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Sazetak

Zavrsnog rada studentice Vanja Smiljani¢, naslova

MOLEKULARNE METODE DETEKCIJE | IDENTIFIKACIJE STETNIKA U ZASTITI BILJA

Stetnici predstavljaju velik izazov za poljoprivredu jer smanjuju prinose i kvalitetu usjeva,
prenose bolesti, utjeCu na globalnu dostupnost hrane i prihode poljoprivrednika. Pracenje
Stetnika i njihova pravilna identifikacija najvazniji su preduvjeti za uspjesnu integriranu zastitu
bilja. U svrhu uspjesSne procjene rizika od Stetnika, te posljedi¢no i njihovog suzbijanja, vazno
je osigurati brzu, ekonomic¢nu i tocnu detekciju i identifikaciju Stetnika. Velik broj klasi¢nih
metoda detekcije i identifikacije nezamjenjive su i dandanas, no ne garantiraju apsolutnu
tocnost i Cesto su fizicki i vremenski zahtjevnije. Molekularne metode sve se vise koriste u
detekciji i proucavanju biljnih Stetnika, jer omoguduju brzu, osjetljiviju i kvantitativniju
detekciju ciljanog organizma. One se temelje na analizi genomske ili geneticke grade te
omogucuju bolje razumijevanje i upravljanje populacijama Stetnih kukaca, otkrivanje
genetskih varijacija i istrazivanje rezistentnosti na pesticide. Metode su visoko osjetljive i
omogucuju brzu identifikaciju u malim koli¢inama, ¢ime se smanjuje rizik od pogresne
identifikacije vrsta. Unato¢ prednostima, ove metode su skuplje zbog potrebe za
specijaliziranom opremom te zahtijevaju visoku struénost za primjenu i analizu rezultata.

KUUCNE RUECI: detekcija, identifikacija, molekularne metode, rezistentnost, $tetnici



Summary

Of the final work - student Vanja Smiljanié, entitled

MOLECULAR METHODS OF PESTS DETECTION AND IDENTIFICATION IN PLANT PROTECTION

Pests present a significant challenge to agriculture by reducing crop yields and quality, spreading
diseases, affecting global food availability, and impacting farmers' incomes. Monitoring pests and
their correct identification are the most important prerequisites for successful integrated plant
protection. To successfully assess the risk of pests, and consequently their suppression, it is
important to ensure fast, economical and accurate detection and identification of pests. Many
classic methods of detection and identification are indispensable even today, but they do not
guarantee absolute accuracy and are often physically and time-consuming. Molecular methods
are increasingly used in the detection and study of plant pests, as they enable faster, more
sensitive and more quantitative detection of the target organism. They are based on the analysis
of genomic or genetic material and enable a better understanding and management of
populations of harmful insects, detection of genetic variations and research on resistance to
pesticides. The methods are highly sensitive and enable rapid identification in small quantities,
reducing the risk of misidentifying species. Despite their advantages, these methods are more
expensive due to the need for specialized equipment and require high expertise for application
and analysis of results.

KEYWORDS: pest, molecular methods, detection, identification, resistance



1. Uvod

Stetnici predstavljaju konstantan izazov u zastiti bilja koji ima utjecaj na produktivnost
i kvalitetu usjeva $irom svijeta. Stetnici mogu smanijiti prinose usjeva ili ih potpuno unistiti, $to
direktno utjece na prihod poljoprivrednika i na globalnu dostupnost hrane. Mnogi Stetnici su
prenositelji bolesti koje mogu prenijeti na biljke, Sto moze dovesti do ozbiljnih bolesti biljaka i
gubitaka usjeva. Putovanje i globalna trgovina mogu omogucditi brzo Sirenje Stetnika na nove
teritorije, Sto mozZe izazvati ozbiljne probleme u novim sredinama (Turnock, 2012; Sheika,
2019).

Da bi se Stetnici suzbili, sve je veéa uporaba pesticida $to mozZe imati utjecaj na zdravlje
ljudi i bioraznolikost. Da bi se rijeSili problemi Stetnika u zastiti bilja, klju¢ni su pravovremena
detekcija i identifikacija Stetnika. Uvodenje razlicitih metoda detekcije i identifikacije u zastiti
bilja omogucuje pravovremeno prepoznavanje prisustva Stetnika, prije nego nastupe ozbiljne
Stete te omogucuje primjenu odgovarajuc¢ih mjera suzbijanja (Codling, 2014; Sheikha, 2019).
Precizna identifikacija Stetnika omoguduje poljoprivrednicima da primjene manje koli¢ine
pesticida ili da poduzmu neke druge mjere zastite. Identifikacija Stetnika koji su nosioci bolesti
omogucuje brzo prepoznavanje potencijalne prijetnje biljci. Zbog ograni¢enja klasicnih ili
tradicionalnih metoda u razlikovanju vrsta Stetnika, osjetljivosti, potrebnog vremena za
analizu, moguénosti propustanja latentne infekcije i nedostatka moguénosti za automatsku
analizu, pri identifikaciji i pra¢enju Stetnih kukaca u zastiti bilja javlja se sve veca potreba za
uporabom molekularnih metoda.

Molekularne metode su u posljednjih nekoliko desetljeé¢a postale klju¢ne u detekciji,
identifikaciji i praéenju Stetnika biljaka. Ove metode omogucuju brzu, osjetljivu i preciznu
detekciju Stetnika, Sto rezultira ucinkovitijom kontrolom i upravljanjem Stetnim organizmima
u poljoprivrednoj proizvodnji (Lazcka i sur., 2007). One predstavljaju skup tehnika koje se
baziraju na analizi genetskog materijala Stetnika. Koristeci tehnike kao $to su PCR (lan¢ana
reakcija polimeraze), sekvenciranje DNA, DNA barkodiranje i druge, mogude je identificirati
Stetnike na molekularnoj razini, ¢ak i kada su u pitanju latentne infekcije ili su Stetnici u vrlo
maloj brojnosti. One omogucuju preciznu identifikaciju vrsta, podvrsta i varijacija Stetnika.
Molekularne metode pridonose ucinkovitom suzbijanju i postale su neizostavan alat u
integriranoj zastiti bilja (Tedersoo i sur., 2018).

1.1. Ciljrada

Cilj rada je pregledom literature opisati najvaznije molekularne metode koje se koriste
u detekciji i identifikaciji Stetnih kukaca, navesti moguénosti primjene u zastiti bilja te istaknuti
njihove prednosti i nedostatke.



2. Pregled literature

2.1. Detekcija i identifikacija Stetnika klasicnim metodama

Praéenje Stetnika i njihova pravilna identifikacija najvazniji su preduvjeti za uspjesnu
integriranu zastitu bilja. Postoje razliCite metode detekcije i identifikacije Stetnika. Klasi¢ne
metode, poput pregleda tla i biljaka, uporabe mamaca, feromona itd., neizostavni su alati i
danas, ali nisu uvijek u mogucnosti dati potpuno kvantitativan i kvalitativan opis nekog
Stetnika. U novije vrijeme razvijaju se digitalni i automatski sustavi za pracenje Stetnika koji bi
omogucdili bolju preciznost u detekeciji i identifikaciji nekog $tetnika (Pajac Zivkovi¢ i sur., 2020).
Identifikacija Stetnika omoguduje procjenu visine populacije, odnosno napad Stetnika Sto
pomaze u predvidanju napada i potrebe suzbijanja. Poljoprivredne kulture napada velik broj
Stetnika. Zbog toga je tocna identifikacija vrste sloZzena i zahtjevna. Ipak, prakti¢ar mora modi
znati identificirati Stetnika barem do porodice ili roda, Sto dovodi do moguénosti pretpostavke
o kojemu se sStetniku radi. Nakon obavljanja preliminarne identifikacije Stetnika, koja ukljucuje

omogucuje to¢nu identifikaciju Stetnika (Bazok, 2022).

Za identifikaciju glavnih skupina Stetnika koristi se vizualna identifikacija, odnosno
pregled biljaka ili drugih povrsina gdje se Stetnici mogu nalaziti, te promatranjem morfoloskih
osobina Stetnika. Da bi se Stetnici izbliza identificirali, koriste se zamke za hvatanje. Koristenje
referentnih materijala, mikroskopskih analiza i konzultacije sa stru€njacima, takoder mogu
olaksati identifikaciju (Bazok, 2022).

Pregled tla na prisutnost Stetnika mogué je kopanjem jama, uzimanjem uzoraka tla
sondom, metodom ,100 uboda” i metodom ukopavanja zrnatih mamaca pod foliju.
Utvrdivanje je moguce i pregledom podzemnih i nadzemnih dijelova biljke te primjenom
entomoloske mreZe. Beskrilni oblici kukaca prate se pregledom biljnih organa, metodom , 100
listova“ i metodom ,,100 buseva“. Utvrdivanje brojnosti Stetnika razli¢itim nacinima lovljenja
ili privlacenja moguce je prekrivanjem ili kréenjem tla, lovnim ¢asama, vizualnim mamcima i
olfaktornim mamcima (Ostrec i Gotlin Culjak, 2005).

