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Sazetak

Diplomskog rada studentice Jasmina Mulamehmedovié, naslova

MORFOLOSKA VARIJABILNOST SMEDE MRAMORASTE STJENICE

Smeda mramorasta stjenica nova je invazivna vrsta iz porodice smrdljivih stjenica
(Pentatomidae) u Europi. Polifagni je Stetnik koji napada viSe od 200 biljnih vrsta, a
ekonomske Stete zabiljezene su u uzgoju vocarskih, povrtlarskih i ratarskih kultura. S
obzirom da je vrsta kratko prisutna na podru¢ju Hrvatske, malo se zna o0 njezinoj
biologiji i ekologiji ali i o morfoloSkoj varijabilnosti. Cilj rada je istraziti morfolosku
varijabilnost populacija ovog Stetnika primjerom metoda geometrijske morfometrije, te
usporediti varijabilnost populacije iz Hrvatske u odnosu na varijabilnost populacija
Stetnika iz Slovenije i Srbije. Uzorci smede mramoraste stjenice prikupljani su u
razdoblju od 2018. do 2021. godine u agroekoloskim sustavima Hrvatske, Slovenije i
Srbije. Ukupno je prikuplieno 545 jedinki stjenice, kojima su uklonjeni gornji i donji par
krila, te preparirani prema standardom postupku. U svrhu utvrdivanja morfoloSke
varijabilnosti na krilima su postavljene specifi¢ne tocke (ukupno 12 to¢aka postavljeno
je na gornja krila i 16 to¢aka na donja krila), a u analizi oblika i veli€ine krila koriStene
su analize multivarijatne statistike (Analiza glavnih komponenti (PCA) i Kanonijska
diskriminantna analiza (CVA)). Rezultatima istraZivanja utvrdene su znacajne razlike
u obliku krila izmedu populacija Stetnika iz Hrvatske, Slovenije i Srbije Sto je dokaz
postupnog prilagodavanja tj. aklimatizacije vrste novom podrucju na koje je nedavno
prispjela. Spolni dimorfizam vrste nije dokazan, no utvrdene su minimalne razlike u
obliku prednjih i straznjih krila izmedu muZjaka i Zenki smede mramoraste stjenice iz
razliCitih drzava.

Kljuéne rijeéi: Halyomorpha halys Stal,1855, geometrijska morfometrija, varijabilnost
populacije



Summary

Of the master’s thesis — student Jamina Mulamehmedovié¢, entitled
MORPHOLOGICAL VARIABILITY OF THE BROWN MARMORATED STINK BUG

The brown marmorated stink bug is a new invasive species of the stink bug family
(Pentatomidae) in Europe. It is a polyphagous pest that attacks more than 200 plant
species, and economic damage to the cultivation of fruits, vegetables, and field crops
has been observed. Since the species has been present in Croatia only for a short
time, little is known about its biology and ecology, but also about its morphological
variability. The aim of the work is to determine the morphological variability of the
population of this pest using the methods of geometric morphometrics and to compare
the variability of the population from Croatia with the variability of the population of the
pest from Slovenia and Serbia. Samples of brown marmorated stink bug were
collected in agroecological systems of Croatia, Slovenia and Serbia in the period from
2018 to 2021. A total of 545 stink bugs were collected, from which the upper and lower
wing pairs were removed and prepared according to the standard procedure. To
determine morphological variability, specific points were placed on the wings (a total
of 12 points on the upper wings and 16 points on the lower wings), and multivariate
statistical analysis was used in the analysis of the shape and size of the wings
(principal component analysis (PCA) and canonical discriminant analysis (CVA)). The
results of the study showed significant differences in the shape of the wings between
the pest populations from Croatia, Slovenia and Serbia, suggesting a gradual
adaptation, i.e. acclimation of the species to the new area to which it has recently
migrated. Sexual dimorphism of the species was not detected, but minimal differences
in forewing and hindwing shape were found between males and females of the brown
marmorated stink bug from different countries.

Keywords: Halyomorpha halys Stal,1855, geometric morphometrics, population
variability



1. Uvod

Smeda mramorasta stjenica (Halyomorpha halys Stal,1855) je invazivna vrsta
azijskog podrijetla (Hoebeke i Carter, 2003.; Nielsen i Hamilton, 2009.). Prva pojava u
Europi je zabiljeZzena na podrugju Svicarske 2004. godine (Wermelinger i sur., 2008.).
Stjenica je u Republici Hrvatskoj otkrivena 2017. godine u Rijeci (Sapina i Seri¢
Jelaska, 2018.), a prva masovna pojava zabiljezena je u usjevu soje 2019. godine u
Zagrebu (Paja¢ Zivkovi¢ i sur., 2021.). Vrsta je izrazito polifagna, a njezina je $tetnost
zabiljeZzena u uzgoju ratarskih, voéarskih i povrtlarskih kultura (Paja& Zivkovié i sur.,
2022.). Hrani se na gotovo 200 biljaka domacina od kojih su neke ekonomski znacajne
(rajCica, soja, pSenica, jabuka, kruska, tresSnja, Sljiva itd.) (Leskey i Nielsen, 2018.).
Takoder, znanstvenim istrazivanjima dokazano je da se stjenica hrani i na mnogim
vrstama ukrasnog bilja kao $to su javor, vrba, empres, jorgovan itd. (Wermelinger i
sur., 2008.).

Stete uzrokuju i odrasli i nimfe sisanjem na plodovima, cvjetnim pupovima ili
stabljikama. Stetnik sisanjem unosi enzim u biljno tkivo to dovodi do pojave klorotiénih
mrlja i nekroza napadnutih organa te deformacija biljaka. Za jaCeg napada, naruSena
su organoleptiCka svojstva i smanjena trziSna vrijednost gotovih proizvoda (Leskey i
Nielsen, 2018.; Paja¢ Zivkovi¢ i sur., 2021.). Prema Bariselli i sur., 2016., stjenica
razvija jednu do dvije generacije godiSnje. Osim u Hrvatskoj, ekonomski znacajne Stete
zabiljeZzene su i u susjednim zemljama; Sloveniji, Italiji i Madarsko;.

