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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Martine Sipek, naslova:

Usporedba morfoloske i genetske identifikacije liinki vrsta roda Agriotes

Zi¢njaci roda Agriotes su polifagni $tetnici i dokazano je da postoje razlike u $tetnosti vrsta. Cilj
ovog istrazivanja je bio determinirati licinke pet najstetnijih vrsta (Agriotes brevis Candeze,
Agriotes lineatus Linnaeus, Agriotes obscurus Linnaeus, Agriotes sputator Linnaeus i Agriotes
ustulatus Schaller) na temelju morfologije i na temelju genetske analize DNA, te utvrditi
pouzdanost korisStenih metoda identifikacije. U istraZivanju od 2009. do 2011. godine na
podrucju sredisnje Hrvatske, prikupljeno je ukupno 191 jedinka, koje su identificirane pomocu
morfoloskih klju¢eva i molekularnom analizom njihovih genoma. Iz dobivenih rezultata
izrazena je dominantnost pojedine vrste, te pouzdanost metoda identifikacije. Utvrdeno je da
je pogreska morfoloske identifikacije 31,94%, zbog velike sli¢nosti izmedu vrsta. Molekularna
identifikacija je do vrste uspjeSno provedena za sve jedinke, ¢ime je dokazana njezina
pouzdanost. Prema brojnosti i dominantnosti, najzastupljenije su vrste A. brevis, i A. sputator
(eudominantne). Vrste A. lineatus i A. ustulatus su zastupljene u manjem broju
(subdominantne), a vrsta A. obscurus nije utvrdena. Statistickom analizom utvrdeno je da
nema signifikantnih razlika izmedu dobivenih rezultata, sto upucuje da postotak pogreske
morfoloske identifikacije nije znacajan. Prema dobivenim rezultatima sugerirano je
kombinirano koristenje morfoloske i molekularne identifikacije za potpuno razlikovanje vrsta
Zi¢njaka, u svrhu odrzivog razvoja poljoprivredne proizvodnje i u skladu sa odrZivom zastitom

bilja.

Kljuéne rijeéi: Zi¢njaci, Agriotes, molekularna identifikacija, morfologka identifikacija.



Summary

Of the master’s thesis — student Martina Sipek, entitled:

Comparison of morphological and molecular identification of larvae of genus Agriotes

The wireworms of the genus Agriotes are polyphagous pests and it is proven that there are
differences in damage caused by different species. The aim of this study was to determine the
larvae of the five most common species (Agriotes brevis Candeze, Agriotes lineatus Linnaeus,
Agriotes obscurus Linnaeus, Agriotes sputator Linnaeus i Agriotes ustulatus Schaller) based on
morphology and genetic DNA analysis and to determine the reliability of the identification
methods. In the 2009-2011 research in Central Croatian area, a total of 191 individuals were
collected and identified by morphological keys and molecular analysis of their genomes. From
the results obtained, the dominance of a particular species and the reliability of the
identification method was expressed. It was found that the error of morphological
identification was 31.94% due to the great similarity between the species. Molecular
identification was successfully performed for all individuals, proving its reliability. According
to the dominance level, the most common species is A. brevis, and A. sputator (eudominant).
Species A. lineatus and A. ustulatus are less represented (subdominant), and species A.
obscurus was not found. Statistical analysis found that there were no significant differences
between the obtained results, indicating that the error in morphological identification was not
significant. According to the results, the combined use of morphological and molecular
identification is suggested for the complete differentiation of the wireworms, for the purpose

of sustainable agricultural production and in accordance with the sustainable plant protection.

Keywords:  Wireworms, Agriotes, morphological identification, molecular identification.



1. UVOD

Klisnjaci su odrasli oblici kornjasa iz reda Coleoptera, porodice Elateridae. Njihove li¢inke zbog
svog izgleda nazivaju se Zi¢njaci ili drotari. Nastanjuju razlic¢ita stanista u svijetu ukljucujudi
pasnjake, oranice i sumsko tlo (Camprag, 1997). Odrasli oblici ne uzrokuju gospodarski vazne
Stete, ali njihova prisutnost indikator je njihovih lic¢inki u tlu (Sufyan, 2012). Li¢inke odredenih
rodova su polifagni Stetnici i mogu pricinjavati velike gospodarske Stete raznih poljoprivrednih
kultura. Vedi dio Zivota provode u tlu, glavninu Steta pricinjavaju u proljece, hranedéi se
korijenjem biljaka i siemenkama, ¢ime prorjeduju sklop, smanjuju prinos i kakvo¢u proizvoda.
Velike Stete mogu dovesti do potrebe presijavanja dijelaiili cijele povrsine usjeva (Bazok, 2006.;

Cosié i sur., 2008).

U svijetu razlikujemo oko 400 rodova i 9 000 vrsta unutar porodice Elateridae (Lawrence i
Newton, 1995), dok su u Hrvatskoj Cacija i sur. (2011) utvrdili 60 razli¢itih rodova. U centralnoj
Europi ima oko 150 vrsta od gospodarske vaznosti (Furlan i Toth, 1999). Za nase klimatske
uvijete je najstetniji rod Agriotes Eschscholtz (BaZok, 2006; Maceljski, 2002), u Europi se moze
izdvojiti 8 najznacajnijih vrsta navedenog roda, od kojih se 5 vrsta smatra Stetnima u Zapadnoj
Hrvatskoj (Bazok i Igrc Barci¢, 2010). Najzastupljenije i najznacajnije vrste roda Agriotes su:
Agriotes brevis Candeze, Agriotes lineatus Linnaeus, Agriotes obscurus Linnaeus, Agriotes

sputator Linnaeus i Agriotes ustulatus Schaller (Maceljski, 2002).

Zi¢njake prema Zzivotnom ciklusu dijelimo u dvije skupine. Prvu skupinu &ine vrste kojima
prezimljavaju i li¢éinka i odrasli oblik (A. brevis, A. lineatus, A. sputator i A. obscurus), a u drugu
skupinu spada A. ustulatus kojem je prezimljujuci oblik iskljucivo li¢inka (Bazok, 2006). Razvoj
prve skupine traje 3-4 godine, odnosno proteze se kroz 4-5 kalendarskih godina, dok razvoj
druge skupine traje dvije godine, odnosno prolazi kroz tri kalendarske godine Sto vrstu A.

ustulatus zbog kraceg razvojnog ciklusa ¢ini jednom od najstetnijih vrsta (Maceljski, 2002).

Suzbijanje Zi¢njaka nije mogucée uspjesno provoditi kurativno (nakon napada), nego je
potrebno preventivno suzbijanje (Bazok, 2006), zbog toga je vrlo bitna gustoc¢a populacije,
odnosno prognoza napada. Sve Agriotes vrste u proslosti su tretirane kao jedna, a odredivanje
zastupljenosti pojedinih vrsta roda Agriotes u novije se vrijeme provodi uz pomoé feromonskih

mamaca koji love odrasle muzZjake pomocu selektivnih feromona ekstrahiranih iz Zenki
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najstetnijih Europskih vrsta klisnjaka (Furlan i Toth, 1999; Furlan, 2005; Sufyan i sur.,2013).
Lic¢inke, Zicnjaci, najcesSce se prate i sakupljaju metodom pregleda tla i metodom ukopavanja

zrnatih mamaca (Bazok, 2007).

Determinacija rodova i vrsta Zi¢njaka moze se provoditi morfoloski i molekularno (genetski).
Licinke pojedinih rodova jednostavno je razlikovati na temelju morfoloskih osobina uz pomo¢
brojnih kljuceva (Klausnitzer, 1994), pri ¢emu su vrste roda Agriotes uglavnhom grupirane
zajedno. Morfoloska determinacija Zicnjaka unutar roda Agriotes vrlo je zahtjevna i ve¢inom
se sa sigurnoscu razlikuju samo odrasli oblici (determinirani specificnim feromonima) prema
kojima odredujemo zastupljenost vrsta, stoga je morfoloska identifikacija li¢inki provedena u
puno manjem opsegu (Bazok i Igrc Barci¢, 2010). Uvodenje molekularnih metoda,
molekularnih markera za determinaciju (Ellis i sur., 2009.; Staudacher i sur., 2011a) olaksalo je
identifikaciju vrsta roda Agriotes te je omogudilo precizno utvrdivanje zastupljenosti pojedinih

vrsta na odredenom podrudju.



2. CiLJ RADA

Dokazano je da postoje razlike u Stetnosti vrsta roda Agriotes (Furlan, 2011) pa je za uspjeSnu
prognozu Steta neophodno odrediti dominantnu vrstu licinke. Pri tome je vazno utvrditi
pouzdanu metodu identifikacije i postoje li razlike u pouzdanosti izmedu morfoloske i

genetske metode koje se koriste u svrhu identifikacije.

Cilj rada je determinirati licinke pet najsStetnijih vrsta roda Agriotes (A. brevis, A. lineatus, A.
obscurus, A. sputator , A. ustulatus), prikupljene na dvije lokacije, na temelju morfologije i na
temelju genetske analize DNA. Temeljem dobivenih podataka o sastavu vrsta utvrditi

pouzdanost koristenih metoda i razlike morfoloske i molekularne identifikacije.



3. PREGLED LITERATURE

3.1. Sistematika

Sistematska pripadnost roda Agriotes (Maceljski, 2002):
Koljeno: Arthropoda; Clankonosci

Razred: Hexapoda (Insecta); kukci

Red: Coleoptera; kornjasi, (tvrdokrilci)

Podred: Polyphaga

Superporodica: Elateroidea

Porodica: Elateridae

Podporodica: Elaterinae

Rod: Agriotes Eschscholtz

3.2. Rasprostranjenost

3.2.1. Porodica Elateridae

Prema sistematskoj pripadnosti porodica Elateridae ubraja se u red Coleoptera i najveca
je porodica unutar superporodice Elateroidea sa oko 400 rodova i 9 000 vrsta Sirom svijeta
i kontinuiranim otkrivanjem novih (Lawrence i Newton, 1995; Parker, 1994; Barsics i sur.,
2013). Od navedenih rodova i vrsta unutar porodice Elateridae izdvojeno je 12 rodova
svjetski poznatih kao gospodarski Stetnici (Ritter i Richter, 2013). U Europi opisano je 693
vrste svrstane u 89 rodova (Cate, 2007), od kojih je 150 vrsta izdvojeno kao gospodarski
znacajne (FurlaniToth, 1999), a na podrucju bivse Jugoslavije nadeno je priblizno 250 vrsta
(Camprag, 1997). U Hrvatskoj su Cacija i sur. (2011) utvrdili da porodica Elateridae
trenutno broji 176 vrsta unutar 60 rodova. Prevladavaju rodovi Agriotes, Melanotus,

Selatosomus, Athous, Limonius i Corymbites (Stankovié i Maceljski, 1973, cit, Ca¢ija, 2015),
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manje Stete u istoCnim dijelovima Hrvatske moze prouzrociti vrsta Selatosomus latus, a jos
mozemo naci: Melanotus brunnipes i Athous niger koji su prvenstveno predatori. Za nase
prostore i klimatske uvijete najstetniji je rod Agriotes zastupljen od 88% do 98%, pa i do

100% u ukupnoj fauni Ziénjaka (Maceljski, 2002).

3.2.2. Rod Agriotes

Rod Agriotes ubraja se u porodicu Elateridae, red Coleoptera. Ziénjaci roda Agriotes jedni
su od svjetski najrasprostranjenijih i najopasnijih gospodarskih Stetnika (Ritter i Richter,
2013). U svijetu je poznato 200 vrsta iz ovog roda, na prostoru palearkticke regije opisano
je 100 vrsta, a noviji rezultati ve¢ spominju 145 vrsta (Lobl i Smetana, 2007, cit. Ca¢ija,
2015). U Europi je ve¢inom 8 vrsta od velike gospodarske vaznosti, medutim postoje velike
razlike u njihovoj regionalnoj distribuciji (Furlan, 2005). Cate (2007) navodi da je na
podrucju Centralne Europe zabiljezeno 18 vrsta od c¢ega Furlan i Toth (2007) izdvajaju 9
znacajnih za poljoprivrednu proizvodnju: A. brevis, A. lineatus, A. litigiosus, A. obscurus, A.
proximus, A. rufipalpis, A. sordidus, A. sputator i A. ustulatus. Parker i Howard (2001) su u
Velikoj Britaniji utvrdili 60 vrsta i zakljucili da su za gospodarske Stete najodgovornije tri
vrste: A. lineatus, A. obscurus i A. sputator. U Njemackoj su takoder navedene iste tri vrste
kao gospodarski najznacajnije i najceSée povezane sa Stetama na razliCitim usjevima
(Burghause i Schmitt, 2011; Lehmhus i Niepold, 2015). U Hrvatskoj je trenutno nadeno 15
vrsta ovog roda (Cacija i sur., 2011), a najzastupljenije i gospodarski najznaajnije vrste su:
Agriotes brevis Candeze, Agriotes lineatus Linnaeus, Agriotes obscurus Linnaeus, Agriotes

sputator Linnaeus i Agriotes ustulatus Schaller (Maceljski, 2002).

3.3. Morfologija

Klisnjaci su kornjasi uska tijela tamne boje, dugacki najées¢e 7-15 mm. Pronotum je s obje
strane izduZen prema natrag (Maceljski, 2002). Duguljasti su i dorzoventralno spljosteni, a
glava im je ve¢inom tamnija od tijela. Ticala su obi¢no gradena od 11 ¢lanaka pilaste
strukture i imaju relativno kratke noge (Sufyan, 2012). Imaju fleksibilan zglob na bazi
pokrilja i dodatni nastavak na ¢lanku sa ventralne strane tijela koji ulazi u abdominalni dio,
odlika koju ima samo nekoliko vrsta kornjasa i omogucava im da pobjegnu od potencijalne

opasnosti. Kada klisnjak osjeti opasnost povlaci noge i pada na zemlju kako bi se sakrio
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medu lis¢éem i vegetacijom. Ovakav pad cCesto kornjasa moZe ostaviti na ledima, Sto
odgovara situaciji u kojoj su mnogi kukci bespomoéni. Klisnjaci tada iskoriste svoj
fleksibilan zglob da izviju tijelo, pa kraljeSnim nastavkom odskoce i tijelo naglo isprave uz
zvuk klika. Takav pokret baca kukca u zrak i ponovno na tlo, te ¢e ponavljati taj pokret sve
dok ne uspije sletjeti na noge (Sufyan, 2012). Prema tome S$to mogu brzo pobjeéi od
predatora i prema zvuku koji proizvedu za vrijeme tog pokreta u hrvatskom su jeziku dobili
ime klisnjaci, a na engleskom se ¢esto nazivaju: click beetles, snapping beetles i skipjacks.
Ponekad se nazivaju i proljetnim kukcima (spring beetles) jer odrasli oblici iz tla izlaze u

proljece (Barsics i sur., 2013).

Jaja klisnjaka su okruglasta do ovalna, sjajna, bijela do Zuékasta, veli¢ine od 0,4 do 0,8 mm
(Camprag, 1997). Prosje¢na $irina jaja je 0,48 mm, a povrsina im je glatka i ljepljiva, ¢esto
prekrivena sa zrncima zemlje (Sufyan i sur., 2014). Nalaze se u grozdastim nakupinama u
gornjim slojevima tla, dubina ovisi o vlaznosti tla. Vise nakupina moze biti jedna pored
druge (Furlan, 1996). Vedinom se nalaze na 2-3 cm dubine, 2 do 40 jaja po nakupini
razlicitih veli¢ina i oblika. ZadrZavaju istu boju i oblik sve do nekoliko sati prije izlaza liCinke.
Jaja se vedinom ne uspiju razviti ako se nalaze u suhom tlu (Sufyan i sur., 2014), jer
apsorbiraju vodu iz tla i povecavaju volumen 1,5 puta, stoga ukoliko nedostaje vlage ne

razvijaju se i ugibaju (Camprag, 1997).

