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Sazetak

Lisna u$ Cinara cedri strana vrsta hrvatske apidofaune, zabiljezena je na podrucju Pule (Istra, Hrvatska) na liba-
nonskom cedru (Cedrus libani). Uz morfolosku, provedena je i molekularna identifikacija vrste. Standardizirani
fragment mitohondrijskog gena za podjedinicu I citokrom c oksidaze (tzv. DNA barkod regija) koristen je kao
molekularni biljeg. Monitoringom u razdoblju od 2013. do 2015. godine nisu utvrdene populacije ove vrste na

$irem podrudju niti pove¢ana brojnost na istoj lokaciji.

KLJUGNE RIJECI: Aphididae, Cinara cedri, Pula, Hrvatska, strana vrsta, DNA barkodiranje
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INTRODUCTION

Od 4700 vrsta lisnih usi (Hemiptera: Aphididae), koliko ih
je otprilike poznato, jedna tre¢ina zivi na podrucju Europe
medu kojima su i mnoge strane (Coeur d’acier i dr. 2010).
Nedavni podaci za podrucje Hrvatske navode 14 vrsta (Ma-
toevi¢ i Paja¢ Zivkovié¢ 2013). Iako rod Cinara &ine 222 vr-
ste i drugi je najbrojniji rod iz porodice Aphididae, ve¢i dio
¢ine vrste koje ne Zive u Europi. Samo su tri vrste do sada
zabiljezene u Europi kao strane vrste, od kojih Cinara la-
portei (Remaudiere, 1954) i Cinara cedri (Mimeur, 1936)
dolaze iz Sjeverne Afrike, a Cinara curvipes (Patch, 1912) iz
Sjeverne Amerike. Tesko je utvrditi da li su vrste C. laportei
i C. cedri pristigle s biljkom domacinom koja se nasaduje
na podrudju Europe ili su mozda dosla vjetrom ili zra¢nim
strujama, ali se zna da su ogranicene na cedar, najcesée u
parkovima i vrtovima (Coeur d’acier i dr. 2010). Za razliku

od njih C. curvipes napada i druge vrste crnogorice, pa joj
domacin mogu biti i autohtone vrste (Abies, Picea, Tsuga,
Pinus) (Scheurer i Binazzi 2004). Za vrstu C. cedri poznato
je da je prisutna u Alziru, Argentini, Belgiji, Danskoj, En-
gleskoj, Francuskoj, Madarskoj, Izraelu, Italiji, Libanonu,
Maroku, Srbiji, Crnoj Gori, Spanjolskoj, Svedskoj, Siriji, Ci-
pruiKini (Aytar 2006; Yu i Wang 2014; Binazzi i dr. 2015).
Napada vrste Cedrus atlantica (Endl.) Manetti ex Carr., Ce-
drus brevifolia Elwes et Henry, libanonski cedar, Cedrus li-
bani A. Rich, Cedrus deodara Roxb. ex D. Don i Pinus sp.
Zivi u kompaktnim kolonijama na koju se naseljavaju glji-
vice ¢adavice, jer izlucuje slatku i ljepljivu mednu rosu. Ti-
jekom velikog porasta brojnosti moze izazvati i opadanje
grancice cedra te uzrokovati $tete na plantazama cedra, $to
je zabiljezeno za podrucja juzne Francuske (Fabre i dr. 1988)
i Turske (Aytar 2006). Iako se vrsta C. cedri navodi na po-
pisu stranih fitofagnih vrsta na drvenastom bilju u Hrvat-
skoj (Mato$evi¢ i Paja¢ Zivkovi¢ 2013), daljnjim pregledom
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referenci ne moze se sa sigurno$¢u potvrditi tko ju je prvi
put zabiljezio i gdje na podrucju Hrvatske (Fabre 1976; Co-
eur dacier i dr. 2010).

U jesen 2012. godine Zavod za javno zdravstvo Istarske Zu-
panije zaprimio je dojavu o neuobicajenoj masovnoj pojav-
nosti nepoznatih vrsta kukaca uocenih na zidovima vise-
stambenog objekta, na terasama, ali i u unutra$njim
prostorima objekta nakon ulaza kroz otvorene prozore s
grana libanonskog cedra. Preliminarni pregled materijala
pokazao je da se najvjerojatnije radi o jednoj od vrsta bilj-
nih usiju iz roda Cinara.

