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Kukuruz (Zea mays Linnaeus, 1753) predstavlja ekonomski najzna¢ajniju ratarsku kulturu u
Srbiji, dok kukuruzni plamenac Ostrinia nubilalis Hubner, 1796 (Lepidoptera: Crambidae)
predstavlja najznacajniju StetoCinu ove kulture. Redovnim monitoringom populacija
kukuruznog plamenca na teritoriji opstine Kikinda (Vojvodina, Srbija) registrovan je visok
procenat parazitiranih jajnih legala ove Stetocine. Preliminarna identifikacija, sprovedena na
osnovu morfoloskih karakteristika eklodiranih jedinki, pokazala je da su parazitirana jajna
legla kukuruznog plamenca posledica aktivnosti jajnih parazitoida roda Trichogramma
Westwood, 1833 (Hymenoptera: Trichogrammatidae).

Imajucéi u vidu da je fauna osica roda Trichogramma u Srbiji nedovoljno istraZena, cilj ovog
rada je bio je da se izvrsi identifikacija autohntonih vrsta roda Trichogramma, parazitoida
kukuruznog plamenca na podrucju Vojvodine, kao 1 utvrdivanje geneticke varijabilnosti u
populacijama prisutnih vrsta. Osim toga jedan od ciljeva je bio da se pouzdanim

molekularnim metodama u lokalnim populacijama Trichogramma utvrdi prisustvo




endosimbiontske bakterije roda Wolbachia Hertig & Wolbach 1924 za koju je poznato da
kod Trichogramma spp. favorizuje telitoknu partenogenezu.

Monitoring kukuruznog plamenca, koji je sproveden sakupljanjem adulta pomocu
svetlosnih klopki na dnevnoj bazi u toku sezone 2016. i 2017. godine na dva odabrana
lokaliteta opstine Kikinda, pokazao je da ova Stetocina produkuje tri generacije u toku
sezone, od kojih je druga generacija, koja se pojavljuje u toku leta najbrojnija i ostvaruje
maksimum krajem jula i poCetkom avgusta. Parazitirana jajna legla su nalazena u periodima
koji su odgovarali letu, odnosno ovipoziciji druge i tre¢e generacije kukuruznog plamenca.
U 2016. godini, parazitirana jajna legla plamenca uzorkovana su na pet lokalitetana teritoriji
opstine Kikinda (Vojvodina, Srbija): Kinda, Stanki¢, Banatska Topola, Nakovo i Banatsko
Veliko Selo. U zavisnosti od lokaliteta, prose¢na stopa parazitiranosti jaja kukuruznog
plamenca se kretala u granicama od 51,52% do 84,62%, a u proseku je za istrazivano
podrucje iznosila 62,5%. Nakon morfoloske identifikacije eklodiranih odraslih jedinki do
nivoa roda, osice Trichogramma sp. su bile podvrgnute molekularnoj identifikaciji do nivoa
vrste, sekvenciranjem ITS2 regiona ribozomske DNK. Rezultati sekvenciranja ITS2
segmenta poredeni su uz pomo¢ BLAST programa sa poznatim sekvencama u onlajn
genbanci National Center for Biotechnology Information. Vecina identifikovanih jedinki iz
uzoraka prikupljenih u 2016. godini je pripadala vrsti Trichogramma brassicae Bezdenko,
1968, dok je samo jedna jedinka identifikovana kao Trichogramma evanescens Westwood,
1833. Utvrdivanje intraspecijske varijacije uzoraka identifikovanih kao T. brassicae
sprovedeno amplifikacijom segmenta mitohonrijalne DNK za citohrom c¢ oksidazu | (COI
gen) pokazalo je prisustvo 4 haplotipa T. brassicae i jednog haplotipa T. evanescens u
lokalnim populacijama. Testiranje uzoraka osica na endosimbiotsku bakteriju Wolbachia
Hertig, 1936 koris¢enjem prajmera specificnih za ovu bakteriju (16S i wsp) pokazalo je
prisustvo ove bakterije u populacijama T. brassicae i njenom dominantnom haplotipu
(TbSERB-1). Dizajniranjem specifi¢nih prajmera za amplifikaciju 1TS2 segmenta kod T.
brassicae i T. evanescens, sprovedena je Multipleks PCR metoda koja je omogudila
identifikaciju ove dve vrste roda Trichogramma bez sprovodenja sekvenciranja.

U 2017. godini uzorci su prikupljeni sa 12 lokaliteta u Vojvodini: Mokrin, Idos, Basaid,
Nakovo, Banatska Topola, Stanki¢, Njegosevo, Despotovo, Coka, Senta, Vrbas i Gakovo.
Prosecna stopa parazitiranosti jajnih legala kukuruznog plamenca se, u zavisnosti od
lokaliteta, kretala u rasponu od 15% do 62,5%, odnosno u proseku za celokupno istrazivano

podrucje iznosila je 38,84%. Uzorci odgajenih osica su podvrgnuti su Multipleks PCR




metodi, pri ¢emu je prisustvo T. brassicae utvrdeno na svim lokalitetima, a T. evanescens

samo u uzorcima iz Mokrina i Nakova.

Istrazivanja u toku 2016. i 2017 godine su pokazala da T. brassicae predstavlja dominantnu

vrstu osica parazitoida jajnih legala kukuruznog plamenca na istrazivanom podrucju

Vojvodine. Razumevanje diverziteta, biologije i ponaSanja autohtonih Trichogramma vrsta

klju€an je korak u potencijalnoj upotrebi ovih parazitoida u bioloSkoj zastiti kukuruza i

drugih poljoprivrednih kultura u Srbiji.

Datum prihvatanja teme od
strane Senata:
DP

Datum odbrane:
DO

Clanovi komisije:

(ime i prezime / titula / zvanje /
naziv organizacije / status)

KO

Predsednik: Dr DuSan Petri¢, redovni professor,

Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom Sadu

Clan: Dr Zeljko Tomanovi¢, redovni profesor,

Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Clan: Dr Aleksandra Ignjatovi¢ Cupina, vanredni
profesor, Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom

Sadu— mentor

Clan: Ivana Maji¢, vanredni professor, Fakultet
agrobiotehni¢kih znanosti Osijek, SveuciliSte Josipa

Jurja Strossmayera u Osijeku, Hrvatska




UNIVERSITY OF NOVI SAD
FACULTY OF AGRICULTURE

KEY WORD DOCUMENTATION

Accession number:

ANO

Identification number:

INO

Document type: Monograph documentation

DT

Type of record: Textual printed material

TR

Contents code: PhD Thesis

CC

Author: Aleksandar Ivezi¢

AU

Mentor: Dr Aleksandra Ignjatovié-Cupina

MN

Title: Identification of Trichogramma egg parasitoids of

TI the European corn borer Ostrinia nubilalis (Hibner,
1796) in Vojvodina (Serbia)

Language of text: Serbian

LT

Language of abstract: eng./srp.

LA

Country of publication: Republic of Serbia

CP

Locality of publication: Autonomous Province of VVojvodina

LP

Publication year: 2019

PY

Publisher: Author reprint




PU
Publication place: Novi Sad
PP
Physical description: 7 chapters/ 106 pages/ 6 tables/ 4 graphs/ 72 images
PD 1147 references/5 appendices (pages I-XXV)
/ biography/ acknowledgement
Scientific field Biotechnical sciences
SF
Scientific discipline
SD
Subject, Key words ITS2, Ostrinia nubilalis, PCR, Trichogramma spp,
SKW COl, Wolbachia
uc 633.15:591.69 (043.3)
Holding data: Library of University of Novi Sad,
HD Faculty of Agriculture
Note: None
N
Abstract:
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Maize (Zea mays Linnaeus, 1753) is the most important cereal crop in Serbia, while the
European corn borer (ECB) Ostrinia nubilalis (Hubner, 1796) (Lepidoptera: Crambidae)
is the major pest of this crop. Regular monitoring of ECB in the region of Kikinda (the
province of VVojvodina, Serbia) demonstrated a high percentage of parasitized egg clasters
of this pest. Preliminary identification of the egg parasitoids based on morphological traits
of emerged adults revealed that they belong to the genus Trichogramma Westwood, 1833
(Hymenoptera, Trichogrammatidae). Considering that the fauna of Trichogramma wasps
has not yet been enough explored in Serbia, the objective of this study was to identify the
autochthonous species of Trichogramma parasitoids of ECB present in the region of
Vojvodina, as well as determining the genetic variability of populations of present
species. In addition, one of the objectives of this study was to confirm the presence of
endosymbiotic bacteria of the genus Wolbachia Hertig and Wolbach 1924 in native
populations of Trichogramma by reliable molecular methods, since it is known that these

bacteria induce thelytokous parthenogenesis in Trichogramma species.




Monitoring of ECB adults conducted by light traps on daily basis during the seasons of
2016 and 2017 at two localities in the region of Kikinda demonstrated that this pest
produces three generations per year. The second generation of the ECB, which occurs
during the summer was the most abundant and peaked in late July and early August.
Parasitized egg clusters were found during the period of oviposition of the second and
third generation of ECB.

In 2016, parasitized egg clusters were collected at five localities in the region of Kikinda:
Kindja, Stankic, Banatska Topola, Nakovo and Banatsko Veliko Selo. Depending on the
locality, the average parasitism rate was ranging between 51.52% and 84.62%, while the
average parasitism rate for the region was 62.5%. After morphological identification of
emerged adults to the genus level, Trichogramma sp. wasps were molecularly identified
to the species level by sequencing the ITS2 gene of ribosomal DNA. The ITS2 gene was
sequenced and subjected to BLAST searches of the GenBank (NCBI — National Center
for Biotechnology Information). The majority of specimens collected in 2016 were
identified as Trichogramma brassicae Bezdenko, 1968 and a single specimen as T.
evanecens Westwood, 1833. Intraspecific variation of samples of wasps was assessed by
amplifying the mitochondrial cytochrome oxidase | (COI) gene. The results showed the
presence of 4 haplotypes of T. brassicae in local populations, and a single haplotype of T.
evanecens. Wasps were also tested for the presence of the endosymbiotic bacteria
Wolbachia using Wolbachia-specific 16S and wsp primers and the results demonstrated
the presence of the bacteria in the population of T. brassicae in its dominant haplotype
(TbSERB-1). Specific primers for the amplification of ITS2 gene of T. brassicae and T.
evanescens were designed. Using those primers, MultiplexPCR was conducted for
identification of the two species without sequencing.

In 2017, samples were collected from 12 localities in Vojvodina province: Mokrin, Idos,
Basaid, Nakovo, Banatska Topola, Stanki¢, Njegosevo, Despotovo, Coka, Senta, Vrbas i
Gakovo. Depending on the locality the parasitism rate was between 15% and 62.5%. The
average parasitism rate for the entire studied area was 38.84%. Samples of wasps reared
from egg clusters sampled in 2017 were subjected to the Multiplex PCR method. T.
brassicae was determined in samples from all of the localities, while T. evanescens was
identified only in samples from Mokrin and Nakovo.

The research conducted in Vojvodina during 2016 and 2017 demonstrated that T.

brassicae represents the dominant parasitoid species of ECB egg clusters. Understanding




of the diversity, biology and behavior of autochthonous Trichogramma species is a key

step in the potential commercial implementation of these egg parasitoid wasps in

biological pest control in Serbia.
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1. UVOD

Poljoprivredna proizvodnja kao primarna privredna delatnost predstavlja veoma
znacajan Cinilac ekonomskog razvoja Republike Srbije. U strukturi srpske poljoprivrede
najznacajnije mesto zauzima biljna proizvodnja, koja ¢ini 70% ukupne poljoprivredne
proizvodnje (Ili¢ i sar., 2016). U najznacajnije ratarske kulture spadaju kukuruz, pSenica,
suncokret, SeCerna repa 1 soja, pri ¢emu se kukuruz smatra vode¢om ratarskom kulturom u
Srbiji. Kukuruz se kod nas svake godine u proseku gaji na oko 1,2-1,4 miliona hektara, dok se
ukupni prinos zrna kreé¢e u granicama izmedu 4 i 7 miliona tona godis$nje. U svetu je prisutan
konstantan trend porasta povrSina pod kukuruzom uz podizanje nivoa prinosa po jedinici
povrSine (StarCevi¢ i sar, 2006). Kukuruz je uz pirina¢ i pSenicu vodeca poljoprivredna
kultura u svetu, a uzgaja se na preko 150 miliona hektara. Najveci proizvodac su Sjedinjene
Ameri¢ke Drzave sa proizvodnjom od preko 300 miliona tona zrna godi$nje i sa prinosom
preko 9 tona po hektaru. Najveci deo proizvedenog kukuruza koristi se za ishranu stoke. Za
ovu namenu koristi se silaza cijele biljke, silaza vlaznog zrna ili klipa i suvo zrno. Kukuruz se
koristi u prehrambenoj, farmaceutskoj i tekstilnoj industriji, u proizvodnji bezalkoholnih i
alkoholnih pica, te u proizvodnji bio-goriva (Pospisil, 2010).

Proizvodnja kukuruza u Srbiji zadovoljava nacionalne potrebe, ali i obezbeduje
znacajne koli¢ine kukuruza za izvoz, stoga se ova kultura smatra izvoznim liderom srpske
poljoprivrede. U 2015.godini izvezeno je 3 miliona tona kukuruza §to je Srbiju svrstalo medu
10 najznacajnih izvoznika ove poljoprivredne kulture (Ili¢ i sar., 2016). Primarni cilj
proizvodnje kukuruza je svakako postizanje visokih i stabilnih prinosa radi ostvarivanja
ekonomske dobiti, medutim velike povrsine pod kukuruzom u nasoj zemlji veoma pogoduju
masovnom razmnozavanju pojedinih Steto¢ina kukuruza, koje su troficki tesno povezane sa
ovim usevom (Ivovi¢, 2015). Kukuruzu Srbiji napada 130 razli¢itih Stetnih organizama, a po
ukupnoj tetnosti na prvom mestu se nalaze insekti (70%) (Camprag, 2000).

Iako je proizvodnja kukuruza ugrozena delovanjem brojnih Stetnih insekta kao $to su
kukuruzna zlatica Diabrotica virgifera LeConte, 1868 (Coleoptera: Chrysomelidae),
pamukova sovica Helicoverpa armigera, Hibner 1808 (Lepidoptera: Noctuidae), biljne vasi
(Hemiptera: Aphididae), ekonomski najznacajnija Steto¢ina kukuruza u Srbiji je kukuruzni
plamenac Ostrinia nubilalis (Hibner, 1796) (Lepidoptera:Crambidae) (Camprag i sar., 1983;
Camprag i sar., 2004; Keresi i sar., 2014).


https://en.wikipedia.org/wiki/Jacob_H%C3%BCbner

Za konvencionalnu proizvodnju kukuruza karakteristiCan je visok stepen
specijalizacije, mehanizacije i hemizacije. U takvim uslovima konvencionalne biljne
proizvodnje, pre svega usled Covekovih aktivnosti, Cesto dolazi do nezeljenih pojava kao Sto
su: prenamnozavanje StetoCina, parazita, korova, a usled neadekvatne i prekomerne primene
pesticida moze do¢i do pojave rezistentnosti Stetnih agenasa na pojedine aktivne materije,
pojave prekomernih rezidua pesticida u hrani, zagadenja agroekosistema i uniStavanja
korisnih organizama. Budenjem ekoloske svesti kod potroSaca prisutan je sve izraZeniji
zahtev za proizvodnjom kvalitetne hrane, bez ostataka pesticida i drugih Stetnih materija, uz
naglaSeno koris¢enje obnovljivih izvora energije i oCuvanje prirodnih resursa i zivotne
sredine. Savremeni trend odrzive poljoprivredne proizvodnje namece potrebu izmene
tehnoloskog procesa proizvodnje uz primenu tehnika koje manje zagaduju zivotnu sredinu i
doprinose dobrom kvalitetu proizvedene hrane. Navedeni zahtevi su u Zapadnoj Evropi i u
Severnoj Americi 1975.godine inicirali razvoj novih, alternativnih sistema biljne proizvodnje,
a medu njima i razvoj integralne proizvodnje ratarskih, povrtarskih i drugih useva. Integralna
biljna proizvodnja sadrzi sve elemente konvencionalnih sistema biljne proizvodnje, ali se
hemijske mere zastite preporucuju u slucaju kada su iscrpljene sve druge mere u borbi protiv
biljnih bolesti, Stetocina i korova (Molnar, 2004).

U sistemu integralnog ratarenja veoma vazno mesto zauzimaju bioloske mere zastite,
koje u savremenoj svetskoj poljoprivredi sve vise dobijaju na znacaju i baziraju se na upotrebi
korisnih insekata (Molnar, 2004). Izmedu S$tetnih i korisnih organizama postoji prirodna
ravnoteZa, koja je najceS¢e nedovoljna za postizanje zadovoljavajucih rezultata u smanjenju
brojnosti populacija Steto¢ina u intenzivnom gajenju kulturnog bilja. Stoga se bioloSka zastita
moze definisati kao manipulacija korisnih insekata od strane coveka u cilju smanjenja
populacije poljoprivrednih $teto¢ina (Raspudic i sar., 1999). Jedna od potencijalno uspesnih i
ekoloski prihvatljivih metoda za biolosko suzbijanje kukuruznog plamenca zasniva se na
primeni osica iz roda Trichogramma Westwood, 1833 (Hymenoptera: Trichogrammatidae),
koje parazitiraju jajna legla kukuruznog plamenca. Prisustvo ovih Korisnih insekata
registrovano je u brojnim zemljama Sirom Mediterana (Silav i sar., 1999; Oztemiz, 2007,
Pintureau, 1987), dok je na teritoriji Srbije prisustvo Trichogramma parazitoida zabelezeno u
zasadima kupusa, kukuruza Secerca i Sumskim ekosistemima (Krnjaji¢, 2002; Tancik, 2017;
Mihajilovi¢, 2018). Tokom sprovodenja programa monitoringa kukuruznog plamenca u
periodu od 2010. do 2018. godine u regionu Kikinde (Vojvodina, Srbija), ali i u drugim
regionima u Vojvodini (Novi Sad, Vrbas, Senta, Vrsac, Zrenjanin, Sombor) registrovan je

izrazito visok procenat parazitiranih jajnih legala kukuruznog plamenca (www.pissrbija.com).
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Morfoloska identifikacija eklodiranih jedinki pokazala je da su parazitirana jajna legla
plamenca  posledica  aktivnosti  parazitoidnih osica iz roda  Trichogramma
(www.pissrbija.com). U Srbiji do sada nije detaljna izvrSena inventarizacija vrsta
Trichogramma u prirodnim populacijama, $to u velikoj meri limitira potencijal primene ovih
osica u bioloskoj borbi protiv poljoprivrednih $teto¢ina.

Za identifikaciju vrsta iz roda Trichogramma primenjuju se morfoloske i molekularne
tehnike. Morfoloska identifikacija je prvobitno bila jedini na¢in za identifikaciju ovih osica.
Izrazito male dimenzije i varijabilnost morfoloskih karakteristika kod wvrsta iz roda
Trichogramma vrlo ¢esto uzrokuju greske u identifikaciji vrsta, ¢ine¢i morfolosku metodu
identifikacije nepouzdanom. Otkri¢em i primenom molekularnih tehnika, proces identifikacije
Trichogramma parazitoida znacajno je olakSan. Takodje, molekularna identifikacija
omogucila je znaCajan napredak u taksonomiji ovih organizama, jer su zahvaljujuci
molekularnim analizama otkriveni brojni propusti u sistematici i identifikaciji ovih insekata.

Visoka stopa parazitizma koja odlikuje autohtone populacije Trichogramma
parazitoida na teritoriji Srbije je potencijal koji se nikako ne sme zanemariti. Stoga bi ove
osice, ali i brojni drugi korisni insekti koji su prisutni na teritoriji Srbije, morali pronaéi svoje
mesto u komercijalnoj upotrebi, odnosno u masovnoj proizvodnji i primeni u bioloskoj borbi
protiv Stetnih insekata. Trichogramma parazitoidi spadaju u grupu korisnih insekata sa
najSirom prakticnom primenom i koriste se Sirom sveta za suzbijanje brojnih Stetnih
Lepidoptera. Ipak, jedan od klju¢nih uslova za uspe$nu primenu ovih organizama u praksi
jeste izbor adekvatne Trichogramma vrste, jer razlicite vrste preferiraju razlidita stanista,
domacine 1 uslove sredine. Efikasnost upotrebljenih parazitoida se znacajno poboljSava
izborom vrste koja je najbolje prilagodena specificnom usevu i domacinu (Knutson, 1998).
Stoga, prvi neophodni korak za uspe$nu implementaciju Trichogramma parazitoida u
programima bioloske zastite kukuruza od Stetnih Lepidoptera je identifikacija prirodnih
Trichogramma populacija, ali i razumevanje njihove biologije, posto su autohtone populacije
parazitoida vrlo ¢esto najbolje prilagodene uslovima zivotne sredine i specifi¢nostima

ekosistema (Whitman i Nordlund, 1994).



1.1. Kukuruzni plamenac - Ostrinia nubilalis (Hiibner, 1796)

1.1.1. Rasprostranjenost, morfologija i biologija kukuruznog plamenca

Kukuruzni plamenac, je izrazito polifagna Stetocina u proizvodnim regijama kukuruza
severne Zemljine polulopte (Popovi¢ i sar, 2015). Prisustvo ovog insekta u entomofauni je
utvrdeno oko 1500. godine (Bethenod i sar., 2005). Kao ekonomski znacajna Steto€ina
kukuruza, vrsta se prvi put pominje 1835. godine (Coffrey i Worthley,1972). Do danas su
identifikovane 224 biljke u statusu hranidbenog i reproduktivnog domacina kukuruznog
plamenca (Lewis, 1975; Ponsard i sar., 2004). Na teritoriji Severne Amerike, prisustvo ove
StetoCine je utvrdeno dvadesetih godina XX veka, nakon ponovljenog uvoza sirka metlasa
(Sorghum vulgare) iz Madarske, Austrije i Italije u periodu od 1909 do 1914. godine (Smith,
1920).

Kao pripadnik grupe Holometabola, kukuruzni plamenac ima potpuni preobrazaj,
odnosno tokom razvica prolazi kroz Cetiri razvojna stadijuma: jaje, larva (gusenica), lutka i
imago (leptir). Leptiri kukuruzovog plamenca se u nasem podneblju pojavljuju od maja do
oktobra i aktivni su tokom noéi i u zoru (Camprag i sar., 1983). Adulti zive u proseku 10 dana
(Hill, 1987), a visoka vlaznost vazduha i dodatna ishrana povecavaju fertilnost i zivotni vek
imaga (Leahy i Andow, 1994). Kukuruzni plamenac se odlikuje polnim dimorfizmom, pri
¢emu su zenke krupnije i svetlije od muzjaka (Beck, 1987).

Zenka ima raspon krila od 25 do 30 mm i njena krila su svetlozute do svetlosmede
boje (Slika 1). Muzjak ima tamnija, sivosmeda ili smeda krila, a raspon krila je od 20 do 25

mm (Slika 2).

Slika 1. Zenka kukuruznog plamenca (Foto: Ivezi¢, 2015)
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Slika 2. MuZzjak kukuruznog plamenca (Foto: Jezerki¢, 2013)

Gusenica je najpre belo-ruziaste boje, a tokom razvoja poprima prljavo sivu ili
7uckasto-smedu boju (Slika 3). Na dorzalnoj strani svakog segmenta nalaze se Cetiri
okruglaste tamne pege, a iz njih izbija po jedna dlacica. U toku razvica telo gusenice naraste
do 25 mm (Maceljski, 2002).

Jaja su sitna (pre¢nika 0,5 mm) i bivaju poloZena u jajnim leglima (Slika 4.), naj¢esce
sa donje strane lista biljke hraniteljke, pri ¢emu jedno jajno leglo moze sadrzati od 15 do 45
jaja (Camprag i sar., 1983). Embrionalni razvoj traje 5-7 dana, nakon ¢ega se ispile larve.
Zavisno od vegetativnog perioda, larve se hrane na razli¢itim delovima kukuruza. Larve se
presvlace 4 puta, prolazec¢i kroz 5 larvenih stupnjeva, oznacenih sa L1 do L5 (Slika 5), a
prezimljavaju u najstarijem larvenom uzrastu (L5) u stablu blizu korena. Tokom zimske
dijapauze (hibernacije), larve nakupljaju glicerol i razvijaju tolerantnost na niske temperature.
Prema Nordin i sar. (1984), pad temperature vazduha u jesenjem periodu verovatno indukuje
rast koncentracije glicerola u hemolimfi.

Tokom hibernacije gusenice se ne hrane, a ukupna aktivnost metabolizma je svedena
na minimum (hipometabolizam). Na prolece dolazi do pada koncentracije glicerola u telu
larve. Rast temperature zemljiSta uslovljava prekid dijapauze i nastavak razvi¢a, odnosno
formiranje stadijuma lutke (Slika 6) 1 pojavu imaga prve generacije (Popovi¢ i sar., 2015).
Lutka je smede boje, kod muzjaka je duzine oko 14 mm i Sirine tela oko 2,5 mm, dok je lutka

zenke nesto krupnija (Vukasinovi¢, 2014).



Slika 3. Larva kukuruznog plamenca (Preuzeto sa:
http://www.omafra.gov.on.ca/ipm/english/peppers/insects/eurpean-corn-borer.html)

Slika 4. Jajno leglo kukuruznog plamenca (Foto: Durutovié, 2016)

J‘\‘

Slika 5. Pet stupnjeva razvoja larvi kukuruznog plamenca (Preuzeto sa:
https://www.cornpest.ca/photo-gallery/european-corn-borer-ech/)
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Slika 6. Lutka kukuruznog plamenca (Foto: Sarajli¢, 2013)

U godinama masovne pojave 1 promena u voltinizmu, vrsta predstavlja najznacajniju
StetoCinu u usevu kukuruza i limitirajuéi faktor u postizanju Zeljenih prinosa. (Popovi¢ i sar.,
2015).

Broj generacija kukuruznog plamenca varira zavisno od proizvodne regije kukuruza,
vegetacije, agrometeoroloskih uslova, sortimenta i tehnologije gajenja (Baca i sar., 2002). U
severnijim podru¢jima plamenac ima samo jednu generaciju (univoltni), a u juznim i 3 do 4
generacije (multivoltni) (Maceljski, 2002). Na Evropskom kontinentu tokom sedamdesetih
godina XX veka potisnuta je dominacija univoltnog, te danas preovladava bivoltni tip
StetoCine (Nagy, 1993). Hadzistevi¢ (1983) navodi da se na nasim prostorima ova vrsta
odlikuje sa jednom dominantnom generacijom, dok Baca (2007) ukazuje na dve generacije
Steto¢inegodiSnje. Prema novijim podacima Prognozno-izvestajne sluzbe Srbije, rezultati
prac¢enja dinamike leta plamenca svetlosnim klopkama postavljanim na ve¢em broju lokaliteta
u periodu od maja do oktobra meseca, pokazali su da vrsta na teritoriji VVojvodine produkuje 3
generacije godis$nje (www.pissrbija.com). Brojnost populacija kukuruznog plamenca na
teritoriji Srbije je varijabilna i zavisi pre svega od vremenskih uslova i gustine populacije u
prethodnoj godini. Podaci Prognozno-izvestajne sluzbe Srbije o prose¢noj brojnosti adulta u
svetlosnim klopkama, u Vojvodini se u periodu od 2010. do 2018. godine ukazuju na porast

brojnosti populacija ove Stetoc¢ine (Www.pissrbija.com).

1.1.2.Stetnost kukuruznog plamenca
Kukuruzni plamenac glavne S$tete priCinjava u stadijumu gusenice, Koje uzrokuju

oste¢enja na klipu, stabljici i listovima kukuruza znacajno smanjuju¢i kvantitet i kvalitet



prinosa (Godfrey i sar., 1991). Gusenice prve generacije se prvo hrane mladim lis¢em
izgrizajuc¢i male otvore (Slika 7), a zatim se ubusuju u stabljiku gde buse hodnike, (Slika 8 i

9) 1 u zavisnosti od vegetativnog perioda, odnosno fenofaze razvoja kukuruza, mogu se naci

na razli¢itoj visini biljke. Gusenice druge i tre¢e generacije su takode endofitne i ubuSuju se
direktno u klip (Slika 10).

Slika 7. Ostecenja na listovima kukuruza (Foto: Ivezi¢, 2017)

Slika 8.Larva kukuruznog plamenca u stabljici kukuruza (Foto: Maji¢, 2008)
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Slika 10. Oste¢enja od plamenca i Fusarium spp. na klipu kukuruza (Foto: Gaspar, 2016)

Napad se lako prepoznaje po crvoto€ini koju gusenica izbacuje pri ubuSivanju u
nadzemne delove biljke (Slika 9 i 10). Na napadnutim biljkama dolazi do lomljenja metlice,
lomljenja stabla i opadanja klipova. Klipovi na polomljenim stabljikama, kao i klipovi koji su
otpali, predstavljaju direktne gubitke u uslovima mehanizovane berbe (Camprag i sar., 1983).
Gusenica kukuruznog plamenca ishranom uzrokuje niz fizioloSkih poremecaja: redukciju
fotosinteze 1 transpiracije, smanjenu koncentraciju ugljendioksida u meducelijskim
prostorima, povecanu temperaturu lista, poremecaje u transportu vode kroz biljku (Godfrey 1

sar.,1991). Osim toga, oStecenja koja uzrokuju gusenice predstavljaju ulazna vrata za prodor



patogena (Fusarium spp, Penicilium spp, Aspergilus spp i dr), izazivaca bolesti stabljike i
klipa (Slika 10). Sva navedena oSteCenja smanjuju produktivnost useva i direktno se
odraZavaju na visinu i kvalitet prinosa (Camprag i sar., 1983). Kao izrazito polifagna $teto¢ina
kukuruzni plamenac oSte¢uje i krompir. Anderson i sar. (1981) navode da plamenac sa
krompira na kukuruz moze preneti bakteriju Erwinia carotvora Smith, prouzrokovaca bolesti
crne noge krompira.

Literaturni podaci ukazuju na razli¢itu Stetnost kukuruznog plamenca u zavisnosti od
uticaja vegetacije, agrometeoroloskih uslova, sortimenta i tehnologije gajenja. Popovi¢ i
saradnici (2015) navode da nivo ekonomskih gubitaka u godisnjoj proizvodnji varira od 0 do
100%. Prema podacima Jovanica (1969) kukuruzni plamenca utiCe na smanjenje prinosa
kukuruza od 2% do 25%, dok Manninger (1968) navodi da prisustvo samo jedne larve O.
nubilalis u kukuruzu smanjuje produktivnost biljke za 2 do 6%. Ovaj insekt je 1963. godine u
Vojvodini uzrokovao smanjenje prinosa za 10 do 15% (Camprag, 2002), a u Hrvatskoj za 6
do 25% (Bazok i Igrc-Barci¢, 2010). U Poljskoj je tokom trogodisnjeg monitoringa (2008.-
2010.) utvrdeno da se prinos kukuruza Secerca umanjio od 34,7% do 66,7%, a prinos
merkantilnog kukuruza od 29,7% do 52,5% (Bere$, 2012). Hugger (1998) ukazuje da 1 larva
po biljci uzrokuje pad prinosa za 4%, te da ekonomski prag Stetnosti iznosi 10 jajnih legala ili
60-80 larvi na 100 biljaka. Glavni proizvodni regioni kukuruza u nasoj zemlji su Vojvodina i
Pomoravlje. Upravo su u ovim regionima Stete od plamenca najevidentnije, $to se objasnjava
konstantnim  porastom povr§ina pod kukuruzom, redukovanom  agrotehnikom,
nekontrolisanom 1 neadekvatnom hemijskom zaStitom. Znacaj kukuruznog plamenca je
globalnog karaktera, jer je njegov Stetan uticaj evidentan u svim delovima sveta u kojima se

kukuruz proizvodi (Camprag i sar., 1983).

1.1.3. Prognoza pojave i suzbijanje kukuruznog plamenca

Prognoza 1 utvrdivanje optimalnog momenta za sprovodenje preventivnih ili
kurativnih mera u cilju kontrole kukuruznog plamenca veoma je kompleksan zadatak koji
predstavlja elementarni preduslov uspesne zastite kukuruza. Za postizanje zeljenih ciljeva
neophodno je poznavanje biologije StetoCine, ali i uticaja svih faktora spoljasnje sredine koji
su specifiéni za odreden ekosistem. U praksi se za monitoring kukuruznog plamenca i
predvidanje pojave odredenih razvojnih stadijuma najceSc¢e koriste sledece metode: vizuelni
pregled biljaka kukuruza radi utvrdivanja broja polozenih jajnih legala i broja tek ispiljenih

gusenica, zatim svetlosne klopke i feromonske klopke za pracenje pojave i leta imaga, a kao
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bitni parametri za predvidanje pojave leta leptira razmatraju se i meteoroloski podaci, pre
svega temperatura vazduha. Feromonske klopke za kukuruznog plamenca zasad jo$ ne daju
dovoljno pouzdane podatke o letu odraslih muzjaka. Utvrdeno je da postoje dve "feromonske
rase" kukuruznog plamenca, rase E i Z, te hibrid ovih rasa (E/Z). Ove feromonske rase se
odlikuju razli¢itim odnosom cis i trans izomera seksualnog feromona zenki (Maceljski, 2002).

