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1. UvOD

Mediteranska stanista imaju veliku bioraznolikost (Myers i sur., 2000.; Cox i sur., 2011.) iako ¢ine
mali dio ukupnih kopnenih ekosustava. Mediteranski kopneni ekosustavi su nedovoljno bioloski
istrazeni, Sto ukljucuje i poljoprivredne ekosustave u mediteranskoj biogeografskoj regiji. Noviji
pristupi, kao $to su DNA barkodiranje (Hebert i sur., 2003.) i metabarkodiranje (Taberlet i sur.,
2012.), mogu pomoc¢i znanstvenicima da bolje razumiju bioloSku raznolikost mediteranskih
poljoprivrednih ekosustava i slozene ekoloske veze u takvim ekosustavima.

Pauci (Araneae) su dominantni grabezljivci medu ¢lankonoscima (Coddington i Colwell, 2000.;
Gregori¢ i sur. 2020.), brojni u mnogim ekosustavima zahvaljujuci sposobnosti da koloniziraju
razli¢ita podruéja (Nyffeler i Sunderland, 2003.). Istrazivanje troficke ekologije pauka vazno je za
razumijevanje odabira plijena, evolucije hvatanja plijena, u odredivanju ¢imbenika koji reguliraju
brojnost i raznolikost pauka u odredenim staniStima te uloge pauka u dinamici zajednice
¢lankonozaca, ukljucuju¢i biolosku kontrolu kukaca koji uzrokuju Stete na usjevima (Wilder,
2011.). Pauci se hrane razli¢itim vrstama Sesteronosaca (Hexapoda) s viSestrukih trofickih razina
(Scheu, 2001.) te tako povezuju nadzemne i podzemne troficke mreze (Toju i Baba, 2018.).
Velic¢ina tijela pauka te veli¢ina populacije ovisna je o0 koli¢ini dostupne biomase plijena (Miyashita
i sur., 2003.), a odredene skupine beskraljeznjaka, poput skokuna, mogu im biti znacajan izvor
hrane (McNabb i sur., 2001.; Toju i Baba, 2018.; Parimuchova i sur., 2021.).

Za ovo istrazivanje trofickih odnosa pauka odabrano je pet porodica, Lycosidae, Gnaphosidae,
Araneidae, Thomisidae i Oxyopidae s obzirom na to da zauzimaju razlicite ekoloske nise i slojeve
vegetacije, primjenjuju razlicite tehnike love te s obzirom na njihovu uéestalost u poljoprivrednim
stani$tima. Pauci iz porodica Lycosidae i Gnaphosidae pripadaju fauni tla. Lycosidae ne grade
mreZe za hvatanje plijena, ve¢ ih aktivno love danju, a karakterizira ih veli¢ina tijela i do Cetiri
centimetra (Cardoso i sur., 2011.; Mullen, 2002.; Wilder, 2011). Vrste iz porodice Gnaphosidae su
prisutne u razli¢itim tipovima stanista (Weeks i sur., 2000.), te su tipi¢ne za mediteranska stanista
(Cardoso i sur., 2007.). Gnaphosidae kao no¢no aktivni pauci natjeCu se za hranu s drugim
grabezljivim ¢lankono$cima aktivnim noc¢u, poput tréaka (Coleoptera, Carabidac). Sowa i sur.
(2020.) su utvrdili tréke u ishrani i time potvrdili hranidbene interakcije unutar iste troficke razine
(engl. intraguild grabeZljivost). Takoder pauci iz ove porodice preklapaju se i u odabiru plijena s

paucima porodice Lycosidae (Weeks i sur., 2000.). Za razliku od jedinki iz porodica Lycosidae i



Gnaphosidae koji aktivno love svoj plijen po tlu, pauci iz porodice Araneidae pletu vertikalne
sferne mreze (Cardoso i sur., 2011.). Samiayyan (2014.) navodi njihov potencijal u biokontroli
kukaca nametnika na biljkama zajedno s paucima porodica Thomisidae, Lycosidae, Oxyopidae,
Eresidae, Clubionidae i Hersilidae. Nentwiga (1983.) je u svom istrazivanju utvrdio veliki udio
fitofagnih i detritofagnih beskraljeZznjaka u ishrani paukova uz prevladavanje fitofaga na
poljoprivrednim stanis$tima. Oxyopidae, kao i Araneidae, dio su faune na vegetaciji, ali za razliku
od pauka porodice Araneidae ne pletu mreze ve¢ plijen love na biljkama niskog rasta. Vrste ove
porodice globalno su rasprostranjene te ucestale na poljoprivrednim povrSinama (Hagen i sur.,
1999.). Usprkos tome $to sudjeluju u biokontroli kukaca nametnika na biljkama, mogu imati i
negativan ucinak na biolosku kontrolu kroz intraguild grabezljivost, hraneci se drugim paucima i
ostalim grabezljivim vrstama (Nyffeler i sur., 1992.; Rostami i sur., 2018.). Takoder, i pauci iz
porodice Thomisidae obitavaju na niskom bilju gdje svoj plijen love iz zasjede (engl. sit and wait)
(Elias i sur., 2011.).

Odredene porodice pauka mogu kontrolirati brojnost kukaca nametnika na biljkama (Young i
Edwards, 1990.; Marc i Canard, 1997.; Hagen i sur., 1999.; Samiayyan, 2014.; Cuff i sur., 2021.;
Barreira i sur., 2021.), te s obzirom da zauzimaju razlicite slojeve vegetacije (Buchholz, 2009.;
Katusi¢, 2017.) i love plijen s razli¢itih ekoloskih i trofickih razina mogu dati dobar uvid u
dinamiku zajednice c¢lankonozaca u istrazivanom ekosustavu. Upravo iz razloga §to pauci
primjenjuju razli¢ite tehnike lova te zauzimaju brojne slojeve vegetacije, zonu tla, polja grmlja te
stabla (Duffey, 1966.; Katusi¢, 2017.), za utvrdivanje njihovih trofickih odnosa metodama
molekularne biologije potrebno je poznavati faunu istrazivanog staniSta i ukupnu biolosku
raznolikost podrucja ukljucujuci i genetsku raznolikost.

Zbog nepotpunosti baza genetskih sekvencija, poput GenBank (National Center for Biotehnology
Information, NCBI) te ,,Barcode of Life” (BOLD) baze (Kennedy i sur., 2020.), veliki se udio
sekvencija moze pridruziti tek vis§im taksonomskim kategorijama §to dodatno otezava istrazivanje
trofickih interakcija putem metodologije okoliSne DNA (engl. environmental DNA, eDNA).
Istrazivanje De Leon i sur. (2020.) ukazuje na potrebu stvaranja lokalnih baza podataka s obzirom
da globalni rezultati ne omogucavaju odredivanje vrsta i/ili haplotipova s uzim arealom. Stoga
istrazivanju trofickih odnosa trebaju prethoditi istrazivanja raznolikosti beskraljeznjaka te DNA

barkodiranje potencijalnog plijena grabezljivih ¢lankonoZaca na istrazivanom podrudju.



U sklopu MEDITERATRI projekta (HRZZ-UIP-2017-05) primjenom metode DNA
metabarkodiranja utvrditi ¢e se ukupna ishrana predatorskih beskraljeznjaka, a moje doktorsko
istrazivanje u fokus stavlja troficke odnose pauka. Ovo su prva istrazivanja trofickih odnosa
beskraljeznjaka in situ primjenom metodologije okolisne DNA i DNA metabarkodiranja u
Hrvatskoj te je ovo ujedno i prvo istrazivanje trofickih odnosa pauka primjenom metodologije
DNA metabarkodiranja u Hrvatskoj, s naglaskom na mediteransko biogeografsko podrucje.
Koristenje DNA metabarkodiranja dati ¢e opsezniji uvid u sloZene troficke mreZze u odnosu na
ranija istrazivanja te olakSati i usmjeriti buduca istrazivanja koja za cilj imaju razvoj bioloske

kontrole kukaca nametnika na biljkama.

1.1 Ciljevi i hipoteze

Glavni ciljevi istrazivanja su utvrditi raznolikost pauka i njihovog plijena putem DNA
barkodiranja, te troficke odnose zajednice pauka putem DNA metabarkodiranja. Podrucje
istrazivanja obuhvaéa mediteranske maslinike i vinograde, te prirodna stanista s hrastom crnikom

I borovicom na podrué¢ju Zadarske zZupanije.

Specifi¢ni ciljevi su:

i.  utvrditi raznolikost vrsta i genetsku raznolikost odabranih skupina beskraljeznjaka u
mediteranskim vinogradima, maslinicima i prirodnom stanistu;

ii. utvrditi trenutno stanje podataka u bazama NCBI GenBank i BOLD, kao osnove za
provodenje eDNA istrazivanja u mediteranskim kopnenim ekosustavima te utvrditi skupine
beskraljeznjaka s nedovoljnom zastupljenoSéu podataka 1 sekvencija u bazama za
mediteransku biogeografsku regiju;

iii.  odrediti sastav plijena u probavilu pauka i njihov potencijal u bioloskoj kontroli kukaca
nametnika na biljkama;

iv.  usporediti sastav plijena izmedu razliitih porodica pauka s razli¢itim strategijama lova i
ekoloskim niSama;

v.  utvrditi utjecaj upravljanja poljoprivrednim staniStem na sastav razlicitih tipova plijena u

probavilu pauka;



Vi.

usporediti ishranu pauka s ostalim grabezljivim skupinama s kojima mogu do¢i u natjecanje

za hranu na istrazivanim plohama.

Postavljene su sljedece hipoteze:

Vi.

kod istrazivanih skupina beskraljeznjaka postoji velika genetska raznolikost unutar
mediteranske biogeografske regije;

na istrazivanom podrucju postoje brojne vrste koje nisu navedene u bazama podataka
BOLD i NCBI GenBank, te se radi o novim nalazima za navedene baze;

zbog svoje brojnosti u staniStima u mediteranskoj biogeografskoj regiji, pauci kao
grabezljivci su bitan ¢imbenik u trofickim interakcijama te u poljoprivrednim ekosustavima
mogu sudjelovati u bioloskoj kontroli kukaca nametnika na biljkama;

prisutnost odredenih skupina plijena vazna je za odrzavanje populacija i zajednica pauka u
navedenim ekosustavima, a razli¢ite tehnike love te ekoloSke nise u kojima su vrste pauka
prisutne utjecu na njihov odabir plijena,;

tip upravljanja poljoprivrednim povrSinama utjece na troficke odnose pauka;

pauci su grabezljivi nad kukcima koji uzrokuju Stete na usjevima unutar mediteranskih

maslinika i vinograda.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Pauci (Arahnida, Araneae)

Pauci su medu najzastupljenijim i najraznolikijim grabeZljivcima u svim vrstama kopnenih staniSta
diljem svijeta. VVrstama su jedan od najbogatijih redova, s ukupno 113 porodica, 4033 roda i 46499
zabiljezenih i opisanih vrsta (Selden, 2017.). Pauci su za razliku od ostalih svojti s visokom
bioloskom raznolikos¢u iskljucivo grabezljivei, dok kod kukaca i grinja visoka bioraznolikost
moguce proizlazi iz raznolikosti u trofickim strategijama (Samiayyan, 2014.). Pauci su prisutni u
razli¢itim vrstama okoliSa, 0d prirodnih stanista, djelomi¢no prirodnih stanista, do poljoprivrednih

ckosustava i drugih izmijenjenih stani$ta (Kubiak i sur., 2022.).

2.1.1 Troficka ekologija pauka

Veéina pauka su prema vrsti plijena polifagni i generalisti, te se hrane ¢lankono$cima, kukcima i
drugim paucima. Na vaznost trofickih odnosa pauka za ekosustav ukazuje i ¢injenica da sveukupna
zajednica pauka pojede od 400 do 800 tona plijena tijekom godine, a velik udio plijena se odnosi
na Sesteronosce (Selden, 2017.). Cardoso i sur. (2011.) dijele pauke u osam kategorija s obzirom
na tehnike lova: lovci (engl. other hunters), lovci na tlu (engl. ground hunters), lovci iz zasjede
(engl. ambush hunters), lovci specijalisti (engl. specialists), pauci koji pletu sferne mreze (engl.
orb web weavers), pauci koji pletu prostorne mreze (engl. space web weavers), pauci koji pletu
plahtaste mreze (engl. sheet web weavers), te pauci koji pletu osjetilne mreze (engl. sensing web
weavers). Mrezu plete oko 50% vrsta te se razlike u njihovoj strukturi izmedu vrsta smatraju i
taksonomskim svojstvom (Selden, 2017.). Troficka niSa vrste odredena je tehnikom lova, slojem
vegetacije u kojoj je vrsta prisutna te veli¢inom tijela, a troficki odnosi pauka uvelike variraju
izmedu svojti (Sanders i sur., 2015.; Hamback i sur., 2021.; Cuff i sur., 2021b.). To pokazuje kako
i unutar grabeZljivaca generalista, kao §to su pauci, postoji gradijent specijalizacije koji se moze
predvidjeti funkcionalnim znacajkama (Hambadck i sur., 2021.). Sukladno navedenom, razli¢ite
porodice pauka vise love odredeni plijen zbog specifi¢nih tehnika lova koje primjenjuju, Sto ih
razlikuje po ucinkovitosti pri hvatanju odredenih vrsta plijena, te ¢injenice da nastanjuju razlicite
slojeve vegetacije (Marc i Canard, 1997.; Chatterjee i sur., 2009.). Takoder, postoji razlika u

ucestalosti ulova plijena iz iste vrste ovisno o tehnikama lova pauka (Michalko i Pekér, 2016.).



Pauci lovci iz zasjede pokazuju vecu stopu intraguild grabezljivosti u odnosu na ostale pauke
(Hambéck i sur.,2021.). Pauci lovci iz zasjede ucinkovitiji su u hvatanju pokretljivog plijena, pauci
koji aktivno love plijen u hvatanju sjedilackog plijena prisutnog na tlu, dok pauci koji pletu mreze
u hvatanju leteceg plijena (Cardoso i sur., 2011.; Michalko i sur., 2019.). Rezultati Sandersa i sur.
(2015.) pokazuju kako tehnika lova utjece na stvaranje funkcionalnih grupa pauka, dok pripadnost
odredenom sloju vegetacije smanjuje broj razli¢itih grupa grupirajuéi vrste koje su prisutne vise u
vegetaciji i love preteZito letec¢e kukce te vrste koje su prisutne na tlu i niskom bilju i love plijen s
tla ukljucujuéi razlagace. S druge strane, Mez6fi i sur. (2020.) smatraju da je troficka nisa odredena
vrsno-specificnim funkcionalnim osobinama te se ne moze usporedivati izmedu porodica veé
isklju¢ivo vrsta. Ishrana paukova se moze sagledati ovisno o na¢inu savladavanja i probavljanja
plijena gdje pauci mogu uzimati hranu u teku¢em obliku na nacin da plijen savladavaju koriStenjem
otrova, razgrade ga te razgradenog unose u organizam (Macias-Hernandez i sur., 2018.). Zbog
promjene u veli¢ini tijela kod odraslih u odnosu na juvenilne jedinke dolazi do pomaka u trofickoj
nisi (Mez6fi i sur., 2020.; Hambéck i sur., 2021.; Cuff i sur., 2021b.). Prema istrazivanju Murphyja
i sur. (2020.) juvenilne jedinke ¢esce love manje pokretni plijen natlu, dok odrasle jedinke odabiru
I druge vrste plijena. Odrasle jedinke takoder odabiru taksonomski i veli¢inom §iri raspon plijena
u odnosu na juvenilne jedinke iste vrste, odnosno njihove trofi¢ke niSe su Sire (Sanders i sur., 2015.;
Mezo6fi i sur., 2020.). S promjenom veli¢ine tijela dolazi do promjena u drugim funkcionalnim
osobinama jedinke zbog ¢ega veli¢ina tijela ima veci utjecaj na strukturu troficke niSe vrste u
odnosu na starost jedinke (Kirkpatrick, 1984.; Sanders i sur., 2015.).

Troficke niSe se mogu razlikovati izmedu spolova. Tako se Zenke i muzjaci vrsta porodice
Lycosidae razlikuju u ishrani. Zenke vise jedu i jedu razmjerno veéi plijen u odnosu na muzjake
svoje vrste (Walker i Rypstra, 2002.). Takva raznolikost nije obiljezje samo ove porodice niti se
pojavljuje kod svih vrsta ove porodice (Walker i Rypstra, 2002.). Smatra se da su razlike u
trofickim niSama izmedu muzjaka i zenki iste vrste odredene reproduktivnom strategijom kod zenki
i ve¢im tijelom u odnosu na muzjaka (Pekar i sur., 2011.). Takoder Zenke pokazuju vecu

grabezljivost prema drugim grabezljivim skupinama (Cuff i sur., 2021b.).
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Osim razlicitih tehnika lova koje primjenjuju, na troficke odnose pauka utjecu i uvjeti u okolisu
(Michalko i sur., 2019.). Primjerice, pauci prilagodavaju razinu grabezljivosti gusto¢i plijena u
ekosustavu (Cuff i sur., 2021b.). Medutim povezanost izmedu gustoCe plijena i povecane
grabezljivosti ne mora biti linearna te na nju mogu utjecati i drugi ¢imbenici poput strukture stanista
(Vucic-Pestic i sur., 2010.). Gustoca plijena ima veceg utjecaja na pauke lovce u odnosu na pauke
koji grade mreze (Royauté i Pruitt, 2015.; Michalko i sur., 2019.). Laboratorijskim istrazivanjima
utvrdena je razlika izmedu koli¢ine plijena kojeg su pauci pojeli u odnosu na onaj koji su samo

uhvatili i ubili (Mansour i Heimbach, 1993.).

2.1.2 Uloga pauka u bioloskoj kontroli

Razlike u trofickim nisama pauka kao posljedica razli¢itih bioloskih i ekoloskih znacajki vrste
utjecu na uspjesnost u bioloskoj kontroli kukaca nametnika na biljkama (Cuff i sur., 2021b.).
Postavilo se pitanje je li generalna grabezljivost kod pauka umanjuje njihov pritisak na kukce koji
su nametnici na biljkama (Symondson i sur., 2002.). Ucinkovitost bioloske kontrole moze ovisiti
0 hranidbenim odnosima medu predatorima na istoj trofickoj razini, gdje veca grabezljivost nad
drugim grabezljivim skupinama smanjuje potencijal paukova u bioloskoj kontroli kukaca
nametnika na biljkama (Traugott i sur., 2012.; Michalko i Pekér, 2016.). Takoder ucinkovitost
odredene vrste pauka u bioloSkoj kontroli moZe ovisiti i o Sirini njene troficke nise. Pauci iz
porodice Thomisidae imaju usku trofi¢ku niSu i hrane se plijenom poput oprasivaca i drugih pauka,
ali i unutar takve uske troficke nise se hrane lisnim usima i sudjeluju u bioloskoj kontroli (Birkhofer
i sur., 2008.).

Odredene skupine beskraljeznjaka predstavljaju izvor hrane paucima u razdobljima kada kukci
nametnici na biljkama nisu prisutni (McNabb i sur., 2001.; Toju i Baba, 2018.; Parimuchova i sur.,
2021.), a upravo takva sposobnost pauka da se hrane drugim skupinama plijena pozitivno utjece na
njihov potencijal u bioloskoj kontroli omogucujuci im prisutnost u poljoprivrednom ekosustavu u
trenutcima kada krene kolonizacija kukaca nametnika na biljkama (Symondson i sur., 2002.).
Medutim, tesko je predvidjeti utjecaj ostalog plijena na razinu bioloSke kontrole pauka ako pauci
taj tip plijena odabiru s ve¢om ucestalos¢u u odnosu na plijen koji uzrokuje Stete na usjevima

(Michalko i sur., 2019).



Visoka stopa grabezljivosti kod paukova povecava njihov potencijal u bioloskoj kontroli (Wise,
1993.). Pauci su uc¢inkovitiji u bioloskoj kontroli vrsta koje uzrokuju $tete na usjevima iz skupina
Diptera i Hemiptera s obzirom da su te skupine zastupljenije u njihovoj prehrani (Michalko i Pekar,
2016.). Na prehranu pauka porodice Philodromidae s kukcima koji uzrokuju Stete na biljkama
utjeCe abundancija takvih vrsta te hitiniziranost tijela i potencijalna Stetnost (Michalka i Pekar
2015.). Takoder i vrste porodice Lycosidae uspjesno kontroliraju populacije lisnih usi u
poljoprivrednim stanistima. Medutim za kontrolu razli¢itih zajednica fitofagnih kukaca nuzne su
razlicite skupine grabezljivaca uz pauke, poput na primjer predatorskih trcaka (Suenaga i
Hamamura, 2015.).

Ucinkovitost pauka u suzbijanju kukaca nametnika na biljkama poveéava se rastom gustoce jedinki
pauka, a neznatno raste ako se poveca taksonomska raznolikost pauka (Michalko i sur., 2019.).
Takoder, pauci pokazuju najveci pritisak na kukce kojima se hrane dok je njihova brojnost niska
kao na primjer na poc¢etku razmnozavanja kukaca (Michalko i sur., 2019.). Takav nacin pritiska
naziva se funkcionalnim odgovorom tipa Il. Osim takvog odgovora na gustocu kukaca nametnika
na biljkama, pauci pokazuju i funkcionalni odgovor tipa Ill. Takav odgovor podrazumijeva
povecanje stope hvatanja plijena rastom gustoce s niske na srednju gustocu plijena (Michalko i
sur., 2019.).

2.1.3 Utjecaj gospodarenja poljoprivrednim povr$inama na zajednicu pauka

Sastav zajednice pauka i odabir staniSta pod utjecajem su strukture i promjena u ekosustavu (Uetz,
1991.), poput strukture vegetacije, sastava tla, te promjena izazvanih ljudskim utjecajem, poput
poljoprivrede (Schmidt i sur., 2005.). Pauci su bioindikatori promjena u okoliSu uvjetovanih
ljudskim utjecajem (Argafaraz i sur., 2020.).

Rezultati Argafiaraza i sur. (2020.) pokazuju da u staniStima koja se mijenjaju zbog ljudskog
utjecaja, poput promjena staniSta uslijed poljoprivredne proizvodnje, pocinju dominirati vrste
pauka koje pripadaju lovcima generalistima i dnevno i no¢no aktivnim. Takve promjene mogu
utjecati i naucinkovitost pauka pri suzbijanju nametnika na biljkama. U konvencionalnim usjevima
brojniji su pauci pletaci mreza i specijalisti, dok su u organskim usjevima brojniji pauci koji su
aktivni lovci i lovci iz zasjede (Caprio i sur., 2015.). Schmidt i sur. (2005.) procjenjuju veéu gustocu

pauka u usjevima s organskim tipom upravljanja u odnosu na one s konvencionalnim tipom, dok



na povecanje bogatstva vrsta utjeCu samo stanista bez usjeva (engl. non-crop habitats). S obzirom
da je bioloska kontrola nametnika na biljkama povezana s vecom gusto¢om predatora, poveéanje
brojnosti pauka na staniStima s organskim tipom upravljanja moZe pozitivno utjecati na njihovu
ulogu u biokontroli (Schmidt i sur., 2005.). Smanjeni intezitet upravljanja prilikom gospodarenja
maslinicima pozitivno utjece na sprje¢avanje gubitka bioraznolikosti (Kubiak i sur., 2022.). Kubiak
i sur. (2022.) navode kako bi maslinici mogli biti pogodan ekosustav za pauke odrzavajuci
uravnotezenu raznolikost na razini porodice paukova te razli¢itih skupina s obzirom na tehniku
lova.