Cilj ovog rada je precizno odredivanje vrste biljne usi na-
dene u Istri na temelju analize morfoloskih i molekularnih
znacajki.

MATERIJALI | METODE
MATERIALS AND METHODS

Na poziv vlasnika objekta, u Puli, ul. P. Budicin br. 25., 0 po-
javi neuobicajenih kukaca uzet je uzorak (slika 1.) te je ma-
terijal pregledan pod entomoloskom lupom i fotografiran.

Uzorci uzeti tijekom prvog nalaza pregledani su entomolos-
kom lupom u Zavodu za javno zdravstvo Istarske Zupanije
Olimpus SZX9 i fotografirani na lupi Olympus 5.0 i na 3D
lupi Stereo-mikroskop Discovery V20, Zeiss Hrvatskog ve-
terinarskog instituta, gdje su i precizno izmjereni (Slika 2.).

Buduc¢i da morfoloska analiza nije bila u potpunosti sigurna
(Blackman 2006, Poljakovi¢-Pajnik 2002) napravljena je
DNA analiza u laboratoriju Hrvatskog prirodoslovnog mu-
zeja u Zagrebu.

Kroz 2013., 2014. i 2015. godinu proveden je povremeni
monitoring na 10 libanonskih cedrova na podrucju grada
Pule (Ul. Pino Budicin k. br. 25. - 1 stablo, UL Pino Budicin
k. br. 4. - 1 stablo, Ul. Pino Budicin k.br. 1. - 2 stabla, Mor-
naricki park - 2 stabla, B. Kosa k. br. 16. - 1 stablo, park
Montezaro - 2 stabla i Park pod Arenom - 1 stablo). Uz
pregledavanje grana i kore debla uzeti su i uzorci zemlje i
opalih iglica i pregledavani pod entomoloskom lupom.

Molekularna identifikacija — Molecular identification

Ukupna genomska DNA izolirana je pojedina¢no iz dvije
jedinke koristenjem komercijalnog kompleta PureLink Ge-
nomic DNA Mini Kit (Invitrogen) i eluirana u 50 pl pufera
za eluaciju.

Molekularno-geneticka determinacija nepoznatih uzoraka
provedena je metodom DNA barkodiranja usporedbom s
ranije karakteriziranim vrstama roda Cinara i to na teme-
lju filogenetske analize sekvenci dostupnih u banci gena
(226 sekvenci, 56 vrsta, pristupni brojevi u banci gena:
KF649338, KF649340, KF649342 — KF649355, KF649357
- KF649565 i KJ433268, Jousselin i dr. 2013; Yu i Wang

Sumarski list, 5-6, CXXXXI (2017), 271-276

2014), kao i kori$tenjem analitickih alata i sekvenci plat-
forme BOLD (1265 sekvenci, 99 vrsta; Barcode of Life Da-
tabase System, www.boldsystems.org).

Metodologija DNA barkodiranja predlozena je 2003. go-
dine kao univerzalni sustav za determinaciju bioloskog ma-
terijala u smislu identifikacije vrste u svim razvojnim sta-
dijima, ali takoder i kao orude za otkrivanje novih tzv.
kripti¢nih vrsta koje se ne mogu medusobno razlikovati na
temelju morfoloskih karakteristika (Hebert i dr. 2003). Pri
tome se odreduje slijed nukleotida standardiziranog fra-
gmenta mitohondrijskog (mt) gena za podjedinicu jedan
citokrom ¢ oksidaze (COI) duzine oko 650 pb tzv. DNA
barkod regija.