Li¢inke klisnjaka (zi¢njaci, drotari) Zute su boje, uskog i izduzenog , tvrdog, segmentiranog
tijela. Narastu do 35 mm duljine i nalikuju na komadi¢ mjedene Zice po ¢emu su i dobili
ime (Maceljski, 2002). Kad se tek izlegu iz jaja licinke su bijele boje, duge 1.5 mm, a kako
rastu prelaze u zlatno Zutu boju. Imaju tri para kratkih nogu na prsnim ¢lancima odmah iza
crno smede glave sa usnim ustrojem za grizenje i Zvakanje (Anon, 1983, cit. Sufyan, 2012).
Li¢inkama roda Melanotus zadak zavrSava sa tri izrasline poput trozuba, a licinkama rodova
Selatosomus, Athous, Limonius i Corymbites zadak je racvast (Maceljski, 2002). Vrste
najrasirenijeg roda Agriotes imaju specificno suzeni zadnji abdominalni segment (deveti
abdominalni segment) sa dvije male tamne tocke na dorzalnoj strani po ¢emu se mogu

razlikovati od drugih rodova (Sufyan, 2012).

Kukuljica je slobodna (pupa libera), mlije¢no bijele boje i mijenja boju u Zuékastu nesto

prije izlaska odraslog oblika (Furlan, 1998).



Determinacija rodova i vrsta na temelju opisane morfologije koristi se dugi niz godina.
Odrasli oblici, klisnjaci, se lako identificiraju morfoloSkim klju¢evima prema boji, obliku i
veli¢ini (Klausnitzer, 1994; Traugott i sur., 2015). Li¢inke, Zi¢njaci, takoder se identificiraju
morfoloski razlikama na glavi ili zatku, ali je determinacija do vrste puno teZa zbog jako
velike slicnosti unutar roda (Staudacher i sur., 2011a; Ritter i Richter, 2013; Traugott i sur.,

2015).

3.4. Vrsteroda Agriotes

Na podrucju Europe Furlan i Toth (2007) izdvajaju 9 vrsta roda Agriotes koje su znacajne
za poljoprivrednu proizvodnju i gospodarski najstetnije: A. brevis, A. lineatus, A. litigiosus,
A. obscurus, A. proximus, A. rufipalpis, A. sordidus, A. sputator i A. ustulatus. Na podrucju
Hrvatske pronadeno je 15 vrsta: A. brevis, A. gallicus, A. infuscatus, A. lineatus, A. litigiosus,
A. medvedevi, A. modestus, A. obscurus, A. pallidulus, A. pilosellus, A. proximus, A.
rufipalpis, A. sordidus, A. sputator i A. ustulatus. Starija literatura naglasava 4 gospodarski
najstetnije vrste u Hrvatskoj: A. lineatus, A. obscurus, A. sputator i A. ustulatus (Kovacevi¢,
1960; Maceljski, 1975), dok je zbog svog Stetnog utjecaja u novije vrijeme dodana jos i
vrsta A. brevis (Maceljski, 2002; Bazok, 2007; Bazok i Igrc Barci¢, 2010), (slika 1.). Vrsta A.
rufipalpis jedna je od gospodarski Stetnih vrsta, ali u Hrvatskoj nije zastupljena u velikom

broju, dok u Madarskoj nanosi velike Stete (Maceljski, 2002).



A. lineatus

A. sputator

Slika 1. Najzastupljenije vrste roda Agriotes u Hrvatskoj (lzvor: http://www.elateridae.com/index.php)

Vrsta A. brevis je u novije vrijeme zastupljena na podrucju Republike Hrvatske, posebno u
sjeverozapadnom dijelu zemlje (Maceljski, 2002), dok je u Italiji gospodarski najznacajnija
vrsta Zi¢njaka i jedna od najznacajnijih u Europi (Toth i sur., 2002). Klisnjaci imaju tamno
smede tijelo sa crvenkastim rubom i nogama. Duljina tijela im je od 6 do 8 mm i po veliini su
manji od ostalih znacajnih vrsta. LiCinke narastu do 22 mm i preferiraju vlazna tla (Toth, 1984).
Za razvoj ove vrste potrebno je 3 do 4 godine, odnosno, 4-5 kalendarskih godina (Maceljski,

2002).

Odrasli klisnjaci A. lineatus su dugacki 8 do 10 mm i Siroki 2,5 do 3 mm. Tijelo im je tamno
Zuckasto smede boje, a glava tamnija sa Zuékastim dla¢icama. Ticala i noge su svijetlo smede i
imaju svjetlije smede pruge koje se spustaju paralelno po pokrilju (Sufyan, 2012). Lic¢inke
narastu od 25 do 27 mm duljine, a razvoj traje 3 do 4 godine, odnosno odvija se unutar 4-5
kalendarskih godina. Najvaznija je vrsta u sjeverozapadnoj Hrvatskoj, mjestimice je
zastupljena s viSe od 95% jedinki u populaciji Zicnjaka, a zbog higrofilnosti najcesée je u vlaznim

tlima rijecnih dolina (Maceljski, 2002).

Odrasli oblici A. obscurus su tamnosmede boje sa relativno velikim pronotumom, Sirim od
tijela, prekrivenim gustim rupicama (Sufyan, 2012). Pronotum je zaobljen na rubovima i
tamniji od ostatka tijela jer im je pokrilje prekriveno Zuckasto-sivim dlacicama sa laganim

paralelnim crtama tamnije smede boje. Ticala su im malo duza od glave i pronotuma (Sufyan
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i sur., 2014). Dugacki su od 8 do 10 mm i Siroki 2,5 do 3 mm (Sufyan, 2012), nemaju izrazen
spolni dimorfizam, Zenke su u prosjeku duze za 0,39 mm i Sire za 0,11 mm od muzjaka (Sufyan
i sur., 2014). Zi¢njaci narastu do 25 mm (Toth, 1984). U Hrvatskoj je ova vrsta mnogo manje
zastupljenaisli¢na je vrsti A. ustulatus, a za razvoj vrste su potrebne 4, odnosno 5 kalendarskih

godina (Maceljski, 2002).

Druga po brojnosti u Slavoniji i Baranji je vrsta A. sputator (Maceljski, 2002). Odrasli oblik je
nesto robusnijeg tijela, smede crvenkasti, sa malo tamnijim sjajnim pronotumom. Dugacki su
6 do 8,5 mm i 2 mm Siroki (Sufyan, 2012). Zi¢njaci narastu do 18,5mm, a cjelokupni razvoj vrste

traje 4 godine, odnosno 5 kalendarskih godina (Maceljski, 2002).

Imago vrste A. ustulatus je skoro crne boje, sa zuckasto smedim pokriljem, ticala i noge su
Zuckasto smede boje (Sufyan, 2012). ZabiljeZzen je polimorfizam u boji i veli¢ini ove vrste,
prema boji utvrdena su dva oblika: svijetli sa tamnom glavom i Zuto smedim pokriljem i tamni
sa kompletno crnim tijelom (Furlan, 1996). U istocnom dijelu Hrvatske dominantna je vrsta,
odrasli oblik dug je izmedu 8 i 11 mm, a li¢inke su 25 mm duljine (Maceljski, 2002). Najveca je
vrsta medu gospodarski najznacajnijim u Hrvatskoj (Toth, 1984). Li¢inke A. ustulatus mogu se
lako razlikovati od li¢inki drugih Agriotes vrsta. Na devetom abdominalnom segmentu, koji je
jacCe izduzen na kaudalnoj strani, imaju cekinje koje izlaze iz malih bradavica (Furlan, 1998).
Zenke su duZe i $ire od muZjaka i imaju kraca ticala (Furlan, 2006). Razvoj vrste traje samo dvije

godine, odnosno prolazi kroz tri kalendarske godine (Maceljski, 2002).

3.5. Biologija i ekologija

S obzirom na Zivotni ciklus, Zi¢njaci se se dijele u dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine vrste kojima
prezimljuju ili¢éinka i odrasli oblik. Imaju viSegodisnji razvoj u kojem prezimljuju li¢inke razlicitih
stadija te se kukulje. Odrasli krajem ljeta, pocetkom jeseni, izlaze iz kukuljice i ostaju u tlu na
prezimljenju, te u proljece izlaze iz tla. U ovu skupinu se ubrajaju A. brevis, A. lineatus, A.
obscurus i A. sputator. Drugu skupinu ¢ini vrsta A. ustulatus koja prezimljuje isklju¢ivo kao
licinka. Tijekom svibnja se kukulji i odrasli oblici izlaze krajem svibnja i u lipnju (Bazok, 2007).
Vrste kojima prezimljavaju odrasli oblici, imago Zivi nekoliko mjeseci i lijezu jaja kroz dugi
period, a vrste kojima odrasli oblik ne prezimljava Zive nekoliko dana i lijezu jaja puno krace

(Furlan, 2004).



Razvoj vrsta roda Agriotes proteze se kroz vise godina i razlikuje se izmedu vrsta (Barsics i sur.,
2013). Razvoj jedne generacije, ovisno o vrsti, traje od dvije do Cetiri godine, odnosno proteze
se od tri do pet kalendarskih godina (Maceljski, 2002; Bazok, 2007). Razvoj iste vrste, svakog
pojedinog stadija, ovisi i o vanjskim uvjetima, posebice o temperaturi, zbog kojih moze
vremenski varirati (Furlan, 1998; Maceljski, 2002; Furlan, 2004). Kao donji prag razvoja smatra
se 10°C, a optimalna temperatura za razvoj je 20°C. Suma efektivnih temperatura potrebna za
razvoj jaja je 200-300°C, za li¢éinke oko 3300°C, za kukuljice 120-130°C, a za potpuno

sazrijevanje odraslog oblika 200°C (Maceljski, 2002; prema bugarskim i ruskim autorima).

Zivotni ciklus i ponasanje navedenih 5 vrsta Zi¢njaka sli¢ni su. Pojava odraslih iz prve skupine
proteZe se od travnja do kraja kolovoza, a vrsta A. ustulatus pojavljuje se krajem svibnja do
kraja lipnja i po¢etkom srpnja (Bazok, 2006). Prvo se pojavljuju muZzjaci, pa onda Zenke, Zive
skrivenim nacinom Zivota i krecu se navecer, dok je dnevna aktivnhost manja zbog jaceg
intenziteta svijetla i vise temperature (Camprag, 1997). Od pocetka do kraja ljeta klisnjaci
odlazu jaja u povrsinski sloj tla, jedna Zenka moZe odlozZiti izmedu 70 i 500 jaja, a razvoj jajeta
traje 2-4 tjedna (Maceljski, 2002). Vrste prve skupine lijezu jaja u svibnju i pocetkom lipnja
(Miles, 1942), a A. ustulatus dostize vrhunac ovipozicije u srpnju i po¢etkom kolovoza (Furlan,
1996). UspjesSnost ovipozicije je puno veéa na vlainom tlu prekrivenom travom, nego na
suhom golom tlu jer jaja ugibaju ako nemaju dovoljno vlage, te vise tek izleglih li¢inki
prezivljava u tlu sa vegetacijskim pokrovom zbog bolje obrane od prirodnih neprijatelja,

povoljnog izvora hrane i dovoljno vlage (Gough i Evans, 1942; Parker i Howard, 2001).

Li¢inke se tijekom prve godine presvuku 2-5 puta i dostizu oko 5-6 mm, a u vrijeme prije i
poslije presvlacenja par dana miruju. Druge godine narastu 12-14 mm i tijelo im oévrsne
(Maceljski, 2002). Li¢inke prolaze od 8 do 14 razvojnih stadija ovisno o vrsti i klimatskim
uvjetima (Sufyan, 2012). Tijekom cijelog razvoja, ako su uvjeti u tlu povoljni Zi¢njaci ostaju u
gornjih 12 cm tla (Miles, 1942) i vrlo malo se kre¢u sa mjesta gdje su se izlegli ukoliko imaju

dovoljno hrane i vlage (Hemerik i sur., 2003).

Licinke za vrijeme viSegodiSnjeg razvoja migriraju horizontalno i vertikalno. Vertikalnu
migraciju uvjetuje potreba za vlaznijim horizontima i za viSom temperaturom, pa se stoga i
ljeti i zimi spustaju dublje u tlo (Maceljski, 2002; Jung i sur., 2012). Dubina na kojoj ¢e se naci

licinke ovisi prvenstveno o klimatskim uvjetima u kasnu jesen, zimu i proljece, te o vlaznosti
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tla u ostatku godine. Mogu biti na dubini oko 60 cm preko zime i do 20 cm u proljece (Furlan,
1998). Horizontalne migracije izazvane su potragom za hranom. Li¢inke u tlu osjecaju vrlo
niske koncentracije ugljikovog dioksida u tlu koji luci korijenje biljaka i dnevno mogu prijeci

desetak centimetara (Maceljski, 2002).

Kukuljenje se zbiva u tlu i traje 2-4 tjedna (Maceljski, 2002). Veéina posljednjih stadija
preobraze se u kukuljice, pa u odrasle oblike preko ljeta. Kukulje se u tlu do dubine od 30 cm i
vecinom ostaju u tlu do proljeca ili izlaze u ranu jesen ukoliko odrasli ne prezimljuje (Furlan,

2004).

Tocne informacije o Zivotnom ciklusu razli¢itih vrsta dobivaju se razli¢itim istraZivanjima u
odgovarajuc¢im laboratorijskim uvjetima u kavezima koji oponasaju prirodne uvjete u polju

(Furlan, 1996; 1998; 2004).

3.6. Gospodarski znacajne biljke domacini, ishrana i Stete

Zi¢njaci su polifagni zemljidni Stetnici kulturnog bilja koji predstavljaju veliku prijetnju
gospodarski vaznim kulturama diljem svijeta (Toth, 1984; Furlan, 2004; Parker i Howard, 2001;
Cosié i sur., 2008). Prvenstveno su sve vrste fitofagne, tip hrane utjeée na njihov razvoj jer
mlade li¢inke trebaju Zivo bilje da bi rasle i razvijale se (Furlan, 1998). Osim Zivih biljaka hrane
se i organskom tvari, te Zivotinjama. Traugott i sur. (2008) u svom istrazivanju naglasavaju da
se 10% populacije vrste A. obscurus hrani Zivotinjskim plijenom. ZabiljeZzena je i pojava
kanibalizma na podrucjima gdje je velika gustoc¢a populacije licinki, a hrane nedostaje (Furlan,
1998). Unatoc izuzetcima, Zivi biljni materijal glavna je i osnovna hrana Zi¢njaka u njihovom

razvoju i ne moze se zamijeniti organskom tvari ili Zivotinjskim plijenom (Barsic i sur., 2013).

Zi¢njaci predstavljaju veliki problem u proizvodnji ratarskih i ostalih kultura. Najveéa $teta koju
uzrokuju je prorjedivanje biljnog sklopa ishranom podzemnim organima biljke (Maceljski,
2002; Cosié i sur., 2008). Hrane se kadom u koju pretvaraju korijenje i druge podzemne biljne
organe (Maceljski, 2002). Mogu ostetiti sjeme, tek proklijale biljke i korjenci¢e mladih biljaka.
Osjetljivost usjeva na napad Zi¢njaka je vrlo varijabilna i ovisi o vrsti biljke i stadiju rasta i
razvoja, te o fazi u kojoj se nalaze li¢inke (Furlan, 2004). Kritican period za biljke je vrijeme
klijanja kada se licinke ubusuju u naklijalo sjeme ili se hrane podzemnim dijelovima biljke, pa

ostaju velike pljesine na poljima i zakrzljale biljke koje zaostaju u razvoju (Cosi¢ i sur., 2008).
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Najvece Stete nanose usjevima rijetkog sklopa. NajugroZeniji usjevi su kukuruz, Se¢erna repa i
suncokret, zatim duhan, krumpir i povrée. Napadaju gomolje krumpira, korijen mrkve i repe,
katkad i samo sjeme kukuruza (Maceljski, 2002). Uz to Miles (1942) navodi da mogu
prouzrociti velike Stete na vocu kao Sto su jagode, a Bohm i sur. (2008) posebice izdvajaju
povrée kojem je ekonomski vazan dio ispod zemlje (mrkva, celer i cikla) sa naglaskom
pojacanog napada na podrucjima ekoloske proizvodnje povrca. Kod jakog napada zabiljezene
su ivelike Stete na strnim Zitaricama ko $to su psSenica, jecam, riza i zob (Maceljski, 2002; Reddy
i Tangtrakulwanich, 2014). Zbog njihove polifagnosti, povecana kultivacija usjeva, prvenstveno
uniStavanje korova, uzrokuje jo$ ja¢i napad na samu kulturu, ponajvise kod kukuruza i
krumpira (Parker i Howard, 2001). ViSe Zi¢njaka na jednoj biljci mogu potpuno unistiti biljku

Secerne repe s 4-6 pari listova ili kukuruz visok pedesetak centimetara (Maceljski, 2002).

