(N

nom

Sveuciliste u Zagrebu

AGRONOMSKI FAKULTET

I[vana Paladin Soce

Zivotni ciklus i molekularna karakterizacija
novog karantenskog stetnika agruma
trnovitog stitastog moljca Aleurocanthus
spiniferus (Quaintance, 1903) (Hemiptera:

Aleyrodidae) u Republici Hrvatskoj

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2023.



M0

nom

University of Zagreb
FACULTY OF AGRICULTURE

I[vana Paladin Soce

Life cycle and molecular characterization of
the orange spiny whitefly Aleurocanthus
spiniferus (Quaintance, 1903) (Hemiptera:
Aleyrodidae) as a new quarantine pest of

citrus fruits in The Republic of Croatia

DOCTORAL THESIS

Zagreb, 2023.



(N

nom

Sveuciliste u Zagrebu
AGRONOMSKI FAKULTET

IVANA PALADIN SOCE

Zivotni ciklus i molekularna karakterizacija
novog karantenskog stetnika agruma
trnovitog stitastog moljca Aleurocanthus
spiniferus (Quaintance, 1903) (Hemiptera:

Aleyrodidae) u Republici Hrvatskoj

DOKTORSKI RAD

Mentori: prof. dr. sc.Tanja Gotlin Culjak

dr. sc. Mladen Simala

Zagreb, 2023.



M0

nom

University of Zagreb
FACULTY OF AGRICULTURE

I[vana Paladin Soce

Life cycle and molecular characterization of
the orange spiny whitefly Aleurocanthus
spiniferus (Quaintance, 1903) (Hemiptera:
Aleyrodidae) as a new quarantine pest of

citrus fruits in The Republic of Croatia

DOCTORAL THESIS

Supervisors: Tanja Gotlin Culjak, Ph.D., Professor
Mladen Simala, Ph.D

Zagreb, 2023.



Bibliografski podaci:

Znanstveno podrucje: BiotehniCke znanosti

Znanstveno polje: Poljoprivreda

Znanstvena grana: Fitomedicina

Institucija: SveuciliSte u Zagrebu Agronomski fakultet, Zavod za poljoprivrednu
zoologiju

Voditelj doktorskog rada: prof. dr. sc.Tanja Gotlin Culjak, dr. sc. Mladen Simala
Broj stranica:

Broj slika:

Broj tablica:

Broj priloga:

Broj literaturnih referenci:

Datum obrane doktorskog rada:

Sastav povjerenstva za obranu doktorskog rada:

Rad je pohranjen u:

Nacionalnoj i sveucilidnoj knjiznici u Zagrebu, Ulica Hrvatske bratske zajednice 4 p. p.
550, 10 000 Zagreb, Knijiznici Sveucilita u Zagrebu Agronomskog Fakulteta,
SvetoSimunska cesta 25, 10 000 Zagreb.

Tema rada prihvacena je na sjednici Fakultetskog vije¢a Agronomskog Fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, odrzanoj dana 6. 10. 2020. te odobrena na sjednici Senata
Sveucilista u Zagrebu, odrzanoj dana 26. 1. 2021.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI| FAKULTET

IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, lvana Paladin Soce, izjavljujem da sam samostalno izradila doktorski rad pod
naslovom:

,Zivotni ciklus i molekularna karakterizacija novog karantenskog $tetnika agruma trnovitog
Stitastog moljca Aleurocanthus spiniferus (Quaintance, 1903) (Hemiptera: Aleyrodidae) u
Republici Hrvatskoj*

Svojim potpisom jam¢im:
- da sam jedina autorica ovog doktorskog rada

- da je doktorski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u izradi istoga nisam
koristila drugim izvorima osim onih koji su u njemu navedeni

- da sam upoznata s odredbama EtiCkog kodeksa SveudiliSta u Zagrebu
(€1.19).

Zagreb, 2024. godine.

potpis doktorandice



Ocjena doktorskog rada

Datum obrane doktorskog rada: 202 _.

Povjerenstvo za obranu doktorskog rada:




Informacije o mentorima:

Prof. dr. sc. Tanja Gotlin Culjak rodena je 1973. godine u Krapini. Diplomirala je 1995.,
magistrirala 2001., a doktorirala je 2006. godine. U status redovite profesorice u trajnom
zvanju Agronomskog fakulteta SveucilisSta u Zagrebu izabrana je 2016. godine. U sklopu
preddiplomskog studija nositeljica je modula Opca entomologija, Poljoprivredna
entomologija, dok je nositeljica modula Biljna karantena, Ekologija Stetnika i nacela
prognoze na diplomskom studiju. U sklopu poslijediplomskog studija Poljoprivredne
znanosti nositeljica je modula Metode istrazivanja u poljoprivrednoj entomologiji,
Dijagnostika Stetnih organizama, Zooekologija i sistematika i Ekoloska zaStita od Stetnika
te suradnica na tri modula. U svom znanstveno-istrazivatkom radu preteZzno se bavi
rezistentnoS¢u Stetnika na insekticide, integriranom zasStitom uljane repice od Stetnika,
faunom, dinamikom i identifikacijom lisnih uSi, funkcionalnom bioraznolikoS¢u
agroekosustava te Stetnicima povréa i ukrasnog bilja i urbanim biovrtlarstvom. Tijekom
2002. godine usavrsavala se na University of Surrey Roehampton u Londonu. Od 2002. do
2008. obavljala je duznost tehni¢ke urednice znanstvenog ¢asopisa Entomologia croatica.
Kao autor ili ko-autor objavila je 253 znanstvena i stru¢na rada i sudjelovala na vise od 64
znanstvena i struéna projekata. Clanica je Hrvatskog entomologkog drustva, Hrvatskog
drustva biljne zastite (HDBZ) i IOBC/WPRS-a za integriranu zastitu strnih zita.

Dr. sc. Mladen Simala roden je u Zagrebu 1963. godine, gdje je i magistrirao 1994. na
Agronomskom fakultetu u Zagrebu, a doktorirao je 2008. na Poljoprivrednom fakultetu u
Osijeku. 2009. godine izabran je u znanstveno zvanje znanstveni suradnik. Tijekom 1989.
zaposljava se u Institutu za zastitu bilja na Fakultetu poljoprivrednih znanosti u Zagrebu, a
kasnije u Hrvatskom centru za poljoprivredu, hranu i selo (HCPHS). Danas je HCPHS
preimenovan u HAPIH (Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu), gdje je i dalje zaposlen
u Odjelu za dijagnostiku Centra za zastitu bilja. Podrucje njegova znanstvenog rada je
provodenje posebnog nadzora Stetnih organizama i ocjenjivanje dokumentacije
ucinkovitosti u postupku registracije sredstava za zastitu bilja. UsavrSavanje u postupku
ocjene dokumentacije sredstava za zastitu bilja obavio je tijekom 2005. i 2006. u instituciji
PSD u Yorku u Velikoj Britaniji, te u u Nizozemskoj u podrudju dijagnostike &titastih moljaca
(Aleyrodidae), tripsa (Thysanoptera) i lisnih buha (Psyllidae), i u podrucju bioloSke zastite
kultura u zastiéenom prostoru. Kao autor i ko-autor objavio je oko 100 znanstvenih i stru¢nih
radova. Clan je Hrvatskoga entomoloskog drustva i Hrvatskog drustva biljne zastite.



ZAHVALA



SAZETAK

Narancin trnoviti Stitasti moljac Aleurocanthus spiniferus (Quaintance, 1903) (Hemiptera:
Aleyrodidae: Aleyrodinae) nova je entomolo$ka vrsta u Republici Hrvatskoj i trenutacno ima
status karantenskog Stetnika Unije, Prilog Il, Dio B, i predstavlja ozbiljan fitosanitarni rizik u
proizvodnji agruma. Vrsta A. spiniferus u Europi je prvi put otkrivena 2008. godine na
podrucju juzne ltalije. Na prostoru Republike Hrvatske prvi put je nadena i eradicirana 2012.
godine. U ostalim mediteranskim podrucjima, poput Crne Gore, ltalije i Gréke, vrsta A.
spiniferus aklimatizirala se i pri€inja znacajne Stete, posebice u nasadima agruma. U 2018.
godini A. spiniferus identificiran je u proizvodnom nasadu mandarine na krajnjem jugu
Republike Hrvatske, a u 2019. godini zabiljeZzeno je njegovo Sirenje prema sjeverozapadu
zemlje, &emu su pogodovali polifagnost Stetnika i klimatski uvjeti. Stete priginja sisanjem
bilinih sokova na nali¢ju listova te izlu€ivanjem obilne medne rose, na kojoj se sekundarno
razvijaju gljivice Cadavice, 5to uzrokuje smanjenje procesa fotosinteze i evapotranspiracije
biljke. Buduc¢i da se radi o novootkrivenom karantenskom S$tetniku, istraZivanja ove vrste
nisu provedena na podruc¢ju Republike Hrvatske.

Ciljevi ovog rada bili su istraziti zivotni ciklus vrste u prirodnim i u kontroliranim uvjetima,
izraditi fenogram razvoja vrste, istraziti potencijalne biljke domacine i filogenetskim
analizama odrediti haplotipove na temelju sekvenci citokrom c oksidaze podjedinice | (COI)
mitohondrijalne DNA (mtDNA). Istrazivanje zivotnog ciklusa A. spiniferus provodilo se od
sije¢nja 2020. do sije¢nja 2022. u prirodnim uvjetima u Vitaljini, a ukljuCivalo je prikupljanje,
pracenje brojnosti i laboratorijske analize svih pojedinih razvojnih stadija. IstraZivanje
zivotnog ciklusa u kontroliranim uvjetima provodilo se u walk-in komorama na Cetiri razli€ite
temperature s istim postotkom relativne vlaznosti zraka u Centru za zastitu bilja Hrvatske
agencije za poljoprivredu i hranu (HAPIH). Tijekom istrazivanja Stetnika u prirodnim
uvjetima utvrdeno je da Stetnik razvija tri generacije godisnje, a za razvoj jedne generacije
potrebno je od 41 do 105 dana $to ovisi 0 okolisnim ¢imbenicima. Generacije se medusobno
preklapaju, a na agrumima su istovremeno prisutni svi stadiji. U kontroliranim uvjetima
najduzi razvoj zabiljezen je pri temperaturi od 20 °C i trajao je 79 dana. Najkraci razvoj
zabiljezen je pri temperaturi od 30 °C te je potpuni razvoj zavrSen nakon 42 dana. Testirane
biljke (Acca sellowiana Berg. (Myrataceae), Sorbus domestica L. (Rosaceae), Arbutus
unedo L. (Ericaceae), Actinidia deliciosa (A.Chev.) 'Hayward' (Actinidiaceae), Aspidistra
elatior Blume (Asparagaceae), Pittospora tobira (Thunb.) 'nanum' (Pittosporaceae)) nisu
odredene kao potencijalne biljke domacini jer na njima nije ostvaren embrionalni i
postembrionalni razvoj. Filogenetskom je analizom utvrdena prisutnost dva haplotipa, H1 i
H2, u populaciji narancina Stitastog moljca A. spiniferus u Republici Hrvatskoj. Dva
haplotipa pripadaju dvijema razli€itim haplogrupama. Haplotip H1 vjerojatno je podrijetiom
iz Italije, dok se haplotip H2 mozZe povezati s unosom iz Crne Gore. Razvidno je da A.
spiniferus zbog svojih bioloSkih zna€ajki opravdano zasluZzuje karantenski status i
predstavlja znacajan fitosanitarni rizik i ozbiljnu prijetnju u uzgoju agruma Sto ga Cini
posebice zanimljivim i istrazivanja vrijednim Stetnim organizmom. Sustavnim istraZivanjem
biljaka domacina, praéenjem populacije Stetnika, istrazivanjem ucinkovitosti prirodnih
neprijatelja mogu se razviti u€inkoviti programi za suzbijanje ovog Stetnika u poljoprivrednoj
proizvodnji. Vazno je educirati javnost i sve sudionike poljoprivredne proizvodnje o
sprjeCavanju Sirenja tog karantenskog Stetnika jer je edukacija najvazniji resurs uspjeha i
uCinkovitog suzbijanja.

Kljuéne rijeci: karantenski Stetnik, Aleurocanthus spiniferus, Hrvatska, prvi nalaz, zivotni
ciklus, molekularna indentifikacija.



EXTENDED SUMMARY

Life cycle and molecular characterization of the orange spiny whitefly Aleurocanthus
spiniferus (Quaintance, 1903) (Hemiptera: Aleyrodidae) as a new quarantine pest of citrus
fruits in The Republic of Croatia

The orange spiny whitefly Aleurocanthus spiniferus (Quaintance, 1903) (Hemiptera:
Aleyrodidae: Aleyrodinae) is a new entomological species in Croatia and currently has the
status of a quarantine pest on the Union list, Part Il, Annex B. A. spiniferus originates from
Southeast Asia and belongs to the genus Aleurocanthus Quaintance & Baker, 1914, which
includes about 90 species worldwide. Along with the species Aleurocanthus woglumi Ashby,
1915, it is one of the economically important pests. It was first detected in Europe in 2008
in southern Italy, and in subsequent years, it has spread to other Mediterranean countries.
The adult stage of A. spiniferus is a small insect, measuring only 1.30-1.70 mm,
characterized by dark-colored wings. The puparium of A. spiniferus is black and features
white marginal wax filaments. It is a polyphagous pest, proven to attack more than 90 plant
species from 38 plant families, with species from the genus Citrus spp., Pyrus spp., and
Vitis spp., the main economically important host plants. It causes damage by feeding on
plant sap on the undersides of leaves and by excreting abundant honeydew on which sooty
mold fungi colonize, leading to reduced photosynthesis and evapotranspiration, defoliation,
and stunted plant growth. In 2018, the first positive finding in a natural environment was
confirmed in Vitaljina, southern Croatia. Along with the four whitefly species recorded on
citrus in Croatia so far, Dialeurodes citri Ashmead, 1885, Parabemisia myricae Kuwana,
1927, Aleurothrixus floccosus Maskell, 1914 and Aleuroclava aucubae Kuwana, 1911, it is
among the economically important citrus pests. Controlling A. spiniferus is challenging due
to its polyphagy, high reproductive potential, overlapping generations, and all
developmental stages in the orchard. As it is a newly introduced species, this quarantine
pest's biological and ecological characteristics are insufficiently studied. In 2019, its spread
towards northwest Croatia was recorded, posing a high phytosanitary risk, especially for the
Neretva river valley area, the main citrus-growing region in Croatia. However, due to the
limited presence of natural enemies in this area, there is a risk of establishing infestations
on new crops and new plantations such as grapevines, pears, apples, etc. The aim of this
study was to determine the life cycle of the pest under outdoor and controlled conditions in
walk-in chambers at four different temperatures with the same relative humidity, to create a
phenogram of the species' development, to determine potential host plants, and to perform
phylogenetic analyses based on cytochrome c oxidase subunit | (COI) mitochondrial DNA
(mtDNA) sequences to reconstruct possible invasion routes of A. spiniferus in Croatia.

Field research on the life cycle of the pest A. spiniferus in natural conditions was conducted
from January 1, 2020 to January 1, 2022, in the locality of Vitaljina, in a private mandarin
orchard. The life cycle of A. spiniferus was determined based on monitoring and recording
data on the occurrence of all developmental stages of the pest. Yellow sticky traps were
used to signal the beginning of the flight of the adult stage, and every 7-10 days during the
vegetation period, all present developmental stages were recorded on the underside of the
leaves using a 60x hand magnifier. Subsequently, the time frames for the duration of each
individual life stage were calculated. In addition to the life cycle, the population dynamics
were determined by counting eggs, larvae, pupariium and adults on the leaves. Mandarin
leaves were also inspected throughout the year, every 7-10 days during the vegetation
period and once a month during the dormant period. In 2020, 1620 leaves were analysed,
and in 2021, 1512 leaves were from 18 trees. The sampled material was stored in plastic
PVC bags and transported to the Institute for Mediterranean Cultures laboratory at the
University of Dubrovnik. In the laboratory, the presence of each developmental stage, from
eggs to puparia, was determined and recorded on the underside of the leaves using an
Olympus SZ40 stereomicroscope. In contrast, the number of adult stages was determined
by counting individuals on the underside of the leaves in the orchard. Each pre-imaginal
stage of the pest was expressed as the number of eggs, larvae L1, L2-L3, and L4, as well



as adults per 100 cm? of leaf surface. Climate data from the nearest meteorological station
(Dubrovnik airport) were recorded during the research to facilitate the determination of the
occurrence of specific developmental stages of the pest in the study of its biology in the
southern region of Croatia. Identification of other beneficial entomofauna on the collected
leaves was carried out to determine the potential presence of natural enemies of A.
spiniferus. Determination of entomofauna was conducted at the Plant Protection Center,
CAAF, based on morphological characteristics using relevant keys available in the
literature, using an Olympus BX51 binocular light microscope equipped with an Olympus
DP25 digital microscopic camera and analySIS doc morphometry software.

The pest's life cycle was investigated in controlled conditions according to the method of
Argov et al. (1999) in walk-in climate chambers. Four mandarin seedlings were placed in
each individual entomological cage in the climate chambers with fluorescent light, set to a
photoperiod of L16:D8, and a relative humidity of 80 + 10%, while the temperature varied in
four treatments: 20 °C, 25 °C, 30 °C, and 35 °C. Subsequently, an artificial infestation with
300 individuals of adult developmental stages of the pest was conducted for 24 hours. The
leaf examination was carried out using a hand magnifier with 60x magnification, and the
biological development of the species in climate chambers was conducted every three days.
All leaves on which pre-imaginal stages were present were marked. Average values of the
development length for each developmental stage at different temperatures and under
natural conditions. Sexual index determination and oviposition of A. spiniferus were
conducted in walk-in chambers. Molecular analysis of A. spiniferus was performed using
the PCR method on ten samples. DNA isolation was carried out using the Dneasy Blood &
Tissue isolation kit (Qiagen® GmbH, Hilden, Germany), and the isolated DNA was stored
at -20°C. The mitochondrial DNA (mtDNA) cytochrome c oxidase subunit | (COI) region was
amplified using polymerase chain reaction (PCR) according to the method of Uesugi et al.
(2016). Visualization of PCR products was performed by agarose gel electrophoresis. A
200 bp DNA ladder containing 13 fragments of known lengths was used as a molecular
weight standard for DNA determination. After electrophoresis, the gel was examined and
photographed using the UVidoc HD2 system. The amplified mtCOI fragments of 670 bp
were purified using the GenElute® PCR Clean-up Kit and sent to Macrogen Europe®
service for sequencing. The obtained sequences were compared with sequences from the
GenBank database using the BLAST program. Phylogenetic reconstruction of the obtained
and reference sequences was performed using the MEGA7.0 software, employing the
Neighbor-Joining method.

In both years of the study, in natural conditions, adult developmental stages were recorded
in April. In the climate conditions of southern coastal Croatia, A. spiniferus has three
generations per year and overwinters in the fourth larval stage. The total development of A.
Spiniferus from egg to adult, in the first year of the study, lasted from 41-105 days, while in
the second year it lasted from 49-93 days. Overlapping generations were recorded. In
monitoring the population dynamics, maximums of individual developmental stages were
recorded in both years of the study. In contrast, for the larvae of the fourth developmental
stage, it was not possible due to overlapping generations, and some larvae remained on
the leaves and overwintered in that stage. In determining other entomofauna to find natural
enemies of A. spiniferus, the Coccinelidae species Clitostethus arcuatus (Rossi, 1974) was
confirmed. The determination of the sexual index at different temperatures revealed that
females predominated in the overall population (0-7-0.8), while the highest number of
deposited eggs was observed at 25 °C (506 eggs/24 h). None of the six tested host plants
were found to be suitable hosts.

This scientific paper represents a significant contribution to entomological science as it
provides a deeper understanding of the biological development of the quarantine pest A.
spiniferus. The research was conducted under natural conditions, which allowed for the
establishment of a scientific basis for the control and prevention of the spread of this pest,
particularly in the area of intensive citrus production in the Neretva Valley, which is at high



risk of infestation by this pest. Furthermore, this study presents the ideal conditions that
favour the development of this pest, which can serve as a basis for future research on this
species.

Moreover, this paper also contributes to the genetic identification of the species, which is
essential in the context of controlling the introduction of plant material from other countries
to prevent the possibility of spreading this pest to new areas and host plants. These findings
are crucial for preserving citrus orchard productivity in the Neretva Valley and the other
regions at risk of infestation by this pest.

Keywords: Quarantine pest, Aleurocanthus spiniferus, Croatia, first finding, life cycle,
molecular identification.
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1 UVOD

Stitasti moljci (Hemiptera: Aleyrodidae) znadajni su Stetnici poljoprivrednih usjeva. Zbog
Sirokog spektra biljaka domacina predstavljaju vaznu skupinu Stetnika agruma, povréa i
cvije¢a u zasticenim prostorima. Od ukupno 1556 opisanih vrsta Stitastih moljaca diliem
svijeta svrstanih u 161 rod (Martin i Mound, 2007) samo devet vrsta znac¢ajni su Stetnici
agruma u mediteranskim zemljama, od kojih su Sest gospodarski vazni Stetnici agruma. Te
vrste su: Dialeurodes citri (Ashmead, 1885), Aleurothrixus floccosus (Maskell, 1896),
Parabemisia myricae (Kuwana, 1927), Aleurocanthus spiniferus (Quaintance, 1903), sve iz
potporodice Aleyrodinae, te vrste Aleurodicus dispersus Russell, 1965 i Paraleyrodes minei
laccarino, 1990, iz potporodice Aleurodicinae. Prema navodima iz literature vrste iz
posliednje navedene potporodice dosad nisu pronadene u Republici Hrvatskoj (Simala i
sur., 2021). Vrste koje se povremeno hrane na agrumima imaju status sekundarnih Stetnika:
Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856), Bemisia tabaci (Gennadius, 1889) i Bemisia
afer (Priesner & Hosny, 1934), sve iz potporodice Aleyrodinae (Vacante, 2012).

Prvi nalaz karantenskog Stetnika A. spiniferus (narancin trnoviti &titasti moljac agruma)
zabiljeZzen je na podru¢ju EU u ltaliji (provincija Lecce) 2008. na agrumima u vanjskoj
proizvodnji, dok je njegova prisutnost u Republici Hrvatskoj (Vrtni centar Split) zabiljeZzena
2012. godine (Simala i sur., 2013.). Prema Uredbi Europske unije 2016/2031 i pripadajuéoj
Provedbenoj Uredbi Komisije Europske unije 2019/2072, vrsta A. spiniferus dio je Priloga
I, Dijela B i A2 EPPO liste. Vrsta A. spiniferus izraziti je polifag, Stete Cini na biljkama iz viSe
od 38 biljnih porodica, a najznacajnije Stete se ocituju na vrstama iz roda Citrus L. (Cioffi i
sur., 2013). U nova podrucja Europe unesen je medunarodnom trgovinom poljoprivrednih
proizvoda, a Sirenje ovog Stetnika u novim podrucjima prvenstveno ovisi 0 dostupnosti
hrane, klimatskim uvjetima i drugim vanjskim €imbenicima (Reuther i sur., 1989). Nakon
prvog pozitivnog nalaza u komercijanom nasadu agruma u Vitaljini 2018. (Simala i sur.,
2019a) populacija vrste A. spiniferus nadena je i na divljoj flori i u drugim nasadima agruma
u Dubrovacko-neretvanskoj Zupaniji. Zbog polifagnosti Stetnika dolazi do Sirenja Stetnika na
nova podrucja te se procjenjuje kako je zaraza toliko raSirena da viSe nije moguca

eradikacija (iskorjenjivanje) kao preporu¢ena mjera suzbijanja tog karantenskog Stetnika.

Kako bi se osigurala zastita biljaka i poljoprivrednih kultura od Stetnih organizama
poput vrste A. spiniferus, regulativne fitosanitarne mjere Europske unije ograniCavaju
kretanje zarazenog biljnog materijala i unoSenje Stetnika iz drugih podruc¢ja. Ove mjere
imaju kljuénu ulogu u oCuvanju zdravlja biljaka i suzbijanju Stetnih organizama, kako na
lokalnoj razini tako i na razini Europske unije. lako se uvoz agruma kontrolira, zbog izrazene

polifagnosti postoji rizik da se ovaj Stetnik prenese na ukrasnim biljkama koje se uvoze iz



tre¢ih zemalja, $to moze dovesti do Sirenja Stetnika na nova podrucja i stvaranja dodatnih
izvora zaraze. Vrsta A. spiniferus prepoznata je kao potencijalno opasha vrsta za
poljoprivredne kulture i prirodne ekosustave s moguéno$c¢u Sirenja na nova podrucja.
Prema Mifsud i sur. (2010.), navedena je vrsta zbog svoje polifagnosti prepoznata kao vrlo
opasan Stetnik te EU zahtijeva i poduzima stroge mjere za sprije€avanje daljnjeg unosa i

Sirenja Stetnika unutar cijelog podrudja EU.

Prema Odluci o odredivanju demarkiranih podruja u kojima se provode mjere za
obuzdavanje Sirenja narancina trnovitoga Stitastog moljca — Aleurocanthus spiniferus
(Quaintance) (NN 36/2023), koju je donijela Provedbena komisija 2022/1927, na podrucju
Republike Hrvatske nalaZe se uspostavljanje demarkiranih podruc¢ja. Nadalje, Uredbom
Europske unije 2016/2031 (€l. 22. i 24.) drzavama ¢lanicama propisano je provodenje
nadzora radi provjere prisutnosti karantenskih Stetnih organizama Unije, Stetnih organizama
koji privremeno ispunjavaju uvjete za uvrdtavanje u karantenske Stetne organizme, kao i
nadzori prioritetnih $tetnih organizama. Clankom 23. Uredbe Europske unije 2016/2031
propisana je provedba viSegodiSnjih programa nadzora (Zakon o biljnom zdravstvu NN
127/19, 83/22). Ovaj program jedan je od temelja biljne karantene u sprje€avanju Sirenja
ovog invazivnog Stetnika koji ima karantenski status u Europskoj uniji, pa tako i u Republici

Hrvatskoj.

Za pracenje i rekonstrukciju introdukcije stranih ili karantenskih vrsta Stetnika na
nova podrucja koriste se analize konzervirane regije mitohondrijske DNA koju kodira enzim
citokrom C oksidaza, prema Boykin i De Barro (2014). Takve analize sve se ¢eSce koriste
u filogenetskim analizama kukaca u posljednjem desetljecu (Hebert i sur., 2003a, 2003b).
Primjerice, Kapantaidaki i sur. (2019) proveli su genetsku analizu populacije A. spiniferus
na temelju sekvenci fragmenta COIl. U njihovoj studiji identificirana su Cetiri razliCita
haplotipa u populaciji A. spiniferus, $to upucuje na nekoliko neovisnih introdukcija iz
razliitih regija. Sli¢na istrazivanja proveli su i Nugnes i sur. (2020) na talijanskim i albanskim

populacijama ovog Stetnika.

Suzbijanje A. spiniferus na Mediteranu otezano je zbog njegove polifagnosti,
visokog reprodukcijskog potencijala, ali i zbog preklapanja generacija, tj. istovremene
prisutnosti svih razvojnih stadija Stetnika u nasadu. Buduc¢i da se radi o novom
karantenskom Stetniku u Republici Hrvatskoj, izazovno je provoditi uspjeSno biolosko
suzbijanje putem autohtonih prirodnih neprijatelja zbog nedostatka specijaliziranih i
ucinkovitih vrsta prirodnih neprijatelja u novim stanistima u kojima je Stetnik introduciran.
Nedostatak istrazenosti podataka o bioloskim obiljezjima karantenske vrste A. spiniferus u

Republici Hrvatskoj bila je motivacija za odabir ove teme i izradu doktorske disertacije.



Nedovoljna istrazenost narancina trnovitog Stitastog moljca A. spiniferus i njegov
utjecaj na proizvodnju agruma u Republici Hrvatskoj predstavlja znacajan izazov, osobito u
kontekstu modernizacije hrvatskog agrumarstva i uspostave mati¢nih nasada visoke
kategorije agruma u Dubrovacko-neretvanskoj zupaniji. Osim navedenog, nedostatak
podataka o A. spiniferus otezava i daljni razvoj u€inkovitih strategija za kontrolu i suzbijanje

Stetnika ne samo na podrucju Republike Hrvatske, nego i na podrudju cijele Europske unije.

Od kljuéne je vaznosti provesti temeljita istrazivanja o vrsti A. spiniferus u Republici
Hrvatskoj kako bi se dobile vrijedne informacije o nekim njezinim bioloSkim obiljezjima i
utjecaju na proizvodnju agruma. Takva istrazivanja omogucit ¢e dobivanje cjelovite slike
razvojnog ciklusa ove vrste i mogucnost preveniranja daljnjeg Sirenja ovog karantenskog

Stetnika.



1.1 Hipoteze i ciljevi istrazivanja
Hipoteze su:

1. Razvojvrste A. spiniferus u prirodnim uvjetima duZi je te razlikuje se u odnosu na razvoj
vrste A. spiniferus u kontroliranim uvjetima.

2. Na istrazivanim biljkama domacinima doc¢i ¢e do cjelokupnog embrionalnog i
postembrionalnog razvoja vrste A. spiniferus.

3. Populacija A. spiniferus u Republici Hrvatskoj pripada samo jednoj haplogrupi i jednom

haplotipu.

Postavljeni ciljevi istrazivanja su:

1. Istraziti zivotni ciklus i izraditi fenogram razvoja vrste A. spiniferus u prirodnim i
kontroliranim uvjetima.
utvrditi bilike domacine vrste A. spiniferus.
utvrditi haplotipove A. spiniferus na temelju analize mitohondrijske DNA citokrom C

oksidaze podjedinice I.



2 PREGLED RELEVANTNE LITERATURE

U pregledu literature prikazat ¢e se dosadasSnje spoznaje o rasprostranjenosti agruma i
vaznosti njihove proizvodnje te agroekolo$ki uvjeti njihova uzgoja kao i Stetna fauna agruma

s naglaskom na vrstu A. spiniferus.

2.1 Agrumi

Agrumi se u svijetu uzgajaju u tropskim i suptropskim podrucjima izmedu 20 °C i 40 °C
sjeverne i juzne zemljopisne Sirine (Ismail i Zhang, 2004). Agrumi pripadaju porodici
Rutaceae koja obuhvaca 154 roda i 2100 vrsta (Appelhans i sur., 2021). Jednoj od
potporodica Rutaceae, Aurantioideae, pripada podskupina Citrinae s najvaznijim rodom
Citrus., kojem pripada veliki broj kultiviranih vo¢nih vrsta (Ortiz, 2007). Osim roda Citrus
ovoj podskupini pripadaju rodovi Poncirus raf., s jednom vrstom, trolisnom naranéom
Poncirus trifoliata (L.) raf. otpornom na hladnoc¢u, ¢esto koristenom kao podloga agrumima
(Ortiz, 2007; Kaleb, 2014), te Eremocitrus Swingle, Fortunella Swingle, Microcitrus Swingle,

Clymenia Swingle, koje nemaiju veée gospodarsko znacenje (Kaleb, 2014).

Rod Citrus poznat je po vegetacijskom rastu do tri puta tijekom toplog godiSnjeg razdoblja
(Hodgson i Frost, 1968). Biljne vrste roda Citrus su zimzelena stabla s gustim zelenim
listovima. Cvjetovi su hermafroditni, bijele boje, s 4 do 5 latica (Bakari¢, 1983). Plod je
bobica, ovalnog ili elipti€nog oblika, glatke i sjajne povrsine, Cesto zvan i hesperidium kojeg
karakterizira epikarp (kora), endokarp i mezokarp. Kora ploda obi¢no ¢ini 20 — 30 % mase
ploda i sastoji se od dva dijela, flavedo i albedo (Bakari¢, 1983; Ortiz, 2007). Flavedo je
vanjski dio kore unutar kojeg se nalaze uljne Zlijjezde s esencijalnim uljima. Albedo je
unutrasnji dio kore, takozvani mezokarp ploda. Albedo je bijele boje i spuzvaste strukture
(Bakari¢, 1983; Ortiz, 2007). Unutarnji dio ploda (endokarp) je jestivi dio i sastoji se 8 — 10
kriski koje su ispunjene sokom (Bakari¢, 1983; Skendrovi¢ — Babojeli¢ i Fruk, 2016). Boja
plodova naj¢esce je zute ili naranCaste boje (Webber i Batchelor, 1948). S agronomskog
stajaliSta rod Citrus dijeli se u grupe slatka naran¢a, mandarina, limun, grejpfrut, limeta,

Cetrun i ljuta naranca (Ortiz, 2007).

Naziv agrum, koji se koristi u nasem jeziku, potjeCe od latinske rije€i acrum, §to znadi ljuto,
os8tro i kiselo (Mari¢ i Paladin, 2017). Razli€ite vrste roda Citrus porijeklom su s Dalekog

istoka i proSirile su se u ostale dijelove svijeta (Webber i Batchelor, 1948).

Hranidbena i medicinska vrijednost agruma poznata je jo$ iz antickih vremena (Nicolosi,
2007). Agrumi su bogati fenolima, dijetetskim vlaknima, askorbinskom kiselinom i drugim
hranjivim tvarima (Marlett i Vollendorf, 1994). Prema FAOSTAT-u iz 2020. godine



proizvodnja agruma u svijetu iznosi 157.979,260 tona, dok je u Europi ta brojka 10.586,899
tona. Najvedi svjetski proizvodaci agruma su Meksiko, Brazil, Kina i SAD, dok se glavnina
europske proizvodnje koncentrira unutar mediteranskog bazena. Spanjolska i Italija vodedéi

su europski proizvodaci agruma.

Uzgoj agruma u Republici Hrvatskoj je medu najsjevernijim u svijetu i odvija se izmedu 42°
i 44° sjeverne geografske Sirine, a za 0,5° sjevernije nalaze se jo§ samo pojedina uzgojna
podrucja u Sociju, Rusija (Volk i sur., 2017). U Republici Hrvatskoj uzgoj agruma proteze
se duz cijele jadranske obale, ali gospodarski najvaznije agrumsko podrucje je dolina
Neretve, gdje povrSine pod agrumima zauzimaju oko 2.044 ha (DZS, 2021). Tijekom 2021.
godine proizvodnja je iznosila 41.215 tona, pri ¢emu je glavninu €inila mandarina s 40.468
tona. Ostale vrste agruma poput limuna i narance proizvedene su u koli€ini od 747 tone.
Gotovo cijela domaca proizvodnja agruma (98,79 %) odvija se u Dubrovacko-neretvanskoj
Zupaniji, gdje je registrirano 1.907.708 od ukupno 1.936.791 stabala (DSZ, 2020).

U Tablici 2.1.1. prikazane su fenolodke faze agruma na jugu Republike Hrvatske prema
BBCH skali.

Tablica 2.1.1. Oznake, opis i vremensko razdoblje pojave razvojnih stadija agruma na jugu
Hrvatske (lzvor: Meier, 2001)

BBCH Opis Vremensko razdoblje
00 spavajuéi pup X.-1lI.
01 bubrenje pupova M.
10 pojavljuju se prvi zeleni listovi . - V.
31 rast izboja . - V.
55 cvjetovi vidljivi, jos uvijek zatvoreni (zeleni pupoljci) V.
56 cvjetne latice produzene (bijeli pup) V.
59. pupanje V.
61 pocCetak cvatnje V.
67 opadanije latica V.
69 kraj cvatnje V.
72 zametanje plodova V- VI.
89 plodovi spremni za konzumiranje X. -1




Agroekoloski uvijeti

UspjeSan uzgoj agruma uvelike je povezan s povoljnim klimatskim i edafskim ¢imbenicima,
a klima, tlo i voda smatraju se glavnim ¢imbenicima koji odreduju koli¢inu prinosa i kvalitetu
plodova agruma. Medutim, i drugi €imbenici, poput pravilnog izbora sorte, podloge i

upotrebe odgovarajucih gnojiva igraju vaznu ulogu u postizanju uspjesnijeg uzgoja agruma.

Za uspjeSan urod plodova agruma, glavni ograniCavajuci faktor je temperatura. Agrumi u
sjevernom pojasu agruma vrlo su osjetljivi na hladno¢u. Bakari¢ (1983) i Krpina i sur. (2004)
navode da mandarine mogu podnijeti temperature do - 8 °C, dok temperature ispod - 10 °C
mogu uzrokovati ozbiljnu Stetu stablu, pri ¢emu je vazno uzeti u obzir mjesec, trajanje i
uCestalost niskih temperatura. Rani jesenski mrazovi u studenom mogu unistiti lis¢e, izboje

i plodove, dok kasni proljetni mrazovi u travnju mogu izmrznuti mlade izboje.

Visoke temperature nisu ograni¢avajuci ¢imbenik za uzgoj agruma, ali ¢esto dovode do
niske relativne vlaZznosti zraka i suhih vjetrova koji negativho utjeCu na kvalitetu ploda,
fotosintezu i druge Zivotne funkcije (Bakari¢, 1983; Krpina i sur., 2004). Agrumi preferiraju
toplinu, poput mandarina kojima je potrebno oko 4.200 °C aktivnih temperatura tijekom
vegetacijskog razdoblja (Krpina i sur., 2004). U Republici Hrvatskoj mandarine postizu
najbolju kvalitetu plodova pri hladnijim temperaturama tijekom jeseni i zime (5 - 10 °C)
(Tabain, 1975; Sauls, 1998).

Agrumi zahtijevaju visoku razinu vlaznosti u tlu. Vrste poput mandarina, koje su uzgojene
na podlozi P. trifoliata, zahtijevaju posebno visoku razinu vlaznosti u tlu u usporedbi s
drugim vrstama agruma, Sto ih €ini tipiénim za uzgoj u vlaznim suptropskim podrucjima
(Bakari¢, 1983). Tijekom vegetacijskog razdoblja od svibnja do listopada agrumi su izuzetno
osjetljivi na nedostatak vode u tlu (Bakari¢, 1983). Zbog toga, od svibnja do listopada
nedostatak vode u tlu ima znacajniji utjecaj na prinos agruma nego temperaturni ili drugi
Cimbenici.

Karakteristike tla koje su vazne za uzgoj agruma mogu se brzo odrediti laboratorijskom
analizom. Prema Rebouru (1971), optimalna tla za uzgoj agruma sadrze 5 — 20 % gline, 50
% krupnog pijeska i 10 — 40 % vapna. Agrumi uspijevaju u razli€itim tipovima tla, osim u
glinastim i glinasto-ilovastim tlima. Tla s udjelom gline ve¢im od 20 % imaju slabu
propusnost za zrak i vodu, $to ograniCava uzgoj (Krpina i sur., 2004). Najpogodnija su
srednje propusna tla s adekvatnom koli¢inom organske tvari ili humusa i dobrom vodnom
sposobnoséu za razvoj korijenovog sustava i zadrzavanje vode. U dolini Neretve, gdje
prevladava uzgoj mandarina na podlozi P. trifoliata, optimalni pH tla je izmedu 6 i 6,5
(Bakari¢, 1983). Agrumi ne uspijevaju na tlima s visokom razinom podzemne vode i

mjestima gdje se zadrzava voda jer to moze dovesti do asfiksije i truljenja korijena i nisu



prikladni za vapnenasta tla s udjelom aktivnog vapna vec¢im od 35 % jer se otezava

apsorpcija mineralnih elemenata (Colombo, 2015).

