom sita. Nagy, 1996.,
navodi kako je u usporedbi ove tri metode, metoda boca dala znatno vise rezultata u
odnosu na metodu sita te iznosi kako su najlosiji rezultati dobiveni upravo metodom lije-
vaka. Nasuprot njegovim rezultatima, brojnost je bila priblizna, ali ipak se najlosije poka-
zala metoda sita.

Zakljucci

Cilj ovog rada bio je usporediti brojnost nematoda u uzorku nakon izdvajanja nema-
toda metodom boca (Seinhorst, 1956.), metodom sita (Cobb, 1918.) te metodom lijevka
(Baermann, 1917.), brojnost je odredivana nakon 24 sata te nakon 48 sati. Takoder utvrdilo
se i koja metoda je najucinkovitija te kojom se dobio naj¢isci uzorak.

Najveca brojnost izdvojenih nematoda nakon 48 sati — 644 nematode Seinhorstovom
metodom boca.

Najveca brojnost izdvojenih nematoda nakon 24 sata - 463 nematode Baermanno-
vom metodom lijevka.

Najcisci uzorci - Baermannova metoda lijevka.
Uzorci puni necistoca - Cobbova metoda sita.

Vrijeme se pokazalo kao vazan ¢imbenik kod odredivanja brojnosti nematoda meto-
dom sita i metodom boca.

Ucinkovitost izdvajanja priblizna je kod metode boca te metode lijevaka.

Metoda sita pokazala se prili¢cno neucinkovitom i slozenom.

Najjednostavnija, najbrza (24 sata) i u¢inkovita - Baermannova metoda lijevka.
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scientific study
Comparison of efficiency of different methods of extracting
nematodes from the soil

Summary
The goal of this research was to determine which method of extracting nematodes is the most efficient
and which one enables the cleanest sample. The goal was also to determine which method is best for
obtaining the highest number of nematodes after 24 and 48 hours. ~ Samples were collected in the field
of 1700 m2, where potato was previously cultivated. The sampling was performed on March 21, 2011 in
the area of Nasice. A total of six samples was collected and analyzed. The extraction of nematodes from
the soil was performed on Faculty of Agriculture in Osijek, Department for Plant Protection, Chair for Ento-
mology and Nematology by three methods: Seinhorst’s bottle method (Seinhorst, 1956), Cobb’s sieving
method (Cobb, 1918) and Baermann’s funnel method (Baermann, 1917).
Baermann’s sieving method obtained the cleanest samples. After 24 hours the count of nematodes was
463 individuals. After 48 hours the count of nematodes did not change significantly. There were 472 nema-
todes. In Seinhorst’s bottle method, that count amounts 251 individuals after 24 hours. The count of nema-
todes significantly increased after 48 hours and it was 644 nematodes. Dirty samples were obtained by
Cobb’s sieving method. The count of nematodes in the last experiment was 194 individuals after 24 hours,
and the count increased to 520 individuals after 48 hours. The total number of extracted nematodes by the
sieving method was 714, by the bottle method it was 895 and by the funnel method it was 935 individuals.
It can be concluded that the cleanest samples were obtained by Baermann’s funnel method. Cobb’s sieving
method has shown itself to be quite inefficient and complicated. It has been proved that time of extraction
affects the number of nematodes, and soil humidity and kind of soil affect the extraction. Baermann’s
funnel method has shown itself to be the simplest, fastest (24 hours) and a very effective method.
Keywords: nematodes, extraction methods, bottle method, sieving method, funnel method
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