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Taksonomski status rodova i vrsta Euaphidius Mackauer i Remaudierea Stary
(Hymenoptera, Braconidae, Aphidiinae) na osnovu morfoloskih i molekularnih analiza
28S rRNK i COIl gena

Rezime

Taksonomski status roda Euaphidius Mackauer, sa dve opisane vrste E. cingulatus
(Ruthe) i E. setiger Mackauer, je poslednjih decenija pod znakom pitanja. Ove dve vrste su u
literaturi obi¢no razmatrane u okviru roda Aphidius Nees. Medutim, na osnovu nekih
morfoloskih karakteristika, pre svega, tentorijalnog indeksa kao i njihove biologije, Mackauer
(1961) ih je izdvojio u poseban rod, Euaphidius. Rod Remaudierea Stary, sa jednom
opisanom vrstom R. plocamaphidis Stary je slican vrstama roda Aphidius i Euaphidius, pre
svega po nervaturi krila i obliku petiolusa. Morfoloska i geneticka varijabilnost tri parazitske
ose E. cingulatus, E. setiger i R. plocamaphidis, kao i njihov taksonomski polozaj u odnosu
na vrste roda Aphidius, su analizirani metodama ,,tradicionalne® i geometrijske morfometrije,
kao i1 analizom sekvenci mitohondrijalnog gena za citohrom oksidazu 1 (mt COIl) i
varijabilnog D2 regiona gena za veliku ribozomalnu subjedinicu 28S (28S rRNK).
,,Tradicionalnom* morfometrijom utvrdeni su karakteri koji su pokazali najvecu varijabilnost
u morfologiji izmedu analiziranih vrsta. To su pokazali karakteri odnos duZine pterostigme i
duzine R1 nerva, broj rinarija na prvom flagelarnom c¢lanku, kao 1 broj dlacica u gornjoj
areoli propodeuma. Analizom oblika prednjih krila uz primenu geometrijske morfometrije
uoceno je da vrste roda Euaphidius imaju kra¢i R1 nerv i $ira krila u centralnom delu u
odnosu na vrste roda Aphidius. Takode, vrsta E. cingulatus se razlikuje od vrste E. setiger
uzim krilom u centralnom delu 1 duzim distalnim delom prednjeg krila. Molekularnom
analizom na osnovu mtCOI i 28S rRNK gena su utvrdene male razlike izmedu rodova
Euaphidius 1 Remaudierea, kao i izabranih vrsta roda Aphidius. Kombinacija sve tri
primenjene metode nije potvrdila status roda Eupahidius. Sve analizirane vrste (E. cingulatus,
E. setiger i R. plocamaphidis) su premestene u rod Aphidius, s tim §to se vrste E. cingulatus i

R. plocamaphidis izdvajaju u okviru podroda Euaphidius, a E. setiger u podrod Aphidius.

Kljuéne re¢i: Aphidius, Euaphidius, Remaudierea, parazitoidi, taksonomija, geometrijska
morfometrija, mtCOIl gen, 28SD2 rRNK gen
Nauc¢na oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Morfologija, sistematika i filogenija Zivotinja
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Taxonomic status of genera and species of Euaphidius Mackauer and Remaudierea
Stary (Hymenoptera, Braconidae, Aphidiinae) based on morphological and molecular

