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Izvlecek

Na podlagi opravljenih analiz vzorcev zemlje odvzete v 1. 2016 in 2017 na razli¢nih lokacijah in
v razlicnih habitatih, kjer Zivijo polZi, z izolacijo celotne populacije ogor€ic iz zemlje ter
molekularno bioloskih testom na osnovi PCR v realnem ¢asu nismo potrdili prisotnosti ogor¢ic
vrste Phasmarhabditis hermaphrodita v analiziranih vzorcih.

Klju¢ne besede
Polzi, bioti¢no zatiranje, parazitske ogor€ice polZev, nematode, Phasmarhabditis hermaphrodita,
kopenski polZzi, polzi lazarji, polzi slinarji, Spanski lazar, Arion lusitanicus.

Uvod

PolZi v zadnjih letih povzrocajo Cedalje vecjo Skodo v kmetijski rastlinski proizvodnji. Zaradi
omejevanja rabe pesticidov kot je metaldehid (limacid), je postalo nujno iskanje novih, za okolje
varnejsih pristopov zatiranja polZev. Za enega od uspeSnih nacinov biotiCnega zatiranja polzev se
je v tujini Ze izkazala uporaba parazitskih ogorCic Phasmarhabditis hermaphrodita. Vrsta P.
hermaphrodita parazitira in ubije veC vrst golih polzev. Deluje tudi na invazivno vrsto polza
Spanski lazar (Arion lusitanicus), vendar samo na mlade polZe Spanskega lazarja. Obstajata dva
komercialna pripravka na osnovi te ogorcice, ki se jih lahko uporablja v 15 Evropskih v drzavah.
V Sloveniji teh pripravkov zaenkrat ni mogocCe uporabljati, saj je omenjena ogorcica trenutno
uvr§ena na seznam tujerodnih vrst koristnih organizmov (Pravilniku o biotiénem varstvu
rastlin).

Kmetijski institut Slovenije, 2018 Stran 1



Lov okuZenih polZev je zelo tezak; potrebno bi bilo presejati zemljo in iz nje izlo€iti umirajoce
polze, v zdravih polzih, ki jih najdemo na povrSini pa je verjetnost detekcije P. hermaphrodita
zelo majhna. Zato smo namesto ekstrakcije ogorcic iz polzev pristopili k iskanju ogorcic vrste P.
hermaphrodita v vzorcih same zemlje, torej substrata, kjer polZzi in ogorCice Zivijo. Zdruzba
ogorcic v zemlji je zelo velika in raznolika; tipi¢na obdelovalna tla vsebujejo preko 20 ogorcic/g
suhe teZe. Ker so ogor¢ice morfolosko zelo podobne in ker je v zemlji prisotna samo stopnja
licinke P. hermaphrodita, ki Se nima reproduktivnih struktur, ki jih navadno uporabljamo kot
znake v diagnostiki, je za identifikacijo ogorCic P. hermaphrodita iz vzorcev zemlje
najprimernejsa molekularno-bioloska metoda, ki dolo¢i vrsto na osnovi specificne molekule
DNA (MacMillan in sod., 2006) in jo rutinsko izvajamo v nematoloSkem laboratoriju
Kmetijskega instituta Slovenije (KIS) od 1. 2012. S pomoc¢jo opisane metode lahko vrsto P.
hermaphrodita lo¢imo od ostalih vrst ogorcic vklju¢no z morfolosko identi¢no vrsto P.
neopapillosa. Ti dve vrsti lahko med seboj lo¢imo samo po Stevilu samcev v populaciji. Pri vrsti
P. hermaphrodita so samci zelo redki. V preiskovanem vzorcu pa lahko z opisano molekularno
metodo zanesljivo dolo¢imo prisotnost Ze ene same li¢inke ogorcic vrste P. hermaphrodita, Kar je
Se ena prednost pred iskanjem vrste P. hermaphrodita v mrtvih polZzih.