Svaki stadij li¢inke Zi¢njaka prolazi kroz tri faze : faza uévrséivanja mandibula, faza hranjenja i
faza pred presviacenje. U fazi ucvrsc¢ivanja mandibula (8-12% ukupnog vremena razvoja)
licinka se ne hrani, kao niti u fazi pred presvlacenje (71% ukupnog vremena razvoja) kada samo
apsorbira vodu i priprema se za prelazak u idudi stadij (Furlan, 1998). Intenzivna faza hranjenja
traje razlicito kod razli¢itih vrsta. Kod A. ustulatus traje manje od 20% ukupnog razvojnog
vremena, dok kod A. obscurus 29% ukupnog razvojnog vremena (Furlan, 1998; Evans i Gough,
2008). Stoga zi¢njaci generalno imaju dva intenzivna aktivna perioda u godini u kojima moze
dodi do ozbiljnih oStecenja usjeva u razli¢itim slojevima tla, ovisno o vlaznosti tla i temperaturi.
To su razdoblja od oZujka do svibnja, te od rujna do listopada (Parker i Howard, 2001; Barsics
i sur., 2013). Na podrucjima sa blagom klimom napad na usjeve moZze trajati i cijelu godinu,
¢ak i preko zime (Barsics i sur., 2013). Mladi Zi¢njaci, kraéi od 5mm ne smatraju se opasnima
jer ne mogu nanijeti gospodarski znacajne Stete (Parker i Howard, 2001). Druge godine razvoja
najvece Stete rade li¢inke koje se u tre¢oj godini preobraze u odrasle oblike (A. ustulatus), A.
lineatus li¢éinke nanose Stete i tre¢e godine razvoja, a li¢éinke A sputator Stete pune tri godine
(Maceljski, 2002). Lic¢inke pri nedostatku hrane imaju i mogucénost gladovanja koja se povecava
sa staroséu licinke. Zadnji stadiji mogu prezivjeti i do jednu godinu bez hrane na temperaturi

od 20°C (Furlan, 2004).

Prema Staudacher i sur. (2011b) moglo bi se utvrditi postoje li odredeni uzorci u preferencama
Zi¢njaka i u izboru hrane preko detekcije DNA biljke u zemljiSnim Stetnicima temeljenoj na PCR

metodi. Ipak, zbog njihove polifagnosti, licinke ne rade veée razlike izmedu biljaka ¢ijim se
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korijenjem hrane pa tako ostecuju stotine vrsta kulturnih i korovskih biljaka (Maceljski, 2002).
Unatoc¢ misljenju da razli¢ita biljna prehrana moZe utjecati na razvoj li¢inki, Furlan (1998) u
svom istrazivanju sa 8 razlicitih vrsta usjeva utvrduje da nema statisti¢ki znacajne razlike

izmedu razvoja li¢inki na razli¢itoj ishrani.

3.7. Metode prognoze pojave i suzbijanje

Unatoc velikim razlikama u biologiji, Stetnosti, moguce i u otpornosti na razli¢ite mjere zastite,
izmedu pojedinih vrsta Zi¢njaka, Maceljski (2002) navodi da se podaci o Stetnosti, pragovi
odluke i/ili mjere zastite jos uvijek odnose na sve Zi¢njake, ne na pojedine vrste. Glavni je
razlog nedostatak saznanja i dokaza koji bi dovoljno uputili na razlike u otpornosti na mjere
zastite i insekticide izmedu pojedinih vrsta. Proces implementacije integrirane zastite od ovih
Stetnika je zbog nepoznavanja pojedinih vrsta vrlo znacajan predmet istrazivanja u Europi
zadnjih 20 godina, s ciljiem dobivanja novih informacija i kreiranja jo$ toc¢nijeg plana za

implementaciju integrirane strategije u buduénosti (Furlan, 2005).

Najvazniji korak u suzbijanju Zi¢njaka temelji se na preventivnim metodama utvrdivanja
brojnosti Zicnjaka prije sjetve (ili sadnje). Kako bi se donijela odluka o suzbijanju, potrebno je
utvrditi to¢nu brojnost i, ako je mogude, vjerojatnost Stete bazirano na dobivenoj brojnosti
(Bazok, 2007; Parker i Howard, 2001). Utvrdivanjem brojnosti mozZe se prognozirati pojava
Zi¢njaka i donijeti odluka o preventivnom suzbijanju prije ili tijekom sjetve (ili sadnje), jer
suzbijanje nakon sjetve (ili sadnje) vide nije moguce. Zi€njaci Zive u tlu i hrane se korijenjem i
podzemnim dijelovima biljke, pa se insekticidi ne mogu nakon sjetve unijeti u tlo kako bi doprli

do Zi¢njaka, stoga kurativne metode suzbijanja nisu moguée (Maceljski, 2002).

3.7.1. Metode utvrdivanja brojnosti i prognoze pojave Zi¢njaka

Toéna slika o brojnosti Zicnjaka, a time i o potrebi suzbijanja, dobiva se utvrdivanjem stanja u
tlu — brojnosti Zi¢njaka u tlu. Brojnost Zicnjaka moguce je utvrditi pregledom tla (trazenjem
Zitnjaka) ili koristenjem mamaca kojima se Zi¢njaci privlate na odredena mjesta
(Maceljski,2002). Metoda koja se najcesée koristi je pregled tla, a nakon toga ukopavanje
zrnatih mamaca pod foliju i uzorkovanje tla sondom (Bazok, 2007), dok se ucinkovitost

upotrebe feromonskih mamaca na razli¢itim vrstama Zi¢njaka jo$ uvijek istrazuje u brojnim
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znanstvenim radovima (Toth i sur., 2012; Radescu i Rosca, 2010; Toth i sur., 2002; Furlan i Toth

1999). Pregled svih metoda utvrdivanja brojnosti i prognoze pojave prema Maceljskom (2002)

nalaze se na slici 2., a u nastavku su najvaznije metode detaljnije opisane.

A) PREGLED TLA

PREGLED TLA

25x25 cm na teZzim tlima

KOPANIJE JAMA
50x50 cm na rastresitim
tlima
Ruéno vadenje uzoraka
sondom
KORISTENIE .
SONDE

Mehanicko vadenje
uzoraka sondom (traktor)

Prikupljeni uzorci mogu se pregledati na mjestu uzorkovanja ili se transportirati u laboratorij.

Pronadeni kukci se stavljaju u posude sa 70%-tnim alkoholom.

B) PRIVLACENJE ZICNJAKA|

Ucinkovito u smanjenju $teta na

HELEA TN +| kulturnoj bilici ali nije privaéeno
BILJAKA % 3
kao metoda prognozirannja napada.
PRIVLACENJE LICINKI
UKOPAVANJE MAMACA U
TLO
| ZRNATIMAMCI | 2
UKOPAVANIJE LONACA S
MAMCIMA U TLO
Upotreba seksualnih hormona za
FEROMONSKI MAMCI *| privlaéenje muzijaka specificne PRIVLACENJE ODRASLIH OBLIKA
vrste
ZUTE I/IL1 BUELE Privladenje klisnjaka na temelju
LJEPLJIVE PLOCE boje ploce

Slika 2. Metode utvrdivanja zaraze i prognoze pojave ( modificirano prema Maceljski, 2002).
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3.7.1.1. Pregled tla kopanjem jama i uzorkovanjem tla sondom

Pregled tla smatra se najstarijom metodom utvrdivanja brojnosti Zi¢njaka (Furlan, 2005), a i

najcesce koristenom (Bazok, 2007).

Pregled tla se obavlja prije sjetve ili sadnje kulture, kopanjem jama 25 x 25 cm na teZim tlima,
odnosno 50 x 50 cm na lakSim tlima. Na malim parcelama potrebno je iskopati najmanje pet
do osam jama, na parcelama od jedan do pet hektara, potrebo je imati osam do deset jama,
dok na parcelama od pet do deset hektara potrebno je iskopati deset do petnaest jama.
Sadrzaj tla iz jama stavlja se na plasti¢nu foliju, usitni rukama do grudica manjih od jednog
centimetra i subjektivno pregledava. Svi pronadeni Zi¢njaci, po potrebi i druge vrste Stetnika,
sakupljaju se u bocice sa 70 %-tnim etanolom. Nakon pregleda jama 25 x 25 cm, ukupan broj
pronadenih Zi¢njaka mnoZi se sa 16, a kod jama 50 x 50 cm broj se mnozi sa Cetiri te se dobiveni
broj dijeli s brojem pregledanih jama na parceli kako bi se dobio broj Zi¢njaka po m? (Maceljski,

2002).

Uzorkovanje tla moZe se obavljati i uzorkovanjem sondom kao zamjena za kopanje jama. MozZe
se koristiti ru¢na sonda ili sonda na hidrauli¢ni uredaj traktora (Tothova sonda). Ru¢na sonda
se koristi za iskopavanje uzoraka tla na dubini od 30 do 50 cm. S povrsine od jednog hektara

uzima se 30 uzoraka, dijagonalno po polju (Maceljski, 2002).

Koristenje metoda pregleda tla kopanjem jama i sondom zahtjevno je i potrebna je stru¢nost
i vrijeme. BaZok (2006) navodi da je za pregled jedne jame dimenzija 25 x 25 cm potrebno oko
jedan sat, a na teZim tlima i viSe vremena. Uzorci tla se pregledavaju odmah na polju ili se
mogu dopremiti u laboratorij u plasti¢énim vre¢ama. Uzorci tla u laboratoriju mogu se staviti
na Tullgrenove lijevke sa 0.5 centimetara mrezaste povrsine na dnu. Uslijed isuSivanja tla i pod
utjecajem svijetla i zagrijavanja povrsine tla, Zi¢njaci padaju u donju bocicu s etanolom
(Maceljski, 2002; Furlan, 2005). lzdvajanje li¢inki na ovaj nacin puno je preciznije nego
subjektivni vizualni pregled na mjestu uzorkovanja, ali proces izdvajanja traje najmanje dva
tjedna. Prema Furlanu (2005), moZze trajati i do 30 dana, Sto navodi kao vrlo skup i dugotrajan
proces. U situacijama u kojima je razina zaraze Zi¢njacima niza, metode pregleda tla su vrlo
podloZne greskama pri uzorkovanju i iziskuju struénost osobe koja vrsi procjenu (Barsics i sur,

2013; Parker i Howard, 2001).
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Iz navedenih razloga pregled tla Cesto se ne provodi nego se o tretiranju odlucuje ,,na slijepo”

(Bazok, 2006), ali se navedene metode vrlo Cesto koriste u istrazivacke svrhe (Furlan, 2005).

3.7.1.2. Metoda ukopavanja zrnatih mamaca

Metoda ukopavanja zrnatih mamaca temelji se na privla¢enju Zi¢njaka na klice i korjenciée koji
izlu€uju COz i privlace Zi¢njake na postavljeniizvor hrane. Jednostavnija je metoda u usporedbi
sa pregledom tla, osjetljivija i oduzima puno manje vremena, ali mora biti provedena u
kontroliranim uvjetima. PovrSine na kojima se koristi ova metoda za utvrdivanje brojnosti
Zi¢njaka ne smiju imati druge biljke Cije korijenje producira CO, — povrSine moraju biti gole,

ocis¢ene od korova (Furlan, 2005).

Kao mamci, najéesée se koriste Zitarice i kombinacija kukuruza i pSenice (Furlan, 2005; 2011),
a prema najnovijim istraZzivanjima najc¢e$¢a kombinacija je 30 ml sjemenki psSenice i 30 ml

sjemenki kukuruza (Furlan, 2014).

Prema Bazok (2007), rupe promjera 23 cm i dubine 15 cm se dva do tri tjedna prije sjetve
kopaju na dva do Cetiri mjesta. U rupe se stavlja Saka do dvije netretiranog sjemena psSenice i
kukuruza namocenog u vodi barem 24 sata. Mamci se zatrpavaju tlom i pokriju crnom
plasticnom folijom koja sluzi kao solarni kolektor za zagrijavanje tla i brze klijanje sjemena.
Mamci ostaju u tlu minimalno dva tjedna, te se nakon toga pregledava sadrzaj mamaca i tlo
oko mamaca. Prema Furlan (2014) mamci se stavljaju u plasti¢ne lonce promjera 11 cm, sa
izbusenim otvorima u dnu. Sa donje i gornje strane mamaca stavlja se perlit, vermikulit ili neki
drugi porozni supstrat. Lonci se zaliju, ukopavaju u tlo u kojem se nalaze deset do petnaest
dana, te se nakon toga vade i pregledavaju. Ukoliko se moZe nekoliko dana éekati na rezultate,
uzorci prikupljeni ovom metodom se takoder mogu prebaciti u laboratorij i staviti na mrezicu
Tullgrenovih lijevaka ispod kojih je posudica sa 70 %-tnim etanolom. Ziénjaci padnu u posudicu

sa etanolom pod utjecajem svijetla i isuSivanja tla (Maceljski, 2002).

Ako usporedujemo metodu zrnatih mamaca sa klasi¢nim pregledom tla, Bazok (2007) navodi
kako su ove metode jednako pouzdane u prognoziranju pojave Zi¢njaka. Istrazivanjima je
dokazano da metoda zrnatih mamaca moze rezultirati sa dva do Cetiri puta viSe Zi¢énjaka dok

oduzima 2/3 manje vremena (Parker, 1994). Posebno je istaknuta razlika u slu¢ajevima manje
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ucinkovitiji i precizniji od pregleda tla (Parker, 1996). Prema svemu navedenome, Benefer i
sur. (2012a) preporucaju kombinirano koriStenje pregleda tla kopanjem jama i postavljanjem
zrnatih mamaca, pravilno reflektirajuci distribuciju Zi¢njaka u tlu kako bi se postigli najbolji

rezultati.

3.7.1.3. Metoda koristenja seksualnih feromona

Otkri¢em feromona koji privlace odrasle oblike —klisnjake, otvaraju se nove mogucnosti lakseg
utvrdivanja brojnosti ali i suzbijanja odraslih oblika. Feromoni su specifi¢ni za svaku pojedinu
vrstu klisnjaka i vazni su u integriranoj zastiti (Maceljski, 2002), a Furlan (2005) ovu metodu
praéenja naziva najosjetljivijom u svrhu detekcije niskih populacija. Kao najveée prednosti
feromonskih mamaca isti¢u se specificnost za pojedinu vrstu, uéinkovitost u malim koli¢inama
i bezopasnost za ljude i druge Zivotinje (Witzgall i sur., 2010, cit. Barsics i sur., 2013). Feromoni
kao sredstvo za privladenje odraslih muzjaka mogu se koristiti u integriranom suzbijanju
Zi¢njaka na nekoliko nacina: (1) praéenje i istrazivanje biologije i ekologije vrste; (2) praéenje
pojave i predikcije Steta u svrhu odredivanja potrebe za suzbijanjem; (3) odredivanje lokacija
i distribucije Zi¢njaka i pojedinih vrsta i (4) kontrola jacine napada suzbijanjem muzZjaka (BaZok

i Igrc Barci¢, 2010).

Feromoni koji privlace odrasle oblike prvi put su opisani od strane Ruskih istrazivaca krajem
osamdesetih (Furlan, 2005). Nakon sedam godina istrazivanja, krajem 1990-ih godina otkriven
je kemijski sastav feromona specifi¢nih za najvaznije Europske vrste zZi¢njaka, te feromonske

klopke , visokih kapaciteta® (Furlan i sur., 20013, cit. Furlan, 2005).

Seksualni feromoni ekstrahirani su iz Zenki klisnjaka. Osnovne komponente feromona koji se
koriste u klopkama za vrste roda Agriotes su geranil i (E,E)-farnezil esteri (Borg-Karlson i sur.,
1988, cit. Barsics i sur., 2013.). Za vrstu A. brevis izolirani su spojevi (E,E)-farnesil butirat +
geranil butirat; za vrstu A. lineatus izolirani su spojevi geranil oktanoat + geranil butirat (Toth
i sur., 2012); za vrstu A. obscurus najvazniji spojevi su geranil heksanoat i geranil oktanoat
(Borg-Karlson i sur., 1988, cit. Bazok i Igrc Barci¢, 2010); za vrstu A. sputator geranil butirat i za

vrstu A. ustulatus E,E- farnesil — acetat (Toth i sur., 2012). Toth i sur. (2012) isti¢u i mogucnost
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da su koristeni feromoni ne samo seksualni, nego i agregacijski zbog prisutnosti Zenki pojedinih

vrsta u feromonskim klopkama.