Klimatske promjene i genetska varijabilnost vazni su elementi u proucavanju
potencijalnog porasta brojnosti vrste te prilagodbe na nova stanista. Kako bi se
ustanovila genetska varijabilnost Stetnika, uz genetiCke, koriste se i morfometrijski
markeri (Mikac i sur., 2016.). Morfometrija je grana morfologije koja uz upotrebu
statistike opisuje i analizira promjene u veli€ini i obliku morfoloskih cjelina dobivenih
mjerenjem (Mitteroecker i Gunz, 2009.). Morfometrijska metoda koja se koristi u
entomologiji je geometrijska morfometrija, a bazira se na koristenju specifi¢nih toCaka
tzv. markera na odredenim dijelovima tijela kukca. Morfometrijski markeri su
biomarkeri koji detektiraju promjene u genetskoj strukturi populacija na temelju
promjene fenotipa. U svrhu detekcije promjena najceSce se koriste krila zbog svoje
stabilnosti i transparentnosti, a i ustanovljeno je kako su ona prvi faktor koji je podlozan
promjenama (Dujardin, 2008.).

Genetske analize populacija H. halys (npr. primjenom mikrosatelitskih markera)
mogu doprinijeti odredivanju puteva ulaska i kretanja ili Sirenja Stetnika u novo
napadnutim podrucjima (Haye i sur. 2015.). No, rezultati takvih analiza Cesto nisu
dovoljno informativni, stoga se uspjeSno mogu dopuniti ili ¢ak zamijeniti analizama
geometrijske morfometrije (Lemic i sur., 2016.; Pajaé Zivkovié i sur., 2018.).

S obzirom da je vrsta H. halys relativho kratko prisutna na podrucju Europe, te
na podrucju Republike Hrvatske, malo je dostupnih podataka o njezinoj morfoloskoj
varijabilnosti. Istrazivanje fenotipskih karakteristika u svrhu utvrdivanja spolnog
dimorfizma kod populacije vrste H. halys iz Hrvatske proveli su Paja¢ Zivkovié i sur.
(2022.), te utvrdili znacajne razlike izmedu muzjaka i Zzenki. Kod Zenki je utvrdena veca
i snaznija grada tijela i krila $to ih €ini pogodnijim spolom za Sirenja na nova podrucja.
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Primjenom sofisticiranijih morfometrijskih metoda, kao $to je geometrijska morfometrija
moguce je detaljnije istraziti fenotipske varijacije ovog novog i vaznog Stetnika, Sto bi
doprinijelo boljem razumjevaniju nacina njegova Sirenja na podrucju Europe, te
poduzimanju adekvatnih mjera suzbijanja.

1.1. Ciljrada

Cilj rada je istraziti morfolo$ku varijabilnost populacije ovog Stetnika, te usporediti
varijabilnost hrvatske populacije u odnosu na varijabilnost populacija Stetnika iz
zemalja u okruzenju (Slovenije i Srbije).



2. Pregled literature

2.1. Smeda mramorasta stjenica Halyomorpha halys (Stal, 1855)
2.1.1. Sistematska pripadnost

CARSTVO: Animalia — Zivotinje

KOLJENO: Arthropoda — ¢lankonosci
POTKOLJENO: Hexapoda — Sesteronosci
RAZRED: Insecta — kukci

PODRAZRED: Pterygota — krilasi

RED: Hemiptera Linnaeus, 1758 — rilCari
PODRED: Heteroptera Latreille, 1810 — stjenice
PORODICA: Pentatomidae Leach, 1815 — plostice
POTPORODICA: Pentatominae Leach, 1815
ROD: Halyomorpha Mayr, 1864

VRSTA: Halyomorpha halys (Stal, 1855)

Izvor: Integrated Taxonomic Information System (2022.)

2.1.2. Podrucje rasprostranjenosti

Rasprostranjenost vrsta odreduje slozeno medudjelovanje abiotickih i biotiCkih
Cimbenika te faktori koji utje€u na Sirenje mogu zajedno odrediti distribucijske granice
(Zhu i sur., 2012.). Vrsta H. halys izuzetno se dobro prilagodava razli€itim abioti¢kim
faktorima, a zbog Sirokog kruga biljaka domacina na kojima se moZe hraniti i
razmnozavati, moze uzrokovati ozbiljne ekoloSke i ekonomske posljedice u razli€itim
ekoloskim sustavima (Haye i sur., 2015. cit. Hess i sur. 2022.). Rasprostranjenost vrste
u svijetu prikazana je slikom 2.1.2.1. (EPPO, 2022.). Prema navedenoj slici vidljivo je
da je vrsta osim na podrucju prirodne rasprostranjenosti (Kina, Japan, Tajvan i Koreja),
prisutna i u vecini europskih zemalja, te na podrucju Sjeverne i Juzne Amerike.

U Hrvatskoj je ustanovljena 2017. godine (Sapina i Serié Jelaska, 2018.) u
gradu Rijeci, u Srbiji 2015. godine u gradu Vrscu (Seat, 2015.), a u Sloveniji u gradu
Sempeter pri Gorici 2017. godine (Rot i sur., 2018.).



Halyomorpha halys (HALYHA)

O Present @ Transient

2022-08-22
(c) EPPO https://gd.eppo.int

Slika 2.1.2.1. Rasprostranjenost vrste H. halys u svijetu
Izvor: https://gd.eppo.int/taxon/HALYHA/distribution

Porastom temperaturnih vrijednosti, uslijed klimatskih promjena, abiotski uvjeti
pogodovali bi razvoju vrste, Sto bi moglo rezultirati veé¢im brojem generacija
godisSnje. Prema Hess i sur. (2022.), u Njemackoj je primijeceno kako se H. halys Siri
iz juznih, toplijih krajeva prema hladnijem sjeveru. Takoder, moZze se pretpostaviti kako
niske temperature tijekom zime nemaju tako snazan ucinak na H. halys kao $to obi¢no
imaju na druge kukce zbog blizine Covjeka i ljudskih naselja (npr. prezimljavanje u
stambenim naseljima) (Cira i sur., 2016). Dodatno, prema Lee (2015.) terenskim
istrazivanjem utvrdeno je da odrasle jedinke mogu prezimiti u prirodi uglavnom
koristeCi suhe pukotine u mrtvim stablima hrasta (Quercus spp.) i bagrema (Robinia
spp.) kao sklonista.