Istrazivanjima je potvrden izravan negativan utjecaj sredstava za zaStitu bilja na raznolikost pauka
i veli¢inu populacija, zbog migracija, smanjenog potencijala za razmnozavanje, te promjena u
ponasanju poput smanjenja grabeZzljivosti (Pekar, 2012.; Benamu i sur., 2013.). Sredstva za zastitu
bilja iz skupine insekticida djeluju na smanjenu raznolikost plijena u ekosustavu te i na taj nacin

neizravno negativno utjecu na pauke (Pekar, 2012.).

2.2 DNA barkodiranje

DNA barkodiranje ima $iroku primjenu te se koristi u odredivanju vrsta (Candek i Kuntner, 2014.;
Grzywacz i sur., 2017.), povezivanju razvojnih stadija (Garcia-Robledo i sur., 2013.), integrativnoj
taksonomiji za opisivanje vrsta (Hlebec i sur., 2021.), filogenetskim analizama, te analizama
bioraznolikosti odredenih skupina (Moriniére i sur., 2017; Lopez-Vaamonde i sur., 2021.; Hlebec
i sur., 2022.) ili geografskih regija (De Leon i sur., 2020.; Villalta i sur., 2021.). Temelji se na
umnazanju standardizirane 658 pb duge regije mitohondrijskog gena za citokrom c¢ oksidazu
podjedinicu | (COI) (Hebert i sur., 2003.). DNA barkodiranje i Barcode Index Number (BIN)
sustav (Ratnasingham i Hebert, 2013.) koriste se i kao iskljucivi alati za opise vrsta (Sharkey i sur.
2021). Medutim, brojna istrazivanja potvrduju manjkavost DNA barkodiranja kao jedinog alata pri
opisu vrsta (Kiplinig i sur., 2005.; De Salle i Goldstein, 2019.; Meier i sur., 2021.; Zamani i sur.,
2022.; Hlebec i sur., 2022.), posebice za skupine u kojima je prisutna visoka unutarvrsna (Huang i
sur., 2007.; Spelda i sur., 2011.; Wesener i sur., 2016.; Qiao i sur., 2019.), ili niska meduvrsna
genetska udaljenost (Palsbgll i sur., 2010.). U¢inkovitost DNA barkodiranja u odredivanju vrsta
razlikuje se izmedu skupina organizama te ovisi 0 dostupnosti i obujmu podataka za skupinu u

bazama podataka (NCBI GenBank i BOLD), povezanosti molekularnih podataka s morfoloskim
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opisom vrste, filogeografskim i ekoloskim znaCajkama i geografskom rasprostranjenosti za
specificne vrste te razini taksonomske razlucivosti vrsta unutar roda (Parmentier i sur., 2013,
Candek i Kuntner, 2015.; Lopez-Vaamonde i sur., 2021.). S obzirom na sve navedene nedostatke
odredivanje vrste putem DNA barkodiranja pouzdano je samo u slu¢ajevima kada postoji znacajna
razlika izmedu prosjeéne unutarvrsne i prosje¢ne meduvrsne genetske udaljenosti, tj. ako postoji
tzv. barcode gap, te ako je takva genetska razluéivost vrste povezana s pripadajué¢im taksonomsko-
morfoloskim podacima (Hebert i sur., 2003.; Astrin i sur., 2006.; Candek i Kuntner, 2014.).
Preciznost barcode gap-a za odabrani genetski marker ovisi 0 razmaku izmedu unutarvrsne
genetske udaljenosti i meduvrsne divergencije (Meier i sur., 2008.). Prezicnost barcode gapa je
veca, a time 1 ucinkovitost DNA barkodiranja, $to je veca razlika izmedu genetske raznolikosti
unutar vrste i divergencije koja razdvaja sestrinske vrste (Meier i sur., 2008.). Nepopunjenost baza
i slaba istrazenost odredenih geografskih regija otezava identifikaciju vrsta s uzim arealom (De
Leon i sur., 2020.).

S obzirom na postojanje razlike u brzini kojom se slabije istrazene vrste morfoloski opisuju i
odreduju te brzine kojom se one sekvenciraju uveden je pojam dark taxa (Page, 2016.). Pod
pojmom dark taxa ucestalo podrazumijevamo svojte koje su bogate vrstama, ali su zbog nekih
znacajki kao $to je mala veli¢ina jedinki Cesto zanemarene od strane taksonomskih stru¢njaka
(Hausmann i sur., 2020.). Takve svojte specifi¢ne su za odredene redove kukaca, na primjer Diptera
i Hymenoptera (Kortmann i sur., 2022.), ali i za druge skupine poput gljiva (Kortmann i sur.,
2022.). Takoder, pojam dark taxa odnosi se i na vrste koje s obzirom na nedovoljan broj
specijaliziranih taksonoma jo§ nisu morfoloski opisane (Page, 2016.; Hausmann i sur., 2020.).
Chimeno i sur. (2022.) su utvrdili visoku biolosku raznolikost i veliki udio neotkrivenih vrsta
unutar porodica Diptera s malom veli¢inom tijela ¢ak i u geografskim podruc¢jima koja su dobro
istrazena.

Hartop i sur. (2022.) navode da je za opis takvih svojti vazno Koristiti integrativnu taksonomiju te
predlazu razvoj “Large-scale Integrative Taxonomy” (LIT) smjernica koje bi olakSale opazanje i
sistematizaciju takvih svojti. Page (2016.) navodi da je upitno predstavljaju li ove dark taxa
novootkrivenu biolosku raznolikost ili su to poznate svojte, koje nismo uspjeli povezati s veé
opisanim vrstama.

Odredivanje vrsta pomoc¢u barkodirajue regije osnova je istrazivanja temeljenith na

metabarkodiranju okoli$nih uzoraka tj. metabarkodiranju eDNA. Takva istrazivanja naslanjaju se
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na popunjenost baza podataka kako bi dobivenim sekvencijama pridodala ime vrste (Hajibabaeli i
sur., 2011.).

2.2.1 DNA barkodiranje u svrhu procjene bioraznolikosti u mediteranskoj
biogeografskoj regiji

Mediteransko podrudje je vrstama izrazito bogato s velikim brojem endema (Vogiatzakis i sur.,
2006.). Smatra se kao jedno od globalnih zarista (hotspot) bioloske raznolikosti (Myers i sur.,
2000.). Upravo velik broj vrsta i visoki endemizam usporavaju odredivanje vrsta, procjenu bioloske
raznolikosti podrucja i njihovo ocuvanje odnosno konzervaciju, dok novi alati za procjenu bioloske
raznolikosti ubrzavaju te procese. To se odnosi i na obalno podrucje Hrvatske koje karakterizira
visoka bioloska raznolikost i brojne endemske vrste (Jelaska i sur., 2010.).

DNA barkodiranje umanjuje vrijeme potrebno za taksonomsko odredivanje jedinki u odnosu na
standardnu morfolosku metodologiju te se s obzirom na to ¢esto koristi u zastiti i oCuvanju vrsta te
za utvrdivanje bioraznolikosti (deWaard i sur., 2009.; de Waard i sur., 2018.). Koristenjem DNA
barkodiranja, opazanja do sad nezabiljezenih vrsta i/ili Sirenja areala vrsta (Ashfaq i sur., 2014.) su
ubrzana. Ograni¢avaju¢i ¢imbenik prilikom upotrebe DNA barkodiranja u odredivanju vrsta je
popunjenost baza podataka poput NCBI GenBank i BOLD baze. Takoder baze podataka trebaju
stroze standarde za unos podataka i ve¢u kontrolu kvalitete unesenih podataka, kao i poticaj
vlasnicima podataka da nakon pocetne faze unosa podatke ispravljaju i nadopunjuju po potrebi
(Elbrecht i sur., 2017.; Tzafesta i sur., 2021.), kako bi se s visokom pouzdano§¢u mogli koristiti za
gore navedene svrhe.

DNA barkodiranje se pokazalo pouzdanim za odredivanje vrsta na podru¢ju Mediterana za
pojedine skupine poput kornjaSa (Magoda i sur., 2018.), vodencvjetova i drugih vodenih
¢lankonozaca (Cardoni i sur., 2015.; Galimberti i sur., 2020.; Tzafeste i sur., 2021.), mrava (Blatrix
i sur., 2020.; Schér i sur., 2020.) te leptira (Lopez-Vaamonde i sur., 2021.) upravo zbog velikog
broja vrsta iz navedenih skupina sa sekvenciranom COI barcode regijom. Velik broj sekvencija za
vrste s globalnom rasprostranjeno$¢u pohranjenih u genetskim bazama podataka za skupine poput
Hemiptera (Weigand i sur., 2019.), olaksava njihovo odredivanje na osnovi DNA barkoda. S druge
strane, odredene skupine, 0Sobito one zahtjevne za morfolosko odredivanje i uzorkovanje, na
primjer neke porodice Diptera, nisu dodane u baze podataka, §to otezava njihovo odredivanje

putem DNA barkodiranja ¢ak i u geografskim podruc¢jima koja su bolje istrazena (Chimeno i sur.,
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2022.). Za pojedine skupine mali broj vrsti je zastupljen sa sekvencijom u bazama posataka. Na
primjer kod jednakonoznih rakova (Isopoda) od ukupno 10450 opisanih vrsta (Lewis, 2009.) za
samo 1325 vrsta postoji javno dostupna sekvencija u BOLD bazi (zadnje pristupljeno 11. svibnja
2022); te kod skokuna (Collembola) od ukupno 9300 vrsta (Hopkin, 1998.) za samo 1342 vrste
postoji javno dostupna sekvencija u BOLD bazi (pristupljeno 11. svibnja 2022) (Ratnasingham i
Hebert, 2007.).

2.2.2 DNA barkodiranja pauka (Arahnida, Araneae)

DNA barkodiranje se sve ¢esce koristi za odredivanje vrsta unutar skupina s brojnim porodicama
i vrstama kao §to su pauci, U svrhu ubrzavanja procjene bioraznolikosti unutar porodica i/ili
geografskih regija (Tyagi i sur., 2019.; Kennedy i sur., 2020.). Primjenjuje se i u odredivanju
juvenilnih jedinki pauka koje zbog nerazvijenih vrsno specifi¢nih spolnih obiljezja nije moguce
morfoloski identificirati (Raso i sur., 2014.).

Kako je ranije navedeno, pouzdano odredivanje vrste putem DNA barkodiranja moguce je samo u
sluGajevima kada postoji jasno definirani barcode gap. Domenech i sur. (2022.) utvrduju prosje¢nu
najvisu unutarvrsnu udaljenost od 2,07% za pauke rasprostranjene na podrucju Iberijskog
poluotoka te primjenjivost barcode gapa u 94% slucajeva. U istrazivanjima Candek i Kuntner
(2015.), kod porodica Lycosidae i Tetragnathidae nije utvrdeno preklapanje u vrijednostima
genetskih udaljenosti unutar vrsta i izmedu vrsta dok se takvo preklapanje javlja kod porodice
Araneidae $to umanjuje upotrebljivost barcode gapa za razlikovanje vrsta unutar ove porodice.
Tyagi i sur. (2019.) predlazu prag barcode gapa za razgranicenje vrsta pauka i ostalih pauc¢njaka
izmedu 2,6% i 3,7% u odnosu na prethodna istrazivanja koja su taj prag postavila izmedu 2% i
3,6% (Candek i Kuntner, 2015.; Astrin i sur., 2016.).

Navedena istrazivanja (Candek i Kuntner, 2015.; Astrin i sur., 2016.; Tyagi i sur., 2019.; Doménech
i sur., 2022.) potvrduju postojanje barcode gapa te time i moguc¢nost upotrebe DNA barkodiranja
u odredivanju vrsta pauka. Medutim postoje ¢imbenici koji mogu negativno utjecati na rezultate
DNA barkodiranja, poput nuklearnih mitohondrijskih pseudogena (Song i sur., 2008.; Buhay,
2009.) ili umnazanja DNA bakterije Wolbachia (Smith i sur., 2012.; Stahlhut i sur., 2012.). Za
drzave poput Kanade (Blagoev i sur., 2016.), Njemacke (Astrin i sur., 2016.), Indije (Tyagi i sur.,
2019.), Spanjolske i Portugala (Domeénech i sur., 2022.), te Slovenije i Svicarske (Coddington i
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sur., 2016.) postoje genetske baze u kojima su pohranjene sekvencije za taksonomski Sirok raspon
pauka $to olakSava odredivanje vrsta. Takoder to¢nost odredivanja raste s povecanjem broja vrsta
po rodu i rodova po porodici s molekularno-taksonomskim podacima javno dostupnim u bazama
(Coddington i sur., 2016.). | dalje, velik broj unesenih barcode sekvencija je pridodan krivim
vrstama pauka zbog pogreski pri morfoloskoj determinaciji §to uzrokuje pogresno odredivanje
jedinki kroz sravnjivanje njihovih sekvencija s onim javno dostupnim u BOLD-u ili NCBI
GenBanku (Blagoev i sur., 2016.; Coddington i sur., 2016.)

2.3 Primjena metabarkodiranja eDNA u trofickoj ekologiji

Troficki odnosi izravno i neizravno utjecu na sastav i raznolikost zajednice, dinamiku populacije i
kruZenje tvari u okolisu, ukljucujuci hranjive tvari, ali i $tetne spojeve poput insekticida i teskih
metala (Garvey i Whiles, 2016.; Seri¢ Jelaska i sur., 2014b.; Seri¢ Jelaska i Symondson, 2016.;
Whitaker i sur., 2019.). Ranije metode za odredivanje trofickih odnosa ukljucivale su opazanje i
morfolosko odredivanje plijena tijekom hranjenja ili u probavilu predatora. S obzirom da su takve
metode Cesto taksonomski neprecizne njima se ne moze utvrditi ukupna raznolikost plijena te su
se znanstvenici okrenuli razvoju i primjeni modernijih tehnika za utvrdivanje ishrane jedinki
(Tercel i sur., 2021.).

Prve tehnike temeljene na metodama molekularne biologije koriStene za proucavanje trofickih
odnosa su primjena monoklonalnih antitijela i dijagnostika lan¢anom reakcijom polimerazom
(PCR) (Symondson, 2002.; Harwood i sur., 2005). Primjena monoklonalnih antitijela temelji se na
detekciji vrsno-specifi¢nih proteina, ukljuc¢ujuéi proteine karakteristi¢ne za odredeni razvojni stadij
vrste prisutne u probavilu predatora (Fournier i sur., 2008.). S druge strane, PCR dijagnostika se
temelji na mogucnosti razlikovanja jedinstvenog slijeda nukleotida plijena u odnosu na predatora,
umnazanjem DNA izolirane iz probavila predatora koriste¢i vrsno ili grupno specifiéne pocetnice.
Ova metoda omogucuje odredivanje jedne do vise vrsta plijena koristenjem vrsno specifi¢cnih PCR
pocetnica (Serié Jelaska i Symondson, 2016.; Lantero i sur., 2017; Panni i Pizzolotto, 2018.) te
ciljane skupine plijena iznad razine vrste (utvrdivanje prisutnosti roda, porodice, reda itd.)
koriStenjem grupno specifi¢nih pocetnica (Kuusk i Agusti, 2008.; Jelaska i sur., 2014.), medutim
nije pogodna za utvrdivanje ukupne raznolikosti plijena u probavilu. Istrazivanje Gonzalez-Chang

i sur (2016.) pokazuje da je u periodu do 2016. godine najzastupljenija metoda za istrazivanje
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trofickih odnosa PCR dijagnostika (zastupljena u preko 50% znanstvenih radova), dok je metoda
enzimski imunotest s monoklonalnim antitijelima (ELISA-mab) bila prisutna u preko 15%
znanstvenih radova. Prednosti PCR dijagnostike u odnosu na ELISA-mab su jednostavniji razvoj
specificnih pocetnica u odnosu na razvoj specifiécnih monoklonalnih antitijela te u tome $to je
poluzivot molekule DNA u probavilu predatora dulji u usporedbi s poluzivotom proteina (Fournier
i sur., 2008.; Gonzalez-Chang i sur., 2016.).

Obje navedene metode ne daju sveukupnu raznolikost plijena u probavilu predatora s obzirom da
ciljaju samo prisutnost odredene vrste, roda ili porodice u probavilu (Pifiol i sur., 2014.). Za razliku
od prethodnih metoda, metoda DNA barkodiranja uz upotrebu sekvenciranja nove generacije sve
¢esce se primjenjuje za utvrdivanje plijena i usporedbu prehrane mnogih zivotinja u razli¢itim
staniStima (Pompanon i sur., 2012.; Yoon i sur., 2017.; Macias-Hernandez i sur., 2018.; Toju i
Baba, 2018.; Casey i sur., 2019.; de Sousa i sur., 2019.; Lafage i sur., 2020.; Bonato i sur., 2021.;
Cuff i sur., 2021a.; Cuff i sur., 2021b.; Parimuchova i sur., 2021.; Sierra Ramirez i sur., 2021.).
DNA metabarkodiranje temelji se na paralelnom sekvenciranju milijuna kratkih fragmenata DNA
iz probavila koriStenjem tehnologije sekvenciranja visoke propusnosti te upotrebi opéih PCR
pocetnica koje imaju moguénost umnazanja taksonomski Sirokog raspona plijena (Valentini i sur.,
2009.; Elbrecht i sur., 2019.; de Sousa i sur., 2019.). U istrazivanjima trofickih odnosa koristi se
COI molekularni marker s obzirom na njegovu taksonomsku razlucivost, ali I vecu zastupljenost
COI sekvencija u bazama za brojne taksonomske grupe u odnosu na ostale biljege. Upotrebom
op¢ih pocetnica, tehnike sekvenciranja nove generacije te podataka u bazama, ova metoda
omogucuje otkrivanje ukupnog sadrzaja probavila grabeZljivca (Macias-Hernandez i sur., 2018.;
Bonato i sur., 2021.).

Medutim, visoka razina umnaZanja DNA predatora u odnosu na fragmentiranu DNA plijena u
probavilu smanjuje dubinu sekvenciranja prilikom koristenja op¢ih PCR pocetnica i ograni¢ava
uspjesnost DNA metabarkodiranja. Problem je posebno izrazen u slucajevima kad su plijen i
predator u bliskom filogenetskom odnosu, §to je ¢esto kod predatorskih beskraljeznjaka (Tercel i
sur., 2021.). Koristenje pocetnica koje sprje¢avaju umnazanje (engl. blocking primers) (Leray i sur.
2013.) ili pocetnica koje ne umnazaju DNA predatora, tzv. iskljucujucih pocetnica (engl. excluding
primers) (Elbrecht i Leese, 2017; Cuff i sur., 2021a); Cuff i sur., 2021b) moZe umanjiti ili sprijeciti
umnazanje DNA grabeZljivca te tako povecati udio plijena u ukupnom broju sekvencija. Blocking

pocetnice se sve rjede koriste jer esto sprjecavaju ili umanjuju umnazanje DNA plijena te uzrokuje
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pojavu lazno negativnih rezultata (Elbrecht i Leese, 2017). S obzirom da su blocking pocetnice
cesto vrsno specificne to otezava njihovu primjenu u istrazivanjima trofickih odnosa zajednice
grabezljivih ¢lankonozaca. Drugo ograni¢enje metodologije DNA metabarkodiranja je nedostatak
standardiziranog nacina za kvantitativnu procjenu biomase pojedinog plijena u sadrzaju probavila.
Odredena istrazivanja koriste dobiveni broja ocitanja (engl. reads) kao ekvivalent udjelu
pojedina¢nog plijena u ukupnoj biomasi plijena (Thomas 1 sur., 2016.). Podloga za to je
sekvenciranje mock community uzorka poznatog sastava, zajedno s istrazivanim uzorcima, s ciljem
uspostavljanja izravne korelacije izmedu broja ocitanja i biomase ili broja jedinki odredenog
plijena (de Sousa i sur., 2019.). Medutim viSe ¢imbenika, bioloske ili tehnicke prirode, Cini
primjenu broja ocitanja (reads) nepreciznom pri kvantitativnom odredivanju biomase plijena: (i)
proces razgradnje i rascjepkanost DNA plijena u probavilu uzrokuju smanjenje broja fragmenata
zadovoljavajucée duljine za umnazanje te posljedi¢no smanjen broj ocitanja za ranije konzumirani
plijen, (ii) takoder razli¢ita tkiva imaju razli¢it udio mitohondrija te se posljedi¢no razlikuju u
koncentraciji mtDNA, (iii) opée pocetnice vise umnazaju DNA odredenih skupina ili vrsta. Zbog
takvih ogranicenja pri kvantitativnom odredivanju biomase mnogi se autori zadrzavaju na
skupovima podataka koji analiziraju ucestalost pojavljivanja razlicitih svojti plijena u probavilu
(Clare i sur., 2014.), dok Deagle i sur. (2018.) smatraju da se abundancija prema broju ocitanja
(engl. read abundance data) ne treba zanemariti. Koristenjem iskljucivo ucestalosti svojti
zanemaruje se podatak je li unutar jednog uzorka dobiveno par sekvencija DNA taksona ili 10 000
sekvencija.

Jo§ jedno ogranicenje ove metodologije je nemogucnost razlikovanja grabezljivosti i sekundarne
grabezljivosti. Takvo ograni¢enje prisutno je 1 kod drugih metoda, poput PCR dijagnostike i
primjene monoklonalnih antitijela. Sekundarna grabezljivost podrazumijeva detekciju plijena u
probavilu grabezljivca usprkos tome $to se navedeni grabezljivac nije hranio tim plijenom, vec¢ se
hranio drugom grabezljivom vrstom koja je ranije konzumirala taj specifican plijen. RjeSenje za
ovakav problem leZi u poznavanju ekologije prouc¢avanog grabeZljivca na osnovu koje je moguce
razluditi je li se istrazivani grabezljivac hranio odredenom vrstom plijena ili je DNA navedenog
plijena detektirana u probavilu grabeZljivca s obzirom da se hranio drugom grabezljivom vrstom
koja je imala navedenu vrstu plijena prisutnu u probavilu (Petrakova i sur., 2016.).

Usprkos odredenim ograni¢enjima metodologije, DNA metabarkodiranje omogucilo je

obuhvatniju procjenu prehrane brojnih vrsta u odnosu na ranije koriStene metode te tako
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unaprijedilo podrucje troficke ekologije (de Sousa i sur., 2019.; Ando i sur., 2020.; Tercel i sur.,
2021.; Cuff i sur., 2021a.; Cuff i sur., 2021b.; Bonato i sur., 2021.; Parimuchové i sur., 2021.).

3. MATERIJALI | METODE
3.1 Podrugje istrazivanja i metode uzorkovanja beskraljeznjaka

Uzorkovanje faune beskraljeznjaka obavljeno je na pet ploha na podruéju Zadarske zupanije u

mediteranskom dijelu Hrvatske (Slika 2).

50
1 Kilometers

Slika 2. Karta s plohama (plavi trokuti) u Zadarskoj Zzupaniji, na kojima je provedeno terensko
istrazivanje i uzorkovanje. Ploha bez ljudskog upravljanja s prirodnom vegetacijom nalazi se u
blizini Poli¢nika (1), maslinici se nalaze u Poli¢niku (2) i Skabrnji (3), te vinogradi u Nadinu (4) i
Bastici (5).
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Od navedenih ploha ¢etiri su poljoprivredna stani$ta, vinograd s ekoloskim suzbijanjem nametnika
na biljkama (VE), vinograd s integriranim suzbijanjem nametnika na biljkama (VI), maslinik s
ekoloskim suzbijanjem nametnika na biljkama (ME), te maslinik s integriranim suzbijanjem
nametnika (MI) (Tablica 1). Posljednja ploha se odnosi na staniste bez ljudskog upravljanja (C) s
tipicnom mediteranskom Vvegetacijom makije i gariga. Integrirano suzbijanje nametnika
podrazumijeva tip upravljanja u kojem se koristi viSe tehnika za suzbijanje nametnika poput
bioloske kontrole, upotrebe kemijski sintetiziranih i prirodnih spojeva (Kogan, 1998). Ekolosko
suzbijanje nametnika je tip upravljanja poljoprivrednim povrSinama kod kojeg nema upotrebe
sinteti¢kih kemijskih spojeva za suzbijanje nametnika, dok se prirodni spojevi (npr. bakreni oksidi)
koriste (lanotta i sur. 2007.).