U praksi se za suzbijanje kukuruznog plamenca sprovodesledec¢e mere:

o Agrothehnic¢ke/mehanicke
o Biotehnicke (geneticke)

o Hemijske

o Bioloske

Agrotehnicke 1 mehani¢ke metode, te uzgoj otpornih hibrida ubrajaju se u grupu
preventivnih mera, a bioloSke, biotehnicke i hemijske metode u grupu kurativnih mera (Pavic,
2016).

Elementarna agrotehnicka mera pri proizvodnji kukuruza je svakako pravilan
plodored. Optimalna rotacija useva je temelj uspeSne zaStite, jer gajenje u monokulturi
povecava populaciju kukuruznog plamenca, ali i brojnih drugih drugih $teto¢ina kukuruza.
Izmena kultura na odredenoj povrSini smanji¢e broj Stetnih i1 istovremeno povecati broj
korisnih organizama (Pavi¢, 2016).

Pored plodoreda eventualne stete od kukurunog plamenca se mogu smanjiti
pomeranjem datuma setve kukuruza (rok setve), te uniStavanjem drugih potencijalnih
domacina, npr. korova (Maceljski, 2002). U agrotehnicke mere spada i mehani¢ka obrada
zemljiSta radi uniStavanja Zetvenih ostataka u kojima prezimljavaju gusenice. Nakon berbe
kukuruza zetvene ostatke je neophodno usitniti i duboko zaorati. Kukuruzovina ostavljena na
povrsini tla ili samo delimi¢no prekrivena zemljom izvor je infestacije i za sva susedna polja
(Pavi¢, 2016).

Nisu svi hibridi kukuruza podjednako atraktivni za ovu S$tetoinu, pa se pravilnim
izborom hibrida moze smanjiti potencijalna Steta. Pojedini hibridi kukuruza zbog maljavog
lis¢a nisu atraktivni zenkama za polaganje jaja, zatim hemijski sastav odredenih hibrida
kukuruza uzrokuje vecu smrtnost gusenica od drugih (npr.na biljkama sa manje belan¢evina
smrtnost mladih gusenica je veca), a odredeni hibridi kukuruza podnose veci broj gusenica po
biljci bez znaajnog snizenja prinosa, stabljika im je ¢vrsta i1 teze se lomi (Raspudié i sar.,

1999).
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Znacajna biotehnicka mera u suzbijanju kukuruznog plamenca podrazumeva upotrebu
genetski modifikovanog kukuruza, otpornog na razliite patogene, StetoCine i pesticide. Sa
aspekta zaStite kukuruza od O. nubilalis od posebnog znacaja su Bt hibridi kukuruza. Takve
biljke nose naziv "insekticidne biljke". Bt kukuruz je genetski modifikovan hibrid, koji sadrzi
gen za proizvodnju endotoksina bakterije Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915). Gusenice
kukuruznog plamenca prilikom ishrane na ovakvim biljkama u crevni trakt unose endotoskin,
Sto uslovljava prestanak ishrane i uginjavanje gusenica (Bronnen, 2004). Genetski
modifikovani hibridi sve viSe se primenjuju na trzi$tu narucito u SAD-u, Kanadi i Kini dok se
na tlu Evropse slabije gaje, uglavnom u istrazivacke svrhe.

Maceljski (2002) iznosi da bi se uobicajene Stete od kukuruznog plamenca mogle
prepoloviti pridrzavanjem navedene tri preventivne mere, odnosno plodoredom, rigoroznim
mehani¢kim merama suzbijanja i forsiranjem setve otpornih i tolerantnih hibrida.

Hemijske metode suzbijanja kukuruznog plamenca se naj¢esée sprovode kao kurativne
mere (primena u vegetaciji). Kurativna primena insekticida odnosi se na primenu u momentu
dok se gusenice jo$ nisu ubusile u stabljiku kukuruza (Pavi¢, 2016). Hemijsko suzbijanje O.
nubilalis u kukuruzu predstavlja veoma zahtevan zadatak, jer efikasnost tretmana zavisi od
viSe Cinilaca.

Najces¢i faktori koji otezavaju hemijsko suzbijanje plamenca i smanjuju efikasnost

primenjenih insekticida su:

o razvucen let imaga

o preklapanje generacija kukuruznog plamenca

J dug period ovipozicije zenki

o kratak period izlozenosti gusenica hemijskim sredstvima
o otezana primena mehanizacije u punoj vegetaciji

U konvencionalnoj proizvodnji kukuruza, efekat pomenutih faktora se eliminiSe vecim
brojem hemijskih tretmana, Sto se protivi osnovnim nacelima integralne zastite bilja. Kljuc
uspeha za postizanje visoke efikasnosti primenjenih insekticida podrazumeva odredivanje
adekvatnog momenta primene. Insekticidni tretmani mogu obezbediti efikasno suzbijajanje
plamenca i drugih stetocina kukuruza, ali se kao posledica upotrebe hemijskih sredstava
negativno deluje na prirodne neprijatelje, kao Sto su predatori i parazitoidi. Pored toga, ostaci
insekticida se zadrzavaju u prirodnoj sredini, zagaduju podzemne 1 povrSinske vode,
akumuliraju se u poljoprivrednim proizvodima i Stete flori 1 mikrofauni (Edwards, 1986). Da

bi se nekontrolisana upotreba insekticida izbegla, hemijske mere treba kombinovati sa drugim

12



merama borbe, pre svega bioloskim. Takode, za uspe$nu zastitu neophodno je odabrati i
odgovarajuci insekticid. Pored uticaja insekticida na ciljnu $tetoCinu treba sagledati i uticaj
primenjenog sredstva na korisne insekte. Otezavaju¢e okolnosti koje limitiraju efekte
hemijskog suzbijanja kukuruznog plamenca, podstakle su razvoj drugih strategija za kontrolu
ove Stetne vrste. Odgovor hemijske industrije na savremene zahteve trzista stigao je
plasmanom insekticida iz grupe regulatora razvica insekata, koji inhibiraju biosintezu hitina i
ometaju fizioloske procese kod Stetnih insekata. Ovi proizvodi pokazuju izrazito visoku
toski¢nost prema Stetnim insektima, ali su bezbedni za mnoge korisne insekte (Hiemstra i sar.
1999).

Bioloske metode se odnose na primenu prirodnih neprijatelja ili bioinsekticida. Prema
nacinu ishrane prirodni neprijatelji mogu biti predatori, parazitoidi i patogeni (prouzrokovaci
bolesti). Kukuruzni plamenac ima veliki broj prirodnih neprijatelja, kako predatora, tako i
parazitoida i patogena. Od predatora najznacajnije su stenice rodova Orius (Wolff, 1811)
(Heteroptera: Anthocoridae) i Nabis (Latreille, 1802) (Heteroptera: Nabidae), larve zlatooka
(Neuroptera: Chrysopidae) i bubamare (Coleoptera: Coccinellidae), koje se hrane jajima i
mladim gusenicama. U naj¢e$¢e parazitoide ubrajaju se opnokrilci (Hymenoptera) i dvokrilci
(Diptera), od kojih su najvazniji parazitoidi jaja, osice iz roda Trichogramma (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) i parazitoidi gusenica, kao S$to su muve gusenicarke Lydella thompsoni
(Herting, 1959)i Lespesia spp. (Diptera: Tachinidae). Gusenice kukuruznog plamenca
oboljevaju i uginjavaju usled infekcije entomopatogenih gljiva kao $to su vrste iz roda
Beauveria (Vuill, 1912) (Hypocreales:Cordycipitaceae), Metarhizium (Sorokin, 1883)
(Hypocreales: Clavicipitaceae), entomopatogenih bakterija i virusa (Vajgand, 2014). Prvo
biolosko suzbijanje kukuruznog plamenca na teritoriji biSe Jugoslavije sproveo je Hergula
1929 godine u Zagrebu primenom bakterije Bacillus thuringiensis, a 1930. godine i pomo¢u
gljive Metarhizium anisopliae (Sorokin, 1883), ali uprkos dobrim postignutim rezultatima ove
metode bioloske borbe nisu dugi niz godina primjenjivane u praksi (Pavi¢, 2016). Koriste se i
bioinsekticidi na bazi bakterije B. thuringiensis var. kurstaki sa zadovoljavaju¢im uspehom
suzbijanja koji se kre¢e od 70% do 90% (Maceljski, 2002).

Suzbijanje kukuruznog plamenca je veoma zahtevan postupak i sve pomenute metode
je neophodno sprovoditi racionalno i u adekvatnom vremenskom periodu kako bi se
kvantitativni i kvalitativni gubici u prinosu sveli na minimum. Pored postizanja kvalitetnih
prinosa i ostvarivanja ekonomske dobiti, neophodno je zadovoljiti brojne kriterijume
savremenog trziSta. Sa jedne strane, ocekuje se efikasna zaStita useva od poljoprivrednih

StetoCina, Sto Cesto podrazumeva nekontrolisanu upotrebu hemijskih sredstava, dok se sa
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druge strane tezi proizvodnji zdravstveno bezbedne hrane sa §to manje toksi¢nih rezidua.
Kako bi se svi kriterijumi trzista zadovoljili, neophodno je sprovodenje odredenih promena u
tradicionalnim metodama zastite bilja. Savremena poljoprivreda i rastu¢a ekoloska svest
favorizuju integralnu proizvodnju kukuruza i biolosku zaStitu useva, jer suzbijanje biljnih
StetoCina upotrebom korisnih insekata i bioinsekticida eliminiSe odredene Stetne efekte
konvencionalne poljoprivredne proizvodnje. Glavni faktor koji inicira ovakve promene je
negativan uticaj hemijskih sredstava na zivotnu sredinu, kao i njihov kumulativan efekat.
Integralni pristup, zasnovan na kombinovanoj primeni razli¢itih metoda zastite bilja, zahteva
visok stepen znanja kako o poljoprivredi tako i o genetici, ekonomiji i ekologiji, te se mora
odvijati pod kontrolom stru¢nih lica (Raspudi¢ i sar., 2013). Ipak, rastom ekoloske svesti,
bioloske mere suzbijanja kukuruznog plamenca zasnovane na komercijalnoj upotrebi korisnih
insekata se sve viSe favorizuju 1 dobijaju na znacaju. Sa aspekta bioloSke zaStite svakako

najsiru primenu u praksi imaju osice iz roda Trichogramma (Knutson, 1998).

1.2 Parazitoidi rodaTrichogramma

1.2.1. Primena Trichogramma spp. u bioloskoj borbi protiv $tetocina

Sa aspekta bioloske borbe, vrste iz roda Trichogramma predstavljaju najvaznije jajne
parazitoide Stetnih Lepidoptera. Veliki broj nau¢nih radova je objavljen o Trichogramma
vrstama, pa se ove osice 1 mogu slobodno svrstati medu najproucavanije korisne insekte na
svetu (Knutson, 1998). Ve¢ na samom pocetku 20. veka pojedini biolozi su prepoznali
potencijal ovih insekata u bioloskoj borbi i od tada se mnoge Trichogramma vrste uspe$no
primenjuju suzbijanju brojnih Stetoina, te danas gotovo da ne postoje korisni insekti sa Sirom
primenom od osica iz roda Trichogramma (Li, 1994). Osnovni razlog masovne primene
Trichogramma vrsta proizilazi iz njihove visoke efikasnosti pri suzbijanju $tetnih insekata i
relativno jednostavnog uzgoja u laboratorijskim uslovima. Podjednako bitna ¢injenica koja
favorizuje primenu ovih parazitoida je prisutnost razlic¢itih Trichogramma vrsta u razli¢itim
ekosistemima 1 upravo se prirodnim/nativnim populacijama najces¢e daje prednost pri izboru
odgovarajuce vrste parazitoida za komercijalnu upotrebu i augmentaciju (Nordlund, 1994).

Veoma je teSko proceniti tacnu povrSinu poljoprivrednog zemljiSta koja se svake
godine tretira ovim korisnim insektima. Hassan (1997) i Van Lenteren (2000) navode da se
preko 16 miliona hektara poljoprivrednog zemljista tretira sa vrstama iz roda Trichogramma,

dok Smith (1996) procenjuje upotrebu Trichogramma vrsta na 32 miliona hektara. lako
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procena o prakti¢noj primeni Trichogramma parazitoida varira od autora do autora, prisutan
je konstantan porast zemalja, kako u Evropi tako i u Aziji i Americi, u kojima se uspostavlja
ovakav nacin zaStite useva i vr§i masovno gajenje korisnih insekata namenjenih komercijalnoj
upotrebi (Van Lenteren i Bueno, 2003).

Vrste iz roda Trichogramma najc¢esce parazitiraju jaja Lepidoptera. Medutim, pojedine
vrste parazitiraju i jaja Coleoptera, Heteroptera, pa ¢ak i nekih Hymenoptera (Maceljski,
2002). Jajni parazitoidi iz roda Trichogramma se ve¢ duze od 120 godina uspe$no koriste U
bioloskoj borbi brojnih Stetnih Lepidoptera (Smith, 1996; Van Lenteren, 2000), dok je njihova
primena za suzbijanje kukuruznog plamenca postala opste prihvacena Sirom sveta (Hassan,
1981). Poznato je bar pet prakticno primenjivanih Trichogramma vrsta (T. evanescens
Westwood, 1833; T. brassicae Bezdenko, 1968; T ostriniae Pang and Chen, 1974; T.
dendrolimi Matsumura, 1926, T. nubilale Ertle and Davis, 1975) koje su pokazale znacajnu
efikasnost u suzbijanju kukuruznog plamenca i njegove srodne vrste, orjentalnog kukuruznog
plamenca, Ostrinia furnacalis (Guenée, 1854) (Wang i sar., 1999) . Na evropskom tlu, najSiru
primenu u suzbijanju kukuruznog plamenca pronasla je vrsta T. evanescens, ¢ija je upotreba
zabelezena u zemljama bivseg Sovjetskog Saveza (Beglyarov i Smitnik, 1977) i u Nemackoj
(Hassan, 1993), dok je vrsta T. brassicae (syn. T. maidis Pintureau and Voegelé, 1980)
primenjivana za suzbijanje plamenca u drugim evropskim zemljama kao §to su Svajcarska
(Bigler, 1986), Francuska, Italija, Austija i Holandija (\Van Schelt i Ravensberg, 1991).

Prema navodima pojedinih autora (DeBach i Hagen, 1964; Van Driesche i Bellows,

1996), u bioloskoj kontroli poljoprivrednih StetoCina zastupljena su tri opSta pristupa:

o introdukcija prirodnih neprijatelja
o augmentacija
. konzervacija korisnih insekata.

Introdukcija prirodnih neprijatelja podrazumeva unosenje novih korisnih vrsta insekata
na neko podrucje radi suzbijanja odredenih Stetnih vrsta. Augmentacija obuhvata aktivnosti
kojima se populacija korisnih insekata uvec¢ava povremenom proizvodnjom (produkcijom),
periodi¢nim ispuStanjem (inokulativno ili inundaciono) i kolonizacijom na one povrSine na
kojima je povecana populacija Stetnih organizama. Inokulativni pristup se primenjuje radi
kolonizacije prirodnih neprijatelja u odreden usev na pocetku vegetativne sezone sa ciljem da
potomstvo apliciranih jedinki kontroliSe populaciju Stetnih insekata u duZzem vremenskom
periodu. Inundacioni pristup podrazumeva aplikaciju korisnih insekata u momentu kada se
zeli posti¢i trenuta¢no suzbijanje odredenog Stetnog organizma, pri ¢emu Stetocinu direktno
suzbijaju aplicirane jedinke, a ne njihovo potomstvo (Rechcigl i Rechcigl, 2000).
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Pored inundacinog i inokulativnog pristupa, uspe$na komercijalna upotreba korisnih
insekata zahteva i oCuvanje (konzervaciju) ve¢ prisutne prirodne popuacije parazitoida.
Konzervacija postoje¢e populacije zasniva se na primeni razliCitih mera koje omogucavaju
ocuvanje ili poboljSanje uslova za razvoj ve¢ postojecih prirodnih neprijatelja na odredenom
stani$tu. Postupci augmetacije 1 konzervacije autohtonih vrsta korisnih insekata
podrazumevaju sistematsko poveéavanje populacije ve¢ prisutnih vrsta u odredenom
ekosistemu, odnosno ocuvanje postoje¢e populacije korisnih insekata eliminacijom svih
faktora koji korisnim insektima onemoguéavaju da realizuju svoj pun potencijal (Rechcigl i
Rechcigl, 2000). Jedan od bitnih preduslova uspesne implementacije razliCitih strategija
bioloske borbe jeste ofuvanje prirodnog staniSta i bioloSke raznolikosti. U vezi sa tim,
neophodno je definisati i kontrolisati uticaj antropogenog faktora na prirodnu sredinu i
biodiverzitet korisnih insekata (Rechcigl i Rechcigl, 2000).

Trichogramma vrste koje poti¢u iz razli¢itih ekosistema se razlikuju po brojnim
karakteristikama, pa samim tim i po potencijalu u bioloskoj borbi. Dobra strategija pri izboru
adekvatne vrste podrazumeva poredenje svih raspolozivih vrsta o kojima postoje literalni
podaci, radi izbora najadekvatnije Trichogramma vrste za date uslove sredine. Efikasnost
domacih i introdukovanih Trichogramma vrsta najpre treba proveriti kroz laboratorijske
eksperimente, a zatim njihovu efikasnost u bioloskoj kontroli treba ispitati u polu-
kontrolisanim i prirodnim uslovima. Takode, ucinkovitost svake primenjene aplikacije
parazitoida treba redovno pratiti i procenjivati. Brojne osobine korisnih insekata iz roda
Trichogramma su izucavane kako bi se unapredile strategije bioloske kontrole, kao $to su:
sposobnost pronalaska domacina, disperzija populacije, procenat eklozije imaga, procenat
vitalnih Zenki, let, sposobnost kretanja i brzina hodanja (Burbutis i sar., 1977; Kot, 1979;
Greenberg, 1991; Kazmer i Luck, 1995; Cerutti i Bigler, 1995; Drost i sar., 2000; Suverkropp
i sar., 2001).

Prema Knutsonu (1998) vecu efikasnost parazitoida u prirodnim uslovima obezbeduje:

e Razvoj metoda za masovnu proizvodnju, koji ¢e obezbediti konstantan prinos
visoko kvalitetnih parazitoida.

e Razumevanja kvantitativne veze izmedu broja apliciranih parazitoida i
njihovog uticaja na populaciju Stetnih insekata.

e Razumevanje uticaja prirodne sredine i pojedinih useva na aktivnost i
efikasnost korisnih insekata.

e Upotreba najpogodnijih vrsta iliformi parazitoida za aplikaciju.
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e Odredivanje optimalne veli¢ine areala za distribuciju parazitoida.

e Razvijanje proizvodnog sistema koji onemogucava ili ograniCava uticaj
insekticida na prirodne neprijatelje.

e Definisanje ograni¢avajuc¢ih faktora za njihovo skladiStenje, transport i
aplikaciju u usevima.

Odrzavanje visoke populacije parazitnih osica, kao metod bioloSke borbe,
podrazumeva poljoprivrednu praksu koja ¢e sacuvati prirodne neprijatelje (konzervacija) i
pospesiti njihov uticaj na StetoCine. Ovakav pristup zastiti kukuruza podrazumeva upotrebu
selektivnih insekticida koji ne deluju na korisne insekte, kao i podizanje zastitnih pojaseva
koji ¢e obezbediti hranu i staniste za korisne insekte. Insekticidi na bazi Bacilus turingiensis i
aktivne materije kao $to je hlorantraniliprol (Coragen) imaju vrlo mali uticaj na osice iz roda
Trichogramma i mogu se uspes$no koristiti prilikom ovakvog nadina biolosSke zastite. U
suprotnom, upotreba neselektivnih insekticida pored Stetnog organizma uniStava i korisne
insekte, pa samim tim njihov doprinos u ofuvanju korisne entomofaune izostaje (Knutson,
1998). Jedna od institucija, koja podstice implementaciju bioloSkih mera zaStite je
Medunarodna organizacija za biolosku kontrolu (IOBC - International organization for
biological control). U cilju sprovodenja bioloske zaStite kukuruza kao mere integralnog
programa zastite neophodno je razviti odgovaraju¢e protokole za komercijalni uzgoj i
prakti¢nu primenu Trichogramma osica, jer jedino takav odgovoran pristup poljoprivrednoj
proizvodnji obezbeduje optimalne uslove za efikasnu primenu parazitoida, s ciljem da korisni
insekti u potpunosti budu prilagodeni uslovima sredine i samim tim obezbede visok nivo
efikasnosti.

Pored brojnih prednosti bioloSke kontrole, komercijalna primena korisnih insekata nije
Siroko rasprostranjena. Razlog tome je prvenstveno visoka cena proizvodnje komercijalnih
parazitoida, koja bi jo§ viSe povecala ve¢ visoku cenu proizvodnje kukurza, pogotovo Secerca.
Bouse i Morrison (1995) navode da bi parazitne osice bile konkurentne hemijskoj zastiti i da
bi pronasle Siru upotrebu u praksi ukoliko bi se cena koStanja proizvodnje parazitoida
smanjila za 40%, a efikasnost povecala na 60 - 80%. Za postizanje zadovoljavajuc¢ih rezultata
bioloskom kontrolom poljoprivrednih StetoCina, od velike vaznosti je uspostavljanje
konstantnog povecanja efikasnosti primenjenih parazitoida. Napori za uzgoj efikasnijih formi

parazitoida su u tom slu¢aju 1 viSe nego opravdani (Hassan, 1994).
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1.2.2. Sistematsko mesto i diverzitet faune parazitskih osica roda Trichogramma
Parazitne osice iz roda Trichograma pripadaju redu Hymenoptera, nadfamiliji
Chalcidoidea i familiji Trichogrammatidae. Familija Trichogrammatidae obuhvata 80 rodova
i oko 640 vrsta, a u okviru roda Trichogramma u svetu postoji 210 opisanih vrsta
(Pinto,2006). Samo je na teritoriji Severne Amerike identifikovamo 60 vrsta iz roda
Trichogramma, na teritoriji Centralne Amerike 21 vrsta, dok je u Juznoj Americi utvrdeno
prisustvo 41 vrste ovog roda (Zucchi i sar., 2010). Na Evropskom tlu identifikovano je 40
vrsta iz roda Trichogramma uz konstantnu identifikaciju novih vrsta (Pintureau i sar., 2000),
od kojih najsiru primenu u bioloskoj kontroli imaju: Trichogramma cacoeciae Marchal, 1927,
T. brassicae, T. dendrolimi i T. evanescens (EPPO, 2002). Na teritoriji Srbije pracenjem
dinamike kupusne sovice Mamestra brassicae Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Noctuidae) i
monitoringom kukuruza Secerca identifikovano je prisustvo vrste T. evanescens (Krnjajic,
2002; Tancik, 2017), dok Mihajlovi¢ (2016) navodi Trichogramma cacoeciae viridanae
Mihajlovi¢ kao vrlo efikasnu vrstu u suzbijanju zelenog hrastovog savijaca Tortrix viridana

Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Tortricidae) u Sumarstvu.

1.2.3. Biologija i Zivotni ciklus Trichogramma spp.

Osice iz roda Trichogramma su polifagni endoparaziti insekata (parazitoidi) koji se
razvijaju u svom domacinu. Sve vrste iz ovog roda spadaju u grupu parazitoida Kkoji
parazitiraju jaja drugih insekata (Slika 11). Za ove parazitoide je karakteristi¢no da iskljucivo
stadijum larve vodi parazitski zivot i upravo larva ubija svog domacina. Ono §to odlikuje sve
Trichogramma vrste su izrazito sitne dimenzije tela. Duzina tela adulta varira od 0,2 mm do
1,5 mm, dok teze svega 8 g, Sto u velikoj meri otezava njihovu morfolosku identifikaciju
(Silvaisar., 1999a).

Pri pronalazenju jajeta domacina u koje ¢e poloziti svoje jaje, odrasla Zenka osice se
orjentiSe pomoc¢u hemijske i vizuelne percepcije stimulusa koji su poreklom od domacina i
koji na osicu deluju kao atraktanti. Zenka domacina prilikom ovipozicije lu¢i odredenu
koli¢inu kairomona, a upravo ova jedinjenja (mirisi domacina) su hemijski atraktanti koji
privlace osicu ka jajima domacina (Nordlund, 1981), dok su oblik i boja jaja domacina
vizuelni atraktanti za vrste iz roda Trichogramma (Ruberson i sar., 1993). Kada Zenka osice
locira jaje domacina, legalicom pravi otvor na horionu i polaZe svoje jaje unutar jajeta

domacina, pri ¢emu iz otvora na jajetu domacina istekne odredena kolicina vitelusa, kojim se
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zenka osice hrani. Ruberson i saradnici (1993) isticu da ishrana vitelusom parazitiranog jajeta

produzava zivotni vek Zenke.

Larveni razvoj \

Slika 11. Zivotni ciklus osice Trichogramma sp. (Preuzeto sa:
http://www.entomology.wisc.edu/mbcn/kyf104.html)

Broj jaja koje zenka Trichogramma sp. poloZi u jedno jaje domacina varira od veli¢ine
jajeta domacina i1 kre¢e se u rasponu od 1 do 4. Za ove vrste nije karakteristi¢an
superparazitizam, te zenke Trichogramma nisu sklone ovipoziciji u ve¢ parazitirana jaja
domacina (Hajek, 2004). Ipak, parazitiranje istog jajnog legla domacina od strane vise
Trichogramma vrsta nije retka pojava kod ovih insekata (Huigens i Stouthamer, 2003)

Tokom ovipozicije zenka Trichogramma osice u jaje domacina ispusta otrov, Koji
razgraduje vitelus 1 embrion parazitiranog jajeta, stoga sadrzaj parazitiranog jajeta biva
razgraden pre piljenja larvi parazitoida. Larve parazitoida se pile u roku od 24 sata nakon
ovipozicije i tokom razvica prolaze kroz tri larvena stupnja (Strand, 1986). Tokom poslednjeg
larvenog stupnja pigment melanin se deponuje na horionu jajeta domacina i parazitirana jaja
dobijaju karakteristi¢cnu crnu boju po kojoj se veoma lako razlikuju od neparazitiranih jaja
(Slika 12). Larva tre¢eg stupnja prelazi u stadijum lutke, a nakon 4-5 dana formira se imago
(Slika 13), koji progriza otvor na horionu i napusta parazitirano jaje (Strand, 1986) (Slika 14).
Male dimenzije tela, kao i realne poteSkoCe u istrazivanjima biologije osica roda

Trichogramma izazvale su neslaganja autora ¢ak i oko broja larvenih stupnjeva. Flanders
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(1937) i Curtis (1940) navode da rod Trichogramma ima 3 larvena stupnja, dok Pak i

saradnici (1982) tvrde da postoje Cetiri larvena stupnja.

.,—

Slika 12. Parazitirano jajno leglo kukuruznog plamenca (Foto: Vidi¢, 2014)

Slika 14.Napusteno parazitirano jajno leglo kukuruznog plamenca (foto: Sarajli¢, 2010)
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Alkarrat (2013) navodi da vrste iz roda Trichogramma ciklus razvi¢a zavrSavaju za 10
dana pri temperaturi od 25 + 1°C. U laboratorijskim uslovima zenka parazitira, odnosno izvrsi
ovipoziciju u jedno do 10 jaja domacina dnevno, a ¢ak do 190 tokom zivotnog veka
(Ruberson i sar., 1993). Isti autori tvrde da krupnije Zenke parazitiraju viSe jaja od sitnijih
zenki, ali 1 da sveze polozena jaja domacina vise pogoduju razvoju parazitoida te su
podloznija napadu. Trichogramma zenke vrlo retko parazitiraju jaja u kojima je doslo do
diferenciranja larve domacina, jer je pod takvim okolnostima stopa prezivljavanja larvi
parazitoida vrlo niska (Ruberson i sar., 1993).

Trichogramma parazitoidi uglavnom prezimljavaju u larvenom stadijumu u jajetu
domacina. Odredene vrste prezimljavaju u stadijumu lutke kako bi prezivele duzi period pod
niskim temperaturama (Lopez i sar., 1980). Najznacajniji faktor spoljasnje sredine koji utice
na ulazak u zimsku dijapauzu (hibernaciju) kod Trichogramma parazitoida je niska
temperatura (Boivin, 1994). Pored temperature, dijapauzu moze indukovati fotoperiod i na¢in
ishrane (Alkarrat, 2013). Istrazivanje perioda mirovanja vrsta iz roda Trichogramma privlaci
veliku paznju istrazivaca, usled Cinjenice da su ovi organizmi ne samo Siroko primenjeni u
bioloskom suzbijanju raznih poljoprivrednih Stetocina, ve¢ i1 vazni predstavnici brojnih
prirodnih biocenoza (Boivin, 1994; Smith, 1996).

Kao predstavnici reda Hymenoptera, Trichogramma vrste predstavljaju haplo-
diploidne organizme. Za ve€inu predstavnika reda Hymenoptera pored seksualne reprodukcije
karakteristiéno je partenogenetsko razmnoZavanje, odnosno razmnozavanje bez oplodnje.
Najzastupljeniji oblik partenogeneze je arenotokna partenogeneza. Pri ovakvom nacinu
razmnoZavanja iz neoplodenih jaja razvijaju se haploidni muzjaci, dok se iz oplodenih jaja
razvijaju diploidne zenke. Ipak, medu pojedinim predstavnicima ovog reda prisutna je i
telitokna partenogeneza koja se karakterise produkcijom diploidnih Zenki iz neoplodenih jaja
(Luck i sar., 1992). Telitoknom partenogenezom ove vrste mogu da produkuju veliki broj
generacija u potpunom odsustvu muzjaka i seksualne reprodukcije. Telitokna partenogeneza
nije retka pojava kod predstavnika iz roda Trichogramma. Pinto i Stauthamer (1994) navode
da postoji bar 14 Trichogramma vrsta kod kojih su zabelezene telitokne forme.

Prema navodima Stouthamer (1997) telitokna partenogeneza kod Trichogramma se
najcesce povezuje sa prisustvom endosimbiotske bakterije Wolbachia. Wolbachia je alfa
proteobakterija koja je Siroko rasprostranjena i prisutna je u mnogim insekatskim vrstama.
Prenosi se tranovariolno (citoplazmom jajeta) i uti¢e na reproduktivne procese domacina na
razli¢ite nac¢ine (O’ Neill i sar., 1992; Werren i sar., 1995). De Almeida (2004) navodi da je
registrovano 17 Trichogramma vrsta kod kojih je utvrdeno prisustvo Wolbachia bakterije.
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Medu registrovanim Trichogramma vrstama najée$¢i oblik reproduktivne modifikacije
indukovan ovom bakterijom je upravo telitokna partenogeneza (de Almeida, 2004). U haplo-
diploidnim Trichogramma osicama, cito-geneticki mehanizam Wolbachia-indukovane
partenogeneze je poznat i kao duplikacija gameta (Stouthamer, 1997). Normalna mejoza je
propra¢ena spajanjem dva jedra tokom prve mitoticke deobe §to obnavlja diploidnost
(Stouthamer & Kazmer1994). Ovakva pojava vrlo wucinkovito ¢ini potomstvo
homozigotnimna svim lokusima u genomu (Stouthamer, 1997).

Prenos bakterije je vertikalan 1 vr$i se sa zarazene Zenke na potomstvo, dok muzjaci ne
prenose Wolbachia bakteriju na svoje potomstvo (Huigens i Stouthamer, 2003). Kod
Trichogramma vrsta ova endosimbiotska bakterija moZe uticati na fekunditet i dugovecnost
adulta, ali moze povecati i mortalitet larvi (Stouthamer i Luck, 1993). Telitokna
partenogeneza kod Trichogramma spp. je zabelezena i pri potpunom odsustvu Wolbachia
bakterije, Sto implicira da ovaj oblik partenogeneze kod Trichogramma spp. ne mora uvek biti
posledica infekcije ovom bakterijom (de Almeida i Stouthamer, 2003). Sa aspekta efikasnosti
Trichogramma parazitoida u bioloskoj borbi protiv StetoCina, telitokna partenogeneza
indukovana Wolbachia bakterijom pokazuje izvesne prednosti. Telitokne linije parazitoida
odlikuju manji troskovi laboratorijskog gajenja, jer se produkcijom diploidnih telitoknih Zenki
iskljucuje produkcija muzjaka, nepotrebnih u bioloskom suzbijanju poljoprivrednih Stetocina
(Silvai sar., 1999b).

1.2.4. Identifikacija Trichogramma spp.

Izrazito male dimenzije vrsta iz roda Trichogramma (<1 mm) kao i nedostatak
pouzdanih morfoloskih karakteristika otezavanju odredivanje taksonomske pripadnosti 1
ispravnu identifikaciju vrsta (Stouthamer i sar., 1999). U okviru pojedinih vrsta ovog roda
postoji veliki broj rasa i ekotipova koji su morfoloski veoma sli¢ni, ali se mogu razlikovati po
bioloskom ciklusu, fizioloskim osobinama i prema spektru domadina (Krnjaji¢, 2002). Za
morfolosku identifikaciju ovih osica postoji svega nekoliko pouzdanih morfoloskih karaktera,
a sam postupak determinacije vrsta baziran na morfologiji predstavlja dugoroc¢an proces Koji
zahteva specijalizovano znanje i veliko iskustvo (Nagaratti i Nagaraja, 1968; Nagaratti i
Nagaraja, 1971; Pinto i Stouthamer, 2002). Trichogramma vrste su u proslosti prvenstveno
determinisane na osnovu boje tela i rasporeda seta. Posto je vrlo brzo utvrdena varijabilnost
pomenutih morfoloskih karakteristika unutar istih Trichogramma vrsta, Flanders i Quednau

(1960) primenjuju metodu, baziranu na ideji Howard i Fiske (1911), po kojoj se morfoloska
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identifikacija vrsta roda Trichogramma odvija uz prethodno gajenje u striktno kontrolisanim
laboratorijskim uslovima kako bi se eliminisao uticaj spoljasnih faktora na posmatrane
morfoloske karakteristike. Metoda je pocivala na pogresnoj pretpostavci da u rodu
Trichogramma postoji svega 6 vrsta. Razvojem pouzdanijih tehnika za identifikaciju,
determinisan je znatno veéi broj vrsta (=200) (Pinto, 1999), te je metoda Flanders i Quednau
postala nedovoljno pouzdana u identifikaciji vrsta roda Trichogramma.