Za obje jedinke, lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR)
umnozena je DNA barkod regija uporabom LCO1490:
5’-ggtcaacaaatcataaagatattgg-3’ i HCO2198: 5’-taaacttca-
gggtgaccaaaaaatca-3’ (Folmer i dr. 1994) PCR pocetnica.
Reakcijska smjesa od 50 ul sadrzavala je pufer (Go
TaqReaction Buffer, Promega), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM
svakog dN'TP-a, 0,4 M obje pocetnice, 1,25 u Taq polime-
raze (Go Tag"DNA Polymerase, Promega) te 4 pl eluata ge-
nomske DNA. Uvjeti PCR reakcije obuhvacali su pocetnu
denaturaciju od 2 min na 94°C, zatim 35 ciklusa naizmje-
ni¢ne denaturacije (94°C / 30 s), sparivanja (50°C / 30 s) i
elongacije (72°C/ 1 min 30 s), nakon ¢ega je slijedila zavrsna
elongacija na temperaturi od 72°C u trajanju od 7 minuta.
Odredivanje slijeda nukleotida provedeno je u servisu za
sekvencioniranje (Macrogen Inc, Korea) uporabom
LCO1490 (uzorak CINC1) i HCO2198 (uzorak CINC2)
pocetnica.

Sekvence DNA barkod regije vrsta roda Cinara povucene
iz banke gena sravnjene su s dvije sekvence iz ovog istrazi-
vanja uporabom opcije ,,Clustal W Multiple sequnce Ali-
gnment“ u programu BioEdit v.7.1.3 (Hall 1999).

Geneticke udaljenosti izrac¢unate su u racunalnom pro-
gramu MEGA (verzija 6, Tamura i dr. 2013) koriStenjem
K2P (Kimura two-parameter) evolucijskog modela. Ovaj
evolucijski model uobicajeno se koristi za odredivanje ge-
netickih udaljenosti u studijama barkodiranja (Coeur
dacier i dr. 2014) te je odabran da bi se mogli usporedivati
rezultati ovog i prijasnjih istrazivanja.

Filogenetska analiza provedena je Bayesian metodom (3
000 000 generacija uz uzorkovanje svake tisucite generacije
te odbacivanje prvih 20 % stabala) uz pomo¢ ra¢unalnog
programa MrBayes (version 3.1.2, Ronquist i Huelsenbeck
2003). Evolucijski model koji najbolje odgovara setu poda-
taka, TPM3uf+1+G, prethodno je odabran ra¢unalnim pro-
gramom jModelTest 0.1.1 (Posada 2008) uporabom Baye-
sian informacijskog kriterija. COI sekvence vrsta Lachnus
roboris, Trama troglodytes i Tuberolachnus salignus kori-
$tene su kao vanjska grupa (Jousselin i dr. 2013).
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Sekvence dva uzorka iz Pule (CINCI, 650 pb i CINC2, 655
pb) pohranjene su u Banci Gena (pristupni brojevi u Banci
Gena: KU754491, KU754492) i medusobno su istovjertne
u podrucju preklapanja (647 pb). S rasponom udvojenih
K2P genetickih udaljenosti od 0,0 do 1,6 %, uzorci iz Pule
pokazali su se najsli¢niji vrsti C. cedri, dok su geneticke uda-
ljenosti izmedu njih i svih ostalih vrsta roda Cinara vece od
7,7 %. Stovise, u podrué&ju preklapanja (629 pb) sekvence
uzoraka iz Hrvatske istovjetne su nedavno objavljenoj se-
kvenci uzorka iz Kine (Yu i Wang 2014).

Identifikacija putem BOLD platforme svrstala je oba uzorka
iz Pule s 99,7 postotnom vjerojatno$éu u vrstu C. cedri.

Rezultati filogenetske analize prikazani su na slici 4. Uzorci
iz Pule grupiraju se s visokom podrzanoscu (posteriorna
vjerojatnost, BPP = 1,00) unutar monofiletske grupe koja
obuhvacda sve do sada analizirane uzorke vrste C. cedri (slika
4b.). Unutar te Cinara cedri grupe, dobro su podrzane dvije
podgrupe od kojih jedna obuhvaca uzorke iz Italije, Fran-
cuske i SAD (K2P geneticke udaljenosti: 0,0-0,3 %.), a druga
uzorke iz Pule i kineski uzorak (K2P geneticka udaljenost:
0,0 %). Udvojene K2P geneticke udaljenosti izmedu dvije
podgrupe su u rasponu od 1,4 do 1,6 %.