Olfaktorni atraktanti su hranidbeni mamci koji se rabe za praenje pojave Stetnika, ali
i za njihovo suzbijanje. Za praéenje pojave rabe se kiselo vino, ocat, hidrolizirani proteini, mirisi
sjemena biljke angelike itd. Seksualni mamci, takoder su olfaktorni atraktanti tj., to su spojevi
(feromoni) koje proizvode kukci radi reguliranja odnosa izmedu jedinki istih vrsta. Muzjaci
osjecéaju miris Zenki na velikim udaljenostima pa je to svojstvo iskoristeno. Kemijskim putem
sintetizirani su mirisi Zenki kojima se prati pojava Stetnika. Feromoni su najées¢e u obliku
kapsula, stavljeni u klopke te su iznutra premazane nesusivim ljepilom. U Hrvatskoj se rabe
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feromoni za pracenje velikog broja Stetnika (jabukinog savijaca, grozdovih moljaca, kukuruzne
zlatice, sovice gama, kupusnog moljca, kupusne i povrtne sovice, Zicnjaka i dr.) (OStrec i Gotlin
Culjak, 2005).

Primjena svjetla i obojenih atraktanata takoder je bitna za praéenje Stetnika. Lovne
lampe privlace kukce svjetloSéu. Moguce je pracenje Stetnih vrsta leptira, posebice sovica.
Lampe se postavljaju na Cetiri metra visine i upale u sumrak. Leptiri koji su privuceni padaju u
posudu s eterom. Koriste se Zivine, UV i fluorescente lampe. Obojeni atraktanti rabe se u
praéenju tako Sto Stetnika privlace pojedine boje. Najcesce se koriste Zute, plave i bijele ploce
premazane nesusivim ljepilom. Zute ljepljive ploce (slika 1.) rabe se za ulov trednjine, maslinine
i mediteranske voéne muhe, za pracéenje lisnih usi, cvjetnog Stitastog moljca, katkad
kalifornijskog tripsa. Plave ploce (slika 2.) privlace tripse, a bijele se koriste za pradenje
malinina pupara i Sljivine osice. Lovne ljepljive trake i daske starija su metoda, zamjena su
ljepljivim plo¢ama (Ostrec i Gotlin Culjak, 2005).

Slika 1. Zuta ljepljiva plo¢a
Izvor: https://plantella.hr/proizvodi/bio-plantella-rumene-lepljive-plosce/-

Slika 2. Plava ljepljiva ploca

Izvor: https://pseno.hr/novo-u-internet-trgovini-ljepljive-ploce/-



https://plantella.hr/proizvodi/bio-plantella-rumene-lepljive-plosce/-
https://pseno.hr/novo-u-internet-trgovini-ljepljive-ploce/-

Pored klasi¢nih metoda, sve se viSe razvijaju inovativni uredaji (,,e-lovke” ili ,,pametne
lovke”) za automatsko pracenje Stetnika ¢ime se omogucava lakse i ucinkovitije pracenje
njihove populacije (Sciarretta i Calabrese, 2019; Zivkovi¢ i sur., 2020). Prednosti ovih uredaja
su te Sto mogu pratiti populaciju Stetnika 24 sata dnevno, svaki dan u godini, s razlicitih polja
istovremeno te trajno spremiti primljene podatke i fotografije (Potamitis i sur., 2017; Zivkovi¢
i sur., 2020). Pri pojavi Stetnika automatski sustav za pracenje odmah ga identificira Sto
omogucava ru¢ni pregled snimljenih fotografija (Mari¢ i sur., 2016; Zivkovié i sur., 2020). Takvi
sustavi unapreduju integriranu poljoprivredu tako Sto obavjestavaju proizvodaca o kriticnom
broju Stetnika putem racunala ili mobilnog uredaja radi donosenja pravovremene odluke o
zastiti uzgajane kulture (Miresmailli i sur., 2009; Zivkovié i sur., 2020). Uredaji za automatsko
praéenje Stetnika mogu slati podatke o brojnosti Stetnika na sredisnje racunalo koje pokrece
model prognoziranja porasta populacije Stetnika i obavjestava korisnika o trenutku kada se
ocekuje da ¢e populacija prijeéi ekonomski prag $tetnosti (Mul i sur., 2016; Zivkovic i sur.,
2020). Pracenje Stetnika moze pruziti uvid u ucinkovitost primjene insekticidnog tretmana,
smanijiti njihovu uporabu i pomodi pri boljem razumijevanju populacije Stetnika u poljoprivredi
(Potamitis i sur., 2017; Zivkovié i sur., 2020).

Za pracenje jabukova savijaca (Cydia pomonella L.) u istrazivanju na Agronomskom
fakultetu u Zagrebu koristila se Trapview-lovka. Trapview je automatizirani, digitalni sustav
koji se koristi za pracenje razlic¢itih Stetnika u ratarstvu, vocarstvu i vinogradarstvu. Ulov
Stetnika u ovome sustavu temeljen je na koristenju razli¢itih atraktanata. Stetnici se
fotografiraju i prebrojavaju u realnom vremenu. Svrha ovoga sustava je obavjeStavanje
proizvodaca o kritichom broju Stetnika putem racunala ili mobilnog uredaja kako bi
pravovremeno obavio tretiranje, tj. zastitu kulture (Zivkovi¢ i sur., 2020).

Takoder, brzina i uinkovitost detekcije mogu se povecati koriStenjem tehnologije u
automatskoj detekciji, poput termalnih kamera i akusti¢nih detektora. Primjer toga je
Rhynchophorus ferrugineus (crvena palmina pipa) koji je bitan Stetnik palmi u mediteranskoj
regiji, Aziji, sjevernoj Africi i Bliskom istoku. Akusti¢nu aktivnost R. ferrugineus proucavalo je
nekoliko istraZivaca koji su zakljucili da se zvuk koji proizvodi Stetnik moze izolirati i razlikovati
od zvukova okolisa i drugih kukaca. Utvrdeno je da Stetnik u stadiju licinke ima konstantan
zvuk prilikom Zvakanja i grizenja, a tijekom kretanja se razlikuje (Mankin i sur., 2016).

Tradicionalne metode detekcije i identifikacije Stetnika imaju nekoliko prednosti. One
su jednostavne, zahtijevaju samo osnovnu opremu bez potrebe za naprednom tehnologijom
pa su time i lako dostupne. Cijena ovih metoda je niza u usporedbi sa primjerice molekularnim
metodama. Metode se mogu koristiti za identifikaciju Sirokog spektra Stetnika. Postoji i
nekoliko nedostataka klasi¢nih metoda. Vizualna inspekcija i morfoloSka analiza ¢esto ovise o
iskustvu i vjestini osobe, pa se mogu dobiti i neto€ni rezultati. One zahtijevaju puno vremena
i radne snage, preciznost je ograni¢ena, karakterizira ih visoka osjetljivost i nije moguée otkriti
niske populacije (Radhika i sur, 2023).



3. Molekularne metode detekcije i identifikacije Stetnika

3.1. lzolacija DNA

Deoksiribounukleinska kiselina (DNA) je molekula koja nosi genetske informacije o
svim Zivim organizmima. Ona sadrZzi upute potrebne za razvoj, funkcioniranje, rast i
reprodukciju organizma. Molekula DNA gradena je od dva polinukleotidna lanca koji su
spiralno obavijeni jedan oko drugoga. Svaki nukleotid graden je od Seéera deoksiriboze,
fosfatne skupine i dusi¢ne baze (adenin, gvanin, citozin, timin) (slika 3.) (Pleji¢, 2021).

— = Adenine
B = Thymine
=3 = Cytosing

B = Guanine

|:| = Phosphate

backbone

Slika 3. Struktura DNA

Izvor: https://www.mometrix.com/academy/dna/

Izolirana DNA koristi se za razli¢ite molekularne analize, kao $to su sekvenciranje gena,
PCR (lan¢ana reakcije polimeraze), DNA barkodiranje i druge tehnike koje pomaziu u
identifikaciji i prouc¢avanju Stetnih kukaca. lzolacija DNA kod Stetnih kukaca provodi se u
nekoliko koraka. Prvi korak je prikupljanje uzoraka Stetnih kukaca. Uzorci se mehanicki ili
kemijski razbijaju kako bi se stanice razgradile i da bi se oslobodila DNA. Taj korak ukljucuje
mljevenje kukaca u teku¢em dusiku, koriStenje homogenizatora ili uporabu kemikalija koje
razgraduju stanicne stjenke. Uzorci se tretiraju liza puferom koji sadrzi deterdZente i enzime
za razgradnju stanicnih membrana i otapanje proteina. Taj korak oslobada DNA u otopinu.
Otopina se tretira proteinazom K za daljnju razgradnju proteina i RNazom za uklanjanje RNA.
DNA se procis¢ava organskim otapalima. Tim korakom dolazi se do odvajanja DNA od ostatka

staniénih komponenti. Proc¢iSéena DNA se Cesto taloZi dodavanjem hladnog alkohola, te
5


https://www.mometrix.com/academy/dna/

postaje vidljiva kao bijeli talog koji se sakuplja centrifugiranjem. Talozena DNA se ispire
hladnim alkoholom kako bi se uklonile necistoc¢e. Na kraju se taloZzena DNA otapa u puferuili
destiliranoj vodi za daljnje analize (slika 4.) (Alberts i sur., 2002).