Znacajan korak u taksonomiji ovih insekata postignut je zahvaljuju¢i Nagaratti i
Nagaraja (1968; 1971) koji su uocili specificnosti U morfoloskoj gradi genitalija muzjaka kod
pojedinih vrsta iz roda Trichogramma.

Na osnovu razlike u gradi genitalija muzjaka, Nagaraja i Nagaratti (1971) su 36 do
tada poznatih vrsta Trichogrammasvrstali u 9 grupa:

e Australicum
e Minutum

e Euproctidis
e Flandersi

e Japonicum
e Agriae

e Malybyi

e Parkeri

e Achae

lako je ovo otkrie predstavljalo veliki napredak u taksonomiji i omogucilo
identifikaciju brojnih Trichogramma vrsta, ova metoda je vremenski veoma zahtevna i
podrazumeva posedovanje specijalizovanih veStina determinacije. Takode, znacajan
nedostatak ove medode lezi u ¢injenici da se ovim postupkom mogu identifikovati samo
muzjaci, Sto predstavlja znacCajan limitiraju¢i faktor s obzirom da se u prirodi vrlo Cesto
registuju telitokne partenogenetske forme medu kojima nema muzjaka ili su muzjaci vrlo retki
(Stouthamer i sar., 1999). Greske u identifikaciji vrsta Cesto su uzrokovale upotrebu
neadekvatnih Trichogramma vrsta u komercijalne svrhe sto je znacajno smanjivalo efikasnost
primenjenih parazitoida i onemogucilo postizanje zeljenih rezultata (Stauthamer i sar., 1999).
Brojne vrste roda Trichogramma, ako ne i sve, pokazuju veoma izrazenu sklonost ka
specificnim stani$tima (Nordlund, 1994), pa je izbor odgovarajuce vrste kljucan u postupcima

primene bioloske borbe (Stauthamer i sar., 1999).
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Komplikovana morfoloska identifikacija vrsta iz roda Trichogramma znacajno je
olaksana primenom molekularnih metoda koje omogucavaju pouzdaniju i rutinski izvodljivu
identifikaciju ovih insekata. Uvodenjem molekularnih metoda, identifikacija vrsta iz roda
Trichogramma se prvenstveno bazira na analizi DNK sekvenci i na genetiCkom mapiranju
pomoc¢u RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) markera (Laurent i sar., 1996).
Kod Trichogramma vrsta ribozomska DNK se sastoji od tri visoko konzervirana regiona koji
kodiraju ribozomsku RNK, a medusobno su razdvojeni sa dva interna transkripciona spejsera
(ITS1 i ITS2). Stouthamer je sa svojim saradnicima (1999) prvi utvrdio prakti¢nu primenu
DNK sekvenci internog transkripcionog spejsera 2 (ITS2) u postupcima molekularne
identifikacije vrsta iz roda Trichogramma. ITS2 je intron, nekodirajuéi deo ribozomske DNK
(rDNK) 1 ovaj region se uspes$no koristi za identifikaciju i karakterizaciju vrsta iz roda
Trichogramma (Pinto i sar., 2002). ITS2 region je visoko specifian za vrste iz roda
Trichogramma, odnosno veoma je konzerviran unutar iste vrste i znacajno varira izmedu

razli¢itih Trichogramma vrsta (Sumer i sar., 2009).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJAI RADNA HIPOTEZA

Imajuc¢i u vidu terenske observacije u usevima kukuruza na teritoriji Vojvodine u toku
poslednjih nekoliko godina, koje su ukazale na postojanje visoke stope parazitiranosti jajnih
legala kukuruznog plamenca od strane osica roda Trichogramma, kao i ¢injenicu da je u Srbiji
fauna osica ovog roda nedovoljno istrazena, cilj ovog istrazivanja bio je da se izvrSi
identifikacija vrsta jajnih parazitoida kukuruznog plamenca iz roda Trichogramma na teritoriji
Vojvodine, uzorkovanih tokom 2016. i 2017. godine.

S obzirom da, prema literaturnim podacima, razli¢iti genotipovi u okviru istih vrsta
roda Trichogramma pokazuju razlicite performanse sa aspekta uzgoja i stope parazitizma, cilj
ovog rada je takode bio da se utvrdi postojanje intraspecijske varijacije unutar pojedinih vrsta
osica koje poticu sa razlicitih lokaliteta u Vojvodini.

Pored toga, imaju¢i u vidu da bakterije roda Wolbachia spp. indukuju telitoknu
partenogenezu kod mnogih Trichogramma vrsta, Sto rezultira u produkciji Zenskog
potomstva, odnosno u pomeranju odnosa polova u populacijama Trichogramma u Korist
zenki, a Sto s aspekta bioloske borbe predstavlja prednost, jer su Zenke upravo te koje
parazitiraju jaja Stetnih insekata, utvrdivanje prisustva endosimbiontske bakterije roda
Wolbachia u populacijama osica Trichogramma na teritoriji Vojvodine je takode bio jedan od
ciljeva ovog rada.

Imaju¢i u vidu ranija iskustva monitoringa kukuruznog plamenca na podrucju
Vojvodine, koja su pokazala aktivnost parazitoidnih osica roda Trichogramma u parazitiranju
jajnih legala ove Steto€ine, u periodu sprovodenja ovog istraZzivanja takode se ocekivao
pozitivan nalaz parazitiranih jajnih legla kukuruznog plamenca osicama ovog roda. Iskustva
brojnih autora ukazala su na objektivne teSkoce i ograniCenost morfoloske identifikacije
parazitoidnih osica roda Trichogramma do nivoa vrsta, naroCito kada se radi o jedinkama
zenskog pola. Stoga se ocekivalo da ¢e primena pouzdanih molekularnih metoda
identifikacije dati rezultate u odredivanju prisutnih vrsta, kao i eventualno postojanje
interspecijske 1 intraspecijske geneticke varijabilnosti u autohtonim populacijama osica
Trichogramma spp. na podrucju Vojvodine. Nadalje, takode se ocekivalo da ¢e primena
molekularnih  metoda pokazati eventualno prisustvo endosimbionatskih bakterija roda
Wolbachia u populacijama osica Trichogramma spp. na podruc¢ju Vojvodine. U Sirem
kontekstu, ocekivalo se da ¢e rezultati ovog istrazivanja doprineti spoznaji diverziteta korisne

entomofaune na teritoriji Vojvodine, odnosno Srbije, boljem razumevanju njenog znacaja i
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neophodnosti o¢uvanja, te da ¢e predstavljati osnovu za dalja istrazivanja moguénosti Sireg
koris¢enja prirodnih populacija korisnih vrsta roda Trichogramma u suzbijanju ekonomski
znacajnih poljoprivrednih StetoCina ekoloski prihvatljivim metodama, kao Sto je bioloska

borba.
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3. MATERIJAL | METODE ISTRAZIVANJA

3.1. Sezonski monitoring Ostrinia nubilalis

Tokom 2016.i 2017. godine dinamika leta adulta kukuruznog plamenca pracena je
svetlosnim klopkama, postavljenim na dva lokaliteta na teritoriji opStine Kikinda (Kikinda i
Banatska Topola). Svetlosne klopke RO tipa (SZTR “Zica™) postavljene na dva metra visine i
aktivirane su uvecernjim satima (u sumrak), a gasene u vreme svitanja (Slika 15). Ocitavanje
brojnosti adulta plamenca je vrSena svakodnevno u period od pocetka aprila do kraja
septembra. Pracenje dinamike populacije kukuruznog plamenca bilo je vazno kako bi se
utvrdio broj generacija StetoCine u toku sezone, a naroCito radi utvrdivanja perioda
najintenzivnije aktivnosti leta, u toku kojih se deSava i najintenzivnija ovipozicija.
Utvrdivanje perioda najintenzivnije ovipozicije Zzenki plamenca omogucilo je i odredivanje
perioda tokom kojih ¢e sa najve¢om verovatno¢om biti registrovana parazitirana jajna legla.
Sezonski monitoring plamenca je ujedno sprovoden u sklopu aktivnosti autora za potrebe

Prognozno-izvestajne sluZbe zastite bilja Srbije.

Slika 15. Svetlosna klopka kori$¢ena za pracenje dinamike late plamenca na teritoriji opStine
Kikinda u 2016. 1 2017. godini (Foto: Ivezi¢, 2016)
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3.2. Uzorkovanje i skladistenjeTrichogramma osica

Prilikom vizuelnih pregleda useva kukuruza i uzorkovanja parazitiranih jajanih legala
plamenca, odredivanje geografskog polozaja (koordinata) pracenih lokaliteta izvrSeno je uz
pomo¢ GPS uredaja Trimble Juno SC.

U toku 2016.godine, uzorkovanje parazitiranih jajnih legala plamenca u usevu
kukuruza izvrSeno je na 5 razlicitih lokaliteta na teritoriji opstine Kikinda: Kinda, Stankic,
Banatska Topola, Nakovo i Banatsko Veliko Selo (Slika 16). Uzorkovanje parazitiranih jajnih
legala izvrSeno je u tre¢oj dekadi jula, prvoj i drugoj dekadi avgusta meseca 2016.godine,

tokom aktivnosti Il generacije ove StetoCine.
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Slika 16. Lokaliteti na kojima je izvrS§eno uzorkovanje parazitiranih jajnih legala kukuruznog
plamenca u 2016. godini (izvor: Google maps, podatke o geografskom polozaju (koordinate)
prikupio i uneo autor).

U toku 2017.godine, uzorkovanje parazitiranih jajnih legala plamenca u usevu
kukuruza izvrSeno je na 12 razlic¢itih lokaliteta na teritoriji Vojvodine: Kikinda, Mokrin, 1djos,
Basaid, Nakovo, Banatska Topola, Njegosevo, Despotovo, Coka, Senta, Vrbas i Gakovo
(Slika 17). Uzorkovanje parazitiranih jajnih legala izvrSeno je u periodu od jula do oktobra
2017. godine, tokom aktivnosti Il i 111 generacije kukuruznog plamenca.

Prilikom uzorkovanja parazitiranih jajnih legala tokom 2016.i 2017. godine pregledan
je po jedan usev merkantilnog kukuruza na svakom navedenom lokalitetu. U svakom usevu
kukuruza, koji je uzgajan po principima konvencionalne proizvodnje, pregledano je po 100
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biljaka kukuruza po metodi Reid i saradnika (1996). Parazitirana jajna legala, koja se
razlikuju od neparazitiranih legala po tamnoj boji jaja, sakupljena su sa lista kukuruza. Sva
sakupljena parazitirana jajna legala su bila izdvojena u zasebnim, adekvatno obelezenim
falkonima i drzana na sobnoj temperaturi od 25°C nekoliko dana do pojave adulta parazitoida.
Eklodirane jedinke parazitoida iz svakog uzorkovanog jajnog legla su pojedinacno
konzervirane u 95% etanolu (proizvoda¢ Reahem) i ¢uvane u frizideru na tempereturi od 4 °C
do identifikacije. Konzervirane jedinke podvrgnute su morfoloSkoj i1 molekularnoj
identifikaciji, pri ¢emu je morfoloSkim putem izvrSena identifikacija parazitoida do nivoa

roda, dok je molekularnim putem izvrSena identifikacija do nivoa vrste.
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Slika 17. Lokaliteti na kojima je izvr§eno uzorkovanje parazitiranih jajnih legala kukuruznog
plamenca u 2017. godini (izvor: Google maps, podatke o geografskom polozaju (koordinate)
prikupio i uneo autor).

3.3. Morfoloska identifikacija Trichogramma parazitoida

Morfoloska identifikacija uzorkovanih jedinki izvrSena je na Poljoprivrednom
fakultetu u Novom Sadu, na Departmanu za fitomedicinu i zaStitu Zivotne sredine. Kori$¢eni
su kljucevi za identifikaciju koje je opisao Pinto (1997). Prilikom observacije morfoloskih
karaktera kori$¢ena je binokularna lupa Wild Photomicroscope M400.

Krilati predstavnici nadfamilije Chalcidoidea, u koje spadaju vrste iz familije
Trichogrammatidae i roda Trichogramma, imaju dva para membranoznih krila, sa prednjim

krilima koja su znacajno veca od zadnjih. Specificno za predstavnike nadfamilije
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Chalcidoidea, S§to ih razlikuje od ostalih predstavnika reda Hymenoptera, je izrazito

redukovana nervatura prednjih krila. (Slika 18) (Gibson i sar., 1997).

costal submarginal marginal postmarginal
call vein vain vein

Slika 18. Morfologija prednjeg krila Chaclidoidea (Preuzeto sa: https://www.nhm.ac.uk/our-
science/data/chalcidoids/morphology.html

Nervatura prednjih krila se najceS¢e grana apikalno i sastoji se submarginalnog,

marginalnog, postmarginalnog i stigmalnog nerva. Na zalost nervatura krila nije uvek
pouzdan morfoloski karakter, jer i neke druge parazitske mikrohimenoptere, poput
predstavnika familije Scelionidae (nadfamilija Platygastroidea), imaju vrlo sli¢nu nervaturu
prednjih krila, pa se vrlo Cesto desava da se i ova familija pogresno svrstava u nadfamiliju
Chalcidoidea (Gibson i sar., 1997).
Pojedini predstavnici nadfamilije Chalcidoidea se veoma uspe$no determiniSu na osnovu
izrazenog metalnog sjaja. Medutim, postoje brojni predstavnici ove nadfamilije, pogotovo
apterni 1 brahipterni predstavnici koji nemaju izrazen metalni sjaj, pa se u tom slucaju
posmatraju druge morfoloSke karakteristike kako bi se omogucilo njihovo razlikovanje od
drugih Hymenoptera (Gibson i sar., 1997).

Pored navednih morfoloskih karateristika, identifikacija nadfamilije Chalcidoidea se
Cesto vrsi na osnovu karakteristika toraksa. Kod vec¢ine predstavnika Chalcidoidea pronotum
je jasno razdvojen od osnove prednjih krila zbog postojanja intersegmentalnog sklerita —
prepektusa, koji se nalazi izmedu pronotuma i mezopleurona (Slika 18).

Bitna morfoloska karakteristika, koja predstavnike nadfamilije Chalcidoidae razlikuje
od drugih Hymenoptera, je specificnost u polozaju mezotorakalne stigme. lako je tesko
uocljiva, mezotorakalna stigma kod Chalcidoidea zauzima jedinstven polozaj i locirana je
izmedu pronotuma i bo¢ne ivice mezoskutuma. Vrlo Cesto je smeStena iznad dorzalne strane

prepektusa i razdvojena je od dorzalne ivice mezopleurona. Kod ostalih Hymenoptera
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mozotorakalna stigma zauzima drugaciji polozaj i locirana je ili izmedu zadnje ivice
pronotuma i prednje ivice mezopleurona ili na samom pronotumu. Takode, ostale osice sa
redukovanom nervaturom Krila, tj. nervaturom krila koja je sli¢na sa nervaturom Chalicoidea,
imaju pronotum koji se dodiruje sa tegulom, skleritom koji pokriva osnovu prednjih krila, $to
nije slucaj kod predstavnika Chalicoidea kod kojih su tegule vidno udaljene od pronotuma
(Slika 19, 20). Kao posledica ovakve razlike u morfoloskoj gradi, vecina predstavnika
nadfamilije Chalcidoiadea ima pokretan pronotum u odnosu na mezotoraks, za razliku od
drugih  Hymenoptera kod kojih je pronotum ¢vrsto vezan sa mezotoraksom

(http://www.canacoll.org/Hym/Staff/Gibson/chalcid.htm).
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Slika 19.Grada toraksa kod predstavnika nadfamilije Chalcidoidea- bocna strana
(https://www.nhm.ac.uk/our-science/data/chalcidoids/morphology.html).
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Slika 20.Grada toraksa kod predstavnika nadfamilije Chalcidoidea - dorzalna strana
(https://www.nhm.ac.uk/our-science/data/chalcidoids/morphology.html).
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Za determinaciju predstavnika ove nadfamilije vrlo Cesto se posmatra i grada antena.
Kod Chalcidoidea flagelum se sastoji od segmentiranog funikulusa (suzeni deo flageluma) i
klavusa (glavicastog dela flageluma). Broj segmenata funikulusa se kre¢e od 1 do 10 (Slika
21), dok se broj segmanata klavusa kre¢e od 2 do 6 koji su delimi¢no ili u potpunosti

fuzionisani (Gibson i sar., 1997).

pedicel funicle clava

radicle
anelli sensiliae

Slika 21. Grada antene kod predstavnika nadfamilije Chalcidoidea (Preuzeto sa:
https://www.nhm.ac.uk/our-science/data/chalcidoids/morphology.html)

Abdomen Chalcidoidea se sastoji od propodeuma (prvi abdominalni segment),
petiolusa (drugi abdominalni segment) i 7 ili 8 segmenata koji ¢ine gaster. Na osmom
abdominalnom segmentu se nalazi par stigmi, dok se na poslednjem abdominalnom segmentu

vrlo ¢esto nalaze vidljivi cerci (Slika 22) (Gibson i sar., 1997).

-

gastral
petiole

basal lérgite
of ?aster
3)

metasoma
gaster

cercal
bristles

exserted part
of
ovipositor

Slika 22. Grada abdomena kod predstavnika nadfamilije Chalicoidea(Preuzeto sa:
https://www.nhm.ac.uk/our-science/data/chalcidoids/morphology.html)
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Polozaj glave i usnog otvora u odnosu na telo kod Chalcidoidea je najcesce
opistognatan i kod pojedinih predstavnika hipognatan. Skoro svi predstavnici ove nadfamilije
imaju par facetovanih ociju, koje se sastoje od velikog broja faceta i tri ocele koje obrazuju

trougao izmedu facetovanih o¢iju (Slika 23) (Gibson i sar., 1997).

ocelli

anterior antennal antennal
ocellus scrobes scrobes

antennal
toruli
7

frontovertex

gena

posterior occiput malar
ocellus sulcus

Slika 23. Grada glave kod predstavnika nadfamilije Chalcidoidea (Preuzeto sa:
https://www.nhm.ac.uk/our-science/data/chalcidoids/morphology.html).

Familiju Trichogrammatidae odlikuju sledece karakteristike
(https://www.nhm.ac.uk/our-science/data/chalcidoids/trichogrammatidae.html):
e |zrazito sitne dimenzije od 0,3 do 1,8 mm (ukljucujuéi ovipozitor)
e Troclani tarzusi
e Nemaju metalni sjaj
e Dvoclani funikulus (Slika 24)

Jo§ jedna karakteristika koja razlikuje Trichogrammatidae od drugih Chalcidoidea su
uzduZne, naborane sensile (Culna telasca) na jednoj ili viSe flagelomera, pri ¢emu se vrhovi
sensila nalaze na povrsini flegelomere (Slika 24). Slika 24 pokazuje dvoélani funikulus, §to je
karakteristicno za predstavnike ove familije. Broj segmenata funikulusa je vazna
determinacijska karakteristika familije Trichogrammatidae, jer kod ostalih familija
nadfamilije Chalcidoidea, funikulus moze sadrzati od 1 do 10 segmenata (Doutt i Viggiani,
1968).

Trichogrammatidae, kao i ostale Chalcidoidea imaju redukovanu nervaturu krila. Kod
Trichogrammatidae postmarginalni nerv je retko uocljiv ili je izrazito redukovan. Ono $to ih
razlikuje od drugih predstavnika nadfamilije su sete na krilima (Slika 25), koje su Cesto

rasporedene u 4 ili vise uzduznih ili radijalnih linija (Doutt i Viggiani, 1968).

33



Slika 24. Flagelum kod predstavnika familije Trichogrammatidae, strelice oznacavaju senzile
(foto: Krnjaji¢, 2002)

et e ena e
MN{.{‘;,}MK L

Slika 25. Sete na prednjim krilima kod pojedinih rodova familije Trichogrammatidae (lzvor:
Pinto, 1997).

Prema Pintu (1997) odredjene morfoloSke karakteristike specificne za
Trichogrammatidae znacajno olakSavaju razlikovanje predstavnika ove familije od drugih
Chalcidoidea:

e kompaktan oblik tela bez izraZenog suZenja izmedju mesosome i metasome
e svetlozuta do tamno braon boja tela, vrlo cesto kombinacija obe boje
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e glatka kutikula

e kratak pronotum

e oblik krila varira od izrazito uskih do izrazito Sirokih
o retki su beskrilni i brahipterni predstavnici

e izrazen polni dimorfizam

Pinto (1997) daje dihotomi klju¢ za morfolosku determinaciju pojedinih rodova iz
familije Trichogrammatidae, a u nastavku teksta je dat prevod dela klju¢a sa engleskog jezika
koji obuhvata identifikaciju roda Trichogrammai i pojedinih sli¢nih rodova:

1.
Beskrilne ili brahipterne forme, kada su prednja krila skupljena ne dodiruju vr$ni deo (apex)
308117 110} 11 (S 44

Krilate forma, kada su prednja krila skupljena priblizavaju se i1 prelaze boc¢nu ivicu

0TS 0] 14 (P 2
2.
Flagelum bez funikulusa, sastoji se samo od anelusaiklave..................ccoooiiiiiiiinnenn ... 3

Flagelum sadrzi jedan ili dva funikulusa izmedju anelusa 1 klave (Slike 24 i

20 et e 16
16.

Uska prednja krila, suzena na vrhu; suZavanje izraZeno od zone nerava krila prema vrhu krila;
flagelum se sastoji od jasno izrazenog dvosegmentiranog funikulusa........ Hydrophilita
Ghesquiere

Prednja krila promenjivog oblika, ali se ne suZavaju od zone nerava krila prema vrhu, pri vrhu
krila delimi¢no Sira nego u predelu nervature; flagelum sadrzi jedan ili dva

TUNIKUIUSA. . . e e e e e 17

17.

Funikulus se sastoji od jednog ili dva segmenta; prednja krila uska, od 2,5 do 8 puta duza
nego $ira, sete ne formiraju setalne linije, vrlo Cesto razvijeno svega nekoliko seta, marginalna
seta izrazena 1 doseze bar tre¢inu Sirine krila u najSirem delu; mezoskutum i1 skutelum

uglavnom sa Jednim Parom SETA. .........uuiiniittitt ettt 18



Funikulus se sastoji od jednog ili dva segmenta; prednja krila promenjivog oblika, ukoliko se
funikulus sastoji od jednog segmenta prednja krila su $iroka, dok je duzina krila kra¢a od 2,5

Sirine krila u najSirem delu; marginalna seta kra¢a od jedne trecine krila u najSirem delu.

Mezoskutum i skutelum sa dva para Seta ............ccoeeuiiriiiiiiiiiii e 24
' flag.-:'l lum :
pedicel : funicle clava '
i

Slika 26. Gradja antene kod Trichogrammatidae (lzvor: Pinto, 1997)

24.
Nesegmentirana Klava (SHKa 27)........oouieiiii e, 25
Klava se sastoji od dva do Cetiri SEgmenta .............ooieiiuiiniiiiiiii i, 31

~ \ ol /
- -—&-—-‘}\ﬁ N . ’ 1
-\_'_"?E'_. = A o | e i)
= - o ' '

Slika 27. Antena kod Trichogrammatidae sa nesegmentiranom klavom (lzvor: Pinto, 1997)

25.

Stigmalni nerv redukovan, sastoji se od kratkih nastavaka na vrhu marginalnog
1115 02 T SR Paratrichogramma Girault
Stigmalni nerv izrazen, $irok i dugacak..........ooviuiiiiiiiii i 26
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26.
Zenke: nervatura prednjeg krila u obliku slova sigma (X), marginalni nerv zakrivljen na vrhu i
nastavlja se u dugacak stigmalan nerv, dva nerva nisu jasno razdvojena ........................ 27

Oba pola: nervatura prednjeg krila ne obrazuje slovo sigma (%), marginalni nerv se pri vrhu

naglo zavrSava i vrlo jasno se razlikuje od stigmalnog nerva ................ccooveeeiiiinnnn.. 28
27.

Prednja krila sa Rsinervom, setalne linije predstavljene sa najmanje nekoliko seta (Slika 28 i
2 ) Trichogramma
Prednja krilabez RS1nerva ...........cocovviiiiii i Trichogrammatoidea Girault

-~ -
....'.::...s \\Q\

Rs4

Slika 28. Nervatura krila kod predstavnika roda Trichogramma (lzvor: Pinto, 1997)

Slika 29. Mikroskopski snimak prednjeg krila T. brassicae (foto: Ivezi¢)
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U nastavku je dat prikaz disckovane antene (Slika 30), genitalne armature muzjaka

(Slika 31) i izgled Zenke po izletanju iz parazitiranog jajeta kukuruznog plamenca (Slika 32).

Slika 31. Mikroskopski snimak gradje genitalija kod muzjaka T. brassicae (foto: Ivezi¢)
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Slika 32. Mikroskopski snimak zenke T. brassicae (foto: Ivezi¢)

3.4. Molekularna identifikacija uzoraka
Imajuéi u vidu da je identifikacija vrsta roda Trichogramma na bazi morfoloskih
karaktera izuzetno komplikovana i nepouzdana, narocito kada su u pitanju zenke, odgajeni

primerci osica su podvrgnuti molekularnoj identifikaciji.

3.4.1. Molekularna identifikacija uzoraka prikupljenih u 2016. godini
Trichogramma jedinke su uzorkovane 2016.godine na teritoriji opstine Kikinda i
podrvgnute molekularnoj identifikaciji na Departmanu za entomologiju u Riverside-u
(Univerzitet Kalifornija, SAD) pod nadzorom prof. dr Richard Stauthamer-a i dr Paul
Rugman Jones-a. Pored toga, molekularnim metodama je izvrSeno utvrdivanje prisustva
endosimbiontske bakterije Wolbachia sp. u uzorcima osica, kao i utvrdivanje intraspecijskog

diverziteta Trichogramma.

3.4.1.1. Molekularna identifikacija vrsta roda Trichogramma
Molekularna identifikacija jedinki roda Trichogramma je izvrSena analizom redosleda
nukleotida na ITS2 regionu ribozomalne DNK, i odvijala se u slede¢im fazama:

o DNK ekstrakcija
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DNK ekstrakcija:

Amplifikacija ITS2 regiona rDNK (PCR)

Elektroforeza amplikona

Precis¢avanje amplikona

Sekvenciranje amplikona

Poravnavanje ocitanih sekvenci koris¢enjem BLAST programa
Uporedivanje o€itanih sekvenci sa sekvencama u GenBanci (onlajn)

Obrada i tumacenje rezultata molekularnih analiza

DNK ekstrakcija je predstavljala prvi korak u molekularnoj identifikaciji uzoraka

prikupljenih u 2016.godini. Za DNK ekstrakciju primenjene su dve metode:

Ekstrakcija sa Chelex smolom i proteazom K

Neinvazivna HotShot esktrakcija

Ekstrakcija sa Chelex smolom i proteazomK:

Za izolaciju DNK materijala primenjeni su sledeci reagensi:

Proteaza-K (New England Biolabs - NEB, Ipswich, MA, USA)
Chelex suspenzija (5%) (NEB)

Procedura je sprovedena koriS¢enjem sledece opreme:

Falkoni (Eppendorf)

Pipete (0,2-1000ul) (Eppendorf)
Cetkica (YouDent)

Stakleni Stapi¢ (Shutterstock)

Vodeno kupatilo (Eppendorf)
Centrifuga (Micromax RF, Thermo IEC)
Vortex Sejker (Ika)

Protokol za DNK ekstrakciju Chelex smolom

Po jedna eklodirana Zzenka iz svakog uzorkovanog parazitiranog jajnog legla

kukuruznog plamenca je podvrgnuta DNK ekstrakciji primenom Chelex metode. Za

ekstrakciju DNK materijala koris¢ene su isklju¢ivo zenke, jer su zenke diploidne i raspolazu

sa viSe DNK materijala u odnosu na haploidne muZzjake. Za ovu metodu koristila se 5%
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Chelex suspenzija. U poklopac falkona postavljeno je 2 pul proteaze-K 1 po jedna
Trichogramma jedinka za svaki ispitivani uzorak, odnosno jajno leglo. Trichogramma jedinke
konzervirane u etanolu su nakon vadenja iz falkona prosusene na filter papiru i uz pomoc¢
Cetkice preneSene u poklopac falkona kako bi dosle u kontakt sa proteazom-K. Falkoni sa
proteazom-K i osicama su poklopljeni i postavljeni su u centrifugu na 14.000 rpm (Slika 33) u
trajanju od 15 do 20 sekundi kako bi se osice sa proteazom-K pozicionirale na dnu falkona.
Uz pomo¢ sterilnog staklenog $tapica izvr§eno je maceriranje Trichogramma osica, a za svaki
uzorak upotrebljen je poseban sterilisani Stapi¢ radi spre€avanja meSanja DNK materijala 1z
razli¢itih uzoraka. U svaki falkon sa maceriranim uzorcima dodato je po 60 pl Chelex
suspenzije. Falkoni sa maceriranim uzorcima i Chelex suspenzijom postavljeni su na
zagrevanje u vodeno kupatilo u trajanju od 60 minuta na 55°C, a zatim na 99°C u trajanju od
10 minuta. Nakon zagrevanja u vodenom kupatilu, falkoni su centrifugirani u trajanju od 4
minuta, pri ¢emu se Chelex smola istalozila na dnu falkona, neposredno ispod ekstrahovane
DNK. Uz pomo¢ pipete, izolovanu DNK smo paZljivo preneli u nove i obelezene falkone, dok
je talog Chelex smole ostao na dnu falkona u kojima se vrsila ekstrakcija. Ekstrahovana DNK
iz svake pojedinacne Trichogramma jedinke uskladiStena je u zamrzivacu na -20°C u

posebnom i jasno obelezenom sterilnom falkonu.

Slika 33. Centrifugiranje testiranih Trichogramma jedinki sa proteazom-K (Foto: Ivezic,
2017).

Ekstrakcija HotSHOT metodom:
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Neinvazivna DNK ektrakcija (HotSHOT metoda) izvrSena je po proceduri koju su
opisali Truett i saradnici (2000), koriS¢enjem sledecih reagenasa i opreme:
Reagensi:
o 100 mM NaOH (rastvor 1A) (NEB)
o 50 mM Naz EDTA (rastvor 1B) (NEB)
o 40 mM Tris-HCI (rastvor 2) NEB)

Oprema:
o Pipete
o Falkoni
o VVodeno kupatilo
. Vortex

. Mikroskop (Axio Lab.Al)

Postupak DNK ekstrakcije HotShot metodom je neinvazivna i brza metoda, koja se
vrlo Cesto primenjuje kako bi se procedura DNK ekstrakcije pojednostavila i ubrzala. Takode,
HotShot procedura obezbeduje nepromenjene morfoloske karakteristike ispitivanih jedinki,
Sto omogucava da se rezultati molekularne identifikacije potvrde i morfoloSkim putem. DNK
ekstrakcija pocinje meSanjem rastvora 1A i 1B u u odnosu 1:3, te se za dobijanje smese od 24
ul, neophodne za izolaciju DNK materijala iz pojedina¢ne Trichogramma jedinke, koristilo 6
ul rastvora 1A i 18 pl rastvora 1B. Za ekstrakciju DNK iz svake pojedinacne jedinke
pripremljeni su i obelezeni zasebni sterilni falkoni sa 24 pl smese rastvora 1A i 1B. Za DNK
ekstrakciju HotShot metodom takode su upotrebljene Zenke zbog veceg sadrzaja DNK
materijala. Jedinke koje su bile konzervirane u 95% etanolu, su prosuSene na filter papiru, a
zatim uz pomo¢ Cetkice postavljene u smesu za DNK ekstrakciju (pH=12). Vrlo je bitno da
jedinke dodu kontakt sa pripremljenom smeSom, stoga se falkoni sa osicama i smeSom za
ekstrakciju postavljaju u vortex na nekoliko sekundi (Slika 34). Uz pomo¢ mikroskopa je
neophodno potvrditi da se uzorci nalaze u pripremljenom rastvoru, a ne na zidu falkona. Kada
se potvrdio kontakt ispitivanih jedinki sa smeSom za ekstrakciju, falkoni su postavljeni na
zagrevanje u vodeno kupatilo na 95°C u trajanju od 30 minuta, a zatim su ohladeni na ledu u
trajanju od 1 minuta (Slika 35). Nakon hladenja, svakom pojedinatnom uzorku dodat je
rastvor 2 u dozi od 24 pl. Rastvor 2 je rastvor za neutralizaciju koji pH vrednost dobijene
smeSe smanjuje sa 12 na 7. Navedena procedura ne utiCe na morfoloske karakteristike

testiranih Trichogramma jedinki, pa se takve jedinke konzerviraju i po potrebi podvrgavaju
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analizi morfoloskih karakteristika. Izolovanu DNK smo uskladistili u zamrzivacu na -20°C,
dok su jedinke podvrgnute DNK ekstrakciji konzervirane u 95% etanolu u posebnim i

obelezenim falkonima i uskladistili u frizideru na 4 °C.