Prilikom podizanja nasada agruma preporu€uje se obaviti meliorativnu gnojidbu tla
fosfornim i kalijevim gnojivima u koli¢inama koje su potrebne prema kemijskoj analizi tla
(Krpina i sur., 2004). Preporucena koli¢ina hraniva je 300 g dusika (N), 140 g fosfora (P20s)
i 200 g kalija (K20) (Krpina i sur., 2004). Dodavanje organskih gnojiva, posebice stajskog
gnoja, povoljno utjeCe na uzgoj agruma. Stajski gnoj obiéno se dodaje krajem veljace i
pocetkom oZujka. Tijekom vegetacije Cesto se javlja nedostatak Zeljeza (Fe) koji se moze

nadoknaditi zalijevanjem ili primjenom folijarnog gnojiva (Krpina i sur., 2004).

Prije podizanja nasada vazno je odabrati sorte koje ¢e se uzgajati. |zbor sorti ovisi 0 vrsti
agruma, vremenu dozrijevanja, klimatskim i edafskim uvjetima i produktivnosti stabla
(Bakari¢, 1983). Prema dostupnim podacima Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu
(HAPIH, 2021) u Dubrovacko-neretvanskoj Zupaniji do 2020. godine izraZena je potreba
rasadniCara za pupovima ranijih sorti mandarine (Citrus Unshiu 'Zorica rana’, 'Chahara’,
‘Ichumaru’), dok je od 2021. iskazana veca potreba za pupovima limuna (Citrus limon (L.)
Burm. F., sorta Mayer). Odabir odgovaraju¢e podloge za sadnice agruma ima velik utjecaj
na vegetaciju, rodnost, kvalitetu plodova i otpornost na bolesti. U nasSim uzgojnim
podrucjima, posebno u Republici Hrvatskoj, podloga zahvaljujuéi kojoj agrumi imaju najveéu
otpornost prema hladnoéi je P. trifoliata. Ova podloga naj¢eS¢e je koriStena i najvaznija
podloga za uzgoj mandarina (Krpina i sur., 2004). Osim P. trifoliata, u okolici Dubrovnika, u
malim koli¢inama zastupljene su i podloge poput Citrus x aurantium i Citrumello Swingle

(Poncirus trifoliata x Citrus paradisi) (Bakari¢, 1983; Cernii sur., 2009).



2.2 Stetna entomofauna agruma

Na agrumima, kao i na ostalim biljnim vrstama, zabiljeZzena je brojna entomofauna. Ebeling
(1959) navodi priblizno 875 vrsta kukaca i grinja na agrumima, a samo njih 10 % ima
gospodarsku vaznost. Njihova ucestalost pojave i visina Stete ovise o klimatskim
Cimbenicima i njihovoj sposobnosti prilagodbe na nova stanista (Byrne i sur., 1990; Smith i
Pena, 2002). Prema Byrne i sur. (1990) agrumi su osjetljivija skupina poljoprivrednih kultura

zbog izravnih Steta mjerljivih smanjenim urodom.

Prema dostupnoj recentnoj literaturi (Liquido i sur., 1998; Copeland i sur., 2002; Thomas i
sur., 2001; Yokomi, 2009; Gotlin—éuljak et al., 2012; Radoniji¢ i Hrngi¢, 2020. i dr.) u svijetu
su najvazniji Stetnici agruma mediteranska vo¢na muha (Ceratitis capitata Wiedemann,
1824), lisne usi (Toxoptera citricidus (Kirkaldy, 1907), Aphis gossypii Glover 1877, Aphis
spiraecola Patch 1914 i Toxoptera aurantii (Boyer de Fonscolombe, 1841), Stitaste usi
(Coccus pseudomagnoliarum (Kuwana, 1914), Icerya purchasi (Maskell, 1878), Aonidiella

aurantii (Maskel, 1879) i stitasti moljci (D. citri i A. spiniferus).
2.2.1 Mediteranska voéna muha (Ceratitis capitata Wiedemann, 1824)

C. capitata je polifagni Stetnik koji napada viSe od 360 biljnih vrsta iz 69 razli¢itih botani¢kih
porodica, uzrokujuéi znacajne gubitke u poljoprivrednoj proizvodniji (Liquido i sur., 1998;
Copeland i sur., 2002). Mediteranska voéna muha ima Siroku rasprostranjenost i prisutna
je u mnogim dijelovima svijeta, posebno u mediteranskim podrucdjima (Sciarretta i sur.,
2018). Vrsta spada u red Diptera, porodicu Tephritidae, te u rod Ceratitis (Macleay, 1829)
(Maceljski, 2002). Odrasle muhe su duljine oko 5 mm, Zutosmede boje sa zutim popre¢nim
prugama na prozirnim krilima, dok su li€inke blijedozute boje (Maceljski, 2002). Prezimljuju
u stadiju kukuljice, a prvi odrasli stadiji javljaju se tijekom svibnja. Odrasle jedinke odlazu
jaja u zrelije plodove u skupinama po dvadesetak jaja, a tijekom zivota, Zenka moze odloziti
i do 800 jaja (Bakari¢, 1978). Nakon dva do tri dana pojavljuju se li¢inke koje prolaze tri
razvojna stadija (Bakari¢, 1978). Za vrijeme toplog vremena, nakon 9 — 15 dana li¢inke
zavrSavaju svoj razvoj i kukulje se u tlu. U Republici Hrvatskoj zabiljezeno je 4 — 5
generacija, dok u toplijim uvjetima mozZe biti i do 16 generacija (Maceljski, 2002).
Mediteranska vo¢na muha preferira toplu i suhu klimu. Vrsta C. capitata zbog svoje
sposobnosti prilagodavanja i visokom bioloSkom potencijalu moze opstati i u podrudjima s
hladnijom klimom (Thomas i sur., 2001). Optimalna temperatura za razvoj vo¢ne muhe je
oko 32 °C, dok je donja granica 9 °C, a gornja 38 °C (Maceljski, 2002). Oba spola C. capitata
seksualno su aktivna tijekom cijelog dana. Kada se prosje¢na dnevna temperatura krece
izmedu 24,4 i 25,6 °C, vecina Zenki je spremna za parenje od Sest do osam dana nakon

izlaska iz kukuljice. (Thomas i sur., 2001). Voéna muha napada zrele plodove voca,



uzrokujuéi truljenje te gubitak kvalitete i pad trziSne vrijednosti plodova, a zarazeni plodovi
nisu upotrebljivi za trziste jer brzo pocnu trunuti (Thomas i sur., 2001). Suzbijanje
mediteranske vo¢ne muhe obavlja se kombinacijom mjera poput odrzavanja higijene
vocnjaka i okolnog podrudja, uklanjanjem i uniStavanjem napadnutih ili trulih plodova i
koristenjem lovnih posuda (Maceljski, 2002). Od bioloSkih mjera suzbijanja koriste se
entomopatogene gljivice Beauveria bassiana Vuill, 1912, Metarhizium anisopliae
Sorokin,1883 i pripravci na osnovi bakterije Bacillus thuringiensis Berliner, 1915 (Aboussaid
i sur.,, 2010; Maria, 2010). Kod kemijskog suzbijanja vrste C. capitata dozvoljena su
sredstva na osnovi djelatne tvari deltametrin, lambda-cihalotrin i azadiraktin (FIS, 2023). U
posliednje vrileme zastupljeno je ciljano kemijsko suzbijanje tako da se Stetnici privlace
kombinacijom razli¢itih vrsta proteinskih mamaca, a zatim se ciljano suzbijaju dozvoljenim
insekticidnim pripravicima (Siciliano i sur., 2014). U dolini Neretve od 2010. godine
prevladava ekoloski prihvatljiva metoda u suzbijanju vrste C. capitata ispustanjem sterilnih
muzjaka tzv. SIT tehnika (sterile insect technique) (Vargas i sur., 2001; Thomas i sur., 2001;
Copeland i sur., 2002; Bjelis, 2006).

2.2.2 Lisne uSi (Aphidoidea)

Lisne usi, Toxoptera citricidus, Toxoptera aurantii, Aphis gossypii i Aphis spiraecola,
spadaju u vazne Stetnike agruma. Navedene vrste prenose najstetniji virus, Citrus tristeza
virus (CTV), koji je jedna od najopasnijih virusnih bolesti agruma u svijetu (Rocha-Pena i
sur., 1995; Paladin Soce i sur., 2020a). Lisne usSi semiperzistentni su vektori CTV-a.
Prenose virus u roku od najmanje 24 sata nakon akvizicije (Bar-Joseph i sur., 1989; Moreno
i sur., 2008). Navedene lisne usi prisutne su u nasadima agruma u tropskim, suptropskim i
mediteranskim podrugjima (Yokomi, 2009; Gotlin Culjak et al., 2012; Radonji¢ i Hrngi¢,
2020). U Republici Hrvatskoj vrsta T. citricidus nije pronadena, ali je prisutna u nekim drugim
zemljama Europske unije te je navedena u Prilogu Il., Dijelu B Uredbe 2019/2072 i na A2
EPPO listi. Prema provedbenoj Uredbi Komisije (EU) 2019/ 2072 i Uredbi 2016/2031 vrsta
T. citricidus u sklopu je Programa posebnog nadzora na agrumima u Republici Hrvatskoj s
obzirom na visoki fitosanitarni rizik. Vrste T. citricidus, T. aurantii, A. gossypii i A. spiraecola
su mali kukci, veli¢ine 1,5 do 3,5 mm, s krilima koja su u letu priévrS¢ena jedna za drugo
(Gotllin Culjak i Juran, 2016). Identifikacija vrste provodi se na temelju morfologkih
karakteristika odraslih jedinki, kao $to su grada ticala, rila i zatka (Blackman i Eastop, 2000).
Navedene vrste imaju nepotpuni razvojni ciklus (anholociklicki), pri ¢emu izostaje
gametogenza i oviparitet, a prezimljuje odrasla Zenka. Tijekom godine prisutna je
partenogeneza i viviparitet (Maceljski, 2002; Gotlin Culjak i Juran, 2016). Lisne usi godi$nje
mogu imati vide od 25 generacija (Maceljski, 2002). Stete koje uzrokuju na agrumima

podijeljene su na izravne, kao $to su kovr€anje lis¢a, Zucenje i uvijanje izboja zbog ishrane,
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te neizravne, poput smanjena procesa fotosinteze, ostecenja plodova, smanjenja njihove
kvalitete i preno$enja virusa (Maceljski, 2002; Gotlin Culjak i Juran, 2016). Ako se radi o
maloj populaciji, lisne usi mogu se suzbiti ru¢nim uklanjanjem, ali na malim proizvodnim
povrSinama. Lisne se uSi suzbijaju kemijskim i bioloSkim mjerama. Kemijsko suzbijanje
zastitnim sredstvima provodi se pripravcima na osnovi djelatne tvari lambda-cihalotrin,
pirimikarb, spirotetramat (Sevim i sur., 2012; FIS, 2023), a bioloSko suzbijanje provodi se
ispustanjem predatora i parazitoida te entomopatogenih (gljivica iz porodice
Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae,  Micrococcaceae i
Bacillaceae.

2.2.3 Stitaste usi (Coccoidea)

Stitaste usi daleko su znagajniji $tetnici agruma od lisnih usiju (Bisko i sur., 2021). Polifagni
su Stetnici koji mogu biti od velike ekonomske vaznosti. Dosad su potvrdene 332 vrste
Stitastih uSiju na agrumima, prvenstveno u tropskim i suptropskim podrucjima svijeta gdje
se uzgajaju agrumi (Garcia Morales i sur., 2016; Almeida i sur.,2018). Veéina vrsta nalazi
se u tropskim i suptropskim podrucjima svijeta (Garcia Morales i sur., 2016). Po taksonomiji
pripadaju redu Hemiptera, natporodici Coccoidea, i podijeljene su u 30 porodica (Gullan i
Cook, 2007). U Republici Hrvatskoj ukupno je registrirano 18 vrsta iz porodica Coccidae i

Pseudococcidae koje obitavaju na agrumima (Bisko i sur., 2021).

Stitaste usi sitni su kukci duZine tijela 2 — 5 mm. Zenke imaju izduZeno, okruglasto ili jajoliko
tijelo prekriveno vostanim izlu€inama ili stiti¢em razliCite grade (vosak, svlakovi ili razne
izlu€ine), apodne su i bez krila (Gullan i Martin, 2009). Njihov usni organ prilagoden je za
sisanje (Maceljski, 2002). Muzjaci imaju noge, jedan par krila i tijelo koje je jasno
segmentirano. Njihov usni organ reduciran je, zbog ¢ega se ne hrane, pa im je zivotni vijek
vrlo kratak (Maceljski, 2002). Kod stitastih uSiju razmnozZavanje moze biti spolno ili
partenogenetski, dok je kod vrste Icerya purchasi prisutan hermafrodizam (Maceljski, 2002;
Gullan i Martin, 2009). Zenke su oviparne ili viviparne i imaju tri do &etiri razvojna stadija:
jaje, dva ili tri stadija liCinke i odrasli stadij. Kod Zenki preobrazba je nepotpuna. Muzjaci
prolaze kroz pet razvojnih stadija s potpunom preobrazbom. Pokretan je jedino prvi stadij
liCinke koji nakon izlijeganja trazi pogodno mjesto za hranjenje (Gullan i Martin, 2009). Broj
generacija godidnje ovisi o vrsti Stitastih usiju, klimatskim uvjetima i biljikama domacinima,
a Stitaste usSi imaju uglavnom od jedne do sedam generacija godiSnje (Gullan i Martin,
2009). Stete pri¢injaju izravno sisanjem biljnih sokova, ¢ime uzrokuju deformaciju biljnih
organa, promjene boje i krzljanje (Maceljski, 2002), dok neizravno ubadanjem rila u biljno
tkivo unose otrovnu slinu, Cime prenose patogene i izluCuju mednu rosu na koju se

naseljavaju gljivice ¢adavice (Almeida i sur., 2018). U Republici Hrvatskoj vrsta Coccus
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pseudomagnoliarum smatra se najstetnijom vrstom na agrumima na cijelom uzgojnom
podrucju (Masten Milek i sur., 2017).

Bioloske mjere suzbijanja Stitastih usiju u proslosti pokazale su veliki uspjeh. Predator poput
bozje ov€ice, Rodolia cardinalis Mulsant, 1850 tijekom 1888. godine unesena je u
Kaliforniju s ciljem suzbijanja Icerya purchasi. Nakon 18 mjeseci, u 208 nasada agruma
diliem Kalifornije, Stetnik je bio pod kontrolom (Caltagirone i Doutt, 1989). Takoder,
parazitoidi Aphytis lingnanensis Compere, 1955 i Comperiella bifasciata Howard, 1906
pokazali su se ucinkovitima u suzbijanju vrste A. aurantii tijekom 1977. godine u Australiji.
Zahvaljujuéi parazitoidnim osicama, zaraza Stetnika smanjena je na ekonomski prihvatljivu
razinu od 0,05 odraslih Zenki po plodu u 12 mjeseci (Smith, 1978). Medutim, i dalje je
najvazniji nacin suzbijanja Stitastih uSiju primjenom insekticida. Zimsko prskanje na osnovi
mineralnih ulja u vrijeme mirovanja vegetacije osnovna je mjera sprje€avanja Steta od
Stitastih usiju, a kasnije, u vremenu vegetacije, potrebna je ciljana primjena insekticida, i to

u vrijeme masovne pojave njihovih li¢inki (Castle i Prabhaker, 2011).

2.2.4 Stitasti moljci (Aleyrodoidea)

U pregledu literature prikazat ¢e se dosadasnje spoznaje o vaznosti, rasprostranjenosti,
sistematskoj pripadnosti, morfoloSkim karakteristikama, Zivotnom ciklusu i ekoloskim

¢imbenicima, Stetnosti i naCinu suzbijanja Stitastih moljaca u svijetu i Republici Hrvatskoj.
Vaznost stitastih moljaca

Stitasti moljci predstavljaju ozbiljne Stetnike agruma, kako na razligitim povrtnim i ukrasnim
biljnim vrstama uzgajanim u za&tiCenim prostorima tako i na povrtnim kulturama na
otvorenom (Mound i Halsey, 1978). Zbog svoje sitne grade ostaju nezamijeceni sve dok se
ne otkriju simptomi napada. Polifagni su Stetnici i imaju Siroki krug biljaka domacina i
nedovoljan broj prirodnih neprijatelja. Pojedini Stitasti moljci, poput Bemisia tabaci
(Gennadius, 1889), s vremenom postaju gospodarski vazniji Stetnici zbog prisutnosti
agresivnih biotipova s visokom fertilnoS¢u i veéim potencijalom u prijenosu virusa, kao i
zbog njihova $ireg spektra biljaka domadina (Simala, 2008). Prema Byrne i sur. (1990)
Stitasti moljci, kao izravni Stetnici, registrirani su na oko 40 drvenastih dvogodisnjih ili
viSegodidnjih poljoprivrednih kultura, dok ozbiljne probleme uzrokuju na osam vrsta, a
najvecCe Stete zabiljezene su u nasadima agruma i kokosa. Na agrumima je zabiljezen
najveci broj Stetnih vrsta, Sto ima za posljedicu veliki gubitak prinosa (Byrne i sur., 1990).
Yothers 1913, cit. Byrne i sur.,1990 navodi gubitak uroda u visini 25 — 50 % uzrokovan

napadom vrste D. citri na Floridi tijekom 1913. godine, dok Watts i Alam, 1973 cit. Bryne i
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sur., 1990) navode gubitak prinosa od 60 % u Omanu 1973. godine uzrokovan vrstom

Aleurocanthus woglumi (Ashby 1915).

Rasprostranjenost stitastih moljaca

Veéina Stitastih moljaca podrijetlom je iz tropskog podrudja, stoga imaju vrlo dobru

sposobnost prilagodbe na nova stanista.

Prvi sistematski popis &titastih moljaca napravio je Kirkaldy 1907. godine u kojem je 150
vrsta podijelio u dva roda, a 1908. godine Quaintance je izradio popis sa 156 vrsta
podijeljenih u tri roda (Mound i Halsey, 1978). Nakon njih su Quaintance i Baker (1914)
porodicu Aleyrodidae podijelili u tri potporodice: Udamoselinae, Aleurodicinae i
Aleyrodinae. Prema sistematskom katalogu ,Whitefly of the World“ Mound i Halsey (1978)
navode 1156 wvrsta unutar 126 rodova porodice Aleyrodidae s podacima o
rasprostranjenosti, biljkama domacinima i prirodnim neprijateljima. Evans (2007a) je objavio
kataloski pregled prema kojem porodica Aleyrodidae sadrzi 1551 vrstu u 166 rodova
podijeljenih na tri Zivu¢e potporodice (Aleurodicinae, Aleyrodinae i Udamoselinae) i jednu
fosilnu potporodicu (Bernaeinae) koje su svrstane u devet zoogeografskih regija. Ovaj
pregled pruza sveobuhvatan uvid u dosad identificirane vrste i rodove Stitastih moljaca i
njihovu geografsku rasprostranjenost. Potporodica Aleyrodinae obuhvaca 1424 vrste i 148
rodova koji su rasprostranjeni u cijelom svijetu (Evans, 2007a). Danas je porodica
Aleyrodidae skupina s viSe od 1610 opisanih vrsta Stitastih moljaca u svijetu svrstanih u 170
rodova (Martin i Mound, 2007; Ouvrard & Martin, 2021; Streito & Germain, 2020).

Prema Martin i sur. (2000) unutar porodice Aleyrodidae postoji 56 vrsta Stitastih moljaca
koji se nalaze unutar Europe i mediteranskog bazena za koje se smatra da su autohtone ili
introducirane vrste, a svrstane su unutar 25 rodova. Prema najnovijim istrazivanjima fauna
Stitastih moljaca na podrudju Europe i mediteranskog bazena ukljuuje 57 vrsta u 26
rodova, a od toga Sest vrsta ima status gospodarskog $tetnika na agrumima (Simala i sur.,
2020; Uygun i sur., 2010).

U razdoblju od 1940. do 2007. godine istrazivana je fauna i rasprostranjenost Stitastih
moljaca na podrucju Republike Hrvatske. ZaCetnikom istrazivanja &titastih moljaca smatra
se entomolog Petar Novak koji 1931. godine u svom djelu ,Stetni insekti u Dalmaciji”

spominje neidentificiranu vrstu Aleurodes sp. u okviru nadreda Rhynchota (Simala, 2008).

Zahradnik (1963) i Takahashi (1940) tijekom svojih faunistiCkih istrazivanja objavljuju
radove o nalazima Stitastih moljaca na podru¢ju bivSe Jugoslavije. Takahashi (1940)
objavljuje prvi nalaz vrste Trialeurodes klemmi (Takahashi, 1940) i opisuje njezine

morfoloSke karakteristike, a kao mjesto pronalaska navodi otok Rab. U svom djelu
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Zahradnik (1963) objavljuje nalaz 11 determiniranih vrsta na podrucju bivse Jugoslavije, od
kojih je samo Trialeurodes lauri (Signoret, 1882) zabiljezena na lovoru u Splitu tijekom 1958.

godine.

Kovacevi¢ (1961) istiCe Trialeurodes vaporariorum kao Cestog Stetnika cvijeca i povréa u
zasti¢enim prostorima, a vrstu Aleyrodes proletella (Linnaeus, 1758), sinon. Aleurodes

brassicae (Walker, 1852) kao vrlo rijetkog Stetnika kod nas.

O ostalim znacajnijim Stetnim vrstama porodice Aleyrodidae pisao je i Maceljski (2002). U
2000. godini Republika Hrvatska postala je bogatija za joS jednog ¢lana entomofaune, B.
tabaci. Otad pa do danas postoje brojni radovi vezani za istrazivanje rasprostranjenosti i
nadina suzbijanja ovog $titastog moljca (Zanié i sur. 2001a; 2001b; Simala i sur., 2002;
Masten i sur., 2004; Simala, 2008).

U razdoblju 2005. — 2007. godine napravljena su zadnja opsezna faunisti¢ka istrazivanja
entomofaune Stitastih moljaca (Aleyrodidae) i sastavljen je popis vrsta na podrucju
Republike Hrvatske. Simala (2008) objavljuje obuhvaéeni popis svih vrsta $titastih moljaca
koje su dosad zabiljeZzene u istraZzivanjima razli€itih autora i vlastitim faunistiCkim
istrazivanjima. Ukupno je identificirano 30 vrsta koje su podijeljene u 18 rodova. Od tih vrsta
njih 20 pripada u 13 razli¢itih rodova i predstavljaju nove vrste za Republiku Hrvatsku
(Simala, 2008).

O fauni i zastupljenosti Stitastih moljaca na agrumima Bakari¢ (1983) u svom djelu ,Uzgoj
mandarine Unshiu” spominje prisutnost Stitastog moljca agruma Dialeurodes citri, koji je

zabiljezen u nasadima agruma u okolici Dubrovnika 1977. godine.

Maceljski (2002) navodi opasnost unosa Stetnih vrsta Stitastih moljaca agruma u Republiku

Hrvatsku poput P. myricae, A. woglumi i A. floccosus.

Vunasti Stitasti moljac A. floccosus prvi put zabiljezen je na podruc¢ju Republike Hrvatske
tijekom 2007. godine u mjestu Razanj kod Trogira. Polifagni je Stetnik, a na podrucju

mediteranskog bazena prvenstveno napada agrume (Zani¢, 2012).

U 2015. godini, tijekom provodenja programa posebnog nadzora Stetnih organizama,
potvrden je nalaz regulirane nekarantenske vrste P. myricae. Stetnik je otkriven na limunu
u mjestu Lumbarda na otoku Kor¢uli. Osim na limunu vrsta je zabiljeZzena i na listopadnom
stablu Broussonetia papyrifera (L.) Vent. (Moraceae) (Simala i sur., 2016). Ova vrsta je
polifagni Stetnik, invazivna, i u mediteranskim zemljama predstavlja ogromni fitosanitarni
problem u proizvodnji agruma. Vrsta P. myricae, osim direktnih Steta koje uzrokuje sisanjem
bilinog soka na biljci domacinu, poznata je i kao vektor virusa Citrus Chlorotic Dwarf (CCD).

Ovaj kukac prenosi virus na semiperzistentan nacin (Kersing i sur., 1997; Roistacher, 2004).
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Nova zabiljezena vrsta u entomofauni agruma u Republici Hrvatskoj je A. aucubae otkrivena
u Istarskoj zupaniji. Ova vrsta zabiljezena je u istoénim zemljama poput Japana i Kine, dok
Evans (2007a) navodi kasniju introdukciju na podrucje Kalifornije. Na podrucju Europe prvi
put potvrdena je 2006. godine u ltaliji, a u narednim godinama potvrdena je i u ostalim
mediteranskim zemljama (Simala i sur., 2014; Malumphy i sur., 2015; Simala i sur., 2020).
~Kukuljica“ ove vrste je crne boje, bez bijelih vostanih resa na rubu ,kukuljice” i trnovitih seta
na lednoj strani, te je dosta manja u odnosu na ,kukuljicu” vrste A. spiniferus. Te su

karakteristike vazne pri identifikaciji vrste Stitastog moljca na terenu.
Sistematska pripadnost Stitastih moljaca

U Tablici 2.2.4.1. prikazana je sistematika &titastih moljaca Aleyrodidea (Mound i Halsey,
1978; Gullan 1999).

Tablica 2.2.4.1. Sistematika stitastih moljaca (Aleyrodidea) (izvor: Gullan 1999)

RANG NAZIV
carstvo Animalia
koljeno Arthropoda
potkoljeno Hexapoda
razred Insecta
nadred Rhynchota
red Hemiptera
podred Sternorrhyncha
natporodica Aleyrodoidea
porodica Aleyrodidae
potporodice Udamoselinae
Aleurodicinae
Aleyrodinae

Unutar nadreda Rhynchota izmedu kukaca postoje morfoloSke razlike koje se odnose na
gradu tijela i na nacin zivota. Jedina zajedniCka karakteristika im je usni organ za bodenje i

sisanje u vidu rila (rostrum) (Gotlin Culjak i Juran, 2016).

Podredovi Heteroptera (raznokrilci ili prave stjenice) i Homoptera (jednakokrilci) nekada su
Cinili veliki red Hemiptera. lako pripadnici skupine Homoptera imaju dosta zajednickih
morfoloSkih obiljezja, nedavne molekularne i morfoloSke analize upuéuju na to da se radi o
parafiletskoj skupini. Zbog filogenetskog dokaza dolazi do promjene naziva reda Homoptera
u Hemiptera (DurbesSi¢ i sur., 2018; Gullan 1999) tako se danas u sistematici najcesée

navode tri podreda, Auchenorrhyncha (Cercopoidea, Cicadoidea, Cicadelloidea,
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Fulgoroidea), Sternorrhyncha (Aleyrodoidea, Aphidoidea, Coccoidea i Psylloidea) i
Heteroptera (Gullan, 1999).

Danasnja taksonomska klasifikacija Stitastih moljaca zasniva se na morfoloSkim
znaCajkama liinke Cetvrtog stadija, tj. ,kukuljice”, a ne na morfologiji odraslog stadija
(Mound i Halsey, 1978). Postoje i osnovne morfoloSke karakteristike ,kukuljice” koje se

koriste prilikom identifikacije vrsta iz potporodica Aleyrodinae i Aleurodicinae.
Morfoloske karakteristike Stitastih moljaca

U morfoloskoj gradi odraslih stitastih moljaca postoje razlike izmedu potporodica
Aleurodicinae i Aleyrodinae. Potporodica Aleurodicinae obuhvaca 118 vrsta u 18 rodova
(Simala i sur., 2021). Odrasli stadiji vrsta iz ove potporodice imaju duljinu tijela veéu od 2
mm, s rasponom krila 3,5 — 4 mm. lzuzetak su rodovi Metaleurodicus (Quaintance i Baker,
1914) i Paraleyrodes (Quaintance, 1909) €ije je tijelo krace i raspon krila manji (Gill, 1990).
Prema Martin (2004) krilna nervatura odraslih &titastih moljaca potporodice Aleurodicinae

sloZenija je nego kod odraslih stadija potporodice Aleyrodinae.

Aleyrodinae su sitni, njezni fitofagni kukci. Tijelo im je veli¢ine 1 — 3 mm. Vecina Stitastih
moljaca oligofagna je, medutim, polifagne vrste su od vecée vaznosti jer se javljaju kao
gospodarski Stetni organizmi u poljoprivredi (Resh i Cardé, 2003). U svjetskoj literaturi vrste
porodice Aleyrodidae poznate su kao whiteflies, Sto u slobodnom prijevodu znaci ,bijele
musice", a to€an taksonomski naziv u Republici Hrvatskoj je Stitasti moljci. To je zbog
Cinjenice Sto odrasli stadiji ovih kukaca imaju tijelo i krila prekrivena bijelim vostanim
prahom. (Hodges i Evans, 2005). Po tome je porodica Aleyrodidae i dobila ime jer gréka
rije¢ aleuro , koju mozemo naci u korijenu naziva vecine vrsta $titastih moljaca, u prijevodu

znaci brasno (Gullan i Martin, 2003).

Glava Stitastih moljaca s prednje strane je trokutastog oblika. Odrasli razvojni stadiji na glavi
imaju po jedan par sloZenih i jednostavnih ociju, ticala sastavljena od sedam ¢lanaka i rilo
(rostrum). Iznimka je rod Paraleyrodes kod kojeg su ticala kod Zenki sastavljena od Cetiri, a
kod muzjaka od tri ¢lanka (Evans, 2007b; laccarino i sur., 2011). U odraslih razvojnih stadija
potporodice Aleyrodinae s prednje strane tjeme je Siroko, zaokruzeno i Sire nego duze, au
odraslih razvojnih stadija potporodice Aleurodicinae ono je jednake duzine i Sirine, osim u
vrsta roda Dialeurodicus Cockerell 1902 (Gill, 1990).

Na ¢lancima prsista odraslih nalaze se krila i noge. Najveci srednji ¢lanak nosi prvi par
krila, koja su ujedno i ve¢a od straznjih. Krila Stitastih moljaca prozirna su s razli¢itom
pigmentacijom, od ¢ega kasnije nastaju Sare u obliku pjega ili traka. Odrasli razvojni stadiji
iz potporodice Aleyrodinae tijekom mirovanja imaju krila sklopljena u formi krova i

reduciranu nervaturu krila bez poprecnih Zila, a postoje¢a nervatura Zila ne dodiruje rub
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krila (Martin i sur., 2000), dok odrasli razvojni stadiji iz potporodice Aleurodicinae drze krila
sklopliena u vodoravnom polozaju (Gill, 1990). Na nogama se nalaze odredeni vazni
morfoloski dijelovi koji sluze prilikom identifikacije, poput metatibialnog ¢eslja (metatibial
comb) i metatibialne Cetke (metatibial brush), a sluze za nano$enje voska po tijelu (Gill,
1990).

Na lednoj strani posliednjeg ¢lanka zatka (abdomen) nalazi se analni otvor koji ¢ine
polukruzni ili trokutasti otvor (vasiform orifice ), jezi€ac (lingula) koji izbacuje izmet i
poklopac (operculum), koji djelomicno ili u cijelosti prekriva otvor (Martin i sur., 2000). Ovo
je struktura koja odrasle jedinke §titastih moljaca €ini jedinstvenim u svijetu. Ova struktura
vidljiva je u svih stadija li¢inki, ali i u odraslih razvojnih stadija, i omoguéuje prepoznavanje

Stitastih moljaca u svim stadijima Zivotnog ciklusa (Martin, 2004).

Jaja su pretezno ovalno izduzenog oblika. Vrsni i donji dio moze biti Siljast ili zaokruzen.
Jaja porodice Aleyrodidae pri€vrS¢ena su na list domaéina pomocu drske ili pedicela koji se
nalazi na donjem dijelu jaja, a duljina pedicela moze varirati (Gill, 1990). Prema Paulson i
Beardsley (1985) vaznost pedicela je u akumulaciji vlage i sprieCavanju dehidracije jaja.

Boja jaja varira od blijedozute do tamnosmede boje.

Prvi razvojni stadij licinke jedini je pokretni stadij liCinke Stitastih moljaca. Boja li¢inke
prvog razvojnog stadija je od svijetlozelene do Zute, svijetlosmede do tamnosmede ili crne
boje (Gill, 1990). Do danas je jako malo poznato o morfologiji prvog razvojnog stadija li€inke

Stitastih moljaca.

Drugi i tre¢i razvojni stadij li¢inke Stitastih moljaca slian je ,kukuljici” po obliku i boji.
MorfoloSki se razlikuju od ,kukuljice” veli¢inom, oblikom nogu i duljinom lednih dlaka i po
odsutnosti odredenih morfoloskih dijelova koji su vazni pri identifikaciji vrste. Kod
potporodice Aleyrodinae segmentacija nogu i ticala svedena je na jedan ¢lanak (Gill, 1990).
Liinke drugog i tre¢eg razvojnog stadija stvaraju karakteristicne vostane izlu€evine, €ija
forma je specifiCna za svaku vrstu, i obi¢no se razlikuje od vostanih izlu€evina kod
,kukuljice” (Gill, 1990).

Na temelju morfoloskih karakteristika €etvrtog razvojnog stadija licinke, odnosno
»kukuljice“, radi se identifikacija i taksonomija vrste (Slika 2.2.4.1.). Oblik ,kukuljice®
ovalnog je ili ovalno izduZenog oblika. Neke vrste mogu imati nepravilan oblik ,kukuljice*
ako im ¢Evrste dlake lista biljke domacina ili neka druga tvorevina sprje€avaju normalan rast.
Tijelo ,kukuljice® moze biti prozirno, a kroz tijelo se reflektira boja bilke domacina. Kod
pojedinih vrsta, Cije su ,kukuljice* prozirne, poput D. citri, vidljivi su unutarnji organi i dvije
crvene toCke, odnosno sloZzene oci buduceg odraslog razvojnog stadija (Gill, 1990). Neke

vrste imaju karakteristichu boju, poput A. woglumi &ija je ,kukuljica“ crne boje i lako je
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uoCiljiva na listovima. Osim li¢inki drugog i treceg stadija i ,kukuljice® proizvode tanki,
prozirni vostani sloj preko cijele ledne povrsine ili je vostani sloj prisutan u vidu resica na
rubovima ,kukuljice®. Vostane izlu€evine javljaju se u dvije boje kod §titastih moljaca. Jedna
boja moze biti prozirna i reflektira boje neposredne okoline, a druga je Cista, bijela boja (Gill
1990). Kod nekih vrsta vostane nakupine mogu izlu€ivati submarginalne pore, odnosno
pore smjestene u blizini ruba ,kukuljice® (submarginal pores), rubne vostane cijevi (marginal
wax tubes) i submarginalne pore sa submarginalnim bradavicama (submarginal papillae).

Povrsina ,kukuljice” Stitastih moljaca obrasla je rijetkim dlakama Cija veli€ina, oblik, smjestaj

i prisutnost pomazu u identifikaciji vrste (Gill, 1990).

Kod potporodice Aleurodicinae grada ,kukuljice“ je sloZenija. Na lednoj strani ,kukuljice*
nalaze se velike sloZene vostane pore koje izlu€uju vosak (Mound i Halsey, 1978). Jezi¢ac
(lingula) im je vrlo dug i proteZe se izvan analnog otvora i na vrhu ima dvaili viSe para dlaka,
a pandzica je prisutna na vrhu svake prsne noge (Evans, 2007b). Vrste potporodice
Aleyrodinae imaju manju ,kukuljicu i nemaju sloZzene vostane pore, jeziCac (lingula) ne
prelazi analni otvor i na vrhu imaju jedan par dlaka, a noge nemaju pandzicu ve¢ prianjajucu
plo€icu (Martin, 2005; Evans, 2007b). Napustena prazna ,kukuljica“ nakon izlijetanja

odraslog kukca je egzoskelet i naziva se egzuvij.

Za identifikaciju vrste koriste se mikroskopski preparati dobiveni obradom ,kukuljice®/
egzuvija po metodi koju opisuju Martin (1987; 1999; 2000), Murray (1991) i Schmidt (1974)
koriste¢i se klasicnom identifikacijskom metodologijom baziranom na relevantnim
morfoloSkim kljuCevima koje, izmedu ostalih, opisuju: Bink-Moenen (1992), Dubey i Ko
(2012), Hodges i Evans (2005), Martin (1987), Martin i sur. (2000), Suh (2010) i Takahashi
(1938; 1952). Na Slici 2.2.4.1. prikazan je shematski prikaz najznacajnijih morfoloskih
obliljezja ,kukuljice” titastih moljaca prema Martin i sur. (2000), a prevedeni su i objavljeni
u radu Simala i sur. (2008).
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Slika 2.2.4.1. Shematski prikaz najznacajnijih morfoloskih obiljezja ,kukuljice Stitastih

moljaca prema Martinu i sur. (2000)

Zivotni ciklus i ekoloski éimbenici razvoja stitastih moljaca

Vrste iz porodice Aleyrodidae tijekom svog zivota imaju Sest razvojnih stadija: jaje, Cetiri
razvojna stadija liginke i odrasli stadij. Stitasti moljci razmnoZavaju se spolno, a samo
ponekad partenogenetski. U slu€aju partenogeneze iz oplodenih jaja razvijaju se Zzenke
(telitokija), a iz neoplodenih muzjaci (arhenotokija) (Resh i Cardé, 2003). Postembrionalni
razvoj Stitastih moljaca po tipu preobrazbe spada u neometaboliju, podtip alometabolija
(Ostrec i Gotlin Culjak, 2005). Zenke &titastih moljaca odlazu jaja na naligju lista biljke

domacdina. Li¢inka prvog razvojnog stadija pokretna je kratko vrijeme dok ne pronade
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odgovaraju¢e mjesto za ishranu (Mound i Halsey, 1978). Nakon §to zauzme konac¢no
mjesto, preostala tri razvojna stadija li€inke nepokretna su i ne mogu se premjestiti u slucaju
nepovoljnih uvjeta prehrane (Martin i sur., 2000). Stoga je odabir bilike domacina za
polaganje jaja kod Stitastih moljaca od velike vaznosti jer ima snazan utjecaj na kasniji
razvoj liCinki (Lenteren i Noldus, 1990). Kada li€inka dosegne Cetvrti razvojni stadij, prekida
hranjenje i iz nje se razvija odrasli §titasti moljac (Resh i Cardé, 2003; Ostrec i Gotlin Culjak,
2005). Odrasli &titasti moljac najceS¢e se pojavljuje uzduznim i popreénim pucanjem
kukuljice” na mjestu egzuvijalnog Sava u obliku obrnutog slova T na lednoj strani ,kukuljice®
(Martin i sur., 2000).

Kod odredenih vrsta iz potporodice Aleyrodinae Zenke polazu jaja u skupinama, stvarajuci
oblik djelomi&nog ili potpunog kruga. Ovaj oblik nastaje rotacijom Zenke oko njezina usnog
organa za vrijeme ovipozicije (Mound i Halsey, 1978). Veéina Zenki &titastih moljaca odlaze
jaja na mlade i vréne listove zbog visoke koncentracije topivih dusiénih spojeva koja kasnije
osigurava hranu mladim razvojnim stadijima liginke (Simala, 2008). Vrsta P. myricae za
ovipoziciju bira najmlade listove, ¢ak i listove koji nisu potpuno otvoreni, mlade plodove i
mladi zeleni porast, ali nikad starije listove. Stilet li€inki vrste P. myricae lakSe prodire u tkivo
na mladim dijelovima bilike (Walker, 1987). Zenke vrste P. myricae jaja odlazu uvijek na
gornjoj strani lista, a kasnije se dio mladih li¢inki premjesta na nali¢je lista, ne napustajuci
matiéni list (Uygun i sur., 1990; Simala i sur., 2016; Simala i sur., 2020). Zani¢ i sur. (2000)
navode prosjek od 28 % liCinki koje ostanu na licu lista. Vrste D. citri i A. floccosus za
ovipoziciju biraju potpuno razvijene mlade listove, a za razliku od vrste P. myricae, odlazu

jaja i na nali¢ju starijih listova (Uygun i sur., 1990).