Na temelju podataka bioklimatskog modeliranja o distribuciji vrste u Aziji,
Kriticos i sur. 2012. (prema Haye i sur. 2015.) utvrdili su da najpovoljniji uvjeti za
udomacivanje vrste vladaju u mediteranskim zemljama od Europe i Bliskog istoka,
sjevernim dijelovima Alzira, dijelovima zapadne Afrike, zapadnoj obali Sjedinjenih
Ameriékih Drzava i istoénom dijelu Sjeverne Amerike, sredisnjem Cileu,
sjeveroistocnoj Argentini, Urugvaju i juznom Brazilu. Dodatno, kao pogodni areal
Sirenja Stetnika izdvojene su regije koje ukljuCuju vazna podrucja za proizvodnju voca
kao Sto su juzni dijelovi Novog Zelanda i juzna Afrika (Zhu i sur. 2012. prema Haye |
sur. 2015.).

S porastom globalne trgovine, prijevoza, klimatskih promjena, turizma, kretanja
robe izmedu zemalja i nacina prezimljenja, postoji moguénost za daljnje Sirenje i
potencijalno udomacivanje ove vrste i izvan trenutno poznatih podrucja (Haye i sur.,
2015.).


https://gd.eppo.int/taxon/HALYHA/distribution

2.1.3. MorfoloSka obiljezja

Duljina tijela smede mramoraste stjenice iznosi izmedu 12 i 17 mm, a Sirina
izmedu 7 i 10 mm (Lee i sur., 2013). Ima dorzoventralno spljosteno i Siroko tijelo Cvrste
grade u obliku stita te luC€i neugodne mirise iz Zlijezda smjestenih na trbusnoj strani
prsa. Ticala su joj gradena od pet Clanaka. Usni organ joj je graden za bodenje i
sisanje. Donji dio prednjeg para krila (semielytrae ili polupokrilja) je hitiniziran,
mramorne smede boje po kojoj je i dobila ime, dok je vrdni dio prednjeg para krila
opnast. Straznji opnasti par krila smjesten je ispod pokrilja i za vrijeme mirovanja krila
su sloZzena jedna preko drugih (Slika 2.1.3.1.) (Gotlin Culjak i Juran, 2016.). Jaja i
li¢inke prvog stadija bjelkaste su boje elipticnog oblika. Veli¢ina liCinke prvog stadija
priblizno je 2,4 mm, li€inke drugog stadija 3,7 mm, liCinke treCeg stadija 5,5 mm, li€inke
Cetvrtog stadija 8,5 mm te li¢inke petog stadija oko 12 mm (Hoebeke i Carter, 2003.;
Ostrec i Gotlin Culjak, 2005.; Lee i sur., 2013.).

P

Slika 2.1.3.1. Odrasli oblik vrste Halyomorpha halys
Izvor: https://entomologytoday.org/brown-marmorated-stink-bug-halyomorpha-halys-ellis/

2.1.4. Biologija i ekologija

Postembrionalni razvoj stjenice je paurometabolija §to znaci da liCinke prolaze
kroz pet razvojnih stadija (jaje, liinka 1. stadija, licinka 2. stadija, liCinka 3. stadija,
li¢inka 4. stadija, liCinka 5. stadija i odrasli oblik) gdje sa svakim sljedec¢im
presvlacenjem sve viSe sliCe odrasloj jedinki (Slika 2.1.4.1.) (Hoebeke i Carter, 2003.;
Ostrec i Gotlin Culjak, 2005.).

Razvoj jajeta traje izmedu 5 i 6 dana, a razvoj od jaja do odraslog oblika traje
od 33 do 55 dana (Hoebeke i Carter, 2003.; Ostrec i Gotlin Culjak, 2005.; Lee i sur.,
2013.). U proljece, krajem travnja do lipnja, kada su sve hranjive tvari iz njihova tijela
iscrpljene, te su temperature zraka oko 10 °C, odrasli oblici izlaze van iz sklonista kako
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bi se hranili. Visoke temperature u oZujku i travnju mogu uzrokovati i njihovu raniju
aktivnost (Lee i sur., 2013.). RazmnoZavaju se u svibnju i lipnju, sele na poljoprivredne
usjeve, a Zzenke odlazu jaja u nakupinama na nali¢ju listova biljaka domacina (Hoebeke
i Carter, 2003.; Wermelinger i sur., 2008; Ogburn i sur., 2016.). Stetnik razvija 1-2
generacije godidnje, a prezimljuje kao spolno nezreli odrasli oblik u zatvorenim
prostorima (naj¢esc¢e ljudskim nastambama). Tijekom mjeseca rujna stjenice odlaze
na prezimljenje (Hoebeke i Carter, 2003.; Wermelinger i sur., 2008.). Prema Lee i sur.
(2013.) vecina jedinki H. halys postaje neaktivha ispod 9 °C. Takoder, prosje¢na
Zivotna dob smede mramoraste stjenice procjenjuje se na 301 dan.

Slika 2.1.4.1. Zivotni ciklus vrste H. halys
Izvor: https://www.stopbmsb.org/stink-bug-basics/life-stages/

Vrsta H. halys vrlo je slitna drugim europskim vrstama iz porodice
Pentatomidae, naro€ito smrdljivoj greti (Dolicoris baccarum L.) ili smrdljivom martinu
(Rhaphigaster nebulosa Poda) stoga moze doci do pogreSaka u identifikaciji vrste
(Slika 2.1.4.2.) (Wermelinger i sur., 2008.).