analyses of 28S rRNA and COI genes

Summary

Taxonomic status of the genus Euaphidius Mackauer with two described species E.
cingulatus (Ruthe) and E. setiger Mackauer has been questionable over past few decades. In
the literature, these two species are considered within the genus Aphidius. However, based on
some morphological characteristics, such as tentorial index, also biology of analysed species,
Mackauer (1961) raised them into the separate genus, Euaphidius. The genus Remaudierea
Stary, which was described by the only known species R. plocamaphidis Stary, resembles
Aphidius and Euaphidius species, primarily by the wing venation pattern and the shape of a
petiole. Morphological and genetic variability of the species E. cingulatus, E. setiger and R.
plocamaphidis, and their taxonomic position in relation to the Aphidius species, were
analysed using traditional and geometric morphometrics, as well as using molecular analysis
of cytochrome oxidase 1 (mtCOl) and the variable D2 region of the ribosomal gene 28S (28S
rRNA). Using traditional morphometrics method, characters that showed the greatest
variability in morphology among analysed species were identified. The significant variability
was detected over ratio values: the length of pterostigma and the length of R1 vein, the
number of olfactory grooves (rhinaria) on the first segment of antenna and the number of
setae in the upper lateral areola of the propodeum. Analysis of the forewing shape using
geometric morphometrics showed that the species from the genus Euaphidius have shorter R1
vein and wider wings in medial part than in species from Aphidius. Likewise, the species E.
cingulatus is discriminated from E. setiger by a narrower forewings in the central part and
generally, they wings are longer in the distal part. On the basis of molecular analysis of the
mtCOIl and 28S rRNA genes, small genetic differences among genera Euaphidius and
Remaudierea, and selected Aphidius species were determined. The combination of three
applied methods was not confirmed the status of genus Euaphidius. We have changed the
status of E. cingulatus, E. setiger and R. plocamaphidis including them in the genus Aphidius.
The species E. cingulatus and R. plocamaphidis are joined in the subgenus Euaphidius, while
E. setiger is transferred in the subgenus Aphidius.
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1. UvOD

1.1. OpSte karakteristike ¢lanova potfamilije Aphidiinae

Potfamilija Aphidiinae (Hymenoptera: Braconidae) obuhvata solitarne, visoko
specijalizovane endoparazitoide biljnih vasi (Hemiptera: Aphididac) (Mackauer &
Stary, 1967). Do danas je opisano oko 400 do 420 validnih vrsta afidiina, mada se u
bazi podataka Taxapad (Yu et al., 2013) nalazi ¢ak 500 vrsta za koje nema sinonima.
Afidiine su Klasifikovane u oko 40 rodova (Achterberg, 2013). Najveci broj vrsta
naseljava severnu zemljinu hemisferu Holarktik i Orijentalnu oblast (Stary, 1988a;
Dolphine & Quicke, 2001). Oko 200 vrsta opisano je u fauni Evrope, dok su 122 vrste
registrovane na teritoriji Srbije i Crne Gore (Ziki¢ et al., 2012).

Velicina tela afidiina se kre¢e od jednog do nekoliko milimetara. Telo je slabo
sklerotizovano. Morfoloska i1 anatomska grada je tipi¢no brakonoidna (Shaw &
Huddleston, 1991). Glava je popre¢na do subkvadratna i ima ortognatan polozaj. Na
glavi se nalaze par krupnih sloZenih o€iju, tri ocele 1 kon€aste antene. Antene se sastoje
od osnovnog ¢lanka ili skapusa (scapus), pedicela ili drske (pedicel) i bica (flagellum)
koji se sastoji od veceg broja Clanaka, flagelomera. Broj ¢lanaka varira od vrste do vrste
i krece se od 8 (Zenke vrste Lysiphlebus balcanicus Stary) do preko 30 flagelomera kod
nekih vrsta roda Pauesia Quilis Perez. Muzjaci uglavnom imaju veéi broj antenalnih
Clanaka, npr. zenke vrste Aphidius colemani Viereck imaju do 16 ¢lanaka u antenama,
dok muzjaci do 18. Jedino kod roda Ephedrus Haliday oba pola imaju isti broj ¢lanaka u
antenama. Na antenalnim ¢lancima se nalaze rinarije, odnosno mirisne brazde, koje
predstavljaju vazan taksonomski karakter. Takode, antene su manje-vise dlakave. Na
gornjoj usni (clypeus), koja je ispupCena, nalaze se dlacice €iji se broj krece od nekoliko
do preko 20. Na osnovu polozaja i broja dlacica moze se utvrditi taksonomski status
pojedinih rodova. Sa strane klipeusa nalaze se tentorijalne jame. Odnos rastojanja
izmedu tentorijalne jame i donje ivice oka i1 rastojanja izmedu tentorijalnih jama
predstavlja tzv. tentorijalni indeks, tj. karakter koji se ponekad koristi u taksonomskim
radovima (Tomanovi¢ et al., 2007; Rakhshani et al., 2008), iako je jo§ Pungerl (1983)
pokazala da taj karakter nije baS pouzdan u svim slucajevima. Isti slucaj je i sa