‘ IKA*®" MS 3 basic

>
e

Slika 34. Vorteks za homogenizaciju reagenasa (Foto: Ivezi¢, 2017).

Slika 35. Hladenje uzoraka prethodno zagejanih u vodenom kupatilu (Foto: Ivezié, 2017).

Iz svakog uzorkovanog parazitiranog jajnog legla izdvojene su po dve Trichogramma
zenke, od kojih je jedna podvrgnuta DNK ekstrakciji uz pomo¢ Chelex metode, dok je druga
jedinka iz istog parazitiranog jajnog legla plamenca podvrgnuta ekstrakciji uz pomo¢ HotShot
metode. Kako je amplifikacija ITS2 regiona sprovedena koris¢enjem ekstrakcije dobijene
HotShot metodom dala pozitivne rezultate, odnosno zadovoljavaju¢u koli¢ninu izolovanog
DNK materijala, postupak molekularne identifikacije uzorkovanih parazitoida nastavljen je

koris¢enjem DNK materijala dobijenog neinvazivhom HotShot metodom. Posto je metoda
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DNK ekstrakcije sa Chelex smolom vremenski zahtevnija od HotShot metode, u daljem
istrazivanju ekstrakcija DNK materijala iz uzorkovanih jedinki je vrSena isklju¢ivo uz pomo¢
HotShot neinvazivne metode. Izolovan DNK materijal iz svake pojedina¢ne jedinke je
obeleZen i upotrebljen je u daljem postupku amplifikacije 1TS2 regiona rDNK radi analize

redosleda nukleotida na pomenutom DNK segmentu.

Amplifikacija ITS2 regiona kori§¢enjem standarnih prajmera za Trichogramma spp.

Koris¢enjem izolovanog DNK materijala, pristupilo se amplifikaciji 1TS2 regiona
rDNK. Za svaki ispitivani uzorak pripremljeno je 23 ul PCR mastermiksa od sledec¢ih
reagenasa:

. 13,3 ul dd H20

. 2,5 ul Thermopol PCR pufera (NEB)

. 1 ul MgCl2(NEB)

. 0,5 ul prajmer ITS2- forward (ThermoFisher Scientific)
. 0,5 wul prajmer ITS2 — reverse (ThermoFisher Scientific)
. 0,2 ul Taq polimeraza (5 units/ul) (NEB)

. 5 ul dUTPs (NEB)

Za amplifikaciju upotrebljena je sledec¢a oprema:

. Amplifikator (Eppendorf North America Inc., New York, NY, USA)
o PCR falkoni (Eppendorf)

o Pipete

. Vortex

Za amplifikaciju ITS2 regiona koristili su se slede¢i prajmeri: prajmer ,napred*
(forward), 5-TGTGAACTGCAGGACACATG-3’ lociran na 5.8S genu rDNK i prajmer
,hazad“ (reverse) 5'-GTCTTGCCTGCTCTGAG-3 lociran na 28S genu rDNK. Za
pripremanje 25 ul PCR reakcione smese upotrebljeno je 2 pl izolovane DNK po uzorku i 23
ul pripremljenog PCR mastermiksa. Mastermiks je neposredno pre meSanja sa DNK
materijalom postavljen u vortex radi homogenizacije upotrebljenih reagenasa. Amplifikacija
uzoraka sprovedena je sa dva kontrolna uzorka (pozitivna i negativna kontrola). Negativna
kontrola sadrzala je 23 ul PCR mastermiksa, dok je pozitivna kontrola pripremljena od 23 pl
mastermiksa i 2 ul DNK poznatog uzorka. Tokom ove procedure, kao pozitivna kontrola
koris¢en je DNK materijal izolovan iz T. pretiosum. Ukoliko amplifikacija negativnog
kontrolnog uzorka ne rezultira PCR produktom, odbacuje se mogucénost kontaminacije
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pripremljenog mastermiksa. Posto se amplifikacija pozitivnog kontrolnog uzorka sprovodi sa
ve¢ identifikovanom Trichogramma vrstom, kao rezultat PCR reakcije ocekuje se amplikon
karakteristi¢an za Trichogramma vrstu koja je upotrebljena kao pozitivan kontrolni uzorak,
odnosno u ovom sluc¢aju T. pretiosum. U slucaju da ni pozitivna kontrola ne rezultira PCR
produktom, postupak DNK ekstrakcije i amplifikacije je neophodno ponoviti. Pripremljena
PCR reakciona smesa odgovarajucih uzoraka postavljena je u amplifikator (Slika 36), koji je
prethodno podesen za amplifikaciju ITS2 regiona. PCR reakcija teCe kroz temperaturne
cikluse tokom kojih dolazi do razdvanja DNK lanca, vezivanja prajmera za ciljno mesto (28S
1 5.8S region DNK) i amplifikacije Zeljene sekvence nukleotida. Amplifikacija ITS2 regiona
kod Trichogramma spp. se obavlja pri slede¢im temperaturnim uslovima: zapocinje
preliminarnom denaturacijom na 95°C u trajanju od 3 minuta, sledi 37 ciklusa pri ¢emu se
svaki ciklus sastoji od denaturacije u trajanju od 45 sekundi na 92°C, otpustanja (annealing) u
trajanju od 45 sekundi na 53°C i ekstenzije (extension) u trajanju od 1 minuta i 15 sekundi na

72°C. Nakon poslednjeg ciklusa obavlja se finalna ekstenzija na 72°C u trajanju od 3 minuta.

Slika 36. PCR amplifikator koris¢en za amplifikaciju ITS2 regiona ispitivanih uzoraka (Foto:
Ivezi¢, 2017).

Duzina amplikona (PCR produkata) dobijenih PCR reakcijom odredena je
elektroforezom na 1% agaroznom gelu (Slika 37), dok su rezultati elekroforeze vizualizovani

transiluminatorom (Slika 38).
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Slika 37.Komora za elektroforezu.i postavljanje PCR produkata u gel za elektroforezu (Foto:
Ivezi¢. 2016).

Slika 38. Transiluminator (Foto: Ivezi¢, 2016).

Elekroforeza:
Priprema gela za elektroforezu
Za pripremu agaroznog gela upotrebljeni su sledeci reagensi 1 oprema:
o Agaroza (myGenomics)
o TAE (Tris-acetate-EDTA) Pufer (ThermoFisher Scientific)
o Etidijum bromid (Advanced Synthesis)
) DNK ladder (Fermentas)
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o Marker za bojenje amplikona (Fermentas)

Oprema:
o Komora za elektroforezu (Agilent Technologies)
. Cesalj za elektroforezu (Agilent Technologies)
o Mikrotalasna rerna (Bosh)
o Pipete
. Erlenmajer boce(ThermoFisher Scientific)

J Transiluminator (Vilber lourmat TFP-M/WL)

Za dobijanje 1% agaroznog gela upotrebljeno je 100 ml TAE pufera i 1 g agaroze.
Dobijena smeSa je zagrejana u mikrotalasnoj rerni u trajanju od 90 sekundi, nakon Cega je
rastopljenom agaru dodato 4 pl etidijum bromida. Rastopljena agaroza prenesena je u posudu
za elektroforezu sa prethodno postavljenim cesljem (Slika 39). Nakon 20 minuta, iz

ohladenog i zgusnustog gela izvaden je ¢eSalj i posuda sa agaroznim gelom je postavljena u

komoru za elektroforezu (Slika 37).

Slika 39. Polimerizacija agaroznog gela u posudi za elektroforezu na sobnoj temperaturi
(Foto: Ivezi¢. 2016).

Dobijeni PCR produkti neposredno pre unoSenja u agarozni gel obojeni su markerom

za bojenje u odnosu 1:1. U naSem istraZivanju koristili smo 6 ul PCR produkta i 6 ul markera
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za bojenje (Slika 40). Takode, u agarozni gel je postavljeno i 7 ul supstance zvane DNK
ladder (DNK lestvica), koja se satoji od smeSe DNK fragmenata poznatih veli¢ina, radi
utvrdivanja duZzine dobijenih amplikona. Nakon postavljanja PCR produkata u agarozni gel
(Slika 37), komora za elektroforezu je povezana sa baterijom u trajanju od sat vremena pri

odgovaraju¢em naponu struje (100V).

Slika 40. Mesanje PCR produkata sa markerom za bojenje (Foto: Ivezi¢. 2016).

Rezultati elektroforeze ocitani su uz pomo¢ transiluminatora, u koji se postavio
agarozni gel, prethodno izvaden iz komore za elektroforezu. Oc¢ekivana duzina ITS2 regiona
kod Trichogramma vrsta krece se u granicama od 400 do 700 baznih parova, stoga se nakon
elektroforeze mozZe doneti preliminarni zakljucak da li ekstrahovana DNK pripada vrstama iz
rod Trichogramma.

Za uzorke za koje nisu dobijeni amplikoni, ponovljen je postupak amplifikacije
koris¢enjem 5 ul DNK ektrakcije i 20 pl PCR mastermiksa, a u slucaju da ni tada nisu
dobijeni DNK produkti, uzorci su izostavljeni iz daljeg istrazivanja, pod pretpostavkom da
ispitivane Trichogramma jednike nisu sadrzale dovljno DNK materijala za amplifikaciju ITS2
segmenta rDNK.

Nakon izvrSene amplifikacije 1 elektroforeze izvrSeno je sekvenciranje uzoraka, radi
odredivanje sekvenci nukleotidnih baza (adenin, guanin, citozin, i timin) u dobijenim PCR
produktima.
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PrecdiS¢avanje amplikona (purifikacija):

Procedura koja je prethodila sekvenciranju dobijenih amplikona je purifikacija.
Purifikacija podrazumeva preciscavanje dobijenih amplikona, odnosno razgradnju svih
reagenasa koji ulaze u sastav mastermiksa (nukleotidi, prajmeri, polimeraza itd), a kao
rezultat purifikacije dobija se ¢ist PCR produkt.

Za purifikaciju upotrebljeni su slede¢i reagensi:

o llustra Alkalna fosfataza (GE Healthcare)
o llustra Exonukleaza (GE Healthcare)

° ITS2 forward 1,6 mM

° ITS2 reverse 1,6 mM

. Dimetil-sulfoxid (NEB)

U ovom istrazivanju, za purifikaciju PCR produkta koriS¢eni su enzimi za
pre¢is¢avanje, ilustra ExoProStar komercijalni kitovi (GE Healthcare Life Sciences).
Procedura preciS¢avanja sprovedena je meSanjem 10 pul PCR produkta sa 1 ul alkalne
fosfataze i 1 ul egzonukleaze. Procedura je izvedena zasebno za svaki testirani amplikon.
Mesanje enzima sa PCR produktima obavlja se kako bi se razgradili svi preostali prajmeri i
nukteotidi u PCR produktu. Nakon prec¢is¢avanja amplikona obavila se denaturacija enzima
zagrevanjem smeSe enzima i PCR produkata. Dobijena smeSa postavljena je u vodeno
kupatilo na 37°C u trajanju od 30 minuta, a zatim na 80°C u trajanju od 15 minuta. Za
sekvenciranje, preciS¢enim amplikonima neophodno je dodati forward i1 reverse ITS2
prajmere specificne za Trichogramma vrste. Neposredno pre meSanja prajmera i amplikona,
redukovana je molarna koncentracija prajmera sa 10 mM na 1,6 mM.

Smanjenje molarne koncentracije prajmera izvrSeno je pripremanjem posebnog
mastermiksa za svaki prajmer (forward i reverse) na slede¢i nacin:

. 68 ul ddH-0
o 37 wl Dimetil-sulfoxid
o 20 pl prajmera

Ovako razblazeni prajmeri dodati su precis¢enim amplikonima u odnosu 1:4 (1 pl
prajmera +4 ul PCR produkta). Posto se svaki razblazeni prajmer (forward i reverse) posebno
meSa sa preciS¢enim amplikonom, za dobijeni broj amplikona pripremljen je dvostruko veci
broj uzorka za sekvenciranje (tj. ocCitavanje redosleda i sastava nukleotida u sekvencama

dobijenih amplifikacijom). Svi pre€iS¢eni PCR produkti su poslati na sekvenciranje na
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Institute for Integrative Genome Biology, Departmant of Biotechnology (University of
California, Riverside).

Dobijene sekvence nukleotida na ITS2 regionu (forward i reverse) poravnate su
koris¢enjem programa BioEdit Sequence Alignment Editor (version 7.2.5.) i kao takve
uporedene su sa BLAST programom sa poznatim sekvencama u onlajn Genbanci (GenBank

NCBI-National Center for Biotechnology Information).

Multiplex PCR:

Multiplex PCR sproveden je koriS¢enjem specificnih reverse prajmera, dizajniranih na

Departmanu za entomologiju u Riverside-u na osnovu razlike u redosledu nukleotida na ITS2
segmentu rDNK kod T. brassiacae i T. evanescens. Kao forward prajmer upotrebljen je
univerzalan forward prajmer za amplifikaciju ITS2 regiona kod Trichogramma spp. dok su
istovremeno upotrebljeni reverse prajmeri dizajnirani za T. brassiacae i T. evanescens.
Ovakvi prajmeri specificni su samo za ove dve Trichogramma vrste. U slucaju da se u PCR
reakcionoj smesi nalazi DNK materijal izolovan iz tre¢e Trichogramma vrste, amplifikacija
nece rezultirati PCR produktom.
Za svaki ispitivani uzorak pripremljeno je 23 ul PCR mastermiksa od slede¢ih
reagenasa:
. 12,8ul dd H20
. 2,5 pl Thermopol PCR pufera (NEB),
. 1 ul MgCl2(NEB)
. 0,5 ul prajmer ITS2 — forward (ThermoFisher Scientific)
. 0,5 ul prajmer ITS2 — Brassicae reverse (ThermoFisher Scientific)
. 0,5 ul prajmer ITS2 — Evanescens reverse (ThermoFisher Scientific)
. 0,2 ul Taq polimeraza (5 units/ul) (NEB)
. 5 ul dUTPs (NEB)
Za amplifikaciju ITS2 regiona koristili su se prajmeri ,napred“(forward), 5'-
TGTGAACTGCAGGACACATG-3’ lociran na 5.8S genu rDNK i dva reverse prajmera:
e Brassicae reverse 5'- CGACGTATCACACTGCTCCT-3
e Evanescens reverse 5'- GCCGTCGTTACCTACTTTCG-3.
Za pripremanje 25 ul PCR reakcione smeSe upotrebljeno je 2 ul izolovane DNK po
uzorku i 23 pl pripremljenog PCR mastermiksa. Mastermiks je neposredno pre mesanja sa

DNK materijalom postavljen u vortex radi boljeg meSanja upotrebljenih reagensa.
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Amplifikacija uzoraka je sprovedena sa dva kontrolna uzorka (pozitivna i negativna kontrola).
Negativna kontrola sadrzala je 23 ul PCR mastermiksa, dok je pozitivna kontrola pored 23 pl
mastermiksa sadrzala i 2 ul DNK T. evanesens. Pripremljena PCR reakciona smeSa za
uzorake i dve kontrole postavljena je u amplifikator, prethodno podesen za Multiplex PCR
koji je obuhavata: preliminarnu denaturaciju na 95°C u trajanju od 3 minuta, za kojom sledi
38 ciklusa denaturacije u trajanju od 20sekundi na 95°C, otpustanje (annealing) u trajanju od
20 sekundi na 55°C i ekstenziju (extension) u trajanju od 1 minuta na 68°C. Nakon
poslednjeg ciklusa obavlja se finalna ekstenzija na 68°C u trajanju od 3 minuta.

Duzina dobijenih amplikona odredena je elektroforezom na 1% agaroznom gelu

obojenim etidijum bromidom, dok su rezultati elektroforeze vizualizovani transiluminatorom.

3.4.1.2. Utvrdivanje geneticke varijabilnosti uzoraka Trichogramma sp.

Utvrdivanje intraspecijske varijacije identifikovanih uzoraka do nivoa vrste kao i
njihovog filogenetskog porekla sprovedeno je amplifikacijom segmenta mitohonrijalne DNK
(mtDNK) za citohrom c oksidazu I, tzv. COI gen. Amplifikacija COI gena sprovedena je za
sve uzorke iz terenske kolekcije, pri ¢emu je PCR reakcija za svaki ispitivani uzorak
sprovedena sa 25 pl reakcione smese, pripremljene od 2 pl DNK ekstrakcije i 23 ul
mastermiksa.

Za pripremanje PCR mastermiksa za pojedinatan uzorak upotrebljeni su sledeci
regensi:

. 11,3 ul H20

. 2,5 ul ThermoPol PCR Pufer (NEB)

. 5 ul dUTPs

. 2 ul 4% (v/v) BSA (NEB)

. 1 ul MgCl;

o 0,5 ul LCO1490 (forward prajmer) (TFC)
o 0,5 ul HCO2198 (reverse prajmer) (TFC)
o 0,2 ul Taq polimeraza (NEB)

Amplifikacija COI gena sprovedena je po proceduri Heberta i sar. (2003), koriS¢enjem
forward prajmera LCO 1490 - GTCAACAAATCATAAAGATATTGG i reverse prajmera
HCO 2198 - TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA (Folmer i sar., 1994), pri slede¢im
temperaturnim uslovima: preliminarna denaturacija na 94°C u trajanju od 2 minuta, pracena je

sa 5 ciklusa od kojih se svaki ciklus sastoji od denaturacije u trajanju od 30 sekundi na 94°C,
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otpustanja u trajanju od 1 minute i 30 sekundi pri 45°C i ekstenzije u trajanju od 1 minuta na
72°C. Zatim je usledilo novih 35 ciklusa denaturacije od 30 sekundi pri 94°C, otpustanja od 1
minute i 30 sekundi pri 51°C i ekstenzije od 1 minute pri 72°C. Nakon poslednjeg ciklusa
usledila je finalna ekstenzija na 72°C u trajanju od 5 minuta. Efikasnost sprovedene
amplifikacije potvrdena je elekroforezom na 1% agaroznom gelu.

Za uzorke za koje nisu dobijeni amplikoni, PCR reakcija je ponovljena sa ve¢om
dozom izolovane DNK, pa je 25 ul PCR reakcione smese pripremljeno od 5 pl ukupne DNK i
20 pl mastermiksa.

Za pripremanje 20 ul PCR mastermiksa upotrebljeni su regensi u slede¢im dozama:

o 8,3 ul H20

o 2,5 ul Pufera

. 5 ul dUTPs

o 2 ul BSA

. 1 ul MgCl;

. 0,5 ul LCO1490 (forward prajmer)
. 0,5 ul HCO2198 (reverse prajmer)
. 0,2 ul Taq polimeraza

Dobijeni amplikoni podvrgnuti su sekvenciranju na na Institute for Integrative
Genome Biology, Departmant of Biotechnology (University of California, Riverside).
Sekvenciranju je prethodilo prec¢iS¢avanje COI amplikonai meSanje sa razblazenim forward i

reverse COI prajmerima (1,6 mM) po prethodno opisanoj proceduri.

3.4.1.3. Identifikacija prisustva Wolbachia bakterije u Trichogramma osicama
Svi uzorci podvrgnuti molekularnoj identifikaciji, testirani su i na prisustvo Wolbachia

endosimbiontske  bakterije. Identifikacija prisustva ove bakterije sprovedena je
amplifikacijom 16S regiona rDNK, specificnog za Wolbachia bakteriju, kori¢enjem prajmera
i protokola po Werren i Windsor-u (2000). Za pojedinacan Trichogramma uzorak
pripremljeno je 23 ul mastermiks-a sa slede¢im reagensima:

e 10,8 ul H20

e 2,5ul TAE pufer

e 5pul dNTPs

e 15 ul BSA (NEB)
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e 1ulMgCl

e 1 ul 438bp forward prajmer (TFC)
e 1 ul 438bp reverse prajmer (TFC)
e 0,2 ul Taq polimeraza

Za amplifikaciju 16S gena za svaki uzorak pripremljeno je 25 ul PCR smesSe,
sacinjene od 23 ul mastermiksa i 2 ul prethodno izolovane DNK ekstrakcije. Amplifikacija je
sprovedena koris¢enjem sledec¢ih prajmera forward 5’-CATACCTATTCGAAGGGATAG-3’
1 reverse 5’-AGCTTCGAGTGAAACCAATTC-3’. PCR reakcija je sprovedena pri slede¢im
temperaturnim uslovima: preliminarna denaturacija na 95°C u trajanju od 2 minuta, zatim
slede dva ciklusa denaturacije u trajanju od 2 minuta na 95°C, otpustanja u trajanju od 1
minuta na 60°C i ekstenzije u trajanju od 1 minuta na 72°C. Sledi 38 ciklusa denaturacije u
trajanju od 30 sekundi na 95°C, otpustanja u trajanju od 1 minuta na 60°C i ekstenzije u
trajanju od 45 sekundi sekundi na 72°C. Nakon poslednjeg ciklusa, obavlja se finalna
ekstenzija na 72°C u trajanju od 5 minuta. Dobijeni PCR produkti razdvojeni su
elektroforezom na 1% agaroznom gelu, obojenim etidijum bromidom.

Posto detekcija 16S gena ne odreduje da li je prisustvo Wolbachia bakterije naslednog
karaktera ili je posledica ishrane na zarazenom domacinu (O. nubilalis), sprovedena je
amplifikacija wsp (Wolbachia surface protein gene) bakterijskog gena po proceduri koju su
opisali Zhou i sar. (1998). Prisustvo wsp gena testirano je samo na uzorcima Kkoji su se
prethodno pokazali pozitivnim na bakterijski 16S gen.

Za amplifikaciju wsp, pripremljeno je 23 ul mastermiksa za svaki testirani uzorak:

. 9,8 ul H20

. 2,5 pul Thermopol pufera (NEB)
. 5 ul dUTPs

. 1 ul 2% (v/v) BSA (NEB)

. 1,5 pl MgCl,

o 2 ul forward wsp prajmer (TFC)
o 2 ul reverse wsp prajmer (TFC)
o 0,2 ul Taq polimeraza

Za svaki ispitivani uzorak pripremljeno je 25 ul PCR reakciona smese, sacinjene od 23
ul mastermiksa i 2 ul prethodno izolovane DNK. Za PCR reakciju upotrebljeni su sledeci
prajmeri: prajmer ,,napred” (forward) 5’-TGG TCC AAT AAG TGA TGA AGA AAC-3’ i
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prajmer ,,nazad“ (reverse) 5’-AAA AAT TAA ACG CTA CTC CA-3’ (Zhou i sar., 1998).
Amplifikacija wsp gena sprovedena je pri slede¢im temperaturnim uslovima: preliminarna
denaturacija na 94°C u trajanju od 2 minuta, pracena sa 38 ciklusa od kojih se svaki ciklus
sastoji od denaturacije u trajanju od 1 minute na 94°C, otpustanja u trajanju od 1 minute na
55°C i ekstenzije u trajanju od 1 minuta i 20 sekundi na 72°C. Nakon poslednjeg ciklusa
obavljena je finalna ekstenzija na 72°C u trajanju od 10 minuta. Duzina dobijenih amplikona
odredena je elektroforezom na 1% agaroznom gelu obojenim etidijum bromidom, dok su
rezultati elektroforeze vizualizovani transiluminatorom.

Dobijeni PCR produkti su pre¢iS¢eni sa ExoProStar komercijalnim kitovima po
navedenoj proceduri. PreciS¢enim amplikonima su dodati razblaZeni forward i reverse wsp
prajmeri (1,6 mM) u odnosu 1:4, a zatim su amplikoni podvrgnuti sekvenciranju na

Integrative Genome Biology (University of California, Riverside).

3.4.2. Molekularna identifikacija uzoraka prikupljenih u 2017. godini
Jedinke uzorkovane u 2017. godini, podvrgnute su molekularnoj identifikaciji
amplifikacijom 1TS2 regiona rDNK. Pored amplifikacije ITS2 segmenta sa univerzalnim
prajmerima za vrste iz roda Trichogramma, sproveden je i Multiplex PCR sa specifi¢nim
prajmerima za amplifikaciju ITS2 segmenta.
Molekularna identifikacija uzorkovanih Trichogramma jedinki odvijala se u slede¢im
fazama:
) DNK ekstrakcija
. Amplifikacija ITS2 regiona rDNK (PCR)
o Elektroforeza proizvoda amplifikacije
J Obrada i tumacenje rezultata molekularnih analiza
DNK ekstrakcija

DNK ekstrakcija izvrSena je pomocu neinvazivne HotShot metode po prethodno
opisanoj proceduri (Truett 1 sar., 2000). Za DNK ekstrakciju upotrebljeni su sledeci reagensi:
100 mM NaOH, 50 mM Naz EDTA, 40 mM Tris-HCI (Sigma-Aldrich). Iz svakog uzorka
osica iz odgovarajuceg parazitiranog jajnog legala kukuruznog plamenca izdvojene su po dve
jedinke Trichogramma sp. (zenke) koje su podvrgnute DNK ekstrakciji, odnosno jedna
jedinka u slucaju gde je iz uzorka jajnog legla dobijena samo jedna osica. I1zolovana DNK iz
svake jedinke konzervirana je u zasebnim falkonima, obelezenim brojevima i uskladiStena u

zamrzivacu na -20°C.
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Amplifikacija ITS2 regiona:

Izolacijom DNK materijala, pristupilo se amplifikaciji ITS2 regiona rDNK, pomocu
univerzalnih prajmera za vrste iz roda Trichogramma. PCR reakcija najpre je sprovedena
koris¢enjem DNK materijala iz po jedne Trichogramma zenke iz svakog uzorkovanog
parazitiranog jajnog legla.

Za svaki ispitivani uzorak pripremljeno je 23 ul PCR mastermiksa od slede¢ih
reagenasa:

. 13,3 pl dd H20

o 8,7 wl DreamTaqg PCR mastermiks (ThermoScientific)
. 0,5 ul prajmer 1TS2 — forward (ThermoScientific)

o 0,5 wl prajmer ITS2 — reverse (ThermoScientific)

Za amplifikaciju ITS2 regiona Koristili su se forward prajmer 5'-
TGTGAACTGCAGGACACATG-3’ i reverse prajmer 5'-GTCTTGCCTGCTCTGAG-3. Za
pripremanje 25 ul PCR reakcione smese upotrebljeno je 2 ul izolovane DNK po uzorku i 23
ul pripremljenog PCR mastermiksa. Mastermiks je neposredno pre meSanja sa DNK
materijalom postavljen u vortex radi boljeg meSanja upotrebljenih reagensa. Amplifikacija
uzoraka sprovedena je sa dva kontrolna uzorka (dve negativne kontrole). Negativna kontrola
sadrzala je 23 pl PCR mastermiksa, bez izolovanog DNK materijala. Pripremljena PCR
reakciona smeSa uzoraka postavljena je u amplifikator, prethodno podeSen za amplifikaciju
ITS2 regiona.

Amplifikacija zapoc€inje preliminarnom denaturacijom na 95°C u trajanju od 3
minuta, pa sledi 37 ciklusa: denaturacije u trajanju od 45 sekundi na 92°C, otpustanja u
trajanju od 45 sekundi na 53°C i ekstenzije u trajanju od 1 minuta i 15 sekundi na 72°C.
Nakon poslednjeg ciklusa, obavlja se finalna ekstenzija na 72°C u trajanju od 3 minuta.
Duzina amplikona dobijenih PCR reakcijom odredena je elektroforezom na 1% agaroznom
gelu, dok su rezultati elekroforeze vizualizovani transiluminatorom (Vilber). Elektroforeza je
sprovedena po prethodno opisanoj proceduri tokom identifikacije uzoraka prikupljenih u
2016. godini.

MultiPlex PCR:

Multiplex PCR metoda sprovedena je koris¢enjem izolovane DNK iz svih jedinki

osica. Za svaki ispitivani uzorak pripremljeno je 23 pl PCR mastermiksa od sledecih

reagenasa.
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. 9,8 ul dd H20

o 8,7 wl DreamTaqg PCR mastermiks (ThermoScientific)
o 0,5 ul prajmer ITS2 — forward (RTC)

o 0,5 ul prajmer ITS2Brassicae reverse (RTC)

o 0,5 ul prajmer ITS2Evanescens reverse (RTC)

Za amplifikaciju su se koristili slede¢i prajmeri:

° ITS2 forward 5'-TGTGAACTGCAGGACACATG-3’,
° ITS2 brassicae reverse 5'- CGACGTATCACACTGCTCCT-3
° ITS2 evanescens reverse 5'- GCCGTCGTTACCTACTTTCG-3

Za pripremanje 25 ul PCR reakcione smese upotrebljeno je 2 ul izolovane DNK po
uzorku i 23 pl pripremljenog PCR mastermiksa. Mastermiks je neposredno pre mesanja sa
DNK materijalom postavljen u vortex radi boljeg meSanja upotrebljenih reagensa.
Amplifikacija uzoraka sprovedena je sa dva kontrolna uzorka (pozitivna i negativna kontrola).
Negativna kontrola sadrzala je 23 ul PCR mastermiksa, dok je pozitivna kontrola pored 23 pl
mastermiksa sadrzala i 2 ul DNK T. evanescens. Pripremljena PCR reakciona smesa za
svakog uzoraka postavljena je u amplifikator prethodno podesen za Multiplex PCR reakciju.
Amplifikacija zapocinje preliminarnom denaturacijom na 95°C u trajanju od 3 minuta, a
zatim sledi 38 ciklusa denaturacije u trajanju od 20 sekundi na 95°C, otpustanja u trajanju od
20 sekundi na 55°C i ekstenzije u trajanju od 1 minuta na 68°C. Nakon poslednjeg ciklusa

obavlja se finalna ekstenzija na 68°C u trajanju od 3 minuta.
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Rezultati monitoringa kukuruznog plamenca na teritoriji Kikinde

Monitoring adulta kukuruznog plamenca svetlosnim klopkama, na dva lokaliteta na
teritoriji opsStine Kikinda (Kikinda i Banatska Topola) tokom 2016 1 2017 godine, pokazao je
razli¢itu brojnost populacija ove $tetocine (Prilozi 1 i 2). U toku 2016.godine utvrdena je
znatno vecéa aktivnost kukuruznog plamenca, jer je na pracenim lokalitetima u toku sezone
registrovano ukupno 65.631 jedinki plamenca, dok je zbirni ulov na svetlosnim klopkama u
2017. godini iznosio 9.183 adulta.

Pored znacajnih razlika u brojnosti ukupno sakupljenih jedinki u klopkama u toku
sezone, koja je na lokalitetu Kikinda bila 4,9 puta niza, a na lokalitetu Banatska Topola 12,2
puta niza u 2017. u odnosu na 2016. godinu, u toku obe sezone, na oba lokaliteta je zapazena
pojava tri generacije ove Steto¢ine (Grafici 1 do 4).

U toku 2016. godine zabelezena je relativno niska aktivnost prve generacije plamenca,
pri ¢emu je maksimum leta na oba pracena lokaliteta registrovan krajem maja meseca sa
dnevnim ulovom od 187 adulta na lokalitetu Kikinda (dana 27. maja) i 134 adulta na
lokalitetu Banatska Topola (28. maja). Maksimum leta druge generacije plamenca na
lokalitetu Kikinda u 2016. godini beleZi se pocetkom avgusta meseca sa dnevnim ulovom od
2705 jedinki (2. avgusta), dok je maksimum leta druge generacije na lokalitetu Banatska
Topola registrovan krajem jula meseca sa dnevnim ulovom od 2652 jedinke (dana 27. jula).
Maksimum leta treCe generacije na oba pracena lokaliteta registrovan je poCetkom septembra
(dana 7. septembra na oba lokaliteta), sa dnevnim ulovom od 213 jedinki plamenca na
lokalitetu Banatska Topola, odnosno 195 jedinki na lokalitetu Kikinda.

Tokom 2017.godine na oba pracena lokaliteta zabeleZena je manja brojnost adulta na
svetlosnim klopkama u odnosu na prethodnu godinu, ali je s druge strane brojnost prve
generacije bila veca nego u prethodnoj godini, a pikovi maksimalnih brojnosti pojedinih
generacija su jasnije izrazeni (Grafici 3 i 4). Tokom 2017. godine, maksimum leta prve
generacije na lokalitetu Kikinda registrovan je krajem maja meseca (31. maja) sa dnevnim
ulovom od 295 adulta, odnosno pocetkom juna meseca (4. juna) na lokalitetu Banatska
Topola sa dnevnim ulovom od 232 adulta. Dakle, dnevni maksimum brojnosti adulta prve
generacije je u 2017.godini na oba pracena lokaliteta imao vece vrednosti nego u prethodnoj,

2016. godini. Maksimum leta druge generacije registrovan je krajem jula meseca na lokalitetu
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Banatska Topola (dana 30. jula) sa dnevnim ulovom od 308 adulta, odnosno pocetkom
avgusta (dana 1. avgusta) sa dnevnim ulovom od 435 adulta na lokalitetu Kikinda. Na oba
pracena lokaliteta u 2017. godini maksimalne vrednosti dnevnog ulova adulta druge
generacije u svetlosnim klopkama su bile visestruko manje u odnosu na 2016. godinu (u
Kikindi 6,2 puta, a u Banatskoj Topoli 7,8 puta). Maksimum brojnosti tre¢e generacije
plamenca od 125 jedinki u klopci (dana 10.09.2017.) na lokalitetu Kikinda je u 2017. godini
imao 1,6 puta nizu vrednost u odnosu na prethodnu godinu, dok je na lokalitetu Banatska
Topola vrednost maksimalne brojnosti od 28 jedinki (dana 11.09.2019.) bila 7,6 puta niza u
odnosu na maksimalnu brojnost trece generacije u prethodnoj godini. Rezultati monitoringa
adulta kukuruznog plamenca svetlosnim klopkama sprovedenim u toku dve sezone, pokazali
su vrlo sliénu dinamiku leta imaga tokom sve tri generacije, bez obzira na razlike u brojnosti
populacija zabelezenoj u razli¢itim godinama. Pored toga, periodi maksimalnih brojnosti
adulta u pojedinim generacijama su se na oba lokaliteta skoro u potpunosti poklapali u svakoj
sezoni, pri ¢emu su maksimumi na oba lokaliteta belezeni ili istog dana ili u razmaku ne
duzem od 6 dana. Na osnovu dvogodiSnjih rezultata prac¢enja brojnosti adulta u svetlosnim
klopkama, utvdeno je da se maksimum leta prve generacije kukuruznog plamenca deSava
krajem maja i poc¢etkom juna (27. 1 28. maja 2016., odnosno 31. maja i 4. juna 2017. godine),
druge generacije krajem jula i po¢etkom avgusta (27. jula i 2. avgusta 2016., odnosno 30. jula
1 1. avgusta 2017. godine), a tre¢e generacije u prvoj dekadi septembra meseca (7. septembra
u 2016, odnosno 10. i 11. septembra 2017. godine).