Slika 2.1.4.2. Odrasle jedinke vrste Rhaphigaster nebulosa (lijevo) i
Dolycoris baccarum (desno)
Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/



https://www.stopbmsb.org/stink-bug-basics/life-stages/
https://commons.wikimedia.org/wiki/

2.1.5. Bilike domacini i Stetnost

Smeda mramorasta stjenice vrlo je pokretna u svim razvojnim stadijima medu
bikama domadinima. Hrani se na razliitim mjestima i na razliitim domacinima.
Li¢inke se najéeS¢e hrane na listovima, stabljikama i plodovima dok se odrasli najvise
hrane na plodovima. Poznato je da se ova invazivna stjenica hrani na oko 200 biljaka
domacdina ukljuCujuc¢i vocke (npr. jabuke, breskve, kruske, grozde), Zitarice (npr.
pSenica, soja, sirak), povrtne kulture (npr. patlidzan, rajCica, paprika) i mnoga ukrasna
stabla (breza, javor, vrba) i grmlje (Nielsen i Hamilton, 2009.; Caron i sur., 2021.).
Prema Nielsen i Hamilton (2009.) na vrsti Paulownia tomentosa Thunb., jaja H. halys
su uoCena veC u 6. mjesecu, a vrsta Fraxinus americana L. idealno je staniSte za
odrasle sredinom i krajem ljeta. Na vrstama Viburnum prunifolium L. i Rosa rugosa
Thunb. Zabiljezena je najvec¢a gustoca li€inki po jedinci povrSine tijekom kasnog ljeta,
a smatra se da je veci broj li¢inki snazno povezan sa sazrijevanjem plodova ili mahuna.
Vecina vrsta iz porodice Pentatomidae fitofagne su i pomocu rila usisavaju hranu
ubrizgavajuéi enzim za razgradnju bilinog tkiva. Stete nastaju u vidu bjeli¢astih togkica
koje kasnije nekrotiziraju, kloroti€nih mrlja i deformacija na biljnim organima koje
napada (Paja¢ Zivkovié i sur., 2021.; Gres i Paja¢ Zivkovi¢, 2018.).

Osim direktnih Steta vrsta radi i indirektne Stete jer moze biti i vektor biljnih
patogena. Od biljnih patogena posebno se istiCe gljiva Eremothecium coryli Kurtzman,
1995 koja uzrokuje trulez plodova (Kuhar i sur., 2012.). Stjenica ne napada ljude, ali
se smatra ozbiljnim molestantom jer ulazi u ljudska staniSta. Takoder, provedena
istraZivanja navode da kemijski obrambeni spojevi tridekan, 5-etil-2(5H)-furanon i (E)-
2-decenal koji odrasli oblici oslobadaju kada osjete opasnost iz mirisnih Zlijezdi moze
uzrokovati alergijske reakcije kod ljudi (Haye i sur., 2015.).

2.1.6. Mjere suzbijanja

U suzbijanju smede mramoraste stjenice u svijetu, najvise se koriste insekticidni
tretmani, ali kao posljedica njihove Ceste uporabe postoji opasnost od razvoja
rezistentnosti. Kuhar i Kamminga (2017.) navode da su najucinkovitiji insekticidi u
suzbijanju piretroidi (beta-ciflutrin, bifentrin, permetrin, fenpropatrin, lambda-cihalotrin,
zetacipermetrin) i neonikotinoidi (dinotefuran, klotianidin i tiametoksam) te karbamati
(metomil i oksamil, organofosfati i organoklor endosulfan). Vecina njih su insekticidi
Sirokog spektra djelovanja koji takoder mogu Stetiti prirodnim neprijateljima i/ili
oprasivacCima, stoga se preporucuje ciljana primjena insekticida u metodi ,privuci i ubij*
i metodi rubnog prskanja uzgojne povrsine.

Shodno navedenom, kemijsko suzbijanje moze se smatrati samo privremenim
rieSenjem. Kratka uc€inkovitost insekticida, polifagnost i sposobnost brzog oporavka
Stetnika te velika pokretljivost jedinki klju€ su Cestih neuspjelih pokuS$aja u smanjivanju
brojnosti populacije. Zato se bioloSko suzbijanje upotrebom prirodnih neprijatelja,
pogotovo parazitoida, smatra dugorocnom metodom suzbijanja H. halys (Sabbatini-
Peverieri i sur., 2020.).



lako su svi razvojni stadiji stjenice osjetljivi na napad prirodnih neprijatelja, stadij
(Hymenoptera: Scelionidae) parazitiraju jaja u cijelom prirodnom podrucju
rasprostranjenosti vrste H. halys. U Kini, T. japonicus (Ashmead, 1904) navodi se kao
dominantna vrsta parazitoida H. halys u prirodnim i poljoprivrednim staniStima sa
stopama parazitizma do 80 %. Drugi parazitoid po dominantnosti, Trissolcus mitsukurii
(Ashmead, 1904) (Hymenoptera, Scelionidae), zabiljeZen je u Japanu kao uobiCajeni
antagonist H. halys, iako je dugo bio povezan sa stjenicama iz roda Nezara.

Ooencyrtus nezarae (Ishii, 1928) (Hymenoptera: Encyrtidae), Anastatus
gastropachae (Ashmead, 1904) (Hymenoptera: Eupelmidae) i Acroclisoides sp.
(Hymenoptera: Pteromalidae) takoder su poznati parazitoidi vrste, ali njihova stopa
parazitizma uglavnom ne prelazi 10 %. Jo$ neki od predatora jaja smede mramoraste
stjenice su i Orius sp. (Hemiptera: Anthocoridae), Arma chinensis (Fallou, 1881)
(Hemiptera: Pentatomidae) i Misumenops tricuspidatus (Fabricius, 1775) (Araneae:
Thomisidae). Prirodni neprijatelji li¢inackog stadija i odraslih oblika uklju€uju i odredene
pauke te muhe Bogosia sp. (Tachinidae) (Dieckhoff i sur., 2017.).

U literaturi se predlaze primjena mehaniCkih mjera suzbijanja stjenice
sakupljanjem jaja i liCinki svih stadija iz usjeva. Takoder, unistavanje potencijalnih
biljaka domacina u blizini usjeva, te pakiranje voca u zastitne vrece predlozene su kao
potencijalne mjere suzbijanja. PredlaZze se i upotreba lovnih biljaka, tzv. ,trap crop”
metoda. Metoda je koriStena u usjevu soje kao zamka za zastitu srednje i kasno zrelih
sorti. Vec¢a brojnost H. halys primijeéena je na ranoj soji nego na kasnijim sortama, a
populacije se nisu povecale u kasnijim sortama nakon zetve ranog usjeva (Lee i sur.,
2013.).