Podru¢je Ravnih kotara, na kojem su smjestene navedene plohe, ima dugu povijest poljoprivrede,
posebice maslinarstva i vinogradarstva, a istrazivane plohe su pod poljoprivrednim uzgojem vise
desetljeca, osim maslinika s ekoloS§kim suzbijanjem nametnika (EPM) na biljkama koji se obraduje
posljednjih 12 godina. Vinograd s ekoloSkim suzbijanjem nametnika na biljkama smjeSten je u
Nadinu te je okruzen drugim vinogradima s istim tipom upravljanja, a vinograd s integriranim
suzbijanjem nametnika (IPM) nalazi se u Bastici te je okruzen drugim poljoprivrednim povr$inama
s razli¢itim kulturama. Maslinik s ekoloskim suzbijanjem nametnika na biljkama nalazi se u
Poli¢niku i nije okruzen drugim poljoprivrednim povrsinama. Maslinik s integriranim suzbijanjem
nametnika nalazi se u Skabrnji i okruZen je drugim poljoprivrednim povriinama s razli¢itim
kulturama. Kemijsko-fizioloske karakteristike tla na istrazivanim plohama navedene su u Tablici

2, a koncentracija primijenjenih pesticida prikazana je na Slici 3.
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Tablica 1. Podaci o istrazivanim plohama na podruéju Zadarske zupanije. Na poljoprivrednim

staniStima razlikuju se dva tipa upravljanja, ekoloski tip upravljanja (EPM) te integrirani tip

upravljanja (IPM). Preuzeto i prilagodeno prema Seri¢ Jelaska i sur. (2022c.).

Broj | Tip Skracéeni Tip Povrsi
plohe | plohe |ca Ploha | upravljanja | na(ha) | Vegetacija
1 Prirodn
0 Poli¢ni
staniste | C k / / Kamenito tlo s makijom
2 Poli¢ni | Ekoloski Kamenito tlo s malo biljnog
Maslini | ME k (EPM) 24 pokrova
3 k Skabrn | Integrirani Travnati pokrov okruzen
MI ja (IPM) 0,85 Sikarom
4 Ekoloski
Vinogr | VE Nadin | (EPM) 15 Obradivano tlo s korovom
5 ad Integrirani
VI Bastica | (IPM) 6 Obradivano tlo s korovom

Tablica 2. Kemijsko-fizioloske karakteristike tla na istrazivanim plohama. MI ozna¢ava maslinik

s IPM, ME maslinik s EPM, VI vinograd s IPM, VE vinograd s EPM, C prirodno staniste ( Seri¢

Jelaska, osobno priop¢enje) ST DEV oznacava standardnu devijaciju navedenih vrijednosti.

Prosjetni | STDEV | PTo8e | ST DEV Eaetzr(‘:ft'gk'
Oznaka | Prosjetni | STDEV |  udio (udio USKE (kapacitet | <P
kapacitet za vodu
plohe pH (pH) organske | organske tla za
tvari (%0) tvari) tia za vodu) prema
vodu (%) Gracaninu
C 7,16 0,18 7,54 0,73 39,14 4,22 osrednji
ME 7,59 0,05 5,68 0,44 30,40 9,87 malen
Ml 7,61 0,06 3,60 0,44 38,22 8,23 osrednji
VE 7,48 0,07 3,59 0,27 43,18 3,72 osrednji
VI 7,52 0,12 4,74 0,48 31,84 3,25 malen
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Fauna beskraljeznjaka uzorkovana je tijekom dvije godine, 2018. i 2019., od travnja do srpnja i od
rujna do studenog kako bi se obuhvatio cijeli vegetacijski period. Koristene su razli¢ite metode
uzorkovanja. Metoda lovnih zamki koristena je u 2018. za uzorkovanje faune tla s ciljem dobivanja
podataka o raznolikosti beskraljeznjaka na istrazivanim plohama. Lovne zamke (o= 8 cm, V=300
mL) postavljene su ispod stabla masline odnosno vinove loze s razmakom izmedu susjednih zamki
od 10 metara. Zamke su postavljene u sredini istrazivanih ploha s ciljem izbjegavanja utjecaja ruba
(engl. edge effect) na faunisticki sastav. Tako postavljene zamke praznjene su u prosjeku svaka dva
tjedna u periodima uzorkovanja. Uzorkovane jedinke pohranjene su u 80% etanol. Metodom
stresanja uzorkovana je fauna u krosnji tijekom sezone 2018. Stresanjem je bilo obuhvaceno pet
grana na dvanaest razli¢itih stabala pri svakom terenskom obilasku ploha od ukupno devet
obilazaka. Uzorkovanje tla metodom Tullgrenovih lijevaka obavljeno je jednom u travnju i jednom
u listopadu 2018. godine. Jedinke uzorkovane metodom stresanja i Tullgrenovih lijevaka
pohranjene su u apsolutni etanol kako bi se o¢uvala DNA za daljnje analize. Metoda zamki
zivolovki i sakupljanje rukom provodilo se tijekom 2018. i 2019. Navedene metode koriStene su
za uzorkovanje predatorskih beskraljeznjaka s ciljem istraZzivanja trofickih odnosa metodom
eDNA.

U zamke zivolovke je dodavano par kapi vinskog octa kao mamac te su ostavljane tijekom no¢i i
praznjene sljedece jutro. Jedinke su se neposredno nakon sakupljanja, pohranjivale u apsolutni
etanol, koji je potrebno promijeniti unutar 24 h nakon skupljanja kako bi se ocuvala DNA prisutna
u probavilu. Takoder u zamke zZivolovke dodane su grane kako bismo sprijecili da se jedinke koje
se nadu u zamkama medusobno napadnu. Zamke su se otvarale svakim izlaskom na teren i
pregledavale svaki dan sve dok se nije ulovio dovoljan broj jedinki za trofi¢ke analize. Svaka

predatorska jedinka odvajana je u zasebnu epruvetu kako bi se izbjegla unakrsna kontaminacija.
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Slika 3. Primijenjena koncentracija bakra (g/ha) na istrazivanim poljoprivrednim plohama (a) te
primijenjena koncentracija (g/ha) sintetickih pesticida na plohama s integriranim nacinom
upravljanja (b) tijekom 2018. i 2019. godine. Preuzeto i prikazano prema lvankovi¢ Tatalovié i sur.
(2020.) i Seri¢ Jelaska i sur. (2020.). MI oznadava maslinik s IPM, ME maslinik s EPM, VI
vinograd s IPM, VE vinograd s EPM.

21



3.2 Morfolosko odredivanje beskraljeznjaka

Pauci prikupljeni metodom lovnih zamki odredeni su morfoloski do razine vrste ili roda
koriStenjem internetske baze "Araneae-Spiders of Europe™ (https://www.araneae.nmbe.ch, zadnje
pristupljeno 15 travnja 2022.) (Nentwig i sur., 2022.). Pauci prikupljeni metodom stresanja
odredeni su morfoloski do razine porodice koristenjem knjige Pekar i sur. (2013.). Pauci prikupljeni
metodom zamki zivolovki ili rukom, za istrazivanje trofickih odnosa, morfoloski su odredeni do
vrste u slucaju odraslih jedinki, a roda ili porodice u slucaju juvenilnih ili subadultnih jedinki
koriStenjem ranije navedenog online izvora.

Uzorci beskraljeznjaka prikupljeni metodom stresanja svrstani su u redove ili porodice, te
podijeljeni na morfo-vrste prema Brock (2017.) Tako razvrstani uzorci koriSteni su u daljnjim

laboratorijskim analizama.

3.3 Metoda DNA barkodiranja

3.3.1 lzolacija ukupne genomske DNA

Izolacija DNA beskraljeznjaka napravljena je prema protokolu od Casquet i sur. (2012.)
koristenjem Chelex polimera (Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka) ili koriStenjem
standardnih kitova za izolaciju DNA, DNA Blood and Tissue (Qiagen, Hilden, Njemacka) te
GenElute Mammalian Genomic DNA kit (Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Germany). DNA je
izolirana iz epitelnog tkiva u slucaju gujavica (Lumbricidae, Oligochaeta), te misi¢a u nozi ili cijele
jedinke, ovisno o dimenziji jedinke, u sluéaju kukaca (Arthropoda, Insecta), pauka (Arthropoda,
Araneae) te jednakonoznih rakova (Malacostraca, Isopoda). Prema protokolu od Casquet i sur.
(2012.) odabrani dio tkiva jedinke odvojen je sterilnom pincetom ili $karicama te je dodano 150
uL 10% Chelexa (Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka) i 10 pL proteinaze K (c= 20
mg/mL) (Sigma Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka). Pincete i $kare sterilizirane su plamenom
nakon svake sekcije, kako bi se sprijeCila unakrsna kontaminacija uzoraka. Uzorci su potom
vorteksirani, centrifugirani (30 s, 8000 rpm) te inkubirani preko no¢i na 56°C. Izolati gDNA su
pohranjeni na -20°C prije daljnje uporabe. Volumen DNA eluata iznosio je 200 pL u slucaju

standardnih kitova, odnosno 160 puL u slu¢aju izolacije putem Chelex protokola.
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3.3.2 Umnazanje DNA i odredivanje primarne strukture DNA

Za lancane reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) koristena je DreamTaq
2x (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) ili Emerald 2x (Takara, Kusatsu,
Shiga, Japan) polimeraza te parovi pocetnica za barkod regiju mitohondrijskog gena za citokrom
oksidazu podjedinica I (COI); LCO1490/HCO2198 (Folmer i sur., 1994.) te LCO1490/chelicerate
reverse 2 (Barrett i Hebert, 2005.).

Tablica 3. Popis pocetnica koristenih za umnaZzanje barkod regije prema skupinama S navedenim

temperaturama sparivanja pocetnica s kalupom.

Temperatura

sparivanja

pocetnica s
Razred Red kalupom Pocetnice
Insecta Hymenoptera 47°C LCO1490/HC0O2198
Insecta Lepidoptera 51°C LCO1490/HCO2198
Insecta Diptera 51°C LCO1490/HCO2198
Insecta Hemiptera 47°C LCO1490/HCO2198
Annelida Clitellata 51°C LCO1490/HCO2198
Malacostraca | Isopoda 51°C LCO1490/HC0O2198
Entognatha Collembola 50°C LCO1490/HCO2198
Arahnida Araneae 51°C LCO1490/chelicerate reverse2

Sve reakcijske smjese sadrzavale su 1xPCR pufer, 0,2 uM koncentraciju pocetnica te 1 pL DNA
kalupa u ukupnom volumenu 10 pL. Reakcijski uvjeti za DreamTaq polimerazu bili su sljedeci:
pocetna denaturacija na 95 °C tijekom 3 minute, nakon Cega je slijedilo 40 ciklusa koji su
ukljucivali denaturaciju na 95 °C tijekom 30 s, sparivanje pocetnica s kalupom na temperaturi
naznac¢enoj u Tablici 3 tijekom 30 s i elongaciju na 72 °C tijekom 60 s, te zavrsna elongacija na 72
°C tijekom 10 minuta. Za Emerald polimerazu, denaturacija je bila na 94 °C tijekom 30 s,
sparivanje pocetnica s kalupom na temperaturi naznac¢enoj u Tablici 3 tijekom 30 s i elongacija na

72 °C tijekom 60 s, broj ciklusa iznosio je 40.
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UspjeSnost umnazanja fragmenata i njihova koncentracija provjereni su gel elektroforezom
koriste¢i 1% agarozni gel.

Sekvenciranju je prethodilo uklanjanje preostalin dNTP-ova i istaloZzenih pocetnica enzimskim
proc¢is¢avanjem PCR produkata. Enzimi koristeni u reakciji bili su egzonukleaza 1 (Exol) i alkalna
fosfataza (AP) (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts, SAD), a za 10 pL reakcijskog
volumena dodano je 0,0025 pL Exol (poc¢etna koncentracija= 20000 units/mL) i 0,005 uL AP
(pocetna koncentracija= 1000 units/mL). Reakcijski uvjeti ukljucivali su tri koraka: 37 °C tijekom
60 minuta, 80 °C tijekom 20 minuta i 4 °C tijekom 10 minuta. Uzorci su na Sangerovo
sekvenciranje poslani u Macrogen Inc. (Amsterdam, Nizozemska), a za sekvenciranje su koriStene

pocetnice istovjetne onima u PCR reakciji.

3.3.3 Uredivanje i sravnavanje dobivenih sekvencija i bioinformati¢ka obrada
podataka

Za sve dobivene sekvencije kromatogrami su pregledani za postojanje stop-kodona, insercija ili
delecija i dvostrukih signala, kao naznaka da se radi o umnazanju jezgrinog pseudogena
mitohondrijskog gena ili neuspjelom sekvenciranju, koriste¢i BIOEDIT v.7.2. (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, MI, USA) (Hall, 1999.). Sekvencije neodgovarajuce kvalitete
izostavljene su iz daljnjih analiza. Sekvencije su uredene na nacin da su uklonjeni nukleotidi koji
odgovaraju sekvencijama pocetnica koristenih u PCR reakciji. U slucaju uspjesnog sekvenciranja
5" i 3" smjerova sekvencija sastavljena je iz oba smjera koriste¢i BIOEDIT v.7.2. (Gene Codes
Corporation, Ann Arbor, MI, USA) (Hall, 1999.).

Taksonomsko odredivanje jedinki napravljeno je koriStenjem alata dostupnih baza podataka; Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul i sur., 1990.) u National Center for
Biotechnology Information (NCBI) bazi, te BOLD Identification Engine (Ratnasingham i Hebert,
2007) u bazi The Barcode of Life Data System (BOLD).

Dok su u slucaju pauka odrasle jedinke odredene integrativnim taksonomskim pristupom koristeéi
morfoloske osobine te usporedbu COIl regije s podacima u bazi, dok su juvenilne jedinke, s obzirom
da ne posjeduju razvijene dijagnosticke osobine potrebne za odredivanje vrste, odredene su
povezivanjem dobivenih sekvencija sa sekvencijama odraslih jedinki, dostupnih u bazama, a ¢ija

je identifikacija utvrdena morfologijom.
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Postojanje barcode gap-a utvrdeno je koriStenjem alata "Barcode Gap Analysis" dostupnog putem
BOLD baze podataka (Ratnasingham i Hebert, 2007.), koriste¢ci MUSCLE sravnjenje (Edgar i sur.,
2004.) te Kimura-2-Parameter (K2P) distance (Puillandre i sur., 2012.).

Jedinke cCije odredivanje do razine vrste nije bilo moguce koriStenjem dostupnih podataka u
bazama, svrstane su u zasebne molekularne operacijske jedinice (eng. Molecular Operational
Taxonomic Unit, MOTU) primjenom filogenetskih analiza i metoda razgrani¢avanja vrsta (eng.
species delimitation methods). Sve dostupne sekvencije za gujavice te skokune preuzete su iz baze
podataka BOLD (zadnje pristupljeno 15. veljac¢e 2022.) i sravnjene sa sekvencijama s istraZivanih
ploha u MEGA X (Kumar i sur. 2018) koriste¢ci MUSCLE (Edgar i sur., 2004.). Sekvencije su
rasporedene u COIl haplotipove pomoc¢u online alata FaBox v.1.5 (Villesen, 2007.) za sve
analizirane rodove gujavica i skokuna. Prisutnost stop-kodona u sravnjenjima DNA sekvencija
provjerena je u programu Mesquite ver. 3.5 (Maddison i Maddison, 2019.). Metoda najvece
vjerojatnosti (engl. The Maximum Likelihood analysis, ML) napravljena je koriStenjem RAXML-
HPC ver. 8.2.12 (https://www.phylo.org, zadnje pristupljeno 14. veljace 2022.) (Stamatakis, 2014.)
u CIPRES Gateway (Miller i sur., 2010.) koristenjem GTRGAMMA modela. Brza bootstrap
analiza (engl. a rapid bootstrap analysis) s 1000 replikata (Stamatakis, 2014.) koriStena je za
pretragu ML stabla. Za odredivanje broja MOTU jedinica koriStene su analize razgraniCavanja
vrsta, "Automatic Barcode Gap Discovery” (ABGD) metoda (Puillandre i sur., 2011.), ,,a Bayesian
implementation of the PTP model for species delimitation* (bPTP) metoda (Zhang i sur., 2013.) te
"multi-rate Poisson Tree Process"” (mPTP) metoda (Kapli i sur., 2017.). Metodama ABGD i bPTP
analizirane su sravnjene DNA sekvencije haplotipova, dok su metodom mPTP analizirana ranije
izvedena ML stabla. ABGD metoda provedena je na serveru
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html, zadnje pristupljeno 14. veljace 2022.),
primjenom K2P modela i kori$tenjem zadanih parametara, osim parametra relative gap width, koji
je postavljen na X = 1,0. Metoda mPTP provedena je serveru (http://mptp.h-its.org/, zadnje
pristupljeno 14. velja¢e 2022.), sa zadanim postavkama i unosom ML stabla iz RAXML
(Stamatakis, 2014.). bPTP metoda je provedena na serveru (https://species.h-its.org, zadnje
pristupljeno 14. veljace 2022.), implementirana koristenjem zadanih parametara, osim parametra
ukorijenjenosti stabla gdje je navedeno da je stablo ukorijenjeno te navodenjem vanjske grupe.

Genetske udaljenosti (p-udaljenosti) izracunate su u MEGA-X (Kumar i sur., 2018.).
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3.3.4 Rarefakcijske krivulje temeljene na broju jedinki

Rarefakcijske krivulje temeljene na broju jedinki (engl. rarefaction individual-based curves) su
napravljene za uzorke uzimane metodom stresanja redovito tijekom cijele sezone kako bi se
odredio ocekivani broj BIN-ova kao funkcija broja uzorkovanja. Broj uzorkovanih BIN-ova smatra

se prikladnim za procjenu bogatstva vrsta kada krivulja dosegne plato (Albertini i sur., 2017.)

3.4 Metoda DNA metabarkodiranja

3.4.1 lzolacija eDNA iz probavila

Pauci imaju predprobavu izvan tijela, a probava plijena se odvija u razli¢itim dijelovima tijela,
ukljucujuéi prsa i noge gdje su smjestene divertikule srednjeg crijeva te je sukladno odvajanje
probavila zahtjevno (Macias-Herndndez i sur., 2018.; Bulgarini i sur., 2022.). S obzirom na to,
prilikom izolacije DNA plijena odvajan je zadak pojedina¢nih jedinki slijedeéi rezultate Macias-
Hernandez i sur. (2018.) da je najvisa koncentracija DNA plijena prisutna u zatku pauka u
usporedbi s drugim dijelovima tijela. Sekcija je napravljena pomocu pinceta i $kara, steriliziranih
natrijevim hipokloritom (uz detaljno ispiranje destiliranom vodom) i plamenom nakon svake
sekcije, kako bi se sprijecila unakrsna kontaminacija uzoraka. Nakon izolacije DNA grupe uzoraka
sav pribor je dodatno steriliziran izlaganjem UV svjetlu na 30 minuta ili dulje.

DNA je izolirana koristenjem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka). U prvom
koraku, tkivo je usitnjeno sterilnim mikro-stapi¢ima, u puferu za lizu tkiva i proteinazi K. Usitnjeni
uzorci su nekoliko puta vorteksirani te centrifugirani (30 s, 8000 rpm), a zatim inkubirani na 56°C
tijekom 12 sati ili duze, kako bi se potpunom fragmentacijom tkiva osigurao bolji prinos DNA.
Preostali dio izolacije izveden je slijede¢i upute proizvodaca. Elucija DNA je napravljena u
volumenu od 200 pL. Svi izolirani uzorci DNA pohranjeni su na -80°C do daljnje uporabe. Za
svakih 12 jedinki pauka ukljucena je barem jedna negativna kontrola, tretirana iStovjetno uzorcima,
ali bez dodanog tkiva. U slucaju da su negativne kontrole sadrzavale DNA, odgovarajuci skup

uzoraka izostavljen je iz naknadnih analiza.
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3.4.2 Umnazanje eDNA iz probavila, priprema biblioteke i sekvenciranje nove
generacije

Za analizu ishrane putem eDNA metodologije koristen je protokol Seri¢ Jelaska (2019.) razvijen
na trécima kroz projekt ,,Jedinstvo uz pomo¢ znanja*“ (UKF br. 10/19). i temeljen na istrazivanjima
vezanim za eDNA metodologiju (Taberlet i sur., 2012.) i molekularne alate u istrazivanjima
prehrane pauka i drugih skupina beskraljeznjaka (Binladen i sur., 2007.; Brown i sur., 2014.; Cuff
i sur., 2021a.; Cuff i sur., 2021b.; Tercel i sur., 2022.) nakon Cega je u laboratoriju provedena
optimizacija PCR za umnazanje COl markera iz eDNA pauka. Za umnazanje eDNA pauka
odabrana su dva para pocetnica: BF3-BR2 od Elbrechta i sur. (2019.), koje umnazaju $irok raspon
beskraljeznjaka ukljucuju¢i pauke, te TelperionF-LaurelinR, koje umnazaju DNA niza
beskraljeznjaka, ali ne i DNA pauka, tzv. isklju¢ujuce pocetnice (engl. excluding primers) (Cuff i
sur., 2021a.) (Tablica 4). Par pocetnica BF3-BR2 umnaza ciljnu regiju COIl dugu 418 pb, a duljina
amplikona iznosi 458 pb. Par pocetnica TelperionF-LaurelinR umnaza ciljnu regiju COI dugu 301
pb, a duljina amplikona iznosi 344 pb. Svi uzorci su umnozeni koriste¢i Qiagen PCR Multiplex Kit
(Qiagen, Hilden, Njemacka) s ciljem potvrde eDNA plijena u probavilu pauka, u reakcijskoj smjesi
ukupnog volumena 5 pL, sastavljenoj od 2,5 uL QIAGEN Multiplex PCR Master Mixa, 0,1 pL
pojedine pocetnice u kona¢noj koncentraciji od 0,2 uM, 1,3 uL sterilne vode i 1 uL DNA kalupa.
Reakcijski uvjeti bili su kako slijedi: 95 °C tijekom 15 min, nakon ¢ega je slijedilo 35 ciklusa
denaturacije na 94 °C tijekom 30 s, sparivanje pocCetnica s DNA kalupom na 47°C za par pocetnica
BF3-BR2, ili 54°C za par pocetnica TelperionF-LaurelinR tijekom 30 s, elongacija na 72 °C
tijekom 90 s, i jedan ciklus zavr$ne elongacije na 72 °C tijekom 10 minuta. PCR amplikoni su

vizualizirani na 2% agaroznom gelu te su neumnozeni uzorci odbaceni iz daljnjih analiza.

27



Tablica 4. Pocetnice unutar COIl regije koristene za umnazanje eDNA prisutne u probavilu pauka.
Skracenica F oznacGava pocetnice u 5'-3 smjeru (engl. forward), skra¢enica R ozna¢ava pocetnice

u 3°-5'smjeru (engl. reverse).

Duljina

Pocetnica | Sekvencija5-3 Smjer | (pb) Izvor

Elbrecht i sur.,
BF3 CCHGAYATRGCHTTYCCHCG F 20 | 2019.

Elbrecht i Leese,
BR2 TCDGGRTGNCCRAARAAYCA R 20 | 2017.
TelperionF | GGAACWHTATAYTTWATWTTYGG | F 23 | Cuffisur., 2021.
LaurelinR GGRTAWACWGTTCAWCCWGT R 20 | Cuffisur., 2021.