Postoje razlicite vrste klopki prilagodene pojedinoj vrsti klisnjaka i njihovoj biologiji. Za ulov
klisnjaka koriste se YATLORf klopke pogodne za sve vrste, dok se VARb klopke mogu koristiti
za vrste koje preferiraju letenje (Furlan i sur, 20014, cit. Furlan, 2005). Razmak izmedu klopki
na polju treba biti minimalno 30 metara, trebaju se pregledavati svaki tjedan uz uzimanje svih
sakupljenih kukaca i u klopkama se trebaju mijenjati feromonski mamci svakih 30 dana (Bazok

i Igrc barci¢, 2010). Na Slici 3. se nalaze najc¢es¢e koristene feromonske klopke.

slika 3. Feromonski mamci YATLORf (lijevo) i VARb3 (desno), (Izvor: Caéija, 2015)

Ucinkovitost primjene seksualnih feromona u svrhu praéenja dinamike pojave klisnjaka i u
svrhu istraZivanja biologije vrsta dokazana je brojnim istrazivanjima (Bazok i Igrc Barci¢, 2010;
Radescu i Rosca, 2010; Kozina i sur., 2012; Sufyan i sur., 2014), a materijali i metode koje se
najéesce koriste opisane su i dokazane u brojnim znanstvenim radovima (Furlan, 2005; Toth i
sur., 2003). Odnos i prostorna povezanost broja odraslih i broja li¢inki za sve ekonomski

znacajne vrste Zi¢njaka nema svoju dokazanu korelaciju i prema tome potrebna su dodatna
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istrazivanja koja bi dokazala odnos broja odraslih sa odredivanjem Stete i distribucije licinki
odredene vrste (Benefer i sur, 2012a; Cacija, 2015). Ivezi¢ i sur. (2007) prema svim
prikupljenim podacima i prednostima koristenja feromonskih mamaca isti¢u kako ¢e daljnje
istrazivanje i koristenje ove metode dovesti do signifikantnog smanjenja koristenja insekticida

s ekonomskim i ekoloskim benefitima.

3.7.2. Pragovi odluke

Prag odluke ili kriti¢an broj je onaj broj Zi¢énjaka na metru kvadratnom koji je kriterij za odluku
koriStenja preventivnih mjera zastite prije ili tijekom sjetve ili sadnje. Pred sjetvu kukuruza,
Secerne repe, suncokreta, povréa, duhana i krumpira u zapadnim vlaznijim podrucjima,
pragom odluke smatra se 3-5 Zi¢njaka na m?, a u isto¢nim aridnim podruéjima (isto¢na
Slavonija i Baranja) 1-3 Zi¢njaka/m?. Rasponi ovise o stupnju zakorovljenosti (kod vise korova
uzima se visa brojka), ocekivanom prinosu (kod viSeg prinosa uzima se niza brojka) i
ocekivanim vremenskim prilikama u vrijeme nicanja (ako je vrijeme hladnije, nicanje je sporije
i uzima se niza brojka). Ove brojke mogu biti i znatno veée u zakorovljenim i navodnjavanim
usjevima. Za strne Zitarice se vrlo rijetko planira zastita od Zi¢njaka jer su Stete znatno manje
zbog njihovog gustog sklopa. Zastita bi bila potrebna ako bi po metru kvadratnom bilo vise od
15 Zi¢njaka u aridnim podrucjima, te 25 Zicnjaka u vlaznijim podruéjima. Prema najnovijim
spoznajama, pragove odluke ¢e biti potrebno prilagoditi Stetama svake pojedine vrste Zi¢njaka

(Maceljski, 2002).

Ako se koriste zrnati mamci, Furlan (2014) navodi da je potreban ulov od jedne li¢inke A. brevis
i viSe od pet A. ustulatus po zrnatom mamcu da bi se prouzrocila Steta koja moze utjecati na
prinos kukuruza. Pritom, naglasava da, ukoliko se koriste navedeni pragovi odluke, trebaju biti
ispunjeni odredeni uvjeti: (1) Stetnici nemaju dostupne alternativne izvore hrane; (2)
prosje¢na temperatura tla treba biti visa od 8°C na dubini od 10 cm u trajanju od 10 dana; (3)
vlaZnost tla treba biti blizu poljskog kapaciteta tla, a dani u kojima je vlaznost vec¢a ne uzimaju
se u obzir jer zi¢njaci nisu aktivni. Prema Bazok (2007) i Furlan (2014) prag odluke u koristenju
zrnatih mamca je jedan Zi¢njak po mamcu, dok Furlan (2014) jednu li¢inku po loncu tumaci
kao zarazu od oko 15 li¢inki po m2. Furlan (2005) dodatno naglasava da Stete ovise i o biljnoj
vrsti koja se uzgaja, na primjer 10-20 licinki A. ustulatus moze kompletno unistiti dvije biljke

salate, ali nece prouzrociti znacajne Stete na kupusu.
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S obzirom da korelacija izmedu broja odraslih oblika svih ekonomski znacajnih vrsta i
distribucije i Steta li¢inki nije utvrdena, Ritter i Richter (2013) navode kako nije mogude
generalizirati pragove odluke o suzbijanju koristec¢i se samo rezultatima dobivenim ulovom
odraslih oblika. BaZzok i Igrc Barci¢ (2010) koristile su broj odraslih oblika za odredivanje
dominacije odredene vrste na nekom podrucju preko gustoce populacije koja se dobiva
brojem sakupljenih odraslih oblika feromonskim mamcima u jednoj sezoni. Cacija (2015)
odreduje dominaciju ulovljenih odraslih oblika i li¢inki te direktno izraCunava korelacijske
koeficijente izmedu indeksa dominantnosti klisnjaka i Zi€njaka na istom podrucju. Prema
dobivenim rezultatima, dolazi do zaklju¢ka da nema statisticki znacajne povezanosti izmedu
brojnosti klisnjaka i Zicnjaka za vrste A. brevis, A. sputator, A. obscurus i A. lineatus, ali je za
vrstu A. ustulatus utvrdila jaku i statisti¢ki opravdanu pozitivhu korelaciju izmedu indeksa
dominantnosti klisnjaka i Zicnjaka. Prema navedenome, rezultati sa pozitivnom korelacijom
mogu se koristiti za predvidanje dominantnosti li¢éinki prema dominantnosti odraslih u svrhu

boljeg poznavanja rasprostranjenosti i pojave ovih Stetnika.

3.7.3. Suzbijanje Zi¢njaka

Kao Sto je prethodno napomenuto, Zi¢njaci se mogu suzbijati samo preventivno, prije ili
tijekom sjetve, zbog njihove biologije i ishrane nemoguce ih je suzbijati kurativno kada su Stete
vec vidljive. Dizanjem svijesti o integriranoj zastiti bilja u Europi mnogi u tlu perzistentni
insekticidi zabranjeni su zbog negativnog utjecaja na okolis, druge netargetirane Zivotinjske
vrste i zdravlje ljudi (Barsics i sur., 2013) stoga je prognoza zaraze prije odluke suzbijanja jos
viSe naglasena. Prema opsegu suzbijanja Zi¢njaci su Stetnici koji se u Hrvatskoj suzbijaju na
najvecim povrsinama (Maceljski, 2002). Unatoc tome, preventivno suzbijanje se takoder mora
zasnivati na stru¢nom predvidanju potrebe suzbijanja jer je suzbijanje ,za svaki slu¢aj” stetno
i skupo. Iz ekoloskih i gospodarskih razloga, bolje je pretrpjeti Stete od Zicnjaka nego provoditi

totalno suzbijanje na pamet (Maceljski, 2002).

Prema Furlan (2005) racionalna strategija integrirane zastite predstavlja najoptimalniju
metodu u suzbijanju Zi¢njaka, a bazira se na nekoliko najvaznijih koraka koji su opisani na slici

4.
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1. Lociranje visokorizi¢nih zona napada Zi¢njaka
uzimajuci u obzir agronomske faktore i ulov
klisnjaka u feromonskim mamcima

2. Sjetva/sadnja osjetljivih usjeva na podrucja sa
niskim rizikom

3.a. Lociranje zona gdje je populacija
li¢inki ispod praga odluke - moguce je
uzgajati i osjetljive kulture bez
tretiranja.

3. Lociranje visokorizi¢nih zona koje imaju vrste
roda Agriotes iznad pragova odluke o suzbijanju,
koriste¢i se zrnatim mamcima.

3.b.1. Aplikacija insekticida u
najpogodnijem trenutku.

3.b. Lociranje zona gdje je populacija
li¢inki iznad praga odluke

3.b.2. Sadnja osjetljivih kultura kasno
unutar sezone ili slijedece godine.

Slika 4. Racionalna strategija integrirane zastite od Zicnjaka, (lzvor: Furlan, 2005)

3.7.3.1. Agrotehnicke mjere za smanjenje zaraze

Na brojnost Zi¢njaka djeluje svaka mehanicka obrada — svaka agrotehni¢ka mjera smanjuje
brojnost Zi¢njaka (Maceljski, 2002). Izlaganjem Zi¢njaka predatorima i mehanic¢kim
premjestanjem i ozljedivanjem Zi¢njaka smanjuje se njihova moguénost Stete (Ritter i Richter,
2013; Parker i Howard, 2001). Opéenito, sve mjere njege usjeva koje povoljno utjecu na brzi
rast biljaka smanjuju Stete, a koristenje mineralnih gnojiva na bazi amonijaka Steti Zi¢njacima
(Maceljski, 2002). Dodatno, povoljno je i izbjegavanje trave u plodoredu jer travnati pokrivac
promovira ovipoziciju i pospjesuje prezivljavanje jaja i li¢inki (Furlan i sur., 2009). Zaklju¢no,
privremeni prekidi i promjene plodoreda, promjene agrotehni¢kih mjera, te sjetva/sadnja
kulture imajuéi u vidu i Zivotni ciklus Ziénjaka, mogu uvelike smanjiti populaciju Zi¢njaka i

zarazu kulturne biljke (Furlan, 2007).

Sadnja ili sjetva odredenih kultura takoder moze smanijiti broj zicnjaka: heljda, lan, konoplja,
proso, grah (Maceljski, 2002), dok je i odabir kulture s obzirom na zarazu i moguénost Steta
vrlo bitan. Identifikacija i koriStenje varijeteta koji su manje osjetljivi na napad odredenih vrsta
Zicnjaka moze pomoci da biljka prezivi najosjetljiviji period. Jary (1942) je izlozZio koje kulture
bi trebalo uzgajati s obzirom na stupanj zaraze Zi¢njacima (cit. Barsics i sur., 2013). Furlan
(2005) navodi kako se osjetljive kulture ne bi trebale uzgajati na podrucjima gdje je dokazana

zaraza koja prelazi ekonomske pragove odluke o suzbijanju, a Parker i Howard (2001)

naglasavaju da se krumpir ne sadi na podrucja visoke zaraze ili da se sadi u vrijeme kada li¢inke
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ne nanose Stete kako bi se izbjegle ekonomski znacajne Stete. Takoder, potrebno je osigurati
brzo klijanje i nicanje biljke: jace oSte¢eno mozZe biti sjeme slabije kvalitete koje sporije nice,
pa je stoga kljuéno koristiti kvalitetno i zdravo sjeme, te sjetvu/sadnju vrsiti pravovremeno

kako se ne bi produZio period klijanja i nicanja (Maceljski, 2002).

Najvazniji prirodni neprijatelji Zi¢njaka su trcci (Carabidae). U jednom danu odrasli tréak moze
pojesti 2-4, ponekad i vise li¢inki Zi¢njaka (Maceljski, 2002), a hrane se i odraslim klisnjacima
(Ritter i Richter, 2013). Osim predatora, najvise obecavajuci su parazitoidi — entomopatogene
gljive (EPF) i entomopatogene nematode (EPN), ali jos uvijek njihovo djelovanje nije u
potpunosti dokazano, niti su komercijalizirani za upotrebu protiv Zi¢njaka (Ritter i Richter,
2013). Od entomopatogenih gljiva, najucinkovitijom se u istraZivanjima pokazala vrsta
Metarhizium anisopliae. Prema istrazivanju Ansari i sur. (2009) odredeni sojevi ove
entomopatogene gljive mogu infestirati i uzrokovati smrtnost 90 — 100 % jedinki A. lineatus
unutar tri tjedna od inokulacije $to upuéuje da bi se sojevi M. anisopliae mogli koristiti za
kontrolu i suzbijanje Zi¢njaka. Od entomopatogenih nematoda, u istrazivanjima se pokazalo
da su odredeni sojevi Heterorhabditis bacteriophora ucinkoviti u suzbijanju A. lineatus. Ansari
i sur. (2009) dokazali su 67% smrtnosti ove vrste Zicnjaka tri tjedna nakon inokulacije, a isticu

i pojac¢anu ucinkovitost EPF i EPN u kombinaciji sa insekticidima.

Tijekom vegetacijskog perioda, Zicnjake se moZe preusmjeravati sa kulture na korove.
Koristenjem herbicida samo unutar redova (prskanjem u trake) omogucuje se razvoj korova
izmedu redova i preusmjerava napad Zi¢njaka sa kulturne biljke na korove (Maceljski, 2002).
Time se smanjuje upotreba zemljisnih insekticida i herbicida, Sto je ekonomski i ekoloski
prihvatljivo i odrzivo. Cak ciljanom sadnjom biljaka koje preusmjeravaju napad sa kulture moze
se uvelike smanijiti ja¢ina napada. Vernon i sur. (2000) navode da je sadnjom pSenice izmedu
redova jagoda, propadanje sadnica smanjeno sa 43% na 5.3%, dok Thalinger i sur. (2011)
sadnjom lovnih biljaka u kukuruzu zakljucuju da veci diverzitet (mjeSavina razli¢itih lovnih

biljaka) pruza Zi¢njacima raznoliku ponudu i preusmjerava napad sa kukuruza na lovne biljke.

3.7.3.2. Koristenje zemljisnih insekticida
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Kada je brojnost Zi¢njaka na nekom podrucju iznad praga odluke primjenjuju se zemljisni
insekticidi. Insekticidi se mogu koristiti na tri razliita nacina: po citavoj povrsini (primjena
Sirom), lokalizirano tretiranjem u traku ili brazdu i lokalizirano tretiranjem sjemena. Primjena
Sirom zahtjeva najvedi utroSak insekticida, vrlo je Stetna za prirodne neprijatelje i moze
pogodovati razvoju drugih Stetnika, stoga nije preporucljiva iz ekonomskih i ekoloskih razloga.
Lokalizirano tretiranje u traku razli¢ite Sirine uz sjeme se rijetko koristi, dok se tretiranje u
brazdu uz sjeme koristi puno ¢e$ce zajedno sa sjetvom/sadnjom. Tretiranje sjemena je
najracionalniji nacin primjene insekticida. Odredena doza insekticida nanosi se na sjeme jos u
sjemenskim poduzedéima i takvo sjeme se daje proizvodacima. Na ovaj nacin sjeme je zasticeno
od slabijeg i srednje jakog napada — ali ne i od jakog napada (Maceljski, 2002). Tretiranjem
sjemena koli¢ina insekticida je signifikantno smanjena, a jednako ucinkovita kao i tretiranje
cijele povrsine (Barsics i sur., 2013; Furlan, 2005). Insekticidi koji se koriste za tretiranje
sjemena, prema Chaton i sur. (2008) trebaju imati odredene karakteristike: (1) moraju biti
ucinkoviti kroz cijeli period hranjenja Zi¢njaka: (2) ne smiju se disperzirati u atmosferu kod
mehanicke obrade; (3) trebaju biti slabo topivi u vodi sa visokim afinitetom za tlo; (4) moraju
ostati aktivni nakon sjetve, okvirno mjesec dana za kukuruz, kako bi sprijecili Stete u
najintenzivnijim fazama ishrane Zi¢njaka. Koja god metoda tretiranja da se koristi, sieme mora
biti zasti¢eno aktivnom tvari u kriti¢cnim fazama rasta, s ciljem odvracanja Zi¢njaka od sjemena
koje nice i klijanaca. Ako je kukuruz zastiéen u prva tri tjedna rasta, ekonomske Stete mogu biti
minimizirane (Waliwitiya i sur., 2005, cit. Barsics i sur. 2013). Brojnost Zi¢njaka odreduje i
metodu koristenja insekticida, prema Maceljski (2002) intenzitet zaraze na odredenim

kulturama nalaze najucinkovitiji nacin suzbijanja, prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Moguc¢i odnos intenziteta zaraze Zicnjacima i metode primjene zemljisSnih insekticida, (Izvor:

Maceljski, 2002)
Kulture Broj #ziénjaka po m2 Preporudena metoda
HUMIDNIJA PODRUCITA
Kukuruz, Secerna repa, vide od 20 -30 Primjena $irom
suncokret, krumpir, 5-10 do 20-30 Primjena v red ili v traku
povice 3-5do 5-15 Tretiranje sjemena
ARIDNIJA PODRUCJA
Kukuruz, $ecerna repa, vise od 15-20 Primjena $irom
suncokret, krumpir, 5-8 do 15-25 Primjena u red il1 v traku
povice 1-2 do 5-10 Tretiranje sjemena
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Prema nacinu djelovanja razlikujemo sistemicne (Zelucane) i nesistemicne (kontaktne)
insekticide. Sistemicne insekticide biljka upija putem korijena pa na Zi¢njake djeluju Zeluc¢ano,
ne samo kontaktno, te stoga mogu djelovati i na druge Stetnike koji se hrane nadzemnim

dijelovima biljke (Maceljski, 2002).