Genomic DNA Isolation

Sample . Protein DNA DNA
Preparation Cell Lysis Removal Precipitation Rehydration
DNA Purification
psamp"? DNABinding  Wash DNA Elution
reparation

Slika 4. Postupak izolacije DNA
Izvor: https://www.indiamart.com/proddetail/dna-extraction-kit-21293661691.html

3.2. Sekvenciranje DNA

Sekvenciranje DNA je metoda koja omogucuje odredivanje redoslijeda nukleotida u
DNA molekuli. Metoda je izrazito znacajna kod Stetnih kukaca jer predstavlja klju¢ni alat u
mnogim istrazivanjima i aplikacijama, uklju€ujuci poljoprivredu i ekologiju. Kao i kod ostalih
metoda, istrazivaci i poljoprivrednici bolje razumiju i upravljaju populacijama Stetnih kukaca,
Sto dovodi do ucinkovitijih strategija suzbijanja. Precizno sekvenciranje gena omoguduje
razlikovanje morfoloski slicnih vrsta, razumijevanje i pradenje otpornosti na pesticide, te
moguénost uvida u dinamiku populacija. Metode su razlicite. Po brzini, preciznosti,
propusnosti, veli¢ini fragmenata, te nacinu njihove detekcije i analize, dijele se u tri generacije.
Prvu generaciju ¢ine Sangerova metoda i Maxam-Gilbertova metoda, u drugu generaciju
ubrajaju se metode poput pirosekvenciranja i metode ligacijskog sekvenciranja, dok trecu
generaciju ¢ine monomolekularno sekvenciranje u stvarnom vremenu i sekvenciranje pomodéu
nanopora (Trupkovi¢, 2018).

Sangerova metoda (slika 5.), koristi se za odredivanje redoslijeda nukleotida. Prvi korak
je priprema uzorka DNA, odnosno ciljanog fragmenta DNA. Kratki segment DNA se veie za
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pocetak ciljanog fragmenta DNA. Uzorak se razdijeli u Cetiri reakcijske smjese. Dobiveni
fragmenti DNA se razdvajaju elektroforezom. Moguée je odrediti tocnu poziciju svakog
nukleotida jer svaki fragment zavrSava razliCitim ddNTP-om. Fragmenti se detektiraju i
redoslijed nukleotida se odreduje pomocu veli¢ine fragmenata i ugradenih ddNTP-ova.
Rezultati Sangerovog sekvenciranja su relativno jednostavni za interpretaciju, Sto omoguduje
lakSu analizu i identifikaciju sekvenci (Russell i sur., 2002; Trupkovic, 2018).

‘ PCR with fluorescent, 2 Size separation by capillary 3 Laser excitation & detection
chain-terminating ddNTPs gel electrophoresis by sequencing machine
3
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Slika 5. Sangerova metoda sekvenciranja DNA
Izvor: https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/technical-documents/protocol/genomics/sequencing/sanger-
sequencing-

Maxam-Gilbertova metoda temelji se na nasumi¢nom cijepanju svih vrsta nukleotidnih
baza ovisno o koristenom agensu (DMS, hidrazin i dr.). Fragmenti su takoder detektirani
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu (Trupkovi¢, 2018). Prednost ove metode je tocnije
oCitavanje rezultata, bolje kontrolirani uvjeti izvedbe (Boland i sur., 1994.; Trupkovi¢, 2018),
kao i mogucnost koristenja u razlicite svrhe, primjerice sekvenciranje genoma (Church i
Gilbert, 1984; Trupkovi¢, 2018), lociranje rijetkih baza (Sayers i Waring, 1993; Trupkovic¢, 2018)
i detektiranje mutacija (Ferraboli i sur., 1993; Trupkovié, 2018).

Metoda pirosekvenciranja temelji se na detekciji otpustenog pirofosfata i emitiranog
svjetla u reakcijama polimerizacije (Nyren i Lundin 1995; Trupkovi¢, 2018). Za razliku od prve
generacije, brza je jer su koraci poput fluorescentnog oznacavanja primera i baza te gel
elektroforeza potpuno izostavljeni (Ronaghi, 2001; Trupkovi¢, 2018).

Nadalje, razvijeno je monomolekularno sekvenciranje koje koristi samo jednu
molekulu DNA. Za metodu je potreban poseban opticki nanouredaj (ZMW) koji omogucuje
uvjete za promatranje jednog nukleotida koji se veze na lanac DNA. Svaka baza oznacena je

7


https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/technical-documents/protocol/genomics/sequencing/sanger-sequencing-
https://www.sigmaaldrich.com/HR/en/technical-documents/protocol/genomics/sequencing/sanger-sequencing-

drugacijom fluorescentnom bojom, ¢ime se olakSava analiza nastalih fragmenata (Rhoads i Au,
2015; Trupkovic¢, 2018). Velika prednost ove metode je duljina ocitanja sekvenci. Uz dovoljne
koli¢ine enzima, mogude je sekvenciranje oba lanca DNA molekule, $to olakSava detektiranje
i analizu fragmenata (Eid i sur., 2009; Trupkovié, 2018).

Razvijena je i novogeneracijska metoda, sekvenciranje nanoporama, koja ne koristi
fluorescentno oznacavanje baza. Fragmenti DNA prolaze kroz nanopore i time stvaraju naboj
u gustodi elektri¢nog strujanja koji se potom izracunava i analizira na uredaju (Greningerisur.,
2015; Trupkovié¢, 2018). Nanopore mogu biti bioloSke ili krute, a svaka vrsta ima svoje
prednosti. Prednost bioloskih nanopora je ujednacenija struktura i raznolikost membranskih
proteina koji mogu detektirati pojedine baze (Stoddart i sur., 2009; Trupkovi¢, 2018), dok su
krute nanopore dugotrajnije i izdrzljivije (Chang i sur., 2012; Trupkovi¢, 2018).

3.3. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcije polimerazom ili polimerazna lan¢ana reakcija (Polymerase Chain
Reaction, PCR) metoda je kojom se kratki dio DNA umnoZava u velik broj identi¢nih kopija. Ovu
metodu je otkrio i opisao 1983. godine Karry Mullis. Navedena metoda je izvrsila presudni
utjecaj na primjenu molekularno-bioloskih metoda u znanstvenim istrazivanjima. PCR
predstavlja oblik ,,in vitro kloniranja“ koji moze generirati, kao i modificirati fragmente DNA
definirane duljine i sekvence u reakciji. Reakcijska smjesa za PCR sadrzi DNA polimerazu,
deoksinukleotide, ciljano specificne oligonukleotidne pocetnice i odgovarajuc¢i pufer za
optimalnu aktivnost i stabilnost DNA polimeraze (Erlich, 1989).

Faze PCR reakcije su (Erlich, 1989):

1) toplinska denaturacija dvolan¢ane DNA na 94-96 °C, 20-30 sekundi,
2) spajanje pocetnica na temperaturi 50-60 °C, 20-40 sekundi,

3) produljenje pocetnica na temperaturi oko 72 °C, 30-60 sekundi.