Izabrani uzorci su zatim umnozeni u MID-tag PCR reakcijama u svrhu pripreme knjiznice (engl.
library preperation) za sekvenciranje nove generacije. Sve pocetnice su oznacene jedinstvenom
Molecular ldentifier (MID) oznakom duljine 8 pb (Tablica 5,6), tako da svaki uzorak ima
jedinstvenu kombinaciju 5° i 3* pocetnice, za oba para pocetnica. Duljina amplikona s MID
oznacenim pocetnicama u slucaju BF3-BR2 iznosila je 474 pb, a u slucaju TelperionF-LaurelinR
para pocetnica 360 pb. Navedena PCR reakcija je provedena u ukupnom volumenu od 25 pL, s
12,5 pL QIAGEN Multiplex PCR Master Mixa, 2,5 pL 2 uM 5" i 3" pocetnice, 6,5 pL sterilne
vode i 1 uL. DNA kalupa. Protokol PCR reakcije slijedio je prethodno opisane uvjete. U svakoj
pojedinacnoj reakciji ukljuc¢eno je 12 negativnih PCR kontrola i dvije pozitivne PCR kontrole
prema protokolu preuzetom iz ranijih istraZivanja (Cuff i sur., 2021a.; Cuff i sur., 2021b.; Seri¢
Jelaska, 2019). Nakon PCR reakcije, koncentracija amplikona izmjerena je gel elektroforezom na
2% agaroznom gelu. Uzorci vizualizirani na istom agaroznom gelu grupirani su u jedan skup
uzorak prema izracunatoj koncentraciji. Proces grupiranja u skup uzoraka (engl. pool) uklju¢ivao
je dodavanje volumena pojedina¢nog uzorka izra¢unatog prema omjeru njegove koncentracije i
koncentracije uzorka s najviSom koncentracijom DNA, kako bi se osigurala priblizna
ekvimolarnost DNA iz svakog uzorka. Negativne kontrole grupirane su na temelju prosje¢nog

volumena svih uzoraka.
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Tablica 5. Popis pocetnica s MID oznakama (kurziv) za BF3-BR2 par pocetnica te pripadajuce

sekvencije.

Pocetnica Sekvencija 5-3°

BF3F1 TAGCCACTCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F2 GAGGACTACCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F3 AGAAGAGGCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F4 CGATGAGTCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F5 GTGTAGTCCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F6 GAGTTCCTCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F7 ACACACAGCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F8 AACCTAGCCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F9 ACACAGGTCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F10 TAGAGCTGCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F11 AACCTCAGCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F12 GGATGATCCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F13 TATCTGGCCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F14 CTGGTTGACCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F15 TCCAACACCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BF3F16 GTGTGAAGCCHGAYATRGCHTTYCCHCG
BR2R1 TCATAGCGTCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R2 TGAGGACATCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R3 AACAGGAGTCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R4 GAGTAACCTCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R5 CAGCTCATTCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R6 TGCTCCAATCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R7 TCAGTCGATCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R8 GTGCTCAATCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R9 ACAAGACCTCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R10 CAGGAACATCDGGRTGNCCRAARAAYCA
BR2R11 GTGATCTCTCDGGRTGNCCRAARAAYCA
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BR2R12

Tablica 5.- nastavak
ACTTGGCTTCDGGRTGNCCRAARAAYCA

BR2R13

CGATACACTCDGGRTGNCCRAARAAYCA

BR2R14

TCATCCTGTCDGGRTGNCCRAARAAYCA

BR2R15

CAGGCTAATCDGGRTGNCCRAARAAYCA

BR2R16

TCATCGGTTCDGGRTGNCCRAARAAYCA

BR2R17

AGTTCCACTCDGGRTGNCCRAARAAYCA

BR2R18

AACCAACGTCDGGRTGNCCRAARAAYCA

BR2R19

CGCATAGATCDGGRTGNCCRAARAAYCA

BR2R20

CAGTTCTCTCDGGRTGNCCRAARAAYCA

Tako dobiveni skupovi uzoraka procis¢eni su pomoc¢u SPRIselect kuglica (Beckman Coulter, Brea,

SAD), prema protokolu proizvodaca za left-side size selection. Nakon proc¢i§¢avanja, koncentracija

svakog skupa izmjerena je na Qubit Fluorometru (ThermoFisher Scientific, Waltham, SAD)

koristenjem Qubit dsSDNA High-sensitivity Assay kita (ThermoFisher Scientific, Waltham, SAD)

prema uputama proizvodaca. [zmjerene koncentracije koriStene su za grupiranje skupova uzoraka,

prema najvi$oj koncentraciji, u jedan skup (engl. super pool) kako bi se osigurala priblizna

ekvimolarnost DNA. U Novogene Europe (Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo) je napravljena

priprema Illumina knjiznice dodavanjem Illumina adaptera i sekvenciranje sljedece generacije na

Illumina Novaseq uredaju visoke proto¢nosti. Sekvenciranje s duljinom amplikona od 250 pb je

napravljeno u oba smjera uz dubinu sekvenciranja od 35 000 ocitanja po uzorku.

Tablica 6. Popis pocetnica s MID oznakama (kurziv) za TelperionF-LaurelinR par pocetnica te

pripadajuce sekvencije.

Pocetnica Sekvencija 5™-3

TelperionF1 TAGCCACTGGAACWHTATAYTTWATWTTYGG
TelperionF2 GAGGACTAGGAACWHTATAYTTWATWTTYGG
TelperionF3 AGAAGAGGGGAACWHTATAYTTWATWTTYGG
TelperionF4 CGATGAGTGGAACWHTATAYTTWATWTTYGG
TelperionF5 GTGTAGTCGGAACWHTATAYTTWATWTTYGG
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Tablica 6.- nastavak
TelperionF6 GAGTTCCTGGAACWHTATAYTTWATWTTYGG

TelperionF7 ACACACAGGGAACWHTATAYTTWATWTTYGG
TelperionF8 | AACCTAGCGGAACWHTATAYTTWATWTTYGG
LaurelinR1 CGCATAGAGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR2 CAGTTCTCGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR3 AACGAGTGGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR4 CTGTCAACGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR5 TCCACCTAGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR6 CGCATCTTGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR7 GATACGCTGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR8 GTGTTGGAGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR9 ACACTAGGGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR10 | CGCCAATTGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR11l | TAGCAAGGGGRTAWACWGTTCAWCCWGT
LaurelinR12 | GTCACAGAGGRTAWACWGTTCAWCCWGT

3.4.3 Bioinformaticka obrada i analiza podataka

Bioinformaticki protokol (engl. bioinformatic pipeline) preuzet je od Drake i Cuff. (2021.) te
prilagoden radu na raCunalnom klasteru Isabella (SveuciliSni raunski centar SveuciliSta u Zagrebu,
SRCE).

Sekvenciranja na Illumini je generiralo 9 234 272 ocitanja (engl. reads) za sekvenciranje s BF3-
BR2 parom pocetnica te 3 519 228 ocitanja (engl. reads) za sekvenciranje s TelperionF-LaurelinR
parom pocetnica. Kvaliteta dobivenih sekvencija provjerena je koristeci algoritam FastP (Chen i
sur., 2018.) nakon ¢ega su u istom programu forward i reverse ocitanja sravnjena (engl. aligned) i
sjedinjena (engl. merged). Demultipleksiranje, proces kojim se NGS ocitanja dodjeljuju izvornom
uzorku na temelju sekvencije pripadaju¢eg molekularnog barkoda, napravljeno je koriste¢i Mothur
v. 1.40.4 algoritam (Schloss i sur. 2009). Kopije su uklonjene, a o¢itanja su grupirana u OTU-e
koriste¢i Unoise3 algoritma u Usearchll programu (Edgar, 2010.). Dobivenim sekvencijama
dodijeljen je taksonomski identitet koristenjem podataka iz GenBanka putem BLASTn v2.7.1.
(Camacho i sur., 2009.) koriste¢i 97% identiteta (Alberdi i sur., 2017.). Tijekom pripreme podataka
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za statisticke analize uklonjeni su svi brojevi ocitanja koji su bili manji od najveéeg broja ocitanja
prisutnog u negativnim kontrolama za odgovaraju¢i OTU. Takoder, svojte zabiljezene u pozitivnim
kontrolama, a koje se razlikuju od svojti odabranih za pozitivne kontrole izracunate su kao postotak
u odnosu na ukupan broj ocitanja u toj pozitivnoj kontroli. Najveci od tih postotaka koriSten je za
uklanjanje ocitanja po uzorku te su smatrani pogreskom tijekom sekvenciranja poput tag-jumpinga
1 veCeg umnazanja najzastupljenijih svojti. Za BF3BR2 par pocetnica takav postotak iznosio je

1,6% dok za TelperionF-LaurelinR je iznosio 0,6%.

3.4.4 Statisticka i graficka obrada podataka

Analize su provedene u programima Statistica™ v.14, R v.4.2.1. (R Core Team, 2022), programu
TIBCO Statistica™ i Paleontological Statistics 4.03 softveru (PAST) (Hammer i sur., 2001.).
Razlike u hranjenju pauka s razli¢itim redovima beskraljeznjaka usporedene su izmedu skupina
pauka s obzirom na tip lova, dviju sezona (jesen i proljece) te tipa upravljanja poljoprivrednim
povrSinama koriStenjem generalizirane jednadzbe procjene (engl. generalized estimating
equations, GEE) putem ,,geeglm* u ,,geepacku‘ paketu (Pekér i Brabec, 2018.). U analizi su
koriSteni binarni podaci, tj. prisutnost odnosno odsutnost redova plijena u probavilu, s obzirom na
poteskoce pri kvantifikaciji podataka metabarkodiranja (Deagle i sur., 2019). Razlike su
vizualizirane koriStenjem Sankey dijagrama putem ,,SankeyNetwork™ u paketu “networkD3”
(Allaire isur., 2017).

Paket “vegan package” putem naredbe ,,shannon‘ (Oksanen i sur., 2022) koriSten je za analizu alfa
raznolikosti (Shannonov indeks raznolikosti) redova plijena u probavilu pauka s razlicitih ploha.
Shannonov indeks je koristen u odnosu na druge indekse raznolikosti s obzirom da uzima u obzir
I bogatstvo vrsta i ravnomjernost u distribuciji vrsta u uzorku.

Jaccard indeksi su izracunati i prikazani koristenjem softvera PAST 4.03 (Hammer i sur., 2001.).
Jaccard indeks uzima u obzir samo prisutnost ili odsutnost vrsta te je kao metoda pogodna za
analizu trofickih odnosa dobivenih sekvenciranjem nove generacije s obzirom na zahtjevnost
pretvaranja broja o€itanja u brojnost plijena u probavilu. Jaccard indeks korisSten je za usporedbu
plijena izmedu ploha te za usporedbu s ranijim rezultatima o raznolikosti beskraljeZnjaka

analiziranih metodom DNA barkodiranja.
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Razlike u grabezljivosti pauka prema fitofagnim beskraljeznjacima, ostalom plijenu ili drugim
grabezljivcima analizirane su faktorijalnom analizom varijance (engl. Factorial Analysis of
Variance, ANOVA) u programu TIBCO Statistica™. Za ANOVA analizu, vrste plijena zabiljezene
u probavilu klasificirane su u tri skupine, fitofagni beskraljeznjaci, ostali plijen (kukci i ostali

beskraljeznjaci u koje spadaju detritofagi, paraziti i opraSivaci) i grabezljivci (www.cabi.org/isc,
zadnje pristupljeno 29.9.2022.). Broj jedinki zabiljezen u probavilu pauka grupiran prema
navedenim skupinama koristen je u analizi. Razlike u grabezljivosti pauka prema fitofagima,
ostalom plijenu ili drugim grabeZljivcima vizualizirane su pomocu funkcije 'geom violin' u
'ggplot2' s nazna¢enim kvartilima, medijanom i gornjom granicom od 95%, za odabrane faktore.

Odabir plijena objasnjava ovisi li prehrana pauka o dostupnosti specifi¢nog plijena u stanistu ili ¢e
pauci specifican plijen odabirati u ve¢im koli¢inama i pri manjim gusto¢ama tog plijena u stanistu
odnosno u manjim koli¢inama pri ve¢im gustocama tog plijena u staniStu. Odabir plijena je
analiziran putem mreznih nultih modela u paketu” econullnetr” (Vaughan i sur., 2018.) s naredbom

’generate_null_net”.

3.5 PCR dijagnostika

Metodom PCR dijagnostike ispitani su odabrani DNA izolati iz probavila pauka, koriste¢i grupno
ili vrsno specifi¢ne pocetnice, ciljaju¢i dio mitohondrijskog ili jezgrinog genoma za odabrane
skupine plijena, Collembola i Diptera (vrsta Bactrocera oleae, Tephritidae) prate¢i metodologiju
iz Seri¢ Jelaska i sur. (2014a., 2014b.) i Seri¢ Jelaska i Symondson (2016.). Popis podetnica
koristen za PCR dijagnostiku naveden je u Tablici 7. Popis analiziranih jedinki nalazi se u Tablici
P2,
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Tablica 7. Popis pocetnica koristenih za PCR dijagnostiku. Skracenica F oznacava pocetnice u 5°-

3 smjeru (engl. forward), skra¢enica R oznaCava pocetnice u 3'-5smjeru (engl. reverse).

Skracenica COl oznacava ciljnu regiju unutar gena za citokrom c oksidazu, dok 18S oznacava

regiju unutar gena za 18S ribosomsku RNA.

Vrsno/grupn Duljina
o specificne | Ciljna | amplikon
Pocetnica Sekvencija 5'-3° Smjer pocetnice: regija | a (pb) Izvor
Panni i
CAGTAGTACTAA Pizzolotto,
p_Cox1D F | CAGCCCTAC F 2018.
B. oleae 136 _
Panni i
TTGGTAAAGGAT Pizzolotto,
p_Cox1DR | TGGGTCTCC R col 2018.
CAGCAGCATAGT Lantero i
334F GGAAAACG F sur., 2017.
GATACCTGCTAA - oleac 100 Lantero i
440R ATGGAGTG R COl sur., 2017.
Kuusk i
GCTACAGCCTGA Agusti,
Col4F ACAWTWG F 2008.
Kuusk i
TCTTGGCAAATG Agusti,
COL5R CTTTCGCAGTA R Collembola 18S 177 pb | 2008.

PCR dijagnostika je odabrana kao metoda za usporedbu, dodatnu provjeru i nadopunjavanje

rezultata DNA metabarkodiranja sadrzaja probavila i to ciljano za maslininu muhu (B. oleae) kao

vrstu koja uzrokuje znacajnije Stete na urodu maslina te skokune. Cilj je bio optimizirati metodu

PCR dijagnostike (optimizacija razliCitth parova pocetnica) kako bi se mogla Kkoristiti za

kvantifikaciju interakcija B. oleae i vrsta pozitivnih na nju, te koristiti u maslinicima za monitoring

interakcija i prisutnost navedene vrste.
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3.5.1 PCR dijagnostika- Bactrocera oleae

Prvi par pocetnica za pregledavanje probavila pauka na prisutnost Bactrocera oleae su pocetnice
334F-440R (Lantero i sur., 2017.). Optimizacija PCR protokola ukljucivala je umnazanje ne-ciljne
DNA, u vidu ukupne genomske DNA predatora (Zelotes sp., Gnaphosidae; Oxyopes sp.,
Oxyopidae; Xerolycosa sp., Lycosidae; Alopecosa sp., Lycosidae) te ukupne genomske DNA
drugih vrsta Diptera i drugih beskraljeZnjaka, te ciljne DNA (B. oleae) u gradijent PCR reakciji.
Raspon temperatura sparivanja pocetnica s DNA kalupom u PCR reakciji iznosio je od 53°C do
64°C. Reakcijska smjesa sadrzavala je 1x DreamTaq PCR pufer (ThermoFisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD), 0,2 uM koncentraciju pocetnica te 1 pL. DNA kalupa u ukupnom
volumenu 6 pL. Reakcijski uvjeti za DreamTaq polimerazu bili su kako slijedi: pocetna
denaturacija na 95 °C tijekom 3 minute, nakon cega je slijedilo 40 ciklusa koji su ukljucivali
denaturaciju na 95 °C tijekom 30 s, sparivanje pocetnica s kalupom na temperaturama od 53°C do
64°C tijekom 30 s i elongaciju na 72 °C tijekom 60 s, te zavr$na elongacija na 72 °C tijekom 10
minuta. Na temperaturi 62°C umnazala se ciljna DNA (B. oleae), dok se DNA grabezljivih vrsta,
drugih Diptera i beskraljeznjaka nije umnazala te je ta temperatura sparivanja pocetnica s kalupom
odabrana za reakcije navedene u sljede¢em odlomku .

Ukupno 168 jedinki pauka pregledano je za prisutnost B. oleae u probavilu. Jedinke ¢ija je DNA
iz probavila pregledavana na prisutnost B. oleae su prikupljene u dva istrazivana maslinika kako je
opisano u potpoglavlju ” 3.1 Podrugje istrazivanja i metode uzorkovanja beskraljeznjaka”, te im
je DNA izolirana kao dio istrazivanja metabarkodiranje probavila pauka, prema protokolu
opisanom u potpoglavlju ” 3.4.1. 1zolacija eDNA iz probavila“. Sve PCR reakcije su ukljucivale
pozitivne kontrole (JDNA B. oleae) te negativne PCR kontrole. Reakcijska smjesa sadrzavala je
1x DreamTaq PCR pufer (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD), 0,2 uM
koncentraciju pocetnica te 1 pL DNA kalupa u ukupnom volumenu 6 pL. Reakcijski uvjeti za
DreamTag polimerazu bili su kako slijedi: po¢etna denaturacija na 95 °C tijekom 3 minute, nakon
cega je slijedilo 40 ciklusa koji su ukljucivali denaturaciju na 95 °C tijekom 30 s, sparivanje
pocetnica s kalupom na temperaturama od 62°C tijekom 30 s i elongaciju na 72 °C tijekom 60 s,
te zavr$na elongacija na 72 °C tijekom 10 minuta. Rezultati PCR dijagnostike provjereni su gel
elektroforezom na 2% agaroznom gelu.

Drugi par pocetnica za pregledavanje probavila pauka na prisutnost B. oleae su pocetnice p_Cox1D

F-p_Cox1D R (Panni i Pizzolotto, 2018.). Optimizacija PCR protokola ukljucivala je umnazanje
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ne-ciljne DNA, u vidu ukupne genomske DNA predatora (Araneus grossus, Araneidae; Hogna
radiata, Lycosidae) te ukupne genomske DNA drugih vrsta Diptera (Scaptomyza pallida,
Drosophilidae; Psilopa obscuripes, Ephydridae; Sarcophaga anaces, Tachinidae) i drugih Insecta
(Prays oleae, Lepidoptera, Prayidae; Psammotettix confinis, Hemiptera, Cicadellidae; Agalmatium
flavescens; Hemiptera, Issidae; Pheidole sp., Hymenoptera, Formicidae; Tapinoma sp.,
Hymenoptera, Formicidae), te ciljne DNA (B. oleae). U gradijent PCR reakciji s rasponom
temperature sparivanja pocetnica s DNA kalupom od 50°C do 65°C odabrana je temperatura od
55.5°C. Pri odabranoj temperaturi umnazala se ciljna DNA (B. oleae), a DNA predatorskih vrsta i
ostalih Diptera i Insecta nije. PCR reakcijska smjesa sadrzavala je 1x DreamTaq PCR pufer
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD), 0,2 uM koncentraciju pocetnica te 1
puL DNA kalupa u ukupnom volumenu 6 pL. Reakcijski uvjeti za DreamTag polimerazu bili su
sljedeéi: pocetna denaturacija na 95 °C tijekom 3 minute, nakon ¢ega je slijedilo 40 ciklusa koji su
ukljucivali denaturaciju na 95 °C tijekom 30 s, sparivanje pocetnica s kalupom na temperaturama
od 50°C do 65°C tijekom 30 s i elongaciju na 72 °C tijekom 60 s, te zavrsna elongacija na 72 °C
tijekom 10 minuta.

Odabranih 168 jedinki pauka pregledano je za prisutnost B. oleae u probavilu. Sve PCR reakcije
su ukljuc¢ivale pozitivne kontrole (gDNA B. oleae) te negativne PCR kontrole. Reakcijska smjesa
sadrzavala je 1x DreamTaq PCR pufer (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD),
0,2 uM koncentraciju pocetnica te 1 uLL DNA kalupa u ukupnom volumenu 6 pL. Reakcijski uvjeti
za DreamTaq polimerazu bili su kako slijedi: pocetna denaturacija na 95 °C tijekom 3 minute,
nakon ¢ega je slijedilo 40 ciklusa koji su ukljucivali denaturaciju na 95 °C tijekom 30 s, sparivanje
pocetnica s kalupom na temperati od 55.5°C tijekom 30 s i elongaciju na 72 °C tijekom 60 s, te
zavr$na elongacija na 72 °C tijekom 10 minuta. Rezultati PCR dijagnostike provjereni su gel

elektroforezom na 2% agaroznom gelu.

3.5.2 PCR dijagnostika- Collembola

Par pocetnica za pregledavanje probavila pauka na prisutnost skokuna (Collembola) su pocetnice
Col4F- COL5R (Kuusk i Agusti, 2008). Optimizacija PCR protokola uklju¢ivala je umnaZanje ne-
ciljne DNA, u vidu ukupne genomske DNA predatora (Araneus grossus, Araneidae; Hogna

radiata, Lycosidae) te ukupne genomske DNA drugih vrsta Hexapoda (Sarcophaga anaces,
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Diptera, Tachinidae; Prays oleae, Lepidoptera, Prayidae; Coreus marginatus, Hemiptera,
Coreidae), te ciljne DNA skokuna (Collembola) u gradijent PCR reakciji. PCR reakcijska smjesa
sadrzavala je 1x DreamTaq PCR pufer (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD),
0,2 uM koncentraciju pocetnica te 1 pnL. DNA kalupa u ukupnom volumenu 6 pL. Reakcijski uvjeti
za DreamTaq polimerazu bili su sljede¢i: pocetna denaturacija na 95 °C tijekom 3 minute, nakon
cega je slijedilo 40 ciklusa koji su ukljucivali denaturaciju na 95 °C tijekom 30 s, sparivanje
pocetnica s kalupom na gradijentu temperatura od 53,5°C do 60,5°C tijekom 30 s i elongacija na
72 °C tijekom 60 s, te zavr$na elongacija na 72 °C tijekom 10 minuta. Na temperaturi 57.7°C
umanazala se ciljna DNA skokuna, dok se DNA predatorskih vrsta i drugih Hexapoda nije
umnazala te je ta temperatura sparivanja pocetnica s kalupom odabrana za sljedece reakcije.
Ukupno 79 jedinki pauka pregledano je za prisutnost skokuna (Collembola) u probavilu. Jedinke
su izdvojene ovisno pripadaju li fauni tla, te su odabrane porodice Lycosidae i Gnaphosidae; te su
dodatno izdvojene jedinke sakupljene u mjesecima kada su na istrazivanim plohama zabiljezene i
jedinke iz reda Collembola.

