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Tradicionalne in molekularne metode za determinacijo $¢itkarjev

(Aleyrodidae)
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Tradicionalne in molekularne metode za determinacijo
$¢itkarjev (Aleyrodidae)

Izvletek: Séitkarji (Aleyrodidae) so vrstno manj pestra
skupina zuzelk, ki obsega okoli 1500 vrst iz 160 rodov. Za-
radi prehranjevanja z rastlinskimi sokovi so pomembni $kodl-
jivei kmetijskih in okrasnih rastlinskih vrst, kjer povzroc¢ajo
neposredno in posredno §kodo. Vecina vrst izvira iz tropskih
obmocij, pri nas pa so najpogostejsi v rastlinjakih. Z vse po-
gostej$im vnosom $¢itkarjev na nova obmocja in njihovih in-
vazivnim delovanjem, je determinacija teh Zuzelk pomemben
sestavni del varstva rastlin. Identifikacija $¢itkarjev v stadiju
odraslega osebka je zahtevna in problemati¢na. Za morfolo-
$ko determinacijo in taksonomsko dolo€itev je primerna le
razvojna stopnja puparija, zato so dolocevalni kljuci redki in
pomanjkljivi. Oblika puparija je odvisna od gostiteljskih rastlin
in abiotskih vplivov, zato sta nabiranje in nadaljnja determina-
cija pogosto tezavni. Razvoj modernih metod determinacije in
genetska diagnostika je omogocila natan¢nej$o determinacijo,
preucitev filogenetskih povezav med vrstami $¢itkarjev in pri-
pravo nacrtov za bioti¢no zatiranje teh Skodljivcev. Najpogos-
teje se v modernem pristopu determinacije $¢itkarjev uporabl-
jajo racunalniski programi za analizo fotografije, molekularne
metode izolacije DNA in sekvenciranje.
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Traditional and molecular methods for the identification of
whitefly (Aleyrodidae) species

Abstract: Whiteflies (Aleyrodidae) is small group of in-
sects (Insecta) that comprises around 1500 species from 160
genera. Whiteflies damage important cultivated and orna-
mental plants by sucking plants juice. Most of the species are
from tropical area, in our region they are the most common in
greenhouses. Because worldwide transport, whiteflies become
invasive all around the world. The identification of whiteflies
species in adult stage is problematic. Morphological differen-
tiation of pupae is one of the better methods for determining
identity of species, but it may vary depending on the host plant
on which they develop which can lead to misidentifications
and erroneous naming of new species. The application of ge-
netic diagnostics under the umbrella of classical taxonomy
was imperative for successful development and delivery of
the biological control program, phylogenetics and plans for
biological control. The most common modern techniques for
whiteflies determination are computer programs for photogra-
phy analysis, molecular methods with DNA isolation and se-
quencing.
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1 UVOD

Scitkarje (Aleyrodidae) (slika 1) uvrs¢amo v podred
prsokljuncev (Sternorrhyncha), red polkrilcev (Hemip-
tera) in razred Zuzelk (Insecta). Druzina §¢itkarjev (Aley-
rodidae) obsega dve poddruzini. Poddruzina Aleurodici-
nae je endemi¢na na obmodju centralne in juzne Amerike
in je glede na kompleksno zgradbo Zzilnega sistema kril
taksonomsko primitivna. Zapletena zgradba Zilnega sis-
tema kril je lahko posledica velikosti predstavnikov pod-
druzine Aleurodicinae (ve¢ji od 2 mm), saj so le-ti precej
vedji od poddruzine Aleyrodinae. Poddruzina Aleyrodi-
nae je globalno razsirjena in ima vecje Stevilo vrst (Byrne
in Bellows Jr., 1991). Do danes je v svetu opisanih ve¢ kot
1500 vrst S¢itkarjev (Hodges in Evans, 2005), ki jih uvr-
§¢amo v 161 rodov. Odrasli osebki so veliki 2-3 mm in
spominjajo na manj$e molje, saj imajo zaradi vo$¢enega
poprha telo bele barve. Okoncine so dobro razvite. Na
glavi so ¢lenjene antene s sedmimi ¢leni in ustni aparat
za sesanje in bodenje (Perring in sod., 2018). Nimfe in
odrasli osebki imajo pogosto vzorce razli¢nih oblik, ki so
strokovnjakom v pomo¢ pri determinaciji vrst (Botha in
sod., 2000).

