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Primerjava tradicionalnih in sodobnih metod za dolocanje gospodarsko
pomembnih vrst strun (Coleoptera: Elateridae)

Eva PRAPROTNIK "2, Jaka RAZINGER!, Stanislav TRDAN?

Primerjava tradicionalnih in sodobnih metod za dolo¢anje
gospodarsko pomembnih vrst strun (Coleoptera: Elateridae)

Izvlecdek: Strune so li¢inke hroscev pokalic (Coleoptera:
Elateridae) in so znane kot gospodarsko pomembni $kodljivci.
Poznavanje vrstne diverzitete strun na dolo¢enem obmodju je
pomembno, saj se ekoloske zahteve posameznih vrst razlikuje-
jo, to pa vpliva na izbor ustreznih nacinov zatiranja. Morfolo-
$ko dolocanje strun je zahtevno in pogosto je razlikovanje med
posameznimi vrstami skoraj nemogoce. Molekularne metode
zato ustrezno dopolnjujejo morfoloske metode, in sicer se za
molekularno dolocanje strun najpogosteje uporablja mitohon-
drijski gen za citokrom oksidazo I. V ¢lanku navajamo moleku-
larne, morfoloske in vedenjske metode za dolo¢anje strun, prav
tako izpostavljamo tudi prednosti in slabosti nastetih metod.
Na koncu ¢lanka je priloZzen poenostavljen morfoloski dolo-
¢evalni klju¢ za dolocevanje gospodarsko pomembnejsih vrst
strun rodu Agriotes v slovenskem jeziku.

Klju¢ne besede: strune; morfolosko doloc¢anje; moleku-
larno doloc¢anje; vedenjski vzorci
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Comparison of traditional and modern methods for identifi-
cation of economically important wireworm species (Coleop-
tera: Elateridae)

Abstract: Wireworms are larvae of click beetles (Co-
leoptera: Elateridae) and are well known pests of economic
importance. Knowing the species diversity in a particular area
is important, as the ecological requirements and consequent
management strategies of individual species vary. Morphologi-
cal identification of wireworms is challenging; separating be-
tween individual species is often almost impossible. Molecular
methods therefore complement morphological methods. Mi-
tochondrial gene for cytochrome oxidase I is most commonly
used for molecular identification of wireworms. In this study
we list molecular, morphological and behavioural methods for
wireworm identification and also highlight the advantages and
disadvantages of these methods. At the end of the article, a sim-
plified morphological identification key for determining eco-
nomically important wireworm species of the genus Agriotes in
Slovenian language is attached.

Key words:wireworms; morphological identification;
molecular identification; behavioural patterns
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1 UVOD

Strune so polifagne li¢inke hro$¢ev pokalic (Cole-
optera: Elateridae) in so na svetovni ravni znane kot eni
najpomembnejsih talnih herbivorov na kmetijskih ze-
vilénejsih druzin hroscev, vendar njeni filogenetski od-
nosi $e vedno niso doreéeni (Gur’yeva, 1974; Kundrata
in Bocak, 2011; Lawrence in Newton, 1995). Vecina naj-
pomembnejsih kmetijskih $kodljivcev v Evropi pripada
rodu Agriotes (Furlan, 2014; Téth in sod., 2003), v Sever-
ni Ameriki rodovom Hypnodius, Agriotes, Limonius, Cte-
nicera, Aeolus in Melanotus (Morales-Rodriguez in sod.,
2014; Saguez in sod., 2017), v Aziji rodovoma Agriotes in
Melanotus (Oba in sod., 2015), v Avstraliji pa rodovom
Conoderus, Agrypnus, Heteroderes, Arachnodima in Ha-
patesus (Calder, 1996).