PCR reakcijska smjesa napravljena je kako je ranije navedeno. Reakcijski uvjeti za DreamTaq
polimerazu bili su kako slijedi: po€etna denaturacija na 95 °C tijekom 3 minute, nakon cega je
slijedilo 40 ciklusa koji su ukljucivali denaturaciju na 95 °C tijekom 30 s, sparivanje pocetnica S
kalupom na temperaturi od 57.7°C tijekom 30 s i elongaciju na 72 °C tijekom 60 s, te zavrSna
elongacija na 72 °C tijekom 10 minuta. Rezultati PCR dijagnostike provjereni su gel

elektroforezom na 2% agaroznom gelu.
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4. REZULTATI
4.1 4.1. DNA barkodiranje

411 4.1.1. DNA barkodiranje beskraljeznjaka mediteranskih maslinika i vinograda
s ciljem procjene bioloske raznolikosti

COl sekvencije dobivene su za 269 jedinki iz sedam analiziranih skupina beskraljeznjaka:
Hemiptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Diptera, Isopoda, Collembola, Oligochaeta. Dobivene COI
sekvencije sa svim potrebnim podacima nalaze se u geneti¢koj bazi podataka Barcode of Life
(Dataset - DS-070222 "DNA barcoding of seven invertebrate groups inhabiting olive orchards and
vineyards accelerate understudied Mediterranean biodiversity assessment™) (Andeli¢ Dmitrovi¢ i
sur. 2022). Podaci pohranjeni za navedeni set podataka obuhvacaju fotografije jedinki, podatke o

staniStu i uzorkovanju te sekvencije i pripadajuce kromatograme.

4.1.2 Ucinkovitost DNA barkodiranja, taksonomsko odredivanje vrsta i dodjela
Barcode Index Number

Taksonomskim odredivanjem jedinki beskraljeZnjaka, sravnjivanjem COI sekvencija s javno
dostupnim sekvencijama u bazama podataka BOLD i NCBI GenBank, ostvareno je podudaranje
do razine vrste za 142 od 269 uzoraka. Udjeli jedinki odredenih do vrste po pojedinim skupinama
bili su za skupinu Lepidoptera 100% (16 od 16), Hymenoptera 83,93% (47 od 56), Hemiptera
70,21% (33 od 47), Diptera 58,33% (35 od 60), te Isopoda 29,73% (11 od 37). U dvije skupine,
Oligochaeta i Collembola, koristenjem javno dostupnih podataka takvo odredivanje nije bilo
moguce.

Analizirani uzorci svrstani su u ukupno 114 BIN-ova, a od toga 40 BIN-ova (35,1%) predstavljali
su novi doprinos globalnim bazama podataka. Najvec¢i broj BIN-ova bio je u slucaju Hemiptera
(34), Diptera (29) i Hymenoptera (18). S druge strane, najmanji broj jedinstvenih BIN-ova uocen
je u Oligochaeta (Sest) i Collembola (pet). Vecini zabiljezenih vrsta dodijeljen je jedan specifi¢ni
BIN. Iznimke su bile Tetramorium semilaevae (Hymenoptera, Formicidae), Armadillidium vulgare
(Isopoda, Armadillidiidae) i Prays oleae (Lepidoptera, Praydidae), kojima su dodijeljena dva ili
viSe BIN-ova.
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Prema rarefakcijskim krivuljama temeljenim na broju jedinki vidljivo je kako za analizirane

skupine broj zabiljezenih BIN-ova nije dosegao (Slika 4).
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Slika 4. Rarefakcijske krivulje pokazuju broj razli¢itih BIN-ova za analizirane skupine prikazane

kao funkcija broja uzorkovanja. Preuzeto i prilagodeno prema Andeli¢ Dmitrovi¢ i sur. (2022.).

4.1.1.2. Razgranicenje vrsta za jedinke iz skupina Oligochaeta i Collembola

COl sekvencije dobivene su za 36 jedinki Oligochaeta te su rasporedene u Sest jedinstvenih BIN-
ova koji su predstavljali novi doprinos globalnoj bazi podataka BOLD. Sekvencije su rasporedene
u 21 COI haplotip te grupirane u tri molekularne operacijske jedinice (MOTU) pomoé¢u metoda
razgrani¢enja vrsta (ABGD, bPTP i mPTP). Broj tako odredenih MOTU jedinica nije odgovarao
broju BIN-ova, stoga su pojedini BIN-ovi svrstani unutar jedinstvene MOTU jedinice. Prvi MOTU
grupirao je cetiri BIN-a, redom BOLD:AEH4576, BOLD:AEJ1183, BOLD:AEJ1182 i
BOLD:AEH3543, te 17 haplotipova. Preostala dva BIN-a podijeljena su u dvije MOTU jedinice.
Druga MOTU jedinica (MOTU 2) odgovarala je BIN-u BOLD:AEH3542. Dok je tre¢ca MOTU
jedinica (MOTU 3) odgovarala BIN-u BOLD:AEI1132.
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Nekorigirana p-udaljenost izmedu MOTU 1 i 2 iznosila je 6,68% (0,0668 +/— SD 0,004283),
izmedu MOTU 1 3 iznosila je 11,59% (0,1159 +/— SD 0,098806), a izmedu MOTU 2 i 3 iznosila
je 19% (0,1928 +/— 0,00133 SD) (Tablica 8). P-udaljenosti izmedu 21 COI haplotipa prikazane su
na Slici 5.

Prvi najblizi srodnik u slu¢aju MOTU1 i MOTU?2 bila je vrsta Octodrilus complanatus (Dugeés,
1828), dok je MOTU3 bio genetski udaljeniji. Filogenetski rezultat stabla ML prikazan je na Slici
6.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21| |20%
1 Octodrilus sp
2 Octodrilus sp

3 Octodrilus sp.

4 Octodrilus sp.

5 Octodrilus sp.

6 Octodrilus sp. 15%
7 Octodrilus sp.

8 Octodrilus sp. L

9 Octodrilus sp.

H B

10 Octodrilus sp.
11 Octodrilus sp.
12 Octodrilus sp

13 Octodrilus sp. -
14 Octodrilus sp.
15 Octodrilus sp. . .

16 Octodrilus sp
17 Octodrilus sp.
18 Octodrilus sp.
19 Octodrilus sp.
20 Octodrilus sp.
21 O. croaticus

10%

5%

0%
Slika 5. Meduvrsne i unutarvrsne nekorigirane p-udaljenosti za Octodrilus COI haplotipove

prikazane su pomoc¢u heat map. Haplotipovi od rednog broja 1 do 17 pripadaju u MOTUL, od 18
do 20 u MOTUZ2, te 21 pripada u MOTUS3.

Morfoloski, Octodrilus jedinka MOTU3 pripada skupini malih, crveno pigmentiranih vrsta iz roda

Octodrilus, te je i nalaziste ove jedinke vrlo geografski blizu tipskom lokalitetu koji je za O.

croaticus dao Mrsi¢ (1991). Stoga je u ovom trenutku MOTU3 identificiran kao O. croaticus.
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Ostale jedinke pokazivale su preklapanja u brojnim morfoloskim i anatomskim karakteristikama te
nema razdvajanja u klasi¢nim dijagnostickim znakovima. S obzirom na to, svrstani su u istu morfo

skupinu. Njihova bi op¢a morfologija sugerirala blizak odnos s O. complanatus $to je primijec¢eno

i u genetickim analizama.

Tablica 8. Izracunate p-udaljenosti izmedu Octodrilus MOTU grupa.

Minimum [ Maksimum
p- o vrijednost | vrijednost | Standarda | Standarda
MOTU grupe . .| % . v
udaljenosti p- p- Deviacija | Pogreska
udaljenosti | udaljenosti
MOTU1/MOTU2 0,067 6,682 0,060 0,076 0,004 0,001
MOTU1/MOTU3 0,116 11,589 0,005 0,207 0,099 0,024
MOTU2/MOTU3 0,193 19,278 0,191 0,194 0,001 0,001
76 Octodrilus tergestinus
96 , Oclodrilus tergestinus
94 Octodrilus térgestinus
Octodrilus tergestinus
ap - Octodrilus tergestinys
Octodrifus tergestinus
Octodrilus térgestinus
Qctodrifus tergestinus
QOctodritus tergestinus .
_ Octodriius sp.
Octodrjlys complanatus
- 80 Octodrilus sp. (BOLD:AEH3542)
75 —[L_ Octodrilus sp. (BOLD:AEH3542)
.1 Octodrilus Sp. (BOLD:AEH3542)
82 Octodrilus sp. (BOLD:AEHA576
Octodrilus Sp. (BOLD:AE)1183)
88 91_ Octodrilus sp. (BOLD:AE]1182)
- Octedrilus sg. (BOLD:AE)L182)
Octodrifus sp. (BOLD:AEH3543)
Octodrilus sp. (BOLD:AEH3543)
Octcfz’:fr_dus Sp. (BOLD:AEH3543)
Octodrilus sp. (BOLD:AEH3543)
Octodrifus sp. (BOLD:AEH3543
Octodrilus sp. (BOLD:AEH3543)
Octodrilus sp. (BOLD:AEH3543)
ctodrilus sp. (BOLD:AEH3543)
drilus sp. (BOLD;AEH354
ctodrifus sp. (BOLD:AEH3543)
ctodrilus sp. (BOLD:AEH3543)
Octo r!l}ls sp. (BOLD:AEH3543
Octodri us Sp. (BOLD:AEH3543)
92 . . ctodrilus mimus
— 100 QOctodrifus mimus
Octodrilus mimus ) . .
S [ Sesgmne ot
X i Y\ """"Octodrilus Juvyi
Octodrilus croag}ggﬁj‘(as?&?&gal 132)
— Octalasion lacteum

0.06

Slika 6. Filogram dobiven metodom najvece vjerojatnosti za jedinke roda Octodrilus. Brojevi na
granama predstavljaju neparametrijsku bootstrap vrijednost (>50). Stablo je ukorijenjeno S
vanjskim grupama, Octolasion lacteum (BOLD:ACF5848) i Eisenia fetida (BOLD:AAB2558).

Preuzeto i prilagodeno prema Andeli¢ Dmitrovi¢ i sur. (2022.).

Collembola jedinke rasporedene su u pet BIN-ova.
BOLD:AEH5984 i BOLD:AEE1997 pripadaju

Morfoloski jedinke iz BIN-ova

rodu Orchesella Templeton, 1835

41



(Entomobryomorpha, Entomobryidae). Jedinke svrstane u BIN BOLD:AEH5615 morfoloski su
odredene do roda Lepidocyrtus Bourlet, 1839 (Entomobryomorpha, Entomobryidae), a BIN
BOLD:AEH9402 kao rod Heteromurus Wankel, 1860 (Entomobryomorpha, Entomobryomorpha).
Jedinke iz preostalog BIN-a (BOLD:AEJ0895) morfoloski su odredene do razine porodice
Sminthuridae (Symphypleona).

Koristenjem mPTP pristupa razgrani¢enju vrsta BIN-ovi BOLD:AEH5984 i BOLD:AEE1997,
morfoloski rod Orchesella, sjedinjeni su u jedan MOTU. Orchesella cincta i gore spomenuti
MOTU povezani su i genetski i morfoloski (osobna komunikacija prof. Cubomir Kovac, veljaca

2022.) (Slika 7).

100 Orchesella flavescens
[

\{ Orchesella flavescens
Orchesella flavescens

Orchesella villosa

96 [[ Orchesella spectabilis

Orchesella spectabilis

Orchesella spectabilis

| Orchesella cincta

Orcheseila cincta

Orchesella cincta

1 Orchesella cincta
Orcheseila cincta

Orcheselfa sp. (BOLD:AEH5984)
Orchesefla sp. (BOLD:AEH1997)
Orchesella sp. (BOLD:AEH1997)
99

L“” Orchesella sp. (BOLD:AEH1997)

Orchesella sp. (BOLD:AEH1997)

96 Folsomia candida
Isotomiella minor

0.08

Slika 7. Filogram najvece vjerojatnosti za jedinke roda Orchesella. Brojevi na granama
predstavljaju neparametarijsku bootstrap vrijednost (>50). Stablo je ukorijenjeno s vanjskim
grupama, Folsomia candida (BOLD:AAB6463) i Isotomiella minor (BOLD:ACQ1061). Preuzeto

I prilagodeno prema Andeli¢ Dmitrovi¢ i sur. (2022.).
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Lepidocyrtus paradoxus
Lepidocyrtus pallidus

Lepidocyrtus sp. (BOLD:AEH5615)
69 L}epidocyrtus sp. (BOLD:AEH5615)

epidocyrtus sp. (BOLD:AEH5615)
Lepidocyrtus sp. (BOLD:AEH5615)
Lepidocyrtus sp. (BOLD:AEHS5615)

Lepidocyrtus sp. (BOLD:AEH5615)
I-Lepr'ducyrtus Sp. (BOLD:AEH5615)
Lepidocyrtus sp. (BOLD:AEH5615)

100 ; Lepidocyrtus sp.

-5 L Lepidocyrtus sp.
78 4{ Lepidocyrtus sp.
100 | Lepidocyrtus sp.

Lepidocyrtus cyaneus
Lepidocyrtus cyaneus
Lepidocyrtus cyaneus
Lepidocyrtus sp.
Lepidocyrtus cf. weidneri

T 100 Lepidocyrtus cf. weidneri
59 Lepidocyrtus cf. weidneri
Lepidocyrtus cf. weidneri

100  Lepidocyrtus lanuginosus

| Lepidocyrtus lanuginosus
Lepidocyrtus lignorum
100 r Lepidocyrtus violaceus
Lepidocyrtus violaceus
|-| |: Lepidocyrtus cyaneus
Lepidocyrtus cyaneus
98 Isotomiella minor

—1 Folsomia candida
0.2

Lepidocyrtus sp.

Slika 8. Filogram najveée vjerojatnosti za jedinke roda Lepidocyrtus. Brojevi na granama
predstavljaju neparametrijsku bootstrap vrijednost (>50). Stablo je ukorijenjeno s vanjskim
grupama, Folsomia candida (BOLD:AAB6463) i Isotomiella minor (BOLD:ACQ1061). Preuzeto

i prilagodeno prema Andeli¢ Dmitrovi¢ i sur. (2022.).

Filogenetska analiza pokazala je najvecu srodnost jedinki roda Lepidocyrtus vrsti Lepidocyrtus
pallidus (Slika 8).

BIN BOLD:AEH9402, te BIN BOLD:AEJ0895 grupirali su po jednu jedinku Collembola te s

obzirom na to nisu analizirani metodom najvece vjerojatnosti.

4.1.3 Odredivanje pauka putem DNA barkodova

Od svih analiziranih jedinki pauka, za 40% uzoraka dobivene su COI sekvencije dulje od 550 pb,
te je ukupan broj dobivenih COI sekvencija 100 (ukljucujuéi Cetiri sekvencije krace od 550 pb).
Sekvencije duge 658 pb slozene su iz sekvencija dobivenih sekvenciranjem u oba smjera, dok su
ostale sekvencije dobivene sekvenciranjem u jednom smjeru. Uspjeh sekvenciranja razlikovao se
izmedu uzoraka sakupljenih metodom stresanja i metodom prikupljanja rukom, te su s vec¢om

uspjesnoséu sekvencirani uzorci prikupljeni rukom zbog boljeg ocuvanja uzoraka.
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Unutar 100 barkodiranih primjeraka pauka identificirana je 31 vrsta iz 12 porodica pauka

(Agelenidae, Araneidae, Gnaphosidae, Linyphiidae, Lycosidae, Oxyopidae, Philodromidae,

Pisauridae, Salticidae, Theridiidae, Thomisidae, Titanoecidae), a 22 uzorka identificirana su do

razine roda. Rezultati su navedeni u Tablici 9.

Analizirani uzorci svrstani su u 44 BIN-a, a od toga osam BIN-ova predstavljali su novi doprinos

globalnim bazama podataka.

Tablica 9. Vrste, pripadaju¢e Barcode Index Number oznake, te duljine dobivenih sekvencija za

jedinke pauka ukljucene u istrazivanje. Dijelu jedinki, u trenutku preuzimanja rezultata, nije

dodijeljen Barcode Index Number te isti nije naveden.

Redni | Barcode Index | Vrsta Duljina COI

broj Number sekvencije
(pb)

1 BOLD:AAD4170 | Agalenatea redii 616

2 BOLD:AAD4170 | Agalenatea redii 591

3 BOLD:AAD4170 | Agalenatea redii 613

4 Agalenatea redii 658

5 Agalenatea redii 594

6 Agyneta rurestris 658

7 BOLD:ADM?2493 | Alopecosa albofasciata 620

8 BOLD:ADM2493 | Alopecosa albofasciata 610

9 BOLD:ADM?2493 | Alopecosa albofasciata 606

10 BOLD:ADM2493 | Alopecosa albofasciata 565

11 BOLD:ADM?2493 | Alopecosa albofasciata 584

12 BOLD:AEN9542 | Alopecosa solitaria 610

13 Araniella cucurbitina 609

14 BOLD:AAO02309 | Argiope lobata 605

15 BOLD:AAI5400 | Drassodes sp. 613

16 BOLD:AAI5400 | Drassodes sp. 614
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Tablica 9. - nastavak

17 BOLD:ACF0172 | Drassodes sp. 613
18 BOLD:AEO0983 | Drassyllus sp. 604
19 BOLD:AAN3143 | Episinus sp. 574
20 BOLD:AAN3143 | Episinus truncatus 612
21 BOLD:AAI5655 | Frontinellina frutetorum 605
22 BOLD:AAL7074 | Haplodrassus dalmatensis | 612
23 BOLD:ACA1731 | Haplodrassus dalmatensis | 550
24 BOLD:ACA1731 | Haplodrassus dalmatensis | 591
25 BOLD:ADL9712 | Haplodrassus signifer 615
26 BOLD:ADL9712 | Haplodrassus signifer 562
27 Heliophanus tribulosus 386
28 BOLD:AEC3635 | Heriaeus hirtus 616
29 BOLD:AEC3635 | Heriaeus hirtus 576
30 Heriaeus hirtus 658
31 BOLD:AAF0703 | Hogna radiata 570
32 BOLD:AAF0703 | Hogna radiata 608
33 BOLD:AAI1939 | Hogna radiata 549
34 BOLD:AAI1939 | Hogna radiata 612
35 BOLD:AAV4231 | Nomisia exornata 623
36 BOLD:AAV4231 | Nomisia exornata 605
37 BOLD:AAV2942 | Nurscia albomaculata 618
38 BOLD:AADO0599 | Oxyopes heterophthalmus | 600
39 BOLD:AADO0599 | Oxyopes heterophthalmus | 612
40 BOLD:AADO0599 | Oxyopes heterophthalmus | 544
41 Oxyopes heterophthalmus | 658
42 BOLD:AAN2902 | Oxyopes lineatus 600
43 BOLD:ADMO0953 | Oxyopes lineatus 611
44 Oxyopes lineatus 600
45 BOLD:AEN9436 | Ozyptila sp. 611
46 BOLD:ACK1770 | Pardosa hortensis 560
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Tablica 9. - nastavak

47 BOLD:AEJ9860 | Pellenes sp. 604
48 BOLD:AEM5910 | Philaeus sp. 614
49 BOLD:AEI4573 | Philaeus chrysops 617
50 BOLD:AENA4117 | Philaeus chrysops 646
51 Philaeus chrysops 657
52 Philaeus chrysops 658
53 BOLD:AEM6843 | Philodromus sp. 614
54 BOLD:AEN3459 | Philodromus sp. 596
55 BOLD:AEN3459 | Philodromus sp. 610
56 Philodromus sp. 658
57 Philodromus sp. 658
58 Philodromus sp. 612
59 Philodromus sp. 658
60 BOLD:AAU4290 | Philodromus rufus 612
61 BOLD:AAU4290 | Philodromus rufus 612
62 BOLD:AAU4290 | Philodromus rufus 595
63 BOLD:AAU4290 | Philodromus rufus 605
64 BOLD:AAU4290 | Philodromus rufus 613
65 BOLD:AAI2725 | Pisaura sp. 611
66 BOLD:AAI2725 | Pisaura sp. 600
67 BOLD:AAI2725 | Pisaura sp. 567
68 Pisaura sp. 610
69 BOLD:AAE4245 | Pisaura mirabilis 613
70 Pseudicius encarpatus 608
71 BOLD:AAZ7423 | Steatoda albomaculata 615
72 BOLD:ADC5504 | Steatoda albomaculata 594
73 BOLD:ACC4521 | Synema globosum 616
74 Synema globosum 375
75 Tegenaria hasperi 658
76 BOLD:AAD7031 | Thomisus onustus 616
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Tablica 9. - nastavak

77 BOLD:AAD7031 | Thomisus onustus 618
78 BOLD:AAD7031 | Thomisus onustus 613
79 BOLD:AAD7031 | Thomisus onustus 612
80 BOLD:ACA5373 | Tibellus macellus 599
81 BOLD:ACA5373 | Tibellus macellus 621
82 BOLD:ACA5373 | Tibellus macellus 592
83 BOLD:ADK2735 | Urocoras sp. 606
84 BOLD:ADK2735 | Urocoras sp. 619
85 BOLD:AEO5034 | Xysticus sp. 604
86 BOLD:AAL7716 | Xysticus kochi 611
87 BOLD:AAL7716 | Xysticus kochi 612
88 BOLD:AAL7716 | Xysticus kochi 614
89 BOLD:AAL7716 | Xysticus kochi 611
90 BOLD:AAL7716 | Xysticus kochi 614
91 BOLD:AAL7716 | Xysticus kochi 618
92 BOLD:AAL7716 | Xysticus kochi 615
93 BOLD:AAL7716 | Xysticus kochi 556
94 BOLD:AEI0370 | Xysticus marmoratus 617
95 BOLD:AEI0371 | Xysticus marmoratus 624
96 BOLD:AEI0371 | Xysticus marmoratus 595
97 BOLD:AAL7076 | Zelotes sp. 579
98 BOLD:AAV7755 | Zelotes longipes 585
99 BOLD:AAC8031 | Zygiella atrica 584
100 Araneaus sp. 550
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Slika 9 (A) Srednja unutarvrsna udaljenost (p-distance) naspram udaljenosti od prvog najblizeg
srodnika. Tocke iznad dijagonale oznacavaju analizirane vrste u kojima je barcode gap prisutan.
(B) Najvisa vrijednost unutarvrsne udaljenosti (p-distance) naspram udaljenosti od prvog najblizeg

srodnika.
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Srednja unutarvrsna udaljenost (Mean Intra-Specific Distance) za sve analizirane uzorke iz reda
Araneae iznosila je 0,95% (SE=0,04), dok je vrijednost udaljenosti od prvog najblizeg srodnika
(Distance to Nearest Neighbour) iznosila 12,32% (SE=0,01). Svi analizirani uzorci bili su iznad
barcode gap-a, gdje je razlika izmedu udaljenosti od prvog najbliZzeg srodnika i najvise unutarvrsne

udaljenosti iznad nule (Slika 9).

4.2 PCR dijagnostika B. oleae i Collembola u sadrzaju probavila pauka

Analizirani su pauci prikupljeni u maslinicima i u samo 0,6% njih (1 jedinka od 168) otkriveni su
ostaci DNA B. oleae koristenjem p_Cox1D F-p_Cox1D R para pocetnica.

Koristenjem para pocetnica 334F-440R nije umnozena DNA B. oleae u probavilu analiziranih
predatora.

Analizom sadrzaja probavila pauka uzorkovanih u periodima najvece zastupljenosti Collembola na
poljoprivrednim istrazivanim plohama, maslinicima i vinogradima, DNA skokuna nije potvrdena
u probavilu jedinki pauka.

S obzirom na mali udio jedinki pozitivnih na istrazivani plijen, daljnja statisticka obrada rezultata
nije napravljena.

Usporedba s rezultatima dobivenim DNA metabarkodiranjem prikazana je u poglavlju Diskusija.

4.3 DNA Metabarkodiranje

4.3.1 Podetnice- izvedba

Od 256 pregledanih pauka, s BF3-BR2 parom pocetnica umnozeno je 198 uzoraka, a podaci su
prikupljeni za 156 jedinki, od kojih je za 90 jedinki umnozena samo predatorska DNA (Tablica 10,
Tablica P1).

U slucaju Telperion-Laurelin para pocetnica umnozeno je 55 uzoraka, a podaci su prikupljeni za

53 uzorka, od toga u slucaju 28 uzoraka je zabiljezen plijen u probavilu.
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Tablica 10. Izvedba pocetnica koristenih za metabarkodiranje probavila pauka.