Scitkarji se razmnozujejo spolno, le redko tudi par-
tenogenetsko. Samice jaj¢eca oddajo na povrsje razli¢nih
rastlinskih organov, pogosto na spodnjo stran listov, ne-
katere samice predstavnikov poddruzine Aleurodicinae
pa odlagajo jajceca tudi na plodove in zgornjo ali spodnjo
stran listov. Jaj¢eca odlozijo v polpravilnem ali pravilnem
krogu, saj so medtem prisesane na stalno mesto. Li¢inke
prve stopnje so mobilne, gibljejo se na krajse razdalje. Na
trajno mesto se prisesajo po prvi levitvi, ki ga do tretje
stopnje ne zapustijo. Zadnja stopnja li¢ink so pupariji; na

njihovi morfoloski zgradbi je temeljila sistematika celo-
tne druzine (Gill, 1990). S¢itkarji so polifagni ali oligo-
fagni. Prehranjujejo se s sesanjem floemskega soka, pri
¢emer bodalo vstavijo v tkivo rastlin. Zadrzujejo se na
toplih in vlaznih prostorih. Stevilne vrste so gospodarsko
pomembne (Milevoj, 2003).

S¢itkarji so pomembni $kodljivci, saj imajo na kme-
tijske rastlinske vrste neposredni in posredni vpliv. Med
hranjenjem z rastlinskimi sokovi vbrizgavajo v zdrave
rastline Stevilne toksine (Watson, 2007), ki povzrocijo
venenje, slabso rast in odmiranje rastlin (Botha in sod.,
2000). Nimfe povzrodijo fizioloske spremembe vegeta-
tivnih delov, kot so nepravilno zorenje plodov in sivenje
listov (Hoddle, 2004). Nekatere vrste §¢itkarjev so tudi
vektorji prenosa gospodarsko pomembnih virusov (Tr-
dan, 2015). Medena rosa §¢itkarjev je medij gliv sajavosti
(Capnodium spp.) (Byrne in Bellows Jr., 1991). Najvecjo
gospodarsko $kodo in izgubo pridelka povzrocata toba-
kov $¢itkar (Bemisia tabaci [Gennadius, 1889]) in rastli-
njakov $¢itkar (Trialeudores vaporariorum Westwood,
1856). V Sloveniji se na kapusnicah pogosto pojavlja in
posredno povzroca $kodo tudi kapusov $¢itkar (Aleyro-
des proletella [Linnaeus, 1758]) (Trdan in sod., 2003). Na
obmodju Evrope $¢itkarji povzrocajo $kodo na zelenja-
dnicah in okrasnih rastlinah, gojenih v rastlinjakih, kjer
lahko povzrocijo tudi do 50 % unicenja rastlin. So tudi
$kodljivci citrusov, razli¢nih drugih sadnih dreves in gr-
mov (Simala in sod., 2015).

Sistematika poddruzin $citkarjev temelji na mor-
foloski determinaciji Cetrte stopnje nimfe, imenovane
puparij (Martin in sod., 2000). Za puparij je znacilna fe-
notipska plasti¢nost, kot odgovor na zgradbo lista rastli-
ne in abiotskih dejavnikov okolja (Guershon in Gerling,

Slika 1: 1-S¢itkar Aleurocanthus spiniferus; 2-levo odrasla samica, desno odrasel samec; 3-ovalna, ledvi¢asto oblikovana jajéeca;
4-jaj¢eca in mlade nimfe v 1. in 2. stopnji; 5-odrasle nimfe v 3. in 4. stopnji; 6-pupariji (Radonji¢ in sod., 2014).