Stitasti moljci uglavnom su slabi letagi. Prema Bryne i sur. (1990) ne mogu se samostalno
preseliti na udaljenosti vecoj od 25 km, stoga se obi¢no na duze udaljenosti prenose putem

vjetra.

Bioloski ciklus svih Stitastih moljaca koji obitavaju na agrumima podreden je fenologiji
agruma, toCnije mladom porastu. Agrumi godiSnje imaju tri mlada porasta pa se javljaju

minimalno tri generacije godidnje (Hodgson i Frost, 1968).

Uygun i sur. (1990) navode P. myricae i D. citri kao dvije najopasnije polifagne vrste $titastih
moljaca na agrumima u mediteranskim zemljama. Vrsta P. myricae dosta je agresivna vrsta
jer tijekom godine razvije 7 — 8 generacija, a za potpuni razvoj od jaja do odraslog stadija
potrebna su samo 24,4 dana na temperaturi 25 — 26 °C i 60 =5 % rH (Franco i sur., 1996;
Soto i sur., 2002; Rose i sur., 1981; Uygun i sur., 1990). Vrlo brzo zauzima nova stanista

zbog nespolnog razmnozavanja.
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Vrsta D. citri jedna je od najces¢ih Stetnika u gustim i neprozraénim nasadima agruma.
Razvoj vrste sporiji je od vrste P. myricae i potrebno mu je oko 43,5 dana pri temperaturi
od 25 °Ci 60 £ 5 % rH te stoga ima i manji broj generacija tijekom godine. U laboratorijskim
uvjetima duzeg dana L16:D8 i na temperaturi od 25 °C vrijeme razvoja vrste traje 54 dana.
Prezimljuje kao ,kukuljica”, dok je udio tre¢eg razvojnog stadija li¢inke mali (Lloréns i
Capilla, 1994). Tijekom provodenja istraZivanja u svrhu izrade doktorske disertacije Zani¢
(1999) temeljito iznosi podatke o biologiji i ekologiji ove vrste na podru¢ju Republike
Hrvatske i navodi prisutnost Stetnika od Prevlake do Istre. Argov i sur. (1999) objavili su
rezultate istrazivanja vrste D. citri u poljskim i laboratorijskim uvjetima u Izraelu. U izvrSenim
zapazanjima tijekom tri godine zabiljeZene su tri generacije godidnje, a pocetak dijapauze

induciran je skraCivanjem dana i snizenjem temperature.

Treéa vazna vrsta na agrumima iz porodice Aleyrodidae je Aleurothrixus floccosus. Engleski
naziv je Wooly whitefly zbog tankih vostanih izluCevina koje prekrivaju li¢inke kasnijih
razvojnih stadija i ,kukuljica®, a izgledom nalikuju na vunastu tvorevinu. Tijekom 70-tih
godina vrsta A. floccosus nastanila se u dijelovima juzne Europe (Mound i Halsey, 1978).
Prema literaturi ovaj Stetnik agruma ima Cetiri do pet generacija godiSnje, a prezimljuju
liginke treéeg ili etvrtog stadija (Zani¢ i sur., 2012; Chermiti i sur., 1992; Soto i sur., 2002;
Radonijié¢ i Hrngié, 2003; Zani¢ 2012; Simala i sur., 2016). U Cileu je tijekom istraZivanja
2010. i 2011. utvrdeno sedam preklapaju¢ih generacija u nasadima narance, $to je
rezultiralo prisutno$éu tijekom cijele godine (Tello i sur., 2019). Ukupni razvoj od jaja do
odraslog stadija traje 22 — 31 dan pri prosje¢noj dnevnoj temperaturi od 22,5 °C (Paulson i
Beardsley, 1986).

Stetnost stitastih moljaca

Unutar porodice Aleyrodidae postoji nekoliko vrsta koje su gospodarski vazni Stetnici u
poljoprivredi jer smanjuju prinos. Bryne i sur. (1990) Stete od Stitastih moljaca svrstavaju u

tri grupe.

U prvu se grupu ubrajaju izravne Stete koju Cine li¢inke i odrasli razvojni stadij siSuci sok i
ostale nutrijente koji kolaju floemom. Li€inke Stitastih moljaca uslijed hranjenja oslabljuju i
ostecuju epidermu lista, dolazi do zadebljanja stani¢ne stijenke i gubitka stani¢nih sastojaka
te pojave kloroti¢nih mrlja (Hart i sur.,1976). Uslijed visoke gusto¢e populacije Stetnika
dolazi do smanjenja produktivnosti biljike domacina zbog toga Sto Stitasti moljci uzimaju

ugljikohidrate koji su biljci neophodni.

U drugu se grupu ubrajaju neizravne Stete koje Stitasti moljci Cine stvaranjem obilne koli¢ine
sekreta bogatih Secerom, poznatog kao medna rosa, koji potiCe rast gljivica Cadavica

(Capnodium spp.). Medna rosa pojavijuie se na svim nadzemnim dijelovima biljke
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domacina. Ona privlaéi mrave koji se njome hrane, a u iznimnim slu¢ajevima mravi mogu
izazvati pojacano lu¢enje medne rose Cime se Stetnost poveéava (Maceljski, 2002).
Takoder, prisutnost mrava moze ometati prirodne neprijatelje Stitastih moljaca u nasadu
(Martin i sur., 2000; Hodges i Evans, 2005).

U trec€u grupu ubrajaju se Stete uzrokovane biljnim virusima ¢&iji su prenositelji Stitasti moljci.
Posljedice virusnih bolesti su smanjenje prinosa i kvalitete, a na kraju uzrokuju odumiranje
biljaka. Unutar potporodice Aleyrodinae najznacajniji prenositelji virusnih bolesti su vrste B.
tabaci, Trialeurodes vaporariorum (Westwood, 1856) i Trialeurodes abutilonea (Haldeman,
1850) (Bryne i sur., 1990).

Vrsta P. myricae od velike je vaznosti u nasadima agruma jer prenosi virus Citrus Chlorotic
Dwarf (CCD) koji moze zaraziti sve komercijalno uzgajane vrste i sorte agruma. Stitasti
moljac P. myricae prenosi virus na semiperzistentan nacin (Roistacher, 2004). lako moze
zaraziti sve vrste agruma, vrsta P. myricae preferira vrste koje imaju viSe izboja s mekim
mladim lis¢em, poput limuna i grejpa (Roistacher, 2004). Simptomi zarazenosti virusom
CCD vidljivi su na mladom porastu agruma, a ukljuCuju nabiranje, savijanje, deformaciju i
izgled lis¢a poput obrnute Salice. Mlado liS¢e moze pokazivati simptome kloroze, dok biljke
sorti (Korkmaz i Garnsey, 2000; Catara i sur., 2021). Osim vrste P. myricae znacajna je i
vrsta D. citri (Zhang i sur., 2019). Istrazivanja provedena u Kini dokazala su da vrsta D. citri

sudjeluje u prijenosu virusa Citrus yellow vein clearing (CYVCV) (Zhang i sur., 2019).
Suzbijanje stitastih moljaca

Suzbijanje Stitastih moljaca uklju€uje primjenu niza mjera, kao $to su kemijske, bioloske,
agrotehnicke, mehanicke i fizikalne mjere (Simala, 2008). Vazno je otkriti zarazu na vrijeme
putem redovitih vizualnih pregleda i koriStenjem Zutih ljepljivih ploc¢a. U Americi najuCestaliji
nacin suzbijanja Stitastih moljaca je koristenje entomopatogene gljivice Aschersonia Mont,
1848 (Griffiths i Thompson, 1957) i parazitoida Encarsia smithi Silvestri, 1927 i Encarsia
formosa Gahan, 1924. Kako bi se u potpunosti suzbili Stitasti moljci potrebno je stalno
unosenje parazitoida u nasade agruma tijekom cijele godine u razmaku od dva tjedna
(Boisclair i sur., 1990). Na Floridi su zabiljezeni predatori Stitastih moljaca Delphastus
pusillus LeConte, 1852, i Delphastus pallidus LeConte, 1878, koji se primarno hrane
licinkama §titastih moljaca. U lzraelu i u mediteranskim zemljama u suzbijanju vrste D. citri
najCesce se koriste parazitoidske osice Encarsia sp., (Argov i sur., 2000; Uygun i sur., 2010)
i dvije vrste predatora, Clitostethus arcuatus Rossi, 1794 i Serangium montazerii Fursch,
1995 (Yigit i Canhilal, 2005). U suzbijanju A. floccosus najuspjesnijim se pokazao prirodni

neprijatelj Cales noacki Howard, 1907 (Hymenoptera: Aphelinidae) (Tello Mercado i sur.,
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2014; Katsouannos, 1991; Ulusoy i sur., 2003). Kemijsko suzbijanje je vrlo prisutno, ali

Stitasti moljci brzo razvijaju rezistentnost na primijenjene insekticide.
2.2.4.1 Stitasti moljac agruma Dialeurodes citri (Ashmead, 1885)

D. citri jedan je od najrasirenijih i najvaznijih ekonomskih Stetnika u gustim i neprozra¢nim
kroSnjama agruma diliem svijeta (Rapisarda i sur., 1990; Mifsud, 1995). Vrsta D. citri
polifagni je Stetnik i ima veliki areal rasprostranjenosti (Uygun i sur., 1990). U Republici
Hrvatskoj najrasirenija je vrsta $titastog moljca koja se javlja u nasadima agruma (Simala i
sur., 2020). Plodovi sa zarazenih stabala imaju manju trziSnu vrijednost zbog prekrivenosti
gliivicama ¢adavicama. Vrsta potjeCe iz Indije (Reuther i sur., 1989) otkuda se sadnim
materijalom prosirila u ostale djelove svijeta (Zanié, 1999). Njegova prisutnost potvrdena je
u Sjevernoj i Juznoj Americi, jugozapadnom dijelu Azije i u podruéjima uzgoja agruma u
mediteranskim zemljama (Martin, 1987; Zanié, 1999). U Republici Hrvatskoj prvi put se
spominje 1977. godine kada je i otkriven (Bakari¢, 1983). Pripada porodici Aleyrodidae,
potporodici Aleyrodinae, rodu Dialeurodes (Cockerell, 1902). U odraslom razvojnom stadiju
je mali kukac veli€¢ine oko 1,5 mm. Tijelo i krila prekriveni su bijelim vostanim prahom.
Licinke i ,kukuljica” vrste D. citri spljoStene su, svijetle boje i ovalnog stadija. Zelena boja
bilike domacina reflektira se kroz li€inke i ,kukuljicu® pa ih je teSko uo€iti na listovima (Fasulo
i Weems, 1999). PovrsSina tijela svih razvojnih stadija liCinki gola je, bez vostanih nakupina
i debelih seta (Zani¢, 2000). U Republici Hrvatskoj zabilieZzene su tri generacije godinje.
Prezimljuje u obliku ,kukuljice”. Prva generacija javlja se krajem travnja, odnosno po¢etkom
svibnja, druga tijekom kolovoza i tre¢a tijekom rujna i listopada (Zanié, 1999, 2000;
Maceljski, 2002). Razvoj jaja traje 8 — 24 dana, zivotni vijek mladih razvojnih stadija li€inki
traje 24 — 30 dana, a ,kukuljice* 13 — 30 dana. Ukupni zivotni ciklus im je od 41 do 333 dana
(Fasulo i Weems, 1999). Vrsta se razmnozava spolno, a odnos spolova je 1:1 (Zani¢, 2000).
Pogoduije im visoka vlaznost zraka i temperatura od oko 25 °C (Zanic, 1999). Stete priginja,
kao i ostali Stitasti moljci, sisanjem biljnog soka na nali¢ju listova prilikom ¢ega dolazi do
luenja medne rose, a za vrijeme jadeg napada, list otpada (Zani¢, 1999; Maceljski, 2002).
Jako napadnuta stabla postaju slaba i daju male plodove lo3e kvalitete (Fasulo i Weems,
1999). Kod suzbijanja vrste D. citri primjenjuju se bioloSke i kemijske mjere. Biolosko
suzbijanje vrste D. citri, parazitskom osicom Encarsia lahorensis Howard, 1911, vrlo je
ucinkovito u Italiji i u I1zraelu (Moud i Halsey, 1978; Fasulo i Weems, 1999; Maceljski, 2002),
kao i predatorima poput Delphastus pusillus (LeConte, 1852), Chrysoperla carnea
(Stephens, 1836), Clitostethus arcuatus (Rossi, 1794), Chilocorus bipustulatus (Linnaeus,
1758) (Zani¢, 2000) i Serangium paracesetosum Sicard, 1929 (Yigit, 1992; Uygun i sur.,
1996). Kemijske mjere primjenjuju se kasno zimi ili u rano proljece kombinacijom mineralnih

ulja i insekticida, a prilikom primjene potrebno je dobro okupati stablo, posebno nali¢je liS¢a.
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2.2.4.2 Naran€in trnoviti s$titasti moljac agruma Aleurocanthus spiniferus
(Quaintance, 1903)

Buduci da je navedena vrsta u fokusu istrazivanja, u daljnjem ¢e se tekstu prikazati opsezniji
relevantni literaturni podatci o fitosanitarnom statusu vrste, podrijetlu i Sirenju vrste,
sistematskoj pripadnosti vrste, morfologiji, bioloskim obiljezjima vrste, molekularnoj biologiji
vrste A. spiniferus, Stetnosti, biljkkama domacinima vrste, metodama pracenja pojave vrste

A. spiniferus i o nacinu suzbijanja Stetnika.
Fitosanitarni status

Karantenski Stetni organizmi Unije organizmi su za koje postoje mjere sprjeCavanja unosa
i Sirenja na podrucju Europske unije. Kako bi se suzbila prisutnost karantenskih Stetnih
organizama, potrebno je uspostaviti zabranu unosa tih organizama na podrucje Europske
unije ili njihovo premjestanje unutar Unije na bilju namijenjenom za sadnju. U podrucju
bilinog zdravstva zakonodavni okvir Europske unije trenutaéno reguliraju Uredba (EU
2016/2031) Europskog parlamenta i Vijeéa kojom se propisuju zastithe mjere protiv
organizama S&tetnih za bilje i Provedbena uredba Komisije (EU 2019/2072) koja utvrduje
jedinstvene uvjete za provedbu Uredbe (EU 2016/2031). U Europi ove dvije nove Uredbe
zamjenjuju dosadasSnje direktive Europske unije prema kojima su se Stetni organizmi
regulirali te temeljnu Direktivu Vije¢a 2000/29/EC. Direktiva 2000/29/EC postavila je temelje
za pokretanje nadzora i sufinanciranja programa posebnih nadzora na teritoriju Europske
unije.

Uredba (EU 2019/2072) u Prilogu 1. sadrzi popis karantenskih Stetnih organizama Unije, a
on je podijeljen na dva dijela. Dio A popisa sadrZi Stetne organizme za koje nije poznato da
se pojavljuju na podrucju Europske unije, dok se u Dijelu B nalaze Stetni organizmi za koje
je poznato da se pojavljuju na podru¢ju Unije. Osim Uredbi Europska i mediteranska
organizacija za zaéstitu bilja (EPPO) odrzava i azurira svoje karantenske liste za mnogo vedi
teritorijalni opseg od Europske unije. Te liste uklju€uju A 1. listu na kojoj su Stetni organizmi
odsutni iz EPPO regije, A ll. listu na kojoj su Stetni organizmi prisutni u odredenim dijelovima
EPPO regije i Alert listu koja sadrzi Stetne organizme koji predstavljaju potencijalnu

opasnost ako bi bili uneseni u zemlje ¢lanice.

Nakon prvog nalaza vrste na podrucju EU vrsta A. spiniferus prebacena je s EPPO A . na
EPPO A Il. listu (Paladin Soce i sur., 2020). Prema navedenoj Uredbi 2019/2072 vrsta A.
spiniferus nalazi se u Prilogu Il., Dio B i ima status karantenskog $tetnog organizma (EPPO,
2022a). U Republici Hrvatskoj zabiljeZzeno je njegovo intenzivno Sirenje, a kako bi se
sprijeCilo daljnje Sirenje izvan demarkiranih podrucja, donesena je odluka o: ,odredivanju

demarkiranih podruéja u kojima se provode mjere za sprjeCavanje Sirenja i suzbijanje
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naranc¢inog trnovitog S$titastog moljca — Aleurocanthus spiniferus (Quaintance)” (NN

111/2020; 36/2023). Demarkirano podrucje obuhvacéa katastarsku opc¢inu u kojoj se nalazi

zarazeno podrucje, odnosno ono u kojem je utvrdena prisutnost A. Spiniferus, i sigurnosno

podrucje Sirine najmanje 2 km racunajuci od granice zarazenog podrucja i obuhvaca vise

susjednih katastarskih opc¢ina koje okruzuju zarazeno podruc€je. U Tablici 2.2.4.2.1.

navedena su demarkirana podrucja Republike Hrvatske u 2023. godini.

Tablica 2.2.4.2.1. Popis katastarskih opéina koje €ine zaraZeno i sigurnosno podrucje u

demarkiranim podrucjima vrste A. spiniferus u Republici Hrvatskoj (izvor: NN 36/2023)

ZUPANIJA

OPCINA

KATASTARSKA OPCINA

ZARAZENO
PODRUCJE

SIGURNOSNO
PODRUCJE

Dubrovacko -
neretvanska

Konavle

Vitaljina
Ljuta
Durinici
Gruda
Palje Brdo
Lovorno
Zastolje

Plocice

Poljice
Vodovada
Dubravka
Dunave

Popovici

Komayji

Kuna Konavoska
Pridvorje
Radovciéi

Dubrovacko
primorje

Slano

Majkovi Donji
Majkovi Gorniji
Banici

Trnova
Mravinjac

Grad Dubrovnik

Zaton

Grad Dubrovnik
Obuljeno
Sustjepan
Petrovo Selo
Osojnik

Orasac
Gromaca
Ljubal

Opuzen

Opuzen I.
Opuzen Il.

Opuzen

Ploce

Komin

Bacina
Plina
Rogotin
Ploce

Kula Norinska

Desne
Metkovié
Krvavac II.

Zazablje

Vidonje
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ZUPANIJA OPCINA KATASTARSKA OPCINA
ZARAZENO SIGURNOSNO
PODRUCJE PODRUCJE
Slivno
Komarna — Duboka
Klek
: Pizinovac — Lovorje
Slivno Vlaka — Tustevac
Mihalj — Otok —
Lucina
Blace —Trn
Vrisnik Gdinj
Jelsa Zastraziscée
Jelsa Pitve
Svirée
Vrboska
Milna Milna Bobovisca
Sutivan Sutivan Sutivan
Bobovisca Bobovisca
Solta Gornje Selo
Donji Humac
NerezisSc¢a Dracevica
NereziS¢a
Marina
Blizna
Marina Mitlo Vinovac
Racice
Sevid
Mirca Splitska
Supetar Supetar Skrip
Splitsko - Sucuraj Bogomolje Sucuraj
dalmatinska Y Rogoznica
Omis .
Slime
, Zezevica
Sestanovac
Grabovac
Zagvozd
Zagvozd Zupa
Makarska Ve".lf(.) Brdo
KotiSina
Vrgorac Raé_c': ane
Kozica
Starigrad Stari Grad
Postira Dol
Hvar Hvar Brusjg
Grablje
Vrbanj Vrbanj
Podgora Podgora Igrane
Tucepi Tucepi Dra$nice
Baska Voda Baska Voda
Brela Brela

26



ZUPANIJA OPCINA KATASTARSKA OPCINA
ZARAZENO SIGURNOSNO
PODRUCJE PODRUCJE
Makarska Makarska
Sibensko - Rogoznica Rogoznica
kninska Primosten Primosten

Zbog izrazito brzog Sirenja i polifagnosti novootkrivene vrste na podru¢ju RH vrsta A.
spiniferus predstavlja visoki fitosanitarni rizik za brojne poljoprivrednike. PonajviSe su
ugrozeni poljoprivrednici koji se bave uzgojem i proizvodnjom agruma u dolini Neretve, ali i

drugi koji uzgajaju razne poljoprivredne kulture koje su domadini Stetniku.
Podrijetlo i Sirenje A. spiniferus

Stetnika A. spiniferus prvi put je opisao Quaintance 1903. godine na temelju materijala koji
je tijekom 1901. godine na otoku Javi prikupio Marlatti (Cioffi i sur., 2013).

Prvotno ime ove vrste bilo je Aleurodes spinifera (Mound i Halsey, 1978). Tijekom vremena
postojalo je svega nekoliko sinonima za vrstu A. spiniferus koji su navedeni u Tablici
2.2.4.2.2. (Ouvard i Martin, 2021; EPPO Bulletin, 2022a).

Tablica 2.2.4.2.2. Sinonimi vrste A. spiniferus (izvor: Ouvard i Martin, 2021; EPPO Bulletin,

2022a)

SINONIMI

REFERENCA

Aleurodes spinifera (Quaintance, 1903)
Aleurodes citricola (Newstead, 1911)

Aleurocanthus citricolus (Newstead, 1911)
Aleyrodes marlatti (Quaintance, 1903)
Aleurocanthus spiniferus var. intermedia
(Silvestri, 1928)

Aleurocanthus spiniferus var. intermedius
(Silvestri, 1928)

Aleurocanthus rosae (Singh, 1931)
Aleurocanthus cheni (Young, 1942)

Quaintance i Baker, 1914 (cit. Ouvard i
Martin, 2021)

Silvestri, 1927 (cit. Ouvard i Martin,
2021;Mound i Halsey, 1978)

EPPO Bulletin 2022

EPPO Bulletin 2022

Mound i Halsey, 1978

Martin and Mound (2007)

Takahashi, 1932 (cit. Ouvard i Martin, 2021)
Martin i Lau, 2011
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Naziv A. spiniferus do prije desetak godina uklju€ivao je dvije razliCite vrste, sve dok nije
opisana vrsta Aleurocanthus camelliae Kanmiya & Kasai, 2011 u radu Kanmiya i sur.,
(2011). Zbog toga neki prijasnji podaci za A. spiniferus mogu ukljucivati i podatke za A.
camelliae pogotovo za populaciju koja napada Cajevac (Camellia sinensis (L.) Kuntze)
(Kanmiya i sur., 2011; EPPO 2022a).

Narancin trnoviti Stitasti moljac A. spiniferus potjece iz jugoistoéne Azije (Gyeltshen i sur.,
2017; Kanmiya i sur., 2011) odakle se pro8irio u ostale tropske i suptropske dijelove Azije,
Afrike te u podrucja Australije i Pacifika (Nguyen i sur., 1993). Na temelju podataka EPPO

(2022) u Tablici 2.2.4.2.3. prikazana je rasprostranjenost vrste A. spiniferus u svijetu.

Tablica 2.2.4.2.3. Rasprostranjenost vrste A. spiniferus u svijetu (Izvor: EPPO, 2022a)

PRISUTNOST PO DRZAVAMA STATUS

Afrika: Svazi, Kenija, Mauricijus, Nigerija,
JuznoafriCka Republika, Tanzanija, Uganda
Azija: Banglades, Butan, Brunej, Kina,
Indija Indonezija, Iran, Japan, Koreja,
Mjanmar, Nepal, Pakistan, Filipini, Sri
Lanka, Tajvan, Tajland, Vijetham,

Sjeverna Amerika: Havaji

Oceanija: Guam, Mikronezija, Papua Nova
Gvineja, Sjevernomarijanski otoci, Palau
EPPO regija: Albanija

prisutna vrsta, rasprostranjena

Afrika: Reunion,

Oceanija: Australija

EPPO regija: Italija, Republika Hrvatska,
Gréka, Crna Gora

prisutna, vrsta ograni¢eno rasprostranjena

Azija: Malezija prisutna, vrsta Siroko rasprostranjena

EPPO regija: Belgija, Ce$ka Republika vrsta introducirana, u postupku eradikacije

U Europskoj Uniji vrsta A. spiniferus prvi put je potvrdena 2008. u Italiji (Porcelli, 2008). Do
kraja 2011. godine prisutnost vrste zabiljezena je unutar cijele regije Apulije (Kenawy i sur.,
2014). Tijekom 2013. godine vrsta je prvi put pronadena u Crnoj Gori, u mjestu Herceg Novi
(Radonji¢ i sur., 2014), u Gr¢koj 2016. (Kypriotis i sur., 2017), a u Albaniji 2020. (Nugnes i
sur., 2020). U 2022. vrsta je zabiliezena u Ceskoj i u Belgiji gdje su poduzete mjere
eradikacije (EPPO, 2022b; EPPO, 2022c).

Na Sredozemlju, u podrugjima intenzivhog uzgoja agruma, Stetnik predstavlja veliku
opasnost jer dosad nisu nadeni autohtoni prirodni neprijatelji koji bi doveli do smanjenja

prirodne populacije ovog Stetnika.

U Republici Hrvatskoj vrsta je prvi put zabiljezena 2012. godine na ukrasnim sadnicama

ljute (gorke) narance (Citrus aurantium L.) u jednom vrtnom centru u Splitu. Nakon
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mikroskopske identifikacije u laboratoriju primijenjene su mjere eradikacije (Simala i sur.,
2013). Prvi nalaz u Splitu smatra se slu€ajnim unosom karantenskog Stetnika u Republiku
Hrvatsku na bilju proizvedenom u ltaliji koji se nije proSirio na ostalo bilje i u okolna mjesta.
Program posebnog nadzora karantenskih vrsta roda Aleurocanthus zapocet je 2015.
godine u Republici Hrvatskoj. Prisutnost vrsta A. spiniferus, Aleurocanthus citriperdus
Quaintance & Baker, 1916 i A. woglumi u nasadima agruma odreduje se vizualnim
pregledima nali¢ja listova kako bi se ustanovila prisutnost tamnih ,kukuljica® ili egzuvija
Stitastih moljaca i hvatanjem odraslih razvojnih stadija na Zute ljepljive ploCe. U sklopu
programa posebnog nadzora tijekom 2018. godine obavljeni su vizualni pregledi nasada
agruma.Stetni organizam A. spiniferus naden je 28. rujna 2018. u komercijalnom nasadu
Satsuma mandarine (Citrus Unshiu Marc.), povrdine 0,05 ha u Vitaljini (EPPO, 2018), a
nakon mikroskopske identifikacije pomocu dijagnosti¢kih protokola PM 7/7(1)
(OEPP/EPPO, 2002a) i PM 7/8 (1) (OEPP/EPPO, 2002b) i klju¢eva za morfoloSku
identifikaciju Dubey i Ko (2012) i Jansen i Porcelli (2018) potvrden je pozitivan nalaz vrste
A. spiniferus. Svi razvojni stadiji Stetnika nadeni su u samom nasadu mandarine i na divljem
bilju u neposrednoj blizini nasada. Pretpostavlja se kako je zaraza ostvarena letom odraslih

stadija uz pomoé¢ zraénih strujanja iz Crne Gore (Simala i sur., 2020).

Mjesec dana od prvog pozitivhog nalaza, 24. listopada, pronaden je na divljoj ruzi (Rosa
canina L.) i br§ljanu (Hedera helix L.), takoder u mjestu Vitaljina u Dubrovacko-neretvanskoj

Zupaniji (Simala i sur., 2019b).

Tijekom 2019. godine u sklopu programa posebnog nadzora karantenskih vrsta roda
Aleurocanthus obavljeni su vizualni pregledi nasada agruma u Zupanijama Republike
Hrvatske. Populacija vrste A. spiniferus visoko je uspostavljena na jugu Republike Hrvatske
otkuda dolazi do njegova Sirenja prema sjeverozapadu Dubrovacko-neretvanske Zupanije.
Karantenski Stetni organizam A. spiniferus naden je u dva komercijalna nasada u mjestu
Ljuta i u mjestu Molunat u Dubrovagko-neretvanskoj zupaniji (Simala i sur., 2019b). Svi
razvojni stadiji Stetnika u visokoj populaciji zabiljeZeni su u mjestu Molunat na gorkoj naranci
(Citrus aurantium L.), vinovoj lozi (Vitis vinifera L.) i na Sipku (Punica granatum L.). Manja
populacija Stetnika zabiljezena je u dva privatna vo¢njaka slatke narane (Citrus sinensis
L.) i mandarine (Citrus reticulata L.) u mjestu Ljuta (Tablica 2.2.4.2.4). Osim u Dubrovacko-
neretvanskoj Zupaniji vrsta A. spiniferus je u 2019. potvrdena i u mjestu lvan Dolac na otoku
Hvaru (Slika 2.2.4.2.2.) (Simala i sur., 2019b).

29



Tablica 2.2.4.2.4. Pozitivni nalazi vrste A. spiniferus i biljike domacini tijekom provodenja

Programa posebnog nadzora u Republici Hrvatskoj u razdoblju 2018. — 2019. (izvor: Simala

i sur., 2019a)
GODINA DATUM ZUPANIJA BILINA VRSTA MJESTO
NALAZA  NALAZA NALAZA
2018. 28. 9. Dubrovacko- Citrus reticulata Blanco Vitaljina
neretvanska Zupanija (N 42° 26' 8.23"
E 18° 28' 57.50")
2018. 24.10. Dubrovacko- Rosa canina L. Vitaljina
neretvanska Zupanija  Hedera helix L. (N 42° 26' 8.23"
E 18° 28' 57.50")
20109. 21. 5. Dubrovacko- Citrus reticulata Blanco Vitaljina
11. 6. neretvanska zupanija (N 42° 26' 8.23"
24. 7. E 18° 28' 57.50")
20109. 24. 7. Dubrovacko- Citrus sinensis (L.) Osbeck Ljutal
25. 9. neretvanska zupanija (N 42° 32'16.9"
E 18° 22'41.5")
Ljuta 2
(N 42° 32' 14.9"
E 18° 22' 56.0")
20109. 25. 9. Dubrovacko- Citrus aurantium L. Molunat
neretvanska zupanija  Prunus avium L. (N 42° 27' 2.91"
Vitis vinifera L. E 18° 26' 6.61")
Eriobotrya japonica(Thunb.)
Lindl.
Rosa sp.
Cydonia oblonga Mill.
Prunus armeniaca L.
Punica granatum L.
20109. 12. 9. Splitsko-dalmatinska  Citrus limon (L.) Burm. F. Ivan Dolac (N 43°

Zupanija

Parthenocissus quinquefolia

(L.) Planch.
Hedera helix L.
Ficus carica L.

Punica granatum L.
Eriobotrya japonica

(Thunb.) Lindl.

Prunus laurocerasus L.

Vitis vinifera L.
Melia sp.

7' 38.2"
E 16° 38' 28.5")
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Slika 2.2.4.2.1. Rasprostranjenost vrste A. spiniferus u razdoblju 2018. — 2019. godine

(izvor: https://earth.google.com/web/search/ , pristupljeno 4. 4. 2020.)

Sistematska pripadnost A. spiniferus

U Tablici 2.2.4.2.5. prikazano je sistematsko mjesto vrste A. spiniferus (izvor: EPPO,

2022a).

Tablica 2.2.4.2.5. Sistematika Stitastog moljca A. spiniferus (Izvor: EPPO, 2022a)

RANG NAZIV
carstvo Animalia
koljeno Arthropoda

podkoljeno Hexapoda
razred Insecta

red Hemiptera

podred Sternorrhyncha
natporodica Aleyrodoidea
porodica Aleyrodidae
rod Aleurocanthus
vrsta Aleurocanthus spiniferus
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Morfologija roda Aleurocanthus

Vrsta A. spiniferus spada u paleotropski rod Aleurocanthus Quaintance & Baker, 1914. koji
trenutacno uklju€uje 91 vrstu (Ouvrard i Martin, 2021). U ovaj rod spadaju vrste koje dijele
ista morfoloSka obiljezja. Kod vrsta iz roda Aleurocanthus ,kukuljica® je najceS¢e tamne
boje, prepoznatljiva po uodljivim Siljatim dlakama na dorzalnoj strani na kojima su vidljive

“ X

kapljice zelatinoznog zutog voska na vrhovima (Dubey i Ko, 2012). Rub ,kukuljice® Cesto je
nazubljen, ali nije zakrivljen ili savijen prema lednoj ili trbusnoj strani, te ima rubne vostane

izlu€evine. UzduZzni i poprecni egzuvijalni Sav doseZe rub ,kukuljice” (Martin, 2005).

Kod vrsta iz roda Aleurocanthus prisutan je spolni dimorfizam. ,Kukuljica® muZjaka manja
je uodnosu na ,kukuljicu” Zenke (Martin, 2005). Svlakovi li¢inki drugog i treceg stadija ostaju
pri¢vrséeni na nali¢ju lista i najéesée se nalaze na hrpi zalijepljeni na Zivu ,kukuljicu“ (Martin,
2005). Prisutna je nadglavna, osma abdominalna i kaudalna dlaka 3to je ujedno i
mikroskopska karakteristika vazna za determinaciju ,kukuljice® iz roda Aleurocanthus
(Martin, 2005; Dubey i Ko, 2012). Duljina ticala varira izmedu ,kukuljice® Zenke i muzjaka,
a prianjajuce plocice i kod muZjaka i Zenke dobro su razvijene (Dubey i Ko, 2012). Kod roda
Aleurocanthus analni otvor (vasiform orifice) je posteriorno izdignut, poklopac (operculum)

pokriva, odnosno zaklanja jezi¢ac (lingula) (Martin, 2005; Dubey i Ko, 2012 ).

Morfologija vrste A. spiniferus

MorfoloSke karakteristike svih razvojnih stadija vrste A. spiniferus objedinjene su na temelju
literaturnih opisa Mound i Halsey (1978), Carver (1991), EPPO/CABI (1997), Gyeltshen i
Hodges (2005), Martin (2005), Argov i sur., (2010), Dubey i Ko (2012), Radonji¢ i sur.,
(2014), Simala i sur., (2015), Jansen i Porcelli (2018).

Jaja su izduzeno ovalnog oblika, veli¢ine 0,2 x 0,1 mm. Zenka polaze jaja u
karakteristicnom spiralnom obliku na nali¢ju lista koja su pri€vr§¢ena na njega pomocu
kratke, vitke drske (pedicel). Vrh drSke ima poroznu vlaknastu strukturu koja usvaja vodu iz
lista. DrSka je kratka i drzi jaja uspravno u odnosu na povrsinu lista. Na vanjskom ovoju
jajeta (chorion) mikroskopski se moze vidjeti jasna reSetka s malo tragova voska. Jaja su u
pocCetku Zute, zlatne boje, a neposredno prije izlaska li¢inke prvog razvojnog stadija dolazi
do promjene boje u tamnozlatnu do tamnosmedu boju. Zenke za ovipoziciju preferiraju
mlade, nepotpuno razvijene listove biljke domacina tako da se pocetne zaraze nalaze na

mladim izbojcima tijekom tri vegetacijska porasta.
Li¢inka vrste A. spiniferus tijekom bioloSkog razvoja prolazi kroz Cetiri razvojna stadija. Svi
stadiji licinke imaju tijelo elipti€nog ili ovalnog oblika. Prvi razvojni stadij li¢inke ima 3 para

nogu koje zavrSavaju pandzicom. Tijelo je crne boje, veli¢ine 0,30 x 0,15 mm. Ticala se
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sastoje od dva segmenta, s tim da je zadnji segment izduzen. Za ovaj stadij karakteristi¢na
su dva para proSirenih dorzalnih dlaka (prvi abdominalni i par na glavi). Li€inke prvog
razvojnog stadija jedini su pokretni stadij li€inke koje se nakon izlaska iz jaja kre¢u po lisnoj
povrsini u potrazi za odgovaraju¢im mjestom za hranjenje. Nakon pronalaska pri¢vrste se
za list usnim organom (aparatom) i pocinju se hraniti floemskim sokom. Jedinke li€inki prvog
razvojnog stadija priévrste se za list jedna blizu druge tvoreci kolonije i do nekoliko stotina
jedinki na nali¢ju lista. LiCinke prvog razvojnog stadija nakon fiksacije ostaju pri¢vrséene

tijekom cijelog razvoja li€¢inke sve dok ne dosegnu odrasli razvojni stadij.

Drugi razvojni stadij li€inke ovalnog je, lagano ispupenog oblika, veliine do 0,4 x 0,2
mm. Noge atrofiraju, a ticala su smanjenja. Noge su trokutasto-konusnog oblika, s vrhom
okrenutim prema vanjskom rubu tijela, nefunkcionalne. Ticala su uspravna, ali ne preklapaju
noge. Boja drugog stadija liinki je tamnosmede do blijedocrne boje s prepoznatljivim

trnovitim privjescima.

Treéi stadij li€inki ne odstupa morfoloski previde od drugog stadija. Tijelo je ovalnije,
veli¢ine 0,74 x 0,87 mm. Crne je boje sa zelenkastom pjegom na prednjem dijelu zatka i s
vidljivim trnovitim privjescima. Noge su reducirane i nefunkcionalne, stozastog su oblika i
okrenute prema rubu tijela, a zavrSavaju s prianjaju¢om plo¢icom. Noge su veéih dimenzija

u usporedbi s nogama iz prethodnog razvojnog stadija.

Kod drugog i treceg stadija li¢inki abdominalni su segmenti izrazeniji od prsnih. Ledna
strana ima jedan red od osam abdominalnih i Sest prsnih jakih dlaka s obje strane ruba

tijela.

Cetvrti razvojni stadij liginke, tj. ,kukuljica”, jajolikog je oblika, svjetlocrne boje. Ogi su
slabo definirane, smjeStene blize tre¢oj submarginalnoj dlaki. Noge su bez funkcije,
okrenute prema straznjem rubu, pa ,kukuljica“ nema mogucnost kretanja. Kod ove vrste
prisutan je spolni dimorfizam, odnosno ,kukuljica“ muzjaka manja je u odnosu na ,kukuljicu*
Zenke. Tijela ,kukuljice* Zenke kreCu se u rasponu duljine 1.08 — 1.28 mm, a ,kukuljica”
muzjaka u rasponu 0,8 — 1 mm. Pod mikroskopskim povecanjem vidljivo je da ,kukuljica®
zenke posjeduje 11 pari submarginalnih dlaka, dok ,kukuljica” muzjaka ima deset pari
submarginalnih dlaka, od kojih je pet parova na glavoprsnjaku (cephalotorax). 1zuzetak je
taj da jedan par submarginalnih dlaka moze biti udvostru€en na straznjem dijelu abdomena.
Na dorzalnoj strani ima 30 parova dugih Siljastih dlaka sa Zlijezdama za izlu€ivanje te uz
rub bijele vostane sekrecije vidljive golim okom. Tijekom rasta ,kukuljice* pojatava se i
rubno izlu€ivanje voska Sto u konacnici dovodi do proSirenja ,kukuljice® u Sirinu za otprilike
17 - 30 %. Na vrhu dlaka nalaze se Zlijezde za izlu€ivanje koje izlu€uju viskoznu, bezbojnu

tekuc¢inu na koju se lijepe svlakovi prethodnih razvojnih stadija koji imaju obrambenu
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zadacu. Ukupni broj rubnih zubaca duz ,kukuljice kre¢e se u rasponu 205 — 242. Broj
rubnih zubaca po 0,1 mm (100 pm) kre¢e se 7 — 11 (rijetko 6 — 12). Rubni zubci iste su
boje kao i kutikula. Pod mikroskopom vidljive su mikroskopske bradavice koje su smjestene
blizu submarginalnih dlaka. Vasiformni otvor srcolikog je oblika, izdignut, i gotovo ga

ispunjava poklopac (operculum), a jezi€ac (lingula) je prekriven.