Tijekom toplinske denaturacije, dvoc¢lana DNA denaturira se na dvije odvojene niti
(slika 6.). Zatim se reakcijske smjese ohlade na temperaturi koja dopusta pocetnicama da se
spajaju na ciljane sekvence odvijenih lanaca DNA. Tijekom produljenja pocetnica, DNA
polimeraza tvori novi lanac produzujuéi vezane pocetnice s nukleotidima stvarajuci
komplementarnu kopiju cillane DNA sekvence. Kod ponovljenog ciklusa, eksponencijalno
dolazi do povecanja broja ciljanih sekvenci (Erlich, 1989). Produkti PCR amplifikacije



vizualiziraju se na gelu za elektroforezu, u obliku traka bojanjem etidij-bromidom (Erlich,
1989).
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Slika 6. Faze PCR reakcije
Izvor: https://byjus.com/question-answer/identify-and-explain-steps-a-b-and-c-in-the-pcr-diagram-given-

below/-

PCR kod stetnih kukaca koristi se za amplifikaciju specifi¢nih sekvenci DNA koje pomazu
u identifikaciji vrsta, otkrivanju genetskih varijacija, istraZzivanju otpornosti na pesticide i
drugim genetickim analizama. Prednosti ove tehnike su te da daje brze i precizne podatke, a
to omogucuje djelovanje u smislu sprecavanja daljnjeg Sirenja Stete i bolesti. PCR moze
umnoziti trazenu sekvencu nukleinske kiseline bilo kojeg porijekla velik broj puta u nekoliko
sati. Nedostatci metode ocituju se u moguéem dobivanju pogresnih pozitivnih rezultata.
Prilikom provodenja ove metode vazno je voditi racuna o apsolutnoj ¢isto¢i radnog prostora,
aparata i potroSnog materijala (Strunjak Perovi¢ i Topi¢ Popovi¢, 1999).
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3.4. Polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (RFLP

Polimorfizam duzine restrikcijskih fragmenata (Restriction Fragment Lenght
vrsta. RFLP je bio vaZzan alat u istraZivanju genetickih varijacija prije pojave modernijih tehnika
poput sekvenciranja DNA. Ova tehnika omogucuje analizu geneti¢ke varijabilnosti unutar
populacija ili izmedu razli¢itih vrsta Stetnih kukaca. U ovoj metodi prvo se ekstrahira DNA iz
kukaca, zatim se uzorak DNA reze restrikcijskim enzimima koji prepoznaju specificne nizove
baznih parova i rezu DNA na odredenim mjestima. Nakon Sto su DNA fragmenti izrezani
provodi se elektroforeza na agaroznom gelu. Fragmenti se odvajaju prema veli¢ini. DNA
fragmenti prenose se s gela na membranu pomocu tehnike Southern blotting. Membrana se
inkubira s DNA sondom koja je komplementarna specificnim sekvencama unutar fragmenta
DNA. Sonda veZe odgovaraju¢e fragmente. Nakon hibridizacije, membrana se izlaze
autoradiografskom filmu ili nekoj drugoj metodi detekcije (slika 7.) (Beckmann i Soller, 1986).

Molekularna osnova RFLP-a lezi u gubitku ili dobitku restrikcijskog mjesta zbog tockaste
mutacije unutar sekvence prepoznavanja enzima, ili zbog molekularnog dogadaja poput
umetanja, brisanja ili inverzije. Obje situacije rezultiraju razlikom u duljini genomskih
restrikcijskih fragmenata koji se mogu otkriti na Southern blotovima (Beckmann i Soller, 1986).

RFLP markeri su genetski markeri s nekoliko prednosti u usporedbi s konvencionalnim
markerima. Oni opisuju izravno genotip umjesto fenotipa i stoga nisu pod utjecajem okolisa.
Broj RFLP markera koji se mogu mapirati ogranic¢en je samo molekularnim razlikama koje
postoje izmedu dostupnih genotipova. RFLP donosi vazan doprinos molekularnoj genetici
uzgoja biljaka (Beckmann i Soller, 1986).
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Slika 7. Tijek provedbe metode RFLP

Izvor: https://microbenotes.com/restriction-fragment-length-polymorphism-rflp/-
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3.5. DNA barkodiranje

DNA barkodiranje ili genska identifikacija vrsta je standardizirani molekularni sustav
identifikacije vrsta. Ova metoda ubrzano se pocela razvijati tijekom 1990-ih godina (Polak,
2012). Pojedini dijelovi DNA omogucuju diskriminaciju izmedu vrsta, populacija, odnosno
jedinki. NajceSce se za identifikaciju vrsta koriste kratki odsjecci mitohondrijske DNA koji se
nazivaju ,barcode”. DNA barkodiranje je skup kratkih genetickih markera koji se koristi za
identifikaciju i klasifikaciju vrsta. Paul Hebert i ostali istrazivaci su u Kanadi, 2002. godine
predlozili DNA barkodiranje kao nov nacin identifikacije vrsta, koji je baziran na kratkim
sekvencama DNA. Ovo otkrice omogucuje identifikaciju vrsta ¢ak i kada to nije moguce
pomodéu morfoloskih karakteristika, kao Sto je slucaj kada se jedinka nalazi u nezreloj fazi
razvoja ili kada se vrsta morfoloski adaptirala u novoj sredini (Hebert i sur., 2002).

Idealan sustav DNA barkodiranja trebao bi ispunjavati sljedece kriterije (Valentiniisur.,
2009):

1) Sekvencirana regija gena trebala bi biti gotovo identi¢na jedinki iste vrste, ali razlicita
medu vrstama;

2) Ciljana regija DNA treba sadrzavati dovoljno filogeneticke informacije za dodjeljivanje
nepoznatih ili jos ne kodiranih vrsta u njihovu taksonomsku skupinu;

3) Ciljana regija treba biti dovoljno kratka da se dopusti umnozavanje degradirane DNA;

4) Trebao bi biti standardiziran, s istom regijom DNA koja se koristi za razliCite
taksonomske skupine;

5) Trebao bi biti izuzetno robustan, s izrazito o€uvanim pocetnim mjestima i visokim
umnozavanjem i sekvenciranjem DNA.

Dakle, idealni marker za barkodiranje trebao bi biti varijabilan, standardiziran,
filogenetski informativan, izuzetno robustan i kratak. Takav marker jo$ ne postoji ili nije
pronaden (Valentini i sur., 2009).

Tipican tijek barkodiranja (slika 8.) jest da se prvo od uzorka koji treba biti barkodiran
uzima uzorak tkiva (npr. noga kukca). Iz uzetog uzorka izolira se DNA, razbijanjem stanic¢nih
membrana pomocu razlic¢itih tehnika. Sljedeéi korak je amplifikacija DNA pomoéu polimerazne
lanc¢ane reakcije (PCR). PCR omogucava umnoZzavanje odabranih dijelova DNA (Floyd i sur.,
2010). Za barkodiranje se obi¢no koristi specifican gen ili dio gena koji je dovoljno konzerviran
unutar vrsta, kao Sto je COIl gen (citokrom c oksidaza 1) kod Zivotinja (Hebert i sur., 2002).
Protein citokrom oksidaza oznacen kao podjedinica 1 (COI) dobro je o¢uvan kod svih aerobnih

organizama i biokemijski dobro istrazen. On sudjeluje u transportu elektrona i stoga je vazan
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u procesu oksidativne fosforilacije i protona na unutarnjoj membrani mitohondrija.
Upotrebom univerzalnih robusnih pocetnica moguée ga je umnozZiti kod gotovo svih
Zivotinjskih koljena. Brzina molekularne evolucije ovog gena je i do tri puta veéa u odnosu na
gene za rRNA te omogucuje razlikovanje ne samo vrsta nego i divergentnih linija unutar vrsta
(Hebert i sur., 2002; Cukusi¢ i sur., 2019). Amplificirani fragmenti DNA se potom sekvenciraju.
Dobivene DNA sekvence se usporeduju s postojeéim sekvencama u bazama podataka
(Barcode of Life Data Systems - ,,BOLD") analizom sli¢nosti i razlika u sekvencama, te se tako
odreduje identitet vrste i moguce je otkriti nove vrste (Floyd i sur., 2010).

How does DNA Barcoding work ?
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Slika 8. Tijek DNA barkodiranja

Izvor: https://www.biome-id.com/english-1/molecular-services-1/dna-barcoding/-

Kako bi odredivanje nepoznatih DNA barkodova funkcioniralo, za usporedbu je
potrebna opseZna baza DNA barkodova poznatih vrsta s pridruzenim morfoloskim odredenim
primjercima. Ratnasingham i Hebert su 2007. godine uspostavili BOLD bazu. BOLD je baza DNA
barkodova (za carstva Animalia, Plantae, Fungi i Protista) i bioinformatic¢ka platforma koja
omogucuje korisnicima odredivanje svojstava, upravljanje podatcima, analizu sekvenci te
koriStenje statistickih metoda za rekonstrukciju filogenetskih stabala. BOLD baza komunicira
izmedu postojeéih genetickih repozitorija kao Sto je National Center for Biotechnology
Information — NCBI i Global Biodiversity Information Facility - GBIF, odnosno povucene su i
postojecée COl sekvence iz Banke gena — GenBank (Ratnasingham i Hebert 2007; Cukusi¢ i sur.,
2019). U cilju stvaranja nacionalnih baza DNA barkod sekvenci pojedine drzave pokrecu
inicijative za barkodiranje Zivota (npr. ABOL — Austrija, GBOL — Njemacka, FinBol — Finska itd.).
Razvijaju se i kampanje s ciljem prikupljanja DNA barkodova svih vrsta unutar specifiénih
taksonomskih grupa (npr. za mrave Formicidae barcode of life, za ptice All Birds Barcoding
Iniciative, za tulare Trichoptera Barcode of Life itd.). Cilj je stvoriti opsezu referentnu bazu
podataka sa DNA barkodovima Zivog svijeta. Buduci da vrste brzo nestaju klasi¢na taksonomija
ne stigne ih opisati (Waterton i sur., 2013; Cukusié¢ i sur., 2019).
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Prednosti DNA barkodiranja su viSestruke. Primjeri su identifikacija vrste u bilo kojoj
fazi rasta i razvoja, identifikacija prijenosnika bolesti, identifikacija Stetnika u poljoprivredi u
bilo kojem stadiju razvoja ¢ime je omoguéena kontrola nad njima i manja uporaba pesticida te
zaStita prirodnih resursa kao i zastita ugrozenih vrsta (Rizvanovi¢ Smajlovic i Elez Burnjakovi¢,
2013). Nedostatak DNA barkodiranja je taj da ne moze otkriti sve kandidate neopisanih vrsta,
posebno za nedavno divergentne skupine (Ustugi i sur., 2011).