Figure 1: 1-Aleurocanthus spiniferus; 2-female left, male right; 3-elongate-oval to kidney-shaped eggs; 4-eggs and young nymphs -
Ist and 2nd instars; 5-1der nymphs 3rd and 4th instars and sooty mould; 6-4th instars - puparia (Radonji¢ in sod., 2014).
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2001). Zato je determinacija pogosto otezena. Morfolo-
$ka determinacija odraslih osebkov je mogoca le za pod-
druzino Aleurodicinae, saj dolodevalni kljuci za ostali
poddruzini $e niso enotni in v uporabi (Ghahari in sod.,
2009). Moderne molekularne tehnike omogoéajo na-
tancnej$o determinacijo vrst $¢itkarjev (Oliveira in sod.,
2000; Calvert in sod., 2001; Shatters in sod., 2009). Za fi-
logenetske povezave in determinacijo se uporablja mito-
hondrijska DNK (mDNK), saj pojasnjuje polimorfizem
med bliznjimi vrstami (Brown in sod., 1979; Lunt in sod.,
1996). Akumulacija sprememb nukleotidov in polimor-
fizem vplivata na izgube ali dodajanja restrikcijskih mest,
brez bistvene spremembe v velikosti genoma (Hebert in
sod., 2003). Spremembe znotraj mitohondrijskega gena
citokrom oksidaze I (COI), so primeren kazalnik za upo-
rabo DNK barkodiranega sistema determinacije na ravni
doloc¢anja vrst (Hebert in sod., 2003; Kress in Erickson,
2008). Osnova molekularnega pristopa dolocanja §¢it-
karjev so specifi¢cni PCR zacetni oligonukleotidi, ki se
prilegajo COI genu, njegovo pomnozZevanje in razrez z
restrikcijskimi encimi (polimorfizem dolzin restrikcij-
skih fragmentov) (Vidigal in sod., 2002; Caldeira in sod.,
2003; Thyssen in sod., 2005). Znane COI sekvence (preko
150 000) so zbrane v GenBank in The Barcode of Life
Data System (BOLD) zbirkah ter so temelj za taksonomi-
jo in filogenijo zuzelk (Kwong in sod., 2012; Ptaszynska
in sod., 2012; Smith in sod., 2012).

2  MORFOLOSKA IDENTIFIKACIJA

Odrasli osebki §¢itkarjev iz druzine Aleyrodidae
so podobni manj$im moljem, zato so jih v prvih mor-
fologkih $tudijah mnogokrat zamenjevali s pritlikavimi
listnimi zavrtaci (Nepticulidae). Jajéeca so na spodnji
strani listov gostiteljih rastlin na dolgih ali kratkih pe-
cljih. Povrsje jajcec je pogosto gladko ali v obliki satovja.
Stevilne vrste lezejo jajéeca v polkroznih ali kroznih vr-
stah. Larvalne stopnje so §tiri, pogosto je Cetrta larvalna
stopnja puparij. Prva larvalna stopnja ima dobro razvite
okon¢ine in antene, je blede do prosojne barve in edina
mobilna larvalna stopnja, ki lahko izbere stalno mesto za
razvoj nadaljnjih larvalnih stopenj. Pri $tevilnih vrstah je
za puparij znacilno izlo¢anje voskastih sekretov iz papil
ali enostavnih oziroma sestavljenih por. Odrasli osebek
zapusti zadnjo larvalno stopnjo na obmocju zadka iz od-
prtine v obliki érke T.

Pri mnogih vrstah se odrasli osebki za¢nejo pre-
hranjevati takoj po izleganju, e pred aktivacijo kril. Oba
spola odraslih osebkov imata dva para membranskih kril
brez pre¢nih zil. Spolni dimorfizem se kaze le na obmo-
¢ju razlik v genitalijah, $tevilu ventralnih abdominalnih
voscenih ploscic, anten in manj$emu telesu samcev. Ne-

katere vrste imajo vec kot en rod letno. Morfoloska de-
terminacija poteka s preucevanjem juvenilnih osebkov
v razli¢nih stopnjah razvoja pod mikroskopom. Deter-
minacija specifi¢nih znacilnosti je vezana na §tevilo, ve-
likost in lokacijo por, odprtin, papil ter set (Perring in
sod., 1993).