Odrasli razvojni stadij ima krila svjetloplave metalne boje s prisutnim bijelim mrljama koje
na unutarnjim rubovima tvore prugu. Ticala i noge bijele su boje sa svjetloZzutim mrljama, a
oCi su crvenkastosmede boje. Odrasli razvojni stadij vrste A. spiniferus ima crvenu boju
abdomena Sto mu, zajedno s bojom krila, daje na prepoznatljivosti. Oba spola imaju krila.
Zenke su veée od muzjaka, prosjeéne duljine 1,7 mm, dok je kod muzjaka duljina u prosjeku
1,33 mm. Odrasli stadij pojavljuje se uzduznim i popre¢nim pucanjem ,kukuljice“ na mjestu
egzuvijalnog Sava (transverse moulting suture) na lednoj strani ,kukuljice®. U slu€aju
parazitacije ,kukuljica® na lednoj strani ima kruzni otvor nepravilnog oblika koji nacini
parazitoid prilikom izlaska iz ,kukuljice“. Prazna ,kukuljica“ je vanjski skelet i naziva se
egzuvij ili pupal case. Pri izlasku iz egzuvija odrasli titasti moljac pokriva tijelo i krila bijelim
vostanim prahom koiji izluCuju posebne vostane abdominalne Zlijezde. Na ,kukuljicama®,
kasnije egzuvijima, nalaze se svlakovi prethodnih razvojnih stadija li¢inke nalijepljeni na

kapljice voska.

BioloSka obiljezja vrste A. spiniferus

Vrsta A. spiniferus, kao i ostale vrste iz porodice Aleyrodidae, imaju nepotpunu
metamorfozu, alometabolu, koja podrazumijeva Sest razvojnih stadija (jaje, Cetiri razvojna

stadija li¢inke, odrasli stadij).

Odrasli stadiji javljaju se iz prezimjelih li¢inki sredinom travnja. Potom slijedi susenje i Sirenje
krila u blizini egzuvija (Bryne i sur., 1991). Nakon izlaska odraslih stadija iz ,kukuljice” i
njihova potpunog razvitka dolazi do spolnog razmnoZavanja. Prije parenja muzjak udvara
Zenki. MuZjak se paralelno pribliZi tijelu Zenke i dodiruje je po rubu krila ticalima ili stopalom
prednjih nogu (Butler i sur., 1986). Analizom muskih vibracijskih signala tijekom udvaranja,
u kombinaciji s genetskom i morfoloSkom analizom, omoguceno je razlikovanje vrsta A.
camelliae i A. spiniferus (Kanmiyai sur., 2011). Prema istraZivanju Wang i suradnika (2015)
najveca aktivhost muzjaka vrste A. spiniferus zabiljezena je tijekom dana u razdoblju od
7:00 do 11:00 sati, kada je uhvaéeno 95,13 % muzjaka, te izmedu 11:00 i 15:00 sati, kada
je uhvaéeno 94,97 % muzjaka. Zenka A. spiniferus polaZe jaja na naligju listova pojedinagno
ili u skupinama u obliku potpunog kruga ili polukruznog oblika. Ovaj oblik odlaganja jaja

nastaje kao posljedica rotacije Zenke oko ulozenog rila u lisno tkivo tijekom ovipozicije
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(Basu, 1955). Bryne i sur. (1991) prema Kodama (1931) te EPPO (2022a) navode da jedna
zenka odlozi od 17 do 22 jaja. Tijekom zivota pojedina Zenka moze odloziti ukupno vise od
100 jaja. Ovisno o klimatskim uvjetima li€inka prvog razvojnog stadija pojavljuje se nakon 4
do 15 dana (EPPO, 2022a). Li¢inke prvog razvojnog stadija, kada nadu odgovarajucée
mjesto, ubodu usni aparat u lisno tkivo i zapoc€inju se hraniti floemskim sokom, te dolazi do
krzlijanja nogu (EPPO, 2022a). Nakon presvladenja sljede¢a dva stadija li¢inki dolazi do
razvoja ,kukuljice”. Razvoj stadija liCinke od prvog do tre¢eg traje ukupno 36 do 43 dana
dok razvoj ,kukuljice® traje od 12 do 17 dana (Paladin Soce i sur., 2020b). ZavrSetkom
razvoja ,kukuljice” javljaju se odrasli stadiji i Zivotni ciklus ponavlja se do pada temperature.
U hladnijem dijelu godine Stetnik A. spiniferus prezimljuje kao li¢inka tre¢eg stadija i kao
.Kukuljica“ na nali¢ju lista (Kato, 1970). U tropskim klimatskim uvjetima svi razvojni stadiji
A. spiniferus prisutni su tijekom cijele godine, a razmnozavanje je usporeno tijekom hladnijih
razdoblja (Hodges i Evans, 2005). Na duljinu trajanja ukupnog razvoja od jaja do odraslog
razvojnog stadija najveéi utjecaj imaju klimatski uvjeti pojedinog podrucja, odnosno
temperatura i vlaznost zraka (Gyeltshen i sur., 2017). Istrazivanja u Japanu tijekom 1927.
godine pokazuju veliku varijabilnost u trajanju Zivotnog ciklusa, posebno kod trec¢eg stadija
li¢inke i ,kukuljice“: razvoj jaja od 11 do 22 dana, razvoj li€inke 1. razvojnog stadija od 7 do
11 dana, razvoj li¢inke 2. razvojnog stadija 5 do 7 dana, razvoj 3. razvojnog stadija li¢inke
od 7 do 130 dana i razvoj ,kukuljice” od 7 do 34 dana (Gyeltshen i sur., 2017; EPPO 2022a).

Tijekom godine dolazi do preklapanja generacija, a na nali¢ju lista mogu se vidjeti guste

kolonije li€inki od nekoliko stotina jedinki razli€itih razvojnih stadija (Slika 2.2.4.2.2).

S obzirom na klimatske uvjete cjelokupni Zivotni ciklus traje od 2 do 4 mjeseca. Vrsta moze
razviti od 3 do 6 preklapajucih generacija tijekom godine (EPPO/ CABI, 1997). Zabiljezene
su Cetiri generacije godiSnje u Japanu, dok je u Guamu zabiljezeno od pet do Sest
generacija godidnje (Gyeltshen i Hodges., 2005). U laboratorijskim uvjetima s kontroliranom
vlagom i temperaturom Stetnik moze razviti i do 7 generacija godidnje (Gyeltshen i Hodges.,
2005).
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Slika 2.2.4.2.2. Kolonije li€inki vrste A. spiniferus na nali¢ju lista mandarine

Odrasli stadiji nakon izlaska iz ,kukuljice“ preferiraju mlado i nerazvijeno liS¢e za ovipoziciju
i hranjenje. Van Lenteren i Noldus (1990) navode razlog tomu tanku kutikulu i lakSu

penetraciju rila liCinke prvog razvojnog stadija.

Odrasli stadiji vrste A. spiniferus slabi su letaci. Aktivno lete na male udaljenosti, medutim,
kada napuste biliku domacina, postaju dio pasivnhog migratornog leta koji ih, noSene
vjetrom, moze odnijeti ¢ak do 20 kilometara udaljenosti (Van Lenteren i Noldus, 1990,
EFSA, 2018). Sirenje $titastog moljca A. spiniferus iz jedne zemlje u drugu pripisuje se
moguc¢em nacinu prijenosa putem zarazenog sadnog materijala (EFSA, 2018).
Pretpostavlja se da je vrsta A. spiniferus dospjela u Republiku Hrvatsku putem transporta
sadnog materijala i putem vjetra, a obilje biljaka domacina i pogodna mediteranska klima
uz obalni dio Republike Hrvatske omogucili su prilagodbu i Sirenje ove tropske strane vrste

(MatoSevi¢ i Pajag Zivkovié, 2013).

Stetniku pogoduju umjerene temperature zraka i visoka relativna vliaga zraka. Idealni
klimatski uvjeti unutar nasada usko su vezani za broj generacija Stetnika (Kato, 1970). Za
razvoj kukca optimalna temperatura je od 20 do 34 °C i visoka relativna vlaznost zraka od
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70 do 80 %. Nije zabiljeZzena prisutnost Stetnika pri temperaturama ispod 0 °C ni u

podrucjima s temperaturama iznad 43 °C (Kenawy i sur., 2014).

Molekularna biologija kukca

U zadnje vrileme sve se viSe odabire mitohondrijska (mtDNA) sekvenca zbog Sirokog
raspona u istrazivanjima koja se baziraju na identifikaciji vrste, filogeniji, evolucijskoj
biologiji, molekularnoj evoluciji i populacijskoj genetici. Mitohondrijski gen podjedinice |
citokrom c oksidaze (COl) istiCe se jer posjeduje molekularni marker koristan za evolucijske
studije, odnosno mtDNA se puno brze razvija od nuklearne DNA i nakuplja nukleotidne

razlike (polimorfizam) izmedu blisko povezanih vrsta (Brown i sur. 1979; Lunt i sur. 1996).

Kodiranja DNA pomocu gena podjedinice | citokrom ¢ oksidaze (COI) u svrhu identifikacije
vrste prvi su uveli Hebert i sur. (2003a, 2003b). Citokrom c oksidaza je mitohondrijski
protein, smjesten je u unutradnjoj mitohondrijskoj membrani i kljuéni je enzim u lancu
transporta elektrona. Kao takav ima glavnu ulogu u metabolizmu eukariotskih aerobnih
organizama. Sastoji se od nekoliko podjedinica od kojih se citokrom c oksidaza podjedinica
| kodira u genomu mitohondrija. COI je, medutim, jedan od najo¢uvanijih gena koji kodiraju
mitohondrijske proteine kod zivotinja (Mueller, 2006) i na taj nacin pokazuje boliji filogenetski
signal (Hebert i sur., 2003b). U skladu sa svim navedenim, prilikom istrazivanja genetske
varijabilnosti unutar istih ili razli¢itih vrsta kukaca molekularnim metodama, umnozava se
mtCOl regija gena ili njena podjedinica citokrom ¢ oksidaza I. Prema vodi€u koji su napisali
Boykin i De Barro (2014), potvrda vrste B. tabaci i ostalih Stitastih moljaca temelji se na
umnozavanju fragmenta mitohondrijskog gena (mtCOI) kao $to je citokrom c¢ oksidaza

podjedinica I.

Zhi-Teng i sur. (2016) objavili su rad u kojem su sekvencirali kompletan mitohondrijski
genom A. spiniferus i na temelju toga objavili filogenetske odnose medu vrstama unutar
porodice Aleyrodidae. Prema njihovim objavljenim podacima ukupni mitohondrijski genom
veli¢ine 15,220 bp sadrzi 36 gena, ukljuCujuci 13 gena koji kodiraju proteine, 21 prijenosnu
RNA (tRNA), dvije ribosomske RNA (rRNA) i veliku kontrolnu regiju. Na temelju 13 gena
koji kodiraju proteine napravljen je filogenetski odnos. Prema obavljenoj analizi, koja je u
skladu s morfoloSkim klasifikacijama i filogenetskim studijama $titastih moljaca, A.
spiniferus sestrinska je grupa vrsti Tetraleurodes acaciae, dok su tri vrste B. tabaci

grupirane zajedno, kao i dvije vrste B. afer (Slika 2.2.4.2.3).

37



Sitobion avenae

Outgroups
e Diwraphis noxia

Alewrodicus dugesii Aleurodicinae

Neomaskellla andropogonis

Alewrochiton acerls

Trinlenrodes vaporariorim

Tetralewrodes acaciae
110
Alesrocanthux spiniferux Aleyrodinae Alevrodioae

Bemisia tabaci (New World)
s 168

Bemisia tabaci (Mediterranean)
1100

Bemisia tabuei (Asia I)
i
j{ Bemisia afer (African)
1100
Bemisia afer (China)
Slika 2.2.4.2.3. Filogenetski odnosi Aleyrodidae na temelju 13 proteinskih gena (izvor: Zhi-
Teng, 2016)

Iste godine objavljen je rad Uesugija i sur. (2016) u kojem su istrazili genetsku raznolikost
A. spiniferus i A. camelliae i njihovog prirodnog neprijatelja E. smithi. Tijekom provedbe
analiza prvo su istrazili genetske razlike izmedu ove dvije sli¢ne vrste, a zatim su procijenili
njihovo potencijalno nativno podrucje koristenjem dijela sekvence podjedinice | citokrom C
oksidaze mitohondrija (mtCOI). Kod A. spiniferus otkrivene su dvije filogenetske skupine
(haplogrupe Al i A2), a kod A. camelliae tri (haplotipovi B1 i B2 i haplogrupa B3). Prema
rezultatima, Kina je nativha zemlja obje navedene vrste, a vrsta A. spiniferus pocela se Siriti
pocetkom 20 st. u ostale djelove svijeta, dok se vrsta A. camelliae pocela Siriti zadnjih 50-

ak godina.

Genetsku analizu na temelju sekvenci fragmenta COI populacije A. spiniferus na podrucju
Europe prvi put izradili su Kapantaidaki i sur. (2019). Utvrdena su Cetiri razlicita haplotipa
(H1-H4) populacije A. spiniferus iz Grcke. Pretpostavka visoke razine geneticke raznolikosti
i stvaranje novih genetskih kombinacija u kratkom vremenskom razdoblju posljedica je
viSestrukih invazija iz razliCitih izvornih regija. Smatra se da je razlog tomu nekoliko
neovisnih introdukcija iz razli¢itih regija.

Sli¢no istrazivanje proveli su Nugnes i sur. (2020) na talijanskim i albanskim populacijama
Stetnika. Nugnes i sur. (2020) navode prisutnost dva haplotipa populacije u Italiji i Albaniji.
Dobiveni haplotipovi odgovaraju mitohondrijskoj haplogrupi 2 §to odgovara haplotipovima

H1 i H2. Haplotip 1 potjeCe od uzoraka skupljenih u juznoj Italiji, dok haplotip 2 potjece,
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osim uzoraka iz juzne ltalije, i iz uzoraka dobivenih iz Butrinta u Albaniji. To je ujedno i prvi
zapis o pojavi ovog Stetnika u Albaniji. Postoci detekcije haplotipova bili su 57 % za H1i43
% za H2. Haplotipovi H3 i H4 koji su pronadeni u Gr¢koj, nisu potvrdeni u ltaliji (Slika
2.2.4.2.4). Navedena istrazivanja potvrdila su kako je haplotip H1 Siroko rasprostranjen u
zemljama Europske unije u kojima je provedena genetska analiza narancina trnovitog
Stitastog moljca (Grc¢ka, Italija, Albanija, Crna Gora) te se ovim radom pruzio uvid u moguce

puteve introdukcije stranog Stetnika u razli€itim podrucjima Sredozemlja.

H2 N
Pescara g H1, H2

QO Montenegro '\O *
A\

Rome, ~ H1

.\O Mattinata @

H1
H1 Bari
Citrus sp. o H1, H2
Por}f: S. Gennaro V.
Rosa sp. 07

Salerno
. R H2, H3,Ha  HL
Ailanthus altissima H2
|
Vitis sp. H2, H3
Buthrotum
del

Capo H3, H H2

Slika 2.2.4.2.4. Vrsta A. spiniferus — rasprostranjenost, haplotipovi i bilike domacini u
EPPO zoni (izvor: Nugnes i sur. (2020))
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Stetnost vrste A. spiniferus

Vrsta A. spiniferus znacajan je gospodarski Stetnik. Kao i kod ostalih vrsta iz porodice
Aleyrodidae postoje dva osnovna tipa gospodarskih Steta na poljopriviednom bilju
uzrokovanih napadom vrste A. spiniferus, a to su izravne i neizravne Stete. lzravne Stete
¢ine svi razvojni stadiji liCinke i odrasli A. spiniferus tako da ubadanjem rila siSu biljne sokove
iz floema. Naseljavaju nali¢je listova, dok plodovi nisu izravno napadnuti. Sisanje biljnih
sokova dovodi do slabljenja kondicije biljke domacina, a uslijed jakog napada moze doéi do
zucenja i opadanja listova. Neizravna Steta koje uzrokuje vrsta A. spiniferus nakupljanje je
obilne medne rose po liS¢u i plodovima, koju ovaj Stetnik izlu€uje tijekom hranjenja.
Istodobno s ispustanjem medne rose konzumiraju i aminokiseline iz soka floema koje im
sluze za izgradnju proteina i pomazu u njihovu rastu (Martin i sur., 2000). Na mednu rosu

naseljavaju se gljivice ¢adavice (Capnodium spp.). Medna rosa pojavljuje se na svim
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nadzemnim dijelovima biljke domacina, a razvojem gljivica ¢adavica dolazi do ometanja
procesa fotosinteze (Slika 2.2.4.2.5.). Brink i Hewitt (1992.) u svom istrazivanju navode
kako jako oneciSceni listovi uopce ne obavljaju fotosintetsku aktivnost, a uklanjanjem
gliivicnog sloja s listova dolazi do slabijeg obavljanja fotosinteze. Uslijed potpuno
prekrivenih listova gljivicom ¢adavicom dolazi do poremecaja u izmjeni plinova kroz pudi
lista, povecane apsorpcije topline, $to na kraju rezultira poviSenom temperaturom lista i
odumiranjem lisnog tkiva te defolijacijom (Bryne i sur., 1990). Obilna medna rosa po
listovima i mladicama uzrokuje slabije cvjetanje i zametanje plodova, novi porast slabije je
kondicije, krzljav, a sklop svih navedenih simptoma rezultira slabijim urodom i kvalitetom
plodova (Ba-Angood, 1977). U svom istrazivanju Dowell (1983) navodi nizu koncentraciju
duSika u listovima napadnutim Stitastim moljcima i gubitak ostalih nutritijenata bitnih za
dozrijevanje plodova. Plodovi agruma imaju naruSen estetski izgled 3to uzrokuje gubitak
vrijednosti, pa €ak i upitnost same prodaje. Ako se Stetnik ne suzbija, u narednom
vremenskom razdoblju moguée je slabije zametanje plodova i izostanak vegetativnog

prirasta stabla.

Slika 2.2.4.2.5. Razvoj gljivice ¢adavice na plodu mandarine
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Istrazivanje utjecaja karantenskog Stetnika A. spiniferus na pomoloska i fizikalno- kemijska
svojstva mandarine Unshiu proveli su Paladin Soce i sur. (2022). U radu su konstatirali da
je djelovanje Stetnika znacajno utjecalo na pomoloSka svojstva ploda te su utvrdene
statistiCki znacajne razlike u vrijednostima mase, visine i Sirine izmedu zdravih i oneciséenih
plodova. Analizom kakvoée plodova dobivena je loSija kvaliteta plodova prekrivenih
gliivicom ¢adavicom. Na temelju dobivenih podataka utvrdene su statisti¢ki znacajne razlike
kod topljive suhe tvari, ukupne kiselosti, pepela, ukupnih fenola i vitamina C. Plodovi
onecis¢eni gljivicom ¢adavicom imali su dosta loSiji izgled ¢ime im je umanjena estetska,
ali i trziSna vrijednost. Dobivenim rezultatima mineralnog sastava lista utvrdena je statisticki
znacajna razlika u vrijednostima koncentracije dusika i kalija kod oneciéenih i zdravih

listova, dok kod rezultata koncentracije fosfora nije zabiljeZzena statisticki zna¢ajna razlika.

Do danas nisu napravljena istrazivanja, niti postoje relevantni podaci o tome da vrsta A.

spiniferus prenosi biljne vriruse.

Biljke domacini vrste A. spiniferus

Bilike domacini trnovitog Stitastog moljca agruma A. spiniferus su biljne vrste na kojima se
odvio cjelokupni razvoj Stetnika, odnosno one na kojima se utvrdi prazna
~Kukuljica”’(egzuvij). Vrsta A. spiniferus polifagni je Stetnik, a najvaznije biljke domacini su iz
porodice Citrus, Vitis i Pyrus. U lItaliji je, osim na agrumima, utvrdena njegova prisutnost i
na vinovoj lozi, jezgri¢avom i kostiCavom vocu i u urbanim sredinama na ukrasnim biljkama
(EPPO, 2010) poput Laurus nobilis L., Prunus spp. i Salix spp., Pyracantha spp. (Cioffi i
sur., 2013).

Mound i Halsey (1978) navode kako je A. spiniferus zabiljezen na 18 biljnih vrsta iz 13
porodica, dok Evans (2007a) navodi 16 porodica i 30 biljnih vrsta domacina. Prema
zadnjem dostupnom popisu vrsta biljaka domacina i porodica Kenawy i sur. (2014)
objavljuju podatak kako se vrsta A. spiniferus hrani na 94 razliite biljne vrste iz 38 porodica.
Bubici i sur. (2020) utvrduju novu biljkku domacina na kojoj se odvio cjelokupni razvoj A.
spiniferus, a to je Ailanthus altissima (Mill.) Swingle. Nugnes i sur. (2020) nadopunjuju listu
novootkrivenih biljaka domacina ovog Stetnika poput Arbutus unedo L., Pistacia vera L., i
Rosa x damascena Herrm. Biljke domacini provjerene su i u EPPO-voj globalnoj bazi
podataka te je utvrdeno novih Sest vrsta biljaka domacina iz tri nove porodice. Tako su, u
konacnici, prema EPPO-voj globalnoj bazi, unesene 43 porodice sa 112 vrsta biljaka
domadina. U nastavku je Tablica 2.2.4.2.6. koja sadrzava popis biljaka domacina narancina

trnovitog Stitastog moljca.
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Tablica 2.2.4.2.6. Prikaz porodica i biljnih vrsta kao biljaka domacina vrste A. spiniferus

PORODICA

VRSTE BILJAKA DOMACINA

IZVOR

Anacardiaceae

Pistacia vera L.

Nugnes i sur. (2020)

Annonaceae Annona cherimola x squamosa Mill Gillespie (2012)
Annona muricata L. Gillespie (2012)
Annona reticulata L. Evans (2007a)
Annona squamosa L Evans (2007a)
Rollinia deliciosa Saff. Gillespie (2012)
Apocynaceae Plumeria rubra L. Evans (2007a)
Araliaceae Hedera helix L. Cioffi i sur. (2013)
Fatsia sp. Cioffi i sur. (2013)
Arecaceae Cocos nucifera L. Evans (2007a)
Asteraceae Synedrella nodiflora (L.) Gaertn. Gillespie (2012)
Betulaceae Alnus formosana (Burkill) Makino Dubey i Ko (2012)
Caesalpiniaceae Cassia siamea Lam. Gillespie (2012)
Cannabaceae Aphananthe philippinensis Planchon Gillespie (2012)
Chrysobalanaceae = Maranthes corymbosa Blume Gillespie (2012)
Convolvulaceae Erycibe acutifoliae Hayata Evans (2007a)
Ebenaceae Diospyros kaki Thunb. Evans (2007a)

Diospyros maritima Blume

Gillespie (2012)

Eleocarpaceae

Sloanea dasycarpa (Benth.) Hemsl

Evans (2007a)

Ericaceae

Rhododendron ellipticum Maxim.
Arbutus unedo L.

Dubey i Ko (2012)
Nugnes i sur. (2020)

Euphorbiaceae

Macaranga tanarius (L.) Mdll. Arg.
Manihot esculenta Crantz
Sapium sebiferum (L.) Dum. Cours.

Martin (1999)
Gillespie (2012)
Evans (2007a)

Fabaceae

Bauhinia championii (Benth.) Benth.
Bauhinia blinii

Ceratonia siliqua L.

Entada phaseoloides (L.) Merr.

Myroxylon japonicum (Thunb.) Makino
Vigna unguiculata subsp. sesquipedalis (L.)
Verdcourt

Wisteria sinensis (Sims) A.P. de Cand

Evans (2007a)
Dubey i Ko (2012)
Cioffi i sur. (2013)
Dubey i Ko (2012)
Evans (2007a)
Gillespie (2012)

Radoniji¢ i Hrnéié (2021)

Flacourtiaceae

Casearia aculeata Jacq.

Evans (2007a)

Hamamelidaceae

Liguidambar formosana Hence

Mound i Halsey (1978)

Lardizabalaceae

Akebia lobata Dekne.
Akebia longiracemosa Matsum.

Evans (2007a)
Dubey i Ko (2012)

Lauraceae

Cinnamomum camphora (L.) J. Presl.
Laurus nobilis L.

Persea zuihoensis (Hayata) H.L. Li
Persea americana Miller

Phoebe formosana (Hayata)

Cioffi i sur. (2013)
Cioffi i sur. (2013)
Evans (2007a)
Gillespie (2012)
Dubey i Ko (2012)

Lecythidaceae

Barringtonia acutangulata (L.) Gaertn.

Gillespie (2012)

Leguminosae

Entada phaseoloides (L.) Merr.

Dubey i Ko (2012)

Malvaceae

Gossypium sp.

Hibiscus cannabinus L.
Hibiscus sp.

Hibiscus rosa-sinensis L.
Hibiscus tiliaceus L.

Cioffi i sur. (2013)
Evans (2007a)
Evans (2007a)
Gillespie (2012)
Dubey i Ko (2012)
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PORODICA VRSTE BILJAKA DOMACINA IZVOR

Urena lobata L. Gillespie (2012)

Malva sp. Cioffi i sur. (2013)

Urena lobata L. Gillespie (2012)
Meliaceae Toona ciliata M. Roem. Gillespie (2012)
Meliosmaceae Meliosma rigida Siebold et Zucc. Mound i Halsey (1978)
Moraceae Ficus capensis Thunb. Evans (2007a)

Ficus carica L.
Ficus racemosa L.
Ficus sp.

Ficus sur Forsskal
Morus alba L.
Streblus sp.

Cioffi i sur. (2013)
Cioffi i sur. (2013)
Martin (1999)

Cioffi i sur. (2013)
Cioffi i sur. (2013)
Cioffi i sur. (2013)

Myrsinaceae

Maesa perlaria (Lour.) Merr.

Dubey i Ko (2012)

Myricaceae Myrica rubra (Loureiro) Siebold & Zuccarini  Wang i sur. (2019)
Myrtaceae Psidium guajava L. Cioffii sur. (2013)
Syzygium samarangenese (Blume) Merr. Et  Dubey i Ko (2012)
L.M. Perry
Piperaceae Piper kadsura (Choisy) Ohwi Dubey i Ko (2012)
Pentaphylacaceae  Eurya japonica Thunberg Andrianto i Kasai (2022)
Punicaceae Punica granatum L. Cioffii sur. (2013)

Ranunculaceae

Clematis vitalba L.

Nugnes i sur. (2020)

Rosace

Cydonia cv

Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.

Malus sp.

Prunus armeniaca L.

Prunus cerasus L.

Prunus avium L.

Prunus domestica L.

Prunus persica (L.) Batsch
Prunus serotina Ehrh.
Pyracantha coccinea M. Roem.
Pyrus communis L.

Pyrus pyraster (L.) Du Roi
Pyrus pyrifolia (Burm. F) Nakai
Rosa banksiae Aiton

Pyrus serotina Rehder

Rosa chinensis Jacq.

Rosa indica L.

Rosa sp.

Rosa damascena Herrm.

Cioffii sur. (2013)
Evans (2007a)

Cioffi i sur. (2013)
Cioffi i sur. (2013)
Nugnes i sur. (2020)
Nugnes i sur. (2020)
Nugnes i sur. (2020)
Cioffi i sur. (2013)
Evans (2007a)

Cioffi i sur. (2013)
Cioffi i sur. (2013)
Cioffi i sur. (2013)
Dubey i Ko (2012)
Nugnes i sur. (2020)
Mound i Halsey (1978)
Evans (2007a)
Evans (2007a)
Dubey i Ko (2012)
Nugnes i sur. (2020)

Rubiaceae Gardenia jasminoides J. Ellis Dubey i Ko (2012)
Mussaenda pubescens Dryand. Dubey i Ko (2012)
Rutaceae Citrus aurantium L. Cioffi i sur. (2013)

Citrus bigaradia Loisel.
Citrus limon (L.) Burm. F.
Citrus medica L.

Citrus reticulata Blanco
Citrus sinensis (L.) Osbeck
Flindersia sp.

Fortunella Swingle

Evans (2007a)

Mound i Halsey (1978)
Nugnes i sur. (2020)
Nugnes i sur. (2020)
Evans (2007a)
Gillespie (2012)
Jansen (2011)
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PORODICA VRSTE BILJAKA DOMACINA IZVOR

Murraya koenigii (L.) Spreng. Dubey i Ko (2012)
Zanthoxylum [Fagara] nitidum (Roxb.) DC. Evans (2007a)
Sabiaceae Meliosma rigida Siebold et Zucc Evans (2007a)
Salicaceae Salix sp. Evans (2007a)
Xylosma congesta (Loureiro) Merrill Dubey i Ko (2012)
Casearia aculeata Jacquin Gillespie (2012)
Scolopia oldhamii Hance Dubey i Ko (2012)
Sapindaceae Cupaniopsis anacardiodes (A. Rich.) Radlk.  Gillespie (2012)
Ganophyllum falcatum Blume Gillespie (2012)
Simaroubaceae Ailanthus altissima (Mill.) Swingle Bubici i sur. (2020)
Theaceae Camellia sinensis (L.) Kuntze Cioffi i sur. (2013)
Ulmaceae Aphananthe philippinensis Planch. Gillespie (2012)
Urticaceae Boehmeria virgata var. densiglomerata Dubey i Ko (2012)
W.T.Wang
Boehmeria zollingeriana var. Blinii H. Dubey i Ko (2012)
Léveille
Vitaceae Parthenocissus tricuspidata (Siebold et Cioffi i sur. (2013)
Zucc.) Planch.
Vitis vinifera L. Evans (2007a)

Metode praéenja pojave A. spiniferus

Karantenskog Stetnika A. spiniferus u nasadima agruma moguce je rano otkriti pomocu
zutih ljepljivih ploga. Zute ljepljive ploe najéesée se postavljaju u svrhu kontrole, pra¢enja
populacije i hvatanja odraslih razvojnih stadija. Pomocu plo¢a moZe se odrediti poCetak leta
Stetnika i dobiti uvid u stvarno stanje populacije, odnosno prema broju uhvacenih odraslih
razvojnih stadija moze se odrediti visina populacije Stetnika u nasadu (Slika 2.2.4.2.6.)
(EFSA, 2018; EPPO/OEPP 2022a). Osim zutih ljepljivih plo€a u nasadu izvrstan pokazatelj
je medna rosa i crne gljivice ¢adavice na nadzemnim organima biljke domacina. Medutim,
sliéni simptomi mogu proizadéi iz napada drugih vrsta Stitastih moljaca, lisnih usi, stitastih usi
ili lisnih buha. Prema tome, vazno je obaviti vizualni pregled nali¢ja listova pomoc¢u dzepne
lupe kako bi se identificirala prisutnost li€inki i/ili odraslih stadija vrste A. spiniferus na
temelju njihova izgleda i boje. Izbjegavanje mogucnosti pogreske pri identifikaciji uzroka

simptoma napada zahtijeva analizu i u dijagnostiCkom laboratoriju.

Detekcija ove vrste Stetnika provodi se i vizualnim pregledom nali¢ja listova kako bi se
ustanovila prisutnost odraslih stadija i razvojnih stadija liCinki. Vizualni pregled nali¢ja listova
dosad se pokazao puno ucinkovitijim od metode Zutih ljepljivih plo¢a. U prilog tomu ide i
Cinjenica da se vizualnim pregledom otkrila prva zaraza A. spiniferus u Italiji (Porcelli, 2008).
Vizualnim pregledima stabala agruma u Floridi Dowell i Cherry (1981) otkrili su prisutnost

vrste A. woglumi u ranoj fazi zaraze (<5 % zarazenih listova). Pregled nali¢ja listova na
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prisutnost preimaginalnih razvojnih stadija provodi se dzepnom lupom u nasadu. Odrasle
razvojne stadije lako je uogiti na mladim listovima, odnosno na mladom porastu (Simala i
Pintar 2020).

Slika 2.2.4.2.7. Odrasli razvojni stadij A. spiniferus na listu mandarine Unshiu
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Odrasli razvojni stadiji teSko se mogu zamijeniti s nekom drugom vrstom zato $to ostali, do
sada zabiljezeni ¢lanovi faune Stitastih moljaca u Republici Hrvatskoj nemaju krila tamne
boje (Slika 2.2.4.2.7).

Suzbijanje naran€ina trnovitog stitastog moljca A. spiniferus

Vrstu A. spiniferus zbog visokog reprodukcijskog potencijala, polifagnosti, prisutnosti svih
razvojnih stadija istovremeno u nasadu i preklapanja generacija, dosta je teSko suzbiti. U
podruc¢jima u kojima je zabiljezena prisutnost vrste A. spiniferus, u cilju sprje€avanja
daljnjeg Sirenja, provode se sve raspoloZive mjere (agrotehnicke, fizikalne, bioloske i
kemijske).

Agrotehnicke i fizikalne mjere su alternativne metode u suzbijanju vrste A. spiniferus.
Potpuno su bezopasne za okoli§, a njihovom primjenom smanjuje se potreba za koriStenjem
kemijskih sredstava. Ove mjere ukljuuju o&tru rezidbu agruma, ali i potencijalnih domacina
Stetnika. Rezidbom i prorjedivanjem kroSnji nastoji se sprijeciti visoka zraCna vlaga koja
pogoduje razvoju vrste A. spiniferus i omoguéuje bolje strujanje zraka u nasadima.
Odrezane dijelove potrebno je spaliti ili zakopati u zemlju. U slu¢aju podizanja novog
nasada preporuka je sadnja na $iroki razmak (Uygun i sur., 1990; Simala i sur., 2013).
Vizualnim pregledom biljaka u nasadu i primjenom Zutih ljepljivin plo€a moZe se ustanoviti
prisutnost Stetnika kod niske populacije. Prema Wang i sur. (2015) A. spiniferus preferira
zute liepljive ploCe, a najuspjesnijim se pokazalo 20 Zutih plo¢a na 667 m? povrsSine.
Optimalna visina postavljanja Zute ljepljive plo¢e unutar nasada agruma je 2 - 3 m iznad
razine tla, odnosno u razini najveceg obujma kroSnje agruma ili 1,5 m iznad razine tla
(Meyerdirk i sur. 1979b).

Oblik zute ljepljive plo¢e prema Meyerdirku i sur. (1979a) nema utjecaja na ucinkovitost, ali
ukupan broj uhvaéenih odraslih jedinki po Zutoj ljepljivoj ploci imao je pozitivhu korelaciju s
povrsinom nasada. Zute plode spektra 550 — 553 nm najatraktivnija su boja za odrasle
stadije (Meyerdirk i sur., 1979a).

BioloSko suzbijanje provodi se primjenom biopesticida (botani¢kim — organskim,
makrobioloskim i mikrobiolodkim insekticidima), u€inkovitije je i ekonomicnije u odnosu na
kemijsko suzbijanje i pokazuje zadovoljavajuée rezultate u pojedinim dijelovima svijeta.

Botani€éki — organski insekticidi

U radu Mokraine i sur. (2020) objavljeno je istrazivanje o ucincima razli€itih organskih
registriranih insekticida na A. spiniferus u smislu letalne toksi¢nosti. U radu je testirano

nekoliko organskih insekticida, ukljuujuci etericno ulje slatke narance, ekstrakt Clitoria
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ternatea, mineralno ulje, piretrin i azadiraktin. lako ni jedan od tih spojeva nije uzrokovao
znacajnu smrtnost razli€itih razvojnih stadija A. spiniferus, primijec¢eni su zanimljivi ucinci
djelovanja na vrstu A. spiniferus. Prema rezultatima piretrin i eteriCno ulje slatke narance
sprijecili su dolet odraslih jedinki i polaganije jaja na tretirane biljke, dok je ekstrakt Clitoria
ternatea utjecao na ishranu odraslih &titastih moljaca A. spiniferus. Primjena mineralnih ulja
nije pokazala znacajne rezultate. Vise odraslih stadija vrste A. spiniferus sletjelo je na
tretirane biljke. Prema navedenim rezultatima istraZivanja Mokraine i sur. (2020) smanjeno
polaganje jaja bilo je statistic¢ki znaajno samo kod eteri€nog ulja slatke naranée i piretrina.

Piretrin je potpuno sprijeCio odlaganje jaja na biljkama tretiranim tim spojem.
Makrobioloski insekticidi - parazitoidi

Parazitske osice vrste Encarsia smithi Silvestri, 1926 iz porodice Aphelinidae smatraju se
najucinkovitijima u suzbijanju vrste A. spiniferus i A. woglumi. O ovoj vrsti i njezinoj
u€inkovitosti pisali su Gyeltshen i Hodges., 2005; Muniappan i sur., 1992; Van Den Berg i
sur., 2000, i ostali. Gyeltshen i Hodges (2005.) navode kako su Japanci postigli mortalitet
populacije A. spiniferus od 74 % zahvaljujuéi introduciranim prirodnim neprijateljima iz Kine.
Japanci su introducirali parazitsku osicu Prospaltella smithi Silvestri, 1926 Sto je sinonim za
Encarsia smithi (Silvestri, 1926) i predatora iz porodice Coccinellidae — Cryptognatha sp. U
Guamu je primjenom parazitskinh osica E. smithi i Amitus hesperidum Silvestri, 1927
postignuta parazitacija od 80 do 95 % li€inki A. spiniferus (Gyeltshen i Hodges, 2005). Van
Den Berg i sur. (2000) piSu o velikoj zarazi A. spiniferus u nasadima agruma u drzavi Svazi
u juznoj Africi. Introdukcijom E. smithi unutar nasada agruma ostvarena je parazitacija od
72,9 %, a nakon godine dana 82,4 %. Van Den Berg i sur. (2000) zabiljeZili su Sirenje E.
smithi i parazitaciju A. spiniferus do 2 km od mjesta prvog ispustanja parazitoida. Prema
Muniappan i sur. (2006.) u Palau u Oceaniji zahvaljujuci parazitoidima Encarsia aseta Hayat

& Polaszek 1992 i A. hesperidum ostvarena je parazitacija od 0 — 42 %.

Osim navedenih vrsta Mound i Halsey (1978) te Evans (2007b) navode joS nekoliko
parazitoida iz porodice Aphelinidae, a to su: Ablerus macrochaeta Silvestri, 1927, Encarsia
merceti Silvestri, 1926, Encarsia merceti var. Modesta Silvestri, 1926, Encarsia divergens
Silvestri, 1926, Encarsia nipponica Silvestri, 1927, Encarsia ishii Silvestri, 1926, Encarsia
opulenta Silvestri, 1927, Eretmocerus serius Silvestri, 1927, te iz porodice Platygastridae

Amitus hesperidum var. variipes Silvestri, 1927, uz ve¢ navedenu A. hesperidum.

Cherry i Pastor J. (1980) navode ucinkovitost vrsta A. hesperidum i E. opulenta u borbi
protiv A. woglumi u razdoblju od tri godine. Parazitoid A. hesperidum ucinkovitiji je pri vecoj
gustoci populacije Stetnika i odgovoran je za brzo smanjenje visoke populacije Stetnika, dok

je E. opulenta ucinkovitija pri manjoj gustoci populacije domacina i pridonosi u odrzavanju
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populacije A. woglumi ispod ekonomskog praga Stetnosti. Quezada (1974) navodi E.

opulenta kao ucinkovitog prirodnog neprijatelja vrste A. woglumi.
Makrobioloski insekticidi — predatori

Predatori Stitastih moljaca ve¢inom su polifagne vrste koje su sastavni dio entomofaune u

nasadima agruma diliem mediteranskog bazena (Uygun i sur., 1990).