Najveéa brojnost populacije adulta u obe godine i na oba lokaliteta zabeleZzena u
letnjem delu sezone, krajem jula i u prvoj polovini avgusta meseca (Graf. 1-4, Prilozi 1 i 2),
odnosno u periodu koji odgovara letu druge generacije kukuruznog plamenca. Posmatranjem
dinamike leta imaga kukuruznog plamenca, odnosno utvrdivanjem maksimuma leta svake
generacije opredeljeni su adekvatni momenti za sprovodenje vizuelnih pregleda useva
kukuruza radi odredivanja stope parazitiranosti poloZenih jajnih legala kukuruznog plamenca
I njihovog sakupljanja radi odgajivanja jedinki parazitoida. U 2016. i 2017. godini nisu
registrovana parazitirana jajna legla kukuruznog plamenca tokom aktivnosti prve generacije
Steto¢ine, dok je u obe pracene godine zabelezena visoka aktivnost Trichogramma parazitoida
tokom aktivnosti druge generacije plamenca. U 2017. godini takode je registrovana znacajna

aktivnost Trichogramma parazitoida tokom leta tre¢e generacije plamenca.
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Grafik 1. Dinamika leta kukuruznog plamenca na lokalitetu Kikinde u 2016. godini (Ivezic,
2016).
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Grafik 2. Dinamika leta kukuruznog plamenca na lokalitetu Banatska Topola u 2016. godini
(Ivezi¢, 2016).
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Grafik 3. Dinamika leta kukuruznog plamenca na lokalitetu Kikinda u 2017. godini (Ivezic,
2017).
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Grafik 4. Dinamika leta kukuruznog plamenca na lokalitetu Banatska Topola u 2017. godini
(Tvezi¢, 2017).
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4.2, Rezultati morfoloske i molekularne identifikcije jedinki uzorkovanih u 2016.
godini

Pra¢enjem ovipozicije Zenki kukuruznog plamenca na 5 razli¢itih lokaliteta u
kikindskom regionu tokom 2016. godine, pregledano je ukupno 150 jajnih legala ove
StetoCine. Monitoring sproveden na teritoriji opsStine Kikinda u tre¢oj dekadi jula, prvoj i
drugoj dekadi avgusta pokazuje da su registrovana jajna legala kukuruznog plamenca
poloZzena od strane zenki II generacije O. nubilalis. Od ukupnog broja pregledanih
registrovano je 97 parazitiranih jajnih legala, $to ukazuje na izrazito visoku stopa parazitizma,
koja se kretala u opsegu od 40% do 100% u zavisnosti od lokaliteta i datuma pregleda
(Tab.1). U periodu prikupljanja uzoraka prose¢na stopa parazitizma po lokalitetu iznosila je
od 51,52% (lokalitet Stanki¢) do 84,62% (lokalitet Banatsko Veliko Selo), dok je prosec¢na
stopa parazitizma za region opstine Kikinda u posmatranom periodu iznosila 64,67% (Tabela
1).

Za potrebe morfoloske i molekularne identifikacije parazitoida na teritoriji opstine
Kikinde uzorkovano je 28 parazitiranih jajnih legala O. nubilalis, sakupljenih na pet lokaliteta
u periodu od kraja jula do druge dekade avgusta 2016. godine, iz kojih su se razvile osice
Trichogramma sp. (Tabela 2).

Na osnovu primenjenih kljuceva za identifikaciju, sve jedinke uzorkovane u 2016.
godini podvrgnute su morfoloskoj identifikaciji 1 determinisane kao predstavnici roda
Trichogramma. Molekularna identifikacija, sprovedena amplifikacijom ITS2 regiona rDNK,
pokazala je da sve jedinke uzorkovane iz 28 parazitiranih jajnih legala kukuruznog plamenca
pripadaju rodu Trichogramma, dok je sekvencioniranjem dobijenih amplikona i analizom
sekvenci baza na ITS2 regionu utvrdeno prisustvo dve vrste iz roda Trichogramma: T.
brassicae i T. evanescens.

Amplifikacija ITS2 regiona za uzorke osica oznacenih ALEX1 do ALEX28
sprovedena je najpre koriS¢enjem univerzalnih ITS2 prajmera za Trichogramma spp., dok je
duzina dobijenih amplikona odredena elektroforezom na 1% agaroznog gelu (Slike 41, 42 i
43).

Razdvajenjem dobijenth PCR produkata elektroforezom, utvrdeno je da duZina
amplikona iznosi priblizno 500 baznih parova, §to inicijalno odgovara duZzini ITS2 regiona

kod vrsta iz roda Trichogramma.
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Tabela 1. Parazitiranost jajnih legala O. nubilalis na teritoriji opstine Kikinda u 2016. godini

Koordinate Broj jajnih legala O. nubilalis Stopa
Lokalitet (geografska Datum parazitiranosti
Sirina i duzina) Pregledana | Parazitirana (%)
27.07.2016. 8 6 75.00
Kinda 45°46'59.133"N 3.8.2016 7 4 57.14
20°27'27.432"E 9.08.2016. 29 17 58.62
Ukupno 44 27 61.36
3.08.2016. 6 3 50.00
Starkic 45°51'30.756"N 9.08.2016. 22 12 54.55
20°29'40.000"E |  17.08.2016. 5 2 40.00
Ukupno 33 17 51.52
3.08.2016 6 3 50.00
Banatska Topola 45°44'6.004"N 9.08.2016. 11 6 54.55
20°29'59.792"E | _17.08.2016. 6 6 100.00
Ukupno 23 15 65.22
3.08.2016. 8 4 50.00
45°5133. 264N 9.08.2016. 9 6 66.67
Nakovo P32 40.604E 12.08.2016. 12 11 91.67
: 17.08.2016. 8 6 75.00
Ukupno 37 27 72.97
3.08.2016. 75.00
Banatsko Veliko| 45°50'10.056"N 9.08.2016. 2 1 50.00
Selo 20°37'28.506"E | 17.08.2016. 7 7 100.00
Ukupno 13 11 84.62
Ukupno za region Kikinde 150 97 64.67

Tabela 2. Podaci o poreklu uzoraka jedinki Trichogramma spp. odgajenih iz jajnih legala O.
nubilalis sakupljenih na teritoriji opstine Kikinda u 2016 godini i podvrgnutih molekularnoj
identifikaciji.

Lokalitet Datum AI.<r.or.1imi parazitiranih_gajgnih Odgajene jedinke Trichogramma spp.
jajnin legala O. nubilalis Broj Akronim izolovane DNK
Kinda 27.07.2016. PJL1 1 ALEX1
3.8.2016 PJL2 do PJL4 3 ALEX2 do ALEX4
Stankic | g 182016, PJL5 do PJL12 8 ALEX5 do ALEX12
Banatska
Topola 9.08.2016. PJL13-PJL16 4 ALEX13 do ALEX16
Nakovo
12.08.2016. PJL17 do PJ22 6 ALEX17 do ALEX22
Banatsko
Veliko Selo | 17.08.2016. PJL23 do PJL28 6 ALEX23 do ALEX28
Ukupno za region Kikinde PJL1 do PJL28 28 ALEX1 do ALEX28
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Slika 41. Elektroforegram uzoraka Trichogramma osica ALEX 1 do ALEX 6 (na slici Al do
A6) sa pozitivnom (K+, T. pretiosum) i negativnhom (K-) kontrolom.
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Slika 42. Elektroforegram uzoraka Trichogramma osica ALEX7 do ALEX18 (na slici 7A do
18A) sa pozitivnom (K+, T. pretiosum) i negativnom (K-) kontrolom.
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Slika 43. Elektroforegram uzoraka Trichogramma osica ALEX19 do ALEX28 (na slici A19
do A28) sa pozitivnom (K+, T. pretiosum) i negativnom (K-) kontrolom.
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Od 28 DNK uzoraka, upotrebljenih za amplifikaciju ITS2 regiona, 26 uzorka je
rezultiralo PCR produktom. Dobijeni amplikoni (iz 26 uzoraka) podvrgnuti su sekvenciranju,
dok je za uzorke za koje nisu dobijeni amplikoni (uzorci ALEX22 i ALEX24), ponovljen
postupak amplifikacije koris¢enjem 5 ul izolovane DNK po uzorku i 20 ul PCR mastermiksa.
Posto amplifikacija uzoraka ALEX 22 (lokalitet Nakovo) i ALEX 24 (Lokalitet Banatsko
Veliko Selo) ni sa 5 ul izolovane DNK nije rezultirala PCR produktom, ovi uzorci nisu

podvrgnuti proceduri sekvenciranja.

Rezultati sekvencioniranja ITS2 segmenta poravnati su rucno sa programom BioEdit
Sequence Alignment Editor (version 7.2.5), a zatim su uporedeni koris¢enjem BLAST
programa sa poznatim sekvencama u GenBank onlajn (NCBI-National Center for
Biotechnology Information) (Prilog 3). Uz pomo¢ BLAST pretrage, 25 od 26 ispitivanih
uzoraka prikupljenih u regionu Kikinde u 2016. godini, identifikovano je kao T. brassicae
(pristupni broj KM279941) dok je samo jedan uzorak sa lokaliteta Stanki¢ (Alex 6)
identifikovan kao T. evanecens (pristupni broj JF920459) (Slike 44-49).
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Trich brass (KM279941) tgtgaactgeaggacacatgRACATCGACATTTCGARCGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAARAA

ALEX-1 Trichogramma brassicae ATTGCGGTCCACGGATCTCGTITCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAARA
ALEX-2 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-3 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAL
ALEX-4 Trichogramma brassicae ARCATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-5 Trichogramma brassicae ATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATARARR
ALEX-7 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-8 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-9 Trichogramma brassicae GACATTTAGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCCTTTATAAAAA
ALEX-10 Trichegramma brassicae ARCATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-11 Trichogramma brassicae ARCATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAARAR
ALEX-12 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-13 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-14 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAL
ALEX-15 Trichegramma brassicae ARCATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-16 Trichogramma brassicae ARCATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAARAR
ALEX-17 Trichogramma brassicae ATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATARRRR
ALEX-18 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-19 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-20 Trichegramma brassicae ARCATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-21 Trichogramma brassicae ARCATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-23 Trichogramma brassicae ARCATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAARAR
ALEX-25 Trichogramma brassicae ATTGCGGTCCACGGATCTCGTITCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAARA
ALEX-26 Trichogramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA
ALEX-27 Trichegramma brassicae AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAL
ALEX-28 Trichegramma brassicae ARCATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGITTATAARAA

Trich evan(JF920459)

ALEX-6

Trichogramma evanescens

tgtgaactgeaggacacatgRACATCGACATTTCGARCGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAARAA

ATTGCGGTCCACGGATCTCGTITCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATARARA

Slika 44. Redosled nukleotida (0-100) na ITS2 regionu uzorkovanih jedinki u 2016. godini
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Trich brass (KM279941)
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ALE¥-1 Trichogramma brassicae CGARACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGLGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCAG
ALEY-2 Trichogramma brassicae CGARCCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCAG
ALE¥-3 Trichogramma brassicae CGARCCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCAG
ALE¥-4 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCICTATCTCT CITACTCTITCTTCGARGCGCAG
ALE¥-5 Trichogramma brassicae CGARCCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-7 Trichogramma brassicae CGARCCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-8 Trichogramma brassicae CGARCCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-9 Trichogramma brassicae CGARCCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-10 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-11 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-12 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-13 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTITGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-14 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCAG
ALE¥-15 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCAG
ALE¥-16 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCRAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCAG
ALE¥-17 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCAG
ALEF¥-18 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCAG
ALE¥-19 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CITACTCTITCTTCGARGCGCAG
ALE¥-20 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-21 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALEY¥-23 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALEY¥-25 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-26 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALE¥-27 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG
ALEY-28 Trichogramma brassicae CGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGARGCGCRG

Trich evan (JF920459)
ALE¥-6 Trichogramma evanescens

CGARCCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCTATGCGCTCGCGCGUGCGCTCTTTCTTCTATTCGTAGAGAGA
CGARCCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGLGCTCGTCTCTATCTCTATGCGCTCGCGCGUGCGCTCTTTCTTCTAT TCGTAGAGAGA

Slika 45. Redosled nukleotida (100-200) na ITS2 regionu uzorkovanih jedinki u 2016. godini.
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AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCARACGARCGGCARGRARR R ACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCARACGARCGGCARGRARR R ACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCARACGARCGGCARGRARR R ACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCARACGARCGGCARGRARR R ACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTCGATACGTCGCCTCARACGAACGGCARCALARL AGATCGARTTCGTTCGTCTAGCTGCCGCGCGCGCTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTCGATACGTCGCCTCARACGAACGGCARCALARL AGATCGARTTCGTTCGTCTAGCTGCCGCGCGCGCTTACT
AGCACTCTGATACGTCCCCT CARACCAACCCCARCAA AR ACATCARTTCETTCGTCTAGCTGECGCCCGCCLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARARR ACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGCCGCGCGCGCTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGARCGGCARGRAR AR RGATGARTTCGTTCGTCTAGCTGECGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARARAACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGCCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGARCGGCARGRRA R R AGATGARTTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARARAACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGCCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGARCGGCARGRRA R R AGATGARTTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCARACGARCGGCARGRARR R ACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCARACGARCGGCARGRARR R ACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCARACGARCGGCARGRARR R ACATGARTTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACT
AGCAGTGTGATACGTCGCCT CARACGAACGGCARCARAARACATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGLTTACT
GAGAGTGCGCGAGAGTGTGCGTAGCAGTGTGACACGTCGCCTCARACGARACGCARGARAA A CATCAATTCGT TCGTCTAGCTGGCCCGCGCGET TACT

GAGAGTGCGCGAGAGTGTGCGTAGCAGTGTGACACGTCGCCTCARRCGARACGCARGAR AR AR GATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGETTACT

Trich brass (EM2733941)

ALEX-1 Trichogramma brassicae

ALEX-2 Trichogramma brassicae

ALEX-3 Trichogramma brassicae

ALEX-4 Trichogramma brassicae

ALEX-5 Trichogramma brassicae

ALEX-7 Trichogramma brassicae

ALEX-8 Trichogramma brassicae

ALEX-% Trichogramma brassicae

ALEX-10 Trichogramma brassicae
ALEX-11 Trichogramma brasaicae
ALEX-12 Trichogramma braszsicae
ALEX-13 Trichogrammz brassicae
ALEX-14 Trichogramma brasaicae
ALEX-15 Trichogrammz brassicae
ALEX-16 Trichogramma brasaicae
BLEX-17 Trichogramms brassicae
ALEX-18 Trichogramma brassicae
BLEX-1% Trichogrammzs brassicae
ALEX-20 Trichogramma brasaicae
ALEX-21 Trichogramma braasicae
ALEX-23 Trichogramma brasaicae
ALEX-25 Trichogramma braasicae
ALEX-26 Trichogramma brasaicae
ALEX-27 Trichogramma braasicae
ALEX-28 Trichooramma brassicae
Trich ewvan(JF920459)

ALEX-6 Trichogramma evaneacens

Slika 46. Redosled nukleotida (200-300) na ITS2 regionu uzorkovanih jedinki u 2016.
Godini.
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Trich brass (EM273341)

ALEX-1
ALEX-2
ALEX-3
ALEX-4
ALEX-5
ALEX-T
ALEX-8
ALEX-9
ALEX-10
ALEX-11
ALEX-12
ALEX-13
ALEX-14
ALEX-15
ALEX-16
ALEX-17
ALEX-18
ALEX-19
ALEX-20
ALEX-21
ALEX-23
ALEX-25
ALEX-26
ALEX-27

Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma
Trichogramma

brazaicas
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brazzicae
brazaicas
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brazzicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
brasaicae
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GLTTGGAGAGTACT CGCTCGLGCGAGTACT TCOGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC - - GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACA
GCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTTCOGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGE T T TCTCGACT CHINN NN I I I I
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCCAGTACT TCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGC T TTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCCAGTACTTCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC - - GTCGAGCACGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCGAGTACTTCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC - - GTCGAGCACGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCGAGTACTTCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCT T TCT CGACT CHINN NI NI I I
GOTTCGAGACTACT CGCTCECGCCACTACT TCCGATCCT TCTGCGTCCACTCCCCCACCT TTCTCGACTCTCCTCCACCACCCCACCGACGTCTAGCACA
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGLGCGAGTACT TCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC - - GTCGAGCAGC GGACCGACGTCTAGCACA
GLTTGGAGAGTACT CGCTCGLGCGAGTACT TCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGC T TTCTCGACTCTCGTCGAGCAGC GGACCGACGTCTAGCACA
GCTTGGAGAGTACTCGCTCGOGCGAGTACTTCOGATCGT TCTGOGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTE - - GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGLCAGTACTTCOGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTE - - GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCCAGTACT TCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGC T TTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCGAGTACTTCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC - - GTCGAGCACGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCGAGTACTTCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC - - GTCGAGCACGCGGACCGACGTCTAGCACR
GOTTCGAGACTACT CGCTCECGCCACTACT TCCGATCCT TCTGCGTCCACTCCCCCACCT TTCTCGACTCTCCTCCACCACCCCACCGACGTCTAGCACA
GOTTCGAGACTACT CGCTCECGCCACTACT TCCGATCCT TCTGCGTCCACTCCCGCACCTTTCTCGACTC - - CTCCACCACCCCACCGACGTCTAGCACA
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGLGCGAGTACTTCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCT T TCT CGACT CHI NN N NI AN
GLTTGGAGAGTACT CGCTCGLGCGAGTACT TCOGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC - - GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACA
GCTTGGAGAGTACTCGCTCGOGCGAGTACTTCOGATCGT TCTGOGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTE - - GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCCAGTACT TCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGC T TTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCCAGTACT TCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGC T TTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCGAGTACTTCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC - - GTCGAGCACGCGGACCGACGTCTAGCACR
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGCGCCAGTACT TCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGC T TTCTCGACTCTCGTCGAGCACGCGGACCGACGTCTAGCACA

320 33 240 3E0 380 370 380 330 400

GCTTCGAGACTACT CGCTCCCGCCACTACTTCCGATCGT TCTGCGTCCACTCCCCCACGCTTTCTCGACTC
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGLGCGAGTACTTCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC
GCTTGGAGAGTACT CGCTCGLGCGAGTACTTCCGATCGT TCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC

GTCCAGCAGCGCACCGACGTCTACCACK
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACE
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACE

ALEX-28 Trichogramma
Trich evan(JE320453)
ALEX-6 Trichogramma evansacens

GCTTGGAGAGTALC GTCAGTACTTCCGATCGT TCTGCGETCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGALTC
GCTTGGAGAGTALC GTCAGTACTTCOGATCGT TCTGCETCGAGTCCOGGAGCTTTCTCGACTE

GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACE
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTACGCACE

Slika 47. Redosled nukleotida (300-400) na ITS2 regionu uzorkovanih jedinki u 2016. godini.
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Trich brass {KM279941) CGATCAGCGCTCGTCCATGCATCGGTCAT TGAACGCGCGLGCGCGCACTTTTTTTARACCCACACACACE CCGTGTGTGCGTTTAT TARGARARATG

ALEX-1 Trichogramma brassicae  NNATCTGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACRCACE CCGTGTGTGCGTTTATTAAGRARRARTG
ALEX-2? Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTARGRARARTG
ALEX-3 Trichogramma brasasicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACA CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAARARTG
ALEX-4 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACE CCGCGTGTGCGTTTATTARGARRARTG
ALEX-5 Trichogramma brasasicae  NHNHNNMNNHNHNNHHNNENNNHNHNNGCGCGCGCCCCCACTTTTTTTAAACACACACACACA CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAARARRG
ALEX-T7 Trichogramma brassicae  CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACACACACCCTGTGTGLGT TTAT TAAGARRARTG
ALEX-8 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACE CCGTGTGTGCGTTTATTAAGRARRARTG
ALEX-9 Trichogramma brasasicae  CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTARGARRARTG
ALEX-10 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACE CCGTGTGTGCGTTTATTARGARRARTG
ALEX-11 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGOGCGCGCACTTTTTTTARRCGCACACRCACE CCGTGTGTGCGTTTATTAAGRARRARTG
ALEX-12 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTARGARRARTG
ALEX-13 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTARRCGCACACACACACE ~COGTGTGTGCGTTTATTARGARRARTG
ALEX-14 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACCCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACK CCGTGTGTGCGTTTATTAAGARAALTG
ALEX-15 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTARGARRARTG
ALEX-16 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGOGCGCGCACTTTTTTTARRCGCACACACACE CCGTGTGTGCGTTTATTAAGRARRARTG
ALEX-17 Trichogramma brassicae NHNNHNNMNNHNNNNNHNNNNNENNNTHNHNNNCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACA CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAARARTG
ALEX-18 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTARRCGCACACACACE CCGTGTGTGCGTTTATTARGARRARTG
ALEX-13 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGOGCGCGCACTTTTTTTARRCGCACACACACE CCGTGTGTGCGTTTATTAAGRARRARTG
ALEX-20 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTARGARRAATG
ALEX-21 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTARRCGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTARGARRARTG
ALEX-23 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGOGCGCGCACTTTTTTTARRCGCACACRCACE CCGTGTGTGCGTTTATTAAGRARRARTG
ALEX-25 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTARGARRARTG
ALEX-26 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGOGCGCGCACTTTTTTTARRCGCACACACACE CCGTGTGTGCGTTTATTAAGRARRARTG
ALEX-27 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACK CCGTGTGTGCGTTTATTAAGARAALTG
ALEX-28 Trichogramma brassicae CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAARCGCACACACACA CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAARARTG
Trich ewvan(JE320453) CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCAT TGRACGCGCGLGCGCGCTCGTGCTCTCTTTTGT T TTAACGAACGAARGTAGCTARCGAC G
ALEX-6 Trichogramma evanescena CGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGCGCGCTCGTGCTCTCTTTTGTTTTAACGARACGAARCGTAGCTARCGAL G

Slika 48. Redosled nukleotida (400-500) na ITS2 regionu uzorkovanih jedinki u 2016.
Godini.
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510

GCTAGCTOGAR

Trich brass (KM273941) TTTTTGC TEAACCGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGALC
ALFEX -1 Trichogramma brassicae GCTACGCTOGAR TTTTTEZC TEAACCGACTC

ALEX -2 Trichogramm=a brassicae CGCTAGCTOERAR TTTTTEC TEAACCEAGCTCTTTTTTTCTOCATCCACGRALC
ALEX -3 Trichogramm=a brassicae GCTAGCTOERAR TTTTTGEC TEAACEARGCTCTTTTTTTCTOGATCGACGATC
ALEX -4 Trichogramma brassicaes CCTRCZCTOGHAD TTTTTGC TEARCCACTCTTTTTTTCTCGATCCACGRC
ALEX -5 Trichogramm=s brassicaese GCTAGCTOGAR TTTTTEC TEARCCRG

ALEX-T Trichogramma brassicas GCTACGCTOGADL TTTTTECE TEAACCGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGALC
ALFEX -8 Trichogramma brassicae GCTACGCTOGAR TTTTTEZC TEAACCAGCTCTTTTTTTCTCCATCCGACGAL
ALEX -9 Trichogramm=a brassicae CGCTAGCTOERAR TTTTTEC TEAACCEAGCTCTTTTTTTCTOCATCCACGRALC
ALEX-10 Trichogramma brassicae CCTRACCTOERAR TTTTTGEC TEAACCARCTCTTTTTTTCTOCATCCGACGAC
ALEX-11 Trichogramma brassicae CCTRCZCTOGHAD TTTTTGC TEARCCACTCTTTTTTTCTCGATCCACGRC
ALEX-12 Trichogramma brassicae CGOTACCTOGEAD TTTTTGEC TEAARCCARCTCTTTTTTTOCTOCAT CGACGRC
ALEX-13 Trichogramma brassicae GCTACGCTOGADL TTTTTECE TEAACCGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGALC
ALFEX-14 Trichogramma brassicae GCTACGCTOGAR TTTTTEZC TEAACCAGCTCTTTTTTTCTCCATCCGACGAL
ALEX-15 Trichogramma brassicae CGCTAGCTOERAR TTTTTEC TEAACCEAGCTCTTTTTTTCTOCATCCACGRALC
ALEX-16 Trichogramma brassicae CCTRACCTOERAR TTTTTGEC TEAACCARCTCTTTTTTTCTOCATCCGACGAC
ALEX-17 Trichogrammzs brassicae GCTAGCTOGAR TTTTTEC TEARCCRG

ALEX-1%28 Trichogramma brassicae CGOTACCTOGEAD TTTTTGEC TEAARCCARCTCTTTTTTTOCTOCAT CGACGRC
ALEX-19 Trichogramma brassicae GCTACGCTOGADL TTTTTECE TEAACCGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGALC
ALEX-20 Trichogramma brassicae CGCTAGCTOERAR TTTTTEC TEAACCEAGCTCTTTTTTTCTOCATCCACGRALC
ALEX-21 Trichogramma brassicae GCTAGCTOERAR TTTTTGEC TEAACEARGCTCTTTTTTTCTOGATCGACGATC
ALE¥X-253 Trichogramma brassicae CCTRACCTOERAR TTTTTGEC TEAACCARCTCTTTTTTTCTOCATCCGACGAC
ALEX-25 Trichogrammza brassicaese GCTAGCTOGAR TTTTTEC

ALEX-26 Trichogramms brassicas GCTAGCTOGAR TTTTTEC

ALEX-27 Trichogramma brassicae GCTACGCTOGADL TTTTTECE TEAACCGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGALC
ALEX-28 Trichogramma brassicae CGCTAGCTOERAR TTTTTEC TEAACCEAGCTCTTTTTTTCTOCATCCACGRALC

GCTAGCTOGALGC T TT TTGOGCTGARCGARGTCTTTTTT CTOGATOGRACGRT
CCTACCTOCGARCCTTT

Trich evan (JF3Z204559)
ALEX -6 Trichogramma evanescens

Slika 49. Redosled nukleotida (500-550) na ITS2 regionu uzorkovanih jedinki u 2016. godini.

4.2.1. Specifi¢ni prajmeri za identifikovane vrste roda Trichogramma

Analizom rezultata sekvencioniranja zapazena je odredena razlika u redosledu baznih parova
na ITS2 regionu kod T. brassicae i T. evanescens (Slika 50). Na osnovu utvrdjene razlike u
sekvencama nukleotida na ITS2 regionu dizajnirani su specifi¢ni prajmeri za T. brassicae i T.
evanescens, pomocu kojih se amplifikacijom ITS2 regiona duZina amplikona kod ove dve
vrste medusobno razlikuje. Elektroforezom takvih amplikona registruje se razlika u broju
baznih parova izmedu T. brassiacae i T. evanescens i time se u procesu molekularne
identifikacije eliminiSe proces sekvenciranja. Konstruisano je dva seta prajmera.

Specifi¢ni prajmer za PCR:

Kao forward prajmer koristio se univerzalni forward prajmer za amplifikaciju 1TS2
regiona kod Trichogramma spp., dok je reverse prajmer dizajniran na osnovu razlike u
redosledu nukleotida na ITS2 regionu kod T. brassicae i T. evanescens. Ta razlika je naro€ito
izrazena u ITS2 regionu izmedu 159. 1 223. nukleotida (Slika 50). Ovako dizajniran prajmer
(5’- GTTCGTTTGAGGCGACGTRT-3’) se koristi kao reverse prajmer za obe Trichogramma
vrste pri ¢emu je rezultat amplifikacije znatno kra¢i PCR produkt. U slucaju amplifikacije
ITS2 regiona kod T. evanescens, dobija se PCR produkt od 251 baznih parova, dok se u
slucaju T. brassicae dobija PCR produkt od 211 baznih parova. Ovakva razlika nije jasno
izrazena nakon elektroforeze amplikona. Naime, elektroforegram (Slika 51) dobijenih PCR
produkata ne pokazuje jasno izrazenu razliku u broju baznih parova kod T. brassicae i T.

evanescens, odnosno razlika u duzini amplikona nije dovoljno ocigledna za laku identifikaciju
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vrsta. Stoga je dizajniran drugi set prajmera pomocu kojih je primenjena Multiplex PCR
metoda, istovremenim kori§¢enjem reverse prajmera za T. brassiacae i reverse prajmera za T.
evanescens u istom mastermiksu. Posebni reverse prajmeri za obe vrste dizajnirani su kako bi

se prilikom amplifikacije dobijeni PCR produkti znac¢ajnije razlikovali u broju baznih parova.

b} 20 kh] a0 50 4] n a1 1] 10
R D I L B B B B B KL T Ty RS PRy PPy PR PR

Trichogramma brassicae
Trichogramma evanescens

Trichogramma brasaicae
Trichogramma evanescens

Trichogramma brassicae
Trichogramma evanescens

Trichogramma brasaicae
Trichogramma evanescens

tgtgaactgeaggacacatghACATCGACATTTOGAACGCACAT TCOGETCCACGGATCTCCT TCCCCEACCACGCCTGECTGACGETCGTTTATARRRL
tgtgaactyoagyacacatglhACATCCACATTTCCAACCCACAT TCCCET CCACGGATCTCCT TCCCCCACCACCCCTGECTGACCETCGTTTATARRRL

110 120 130 140 150 1€0 17 180 150 200
L T T T T L e

CGAACCCGACTGCTCTCTCGCARGAGAGAGCGT TGATCTGECCCCTCGTCTCTATCTCT CTTACTCTTCTTCGRAGCGCAG
CCARCCCCACTGOTCTCTCGCARGACACACCGT TCATCTGECCCCTCCTCTCTATCTCTATCCCCTCCCGLGOGCGCTCTTTCTTCTAT TCGTAGAGAGR

210 220 230 240 250 280 an 280 230 o
R D I L B B B B B KL T Ty RS PRy PPy PR PR

G AGCAGTGTGATACGTCGCCTCARACGAACCGCARGARRAA L CATCAATTCGT TCGTCTAGCTGECGCGCGCGCTTACT
CAGAGT L GO CAGACT G TGCCTAGCAGTCTCACACCTCCOCTCALACCARACCCARCAR AR A A CATCARTTCCT TOETCTAGCTGECECGCCGCCET TACT
3la 3zn kk ] o 380 380 350 400
L T T T T L e
GCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTTCOGATCGTTCTGCGTCGAGTCCOGGAGCTTTCTCGACTC - - GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACA

asg Eyl]

GCTTCGGACGACTAC

GTCAGTACTTCCGATCGTTCTGCCTCCAGTCCCCEAGCTTTCTCGACTC - - GTCCAGCACCGCACCCACCTCTAGCACR

411 420 430 a40 450 4ED an 480 430 500
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CGATCACGGCTCGTCCATGCATCGGTCAT TGARCCCGOGCGCGCCCACTTTTTT TARRCGCACACACACE CCGTGTGTCCCTTTATTARGARARATC
CCATCACCCTCGTCCATGCATCCETCAT TCAACCCCCCCECCCCCTCETGCTCTCTTTTGTTT TAACCAACCGARRGTAGCTARCCAD G

Trichogramma brassicae
Trichogramma evanescens

510 520 530 L 550
B B B B B B EE T Py o
GCTAGCTCGAA- -TTTTTGE - TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC
GCTAGCTCGAAGCTTTTTGCGCTGAACGAGTCTTTTTT - CTCGATCGACGAC

Trichogramma brasaicae
Trichogramma evanescens

Slika 50.Razlika u rasporedu baznih parova izmedu T. brassicae i T evanescens.

Slika 51. Elektroforegram 5 amplikona T. brassicae dobijenih koris¢enjem univerzalnog
reverse prajmera gde je T. evanescens pozitivna kontrola (K+).

Specifi¢ni prajmeri za Multiplex PCR

Za ovu metodu dizajnirana su dva reverse prajmera: reverse prajmer za T.
brassicae(5’- CGACGTATCACACTGCTCCT-3') i reverse prajmer za T. evanescens (5'-
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GCCGTCGTTACCTACTTTCG-3'). Kao forward prajmer Koristi se univerzalni forward
prajmer za amplifikaciju ITS2 regiona kod Trichogramma spp. Za T. brassicae dizajniran je
reverse prajmer koji se sastoji od baznih parova karakteristicnih za ITS2 region kod T.
brassicae (Slika 52). Primenom ovakvog reverse prajmera dobija se amplikon od 199 baznih
parova. Ukoliko se ovakav reverse prajmer primeni za amplifikaciju 1TS2 regiona kod T.
evanescens, ne dobija se PCR product. Za T. evanescens dizajniran je reverse prajmer koji se
sastoji od baznih parova karakteristicnih za ITS2 region kod T. evanescens (Slika 53).
Primenom ovakvog reverse prajmera, amplikon ¢e se sastojati od 480 baznih parova. Ukoliko
je DNK ekstrakovana iz T. brassicae, primenom reverse prajmera specificnog za T.

evanescens ne dobija se PCR produkt.