Identifikacija se za¢ne z zbiranjem osebkov iz listov
gostiteljskih rastlin s pomocjo lupe. Liste rastlin je po-
trebno posusiti in shraniti do njihove preparacije. Iden-
tifikacija in klasifikacija zbranih zuZelk na ravni vrste se
dolo¢i na podlagi morfoloskih lastnosti odraslih Zuzelk
in li¢ink, pri ¢emer so v uporabi klasi¢ne identifikacijske
metode, kot so morfologki klju¢i. Li¢inke in puparije $¢it-
karjev se dolo¢i z mikroskopiranjem v kanadskem balza-
mu po prilagojenih metodah Wilkey (1962) ali Watson
in Chandler (1999). Standardizirani postopek po Wilkey
(1962) je slede¢: vzorce potopimo v 10 % kalijev hidro-
ksid (KOH), kjer jih lahko shranjujemo od 12 do 24 ur.
Nato jih vzamemo iz KOH in jih za 10-15 min potopi-
mo v destilirano vodo. V destilirano vodo dodamo eno
ali dve kapljici kontrastnega barvila. Vzorce pustimo v
raztopini 15 min. Osebke nato vzamemo iz barvila in jih
potopimo v 75 % etanol (EtOH) za 10 min, kar razbarva
vse nesklerotizirane regije. Osebke iz 75 % EtOH prene-
semo v 95 % etanol (EtOH) za 10-15 min. Vzorce poto-
pimo v olje nageljnovih Zbic za 30 min ali ve¢. Na objek-
tno stekelce nanesemo kanadski balzam in vanj polozimo
vzorec, ki ga ozna¢imo in pokrijemo z drugim objektnim
stekelcem. Vzorce susimo v susilni napravi tri tedne pri
35 °C (Hodges in Evans, 2005). Za identifikacijo so v
uporabi dolocevalni klju¢i Takahashi (1952; 1954), Mo-
und (1966), Habib in Farag (1970), Martin (1985; 1978;
1999), Bink-Moenen in Gerling (1990), Mifsud (1995) in
Martin in sod. (2000). Natan¢na identifikacija se izvaja s
stereomikroskopom in svetlobnim mikroskopom.

3 MODERNE TEHNIKE IDENTIFIKACIJE
SCITKARJEV

3.1 PROGRAMSKA OPREMA PROPOSED SISTEM

Za identifikacijo bolezni in $kodljivcev na rastlinah
in njihovih $kodljivcev so v uporabi Stevilni moderni
pristopi zaznavanja, prepoznavanja in taksonomskega
uvric¢anja posameznih vrst. Z razvojem tehnologije in
rac¢unalniskih sistemov, so se razvili tudi programi za
prepoznavanje $kodljivcev in obdelavo velike koli¢ine
podatkov. Racunalni$ki program, imenovan Proposed
system, je programska oprema za detekcijo in klasifika-
cijo bolezenskih znamenj na listih rastlin ali rastlinskih
$kodljivcev. Shema programske opreme sestoji iz stirih
klju¢nih korakov. Prvi korak je izdelava barvne strukture
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vhodne RGB fotografije, v drugem koraku se ustvari-
jo zelene slikovne toc¢ke v procesu segmentacije foto-
grafije, tretji korak je statisti¢na obdelava uporabnih
segmentov fotografije in v ¢etrtem koraku izbrani deli
fotografije preidejo v proces klasifikacije. Uspesnost
algoritmov pri detekciji rastlinskih bolezni je kar 94
%. Posebna pozornost je namenjena tudi prepoznava-
nju $kodljivcev za namen determinacije in bioti¢nega
varstva rastlin. Metoda temelji na barvnem hologra-
mu, prepoznavanju robov in ekstrakciji pomembnih
elementov (Uma Rani in Amsini, 2016).

3.1.1 Predpriprava fotografije za obdelavo

V sklopu priprave fotografije je potrebno posneti
fotografijo poskodovanega lista rastline ali $kodljivca

in jo nato prenesti v program za predpripravo (slika
2), segmentacijo in SVM (angl. support vector ma-
chines) klasifikacijo. Raztezanje kontrasta (slika 3) je
tehnika, ki izboljsa kontrast vhodne fotografije, saj je
potrebno pred izvedbo k-algoritma izboljsati kvalite-
to fotografije (Uma Rani in Amsini, 2016).