Strune lahko uvrstimo v kripti¢ne vrste, saj je pred-
stavnike doloc¢enih vrst med seboj tezko oziroma prak-
ti¢no nemogoce lo¢iti na podlagi morfoloskih znakov.
Zaradi zapletene sistematike in Zivljenjskega kroga v tleh
so bile strune do nedavnega obravnavane kot en sam $ko-
dljivec. Temu primerni so bili tudi varstveni ukrepi, kjer
so smernice narekovale enake nacine zatiranja, ne glede
na vrstno sestavo strun na doloceni lokaciji. Vendar je
potrebno upostevati, da so strune talne zuzelke z raznoli-
kimi prehranjevalnimi navadami in njihova vloga v eko-
sistemu ni vedno jasna. Na primer vrsta Glyphonyx bi-
marginatus Schaefter, 1916 je ena izmed pomembnejsih
$kodljivcev sladkornega trsa na Floridi (Cherry, 2007),
vendar ne velja za pomembnega $kodljivca krompirja
(Langdon in Abney, 2017). Vrsti Conoderus exsul (Sharp,
1877) in Agrypnus variabilis (Candeze, 1857) sta na Ha-
vajih in v Avstraliji pomembna $kodljivca sladkornega
trsa, na Novi Zelandiji pa sta vrsti pomembna plenil-
ca li¢ink bojevniske muhe Inopus rubriceps (Macquart,
1847), ki je $kodljivec trav na pagnikih (Robertson in
Pottinger, 1979; Williams in Galbreath, 1987). Danes, ko
druzba zahteva okolju prijaznej$e nacine zatiranja $ko-
dljivcev in je uporaba bioti¢nih agensov v porastu (Ansa-
ri in sod., 2009; Kabaluk in sod., 2007; Kleespies in sod.,
2013), v ospredje prihaja potreba po znanju o posebnih
ekoloskih zahtevah posameznih vrst (Hermann in sod.,
2013) in njim ustreznih metodah za ucinkovito integri-
rano varstvo pridelkov.

Obstojeci morfologki dolocevalni kljuci ter mole-
kularne analize so pogosto omejeni na posamezno geo-
grafsko obmocje oziroma se osredotocajo le na izbrane
taksonomske skupine. Vendar je potrebno upostevati, da
se zaradi spremenjenih kmetijskih praks in vnosa tuje-
rodnih vrst spreminja sestava (kompleks) vrst na posa-
meznih obmog¢jih. Primer je vnos evropskih vrst Agriotes
obscurus (Linnaeus, 1758) in Agriotes lineatus (Linnaeus,
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1767) v Britansko Kolumbijo v zacetku 20. stoletja (King,
1950). Vrsti sta tako do leta 2000 Ze veljali za pomembna
$kodljivea vrtnin ter okrasnih in krmnih rastlin v Severni
Ameriki (Vernon in sod., 2001).

Ena od metod za dolo¢anje strun je njihovo gojenje
do stadija imaga, saj je morfolosko doloc¢anje odraslih
osebkov enostavnejse in zanesljivej$e (Leseigneur, 1972;
Lohse, 1979; Jiang, 1999; Laibner, 2000; Cate, 2007; Pro-
svirov, 2013). Ta metoda pri strunah ni najbolj prakti¢na,
saj le-te potrebujejo vec let, da zakljucijo svoj zivljenjski
krog v tleh, hkrati pa se dolzina larvalnega stadija med
vrstami moc¢no razlikuje, na primer pri vrstah Agriotes
spp. $tiri do sedem let (Furlan, 1998; Miles, 1942), pri vr-
sti Limonius californicus (Mannerheim) $tiri do enajst let
(EPPO, 2005) ter eno leto pri vrsti Aelous mellilus (Say,
1836) (Jewett, 1940). Prav tako identifikacija le odraslih
predstavnikov ne odslikava realne vrstne sestave strun v
specificnem ¢asu in prostoru (Benefer in sod., 2012).

Vrste iz rodu Agriotes spadajo med najpomembnejse
$kodljivce v Srednji Evropi, kjer je bilo do sedaj zabele-
zeno dvajset vrst iz omenjenega rodu (Cate, 2007; Fur-
lan in Téth, 2007), kar devet od teh pa predstavlja po-
lineatus, Agriotes brevis Candeze, 1863, Agriotes ustulatus
(Schaller, 1783), Agriotes sputator (Linnaeus, 1758), in
A. obscurus, ki so hkrati tudi najpogostejse vrste v Slove-
niji (Milevoj in sod., 2005), ter Agriotes litigiosus (Rossi,
1792), Agriotes proximus Schwarz, 1891, Agriotes rufipal-
pis Brullé, 1832 in Agriotes sordidus (Illiger, 1807). Mor-
foloski kljuci (Schaerffenberg, 1940; Cocquempot in sod.,
1999; Klausnitzer, 2013; Heimbach in sod., 2020) omogo-
¢ajo identifikacijo le devet od vsega dvajsetih vrst iz rodu
Agriotes.