Slika 1. Uzorak Cinara cedri uzet 23. listopada 2012. godine
Figure 1 Sample Cinara cediri taken on October 23, 2012

RASPRAVA
DISCUSSION

Pronalaskom nove strane vrste $tetnika na libanonskom ce-
dru na podru¢ju Pule 23. listopada 2012. godine otvara se
pitanje njene prisutnosti i u ostalim dijelovima Hrvatske.
Pracenjem cedrova u blizini mjesta nalaza, u gradu Pulj,
nije utvrdena prisutnost na drugim stablima do jeseni 2015.

Slika 2. Imago Cinara cedri pod 3D lupom (foto R. Bek)
Figure 2 Adult of Cinara cedri under 3D microscope (photo R. Bek)

REZULTATI
RESULTS

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je C. cedri i morfo-
loski i analizom DNA utvrdena na jednom lokalitetu u Istri
tijekom 2012. godine.

Daljnji monitoring proveden je na 10 libanonskih cedrova
na kojima tijekom 2013., nisu utvrdene jedinke C. cedri. U
uzorku zemlje i otpalih iglica ispod stabla 2014. godine na
lokalitetu UL P. Budicina 25, pronadene su uginule jedinke
C. cedri. U uzorku 2015. nisu pronadeni tragovi C. cedri, ali
su pronadeni ostaci harlekinske boZje ov¢ice, Harmonia  sjika 3. Lokacija nalaza Cinara cedri 23. listopada 2012. godine
axyridis (Pallas, 1773), invazivne vrste bozje ov¢ice. Figure 3 Finding site of Cinara cedri on October 237, 2012.
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Cinara confinis, C. englemanniensis/bonica, C. fresai, C. grande,

C. juniperi, C. occidentalis, C. peclinatae, C. pelersoni, C. tujafilina
B Cinara anelia, C. anzonica, C. apini, C. cembrae, C. glabra,
0,84] C. moketa, C. solitaria, C. watsoni, C. wahtolca
D cinara curtihirsuta, C. close piceae, C. close coloradensis
E Cinara cuneomaculata, C. kochiana, C. laricifoliae, C. laricis
F Cinara pseudotaxifoliae, C. pseudolsugae sensu Palmer,
C. puerca, C. splendens sensu Palmer
099 KFB49356 Tuberolachnus salignus
|| KF649341 Trama troglodytes
KFB49339 Lachnus roboris
0,03
CINC1 - HR: Pula ; *
024 CINC2 - HR: Pula I s
KJ433268 - Kina
1.0 KF649387 - FR: Languedoc-Roussillon
b) KF649397 - FR: Languedoc-Roussillon : .
0.93| [ KFB49351 - I: Sicilja Cinara cedri
KFB49350 - I: Sicilija
KF649509 - SAD: Washington
KF849349 - |: Sicilija
_E”J KFSEQG:A?; %9 ICmara fornacula
1,0 E KF&49441 Cinara obscura/sifchensis
KF649419 Cinara vandykei
067 K"émmz I Cinara obscura/sitchensis
1.0 KFB649482
KPO49495 Cinara s
KF649515 P.
e KF 649545
1.0 [ KFB49433 Cinara obscura/sitchensis
KFB49505 Cinara sitchensis
1.0 r KF649496 ] ~.
L KFB849500 'C'”"““"' P
KFB849435 Cinara hottesi
KF649354
0,98 KF649393
0.99 KF649392
KF649384
KF649362
0.96 KF649389
052 ngxg; Cinara pilicornis
1.0} KF649405
0.85 KF649507
KF649563
KFB49502
KF649561
KFB49562
KF649429 Cinara wahluca
KF649376
KF649390
10 KF642388 Cinara pruinosa
KF649560
— KF649417
10 KF649440
_'-=i_____] Cinara brauni, C. gudaris, C. neubergi, C. pinea, C. pinimarnilimae
10 Cinara brevispinosa, C. contortae, C. medispinosa, C. murrayanae,
10 C. murrayanae/medispinosa, C. pinivora, C. ponderosae, C. terminalis
Cinara edulis, C. schwartzi
1.0 | Cinara maghrebica, C. near guadarramae, C. nuda, C. palaestinensis, C. pini
0,03