3.1.2 K-vrednost grozdenje

Segmentacija fotografije je klasifikacija obmo-
¢ij na fotografiji v posamezne skupine. K-vrednostni
algoritem omogoca grozdenje podatkov in segmen-
tiranje primernih objektov od ozadja. K-vrednost
grozdenje je metoda vektorske kvantizacije. Grozd je
zbirka podobnih objektov, ki se razlikujejo od groz-
da ostalih objektov. Grozdenje (slika 4) je posledica

uﬁgurcl
File Edit View Inset Tools

D& de

Slika 2: Vhodna fotografija skodljivca (Uma Rani in Amsini, 2016).

E=mimon x|
™~

Desktop Window Help
B RARAMDLEA-2 0B 2O

Original Image

-

Figure 2: A sample leaf image with whiteflies (Uma Rani in Amsini, 2016).

Bl i ——

| CLASSIFICATION RESULT

ENHANCE CONTRAST

AFFECTED RECIKON i %

(=1

Slika 3: Raztezanje kontrasta (Uma Rani in Amsini, 2016)

Figure 3: The leaf image after preprocessing (Uma Rani in Amsini, 2016).
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Slika 4: Grozdenje medsebojno podobnih obmo¢ij (Uma Rani in Amsini, 2016).

Figure 4: Clustering process diagram (Uma Rani in Amsini, 2016).

Positive(+1)

Negative(-1)

Positive | True positive(TP) | False negative(FN)

Negative | False positive(FP) | True negative(TN)

Slika 5: Binarna klasifikacija pridobljenih podatkov (Uma Rani in Amsini, 2016).

Figure 5: SVM binary classification (Uma Rani in Amsini, 2016).

statisti¢ne analize, prepoznavanja in obdelave vhodne
fotografije ter medsebojno podobnih obmoc¢ij. Zaradi
enostavnosti in u¢inkovitosti je ena izmed prvih teh-
nik segmentacije fotografij. Za taksno obliko analize
je potreben program Mat Lab. Kvaliteta analize se
odraza v ve¢jem S$tevilu grozdov. V kolikor je $tevilo
grozdov manjse, je kvaliteta analize vprasljiva (Uma
Rani in Amsini, 2016).

3.1.3 SVM Klasifikator

SVM (angl. support vector machine) je moc¢no
orodje v binarni klasifikaciji, ki hitro generira prido-
bljene podatke. Regresijske in klasifikacijske analize
so osnova za SVM Kklasifikator. Ocena klasifikatorja
temelji na vhodnem obmocju, ki se generira kot »pra-

vilno« in »nepravilno« (slika 5), kar predstavlja bi-
narno klasifikacijo fotografije (Uma Rani in Amsini,
2016).

3.1.4 Natancnost ocene poskodovanega obmocja in
parametri ocene

Skodljivci, kot so #¢itkarji, so manjsih velikosti
in napadajo liste rastlin. Samice izlezejo do 150 jaj-
&ec, okoli 25 na dan. Zivljenjski krog $¢itkarjev traja
21-36 dni. Regija poskodovanega in napadenega lista
ali $kodljivca se tako izracuna s SVM klasifikatorjem.
Parametri k-vrednosti klasifikacijske metode so pov-
precje, standardna deviacija, entropija, RMS, varian-
ca, gladkost podlage, kontrast, korelacija in homoge-
nost vzorca (Uma Rani in Amsini, 2016).
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ENHANCE CONTRAST

AFFECTED REGION n %

CLASSIFICATION RESULT

Arernana Altemata 151327

Slika 6: Segmentacija $kodljivca (Uma Rani in Amsini, 2016).
Figure 6: Segmentation of leaf pest (Uma Rani in Amsini, 2016).