2.1.7. Invazivni karakter

Invazivne vrste velika su prijetnja ekosustavima i uzrokuju ogromne ekoloske i
ekonomske gubitke. Invazivhom vrstom smatra se svaka vrsta koja je namjernim ili
sluajnim djelovanjem Covjeka unesena u podru€ja u kojima prirodno ne obitava te
svojim rastom i razmnoZavanjem negativno utjeCe na bioraznolikost, gospodarstvo i
zdravlje ljudi (Ministarstvo gospodarstva i odrzivog razvoja, 2022.). Tesko je procijeniti
puni opseg Stete od egzoticnih vrsta i troSkova suzbijanja, medutim, procjenjuje se da
invazivne vrste uzrokuju gubitke od 120 milijardi dolara godiSnje samo u Sjedinjenim
Drzavama (Lee, 2015.). S obzirom da su Sjedinjene Drzave i Kina potvrdena sredista
u medunarodnoj poljoprivredno-prehrambenoj trgovackoj mrezi, takoder su najveci
potencijalni izvori invazivnih vrsta za ostatak svijeta. Suprotno tome, zemlje u razvoju,
posebice zemlje podsaharske Afrike, smatraju se relativho najranjivije (Paini i sur.,
2016.). lako je vecina biljaka i kraljeSnjaka namjerno uvedena, vecina beskraljeSnjaka,
ukljuCujuci kukce, uvedena su slu¢ajno (Lee, 2015.).

Na razini Europske unije na snazi je Uredba br. 1143/2014 (EUR-Lex, 2022.) o
sprieCavanju i upravljanju unoSenja i Sirenja invazivnih stranih vrsta. Uredba se
primjenjuje u svim drzavama clanicama Europske Unije te se njena provedba u
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Republici Hrvatskoj osigurava Zakonom o sprje€avanju unosenja i Sirenja stranih te
invazivnih stranih vrsta i upravljanju njima (Narodne novine, br. 15/2018) te njegovim
izmjenama i dopunama (Narodne novinel4/2019). Navedenim zakonom zabranjeno
je unoSenje stranih vrsta kako bi se sprijeCio ili ublazio njihov Stetni utjecaj na
bioraznolikost, gospodarstvo i potencijalno zdravlje ljudi.

Pojedini autori navode da ¢ak i u zemljama koje provode biosigurnosne mjere i
strogi nadzor, mnogi uvezeni proizvodi ostaju neprovjereni zbog poveéanog radnog
opterecenja zaposlenika. S obzirom na to, opasnost od unoSenja invazivnih vrsta nije
u potpunosti isklju€ena, a sam pocetak invazije Cesto se dogada mnogo godina ranije
u odnosu kad ista bude otkrivena (Stanaway i sur. 2001. prema Mikac i sur., 2016.)

Vrsta H. halys postala je jedan od nedavnih primjera ozbiljne bioloSke invazije.
Kako navode Haye i sur. (2015.), prvi primjerci H. halys stigli su u na nove kontinente
posilikama podrijetlom iz Kine, Hong Konga, Japana, Koreje i Indije. Nadalje, Sirenje
ove vrste ukljuCuje prijenos jedinki na nezivim predmetima. PrimijeCeni su kao slijepi
putnici u teretu, sanducima za pakiranje, zrakoplovima, strojevima, vozilima i osobnoj
prtljazi (Hoebeke i Carter 2003. prema Haye i sur. 2015.).

S obzirom da se smeda mramorasta stjenica udomacila na teritoriju Republike
Hrvatske, do$lo je do uspostavljanja njezinih samoodrzivih populacija. Siroko
rasprostranjene vrste poput H. halys zahtijevaju stalni nadzor i redovito suzbijanje kako
bi se smanijio njihov negativan utjecaj u ekoloskim i agroekolo$kim sustavima.



2.2. Geometrijska morfometrija u entomologiji

Geometrijska morfometrija u entomologiji koristi se u svrhu provodenja
fenotipskih analiza (Dujardin, 2008.). Kod kukaca se upotrebljava u istraZivanjima
razlika u veli€ini tijela, veli€ini i obliku krila izmedu populacija, te utvrdivanju spolnog
dimorfizma unutar populacija (Mitrovski-Bogdanovi¢, 2012). Tatsuta i sur. (2018.)
navode da su primjenom geometrijske morfometrije najviSe istrazivane vrste kukaca iz
redova Diptera, Coleoptera i Hymenoptera. Kod vrsta reda Diptera i Hymenoptera
morfometrijske analize najc¢eS¢e su provodene na krilima, a kod Coleoptera na krilima,
spolnim organima, glavi, prsima, tijelu, pokrilju i mandibulama. Kod drugih redova
kukaca (Lepidoptera, Hemiptera, Odonata i Orthoptera) najviSe su istrazivana krila.

Za razliku od krila kraljeznjaka, krila kukaca imaju miSi¢e koncentrirane na
svojim bazama, tako da se krila pasivno deformiraju letenjem. Prema tome, svojstva i
struktura krila glavni su ¢imbenici za odredivanje karakteristika leta kukaca (Wooton,
1992 cit. Tatsuta i sur., 2018.). U krilima kukaca, glavna potporna struktura su hitinske
trake ili tzv. Zile. Raspored i obrasci grananja tih zila razlikuju se medu razli€itim
taksonomskim grupama kukaca i Cesto se koriste za klasifikaciju, posebno na razini
reda i porodice (Tatsuta i sur. 2018). Nadalje, raspored zila na krilu utje€e na njegovu
fleksibilnost u Sirokom broju skupina kukaca, a mogucée i na letaCku sposobnost
(Ennos, 1988. i Combes & Daniel, 2003. cit. Tatsuta, 2018.).