2 MORFOLOSKA IDENTIFIKACIJA

Ceprav so li¢inke znotraj druzine Elateridae precej
raznolike, jih od li¢ink drugih druzin razlikujemo po na-
slednjih znakih: (1) trije pari pravih nog na oprsju, se-
stavljeni iz 5 ¢lenov (peti segment predstavlja terminalni
krempeljc); (2) hitinizirano telo; (3) zgornja ustna (ang.
labrum) odsotna, oziroma zlita z oglavnim $¢itom (ang.
clypeus) in glavno kapsulo; (4) maksila (ang. maxilla) in
spodnja ustna (ang. labium) podalj$ani in zliti v samo-
stojno enoto; (5) frontalni $iv v obliki lire; (6) tipalke iz
treh ¢lenov; (7) dihalnice biforalne oblike (tj. z dvema
vhodoma); (8) parni izrastki na konici abdomna - analne
vilice (ang. urogomphi); (9) telo ravno, z devetimi abdo-
minalnimi segmenti; (10) deseti abdominalni segment
slabse viden, saj lezi ventralno glede na deveti segment.
Na njem je lociran anus (Hyslop, 1917; Glen in sod.,
1943; Klausnitzer, 2013). Vizualno so strunam podobne
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li¢cinke hroscev iz druzine ¢rnivcev (Tenebrionidae), Se
posebno iz rodu Eleodes. Druzini zanesljivo med seboj
lo¢imo po tem, da imajo li¢inke ¢rniveev frontalni $iv v
obliki ¢rke Y, imajo dobro razvito zgornjo ustno, bolj iz-
razite tipalke, prvi par nog na oprsju je pogosto daljsi od
drugih parov ter na devetem abdominalnem segmentu so
pogoste S¢etine in manjsi trni (Rogers in sod., 1978; Glen
in sod., 1943).

Dolocanje strun je tezavno zaradi velike morfoloske
podobnosti med vrstami, hkrati pa grejo li¢inke med ra-
zvojem skozi vecje $tevilo larvalnih stopenj (8-16), med
katerimi prihaja do morfoloskih sprememb znotraj iste
vrste (Pic in sod., 2008; Klausnitzer, 2013). Te spremembe
so rezultat prehranjevanja in premikanja v tleh ter posle-
di¢nih poskodb zunanjega skeleta oz. hitinjace. Strukture,
ki so podvrzene tak$nim spremembam je najbolje opazo-
vati takoj po levitvi, saj se njihova izrazitost proti koncu
larvalnega stadija zmanj$uje (Glen in sod., 1943). Glen in
sod. (1943) za najpomembnejse strukture za zanesljivo
identifikacijo rodov in vrst strun navajajo (Slika 1, Slika
2): (1) deveti abdominalni segment, in sicer prisotnost/
odsotnost kavdalne zareze, prisotnost/odsotnost »ocesc«
(ang. muscular impressions, eye-spots), oblika analnih
vilic, prisotnost/odsotnost §¢etin, oblika stranskih robov;
(2) struktura glavne kapsule, nosnica (ang. nasale) je vi-
dna pod mikroskopom, pomembna pa je prisotnost/od-
sotnost strukture ter oblika zobcev. Nosnica je podvrze-
na fiziénim poskodbam in je zato pogosto obrabljena; (3)
mandibule so pomemben morfologki znak, in sicer pri-
sotnost/odsotnost retinakuluma in pomoznega zobca na
notranji strani mandibule ter kot, ki ga pomozni zobec

tvori z osjo mandibule. Tudi mandibule so podvrzene fi-
zi¢nim poskodbam, hkrati pa lahko pri merjenju kotov
tako majhnih objektov pride do napak; (4) prisotnost/
odsotnost izrazitih telesnih zarez in vdolbin. Te struktu-
re so manj izrazite na mladih li¢inkah in li¢inkah, ki so
se nedavno levile; (5) oblika ventralnega dela predprsja
(ang. presternum), in sicer je lahko sestavljen iz ve¢ delov
oziroma zIit v en sklerit; (6) prisotnost/odsotnost $etin;
(7) prisotnost/odsotnost oci.