Prema popisu dozvoljenih sredstava za zastitu bilja u 2017. godini (Ministarstvo poljoprivrede,
FIS baza, 2017), na trzistu je dostupno 11 zemljisnih ineskticida koji se koriste za zastitu protiv
Zitnjaka, a ubrajaju se u skupine piretroida, karbamata, neonikotinoida i organo-fosfornih
insekticida. Iz skupine kontaktnih Zelu¢anih piretroida koriste se dva sredstva na bazi aktivne
tvari teflutrin. Primjenjuju se tretiranjem tla u redove tijekom sjetve ili sadnje pSenice, Se¢erne
repe, kukuruza, suncokreta i povrtnih kultura. 1z skupine kontaktnih karbamata koristi se jedno
sredstvo na bazi aktivne tvari metiokarba, tretiranjem sjemena kukuruza, suncokreta i uljane
repice. Od sistemi¢nih neonikotinoida koriste se tri sredstva na bazi tiametoksama, te po jedno
sredstvo na bazi imidakloprida, klotianidina i tiakloprida. Sva sredstva ove skupine se koriste
tretiranjem sjemena Secerne repe, ozimih Zitarica, krumpira i kukuruza. Od kontaktnih organo-
fosfornih insekticida dozvoljeno je koriStenje dva sredstva na bazi aktivne tvari klorpirifosa.
Primjenjuju se u trake tijekom sjetve ili sadnje kukuruza, Zitarica, Se¢erne repe, duhana i

suncokreta.

3.8. Identifikacija vrsta Zicnjaka

Dok je klisnjake vrlo lako razlikovati, kao i licinke razli¢itih rodova, licinke roda Agriotes vrlo je
zahtjevno, gotovo nemogucde, determinirati do vrste obzervacijom morfologije, morfoloSkom
identifikacijom (Traugott i sur., 2015). Najveéi problem kod morfoloske/mikroskopske
identifikacije predstavljaju individualno varirajuée karakteristike koje se Cesto ne uspiju
savrSeno ocuvati prilikom ulova, a za mikroskopsko prepoznavanje vrsta potrebna je vrlo
visoka taksonomska stru¢nost (Oba i sur., 2015). Morfoloska identifikacija odraslih oblika se
ne moze sa sigurnoscéu koristiti u korelaciji sa licinkama jer li¢inke dugo Zive, provodedéi 2-5
godina u tlu prije kukuljenja (Staudacher i sur.,, 2011a). Pouzdana i ucinkovita metoda
utvrdivanja vrsta unutar roda Agriotes je molekularna identifikacija, analiza njihove genomske
DNA (Ritter i Richter, 2013). Molekularna identifikacija prvenstveno sluzi za identifikaciju
organizama koje je tesko razlikovati morfoloski, kako bi se rijeSio problem nedostataka

tradicionalnih metoda identifikacije (Staudacher i sur., 2011a). Pri izboru metode identifikacije
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vrlo je bitno uzeti u obzir nekoliko klju¢nih faktora: brzina, dostupnost, to¢nost i cijena

(Herbert i Gregory, 2005).

3.8.1. Morfoloska identifikacija

U zadnjih 250 godina, taksonomija vrsta se bazira na osnovu morfoloskih struktura (Herbert i
Gregory, 2005) u slucajevima gdje je mogude vizualno odrediti razlike izmedu vrsta bazirane
na njihovim morfoloskim svojstvima (Friedheim, 2016). Mikroskopski/morfoloski mogu se
identificirati li¢inke srednjih ili kasnih stadija razvoja usporedujuci njihove abdomene ili
dopunski zub na mandibulama (Ritter i Richter, 2013) koristeéi se morfoloskim klju¢evima za
determinaciju. Postoji nekoliko razli¢itih kljuceva i opisa za morfolosku determinaciju: Emden
(1945) se najcesce koristi u Velikoj Britaniji, Klausnitzer (1994) za determinaciju Zicnjaka u
Europi, Glen (1950) u Sjevernoj Americi i Calder (1996) u Australiji (cit. Traugott i sur., 2015).
Pic i sur. (2008) takoder izdaju klju¢eve za determinaciju sa korisnim ilustracijama i dodatnim
morfoloskim karakteristikama vrsta (cit. Ritter i Richter, 2013). Za pouzdanu morfolosku
determinaciju potrebno je vrijeme, dobro ocuvani cijeli uzorci i velika stru¢nost u taksonomiji

Zi€njaka (Traugott i sur., 2015).

3.8.2. Molekularna identifikacija

Molekularna identifikacija vrsta Zicnjaka pruza tocne, pouzdane i ucinkovite rezultate, ali
zahtjeva puno vremena i stru¢nosti (Ritter i Richter, 2013; Ellis i sur., 2009). Zbog Stetnosti
odredenih vrsta licinki koje je teSko razlikovati morfoloski unutar roda postoji velika potreba
za tonom genomskom analizom vrsta (Oba i sur, 2015; Benefer i sur., 2012b). U Europi se
provodi molekularna identifikacija Agriotes vrsta i koriste se molekularni markeri i multipleks
PCR metoda analize prema Staudacher i sur. (2011a) koji su molekularno identificirali 17 vrsta
roda Agriotes tipi¢no rasprostranjenih u Centralnoj Europi, uklju¢ujuci 9 najstetnijih, s ciljem

omogucavanja daljnje brze ,,DNA barkod“ determinacije.

Za ekstrahiranje DNA uzimaju se noge i dijelovi abdomena koji se usitnjavaju ili se mogu
koristiti cijele licinke ukoliko ih je potrebno sacuvati za daljnja istrazivanja. Nakon procesa
izdvajanja i izolacije DNA vrsi se lancana reakcija polimerazom (PCR) u kojoj se umnazaju

specificne sekvence DNA koristeéi pocetnice (primer-e) za ispitivane vrste Zi¢njaka (Staudacher
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i sur., 2011a). U DNA genomskoj analizi koriste se parovi poCetnica (primer-a) koji specificno
umnazaju sekvence (fragmente) DNA Ccija je duljina karakteristicna za odredenu vrstu, stoga
umnozZeni fragmenti DNA predstavljaju DNA pojedinih vrsta karakteristicne duljine. Nakon
umnazanja Zeljenih sekvenci, produkti DNA se razdvajaju elektroforezom i vizualiziraju
fluorescentnom bojom za DNA na UV transiluminatoru. Zajedno s uzorcima, na gel
elektroforezi, razdvajan je i DNA marker za veli¢inu koji sadrZi 100 parova baza i to¢no je
poznate veli¢ine. Svaki se gel fotografira te se ocitavaju rezultati razdvajanja, odnosno pomocu
DNA markera za veli¢inu na agaroznom gelu iS¢itava se o kojoj se vrsti radi (Staudacher i sur.,

2011a; Oba i sur., 2015).
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4. MATERUALI | METODE

Istrazivanje koje se protezalo od 2009. do 2011. godine imalo je u cilju utvrditi distribuciju i
dominantnost vrsta Zicnjaka i klisnjaka roda Agriotes (A. brevis, A. lineatus, A. obscurus, A.
sputator i A. ustulatus), na ukupno 2 lokaliteta u Republici Hrvatskoj na podrucju Sredisnje

Hrvatske: Krapinske Toplice i Saginovec.

Prikupljanje Zicnjaka obavljano je na poljima navedenih lokaliteta u proljece (travanj i svibanij)
i u jesen (listopad) od 2009. do 2011. godine. Tlo je pregledavano standardnim metodama
prognoze Zi¢njaka (BaZzok, 2006.): kopanjem jama i ukopavanjem zrnatih mamaca pod foliju u
proljece prije sjetve i u rujnu kada su Zi¢njaci najblize povrsini tla, te vizualnim pregledima
biljaka tijekom vegetacije u svibnju prije nego migriraju u dublje slojeve tla. Cilj pregleda bio
je sakupiti Sto je moguée veci broj lic¢inki koje ¢e se identificirati. S obzirom da su li¢inke
Zi€njaka prisutne cijelo vrijeme u tlu nije bilo vazno posebno razdvajati ulove po datumima
pregleda. Prikupljeni Zzicnjaci spremljeni su u oznacene posude (lokacija, polje i datum) u 70%-

tni alkohol etanol i uvani za daljnje analize.

U svrhu ovog diplomskog rada uzeti su uzorci Zi¢njaka prikupljeni sa lokaliteta Krapinske
Toplice i SaSinovec (slika 5.). Podaci o poljima, na navedenim lokalitetima, sa kojih su

sakupljani zi¢njaci nalaze se u tablici 2.
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Slika 5. Podrucje i Lokacije sa kojih su sakupljani Zicnjaci; a) Lokacije oznacene na karti Hrvatske, b) Lokacije

na karti izbliza, (1zvor: https://www.google.hr/maps/)

Tablica 2. Lokaliteti s kojih su sakupljani uzorci od 2009 do 2011 godine i podaci o poljima, (Izvor: Cacija, 2015)

Podrudje Lokaliteti | Broj polja GPS koordinate polja Godina Predkultura Kultura
46°04'53.52"N 15°50'01.68"E 2009/2010 Krumpir Kukuruz
Krapinske ! 46°04'59.83"N 1575029 86"E 2009/2010 Kukuruz Soja
toplice 46°05'09.92"N 15°5026.11"E 2009/2010 Eukuruz Kukuruz
Sredifnja 46°05'00.74"N 15°50'14.95"E 2010/2011 Travna smyesa | Travna smjesa
Hrvatska 45°51'14.12"N 16°10'58 93"E 20102011 Jetam Soja
Satinovec 4 45°31'06.87"N 16°10'31.74"E 2010/2011 Kukuruz Kukuruz
45°51'02.45"N 16°11'22 58"E 2010/2011 Soja Kukuruz
45°30'53.96"N 16°11'26 83"E 20102011 Kukuruz Jedam
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4.1. Morfoloska identifikacija

Iz ukupnog uzorka svakog lokaliteta, na temelju morfoloske identifikacije, izdvojene su jedinke
koje pripadaju rodu Agriotes, te su pomoc¢u morfoloskih klju¢eva determinirane vrste roda

Agriotes o kojima se radi.

Morfoloska identifikacija provedena je pomocu morfoloskih kljuéeva za determinaciju
(Klausnitzer, 1994). Svaka jedinka je posebno pregledana pod mikroskopom, te je deveti
abdominalni segment fotografiran Zeiss Stemi 2000-C Stereo mikroskopom (2007., Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Njemacka), a fotografije su pod Sifrom pohranjene na racunalu. Svaki je
Zi¢njak, za kojeg je nakon morfoloSkog pregleda i fotografiranja utvrdeno da pripada rodu
Agriotes, spremljen zasebno pod istom Sifrom u Eppendorf 1,5 mL epruvetu sa 70%-tnim
alkoholom etanolom za daljnju molekularnu identifikaciju. Slika 6. prikazuje fotografije

snimljene mikroskopom prilikom morfoloske determinacije.

Slika 6. Fotografije devetog abdominalnog segmenta Zicnjaka. Lijevo je prikaz Zicnjaka koji ne pripada rodu
Agriotes i desno je slika Ziénjaka koji pripada rodu Agriotes, (1zvor: Sipek, 2013).
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4.2. Molekularna identifikacija

Morfoloski determinirani i izdvojeni Zi¢njaci roda Agriotes determinirani su do vrste analizom
njihove genomske DNA, na Zavodu za oplemenjivanje bilja, genetiku i biometriku
Agronomskog fakulteta u Zagrebu. Od svakog uzorka Zi¢njaka, skalpelom je izrezan sredi$nji
dio abdomena veli¢ine jedan do dva mm te stavljen u epruvetu od 1,5 ml. U svrhu izdvajanja
DNA iz izrezanog dijela tkiva, uzorku je dodano 20 pl PBS pufera (pH 7,2; Sigma-Aldrich, SAD)
i tkivo je homogenizirano pomodu nastavka za pipetu (volumen 1000 pl; Sigma-Aldrich, SAD),
kojem je vrh prije toga zaobljen plamenom. Svakom je uzorku dodano 5 pul Proteinaze K (20
mg/ml; Qiagen, Njemacka) za razgradnju proteina i 200 pl 10 % otopine Chelex (BioRad, SAD)
za zastitu izdvojene DNA. Inkubacija uzoraka vrSena je na termomikseru (Eppendorf,
Njemacka) tijekom 60 minuta pri temperaturi 58 °C, nakon toga 20 minuta pri temperaturi 94
°C, uz neprestano mijeSanje pri 1000 rpm. Uzorci su centrifugirani pri 13,2 rpm tijekom 10
minuta kako bi se ekstrahirala DNA jedinke na dnu epruvete. Iz svakog uzorka izdvojeno je 100
pul DNA u epruvetu od 1,5 mL, a propisno oznaceni uzorci su pohranjeni na -26 °C za daljnje

analize.

Nakon izolacije DNA, za svaki je uzorak napravljena lan¢ana reakcija polimerazom (PCR) uz
istovremeno umnazanje vise razlicitih sekvenci DNA (multipleks PCR (1)), upotrebom Qiagen
multiplex PCR kompleta (Qiagen, Njemacka) i specificnih pocetnica (Sigma-Aldrich, SAD),
prema protokolu Staudacher i sur. (2011a). Pocetnice koristene u multipleks PCR prikazane su

u tablici 3.

Tablica 3. Pocetnice (ime i sekvenca) koristene u Multiplex PCR, (lzvor: Staudacher i sur., 2011a)

Ime Sekvenca ZaPCRIiML IO
Agr-pen-5212 ST-AGATTTACAATGTTATTGTAACAGCA PCRI:iO
Agr-bre/spu-A215 3T-AAGGTGGAAGAAATCAAAATCTC PCRI:1O
Agr-lin‘pro-8211 5" -CCCCTTCCCTCTCCCTG PCR1
Agr-obs/lin‘pro-A213  |3°-TGCTAAGACAGGTAAGGATAAAAGA PCR1
Agr-ust-A214 ST TAAAATTGATGAAATTCCTGCC PCR1
Agr-obs-5215 S-GAAATGACCAGATCTACAATGTTATC PCR1
Agr-bre-A522 5°-TTGCCCCAGCTAATACTGGA PCR.II

Reakcijska smjesa bila je ukupnog volumena 10 pl, a uvjeti za reakciju sljededi:

e Jedan ciklus poéetne denaturacije DNA u trajanju 15 minuta pri 95 °C;
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e 35 ciklusa koji uklju€uju: denaturaciju DNA tijekom 30 s pri 94 °C, nalijeganje pocetnica
tijekom 1,5 minuta pri 61 °C (za multipleks PCR (l1): 3 minute pri 55 °C) i produljivanje
pocetnica tijekom 1 minute pri 72 °C;

e Jedan ciklus zavrSnog produljivanja pocetnica tijekom 10 minuta pri 72 °C.