10 il k| il L] 131} n BO 50 100
T B T P o P

n-plex brasaicae veverse tgtgaactgoaggacacaty

m-plex brassicae reverse ag

n-plex brasaicae reverse g agcagtgtgatacgteg

Slika 52. Reverse prajmer za amplifikaciju 1TS2 regiona kod T. brassicae.
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m-plex evanescens reverse tgtgasctgoaggacacatg
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]'I'I'p]. eX evanescens raverae

410 420 420 a4l L] 4El a 480 450 Lh}
T L T T T

nm-plex evanescens reverse cgaaagtaggtaacgac ]

M'p].&)( evVanescens reverae {c

Slika 53. Reverse prajmer za amplifikaciju ITS2 regiona kod T evanescens.
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Multiplex PCR uklju¢uje primenu oba prajmera istovremeno, odnosno podrazumeva
pripremu PCR mastermiksa sa dva reverse prajmera. PCR produkti dobijeni amplifikacijom
DNK ekstrahovane iz vrsta T. brassiacae i T. evanescens, se u ovakvom slu¢aju znacajnije
razlikuju po broju nukleotida, te se jasno vizualizuje, odnosno determiniSe razlika izmedu T.
evanescens i T. brassicae (Slika 54). Ukoliko ispitivana jedinka pripada trecoj-nepoznatoj

Trichogramma vrsti, amplifikacija ITS2 regiona sa ovakvim prajmerima nece rezultirati PCR

produktom.

Slika 54. Multiplex PCR sa tri uzorka T. brassicae (Tb), tri uzorka T. evanescens (Te) i
negativnom kontrolom (K-).

Primenjena Multiplex PCR metoda sadrugim setom dizajniranih prajmera jasno
pokazuje razliku u duzini amplikona, dobijenih amplifikacijom ukupne DNK izolovane iz T.
brassicae i T. evanescens.

Obzirom da su rezultati sekvenciranja PCR produkta, dobijenih amplifikacijom 1TS2
regiona jedinki uzorkovanih u kikindskom regionu, pokazali da se u prirodnim populacijama
Trichogramma spp. T. brassicae istiCe kao dominantna vrsta (svega jedan uzorak je
identifikovan kao T. evanescens), primena Mlutiplex PCR metode sa specificnim reverse
prajmerima za T. brassicae i T. evanescens znacajno smanjuje kompleksnost molekularne

identifikacije Trichogramma parazitoida.

4.2.2. Geneti¢ka varijabilnosti uzoraka Trichogramma spp.

Elektroforezom PCR produkata, dobijenih amplifikacijom COI gena, nisu registrovani
amplikoni za uzorke: ALEX-2, ALEX-3, ALEX-4, ALEX-5, ALEX-6, ALEX-7, ALEX-9,
ALEX-10, ALEX-12, ALEX-15, ALEX-16, ALEX-17, ALEX-18, ALEX-21, ALEX-22,
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ALEX-23, ALEX-24, ALEX-27 i ALEX-28. PCR reakcija za navedene uzorke je ponovljena
koris¢enjem 5 pl ekstrahovane DNK po uzorku i 20 ul PCR mastermiksa.

Ponovljenom amplifikacijom COI gena mitohondrijalne DNK sa 5 ul izolovane DNK
postignuti su znacajnije bolji rezultati, odnosno elektroforezom su registrovani amplikoni kod
svih testiranih uzoraka osim kod uzoraka ALEX-7, ALEX-15, ALEX-16, ALEX-22 i ALEX-
24. Ukupno 23 uzorka kod kojih je amplifikacija COIl gena dala pozitivne rezultate,
podvrgnuti su sekvenciranju na Institute for Integrative Genome Biology, a utvrdeni redosledi

nukleotida COI gena su za svaki uzorak prikazani na slikama 55 do 60).
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FM210198 Trichogramma brasaica CGGARATTATTGGTTTATCTATAAGRATAATTATTCGTTTAGAATTAGGARATCCACGCTTCTTTAATCGCARRTCGATCARATTTATARTTCTATTGT

ALEX-3 ARTTATTGGTTTATCTATAAGRATARTTAT TCGTT TAGRATTAGGARATCCAGGT TCTTTAATCGGARRTGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-4 GGTTTATCTATAAGAATAATTATTCCTT TAGRATTAGGARATCCACGCTTCTTTAATCGCGARAATGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-17 TTGGTTTATCTATAAGRATARTTATTCGTT TAGARTTAGGARATCCAGGT TCTTTAATCGGARRTGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-18 AT AT TGET TTATCTAT ARCAATAAT TAT TCGT T TAGAAT TAGCGARATCCACCT TCTTTAATCCCARRTCATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-27 CCAATTATTGET TTATCTAT ARGAA TR TTAT TCGT T TAGRATTAGGAR A TCCACCT TCTTTAATCCGARATCGATCARATTTATARTTCTATTGET
KC488662_ Trichogramma brassica GGAATTATTGGTTTATCAATAAGRATAATTATTCGTT TAGAATTAGGARATCCAGGTTCTTTAATTGCGARACGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-8 TTGCTTTATCAATAAGARTARTTATTCGTT TAGARTTACGARATCCAGCT TCTTTAAT TCGARACCATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-13 GGTTCTTTAATTGGARRCGATCARATTTATARATTCTATTGT
ALEX-14 TTATCAATAAGAATARTTATTCCTTTAGRATTAGGARATCCAGGTTCTTTAAT TGGARRCGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-13 TTATCAATAAGARATAATTATTCGTT TAGRAT TAGGARATCCAGGT TCTTTAAT TGGARRCGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-20 ARATCCAGGTTCTTTAATTGGARACGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-1 GGRATTATTGET TTATCART ARGRATARTTAT TCGTT TAGRATTAGGARATCCAGGT TCTTTAATTGGARRCGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-10 GGAATTATTGETTTATCART AAGRATARTTAT TCCTT TAGRATTAGGARATCCACGCT TCTTTAATTCGCARRCCGATCARATTTATAATTCTATTGT
ALEX-28 GGRATTATTGET TTATCART ARGRATARTTAT TCGTT TAGRATTAGGARATCCAGGT TCTTTAATTGGARRCGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-5-inf GAATTATTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTT TAGAATTAGGARATCCAGGT TCTTTAATTGCARAACGATCARATTTATAATTCTATTGET
ALEX-25-inf GGRATTATTGET TTATCART ARGRATARTTAT TCGTT TAGRATTAGGARATCCAGGT TCTTTAATTGGARRCGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-2-inf TTCTTTAATTGGAARCGATCARATTTATAATTCTATTGT
ALEX-11-inf CGAATTATTGET TTATCART ARGAA TR TTAT TCGTT TAGRATTAGGAR A TCCACCT TCTTTAAT TCCARACCGATCARATTTATARATTCTATTGT
ALEX-12-inf TTATCARTAAGRATARTTAT TCCT T TAGAAT TAGGARATCCAGGT TCTTTAAT TGCARACGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-23-inf GGTTTATCAATARGAATAATTATTCGTT TAGRAT TAGGARATCCAGGTTCTTTAAT TGGARACGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-26 GGAATTATTGGTTTATCART ARGAATAATTAT TCGTT TAGRAT TAGGARATCCAGGT TCT TTAAT TGGARATGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-9 CGAATTATTGETTTATCART AAGRATARTTAT TCCTT TAGAATTAGGARATCCACGCT TCTTTAATTCCGARATCGATCARATTTATAATTCTATTGET
ALEX-21 CAATAAGRATAATTATTCGTT TAGRAT TAGGARATCCAGGT TCTTTAATCGGARATGATCARATTTATARTTCTATTGT
ALEX-6 ATTATTGGTTTATCTATARGAATAATTAT TCCTT TAGAATTAGGARATCCAGCT TCTTTAATTGCTARTGATCARATTTATARATTCTATTGET

Slika 55. Redosled nukleotida (0-100) na COI genu uzorkovanih jedinki Trichogramma spp. u
2016. godini.
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FM210198 Trichogramma brassica GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGARATTATTTARTTCCTTTAATATTAGGARGACCTGAT
ALEX-3 GTCATGCTTTTTTAATAATTTTTTTTT T TGT TATACCTCTTATAATACGACCTTTTCCARATTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TACGARACACCTGAT
LLEX-4 GTCATGCTTTTTTAATART TTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATAATACGACCTTTTGCARATTAT TTART TCCT TTART AT TACCARCACCTGAT
ALEX-17 GTCATGCTTTTTTAATAAT TTTTTTT T T TGT TATACCTGT TATAATAGGAGGTTTTGGARATTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGAAGACCTGAT
ALEX-18 GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATARTACGACCTTTTGCARRTTAT TTARAT TCCTTTAAT ATTACGARCACCTGAT
BLEX-27 GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATAATAGGAGGTTTTGGARRTTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGARGRCCTGAT
KC488662_ Trichogramma brassica GTCATGCTTTTTTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGCAGCTTTTGCARATTATTTAAT TCCTTTAATATTAGGAAGACCTGAT
LLEX-8 GTCATGCTTTTTTAATART TTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATAATACGACCTTTTGCARATTAT TTART TCCT TTART AT TACCARCACCTGAT
ALEX-13 GTCATGCTTTTTTAATAAT TTTTTTT T T TGT TATACCTGT TATAATAGGAGGTTTTGGARATTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGAAGACCTGAT
ALEX-14 GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATARTACGACCTTTTGCARRTTAT TTARAT TCCTTTAAT ATTACGARCACCTGAT
ALEX-13 GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATAATAGGAGGTTTTGGARRTTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGARGRCCTGAT
ALEX-20 GTCATGCTTTTTTAATAAT TTTT T TT T T TGT TATACCTGT TATAATAGCAGCTTTTGCARATTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGAAGACCTGAT
ALEX-1 GTCATGCTTTTTTAATART TTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATAATACGACCTTTTGCARATTAT TTART TCCT TTART AT TACCARCACCTGAT
ALEX-10 GTCATGCTTTTTTAATAATTTTTTTTTTTGT TATACCTGT TATAATAGGAGGTTTT GGAAATTAT TTAAT TCCT TTAAT AT TAGGARGACCTGAT
LLEX-28 GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATARTACGACCTTTTGCARRTTAT TTARAT TCCTTTAAT ATTACGARCACCTGAT
BLEX-5-inf GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATAATAGGAGGTTTTGGARRTTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGARGRCCTGAT
ALEX-25-inf GTCATGCTTT T T TAATAAT T T T T T TT T T TGT TATACCTGT TATARTAGCAGCTTTTGCARATTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGAAGACCTGAT
BALEX-2-inf GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATARTACGACCTTTTGCARRTTAT TTARAT TCCTTTAAT ATTACGARCACCTGAT
ALEX-11-inf GTCATGCTTTTTTAATAATTTTTTTTTTTGT TATACCTGT TATAATAGGAGGTTTT GGAAATTAT TTAAT TCCT TTAAT AT TAGGARGACCTGAT
ALEX-12-inf GTCATGCTTTTTTAATAATTTTTTTTT T TGT TATACCTCTTATAATACGACCTTTTCCARATTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TACGARACACCTGAT
BLEX-23-inf GTCATGCTTTTTTAATART TTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATAATACGACCTTTTGCARATTAT TTART TCCT TTART AT TACCARCACCTGAT
ALEX-26 GTCATGCTTTTTTAATAAT TTTTTTT T T TGT TATACCTGT TATAATAGGAGGTTTTGGARATTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGAAGACCTGAT
LLEX-9 GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATARTACGACCTTTTGCARRTTAT TTARAT TCCTTTAAT ATTACGARCACCTGAT
BALEX-21 GTCATGCTTTTTTAATARTTTTTTTTT T TGT TATACCTGT TATAATAGGAGGTTTTGGARRTTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGARGRCCTGAT
ALEX-& GTCATGCTTTTTTAATAAT TTTT T TT T T TGT TATACCTGT TATAATAGCAGCTTTTGCARATTAT TTAAT TCCTTTAAT AT TAGGAAGACCTGAT

Slika 56. Redosled nukleotida (100-200) na COI genu uzorkovanih jedinki Trichogramma
spp. u 2016. godini.
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FMZ210138 Trichogramma brasaica
ALEX-3
ALEX-4
ALEX-17
ALEX-18
ALEX-27
KEC488662_ Trichogramma brassica
ALEX-8
ALEX-13
ALEX-14
ALEX-13
ALEX-20
ALEX-1
ALEX-10
ALEX-28
ALEX-5-inf
ALEX-25-inf
ALEX-2-inf
ALEX-11-inf
ALFX-12-inf
ALEX-23-inf
ALEX-26
ALEX-3
ALEX-21
ALEX-&
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TTTTCCTOGTAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTAT TATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGTAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTAT TATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGTAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTAT TATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGTAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTAT TATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGTAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTAT TATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGTAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTAT TATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTCGAAT AR A T AR T AT A RCATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TARATATTATTATTATCTAGRATATT TATTGCARCACGCAACTGGARCAC
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG
TTTTCCTOGAAT AR AT AR T AT A AGATTTTGAT TAT TACCTCCARGAT TAATATTATTATTATCTAGAATATT TATTGCGARACAGGAACTGGARCAG

Slika 57. Redosled nukleotida (200-300) na COI genu uzorkovanih jedinki Trichogramma

spp. u 2016. godini.

FM210198 Trichogramma brassica
ALEX-3
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ACTGTTTACCCTCCTTTATCT TCGAATTTATC TCATAGT GETCCTTCAGTGCATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGET TTCTTCART
ACTGTTTACCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATCTCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTACCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATCTCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTACCCTCCT TTATCT TCGAAT TTATCTCATAGT GETCC T TCAGTGGAT TTATCARTTTTTTCT TTACATAT TGCTGGGET TTCTTCART
ACTGTTTACCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATCTCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTACCCTCCTTTATCT TCGAATTTATC TCATAGT GETCCTTCAGTGCATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGET TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCT TTATCT TeGAAT T TATCTCATAGT GETCC T TCAGTGGAT TTATCARTTTTTTCT T TACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAATTTATCTCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAATTTATCTCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAATTTATCTCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART
ACTGTTTATCCTCCTTTATCT TCGAAT TTATC TCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCT TTACATATTGCTGGGGT TTCTTCART

Slika 58. Redosled nukleotida (300-400) na COI genu uzorkovanih jedinki Trichogramma

spp. u 2016. godini.
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GTTCAATCAATTTTATTACARCARTTTTARAATATARRRATTTATAARATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTAT TACARCARTTTTARATATARARATTTATARAATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATAT TAT TARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTATTACARCARTTTTARAATATARRRATTTATAARATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTAT TACAACARTTTTARATAT AR A TTTAT AR AT TGAGT TAATTTCCTTAT TTTCT TGAGCTATAT TAT TARACAGCAATT
GTTCAATCARTTTTATTACANCARTTTTARNTATARRRATTTATARRATTGRAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATAT TATTARCAGCAATT
GTTCAATCART T T TAT TACAACAR T T TTARATAT AR A TTTAT AR A T TCAGT TARTTTCCTTAT TTTCT TGAGCTATAT TAT TARCAGCARTT
GTTCAATCARTTTTATTACANCARTTTTARNTATARRRATTTATARRATTGRAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATAT TATTARCAGCAATT
GTTCAATCARTTTTAT TACAACARTTTTARATATARR R A TTTAT AR AT TGAGT TAATTTCCTTAT TTTCT TGAGCTATAT TAT TAACAGCARTT
GTTCAATCAARTTTTATTACARCARTTTTARATATARRRRA TTTATARRATTGRAGT TAAT tTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAARRATTTATAARATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTAACAGCAATT
GTTCAATCAARTTTTATTACARCARTTTTARATATARRRRA TTTATARRATTGRAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTARCAGCAATT
GTTCAATCARTTTTATTACARCARTTTTARANTATAARRATTTATARRATTGAGTTAATTTCCTTATTTTCTTG
GTTCAATCAATTTTAT TACARCARTTTTARATATARARATTTATARAATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATAT TAT TARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTATTACARCARTTTTARAATATARRRATTTATAARATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTARCAGCAATT
GTTCAATCART T T TAT TACAACAR T T TTARATAT AR A TTTAT AR A T TCAGT TARTTTCCTTAT TTTCT TGAGCTATAT TAT TARCAGCARTT
GTTCAATCARTTTTATTACANCARTTTTARNTATARRRATTTATARRATTGRAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATAT TATTARCAGCAATT
GTTCAATCART T T TAT TACAACAR T T TTARATAT AR A TTTAT AR A T TCAGT TARTTTCCTTAT TTTCT TGAGCTATAT TAT TARCAGCARTT
GTTCAATCAARTTTTATTACARCARTTTTARATATARRRRA TTTATARRATTGRAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAARRATTTATAARATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTAACAGCAATT
GTTCAATCAARTTTTATTACARCARTTTTARATATARRRRA TTTATARRATTGRAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTATTACARCARTTTTARAATATARRRATTTATAARATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTAT TACARCARTTTTARATATARARATTTATARAATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATAT TAT TARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTATTACARCARTTTTARAATATARRRATTTATAARATTGAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATATTATTARCAGCAATT
GTTCAATCAATTTTAT TACAACARTTTTARATAT AR A TTTAT AR AT TGAGT TAATTTCCTTAT TTTCT TGAGCTATAT TAT TARACAGCAATT
GTTCAATCARTTTTATTACANCARTTTTARNTATARRRATTTATARRATTGRAGT TAATTTCCTTATTTTCT TGAGCTATAT TATTARCAGCAATT

Slika 59. Redosled nukleotida (400-500) na COI genu uzorkovanih jedinki Trichogramma

spp. u 2016. godini.
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FM210138 Trichogramma brassica ATTATTGTCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAAT TACTATATTATTATTTGATCGARATTTARATACTTCTTTTTT

ALEX-3 ATTATTGTCATTACCAGTTTTAGCTGGGECART TR

ALEX-4 ATTATTGTCATTACCAGTTTTAGCTGGEECAR

ALEX-17 ATTATTGTCATTACCAGTTTTAGCTGGGCCAAT TACTATATTAT TATTTGATCGARATTTARATAC

ALEX-18 ATTATTGTCATTACCAGTTTTAGCTGGECCAAT TACTATATTAT TATTTGATCGARATTTARATACTTCTTTTTT
ALEX-27 ATTATTGTCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCARTTACT

KC488662_Trichogramma brassica ATTATTATCATTACCACTTTTAGCTGGEGCAATTACTATATTATTATTTGATCGARATTTARRR

ALEX-8 ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTA

ALEX-13 ATTATTATCATTACCAGTTT

ALEX-14 ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAAT TACT

ALEX-19

ALEX-20

ALEX-1 ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

ALEX-10 ATTATTATCATTACCAGT TT TAGCTGGGGCART TACTATAT TAT TATTTGATCGARATT TARATACTTCTTTTTTT
ALEX-28 ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGCGCCART TACTATATTAT TATTTGATCGARATTTARATACTTCTTTTTTT
ALEX-5-inf ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGCGECAAT TACTATATTAT TATTTGATCGARATTTARATACTTCTTTTTTT
ALEX-25-inf ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

ALEX-2-inf ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

ALEX-11-inf ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCARTTACT

ALEX-12-inf ATTATTATCATTACCACGTTTTAGCTGCCECAAT TACTATATTAT TATTTGATCGARATTTARATACTTCTTTTTTT
ALEX-23-inf ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTA

ALEX-26 ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

ALEX-3 ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAAT TACTATATTAT TATTTGATCGARATT TARATACTTCTTTTTT
ALEX-21 ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGCGECARTTACTATATTATTATTTGATCG

ALEX-6€ ATTATTATCATTACCAGTTTTAGCTGCGECAAT TACTATATTAT TATTTGATCGARATTTARATACTTCTTTTTTT

Slika 60. Redosled nukleotida (500-580) na COIl genu uzorkovanih jedinki Trichogramma
spp. u 2016. godini.

Poravnavanjem ocitanih sekvenci (Prilog 4) pomocu programa BioEdit Sequence
Alignment Editor i poredenjem dobijenih rezultata sa sekvencama u Genbanci onlajn
(BLAST program), ustanovljeno je prisustvo 5 razlicitih haplotipova medu Trichogramma
jedinkama uzorkovanim u kikindskom regionu u 2016. godini (Tabela 3, Prilog 4, Slika 61).

Tabela 3.Haplotipovi jedinki Trichogramma sp. uzorkovanih u regionu opstine Kikinda u
2016. godini.

Oznaka za haplotip Vrsta Trichogramma jedinke sa istim haplotipom

ALEX-8, ALEX-13, ALEX-14, ALEX-19, ALEX-20,
ThSERB-1 T. brassicae ALEX-1, ALEX-10, ALEX-28, ALEX-5, ALEX-25,
ALEX-2, ALEX-11, ALEX-12, ALEX-23

ALEX-3, ALEX-4, ALEX-17, ALEX-18,

ThSERB-2 T. brassicae

ALEX-27
TbSERB-3 T. brassicae ALEX-26, ALEX-9
TbSERB-4 T. brassicae ALEX-21
TeSERB-5 T. evanescens ALEX-6
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TH-SERB-3 (n=2)

Th-SERE-1
(n=14)

Te-SERB-5
(n=11

Th-SERB-2
(n=5)

Slika 61. Haplotipska mreza Trichogramma jedinki uzorkovanih u Kikindi tokom 2016.
godine. Svaka linija koja povezuje polja u haplotipskoj mrezi predstavlja pojedinacnu
nukleotidnu razliku, dok broj na liniji odreduje polozaj u sekvenci gde se ta razlika javila
(program TCS, version 1.21).

Od pet registrovanih haplotipova, dva haplotipa se isticu kao dominantna (TbSERB-1 i
ThSERB-2). Analizom rezultata konstatovano je da 14 ispitivanih jedinki pripada haplotipu
ThSERB-1, dok 5 ispitivanih jedinki pripada haplotipu ThSERB-2. Sekvence identifikovane
kao TbSERB-1 (sa lokaliteta Kinda, Stanki¢, Banatska Topola, Nakovo i Banatsko Veliko
Selo) su prema podacima iz GenBank prethodno registrovane u Iranu (pristupni broj
KC488662), dok su sekvence identifikovane kao ThSERB-2 (sa lokaliteta: Kinda, Nakovo
and Banatsko Veliko Selo) prethodno registrovane u Svajcarskoj (pristupni broj FM210198)
(Slika 49-54). COI sekvenca uzorka ALEX®6, identifikovanog na osnovu ITS2 sekvence kao
T. evanescens, vrlo je sli¢na sa COI sekvencama u ostalim testiranim uzorcima, uz 96%
slicnosti sa sekvencom koja je u GenBank prilozena kao T. evanescens (pristupni broj
JX829526).
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4.2.3. Prisustvo Wolbachia bakterije u Trichogramma osicama

Amplifikacija 16S gena pokazala je prisustvo ovog bakterijskog gena u pet testiranih
uzoraka sa oznakama ALEX-2 (lokalitet Kinda), ALEX-5, ALEX-11, ALEX-12 (lokalitet
Stanki¢), i ALEX-23 (lokalitet Banatsko Veliko Selo), dok su uzorci ALEX-22 (Nakovo) i
ALEX-25 (Banatsko Veliko Selo) bili suspektni (Slika 62). Svi navedeni uzorci pripadaju
istom COI haplotipu (TbSERB-1), izuzev u sluc¢aju uzorka ALEX-22, za koji nije mogao biti
odreden haplotip usled nemoguénosti dobijanja amplikona COI gena.

Medutim, dobijeni amplikoni 16S gena ne potvrduju da 1li su uzorkovane
Trichogramma jedinke inficirane sa Wolbachia bakterijom ili je prisustvo bakterijskog DNK

posledica ishrane uzorkovanih jedinki na inficiranom domacinu (O. nubilalis).

1 2:3 4 5-6 7 8 9 10111213 14:15

6 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 K+ K-

Slika 62. Elektroforegram 16S gena u uzorcima Trichogramma osica ALEX 1-28 (K+
pozitivna kontrola, K- negativna kontrola).

Posto detekcija 16S gena nije siguran indikator da li je bakterija Wolbachia prisutna u
genitalnom ili crevnom traktu ispitivanih jedinki, izvrSena je amplifikacija wsp (Wolbachia

surface protein gene) bakterijskog gena. S obzirom da 16S gen nije registrovan u svim
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testiranim uzorcima, amplifikacija wsp gena obavljena je samo sa uzorcima u kojima je
prisustvo 16S gena potvrdeno elektroforezom, ukljucujuci i suspektne uzorke.

Amplifikacija wsp gena u testiranim uzorcima (ALEX 2, ALEX 5, ALEX 11, ALEX
12, ALEX 22, ALEX 23 i ALEX 25) rezultirala je PCR produktom kod dva uzoraka Alex 2 i
Alex 11 (Slika 63). Stoga su amplikoni iz ova dva uzoraka podvrgnuti sekvenciranju radi
utvrdivanja redosleda nukletida na wsp regionu i poredenju dobijenih rezultata sa podacima u
Genbank onlajn (Slika 64).

Slika 63. Elektroforegram wsp gena za uzorake ALEX 2, ALEX 5, ALEX 11, ALEX 12,
ALEX 22, ALEX 23, ALEX 25.

10 20 a0 40 E0 (] 70 a0 20 100

B L T T L e e T e e I R I B T T I R R |

KLEX-11 wsp GATGAAMGAMACTAGCTACTACGTTOGT T TACAATACAACGGTGAAATTTTACCTTTT TATACARARAGT TGATGGTATTARRARATTCA
ALEX-2 wsp GATGAAGAMMCTAGCTACTACGTTCET T TACAATACAACGGTGAAATT TTACC TTTT TATACAARAGT TGATGGTATTAMAAATTCA
FJ441291.1 Wolbachia srdosymbi GATGAAMGAMACTAGCTACTACGTTOGT T TACAATACAACGGTGAAATTTTACCTTTT TATACARARAGT TGATGGTATTARRARATTCA
110 120 130 140 150 1e0 170 180 130 200

T T T T L I T L TR T I

KLEX-11 wsp ACAGGTAARAGAGGAGGATAGTCCTTTARRRAGATCTTTTATAGCTGGTGGTTTTGCATTTEGGTTAT ARRAATEGATGACATCAGRGTTGATGTTGARAGEGE
ALEX-2 wsp ACAGGTAAAGAGGAGGATAGTCCTT TARARAGATCTTTTATAGCTGOTGGTT TTECAT TTEGT TAT ARAATGGATGACATCAGAG T TGATGTTGARGEET

FJ441291.1 Wolbachia srdosymbi ACAGGTAAAGAGGAGGATAGTCCTTTAARRAGATCTTTTATAGCTGGTGGTTTTGCATTTGGTTAT ARAATEGATGACATCAGRGTTGATGTTGAAGEGE

210 220 230 240 250 260 270 280 230 oo

T T T T T O [ [ T U RN [

ALEX-11_wsp TTTACTCACGAT TGGCTAMAAATARAGC TG TAAT AGATGC T TCTGAATCACATGTTGCAGACAGTT TAACAGCAT TTTCAGGAT TGGT TAACGTTTATTA
ALEX-2 wsp TTTACTCACGAT TEGC T AN AAT AR AGC TG TAAT AGATGC T TCTGAAT CACATGTTGCAGACAGTT TAACAGCAT TTTCAGGAT TGOT TAACGTTTATTA

FJ441291.1 Wolbachia endosymbi TTTACTCACGATTGGC TAAAAATARMGCTETAATAGATGC T TCTGAATCACATGTTGCAGACAGTT TAAC AGCAT TTTCAGGAT TGET TAADGTTTATTA

310 320 330 240 350 360 370 380 330 400

T T T T T T I T L [ T

ALEX-11_wsp TGATATAGTGAT TGARGATATGCCTATCACTCCATACGT TEGTGTTGETGTTGGTGCAGCATATAT CAGCAATCCT TCARACGC TGCTGAACT TARRAGAT
ALEX-2 wsp TGATATAGT GAT TGAAGATATGCCTATCACTCCATACGT TGGETGT TGETGTTGGTGLAGCATATAT CAGC AATCCTTCARACGCTGCTGAAGT TARAAGAT

FJ441201.1 Wolbachia endosymbi TEATATAGTGATTGAAGATATECCTATCACTCCATACGTTEOTETTGETGTTEETECAGCATATATCAGCAATCOTTCARACGCTGCTGAACT TARRGAT

410 420 430 440 450 460 470 480 430 500

T T T I o T T T [
ALEY-11_wsp CARAGGAGGTTCGGTTTTGC TTATC ARG AR A MG CTGGTGTTAGT TATGATGTAGCCCCAGAAATC ARAC TCTTTGC TEGAGCTCGTTACTTCGGTTCTT
ALEX-2 wsp CARAGGAGGTTCGGTTTTGCTTATCARMGCAARRGCTEGTGTTAGT TATGATGTAGCCCCAGARATCARACTCTTTGCTEGEAGCTCGTTACTTCGGTTCTT

FJ441201.1 Wolbachia endosymbi CARAGGAGGTTCGGTTTTGCTTATCAAGCARAMGCTEGTETTAGTTATGATGETAGCCCCAGARATCARACTCTTTECTEGAGCTCETTACTTCGETTCTT

E10 520 E30 =40
B B T I T T B T
ALEX-11_wsp ATGGTGCTAGTTTTGATAMGGCAGCTARGGGTEGATGATEGTATC
KLEX-2 wsp ATGGTGCTAGTTTTGATAMGGCAGCTAAGEETGATGATGGTATC
FJ441291.1 Wolbachkia erdosymbi ATGGTGCTAGTTTTGATAMGGCAGCTAAGGGTGATGATEGTATC

Slika 64. Rezultati sekvencioniranja wsp gena u uzorcima ALEX 2 i ALEX 11 i poredenje sa
poznatim Wolbachia izolatima u Genbanci.
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Dobijene sekvence wsp gena, izolovane iz uzoraka ALEX 2 i ALEX 11 identi¢ne su sa
nekoliko ve¢ prilozenih sekvenci u GenBanci (pristupni broj FJ441291), koje se odnose na
Wolbachia bakteriju, specifi¢nu za T. brassicae (Slika 64, Prilog 5). Sa druge strane dobijene
wsp sekvence iz ALEX 2 1 ALEX 11 se znacajno razlikuju od postojecih sekvenci u Genbanci
koje se odnose na Wolbachia bakteriju specifi¢nu za O. nubilalis (pristupni broj GU166588).
Ovakav rezultat potvrduje da prisustvo bakterije u Trichogramma uzorcima u ova dva uzorka
nije posledica ishrane jedinki na domacinu infestiranom Wolbachia bakterijom, ve¢ rezultat

prirodnog prisustva ove endosimbiontske bakterije u testiranim jedinkama T. brassicae.

4.3. Rezultati morfoloske i molekularne identifikacije jedinki uzorkovanih u
2017. godini

U cilju utvrdivanja aktivnosti Trichogramma spp., odnosno odredivanja stope
parazitiranosti jajnih legala kukuruznog plamenca, pregledi useva kukuruza su u 2017. godini
obavljeni na Sest lokaliteta u okviru teritorije opstine Kikinda: Mokrin, Idos, Basaid, Nakovo,
Banatska Topola i Stanki¢. Monitoringom Zzenki druge i treée generacije kukuruznog
plamenca, od druge dekade jula do trec¢e dekade septembra meseca, pregledano je ukupno 121
jajno leglo kukuruznog plamenca, a od ukupnog broja pregledanih, registrovano je 47
parazitiranih jajnih legala od strane Trichogramma spp., odnosno prose¢na stopa
parazitiranosti na teritoriji opStine Kikinda iznosila 38,84%. Prose¢na stopa parazitiranosti po
lokalitetima je iznosila od 15% u Stankicu do 62,50% u Idosu (Tabela 4). Pored znacajno nize
stope parazitiranosti jajnih legala u odnosu na prethodnu godinu, u 2017. godini u nekoliko
slucajeva prilikom pregleda na pojedinim lokalitetima nisu zabelezena parazitirana legla (u
Banatskoj Topoli 18. jula 1 Stankicu 17. 1 21. jula). Na ostalim lokalitetima opStine Kikinda,
gde su prilikom svakog pregleda zabelezena parazitirana jajna legla, stopa parazitiranosti je u
pojedinim danima pregleda ipak bila visoka (iznad 60%): u Mokrinu dana 14. septembra
(80%), Idosu 7. avgusta i 15. septembra (100%, odnosno 62,5%), BaSaidu 13. septembra i
Nakovu 14. septembra (po 66,67%).

Sakupljanje parazitiranih jajnih legala O. nubilalis u cilju odgajivanja i istrazivanja
osica Trichogramma, u 2017.godini je vrSeno na ukupno 12 lokaliteta na podru¢ju Vojvodine,
i to na istim lokalitetima na teritoriji opstine Kikinda kao i u 2016. godini, a u listu lokaliteta
dodatno je ukljugeno jos Sest lokaliteta, od kojih dva u Banatu (Coka i Senta) i &etiri u Ba¢koj
(Njegosevo, Despotovo, Vrbas i Gakovo). U skladu sa rezultatima monitoringa adulta

svetlosnim klopkama, koje je sprovedeno u Kikindi i Banatskoj Topoli u 2017. godini, moze
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se zakljuciti da su jajna legala koja su sakupljena u periodu od tre¢e dekade jula do prve
dekade avgusta poloZzena od strane zenki druge generacije O. nubilalis, dok su legla
sakupljena u toku septembra poreklom od zenki trece generacije kukuruznog plamenca.