DNA barkodiranje, osim u taksonomiji, koristi se i u:

a) suzbijanju poljoprivrednih Stetnika — odredivanje Stetnika u bilo kojem razvojnom
stadiju omogucuje bolju kontrolu i smanjuje troSkove;

b) odredivanje vektora zaraze — omogucuje stru¢njacima koji nisu biolozi da prepoznaju
vektore patogena kao Sto su pojedine vrste komaraca;

c) kontroli ilegalne trgovine — omogudéuje odredivanje bioloskih materijala i tako
omogucuje sprjecavanje unosa nedozvoljenih proizvodaili Zivih primjeraka skupina cija
trgovina je zabranjena;

d) zastiti rijetkih Zivotinja — omogucuje kontrolu podrijetla hrane i proizvoda od ugrozenih
Zivotinja koji se mogu nadi na trzistu;

e) prehrambenoj i kozmetickoj industriji — omogucuje odredivanje sadrZaja proizvoda i
time kontrolu toénosti podataka navedenih na deklaraciji (Kaur 2015; Cukusi¢ i sur.,
2019).

3.6. Polimorfizam pojedinacnog nukleotida (SNP)

Polimorfizam pojedinacnog nukleotida (Single Nucleotide Polymorphism (SNP)) je
novija metoda koja provodi analizu cijeloga genoma. Ova se metoda koristi za identifikaciju i
proucavanje genetskih varijacija na nivou jednog nukleotida u DNA. Kroz genotipizaciju
pomodéu SNP metode moguce je analizirati genetsku strukturu, diferencijaciju, protok gena,
rasprostranjenost i sposobnost prilagodbe Stetnika (Brumfield i sur., 2003; Kadoi¢ Balasko i
sur., 2022).

Prvi korak ove metode jest prikupljanje uzoraka. DNA se izolira iz uzorka pomocu
ekstrakcije. Odreduju se specifiéni SNP markeri koji ¢e se analizirati. Ciljani dijelovi DNA koji
sadrze SNP- ove amplificiraju se pomoéu PCR-a. Slijedi sekvenciranje amplificiranih produkata
i identifikacija SNP-ova (Hartl i Jones, 1992).
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Prednosti ove metode su moguénost detekcije malih genetskih varijacija sa visokom
preciznos¢u. Metoda je brza i jednostavna te se moze koristiti za Sirok spektar istrazivackih
cilieva (Brumfield i sur., 2003; Kadoi¢ Balasko i sur., 2022).

3.7. lzotermalna amplifikacija posredovana petljom (LAMP)

Izotermalna amplifikacija posredovana petljom (Loop-mediated isothermal amplification
(LAMP)) jedna je od metoda izotermalne amplifikacije nukleinskih kiselina. Prednosti ove
metode su visoka specificnost, Sto je posljedica uporabe 4-6 pocetnica, dizajniranih da
prepoznaju 6-8 razliCitih regija u ciljanoj DNA sekvenci. Reakcija se odvija na jednoj
temperaturi, obi¢no 60-652C, pa za izvodenje LAMP-a nije potrebna upotreba termociklera za
preciznu izmjenu temperature u zavisnosti od faze reakcije, koji je neophodan za izvodenje
PCR-a. LAMP metoda ne zahtjeva prethodno izdvajanje DNA ili RNA molekula (Ognjanovié,
2022).

Reakcija LAMP metode najcesce je podijeljena na tri faze (Ognjanovic¢, 2022):
1) Stvaranje pocetnog materijala za reakciju,
2)  Ciklicna amplifikacija,
3) Elongacija sa reciklizacijom,

Najvazniji korak u prvoj fazi je stvaranje Sablona u obliku jednolancane strukture nalik
na petlju (slika 9.) (Ognjanovic¢, 2022).
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Slika 9. Shematski prikaz jednolanéane DNA strukture nalik na petlju
Izvor: https://issuu.com/supha.450/docs/supha 12/s/17181102-
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U ostalim fazama cilj je dobiti eksponencijalnu amplifikaciju Sablona i zamjenu lanaca,
Sto dovodi do stvaranja dvolancane DNA. Na kraju nastaje kompleksna struktura (slika 10.)
(Ognjanovi¢, 2022).
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Slika 10. Krajnji proizvod LAMP amplifikacije sa Sest petlji
Izvor: https://issuu.com/supha.450/docs/supha 12/s/17181102-

3.8. Jednoclani konformacijski polimorfizam (SSCP)

Jednoclani konformacijski polimorfizam (Single-Stranded Conformation Polymorphism
(SSCP)) je tehnika koja sluzi za detekciju genetskih varijacija i mutacija u fragmentima DNA.
Metoda moze biti vrlo korisna zbog sposobnosti razlikovanja razli¢itih genotipova na osnovu
razlika u sekvencama DNA. Ona se zasnhiva na principu da jednoc¢lane molekule DNA sa
razli¢itim sekvencama mogu formirati razli¢ite sekundarne strukture pod odredenim uvjetima.
Razli¢ite konformacije mogu se razdvojiti elektroforezom na poliakrilamidnom gelu, time se
omogucuje detekcija i identifikacije Stetnih genotipova (Hayashi, 1991).
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Prvi korak SSCP metode je izolacija DNA. Ciljani fragmenti DNA se amplificiraju pomocu
PCR metode. Amplificirani fragmenti DNA se denaturiraju da bi se dobili jednoclani fragmenti.
Jednoclani fragmenti DNA se razdvajaju elektroforezom na poliakrilamidnom gelu (slika 11.).
Razli¢ite konformacije ée migrirati razli¢itim brzinama. Gel se baji ili se koriste radioaktivne ili
fluorescentne oznake da bi se vizualizirali fragmenti DNA (Hayashi, 1991).

dsDNA WT Mutant
(PCR product)
l ssDNA1
Denaturation:
formation of Neutral S
ssDNAs PAGE
> @
ssDNA2

Slika 11. Shematski prikaz SSCP metode
Izvor: Bagyinszky i sur. (2014)
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4. Primjeri primjene molekularnih metoda u zastiti bilja

Razvojem molekularnih metoda identifikacije vrsta otvorene su nove moguénosti u
rjeSavanju problema povezanih s tradicionalnim metodama identifikacije (Ivanovic i sur.,
2004). Prema Sipek (2017.) Genomska DNA je kompletna genetska informacija koja se nalazi
u jezgri svake Zive stanice organizma. Ona sadrzi sve geneticke upute potrebne za razvoj i
funkcioniranje organizma. Zi¢njaci roda Agriotes (slika 12.) prikupljeni na razli¢itim lokacijama
u Hrvatskoj uspjesno su determinirani do vrste analizom njihove genomske DNA. Za to su
koristeni sredniji dijelovi abdomena Zi¢njaka, veli¢ine 1-2 mm koji su stavljeni u epruvetu od
1,5 ml.

Da bi se mogla izdvojiti DNA iz izrezanog dijela tkiva, uzorku je dodano 20 ul PBS pufera
(pH 7,2) i tkivo je homogenizirano pomodu nastavka za pipetu (volumen 1000 pul). Svakom
uzorku dodano je 5 ul proteinaze K (20 mg/ml) za razgradnju proteina i 200 pl 10 % otopine
Chelex za zastitu izdvojene DNA. Inkubacija uzoraka vrsena je na termomikseru 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 da bi se ekstrahirala DNA
jedinke na dnu epruvete. Iz svakog uzorka izdvojeno je 100 pl DNA u epruvetu od 1,5 ml, a
propisno oznaceni uzorci su pohranjeni na -26 °C za daljnje analize. Nakon izolacije, za svaki je
uzorak napravljen PCR. Rezultati su pokazali brojnost pojedine vrste Zicnjaka na lokalitetima
SrediSnje Hrvatske. Zakljucak je da 83 vrste nemaju to¢nu identifikaciju do vrste pa nije
moguce toéno tvrditi o kojoj se vrsti radi (Sipek, 2017).