Parovi pocetnica (primer-a) koristeni u analizi specificno umnazaju sekvence (fragmente) DNA
Cija je duljina karakteristi¢na za odredenu vrstu, stoga umnoZeni fragmenti DNA predstavljaju
DNA pojedinih vrsta karakteristi¢ne duljine. Nakon umnazanja Zeljenih sekvenci, produkti DNA
su razdvojeni elektroforezom na 1,5 % gelu agaroze (Sigma-Aldrich, SAD) u puferu TBE pri
uvjetima od 70 mV, 400 mA, tijekom 40 minuta, te vizualizirani fluorescentnom bojom za DNA
(GelRed, Biotium, SAD) na UV transiluminatoru (BioRad, SAD). Zajedno s uzorcima, na gel
elektroforezi, razdvajan je i DNA marker za veli¢inu (,,DNA Size standard” od 100 bp; Life
Technologies, SAD) koji sadrzi 100 parova baza i to¢no je poznate veliine. Svaki je gel
fotografiran te su ocitani rezultati razdvajanja, odnosno pomoc¢u DNA markera za veli¢inu

(,size standard”) na agaroznom gelu is¢itava se o kojoj se vrsti radi.

Kada su bile u pitanje vrste A. brevis i A. sputator na gelu je dobiven jedan fragment DNA
veli¢ine 168 parova baza. Za te uzorke napravljen je drugi multipleks PCR (ll) koriste¢i dodatnu
pocetnicu (Agr-bre-A522), ¢ime su na gelu umjesto jednog razdvojena dva fragmenta DNA

karakteristicna za navedene vrste (Staudacher i sur., 2011a).

4.3. Obrada podataka

Morfoloska analiza obuhvaéa 100 Zi¢njaka roda Agriotes prikupljenih na lokalitetu Krapinske
Toplice i 91 Ziénjak roda Agriotes prikupljen na lokalitetu Sadinovec, koji su do vrste
identificirani morfoloskim klju¢evima, te pohranjeni u epruvetama i oznaceni. Istih 100
uzoraka iz Krapinskih Toplica i 91 uzorak iz Sasinovca identificirano je molekularno DNA
analizom. Rezultati istog uzorka, dobiveni molekularnom i morfoloskom identifikacijom,

zabiljeZeni su.

Prema dobivenim rezultatima utvrdena je brojnost pojedine vrste Zi¢njaka na svakom

lokalitetu Sredi$nje Hrvatske (Krapinske Toplice i Sasinovec).
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Iz dobivene brojnosti izracunat je postotak pogreske morfoloske identifikacije, uz hipotezu da
je molekularna identifikacija 100% toc¢na jer izuzevsi ljudski faktor pogreske molekularnom
analizom DNA dobiva se to¢na informacija o kojoj se vrsti radi. PogreSka je dobivena
izraCunom apsolutne razlike izmedu brojnosti dobivene morfoloski i molekularno u usporedbi

sa ukupnim uzorkom prikupljenih Zi¢njaka.

Podaci o brojnosti koriSteni su takoder i za izra¢un indeksa dominantnosti Zicnjaka u ukupnoj
populaciji Agriotes vrsta na svakom lokalitetu. Indeks dominantnosti, odnosno dominantnost

vrste D1 (%) izraCunata je po formuli Balogha (Balarin, 1974):

a;
Dl =

x 100

D1 = dominantnost vrste (%)
a1 = broj uhvacenih jedinki iste vrste
>ai = ukupan broj uhvacenih jedinki svih vrsta

Na temelju indeksa, postotka dominantnosti vrste, vrste su klasificirane prema Tischler i

Haydeman (Balarin, 1974):

1. eudominantne vrste: vise od 10%,
2. dominantne vrste: 5 —10%,

3. subdominantne vrste: 1 —4,99%,
4. recedentne vrste: 0,5 — 0,99%,

5. subrecedentne vrste: 0,01 — 0,49%

Dobiveni rezultati brojnosti i dominantnosti za svaku pojedinu Agriotes vrstu su statisticki
obradeni analizom varijance s ciljem utvrdivanja razlike izmedu rezultata dobivenih
morfoloskom i molekularnom identifikacijom. Za statisticku obradu primijenjen je Dvostrani
Studentov t-test, koristeéi lokalitete kao ponavljanja, s postavljenom nultom hipotezom da
nema razlike izmedu dvije vrste identifikacije. Cilj je bio utvrditi postoji li razlika izmedu dva
seta podataka u normalnoj distribuciji, koristeci se statistickom analizom programa Microsoft

Excel.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

Na dva lokaliteta (Krapinske Toplice i Sasinovec) prikupljeno je ukupno 191 Ziénjak roda
Agriotes koji su do vrste identificirani koriste¢i morfolosku i molekularnu identifikaciju. U svrhu
morfoloske identifikacije fotografirani su abdominalni dijelovi svakog Zi¢njaka i determinirani

pomocéu morfoloskih kljuceva (slika 7.).

Slika 7. Abdominalni dio (zadak) vrsta Zicnjaka determiniranih u prikupljenom uzorku: A - A. brevis; B — A. lineatus; C — A.
sputator; D — A.ustulatus, (1zvor: Sipek i Maji¢, 2013)

Isti morfoloski identificirani Zicnjaci, identificirani su do vrste analizom njihove genomske DNA,
lancanom reakcijom polimerazom, umnazanjem razli¢itih sekvenci DNA (multipleks PCR).
Vizualizirane sekvence DNA na agaroznom gelu, specificne za pojedinu vrstu, prikazane su

slikom 8.

e

| - d

Slika 8. Sekvence DNA Zi¢njaka roda Agriotes vizualizirani na agaroznom gelu. Linija 1: DNA biljeg za veli¢inu (100 — 1000
bp). Linija 2: A. ustulatus, 323 bp; Linija 3: A. sputator, 168 bp; Linija 4: A. lineatus, 293 i 455 bp; Linija 5: A. brevis, 168 i
462 bp (Izvor: Cadija, 2015)
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5.1. Rezultati identifikacije i izraCun pogreske

Tablica 4. prikazuje dobivene pocetne rezultate identifikacije Zicnjaka roda Agriotes na dvije

navedene lokacije, koji su identificirani do vrste morfoloskom i molekularnom identifikacijom.

Tablica 4. Prikaz rezultata morfoloske i molekularne identifikacije Zicnjaka na dva istrazivana lokaliteta

Lokacija Krapinske Toplice Sasinovec
Ukupni uzorak 100 91
Identifikacija Morfoloska | Molekularna Morfoloska | Molekularna
Vista Broj u ukupnom uzorku
A. brevis 45 81 35 66
A. lineatus 6 9 7 0
A. obscuruis 0 0 0 0
A. sputator 2 9 17
A. ustulatus 1 1 8 8
A.brevis/A. sputator 39 34
A.lineatus/A. obscurus 7 3

Sve promatrane jedinke (ukupno 191 li¢inka prikupljena na dvije lokacije) su do vrste
identificirane molekularnom metodom, dok je morfoloski do vrste identificirano 108 jedinki
(56,54% od ukupno 191 jedinke). 83 jedinke nemaju toc¢nu identifikaciju do vrste, nego se
prema morfoloSkim karakteristikama mogu pripisati dvjema Agriotes vrstama i ne moze se sa
sigurnoséu tvrditi o kojoj se vrsti radi. Vrste roda Agriotes je vrlo tesko morfoloski razlikovati.
Li¢éinke roda Agriotes vrlo je zahtjevno, gotovo nemogucde, determinirati do vrste observacijom
morfologije (Traugott i sur., 2015), a najteZe je razlikovati vrste A. brevis — A. sputator i A.
lineatus — A. obscurus. 1z tog razloga neke jedinke nisu identificirane do vrste, nego je
pretpostavljeno da pripadaju jednoj od dvije navedene vrste (u tablici 4. A. brevis/A. sputator,
A. lineatus/A. obscurus). Na slici 7 koja prikazuje abdominalne dijelove (zadak) svake
identificirane vrste Zi¢njaka roda Agriotes, moze se vidjeti kolika je sliénost izmedu jedinki i
koliko je zahtjevno identificirati vrste morfoloski. U svrhu daljnjeg izracuna i statisticke analize
brojnosti i dominacije vrsta, Ziénjaci za koje morfoloski nije sigurno kojoj od dvije navedene

vrste pripadaju jednako su raspodijeljeni u te iste dvije vrste, $to je prikazano u tablici 5.
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Tablica 5. Prikaz rezultata morfoloske i molekularne identifikacije 5 vrsta Zicnjaka na dva istrazivana lokaliteta

Lokacija Krapinske Toplice Sasinovec
Ukupni uzorak 100 91
Identifikacija Morfoloska | Molekularna Morfoloska | Molekularna
Vrsta Broj u ukupnom uzorku
A. brevis 64,5 81 52 66
A. lineatus 9.5 9 85 0
A. obscurus 3.5 0 1,5 0
A. sputator 21,5 9 21 17
A. ustulatus 1 1 8 8

Uz pretpostavku da je molekularna identifikacija 100% toc¢na, a morfoloska identifikacija

podloZna ljudskoj pogresci i greSkama zbog velike sli¢nosti izmedu vrsta roda Agriotes moze

se izraziti postotak pogreske morfoloske determinacije usporedbom brojnosti dobivene

morfoloskom i molekularnom identifikacijom za svaku pojedinu vrstu, u odnosu na ukupan

broj determiniranih jedinki. Ukupno, na oba lokaliteta i u identifikaciji svih promatranih

Ve

Zi¢njaka, pogreska u morfoloskoj identifikaciji je 31,94%, odnosno ukupno je 61 od 191 li¢inke

pogresno identificirana morfoloski. Slika 9. prikazuje postotak pogreske morfoloske

determinacije na svakom lokalitetu zasebno i ukupno na oba lokaliteta, promatrajuéi pogreske

kod identifikacije svake pojedine vrste.
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Slika 9. Postotak pogreske morfoloske identifikacije za svaku pojedinu vrstu roda Agriotes

35




Prema rezultatima pogreske morfoloske identifikacije mozemo vidjeti da je razlika izmedu
istrazivanih lokaliteta neznatna. Kod identifikacije Zi¢njaka iz Krapinskih Toplica ukupno je
pogre$no morfoloski identificirano 33 od 100 jedinki (33%), a iz Saginovca 28 od 91 jedinke
(30,77%). Najveca pogreSka pri determinaciji zabiljezena je kod vrste A. brevis, 15,97%
ukupno, jer je ova vrsta najzastupljenija po brojnosti i sukladno tome ima vecu vjerojatnost
pogreske pri identifikaciji. Druga najviSa pogreska od 8,64% zabiljeZzena je kod identifikacije
vrste A. sputator, posebice na lokalitetu Krapinske Toplice. Zbog velike sli¢nosti ove vrste sa
najzastupljenijom vrstom A. brevis, veliki broj jedinki je morfoloski pripisan vrsti A. sputator
koja je znatno manje zastupljena, posebice na lokalitetu Krapinske Toplice. 4,71% pogreske je
zabiljezeno pri identifikaciji vrste A. lineatus, iskljuéivo zbog veée pogreske na lokalitetu
Sasinovec gdje je molekularno dokazano da ova vrsta uopce nije prisutna. Pogreska od 2,62%
zabiljezena je kod vrste A. obscurus, ova vrsta nije prisutna u ukupnom uzorku, tako da je za
svaku jedinku za koju je morfoloski smatrano da pripada vrsti A. obscurus identifikacija
pogresna. Jedina vrsta kojoj se morfoloska identifikacija slaZze sa molekularnom bez pogreske
je A. ustulatus. Unato¢ tome Sto je morfoloSka identifikacija unutar Agriotes roda vrlo
zahtjevna, gotovo nemoguda, Zi¢njaci vrste A.ustulatus se mogu lakSe i toc¢nije identificirati
zbog prisutnosti karakteristicnih oznaka na zatku koje su specificne samo za ovu vrstu i niti

jedna druga vrsta istog roda ih nema (Kaupp i Wurst, 1997, cit. Benitez i sur., 2014).

5.2. Brojnost i dominantnost zicnjaka roda Agriotes

Udio pojedine vrste u ukupnom uzorku morfoloski i molekularno determiniranih Ziénjaka roda
Agriotes prikazan je na slici 10., dok je brojnost svake morfoloski i molekularno identificirane

vrste, na dvije istrazivane lokacije, prikazana na slici 11.
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m A brevis m A_lineatus m A gcbscurus = A sputator - A ustulatus 5 A brevis m A lineatus ® A. cbscurus * A sputator © A. ustulatus

Slika 10. Udio Zicnjaka identificiranih morfoloski (A) i molekularno (B), utvrdenih na dvije lokacije istraZivanja
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M A brevis MA. lineatus M A. obscurus A. sputator A. ustulatus

Slika 11. Brojnost svake pojedine vrste Zicnjaka identificiranih morfoloski i molekularno na dvije lokacije istrazivanja
Prema udjelu svake pojedine vrste roda Agriotes mozemo vidjeti da je prema rezultatima obje
identifikacije najzastupljenija vrsta A. brevis (61% identificirano morfoloski i 77%
molekularno), u Krapinskim Toplicama je od 100 jedinki ukupno, prema molekularnoj
identifikaciji utvrdeno 81 jedinka ove vrste. Nakon A. brevis slijedi A. sputator (22%
identificirano morfoloski i 13% molekularno), sa 17 molekularno identificiranih jedinki od
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ukupno 91 u Sadinovcu. A. lineatus je zastuplien s 9% morfoloski identificiranih i 5%
molekularno, dok je udio A.ustulatus, kao jedine jednako morfoloski i molekularno
identificirane vrste, 5%. Zi¢njaci vrste A. obscurus nisu utvrdeni u uzorku molekularnom

identifikacijom, dok je morfoloski utvrden udio od 3%.

Koristedi brojnosti jedinki pojedine vrste i ukupan broj Zi¢njaka prikupljenih s dvije promatrane
lokacije utvrden je i indeks dominantnosti, odnosno zastupljenosti pojedine vrste u ukupnoj
populaciji, te je odredena klasifikacija Zicnjaka roda Agriotes prema Tischler i Haydeman (cit.

Balarin, 1974) i rezultati prikazan na slici 12.

A B

m A brevis m A, lineatus ® A. obscurus = A. sputator © A. ustulatus

A brevis m A lineatus ® A.obscurus = A.sputator © A. ustulatus
Klasifikacija Identifikacija A. brevis A. lineatus A. obscurus A. sputator A. ustulatus
prema indeksu Morfoloska | eudominantna| dominantna |subdominantna| eudominantna | subdominantna
dominantnosti Molekularna | eudominantna | subdominantna | nije utvrdena | eudominantna | subdominantna

Slika 12. Indeks dominantnosti morfoloske (A) i molekularne (B) identifikacije i klasifikacija zastupljenosti Zicnjaka roda
Agriotes. Klasifikacija prema Tischler i Hydeman (Balarin, 1974.): eudominantna vrsta (>10%), dominantna vrsta (od 5 %
do 10%), subdominantna vrsta (od 1 % do 4,99 %), recedentna vrsta (od 0,5 % do 0,99 %), subrecedentna vrsta (od 0,01%

do 0,49 %).

Prema ukupnom broju morfoloski i molekularno identificiranih jedinki odredene vrste,
mozemo vidjeti da vrsta A. brevis ima najveci indeks dominantnosti i prema klasifikaciji smatra
se eudominantnom vrstom. Slijedi ju vrsta A. sputator koja je takoder klasificirana kao
eudominantna vrsta prema morfoloskoj i molekularnoj identifikaciji. Pod vrstu A. lineatus je
identificirano vise jedinki morfoloski nego Sto je molekularno, stoga je, s obzirom na indeks
dominantnosti, ova vrsta klasificirana kao dominantna prema morfoloskoj identifikaciji i kao
subdominantna prema molekularnoj identifikaciji. Vrsta A. obscurus molekularno nije
utvrdena u ovom istrazivanju sto je rezultiralo sa najnizim indeksom dominantnosti (nula), a

nekoliko jedinki identificirano morfoloski rezultiralo je klasifikacijom u subdominantne vrste.
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Jedinke vrste A. ustulatus su jednako identificirane morfoloski i molekularno, te je njihov

indeks dominantnosti klasificirao ovu vrstu kao subdominantnu.

5.3. Statisticka analiza brojnosti i dominantnosti Zicnjaka roda Agriotes

Dobiveni rezultati brojnosti i dominantnosti za svaku pojedinu Agriotes vrstu su statisticki
obradeni analizom varijance s ciljem utvrdivanja razlike izmedu rezultata dobivenih
morfoloskom i molekularnom identifikacijom. Za statisticku obradu primijenjen je Dvostrani
Studentov t-test, koristeéi rezultate lokaliteta kao ponavljanja, s postavljenom nultom
hipotezom da nema razlike izmedu dvije vrste identifikacije sa ciljem utvrdivanja postoji li
razlika izmedu dva seta podataka u normalnoj distribuciji, koristeci statisticke metoda

programa Microsoft Excel.