U radu Ulusoya i sur. (1996) naveden je popis zabiljezenih predatora najznacajnijih Stitastih
moljaca u nasadima agruma. Medu njima spominje i predatorsku vrstu Clitostethus arcuatus
iz porodice Coccinellidae. U nasadima agruma na jugu ltalije Cioffi i sur. (2013.) takoder su
zabiljezili pojavu li€inke C. arcuatus kako se hrani prvim i drugim stadijima A. spiniferus. U
Republici Hrvatskoj Miklo$ je jos 1978. godine tijekom istraZivanja jasenovog Stitastog
moljca Siphoninus phillyreae Haliday, 1835 zabiljezio navedenu vrstu kao jednu od
predatora Stitastih moljaca (Miklos, 1978).

Evans (2007b) navodi i ostale vrste predatora Stitastih moljaca iz porodice Coccinellidae
(Coleoptera) poput Axinoscymnus beneficus Kanmya 1963, Catana clauseni Chapin 1940,
Chilocorus kuwanae Silvestri, 1909, Cryptolaemus montrouzieri Mulsant, 1850,
Cryptognatha flaviceps Crotch 1874, Cryptognatha sp. Mulsant, 1850, Delphastus sp.
Casey, 1899, Scymnus sp. Kugelann, 1794, Scymnus hilaris Sasaji, 1971 te Serangium
flavescens Motschulsky, 1866. 1z porodice Drosophilidae (Diptera) navodi vrste:
Acletoxenus indicus Malloch, 1929, iz porodice Chrysopidae (Neuroptera): Chrysopa sp.
Leach, 1815, a Mound i Halsey (1978) i EPPO (2021) uz Cryptognatha sp., navode i
Delphastus sp.

Nugnes i sur. (2020). navode vrstu Oenopia conglobata Linnaeus, 1958 (Coccinellidae)
koja je uglavnom predator lisnih uSiju (Hemiptera: Aphididae) i lisnih buha (Hemiptera:
Psyllidae), dok se sporadi¢no pojavljuje kao predator vrste A. spiniferus. Prema zadnjem
istraZivanju u ltaliji (Sicilija) prema morfoloskim i molekularnim analizama potvrdena je prvi
put vrsta Serangium montazerii Fursch, 1955 (Coccinallidae) kao predator A. spiniferus.
Vrsta S. montazerii hrani se jajima i li€éinkama Stetnika A. spiniferus (Cocuzza i sur., 2023).
Navedena vrsta predatora prepoznata je u bioloSkom suzbijanju vrsta &titastih moljaca D.
citri i B. tabaci (Fotukkiaii i sur., 2013; Al-Zyound, 2008).

Mikrobioloski insekticidi — entomopatogene gljivice

U Brazilu su provedena istrazivanja s entomopatogenim gljivicama Aschersonia var.
aleyrodis Webber, 1894 i Aegerita webberi Fawcett, 1908 i njihov utjecaj na mortalitet vrste
A. woglumi Ashby (Lima i sur., 2017). Entomopatogene gljivice uzrokovale su visok
postotak mortaliteta populacije A. woglumi od ¢ak 93,84 do 99,10 % pri najviSim

koncentracijama konidija nakon samo tri dana od inokulacije. Gong-Yin i sur. (2014) navode
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podatak o utjecaju A. webberi na mortalitet vrste A. spiniferus od ¢ak 90 %. Visok postotak
smrtnosti li€inki titastih moljaca uzrokovan entomopatogenim gljivicama moze se povezati
s nepokretnoScéu i blizinom jedinki li¢inki na nali¢ju lista, a to omogucuje ujednacen rast
gliivica na lic¢inkama Stitastih moljaca A. spiniferus u obliku pamuka. Li¢inke prekrivene

gljivicama dobivaju potpuno mumificiran izgled (Lima i sur., 2017. prema Lemos 2008).

Kemijsko suzbijanje najrasireniji je oblik suzbijanja Stetnika u modernoj poljoprivredi.
Medutim, ova metoda ima nekoliko nedostataka koji povecCavaju troSkove proizvodnje i
ograni¢avaju njezinu primjenu u nasadima agruma. Kemijsko suzbijanje unidtava prirodne
neprijatelje, a kod Stetnika pri nepravilnoj primjeni utjeCe na brzi razvoj rezistentnosti na
insekticide. Primjena insekticida preporuc€uje se samo pri vrlo niskoj populaciji tetnika i na
mladim listovima kako bi se sprijecio daljnji razvoj Stetnika (Uygun i sur., 2010). U velikim
nasadima agruma izravno suzbijanje Stetnika pomocu insekticida gotovo je nemoguée zbog
njinove velike disperzije i leta odraslih stadija. Insekticidi izravno suzbijaju Stetnika ako dodu
u kontakt s njima, &to je u velikim nasadima agruma gotovo nemoguce (Cioffi i sur., 2013).
Vazno je napomenuti da je primjena insekticida u suzbijanju Stetnika vrste A. spiniferus
pokazala neucinkovitost zbog Sirokog podrucja rasprostranjenosti Stetnika i velikog broja
biljaka domadina (Gyeltshen i Hodges., 2005; Simala i sur., 2013). Kod mladih stabala s
dosta novih mladih izboja preporucuje se koristenje mineralnih ulja koja su ucinkovita u
suzbijanju razvojnih stadija liCinke u rano proljece i u suzbijanju gljiva ¢adavica (Uygun i
sur., 2010). U nasadima agruma na Floridi tijekom ranog prolje¢a bordoska juha u
kombinaciji s mineralnim uljima rezultirala je smrtnoS¢u li€inki Stitastih moljaca od 99,2 %
(English i Turnipseed, 1940).

U Grc¢koj su dozvoljeni pripravci na osnovi spirotetramata, acetamiprida, sulfaksoflora i
kalijevih soli masnih kiselina. Zbog brzog Sirenja Stetnika u 2018. godini u Republici
Hrvatskoj zatrazeno je administrativno priznavanje registracija spomenutih insekticida iz
Greke za sredstva koja su dozvoljena u suzbijanju vrste A. spiniferus (Simala i sur., 2019b).
U Republici Hrvatskoj za suzbijanje narancina trnovitog Stitastog moljca agrumima, prema
FIS-u (2023), odobreni su pripravci Movento na bazi aktivne tvari spirotetramat, Proximo na
bazi aktivne tvari piriproksifen i Closer u zasti€enom prostoru na bazi aktivne tvari
sulfoksaflor. Osim navedenog registriran je i kontaktni insekticid Prev-Gold na bazi
narancina ulja, Flipper na bazi masnih kiselina kalijevih soli i bioloski insekticid Azatin na

bazi aktivne tvari azadiraktin. Azatin djeluje kao regulator rasta i smanjuje plodnost Zenki.
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3 MATERIJALI | METODE ISTRAZIVANJA

U ovom poglavlju prikazat ¢e se metode i materijali morfoloSke dijagnostike vrste A.
spiniferus, opis lokacije istrazivanja i ekoloski Cimbenici navedene lokacije, metode i
materijali istrazivanja zivotnog ciklusa Stetnika te identifikacija vrste PCR metodom i

odredivanje haplotipova vrste A. spiniferus.

3.1 MorfolosSka dijagnostika vrste A. spiniferus

Vizualnim pregledom nasada u Vitaljini prikupljeni su listovi mandarine Unshiu s
~Kukuljicama“/egzuvijima Stitastog moljca A. spiniferus. Listovi na kojima je odredena
prisutnost razvojnog stadija ,kukuljice“/egzuvija pohranjeni su do laboratorijske analize
metodom suhog c¢uvanja uzorka u papirnatim omotnicama (Martin, 1987; 1999).
Mikroskopska morfoloSka identifikacija vrste provedena je u laboratoriju Centra za zastitu
bilia HAPIH pomoc¢u relevantnih dijagnostickih protokola PM 7/7(1) (OEPP/EPPO, 2002a) i
PM 7/8(1) (OEPP/EPPO, 2002b) te klju¢eva za morfolosku identifikaciju Dubey i Ko (2012)
i Jansen i Porcelli (2018). Identifikaciju i potvrdu vrste verificirao je dr. sc. Mladen Simala.
Postupak preparacije kod izrade trajnih preparata proveden je modificiranom metodom
Watson i Chandler (1999). Pupariji i egzuviji Stitastog moljca pri¢vr§¢eni na sakupljenim
listovima obradeni su i pripremljeni za izradu trajnih mikroskopskih preparata pod
binokularnom lupom Olympus SZX 7, opremljene digitalnom kamerom Olympus LC 20.
Preparacija tamnih ,kukuljica“/egzuvija Stitastih moljaca zapocinje izbjeljivanjem u svjeze
pripremljenoj smjesi 30 %-tnog amonijaka i 30 %-tnog vodikova peroksida. Jedinke ostaju
uronjene u toj otopini od 15 do 60 minuta, ovisno o intenzitetu zatamnjenosti. Proces
izbjeljivanja prekida se prebacivanjem jedinki u glacijalnu octenu kiselinu. Fiksacija jedinki
odvija se u Clove ulju tijekom minimalno 15 minuta. Preparirane ,kukuljice“/egzuviji stavljaju
se pincetom na predmetno stakalce u kap Canada balsama razrijedenog s 1/3 benzilnog
alkohola i pokrivaju pokrovnim stakalcem. Determinacija vrste Stitastog moljca izvrSena je
klasichom  mikroskopskom metodom na osnovi morfoloSkih  karakteristika
~Kukuljice“/egzuvija, uz pomoc svjetlosnog mikroskopa Olympus BX 51 digitalnom kamerom
Olympus model DP 25. Mikroskopski trajni preparati su nakon zavrSenog postupka
preparacije i etiketiranja suSeni u sterilizatoru tipa MS-1 na temperaturi od 40 °C, u razdoblju
od oko 2 mjeseca (Slika 3.1.1).

Kod vrsta stitastih moljaca koji su zabiljezeni na agrumima u Republici Hrvatskoj, razvojni
stadiji liCinki su bjelastozuckaste boje. Medutim, liCinke vrste A. spiniferus razlikuju se od
ostalih li¢inki Stitastih moljaca na agrumima po svojoj tamnoj boji, prisustvu bijelih vostanih

resa na rubovima i trnovitim dlaicama na svojoj lednoj strani. Na osnovi ovih karakteristika
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li¢inke vrste A. spiniferus teSko se mogu zamijeniti s li¢inkama drugih vrsta Stitastih moljaca.
lzuzetak je vrsta A. aucube Cije su liCinke crne boje, ali nemaju bijele vostane resice ni

trnovite dlacice na svojoj lednoj strani.

500 um

Slika 3.1.1. Mikroskopska slika prepariranog egzuvija (Izvor: Simala, M.)
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Vazno je napomenuti da moze doc¢i do pogresne identifikacije ako se li€inke A. spiniferus
zamijene s liCinkama drugih vrsta Stitastih uSiju, koje su takoder zabiljezene na agrumima
u Republici Hrvatskoj, kao Sto su vrste Saissetia oleae Olivier, 1791 (Slika 3.1.2.) ili
Parlatoria ziziphi Lucas, 1853 (Slika 3.1.3.) (Simala i Pintar, 2020).

Slika 3.1.2. Vrsta Saissetia oleae Olivier, 1791 (I1zvor: Masten Milek, T.)
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Slika 3.1.3. Vrsta Parlatoria ziziphi Lucas, 1853 (Izvor: Masten Milek, T.)
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3.2 Opis lokacije istrazivanja i klimatski ¢imbenici

IstraZivanje je provedeno u privathom nasadu mandarina u opc¢ini Konavle (Slika 3.2.1.)
tijekom 2020. i 2021. godine. Nasad se nalazi u Vitaljini (N42'37'39 E18'10'48) gdje je Stetnik
prvi put otkriven 2018. godine. Nasad je veli€ine 0,05 ha. Unutar nasada posadeno je 18
stabala Satsuma mandarina (Citrus Unshiu Marc. ‘Owari’ i ‘Kawano Wase'). Razmak
izmedu stabala iznosi 4 x 4 m, a kroSnja stabala gusta je i neprozracna. Nasad mandarina
star je 35 godina, nalazi se na 144 m nadmorske visine i okrenut je prema jugozapadnoj
strani. Okolni prostor nasada je omeden Sumom i nasadima maslina (Olea europaea L.)

sorte ‘Bjelica’.

Slika 3.2.1. Privatni nasad mandarina u Vitaljini u kojem se provodilo istraZzivanje

Tijekom dvogodiSnjeg istrazivanja dobiveni su meteoroloski podaci s najblize meteoroloske
stanice smjestene u Cilipima u opéini Konavle. Meteorolo$ka stanica je u sluzbi Drzavnog
hidrometeorolo$kog zavoda i udaljena je oko 20 km zracne linije od istrazivanog nasada
(Slika 3.2.2.) Od meteoroloSkih podataka koridteni su sljedeéi parametri: minimalna dnevna
temperatura (min. °C), srednja dnevna temperatura (sr. °C), maksimalna dnevna

temperatura zraka (max. °C), koli¢ina oborina (mm) i relativna vlaznost zraka (%).
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Konjsko

Mcte_oroto§k‘é stanica

Molunat

Slika 3.2.2. Zraéna udaljenost izmedu lokacije Cilipi na kojoj se nalazi meteorolo$ka postaja

i mjesta provodenja istrazivanja Vitaljina

(izvor:https://earth.qoogle.com/web/@42.52458747,18.4434581,983.19820144a,50177.43
628456d,35y,0h,0t,0r, pristupljeno: 3. 6. 2023.)

Za 2020. godinu rezultati kretanja temperatura i relativne vlaznosti zraka prikazani su u
klimadijagramu (Grafikon 3.2.1.), dok je srednja mjesecna koli€ina padalina i srednja

mjesecna temperatura prikazana Grafikonom 3.2.2.
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Grafikon 3.2.1. Klimadijagram s minimalnim i maksimalnim dnevnim temperaturama i

relativnom vlazno$¢u zraka u 2020. godini za meteorolosku postaju Cilipi (izvor: DHMZ)
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Grafikon 3.2.2. Klimadijagram sa srednjim mjeseCnim temperaturama i padalinama za
2020. godinu za meteorolodku postaju Cilipi (izvor: DHMZ)

Grafikon 3.2.1. prikazuje kretanje minimalnih i maksimalnih temperatura tijekom 2020.
godine. Od kraja lipnja do polovine srpnja, te od kraja srpnja do polovine kolovoza

temeperature su prelazile 30 °C, uz nizu relativnu vlaznost zraka (54 — 64 %).

Prilozeni klimadijagram (Grafikon 3.2.2.) prikazuje srednje mjesecne temperature i koliinu
padalina u prvoj godini istrazivanja. NajviSe srednje mjese¢ne temperature ( 26,2 — 26,9 °C)
zabiljezene su u srpnju i kolovozu. U svibnju i kolovozu zabiljezene su manje koli¢ine
padalina (39,5 — 49,5 mm), dok je u srpnju zabiljezena najmanja koli¢ina padalina (9 mm).
U travnju na pocCetku vegetacije, prosjeCna dnevna temperatura je iznosila 14,5 °C, a
relativna vlaznost 57 %, dok je tijjekom rujna i listopada zabiljezena srednja dnevna

jesenska temperatura od 20 — 25 °C i viSa relativna vlaznost zraka (72 % rH).

Za 2021. godinu rezultati kretanja temperatura i relativne vlaznosti zraka prikazani su u
klimadijagramu (Grafikon 3.2.3.), dok je koli¢ina padalina i srednja dnevna temperatura

prikazana u Grafikonu 3.2.4.
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Grafikon 3.2.3. Klimadijagram s minimalnim i maksimalnim dnevnim temperaturama i

relativnom vlazno$éu zraka u 2021. godini za meteorolosku postaju Cilipi (izvor: DHMZ)
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Grafikon 3.2.4. Klimadijagram sa srednjim mjese¢nim temperaturama i padalinama za

2021. godinu za meteorolodku postaju Cilipi (izvor: DHMZ)

U Grafikonu 3.2.3. vidi se da su od kraja lipnja do polovine kolovoza temperature prelazile

30 °C, pa €ak 35 °C, uz nisku relativnu vlaznost zraka (58 % rH).

U Grafikonu 3.2.4. vidljiva je veéa koli€ina oborina tijekom cijele godine u odnosu na 2020.
godinu, i to za 152,2 mm. U lipnju (4,9 mm) i u srpnju (6,9 mm) zabiljezene su najmanje
koliCine padalina. Krajem kolovoza, nakon dva mijeseca suSe, zabiljeZzena je koli€ina
padalina u iznosu od 108,8 mm Sto je potaknulo ispiranje gljive adavice s listova i razvoj

mladih jesenskih izboja. U svibnju, poCetkom vegetacije, srednja mjesecna temperatura
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iznosila je 18,4 °C s relativnom vlaznoS¢u zraka 64 %. Od polovice lipnja zabiljeZzene su
prve srednje dnevne temperature preko 30 °C, Sto se nastavilo i u srpnju. Srednje dnevne
temperature u kolovozu iznosile su oko 26 °C. NajviSe srednje mjesecne temperature (26,6
— 27,4 °C) zabiljeZene su u srpnju i u kolovozu. Temperatura tijekom rujna i listopada kretala
se od 22 - 26 °C, a relativna vlaznost bila je 65 — 67 %.

Zakljuéno, usporedbom apsolutnih maksimalnih i apsolutnih minimalnih temperatura

tijekom dvije godine istrazivanja nije zabiljezena vec¢a znacajna razlika (Grafikon 3.2.5.).
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Grafikon 3.2.5. Kretanje mjeseCne apsolutne maksimalne i apsolutne minimalne
temperature zraka tijekom rasta mladica i razvoja A. spiniferus u 2020. i 2021. godini za
meteorolodku postaju Cilipi

Prosje€ne dnevne temperature iznad 30 °C zabiljeZene su tijekom ljeta, odnosno od lipnja
do pocetka rujna u obje godine istrazivanja. U 2020. broj vrucih dana (prosje¢ne dnevne
temperature iznad 30 °C) u lipnju, srpnju i kolovozu ne razlikuje se znacajno od 2021.
godine. U 2020. godini zabiljezeno je joS deset vru¢ih dana u rujnu. NajviSa dnevna
temperatura u 2020. godini zabiljezena je u srpnju (35,3 °C), dok je u 2021. godini
zabiljezena u kolovozu (36,5 °C).

U 2021. godini zabiljezena je temperatura prosjecno niza za 1 °C u usporedbi s onom u

2020. godini. U 2020. godini zabiljezena su CcCetiri dana s prosjenom dnevnom
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temperaturom nizom od 12 °C tijekom vegetacijskog razdoblja, dok je u 2021. godini taj broj

iznosio 18 dana.

Usporedbom podataka o kretanju temperatura i koli€ini oborina u 2020. i 2021. godini moze

se zakljuciti kako je 2020. godina bila toplija i susnija godina.

Tijekom 2020. godine, u vrijeme proljetnog i ljetnog vegetacijskog porasta, zabiljezeni su
manji postoci relativne vlaznosti zraka. Prema tome, u 2020. godini, u vremenu od travnja
do pocetka rujna prosjeéna mjesecéna relativnha vlaznost zraka kretala se 55 — 64 %, dok se
u 2021. godini, u istom vremenskom razdoblju relativna vlaznost zraka kretala izmedu 57 i
69 %.
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3.3 Istrazivanja bioloskih obiljezja A. spiniferus u prirodnim
uvjetima
3.3.1 Istrazivanja zivotnog ciklusa vrste A. spiniferus u prirodnim uvjetima

Zivotni ciklus A. spiniferus utvrden je praéenjem pojave razvojnih stadija u razdoblju od
sijeCnja 2020. do sijeCnja 2022. godine. Za utvrdivanje prisutnosti jaja, li€inki i ,kukuljica"
listovi mandarina uzorkovani su nasumicno, pri ¢emu su s donjeg, srednjeg i gornjeg dijela
krodnje uzorkovana najmanije tri lista sa svakog stabla. U 2020. godini ukupno je pregledano
1620 listova, a u 2021. godini 1512 listova. Uzorkovani materijal stavljen je u plastiéne
vrecice i donesen u laboratorij Zavoda za mediteranske kulture SveuciliSta u Dubrovniku.
Datumi uzimanja uzoraka listova mandarine u nasadu Vitaljina tijekom dvogodi$njeg

istrazivanja prikazani su u Tablici 3.3.1.1.

Tablica 3.3.1.1. Datumi uzimanja uzoraka listova mandarine u nasadu Vitaljina tijekom
2020. i 2021. godine radi utvrdivanja prisutnosti svih stadija Stetnika, duljine trajanja stadija

i gustoée populacije vrste A. spiniferus

Redni broj prva godina druga godina
uzorkovanja istrazivanja -2020. istrazivanja - 2021.

Datumi uzimanja uzoraka nepokretnih
stadija stetnika i vizualnih pregleda
odraslih stadija u nasadu mandarine

1. 7. 1. 2020. 25. 1. 2021.
2. 10. 2. 2020. 26. 2. 2021.
3. 11. 3. 2020. 18. 3. 2021.
4. 8. 4. 2020. 15. 4. 2021.
5. 16. 4. 2020. 21. 4. 2021.
6. 22. 4. 2020. 29. 4. 2021.
7. 30. 4. 2020. 6. 5. 2021.

8. 6. 5. 2020. 19. 5. 2021.
9. 13. 5. 2020. 31. 5. 2021.
10. 20. 5. 2020. 10. 6. 2021.
11. 27. 5. 2020. 18. 6. 2021.
12. 4. 6. 2020. 28. 6. 2021.
13. 10. 6. 2020. 5.7.2021.

14. 20. 6. 2020. 14.7. 2021.
15. 27. 6. 2020. 21. 7. 2021.
16. 6. 7. 2020. 26. 7. 2021.
17. 15. 7. 2020. 6. 8. 2021.

18. 22.7.2020. 17. 8. 2021.
19. 29. 7. 2020. 25. 8. 2021.
20. 8. 8. 2020. 2.9.2021.

21. 17. 8. 2020. 11. 9. 2021.
22. 24. 8. 2020. 20. 9. 2021.
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Redni broj prva godina druga godina
uzorkovanja istrazivanja -2020. istrazivanja - 2021.

Datumi uzimanja uzoraka nepokretnih
stadija Stetnika i vizualnih pregleda
odraslih stadija u nasadu mandarine

23. 1. 9. 2020. 29. 9. 2021.
24. 7. 9. 2020. 6. 10. 2021.
25. 17. 9. 2020. 14.10. 2021.
26. 30. 9. 2020. 24.10. 2021.
27. 14. 10. 2020. 3. 11. 2021.
28. 21. 10 .2020.

29. 28. 10. 2020.

30. 5.11. 2020.

31. 2.12. 2020.

U laboratoriju su svi razvojni stadiji od jaja do ,kukuljice" utvrdeni i zabiljeZeni pomocu
stereoskopa Nikon SMZ745T (Slika 3.3.1.1.).

Slika 3.3.1.1. Stereoskop Nikon SMZ745T
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Zivotni vijek svakog pojedinog razvojnog stadija izragunat je od datuma kada je prvi put

zabiljezen do pojave sljedecéeg razvojnog stadija.

U nasadu, dinamika pojave odraslih stadija odredena je uzorkovanjem najmanje 50 mladih
listova iz proljetnog, ljetnog i jesenskog porasta. Utvrdivanje broja odraslih stadija obavljeno
je brojanjem jedinki na nali€¢ju mladih listova u predvecernjim satima, jer je u to vrijeme

zabiljezena manja aktivnost odraslih stadija (Slika 3.3.1.2).

Slika 3.3.1.2. Odrasli stadiji na mladom proljetnom porastu u 2020. godini (lijevo) i odrasli

stadiji na jesenskom porastu u 2021. godini (desno)

Uzorkovani listovi skenirani su pomocu skenera (EPSON Perfection V800, Flatbed scanner)
(Slika 3.3.1.3.), a potom je povrsina lista izmjerena pomocu sustava WinFOLIA (Regent
Instruments, Inc.,Quebec, Canada). WinFOLIA racunalni je sustav za analizu slika koji je
posebno izraden za precizna morfoloSka mjerenja listova. Podaci koji su dobiveni u
programu WIinFOLIA pohranjeni su u standardnim ASCII tekstualnim datotekama koje je
kasnije moguée otvoriti u programima za statistiku ili u proradunskim tablicama kao onima
Microsoft Office Excela. Svaki stadij Stetnika izrazen je kao broj jaja, li€inki, ,kukuljica® i
odraslih stadija na 100 cm? lisne povrSine. Nakon prebrojavanja svih prisutnih razvojnih
stadija stariji listovi bili su potopljeni u 97 %-tni alkohol na 30 minuta kako bi se usmrtili svi
razvojni stadiji karantenskog Stetnika. Listovi su zatim bili isprani vodom, obrisani ubrusom
od papira i stavljeni na su3enje. OsuSeni listovi skenirani su i povrSine lista bile su

izraCunate.
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Slika 3.3.1.3. Uzorkovani listovi skenirani pomoc¢u skenera EPSON kako bi se izmijerila

povrsina lista pomocu racunalnog sustava WinFOLIA

Uzorkovanje je provedeno svakih 7 — 10 dana u razdoblju vegetacije i jednom mjesecno u
razdoblju mirovanja. Tijekom istrazivanja li¢inke 2. i 3. stadija pratene su zajedno kao
cjelina jer nema uogljivih morfoloskih razlika izmedu navedenih stadija. Zute ljepljive ploge

koriStene su za signalizaciju poCetka leta odraslih stadija.

Na slikama od 3.3.1.4. do 3.3.1.8. prikazani su svi razvojni stadiji Stitastog moljca A.
spiniferus slikani pod binokularnim lupama (stereomikroskopi) Zeiss Discovery. V12 i
Olympus SZX7 koji su opremljeni digitalnim mikroskopskim kamerama Olympus LC 20 i

softverom za morfometriju LC mikro.
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Slika 3.3.1.4. Jaja vrste A. spiniferus
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Slika 3.3.1.6. Prijelaz li¢inke 3. razvojnog stadija u 4. razvojni stadij licinke ,kukuljica”
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Slika 3.3.1.7. Svlakovi prethodnih razvojnih stadija lic¢inke A. spiniferus nalijepljeni na
kapljice voska

Slika 3.3.1.8. Odrasli stadij A. spiniferus
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3.3.2 lIstrazivanje prirodnih neprijatelja

Na uzorcima listova koji su uzeti u nasadu mandarina u Vitaljini radi utvrdivanja pojedinih
stadija i populacije A. spiniferus (opisano u Potpoglavlju 3.3.1.) izvrSena je procjena ostale
entomofaune s ciliem utvrdivanja potencijalne prisutnosti prirodnih neprijatelja A. spiniferus.
~Kukuljice" Stetnika A. spiniferus detaljno su pregledane na mogucu parazitaciju pod
stereoskopom Nikon SMZ745T. Prilikom pregleda ostala entomofauna koja se nalazila na
uzorcima listova sakupljena je kistom namoc€enim u 97 %-tni alkohol i prebacena u
Eppendorf epruvete. Prikupljena entomofauna €uvana je u hladnjaku na -5 °C u Eppendorf
epruvetama od 2 ml napunjenima s 97 %-tnim alkoholom do analize i identifikacije vrste.
Identifikacija entomofaune provedena je u Centru za za$titu bilja (HAPIH), prema
morfoloSkim karakteristikama prikupljenih jedinki uz uporabu relevantnih identifikacijskih
klju¢eva (Monserrat i sur., 2012.; Diaz-Aranda i Monserrat 1995.; Ansi i sur., 2020.;
Metwally i sur., 1999.; Igbal i sur., 2018.; Biranvand i sur., 2018) pomoc¢u binokularne lupe
Olympus SzX 7, opremljene digitalnom kamerom Olympus LC 20 i binokularnog
svjetlosnog mikroskopa Olympus BX51 opremljenog digitalnom mikroskopskom kamerom
Olympus DP25 te softverom za morfometriju analySIS doc. U Tablici 3.3.2.1. prikazani su
datumi uzimanja uzoraka listova mandarine u svrhu identifikacije ostale entomofaune sa

ciliem utvrdivanja moguce prisutnosti prirodnih neprijatelja A. spiniferus.

Tablica 3.3.2.1. Datumi uzimanja uzoraka listova mandarine u nasadu Vitaljina tijekom
2020. i 2021. godine sa ciliem utvrdivanja moguée prisutnosti prirodnih neprijatelja A.

spiniferus.

Redni broj prva godina druga godina
uzorkovanja istrazivanja -2020. istrazivanja - 2021.

Datumi uzimanja uzoraka nepokretnih
stadija Stetnika u nasadu mandarine

1. 7.1.2020. 19. 5. 2021.
2. 10. 2. 2020. 5.7.2021.
3. 20. 5. 2020. 17. 8. 2021.
4. 27. 5. 2020. 11. 9. 2021.
5. 10. 6. 2020. 6. 10. 2021.
6. 20. 6. 2020. 24.10. 2021.
7. 5. 11. 2020. 3. 11. 2021.
8. 2.12. 2020.
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3.3.3 Istrazivanje novih potencijalnih biljaka domacina

Tijekom istrazivanja Sest biljnih vrsta, koje se komercijalno uzgajaju u Dubrovacko-
neretvanskoj zupaniji, testirane su kao potencijalne biljke domacini Stetnika. Biljne vrste
odabrane su na temelju njihove vecée prevalencije u okuénicama, a da dosad nisu
zabiljeZene kao bilijke domacini za A. spiniferus. To su sljedece vrste: Acca sellowiana Berg.
(Myrtaceae), Actinidia deliciosa (A.Chev.) (Actinidiaceae), Aspidistra elatior Blume
(Asparagaceae), Sorbus domestica L. (Rosaceae), Arbutus unedo L. (Ericaceae),
Radi

potencijalnih biljaka domacina Stetnika unutar pokusnog nasada mandarina u Vitaljini

Pittosporum tobira (Thunb.) 'nanum' (Pittosporaceae). provedbe istrazivanja
postavljen je entomoloski kavez veli€ine 80 x 50 x 50 cm bez regulacije temperature i viage
(Slika 3.3.3.1.). Kavez je imao dvoja bo¢na vrata i poklopac koji se mogao podignuti. Cijeli
entomoloski kavez i vrata bila su omedena antiinsekt mrezom 0,2 x 0,8 mm. U obje godine
istrazivanja, ovisno o dostupnosti odraslih razvojnih stadija i moguénosti primjene umjetne
zaraze, sadnice potencijalnih biljaka domacina izmjenjivane su unutar entomoloSkog
kaveza. Najintenzivnije razdoblje pracenja tiiekom obje godine istrazivanja provodilo se od
mjeseca lipnja do mjeseca listopada. Za svaku navedenu bilijku uporabljena je po jedna
sadnica koja se stavljala unutar entomoloskog kaveza. U 2020. godini u lipnju je postavljena
sadnica Acca sellowiana, u kolovozu sadnica Actinidia deliciosa, sorta 'Hayward', a u rujnu
Aspidistra elatior i P. tobira 'nanum’. U 2021. godini, u lipnju, postavljena je sadnica Sorbus
domestica, u kolovozu sadnica Arbutus unedo, a u rujnu po drugi put Pittosporum tobira
'nanum’ i Arbutus unedo. U Tablici 3.3.3.1. i 3.3.3.2. navedeni su datumi kada su
potencijalne biljke domacina postavljene u entomoloski kavez sa ciljem pracenja razvojnog

ciklusa vrste A. spiniferus.

Tablica 3.3.3.1. Datumi postavljanja potencijalnih biljaka domacina i pracenja razvojnog

ciklusa vrste A. spiniferus u entomoloskom kavezu u nasadu tijekom 2020. godine

Godina istrazivanja — 2020.

Potencijalne biljke domacini A. A delici . P. tobira
. . deliciosa A. elatior . .

sellowiana nanum

datum ispustanja 600 odraslih  10. 6. 2020. 8.8.2020. 17.9.2020. 29.9.2020.

stadija

datumi o€itanja i praéenja 15.6.2020. 17.8.2020. 24.9.2020. 30.9.2020.

razvojnih stadija u nasadu 20. 6.2020. 24.8.2020. 30.9.2020. 7.10.2020.
27.6.2020. 1.9.2020. 7.10.2020. 14.10.2020.
6.7.2020. 7.9.2020. 14.10.2020. 21.10.2020.
15.7.2020. 17.9.2020. 21.10.2020. 28.10.2020.
22.7.2020. 28.10.2020 05.11.2020.
29. 7. 2020.
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Tablica 3.3.3.2. Datumi postavljanja potencijalnih biljiaka domacina i pracenja razvojnog

ciklusa vrste A. spiniferus u entomoloSkom kavezu u nasadu tijekom 2021. godine

Godina istrazivanja — 2021.

potencijalne biljke domadini S. P. tobira
. A.unedo :
domestica nanum
datum ispustanja 600 odraslih 18.6.2021. 6. 8.2021. 13.9. 2021.
stadija 11. 9. 2021.
datumi ocitanja i pracenja 28.6.2021. 17.8.2021.  20.9.2021.
razvojnih stadija u nasadu 5.7.2021. 25.8.2021.  29.9.2021.
14. 7. 2021. 2.9.2021. 6. 10. 2021.
21.7.2021. 11. 9. 2021. 14.10.2021.
26.7.2021. 20. 9. 2021. 24.10.2021.
6. 8. 2021. 29. 9. 2021. 3.11.2021.
6. 10. 2021.
14.10.2021.
24.10.2021.
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Duzina praéenja razvoja Stetnika na potencijalnoj biljci domacinu u entomoloskom kavezu

ovisila je 0 samom razvoju Stetnika na njoj.

Umijetna zaraza potencijalnih biljaka domacina u entomoloskom kavezu obavljena je na
sljedeéi nacin: pomoc¢u usnog aspiratora sakupljeno je u nasadu 600 odraslih jedinki koji su

ispustene u entomoloski kavez s bocnih strana kaveza.

Listovi potencijalnih biljaka domacina svakih su 7 — 10 dana pregledavani pomoc¢u ruénog
povecala s povecanjem do 60 x kako bi se utvrdila i zabiljezila ovipozicija Stetnika, ali i ostali

razvojni stadiji Stetnika.

Unutar entomoloSkog kaveza biljke su zalijevane svakih 7 — 10 dana. Prihrana sadnica

potencijalnih biljaka domacina nije primjenjivana.

Slika 3.3.3.1. Sadnica maginje A. unedo unutar entomoloskog kaveza u nasadu u Vitaljini
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Osim opisanog istrazivanja potencijalnih biljaka domacina, u sklopu Programa posebnog
nadzora (PPN) koji su provodili djelatnici Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu, Zavoda
za zastitu bilja, provedeni su vizualni pregledi billka na krajnjem jugu Dubrovacko-
neretvanske zupanije za koje je iz podataka iz literature poznato da su biljke domacini tog

Stetnika. Datumi vizualnih pregleda i lokaliteta prikazani su u Tablici 3.3.3.3.

Tablica 3.3.3.3. Datumi vizualnih pregleda i lokalitet uzorkovanja biljnih vrsta u sklopu PPN-
a za razdoblje od 2018. — 2022.

Zupanija Mjesto pregleda Datum pregleda

Vitaljina 24.10. 2018.
21. 5. 2019.
11. 6. 2019.
24.7.2019.
20. 5. 2020.

Ljuta 24.10. 2018.

) 24.7.2019.
Dubrovacko- 25. 9. 2019.

neretvanska 20. 5. 2020.

ZUpania Molunat 25. 9. 20109.
20. 5. 2020.
8. 7. 2020.
Komaji — Vignje 20. 5. 2020.
8. 7. 2020.
Dubrovnik 22. 4. 2021.
Slano 20. 7. 2021.
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3.4 Istrazivanja bioloskih obiljezja vrste A. spiniferus u

kontroliranim uvjetima

3.4.1 Istrazivanja zivotnog ciklusa vrste A. spiniferus u kontroliranim

uvjetima

IstraZivanje Zivotnog ciklusa Stetnika u kontroliranim uvjetima provedeno je prema metodi
(Argov i sur., 1999.) u klimakomorama Centra za zastitu bilja (HAPIH) u Zagrebu. Odrasli
stadiji Stetnika su prikuplijeni pomocéu usnog aspiratora u nasadu. U klimakomorama
pracenje biologije obavljeno je na istim sortama mandarina 'Owari' i 'Kawano Wase' (Citrus
Unshiu Marc.) koje su bile nacijepljene na trolisnu naranéu Poncirus trifoliata L. Raf. Dvije
sadnice mandarina bile su postavljene u entomoloski kavez i zarazene s tristo jedinki
odraslih oblika Stetnika na 24 sata. Entomolo$ki kavez premjesten je u klimakomoru koja je
bila podeSena na fotoperiod L16:D8 i relativnu vlagu zraka (¢) 80 + 10 %, dok su
temperature bile varirane u Cetiri razliite vrijednosti — tretmana: 20 °C, 25 °C, 30°Ci 35 °C
(Slika 3.4.1.1). Prema metodi Argov i sur. (1999) relativna vlaga zraka podeSena je na 60
%, medutim, u prva godini istrazivanja svi preimaginalni razvojni stadiji uginuli su na svim
zadanim temperaturama. Prema dostupnoj literaturi (EFSA, 2018; Murad i Ba-Angood,
2021), za razvoj preimaginalnog stadija potrebna je visa relativna vlaga zraka koja je i na
kraju podeSena na 80 %. Na svakoj sadnici bili su pregledavani potpuno razvijeni i mladi
listovi. Pregled listova obavljen je pomoc¢u ruénog povecala povecanja 60 x. Brojani su
primjerci pojedinih razvojnih stadija te je na temelju dobivenih podataka odredena prosjecna

duljina razvoja svakog pojedinog stadija po biljci. Varijante u pokusu bile su sljedece:

1.) duljina razvoja stadija jaja, stadija liCinki, stadija ,kukuljice® i odraslih stadija —L16:D8;

relativna vlaznost 80 + 10 % i 20 °C

2.) duljina razvoja stadija jaja, stadija li€inki, stadija ,kukuljice® i odraslih stadija —L16:D8;

relativna vlaznost 80 + 10 % i 25 °C

3.) duljina razvoja stadija jaja, stadija li¢inki, stadija ,kukuljice” i odraslih stadija —L16:D8;

relativna vlaznost 80 + 10 % i 30 °C

4.) duljina razvoja stadija jaja, stadija li€inki, stadija ,kukuljice* i odraslih stadija —L16:D8;

relativna vlaznost 80 + 10 % i 35 °C

5.) duljina razvoja stadija jaja, liCinki, stadija ,kukuljice® i odraslih stadija u prirodnim

uvjetima.

Istrazivanje zZivotnog ciklusa u kontroliranim uvjetima provedeno je od kraja svibnja do

sredine studenog u 2021. godini. U Tablici 3.4.1.1. prikazani su datumi o€itanja i pracenja
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razvojnog ciklusa vrste A. spiniferus u walk-in komorama za svaku istrazivanu temperaturu.
Od 24. svibnja 2021. do 11. kolovoza 2021. istrazivan je zivotni ciklus vrste A. spiniferus na
20 °Ci25°C, ao0d 7. rujna 2021. do 18. studenog 2021. na temperaturama od 30 °C i 35

°C.

Slika 3.4.1.1. Zadani parametri klima komore u Centru za zastitu bilja (HAPIH)

Tablica 3.4.1.1. Datumi o€itanja i pracenja razvojnog ciklusa vrste A. spiniferus na razli¢itim

temperaturama uz konstantnu relativnu vlagu zraka u walk-in komorama (Centru za zastitu

bilja (HAPIH)

Godina istrazivanja 2021.