Za zanesljivo dolocitev je potrebno opazovati dobro
razvite li¢inke, saj se pri mladih li¢inkah obarvanost, $te-
vilo $¢etin, znacilnosti nosnice, kavdalne zareze in anal-
nih vilic lahko mo¢no razlikujejo; pri vrstah A. sordidus,
A. sputator, A. lineatus in A. obscurus morajo li¢inke za
dolo¢itev dose¢i dolzino vsaj 1 cm (Pic in sod., 2008).

Mnogi morfoloski doloc¢evalni klju¢i (Tabela 1)
datirajo v prvo polovico 20. stoletja in so zaradi tega
taksonomsko zastareli. Pogosto so napisani v razli¢nih
jezikih, na primer v nems¢ini (Beling, 1883, 1884; Scha-
erffenberg, 1940; Korschefsky, 1941; Klausnitzer, 2013),
dangcini (Schigdte, 1870), francos$¢ini (Pic in sod., 2008),
angles¢ini (Glen in sod., 1943; Becker, 1956; Eidt, 1954;
Etzler, 2013; Glen, 1950; Lanchester, 1946; Riley in Ke-
aster, 1979; Wilkinson, 1963; Heimbach in sod., 2020).
Prav tako so klasi¢ni dihotomni klju¢i nemalokrat zah-
tevni za uporabo za nestrokovnjake, posebno ¢e kljuci te-
meljijo na besednem opisovanju lastnosti in morfoloskih
struktur. Uporabnikom prijaznejsi so slikovni doloceval-
ni kljudi, ki prikazejo sliko za vsak iskan morfoloski znak.
Taksni kljuci za dolo¢evanje strun so redki; Etzler (2013)
je ustvaril kombinacijo slikovnega in dihotomnega dolo-
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Slika 1: Struna rodu Agriotes sp. a: glava, dorzalno. b: glava, ventralno. Dobro vidne mandibule in nosnica. c: deveti abdominalni
segment, dorzalno. Dobro vidna »ocesca«. d: deveti abdominalni segment, ventralno. Dobro viden anus. e: struna, lateralno. Slike:

Eva Praprotnik.

Figure 1: Wireworm of the genus Agriotes sp. a: head, dorsal. b: head, ventral. Mandibles and nasale clearly distinguishable. c:
ninth abdominal segment, dorsal. Muscular impressions (“eye-spots”) clearly distinguishable. d: ninth abdominal segment, ven-
tral. Anus clearly distinguishable. e: wireworm, lateral. Photo: Eva Praprotnik.
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Slika 2: Levo: glava, ventralno. pz — pomozni zobec, ret — retinakulum, n - nosnica (nasale). Desno: dihalnica biforalne oblike.

Slike: Eva Praprotnik.

Figure 2: Left: head, ventral. pz - preapical tooth , ret - retinaculum , n - nasale. Right: biforous spiracle. Photo: Eva Praprotnik.

¢evalnega kljuca za gospodarsko pomembne vrste strun,
ki se pojavljajo v ameriski zvezni drzavi Montana in na
pacifiskem severozahodu.

Strokovnjaki v Evropi se z izzivom dolocevanja
strun in iskanjem zanesljivih morfoloskih znakov ukvar-
jajo ze dolgo casa. Beling (1883, 1884) in Schigdte (1870)
sta opisala licinke druzine Elateridae, dihotomni dolo-
¢evalni klju¢ Schaerffenberga (1940) je namenjen do-
lo¢anju 15 najpomembnejsih vrst strun v Nemciji, delo
Korschefskyja (1941) povzema biologijo druzine Elateri-
dae in sistematiko njihovih li¢ink, dolo¢evalni klju¢i Co-
cquempota in sod. (1999), Heimbacha in sod. (2020) in
Pica in sod. (2008) se osredotocajo na rod Agriotes, naj-
bolj celovit doloc¢evalni klju¢ pa je Klausnitzerjev (2013),
saj v njem dobimo opise in skice za celotno druzino Ela-
teridae Evrope. Literatura o strunah Severne Amerike je
prav tako obsirna, saj nam Glen in sod. (1943) podajo
dihotomni doloc¢evalni klju¢ za ve¢ kot 30 vrst strun Ka-
nade, 7 let pozneje pa detajlni dolo¢evalni klju¢ plemena
Lepturoidini Severne Amerike (Glen, 1950). Wilkinson
(1963) nadgradi in spiSe dolocevalni klju¢ za 25 vrst
Kolumbije. Doloc¢evalna klju¢a Eidta (1954) in Becker-
ja (1956) se osredotocata na rod Agriotes, Lanchester
(1946) se osredotoca na rod Limonius, Riley in Keaster
(1979) pa na rod Melanotus. Stibick je napisal pregled
skupine Hypnoidinae, ki jo filogenetsko uvr$¢a v samo-
stojno poddruzino in je eden redkih, ki je naredil pregled
na svetovni ravni, in sicer Severne in Juzne Amerike (Sti-
bick, 1976; Stibick, 1978), Evrazije (Stibick, 1979), Indije
(Stibick, 1980b) in Nove Zelandije (Stibick, 1980a).