Pocetnice Jedinke Jedinke Pozitivne  Negativne Jedinke za
(N) poslane na jedinke na jedinke na koje
sekvenciranje DNA DNA sekvenciranje
(N) plijena u plijena u nije uspjelo
probavilu probavilu (N)
(N) (N)
Telperion- 221 55 28 25 2
Laurelin
BF3-BR2 256 198 66 90 42

4.3.2 Analiza prehrane jedinki pauka

Podaci o prehrani prikupljeni su za 82 jedinke pauka preklapanjem rezultate za oba para pocetnica,
od toga 8 jedinki uzorkovanih na prirodnom stanistu, 26 u masliniku s EPM, 31 u masliniku s IPM,
14 u vinogradu s IPM, te 3 u vinogradu s EPM.

U sastavu probavila pauka zabiljezeno je 12 redova beskraljeznjaka, redom Araneae, Blattodea,
Coleoptera, Dermaptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera, Neuroptera,
Orthoptera i Psocoptera. Redovi plijena zabiljezeni u probavilu pauka uzorkovanih u masliniku s
IPM prikazani su na Slici 10A, dok su redovi plijena zabiljezeni u probavilu pauka uzorkovanih u
masliniku s EPM prikazani su na Slici 10B. Redovi plijena zabiljezeni u probavilu pauka
uzorkovanih u vinogradu s IPM prikazani su na Slici 11A. Redovi plijena zabiljeZeni u probavilu
pauka uzorkovanih na prirodnom stanistu prikazani su na Slici 11B. Vaznost redova plijena u

prehrani pauka uzorkovanih u vinogradu s EPM su kako slijedi Diptera, Araneae te Hymenoptera.
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Slika 10. Sankey dijagrami prehrane pauka podijeljenih s obzirom na strategije lova u (A)
masliniku s IPM i (B) masliniku s EPM. Sirina oznake skupine prema strategiji lova ukazuje na
relativnu brojnost pauka po skupini, Sirina putova protoka ukazuje na relativnu vaznost (relativan
broj jedinki zabiljezen) u prehrani pauka po skupini, a Sirina 0znake odredenog plijena ukazuje na

relativnu vaznost tog plijena u prehrani pauka za sve vrste prema strategiji lova.
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Slika 11. Sankey dijagrami prehrane pauka po redovima plijena podijeljenih s obzirom na strategije
lova u vinogradu s IPM (A) i prirodnom stanistu (B). Sirina 0znake skupine prema strategiji lova
ukazuje na relativnu brojnost pauka po skupini, Sirina putova protoka ukazuje na relativnu vaznost

(relativan broj jedinki zabiljezen) u prehrani pauka po skupini, a Sirina oznake odredenog plijena
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ukazuje na relativnu vaznost tog plijena (relativan broj jedinki zabiljezen) u prehrani pauka za sve

vrste prema strategiji lova.

4.3.2.1 Utjecaj staniSta (tipa upravljanja) i perioda uzorkovanja na sastav redova

beskraljeznjaka u probavilu pauka

Uocene su razlike u prehrani pauka izmedu tipa upravljanja i perioda uzorkovanja

Specificna prehrana pauka uzorkovanih u maslinicima bila je znacajno povezana s na¢inom
upravljanja (GEE: y2 = 656,8, d.f. = 11, p = <0,001), te periodom uzorkovanja (GEE: y2= 402,74,
d.f. =11, p = <0,001) (Slika 12A). S obzirom da ¢ine najve¢i udio u ukupnom broju analiziranih

jedinki, pauci aktivni lovci na tlu analizirani su zasebno.

Specifi¢na prehrana pauka aktivnih lovaca na tlu uzorkovanih u maslinicima bila je znacajno
povezana s tipom upravljanja (GEE: x2 = 296,81, d.f. = 11, p = <0,001), periodom uzorkovanja
(GEE: 42 = 2223,88, d.f. =11, p = <0,001), te interakcijom tipa upravljanja i perioda uzorkovanja
(GEE: y2 = 162,19, d.f. = 11, p = <0,001) (Slika 12B).
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Slika 12. Sankey dijagrami prehrane uzorkovanih u dva tipa maslinika s obzirom na tip upravljanja

i period uzorkovanja (A) te pauka lovaca na tlu uzorkovanih u dva tipa maslinika s obzirom na tip

upravljanja i period uzorkovanja. (B) Sirina oznake za period uzorkovanja - tipa upravljanjan
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prema ukazuje na relativnu brojnost pauka po skupini, Sirina putova protoka ukazuje na relativnu
vaznost (relativan broj jedinki zabiljezen) u prehrani pauka po skupini, a Sirina 0znake odredenog
plijena ukazuje na relativnu vaznost tog plijena (relativan broj jedinki zabiljezen) u prehrani pauka

za sve vrste prema strategiji lova.

Specificna prehrana pauka uzorkovanih u vinogradima bila je znacajno povezana s tipom
upravljanja (GEE: 2 = 2268,07, d.f. = 6, p = <0,001), te periodom uzorkovanja (GEE: 2 = 38,59,
d.f. =6, p = <0,001).

4.3.3 Raznolikost plijena u probavilu pauka

Najveca alfa raznolikost (Shannon indeks raznolikosti) rodova plijena zabiljezenih u probavilu
primijecena je za pauke uzorkovane u masliniku s IPM (H= 3,4), dok je najmanja alfa raznolikost
primije¢ena u probavilu pauka uzorkovanih u vinogradu s EPM (H= 1,1), §to se moze pripisati i

manjem broju uzoraka za taj skup pauka (Slika 13).

Najveca sli¢nost rodova plijena (Jaccardov koeficijent sli¢nosti) zabiljezenih u probavilu
primijecena je za pauke uzorkovane u prirodnom stani$tu i masliniku s EPM (Slika 14). Takoder
prema sli¢nosti rodova plijena pauci uzorkovani u priprdnom staniStu te masliniku s EPM grupirali
su se i s paucima uzorkovanima u masliniku s IPM Pauci uzorkovani u oba tipa vinograda grupirani

su s obzirom na sastav plijena u probavilu.

55



4.0

3.5 e M

3.0

25 ® VI
2.0

15

1.0

Shannon indeks (H)

0.5

0.0
0 1 2 3 4 5 6

Plohe

Slika 13. Shannon indeks raznolikosti plijena zabiljezenog u probavilu pauka izmedu razli¢itih
ploha. MI ozna¢ava maslinik s IPM, ME maslinik s EPM, VI vinograd s IPM, VE vinograd s EPM,

C prirodno staniste.
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Slika 14. Sli¢nost (Jaccardov koeficijent sli¢nosti) izmedu ploha s obzirom na rodove plijena
zabiljezene u probavilu pauka. MI oznacava maslinik s IPM, ME maslinik s EPM, VI vinograd s

IPM, VE vinograd s EPM, C prirodno staniste.
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Pojedine vrste koje se u literaturi navode kao nametnici na biljkama zabiljeZene su u sastavu
probavila pauka, ukljuc¢ujuc¢i muhe (Cystiphora sonchi, Oscinella sp.), leptire (Cadra figulilella,
Plutella xylostella, Prays oleae, Prays fraxinella, Udea ferrugalis), stjenice (Psammotettix sp.,
Laodelphax striatellus) te kornjase (Sitona lineatus). Osim vrsta koje se u literaturi navode kao
nametnici na biljkama zabiljeZene su i vrste koje se smatraju invazivnim vrstama poput komarca
Aedes albopictus, kusokrilaca (Coleoptera, Staphylinidae) Oxytelus sculptus te Philonthus

concinnus, te leptira Plutella xylostella.

4.3.4 Bioloski potencijal pauka u kontroli kukaca nametnika

U mediteranskim staniStima, zna¢ajan u¢inak na prehranu pauka fitofagnim beskraljeznjacima u
odnosu na ostali plijen ili intraguild grabeZljivost ima tehnika lova (Faktorijalna ANOVA:
F6=3,057, p=0.007) te tip upravljanja poljoprivrednim stanistem (Faktorijalna ANOVA: F4=4,729,
p=0.001), dok sezona nema utjecaja (Faktorijalna ANOVA: p>0.05) (Tablica 11).

Razlike u frekvenciji fitofagnog, ostalog plijena i drugih grabezljivaca zabiljezenih u probavilu

razli¢itih skupina pauka s obzirom na tehniku lova koju primjenjuju prikazane su na Slikama 15-

17.

Tablica 11. Rezultati analize varijanci za utjecaj tehnike lova pauka (Skupina), tipa upravljanja

(Upravljanje) te sezone (Sezona) na tipove plijena (Plijen) zabiljezene u probavilu pauka.

Efekt SS Df MS P
Odsjek ( engl. Intercept) 32,309 1 32,309 99,503 0,000
Upravljanje*Plijen 6,142 4 1,535 4,729 0,001
Sezona*Plijen 1,221 2 0,610 1,880 0,155
Odsjek ( engl. Intercept) 22,838 1 22,838 68,070 0,000
Plijen*Skupina 6,153 6 1,026 3,057 0,007
Sezona*Plijen 1,221 2 0,610 1,880 0,155

*SS oznacava zbroj kvadrata (engl. Sum of Squares), df ozna¢ava stupnjeve slobode (engl. Degrees of Freedom),
MS oznadava sredinu kvadrata (engl. Mean of Squares), F oznac¢ava F-omjer (engl. F-ratio) te p oznacava p-

vrijednost (engl. p-value).
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Slika 15. Frekvencija fitofaga, ostalog plijena i grabezljivaca zabiljezenih u probavilu pauka
grupiranih s obzirom na tehniku lova na poljoprivrednim povrSinama. Vodoravne linije unutar
oblika oznaéavaju, odozdo prema gore, donji kvartil, medijan, gornji kvartil i gornjih 95%. Sirina
iscrtanog oblika oznacava relativnu ucestalost pauka koji su se hranili odredenom skupinom

plijena.
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Slika 16. Frekvencija fitofaga, ostalog plijena i grabezljivaca zabiljezenih u probavilu pauka

grupiranih s obzirom na tehniku lova na poljoprivrednim povr§inama s IPM. Vodoravne linije

unutar oblika oznacavaju, odozdo prema gore, donji kvartil, medijan, gornji kvartil 1 gornjih 95%.

Sirina iscrtanog oblika oznacava relativnu ucestalost pauka koji su se hranili odredenom skupinom

plijena.
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Slika 17. Frekvencija fitofaga, ostalog plijena i grabeZljivaca zabiljezenih u probavilu pauka

grupiranih s obzirom na tehniku lova na poljoprivrednim povr§inama s EPM. Vodoravne linije

unutar oblika oznacavaju, odozdo prema gore, donji kvartil, medijan, gornji kvartil i gornjih 95%.

59



Sirina iscrtanog oblika oznacava relativnu ucestalost pauka koji su se hranili odredenom skupinom

plijena.

Najveci udio plijena u probavilu pauka ¢inili su fitofagni beskraljeznjaci (54%) (Slika 21). Na
plohama s EPM najmanji udio u ukupnom plijenu ¢inili su ostali grabeZljivci, dok na plohama s
IPM najmanji udio u ukupnom plijenu ¢inio je ostali plijen (Slika 18). | na plohama s EPM i na
plohama s IPM najveci udio plijena otpadao je na fitofagne organizme.

Slika 18. Udjeli fitofaga (plavo), ostalog (narancasto) i grabezljivog (sivo) plijena na svim plohama
(A), na plohama s IPM (B) te na plohama s EPM (C).
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4.3.5 Odabir plijena u maslinicima

Pauci su birali plijen koji su jeli s viSom ili nizom relativnom ucestalo$¢u od o¢ekivane na temelju
dostupnosti u oba tipa maslinika u obje sezone (Tablica 12).

Pauci iz maslinika s IPM u jesen jeli su skupine Hymenoptera (SES= 5,77; zabiljezeno= 9;
oc¢ekivano = 2), Lepidoptera (SES= 2,13; zabiljezeno= 4; ocekivano = 0,04), Neuroptera (SES=
NP; zabiljeZeno= 3; o¢ekivano = 0) i Psocoptera (SES= 6,66; zabiljeZzeno= 1; ocekivano = 0,02)
vise od oc¢ekivanog, a druge pauke (SES=-3,08; zabiljezeno= 1; o¢ekivano = 7) i Coleoptera (SES=
-2,17; zabiljeZzeno= 5; o¢ekivano = 10) manje od o¢ekivanog prema nul modelima (Slika 19). Pauci
iz maslinika s IPM u proljece jeli su skupine Blattodea (SES= 1,45; zabiljezeno= 2; ocekivano =
0,02), Dermaptera (SES= ,291; zabiljeZzeno= 1; ocekivano = 0,01) i Orthoptera (SES= 7,38;
zabiljezeno= 1; ocekivano = 0,02) znatno vise od oc¢ekivanog (Slika 19). Odabir svih ostalih redova
plijena bio je u skladu s nultim modelima te su ih pauci jeli prema stopama o¢ekivanim na temelju
njihove gustoce.

Pauci iz maslinika s EPM u jesen jeli su Dermaptere (SES= NP; zabiljezeno= 1; o¢ekivano = 0),
Lepidoptere (SES= NP; zabiljeZzeno= 1; o¢ekivano = 0), i Orthoptere (SES= 5,65; zabiljezeno= 2;
ocekivano = 0), vise od o¢ekivanog (Slika 19). Pauci iz maslinika s EPM u proljece jeli su skupine
Blattodea (SES= NP; zabiljeZzeno= 1; oc¢ekivano = 0), Lepidoptera (SES= 4,08; zabiljezeno= 3;
o¢ekivano = 0,46), i Orthoptera (SES= 5,48; zabiljeZzeno= 3; ocekivano = 0,28), vise od
oc¢ekivanog (Slika 19). Odabir svih ostalih redova plijena bio je u skladu s nultim modelima te su

ih pauci jeli prema stopama oc¢ekivanim na temelju njihove gustoce (Tablica 12).
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Slika 19. Prikaz odstupanja od ocekivanih ucestalosti trofickih odnosa pauka u dva tipa maslinika

u dvije sezone. Narancasto = o¢ekivani broj ...., zeleno = nizi broj zabiljezenih jedinki tog reda u

probavilu od o¢ekivanog, ljubicasto = veéi broj zabiljeZenih jedinki tog reda probavilu odnosu od

ocekivanog. Ucestalost redova plijena u probavilu pauka razdvojena je prema sezonama (jesen-

proljece) i nac¢inu upravljanja maslinikom (IPM-EPM).

Tablica 12. Odabir plijena prema gustoc¢i u maslinicima s EPM i IPM u dvije sezone analiziran

metodom econullnetr nultog modela. Ns oznacava uzorke ¢iji je zabiljeZeni broj u probavilu u

skladu s null modelom. NP je oznaka za nije primjenjivo. SES oznacava Standardizirani ucinak

veli¢ine (eng. Standardized effect sizes).

ZabiljeZeno
.. jedinki u Odabir
Tip Red plijena probavilu plijena SES
upravljanja  Sezona (N)
IPM Jesen Araneae 1 Slabije -3,0813
Blattodea 1 ns 2,8563
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Tablica 12. - nastavak

Coleoptera 5 Slabije -2,1746
Dermaptera 0 ns -0,2528
Diptera 6 ns -0,5977
Hemiptera 1 ns 0,1053
Hymenoptera 9 Jace 5,7725
Isopoda 2 ns -1,998
Lepidoptera 4 Jace 2,1258
Neuroptera 3 Jace NP
Orthoptera 0 ns -0,2221
Pscoptera 1 Jace 6,6607
IPM Proljece Araneae 4 ns 1,94
Blattodea 2 Jadi 1,45
Coleoptera 1 ns -1,49
Dermaptera 1 Jaci 1,29
Diptera 1 ns -1,61
Hemiptera 2 ns 0,5
Hymenoptera 1 ns -0,95
Isopoda 0 ns -1,04
Lepidoptera 0 ns -0,13
Neuroptera 0 ns NP
Orthoptera 1 Jacdi 7,38
Pscoptera 0 ns -0,13
EPM Jesen Araneae 0 ns -2,02
Blattodea 0 ns NP
Coleoptera 0 ns -1,39
Dermaptera 1 Jaci NP
Diptera 3 ns 1,58
Hemiptera 0 ns -1,62
Hymenoptera 5 ns 1,12
Isopoda 0 ns -0,43
Lepidoptera 1 Jadi NP
Neuroptera 0 ns -0,36
Orthoptera 2 Jagi 5,65
Pscoptera 0 ns -0,1
EPM Proljece Araneae 0 ns -1,81
Blattodea 1 Jagi NP
Coleoptera 0 ns -1,36
Dermaptera 0 ns -0,25
Diptera 2 ns 0,31
Hemiptera 1 ns 0,12
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Tablica 12. - nastavak

Hymenoptera
Isopoda
Lepidoptera
Neuroptera
Orthoptera
Pscoptera

O W O w o

ns
ns
Jaci
ns
Jaci
ns

-1,37
-1,05
4,08
-0,14
5,48
-0,05

4.4  Primjena rezultata DNA barkodiranja pri analizi rezultata DNA
metabarkodiranja trofi¢kih odnosa

U probavilu pauka potvrdene su vrste i morfo-vrste Isopoda (1), Diptera (2), Coleoptera (2),

Hemiptera (3), Hymenoptera (3), Araneae (1), Lepidoptera (3) koje su ranije odredene metodom

DNA barkodiranja faune mediteranskih poljoprivrednih povr$ina u sklopu MEDITERATRI
projekta (HRZZ-UIP-05-2017) i ove doktorske disertacije (Slika 20). Za neke jedinke koje su

zabiljezene u probavilu pauka sravnjivanje sekvencija s onima dostupnim u bazama podataka dalo

je podudarne rezultate za vrste Cija geografska rasprostranjenost ne obuhvaca $ire podrucje

istrazivanja te smatramo kako bez obzira na podudaranje se ne radi o navedenim vrstama (Tablica

13).

Slika 20. Vennov dijagram broja morfo-vrsta koje su analizirane DNA barkodiranjem u sklopu

MEDITERATRI projekta (plavi krug) i broj vrsta potvrdenih u probavilu pauka metodom DNA

metabarkodiranja (crveni kvadrat).
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Dio jedinki zabiljeZenih u probavilu pauka iz redova Coleoptera, Hemiptera, Diptera, Hymenoptera

i Dermaptera odreden je samo do reda, porodice ili roda na temelju sravnjavanja sekvencija sa

sekvencijama pohranjenim u bazama podatka (Tablica 13).

Tablica 13. Pouzdanost DNA metabarkodiranja u odredivanju vrsta plijena u probavilu,

Plijen
Plijen upitno odreden do | Plijen odreden | Plijen
Plijen vrste (s obzirom na odreden | do odreden
odreden do | geografsku doreda | porodice | doroda
vrste (N) rasprostranjenost) (N) (N) (N) (N)
45 5 3 2 9
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5. RASPRAVA

5.1 DNA barkodiranje potencijalnog plijena u mediteranskim vinogradima i
maslinicima

Rezultati DNA barkodiranja potvrduju da su jedinke redova Lepidoptera, Hemiptera, Diptera, i
Hymenoptera imale bolju pokrivenost u bazama podataka u odnosu na jedinke redova Collembola,
Isopoda i Oligochaeta. S obzirom na $iroku rasprostranjenost u poljoprivrednim podrucjima,
potvrdeno je da redovi Hemiptera i Diptera imaju najveci broj vrsta i morfo-vrsta. Zbog opseznih
postignuca u implementaciji DNA barkodiranja i stvaranja referentnih baza podataka, predstavnike
reda Hemiptera se moze u velikoj mjeri odrediti na razini vrste (Coeur d’acier i sur., 2014.; Foottit
I sur., 2008.; Gwiazdowski i sur., 2015.; Park i sur., 2015.) $to potvrduju i rezultati mojeg
istrazivanja. Za vrste iz reda Lepidoptera takvo odredivanje omoguéeno je intenzivnim
barkodiranjem europske faune s vise od 73% vrsta rasprostranjenih na podru¢ju Europe s unesenim
sekvencijama u BOLD ili NCBI GenBank (Huemer i sur., 2014.; Lopez-Vaamonde i sur., 2021.).
Istrazivanje Huemer 1 Mutanena (2022.) pokazuje da je veca zastupljenost u bazama vrsta sa
sjevernoeuropskom i srednjeeuropskom rasprostranjeno$éu u odnosu na vrste s rasprostranjenoscu
u juznoj Europi te bi daljnje barkodiranje faune i povecanje broja jedinki Lepidoptera u uzorku
vjerojatno ukazalo na takav jaz u bazama. U slucaju vrsta iz reda Hymenoptera vrste zabiljezene u
tijeku naseg istrazivanja pokazuju rasprostranjenost na podruc¢ju mediteranske biogeografske regije
te je taksonomsko odredivanje provedeno na temelju sekvencija dostupnih za vrste s
mediteranskom rasprostranjeno$¢u koje su pohranjene u bazama podataka (Schar i sur., 2020.).
Takvi rezultati ukazuju na vaznost barkodiranja vrsta s uzim arealom kako bi njihova identifikacija
bila moguca koriStenjem DNA barkodiranja. Jedinke iz reda Diptera potvrdile su obrazac ranije
prijavljen u istrazivanjima (Moriniere i sur., 2019., Chimeno i sur., 2022.) za vrste iz svojti koje se
smatraju dark taxa zbog svoje male tjelesne velicine te posljedi¢no zanemarenosti tijekom ranijih
istrazivanja. Takve jedinke je otezano odrediti na razini vrste koristenjem DNA barkodiranja.

Medutim, DNA barkodiranjem nije uspjelo odredivanje jedinki redova Oligochaeta i Collembola
do razine vrste. Jedinke reda Oligochaeta odredene su do razine roda te je potvrdeno da pripadaju
rodu Octodrilus. Metode razgranicenja vrsta, koriStene u svrhu odredivanja broja MOTU jedinica
na istrazivanom podrucju, pokazale su da se uzorak moze podijeliti na tri MOTU jedinice (Slika

6). Medutim, uzimajuci u obzir rezultate Huanga i sur. (2007.), gdje je meduvrsna udaljenost u
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nekim sluc¢ajevima bila veéa od 15%, a unutar vrsna udaljenost do 7,8% jedinke reda Oligochaeta
grupirale su se u dvije morfo-skupine (Tablica 8). Takav rezultat je u skladu s morfoloskim
podacima.

Usporedba dobivenih rezultata za jedinke iz reda Collembola s ranijim istrazivanjima (Shaw i
Benefer, 2015.) ukazuje da se vjerojatno radi o endemskim ili vrstama s uskim arealom. Jedinke
su grupirane u ¢etiri MOTU jedinice usporedbom morfoloskih s genetskim podacima i rezultatima
metoda razgrani¢enja vrsta nasih jedinki (Slika 7, Slika 8). Najvise jedinki pripadalo je rodu
Lepidocyrtus koji medu rodovima Collembola ima najveci broj vrsta (Mateos i sur., 2019.). Zbog
ucestalosti kripticnih vrsta i skupina vrsta koje se ne mogu razrijesiti koriStenjem samo morfoloskih
oznaka, smatra se kako je stvarni broj vrsta Lepidocyrtus znatno veéi od broja vrsta trenutno
poznatog Sto je vjerojatno slucaj s primjercima roda Lepidocyrtus prikupljenim na na$im
istrazivackim plohama (Mateos i sur., 2018.). Kompleks vrsta Lepidocyrtus pallidus sastoji od Sest
vrsta (L. pallidus Reuter, 1890; L. serbicus Denis, 1933; L. pseudosinelloides Gisin,1967; L.
weidneri Huther, 1971; L. arrabonicus Traser 2000 L. tomosvaryi sp.). U Europi rod Lepidocyrtus
broji sve veci broj vrsta (Winkler i sur. 2012).