Slika 12. Zi¢njak

Izvor: https://gospodarski.hr/rubrike/povrcarstvo-rubrike/kako-suzbijati-zicnjake-u-povrtnjaku/-
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Metoda PCR koriStena je i kod krumpirovih cistolikih nematoda, Globodera
rostochiensis (slika 13.) i Globodera pallida (slika 14.), vaznih ekonomskih Stetnika krumpira.
Sve identifikacije ovih vrsta temeljile su se na morfoloskim karakteristikama. Metoda lan¢ane
reakcije polimerazom (PCR) provedena je prvi put u Hrvatskoj na ovim uzorcima kako bi se
uvele brze i pouzdane molekularne metode analize tih vrsta. Cilj je bio utvrditi sastav ovih
nematoda u Hrvatskoj. Analizirano je 10 populacija uzorkovanih u tri Zupanije. U svim
analiziranim populacijama identificirana je vsta G. rostochiensis (Grubisic¢ i sur., 2013).

Slika 13. Vrsta Globodera rostochiensis
Izvor: https://www.invasive.org/browse/detail.cfm?imgnum=1356139-

Slika 14. Vrsta Globodera pallida
Izvor: https://images.wur.nl/digital/collection/nematode pict/id/672/-
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RFLP metoda koristena je za identifikaciju i razlikovanje Stetnih kukaca koji utjecu na
poljoprivredne usjeve. Istrazivaci su koristili DNA iz uzoraka kukaca i primijenili enzime za
restrikciju koji rezu DNA na specificnim mjestima. Fragmenti su analizirani pomocu
elektroforeze u agaroznom gelu, Sto je omogucilo identifikaciju razlic¢itih genetskih profila
medu kukcima (Narayanan, 1991).

Provedeno je istrazivanje porodice Tachinidae (musice). One parazitiraju u tisu¢ama
vrsta gusjenica Costa Rice, a mogu biti i opée parazitoidne ili specijalizirane za odredenu vrstu
ili rod gusjenica. Istrazivanje je provedeno na 400 vrsta uzgojenih i 390000 u divljini ulovljenih
jedinki koje su pripadnice 3500 vrsta na podrucju Costa Rice. Smatra se da je barem 90 %
jedinki specijalizirano za jednu ili nekoliko blisko srodnih vrsta (Polak, 2012). Polak (2012.) u
svom radu navodi da je u istrazivanju u kojemu bi se potpuno definirala parazitoidna svojstva,
provedeno DNA barkodiranje na 2134 jedinke koje su prvotno svrstane u 16 morfoloski
usporedivih vrsta sa najizrazenijim opcée parazitoidnim karakteristikama i dobivene su 73
mitohondrijske linije sa 4 %- tnom razlikom u sekvencama. Te su linije testirane neovisnim
markerima jezgre (28S i ITS1) i trenutno se smatraju odvojenim vrstama. Kako bi se opce
parazitoidno svojstvo potpuno definiralo, provedene su analize COIl sekvenci kao barkoda kod
16 najizrazenijih opcée parazitoidnih vrsta, uzgojenih na mnogo vrsta gusjenica, sve su uzgajane
10 - 100 puta. Te vrste parazitiraju u provjerenim, definiranim domacinima. Dobivene su 64
vrste specijaliziranih parazitoida i devet opce parazitoidnih vrsta.

Ovaj rezultat pridaje jos veci znacaj istrazivanju barkoda provedenog kod 20 morfoloski
razliCitih vrsta roda Belvosia, drugog pripadnika Tachinida koji obitava na istom stanistu.
Potvrdene su sumnje o podcijenjenoj bioraznolikosti parazitoida. UspjeSno su provedene
analize barkoda. Uzeta je po jedna musica iz svakog od 2134 uzgojena legla i 14 od 16 vrsta
bilo je moguce pouzdano razlikovati putem barkodova. Svaka od 14 vrsta pripala je u zaseban,
nepreklopljivi klaster sekvenci u NJ stablu. Klasteri barkodova medu vrstama razlikovali su se
>5 %, ali je intraspecijska divergencija bila visoka, kod nekih ¢ak preko 10 %, $to ukazuje na
postojanje viSe kripti¢nih vrsta. Ukljucen je niz ekoloskih faktora kao $to su gusjenice domadini,
njihova ishrana i 12 ekosustav te neovisni geneticki markeri, da bi se ispitalo da li ovi podaci u
cijelosti podupiru hipotezu da svaki klaster sekvenci predstavlja morfoloski prikrivene vrste.
Hipoteza se pokazala ispravnom i 16 vrsta je rasporedeno u 73 kripti¢ne vrste. Dvije su vrste
Hyphantrophaga virilis i Lespesia aletiae, pouzdano odgovarale ve¢ dodijeljenim imenima.
Klasterima vrsta su pridodana alfanumeric¢ka privremena imena, gdje ime odrazava rod u koji
su svrstane u inventaru, makar ta imena nisu évrsta mjerila determinacije. Cinilo se i da klaster
unutar jedne od 16 vrsta nije odgovarao ekoloskim podacima ili je pak bilo samo malih razlika
u odnosu na sekvence susjednih klastera. Zbog ovoga su analizirana i dva neovisna markera
jezgre. Kao i kod Belvosia, analizirane su ITS1 i D2 regije 28S. Ove dodatne analize nisu
provedene kod svih jedinki, za koje postoje barkodovi, jer je svrha bila identifikacija vrsta i
otkrivanje prikrivenih vrsta medu opée parazitoidnim vrstama. Spajanjem ovih rezultata (COI
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barkodovi, ekoloski ¢imbenici i jezgrine sekvence), 73 vrste je bilo moguce rasporediti u Cetiri
uzorka:

1. Barkodirani opée parazitoidni organizmi ostaju op¢i parazitoidi;

2. Barkodirana opée parazitoidna vrsta postaje dvije opce parazitoidne vrste;

3. Barkodirani opc¢i parazitoid postaje nekoliko spacijaliziranih i jedan op¢i parazitoid;
4. Barkodirani op¢i parazitoid je kompleks specijaliziranih parazitoida (Polak, 2012).

Ono $to je smatrano da obuhvada 16 vrsta ispalo je barkodiranjem 73 vrste, te se sve
osim dvije mogu se identificirati putem barkoda (Polak, 2012).