Cetiri temperaturna pokusa  20°C 25°C 30°C 35°C
datum ispustanja 300 24.5.2021. 24.5.2021. 7.9.2021. 7.9.2021.
odraslih stadija
25.5.2021. 8.9.2021. 8.9.2021.
28.5.2021. 28.5.2021. 14.9.2021. 14.9.2021.
31.5.2021. 31.5.2021. 17.9.2021. 17.9.2021.
4. 6.2021. 4.6.2021. 21.9.2021. 21.9.2021.
8. 6. 2021. 8.6.2021. 24.9.2021. 24.9.2021.
11.6.2021.  11.6.2021. 28.9.2021. 28.9.2021.
14.6.2021.  14.6.2021. 1.10.2021. 1.10.2021.
e 18 .6.2021.  18.6.2021. 5.10.2021. 5.10.2021.
f':‘zt\‘jgj‘r']%c'stf‘argﬁ‘; Srfecstr:taza 21.6.2021. 21.6.2021. 8.10.2021. 8.10.2021.
zastitu bilja (HAPIH) 24.6.2021. 24.6.2021. 12.10.2021. 12.10.2021.
28.6.2021. 28.6.2021. 15.10.2021. 15.10.2021.
1. 7. 2021. 1.7.2021.  19.10.2021. 19.10.2021.
5. 7. 2021. 5. 7. 2021. 22.10.2021.
8. 7. 2021. 8. 7. 2021. 26.10.2021.
12.7.2021.  12.7.2021. 29.10.2021.
15.7.2021.  15.7.2021. 31.10.2021.
19.7.2021.  19.7.2021. 3. 11.2021.
22.7.2021. 22.7.2021.
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26.7.2021.
3. 8. 2021.
6. 8. 2021.
11. 8. 2021.

Za svaku je varijantu u pokusu postavljen jedan entomoloski kavez u koji su stavljene po
dvije sadnice mandarina sorte 'Owari' i dvije sadnice 'Kawano Wase' (Slika 3.4.1.2. lijevo).
Sadnice su umjetno zarazene s 300 odraslih stadija Stetnika koji su skupljeni u pokusnom
nasadu mandarina u Vitaljini. Umjetna zaraza mandarina sa Stetnikom obavljena je u

entomoloskim kavezima koji su bili unijeti u klima komore.

24 sata od umjetne zaraze odrasli stadiji bili su usisani pomoc¢u usnog aspiratora u
entomoloSskom kavezu unutar klima komora. Svi listovi sadnica pregledani su pomocu
ruénog povecala povecanja 60 x. Listovi na kojima je doslo do odlaganja jaja oznaceni su
ljepljivim papirom i oznaceni brojem (Slika 3.4.1.2. desno). OdloZena jaja po listu bila su

prebrojana.

U naredno vrijeme, svaka tri dana pratio se bioloski razvoj vrste i brojanje jedinki pojedinih
stadija po listovima (Tablica 3.4.1.1). ZavrSetak pracenja obiljeZzen je pojavom odraslog
stadija na zadanim temperaturama (Slika 3.4.1.2, Slika 3.4.1.3)

Sadnice su se navodnjavale dva puta tjedno i prihranjivale svaka dva tjedna s Fe — EDDHA
helatni oblik (Ultraferro) i mjeSavinom mikrognojiva s dodatkom huminskih kiselina (Trazex-
Cosmocel).
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Slika 3.4.1.2. Sadnice mandarina u kavezu u walk-in komorama (lijevo) i oznaceni listovi

na kojima su zabiljezena i oznacena jaja Stetnika (desno)
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Slika 3.4.1.3. lzlazak i pojava odraslih stadija iz ,kukuljice u walk-in komorama na
temeperaturi od 20 °C i vlagi 80 % (lijevo) i izlazak i pojava odraslih stadija iz ,kukuljice” u

walk-in komorama na temeperaturi od 30°C i vlagi 80 % (desno)

Slika 3.4.1.4. Zabiljezen izlazak odraslog stadija iz ,kukuljice® u walk-in komorama na
temperaturi od 25 °C i vlagi 80 %
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3.4.2 Odredivanje indeksa ovipozicije

Indeks ovipozicije odraslog razvojnog stadija zenke A. spiniferus odreden je prema
moadificiranim metodologijama Simmons i sur. (2008) te Mansaray i Sundufu (2009). Indeks
ovipozicije proveden je za sve Cetiri razliCite temperature (20 °C, 25 °C, 30 °C i 35 °C), pri
L16:D8 i rH 80 £ 10 %. Za istrazivanje indeksa ovipozicije koriSten je entomoloski kavez
veli€ine 40 x 40 cm, prekriven antiinsekt mrezom, u kojem su bile postavljene Cetiri bocice
zapremnine 1dcl ispunjene vodom. U svaku od tih boc€ica bile su uronjene po dvije vréne
mladice, obje sorte mandarina 'Owari' i 'Kawano Wase' (Citrus Unshiu Marc.) koristene kao
i u prirodnim uvjetima. Ukupno je bilo 16 mladica u entomoloSskom kavezu. Entomoloski
kavez bio je postavljen u walk-in klimakomori, a 13. 9. 2021. izvrSena je umjetna zaraza s
odraslim stadijima A. spiniferus. Nakon 24 sata od umjetne zaraze, toCnije na datum 14. 9.
2021., odrasli stadiji A. spiniferus usisani su pomoc¢u usnog aspiratora i usmréeni u Falcon
epruvetma s 96 % -nim etanolom. Buduéi da se broj razvijenih zenki A. spiniferus u
kontroliranim uvjetima dobivenih tijekom istrazivanja Zivotnog ciklusa nije pokazao
dostatan, bilo je potrebno prikupiti 1200 odraslih stadija zenki A. spiniferus iz prirode. Ova
mjera bila je neophodna s obzirom na karantenski status Stetnika kako bi se osigurala
dovoljna populacija za provedbu daljnjih eksperimenata. U svaki zasebni entomoloski kavez
unutar walk-in komore i na svakoj razli€itoj vrijednosti temperature pusteno je 300 odraslih
razvojnih stadija zenke A. spiniferus (13. 9. 2021). Sljedeéi dan (14. 9. 2021.) odrasli
razvojni stadiji usisani su usnim aspiratorom, a entomoloski kavezi preneseni su u prostor
laboratorija Centra za zastitu bilja (HAPIH) iz kojeg su uzete vrSne mladice s listovima.
Pregled listova obavljen je pomocu binokulara Olympus SZX7 (Slika 3.4.2.1. lijevo) na isti
dan kada su odrasli stadiji i usisani usnim aspiratorom (14. 9. 2021.). Na sve Cetiri
istraZivane konstantne temperature ukupno je skuplieno 300 jedinki po temperaturi, koliko
ih je i ispusteno. Pregledani su svi listovi i zabiljezen je ukupni broj jaja po listovima (Slika
3.4.2.1. desno). Indeks ovipozicije izraCunat je tako da je broj jaja podijeljen s brojem Zenki,
odnosno dobiven je prosjecni broj jaja koje je Zenka odlozZila tijekom 24 sata na odredenoj

temperaturi.
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Slika 3.4.2.1. Binokular Olympus SZX7 pomocu kojeg je obavljan pregled listova i vrdnih
dijelova mladica sorte 'Owari' Citrus Unshiu na temeperaturi od 25 °C

3.4.3 Odredivanje seksualnog indeksa

Istrazivanje seksualnog indeksa Stetnika provedeno je odredivanjem spola usmrcéenih
primjeraka identifikacijom odraslih stadija vrste A. spiniferus koji su koriSteni u istrazivanju
indeksa ovipozicije (opisano u Potpoglavlju 3.4.2). Nakon odredenog indeksa ovipozicije
prikupljeni odrasli stadiji (14. 9. 2021.) analizirani su u laboratoriju Centra za zastitu bilja
(HAPIH) i odvajani prema spolu (Slika 3.4.2.2.). Odredivanje spola odraslih stadija vrste A.
spiniferus obavljalo se prema morfoloSkim znaCajkama zatka. MuZjaci A. spiniferus, kao i

ostale vrste Stitastih moljaca, na vrhu zatka imaju organ za kopulaciju, a Zenke leglicu.

Seksualni indeks prikazuje udio Zzenki u ukupnoj populaciji, a izraCunat je prema formuli
(Ostrec i Gotlin Culjak, 2005):

seksualni indeks = broj muzjaka/(broj muzjaka + broj zenki)
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Slika 3.4.3.1. Petrijeva posuda s 97%- nim etanolom i odvojenim Zenkama
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3.5 Identifikacija vrste A. spiniferus PCR metodom i odredivanje

haplotipova

lako se prema sluzbenim protokolima (EPPO, 2002) potvrda vrste temelji isklju¢ivo na
morfoloskoj identifikaciji, mogu se koristiti i razlicite molekularne metode identifikacije. Tako
je identifikacija Stetnika, osim prema identifikacijskim klju¢evima i morfoloSkim obiljezjima,
provedena i metodom lan¢ane reakcije polimerazom — PCR (Polymerase Chain Reaction)

na temelju analize mitohondrijske DNA citokrom C oksidaze podjedinice I.

S lokacije u Vitaljini, Moluntu i s dvije lokacije u Ljutoj na podruc¢ju Dubrovaéko-neretvanske
Zupanije te s lokacije lvan Dolac u Splitsko-dalmatinskoj Zupaniji na kojima je utvrdena
prisutnost A. spiniferus sakupljeno je devet uzoraka tijekom 2019. godine i jedan uzorak
tijekom 2020. godine za molekularnu analizu. Odrasli stadiji ili lic¢inke sakupljeni su u
Eppendorf epruvete od 2 ml napunjene s 96 %-tnim alkoholom. Na svakoj epruveti napisana
je oznaka uzorka i zabiljezeni su podaci 0 mjestu uzorkovanja, biljnoj vrsti s koje je uzorak
uzet, datum uzorkovanja i GPS koordinata (Tablica 3.5.1.). Uzorci su do analize ¢uvani na

temperaturi od -20 °C.

Izolacija DNA provedena je koriStenjem kompleta za izolaciju DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen® GmbH, Hilden, Njemacka) prema uputama proizvodaca. Do analize izolirana

DNA pohranjena je na temperaturi od -20 °C.
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Tablica 3.5.1. Uzorci razvojnih stadija Aleurocanthus spiniferus skupljeni na razli¢itim

bilinim vrstama na podru¢ju Dubrovacko-neretvanske i Splitsko-dalmatinske zupanije

tijekom 2019. i 2020. godine za provedbu molekularne analize

OZNAKA RAZVOJNI LOKACIJA GPS OZNAKA DATUM BILINA VRSTA
UZORKA  STADIJ UZORKOVANJA
1 odrasli Vitaljina 3 N 42°26'8.23“ 24.7. 2019. Citrus reticulata
stadij E 18°28'57.50" Blanco
2 odrasli Ivan Dolac, N 43°7'38.2° 12. 9. 2019. Bougainvillea
stadij Hvar E 16°38'29.5“ spectabilis
Willd.
3 odrasli Molunat N 42°27'2.9° 25. 9. 20109. Citrus aurantium
stadij E 18°26'6.61° L.
4 odrasli Ljuta 2 N 42°32'14.9“  25.9. 2019. Citrus aurantium
stadij E 18°22'56.0° L.
5 odrasli Ivan Dolac, N 43°7'38.2“ 12. 9. 2019. Parthenocissus
stadij Hvar E 16°38'29.5“ guinquefolia (L.)
Planch.
6 licinka L4 Ljuta 1 N 42°32'16.9  25.9. 2019. Citrus reticulata
E 18°22'41.5° L.
7 licinka L4 Ivan Dolac, N 43°7'38.2“ 12. 9. 2019. Citrus limon (L.)
Hvar E 16°38'29.5° Burm. F.
8 licinka L4 Vitaljina 3 N 42°26'8.23“  24.7.2019. Citrus reticulata
E 18°28'57.50¢ Blanco
9 licinka L4 Molunat N 42°27'2.9% 25. 9. 2019. Citrus aurantium
E 18°26'6.61° L.
L.10 odrasli Vitaljina 3 N 42°26'8.23“  20. 5. 2020. Citrus reticulata
stadij E 18°28'57.50" Blanco
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3.5.1 Lanéana reakcija polimerazom (PCR)

Regija mitohondrijske DNA (mtDNA) citokrom ¢ oksidaza podjedinice | (COIl) umnozena je
metodom lanéane reakcije polimerazom (PCR) prema metodi koji opisuje Uesugi i sur.
(2016). Koristeni su parovi pocetnica OSW-F (5 GTG TCC CAT TTAATT AGT AGA GA 3)
i OSW-R (5" GAG CCA TAA TAA AAG ACT CCA TC 3') (Uesugi i Sato, 2011). Reakcija je
provedena koristenjem uredaja ABI 2720, (Applied Biosystems, SAD) (Slika 3.5.1.1).
Sastojci i koncentracije reakcijske smjese potrebne za jedan uzorak prikazani su u Tablici
3.5.1.1., a temperaturni ciklusi za PCR reakciju u Tablici 3.5.1.2.

Slika 3.5.1.1. Thermal cycler 2720 ABI — proces umnazanja PCR-om
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Tablica 3.5.1.1. PCR reakcijska smjesa po jednom izolatu

SASTOJAK VOLUMEN FINALNA
(pL) KONCENTRACIJA
EmeraldAmp® MAX PCR Master Mix (Takara) 2 x 12.5 1X
OSW-R (10 pMm) 1 0,4 uM
OSW-F (10 pM) 1 0,4 uM
H.O (UPW) 7,5 np*
izolirana DNA 3 np*
UKUPNO 25

*np — nije primjenjivo

Tablica 3.5.1.2. Temperaturni ciklusi za PCR reakciju

FAZA BROJ CIKLUSA TEMPERATURA TRAJANJE
pocetno razdvajanje 1 96 °C 5 minuta
razdvajanje 94 °C 30 sekundi
polijeganje 35 53°C 1 minuta
produljenje 72 °C 40 sekundi
zavr$no produljenje 1 72 °C 5 minuta
hladenje 4°C w0

Prvi korak u PCR reakciji je poCetno razdvajanje komplementarnih lanaca DNA na
temperaturi od 96 °C. Slijedi 35 ciklusa uzastopnog razdvajanja, sparivanja poCetnica s
kalupom na temperaturi od 53 °C te produljivanje DNA lanaca na 72 °C, &to rezultira velikim
brojem kopija Zeljenog produkta zbog eksponencijalne prirode reakcije. Nakon zavrdnog
koraka produljivanja lanca uredaj hladi uzorke na temperaturi od 8 °C dok se uzorci ne

izvade iz PCR uredaja.
3.5.2 Elektroforeza

Produkati PCR reakcije vizualiziraju se postupkom elektroforeze u gelu agaroze. Za
pripremu gela i kao pufer za elektroforezu koriSten je 1 x TAE pufer pripremljen
razrjedivanjem 10 x TAE koncentriranog pufera u destiliranoj vodi (UltraPure™, Thermo
Fisher Scientific, SAD; sastav 40 mM Tris-acetate i 1 mM EDTA). Gel je pripremljen
otapanjem 1g agaroze za elektroforezu u 100 ml 1 x TAE pufera (1 %). U rashladeni gel
dodane su dvije kapi boje GelRed™ (Olerup SSP®, Svedska) te je on izliven u pripremljeni
kalup s Cesljiéem. Polimerizirani gel smjesten je u kadicu za elektroforezu (Mini-Sub Cell
GT, Bio-Rad, SAD) i prekriven puferom za elektroforezu. U jaZice gela nano$eno je po 5 pL
smijese. Kao standard za odredivanje duljine dobivenog produkta koristena je DNA ljestvica
od 200 bp koja sadrzi 13 fragmenata redom duljine 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400,
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1600, 1800, 2000, 2500, 3000 4000 bp (Takara, 200 bp DNA Ladder). Nakon elektroforeze
pri stalnom naponu od 100 V i trajanju od 45 minuta gel je pregledan i fotografiran

koristenjem UV transiluminatora s kamerom UVIdoc HD2 (UVitec, UK).
3.5.3 Sekvenciranje i analiza sekvenci

Umnozeni dijelovi mtCOI veli€¢ine 670 bp, proCisd¢eni su kitom za purifikaciju GenElute®
PCR Clean-up Kit (Sigma-Aldrich, USA) prema uputama proizvodaCa. Svaki uzorak
direktno je sekvenciran u oba smjera (nizvodno i uzvodno) kako bi se dobila 2 x pokrivenost
sekvence koriStenjem istih po€etnica kao i za PCR reakciju. Za sekvenciranje je koriStena
usluga EZ-seq komercijalnog servisa i Macrogen Europe® (Amsterdam, Nizozemska).
Dobivene sekvence sastavljene su, provjerene, uredene i konac¢no usporedene sa

sekvencama iz online baze podataka Genbank.

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&L
INK_LOC=blasthome) koristenjem raCunalnog programa Geneious prime 2023.1.1

(http://www.geneious.com).
3.5.4 Odredivanje haplotipova A. spiniferus u Republici Hrvatskoj

Dobivene uredene sekvence svih uzoraka, zajedno s referentnim sekvencama iz baze
podataka GenBank, viSestruko su sravnjene koriStenjem racunalnog programa ClustalX
2.0, ¢ime je omogucéeno pronalazenje polimorfizma medu sekvencama (Thompson i sur.,

1997.; Larkin i sur., 2007.; http://www.clustal.org). Za grafiCki prikaz videstrukog poravnanja

uzoraka i referentnih sekvenci koristen je racunalni program BioEdit (Hall, 1999).

U filogenetsku analizu i prikaz evolucijskih odnosa, kao vanjska grupa, ukljuena je i
sekvenca vrste Bemisia tabaci koja pripada istoj porodici Aleyrodidae (Tablica 3.6.4.1.). uz
koristenje metode neighbour-joining i modela number of differences (Saitou i sur., 1987).
Nakon viSestrukog poravnavanja i uredivanja sekvenci utvrdeni su haplotipovi za sve
analizirane uzorke. Haplotip predstavlja skupinu sekvenci s identi€nim nukleotidnim
slijedom. Svaki haplotip karakterizira jedinstveni nukleotidni slijed te izmedu sekvenci

unutar istog haplotipa ne postoji nikakva genetska udaljenost.

Tablica 3.6.4.1. Referentne sekvence iz banke gena koristene za filogenetske analize

Pristupni broj (accession number) Vrsta Haplotip

MN662916 H1
MN662913
MN662911 H2
MN662906
ON955791
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4 REZULTATIISTRAZIVANJA

4.1 Rezultati istrazivanja bioloskih obiljezja vrste A. spiniferus u

prirodnim uvjetima

4.1.1 Rezultati istrazivanja zivotnog ciklusa A. spiniferus u prirodnim

uvjetima

Dinamika populacije uzorkovanjem listova mandarine i njihovim vizualnim pregledom (broj
generacija, gustoca populacije svih razvojnih stadija Stetnika, vrijeme pojave) vrste A.
spinferus za 2020. godinu prikazana je Grafikonom 4.1.1.1., a za 2021. godinu Grafikonom
4.1.1.2. Na temelju dobivenih rezultata izradeni su fenogrami razvoja Stetnika za 2020. i
2021. godinu (Grafikoni 4.1.1.3.14.1.1.4.).
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Grafikon 4.1.1.1. Zivotni ciklus vrste A. spiniferus (gustoéa populacije svih razvojnih stadija,

broj generacija i vrijeme pojave) u 2020. godini u prirodnim uvjetima
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DATUM UZORKOVANJA

Drugi, tre¢i razvojni stadij

Grafikon 4.1.1.2. Zivotni ciklus vrste A. spiniferus (gusto¢a populacije svih razvojnih stadija,

Jaje === Prvi razvojni stadij

broj generacija i vrijeme pojave) u 2021. godini u prirodnim uvjetima
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Grafikon 4.1.1.3. Fenogram razvoja vrste A. spiniferus dobiven pra¢enjem pojave i razvoja pojedinih razvojnih stadija u prirodnim uvjetima na
lokaciji Vitaljina u 2020. godini
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Grafikon 4.1.1.4. Fenogram razvoja vrste A. spiniferus dobiven pracenjem pojave i razvoja pojedinih razvojnih stadija u prirodnim uvjetima na

lokaciji Vitaljina u 2021. godini
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Dinamika populacije svih razvojnih stadija A. spiniferus na 100 cm? lisne povrSine

mandarine prikazana je grafikonima 4.1.1.5. (2020. godina) i 4.1.1.6. (2021. godina) i sluzit

¢e kao podloga u provedbi daljnjih znanstvenih istrazivanja.
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Grafikon 4.1.1.5. Dinamika populacije svih razvojnih stadija i vrijeme pojave u 2020. godini

u prirodnim uvjetima na lokaciji Vitaljina
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Grafikon 4.1.1.6. Dinamika populacije svih razvojnih stadija i vrijeme pojave u 2021. godini

u prirodnim uvjetima na lokaciji Vitaljina
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Odrasli stadiji prve generacije vrste A. spiniferus u 2020. godini zabiljezeni su krajem
travnja (22. 4. 2020.) na mladim, nepotpuno razvijenim listovima proljetnog porasta i na
zutim ljepljivim plo¢ama. Broj odraslih razvojnih stadija u nasadu povecavao se s
povecanjem temperature, a tijekom prve godine istrazivanja prisutnost odraslih razvojnih
stadija bila je zabiljezena tijekom cijele godine, s manjim prekidom pocetkom srpnja.
Zabiljezena je istovremena pojava odraslih stadija i ovipozicije na listovima, §to moze
sugerirati da pojava prvih odraslih stadija nije zabiljeZena na vrijeme. Tijekom razvoja jaja
su mijenjala boju od Zute do potpuno smede boje. Na Grafikonu 4.1.1.5. vidljiv je najveci
broj odloZenih jaja na dan 4. 6. 2020. godine. Nakon $to je proSao embrionalni razvoj u
trajanju 8 — 17 dana kod prve generacije, uslijedio je izlazak prvog razvojnog stadija (L1).
Pomocu ruéne lupe uoceni su prvi razvojni stadiji li¢inke (30. 4. 2020.). Mlade li€inke aktivho
su se kretale po listu dok nisu nasle odgovaraju¢e mjesto za hranjenje. Razvoj li¢inke prvog
razvojnog stadija prve generacije (L1) trajao je 7 —18 dana. Drugi i treci razvojni stadij vrste
A. spiniferus (L2, L3) zabiljezeni su 6. 5. 2020. Razvoj navedenih stadija li¢inki trajao je 21
— 35 dana, nakon Cega je zabiljezen i zadniji Cetvrti razvojni stadij ,kukuljica® (L4) (27. 5.
2020). Razvoj ,kukuljice“ trajao je 23 — 29 dana. U 2020. godini razvoj prve generacije vrste
A. spiniferus trajao je 58 — 99 dana (Grafikon 4.1.1.3.). Zivotni vijek odraslog razvojnog
stadija u prirodnim uvjetima nije utvrden zato $to se individualni odrasli stadij Stitastog

moljca ne moze pratiti sa sigurnoscu.

Pocetkom srpnja (6. 7. 2020.) let odraslih razvojnih stadija Stetnika druge generacije
zabiljeZen je na zutim ljepljivim plo€ama. Krajem srpnja (22. 7. 2020.), $to se podudaralo s
pojavom mladog ljetnog vegetacijskog porasta, zabiljezen je najveci broj odraslih stadija od
785 odraslih stadija na 100 cm? (Grafikon 4.1.1.5.). Istog datuma (22. 7. 2020.) zabiljeZzena
su i jaja druge generacije. Odlaganje jaja na plodovima nije zamijeéeno. Nakon
embrionalnog razvoja 7 — 11 dana uslijedila je pojava prvog razvojnog stadija liCinke (L1)
(29. 7. 2020., Grafikon 4.1.1.1.). Razvoj prvog stadija li€inke trajao je od 10 do 16 dana
(Grafikon 4.1.1.3.). Populacijski maksimumi bili su zabiljeZzeni deset dana nakon pojave jaja.
Zabiljezena su dva maksimuma, prvi je bio 17. 8. 2020. (904), a drugi 24. 8. 2020. (1010)
(Grafikon 4.1.1.5.). Li¢inke drugog i treCeg razvojnog stadija (L2, L3) zabiljeZzene su 8. 8.
2020. Razvoj drugog i tre¢eg razvojnog stadija liCinke u prirodnim uvjetima trajao je 15 — 26
dana (Grafikon 4.1.1.3). U vremenu pracenja razvoja li¢inki drugog i treéeg stadija
zabiljeZen je drugi maksimum polaganja jaja dana 17. 8. 2020. (Grafikon 4.1.1.1.). Na dan
24. 8. 2020. zabiliezene su ,kukuljice® Stitastog moljca. Tijekom kolovoza i rujna na
pojedinim listovima nalazile su se ,kukuljice” prve generacije, odnosno liCinke Ciji se razvoj
odvijao iz kasnije polozenih jaja. Razvoj ,kukuljica® druge generacije trajao je od 16 do 25

dana. Duljina razvoja pojedinih razvojnih stadija bila je kra¢a u odnosu na prvu proljetnu
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generaciju. Ukupni razvoj druge ljetne generacije, od jaja do odraslog stadija, trajao je oko
43 — 78 dana (Grafikon 4.1.1.3.). Tijekom trajanja druge generacije zabilijezen je prvi
populacijski maksimum li¢inki drugog i treéeg razvojnog stadija (L2, L3) prve generacije
polovicom srpnja (15. 7. 2020.) kada su zabiljezene 844 jedinke na 100 cm? dok je drugi
populacijski maksimum zabiljezen 17. 9. 2020. i iznosio je 1197 jedinki (Grafikon 4.1.1.5.).

U rujnu dolazi do pojave treée generacije, $to se podudara s tre¢im jesenskim porastom
mladica agruma. Odrasli stadiji bili su prisutni u nasadu tijekom cijelog kolovoza i poCetkom
rujna. Na mladim jesenskim porastima, 17. 9. 2020., zabiljezeno je 973 odraslih jedinki. Na
isti datum zabiljeZzena su i jaja A. spiniferus. Na datum 30. 9. 2020. zabiljezena je najveca
gustoéa populacije od 698 odraslih jedinki na 100 cm? (Grafikon 4.1.1.5.). Jaja trece
generacije bila su prisutna na nali¢ju listova od sredine rujna do kraja listopada. Prvi razvojni
stadij li€inke zabiljeZzen je krajem rujna (30. 9. 2020.), dok su drugi i treéi razvojni stadij
zabiljeZeni sredinom listopada (14. 10. 2020.). Embrionalni razvoj tre¢e generacije trajao je
10 — 13 dana, razvoj li¢inki prvog stadija 14 — 17 dana, a razvoj drugog i treceg stadija 15 —
41 dan. Sredinom rujna zabiljezen je treéi populacijski maksimum li¢inki drugog i tre¢eg
razvojnog stadija druge generacije, a iznosio je 1197 jedinki na 100 cm? (Grafikon 4.1.1.5).
Duljina razvoja ,kukuljice“ nije utvrdena jer su li¢inke tog stadija ostale na listovima do
prolje¢a sljede¢e godine. Li¢inke ove generacije sporije su se razvijale nego kod druge
generacije, a cjelokupni razvoj li€inki trajao je sve do sredine studenog (13. 11. 2020.).
Maksimumi pojave ,kukuljice” nisu bili jasno naznaceni zbog preklapanja generacija, sto je
vidljivo na Grafikonu 4.1.1.1. Od konca rujna krivulja nije padala jer je A. spiniferus prezimio
u obliku ,kukuljice®. Ostali preimaginalni stadiji koji nisu uspjeli zavrsiti razvoj pri padu
temperature uginuli su. Jaja su ostala pricvrScena na listu, ali su izgledala osusena i
zavijena, dok su li¢inke prvog, drugog i tre¢eg razvojnog stadija bile poloZene na listu u

obliku niti, a pod stereomikroskopom utvrdena je odvojenost tijela od lista.

Krajem oZujka 2021. (26. 3. 2021.) postavljene su Zute ljepljive ploCe za signalizaciju prve
pojave odraslih stadija. Na datum 15. 4. 2021. zabiljeZzeno je svega 20 odraslih stadija na
starim listovima. Pri sliedeéem uzorkovanju, dana 29. 4. 2021., na Zutim ljepljivim plo¢ama
zabiljezeno je 810 jedinki odraslih stadija, ali mladi porast listova mandarina nije zabiljezen.
Mladi, nepotpuno razvijeni listovi proljetnog porasta zabiljeZeni su polovicom svibnja (19. 5.
2021.), kada su na njima utvrdena i jaja prve generacije tijekom 2021. godine (Grafikon
4.1.1.2). Krajem svibnja (31. 5. 2021.) uoCeni su prvi razvojni stadiji licinke (L1) na mladim
i nesto starijim listovima mandarine, a poCetkom lipnja (10. 6. 2021.) zabiljezene su li€inke
drugog i treceg razvojnog stadija (L2, L3). ,Kukuljice* su zabiljezene krajem lipnja (28. 6.
2021.). Embrionalni razvoj prve generacije u drugoj godini istrazivanja trajao je 12 —16 dana,

prvi razvojni stadij trajao je 10 — 12 dana, a razvoj drugog i tre¢eg stadija 18 — 30 dana. Na
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datum 14. 7. 2021. dobiven je prvi populacijski maksimum od 1104 jedinke drugog i tre¢eg
razvojnog stadija (L2, L3) na 100 cm? (Grafikon 4.1.1.6.). Razvoj ,kukuljica“ trajao je 16 —
20 dana. Razvoj kompletne prve generacije A. spiniferus od jaja do odraslog stadija u 2021.
godini trajao je od 56 do 78 dana (Grafikon 4.1.1.2.). Tijekom prve generacije zabiljezen je
i prvi vrhunac leta odraslih stadija (28. 6. 2021), kada su zabiljezene 262 jedinke na 100
cm? (Grafikon 4.1.1.6.).

Odrasli razvojni stadiji druge generacije zabiljezeni su krajem srpnja (26. 7. 2021.), kad i
jaja na mladom ljetnom porastu. Nakon 11 — 15 dana, po¢etkom kolovoza (6. 8. 2021.),
uslijedila je pojava prvog razvojnog stadija (L1). Razvoj prvog razvojnog stadija trajao je 11
— 20 dana, a polovicom kolovoza (17. 8. 2021.) zabiljeZeni su 2. i 3. razvojni stadiji liCinke
(L2 — L3). Nakon 25 — 33 dana, poCetkom rujna (11. 9. 2021.), zabiljeZena je pojava
kukuljica €iji je razvoj trajao 9 — 15 dana. Ukupni razvoj druge ljetne generacije od jaja do
odraslog stadija trajao je oko 56 — 83 dana (Grafikon 4.1.1.2.) Tijekom pojave svih razvojnih
stadija druge generacije zabiljeZzene su istovremeno li€inke i treCeg razvojnog stadija i
kukuljice prve generacije. Pad gustoée populacije odraslih stadija privremeno se dogodio

krajem kolovoza (25. 8.), kada u nasadu nije bilo mladog porasta.

U rujnu dolazi do pojave tre¢e generacije, $to se i poklapa s tre¢im jesenskim porastom
mladica mandarine. Tijekom pracenja treCe generacije zabiljeZeno je preklapanje s drugom
generacijom razvoja A. spiniferus. Odrasli razvojni stadiji i jaja zabiljeZeni su krajem rujna
(29. 9. 2021.). Na isti datum zabiljezen je i drugi vrhunac leta odraslih stadija od 318 jedinki
na 100 cm? (Grafikon 4.1.1.6.) te najveci broj poloZenih jaja, njih 1047 na 100 cm? (Grafikon
4.1.1.6.). ProsjeCna povrSina mladog, potpuno nerazvijenog lista mandarine jesenske
generacije na kojem su zabilijezena odlagana jaja iznosi otprilike 6 cm?, $to ukazuje da se
tijekom vrhunca leta odraslih stadija na mladom listu nalazilo 19 jedinki. Medutim, na
pojedinim listovima zabiljeZeno je i do 50 jedinki (Grafikon 4.1.1.6.). Prvi razvojni stadij (L1)
zabiljezen je sredinom listopada (14. 10. 2021.), kada je zabiljezen prvi populacijski
maksimum li¢inki prvog razvojnog stadija u brojnosti od 956 jedinki na 100 cm? (Grafikon
4.1.1.6.). Drugi i treci razvojni stadij (L2, L3) zabiljezen je krajem listopada (24. 10. 2021.).
Na isti datum zabiljeZen je i drugi populacijski maksimum (949 jedinki/100 cm?). Nakon 10
dana (3. 11. 2021.) zabilijezene su prve ,kukuljice* (Grafikon 4.1.1.6.). Potpuni prestanak
leta odraslih razvojnih stadija dogodio se sredinom studenog (13.11. 2021.) (Grafikon
4.1.1.2. i Grafikon 4.1.1.4). Prema zabiljezenim podacima pojave pojedinih razvojnih stadija
embrionalni razvoj trajao je 15 — 20 dana, razvoj li€inki prvog stadija trajao je oko 10 — 12
dana. Razvoj drugog i treceg stadija liCinke trajao je 17 — 41 dan. Razvoj ,kukuljice® nije

zabiljezen zbog preklapanja generacija, i to druge i tre¢e generacije.
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Tijekom dvogodiSnjeg praéenja Stetnika zabiljezena su preklapanja generacija tijekom
godine uz istovremenu pojavu svih razvojnih stadija. Dakle, dio li€inki iz prve generacije bio
je prisutan za vrijeme razvoja druge generacije, odnosno dio li€inki druge generacije bio je

prisutan za vrijeme razvoja tre¢e generacije.

Stitasti moljac A. spiniferus tijekom jedne godine istraZivanja razvio je tri generacije na

mandarini.

Iz dijagrama 4.1.1.7 — 4.1.1.9 moze se vidjeti da je u obje godine istrazivanja zabiljezen
duZi razvoj prve generacije u odnosu na drugu i trecu. Primjerice, u 2020. godini, ukupni
razvoj prve generacije bio je 15— 21 dan duZi u odnosu na razvoj druge generacije, dok je
u 2021. godini ukupni razvoj prve generacije bio duzi za 10 — 14 dana u odnosu na razvoj
druge generacije.

Tijekom razvoja druge generacije zabiljeZeni su razvojni stadiji iz prve proljetne generacije.

Treéa generacija, tzv. jesenska, u obje je godine istraZivanja duza u odnosu na ljetnu
generaciju. Razlika u trajanju je otprilike 10 dana viSe u odnosu na drugu i 15 dana u odnosu
na prvu generaciju. U obje godine istraZivanja zabiljeZzen je dvostruko duzi razvojni stadij
licinki drugog i tre¢eg razvojnog stadija, dok se ukupni razvoj ,kukuljica®“ jesenske generacije

nije mogao odrediti zbog preklapanja generacija i prezimljenja Stetnika u tom stadiju.

odrasli stadij

/7 N

»kukuljica" jaje
16 - 29 8 - 17 dana
licinke 2. - 3. licinka 1.
stadija stadija
18-35 7 -18

Dijagram 4.1.1.7. Zivotni ciklus prve (proljetne) generacije A. spiniferus u danima (2020. —
2021., Vitaljina)
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odrasli stadij

a N

»kukuljica" jaje
9-25 7-15
licinke 2. - 3. li¢inka 1.
stadija stadija
15-33 10-20

Dijagram 4.1.1.8. Zivotni ciklus druge (ljetne) generacije A, spiniferus u danima (2020. —
2021., Vitaljina)

odrasli stadij
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"
kukuljica” &)
10 - 20 dana
liCinke 2. - 3. liCinka 1.
stadija stadija
15-41 10-17

e’

Dijagram 4.1.1.9. Zivotni ciklus treée (jesenske) generacije A. spiniferus u danima (2020.
—2021., Vitaljina)
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U obje godine istrazivanja odrasli stadiji prve (proljetne) generacije pojavili su se krajem
travnja. U 2021. godini zbog loSijih vremenskih uvjeta, odnosno nizih temperatura (14 — 18
°C) i nize relativne vlage zraka (58 — 65 %) veéa gusto¢a populacije odraslih stadija
zabiljezena je poCetkom svibnja. Razvoj jaja zabiljezen je na uzastopnim srednjim dnevnim
temperaturama iznad 20 °C i relativne vlaznosti 65— 70 %. U obje godine istrazivanja li¢inke
1. razvojnog stadija pojavile su se kada se prosje¢na dnevna temperatura kretala izmedu
18 — 22 °C, a relativna vlaznost oko 70 %. Li¢inke 2. i 3. razvojnog stadija zabiljeZzene su
pri srednjim dnevnim temperaturama izmedu 22 — 25 °C i relativne vlaznosti 65 — 70 %. U
obje godine istrazivanja ,kukuljice® su zabiljeZene u razdoblju od lipnja do kolovoza kada
su se srednje mjeseéne temperature kretale izmedu 26 — 28 °C, a relativna vlaznost zraka
58 — 65 %. Druga (ljetna) generacija u obje godine istrazivanja zabiljeZena je po¢etkom
srpnja, ali maksimumi populacije odraslih stadija su zabiljeZeni krajem srpnja zbog visokih
temperatura iznad 30 °C i niske relativne vlaznosti zraka (44 — 58 %). ProsjeCne mjesecne
temperature od srpnja do listopada u obje godine istraZzivanja kretale su se izmedu 22 — 28
°C, a relativna vlaznost zraka 56 — 72 %. Odrasli stadiji treée (jesenske) generacije
zabiljezeni su u drugoj polovici rujna kada su srednje dnevne temperature iznosile oko 22
°C, dnevni temperaturni maksimumi bili su preko 28 °C, a relativna vlaznost zraka kretala
se izmedu 69 — 77 %. Razvoj preimaginalnih stadija tre¢e generacije bio je sporiji zbog pada
dnevnih temperatura (10 — 14 °C) i obilnijih kiSa. Op¢enito, gustoca populacije svih razvojnih
stadija pala je tijekom studenog. LiCinke koje su dosegle stadij ,kukuljice“ ostale su na
listovima do sljede¢e godine. Od kraja srpnja do kraja studenog zabiljezeno je preklapanje

generacija u obje godine istrazivanja.
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4.1.2 Istrazivanje prirodnih neprijatelja

U Tablici 4.1.2.1. prikazana je ostala entomofauna zabiljezena u nasadu mandarina.

Tablica 4.1.2.1. Prikaz vrsta i redova prisutne entomofaune tijekom 2020. i 2021. godine u
nasadu mandarina (Vitaljina)

DATUMI REZULTAT ANALIZE NAPOMENA
UZORKOVANJA

7. 1. 2020. red Psocoptera Indiferentna entomofauna
10. 2. 2020. red Psocoptera Indiferentna entomofauna
20. 5. 2020. red Psocoptera Indiferentna entomofauna
27.5. 2020. Imago Chilocorus Identificirao dr.sc. SiniSa

renipustulatus (Scriba,1791)  Jelov€an
(Coleoptera: Coccinelidae)

10. 6. 2020. Orius spp.