Od ukupno 40 parazitiranih jajnih legla sakupljenih sa teritorije VVojvodine u 2017.
godini (Tab. 5), za istrazivanja su upotrebljene po dve izletele jedinke osica Zenskog pola po
svakom jajnom leglu, izuzev u slucaju jednog jajnog legla sa lokaliteta Gakovo iz kog se
razvila samo jedna Zenka osice (jajno leglo pod oznakom JL40, osica oznacena brojem 40).

Eklodirane jedinke iz uzorkovanih parazitiranih jajnih legala podvrgnute su
morfoloskoj i molekularnoj identifikaciji. Sve eklodirane jedinke iz uzorkovanih parazitiranih

jajnih legala (JL 1-40), determinisane su na osnovu morfoloSkih karakteristika kao

predstavnici roda Trichogramma spp.

Tabela 4. Parazitiranost jajnih legala O. nubilalis na teritoriji opstine Kikinda u 2017. godini.

Koordinate Broj jajnih legala O. nubilalis s
topa
Lokalitet (gevqgraf§ka Datum . parazitiranosti
Sirina i Pregledana | Parazitirana
.. (%)
duzina)
20.7.2017. 13 5 38,46
Mokiin 45°53'0.39"N | 28.07.2017. 9 3 33,33
20°28'15.41"E | 14.9.2017 5 4 80
Ukupno 27 12 44 44
21.07.2017. 5 2 40
Idog 45°49'12.38"N | 7.8.2017. 3 3 100
20°22'2.26"E | 15.09.2017. 8 5 62,5
Ukupno 16 10 62,50
19.07.2017. 4 1 25,00
Bagaid 46°01'08.66"N | 28.07.2017. 8 4 50
20°05'27.98"E | 13.9.2017 6 4 66,67
Ukupno 18 9 50,00
04.08.2017. 10 2 20
Nakovo 45°51'51.54"N | 10.8.2017. 4 1 25
20°35'18.37"E | 14.09.2017. 3 2 66,67
Ukupno 17 5 29,41
18.7.2017. 6 0 0,00
Banatska | 45°40'41,71"N | 28.07.2017. 9 5 55,55
Topola | 20°29'13.02"E | 10.09.2017. 8 3 37,5
Ukupno 23 8 34,78
17.7.2017 2 0 0,00
oA wny | 21.07.2017. 6 0 0,00
Stanki¢ gggégigg 08.09.2017. 5 1 20
' 11.09.2017 7 2 28,57
Ukupno 20 3 15,00
Ukupno za region Kikinde 121 47 38,84
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Tabela 5. Podaci o poreklu uzoraka jedinki Trichogramma spp. odgajenih iz jajnih legala O.
nubilalis sakupljenih na teritoriji Vojvodine u 2017 godini i podvrgnutin molekularnoj
identifikaciji. Parovi brojeva oznaavaju testirane jedinke Trichogramma osica koje su

dobijene iz istog jajnog legla O. nubilalis.

Koordinate Uzorkovana parazitirana jajna legala
. O. nubilalis Oznaka testiranih zenki
Lokalitet (geografska Datum -
P . Trichogramma
§irina i duzina) Broj Akronimi
— 20.07.2017. 1 JL1 1,41
Mokrin | 03N 1758 570017 2 12, I3 242; 3,43
20°28'15.41"E
14.09.2017. 2 JL4, JL5 4; 44, 5;45
. 21.07.2017. 1 JL6 6; 46
1do§ #5°491238N 117 0g 2017, 1 L7 7:47
20°222.26'E
15.09.2017. 1 JL8 8; 48
- 46°01'08.66'N | 28.07.2017. 1 JL9 9;49
Basaid
20°0527.98°E | 13.09.2017. 2 JL10, JL11 10;50; 11;51
srsye sy |-0%408:2017. 1 JL12 12;52
Nakovo | escieame | 10.08.2017. 2 13, JLi4 13;53; 14;54
14.09.2017. 1 JL15 15; 55
Banatska | 45°4041,71'N | 28.07.2017. 1 JL16 16; 56
Topola 20°291302'E | 10.09.2017. 2 JL17, JL18 17;57; 18;58
45°5108.11"N | 08.09.2017. 2 JL19, JL20 19;59; 20;60
Stanki¢ - "
20°250322°8 | 11.09.2017 1 JL21 21,61
20.07.2017 1 JL22 22; 62
. 45°475361'N | 18.07.2017 1 JL23 23;63
Njegosevo 0
19°391910°E | 11,09.2017 1 JL24 24; 64
15.09.2017. 1 JL25 25; 65
J— 29.07.2017 2 JL26, JL27 26;66; 27;67
Despotovo 19°32'15..57"E 10.08.2017. 3 JL28, JL29, JL30 | 28;68; 29;69; 30;70
17.9.2017. 3 JL31, JL32, JL33 | 31;71; 32;72; 33;73
Coka | “S572780N |55 09.2017 1 JL34 34; 74
20°08'31.25"E
senta | © B3N 55092017 1 I35 35;75
20°05'14.01"E
45°35'36.81"N A, .
Vrbas 19°39'4.86"E 11.09.2017 2 JL36, JL37 36;76; 37;77
45° 54'41.07"'N 7q. 70- :
Gakovo 19°04'42 11"E 18.09.2017 3 JL38, JL39, JL40 38;78; 39:79; 40;-
Ukupno za Vojvodinu 40 JL1 do JL40 79

Amplifikacijom ITS2 regiona DNK izolovane iz po jedne Zenke osice izletele iz
svakog uzorkovanog jajnog legla (JL 1-40), koris¢enjem univerzalnih ITS2 prajmera za
Trichogramma spp., dobijeni su PCR produkti za 40 testiranih jedinki oznacenih brojevima
od 1 do 40. U slucaju svih testiranih jedinki rezultati elektroforeze su potvrdili taksonomsku

pripadnost osica rodu Trichogramma (Slike 65 i 66).
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65. Elektroforegram uzoraka Trichogramma osica od broja 1 do 20 sa dve negativne kontrole

(K-).

Slika 66. Slika 63. Elektroforegram Trichogramma osica od broja uzoraka 21 do 40 sa dve
negativne kontrole (K-).
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Rezultati elektroforeze pokazali su da duzina dobijenih PCR produkata iznosi
priblizno 500 baznih parova, $to se podudara sa duzinom ITS2 segmenta rDNK kod vrsta T.
brassiacae i T. evanescens.

Na osnovu dobijenih rezultata u sledeCem koraku je sprovedena Multiplex PCR
metoda, koris¢enjem specificnih reverse prajmera za T. evanescens i T. brassicae i DNK
izolovane iz 79 uzorkovanih jedinki. Multipleks PCR metoda rezultirala je sa 79 PCR
produkata. Elektroforeza dobijenih amplikona (Slike 67 do 71) pokazala je da se 77
amplikona sastoji od priblizno 200 baznih parova, §to odgovara vrsti T. brassicae. Duzina
preostala dva amplikona iznosila je priblizno 500 baznih parova, Sto odgovara vrsti T.
evanescens (Tabela 6).

Jedinka oznacena brojem 14 izolovana iz parazitiranog jajnog legla uzorkovanog u
Nakovu 10.08.2017 (JL14), i jedinka oznacena sa brojem 41 izolovana iz parazitiranog jajnog
legla uzorkovanog u Mokrinu 20.07.2017 (JL1), identifikovane su kao T. evanescens (Slike
67 i 69), dok su sve ostale testirane jedinke identifikovane kao T.brassicae (Tabela 6, Slike 67
do 71). U oba slucaja nalaza T. evanescens, druga jedinka koja se razvila iz istog jajnog je
identifikovana kao T. brassicae.

Dakle, na osnovu dobijenih rezultata identifikacije uzoraka primenom Multipleks PCR
metode, moze se zakljuéiti da na podru¢ju Vojvodine dominira vrsta T. brassicae koja je
identifikovana u 97,47% uzoraka i u vecini istrazivanih lokaliteta u Vojvodini je predstavljala
jedinu vrstu koja parazitira jaja O. nubilalis. Vrsta T. evanescens je, kao i u toku 2016.
godine, identifikovana na podrucju opstine Kikinda i tokom 2017. godine. U obe godine
istrazivanja T. evanescens je predstavljala retku vrstu, ali je ipak detektovana u tri lokaliteta: u
Stankicu (u 2016. godini), Mokrinu i Nakovu (u 2017. godini) i to u sva tri slucaja se razvila
iz jaja kukuruznog plamenca koja su polozila Zenke druge generacije.

Posto je iz parazitiranog jajnog legla oznacenog sa JL14, jedna jedinka identifikovana
kao T. evanescens (14), a druga testirana jedinka kao T. brassicae (54), sve ostale jedinke
eklodirane iz parazitiranog jajnog legla JL14, kojih je bilo jo§ pet, podvrgnute su DNK
ekstrakciji, a zatim Multiplex PCR metodi (Slika 72), pri ¢emu je kao pozitivna kontrola
upotrebljena je DNK T. evanescens.

Iz jajnog legla JL1 razvile su se svega dve Trichogramma jedinke, determinisane kao
T. brassiacae i T. evansecens, te stoga Multipleks PCR metoda za uzorak JL1 nije mogla biti

ponovljena.
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Tabela 6. Rezultati molekularne identifikacije uzorkovanih jedinki roda Trichogrammana

teritoriji Vojvodine u 2017. godini.

Omaka jainag Broj testiranih Oznake testiranih
Lokalitet o jedinki osica po |ldentifikovana vrsta jedinki
legla O. nubilalis .
uzorku Trichogramma
L1 5 T.brassiacae 1
T. evanescens 41
Mokrin JL2 2 T.brass?acae 2; 42
JL3 2 T.brassiacae 3; 43
JL4 2 T.brassiacae 4: 44
JL5 2 T.brassiacae 5; 45
JL6 2 T.brassiacae 6; 46
Idos JL7 2 T.brassiacae 7; 47
JL8 2 T.brassiacae 8; 48
JL9 2 T.brassiacae 9; 49
Bagaid JL10 2 T.brassiacae 10; 50
JL11 2 T.brassiacae 11; 51
JL12 2 T.brassiacae 12; 52
JL13 2 T.brassiacae 13; 53
Nakovo T. evanescens 14
JL14 2 T.brassiacae 54
JL15 2 T.brassiacae 15; 55
JL16 2 T.brassiacae 16; 56
Banatska Topola JL17 2 T.brassiacae 17; 57
JL18 2 T.brassiacae 18; 58
JL19 2 T.brassiacae 19; 59
Stanki¢ JL20 2 T.brassiacae 20; 60
JL21 2 T.brassiacae 21; 61
JL22 2 T.brassiacae 22; 62
Njegodevo JL23 2 T.brass?acae 23; 63
JL24 2 T.brassiacae 24; 64
JL25 2 T.brassiacae 25; 65
JL26 2 T.brassiacae 26; 66
JL27 2 T.brassiacae 27; 67
JL28 2 T.brassiacae 28; 68
Despotovo JL29 2 T.brass?acae 29; 69
JL30 2 T.brassiacae 30; 70
JL31 2 T.brassiacae 31; 71
JL32 2 T.brassiacae 32; 72
JL33 2 T.brassiacae 33; 73
Coka JL34 2 T.brassiacae 34; 74
Senta JL35 2 T.brassiacae 35; 75
JL36 2 T.brassiacae 36; 76
vrbas J37 2 T brassiacae 37, 77
JL38 2 T.brassiacae 38; 78
Gakovo JL39 2 T.brassiacae 39; 79
JL40 1 T.brassiacae 40
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Slika 67. Elektroforegram uzoraka oznacenih brojevima od 1 do 20 sa T. evanescens kao
pozitivnom kontrolom (K+). Uzorak 14 odgovara vrsti T. evanescens, svi ostali odgovaraju T.
brassicae.

Slika 68. Elektroforegram uzoraka oznacenih brojevima od 21 do 40 sa T. evanescens kao
pozitivnom kontrolom (K+). Svi uzorci odgovaraju vrsti T. brassicae.
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Slika 69. Elektroforegram uzoraka oznacenih brojevima od 41 do 50 sa T. evanescens kao
pozitivnom kontrolom (K+). Uzorak 41 odgovara vrsti T. evanescens, svi ostali T. brassicae.

Slika 70. Elektroforegram uzoraka oznacenih brojevima od 51 do 60 sa T. evanescens kao
pozitivnom kontrolom (K+). Svi uzorci odgovaraju vrsti T. brassicae.

Slika 71. Elektroforegram uzoraka oznacenih brojevima od 61 do 79 sa T. evanescens kao
pozitivnom kontrolom (K+). Svi uzorci odgovaraju vrsti T. brassicae.
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Slika 72. Elektroforegram jedinki Trichogramma eklodiranih iz jajnog legla sa oznakom JL14
sa T. evanescens kao pozitivnom kontrolom (K+). Uzorak 14/1 odgovara T. brassicae, svi
ostali odgovaraju T. evanescens.

Rezultati Multipleks PCR metode i elektroforeze pokazali su da od ukupno 7
uzorkovanih Trichogramma jedinki iz parazitiranog jajnog legla kukuruznog plamenca JP14,
5 jedinki pripadaju vrsti T. evanescens (14, 14/2, 14/3, 14/4, 14/5) odnosno dve jedinke
pripadaju vrsti T. brassicae (54,14/1).
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5. DISKUSIJA

Upotreba parazitoida iz roda Trichogramma u bioloSkom suzbijanju poljoprivrednih
StetoGina ima $iroku primenu u mnogim razvijenim zemljama sveta, kao $to su Svajcarska,
Francuska, Rusija, Nemacka, SAD (Beglyarov i Smitnik, 1977; Hassan, 1993;Bigler, 1986;
Van Schelt i Ravensberg, 1991). Ipak, u odredjenim geografskim regionima, ukljucujuéi
zemlje Balkana, potencijal ovih insekata u biolo$koj borbi nije u potpunosti iskoris¢en. Srpska
poljoprivreda za sada ne Koristi potencijal ovih parazitoida i pored visokog potencijala
nativnih populacija (Krnjaji¢, 2002; Tancik, 2017; Ivezi¢ i sar., 2018). U prilog tome idu
rezultati sprovedenog istrazivanja, jer je dvogodi$njim monitoringom kukuruznog plamenca
na teritoriji Vojvodine registrovano prisustvo parazitiranih jaja ove StetoCine uz visoku stopu
parazitiranosti od strane osica iz roda Trichogramma. Na teritoriji opStine Kikinda u 2016.
godini prosecna stopa parazitiranosti iznosila je 64,67%, a u 2017. godini, u kojoj je ukupna
brojnost sakupljenih jedinki adulta u klopkama tokom sezone visestruko bila niza u odnosu na
prethodnu godinu (4,9 puta u Kikindi 1 12,2 puta u Topoli), prose¢na stopa parazitiranosti
jajnih legala je iznosila 38,84%. Ovakvi rezultati istraZivanja, koji su pokazali visoki
kapacitet parazitizma autohtonih vrsta iz lokalnih populacija Trichogrammau prirodnim
uslovima istrazivanog podrucja Vojvodine, naroéito kada je u pitanju vrsta T. brassicae,
ukazuju na potencijalnu mogucénost komercijalne proizvodnje i ciljane primene u bioloskoj
borbi protiv kukuruznog plamenca. Razlike u brojnosti populacija kukuruznog plamenca i
Trichogramma osica tokom 2016.i 2017. godine, verovatno je uzrokovana uticajem
klimatskih faktora u periodu monitoringa. Nize temperature 1 znatno vece koli¢ine padavina
tokom jula i avgusta meseca u 2017. godini mogli su negativno uticati na aktivnost II
generacije plamenca, a s obzirom na visoku preferentnost Trichogramma parazitoida u
odnosu na domacina., i na brojnost populacija parazitoida, odnosno stopu parazitiranosti
jajnih legala. U prilog uticaja klimatskih faktora na kukuruznog plamenca zabeleZeni su
rezultati na teritoriji isto¢ne Hrvatske, gde je tokom 2012. godine registrovano 100%
oste¢enih biljaka kukuruza u su$noj godini, dok je u prethodnoj godini koja se odlikovala sa
znatno vecim koli¢inama padavina 1 niZim temperaturama prisustvo plamenca registrovano na
manje od 50% pregledanih biljaka (Sarajli¢ i sar., 2017). S druge strane, kada su u pitanju
rezultati ovog istrazivanja, na osnovu rezultata monitoringa adulta u regionu Kikinde,
zapazeno je da bez obzira na razlike u brojnosti populacije kukuruznog plamenca u 2016. i

2017. godini, periodi leta adulta pojedinih generacija, kao 1 periodi najviSe brojnosti su se u
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obe godine poklapali, §to pokazuje sli¢nu dinamiku populacija u toku ove dve godine. lako
cilj monitoringa kukuruznog plamenca sprovedenog u ovom radu nije bio posvecen
proucavanju uticaja klimatskih faktora na ovu StetoCinu, ve¢ obezbedivanje informacija o
aktivnosti adulta u cilju iznalazenja parazitiranih jajnih legala, dobijeni rezultati upucuju na
potrebe izucavanja uticaja klimatskih promena na ovu §tetocinu.

Klju€ uspeha komercijalne primene osica u bioloSkoj borbi lezi u izboru odgovarajuce
vrste, kako bi se osiguralo da prirodni uslovi sredine odgovaraju bioloskim parametrima
izabrane vrste (Van Driesche and Bellows, 1996). Introdukovanje neadekvatne vrste u prostor
delovanja odredene Trichogramma vrste koja ¢ini nativnu populaciju ciljnog podrucja, moze
uzrokovati dugoro¢nu supresiju nativnih, ali i introdukovanih vrsta (Fahriye i sar. 2009).
BioloSki parametri parazitoida kao §to su dugovecnost adulta, fekunditet, odnos polova u
potomstvu, razvojni ciklus, izbor domacina 1 prilagodavanje uslovima zivotne sredine mogu
posluziti kao kriterijumi pri izboru odgovaraju¢e vrste. Svi navedeni parametri uti¢u na
efikasnost primenjenih Trichogramma osica, jer odreduju u kom stepenu ¢e korisni insekt
parazitirati ciljnog domacina, tj. Stetnog insekta (Oliveira i sar., 2003). Efikasnost bioloske
borbe je u direktnoj korelaciji sa kvalitetom prirodnih neprijatelja. S obzirom da se
Trichogramma vrste za komercijalne potrebe uzgajaju laboratorijskim putem, neophodno je
ispitati sve faktore, kako bioticke tako i abioti¢ke, koji uti¢u na kvalitet proizvedenih osica i
bioloske karakteristike primenjenih parazitoida (Colinet i Boivin, 2011). Ipak, osnovni
preduslov za uspostavljanje masovnog gajenja i komercijalnu primenu ovih korisnih insekta
je tafna identifikacija vrsta iz prirodnih populacija parazitoida. Pouzdana identifikacija
prisutnih vrsta Trichogramma na teritoriji Srbije u velikoj meri olakSava izbor najadekvatnije
Trichogramma vrste za laboratorijsku produkciju i terensku aplikaciju. Pored navedenog,
pogresna identifikacija moze uzrokovati laboratorijsko gajenje neadekvatnih Trichogramma
vrsta i njihovu distribuciju. Na teritoriji Severne Amerike pojedine Trichogramma vrste su
pogresno identifikovane 1 kao takve su distribuirane u komercijalne svrhe, asli¢cni problemi
javljali su se sredinom devedesetih i na evropskom tlu prilikomsuzbijanja kukuruznog
plamenca (Fahriye i sar., 2009).

Tokom ovog istrazivanja, molekularna identifikacija Trichogramma jedinki
uzorkovanih tokom 2016. i 2017. godine sprovedena je na osnovu redosleda nukleotida na
ITS2 segmentu rDNK, pri ¢emu je utvrdeno da je dominantna vrsta na teritoriji Vojvodine T.
brassicae. Ova Trichogramma vrsta se uspesno koristi u mnogim evropskim zemljama za
kontrolu kukuruznog plamenca, ali i drugih Steto¢ina u poljoprivredi (Suverkropp i sar.,

2001). Upotrebljene molekularne tehnike predstavljaju relativno jednostavan nacin za potvrdu
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identifikacije jedinki namenjenih za komercijalnu upotrebu. Prema Stouthameru i sar. (1999)
ITS2 segment ribozomske DNK se vrlo uspesno primenjuje za identifikaciju razli¢itih
Trichogramma vrsta, jer je razlika u redosledu baznih parova na ovom rDNK regionu veoma
mala unutar iste Trichogramma vrste, dok je sa druge strane razlika u sekvencama nukleotida
na ITS2 regionu kod razli¢itih vrsta veoma izrazena. Sve Trichogramma vrste kod kojih su
evidentne razlike u odredenim morfoloskim karakteristikama razlikuju se i po redosledu baza
na ITS2 segmentu (Stouthamer i sar., 2010). Otkri¢e prakticnog znacaja ITS2 regiona uslovilo
je sistematsko proucavanje intraspecijske varijacije ITS2 regiona, $to je rezultiralo razvojem
dijagnostickih molekularnih kljuceva za identifikaciju Trichogramma vrsta specificnih za
odredene regione (Silva i sar., 1999a; Ciociola i sar., 2001a; Thomson i sar., 2003) i useve
(Nagarkatti i Nagaraja, 1971; Pinto i Stouthamer, 1994; Pinto i sar., 2002), odnosno razvojem
metoda za razlikovanje srodnih Trichogramma vrsta (Stouthamer i sar., 1999; Borghuis i sar.,
2004; Chang i sar., 2001; Ciociola i sar., 2001b; Dang i sar., 2005; Sappal i sar., 1995;
Stouthamer i sar., 2000a, Stouthamer i sar., 2000b).

Sprovedeno istrazivanje pokazalo je da primena ITS2 segmenta predstavlja pouzdan
metod za razlikovanje srodnih Trichogramma vrsta prisutnih na teritoriji Srbije kao $to su T.
brassicae i T. evanescens, koje su po morfoloskim karakteristikama vrlo sli¢ne, ali se
razlikuju po redosledu nukleotida na 1TS2 regionu. Sekvenciranjem ITS2 regiona rDNK
odredena je interspecijska varijacija izmedu identifikovanih Trichogramma vrsta na teritoriji
Vojvodine 1 definisana je razlika u redosledu baza na ITS2 segmentu rDNK. Znacajna
prednost molekularne metode jeste moguénost identifikacije Trichogramma Zenki, $to je vrlo
teSko posti¢i analizom morfoloskih karakteristika (Nasari i sar., 2013).

Slicne rezultate, amplifikacijom ITS2 regiona rDNK, postigli su Almeida (2004) i
Ciociola i sar. (2001a) prilikom identifikacije Trichogramma galloi Zucchi, 1988,
Trichogramma exiguum Pinto i Platner, 1978 i Trichogramma pretiosum Riley, 1879. Na isti
nacin su Davies i sar. (2006) ustanovili razliku izmedu T. pretiosum i Trichogramma
australicum Girault, 1912. Sekvenciranje ITS2 regiona rDNK predstavlja relativno
jednostavnu proceduru, kojom se efikasno kontrolise kvalitet parazitoida gajenih u
laboratoriji. Molekularnom identifikacijom smanjuje se moguénost kontaminacije i meSanja
razli¢itih Trichogramma vrsta u laboratorijskim uslovima, $to je naroCito znacajno pri
masovnom gajenju i evaluaciji efikasnosti apliciranih parazitoida (Silva i sar., 1999a).

Interspecijska razlika izmedu T. brassicae i T. evanescens u redosedu nukleotida na
ITS2 segmentu rDNK omogucila je dizajniranje specificni¢nih reverse prajmera za ove dve

Trichogramma vrste. Specifi¢ni prajmeri za T. brassicae i T evanescens dizajnirani tokom
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ovog istrazivanja omogucavaju primenu Multiplex PCR metode, ¢ine¢i proces molekulrane
identifikacije uzorkovanih jedinki znacajno brzim i finansijski manje zahtevnim. Multiplex
PCR ne zahteva sekvenciranje amplikona $to predstavlja finansijski i vremenski najzahtevniji
segment molekularne identifikacije. U ovom radu testirana je primenjivost multipleks lan¢ane
reakcije polimeraze za identifikaciju jedinki uzorkovanih u 2016. i 2017. godini, pri ¢emu se
primenjena metoda pokazala kao jednostavna, brza i pouzdana metoda za identifikaciju T.
brassicae i T. evanescens. Ipak, da bi se molekularna identifikacija T. brassicae i T.
evanescens, bazirana na Multipleks PCR metodi, mogla prakti¢no primeniti neophodno je
prethodno sekvencirati 1TS2 segment rDNK i utvrditi redosled nukleotida kod obe
Trichogramma vrste. U Portugalu i Spaniji, razvijen je i primenjen sli¢an metod molekularne
identifikacije za razlikovanje pet nativnih Trichogramma vrsta (Silva i sar., 1999a; Del-Pino i
sar., 2013), dok se u Meksiku po istom principu vrsi identifikacija Trichogramma vrsta koje
pronalaze primenu u bioloskoj kontroli poljoprivrednih Stetocina (Espana-Luna i sar., 2008).

S obzirom da samo Trichogramma zenke imaju sposobnost parazitiranja jaja Stetnih
insekata, odnos polova u potomstvu je od kljuéne vaznosti u procesima laboratorijske
produkcije parazitoida (de Almeida, 2004). Telitokna partenogeneza indukovana Wolbachia
bakterijom obezbeduje odgovarajucu prednost u komercijalnoj proizvodnji parazitoida, jer
ovakve linije obezbeduju vecu proporciju zenskog potomstva (Nazeri i sar., 2015). Ipak,
pojedine studije isticu da Wolbachia moze uticati negativno na pojedine bioloske osobine
parazitoida. Prema navodima Nazeri i sar. (2015), Wolbachia bakterija ne povecava stopu
parazitizma T. brassicae na jajima brasnenog moljca Ephestia kuehniella Zeller, 1879, dok je
ustanovljeno da prisustvo bakterije negativno uti¢e na fekunditet zarazenih Zenki.

Redukcija fekunditeta zarazenih zenki zabelezena je i kod drugih Trichogramma vrsta,
Sto pokazuju odredena istrazivanja sprovedena u laboratorijskim i1 poljskim uslovima
(Stouthamer i Luck, 1993; Wang i Smith, 1996; Silva i sar., 1999b; Hohmann i sar., 2001).
Ukoliko se uticaj bakterije posmatra na nivou pojedinacne jedinke, Wolbachia negativno utice
na efikasnost primenjenih parazitoida u bioloskoj kontroli smanjuju¢i fekunditet i stopu
parazitizma. Medutim, sa aspekta odredene Trichogramma populacije, smanjen fekunditet
pojedicne jedinke nadoknaduje se znacajno vecim udelom potomstva Zenskog pola kod zenki
zarazenih sa Wolbachia bakterijom. Stoga telitokna partenogeneza indukovana ovom
endosimbiontskom bakterijom ipak pronalazi prakti¢an znac¢aj u procesima bioloske kontrole.

Medu uzorkovanim jedinkama u 2016.godini, odreden je relativho nizak procenat
zarazenosti testiranih uzoraka sa Wolbachia bakterijom. Od pet registrovanih haplotipova,

prisustvo bakterije je detekcijom 16S gena potvrdeno samo kod predstavnika haplotipa
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TbSERB-1, dok je unutar ovog haplotipa, bakterija registrovana kod 35,71% ispitivanih
jedinki. Prisustvo zarazenih i nezarazenih jedinki unutar iste populacije je vrlo Cesta pojava
kod vrsta iz roda Trichogramma (Huigens i Stouthamer, 2003).

Sekvenciranjem izolovanog wsp gena utvrdena je velika sli¢nost identifikovanog soja
Wolbachia bakterije sa sojem koji indukuje partenogenezu kod T. pretiosum (pristupni broj
JX131628.1). Wsp gen kodira sintezu povrsinskih proteina kod Wolbachia bakterije i veoma
uspesno se primenjuje za identifikaciju razliCitih bakterijskih sojeva. Takode, na osnovu
sekvenci wsp gena izvrSeno je klasifikovanje razli¢itih sojeva Wolbachia bakterije u 2
supergrupe (A i B) i 12 razlicitih grupa, pri ¢emu 8 grupa pripada supergrupi A, dok 4 grupe
pripadaju supergrupi B (Zhou i sar., 1998). Wolbachia kod domacina izaziva razliCite
anomalije kao $to su: citoplazmati¢na inkompatibilnost (Breeuwer, 1997; Hoffmann i Truelli,
1997), feminizacija muzjaka (Bouchon i sar., 1998; Kageyama i sar., 1998), povecanje
mortaliteta muzjaka (Hurst i sar., 1999) i partenogeneza (Stouthamer, 1997; Arakaki i sar.,
2001). Stoga, za potrebe laboratorijske produkcije i komercijalne primene, neophodno je
sprovesti detaljnija istrazivanja i definisati uticaj Wolbachia bakterija na reprodukciju
Trichogramma populacije u Srbiji.

U 2016. godini je koris¢enjem COI gena odredena geneticka varijabilnost uzorkovanih
Trichogramma jedinki na teritoriji Kikinde i dobijene su informacije o biodiverzitetu vrsta iz
roda Trichogrammana podrucju bez prethodnog komercijalnog introdukovanja ovih insekata
Medu testiranim jedinkama utvrdena su 4 razlic¢ita haplotipa T. brassicae, pri ¢emu vise od
polovine jedinki pripada istom haplotipu (TbSERB-1). Na osnovu dobijenih rezultata moze se
zakljuciti da haplotip TOSERB-1 pokazuje visoku stopu parazitizma u prirodnim uslovima, te
se stoga moze izdvojiti kao adekvatan kandidat za upotrebu u bioloskoj kontroli. Za uspe$nu
komercijalnu primenu veé postoje¢ih Trichogramma vrsta na teritoriji Srbije, neophodno je
sprosvesti detaljnija istrazivanja radi odredivanja potencijalne razlike u terenskim
performansama (sposobnost pronalaska domacina, kapacitet disperzije, stopa parazitizma)
razli¢itih haplotipova T. brassicae. Ovo je narocito znacajno za Trichogramma populacije
koje su zarazena Wolbachia bakterijom, s obzirom da ova endosimbiontska bakterija indukuje
partenogenezu kod pojedinih Trichogramma vrsta ¢ine¢i ih pogodnijim agensima u procesima
bioloske kontrole poljoprivrednih §tetoCina.

Kompletna inventarizacija bioloske raznolikosti Trichogramma parazitoidana teritoriji
Srbije zahteva identifikaciju prisutnih vrsta i u ostalim regionima u Srbiji. Relativno mali broj
detektovanih vrsta moZe se objasniti Cinjenicom da je sprovedeno istraZivanje izvrSeno

uzorkovanjem parazitiranih jaja samo jedne poljoprivredne Stetocine (kukuruznog plamenca).
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U cilju utvrdivanja biodiverziteta ovih parazitskih osica, kao i potencijala u efikasnoj
bioloskoj borbi, neophodno je ispitati prisustvo Trichogramma vrsta i na drugim alternativnim
domacinima, kako na Stetnim vrstama, tako 1 na vrstama koje se ne svrstavaju u kategoriju
Stetnih organizama, ali su atraktivni domacini za parazitoide iz roda Trichogramma.