Morfolosko doloc¢anje strun je pogosto nezanesljiva
metoda in zahteva veliko znanja in izku$enj, pa vendar so
prve filogenetske $tudije druzine Elateridae v veliki meri
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temeljile prav na morfoloskih znacilnostih li¢ink ter fo-
silnih ostankih (Becker, 1956). Tak$no filogenetsko drevo
temelji na izvornih (pleziomorfnih) in izpeljanih (apo-
morfnih) znakih, ki so se pri vrstah, ki jih med seboj pri-
merjamo, pojavili v razli¢nih kombinacijah v razli¢cnem
¢asovnem obdobju (Rieppel, 2020). Hyslop (1917) je na
podlagi morfoloskih lastnosti odraslih hro$¢ev in li¢ink
izrisal filogenetsko shemo v geoloski ¢asovni lestvici, ki je
do razvoja molekularnih metod veljala za najpopolnejsi
prikaz evolucijske zgodovine druzine Elateridae. Evolu-
cija druzine je v bioloskem smislu $la v smeri krajsanja
zivljenjske dobe odraslih hroscev in posledi¢no daljSanja
obdobja, ki ga prezivijo v stadiju li¢ink. Larvalni stadiji
so tako tekom filogeneze doziveli znatnej$e morfoloske
spremembe kot pa stadiji imaga (Dolin, 1978).

3 MOLEKULARNO DOLOCANJE

V zadnjem desetletju se za dolo¢anje morfolosko
tezko locljivih vrst uveljavlja vse ve¢ molekularnih me-
tod (Tabela 1), ki v veliki meri temeljijo na izolaciji DNK
in pomnozevanju specifi¢nih odsekov z uporabo metode
verizne reakcije s polimerazo (ang. polymerase chain re-
action - PCR). Veliko le-teh temelji na identifikaciji od-
raslih hro$c¢ev (Han in sod., 2016; Kundrata in sod., 2016;
Oba in sod., 2015), ¢eprav so lic¢inke tiste, ki povzrocajo
znatno $kodo v kmetijskih in gozdnih ekosistemih.

DNK ¢rtno kodiranje je metoda, pri kateri namno-
zimo DNK fragmente, ki so specifi¢ni za dolocen ta-
kson. Pri zivalih se za doloc¢anje najpogosteje uporablja
zaporedje v genu za mitohondrijsko citokrom ¢ oksida-
zo (COI) (Hebert in sod., 2003). DNK ¢rtno kodiranje
je pomembno orodje za dolocanje kripti¢nih vrst, torej
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Primerjava tradicionalnih in sodobnih metod za doloc¢anje gospodarsko pomembnih vrst strun (Coleoptera: Elateridae)

dveh ali ve¢ vrst, ki so med seboj tezko lo¢ljive le na pod-
lagi morfoloskih lastnosti. Hkrati nam metoda omogoc¢i
prepoznavo novih povezav med odraslimi hros¢i in prej
vrstno nedolocljivimi li¢cinkami (Etzler in sod., 2014).

Pic in sod. (2008) so prvi uporabili molekularno
metodo za dolocanje strun. Pomnozevali so COI regijo
mitohondrijske DNK za dolo¢itev 7 vrst rodu Agriotes,
ki velja za najpogostejsi rod pokalic v Franciji. Metoda
kombinacije molekularnega in morfoloskega dolo¢anja
se je izkazala za uspe$no pri stirih najskodljivejsih vrstah
A. sordidus, A. sputator, A. lineatus in A. obscurus, vendar
z eno izjemo. Tri li¢inke, ki so jih raziskovalci morfolosko
opredelili kot A. sputator, so se na kladogramu razvrstile
ob zaporedju odraslega predstavnika vrste Agriotes galli-
cus Lacordaire, 1835. Ker je larvalni stadij A. gallicus sko-
rajda neznan, predstavlja molekularno dolocanje edini
nacin za razlikovanje li¢ink A. gallicus in A. sputator.