20. 6. 2020. Chrysoperla carnea L3
(Stephens, 1836)
(Neuroptera: Chrysopidae:
Chrysopinae; Chrysopini)

5. 11. 2020. red Psocoptera indiferentna entomofauna
2.12. 2020. red Psocoptera indiferentna entomofauna
19. 5. 2021. Coleoptera nemoguca determinacija
5.7.2021. Chrysoperla carnea L3

(Stephens, 1836)
(Neuroptera: Chrysopidae:
Chrysopinae; Chrysopini)
17. 8. 2021. licinka Clitostethus arcuatus  predator A. spiniferus
(Rossi, 1794) (Coleoptera:
Coccinelidae)
11. 9. 2021. Odrasli Clitostethus arcuatus  predator A. spiniferus
(Rossi, 1794) (Coleoptera:
Coccinelidae)

6. 10. 2021. Acarina nemoguca identifikacija
24.10. 2021. Acarina nemoguca identifikacija
3.11. 2021. red Psocoptera indiferentna entomofauna

U sklopu dvogodisnjeg istrazivanja ostale entomofaune na listovima mandarine u mjestu
Vitaljina ukupno je skupljeno 15 uzoraka. Kod Cetiri uzorka nije bilo moguce identificirati red
ili vrstu o kojoj se radi zbog ostecenja ili zbog nedostataka kljuCeva za morfolosku
identifikaciju. NajveCi broj uzoraka odnosio se na red Psocoptera koji je indiferentna
entomofauna u smislu utjecaja na populaciju A. spiniferus. U dva uzorka identificirana je
vrsta bubamare Clitostethus arcuatus (Rossi, 1974), specijalizirani predator Stitastih

moljaca, a time i vrste A. spiniferus. Jedan skupljeni uzorak odnosi se na li¢inku, dok se
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drugi odnosio na odrasli stadij C. arcuatus. Osim vrste C. arcuatus u jednom uzorku

odredena je prisutnost bubamare Chilocorus renipustulatus Scriba,1791.

Na slikama od 4.1.2.1. do 4.1.2.3. prikazani su kukci zabiljezeni u nasadu u Vitaljini.

Slika 4.1.2.1. Odrasli stadij C. arcuatus (lijevo) i odrasli stadij C. renipustulatus (desno)

(izvor: Simala, M.)

Slika 4.1.2.2. Liginka C. arcuatus (lijevo) i ligéinka C. carnea (desno) (izvor: Simala, M.)
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Slika 4.1.2.3. Jedinka stjenice iz reda Heteroptera (izvor: Simala, M.)

4.1.3 lIstrazivanje novih potencijalnih biljaka domacina

U 2020. i 2021. godini na istrazivanim biljkama nije zabiljezeno odlaganje jaja, Sto implicira
da se cjelokupni embrionalni i postembrionalni razvoj nije dogodio. Za bilike A. sellowiana,
A. deliciosa 'Hayward' i S. domestica karakteristi¢no je prisustvo dlacica na nali¢ju tvrdog

lis¢a. Na ovim biljkama nije bilo odlaganja jaja niti su se li¢inke mogle pri¢vrstiti.

Na biljkama A. elatior, A. unedo i P. tobira 'nanum’ nije utvrdena ovipozicija Stetnika. Moguci
razlog tomu su tvrdi mladi listovi navedenih biljaka u odnosu na listove agruma. U rujnu je
ponovljen postupak na biljkama A. unedo i P. tobira 'nanum’, ali pregledom listova u rujnu i

u listopadu 2021. nije zabiljeZena ovipozicija.

U Tablici 4.1.3.1 prikazane su zabiljeZene biljne vrste za koje literaturni podaci navode da

su biljke domacini A. spiniferus.
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Tablica 4.1.3.1. Porodice i bilike domacini zabiljezeni obilaskom terena od 2018. do 2022.

godine na krajnjem jugu Dubrovacko-neretvanske zZupanije u sklopu PPN-a i u suradniji s

Centrom za zastitu bilja (HAPIH)

MJESTO DATUM PORODICA VRSTA DOMACIN STETNIKA A.
OBILASKA  OBILASKA DOMACIN SPINIFERUS ZABILJEZENA
STETNIKA A. PRILIKOM OBILASKA TERENA
SPINIFERUS
24.10. 2018. Araliaceae Hedera helix L.,
21.5. 2019. Rosaceae Rosa canina L.
Vitaljina 11. 6. 2019. Citrus reticulata L.
24. 7. 2019. Rutaceae Citrus Unshiu Marc.
20. 5. 2020.
25. 9. 2019. Citrus reticulata L.
Ljuta 20. 5. 2020. Rutaceae Citrus sinensis (L.) Osbeck
Citrus aurantium L.
Rutaceae Citrus aurantium L.
Prunus avium L.
Rosaceae Egggostlro)./ajapomca (Thunb.) Lindl
Molunat 25. 9. 2019. Cydonia oblonga Mill.
Prunus armeniaca L.
Punicaceae Punica granatum L.
Vitaceae Vitis vinifera L.
Araliaceae Hedera helix L.,
Dubrovnik  22. 4. 2021. Citrus reticulaia L.
Rutaceae Citrus sinensis (L.) Osbeck
Citrus aurantium L.
Slano 20. 7. 2021, Lauraceae Lgurus pobili; L.
Citrus sinensis (L.) Osbheck
Rutaceae

Citrus limon (L.) Burm. F.

PrimijeCena je visoka populacija Stetnika na stablima Citrus spp. tijekom obilazenja terena

u Moluntu (25. 9. 2019.) na privatnom posjedu. U neposrednoj blizini zaraze, na stablima

A. sellowiana i A. deliciosa, nije zabiljezen ni jedan razvojni stadij Stetnika.

Obilaskom terena utvrdene su druge biljke domacini, kao $to su brsljan (Hedera helix L.),

lovor (Laurus nobilis Linné) (Slika 4.1.4.2.), Sipak (Punica granatum L.), divlja ruza (Rosa

canina L.) i druge.
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Slika 4.1.3.1. Stadij ,kukuljice® vrste A. spiniferus na biljci Laurus nobilis
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4.2 Rezultati istrazivanja bioloskih obiljezja vrste A. spiniferus u

kontroliranim uvjetima

4.2.1 Istrazivanja zivotnog ciklusa

Zivotni ciklus vrste A. spiniferus u kontroliranim uvjetima dobiven pracenjem razvoja svih
razvojnih stadija na Cetiri razli€ite temperature i konstantnoj relativnoj vlazi zraka 80 %
prikazan je grafikonima od 4.2.1.1. do 4.2.1.3. Na Grafikonu 4.2.1.1 prikazan je fenogram
razvoja vrste A. spiniferus na 20 °C, na Grafikonu 4.2.1.2. prikazan je fenogram razvoja
vrste A. spiniferus na 25 °C, dok je na Grafikonu 4.2.1.3. prikazan fenogram razvoja vrste
A. spiniferus na 30 °C. Na slikama od 4.2.1.1. do 4.2.1.3. prikazani su odrasli razvojni stadiji
I egzuviji na testiranim temperaturama, dok je na Slici 4.2.1.4. prikazan izlazak odraslog
razvojnog stadija iz ,kukuljice®.
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datumi o€itanja i pra¢enja razvojnih stadija u Centru za zastitu bilja (HAPIH)

Grafikon 4.2.1.1. Fenogram razvoja vrste A. spiniferus u walk-in komorama na temperaturi od 20 °C i 80 % vlage
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datumi o€itanja i pra¢enja razvojnih stadija u Centru za zastitu bilja (HAPIH)

To B ENTo R ENTe) © | © | © © O O . NN N
Lo [ee] — . . — < (e0] — < [e0] . . . N Lo (o]
N N o™ < [e0) i i i (qV N (qV i Lo [e0] i i —
jaje

2 prvi

<D( razvojni

% stadij

= B .

() drugi — treci razvojni

= stadij (L2,3)

g ,Kukuljica“ (L4)

o odrasli

stadij

Grafikon 4.2.1.2. Fenogram razvoja vrste A. spiniferus u walk in komorama na temperaturi

od 25 °C i 80 % vlage
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Grafikon 4.2.1.3. Fenogram razvoja vrste A. spiniferus u walk-in komorama na temperaturi

od 30 °C i 80 % vlage
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Na temperaturi od 20 °C ukupno je obiljezeno 48 listova s ovipozicijom i prebrojano je
ukupno 2182 jaja. Pracenjem razvoja vrste A. spinferus uoceno je da su se li¢inke prvog
razvojnog stadija pojavile 21 dan od odlaganja jaja, a li€inke drugog i tre¢eg stadija nakon
31 dan, odnosno 10 dana nakon pojave li¢inki prvog stadija. Kukuljice su zabiljezene 52
dana od odlaganja jaja, tocnije 21. dan od pojave li€inke prethodnog stadija. Nakon punih
79 dana od odlaganja jaja (11. 8. 2021.) uoCene su Cetiri odrasle jedinke (Slika 4.2.1.1.,
Grafikon 4.2.1.1.).

Na temperaturi od 25 °C ukupno je obiljeZzeno 67 listova s ovipozicijom i prebrojano ukupno
1496 jaja. 15 dana od odlaganja jaja (25. 5. 2021.) utvrdene su li€¢inke prvog stadija, a
samo sedam dana od pojave li€inki prvog stadija pojavile su i liCinke drugog i treceg stadija,
odnosno, 22 dana od odlaganja jaja (Grafikon 4.2.1.2.). Na datum 1. 7. 2021. zabiljeZeni
su prvi pupariji na temperaturi od 25 °C , sto je ukupno 39 dana od odlaganja jaja, odnosno
17 dana od prvih zabiljezenih li¢inki drugog i tre¢eg stadija. 56 dana od odlaganja jaja,
toénije na datum 19. 7. 2021., zabiljeZzeno je 46 odraslih jedinki koje su zavrsile svoj razvoj
(Slika 4.2.1.2).

Istrazivanje razvoja vrste A. spiniferus na temperaturama od 30 i 35 °C odgodeno je do
poCetka rujna zbog nedovoljnog broja odraslih stadija u prirodnim uvjetima koristenih za

umjetnu zarazu u kontroliranim uvjetima.

Na temperaturi od 30 °C ukupno je oznaceno 57 listova s 1550 odlozenih jaja (8. 9. 2021.).
Deset dana od odlaganja jaja utvrdene su li€inke prvog razvojnog stadija, a 14 dana od
odlaganja jaja, toc€nije Cetiri dana od pojave prvog razvojnog stadija, zabiljeZzene su li€inke
drugog i trec¢eg stadija. Prve kukuljice uoCene su samo sedam dana od prvih zabiljeZenih
li¢inki drugog i tre¢eg razvojnog stadija (28. 9. 2021). 21 dan od prvih uo¢enih kukuljica i 42
dana od odlozZenih jaja zavrSen je razvoj vrste A. spiniferus (19. 10. 2021., Grafikon
4.2.1.3.). Pri pregledu listova toga su dana uoCene dvije jedinke odraslog stadija A.
spiniferus (Slika 4.2.1.3).

Na temperaturi od 35 °C Zenke su odloZile ukupno 1171 jaje na 31 listu. Zivotni ciklus na
temperaturi od 35 °C nije zavrSen zato $to su se jaja pocela susiti. Istrazivanje razvoja
Stetnika se i dalje provodilo, medutim, svakog dana utvrden je sve maniji broj jaja, a do
daljnjeg razvoja ostalih razvojnih stadija nije doslo. Stoga je zaklju¢eno kako A. spiniferus
ne moze zavrsiti Zivotni ciklus na temperaturi od 35 °C i relativnoj vlaznosti zraka od 80 +
10%.

Razdoblje razvoja izrazeno u danima svakog pojedinog preimaginalnog razvojnog stadija

vrste A. spiniferus prikazano je Grafikonom 4.2.1.4., dok je Grafikonom 4.2.1.5. prikazan
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ukupni vremenski razvoj od jaja do odraslog razvojnog stadija vrste A. spiniferus na Cetiri

razliCite temperature.
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Grafikon 4.2.1.4. Razdoblje razvoja svih stadija A. spiniferus na Cetiri razliCite konstantne
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Grafikon 4.2.1.5. Ukupni razvoj vrste A. spiniferus na Cetiri razli¢ite konstantne temperature

Zakljuéno, najkrace razdoblje ukupnog razvoja A. spiniferus od jaja do odraslog razvojnog
stadija je zabiljezeno na temperaturi od 30 °C , dok je najduZi razvoj zabiljeZzen na
temperaturi od 20 °C. Na temperaturi od 35 °C razvoj nije zabiljezen (Grafikon 4.2.1.4,;
Grafikon 4.2.1.5.).
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4.2.2 Odredivanje indeksa ovipozicije

Indeks ovipozicije, odnosno procjena utjecaja razli¢itih temperatura i konstantne relativhe
vlaznosti zraka od 80 % na polaganje jaja u 24 h na Cetiri istrazivane temperature, prikazana

je Tablicom 4.2.3.1.

Tablica 4.2.3.1. Indeks ovipozicije na Cetiri razliCite temperature

TEMPERATURA BROJ BROJ BROJ INDEKS

i rH 80 % ZENKI LISTOVA JAJA OVIPOZICIJE
20 °C 300 45 285 0,95

25°C 300 43 506 1,68

30°C 300 39 480 1,60

35°C 300 47 277 0,92

Ovi rezultati prikazuju da je najmanji broj jaja odlozen na temperaturi od 35 °C, dok je
najveéi broj jaja odlozen na temperaturama od 25 i 30 °C. Prema tome, dvije navedene
temperature pokazale su se kao idealne temperature za razvoj i ovipoziciju vrste A.

spiniferus, jer je broj odloZenih jaja na navedenim temperaturama i do 60 % veci.
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4.2.3 Odredivanje seksualnog indeksa

Seksualni indeks vrste A. spiniferus odreden je na temelju broja odraslih jedinki skupljenih
u prirodnim uvjetima. Analizom 1200 odraslih jedinki utvrdeno je da zenke prevladavaju u

ukupnoj populaciji.

Identifikacijom spolova ustanovljeno je 1.106 Zenki i 94 muZjaka. lzraCunati seksualni
indeks (SI) stitastog moljca A. spiniferus nakon 24 sata od ulova u prirodnim uvjetima iznosi
0,07. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da Zenke Stitastog moljca A. spiniferus

prevladavaju u ukupnoj populaciji $to povecéava njihov biotiCki potencijal i Stetnost.
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4.3 ldentifikacija Aleurocanthus spiniferus PCR metodom i

odredivanje haplotipova

Koristeni PCR protokol za amplifikaciju mitohondrijske DNA citokrom C oksidaze
podjedinice | (mtCOI) potvrdio je prisutnost vrste A. spiniferus u devet od deset prikupljenih
uzoraka. Veli€ina produkta kretala se od 586 bp do 661 bp. Na obje slike (4.3.1.14.3.2.) u
prvoj jazici nalazi se DNA ljestvica od 200bp dok je u posljednjoj jaZici negativha kontrola.
Na Slici 4.3.1. u jazicama nalaze se PCR produkti uzoraka 1, 2, 6, 7, 8 9, dok su na Slici
4.3.2. od druge jaZice prikazani PCR produkti uzoraka 1, 2, 4, 6, 7, 8, 91 10.

Slika 4.3.1. PCR produkti za gen za COl veli€ine otprilike 670 pb nakon elektroforeze

(izvor: Novak, A.)

Slika 4.3.2. PCR produkti za gen za COlI veli€ine otprilike 670 pb nakon elektroforeze

(izvor: Novak, A.)
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Na Slici 4.3.3. prikazano je viSestruko poravnanje uzoraka A. spiniferus (jedan, Sest, Cetiri,
deset, tri, pet, dva, osam i sedam) i referentnih sekvenci za haplotip 2 (MN662911,
MN662906) i haplotip 1 (MN662913, MN662916) u programu BioEdit. Referentna sekvenca
vrste B. tabaci (ON955791) koriStena je kao vanjska grupa. Crveno su oznacene razlike u

sekvencama izmedu haplotipa 1i 2.
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Slika 4.3.3. Prikaz viSestrukog poravnanja uzoraka Aleurocanthus spiniferus (jedan, Sest,
Cetiri, deset, tri, pet, dva, osam i sedam), i referentnih sekvenci za haplotip 2 (MN662911,
MN662906) i haplotip 1 (MN662913, MN662916) u programu BioEdit. Referentna sekvenca
vrste Bemisia tabaci (ON955791) koriStena je kao vanjska grupa. Crveno su oznacene

razlike u sekvencama izmedu haplotipa 1 i 2 (izvor: Novak, A.)

Na Slici 4.3.4. prikazano je ukorijenjeno filogenetsko stablo dobiveno analizom nukleotidnih
sekvenci mitohondrijskog gena za podjedinicu | citokrom c oksidaze, uz koriStenje metode
neighbour-joining i modela number of differences. Brojevi u ¢voristu grana predstavljaju
vrijednosti dobivene statitickom metodom bootstrap uz 500 ponavljanja. Za ukorjenjivanje
stabla koridtena je sekvenca vrste Bemisia tabaci i referentne sekvence za haplotip 1 i

haplotip 2. Pristupni brojevi za koristene sekvence vidljivi su na Slici 4.3.3.
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Slika 4.3.4. Filogenetsko stablo dobiveno s prikazom haplotipova A. spiniferus potvrdenih

u Republici Hrvatskoj (izvor: Novak, A.)
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Sekvenciranjem i analizom sekvenci potvrdeni su haplotipovi H1 i H2. Haplotip H1 potvrden

je u pet uzoraka, a haplotip H2 potvrden je u Cetiri uzorka (Tablica 4.3.1.).

Tablica 4.3.1. Haplotipovi vrste Aleurocanthus spiniferus potvrdeni u Republici Hrvatskoj

OZNAKA LOKACIJA BILINA VRSTA VELICINA HAPLOTIP PRISTUPNI

UZORKA PRODUKTA BROJEVI

2 Ivan Dolac, Bougainvillea 661 bp H1 OR486036
Hvar spectabilis

3 Molunat Citrus aurantium 658 bp H1 OR493434

5 Ivan Dolac, Parthenocissus 651 bp H1 OR495607
Hvar quinquefolia

7 Ivan Dolac, Citrus limon 640 bp H1
Hvar

8 Vitaljina 3 Citrus reticulata 656 bp H1

1 Vitaljina 3 Citrus reticulata 650 bp H2

4 Ljuta 2 Citrus aurantium 657 bp H2 OR493470

6 Ljuta 1 Citrus reticulata 638 bp H2

10 Vitaljina 3 Citrus reticulata 586 bp H2 OR499882

Iz Tablice 4.3.1. vidljivo je da u kopnenom dijelu obale Republike Hrvatske prevladava

haplotip H2, dok je na otoku Hvaru (Ilvan Dolac), koji je uz obalu, utvrden samo haplotip H1.
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5 RASPRAVA

5.1 Rasprava o bioloskim obiljezjima A. spiniferus u prirodnim

uvjetima
5.1.1 Zivotni ciklus vrste A. spiniferus u prirodnim uvjetima

Istrazivanje Zivotnog ciklusa Stetnih organizama u prirodnim uvjetima, uz genetske
predispozicije, ponajvise ovisi o klimatskim prilikama. Temperatura, relativha vlaZznost zraka
i biljka domadin najznacajniji su Cimbenici koji odreduju broj generacija i ukupni razvoj

Stetnog organizma (Basu, 1955; Gyeltshen i sur., 2017).

Ovim istrazivanjem proucavan je biolo3ki ciklus naranc¢ina trnovitog Stitastog moljca A.

spiniferus u specificnim klimatskim uvjetima Dubrovacko-neretvanske Zupanije.

Republika Hrvatska dijelom, ukljuujuc¢i i Dubrovacko-neretvansku Zupaniju, prema
Kdppenovoj klasifikaciji ima mediteransku klimu s karakteristiéno suhim i vru¢im ljetima
(Boras, 2021). S obzirom na brzu reakciju mediteranskog bazena na klimatske promjene u
temperaturi i vlaznosti zraka (Giorgi, 2006) i obilje biljaka domacina uz obalu Republike
Hrvatske stvoreni su uvjeti za uspostavu i Sirenje novih stranih vrsta. Intenzivha
medunarodna trgovina, zajedno s mogucom ilegalnom trgovinom i Cinjenicom da su neki
Stetni organizmi vec¢ prisutni u mediteranskom bazenu, stvara opasnost od naseljavanja
novih invazivnih Stetnika u Republici Hrvatskoj u narednim godinama. Analizirajuci
klimatske projekcije za Republiku Hrvatsku, o€igledno je da nas o€ekuje rast temperature
zraka, $to ¢e rezultirati ve¢im brojem vrucih dana u godini i viSim temperaturnim sumama.
Ovaj rast temperature zraka predstavlja rizik od introdukcije i prilagodbe novih gospodarskih

Stetnih organizama u ovom podrudju.

IstraZivanje Zivotnog ciklusa vrste A. spiniferus u mediteranskim zemljama do danas nije
provedeno, $to otezava usporedbu sa Zivotnim ciklusom u Republici Hrvatskoj. Stoga je
najvise paznje posveéeno usporedbi istrazivanja zivotnog ciklusa s ostalim vrstama iz

porodice Aleyrodidae.

Analizom razvojnih stadija Stetnika tijekom dvije godine istrazivanja (2020., 2021.) na jugu
Republike Hrvatske zabiljeZzene su tri generacije godiSnje (Grafikon 4.1.1.3. 1 4.1.1.4). Kod
treCe generacije dolazi do prezimljenja. Kombinacijom kratkog dana i snizenja temperature
dolazi do prestanka razvoja i prezimljenja Stetnika u obliku ,kukuljice“. Ovaj podatak
objasnjava Cinjenicu da u sjevernijim dijelovima svijeta, poput Republike Hrvatske, vrsta A.
spiniferus razvija samo tri generacije tijekom godine (Grafikon 4.1.1.1. 1 4.1.1.2). U toplijim

dijelovima svijeta (Mikronezija — Guam, Japan) A. spiniferus ima Cetiri do Sest ili viSe
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generacija godiSnje, $to navodi vecéina autora (EPPO/ CABI, 1997; Gyeltshen i sur., 2017).
Ukupni biolo$ki razvoj od jaja do odraslog stadija u prirodnim uvjetima minimalno je varirao
izmedu istrazivanih godina. U 2020. godini potpuni razvojni ciklus jedne generacije trajao je
od 41 do 105 dana, a u 2021. trajao je od 49 do 93 dana. Ova razlika moze se pripisati
razliCitim klimatskim uvjetima koji su prevladavali u navedenim godinama. Klimatska analiza
pokazuje da je 2020. godina bila toplija za 1,6 °C u usporedbi s 2021. godinom (Grafikon
3.2.1). Tijekom srpnja i kolovoza 2020. godine zabiljeZzene su izraZzenije maksimalne
temperature koje su imale usporavajuci u€inak na razvojni proces (Grafikon 3.2.1). Razlike
u razvoju pojedinih razvojnih stadija tijekom obje istrazivacke godine bile su minimalne, s
razlikom od 8 do 12 dana. Ove male razlike ukazuju na to da nema znacajnih razlika u
razvoju pojedinih stadija kada se promatraju kroz generacije i godine istrazivanja (Grafikon
4.1.1.5. - 4.1.1.7). Nagli pad temperature u studenom 2020. godine utjecao je na biolo3ki
razvoj Stetnika (Grafikon 3.2.3.). Pretpostavka je da su obilne kiSe i niske temperature,
karakteristicne za ovaj period godine, uzrokovale smrtnost preimaginalnih stadija. To je bilo
posebno izraZeno tijekom zimskih mjeseci kad su niske temperature ogranicile opskrbu
hranom, dovode¢i do fizickih promjena u tkivu biljke i stvarajuc¢i nepovoljne uvjete za

prezivljavanje navedenih razvojnih stadija.

Prvi pojavni stadij koji je promatran u istrazivanjima provedenim tijekom 2020. i 2021.
godine bio je odrasli stadij, koji je primijeCen krajem ftravnja, kako je prikazano na
grafikonima (4.1.1.3. i 4.1.1.3.). Medutim, zapazena je znacajna razlika u vremenu pojave
proljetnog vegetacijskog porasta izmedu te dvije godine. Naime, u 2021. godini prvi proljetni
vegetacijski porast dogodio se gotovo mjesec dana kasnije (svibanj) u usporedbi s 2020.
godinom. Ovo kasnjenje bilo je rezultat hladnijih dana tijekom travnja Sto je prouzrokovalo
odgodu cijele vegetacijske sezone (Grafikon 3.2.3. i 3.2.4.). Prvi odrasli stadiji u 2021.
godini zabiljeZeni su na zutim ljepljivim plo€ama tijekom travnja, dok su u 2020. godini
odrasli stadiji zabiljeZzeni na proljetnom porastu. Nakon ki$nih dana i porasta temperature u
2021. godini zabiljeZen je proljetni porast, ali i ovipozicija. Ovo dokazuje povezanost izmedu
razvoja biljke i dinamike populacije Stetnika unutar nasada $to potvrduju Souza i sur. (2017)
te Silva i sur. (2011). Zivotni vijek individualnog odraslog razvojnog stadija prve generacije
u prirodnim uvjetima nije se mogao precizno utvrditi zbog aktivnih migracija, tj. letenja.
Kasnije, kod druge i tre¢e generacije, dolazi do istodobne pojave svih stadija i preklapanja

generacija $to dodatno otezava odredivanje zivotnog vijeka odraslog stadija.

Nakon &to su zabiljeZeni odrasli razvojni stadiji, zabiljeZzena je istovremena ovipozicija na
listovima Sto moze sugerirati da pojava odraslih stadija nije zabiljezena na vrijeme i
vjerojatno se odnosi isklju€ivo na prvu generaciju. Razdoblje odlaganja jaja u obje godine

istraZivanja poklapa se s preliminarnim istrazivanjem Paladin Soce i sur. (2020b). Kod sve
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tri generacije zenke su odlagale jaja na srednjem i bazalnom dijelu nali¢ja nepotpuno
razvijenog mladog lista zbog topljivih dusi¢nih spojeva koji ¢e kasnije osiguravati hranu
ostalim preimaginalnim stadijima (Simala, 2008). Na vrhu lista ovipozicija je bila slabije
izrazena. Razlog tomu je negativni fototropizam kod zenki, $to potvrduje istrazivanje Dietz
i Zetek (1920). Na starijim listovima zZenke su odlagale jaja na maloj udaljenosti od egzuvija.
Na terenu je zabiljezena ovipozicija ujutro prije podneva ili kasno poslijepodne. Razlog tomu
je visa relativna vlaga zraka u to doba dana za vrijeme ljetnih dana koju su dokazali autori
istrazivanjem ostalih vrsta iz porodice Aleyrodidae (Dietz i Zetek, 1920; Kishida i sur., 2010;
Bonato i sur., 2006). Tijekom oblacnog vremena relativha vlaga zraka je obi¢no konstantna
te se ovipozicija odvijala u bilo koje doba dana. Tijekom razvoja jaja su starenjem mijenjala
boju od Zute do potpuno smede, Sto se slaze s navodima autora Dietz i Zetek (1920), Gill
(1990) i Gyeltshen i sur. (2017).

U ljetnim mjesecima, u obje godine istrazivanja, niske relativne viaznosti zraka (< 60 %)
imale su znac€ajan utjecaj na broj odloZenih jaja. Ekstremne temperature od 30 — 35 °C,
zajedno s niskom koli¢inom padalina od lipnja do kolovoza (Grafikon 3.2.2.), utjecale su na
smanjen broj odraslih stadija i na broj odlozenih jaja. Ovi rezultati podupiru sliéne nalaze na
drugim vrstama iz porodice Aleyrodidae poput A. woglumi, P. myricae i D. citri (Gerling,
Horowitz i Baumgartner, 1986; Uygun i sur., 1990; Zanié¢, 1999) kada iznad optimalnih
temperaturnih raspona od 25 °C ili 34 °C i iznad relativne vlaznosti zraka od 60 % dolazi do
smanjene ovipozicije. U obje godine istrazivanja, koje uklju€uje tri generacije godisSnje,
razvoj jaja trajao je od 7 do 17 dana. Prethodna istrazivanja razvoja jaja vrste A. spiniferus
u Japanu ukazala su na duZze trajanje razvoja u odnosu na vlastito dvogodiSnje pracenje u
vremenu od 11 do 22 dana, $to se moze pripisati razli¢itim klimatskim uvjetima (Gyeltshen
i sur., 2017).

Nakon zavrSetka razvoja jaja uslijedila je pojava izlaska prvog razvojnog stadija iz jaja
(Grafikon 4.1.1.1. i 4.1.1.2.). Mlade li¢inke aktivho su se kretale po listu dok nisu nasle
odgovaraju¢e mjesto za hranjenje. Guste kolonije prvog razvojnog stadija zabiljezene su
ponajvise na mladim listovima. Istu tvrdnju navode i ostali autori (Mound i Halsey, 1978;
EFSA, 2018). Tijekom daljnjeg praéenja razvojnih stadija vrste A. spiniferus primijeceno je
da se razvoj prvog stadija (L1) nije znaCajno mijenjao tijekom dvogodi$njeg istrazivanja,
zadrzavsi se unutar raspona 7 — 20 dana. Navedeni vremenski okvir razvoja prvog
razvojnog stadija pokazuje odredenu varijabilnost koja ovisi o generaciji i dobu godine.
Medutim, nakon provedenog istrazivanja razdoblja razvoja li¢inke prvog stadija pokazala su
se duljima u usporedbi s podacima iz japanskih istraZivanja. Razvoj prvog stadija (L1) trajao
je od 7 do 11 dana (Gyeltshen i sur., 2017., cit. Kuwana i sur., 1927). S druge strane, u

vlastitom istrazivanju dokazan je duzi vremenski raspon od 7 do 20 dana. Unato€ ovom
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malom rasponu postavlja se pitanje je li razlika od 7 do 11 dana naspram 7 do 20 dana
znacajna. Takoder, s obzirom na to da je istrazivanje u Japanu provedeno prije skoro 100
godina, postavlja se pitanje o uvjetima uzgoja biljaka domacina, kvaliteti tla, dostupnosti
hranjivih tvari i klimatskih uvjeta koji mogu imati klju¢nu ulogu u utjecaju na razvoj pojedinih

stadija Stetnika.

Prema Gyeltshen i sur., (2017) cit. Kuwana i sur., (1927) nakon prvog razvojnog stadija (L1)
uslijedio je razvoj drugog razvojnog stadija u vremenu od pet do sedam dana. Medutim, u
vlastitom istraZivanju, li€inke drugog i treCeg razvojnog stadija praéene su kao cjelina jer

nema uocljivih morfoloSkih razlika izmedu navedenih stadija.

Istrazivanje Zivotnog ciklusa vrste A. spiniferus u klimatskim uvjetima Japana opisalo je
trajanje tre¢eg razvojnog stadija (L3) od 7 do 130 dana (Gyeltshenisur., 2017., cit. Kuwana
i sur., 1927), sto je Cetverostruko dulje od trajanja drugog i tre¢eg stadija zajedno u Repubilici
Hrvatskoj tijekom dvogodiSnjeg pracenja. Ove razlike u duljini razvoja mogu se pripisati
znacajnim klimatskim razlikama izmedu ta dva podrucja. Prema Kdppenovoj klasifikaciji
klime Japan ima vlaznu suptropsku klimu (Cfa), dok se hrvatski obalni dio, koji ukljucuje
sjevernu, srednju i juznu Dalmaciju, nalazi pod utjecajem sredozemne klime s vruéim ljetom
(Csa) (Segota i Filip&i¢, 2003). Navedeni razligiti klimatski uvjeti vjerojatno igraju kljuénu
ulogu u varijacijama duljine razvoja tre¢eg razvojnog stadija A. spiniferus. Pretpostavka je
da toplije i suptropske klime Japana, posebno u jugoistoénom dijelu, mogu pridonijeti
ubrzanom razvoju Stetnika u ranijim stadijima, dok kod razvoja tre¢eg stadija veca koli€ina

kiSe uzrokuje dulje trajanje razvoja.

Nakon zavr$etka razvoja tre¢eg razvojnog stadija (L3) dolazi do pojave li¢inke Cetvrtog
razvojnog stadija ,kukuljice”. Vrijeme potrebno za razvoj Cetvrtog razvojnog stadija ili
~Kukuljice (L4) u Japanu varira od 7 do 34 dana, Sto je dulje za 7 — 16 dana u usporedbi s
vremenom potrebnim u Republici Hrvatskoj tijekom 2020. i 2021. godine (Gyeltshen i sur.,
2017; EFSA, 2018; Akrivou i sur., 2021; EPPO, 2022). Europsko izvjeS¢e o stanju klime
ukazuje na izrazeno dugotrajno zagrijavanje povrsinskih temperatura zraka, $to se odnosi
i na Republiku Hrvatsku. Od pocetka mjerenja, 2020. godina evidentirana je kao najtoplija
godina, s prosjeCnom temperaturom visom od prosjeka za 1,6 °C. U 2021. godini biljeze se
najtoplije jeseni i zime s temperaturama iznad prosjeka, osobito u jugoisto€noj Europi
(ECMWEF, 2022). Na temelju navedenih podataka mozZe se pretpostaviti da je brzi razvoj
navedenog razvojnog stadija (L4) u Republici Hrvatskoj povezan s trendom zagrijavanja i
klimatskim promjenama. Maksimumi stadija ,kukuljice” nisu bili jasno naznaceni zbog
preklapanja generacija, Sto je vidljivo na Grafikonu 4.1.1.1. Duljina razvoja ,kukuljice trece

generacije u obje godine istraZivanja nije utvrdena jer su liCinke navedenog stadija ostale
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na listovima do prolje¢a sljede¢e godine, $to potvrduje preliminarno istrazivanje Paladin
Soce i sur. (2020b).

Dvogodi$nje istrazivanje zivotnog ciklusa A. spiniferus u prirodnim uvjetima poklapa se s
istrazivanjima zivotnog ciklusa vrste A. woglumi u Floridi (Nguyen i Hamon, 1993). Vrsta A.
woglumi dijeli neke zajedniCke biolosSke odlike s A. spiniferus. Istrazivanja su pokazala da
potpuni razvoj A. woglumi od jaja do odraslog stadija traje od 55 do 113 dana (Dietz i Zetek,
1920), a optimalni temperaturni raspon se kre¢e 20 — 34 °C i na relativnoj vlaZnosti zraka
70 — 80 % (Gerling, Horowitz i Baumgartner 1986; Murad i Ba-Angood, 2021). Tijekom
sijeCnja i veljaCe u obje godine istraZivanja zabiljezene su temperature oko niStice, a
Gyeltshen i sur. (2005) i Kenawy i sur. (2014) navode kako vrsta A. spiniferus ne moze
prezivjeti ispod 0 °C. Isti minimalni temperaturni granicni prag potvrden je u literaturi i za
slicnu vrstu A. woglumi. Tijekom ljeta (kraj lipnja — kraj kolovoza), u obje godine istrazivanja,
populacija A. spiniferus u nasadu mandarina bila je manja. Ovo razdoblje podudara se s
vremenom niskih oborina u navedenom podruéju (Grafikon 3.2.1. i 3.2.3.), kada su
vrijednosti padalina bile ispod 50 mm mjesec¢no (Grafikon 3.2.2. i 3.2.4.). Najmanja
zabiljezena brojnost narancina trnovitog Stitastog moljca na mandarinama tijekom tog
razdoblja djelomi¢no je posljedica nedostatka novih izdanaka lijethog porasta. Na
temperaturama iznad 35 °C, uz nedostatak padalina zabiljezen je prestanak razvoja. U
dosadasnjim literaturnim navodima spominje se 43 °C na kojoj razvoj prestaje. Medutim,
navedena temperatura odnosi se na istrazivanje vrste A. woglumi, dok kriti€ni temperaturni
maksimum za razvoj A. spiniferus nije odreden (Dowell i sur., 1981; Gyeltshen i Hodges.,
2005; Kenawy i sur., 2014).

U literaturi se navodi i podatak da se A. spiniferus pojavljuje sjevernije u Aziji nego A.
woglumi (provincije Jiangsu i Shandong u Kini, Japan, Korejski poluotok) (EFSA, 2018), Sto

ukazuje na moguénost da bi ove vrste mogle biti razli¢ite u svojim ekoloSkim tolerancijama.

U klimatskim uvjetima juzne Dalmacije brzi razvojni ciklus vrste A. spiniferus, uz visoku
produktivnost Zenki, uvelike utjeCe na gustocu populacije ovog Stetnika (Grafikon 4.1.1.8. i
4.1.1.9.). Rast populacije odraslih prati porast mladica, Sto vlasnicima nasada mozZe

ukazivati na potrebu primjene insekticida.

U prethodnim literaturnim istrazivanjima gustoéa populacije odraslih stadija A. woglumi
prikazana je kroz maksimalni broj uhvaéenih odraslih stadija, doseZuc¢i od 450 jedinki po
zutoj liepljivoj ploci u srpnju, pa ¢ak do 681 jedinke odraslog stadija u prosincu (Nguyen i
sur., 1983). U Republici Hrvatskoj, prema istrazivanju na zutoj ljepljivoj ploCi postavljenoj u
travnju 2021., ulovljeno je 810 jedinki odraslih stadija, Sto je viSe u odnosu na ulovljene

jedinke A. woglumi, dok u srpnju i u prosincu odrasli stadiji A. spiniferus nisu uoceni. Visoka
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gustoca populacije A. woglumi u srpnju moze biti povezana s povoljnijim ljetnim uvjetima,
uklju€ujuci viSe temperature i veéu dostupnost hrane, brzi razvoj i reprodukciju. S druge
strane, povecanje broja uhvacenih odraslih stadija A. woglumi u prosincu moze biti
posljedica prilagodljivosti ove vrste na umjerenije zimske uvjete. U buduénosti, evidentiranje
odraslih stadija A. spiniferus tijekom prosinca moze pruziti korisne naznake o adaptabilnosti
vrste i njezinoj sposobnosti prezivljavanja u zimskim mjesecima, sugeriraju¢i moguci visi
broj generacija tijekom godine, kako su naveli Murad i Ba-Angood (2021), Dowell i
Fitzpatrick (1978) te Akrivou i sur. (2021).

Zaklju¢éno, pracenjem gustoce populacije Stetnika (Grafikon 4.1.1.8.14.1.1.9.) i primjenom
odgovarajuéih mjera zastite mogu se prevenirati ogromne Stete koju ovaj Stetnik uzrokuje.
Prema Shreck i sur. (2006) poznavanje maksimuma zaraze Stetnikom predstavlja vazan

alat za upravljanje poljopriviednom proizvodnjom.
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5.1.2 Prirodni neprijatelji

U vlastitom istrazivanju analizirani su prirodni neprijatelji naran€ina trnovitog Stitastog
moljca agruma, A. spiniferus, s posebnim naglaskom na parazitoide i predatore.. Tijekom
provedbe istrazivanja parazitoidne osice nisu zabiljezene, niti su zabiljezene parazitirane
kukuljice. Na temelju pregleda literature zaklju€ak je da su parazitoidne osice, posebice E.
smithi, klju€ni prirodni neprijatelji koji su se pokazali iznimno ucinkovitima u suzbijanju ovog
Stetnika. Istrazivanja (Quezada, 1974; Muniappan i sur., 1992; Van den Berg i Greenland,
1997; Evans, 2007b; Cioffi i sur., 2013; Nugnes i sur., 2020) naglaSavaju prevlast
parazitoidnih osica iz porodice Aphelinidae u suzbijanju A. spiniferus. Posebno se istice E.
smithi kao najisplativija i najuCinkovitija parazitoidna osica, Cije su prednosti brzo
uspostavljanje populacije i smanjenje broja Stetnika, kako navode istraZzivanja Muniappan i
sur. (1992) te Muniappan i sur. (2006). Ovaj trend posebno je vidljiv u juznoj Africi, gdje je
klasiéna bioloSka metoda suzbijanja putem parazitoidnih osica, ukljuCujuéi E. smithi,
pokazala svoju uc€inkovitost §to potvrduju Van den Berg i sur. (2000). Osim E. smithi,
Nguyen i sur. (1983) navode istrazivanje parazitacije s A. hesperidum na vrsti A. woglumi.
Parazitoidne osice A. hesperidum su, prema Nguyen i sur. (1983), izrazito djelotvorne za

vrijeme hladnijih dana i visoke relativne vlaznosti zraka.