Slika 4. a) Topologija filogenetskog stabla konstruiranog Bayesian metodom na na temelju sekvenci mitohondrijskog gena za CO/ (DNA barkod
regija) vrsta roda Cinara. Glavne grupe su kolabirane i prikazane su samo vrste koje obuhvacaju b) Detaljniji prikaz grupe C koja sadrzi haplotipove
uzoraka Cinara sp. iz Pule (*). Brojevi na ¢vorovima predstavljaju podrsku u obliku posteriornih vjerojatnosti (BPP). | = ltalija, FR = Francuska,

SAD = Sjedinjene Americke Drzave

Figure 4 a) Topology of phylogenetic tree obtained by Bayesian inference based on mitochondrial CO/ sequences (DNA barcode region) of the Cinara species.
Major clades are collapsed and all species clustered within each of them are depicted. b) Partially expanded clade C comprising haplotypes of Cinara sp.
samples from Pula (*). Numbers at nodes represent Bayesian posterior probability (BPP) support. | = ltaly, FR =France, SAD = United States of America
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Ako uzmemo u obzir prisutnost u susjednim zemljama kao
$to su Italija, Madarska, Srbija i Crna Gora (Aytar i dr. 2006),
sa sli¢nim klimatskim prilikama, realno je oéekivati pojav-
nost ove vrste i u drugim dijelovima Hrvatske. Kako se u
zemljama u kojima je prisutna ne biljeze velike stete (Bina-
zziidr. 2015) za ocekivati je se da ni u Hrvatskoj njena pri-
sutnost nece imati veliki utjecaj na zasadene populacije ce-
dra. Tesko je pretpostaviti kada je vrsta C. cedri dosla u
Hrvatsku, jer se tek kod njene masovnije pojavnosti moze
lako detektirati. Smatra se da se u prosjeku 3 - 5 godina na-
kon unosa nove vrste u Hrvatsku ona i otkrije (Matosevi¢ i
Paja¢ Zivkovi¢ 2013).

U uzorku sa mjesta prvog nalaza (29. 10. 2015.) nisu pro-
nadeni tragovi C. cedri, ali su pronadeni ostaci harlekinske
bozje ovcice, H. axyridis, invazivne vrste boZje ov¢ice koja
se posljednjih godina rasirila na podruéju Hrvatske, a po-
znata je kao izvrstan predator biljnih usiju (Miceti¢ Stan-
kovi¢ i dr. 2011). Kako su populacije harlekinske bozje ov-
Cice, H. axyridis, na podrudju Istarske zupanije zadnjih
godina u porastu (Landeka i dr. 2016) izvjestan je i njen
predatorski utjecaj na populaciju C. cedri. Takav utjecaj je
ve¢ opisan na srodnu alohtonu vrstu C. curvipes na po-
drudju Turske (Goriir i dr. 2015).

Precizna determinacija lisnih usi na temelju morfoloskih
znacajki izuzetno je zahtjevna, jer je otezava vrlo velika
morfoloska sli¢nost brojnih vrsta, kao i visok unutarvrsni
varijabilitet (Coeur dacier i dr. 2014). S druge strane, mo-
lekularna metodologija ,,DNA barkodiranja“ (Hebert i dr.
2003) pokazala se kao izuzetno koristan alat za determina-
ciju morfoloski sli¢nih europskih vrsta porodice Aphididae
(Coeur dacier i dr. 2014). Geneticke udaljenosti, kao i re-
zultati filogenetske analize te identifikacija putem BOLD
platforme snazno podrzavaju morfolosku identifikaciju ne-
poznatih uzoraka iz Pule kao vrstu C. cedri. Grupiranje s
ostalim uzorcima te vrste izvrsno je podrzano u filogenet-
skom stablu, a geneticke udaljenosti od 0,0 - 1,6 % nalaze
se unutar raspona intraspecifi¢nih genetickih udaljenosti
zabiljeZenih u studiji DNA barkodiranja europskih afida
(Coeur dacier i dr. 2014). Ipak, treba naglasiti da je zabilje-
zeno preklapanje u vrijednostima intra- i interspecifi¢nih
genetickih udaljenosti, kako unutar europskih afida (Coeur
d’acier i dr. 2014), tako i za neke vrste roda Cinara analizi-
rane u radu od Jousselin i dr. (2013). Tako interspecifi¢ne
geneticke udaljenosti u tom istrazivanju uglavnom prema-
$uju iznos od 2 %, te time i maksimalnu geneticku udalje-
nost uo¢enu izmedu uzorka iz Pule i ostalih jedinki vrste
C. cedri, geneticke udaljenosti izmedu pojedinih parova di-
stinktnih vrsta roda Cinara su manje, primjerice, C. anelia
i C. moketa (0,0 - 1,1 %), C. aneliai C. wahtolca (1,4 - 1,5%),
C. moketa i C. wahtolca (0,8 - 1,5 %), C. apini i C. moketa
(0,2 - 1,5 %), C. contortae i C. medispinosa (0,0 - 0,2 %), C.
contorate i C. murrayanae (0,0 - 2,8), no prema autorima,
u vedini tih slucajeva se vrlo vjerojatno radi o pogresnoj
identifikaciji uzorka.
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Vece geneticke udaljenosti izmedu uzoraka iz Pule i kine-
skog uzorka s jedne strane, te uzoraka C. cedri iz Francuske,
Sicilije i SAD-a s druge (dvije podgrupe unutar C. cedri
grupe, Slika 4b), u odnosu na male geneticke udaljenosti
unutar podgrupa, moze se objasniti postojanjem dvije filo-
geografske linije iste vrste. Ipak, mogucnost da te dvije linije
predstavljaju kompleks kripti¢nih vrsta, ne moze se u pot-
punosti odbaciti.