Leptiri iz porodice Hesperiidae Siroko su rasprostranjeni. Vrsta Astraptes fulgerator
veliki je leptir iz ove porodice. Uzgojem ove vrste u velikim koli¢inama iz gusjenica ulovljenih
u divljini utvrdeno je da je polifagan (hrani se velikim brojem vrsta), ¢ime je potaknuta sumnja
da se ne radi o samo jednoj vrsti. Otkriveno je 6 do 7 malih morfoloskih varijacija sa razlikama
u ishrani u stadiju li¢inke te u spolu. Analiza COl gena provedena je na 446 uzgojenih odraslih
jedinki. Time su otkrivena 3 nova klastera te klasteri koji kovariraju sa ve¢ utvrdenim. Ukupno
je 10 prikrivenih vrsta koje variraju od parapatrijskin do simpatrijskih. Druga analiza na
uzgojenim leptirima iz ACG (Area de Convervacion Guanacaste) u Costa Rici pokazala je da
unutar roda gdje je jedna vrsta, postoje i Cetiri nove, slicne vrste. Te vrste razlikuju se u
odraslim stadijima, reproduktivnim organima muzjaka i Zenki te u uzorcima boja. Blisko srodne
vrste poput Polyctor, Cobalus i Neoxeniades, nisu uspjeSno razdvojene barkodovima.
Nemoguénost razdvajanja ovih vrsta je zbog prekratkog fragmenta u koji nisu ukljucene
dijagnosticke regije, dok su cjeloviti barkodovi (650 pb) pouzdano razdvojili vrste u svakom
paru leptira. U pocetku, program sistematicnog barkodiranja svake ACG vrste
macrolepidoptera sadrZavao je nekoliko primjeraka vrste Perichares philates, koji je bio opisan
kao politipski i paneotropski. Prva dva uzorka pokazala su divergenciju unutar njihovog
konspecificnog klastera u Nj stablu, Sto je potaklo potragu za gusjenicama P. philates i
detaljnije ispitivanje svih stadija Zivotnog ciklusa. Daljnje NJ statisticke analize sve vecih
uzoraka otkrile su Cetiri klastera. Iz toga proizlazi pitanje koji dodatni dokazi opravdavaju
razdvajanje vrsta Perichares na Cije postojanje ukazuju DNA barkodovi. Jedna je potvrda
prehrana li¢inki. MorfoloSke karakteristike su varljive, tesko ih je to¢no definirati. Trenutna
klasifikacija temelji se na analizama iz sredine 20. stoljec¢a, gdje su srodne vrste Cesto, bez
opravdana razloga, klasificirane kao podvrste. Mnogo tih tropskih vrsta za koje se smatra da
se hrane razli¢itim biljkama, obuhvaéaju setove prehrambeno specijaliziranih vrsta.
Barkodiranjem 422 morfoloski sli¢ne vrste, utvrdeno je postojanje dvije ili vise bioloskih vrsta.
Analize su nepotpune, zbog toga Sto je barkodiranje provedeno samo kod vrsta unutar ACG-
a. Potrebno je uloziti trud u prikupljanje vise vrsta ACG jedinki kad god se pojavi odstupanje u
NJ stablu (Polak, 2012).
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Identifikacija DNA barkodiranjem pokazala se uspjeShom za pet redova kukaca koji
imaju najveci broj Stetnika: Coleopteraa (Woodcock 2013; Ashflag i Hebert, 2016), Diptera
(Nagy 2013; Ashfaq i Hebert, 2016), Hemiptera (Park, 2011; Ashfaq i Hebert, 2016),
Lepidoptera (Janzen, 2005; Ashfaq i Hebert, 2016) i Thysanoptera (Rebijith 2014; Ashfaq i
Hebert, 2016). Od 3541 vrsta europskih kornjasa, 92,2 % dodijeljeni su razli¢itim BIN-ovima
koji su se podudarali s poznatom morfoloSkom vrstom, dok je vecéina drugih vrsta dodijeljena
u dva ili tri BIN-a, Sto pokazuje da predstavljaju kripticne komplekse vrsta (Hendrich, 2015;
Ashfaq i Hebert, 2016). Kod ispitivanja 1849 kanadskih ril¢ara dodijeljeno je 1849 BIN-ova, ali
je otkriveno i 27 vrsta s velikim razlikama koje upucuju na kripti¢ne vrste (Gwiazdowsk, 2015;
Ashfaq i Hebert, 2016). Leptiri su najintenzivnije proucavan red, zastupljen je sa vise od
100000 BIN-ova (Wilson, 2013; Ashfalg i Hebert, 2016). Kod dvokrilaca je takoder potvrdena
ucinkovitost DNA barkodiranja (Virgilio, 2012; Ashfaq i Hebert, 2016). Vrsta Liriomyza langei
(Diptera), Stetnik lisni miner porijeklom iz Kalifornije, morfoloski se ne razlikuje od invazivne
vrste L. huidobrensis. Medutim, te se vrste lako razlikuju pomocu crticnog koda, Sto je
¢imbenik koji je omogudio analizu njihove distribucije (Scheffer, 2014; Ashfaq i Hebert, 2016).
Slicno tome, licinke Camptomyia corcitalis i C. heterobia, koje uzrokuju teSke Stete u
proizvodniji Shitake gljiva lako se razlikuju pomocu crti¢énog koda (Shin, 2013; Ashfaq i Hebert,
2016). Lisne usi su globalno vazni Stetnici i glavni prijenosnici mnogih biljnih bolesti, ali ih je
tesko identificirati jer veéina posjeduje nevjerojatnu fenotipsku plasticnost i raznolikost
stadija. DNA barkodiranje pokazalo se kao ucinkovit alat za razlikovanje vrsta jer je
intraspecificna udaljenost mala kod vecine vrsta, dok su kongeneri¢ne udaljenosti velike
(Foottit, 2008, Ashfaq, 2016).

DNA barkodiranje ima Siroku primjenu u programima integriranog upravljanja Stetnim
organizmima (Etzler, 2014; Ashfaq i Hebert, 2016) i bioloskog nadzora (Jones, 2013; Ashfalq i
Hebert, 2016). Buduc¢i da DNA barkodiranje pouzdano identificira i nezrele i odrasle jedinke
(Shin, 2013; Ashfaq i Hebert, 2016), te mozZe razlikovati domacde i unesene Stetnike (Chown,
2008; Ashfaq i Hebert, 2016), koristi se za pomoc¢ pri upravljanju kompleksima vrsta u
poljoprivrednim sustavima (Frewin i sur., 2014; Ashfaq i Hebert, 2016). Te su primjene vaZzne
zbog otpornosti na insekticide koja moze varirati izmedu blisko srodnih vrsta, pa ¢ak i izmedu
genotipova iste vrste (Toor, 2008; Ashfalq i Hebert, 2016).

Tijekom 2017. i 2018. godine u Hrvatskoj su provedene analize genetske strukture
populacija jabukina savijaca (Cydia pommonella) (slika 15.), ekonomskog Stetnika jabuke
diljem svijeta. Koristen je jabukin savija¢ integriranih i ekoloskih vo¢njaka uporabom SNP
metode (Kadoié Balasko i sur., 2022.). Rezultati analize genetske strukture populacija Stetnika
iz integriranih i ekoloskih sustava uzgoja jabuke iz Hrvatske pokazali su nisku genetsku
varijabilnost istraZivanih populacija. Ipak, utvrdeno je da se jedinke iz ekoloSkog i iz
integriranog uzgoja znacajno razlikuju u odnosu na populaciju uzgojenu u laboratoriju, koja
nikada nije bila izloZena utjecaju insekticida (Kadoi¢ Balasko i sur., 2022).
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Slika 15. Jabukin savijac

Izvor: https://www.chromos-agro.hr/jabucni-svijac/-

Glavni Stetnici roda Spodoptera: S. exigua (mali kukuruzni moljac), S. frugiperda
(jesenska sovica), S. litura (lisna sovica) i S. littoralis (mediteranski kukuruzni moljac), uzrokuju
ozbiljne Stete na razli¢itim poljoprivrednim kulturama Sirom svijeta. Da bi se Stetnici mogli
razlikovati, koriStena je LAMP metoda. Metoda je bila ucinkovita za Sirok raspon koncentracija
DNA i pruzila je to€ne rezultate u roku od 70 minuta. Uzori su sakupljeni u Koreji i drugim
zemljama. DNA je ekstrahirana iz tkiva li¢inki ili odraslih jedinki metodom inkubacije na 95 °C
tijekom 5 minuta. Specificne pocetnice su dizajnirane za ciljane sekvence mitohondrijske DNA
i optimizirane za LAMP reakciju na 61 °C tijekom 60 minuta. Reakcija je provedena na Cetiri
osnovne pocetnice, uz dodatak pocetnice za povecanje ucinkovitosti reakcije kod S. exigua.
Proizvodi LAMP reakcije detektirani su vizualno koriStenjem boje SYBR Green |, gdje su
pozitivni rezultati pokazivali florescenciju pod UV svjetlom (Nam i sur., 2021).

Za identifikaciju Stetnih kukaca koriStena je i SSCP metoda koja omoguduje analizu
varijacija u genetskom materijalu na temelju promjena u konformaciji jednolanc¢anih DNA.
Istrazivaci su koristili specificne genske regije za izolaciju DNA iz uzorka kukaca, a zatim su
analizirali konformaciju jednolan¢anih DNA pomocu SSCP metode kako bi otkrili varijacije koje
odgovaraju razli¢itim vrstama. SSCP metode je uspjesno identificirala nekoliko vrsta kukaca
poput S. frugiperda i Helicoverpa armigera (Zuta kukuruzna sovica). Metoda je pokazala visoku
rezoluciju u razlikovanju sli¢nih vrsta kukaca koje je tesko razlikovati drugim metodama (Song
isur., 2023).
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5. Primjena molekularnih metoda u istrazivanju rezistentnosti

Stetnici razvijaju rezistentnost na insekticide ¢&ime uzrokuju ozbiljne posljedice za sve
sudionike u lancu poljoprivredne proizvodnje. Rezistentnost se definira kao postupni porast
otpornosti jedne populacije Stetnika na insekticid koji se koristi za suzbijanje tog Stetnika (slika
16). Glavni uzrok pojave rezistentnosti je primjena klasi¢nih kemijskih insekticida u suzbijanju
Stetnika. Zbog pojave rezistentnosti kod sojeva Stetnika u poljoprivredi stvaraju se ozbiljne
posljedice. Dolazi do ugrozavanja prodaje i plasmana pojedinog insekticida, ugrozavanja
poslovnih uspjeha kompanija koje se bave njihovom proizvodnjom i plasmanom,
poljoprivredni proizvodaci ne uspijevaju zastiti poljoprivredne kulture od Stetnih vrsta zbog
smanjene ucinkovitosti insekticida ¢ime dolazi do znacajnih gubitaka. Takoder, koriste se
skuplji insekticidi ¢cime dolazi do smanjene rentabilnosti proizvodnje (Bazok i Lemic¢, 2017).