U vlastitom istrazivanju identificirana je prisutnost odredenih predatorskih vrsta kao
potencijalnih prirodnih neprijatelja A. spiniferus. Li¢inke C. carnea i C. arcuatus i odrasli
stadiji C. carnea pokazali su se kao znacajni predatori, pri emu je C. carnea takoder
prepoznata kao korisna u suzbijanju drugih Stetnika. IstraZivanja koja potvrduju ovu
ginjenicu proveli su brojni autori (Zanié, 1999; Maceljski, 2002; Sanchez i Chittaro, 2022i
dr.). lako je evidentirana prisutnost odredenih predatora, njihov broj i ucinkovitost u
suzbijanju A. spiniferus zahtijeva daljnja istraZivanja (Tablica 4.1.2.1). U pregledu listova na
prisutnost ostale entomofaune uo&ena je prisutnost licinki i odraslih stadija vrste C. arcuatus
i odrasli stadij C. renipustulatus (Tablica 4.1.2.1). Vrsta C. arcuatus je sredozemna vrsta
koja preferira toplije klime i koja je, usprkos svom prirodnom okoliSu, zabiljeZzena i u
sredisnjoj Europi. Ova vrsta jedan je od predatora Stitastih moljaca prema Bathon i Pietrzik
(1986), Sanchez i Chittaro (2022) i Cioffi i sur. (2013). Medutim, vazno je napomenuti da,
iako je ova vrsta identificirana, njezin broj i doprinos suzbijanju A. spiniferus nije detaljno
proucen. Ova vrsta, kao i njezina ucinkovitost kao prirodnog neprijatelja, predstavlja vaznu
temu za buduca istrazivanja i razumijevanje ekoloskih interakcija izmedu predatora i

Stetnika.

Takoder, u nasadu su zabiljezene razne vrste paukova Cije mreze su uhvatile odrasle

razvojne stadije A. spiniferus. Na mladim izbojcima zaraZenim lisnim usSima primijeCene su
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razne vrste bozjih ovCica koje su se hranile lisnim uSima. Postoji potencijalna moguénost

da su se ove bozje ovCice takoder hranile i jajima vrste A. spiniferus.

Medutim, ciljevi rada nisu ukljuCivali istrazivanje predatorskog uc€inka navedenih vrsta na

populaciju A. spiniferus.

Opcenito, broj prirodnih neprijatelja A. spiniferus koji je zabiliezen na podrucju juzne
Dalmacije vrlo je oskudan u odnosu na broj njegovih prirodnih neprijatelja u svijetu. Vrsta
A. spiniferus jo$ uvijek je novi Stetnik koji predstavlja veliki fitosanitarni rizik, pogotovo za
podrucje doline Neretve. Trenutacno je suzbijanje ove vrste Stetnika pred izazovom jer su
kemijska sredstva koja se koriste za suzbijanje samo djelomi¢no ucinkovita. Koridtenje
kemijskih sredstava za suzbijanje vrste A. spiniferus u nasadima agruma predstavlja izazov
s obzirom na negativan utjecaj na prirodne neprijatelje. Direktno suzbijanje kemijskim
sredstvima postaje izazovno u velikim nasadima zbog visoke disperzije Stetnika i leta
odraslih jedinki kako navode Uygun i sur. (2010) i Cioffi i sur. (2013). Efikasnost kemijskih
sredstava kontaktnog djelovanja ograni¢ena je ¢injenicom da ona djeluju samo kad dodu u
izravan kontakt sa Stetnikom, Sto je teSko postici u velikim nasadima agruma (Cioffi et al.,
2013). Zbog rasprostranjenosti Stetnika i brojnih biljaka domacina, primjena kemijskih
sredstava protiv vrste A. spiniferus pokazala se djelomi¢no ucinkovitom (Gyeltshen and
Hodges, 2005; Simala i sur., 2013). Kako bi se pomoglo proizvodagima agruma u svijetu,
preporucuje se primjena bioloSkih mjera u borbi protiv ovog Stetnika. Nacin suzbijanja treba
se temeljiti na pracenju leta odraslih razvojnih stadija i to pomocu Zutih ljepljivih plo¢a.
Medutim, Zute ljepljive ploCe se najviSe koriste za signalizaciju i mehanicko smanjenje
populacije u uvjetima slabog napada, i to samo za odrasle stadije, dok su preimaginalni
stadiji zasticeni od ovog nacina suzbijanja. Pracenje leta odraslih razvojnih stadija pomocéu
zutih ljepljivih plo¢a vazna je metoda za odredivanje veli¢ine populacije, poCetka, vrhunca i
kraja leta, Sto moZe pomo¢i u planiranju efikasnijeg suzbijanja Stetnika. U kombinaciji s
drugim metodama suzbijanja, poput primjene insekticida, Zute ljepljive ploe mogu biti

korisne u smanjenju populacije A. spiniferus.

Kombinacija razli¢itih metoda, ukljuCujuc¢i upotrebu zutih ljepljivih ploa u pracenju
populacije i primjenu insekticida, moze pruziti u€inkovitu strategiju suzbijanja Stetnika. Osim
toga, istrazivanje endoparazitskih osica kao potencijalnih prirodnih neprijatelja takoder bi
trebalo biti predmet buducih istrazivanja. U svijetu prevladava trend bioloSkog suzbijanja
vrste A. spiniferus endoparazitskim osicama, sto dovodi do smanjenog broja Stetnika,

smanjene primjene kemijskih sredstava, diverzifikaciji faune i o€uvanja okoliSa.
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5.1.3 Biljke domagini

Bilike domacini narancina trnovitog stitastog moljca su biljne vrste na kojima su zabiljezene

“ X

prazne, od odraslih stadija napustene ,kukuljice“ Stetnika.

Vlastita istraZivanja potencijalnih biljaka domacina pokazala su da neke biljne vrste, poput
A. sellowiana, A. deliciosa 'Hayward', A. elatior, S. domestica, A. unedo i P. tobira 'nanum’,
ne podrzavaju bioloSki razvoj A. spiniferus. Pretpostavka je da prisutnost gustih dlaka na
nali¢ju listova, posebno kod vrsta A. sellowiana i A. deliciosa, sprieCava hranjenje i
polaganje jaja ove vrste. Slicno tome, vrsta S. domestica ili oskoruda ima tanke, pustenaste
dlake na nali¢ju lista u pocetnim fazama listanja koje se kasnije zgusnu i otpadnu.
Pretpostavlja se da ove karakteristike dodatno ometaju razvoj A. spiniferus jer jedinke

nemaju dovoljno snazno rilo za probijanje tvrde kutikule lista biljke domacina.

U provodenju istraZzivanja doktorske disertacije na testiranoj biljci A. unedo nije doslo do
bioloSkog razvoja vrste A. Spiniferus, a u Iltaliji je vrsta A. unedo identificirana kao
potencijalna bilika domac¢in (Nugnes i sur., 2019). Ova odstupanja mogu se tumaditi na
razliCite nacine. Prva mogucnost lezi u tvrdoj kutikuli lista biljke A. unedo koja moze otezati
ili onemogucéiti prodiranje rila i razvoj liinki A. spiniferus. Ova fiziCka barijera moze djelovati
kao obrambeni mehanizam biljke protiv Stetnika. S druge strane, moguce je da su istrazivaci
iz Italije primijetili samo odrasli stadij A. spiniferus na nali¢ju lista A. unedo, bez tragova
razvoja jaja ili li¢inki.

Sli¢na situacija primije¢ena je i kod biljke P. tobira. Na temelju provedenih vlastitih
istrazivanja primije¢eno je odlaganje jaja Stetnika A. spiniferus na listove P. tobira’ nanum'.
Medutim, razvoj jaja nije zabiljeZzen, Sto se mozZe pripisati jacanju kutikule lista i razvoju
dlagica na nali¢ju. Vrsta P. tobira jedna je od najeSc¢ih biljaka domacina Stitastih moljaca
(Martin i Mould, 2007), a najCeS¢i zabiljezeni Stitasti moljci su A. aucubae i Aleuroclava
hikosanensis Takahashi, 1938 (Suh, 2010; Simala i sur., 2015). Moguéi uzroci za$to nije
doslo do razvoja jaja ukljuCuju fizitke karakteristike lista, kemijske sastojke ili biotske

interakcije koje nisu bile prikladne za razvoj A. spiniferus.

Analiza ve¢ poznatih biljaka domacina A. spiniferus vizualnim pregledima potvrdila je
prisutnost ovog Stetnika na razliitim biljkama (Tablica 4.1.3.1), kao $to su Hedera helix L.,
Laurus nobilis L., Punica granatum L., Malus spp. i Prunus spp, Vitis vinifera L., Eriobotrya
japonica (Thunb.) Lindl, Cydonia oblonga Mill. Ove biljke domacini ve¢ su dokumentirane u
literaturi kao biljke domadini A. spiniferus (EPPO/OEPP, 2002a; Evans, 2007a; Cioffi i sur.,
2013; Nugnes i sur., 2019i dr.).

U 2022. godini (27. 6. 2022), slu¢ajnim pregledom ukrasnog bilja na jednom privathom

posjedu u Orascu, utvrdene su ,kukuljice* vrste A. spiniferus na biljci Schefllera arboricola
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(Hayata). Ukrasna vrsta S. arboricola spada u porodicu Araliaceae koja je prema
literaturnim podatcima uklju¢ena u porodice biljaka domacina. Vrsta S. arboricola do danas

nije registrirana kao bilijka domacin A. spiniferus.

Nugnes i njegovi suradnici (2019) navode A. spiniferus na vrsti Ailanthus altissima (Mill.)
Swingle, §to je prvi slu€aj zabiljezenog napada ovog Stetnika na ovu vrstu. lako su patogeni
i Stetnici na A. altissima temeljito prouceni (Maschek i Halmschlager, 2018; Ding i sur.,
2006), A. spiniferus dosad nije bio evidentiran kao Stetnik na vrsti A. altissima. Otkrice A.
spiniferus na biljci A. altissima ukazuje na izrazitu polifagnost i Siri raspon biljaka na kojima
ovaj Stetnik moze naciniti Stetu. Vazno je istaknuti da je ovaj nalaz prvi put dokumentiran,
naglasavajuéi potrebu za daljnjim istraZivanjima o endosimbiontima Stetnika koji su
odgovorni za prilagodljivost ovog Stetnika na biljku domacina (Su i sur., 2014a; Su i sur.,
2014b; Bubici i sur., 2020). Jedina vrsta Stitastog moljca koja je prijavljena na vrsti A.
altissima je D. citri, dok se vrsta iz iste porodice, Ailanthus excelsa (Roxb.) €ini dobro
poznatim domacinom za najmanje Cetiri razliita roda Stitastih moljca, a A. spiniferus nije

uklju€en u tu kategoriju (Nugnes i sur. 2019).

Raspravljajuci o rasprostranjenosti A. spiniferus u razli¢itim mediteranskim zemljama i Sirom
svijeta, vazno je naglasiti znacaj raznolikosti biljnih vrsta na kojima ovaj Stetnik moze naciniti
Stetu. Prema dostupnoj literaturi (Cioffi i sur., 2013; Kapantaidaki i sur., 2019; Nugnes i sur.,
2020; Radoniji¢ i Hrn¢i¢, 2021) potvrdeno je prisustvo A. spiniferus na vise od 20 razlicitih
biljnih vrsta u mediteranskim zemljama. U ltaliji je vrsta zabiljezena na 11 razli€itih biljnih
porodica (Rutaceae, Vitaceae, Araliaceae, Ebenaceae, Leguminosae, Caesalpiniaceae,
Malvaceae, Lauraceae, Moraceae, Punicaceae i Rosaceae). Biljke domacini otkrivene su
u urbanim podrucjima, parkovima, okuénicama i u prirodnim zasti¢enim podrucjima. Ova
Cinjenica naglaSava Sirok spektar domacina koje ovaj Stetnik moze kolonizirati u
mediteranskom bazenu. Jo§ je znacajnije globalno istraZivanje koje prema autorima
(Evans, 2007a; EPPO, 2022a; Gillespie,2012: Dubey i Ko, 2012; Martin, 1999 i dr.) ukazuje
na jo$ impresivniju raznolikost biljnih domacina A. spiniferus. Prema dostupnim podacima
ovaj Stetnik je potvrden na vise od 112 razli€itih biljnih vrsta Sirom svijeta. Ova brojka jasno
pokazuje prilagodljivost i Sirinu ekoloSkog spektra A. spiniferus, sto ga €ini ozbiljnim
fitosanitarnim izazovom na globalnoj razini, pogotovo tamo gdje su pojedine bilike domacini

ekonomski znacajne poljoprivredne kulture.

Prema istrazivanjima brojnih autora i prema njihovim navodima (Mound i Halsey 1978; Cioffi
i sur, 2013; Evans, 2007b; Gillespie i sur., 2012; Dubey i Ko, 2012 i dr.) o biljkama
domacinima A. spiniferus klju¢no je za razumijevanje interakcija izmedu Stetnika i njegovih
biljaka domacina. Prema njihovim navodima A. spiniferus napada razli€ite biljne porodice,

medutim, postoji sumnja u toénost entomoloske identifikacije. Prema Kanmya i sur. (2011)
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dosta dugo se vrsta A. camelliae poistovjecivala s vrstom A. spiniferus. Nedovoljna
istrazenost do 2011. godine postavlja vazna pitanja o valjanosti ranijih nalaza razliitin
biljaka domacina vrste A. spiniferus. ldentifikacija Stetnika na temelju njegovih biljaka
domacina nije pouzdana metoda i ne moze imati klju¢nu ulogu u identifikaciji vrste, posebice
kod polifagnih vrsta kukaca. Jedina relevantna znanstvena metoda identifikacije vrsta
Stitastih moljaca na kojoj se temelji taksonomija i dijagnostika ove porodice je determinacija
na osnovi morfolodkih karakteristika posljednjeg razvojnog stadija li€inke (,kukuljica®),

odnosno egzuvija.
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5.2 Rasprava o0 Dbioloskim obiljezjima A. spiniferus u

kontroliranim uvjetima

5.2.1 Zivotni ciklus u kontroliranim uvjetima

Metoda Argov i sur., koriStena na pocCetku, (1999) predvidjela je 60 % relativhu vlaznost
zraka, no prva godina istrazivanja pokazala je da su svi preimaginalni razvojni stadiji (jaja i
li¢inke) uginuli na svim temperaturama. Ova pojava vjerojatno je bila rezultat niske relativne
vlaZnosti zraka, $to se podudaralo s literaturom koja je ukazivala na potrebu vise relativhe
vlaznosti zraka za pravilan razvoj ovog Stetnika (EPPO, 2022b; EFSA, 2018; Murad i Ba-
Angood, 2021). Nakon prilagodbe relativne vlaznosti zraka na 80 % provedena istrazivanja
pokazala su znac¢ajne promjene u zivotnom ciklusu Stetnika. Povecéanje relativne vlaZnosti
zraka imalo je klju¢nu ulogu u poticanju razvoja Stetnika, Sto je potvrdeno kao kljuéni
parametar u kontroliranim uvjetima. Osim temperature i vlaznosti zraka, bilka domacin
takoder je imala znagajan utjecaj na duljinu razvoja Stetnika, $to je u skladu s prethodnim
studijama (Basu, 1955, cit. Simala, 2008).

U provedenom istrazivanju zivotnog ciklusa vrste A. spiniferus pri razli¢itim konstantno
odrzavanim temperaturama zabiliezene su znaajne promjene u vremenu trajanja
razvojnog ciklusa. Razdoblje razvoja izrazeno u danima svakog pojedinog preimaginalnog
razvojnog stadija vrste A. spiniferus prikazano je Grafikonom 4.2.1.4., dok je Grafikonom
4.2.1.5. prikazan ukupni vremenski razvoj od jaja do odraslog razvojnog stadija vrste A.
spiniferus na Cetiri razliCite temperature. Uz relativnu vlaznost zraka temperatura je jedan
od kljuénih faktora koja utje€e na ovu vrstu. Na temperaturi od 20 °C, zabiljezen je najduZi
razvojni period od 79 dana (Grafikon 4.2.1.1.). Niske temperature mogle su biti razlog ovako
dugotrajnom razvoju, uz pretpostavku da znacajno usporavaju reproduktivni ciklus A.

spiniferus.

Optimalna temperatura za razvoj vrste A. spiniferus iznosi 25 °C, §to se poklapa s
rezultatima drugih istraZivanja (Dowell i Fitzpatrick, 1978; Akrivou i sur., 2021). Na ovoj
temperaturi razvoj jedne generacije zavr§ava za 56 dana, §to je brze u usporedbi s razvojem
na 20 °C (Grafikon 4.1.1.2). Umjereno toplo okruzenje pogoduje brzem razvoju ove vrste i
manjem isuSivanju jaja, Sto je vazno za razumijevanje njezina bioloskog ciklusa i upravljanje

populacijama.

Pri temperaturi od 30 °C razvoj A. spiniferus znacajno ubrzava i zavrSava za 42 dana, 14
dana brze nego na 25 °C (Grafikon 4.1.1.3). Na ekstremnoj temperaturi od 35 °C razvoj jaja
je zaustavljen, a razvojni ciklus nije dovrSen. Crna, odumrla jaja zabiljezena su ve¢ 14. dan
nakon polaganja, $to upucuje na €injenicu da je temperatura od 35 °C bila letalna za razvoj

A. spiniferus. Dobiveni se rezultat istraZivanja ne slaze s podacima iz recentne literature u
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kojoj se navodi temperatura od 43 °C pri kojoj razvoj A. spiniferus prestaje (EPPO, 20223;
EFSA, 2018; Akrivou i sur., 2021; Jansen i Porcelli, 2018, Simala i sur, 2013). Navedena
temperatura odnosi se na vrstu A. woglumi §to potvrduje Cherry (1979) i Akrivou i sur.,
(2021). Uprkos opseznom pregledu literature, nije pronaden egzaktni podatak o latentnoj
temperaturi vrste A. spiniferus, medutim kako navodi kako navodi EFSA (2020) A. spiniferus
pokazuje vecu otpornost na nize temperature u usporedbi s A. woglumi. Na temelju ovih
saznanja, pretpostavlja se da bi A. spiniferus mogao imati niZi prag tolerancije na visoke
temperature, odnosno na temperature nize od 43 °C, dok A. woglumi uspijeva na nizim

nadmorskim visinama, odnosno pri vis§im temperaturama.

Povezanost izmedu temperature i trajanja pojedinih razvojnih faza ima znacajan utjecaj na
Zivotni ciklus vrste. ZabiljeZzeno je da se razvoj jaja produzZuje na nizim temperaturama
— potrebno je 20 dana za razvoj na temperaturi od 20 °C, dok se na temperaturi od 25 °C
razvoj skrac¢uje na 15 dana, a na 30 °C na samo 10 dana. Ovi podaci sugeriraju da viSe
temperature ubrzavaju razvoj jaja, $to je u skladu s opcenitom bioloSkom karakteristikom
Stetnika. NajduZi razvoj prvog razvojnog stadija (L1) zabiljeZzen je na najnizoj temperaturi
od 20 °C i trajao je 17 dana. S druge strane, na temperaturi od 30 °C razvoj prvog stadija
trajao je samo Cetiri dana. Razlika u trajanju prvog razvojnog stadija (L1) na temperaturama
od 30 °C i25°C samo su tri dana, dok je razlika u trajanju prvog razvojnog stadija na
temperaturama od 25 °C i 20 °C iznosila deset dana. Razvoj ,kukuljice* pruza uvid u
temperaturnu sklonost i utjecaj temperature na razvoj vrste A. spiniferus. Primije¢eno je da
do brzeg razvoja ,kukuljice“ dolazi na temperaturi od 25 °C i razvojni ciklus zavrSava za 17
dana. S druge strane, na temperaturi od 30 °C razvoj kukuljice traje 21 dan (Grafikoni
42.1.1. — 4.2.1.3)). Ovi rezultati ukazuju na to da viSe temperature pogoduju sporijem
razvoju kukuljice, Sto je u skladu s nalazima istrazivanja Akrivou i suradnika (2021) za vrstu
A. woglumi. Zanimljivo je primijetiti da se ovi podaci poklapaju s brojem odraslih stadija koji
su izletjeli iz kukuljica. Na temperaturi od 25 °C zabiljezeno je 46 odraslih stadija, dok su
na temperaturi od 30 °C zabiljezena samo dva odrasla stadija. Ova korelacija dodatno
potvrduje da umjerene temperature ne samo da skracuju razvojni ciklus kukuljice, vec i

potiCu veci broj uspjesnih izlazaka iz kukuljica.

Usporedujuci razvojne cikluse Stitastih moljaca, jasno je da temperatura igra klju¢nu ulogu
u odredivanju trajanja ovih ciklusa. Primjerice, za vrstu T. vaporariorum, potpuni razvojni
ciklus traje od 25 do 30 dana na temperaturi od 21 °C, dok vrsta B. tabaci pokazuje najkraci
razvoj na konstantnoj temperaturi od 26,7 °C, a vrijeme razvoja varira ovisno o biljci
domadinu (npr. 18,6 dana na slatkom krumpiru i 20,6 dana na krastavcu (Simala, 2008)).
Vrsta P. myricae, pod uvjetom da su temperatura 25 — 26 °C i relativna vlaznosti zraka 60

+ 5 %, ima razvojni ciklus od 24,4 dana prema Franco i sur. (1996), Soto i sur. (2002), Rose
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i sur. (1981) i Uygun i sur. (1990). Za vrstu D. citri, pod uvjetom duljeg svjetlosnog dana
(L16:D8) i temperature od 25 °C, razvoj, prema istrazivanjima Lloréns i Capilla (1994) i
Zanié (1999), traje 54 dana.

Za vrstu A. spiniferus dosad nisu istrazeni temperaturni zahtjevi razvoja vrste te se ¢esto u
literaturi navode podaci za A. woglumi, $to moze dovesti do netocnih zakljuCaka i
nerazumijevanja bioloskih karakteristika A. spiniferus. Na temperaturi od 32,2 °C vrsta A.
woglumi potpuni razvojni ciklus zavrSi za 60 dana, na temperaturi od 26,7 °C za 75 dana, a
na temperaturi od 21,1 °C za 120 dana (French i sur., 1997). 1z dobivenih podataka moze
se zaklju€iti da na istim konstantnim temperaturama vrsta A. spiniferus pokazuje kradi
razvojni ciklus u usporedbi s vrstom A. woglumi. Ova razlika u trajanju razvojnog ciklusa
sugerira da vrsta A. spiniferus moze biti sposobna za brZze razmnoZavanje i Sirenje u
uvjetima koji odgovaraju tim odredenim temperaturama, ali i nizim temperaturama (EFSA,
2018; Kanmyai sur., 2011). Medutim, kako bi se donijeli precizniji zakljucci o temperaturnim
zahtjevima i razvoju vrste, potrebno je provesti detaljnije istraZivanje koje ¢e prouditi njihove

specificne reakcije na razlicite temperature.

Maksimalna temperatura za razvoj vrste A. spiniferus relativno je slicna maksimalnoj
temperaturi za prezivljavanje kako navodi Akrivou i sur. (2021). Iz dobivenih vlastitih
rezultata moze se pretpostaviti da se za vrstu A. spiniferus predvida maksimalna
temperatura za razvoj od 35 °C. Medutim, kako bi se tocno odredila maksimalna
temperaturna vrijednost za razvoj ove vrste, potrebno je provesti daljnja istrazivanja
testirajuci Stetnika na temperature u rasponu od 30 do 35 °C. Ova istrazivanja omogucit ¢e
relevantno odredivanje temperaturnog maksimuma za razvoj vrste A. spiniferus i pruZziti

vazne podatke o temperaturnim zahtjevima i prilagodbama ovog Stetnika.
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5.2.2 Indeks ovipozicije

Odredivanje indeksa ovipozicije na razliCitim temperaturama pruzilo je vazne uvide u
reproduktivno ponaSanje Aleurocanthus spiniferus. Rezultati pokazuju znaéajne razlike u
broju poloZenih jaja na razliCitim temperaturama, $to ima kljuénu ulogu u populacijskoj

dinamici ovog Stetnika.

Najmanije jaja zenke su odlozZile na temperaturama od 20 i 35 °C. Ovi rezultati sugeriraju da
su ove temperature manje pogodne za reprodukciju Zenki A. spiniferus i podudaraju se i s
rezultatima istrazivanja zivotnog ciklusa vrste u prirodi. Navedene temperature mogu
dovesti do smanjenja reproduktivne aktivnosti Stetnika. Najveci broj jaja odloZen je na
temperaturama od 25 i 30 °C, &to ukazuje na optimalne uvjete za reproduktivnu aktivnost
Zenki. Ovi rezultati u skladu su s pretpostavkama da su temperature od 25 i 30 °C
najpogodnije za razvoj A. spiniferus.

Na odlaganje jaja moze utjecati i opée stanje bilike, gusto¢a populacije i drugi ¢imbenici
(Reader, 1981).

Tijekom istrazivanja zabiljezeno je da A. spiniferus odlaze jaja na mladim listovima, Sto
navode i ostali autori (EPPO, 2022a, EFSA, 2018; Jansen i Porcelli, 2018). Prednost
odlaganja jaja na mladim listovima za Stetnika ima viSestruku korist: plodnost zenke
povecava se zbog poboljSane kvalitete hrane, dok su stari listovi manje povoljni za ishranu
zbog Cvrste kutikule te su prekriveni svlakovima prethodnih stadija i generacija. Rezultati
navedenog istrazivanja podudaraju se s rezultatima istrazivanja Moran i Buchan (1975) koji
su utvrdili dvostruko veci broj polozenih jaja na mekim listovima u usporedbi s tvrdim
listovima. Kao tre¢a prednost odlaganja jaja na mladim listovima navodi se €injenica da
miadi list ima veéu vjerojatnost prezivljavanja tijekom godine nego stariji list, $to je vazno

za nepokretne stadije Stetnika (Reader, 1981).
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5.2.3 Seksualni indeks

Broj zenki bio je veéi u odnosu na muzjake, stoga se postavlja pitanje o ujednacenosti
pojave i prisutnosti muzjaka i zenke u nasadu. Takoder, navedeni rezultati istrazivanja
pokazuju da Zenke $&titastog moljca A. spiniferus prevladavaju u ukupnoj populaciji, a
dominacija Zenki moguci je pokazatelj povecanja broja A. spiniferus. Rezultat sugerira da
se vrsta, osim spolno, razmnozava i partenogenetski i da reprodukcija ne ovisi isklju€ivo o
pojavi muzjaka 8to povecava bioticki potencijal vrste. Odnos muZjaka i Zenke dobar je
pokazatelj visine buduce populacije i Stetnosti. Medutim, prema Azab i sur. (1971), u obzir
treba uzeti i godiSnja doba jer, primjerice, omjer spolova vrste B. tabaci varira s obzirom na
ranije navedeno. lIstrazivanja Manzano i Lenteren (2009) za vrstu T. vaporariorum
zabiljeZila su veci broj muzjaka u ukupnoj populaciji u donosu na Zenke te se njihov rezultat
znacajno razlikovao od ,nhormalnog“ omjera spolova 1:1 koji su prethodno opisali Van
Lenteren i Noldus (1990). Moguéi uzroci ovakvih odstupanja mogli bi uklju€ivati promjene u
okoliSnim uvjetima, bilkkama domacinima, klimatskim uvjetima ili geografskoj
rasprostranjenosti. Kod vrste A. spiniferus potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
utvrdila to¢nost iznesenih rezultata omjera spolova i njihova prisutnost u nasadu tijekom

cijele godine.
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5.3 Identifikacija Aleurocanthus spiniferus PCR metodom i

odredivanje haplotipova

Mitohondrijsko COI sekvenciranje otkrilo je prisutnost dva haplotipa u uzorku A. spiniferus.
Dobiveni haplotipovi pripadaju razli¢itoj mitohondrijskoj haplogrupi koje su potvrdene u
Italiji, Crnoj Gori i Grckoj (Uesugi i sur., 2016; Kapantaidaki i sur., 2017; Nugnes i sur.,
2020).

Ovim istrazivanjem otkrivena su samo dva haplotipa (H1 i H2) na istim biljkama
domacinima, ali na razli¢itim mjestima uzorkovanja. Oba haplotipa pripadaju i razliitim
haplogrupama. Haplotip H1 isti je kao haplotip H1 koji navodi Nugnes i sur. (2019), a koji
se razlikuje od haplotipa iz Gr¢ke, gdje su zabiljezena &etiri razli¢ita haplotipa (Kapantaidaki
i sur., 2017). Haplotip H4 i haplotip H3 koje navode Kapantaidaki i sur. (2017) nisu
pronadeni u populaciji u Republici Hrvatskoj ni u populaciji u Italiji. Nugnes i sur. (2019)
navode moguce uzroke tomu — haplotip H4 ima smanjenu difuziju jer je prisutan samo u
Grckoj, a haplotip H3 nije pronaden zbog moguce loSe difuzije ili prevladavanja drugih

haplotipova.

Utvrdeni haplotip H2 nedavno je potvrden u uzorcima u ltaliji i u Crnoj Gori (Nugnes i sur.,
2019).

Identificirani haplotipovi, povezani s razli€itim biljnim domacinima i geografskim podrucjima
na otoku Krfu, Gr€ka, ukazuju na raznolikost genetske strukture populacija. Vazno je
naglasiti da je otkrivanje novih haplotipova, poput H3 i H4, od posebnog znacaja jer ukazuje
na mogucu lokalnu evolucijsku raznolikost ili prisutnost specificnih podru¢nih varijacija
(Kapantaidaki i sur., 2017). Analiza genetske slicnosti medu populacijama moze ukazati na
pitanja vezana za migraciju, razmjenu gena i moguc¢u evoluciju Stetnih organizama. Detaljna
analiza ovih rezultata moze pruziti uvid u dinamiku Sirenja i prilagodbe populacija na razli€ite
uvjete okoline i domacine. Nadalje, otkrivanje sli¢nih haplotipova u udaljenim regijama, kao
8to je identiCan haplotip H2 izmedu lItalije i Kine, sugerira moguce komercijalne i trgovinske

putove putem kojih se organizmi Sire.

Prema tome, rezultati pokazuju da na obalnom podrucju Republike Hrvatske, tj. u juznome
dijelu Dalmacije, prevladava haplotip H2, dok je na otoku Hvaru utvrden samo haplotip H1.
Iz dobivenih rezultata mogucée je pretpostaviti da su postojala dva nac¢ina introdukcije vrste
A. spiniferus u Republiku Hrvatsku. Jedan od nacina ulaz je tetnika iz Crne Gore gdje je
potvrden haplotip H2, a pretpostavlja se da je introduciran transportom i zracnim strujanjem,
a drugi je nacCin putem sadnog materijala na ukrasnom bilju i sadnicama narance koji je
vjerojatno stigao iz Italije u kojem dominira haplotip H1 (Kapantaidaki i sur., 2017; Nugnes
i sur., 2020).
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Do 2011. smatralo se da su vrste A. spiniferus i A. camelliae iste vrste. Medutim, istrazivanje
Kanmya i sur. (2011) potvrduje postojanje dviju razli€itih vrsta. Genetskom analizom mtCOI
sekvenci potvrdila se znac¢ajna genetska diferencijacija izmedu A. camelliae i A. Spiniferus,
Sto potvrduje i visoka vrijednost bootstrapa (0,99650). Genetskom analizom u Republici

Hrvatskoj potvrdeno je kako prevladava vrsta A. Spiniferus, $to potvrduje i banka gena.

Ovim istrazivanjem dobilo se uvid u moguée puteve introdukcije Stetnika u razliCitim
podrucjima Sredozemlja, s obzirom na to da su dosada$nja istrazivanja potvrdila Siroku
rasprostranjenost haplotipa H1 u zemljama Europske unije u kojima je provedena genetska

analiza narancina trnovitog Stitastog moljca (Grcka, Italija, Albanija, Crna Gora).

Geneti¢ka varijabilnost populacije naran&ina trnovitog &titastog moljca u EPPO podrudju
ograniCena je na Cetiri haplotipa, dok su u Republici Hrvatskoj i u Italiji utvrdena samo dva.
Stoga su potrebna daljnja istraZivanja kako bi se razumijeli putevi Sirenja narancina trnovitog

Stitastog moljca A. spiniferus.

S obzirom na rasprostranjenost karantenskog Stetnog kukca potrebno je posebno istaknuti
opasnost od unosa novih vrsta na podrucje mediteranskog bazena, Europske unije i time i
Hrvatske. Zbog svoje minijaturne veli¢ine vrste iz reda Hemiptera, kao §to je A. spiniferus,
mogu proc¢i nezamijeéene tijekom uobi€ajenih pregleda biljnog materijala, a u uvjetima
odgovaraju¢e klime i prisutnih biljaka domacina moze doéi do prostornog Sirenja vrste.
Unato€ postoje¢im propisima koji ograni¢avaju uvoz sadnog materijala agruma, otvoreno
europsko trziSte i slobodan protok roba medu zemljama c¢lanicama Europske unije

predstavljaju izazov u spre€avanju Sirenja novih karantenskih vrsta.

Nadalje, nedovoljna svijest medu populacijom koja nije izravno ukljuéena u sustav biljnog
zdravstva dodatno doprinosi riziku od ilegalne trgovine sadnicama koja moze sluziti kao

ulazna to¢ka za nove Stetne organizme poput A. spiniferus.

S obzirom na navedene izazove nuzno je osnaziti regulativni okvir i nadograditi edukacijske
napore kako bi se sprje€io unos novih vrsta na teritorij Europske unije i Republike Hrvatske.
Osim uskladivanja zakonskih propisa vazno je informirati Siru javnost o potencijalnim
opasnostima ovakvih organizama i potaknuti suradnju izmedu razli€itih sektora, ukljuujuci
vlasti, trgovce biljnim materijalom i lokalne zajednice, kako bi se zajednicki djelovalo u zastiti

biljaka od Stetnih organizama.
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6 ZAKLJUCCI

Prvi cilj ovog istrazivanja bio je istraziti zivotni ciklus i izraditi fenogram razvoja vrste A.

spiniferus u prirodnim uvjetima i kontroliranim uvjetima.

e Postavljena je prva hipoteza kako je razvoj vrste A. spiniferus u prirodnim uvjetima

duzi te se razlikuje u odnosu na razvoj vrste A. spiniferus u kontroliranim uvjetima.

Istrazivanjem razvojnog ciklusa narancina trnovitog stitastog moljca A. spiniferus u juznom
dijelu Dalmacije (Republika Hrvatska) utvrdeno je da je cjelokupni razvoj vrste u prirodnim
uvjetima duzi u odnosu na razvoj Stetnika u kontroliranim uvjetima. U klimatskim prilikama
Republike Hrvatske Stetnik se na agrumima javlja tijekom travnja, a razvoj Stetnika povezan
je s porastom mladica agruma. U ljetnim mjesecima, napose u srpnju, razvoj Stetnika
znacajno se usporava zbog izrazito sunih uvjeta i visoke temperature. U rujnu je zabiljezen
maksimum populacije. U studenom razvoj vrste prestaje zbog nizih temperatura i Stetnik
prezimljuje u obliku ,kukuljice®. Stetnik ostvaruje tri generacije godisnje. Tijekom druge i
treCe generacije dolazi do preklapanja generacija uz istovremenu pojavu svih razvojnih
stadija Stetnika.U prirodnim uvjetima razvoj vrste od stadija jaja do pojave odraslih stadija
traje od 41 do 105 dana, dok je u kontroliranim uvjetima najduzi razvoj zabiljeZzen na
temperaturi od 20 °C i trajao je 79 dana. Najkraci razvoj zabiljezen je na temperaturi od 30
°C kada je potpuni razvoj zavrSen nakon 42 dana. Ovime se prva postavljena hipoteza

prihvaca.
Drugi cilj ovog istrazivanja je bio utvrditi nove biljke domacine vrste A. spiniferus.

e Postavljena je druga hipoteza kako ¢e na istrazivanim biljkama domacinima do¢i do

cjelokupnog embrionalnog i postembrionalnog razvoja vrste A. spiniferus.

Na testiranim potencijalnim biljkama domacdinima A. sellowiana, A. deliciosa 'Hayward', A.
elatior, S. domestica, A. unedo i P. tobira 'nanum'’ nije zabiljezeno odlaganje jaja Stetnika
niti je zabiljezena prisutnost drugih razvojnih stadija vrste A. spiniferus, odnosno, nije doSlo
do embrionalnog i postembrionalnog razvoja vrste A. spiniferus, te se druga postavljena

hipoteza ne prihvacéa.

Vizualnim pregledima poznatih biljaka domacina vrste A. spiniferus vrsta je zabiljezena na
22 biljne vrste iz Sest razli¢itih porodica. Naj¢eS¢éa uCestalost pojave zabiljezena je na
vrstama Hedera helix L., Vitis vinifera L., Parthenocissus quinquefolia (L.) Planch., Rosa

sp., Punica granatum L., Laurus nobilis L., Pyrus communis L. i Cydonia oblonga Mill.
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Treéi cilj bio je utvrditi haplotipove A. spiniferus na temelju analize mitohondrijske DNA

citokrom C oksidaze podjedinice I.

o Postavljena je tre¢a hipoteza da populacija vrste A. spiniferus u Republici Hrvatskoj

pripada samo jednoj haplogrupi i jednom haplotipu.

Istrazivanjem je utvrdena prisutnost dva haplotipa, H1 i H2, u populaciji narancina stitastog
moljca A. spiniferus u Republici Hrvatskoj. Dva haplotipa pripadaju dvjema razli€itim
haplogrupama. Haplotip H1 vjerojatno je podrijetlom iz Italije, dok se haplotip H2 moze
povezati s unosom iz Crne Gore. Navedeni rezultat ukazuje na moguénost dva nacina
introdukcije ove invazivne vrste u Republiku Hrvatsku. Dosada$nja istraZivanja ukazuju na
Siroku rasprostranjenost haplotipa H1 u zemljama Europske unije gdje su provedene
genetske analize Stetnika. lako je geneti¢ka varijabilnost populacije naranéina trnovitog
Stitastog moljca u EPPO podrudju ograni¢ena na samo Cetiri haplotipa, potrebna su daljnja
istrazivanja kako bi se bolje razumjeli putevi Sirenja vrste A. spiniferus. U skladu s

nevedenim tre¢a hipoteza se ne prihvaca.

Iz svega navedenog proizlazi da A. spiniferus zbog svojih bioloskih znaajki opravdano
zasluzuje karantenski status i predstavlja znacajan fitosanitarni rizik i ozbiljnu prijetnju u
uzgoju agruma, Sto ga Cini posebice zanimljivim i istrazivanja vrijednim Stetnim
organizmom. Istrazivanja tog Stetnika o kojem ima vrlo malo podataka u literaturi nuzna su
za razvijanje strategija njegova suzbijanja kako bi se oCuvala proizvodnja poljoprivrednih
kultura i o€uvao okoli§. Vazno je naglasiti potrebu za razvojem odrzivih metoda suzbijanja
koje minimiziraju Stetu kako na agrumima tako i u okolisu i ljudskom zdravlju. Sustavnim
istrazivanjem biljaka domacina, praéenjem populacije Stetnika i istrazivanjem ucinkovitosti
prirodnih neprijatelja mogu se razviti u€inkoviti programi za suzbijanje ovog Stetnika u
poljoprivrednoj proizvodnji. Vazno je educirati javnost i sve sudionike poljoprivredne
proizvodnje o sprjeCavanju Sirenja tog karantenskog Stetnika, jer je edukacija najvazniji

resurs uspjeha i prezivljavanja.
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