S obzirom na biolosku raznovrsnost roda Trichogramma, istrazivanja genetickog
diverziteta populacija Trichogramma na Sirem podrucju Srbije i zemalja u okruzenju bi
verovatno rezultovalo utvrdivanjem veceg broja autohtonih vrsta Trichogramma, koje bi
usled prilagodenosti ekoloskim uslovima naseg podneblja, mogle biti efikasnije u bioloskoj
borbi od vrsta i formi poreklom iz drugih delova sveta, a koje se komercijalno gaje i Cija

primena ne donosi uvek o¢ekivane rezultate u borbi protiv Stetnih insekata u poljoprivredi.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata sprovednog istrazivanja mogu se doneti sledeci
zakljuccei:

e Rezultati dvogodiSnjeg monitoringa kukuruznog plamenca, koji u stadijumu jajeta
predstavlja domacina parazitskih osica roda Trichogramma, pokazali su da ova znaCajna
StetoCina kukuruza produkuje 3 generacije adulta u toku sezone, od kojih je druga generacija
najbrojnija.

e lako se u toku 2016. i 2017. godine brojnost populacije plamenca, pracena svetlosnim
klopkama na dva lokaliteta, znaCajno razlikovala (4,4 puta veca ukupna brojnost uhvacenih
jedinki u Kikindi, odnosno 12,2 puta veca brojnost u Banatskoj Topoli u 2016. u odnosu na
2017. godinu), na pracenim lokalitetima zabelezena je pojava osica Trichogramma u obe
godine istrazivanja.

e Pracenjem ovipozicije zenki kukuruznog plamenca registrovan je znacajan procenat
parazitiranih jajnih legala plamenca u obe godine istrazivanja. Prose¢na stopa parazitiranosti
jajnih legala na pra¢enim lokalitetima je u 2016. godini iznosila 64,67%, dok je u 2017.
godini ona iznosila 38,84%.

e U 2017. godini na oba prac¢ena lokaliteta na teritoriji opStine Kikinda zabeleZena je
znatno manja brojnost kukuruznog plamenca na svetlosnim klopkama, ali i niza stopa
parazitizma, §to ukazuje na visoku prilagodenost i preferentnost Trichogramma spp. u odnosu
na kukuruznog plamenca kao domacina.

e U 2016. godini, amplifikacijom 1 sekvenciranjem ITS2 regiona rDNK izvrSena je
molekularna identifikacija jedinki uzorkovanih na 5 razli¢itih lokaliteta na teritoriji opStine
Kikinda. Od ukupnog broja testiranih jedinki, 96,15% jedinki je identifikovano kao T.
brasssicae, pri ¢emu je ova vrsta registrovana na svim pracenim lokalitetima (Kinda, Stankic,
Banatska Topola, Nakovo i Banatsko Veliko Selo). Sa druge strane, T. evanescens je
identifikovana u samo jednom uzorkovanom parazitiranom jajnom leglu plamenca na
lokalitetu Stanki¢. U toku 2016. godine T. brassicae se pokazala kao dominantna vrsta koja
parazitira jaja kukuruznog plamenca.

e Analizom rezultata sekvencioniranja zapaZena je odredena razlika u redosledu baznih
parova na ITS2 regionu kod vrsta T. brassicae i T. evanescens (Slika 50). Na osnovu

utvrdjene razlike u sekvencama nukleotida na ITS2 regionu dizajnirani su specifi¢ni prajmeri
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za T. brassicae i T. evanescens. Dizajniranjem specificnih prajmera za T. brassicae i T.
evanescens omogucena je primena Multiplex PCR metode, koja smanjuje kompleksnost
molekularne identifikacije Trichogramma parazitoida, jer ne zahteva sekvenciranje dobijenih
amplikona za determinisanje ove dve vrste.

e Odredivanjem geneticke varijabilnosti amplifikacijom i sekvenciranjem COI gena
dobijene su informacije o biodiverzitetu Trichogramma spp. uzorkovanih na teritoriji opstine
Kikinda. Medu testiranim jedinkama utvrdeno je 5 razli¢itih haplotipova, od kojih su Cetiri
haplotipa identifikovna kao T. brassicae (TbSERB-1,TbSERB-2, ThSERB-3, TbSERB-4),
dok je jedan haplotip identifikovan kao T. evanescens (TeSERB-5). Medu identifikovanih
haplotipovima TbSERB-1 je najzastupljeniji, jer vise od polovine testiranih jedinki pripada
ovom haplotipu.

e Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da haplotip TOSERB-1, kao
najzastupljeniji medu testiranim uzorcima, karakteriSe visoka stopa parazitizma u prirodnim
uslovima, te se stoga moze izvojiti kao adekvatan kandidat za upotrebu u bioloskoj kontroli
kukuruznog plamenca.

e Molekularnih tehnikama identifikovano je prisustvo Wolbachia bakterije u uzorcima
prikupljenim u 2016. godini na teritoriji opStine Kikinda. Amplifikacijom 16S bakterijskog
gena, prisustvo bakterije registrovano je samo kod jedinki koje pripadaju ThSERB-1
haplotipu i to kod 35,71% testiranih jedinki. Amplifikacijom i sekvenciranjem wsp
bakterijskog gena, specificnog za T. brassicae registrovano je prisustvo bakterije u 14,28%
testiranih jedinki koje pripadaju haplotipu TObSERB-1.

e Kori$¢enjem specificnih prajmera za T. brassicae i T. evanescens testirana je
primenjivost multipleks lanac¢ane reakcije polimeraze za identifikaciju jedinki uzorkovanih u
2017. godini na 12 razli¢itih lokaliteta u Vojvodini. Svi testirani uzorci u 2017. godini su
rezultirali sa PCR produktom, §to ukazuje da osim navedene dve vrste Trichogramma drugih
vrsta parazitoida O. nubilalis na teritoriji VVojvodine najverovatnije nema ili su one retke.
Vrsta T. brassicae je identifikovana u 97,47% testiranih uzoraka i u veéini istrazivanih
lokaliteta u VVojvodini je predstavljala jedinu vrstu koja parazitira jaja O. nubilalis. Vrsta T.
evanescens je, kao i u toku 2016. godine, identifikovana na podrué¢ju opstine Kikinda. U obe
godine istrazivanja T. evanescens je predstavljala retku vrstu, ali je u 2017. godini ipak
detektovana u dva lokaliteta (Mokrin i Nakovo) i to u oba slucaja se razvila iz jaja

kukuruznog plamenca koja su polozila zenke druge generacije.
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e ldentifikacijom uzoraka iz 2017. godine sa lokaliteta Nakovo i Mokrin, iz istog
parazitiranog jajnog legla kukuruznog plamenca registrovane su obe Trichogramma vrste (T.
brassiace i T. evanescens), sto ukazuje da zenke ovih vrsta prilikom odabira jajnog legla u
koje ¢e polagati jaja nisu odbijene od strane druge, konkurentne vrste, odnosno da mogu
polagati ¢ak i1 u jajna legla domacina gde su pojedina jaja ve¢ parazitirana od strane druge
vrste.

e Visoka stopa parazitiranosti jajnih legala kukuruznog plamenca autohtonim vrstama
osica Trichogramma, koja je registrovana u prirodnim uslovima tokom ovog istrazivanja na
teritoriji Vojvodine u toku 2016. 1 2017. godine, narocito kada je u pitanju vrsta T. brassicae,
pokazuje da prisutne vrste i forme (haplotipovi) predstavljaju dobre kandidate za dalja
istrazivanja moguc¢nosti njihove prakti¢éne primene u komercijalnom uzgoju i intenzivnoj
implementacijiu bioloskoj borbi protiv kukuruznog plamenca na teritoriji Vojvodine, Srbije i
zemalja u okruZenju.

e Za definisanje adekvatnih i ekonomski opravdanih strategija prakti¢éne primene
autohtonih vrsta Trichogramma u bioloskoj borbi, pored izbora odgovarajuce vrste i forme, te
iznalazenja adekvatnih tehnika njihove efikasne proizvodnje u kontrolisanim uslovima,
svakako je neophodno prethodno ispitati brojne bioloske karakteristike kao $to su: vitalnost
jedinki, kapacitet leta i disperzija, fertilitet, preZivljavanje u toku razvica, odnos polova u
populacijama i s tim u vezi uticaj endosimbiontskih bakterija roda Wolbachia, duzina zivota
imaga, sposobnost pronalaska i preferentnost pri izboru domacina, ukljucujuéi i ostale vrste
insekata domacina, kompetitivnost u odnosu na ostale vrste parazitoida, te mogucnost gajenja
u kontrolisanim uslovima. Stoga je sprovodenje dodatnih opseznih istrazivanja neophodno
kako bi se u potpunosti odredila kompetentnost i pogodnost prakti¢ne primene autohtonih
vrsta osica roda Trichogramma u bioloskoj borbi protiv kukuruznog plamenca na teritoriji

Srbije 1 Sirem okruZenju.
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PRILOZI

PRILOG 1. Brojnost adulta Ostrinia nubilalis u svetlosnim klopkama postavljenim na
lokalitetima Kikinda i Banatska Topola u 2016. Godini

Broj adulta u klopci

Broj adulta u klopci

Mesec  |Datum sakupljanja Kikinda Banatska Topola Mesec _|Datum sakupljania Kikinda Banatska Topola
April 04.04.2016 0 0 Jun 01.06.2016 61 45
05.04.2016 0 0 02.06.2016 42 31
06.04.2016 0 0 03.06.2016 38 41
07.04.2016 0 0 04.06.2016 35 32
08.04.2016 0 0 05.06.2016 68 55
09.04.2016 0 0 06.06.2016 73 111
1004.2016 0 0 s a0ic = =
11.04.2016 0 0 09.06.2016 93 125
12.04.2016 0 0 10.06.2016 98 73
13.04.2016 0 0 11.06.2016 131 116
14.04.2016 0 0 12.06.2016 3 54
15.04.2016 0 0 13.06.2016 55 62
16.04.2016 0 0 14.06.2016 82 51
17.04.2016 0 0 15.06.2016 65 42
18.04.2016 0 0 16.06.2016 24 17
19.04.2016 0 0 17.06.2016 37 2
20.04.2016 0 0 18.06.2016 31 27
21.04.2016 0 0 19.06.2016 2 19
22.04.2016 0 0 20.06.2016 82 26
23.04.2016 0 0 21.06.2016 122 22
24.04.2016 0 0 22.06.2016 65 15
25.04.2016 0 0 23.06.2016 78 19
26.01.2016 0 0 24.06.2016 23 8
7 04.2016 0 0 25.06.2016 17 11
28042016 0 0 26.06.2016 11 14
29.04.2016 0 0 27.06.2016 7 6
CxY o — o . -
Maj 01.05.2016 0 0 30.06.2016 20 18
02,05.2016 0 0 Jul 01.07.2016 7 4
03.05.2016 0 0 072016 5 >
04.05.2016 0 0 03.07.2016 27 2
05.05.2016 0 1 04.07.2016 12 25
06.05.2016 0 0 05.07.2016 10 8
07.05.2016 0 1 06.07.2016 24 20
08.05.2016 0 0 07.07.2016 12 9
09.05.2016 0 2 08.07.2016 11 16
10.05.2016 . 2 09.07.2016 8 13
11.05.2016 8 0 10.07.2016 7 6
12.05.2016 5 2 11.07.2016 3 7
13.05.2016 5 2 12.07.2016 6 4
14.05.2016 0 0 13.07.2016 37 25
15.05.2016 > 5 14.07.2016 19 7
16.05.2016 2 1 15.07.2016 8 3
17.05.2016 0 0 16.07.2016 9 4
18.05.2016 1 n 17.07.2016 g7 35
19.05.2016 0 5 007 2016 e &
20.05.2016 S ! 20.07.2016 152 56
21.05.2016 8 6 21.07.2016 259 118
22.05.2016 6 ! 22.07.2016 288 136
23.05.2016 5 10 23.07.2016 218 157
24.05.2016 4 4 24.07.2016 653 514
25.05.2016 1 9 25.07.2016 862 1050
26.05.2016 2 21 26.07.2016 691 760
27.05.2016 187 112 27.07.2016 1022 2652
28.05.2016 146 134 28.07.2016 1141 2328
29.05.2016 . 87 29,07.2016 1275 2322
30.05.2016 147 62 30.07.2016 1137 1812
31.05.2016 173 84 31.07.2016 2248 2216




PRILOG 1. Brojnost adulta Ostrinia nubilalis u svetlosnim klopkama postavljenim na
lokalitetima Kikinda i Banatska Topola u 2016. godini (nastavak)

Mesec Datum sakupljanja Eroj adulta u klopci
Kikinda Banatska Topola
Avgust 01.08.2016 922 1245
02.08.2016 2705 2350
03.08.2016 1788 2413
04.08.2016 2531 2215
05.08.2016 1752 1985
06.08.2016 1825 1677
07.08.2016 562 752
08.08.2016 810 648
09.08.2016 754 840
10.08.2016 310 520
11.08.2016 195 224
12.08.2016 153 184
13.08.2016 143 111
14.08.2016 81 53
15.08.2016 370 262
16.08.2016 205 92
17.08.2016 258 97
18.08.2016 200 62
19.08.2016 183 70
20.08.2016 132 65
21.08.2016 112 32
22.08.2016 43 22
23.08.2016 100 132
24.08.2016 87 136
25.08.2016 106 194
26.08.2016 123 178
27.08.2016 97 155
28.08.2016 46 58
29.08.2016 110 142
30.08.2016 65 103
31.08.2016 47 58
Septembar 01.09.2016 145 106
02.09.2016 93 111
03.09.2016 71 103
04.09.2016 31 53
05.09.2016 10 12
06.09.2016 120 153
07.09.2016 195 213
08.09.2016 140 75
09.09.2016 94 72
10.09.2016 55 38
11.09.2016 71 33
12.09.2016 100 75
13.09.2016 92 68
14.09.2016 36 22
15.09.2016 58 18
16.09.2016 49 25
17.09.2016 28 22
18.09.2016 22 15
19.09.2016 10 17
20.09.2016 6 9
21.09.2016 3 6
22.09.2016 0 0
23.09.2016 0 0
24.09.2016 0 0
25.09.2016 6 2
26.09.2016 3 2
27.09.2016 1 1
28.09.2016 6 0
29.09.2016 0 0
30.09.2016 0 0
Oktobar 01.10.2016 0 0
02.10.2016 0 0
03.10.2016 0 0
04.10.2016 0 0
05.10.2016 0 0




PRILOG 2. Brojnost adulta Ostrinia nubilalis u svetlosnim klopkama postavljenim na
lokalitetima Kikinda i Banatska Topola u 2017. godini

L Broj adulta u klopci L. Broj adulta u klopci
Mesec Datum sakupljanja — Mesec Datum sakupljanja —
Kikinda Banatska Topola Kikinda Banatska Topola
April 01.04.2017 0 0 Jun 01.06.2017 243 147
02.04.2017 0 0 02.06.2017 177 128
03.04.2017 0 0 03.06.2017 111 115
04.04.2017 0 0 04.06.2017 43 232
05.04.2017 0 0 05.06.2017 205 66
06.04.2017 0 0 06.06.2017 96 31
07.04.2017 0 0 07.06.2017 35 16
08.04.2017 0 0 08.06.2017 17 9
09.04.2017 0 0 09.06.2017 14 6
10.04.2017 0 0 10.06.2017 16 7
11.04.2017 0 0 11.06.2017 39 3
12.04.2017 0 0 12.06.2017 98 32
13.04.2017 0 0 13.06.2017 75 27
14.04.2017 0 0 14.06.2017 10 8
15.04.2017 0 0 15.06.2017 14 5
16.04.2017 0 0 16.06.2017 11 9
17.04.2017 0 0 17.06.2017 4 2
18.04.2017 0 0 18.06.2017 55 7
19.04.2017 0 0 19.06.2017 9 5
20.04.2017 0 0 20.06.2017 12 3
21.04.2017 0 0 21.06.2017 5 3
22.04.2017 0 0 22.06.2017 20 3
23.04.2017 0 0 23.06.2017 4 9
24.04.2017 0 0 24.06.2017 8 6
25.04.2017 0 0 25.06.2017 15 6
26.04.2017 0 0 26.06.2017 9 11
27.04.2017 0 0 27.06.2017 21 1
28.04.2017 0 0 28.06.2017 11 3
29.04.2017 0 0 29.06.2017 10 5
30.04.2017 0 0 30.06.2017 3 1
Maj 01.05.2017 0 0 Jul 01.07.2017 6 1
02.05.2017 0 0 02.07.2017 13 7
03.05.2017 0 0 03.07.2017 10 5
04.05.2017 0 1 04.07.2017 20 5
05.05.2017 1 1 05.07.2017 25 7
06.05.2017 0 0 06.07.2017 21 6
07.05.2017 1 2 07.07.2017 18 11
08.05.2017 0 0 08.07.2017 23 19
09.05.2017 0 0 09.07.2017 4 1
10.05.2017 1 1 10.07.2017 7 2
11.05.2017 0 0 11.07.2017 4 7
12.05.2017 2 1 12.07.2017 27 10
13.05.2017 3 2 13.07.2017 13 7
14.05.2017 3 2 14.07.2017 41 28
15.05.2017 4 2 15.07.2017 8 2
16.05.2017 7 2 16.07.2017 16 7
17.05.2017 6 4 17.07.2017 10 23
18.05.2017 10 5 18.07.2017 59 20
19.05.2017 10 6 19.07.2017 159 35
20.05.2017 23 5 20.07.2017 210 35
21.05.2017 43 7 21.07.2017 188 49
22.05.2017 11 11 22.07.2017 217 56
23.05.2017 44 11 23.07.2017 238 102
24.05.2017 37 8 24.07.2017 70 76
25.05.2017 51 14 25.07.2017 28 11
26.05.2017 47 13 26.07.2017 91 60
27.05.2017 59 14 27.07.2017 25 15
28.05.2017 42 18 28.07.2017 42 29
29.05.2017 39 21 29.07.2017 59 44
30.05.2017 82 26 30.07.2017 102 308
31.05.2017 295 38 31.07.2017 391 90




PRILOG 2. Brojnost adulta Ostrinia nubilalis u svetlosnim klopkama postavljenim na
lokalitetima Kikinda i Banatska Topola u 2017. godini (nastavak)

L. Broj adulta u klopci
Mesec Datum sakupljanja —
Kikinda Banatska Topola
Avgust 01.08.2017 435 86
02.08.2017 304 69
03.08.2017 210 64
04.08.2017 132 51
05.08.2017 67 32
06.08.2017 33 11
07.08.2017 14 4
08.08.2017 21 10
09.08.2017 14 3
10.08.2017 53 4
11.08.2017 31 13
12.08.2017 9 3
13.08.2017 10 8
14.08.2017 8 2
15.08.2017 14 6
16.08.2017 24 4
17.08.2017 25 9
18.08.2017 31 3
19.08.2017 16 5
20.08.2017 14 2
21.08.2017 1 0
22.08.2017 2 1
23.08.2017 0 1
24.08.2017 9 4
25.08.2017 14 7
26.08.2017 21 10
27.08.2017 8 18
28.08.2017 13 43
29.08.2017 15 14
30.08.2017 17 21
31.08.2017 12 8
Septembar 01.09.2017 9 3
02.09.2017 4 0
03.09.2017 1 0
04.09.2017 6 0
05.09.2017 9 2
06.09.2017 55 26
07.09.2017 18 1
08.09.2017 14
09.09.2017 19 11
10.09.2017 125 0
11.09.2017 70 28
12.09.2017 19 5
13.09.2017 3 2
14.09.2017 19 8
15.09.2017 21 10
16.09.2017 11 7
17.09.2017 1 0
18.09.2017 0 0
19.09.2017 2 0
20.09.2017 0 0
21.09.2017 0 0
22.09.2017 0 0
23.09.2017 0 0
24.09.2017 0 0
25.09.2017 7 4
26.09.2017 7 3
27.09.2017 0 0
28.09.2017 0 0
29.09.2017 0 1
30.09.2017 0 0




PRILOG 3. Sekvence ITS2 gena Trichogramma jedinki uzorkovanih u 2016. godini.

ALEX-1 Trichogramma brassicae

ATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAA
AAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTC
TATCTCT------==mmmmmmmmmmm CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------==-===nmmmmm-
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNATCTGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCG
CGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTC

ALEX-2 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCATGGGCGCTCGTCTCTATCTCT-------=n=m=mm-=-
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------==-=======-m---
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTAACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGAC
CGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGC
GCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAA
AATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-3 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT --mmrmmemmemmemme
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG-------nmmmmmememmee



AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-4 Trichogramma brassicae

------ -AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCT
CGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTC
TCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT -=-==-==mmmmmmmmm
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG-----------==--------
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGCGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-5 Trichogramma brassicae

ATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAA
AAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTC
TATCTCT------m=mmmmmmmmm- CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------==-=======-=---
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCGCG
CGCGCGCACTTTTTTTAAACACACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAAAGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC—TGAACGAG

Vi



ALEX-6 Trichogramma evanescens

ATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAA
AAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTC
TATCTCTATGCGCTCGCGCGCGCGCTCTTTCTTCTATTCGTAGAGAGAGAGAGTGC
GCGAGAGTGTGCGTAGCAGTGTGACACGTCGCCTCAAACGAAACGCAAGAAAAA
AGATGAATTCGTTCGTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTAC--------
GTCAGTACTTCCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCTCGTGCTCTCTTTTGTTTTAACGAACGAAAGTAGGTA
ACGAC------------ GGCTAGCTCGAAGCTTT

ALEX-7 Trichogramma brassicae
--------------------- CATTC--GACGCCATTGCGGTC-
ACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCC

CAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTCGT
CTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTTCC
GATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACG----
CACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAATTTTTGC
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGACCTCAGAAAAAGAGCGAAAGAACACA
CGTGTCGAGAAGGCTCCGGGGACTCGACGCCAGAAACGATCGGGAAGTACCGCG
CGCGAGACGAGTCCTCTCCAAGCGGTAAGCGCGCGCGCCAGCTAGACCGAACGA
ATTCATCTTTTTTCTTGCCGTTCGTTTGGAGGCGACGTATCACACGGCTCCCGGCG
CTTCGAAGAAGAGTAAGAGAGATAGAGACGAGCGCCCAGATCACGCTCTCTCTG
GCGAGAGAGCAGTCGGGTTCGTTTTTTATAAACAAACCCTCAGCCAGGCGTGGTC
CGGGGAACGAGATTCCGTGGACCGCAATGTGCGTTCGAAATGTCGATGTTCATGT
GTCCTGCAATTCACAAAGAACATGTGTGGTCGCTGTCTGGAGAGCGACCGACAGA
CAGCTGACGAAGAGACGGACA

Vil



ALEX-8 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT-----=-=-===-=-=--
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------=============--
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-9 Trichogramma brassicae

GACATTTAGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGC
TGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGA
TCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT ----=======mmmmm-- CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG--

AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC

GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT

CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGAC

CGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGC
GCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAA

AATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-10 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT----===========--
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------============---
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC

VI



GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-11 Trichogramma brassicae

------ -AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCT
CGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTC
TCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT -------=-=-=-=-=---
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG---------===mmmmmmmm
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-12 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT----===========--
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------==-=======-----
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGAC
CGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGC
GCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAA
AATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC



ALEX-13 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT-----=-=-===-=-=--
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------=============--
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACACA--
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-14 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT----===========--
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------========m=nm=--
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-15 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT---rmmmmmmemmmemne
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------wrmmemmmemmmeev



AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC

GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGAC

CGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGC
GCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAA

AATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-16 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT----====-=======--
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------==-=======-=---
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC—
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-17 Trichogramma brassicae

ATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAA
AAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTC
TATCTCT------m=mmmmmmmmm- CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG-------=-=======-=---
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCGCG
CGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--TGAACGAG

Xl



ALEX-18 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT-----=-=-====-=-=--
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------==-====nmmmmm--
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-19 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT----=-=========--
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------==-=======-m---
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-20 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT --mmrmmemmemmemne

Xl



CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------============---
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGAC
CGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGC
GCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAA
AATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-21 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT-----=-=-====-=----
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG-------=-=======-----
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGAC
CGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGCGC
GCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAA
AATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-23 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT-----=-=-====-=----
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------============---
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----

X1



CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-25 Trichogramma brassicae

ATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACGCCTGGCTGAGGGTCGTTTATAA
AAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAGCGTTGATCTGGGCGCTCGTCTC
TATCTCT------=mmmmmmmmmmm CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------==-====nmmmmm-
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTCTCGTCGAGCAGCGGAC
CGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCATTGAACGCGCGLCGC
GCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACACACACCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAA
AATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC

ALEX-26 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT----========mm=--
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------==-=======-m---
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC

ALEX-27 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT---rmmmmmmemmmemne
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG------wrmmemmmemmmeev



AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

ALEX-28 Trichogramma brassicae

AACATCGACATTTCGAACGCACATTGCGGTCCACGGATCTCGTTCCCGGACCACG
CCTGGCTGAGGGTCGTTTATAAAAACGAACCCGACTGCTCTCTCGCAAGAGAGAG
CGTTGATCTGGGCGCTCGTCTCTATCTCT-----=-=-====-=----
CTTACTCTTCTTCGAAGCGCAGG-------=-=======-----
AGCAGTGTGATACGTCGCCTCAAACGAACGGCAAGAAAAAAGATGAATTCGTTC
GTCTAGCTGGCGCGCGCGCTTACCGCTTGGAGAGTACTCGCTCGCGCGAGTACTT
CCGATCGTTCTGCGTCGAGTCCCGGAGCTTTCTCGACTC--
GTCGAGCAGCGGACCGACGTCTAGCACACGATCAGGCTCGTCCATGCATCGGTCA
TTGAACGCGCGCGCGCGCACTTTTTTTAAACGCACACACACA----
CCGTGTGTGCGTTTATTAAGAAAAATGGCTAGCTCGAA--TTTTTGC--
TGAACGAGTCTTTTTTTCTCGATCGACGAC

XV



PRILOG 4. Sekvence COI gena Trichogramma jedinki uzorkovanih u 2016. godini.

ALEX-1
GGAATTATTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAG
GTTCTTTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTT
TAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAA
TTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGA
TTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAAC
AGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATA
GTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAA
TTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATT
GAGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTA
TCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

TTCTTTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTT
AATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAAT
TCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGAT
TTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACA
GGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAG
TGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAAT
TATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTG
AGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTAT
CATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

ALEX-3
AATTATTGGTTTATCTATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTT
CTTTAATCGGAAATGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTA
ATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATT
CCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGTATAAATAATATAAGATT
TTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAG
GAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGT

XVI



GGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATT
ATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGA
GTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTGTC
ATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTA

GGTTTATCTATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTCTTTAAT
CGGAAATGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTAATAATTT
TTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTCCTTTAA
TATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGTATAAATAATATAAGATTTTGATTA
TTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGGAACTGG
AACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTGGTCCTT
CAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTATAGGTT
CAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAGTTAATT
TCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTGTCATTACCA
GTTTTAGCTGGGGCAA

ALEX-5
GAATTATTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGG
TTCTTTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTT
AATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAAT
TCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGAT
TTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACA
GGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAG
TGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAAT
TATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTG
AGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTAT
CATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTATATTATTATTTGATCGAAATTTAAAT
ACTTCTTTTTTT

XVII



ALEX-6
ATTATTGGTTTATCTATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTC
TTTAATTGGTAATGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTAAT
AATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTCC
TTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGATTTT
GATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGGA
ACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTGG
TCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTAT
AGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAGT
TAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTATCAT
TACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTATATTATTATTTGATCGAAATTTAAATACT
TCTTTTTTT

TTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTCTTTA
ATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACIAGTCATGCTTTTTTAATAATT
TTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTCCTTTA
ATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGATTTTGATT
ATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGGAACTG
GAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTGGTCCT
TCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTATAGGT
TCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAGTTAAT
TTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTATCATTACC
AGTTTTAGCTGGGGCAATTACTA

ALEX-9
GGAATTATTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAG
GTTCTTTAATTGGAAATGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTT
TAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAA
TTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGA
TTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAAC
AGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATA

XVIHI



GTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAA
TTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATT
GAGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTA
TCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTATATTATTATTTGATCGAAATTTAAA
TACTTCTTTTTT

ALEX-10
GGAATTATTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAG
GTTCTTTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTT
TAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAA
TTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGA
TTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAAC
AGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATA
GTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAA
TTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATT
GAGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTA
TCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTATATTATTATTTGATCGAAATTTAAA
TACTTCTTTTTTT

ALEX-11
GGAATTATTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAG
GTTCTTTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTT
TAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAA
TTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGA
TTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAAC
AGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATA
GTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAA
TTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATT
GAGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTA
TCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

ALEX-12

TTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTCTTTAATTGG
XIX



AAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTAATAATTTTTTT
TTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTCCTTTAATATT
AGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTA

CCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGGAACTGGAA

CAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTGGTCCTTCAG
TGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTATAGGTTCAA
TCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAGTTAATTTCC
TTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTATCATTACCAGTT
TTAGCTGGGGCAATTACTATATTATTATTTGATCGAAATTTAAATACTTCTTTTTTT

ALEX-13

GGTTCTTTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTT
TTTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTT
AATTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAA
GATTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGA
ACAGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCA
TAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTC
AATTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAA
TTGAGTTAATITCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATT
ATCATTACCAGTTT

ALEX-14
TTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTCTTTAATTGG
AAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTAATAATTTTTTT
TTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTCCTTTAATATT
AGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTA
CCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGGAACTGGAA
CAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTGGTCCTTCAG
TGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTATAGGTTCAA
TCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAGTTAATTTCC
TTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTATCATTACCAGTT
TTAGCTGGGGCAATTACT

XX



ALEX-17
TTGGTTTATCTATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTCTTTA
ATCGGAAATGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTAATAAT
[TTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTCCTTT
AATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGTATAAATAATATAAGATTTTGAT
TATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGGAACT
GGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTGGTCC
TTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTATAGG
TTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAGTTAA
TTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTGTCATTAC
CAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTATATTATTATTTGATCGAAATTTAAATAC

ALEX-18
ATTATTGGTTTATCTATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTC
TTTAATCGGAAATGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTAA
TAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTC
CTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGTATAAATAATATAAGATTT
TGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGG
AACTGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTG
GTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTA
TAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAG
TTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTGTCA
TTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTATATTATTATTTGATCGAAATTTAAATAC
TTCTTTTTT

ALEX-19

------------ TTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTCT
TTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTAAT
AATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTCC
TTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGATTTT
GATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGGA

XXI



ACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTGG
TCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTAT
AGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAGT
TAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTAT

ALEX-20

AAATCCAGGTTCTTTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTC
ATGCTTTTTTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAA
ATTATTTAATTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAAT
AATATAAGATTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATT
TATTGGAACAGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATT
TATCTCATAGTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGG
TTTCTTCAATTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATT
TATAAAATTGAGTTAATTTCCTTATTTTCTTG

ALEX-21

---------------- CAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTCT
TTAATCGGAAATGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTAAT
AATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTCC
TTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGATTTT
GATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGGA
ACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTGG
TCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTAT
AGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAGT
TAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTATCAT
TACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTATATTATTATTTGATCG

ALEX-23

--------- GGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAGGTTCT
TTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTTTAAT
AATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAATTCC
TTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGATTTT
GATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAACAGGA

XX



ACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATAGTGG
TCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAATTAT
AGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATTGAGT
TAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTATCAT
TACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTA

ALEX-25
GGAATTATTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAG
GTTCTTTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTT
TAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAA
TTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGA
TTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAAC
AGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATA
GTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAA
TTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATT
GAGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTA
TCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

ALEX-26
GGAATTATTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAG
GTTCTTTAATTGGAAATGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTT
TAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAA
TTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGA
TTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAAC
AGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATA
GTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAA
TTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATT
GAGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTA
TCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

ALEX-27
GGAATTATTGGTTTATCTATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAG
GTTCTTTAATCGGAAATGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTT
TAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAA

XX



TTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGTATAAATAATATAAGA
TTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAAC
AGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATA
GTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAA
TTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATT
GAGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTG
TCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACT

ALEX-28
GGAATTATTGGTTTATCAATAAGAATAATTATTCGTTTAGAATTAGGAAATCCAG
GTTCTTTAATTGGAAACGATCAAATTTATAATTCTATTGTTACTAGTCATGCTTTTT
TAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTTATAATAGGAGGTTTTGGAAATTATTTAA
TTCCTTTAATATTAGGAAGACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGA
TTTTGATTATTACCTCCAAGATTAATATTATTATTATCTAGAATATTTATTGGAAC
AGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTTTATCCTCCTTTATCTTCGAATTTATCTCATA
GTGGTCCTTCAGTGGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCTGGGGTTTCTTCAA
TTATAGGTTCAATCAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAAATTTATAAAATT
GAGTTAATTTCCTTATTTTCTTGAGCTATATTATTAACAGCAATTTTATTATTATTA
TCATTACCAGTTTTAGCTGGGGCAATTACTATATTATTATTTGATCGAAATTTAAA
TACTTCTTTTTTT

XXIV



PRILOG 5. Sekvence wsp gena Trichogramma jedinki uzorkovanih u 2016.godini.

ALEX-11 wsp
GATGAAGAAACTAGCTACTACGTTCGTTTACAATACAACGGTGAAATTTTACCTT
TTTATACAAAAGTTGATGGTATTAAAAATTCAACAGGTAAAGAGGAGGATAG
TCCTTTAAAAAGATCTTTTATAGCTGGTGGTTTTGCATTTGGTTATAAAATGGATG
ACATCAGAGTTGATGTTGAAGGGCTTTACTCACGATTGGCTAAAAATAAAGCTGT
AATAGATGCTTCTGAATCACATGTTGCAGACAGTTTAACAGCATTTTCAGGATTG
GTTAACGTTTATTATGATATAGTGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGG
TGTTGGTGTTGGTGCAGCATATATCAGCAATCCTTCAAACGCTGCTGAAGTTAAA
GATCAAAGGAGGTTCGGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATG
TAGCCCCAGAAATCAAACTCTTTGCTGGAGCTCGTTACTTCGGTTCTTATGGTGCT
AGTTTTGATAAGGCAGCTAAGGGTGATGATGGTATC

ALEX-2_wsp
GATGAAGAAACTAGCTACTACGTTCGTTTACAATACAACGGTGAAATTTTACCTT
TTTATACAAAAGTTGATGGTATTAAAAATTCAACAGGTAAAGAGGAGGATAGTCC
TTTAAAAAGATCTTTTATAGCTGGTGGTTTTGCATTTGGTTATAAAATGGATGACA
TCAGAGTTGATGTTGAAGGGCTTTACTCACGATTGGCTAAAAATAAAGCTGTAAT
AGATGCTTCTGAATCACATGTTGCAGACAGTTTAACAGCATTTTCAGGATTGGTT
AACGTTTATTATGATATAGTGATTGAAGATATGCCTATCACTCCATACGTTGGTGT
TGGTGTTGGTGCAGCATATATCAGCAATCCTTCAAACGCTGCTGAAGTTAAAGAT
CAAAGGAGGTTCGGTTTTGCTTATCAAGCAAAAGCTGGTGTTAGTTATGATGTAG
CCCCAGAAATCAAACTCTTTGCTGGAGCTCGTTACTTCGGTTCTTATGGTGCTAGT
TTTGATAAGGCAGCTAAGGGTGATGATGGTATC

XXV
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