Lindroth in Clark (2009) sta prav tako pomnoze-
vala COI regijo mitohondrijske DNK za prepoznavo in
filogenetski pregled gospodarsko pomembnih vrst strun
srednjega zahoda ZDA iz rodu Melanotus in Conoderus.
Dobljeni filogenetski odnosi se v veliki meri skladajo z
morfoloskimi podatki dolo¢evalnega klju¢a po Riley in
Keaster (1981). Podan je zgled vrste Melanotus depres-
sus (Melsheimer, 1844), ki se od ostalih vrst omenjenega
rodu znatno razlikuje, saj je edina brez parnih pre¢nih
prog na posteriornih segmentih. S tem se skladajo tudi
rezultati filogenetske analize, saj vrsta zavzema izhodisc-
ni polozaj za vse ostale preucevane vrste znotraj rodu
Melanotus.

Zhang in sod. (2019) so za molekularno dolo¢anje
treh vrst strun iz rodu Melanotus iz Juzne Kitajske, ki
se prehranjujejo s poganjki bambusa, uporabili podatke
mitohondrijskega gena COI in jedrnega gena EFI1-«. Na-
mre¢ analiza filogenetskih odnosov in dolocitev vrst, ki
temelji le na mitohondrijskem genu COI v¢asih ne zado-
stuje in poda zavajajoce rezultate zlasti pri ozko sorodnih
vrstah (Rubinoff in Holland, 2005; Shaw, 2002).

Tudi Etzler in sod. (2014) so za doloc¢anje gospodar-
sko najpomembnejsih vrst strun na obmocju ameriske
zvezne drzave Montana uporabili analizo COI gena. Fi-
logenetska analiza vrste Hypnoidus bicolor (Eschscholtz,
1829) je pokazala veliko raznolikost med posameznimi
kladi (ve¢ kot 3%), kar lahko nakazuje na prisotnost dveh
ali celo treh kripti¢nih vrst, ki jih na podlagi morfolo-
$kih znakov uvr§¢amo v eno samo vrsto. Benefer in sod.
(2013) so z analizo 16S rRNK gena prav tako pokazali
veliko genetsko raznolikost omenjene vrste, v korelaciji
z geografsko razdaljo, in sicer do 4,6 %. Za primerjavo,
med vrstami A. lineatus, A. sputator in A. obscurus ge-
netska raznolikost znasa 3,7 % (Benefer in sod., 2012),
oziroma 4,9 % (Pic in sod., 2008). Status H. bicolor je
pomemben zaradi vse vedjega negativnega vpliva vrste

v agroekosistemih, saj se njena $tevilénost po prepovedi
nekaterih kemi¢nih insekticidov povecuje (Parker in Ho-
ward, 2001). Staudacher in sod. (2011) so razvili preprost
protokol za dolocanje 17 vrst iz rodu Agriotes z metodo
DNK ¢rtnega kodiranja, v kombinaciji s PCR multiple-
ksom pa so dolo¢ili 9 najpomembnejsih in hkrati najpo-
gostej$ih vrst. Princip delovanja PCR multipleksa je enak
klasi¢ni PCR reakciji, s tem da lahko naenkrat pomno-
zujemo ve¢ razli¢nih DNK segmentov v vzorcu, in sicer
z uporabo vecjega Stevila zacetnih oligonukleotidov v re-
akcijski mesanici. Zaradi prihranjenega ¢asa in denarja
uporaba metode PCR multipleksa narasca, Se posebej pri
raziskavah z velikim Stevilom vzorcev (Gauthier, 2010;
Lagisz in sod., 2010). Potrebno pa je upostevati, da je ste-
vilo zacetnih oligonukleotidov, ki jih lahko uporabimo
znotraj ene mulitipleks PCR reakcije omejeno in morajo
biti optimizirani na delovanje pri enaki temperaturi po-
daljSevanja novo sintetiziranih nukleotidnih zaporedsij,
saj lahko v nasprotnem primeru pride do neenakovre-
dnega pomnozZevanja posameznih fragmentov (Sint in
sod., 2012). Filogenetska analiza celotnega COI gena je
pokazala veliko podobnost med vrstama A. lineatus in
A. proximus. Ti dve vrsti prav tako privablja enak fero-
mon (Subchev in sod., 2005), morfoloske razlike odraslih
osebkov so minimalne, li¢inke vrste A. proximus pa tudi
$e niso morfolosko opisane. Ta dejstva sprozijo vprasanje
ali je smiselno obravnavati A. lineatus in A. proximus kot
dve lo¢eni vrsti (Staudacher in sod. 2011).