Dobiveni rezultati statisticke analize varijance i signifikantnosti razlike izmedu morfoloske i
molekularne identifikacije (P) za brojnost i dominantnost pojedine vrste Zicnjaka prikazani su

u tablicama 6. i 7.

Tablica 6. Prosjecna brojnost Zicnjaka vrsta roda Agriotes na istraZzivanim lokacijama i rezultat analize varijance
Dvostranim Studentovim t-testom

Lokacija Krapinske Toplice i Sasinovec
Ukupni uzorak 191
Identifikacija Morfoloska Molekularna P (Dvostrani Studentov t- test (p<0,05))
A. brevis 58,25 73,5 0,2587 n.s.
A. lineatus 9 4,5 0,4250 n.s.
A. obscurus 2.5 0 0,1296 n.s.
A. sputator 21,25 13 0,1758 n.s.
A. ustulatus 4,5 4,5 1,00 n.s.

Tablica 7. Prosjecni indeksi dominantnosti vrsta roda Agriotes na istraZzivanim lokacijama i rezultat analize varijance
Dvostranim Studentovim t-testom

Lokacija Krapinske Toplice i Sasinovec
Ukupni uzorak 191
Identifikacija Morfoloska Molekularna P (Dvostrani Studentov t- test (p<0,05))
A. brevis 60,99% 76,96% 0,1047 n.s.
A. lineatus 9,42% 4,71% 0,3884 n.s.
A. obscurus 2.62% 0,00% 0,1085 n.s.
A. sputator 22.25% 13,61% 02270 n.s.
A. ustulatus 4.71% 4.71% 1,00 n.s.
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Interpretacijom rezultata statisticke analize varijance mozemo vidjeti da, unatoc razlikama u
rezultatima kroz brojnost i dominantnost, nema statistic¢ki signifikantnih razlika izmedu

morfoloske i molekularne identifikacije bilo koje vrste roda Agriotes.

Pri promatranju rezultata brojnosti, rezultati signifikantnosti za svaku pojedinu vrstu su veci
od 0,05 (p>0,05) sto upuléuje da nema statisti¢ki signifikantne razlike izmedu rezultata
morfoloske i molekularne identifikacije (n.s.). Stoga, ne mozemo odbaciti nultu hipotezu koja
navodi da nema razlike izmedu dvije vrste identifikacije prilikom utvrdivanja brojnosti

pojedinih vrsta roda Agriotes.

Pri promatranju rezultata indeksa dominantnosti, rezultati signifikantnosti za svaku pojedinu
vrstu su veci od 0,05 (p>0,05) Sto upuduje da nema statisticki signifikantne razlike izmedu
rezultata morfoloske i molekularne identifikacije (n.s.). Stoga, ne mozZemo odbaciti nultu
hipotezu koja navodi da nema razlike izmedu dvije vrste identifikacije prilikom odredivanja

indeksa dominantnosti pojedinih vrsta roda Agriotes.
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6. RASPRAVA

6.1. Rezultati identifikacije i izraCun pogreske

Rezultati morfoloske identifikacije dobiveni su pregledom devetog abdominalnog segmenta
(zatka) svake jedinke i determinacijom do vrste koriste¢i morfoloSke kljueve (Klausnitzer,
1994). Isti morfoloski identificirani Zi¢njaci identificirani su do vrste analizom njihove
genomske DNA, lan¢anom reakcijom polimerazom, umnazanjem razli¢itih sekvenci DNA

(multipleks PCR) prema Staudacher i sur., (2011a).

Sve promatrane jedinke (ukupno 191 li¢inka prikupljena na dvije lokacije) su do vrste
identificirane molekularnom metodom, dok je morfoloski do vrste identificirano 108 jedinki
(56,54% od ukupno 191 jedinke). Za 83 jedinke nije bilo moguce sa sigurnos¢u tvrditi o kojoj
se vrsti radi: 73 jedinke su oznacene kao A.brevis/ A.sputator i 10 jedinki kao A.lineatus/
A.obscurus. Vrste roda Agriotes je vrlo teSko morfoloski razlikovati. Mnogi autori navode kako
je licéinke roda Agriotes vrlo zahtjevno, gotovo nemoguce, determinirati do vrste obzervacijom
morfologije (Traugott i sur., 2015; Lehmhus i Niepold, 2015; Oba i sur., 2015; Ritter i Richter,
2013), anajteze je razlikovati vrste A. brevis — A. sputator i A. lineatus — A. obscurus bazirajuci
se samo na morfologiji zatka li¢inke. Cak i prema molekularnoj identifikaciji, prema Staudacher
i sur. (2011a) u slucaju vrsta A. brevis i A. sputator na gelu je dobiven jedan fragment DNA i
potreban je drugi multipleks PCR (Il) koriste¢i dodatnu pocetnicu, ¢ime su na gelu razdvojena
dva fragmenta DNA karakteristicna za navedene vrste, a Lehmhus i Niepold (2015) su u svojoj
molekularnoj identifikaciji dobivali rezultate prema kojima se dobivene sekvence DNA mogu
determinirati i kao A. lineatus i A. obscurus, dok su prema morfoloskim klju¢evima oznake na
abdomenu takoder mogle pripadati jednoj od dvije navedene vrste, pri ¢emu je na mnogim
uzorcima doslo do pogresne morfoloske identifikacije. U literaturi se takva identifikacija
pripisuje objema vrstama, kao Sto je i uistrazivanju Lehmhus i Niepold (2015) rezultat oznacen
kao A. lineatus/A. obscurus i Staudacher i sur. (2011a) koji su rezultat oznadili A.
brevis/A.sputator . Naknadno su u ovom radu, nakon inicijalnih rezultata, u svrhu daljnjeg

istrazivanja takvi rezultati jednako raspodijeljeni u dvije identificirane vrste.
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UnatoC tome Sto je morfoloska identifikacija unutar Agriotes roda vrlo zahtjevna, gotovo
nemoguca, zadak Zi¢njaka nekih vrsta se moze lakse i tocnije identificirati zbog prisutnosti
karakteristi¢nih oznaka koje pomazu u identifikaciji. Kod vrste A. ustulatus na zatku su nalaze
karakteristicne oznake koje su specificne samo za ovu vrstu i niti jedna druga vrsta istog roda
ih nema (Kaupp i Wurst, 1997, cit. Benitez i sur., 2014), na devetom abdominalnom segmentu,
koji je jaCe izduZen na kaudalnoj strani, imaju Cekinje koje izlaze iz malih bradavica (Furlan,
1998). Staudacher i sur. (2013) navode vrstu A. ustulatus kao jedinu Agriotes vrstu koja se u
stadiju licinke moZe morfoloski razlikovati od ostalih vrsta i determinirati, dok za ostale vrste
u svom istrazivanju najznacajnijih zZicnjaka u Austriji koriste molekularnu identifikaciju. Stoga
su rezultati morfoloske i molekularne identifikacije u ovom radu jednaki i bez pogreske za vrstu
A. ustulatus. U literaturi se i vrsta A. sputator navodi kao morfoloski jednostavna za
identifikaciju, ali uz znatno detaljniji pregled i koriStenje vise razli¢itih morfoloskih oznaka na
tijelu Zi¢njaka. Lehmhus i Niepold (2015) su u svom istraZivanju tri najvaznije Stetne vrste
Zicnjaka u Njemackoj (A. lineatus, A. obscurus, A. sputator) vrlo lako morfoloski izdvojili A.
sputator prema malim granulama na bazi svakog abdominalnog segmenta i prema malim
granulama na kukovima izmedu nogu, sto nije vidljivo kod preostale dvije vrste. Takoder vrsti
A. lineatus nedostaje manja cCekinja od ukupno dvije ¢ekinje blizu stigme na abdominalnim
segmentima od 1 do 8, te su li¢inke nesto svjetlije boje, Sto moze pomodi u distinkciji ove vrste
od vrste A. obscurus (Sufyan, 2012; Lehmhus i Niepold, 2015). U ovom radu morfoloski je
pregledavan samo zadnji, deveti, abdominalni segment te je stoga bilo puno tezZe razlikovati
vrstu A. sputator i vrstu A. lineatus od ostalih Agriotes vrsta. U istrazivanjima morfoloske
identifikacije vrste A. brevis nema zabiljezenih specifi¢nih karakteristika, Furlan (2014) u
istrazivanju Stetnosti ove vrste na kukuruz u juznoj Europi koristi osobne nepublicirane

klju¢eve razvijene laboratorijskim uzgojem li¢inki do odraslih oblika.

S druge strane, molekularna identifikacija genomske DNA moZe pruzati toCne i precizne
rezultate o kojoj se Agriotes vrsti radi (Cacija, 2015; Traugott i sur., 2015; Staudacher i sur.,
2011a), te biti jedna od najkorisnijih metoda determinacije za vrste koje je tesko identificirati
morfoloski (Staudacher i sur., 2011a). S vrlo malim uzorkom tkiva Zi¢njaka, koristenjem
odgovarajuc¢ih pocetnica za svaku pojedinu vrstu dobivaju se umnoZene sekvence DNA
karakteristi¢ne za pojedinu vrstu (Staudacher i sur., 2011a). Unatoc tome, proces molekularne

identifikacije ne mora nuzno biti uspjesan i rezultirati s dobivanjem odgovora o kojoj se vrsti

42



radi. U identifikaciji li¢inki riba Friedheim (2016) navodi da je od 4 promatrane jedinke
morfoloski do vrste identificirana jedna, dok je molekularna PCR metoda bila uspjesna samo
za 2 jedinke. Za ostale dvije, iz nepoznatih razloga, nije bilo rezultata. Lehmhus i Niepold (2015)
navode da je u njihovom istraZivanju prema metodologiji Staudacher i sur. (2011a) bilo vrlo
zahtjevno jasno pripisati rezultate multiple PCR metode jednoj vrsti iz nepoznatih razloga.
Istrazivanje su ponovili u dva razli¢ita laboratorija i dobili su razli¢ite rezultate kao i rezultate
koji se ne mogu pripisati samo jednoj vrsti, te su zbog toga morali ponavljati molekularnu
analizu sa novokreiranim pocetnicama. Staudacher i sur. (2013) u svom istraZzivanju velikog
broja (ukupno 1242 licinke) prikupljenih Zi¢njaka u Austriji navode mali postotak li¢inki za koje

nije provedena uspjesna kvantifikacija DNA prilikom molekularne identifikacije.

Zbog svega navedenog vezano uz zahtjevnost morfoloske identifikacije i zbog vrlo uspjesno
provedene molekularne identifikacije za sve prikupljene Zi¢njake, u interpretaciji rezultata
ovog istrazivanja molekularna identifikacija je smatrana 100% to¢nom. lzuzevsi mogucénost
ljudske pogreske, ukoliko je PCR reakcija provedena do kraja i dobivena sekvenca DNA koja
odgovara jednoj odredenoj vrsti roda Agriotes, takav se rezultat smatra tocnom

identifikacijom vrste (Cac¢ija, 2015).

Prema navedenom, izracunata je pogreska morfoloske identifikacije koja je u ukupnom uzorku
iznosila 31,94%, odnosno ukupno je 61 od 191 liinke pogresno identificirana morfoloski.
Najveca pogreska pri determinaciji zabiljeZzena je kod vrste A. brevis, 15,97% ukupno. A. brevis
nema zabiljeZzene signifikantno razlicite morfoloske karakteristike koje bi jasno odvojile ovu
vrstu od ostalih vrsta roda Agriotes, a i ova vrsta je najzastupljenija po brojnosti u ukupnom
uzorku, pa se time mogucnost pogreSke povecéava sa brojem jedinki koje su identificirane.
Druga najvisSa pogreska od 8,64% zabiljezena je kod identifikacije vrste A. sputator. Zbog velike
slicnosti ove vrste sa najzastupljenijom vrstom A.brevis, veliki broj jedinki je morfoloski
pripisan vrsti A. sputator koja je znatno manje zastupljena, posebice na lokalitetu Krapinske
Toplice. Kao Sto je i prethodno naglaseno, A. sputator sadrzi odredene morfoloske
karakteristike koje mogu razlikovati ovu vrstu od drugih Agriotes vrsta, ali je potrebno
morfoloski pregledavati cijelo tijelo Zi¢njaka (Lehmhus i Niepold, 2015) dok je u ovom
istrazivanju pregledavan samo deveti abdominalni segment. 4,71% pogreske je zabiljeZzeno pri
identifikaciji vrste A. lineatus, isklju¢ivo zbog vece pogreske na lokalitetu Sasinovec gdje je

molekularno dokazano da ova vrsta uopce nije prisutna. Pogreska od 2,62% zabiljeZzena je kod
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vrste A. obscurus, ova vrsta nije prisutna u ukupnom uzorku, tako da je za svaku jedinku za
koju je morfoloski smatrano da pripada vrsti A. obscurus identifikacija pogresna. A. obscurus
je i morfoloski i molekularno vrlo sli¢na vrsti A. lineatus i pogreska je prvenstveno prisutna
zbog nemogucénosti razlikovanja ove dvije vrste. Jedina vrsta kojoj se morfoloska identifikacija
slaze sa molekularnom bez pogreske je A. ustulatus. Prema literaturi (Kaupp i Wurst, 1997, cit.
Benitezisur., 2014; Staudacherisur., 2013) ovo je jedina vrsta Zicnjaka koja se moZe pouzdano

identificirati morfoloski.

Usporedba ove dvije vrste identifikacije, zbog vrlo subjektivne i zahtjevne morfoloske
determinacije, moze rezultirati sa vrlo velikim razlikama u dobivenim rezultatima. Oba i sur.
(2015) morfoloski i molekularno su identificirali 20 vrsta Zicnjaka koji su najceséi Stetnici u
Japanu i dobili su rezultate da se morfoloska identifikacija znacajno razlikuje od molekularne,
vecina jedinki identificirana morfoloski pokazala je drugaciji rezultat PCR reakcijom. Prema
tome zaklju¢uju da je molekularni pristup identifikaciji velik i koristan pomak za brzu i

pouzdanu identifikaciju vrsta Zi¢njaka u Japanu.

U istrazivanju koje su proveli Lehmhus i Niepold (2015), usporedujuéi morfolosku i
molekularnu identifikaciju Zi¢njaka, dosli su do slijedecih rezultata: 50 od ukupno 60 Zi¢njaka
je jednako identificirano molekularno i morfoloski, dok se preostalih 10 razlikovalo. Tri Zi¢njaka
je bilo nemoguce morfoloski identificirati zbog visokog stupnja istroSenosti (5% od ukupno 60
jedinki); jedan je Zi¢njak morfoloski pripisan vrsti A. obscurus, a PCR reakcija pokazala je da se
radi o A. sputator (1,7% od ukupno 60 jedinki); Sest Zicnjaka je morfoloski identificirano kao A.
obscurus, dok je PCR reakcija pokazala da se radi o A. lineatus (10% od ukupno 60 jedinki).
Prema dobivenim rezultatima moZemo vidjeti da je ukupna pogreska morfoloske identifikacije
16,7%, dok je u ovom istrazivanju pogreska 31,94%. Veca pogreska se prvenstveno moze
pripisati tri puta ve¢em broju identificiranih jedinki, sto pove¢ava moguénost pogreske, i
identifikaciji u kojoj se promatra samo deveti/zadnji abdominalni segment, dok su neke od

eliminacijskih morfoloskih oznaka rasporedene po cijelom tijelu li¢inke.