3.1.5 Rezultati

Vhodna fotografija nastane z digitalnim fotoapa-
ratom in je popolnoma neobdelana, zato jo je potrebno
pripraviti na statisti¢no analizo s k-povpre¢jem barv in
tehniko segmentacije. Nato lahko s SVM Kklasifikator-
jem natanc¢no izracunamo obmocje poskodovane regije
ali $kodljivca (slika 6) (Uma Rani in Amsini, 2016).

3.2 MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA

Zaradi dolgotrajnega in omejenega morfoloske-
ga dolocanja vrst §¢itkarjev, kjer je za le-to ustrezna le
stopnja puparija, so se razvile $tevilne molekularne me-
tode, kjer vzorec predstavlja odrasla zuzelka $¢itkarja.
Identifikacija odraslih osebkov §¢itkarjev je zapletena,
pri ¢emer pa je omejena na gostiteljske rastline dolo-
¢ene vrste, kar pogosto privede do zapletov pri pre-
poznavanju novih vrst. Za dolocanje vrst §citkarjev je
v uporabi analizna metoda na osnovi mitohondrijske
citokrom oksidaze I (COI). Gen COI je eden izmed tri-
najstih genov, ki kodirajo proteine znotraj mitohondrij-
skega genoma. Gradi ga 512 aminokislin, ki so urejene
iz konca 5 tRNA-Trp-Tyr-Cys in na 3‘ koncu tRNK-Cys
(Hajibabaei in sod., 2007). Po sekvenciranju pridoblje-
ne rezultate vnesemo v bazo podatkov GenBank, EMBL
ali BOLD. Informacije iz posamezne baze so omogo-
¢ile dolocitev vrste $¢itkarja (Ovalle in sod., 2014). Na
osnovi pridobljenih sekvenc in znanih aminokislinskih
zaporedij je mogoce izdelati taksonomsko drevo, iz ka-
terega je razvidna filogenetska povezava posameznih
vrst §¢itkarjev. Izdelano taksonomsko drevo je pogosto
v veliko pomo¢ morfoloski determinaciji posamezne
vrste (Ovalle in sod., 2014).
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Pri nekaterih vrstah s¢itkarjev je mogoce doloditi
tudi posamezne biotipe. Tobakov §¢itkar je vrsta $citkar-
ja, za katero velja izrazita genetska raznolikost, ki pa je
ni mo¢ zaznati morfolosko, zato je determinacija posa-
meznega biotipa mogoca le z molekularno tehnologijo.
Genetski polimorfizem so sprva proucevali na omenje-
ni vrsti na osnovi vzorcev esteraz (Brown in sod., 1995).
Ta metoda ima $e vedno veliko vrednost pri doloc¢anju
biotipov, predvsem zaradi zgodovinskih povezav. Z na-
menom prepoznavanja posameznih biotipov vrste to-
bakov §¢itkar so v uporabi Stevilni biokemijski in mole-
kularni markerji (Frohlich in sod., 1999), ki omogo¢ajo
prepoznavo polimorfizma znotraj vrste. Med $tevilnimi
nekodirajo¢imi in kodirajo¢imi regijami, ki predstavlja-
jo molekulske markerje, ima mtCOI sekvenca najvecjo
variabilnost pri posamezni vrsti, kar doprinese najveéje
Stevilo informacij o raznolikosti posameznih biotipov
znotraj vrste. Z napredkom molekularne tehnologije je
v zadnjem obdobju v uporabi PCR v realnem ¢asu, to je
implementacija 5° nukleaznega fluorogenega testa, zna-
nega kot TagMan PCR v realnem ¢asu. TagMan analiza
temelji na sekvenci specifiéno oznacene oligonukleoti-
dne sonde, ki se pripne na tar¢no DNK znanih zacetnih
oligonukleotidov. Metoda TagMan temelji na hidrolizi
sond. Pri podalj$evanju verige se sonda odcepi od tarce,
porocevalec se lo¢i od dusilca, pri éemer nastane fluore-
scenca, ki se za vsak cikel prikazuje na zaslonu naprave
PCR v realnem casu. Fluorescencni signal je enak koli-
¢ini proucevanega produkta v vzorcu. Prednosti upo-
rabe TagMan metode in analize PCR v realnem casu je
izredna obcutljivost, natanénost, specifi¢nost in upora-
ba splo$nih generi¢nih nastavitev za posamezni cikel.
Rezultati so grafi¢ni prikaz obcutljive detekcije biotipov
znotraj vrste tobakov §¢itkar (slika 7) (Papayiannis in
sod., 2009).
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Slika 7: Prikaz obcutljivosti metode PCR v realnem casu glede na RT-PCR za biotip B vrste tobakov $¢itkar (Papayiannis in sod.,

2009).