Lehmhus in Niepold (2015) sta pomnozevala mi-
tohondrijski gen COI za identifikacijo vrst A. lineatus,
A. sputator in A. obscurus, Ellis in sod. (2009) pa so za
identifikacijo teh treh vrst pomnozevali 16S regijo mito-
hondrijske DNK in uporabili tehniko polimorfizma dol-
zine kon¢nih restrikcijskih fragmentov (ang. Terminal
restriction fragment length polymorphism - T-RFLP).
Osnova metode je pomnozevanje specifi¢cnega odseka
DNK, pri ¢emer sta oba, lahko tudi le en zadetni oligo-
nukleotid, oznacena s fluorescentnim barvilom (Walker
in sod., 2017). Pomnozenim odsekom dodamo encim
restrikcijska endonukleaza, ki razreze odseke na specifi¢-
nih mestih, sama dolzina kon¢nih odsekov pa je vrstno
specifiéna. Metoda je poceni, ponovljiva in zanesljiva za
dolocitev nekaterih najpomembnejsih vrst strun, vendar
je hkrati obcutljiva na variabilnost med vzorci (koli¢ina
izolirane DNK), uporaba razli¢nih barvil pa vpliva na
mobilnost DNK fragmentov v kapilarni elektroforezi
(Prakash in sod., 2014).

4 DOLOCANJE NA PODLAGI VEDENJSKIH
LASTNOSTI

Za dolocanje zuzelk lahko v kombinaciji z morfo-
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logkimi znacilnostmi uporabimo tudi vedenjske lastnosti
(Beaudoin-Ollivier in sod., 2000). Ritter in sod. (2016)so
spremljali protipredatorsko vedenje pri razli¢nih vrstah
strun iz rodu Agriotes. Strune se v primeru odvzema iz
substrata lahko odzovejo s tremi vedenjskimi oblikami, in
sicer: 1) toni¢na negibnost (hlinjenje smrti); 2) faza ori-
entacije (gibanje na povrsju); 3) faza kopanja v substrat.
Ugotovili so, da je pri 20 °C toni¢na negibnost statisticno
znacilno razli¢na med vrstama A. lineatus in A. obscurus,
in sicer li¢inke, ki ostanejo negibne ve¢ kot 4,35 s pripa-
dajo vrsti A. lineatus, tiste, ki so negibne manj kot 4,35 s
pa vrsti A. obscurus. Pri morfoloski dolocitvi, ki temelji
na Stevilu §¢etin nad dihalnico (A. lineatus 1 $¢etina in A.
obscurus 2 $¢etini (Lehmhus in Niepold, 2015)), je mo-
znost napacne dolo¢itve 19,1 %. Ce hkrati spremljamo
$e cas toni¢ne negibnosti, se ta napaka zmanjsa na 2,2 %.
Slabost izbrane metode je, da za doloc¢anje potrebujemo
zive primerke. Hkrati je prisoten velik vpliv temperatur-
nih sprememb, saj te razli¢no vplivajo na protipredatorsko
vedenje posameznih vrst strun (Staudacher in sod., 2013),
zato so za razresitev teh vprasanj pomembne dodatne eto-
logke $tudije.

5 ZAKLJUCEK

Prepoznavanje raznolikosti kripti¢nih vrst na do-
lo¢enem obmodju je pomembno za uporabo ustreznih
smernic za varstvo kmetijskih pridelkov. Nezmoznost
rutinskega in zanesljivega razlikovanja med posameznimi
vrstami strun predstavlja veliko omejitev pri raziskova-
nju in upravljanju kmetijskih ekosistemov. Pri dolo¢anju
strun je pomembna kombinacija razli¢nih metod, $e pose-
bej pri vrstah, ki jih na podlagi morfoloskih lastnosti tezko
lo¢imo med seboj. Dihotomni klju¢i so za nestrokovnjake
lahko zahtevni za uporabo, zato lahko s kombinacijo mor-
foloskih in molekularnih metod izbolj$amo in razgirimo
obstojece identifikacijske klju¢e. Analiza mitohondrijske-
ga gena COI je dovolj zanesljiva za vrstno dolocitev strun,
za boljse razumevanje med- in znotrajvrstnih odnosov pa
so potrebne dodatne filogenetske $tudije, tudi na globalni
ravni. Hkrati metoda ni vedno vsem dostopna in ni upo-
rabna za rutinske preiskave kmetijskih svetovalcev.