malarnim prostorom koji predstavlja rastojanje izmedu donje ivice oka i ivice



mandibula. Usni aparat je prilagoden za grickanje i srkanje sa dvozubim mandibulama.
Broj ¢lanaka labijalnih i maksilarnih palpusa usnog aparata varira u zavisnosti od vrste.
Toraks (mezozoma) se sastoji od protoraksa, mezotoraksa i metatoraksa. Svaki
segment toraksa se sastoji od notuma, sklerita i pleura. Pronotum je gladak, ponekad i
skulpturiran. Mezonotum je najcesée gladak ili granulisan, sa dlakama. Mezoskutum je
gladak ili ima brazde i/ili jamicu (fovea). U sastav grudnog dela ulazi i prvi abdominalni
segment, odnosno propodeum. Suturama je izdeljen na povrSine (alveolae) razlicite
veli¢ine i oblika i na njemu se nalaze dlake. Propodeum je jedan od najznacajnijih
taksonomskih karaktera (Stary, 1973). Na toraksu se najceS¢e nalazi dva para krila.
Postoje i vrste koje su brahipterne ili pak krila uopste ne postoje (apternost), kao $to je
vrsta Trioxys apterus Gérdenfors (Géardenfors, 1990). U okviru potfamilije je izrazena
tendencija redukcije krilne nervature, izuzev kod vrsta rodova Ephedrus, Parephedrus, i
Toxares koje su zadrzale brakonoidni izgled (eg. Shaw & Huddleston, 1991;
Achterberg, 1993). Vrste nekoliko rodova (npr. Adialytus, Binodoxys, Trioxys) imaju
skoro potpuno redukovanu nervaturu (Stary, 1975; Tomanovi¢ & Kavallieratos, 2002).
Noge su dobro razvijene (relativno duge i tanke) i imaju vaznu ulogu pri
parazitiranju domacina. Abdomen (metazoma) je kod Zenki izduZen, lancetast, dok je
kod muzjaka valjkast. Prvi segment metazome je petiolus, koji je manje ili viSe izduZen.
Ono po ¢emu se sve vrste ove potfamilije morfoloski razlikuju od ostalih brakonida je
prisustvo fleksibilne suture izmedu drugog i treceg tergita metazome i ovaj karakter
predstavlja apomorfiju (Stary, 1970; Shaw & Huddleston, 1991; Sharkey, 1993). Svi
ostali segmenti metazome su medusobno povezani membranama. Na kraju abdomena se
kod zenki nalazi legalica (ovipositor) koja je gradena od delova osmog i devetog
abdominalnog segmenta i Cine je kvadratna ploca, valifera I i 11, prvi, drugi i tre¢i par
valvi. Svi ovi delovi su iste grade kod svih rodova, izuzev treCeg para valvi, koje
predstavljaju vaZan taksonomski karakter za identifikaciju na nivou rodova 1 vrsta.
Muske genitalije su gradene od nastavaka devetog abdominalnog segmenta i aedeagus-

a.



1.2. Zivotni ciklus afidiina

Aphidiinae pripadaju grupi koinobionata, §to zna¢i da nakon parazitiranja
domacin nastavlja da se nesmetano razvija sve do zavrSetka razvojnog ciklusa samog
parazitoida koji se nalazi u telu vas$i. lako parazitiraju sve razvojne stadijume osim
jajeta, parazitoidi naj¢esce biraju drugi i tre¢i larveni stupanj vasi (Shaw & Huddleston,
1991). Neke vrste polazu jaja samo u odredeni nimfalni stupanj ili formu za ovipoziciju.
Npr. zenka Dyscritulus planiceps (Marshall) parazitira samo krilate adulte vrsta roda
Drepanosiphum (Volkl & Mackauer, 1996). Monoctonus paulensis (Ashmead) bira
relativno manje biljne vasi u koloniji (Chau & Mackauer, 2000).