Metode

Vzor¢ili smo zemljo z razli€nih geografskih lokacij v Sloveniji in razli¢nih habitatov, kjer se
polzi pogosteje pojavljajo. Posamezen talni vzorec je zajemal 200 cm’ zemlje. ProstoZivede
ogorcice smo iz vzorcev zemlje izlocili po metodi Baermannovega sistema ekstrakcije, ki temelji
na aktivnem gibanju ogorc¢ic. Vzorce zemlje smo suspendirali v vodi in celotno vsebino prelili na
50 pm sita, ki zadrZijo ogor€ice. Vsebino sit smo izprali ter postavili na Baermannov lijak, kjer
so se zZive ogorcice zbrale v 10 ml vode. S cetrifugiranjem smo ogorcice zbrali v cca. 100 ul
vode. Iz te suspenzije smo izolirali DNA vseh ekstahiranih ogorCic iz zemlje s pomocjo
avtomatizirane izolacije DNA s pomoc¢jo robota KinngFisher mL in komercialnega kompleta
kemikalij za izolacijo DNA: Wizard Magnetic DNA Purification System for Food kit
proizvajalca Promega. UspeSnost ekstrakcije ogor¢ic smo potrdili pod stereomikroskopsko lupo
(vidne ogorcice). UspesSnost izolacije DNA smo testirali z metodo, ki pomnozi DNA odsek
katerekoli vrste iz debla Nematoda (komercialni komplet Nematode DNA identification &
detection: Scope: All nematode species, ‘non-specific, general nematode DNA’, proizvajalec
ClearDetections). Prisotnost ogorcic vrste P. hermaphrodita smo dolocili z molekularno metodo
na osnovi PCR v realnem casu; s TagMan kemijo v preiskovanem vzorcu dolo¢imo prisotnost
ogorCic P. hermaphrodita s pomocjo pomnoZevanja predela 18S rDNA (MacMillan in sod.,
2006).
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Rezultati

Analizirali smo 24 vzorcev zemlje zbranih v 1. 2016 in 2017 iz razli¢nih geografskih lokacij in
razli¢nih habitatov, kjer se polzi pogosteje pojavljajo (travnik, vrt, njiva, gozd, gozdni rob, recni
breg, brezina potoka, vinograd, hmeljisce). Z ekstrakcijo smo iz vzorcev izloc€ili vse prostoZivece
ogorcice v zbranih vzorcih. Iz vzorcev zemlje smo uspeSno izlocili ogorcice in uspesno izolirali
njihovo DNA. Prisotnost ogor¢icogorcic vrste P. hermaphrodita smo preverjali z molekularno
metodo na osnovi PCR v realnem ¢asu. Vrsta P. hermaphrodita ni bila prisotna v nobenem od 24
testiranih vzorcev.

Diskusija in zakljucki

Leta 1993 je Michael Wilson patentiral uporabo ogor€ic iz rodu Phasmarhabditis (vrsta P.
hermaphrodita) za zatiranje gospodarsko pomembnih polzev (Laznik in Trdan 2009). Pripravek
so patentirali pod uradnim imenom Nemaslug®, na Britanskem trziS¢u ga je moc¢ kupiti Ze od 1.
1994 (Laznik in Trdan 2009).0d tam se je uporaba razsirila tudi v druge evropske drzave.

Na globalnem trgu obstajata dva komercialna pripravka Phasmarhabditis-System (Biobest,
Belgija) in Nemaslug (BASF International). Pripravka sta na voljo za uporabo v sledecih
evropskih drzavah: Belgija, Ceska, Danska, Finska, Francija, Irska, Italija, Nemcija, Nizozemska,
Norveska, Poljska, §panija, Svedska, Svica in Velika Britanija (Bio-Pesticide Database; EPPO;
Rae in sod., 2007). P. hermaphrodita so uspe$no uporabili v Stevilnih poljskih poskusih in
razlinih Evropskih drzavah, vklju¢no z Veliko Britanijo, Hrvasko, Francijo, Nizozemsko,
Spanijo in Svico. Uspesni testi uginkovitosti so bili opravljeni tudi v Cilu in ZDA (Rae in sod.,
2009).

V Sloveniji teh pripravkov ni mogoce uporabljati, saj je omenjena vrsta ogorcic uvrS¢ena na
seznam tujerodnih vrst koristnih organizmov (Pravilnik o bioticnem varstvu rastlin). S to
raziskavo smo poskusali dognati, ali je vrsta P. hermaphrodita naravno prisotna tudi v Sloveniji.
Vrsta P. hermaphrodita ni bila prisotna v nobenem od vzorcev testiranih v tej raziskavi. Sele
takSna potrditev bi glede na trenutno veljavno zakonodajo omogocila registracijo pripravkov za
zatiranje polZev na osnovi te vrste parazitske ogorcice polzev v Sloveniji.
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