Za obradu podataka u geometrijskoj morfometriji provode se standardne analize
multivarijatne statistike poput Prokrustove superimpozicije (GPA), analize glavnih
komponenti (PCA), diskriminantne analize i kanonijske diskriminantne analize (CVA)
(Mitteroecker i Gunz, 2009.; Slice, 2007.) u dostupnim programskim paketima, a jedan
od najCesce koristenih je MorfoJ v1. 05d (Klingenberg, 2011).

Prokrustova superimpozicija (GPA) je najraSirenija metoda koja se koristi za
morfometrijske analize. Njome se dobivaju podatci o veli€ini, polozaju i orijentaciji krila,
te veli€ini centroida (CS). CS predstavlja udaljenost specificne toCke postavljene na
krilo kukca od sredista koje se dobiva iz specificnih toCaka (lvanovic i Kalezi¢, 2009.
prema NincCevi¢, 2021.). Analiza glavnih komponenti (PCA) pripada u jednostavnije
analize multivarijatne statistike kojom se uklanja dimenzionalnost (Orli¢ i Marinovic,
2012. prema Nincevic¢, 2021.). Kanonijska diskriminantna analiza (CVA) je analiza koja
se koristi za izdvajanje karakteristika koje najvise doprinose razlikovanju populacije
(Nincevi¢, 2021.).
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3. Materijali i metode

3.1. Prikupljanje uzoraka

Uzorci smede mramoraste stjenice prikupljani su u razdoblju od 2018. do 2021.
godine u agroekoloskim sustavima Hrvatske, Slovenije i Srbije (Slika 3.1.). U Hrvatskoj
su stjenice prikupljene ru¢nim skupljanjem jedinki na lokalitetu Drencec (Zagreb). U
Sloveniji su stjenice prikupliene pomoc¢u specijaliziranih piramidalnih lovki sa
agregacijskim atraktantom na lokalitetu Sempeter pri Gorici, a na isti nacin prikupljeni
su i uzorci u Srbiji na lokalitetima Backi Petrovac, Novi Sad i VrSac. Svi uzorci
dopremljeni su u laboratorij Zavoda za poljoprivrednu zoologiju Agronomskog fakulteta
u Zagrebu, te su do provodenja analiza geometrijske morfometrije uvani u 96 %
etilnom alkoholu.
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Slika 3.1. Geografski prikaz lokacija prikupljanja uzoraka (oznaceno crvenom
bojom)
Izvor: https://www.google.com/maps/@44.4467472,16.4064761,7z

Tijekom tri vegetacijske sezone ukupno je prikupljeno 545 jedinki stjenice s pet
razli€itih lokacija u tri drzave (Tablica 3.1.). Na lokaciji Drenec (Zagreb) u Hrvatskoj
uzorci su prikupljeni tijekom 2019. godine, a ukupno je prikuplieno 145 jedinki (70
muzjaka i 75 Zenki). Na lokaciji Sempeter pri Gorici u Sloveniji uzorci su prikupljeni
tijekom 2021. godine, te je ukupno prikuplieno 100 jedinki (50 muZzjaka i 50 Zenki). Na
lokacijama Vrsac, Backi Petrovac i Novi Sad u Srbiji prikupljen je najveéi broj jedinki
(ukupno 300 jedinki u razdoblju od tri godine). U Vrscu je tijekom 2018. godine ukupno
prikupljeno 111 jedinki (55 muzjaka i 56 zenki). Na lokaciji Backi Petrovac je tijekom
2019. godine ukupno prikuplieno 100 jedinki (49 muzjaka i 51 Zenka), dok je u Novom
Sadu tijekom 2020. godine ukupno prikuplieno 89 primjeraka stjenice (44 muzjaka i 45
Zenki) (Tablica 3.1.).
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Tablica 3.1. Prikaz drZzava i lokacija prikupljanja uzoraka, vegetacijske sezone
uzorkovanja, te brojnosti prikupljenih jedinki smede mramoraste stjenice po spolu

« . : Vegetacijska sezona | Broj jedinki
Drzava i lokalitet uzorkovanja 50 ol
Hrvatska Drendec (Zagreb) 2019. 70 muzjaka
75 ZenKi
Slovenija Sempeter pri Gorici 2021. 50 Zenki
50 muzjaka
Vrsac 2018, 42 muzjaka
VrSac 2018. 31 Yenka
Vrsac 2018. 15 3enki
Vrac 2018, 13 muzjaka
10 Zenki
. Backi Petrovac 2019. 42 mujaka
Srbija
Backi Petrovac 2019. 30 zenki
Backi Petrovac 2019. 14 Jenki
Backi Petrovac 2019. 7 muZjaka
7 Zenki
Novi Sad 2020. 45 zenki
44 muZjaka

3.2. Postupak prepariranja krila

Pomocu Stereo mikroskopa Carl Zeiss V8 jedinke smede mramoraste stjenice su
prema morfoloskim razlikama na genitalnom aparatu razdvojene po spolu. MuZjaci
imaju kop&e na terminalnom abdominalnom segmentu koje kod Zenki izostaju (Rice i
sur., 2014.). Nakon determinacije spola, jedinkama su uklonjena sva krila (polupokrilja
i opnasta) pomocu pincete te je proveden proces prepariranja. Proces prepariranja je
proveden prema standardnoj metodi gdje se uz koriStenje pincete, iglice i specijalnog
liepila za mikroskopske uzorke Euparal, (Australian Entomological Supplies,
Melbourne, Vic., Australia) svako krilo ljepilo na predmetno stakalce te pokrivalo
pokrovnim stakalcem. Svako stakalce je obiljezeno jedinstvenom oznakom uzorka
markerom te stavljeno na suSenje. Preparirana krila su se suSila na zraku na sobnoj
temperaturi tiedan dana nakon ¢ega su bila spremljena u oznacene kutije za stakalca
na trajnu pohranu (3.2.).
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Slika 3.2. Prikaz preparata u oznacenim kutijama za trajnu pohranu uzoraka
(Snimila: Mulamehmedovi¢ J., 2022.)

Nakon suSenja svako krilo je fotografirano pomocu digitalnog fotoaparata Nikon
D780 (24.5 MP) postavljenom na tronoScu te spremljeno u JPEG format pomocu
softvera CameraRC Deluxe (J-Pro Software, LLC). Sve fotografije krila su posebno
imenovane i oznacene po lokaciji.