Parazitoidi napadaju vasi isturanjem abdomena ispod grudi i glave, pri ¢emu se
on isteze i zenka polaze jaje u telo domacina. Vreme ovipozicije je razli€ito u zavisnosti
od vrste parazitoida i moze biti manje od jedne sekunde (Diaeretus leucopterus
(Haliday) i Falciconus pseudoplatani (Marshall)) (Vo6lkl & Mackauer, 2000) ili do
nekoliko minuta (Monoctonus paulensis) (Michaud & Mackauer 1995; Chau &
Mackauer, 1999). Jaja polazu na bilo kom mestu na telu, izuzev nekih vrsta roda
Monoctonus, M. paulensis, M. paludum Marshall i M. crepidis (Haliday), koje polazu
jaja u torakalnu gangliju izmedu prvog i drugog para nogu, §to uzrokuje kratkotrajnu
paralizu (Griffiths, 1961; Calvert & van den Bosch, 1972). Na ovaj nalin su jaja
zaSticena od imunog sistema domacina, tacnije od cirkulatornih hemocita (Griffiths,
1961).

Zenka po pravilu polaze samo jedno jaje u telo domaéina, mada se moze desiti
da polozi dva ili viSe jaja (superparazitizam). Usled kompeticije, uvek se razvije samo
jedna larva, i to obi¢no ona starija. Poliembrionija kod afidiina nije zabelezena, za
razliku od mnogobrojnih vrsta iz sestrinskih potfamilija Microgastrinae i
Macrocentrinae (Shaw & Huddleston, 1991). U ranom periodu razvi¢a larve, oko
njenog kaudalnog dela se stvara visokokalori¢no tkivo trofamnion koje joj sluzi za
ishranu. Trofamnion postoji tokom prvog larvenog stupnja kada larve parazitoida
poseduju mandibule. Nakon toga, trofamnion se rastavlja na slobodne ¢elije teratocite u
hemolimfi vasi. Teratocite upijaju hranljive materije iz hemolimfe domacina kojima se
larva parazitoida hrani do poslednjeg larvenog stupnja (Hinton, 1954). Teratocite imaju

vaznu ulogu u supresiji imunog sistema vasi (Beckage & Gelman, 2004). Larva II



stupnja ne poseduje mandibule i ona usisava teratocite ezofagusom (Schlinger & Hall,
1960). S obzirom da teratocite upijaju hranljive materije, one izazivaju i degeneraciju
embriona u polnim kanalima domacina, kojima parazitoid takode pocinje da se hrani.
Osim toga, neke larve (npr. vrsta Aphidius ervi Haliday koja parazitira vas
Acyrthosiphon pisum) koriste otrove kojima unistavaju gornje delove domacinovih
jajnika 1 na taj nacin dolazi do degeneracije germinativnog sloja jajnika i mladih
embriona (Digilio et al., 2000; Falabella et al., 2000). Poslednji larveni stupanj ponovo
dobija mandibule i od tog trenutka pocinje da se hrani tkivima biljne vasi $to dovodi do
njenog uginuca. Parazitoidna larva ,mumificira® biljnu vas, tako Sto sekretima
pljuvaénih Zlezda oblaze hitinsku kutikulu vasi iznutra, a samu mumiju prilepljuje za
biljku. Larve ispredaju kokone unutar vasi (najveci broj vrsta) ili ispod prazne kutikule
(neke vrste tribusa Praini). Kutikula uginule vasi po€inje da menja boju (braon, crna,
Zuckasta) 1 osobena je za mnoge rodove afidiina (Kavallieratos et al., 2004; Hoy &
Singh, 2007). Npr., kod vrsta roda Aphidius Nees boja mumije varira od Zuckastobele
do braonkaste, dok vrste roda Ephedrus imaju crne mumije. Nakon metamorfoze, adult
iseca mandibulama kruzni otvor na zadnjem kraju mumije, gura poklopac i izlazi
napolje.

U zavisnosti od uslova spoljasnje sredine, adulti polno sazrevaju odmah nakon
izleganja ili nakon nekoliko sati, pri ¢emu muZzjaci obi¢no sazrevaju nesSto ranije u
odnosu na Zenke. Zenke se pare samo jednom ili se uopste ne pare. Iz neoplodenih,
haploidnih jaja razvijaju se samo muZjaci, a iz oplodenih Zenke. MuZjaci se mogu pariti
viSe puta (Hagvar & Hofsvang, 1991). Ceo razvojni ciklus traje od dve do tri nedelje i
prvenstveno zavisi od temperature spoljasnje sredine. Vecina afidiina ima vise
generacija tokom jedne godine ukoliko su sredinski uslovi pogodni. Adulti se hrane
nektarom, polenom i mednom rosom.