6.2. Brojnost i dominantnost Zicnjaka roda Agriotes

6.2.1. Brojnost i dominantnost vrste A. brevis
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Rezultati istrazivanja brojnosti i dominantnosti vrste A. brevis u srediSnjoj Hrvatskoj pokazuju
da je ova vrsta najbrojnija s najvisim indeksom dominantnosti u usporedbi sa drugim
promatranim vrstama. Udio A. brevis u ukupnom uzorku je 77% prema molekularnoj
identifikaciji, a vrsta je klasificirana prema brojnosti kao eudominantna u obje identifikacije.
Razlike izmedu morfoloSke i molekularne identifikacije biljeze najviSu pogresku, ali nisu
utjecale na svrstavanje ove vrste kao najbrojnije i najdominantnije u usporedbi sa svim drugim

identificiranim vrstama.

lako je ovim istrazivanjem utvrden znacajan postotak ove vrste, prema literaturi se A. brevis
ne spominje u velikoj brojnosti. Bazok i Igrc Barci¢ (2010) su u svom istrazivanju samo jednom
utvrdili prisutnost Zi¢njaka vrste A. brevis, Maceljski (2002) navodi kako je u velikom broju
prisutna u sjeverozapadnoj Hrvatskoj, dok Furlan (2011) i Toth (2002) navode ovu vrstu kao
jednu od glavnih Stetnika ratarskih kultura u Italiji, pet puta Stetniju od vrste A. ustulatus. S
obzirom na Stetnost ove vrste i s obzirom na rezultate novijih istraZivanja, Cacija (2015)
sugerira kako bi bilo korisno u bududim istrazivanjima Zi¢njaka vise paZnje posvetiti upravo

ovoj vrsti.

6.2.2. Brojnost i dominantnost vrste A. lineatus

Rezultati istrazivanja brojnosti i dominantnosti vrste A. lineatus u srediSnjoj Hrvatskoj
pokazuju da je ova vrsta vrlo slabo zastupljena u usporedbi sa A. brevis i A. sputator. Udio A.
lineatus u ukupnom uzorku je 5% prema molekularnoj identifikaciji, a vrsta je klasificirana
prema brojnosti kao dominantna u morfoloskoj identifikaciji i subdominantna u molekularnoj
identifikaciji. Razlike izmedu morfoloske i molekularne identifikacije utjecale su na klasifikaciju
ove vrste, unato¢ tome Sto je prema morfoloskoj identifikaciji ova vrsta dominantna,

molekularno je utvrdena manja brojnost i svrstana je u subdominantnu vrstu.

Vrsta A. lineatus se u literaturi navodi kao dominantna vrsta li¢inki u srediSnjim krajevima
Hrvatske (Bazok, 2007.; Bazok i Igrc Bar¢i¢, 2010.; Maceljski, 2002.). Cacija (2015) takoder
navodi da je ova vrsta najzastupljenija u podruéju srediSnje Hrvatske u usporedbi sa Zapadnom
Slavonijom, Podravinom i Gorskom Hrvatskom. U ovom istraZivanju, zbog male brojnosti
jedinki ove vrste indeks dominantnosti je takoder nizak, rezultirajuéi klasifikacijom u

subdominantnu vrstu. Dobivena mala brojnost li¢inki moZe se protumaciti nepovoljnim
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klimatskim uvjetima za A. lineatus. Staudacher i sur. (2013) navode da vrsta preferira podrudja
viSih nadmorskih visina, s niZim temperaturama zraka i ve¢om koli¢inom oborina, a autori

navode i da vrsti za razvoj pogoduju vlaznija tla (Maceljski, 2002; Staudacher i sur., 2013).

6.2.3. Brojnost i dominantnost vrste A. obscurus

Rezultati istraZzivanja u srediSnjoj Hrvatskoj pokazuju da nisu pronadene jedinke vrste A.
obscurus. Morfoloski je ova vrsta identificirana kao A. lineatus/A. obscurus, pa je, prema
morfoloskoj identifikaciji, udio ove vrste u ukupnom uzorku 3% i klasificirana je kao
subdominantna s obzirom na dobiveni indeks dominantnosti. Razlike izmedu morfoloske i
molekularne identifikacije utjecale su na klasifikaciju ove vrste, unato¢ tome Sto je prema

morfoloskoj identifikaciji ova vrsta subdominantna, molekularno nije utvrdena.

6.2.4. Brojnost i dominantnost vrste A. sputator

Rezultati istraZzivanja brojnosti i dominantnosti vrste A. sputator u srediSnjoj Hrvatskoj
pokazuju da je ova vrsta po brojnosti slijedi odmah nakon vrste A. brevis . Udio A. sputator u
ukupnom uzorku je 13% prema molekularnoj identifikaciji, a vrsta je klasificirana prema
brojnosti kao eudominantna u obje identifikacije. Razlike izmedu morfoloske i molekularne
identifikacije biljeZze pogresku zbog zamjene sa vrstom A. brevis, ali nisu utjecale na svrstavanje

ove vrste kao eudominantne.

Cadija (2015) navodi da je u vedini Hrvatske najvie li¢inki A. sputator, s visokim indeksima
dominantnosti, a prema Maceljski (2002) zastupljenost li¢inki vrste A. sputator je visoka samo
na podrucju isto€ne Hrvatske, odmah iza vrste A. ustulatus s kojom se pojavljuje zajedno.
Stoga Cacdija (2015) naglasava da rezultati novih istraZivanja ukazuju na povecanje
zastupljenosti ovih Zi¢njaka i u drugim krajevima Hrvatske zbog visokih indeksa dominantnosti

na svim istrazivanim podrucjima.

6.2.5. Brojnost i dominantnost vrste A. ustulatus

Rezultati istrazivanja brojnosti i dominantnosti vrste A. ustulatus u srediSnjoj Hrvatskoj

pokazuju da je ova vrsta najmanje zastupljena u usporedbi s drugim pronadenim vrstama.
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Udio A. ustulatus u ukupnom uzorku je 5%, a vrsta je klasificirana prema brojnosti kao
subdominantna. Nema razlike izmedu morfoloSke i molekularne identifikacije, sve jedinke su
jednako identificirane u obje identifikacijske metode i ovo je jedina vrsta koja nema pogresku
pri identifikaciji. Prema literaturi, vrsta A. ustulatus se najlakSe razlikuje od ostalih pronadenih
vrsta zbog specificnih morfoloskih oznaka na zatku (Kaupp i Wurst, 1997, cit. Benitez i sur.,

2014; Staudacher i sur., 2013).

Prema Cacija (2015) ova je vrsta najzastupljenija na podrudju Slavonije i Gorske Hrvatske, a
najmanje zastupljena na podrucju srediSnje Hrvatske, a navodi se kao dominantna u isto¢nim
krajevima Hrvatske (Bazok i Igrc Barcié, 2010; Maceljski, 2002). Prema Furlan (1996) preferira
viSe temperature, pa je najzastupljenija u isto¢noj i zapadnoj Slavoniji i time manje zastupljena

u sredisnjoj Hrvatskoj.

6.3. Statisticka analiza brojnosti i dominantnosti Zicnjaka roda Agriotes

Dobiveni rezultati brojnosti i dominantnosti za svaku pojedinu Agriotes vrstu su statisticki
obradeni analizom varijance s ciljem utvrdivanja razlike izmedu rezultata dobivenih

morfoloskom i molekularnom identifikacijom.

Pri promatranju rezultata brojnosti i dominantnosti, rezultati signifikantnosti za svaku
pojedinu vrstu su veci od 0,05 (p>0,05) Sto upucuje da nema statisticki signifikantne razlike
izmedu rezultata morfoloske i molekularne identifikacije (n.s.). Stoga, ne moZzemo odbaciti

nultu hipotezu koja navodi da nema razlike izmedu dvije vrste identifikacije.

Lehmhus i Niepold (2015), usporedujuéi morfolosku i molekularnu identifikaciju
najzastupljenijih vrsta Zicnjaka u Njemackoj, navode da morfoloska identifikacija moze imati
pogreske zbog ljudskih ¢imbenika, ali takoder moze biti pouzdana metoda za identifikaciju
najzastupljenijih Ziénjaka ukoliko se pailjivo i struéno provede. Suprotno navedenom, Oba i
sur. (2015), u identifikaciji 20 vrsta Zi¢njaka u Japanu dobivaju rezultate morfoloske
identifikacije kompletno razli¢éite od rezultata dobivenih molekularnom metodom, te
naglasavaju kako tradicionalnu morfolosku metodu treba Sto prije revidirati. Staudacher i sur.
(2011a) navode kako je molekularna metoda identifikacije najpouzdanija i potrebno ju je

unaprjedivati i Sto viSe koristiti.
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Prema rezultatima ovog istrazivanja, kao i istraZzivanja Lehmhus i Niepold (2015), morfoloska
metoda identifikacije moZe zakazati samo u slucaju vrsta koje su morfoloski previse slicne da
bi se mogle sa sigurnoséu razlikovati i kod uzoraka koji su istroSeni pa su izgubili bitne
morfoloske karakteristike za determinaciju. Na velikom uzorku Zi¢njaka taj postotak pogreske
ne mora biti signifikantan, te su rezultati obje identifikacije primjenjivi u daljnjem istrazZivanju

i zakljucivanju.

U slucaju izraCunavanja indeksa dominantnosti i klasifikacije vrsta prema Tischler i Hydeman
(Balarin, 1974.), zbog puno preciznijeg i osjetljivijeg praga, moze doci do svrstavanja vrste u
razliCite grupe, ovisno o tipu identifikacije. Tako se vrste A. lineatus i A. obscurus, zbog velike
slicnosti mogu krivo determinirati i klasificirati Sto mozZe dovesti do pogresnih zakljucaka sto
je prema ovim rezultatima problem morfoloske identifikacije. Takav rezultat je vidljiv u
istrazivanju Lehmhus i Niepold (2015) i u ovom istraZivanju gdje je morfoloski identificirana
vrsta A. lineatus klasificirana prema brojnosti kao dominantna zbog krivo identificiranih
jedinki, dok je u molekularnoj identifikaciji subdominantna. Takoder, vrsta A. obscurus je zbog
nekoliko morfoloski identificiranih jedinki klasificirana kao subdominantna, a molekularno nije

utvrdena.

Friedheim (2016) naglasava da je morfoloska metoda identifikacije proucavana i
nadopunjavana stolje¢éima, a da je molekularna metoda relativno nova i potrebno ju je
dodatno nadopuniti i validirati. Naglasava kako taksonomski stru¢njaci smatraju molekularnu
metodu nedostatnom da bi zamijenila morfolosku, dok molekularni znanstvenici navode da je
morfoloska metoda zastarjela. Obje metode identifikacije podloine su pogreskama. Tako
Friedheim (2016) i Lehmhus i Niepold (2015) navode da morfoloSka metoda mozZe biti
neadekvatna i u potpunosti podbaciti kod uzoraka koji su istroSeni i degradirani, dok u
molekularnoj metodi moze doéi do kontaminacije uzorka u bilo kojem stadiju procesa sto
rezultira sa izostankom rezultata ili pogresnim rezultatom. U slucaju morfoloske identifikacije
smo svjesni razloga nemogucénosti determinacije, dok je u molekularnom procesu razlog
izostanka rezultata ili potvrda toénosti rezultata nepoznata. KoriStenjem molekularne
identifikacije u potpunosti se eliminira subjektivno odredivanje vrsta i oslanja se iskljucivo na
rezultat dobiven sekvencioniranjem DNA, te se proces identifikacije vrsta uvelike olakSava
(Herbert i Gregory, 2005), ali isto tako ne postoji garancija da ¢e morfoloSka metoda biti

uspjesna i dati konacan odgovor o kojoj se vrsti radi. U svom istraZzivanju, Friedheim (2016)
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navodi prednosti i nedostatke obje metode nakon provodenja identifikacije licinki riba, te
zakljucuje kako jedna metoda nadopunjava drugu i preporuca koriStenje obje metode u svrhu
dobivanja najucinkovitijih i najto¢nijih rezultata. Takoder navodi da postoje velike slicnosti u
morfoloskim karakteristikama velikog broja organizama, posebice li¢inki, i da struénjaci
pristupaju morfoloSkoj metodi identifikacije subjektivno i vrlo ¢esto ne nalaze zajednicki
konsenzus, ali takav problem moZe se rijesiti uvodenjem univerzalnih metoda identifikacije za
svaku pojedinu vrstu. Etzler (2013) jednako zaklju€uje: kombinirano koristenje morfoloske i
molekularne identifikacije esencijalno je za potpuno razumijevanje vrsta Zi¢njaka, jer se u svim
projektima utvrdivanja najStetnijih vrsta Zi¢njaka u Montani morao koristiti kombinacijom
morfoloske i molekularne identifikacije. Hills (1984) objavljuje pregledni rad prednosti i
nedostataka obje metode, konflikte i razlike izmedu metoda i konsenzuse prilikom koristenja
obje metode identifikacije istovremeno, te se u novijim istrazivanjima stru¢njaci referiraju i
koriste navedenim pravilima u svrhu maksimalnog iskoristavanja mogucnosti i dobivanja sto

tocnijih rezultata.
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7. ZAKUUCCI

U skladu s postavljenim ciljevima istraZivanja, na temelju dobivenih rezultata, zaklju¢eno je

slijedede:

Nakon provedbe morfoloske i molekularne identifikacije 191 jedinke Zi¢njaka utvrdeno
je da je pogreska morfoloske identifikacije iznosila 31,94%, odnosno ukupno je 61 od
191 licinke pogresno identificirana morfoloski. Rezultati upucuju da je morfoloska
identifikacija podlozna pogreskama zbog vrlo velike slicnosti devetog abdominalnog
segmenta istraZzivanih vrsta, te da je vrlo zahtjevno, gotovo nemogude, licinke roda
Agriotes identificirati morfoloski koriStenjem samo morfoloskih oznaka na zatku. U
svrhu dobivanja tocnijih i pouzdanijih rezultata, morfoloska identifikacija bi trebala biti
puno preciznija, koriste¢i se sa svim dostupnim morfoloskim kljuevima i sa

karakteristicnim morfoloSkim oznakama na cijelom tijelu Zi¢njaka.

Molekularna identifikacija je do vrste uspjeSno provedena za sve jedinke u uzorku sto

upucduje da je za navedene vrste molekularna identifikacija vrlo pouzdana.

Jednaki rezultati morfoloske i molekularne identifikacije dobiveni su identifikacijom
vrste A. ustulatus. Zbog karakteristicnih morfoloskih oznaka na zatku, ovu je vrstu lakse
razlikovati od ostalih promatranih vrsta, te morfoloska identifikacija moze biti jednako

pouzdana kao i molekularna.

Prema brojnosti i dominantnosti, u srediSnjoj Hrvatskoj je najzastupljenija vrsta A.
brevis, klasificirana kao eudominantna, nakon koje slijedi vrsta A. sputator, takoder
klasificirana kao eudominantna. Vrsta A. lineatus i vrsta A. ustulatus su zastupljene u
manjem broju i klasificirane kao subdominantne, dok vrsta A. obscurus u ukupnom
uzorku nije utvrdena. Dobiveni rezultati su konzistentni sa najnovijim podacima o

zastupljenosti Zi¢njaka u Hrvatskoj.

Statistickom analizom brojnosti i indeksa dominantnosti utvrdeno je da nema

signifikantnih razlika izmedu rezultata dobivenih morfoloSkom identifikacijom i
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rezultata dobivenih molekularnom identifikacijom, sSto upucuje da postotak pogreske
morfoloske identifikacije nije znacajan. Prema statistickoj analizi razlike izmedu dvije
vrste identifikacije signifikantno ne utjeCu na zavrsni rezultat brojnosti i indeksa

dominantnosti pojedine vrste.

Utjecaj pogreske morfoloske identifikacije vidljiv je u klasifikaciji koristenjem indeksa
dominantnosti. Zbog puno preciznijeg i osjetljivijeg praga, dolazi do svrstavanja nekih
vrsta u razli¢ite grupe, ovisno o tipu identifikacije. Tako su vrste A. lineatus i A.
obscurus, zbog velike sli¢nosti, krivo determinirane i klasificirane. Morfoloski
identificirana vrsta A. lineatus klasificirana je prema brojnosti kao dominantna, dok je
u molekularnoj identifikaciji subdominantna. Takoder, vrsta A. obscurus je zbog
nekoliko morfoloski identificiranih jedinki klasificirana kao subdominantna, a

molekularno nije utvrdena.

Zaklju¢no, prema dobivenim rezultatima i prema pregledu srodnih istrazivanja sugerira
se kombinirano koristenje morfoloske i molekularne identifikacije za potpuno
razumijevanje i razlikovanje vrsta Zi¢njaka. Daljnjim unaprjedivanjem morfoloske
identifikacije istrazivanjem novih specificnih uzoraka i morfoloskih oznaka pojedine
vrste, te razvijanjem vece baze genetskih kodova za pojedine vrste Zi¢njaka obje se
metode mogu koristiti za dobivanje Sto tocnijih rezultata identifikacije vrste, u svrhu
odrzivog razvoja poljoprivredne proizvodnje sa smanjenim koriStenjem pesticida, i u

skladu sa odrzivom zastitom bilja.
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