3.3. Oznacavanje to€aka (markera)

Na svaku fotografiju polupokrilja smede mramoraste stjenice postavljeno je 12
specificnih toCaka (Slika 3.3.1.), a na c&voristima ili zavrSetcima Zila svakog opnastog
krila 16 specifiCnih toCaka (Slika 3.3.2.). To¢ke su postavljani na gornja i donja krila po
tocno definiranome rasporedu. Sve slike su digitalizirane koriStenjem softvera tpsDig2
V2.32 (Rohlf, 2021.). Iz daljnjih analiza izbaceni su uzorci na kojima se nisu mogle
odrediti sve toCke uslijed preklapanja tkiva ili ostecenja.
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Slika 3.3.1. Prikaz rasporeda postavljanja specifi¢nih toCaka na polupokrilju smede
mramoraste stjenice
(Izvor: Mulamehmedovi¢, 2022.)

Slika 3.3.2. Prikaz rasporeda postavljanja specificnih to€aka na opnastom krilu
smede mramoraste stjenice
(Izvor: Mulamehmedovi¢, 2022.)

3.4. Obrada podataka

U svrhu geometrijsko morfometrijske analize oblika i veli¢ine krila koriStene su
standardne analize multivarijatne statistike: Analiza glavnih komponenti (PCA) i
Kanonijska diskriminantna analiza (CVA), a statisticka obrada podataka obavljena je u
programu MorfoJ v1. 05d (Klingenberg, 2011.).
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4. Rezultati

Rezultatima istraZivanja morfoloSke varijabilnosti smede mramoraste stjenice
utvrdene su statistiCki znaCajne razlike u obliku krila izmedu istrazivanih populacija.

Slikom 4.1. prikazana je varijabilnost analiziranih populacija smede mramoraste
stjenice s obzirom na razliCite lokacije u Hrvatskoj, Sloveniji i Srbiji nakon provedene
kanonijske diskriminantne analize (CVA). Prema navedenoj slici vidljivo je da postoje
znacajne razlike u obliku krila izmedu svih analiziranih populacija. Populacija iz
Hrvatske pokazala je veliku varijabilnost u obliku krila u odnosu na populacije iz
Slovenije i Srbije koje imaju sli¢nija krila, a izmedu tri analizirane populacije iz Srbije
dodatno se po obliku krila izdvojila populacija Vrsac.

BP
DR

SG
VR

Canonical variate 2

Canonical variate 1

Slika 4.1. Prikaz varijabilnosti populacija smede mramoraste stjenice izmedu
razliCitih lokacija Hrvatske, Slovenije i Srbije (Drencec (Hrvatska); Backi Petrovac,
Novi Sad, Vr8ac (Srbija), Sempetar pri Gorici (Slovenija))
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Kanonijskom diskriminantnom analizom (CVA) takoder je utvrdeno da se
populacije s podrucja Hrvatske, Slovenije i Srbije medusobno razlikuju u obliku
prednjih krila (Slika 4.2.). Prema navedenoj slici vidljiva je velika varijabilnost u obliku
prednjih krila populacija iz Slovenije i Srbije u odnosu na populaciju iz Hrvatske, a
populacije iz Slovenije i Srbije imaju medusobno sli¢nija krila.

41

24

Canonical variate 2

s 4 2 0 2 4
Canonical variate 1

Slika 4.2. Prikaz varijabilnosti populacija smede mramoraste stjenice u
prednjim krilima izmedu razli€itih drzava (Hrvatska (lokalitet Dren¢ec), Slovenija
lokalitet Sempetar pri Gorici), Srbija (lokalitet Vr$ac))

Slikom 4.3. prikazana je varijabilnosti u obliku prednjih i straznjih krila izmedu
muzjaka i zenki analiziranih populacija smede mramoraste stjenice iz Hrvatske,
Slovenije i Srbije nakon provedene analize glavnih komponenti (PCA). Prema
navedenoj slici vidljivo je da su utvrdene minimalne razlike u obliku prednjih i straznjih
krila izmedu muZjaka i Zenki smede mramoraste stjenice iz razliitih drzava, stoga
spolni dimorfizam nije utvrden.
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Slika 4.3. Prikaz varijabilnosti u obliku prednjih i straznjih krila izmedu muzjaka (crna)
i Zzenki (crvena) analiziranih populacija smede mramoraste stjenice iz razli€itih drzava
(Hrvatska, Slovenija i Srbija)
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5. Rasprava

Smeda mramorasta stjenica relativnho je novi ¢lan entomofaune Hrvatske,
Slovenije i Srbije. U Srbiji je prvi puta zabiljezena 2015. (Seat, 2015.), a u Hrvatskoj i
Sloveniji 2017. godine (Sapina i Seri¢ Jelaska, 2018.; Rot i sur., 2018.), te se malo zna
0 njezinoj biologiji i ekologiji ali i o0 morfoloskoj varijabilnosti.

Paja¢ Zivkovi¢ i sur. (2022.) istrazivali su morfolosku varijabilnost populacije
smede mramoraste stjenice prikupliene na podruéju Zagreba s ciliem utvrdivanja
spolnog dimorfizma i procjene varijabilnosti populacije. Rezultati istrazivanja pokazali
su znacajne razlike izmedu muzjaka i zenki u svim mjerenim parametrima na dorzalnoj
i ventralnoj strani tijela (duljini tijela, Sirini pronotuma, povrsini tijela i povrsini oba para
krila, te u pigmentaciji sternuma). Zenke su bile krupnije grade i imale su vec¢a krila, a
kod muZjaka je primije¢ena jaCa pigmentacija sternuma, €ime je spolni dimorfizam
dokazan. Rezultati navedenog istrazivanja pokazali su da su Zenke zbog svojih
morfoloSkih karakteristika prilagodenije za migratorne letove u odnosu na muzjake, a
samim time su vjerojatno i odgovorne za $irenje vrste na nova podrucja (Paja¢ Zivkovi¢
i sur., 2022.).