Da bi sinhronizovali zivotni ciklus sa domacinima, parazitoidi mogu da udu u
dijapauzu 1 na taj nacin prezime ili odloze svoju aktivnost. Parazitoidi koji imaju samo
jednu generaciju godis$nje ulaze u obligatnu, geneticki determinisanu pauzu, dok na one
koji imaju vise generacija godi$nje uticu abioticki (temperatura, fotoperiod) i bioticki
faktori (nizak nivo dostupnosti domacina, hormonalno stanje domacina ili promene u
fiziologiji biljka-domacin) da bi usli u dijapauzu (Polgar & Hardie, 2000). Vecina vrsta

roda Aphidius ulazi u dijapauzu kada su temperature niske ili dani kratki (Langer &



Hance, 2000). Kod vrsta Aphidius matricariae Haliday i Praon volucre (Haliday), koje
parazitiraju vas Aphis fabae, dijapauza ne zavisi od sredinskih uslova, ve¢ nju moze da
izazove visok nivo egdizonsteroidnih hormona domacina (Polgar et al., 1991). Takode, i
biljke domacini mogu da indukuju dijapuzu. One imaju znacajnu ulogu u polimorfizmu
biljnih vasi. LoSa kondicija samih biljaka istovremeno produzava vreme razvica i biljnih
vasi i njihovih parazitoida (Polgar & Hardie, 2000). Populacija domaéina u opadanju
moze da indukuje dijapauzu kod parazitoida. Na primer, vrsta Aphidius rhopalosiphi de
Stefani-Perez ulazi u dijapauzu u leto kada se populacije vasi na Zitaricama znatno
smanjuju (Krespi et al., 1997). Kod mnogih vrsta afidiina dijapauza je povezana sa
migracijom domacdina na sekundarne biljke hraniteljke ili u drugi tip stanista. Vrsta
Ephedrus persicae Froggatt koja parazitira va$ Dysaphis plantaginea, ulazi u dijapauzu
u proleée, pre nego §to domaéin u potpunosti napusti jabuku kao primarnu biljku
hraniteljku (Stary, 1975).

Aphidiinae umerenih regiona prezimljavaju najéesée kao prepupe ili kao zrele
larve. lzuzetak je vrsta Paralipsis enervis (Nees) koja Zivi u gnezdima mrava i koja

ulazi u dijapauzu kao adult.

1.3. Selekcija domacéina

Po ekloziji, Zenke koje su partenogenetske odmah kre¢u u potragu za
domac¢inom, dok se kod seksualnih vrsta ovipoziciona aktivnost Zenki odlaze do
parenja. Na uspeSno pronalazenje domacina znacajnu ulogu igraju i abioticki 1 biotic¢ki
faktori. Od abiotickih faktora to su razli€iti fizicki i hemijski stimulusi, a od biotickih
kondiciono stanje samog domacina, npr., njegovo fiziolosko stanje, genotipska
struktura, da li je ve¢ parazitiran i dr. Pri odabiru domacina za polaganje jaja, zenka

pravi selekciju koja bi se mogla opisati kroz pet faza (Hagvar & Hofsvang, 1991):

1. pronalaZenje staniSta domacina

2. pronalaZenje potencijalnog domacina
3. prihvatanje domacina

4. podesnost domacina

5. regulacija domacina.



U prve dve faze, parazitoidi koriste signale kao $to su elektromagnetno zracenje,
zvuk ili miris. Mirisi su vrlo bitni, a to mogu biti isparenja biljaka, mirisi biljke
hraniteljke izmenjeni pod uticajem vas$i, mirisi domacina (kairomoni), mirisi drugih
organizama koji su u asocijaciji sa domacinom ili kombinacija svega navedenog
(Vinson, 1976, 1984). Neke vrste afidiina (one koje napadaju polifagne vasi) ne reaguju
na mirise biljaka. Jedna od takvih vrsta je Aphidius nigripes Ashmead (Bouchard &
Cloutier, 1985). Medu parazitoidima koji preferiraju odredenu vrstu vasi, primeceno je
da se pri selekciji domacina prvenstveno oslanjaju na signale koje Salju biljke
hraniteljke, pa tek na signale samih potencijalnih domacina koji produkuju kairomone.
Ovakvo ponasanje je zabeleZzeno kod Diaeretiella rapae (M'Intosh) koja parazitira vas
Brevicoryne brassicae.