Metode razgrani¢enja vrsta dva BIN-a iz roda Orchesella grupirali su u jedan MOTU (Slika 7).
Izmedu dva navedena BIN-a postoji morfoloska razlika vidljiva u razliitim razinama
pigmentacije, ali ova unutarvrsna varijabilnost, koja utjeCe na pigmentaciju, ponekad je povezana
s njihovim Zivotnim ciklusom (Parisi i sur., 1960.). Vrste roda Orchesella s podrucja Mediterana
imaju visoku genetsku divergentnost, Sto je vjerojatno razlog zasto se nasi primjerci razlikuju u
odnosu na druge vrste roda Orchesella, ¢ije su sekvencije prijavljene u bazama podataka, BOLD i
NCBI GenBank (Galimberti i sur., 2019.; Parisi i sur., 1960.)

Nasi rezultati potvrduju da je vazno povezati rezultate molekularnih analiza s morfoloskim
podacima u bazama podataka, s obzirom na nesklad rezultata izmedu metoda razgrani¢enja vrsta,
Sto u slucaju skupina Oligochaeta i Collembola potvrduju i ranija istrazivanja (Galimberti i sur.,
2019.).

Ucinkovitost DNA barkodiranja u poljoprivrednim podru¢jima unutar mediteranskog dijela
Hrvatske varira ovisno o nizu ¢imbenika, uklju¢ujuci stupanj razrijeSenosti taksonomskih odnosa
unutar skupine i povezanost molekularnih s morfoloskim podacima vrste (De Salle i Goldstein,
2019.) i dostupnost podataka za razli¢ite skupine organizama u dvije najvecée baze podataka (NCBI

i BOLD). Stoga je vazno dopuniti bazu DNA barkodova s mediteranskim svojtama koje jo§ nisu
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sekvencirane, posebice za skupine kao §to su Collembola i Oligochaeta. Referentna baza DNA
barkodova, koja uklju¢uje sekvencije za endemske i vrste s uskim arealom (Andeli¢ Dmitrovi¢ i
sur., rad na recenziji), za navedeno podrucje vjerojatno bi podrzala taksonomska istrazivanja te

olaksala istrazivanja bioraznolikosti za mediteransko biogeografsko podrucje.

5.2 DNA barkodiranje pauka

U ovom istrazivanju dobiveni su DNA barkodovi za 31 vrstu pauka prisutnih u mediteranskoj
biogeografskoj regiji (Tablica 9). Rezultati ovog istrazivanja potvrduju DNA barkodiranje kao
pouzdanu metodu u razlikovanju vrsta pauka prisutnih u istrazivanom podrucju, S obzirom na
postojanje barcode gap-a izmedu unutarvrsnih i meduvrsnih nukleotidnih divergencija, sto je
potkrijepljeno i ranijim istraZivanjima u drugim geografskim regijama (Barrett i Hebert, 2005.;
Robinson i sur., 2009.; Blagoev i sur., 2016.; Gaikwad i sur., 2016.; Tyagi i sur., 2019).

Na temelju sli¢nosti dobivenih sekvencija s onima pohranjenim u NCBI i BOLD bazama podataka,
odredili smo 78% jedinki do razine vrste (Tablica 9). Nasi podaci potvrduju kako su pauci
rasprostranjeni na podrucju mediteranskih poljoprivrednih stanista dobro zastupljeni u genetickim
bazama podatka, medutim, odredene vrste jo§ nisu povezane sa sekvencijom barcode regije, a
razlog tome moze biti nedovoljna uzorkovanost odredenih podrucja te je potrebno prosirivanje
baza podataka s navedenim sekvencijama.

Zbog zahtjevne morfoloske determinacije te nemoguénosti morfoloskog odredivanja juvenilnih
jedinki dobra popunjenost baza podataka NCBI i BOLD sa sekvencijama pauka osnova je brojnih
ekoloskih istrazivanja koja se temelje na upotrebi DNA barkodiranja. S obzirom na krace
fragmente regije COI koje se koriste u istrazivanjima DNA metabarkodiranja sadrzaja probavila
vazno je imati pouzdane baza podataka kako bi se takve kratke sekvencije mogle povezati s
istrazivanom grabezljivom vrstom i pripadaju¢im plijenom. To je posebno vazno kod istrazivanja
trofickih odnosa juvenilnih pauka koje nije moguce prethodno morfoloski odrediti, a ¢ine vaznu

komponentu troficke mreze zajednice pauka.

5.3 Trofi¢ki odnosi pauka analizirani metodom DNA metabarkodiranja

Odnose izmedu grabezljivaca i plijena nije moguce uvijek pratiti izravnim promatranjem u

istraZzivanjima troficke ekologije. Opazanje plijena oteZzano je kod skupina koje svoj plijen
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razgraduju probavnim enzimima prije samog hranjenja kao $to je slu¢aj kod $triga 1 pauka (Bonato
i sur., 2021.). Analizu trofi¢kih odnosa kod takvih skupina grabeZljivaca olakSavaju novije metode
troficke ekologije, preciznije metode metabarkodiranja sadrZaja probavila grabezljivaca. Medutim,
iako ove metode nisu ograniene u analizi troficke mreze grabezljivaca s obzirom na nacin
savladavanja i probave plijena, postoje drugi ograni¢avajuci ¢imbenici koji otezavaju analizu
cjelovite prehrane grabezljivaca. Veca zastupljenost DNA grabeZljivca u uzorku i pristranost PCR
pocetnica prema odredenim taksonomskim skupinama otezava otkrivanje slabije zastupljenog
plijena u probavilu (Taberlet i sur., 2018.; Lamb i sur., 2019.; Bonato i sur., 2021.). Iskljucivo
umnazanje DNA plijena koriStenjem isklju¢ujucih pocetnica koje ne umnazaju DNA predatora
(engl. predator excluding primers) moze uzrokovati nepotpuno otkrivanje trofickih interakcija
posebice intraguild interakcija, a time i utjecati na nepotpunost troficke mreze i ekoloSku funkciju
(Cuff i sur., 2022.). S ciljem ograni¢avanja ucinka navedenih ¢imbenika koriStena su dva tipa
pocetnica tijekom istrazivanja, opée i poCetnice koje ne umnazaju DNA grabezljivca odnosno
iskljucujuce pocetnice. Velika zastupljenost umnozene DNA grabezljivca uzrokovala je da, u
procesu sekvenciranja, na ovoj dubini sekvenciranja (35 000 ocitanja po uzorku), DNA plijena nije
sekvencirana za velik broj uzoraka. Za dio navedenih uzoraka (16%) podaci o plijenu dobiveni su
koriStenjem iskljuuju¢ih pocetnica. To je posebno vidljivo u sluaju vrste Oxyopes
heterophthalmus gdje su podaci o prehrani za vecinu jedinki (71%) ove predatorske vrste dobiveni
koriStenjem iskljucujucih pocetnica. Bez navedenih podataka ostali bismo bez saznanja o prehrani
velikog udjela jedinki koji se od ostalih predatora razlikuju prema tehnici lova. To potvrduje kako
se koriStenjem oba tipa pocetnica dobiju podaci o trofickoj mrezi veceg broja predatora. Na
primjeru ovog istrazivanja vidljivo je da se ni jedan od ova dva tipa pocetnica ne moze koristiti
samostalno s obzirom da koristenjem generalnih poc¢etnica sekvenciranje ponekad rezultira samo
sekvencijama predatora, dok isklju¢ujuce pocetnice imaju slabiju razinu umnazanja od generalnih
pocetnica. Isklju¢ujuce pocetnice su pokazale taksonomsku pristranost (engl. taxonomic bias)
prilikom umnazanja DNA drugih redova ¢lankonoZaca u odnosu na DNA pauka, kao §to je ciljano
i ocekivano, ali i u odnosu na DNA mrezokrilaca (Hymenopetra). S obzirom na navedeno
potvrdeno je da upotreba isklju¢ivo pocetnica koje ne umnazaju DNA grabeZljivca (iskljucujuce
pocetnice) maskira intraguild grabezljivosti, a to je uofeno i u ranijim istrazivanjima (Sierra

Ramirez i sur., 2021; Cuff i sur., 2021a.). Opce i iskljucujuce pocetnice se nadopunjuju te u nekim
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slu¢ajevima tamo gdje opce pocetnice umnazaju samo DNA grabezljivca, iskljucujuce pocetnice

daju informaciju o plijenu.

U probavilu pauka utvrdena je Siroka raznolikost potencijalnog plijena, ukupno 12 redova te 57
rodova ¢lankonoZzaca (Slike 10-11). Takoder zabiljezena je grabezljivost prema vrstama koje su
nametnici na biljkama, kao i vaznost alternativnog plijena, te grabezljivost nad drugim
predatorima, dominantno drugim paucima, kornjasima (Coleoptera) i mrezokrilcima. Skupine
plijena zabiljezene u probavilu koje su Cinile 77% ukupne prehrane pauka bile su Diptera,
Lepidoptera, Hemiptera i Hymenoptera, dok se najve¢i udio Hymenoptera odnosio na jedinke
mrava. Takvi rezultati su u skladu s ranijim rezultatima DNA barkodiranja faune te ocekivani s
obzirom da se radi o poljoprivrednim povrSinama (Kubiak i sur., 2022.). Sposobnost pauka da
koriste alternativni, visoko hranjivi te lako dostupni plijen vjerojatno objasnjava ucestalost Diptera
i mrava (Formicidae) u probavilu, kao i manjih udjela ostalih alternativnih vrsta plijena (Kuusk i
Ekbom, 2010). S obzirom da su mravi vrlo aktivni kukci te brojni na istrazivanim poljoprivrednim
povrs$inama (Primorac, 2021.) dolaze u Ceste interakcije s grabezljivcima, ¢ime se poveéavaju Sanse
grabezljivosti pauka prema ovoj skupini. Takoder, ranija istrazivanja potvrduju visoku
zastupljenost Diptera u probavilu razli¢itih porodica pauka (Kennedy i sur., 2019.; Saqib i sur.,
2022.).

Na ukupnu strukturu plijena u probavilu pauka znacajno su utjecali tip upravljanja poljoprivrednom
povrs$inom, Kroz utjecaj obrade tla i upotrebe pesticida, te razlike u sezonama, s obzirom na pomak
u dostupnosti odredenih redova plijena. Dobiveni rezultati su u skladu s ranijim istrazivanjima.
Saqib i sur. (2022.) takoder su potvrdili znacajan utjecaj tipa upravljanja na prehranu pauka, a
Roubinet i sur. (2017.) su zabiljezili znacajne promjene u prehrani predatora tijekom sezona. Dok
je analiza prehrane pokazala utjecaj sezone na sastav redova plijena u probavilu, sezonalne
promjene nisu utjecale na omjer prehrane pauka s fitofagima u odnosu na intraguild predaciju i
prehranu ostalim beskraljeznjacima. To upucuje na to kako je potencijal pauka u bioloskoj kontroli
bio nepromijenjen tijekom godine. Pauci su jeli razli¢ite redove plijena tijekom dviju sezona, jesen
i prolje¢e, medutim razina prehrane potencijalnim nametnicima na biljkama se nije znatno
mijenjala. S druge strane, tip upravljanja poljoprivrednim povrSinama imao je znacajan utjecaj na

bioloski potencijal pauka u kontroli fitofagnih kukaca. Ve¢i bioloski potencijal zabiljezen je za
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pauke s poljoprivrednih ploha s ekoloskim tipom upravljanja gdje je omjer izmedu udjela
fitofagnog plijena i intraguild predacije bio ve¢i u odnosu na pauke s poljoprivrednih ploha s
integriranim tipom upravljanja (Slika 19). Ranija istrazivanja potvrduju kako ucinkovitost u
bioloskoj kontroli ovisi 0 razini intraguild grabeZzljivosti, gdje visoke razine ove grabezljivosti
negativno utjeCu na potencijal u kontroli kukaca nametnika na biljkama (Michalko i Pekér, 2016.;
Traugott i sur., 2012.). Saqib i sur. (2022.) pokazuju kako ekoloski tip upravljanja i slabija primjena
pesticida imaju pozitivan utjecaj na ekoloske funkcije grabeZljivaca, $to je potvrdeno i ovim

istrazivanjem.

Analizom odabira plijena (Slika 19 i Tablica 12) potvrdeno je kako su pauci manje od oc¢ekivanog
jeli druge grabezljivce, kornjaSe i druge pauke, s obzirom na njihovu dostupnost u masliniku s
integriranim tipom upravljanja, sto pozitivno utjeCe na njihov potencijal u bioloskoj kontroli.
Takoder, u oba tipa maslinika, odredene fitofagne skupine, poput leptira, skakavaca i grizlica jeli
su s ve¢om frekvencijom u odnosu na njihovu dostupnost. Ipak, negativno na bioloski potencijal
moze utjecati veca grabezljivost nad nekim predatorskim skupinama poput Neuroptera i

Dermaptera.

Najveca raznolikost plijena na razini roda zabiljezena je u ishrani pauka u masliniku s integriranim
tipom upravljanja (Slika 13), $to je u skladu s rezultatima ranije provedenih istrazivanja
bioraznolikosti na istrazivanim plohama (Ivankovi¢ i sur., 2020.). Medutim, takva vecéa
bioraznolikost plijena ne podrazumijeva veéi potencijal pauka u bioloskoj kontroli. Rodovi plijena
zabiljezeni u probavilu pauka s razli¢itih poljoprivrednih ploha i prirodnog stanista grupirali su se
prema plohama na sli¢an nacin koji je utvrden za beskraljeznjake uzorkovane na istim plohama i
analizirane metodom DNA barkodiranja (Andeli¢ Dmitrovi¢ i sur., 2022.). Analiza sastava rodova
plijena zabiljezenih u probavilu sugerira vecu sli¢nost u ukupnom sastavu plijena izmedu stanista

s obzirom na vrstu poljoprivredne kulture.

Usporedba rezultata PCR dijagnostike i DNA metabarkodiranja sadrzaja probavila ukazala je kako
jedinke iz skupine Collembola na istrazivanim plohama ne sluze paucima kao vid alternativnog
plijena §to je u suprotnosti s ranijim istrazivanjima (Agusti i sur., 2003.; Kuusk i Agusti, 2008.).

Takoder rezultati DNA metabarkodiranja nisu potvrdili prisutnost B. oleae u probavilu pauka, ali
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ta prisutnost je potvrdena metodom PCR dijagnostike. Mali broj jedinki pozitivan na DNA B. oleae
u probavilu moze se objasniti malim brojem jedinki ove vrste nametnika zabiljeZenih tijekom
redovnog monitoringa u istraZivanoj sezoni na odabranim plohama (Seri¢ Jelaska i sur., 0sobno

priopcenje).

Pauci kao grabezljivci pokazuju razlike u trofickim niSama s predatorskim trécima s istrazivanih
ploha (Seri¢ Jelaska, 2022a.; Serié¢ Jelaska i sur., 2022b.). Dok su se odredenim skupinama, poput
Collembola i Phasmidae, tréci ucestalo hranili takve jedinke nisu zabiljezene u probavilu pauka. S
druge strane Blattodea i Dermaptera su bili ¢est plijen utvrden u probavilu pauka, ali nisu Cinile
dio troficke mreze u slucaju tréaka. Kako je o¢ekivano, rezultati pokazuju najveée preklapanje u
odabiru plijena i zahtjevima za hranom izmedu tr¢aka i pauka aktivnih lovaca na tlu iz porodica
Lycosidae i Gnaphosidae, s obzirom da dijele ekolosku nisu. Potvrdeno je i postojanje intraguild
grabezljivost izmedu tréaka i pauka, te je zabiljezena grabeZljivost u oba smjera (Davey i sur.,
2012.; Sowa i sur., 2020.; Seri¢ Jelaska i sur., 2022b.). Visoke stope intraguild grabeZljivosti
izmedu tréaka i pauka mogu potencijalno umanjiti biolosku kontrolu nametnika za obje skupine.
Ipak, vazno je naglasiti kako bez obzira na postojanje intraguild grabezljivosti treba poticati
upravljanje poljoprivrednim povrSinama kako bi bile vise u skladu s prirodom te poticale vece

gustoce pauka, trcaka i ostalih grabezljivaca na stanistu.

5.4 Primjena rezultata barkodiranja u interpretaciji rezultata metabarkodiranja

Usporedba vrsta zabiljezenih metabarkodiranjem u probavilu pauka (ovo istrazivanje) i onih ranije
barkodiranih u sklopu istrazivanja bioraznolikosti poljoprivrednih staniSta (Andeli¢ Dmitrovi¢ i
sur., 2022.) pokazala je kako je samo cetvrtina vrsta prisutnih u probavilu ranije analizirana
metodom DNA barkodiranja.

DNA barkodiranje je otkrilo da su vrste iz skupine poput gujavica i skokuna slabije zastupljene u
dvije baze podataka, NCBI i BOLD. S obzirom na to, integrirani pristup Kkoji objedinjuje
morfolosku identifikaciju te sekvenciranje i pohranjivanje sekvencije COl regije, vazan je kako bi
se vrste iz navedenih skupina mogle odrediti kada su prisutne u probavilu grabeZljivaca s
istrazivanih stanista. Vrste iz ove dvije skupine nisu zabiljezene u probavilu pauka, ali su ranije

zabiljezene u probavilu drugih grabeZljivih skupina s istrazivanog podruéja (Seri¢ Jelaska, 2022a.;
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Seri¢ Jelaska i sur., 2022D.). Takoder, u probavilu pauka zabiljezen je plijen iz skupine Dermaptera
Cija slaba zastupljenost U bazama otezava taksonomsko odredivanje plijena do razine vrste.
To jo§ jednom potvrduje Cinjenicu kako je dobra popunjenost baza podataka klju€na osnova

istrazivanja temeljenih na upotrebi okoliSne DNA.
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6. ZAKLJUCAK

DNA barkodiranje pokazalo se kao prikladna metoda za analizu bioloske raznolikosti
beskraljeznjaka u mediteranskim poljoprivrednim sustavima, pogotovo za skupine Araneae,
Hemiptera, Lepidoptera i Hymenoptera, zbog dobre zastupljenosti sekvencija vrsti iz navedenih
skupina u genetickim bazama te postojanja barcode gapa. Medutim u slucaju odredenih skupina
poput Collembola i Oligochaeta, nadopunjavanje rezultata DNA barkodiranja s klasicnom

morfoloSkom analizom klju¢no je za odredivanje vrsta.

Metabarkodiranje koristenjem kratkog COI fragmenta moze otkriti Sirok raspon plijena u probavilu
pauka te je dobar pristup u analizi trofickih odnosa pauka u mediteranskim maslinicima i
vinogradima. Upotrebom eDNA metodologije potvrdene su troficke razlike izmedu skupina pauka
s obzirom na tip lova, ali i utjecaj antropogenih ucinaka na sastav plijena u probavilu, poput tipa
upravljanja poljoprivrednim povrSinama. Zbog visokog udjela fitofaga u ishrani, pauci imaju
potencijal u bioloSkoj kontroli kukaca nametnika tijekom obje sezone uzorkovanja, jeseni i

proljeca.

S obzirom da je ovo prvo istrazivanje u Hrvatskoj u kojem se primjenjuje metabarkodiranje u
utvrdivanju potencijala pauka u bioloskoj kontroli nametnika na poljoprivrednim kulturama,
rezultati 1 razvoj metodologije ¢e potaknuti daljnja istraZivanja uloge pauka u trofickim

interakcijama ¢lankonozaca i vaznosti o¢uvanja bioraznolikosti ovog podrucja.
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8. PRILOZI

Tablica P1. Popis jedinki pauka analiziranih metodom DNA metabarkodiranja pozitivnih na plijen

u probavilu te pripadajuéi plijen.

Uzorak  Vrstapauka Porodica Vrsta plijena Red plijena Broj Ploha Tip
paauk ofitanja upravlj
anja
MT1011  Xysticus kochi Thomisidae Sitticus Araneae 51 Vinograd IPM
penicillatus
MT1053  Xysticus Thomisidae Corynoptera Diptera 32 Maslinik  IPM
acerbus perpusilla
MT1153  Xysticus Thomisidae  Tetramorium Hymenoptera 89 Maslinik EPM
marmoratus semilaeve
MT1154  Xysticus Thomisidae Lasioglossum Hymenoptera 77 Maslinik  EPM
marmoratus glabriusculum
MT1154  Xysticus Thomisidae  Tetramorium Hymenoptera 184 Maslinik  EPM
marmoratus semilaeve
MT1163  Xysticus Thomisidae Aphaenogaster ~ Hymenoptera 191 Maslinik EPM
marmoratus balcanica
MT1189  Xysticus kochi Thomisidae  Smittia sp. Diptera 67 Vinograd IPM
MT1223  Xysticus kochi Thomisidae Forficulidae sp.  Dermaptera 90 Maslinik  IPM
MT1302  Xysticus Thomisidae Aphaenogaster ~ Hymenoptera 9 Maslinik EPM
acerbus balcanica
MT1334 Thomisidae Thomisidae Corynoptera Diptera 16 Maslinik  IPM
sp. perpusilla
MT1346  Xysticus Thomisidae Aphaenogaster ~ Hymenoptera 4376 Maslinik  EPM
acerbus balcanica
MT1043  Pistius Thomisidae Udea ferrugalis  Lepidoptera 33 Prirodno NP
truncatus staniSte
MT1425 Bassaniodes Thomisidae  Tetramorium Hymenoptera 7 Maslinik  IPM
caperatus semilaeve
Poecilus sp. Coleoptera 14
Plagiolepis Hymenoptera 6
pygmaea
MT1007  Alopecosa Lycosidae  Solenopsis Hymenoptera 17 Prirodno NP
solitaria fugax staniSte
Udea accolalis  Lepidoptera 7
MT1008 Alopecosa Lycosidae Udea accolalis  Lepidoptera 16 Prirodno NP
solitaria staniSte
MT1014  Xerolycosa Lycosidae Harpegnathos Hymenoptera 11 Maslinik EPM
sp. saltator
MT1017 Hogna Lycosidae  Oscinella sp. Diptera 15738 Maslinik  EPM
radiata Cystiphora Diptera 7374
sonchi
Philosepedon Diptera 6222
humeralis
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MT1050 Pardosa Lycosidae Harmonia Coleoptera 798 Maslinik  IPM
hortensis axyridis
MT1052 Alopecosasp. Lycosidae  Chrysoperla Neuroptera 230 Maslinik  IPM
carnea
Aedes Diptera 58
albopictus
MT1054  Arctosa sp. Lycosidae Diptera sp. Diptera 964 Maslinik  IPM
Forcipomyia sp.  Diptera 31
Epinotia Lepidoptera 183
thapsiana
Poecilus Coleoptera 8
sericeus
MT1061  Alopecosa Lycosidae Messor ibericus  Hymenoptera 53 Maslinik  IPM
albofasciata Cantharis livida Coleoptera 14
Cadra Lepidoptera 59
figulilella
Sarcophaga Diptera 83
nigriventris
MT1077  Alopecosa Lycosidae ~ Chrysoperla Neuroptera 78 Maslinik  IPM
albofasciata carnea
MT1078  Alopecosa Lycosidae Bradysia Diptera 1092 Maslinik  IPM
albofasciata brevispina
Chrysoperla Neuroptera 87
carnea
MT1086 Alopecosasp. Lycosidae  Corynoptera Diptera 75 Vinograd EPM
perpusilla
MT1100 Hogna Lycosidae Ectopsocus sp. Pscoptera 45 Maslinik  IPM
radiata Sitticus Araneae 96
penicillatus
MT1101 Pardosa Lycosidae  Solenopsis sp. Hymenoptera 63 Maslinik  IPM
hortensis Harmonia Coleoptera 31
axyridis
Dryobotodes Lepidoptera 46
eremita
MT1145 Hogna Lycosidae ~ Aphaenogaster ~ Hymenoptera 9 Maslinik  IPM
radiata balcanica
MT1164 Hogna Lycosidae ~ Tetramorium Hymenoptera 30 Maslinik  EPM
radiata semilaeve
MT1177 Hogna Lycosidae Diplostyla Araneae 125 Maslinik  IPM
radiata concolor
MT1177 Agyneta Araneae 8
pseudorurestris
MT1184 Hogna Lycosidae Loboptera Blattodea 21 Maslinik EPM
radiata decipiens
MT1193 Pardosa Lycosidae Hymenoptera Hymenoptera 13 Vinograd IPM
proxima sp.Tablica P1 - nastavak
MT1195 Hogna Lycosidae Phoridae sp. Diptera 6037 Maslinik  EPM
radiata
MT1205 Pardosa Lycosidae Harmonia Coleoptera 55 Vinograd IPM
hortensis axyridis
Dryobotodes Lepidoptera 80
eremita
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MT1216 Hogna Lycosidae Bradysia Diptera 36 Maslinik  IPM
radiata brevispina

MT1221 Hogna Lycosidae Nysius sp. Hemiptera 176 Maslinik  IPM
radiata Sitticus Araneae 1221

penicillatus

MT1222  Xerolycosa Lycosidae Nysius Hemiptera 63 Maslinik  IPM
nemoralis graminicola

MT1225 Pardosa Lycosidae Psammotettix Hemiptera 76 Vinograd IPM
hortensis sp.