Rezultatima ovog istrazivanja nisu utvrdene znacCajne razlike u obliku prednjeg
i straZznjeg para krila muzjaka i Zenki Stetnika, no i male utvrdene razlike u obliku krila
dokaz su prilagodavanja vrste novim okoliSnim uvjetima.

Smeda mramorasta stjenica izuzetno je prilagodljiva razliCitim klimatskim
uvjetima, stoga je vrlo vazno pratiti njezinu populaciju, te pokusati predvidjeti obrasce
Sirenja (Reznik i sur., 2022). U ovom istrazivanju primjenom geometrijske morfometrije
utvrdena je znacajna varijabilnost u obliku krila izmedu istrazivanih populacija Stetnika
iz Hrvatske, Slovenije i Srbije, Sto takoder upucuje na prilagodavanje Stetnika novim
agroekoloskim uvjetima na podrucju Istocne Europe koja se klimatski razlikuje u
odnosu na podrucje prirodne rasprostranjenost Stetnika tj. podrucje Azije.

Populacija Stetnika iz Hrvatske znacajno se razlikovala u obliku krila u odnosu
na populacije Stetnika iz Slovenije i Srbije koje su imale sli¢nija krila, Sto je dokaz velike
varijabilnost populacije Stetnika i relativno kratkog obitavanja vrste na podrucju
Hrvatske, Slovenije i Srbije.

U literaturi je ovaj fenomen poznat je pod pojmom fenotipske plastiCnosti tj.
sposobnost genotipa da pod utjecajem okoliSa proizvede razli€ite fenotipe (Schlichting
i Pigliucci, 1998.). Visoka fenotipska plasti¢nost upucuje na nisku varijabilnost izmedu
populacija pod utjecajem okoliSa, dok velika varijabilnost populacija Stetnika utvrdena
ovim istrazivanjem upucuje na nisku fenotipsku plasti¢nost koja je dokaz postupnog
prilagodavanja tj. aklimatizacije vrste novom podrucju na koje je nedavno prispjela.
Takoder, navedeno potvrduje i invazivni karakter vrste koja se u relativno kratkom
vremenskom razdoblju po¢ela razmnozavati i Siriti na podrucju Europe, te negativno
utjecati na agroekoloske sustave tj. uzrokovati ekonomske gubitke u poljoprivrednoj
proizvodnji (Haye i sur. 2015.; Paja& Zivkovié i sur., 2021.).

Primjenom geometrijske morfometrije dokazane su mnogobrojne fenotipske
varijacije kod invazivnih vrsta Stetnika (Lemic i sur., 2014. i 2020.; Lemic i sur., 2016.)
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koje nije bilo moguce utvrditi primjenom genetiCkih markera, stoga je i ovo istrazivanje
dokaz primjenjivosti ove ekonomski prihvatljive te pouzdane metode u dokazivanju
promjena u genetskoj strukturi populacija na temelju promjene fenotipa.

S obzirom da je ova vrsta tek nedavno ustanovljena na podrucju Hrvatske,
Slovenije i Srbije nuzno je provoditi ovakva istrazivanja kako bi se na vrijeme
detektirale populacije Stetnika odgovorne za njegovo prosirenje na nova podrucja, te
poduzele adekvatne mjere njegovog suzbijanja (Lemic i sur., 2016.). Suzbijanje se
vecinom provodi primjenom insekticidnih tretmana iz kemijskih skupina piretroida i
neonikotinoida (Kuhar i Kamminga, 2017.), no njihovom uc€estalom primjenom Stetnik
razvija rezistentnost, te se okoli§ optereCuje agrokemikalijama. U svrhu suzbijanja
ovog Stetnika u Hrvatskoj, za sada nije registriran niti jedan kemijski pripravak. Pajac
Zivkovi¢ i sur. (2020.) istrazivali su utjecaj polifenolnih spojeva iz vodenih ekstrakata
stevije i aronije u suzbijanju smede mramoraste stjenice inkapsuliranih u mikroCestice
kalcijevog alginata metodom ionske gelacije, te utvrdili insekticidni ucinak prilikom
kontaktne primjene mikroCestica na bazi aronije na nimfe i odrasle oblike stjenice.
Primjenom mikroCestica na bazi stevije utvrdeno je produljeno insekticidno djelovanje
na smedu mramorastu stjenicu. Od ekoloski povoljnijih metoda zastite od ovog Stetnika
primjenjuje se tzv. ,attrack-and-kill“ metoda, tj. metoda priviaenja Stetnika na
odredeno podrucje koriStenjem lovki na bazi agregacijskih atraktanata, gdje se potom
cillano suzbijaju primjenom insekticidnog tretmana (Morrison III i sur., 2018.).
Primjenom mehanickog tipa zastite postavljanjem tzv. ,insect-proof‘ mreza postignuti
su vrlo dobri rezultati u zastiti viSegodiSnjih nasada, a Stete u uzgoju jabuke i breskve
smanjene su za 20 % do 45 % (Candian i sur., 2018.).
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6. Zakljucak

Primjenom metoda geometrijske morfometrije utvrdena je velika varijabilnost
istrazivanih populacija Stetnika iz Hrvatske, Slovenije i Srbije u obliku krila. Populacija
Stetnika iz Hrvatske znacajno se razlikovala u obliku krila u odnosu na populacije
Stetnika iz Slovenije i Srbije koje su imale sli¢nija krila, Sto upuéuje na prilagodavanje
Stetnika novim agroekoloskim uvjetima na podrucju IstoCne Europe, a dokaz je niske
fenotipske plastiCnosti Stetnika. Rezultatima istrazivanja nije utvrden spolni
dimorfizam, no utvrdene su minimalne razlike u obliku prednjih i straznjih krila izmedu
muzjaka i Zzenki smede mramoraste stjenice iz razli€itih drzava. S obzirom na invazivni
karakter vrste, koji se prvenstveno ogleda u vrlo dobroj prilagodbi razli¢itim klimatskim
prilikama, te polifagnosti, u buduc¢nosti se oCekuje potpuna aklimatizacija vrste na
podrucju istrazivanja.
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