Za lazje razumevanje in dolo¢anje smo pripravili
morfoloski dolo¢evalni klju¢ za ekonomsko pomembnejse
vrste strun. Pri uporabi morfoloskih dolo¢evalnih kljuc¢ev
se je potrebno zavedati, da obstaja velika verjetnost napa-
ke pri dolo¢itvah, zlasti pri opazovanju zivih primerkov.
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Priloga 1: Morfoloski identifikacijski klju¢ za najpogostejse vrste iz rodu Agriotes v Sloveniji (Povzeto po: Schaerffenberg, 1940;
Klausnitzer, 2013, Heimbach, in sod. 2020)

Appendix 1: Morphological identification key for the most common species of the genus Agriotes in Slovenia (See: Schaerffenberg,
1940; Klausnitzer, 2013, Heimbach, et al. 2020)

Za li¢inke iz rodu Agriotes je znadilno cilindri¢no, mo¢no hitinizirano telo, deveti abdominalni segment je nedeljen, stozéasto
zadiljen, na bazi tega segmenta pa so prisotna »ocescax.

1 Tergiti so vzdolzno valovito nagubani. Deveti abdominalni segment se konca s topo, bolj ali manj izrazito bradavico. Med vrhom
mandibule in retinakulumom ni dodatnih zobcev. Srednji zobec pri nosnici je dalj$i od zunanjih dveh. Li¢inka vitka in intenzivno
rumene barve, maksimalna dolZina 9 mm, $irina 0,6 MM..........oviuiiiiiiiiiiini e Agriotes pallidulus

1* Tergiti nagubani, gladki ali z vdolbinicami. Konica devetega analnega segmenta konicasta in hitinizirana. Mandibule pred vrhom
razdirjene ali s prisotnim pomoznim zobcem med vrhom mandibule in retinakulumom. Zobci nosnice enako dolgi (Slika 2)........

2 Prisotne granulacije na zacetku segmentov in med kol¢kom (ang. coxa). Pomozni zobec z osjo mandibule tvori pravi kot 90 °. Od
1.-8. segmenta: nad dihalnico je ob ve¢ji §¢etini prisotna $e manjsa $¢etina. Maksimalna dolzina 18 mm, $irina 1,4 mm ............

............................................................................................................................................................................................ Agriotes sputator
2*OdsotnegranulacijenazacetkusegmentovinmedkolCKom. ...........ooiviiiiiiiiiiiiii 3
3 Mandibule pred vrhom razéirjene, vendar brez pomoznega zobca. Pore, iz katerih izra$¢ajo $¢etine 9. abdominalnega segmenta, so
rahlo izboc¢ene. Maksimalna dolZina 25 mm, SIrina 1,9 M. ..o neenneit et e Agriotes ustulatus
3* Med vrhom mandibule in retinakulumom prisoten POmMOZNi ZODEC. ... .....cuiiiuiiniii it e 4

4 0d 1.-8. segmenta: nad dihalnico je manjsa $§¢etina odsotna. Pomozni zobec z osjo mandibule tvori kot 60 °. Maksimalna dolZina
B39 Vs s RS e 1 s - 1220 40 ¥ s o WP PR Agriotes lineatus

4* Od 1.-8. segmenta: nad dihalnico je ob ve¢ji $¢etini prisotna $e manjsa $¢etina. Pomozni zobec z osjo mandibule tvori kot 120 °.
Maksimalna dolZina 28 MM, SITINA 2 M. . e et ene ettt e e e e e e e e e e e e e e e e Agriotes obscurus

Acta agriculturae Slovenica, 117/1 - 2021

11


https://doi.org/10.1002/ps.629
https://doi.org/10.1002/ps.629
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-805089-7.00005-6
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-805089-7.00005-6
https://doi.org/10.1080/03014223.1987.10422684
https://doi.org/10.1016/j.aspen.2018.12.017