MT1236 Trochosa Lycosidae Eriocottis Lepidoptera 14832 Prirodno NP
ruricola fuscanella staniste
MT1237  Alopecosa sp. Lycosidae Psila sp. Diptera 30 Prirodno NP

MT1237 Eriocottis Lepidoptera 1892  Staniste
fuscanella
MT1238  Alopecosa Lycosidae  Aiolopus Orthoptera 33 Maslinik EPM
accentuata strepens
MT1241 Alopecosasp. Lycosidae Eriocottis Lepidoptera 441 Maslinik EPM
fuscanella
MT1242 Hogna Lycosidae  Tettigonia Orthoptera 145 Maslinik  IPM
radiata viridissima
MT1267 Hogna Lycosidae Loboptera Blattodea 139 Maslinik  IPM
radiata decipiens
MT1268 Hogna Lycosidae Loboptera Blattodea 651 Maslinik  IPM
radiata decipiens
Cheiracanthium  Araneae 29
mildei
MT1307 Lycosidae sp.  Lycosidae  Armadillidium Isopoda 6 Maslinik  IPM
vulgare
MT1308 Lycosidae sp. Lycosidae  Solenopsis sp. Hymenoptera 33 Maslinik  IPM
MT1312 Lycosidae sp.  Lycosidae Harpegnathos Hymenoptera 9 Maslinik  IPM
saltator
MT1313 Lycosidae sp.  Lycosidae Plutella Lepidoptera 9 Maslinik  IPM
xylostella
MT1315 Lycosidae sp. Lycosidae  Loboptera Blattodea 80 Maslinik  IPM
decipiens
MT1316 Alopecosa Lycosidae Formica glauca Hymenoptera 44 Maslinik  IPM
farinosa
MT1319 Alopecosa Lycosidae  Armadillidium Isopoda 10 Maslinik  IPM
accentuata vulgare
MT1322 Lycosidae sp. Lycosidae  Solenopsis sp. Hymenoptera 93 Maslinik  IPM
MT1347 Lycosidae sp. Lycosidae  Stigmella Lepidoptera 13 Maslinik EPM
freyella
MT1370 Pardosa Lycosidae ~ Corynoptera Diptera 582 Vinograd IPM
hortensis perpusilla
MT1389 Hogna Lycosidae  Aiolopus Orthoptera 5822 Maslinik EPM
radiata strepens
MT1418 Hogna Lycosidae  Tegenaria Araneae 14 Maslinik  IPM
radiata hasperi
MT1209 Zelotes sp. Gnaphosida  Armadillidium Isopoda 11 Vinograd IPM
e vulgare
MT1256 Haplodrassus Gnaphosida Aiolopus Orthoptera 7 Maslinik  EPM
dalmatensis e strepens
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MT1353 Gnaphosidae  Gnaphosida Tetramorium Hymenoptera 111 Maslinik EPM
sp. e caespitum
MT1356 Nomisia Gnaphosida Aphaenogaster ~ Hymenoptera 6 Maslinik EPM
exornata e balcanica
MT1016  Oxyopes Oxyopidae  Aiolopus Orthoptera 16 Maslinik EPM
heterophthal strepens
mus
MT1018 Oxyopes Oxyopidae  Cystiphora Diptera 8 Maslinik EPM
heterophthal sonchi
mus
Oxyopes Philosepedon Diptera 9
heterophthal humeralis
mus
MT1022  Oxyopes Oxyopidae  Chromatomyia  Diptera 188 Maslinik EPM
heterophthal horticola
mus
MT1023  Oxyopes Oxyopidae  Forficula Dermaptera 12 Maslinik  EPM
heterophthal auricularia
mus
MT1134  Oxyopes Oxyopidae  Sitticus Araneae 63 Vinograd EPM
heterophtalm penicillatus
us
MT1190 Oxyopes Oxyopidae  Laodelphax Hemiptera 13 Vinograd IPM
heterophtalm striatellus
us
MT1300 Oxyopes sp. Oxyopidae  Tetramorium Hymenoptera 9 Maslinik  IPM
semilaeve
MT1375  Oxyopes sp. Oxyopidae  Aiolopus Orthoptera 8 Maslinik EPM
strepens
MT1384  Oxyopes sp. Oxyopidae ~ Cymoninus Hemiptera 46 Maslinik  IPM
notabilis
MT1239  Tibellus Philodromi  Eriocottis Lepidoptera 43 Maslinik  EPM
macellus dae fuscanella
Cystiphora Diptera 14
sonchi
MT1368  Tibellus Philodromi  Corynoptera Diptera 26 Vinograd IPM
macellus dae perpusilla
MT1009 Agalenatea Araneidae Psila sp. Diptera 3440 Prirodno NP
redii staniSte
MT1158 Araneidae sp. Araneidae Euscelis Hemiptera 9 Maslinik EPM
lineolata
MT1168 Agalenatea Araneidae  Oxytelus Coleoptera 219 Maslinik  IPM
redii sculptus
MT1171  Agalenatea Araneidae Lecithocera Lepidoptera 36 Prirodno NP
redii nigrana staniSte
MT1173  Neoscona Araneidae  Cystiphora Diptera 24 Prirodno NP
adianta sonchi staniste
Philosepedon Diptera 29
humeralis
Oscinella sp. Diptera 16
Forficula Dermaptera 9
auricularia
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MT1199 Agalenatea Araneidae Philonthus Coleoptera 59 Vinograd IPM
redii concinnus

MT1202 Larinioides Araneidae Philonthus Coleoptera 75 Vinograd IPM
cornutus concinnus

MT1204 Agalenatea Araneidae Coccinella Coleoptera 124 Vinograd IPM
redii septempunctata

MT1206 Agalenatea Araneidae Sitona lineatus Coleoptera 59 Vinograd IPM
redii

MT1259 Agalenatea Araneidae Prays oleae Lepidoptera 302 Maslinik EPM
Sp- Prays fraxinella  Lepidoptera 395

MT1264  Araneus Araneidae Formica sp. Hymenoptera 8 Vinograd EPM
diadematus

MT1371 Latrodectus Theridiidae  Toya propinqua  Hemiptera 184 Vinograd IPM
tredecimgutta
tus

* Za svaku vrstu plijena zabiljeZenu u probavilu pauka naveden je broj o¢itanja (read count) s kojim je vrsta zabiljezena

u probavilu. IPM oznacava poljoprivrednu povrsinu s integriranim tipom upravljanja, EPM oznacava poljoprivrednu

povrsinu s ekoloskim tipom upravljanja, NP oznacava da tip upravljanja nije primjenjiv jer se radi o prirodnom stanistu.

Tablica P2. Popis jedinki pauka kori$tenih u analizama prisutnosti plijena u probavilu metodama
molekularne biologije.
Uzorak Porodica Ploha Godina  B.oleae B. Collembola  Ukupan Ukupan
(p_Cox1D  oleae (Col4F- plijen plijen
F- (334F- COL5R) (BF3- (Telperion-
p_Cox1D  440R) BR2) Laurelin)

R
MT1003 Gnaphosidae C 2018. / ) / 1 0
MT1007 Lycosidae Cc 2018. / / 1 1
MT1008 Lycosidae C 2018. / / 1 1
MT1009 Araneidae C 2018. / / / 1 1
MT1010 Lycosidae C 2018. / / / 1 0
MT1040 Lycosidae C 2018. / / 0 1 0
MT1041 Oxyopidae C 2018. / / 0 1 1
MT1042 Oxyopidae C 2018. / / / 1 1
MT1043 Thomisidae C 2018. / / 0 1 1
MT1120 Araneidae C 2018. / / 0 1 0
MT1121 Lycosidae C 2018. / / 0 0
MT1143 Lycosidae C 2018. / / 1 1
MT1144  Araneidae C 2018. / / 0 1 1
MT1150 Araneidae Cc 2018. / / / 1 1
MT1151 Araneidae Cc 2018. / / 0 1 1
MT1171 Araneidae Cc 2018. / / 0 1 1
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MT1173
MT1174
MT1180
MT1224
MT1236
MT1237
MT1386
MT1013
MT1014
MT1015
MT1016
MT1017
MT1018
MT1022
MT1023
MT1024
MT1108
MT1109
MT1111
MT1114
MT1115
MT1116
MT1117
MT1122
MT1123
MT1124
MT1125
MT1126
MT1127
MT1129
MT1152
MT1153
MT1154
MT1155
MT1156
MT1158
MT1160
MT1162
MT1163

Araneidae
Lycosidae
Araneidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae
Araneidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Oxyopidae
Lycosidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae
Thomisidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Thomisidae
Lycosidae
Araneidae
Thomisidae
Thomisidae
Araneidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Lycosidae
Thomisidae
Thomisidae
Thomisidae
Araneidae
Araneidae
Thomisidae
Thomisidae
Thomisidae

C
C
C
C
C
C
C

ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME

2018.
2018.
2018.
20109.
20109.
2019.
2019.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
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MT1164
MT1184
MT1194
MT1195
MT1196
MT1197
MT1226
MT1234
MT1238
MT1239
MT1241
MT1244
MT1245
MT1246
MT1249
MT1250
MT1255
MT1256
MT1257
MT1258
MT1259
MT1265
MT1266
MT1271
MT1272
MT1277
MT1331
MT1361
MT1389
MT1372
MT1342
MT1344
MT1346
MT1347
MT1348
MT1353
MT1354
MT1356
MT1301

Lycosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae

Philodromidae

Lycosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Thomisidae
Araneidae
Thomisidae
Araneidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Araneidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae
Araneidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Thomisidae
Lycosidae
Oxyopidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Lycosidae

ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME

2018.
2018.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
2019.
2019.
2019.
2019.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
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MT1302
MT1303
MT1388
MT1391
MT1374
MT1375
MT1376
MT1377
MT1378
MT1379
MT1381
MT1382
MT1383
MT1044
MT1045
MT1046
MT1047
MT1049
MT1050
MT1052
MT1053
MT1054
MT1055
MT1056
MT1057
MT1059
MT1060
MT1061
MT1064
MT1065
MT1066
MT1068
MT1070
MT1071
MT1074
MT1075
MT1076
MT1077
MT1078

Thomisidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Lycosidae
Oxyopidae
Lycosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Thomisidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Thomisidae
Lycosidae
Lycosidae
Thomisidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae

ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
Ml
MI
MI
Ml
MI
Ml
MI
MI
MI
Ml
MI
MI
Ml
MI
MI
MI
Ml
Ml
Ml
MI
MI
Ml
Ml
MI
MI
Ml

2019.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
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MT1080
MT1089
MT1091
MT1092
MT1095
MT1097
MT1100
MT1101
MT1145
MT1148
MT1149
MT1167
MT1168
MT1169
MT1176
MT1177
MT1182
MT1216
MT1221
MT1222
MT1223
MT1242
MT1243
MT1267
MT1268
MT1269
MT1274
MT1418
MT1332
MT1333
MT1334
MT1335
MT1304
MT1305
MT1306
MT1307
MT1308
MT1309
MT1310

Lycosidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Thomisidae
Araneidae
Thomisidae
Lycosidae
Lycosidae
Thomisidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Thomisidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Thomisidae
Oxyopidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae

Ml
MI
MI
Ml
Ml
MI
MI
MI
Ml
Ml
MI
MI
Ml
Ml
MI
MI
Ml
MI
Ml
MI
MI
MI
Ml
MI
MI
Ml
MI
MI
MI
Ml
Ml
Ml
MI
MI
Ml
Ml
MI
MI
Ml

2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2019.
2019.
2019.
20109.
2019.
2019.
2019.
2019.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
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MT1311
MT1312
MT1300
MT1313
MT1314
MT1315
MT1316
MT1317
MT1318
MT1319
MT1320
MT1321
MT1322
MT1323
MT1324
MT1325
MT1326
MT1327
MT1328
MT1330
MT1409
MT1411
MT1414
MT1419
MT1422
MT1384
MT1385
MT1387
MT1425
MT1037
MT1086
MT1130
MT1132
MT1134
MT1140
MT1141
MT1227
MT1229
MT1240

Lycosidae
Lycosidae
Oxyopidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Thomisidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Thomisidae
Oxyopiodae
Lycosidae
Gnaphosidae
Thomisidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Oxyopidae
Araneidae
Oxyopidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Gnaphosidae
Lycosidae

Ml
MI
MI
Ml
Ml
MI
MI
MI
Ml
Ml
MI
MI
Ml
Ml
MI
MI
Ml
MI
Ml
MI
MI
MI
Ml
MI
MI
Ml
MI
MI
MI
VE
VE
VE
VE
VE
VE
VE
VE
VE
VE

2019.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
2019.
2019.
2019.
2019.
20109.
2019.
2019.
2019.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2019.
2019.
20109.
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MT1260
MT1262
MT1263
MT1264
MT1011
MT1032
MT1034
MT1035
MT1036
MT1118
MT1136
MT1137
MT1179
MT1187
MT1188
MT1189
MT1190
MT1191
MT1192
MT1193
MT1198
MT1199
MT1200
MT1201
MT1202
MT1203
MT1204
MT1205
MT1206
MT1207
MT1209
MT1210
MT1212
MT1225
MT1232
MT1233
MT1235
MT1275
MT1329

Gnaphosidae
Araneidae
Araneidae
Araneidae
Thomisidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Oxyopidae
Araneidae
Araneidae
Oxyopidae
Gnaphosidae
Oxyopidae
Thomisidae
Thomisidae
Oxyopidae
Thomisidae
Thomisidae
Lycosidae
Araneidae
Araneidae
Araneidae
Araneidae
Araneidae
Araneidae
Araneidae
Lycosidae
Araneidae
Araneidae
Gnaphosidae
Araneidae
Thomisidae
Lycosidae
Lycosidae
Lycosidae
Gnaphosidae
Lycosidae
Lycosidae

VE
VE
VE
VE
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI
VI

2019.
2019.
2019.
20109.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
20109.
2019.
2019.
2019.
2019.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
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MT1362
MT1405
MT1390
MT1368
MT1370
MT1371
MT1380
MT1392
MT1393
MT1413
MT1416
MT1417
MT1396
MT1401
MT1394
MT1401
MT1128
MT1278
MT1019
MT1020
MT1025
MT1026
MT1027
MT1051
MT1062
MT1067
MT1073
MT1094
MT1099
MT1110
MT1113
MT1185
MT1338
MT1410
MT1403
MT1407
MT1415
MT1421
MT1397

Lycosidae
Gnaphosidae
Thomisidae
Philodromidae
Lycosidae
Theridiidae
Miturgidae
Miturgidae
Miturgidae
Miturgidae
Miturgidae
Miturgidae
Miturgidae
Miturgidae
Miturgidae
Miturgidae
Philodromidae
Philodromidae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae
Pisauridae

VI
VI
VI
VI
VI
VI
ME
ME
ME
Ml
MI
MI
Ml
Ml
MI
MI
ME
ME
ME
ME
ME
ME
ME
MI
MI
Ml
MI
MI
MI
ME
ME
Ml
ME
ME
Ml
Ml
MI
MI
Ml

2019.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
20109.
20109.
2019.
2019.
2019.
2018.
2019.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
2018.
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20109.
2019.
2019.
2019.
20109.
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Tablica P2. - nastavak
MT1398 Pisauridae Ml 2019. 0 0 0 / /

* 1 oznacava prisutnog ciljnog plijena u probavilu analiziranog uzorka pauka, 0 oznacava kako ciljni plijen nije

prisutan u probavilu, / oznacava da uzorak pauka nije analiziran u navedenoj metodi.
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9. ZIVOTOPIS

Barbara Andeli¢ Dmitrovié rodena je u Sibeniku 1993. Osnovnu $kolu i gimnaziju ,,Antuna
Vrandiéa“ zavrsila je u Sibeniku. Prirodoslovno matematicki fakultet, preddiplomski studij
Molekularna biologija upisuje 2012. godine i zavrsava 2015. Po zavrsetku upisuje diplomski studij
Molekularna biologija, a na drugoj godini diplomskog studija i studijski program Bioindustrijske
tehnike te obrazovanje nastavlja i na SveuciliStu u Orleansu, Francuska. Diplomirala je 2017.
godine na oba Sveucilista. Tijekom boravka u Francuskoj sudjeluje na znanstveno-istrazivatkom
projektu “Multimodal molecular imaging of metastatic cancer” u Francuskom Nacionalnom Centru
za Znanstvena Istrazivanja. Od 2018. zaposlena je kao asistent u Zoologijskom zavodu Bioloskog
odsjeka PMF-a na projektu MEDITERATRI- Neonikotinoidi i bakar u mediteranskoj poljoprivredi
— ucinci na neciljanu faunu beskraljeznjaka kroz troficke interakcije. Iste godine upisuje
Poslijediplomski studij Biologije, a tijekom studija i u sklopu MEDITERATRI projekta
sudjelovala je na tri medunarodna kongresa kao usmeni izlaga¢, na osam domacih i medunarodnih
kongresa kao koautor te na tri radionice. Sudjelovala je na popularizaciji znanosti i projekta
MEDITERATRI kroz razli¢ite aktivnosti poput No¢ istrazivaci, Festivala znanosti te Dana i noci
na PMF. Osvojila je nagradu za najboljeg mladog izlagac¢a na kongresu IOBC u Zadru 2018.
Osvoijila je nagradu BRDO za najboljeg asistenta na Bioloskom odsjeku u akademskoj 2019. /2020
godini. Prvi je autor jednog znanstvenog rada i koautor na jo$ jednom znanstvenom radu, jedan rad

je prihvacen za objavu dok je jedan u postupku recenzije.

Radovi u ¢asopisima

Vuci¢ M, Hama LM, Jeli¢ D, Baci¢ M, Klobucar G, Andeli¢ Dmitrovi¢ B, Bogutskaya N (2023)

First record of North Italian roach, Leucos aula (Bonaparte, 1841) on the Pag Island, Croatia —
relict of the last glacial maximum? Organisms Diversity and Evolution (prihvacen)

Andeli¢ Dmitrovi¢ B, Jeli¢ M, Rota E, Seri¢ Jelaska L (2022) DNA Barcoding of Invertebrates
Inhabiting Olive Orchards and Vineyards Accelerates Understudied Mediterranean Biodiversity
Assessment. Diversity 14: 182. https://doi.org/10.3390/d14030182

Ivankovi¢ Tatalovi¢ L, Andeli¢ B, Jeli¢ M, Kos T, Benitez H, Seri¢ Jelaska L (2020) Fluctuating
Asymmetry as a Method of Assessing Environmental Stress in Two Predatory Carabid Species
within Mediterranean Agroecosystems. Symmetry 12: 1890. https://doi.org/10.3390/sym12111890
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Sazeci sa skupova

Kos, Tomislav; Seri¢ Jelaska Lucija; Jeli¢ Misel; Ivankovi¢ Tatalovi¢ Lara; Andeli¢ Dmitrovié,
Barbara Tréci (fam. Carabidae), pregled faune kao potencijala bioloSkog suzbijanja u
mediteranskim agro-ekosustavima. // Zbornik sazetaka 5. simpozij HED-a / Sarajli¢, Ankica ;
Ravli¢, Marija (ur.). Osijek: Hrvatsko entomolosko drustvo, 2022. str. 10-10.
(https://www.bib.irb.hr/1222003)

Andeli¢, Barbara; Gajski, Domagoj; Seri¢ Jelaska, Lucija Ground and above-ground spiders’
predatory choices: their biocontrol potential in Mediterranean vineyards and olive orchards. //
Abstract booklet 33rd European Congress of Arachnology Greifswald, 2022. str. 9-9

Andeli¢, Barbara; Jeli¢, Misel; Seri¢ Jelaska, Lucija DNA barcoding of insect groups in
Mediterranean vineyards and olive orchards in Zadar County, Croatia. // The 1st International
Electronic Conference on Entomology Online, 2021. 046564, 1

Seri¢ Jelaska, Lucija; Andeli¢, Barbara; Ivankovi¢ Tatalovi¢, Lara; Kos, Tomislav DROSOPHILA
SUZUKII RECORDED IN MEDITERRANEAN OLIVE ORCHARDS IN CROATIA. /[ Zbornik
sazetaka (Hrvatski simpozij o invazivnim vrstama s medunarodnim sudjelovanjem) / Jelaska, Sven
(ur.). Zagreb: Hrvatsko ekolosko drustvo, 2021. str. 78-78

Andeli¢, Barbara; Jeli¢, Misel; Ivankovi¢, Lara; Kos, Toimislav; Seri¢ Jelaska, Lucija
Metabarkodiranje za potrebe molekularnih trofi¢kih analiza. // SIMPOZIJ STUDENATA
DOKTORSKIH STUDIJA PMF-a: Knjiga sazetaka / Roncevi¢, Sanda ; BariSi¢, Dajana (ur.).
Zagreb: Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, 2020. str. 84-84

Seri¢ Jelaska, Lucija; Kos, Tomislav; Jeli¢, Misel; Andeli¢, Barbara; Ivankovi¢, Lara
MEDITERATRI projekt — prica o utjecaju pesticida na predatorske ¢lankonosce. // 64. Seminar
biljne zastite- zbornik sazetaka / Bazok, Renata (ur.). Zagreb: Hrvatsko drustvo biljne zastite, 2020.
str. 66-67

Ivankovi¢, Lara; Andeli¢, Barbara; Gajski, Domagoj; Jeli¢, Misel; Kos, Tomislav; Seri¢ Jelaska,
Lucija Diversity and ecology of non-target invertebrate fauna in Integrated and Ecologically based
Pest Managements in agricultural sites within MEDITERATRI project. // 55th Croatian & 15th
International Symposium on Agriculture- Book of abstracts / Mio¢, Boro ; Siri¢, Ivan (ur.).
Zagreb: SveuciliSte u Zagrebu, Agronomski fakultet, 2020. str. 62-62

Ivankovié¢ Tatalovié, Lara; Andeli¢, Barbara; Jeli¢, Misel; Kos, Toimislav; Seri¢ Jelaska, Lucija
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RAZNOLIKOST I EKOLOGIJA FAUNE BESKRALJESNJAKA U AGROEKOSUSTAVIMA S
EKOLOSKIM I INTEGRIRANIM TIPOM UPRAVLJANJA. // SIMPOZIJ STUDENATA
DOKTORSKIH STUDIJA PMF-a: Knjiga saZetaka / Roncevi¢, Sanda ; Barisi¢, Dajana (ur.).
Zagreb: Prirodoslovno-matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, 2020. str. 34-34
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