Figure 7: Sensitivity of the qPCR assay for B. tabaci biotype B detection compared with conventional PCR (Papayiannis in sod.,

2009).

4 SKLEPI

V primerjavi z listnimi uSmi (Aphidoidea) in ce-
lotnim razredom zuzelk, so $¢itkarji vrstno manj pestra
skupina. Eden izmed razlogov je kompleksna in nena-
tan¢na morfoloska determinacija, pomanjkljivi in pod-
druzinsko specifi¢ni doloc¢evalni kljuéi ter problemati¢na
zgodovina taksonomije. Pomanjkljiva sistematika in ta-
ksonomija temelji predvsem na morfoloski determinaciji
$¢itkarjev le na podlagi znadilnosti puparija, ki ima velik
potencial filogenetske variabilnosti tudi znotraj vrst. Prav
to je vodilo v ve¢kratno opisovanje istih vrst (Martin in
Mound, 2007). Zaradi omejene in otezene morfoloske
determinacije so se razvile stevilne moderne tehnike de-
terminacije Sc¢itkarjev, med katerimi sta najpogosteje v
uporabi programska oprema Proposed system in mole-
kularne analize specifi¢nih genov ter PCR v realnem ¢asu.
Racunalnisko procesiranje fotografije je pomembna teh-
nika zgodnjega odkrivanja in prepoznavanja $kodljivcev
na rastlinah in pripomore k nadaljnjim ukrepom varstva
rastlin (Uma Rani in Amsini, 2016). COI sekvenéna ana-
liza je natan¢na in uc¢inkovita metoda vrstne identifikaci-
je §¢itkarjev. Molekularne metode so pomemben element
hitrega in natan¢nega doloc¢anja vrste ter uporabne pri
identifikaciji domacih vrst in napovedi invazivnih vrst
po vdoru na novo obmocje. Molekularna diagnostika
omogoca identifikacijo intraspecifi¢nih sprememb zno-
traj vrste, spremljanje Sirjenja posamezne vrste, napoved
pojava naravnih sovraznikov $¢itkarjev in s tem nacrto-
vanje bioti¢nega zatiranja tega $kodljivca (Ovalle in sod.,
2014). Primer kripti¢ne vrste je B. tabaci, saj bioloskih
in genetskih variacij te vrste ni mogoc¢e morfolosko lo¢iti

med seboj. Pri tem imajo pomembno vlogo molekularne
metode, ki omogocajo doloc¢itev posameznih markerjev,
na podlagi katerih lahko razlikujemo posamezne biotipe
in polimorfizem vrste. Med S$tevilnimi nekodirajo¢imi
in kodirajo¢imi markerji, se najvecja variabilnost kaze
znotraj gena mtCOI, kar doprinese veliko koli¢ino in-
formacij o razlikah znotraj vrste in posameznega biotipa
(Papayiannis in sod., 2009). Pomembnost in natanc¢nost
molekularnih pristopov se izraza tudi pri dolo¢anju se-
znama karantenskih organizmov. Zaradi zgolj morfolo-
$ke determinacije, $¢itkarji pogosto niso uvrs¢eni na se-
znam karantenskih organizmov, saj je glede na dolocitev
na obmod¢ju zastopana le ena, neinvazivna vrsta. Moleku-
larne metode so pogosto potrdile zastopanost dveh vrst
na dolo¢enem obmocju, kjer je bila morfolosko dolo¢ena
le ena vrsta, kar je omogocilo prepoznavanje in uvrsti-
tev invazivnih vrst na seznam karantenskih organizmov
(Malumphy in sod., 2009).
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