Postoje razliciti tipovi rezistentnosti. Fizioloski uvjetovana rezistentnost definira se kao
svojstvo organizma da biokemijskim reakcijama umanji djelovanje insekticida. Morfoloski
uvjetovana rezistentnost olituje se u sprecavanju prodora insekticida u tijelo. Psihofizicki
uvjetovana rezistentnost ocituje se u promijenjenom ponasanju kukca Sto dovodi do
smanjenog kontakta s insekticidom. OdrediSno-poloZajna uvjetovana rezistentnost tezi
sprecavanju djelovanja insekticida na mjestu njegova specificha djelovanja (Bazok i Lemic,
2017).

Da bi se rezistentnost sprijecila, potrebno je poznavati ¢imbenike koji utjecu na njezinu
pojavu. Cimbenici mogu ovisiti o ¢ovjeku, odnosno o primjeni agrotehnickih mjera i mjerama
zaStite bilja. Pojedine vrste kukaca razlicito su sklone mutacijama pa time i razvoju
rezistentnosti. Genetska svojstva vezana na ucestalost mutacija i neke druge osobine kukaca
vazne su jer utje€u na brzinu razvoja rezistentnosti. To ukljucuje broj generacija koje kukac
razvije tijekom godine, broj potomaka, nacin razmnoZavanja i pokretljivost. Kod kukaca koji
imaju viSe generacija genetski se materijal viSe izmjenjuje, veéi je broj tretiranja pa je
vjerojatnost da se rezistentnost brze razvije. Na taj nacin djeluje i broj potomaka u generaciji.
Kukci koji se razmnoZavaju nespolno izravno prenose genetic¢ki materijal na potomstvo pa se
brze razvija rezistentnost. Kod manje osjetljivih stadija rezistentnost se javlja brze. Takoder,
vazni su mehanizam djelovanja insekticida. Rezistentnost se sprefava primjenom
nepesticidnih mjera, mehani¢kim mjerama, uzgojem otpornih sorata i hibrida. Najbolja
strategija jest prevencija, tj. pratiti razvoj populacije Stetnika u polju ili na terenu (Bazok i
Lemié, 2017).
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Slika 16. Prikaz razvoja rezistentnosti kukca na insekticid
Izvor: https://images.app.goo.gl/Gu2mbVqgTShi4buu27-

Kukuruzna zlatica (Diabrotica virgifera virgifera), krumpirova zlatica (Leptinotarsa
decemlineata) i jabukin savijac (C. pomonella) najvazniji su Stetnici ratarskih i vo¢arskih kultura
u svijetu i u Hrvatskoj. Sve tri vrste razvile su rezistentnost na insekticide ili na strategije
suzbijanja. Poznavanjem evolucijskih promjena i ukupne genetske raznolikosti populacije
nekog Stetnika moguce je pruziti korisne informacije za razumijevanje genetskih uzoraka
povezanih sa svakim stupnjem razvoja otpornosti Stetnika, time se praéenje i suzbijanje mogu
prilagoditi rezistentnosti pojedinacne vrste Stetnika. SNP je vrlo pristupa¢na i dostupna
metoda koja sluzi za generiranje vaznih podataka o brojnim vrstama jer se analizira cijeli
genom. Upotreba SNP-a je vaZna za bolje razumijevanje populacijske genetike kukuruzne i
krumpirove zlatice te jabukinog savijaca. Takvi podaci, koji ukljuuju utvrdivanje promjene
genoma povezane s razvojem rezistentnosti kljuéni su za provedbu antirezistentnih programa
kao sastavnog dijela integrirane zastite bilja od Stetnika (Kadoi¢ Balasko i sur., 2021).

Molekularne metode istraZivanja rezistentnosti temeljene su na genotipizaciji mutacija
karakteristi¢nih kod odredenog tipa rezistentnosti (Delye i sur., 2016; Stivi¢i¢ i sur., 2020).
praéenje i uvodenje antirezistentnih programa. Potrebne su detaljne analiticke procedure,
skupa oprema i osposobljeno osoblje za izvodenje ispitivanja (Bass i sur, 2007; Stivici¢ i sur.,
2020). Molekularnim se metodama istrazuju deoksiribonukleinska kiselina (DNA) i
ribonukleinska kiselina (RNA) i otkrivaju geni ili mutacije koje su povezane s rezistentnosc¢u.
Materijal koji se koristi jest Zivo ili mrtvo tkivo, iz jednoga ili skupnih genotipova (npr.
populacije). Za molekularna istrazivanja mora se ekstrahirati dovoljna koli¢ina DNA ili RNA.
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Molekularni testovi klasificiraju se u dvije skupine koje se temelje na prirodi tehnologije
koja se koristi. Prva skupina su robusne (rugged) analize gdje se koristi jednostavna oprema i
tehnika za otkivanje svega nekoliko mutacija u limitiranom broju uzoraka, a potencijalno su
pogodne za uporabu u polju. Druga kategorija su metode gdje se koristi oprema visoke
tehnologije (hi-tech) za istraZivanje rezistentnosti. KoriStenje specijalizirane visoke tehnologije
i opreme ima potencijal za istovremeno otkrivanje rezistentnosti uzrokovane mutacijama u
velikim uzorcima. Ovakvi se testovi joS ne koriste dovoljno za utvrdivanja rezistentnosti
Stetnika na insekticide (Barres i sur., 2016; Stivi¢i¢ i sur., 2020).

Molekularne metode pruzaju detaljniji uvid u sam mehanizam nastanka rezistentnosti na

razini stanice, molekule ili gena. To je vazno za primjenu odgovarajuce antirezistentne
strategije (Stivi¢i¢ i sur., 2020).
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6. Prednosti i nedostatci molekularnih metoda detekcije i
identifikacije Stetnika u zastiti bilja

Molekularne metode u detekciji i identifikaciji Stetnika imaju brojne prednosti. Visoko
su osjetljive Sto omogucuje identificiranje Stetnika u vrlo malim koli¢inama. Ove metode ¢esto
omogucduju brzu detekciju i identifikaciju Stetnika u usporedbi s tradicionalnim metodama.
Moguce je precizno identificirati odredene vrste ili sojeve Stetnika, ¢ime se smanjuje
mogucnost pogresne identifikacije. Ove metode omogudéuju pracenje genetickih promjena
koje su povezane sa rezistentnosti. Moguca je identifikacija novih ili nepoznatih vrsta, sto je
korisno u istrazivacke svrhe ili u situacijama kada su tradicionalne metode nedostatne (Hulten
i sur., 2003). Mnoge molekularne metode mogu se automatizirati, Sto olakSava analizu veéeg
broja uzoraka u kratkom vremenu (Markovié i sur., 2021).

Pored prednosti, molekularne metode imaju i odredene nedostatke. Velik nedostatak
su troskovi, oprema i reagensi molekularnih metoda mogu biti skupi, Sto ogranicava njihovu
primjenu. Primjer su termocikleri za PCR ili sekvencirajuc¢i uredaji (Marekovi¢, 2014). Za
izvedbu molekularne metode potrebno je odredeno znanje i vjestine. lako su molekularne
metode brzZe od tradicionalnih metoda identifikacije, one i dalje zahtijevaju odredeno vrijeme
za obradu uzoraka i analizu rezultata. Analize su slozene. Kao i kod svih laboratorijskih tehnika,
postoji potencijal za pogreske u pripremi uzoraka, manipulaciji opremom ili interpretaciji
rezultata, $to moze dovesti do neto¢nih rezultata. Cesto zahtijevaju ¢iste i dobro oc¢is¢ene
uzorke kako bi se osigurala to¢na analiza (Marekovi¢, 2008).
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7.

1)

2)

3)

4)

Zakljucci

Stetnici predstavljaju ozbiljan problem u zastiti bilja, znacajno utjecué¢i na
produktivnost i kvalitetu usjeva Sirom svijeta. Tradicionalne metode detekcije i
identifikacije Stetnika, iako su korisne, imaju odredena ograni¢enja koja ometaju
pravovremenu i preciznu identifikaciju. Zbog toga, povecana je potreba za uporabom
molekularnih metoda.

Molekularne metode pruzaju brojne prednosti u odnosu na tradicionalne. Razvoj
molekularnih metoda omogucio je ne samo detekciju i identifikaciju Stetnika, vec i
detekciju genetickih promjena koje dovode do rezistentnosti na insekticide. To je od
izuzetne vazinosti za praéenje i upravljanje rezistentnos¢u, ¢ime se poboljSava
ucinkovitost programa zastite bilja.

Unatoc visokim troskovima i tehnic¢kim zahtjevima, prednosti ovih metoda, kao Sto su
visoka osjetljivost, brzina i preciznost, ¢ine ih nezamjenjivim alatima u poljoprivredi.
Primjena molekularnih metoda u praksi zasStite bilja predstavlja znacajan korak
naprijed u borbi protiv Stetnika.

Uz kontinuirani razvoj tehnologije i smanjenja troskova, molekularne metode postat

¢e jos pristupacnije i u€inkovitije, omogucujuéi odrzivu i produktivnu poljoprivredu u
buduénosti.
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