Uz ovu vrstu, i sli¢ne vrste Aphididae kao $to su C. laportei
i C. curvipes, s obzirom na klimatske uvjete zemalja u ko-
jima je do sada zabiljezena i prisutnost biljke domaéina mo-
zemo ocekivati u Hrvatskoj. Razlog tome su trgovina sad-
nicama ukrasnog drveca uslijed Sirenja trzista i opce
globalizacije, kao i mogu¢nost prijenosa vjetrom (Coeur
dracier i dr. 2010). Prisutnost u susjednim zemljama vrste
C. curvipes predstavlja dodatni rizik od ulaska, jer mozemo
ocekivati unos iz Slovenije, Madarske i Srbije (Halaj i dr.
2015). Cinara curvipes bira viSe vrsta domacina, pa osim
cedrova napada i vise vrsta jele (Abies grandis, Abies conco-
lor, Abies koreana i Abies alba), smreki (Picea omorica, Picea
pungens) i kanadsku ¢ugu (Tsuga canadensis) (Jurc i dr.
2009), pa je time i njena prisutnost od veceg znacenja.

Iz istrazivanja je razvidno da se kod nas mogu sresti i nove
vrste iz porodice Aphididae. Uz C. cedri moguc¢ je ulazijo$
nekih sli¢nih vrsta koje zbog prelaska na druge biljke do-
macine mogu imati i znac¢ajni u¢inak na njih. Stoga je ubu-
duce potrebno obratiti ve¢u pozornost na ovu, kod nas malo
istrazivanu skupinu kukaca.
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Aphid species Cinara cedri (Mimeur, 1936), the unusual species of the Croatian aphid fauna, was recorded in
the area of Pula (Istria, Croatia) on October 23, 2012 (Figure 2,3). It was found in the southern part of the
town on Cedrus libani tree. The species was identified by combined morphological and molecular approaches.
Standardised fragment of the mitochondrial cytochrome c oxidase I gene (DNA barcode region) was used as
a molecular marker. Molecular analysis supported morphological identification of specimens as Cinara cedri.

Phylogenetic analysis placed Pula specimens within highly supported, monophyletic Cinara cedri clade. In
the overlaping region (629 bp) their sequences are identical to the sequence of Cinara cedri from China,
while the pairwise genetic distance between them and 56 other Cinara species included in analysis were
greater than 7.7 % (Figure 4 b). Identification through Barcode of Life Data Systems (BOLD) web platform
(currently containing DNA barcode sequences of 99 species of genus Cinara), matched Pula specimens to
Cinara cedri with 99.7 % probability of placement.

Monitoring conducted during the time period of 2013 - 2015 in the wider area has not revealed either new
populations of this species or the population increment at the original location.
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