Kada Zenka pronade potencijalnog domacina, poc€inje da ga ispituje antenama, a
kasnije i legalicom i tada donosi odluku o prihvatanju ili odbacivanju domacina (3.
faza), na Sta utiCe viSe faktora, kao $to su: starost, odbrambeni mehanizmi, potencijalna
parazitiranost domacina, itd. Biljne vasi su razvile razli¢ite odbrambene mehanizme:
bezanje, padanje sa biljke, udarci nogama, izlucivanje vosStanih materija iz kornikula
kojima upozoravaju ostale biljne vasi u blizini ili pak slepljuju vazne organe napadaca
(Strong, 1967; Edwards et al., 1973; Goff & Nault, 1974).

Kada zenka poloZi jaje u domacina, dalji razvoj zavisi od podesnosti domacina
(faza 4), odnosno od komponenata imunog sistema domacina (Carton et al., 2008), od
prisutnih simbionata (Oliver et al.,, 2003; Vorburger et al.,, 2009), super ili
multiparazitizma, endokrinog statusa domacina, 1 sl.

Zavrs$na faza (regulacija domacina) predstavlja mogucnost parazitoida da prezivi

unutar domacina, reguliSu¢i njegove osnovne Zivotne funkcije.

1.4. Specifi¢nost prema domacinima

Na osnovu dosada$njih istrazivanja biljnih vasi ustanovljeno je da za svega
nekoliko vrsta nisu utvrdeni prirodni neprijatelji medu afidiinama (Mackauer & Stary,
1967). U zavisnosti od same biologije parazitoida, oni pokazuju razli¢it stepen
specificnosti prema domacinima; od monofagnih koje parazitiraju samo jednog

domacina, preko oligofagnih koje parazitiraju blisko srodne vrste biljnih vasi (Mackauer



et al., 1996), do polifagnih koje parazitiraju preko stotinu razli¢itih vrsta, npr.
Lysiphlebus fabarum (Marshall), L. testaceipes (Cresson), Aphidius ervi, Ephedrus
persicae ili E. plagiator (Nees)) koje parazitiraju preko 100 vrsta afidnih domacina
(Gérdenfors, 1986). Prvu podelu parazioida na osnovu specificnosti prema domacinima

izneo je Stary (1981) definiSuc¢i ih u pet tipova:

1 ogranicenost na samo jednu vrstu domacina

2 ograni¢enost na dve ili viSe vrsta domacina u okviru istog roda domacina

3. ogranicenost na dva ili viSe rodova iste potfamilije

4 ograni¢enost na dva ili vise rodova iz vise potfamilija iste familije

5. parazitiranje vasi iz nekoliko rodova iz dve ili vise familija

U medjuvremenu su familije biljnih vasi dobile status potfamilija (Petrovic-
Obradovi¢, 2003).

Kao $to je prethodno izneto, oni parazitoidi koji su ograni¢eni na parazitiranje
samo jedne vrste, okarakterisani su kao striktno monofagni. Oni koji parazitiraju vise
vrsta, kao grupe 2, 3 i 4 (po podeli koju je dao Stary (1981), radi se o razli¢itom stepenu
oligofagije, a peta grupa parazitoida bi predstavljala polifagne wvrste). Striktna
monofagija je karakteristicna za filogenetski mlade rodove i vrste (npr. Pauesia, mnoge
vrste iz rodova Aphidius i Lysiphlebus i dr.) koje parazitiraju vasi iz takode, filogenetski
mladih potfamilija Callaphidinae, Chaitophorinae, Aphidinae i Lachninae. Kod
filogenetski starijih potfamilija biljnih vasi, odnosno kod Hormaphidinae, Anoecinae,
Mindarinae, Pemphiginae ili Thelaxinae, javlja se oligo- ili polifagija kao odgovor
parazitoida. lako ne postoji pravilo koje se ti¢e vrsta u okviru istog roda parazitoida u
domenu specificnosti prema domacinima, kod afidiina je uocljiv evolucioni trend koji se
krece od izrazite polifagije ka oligofagiji (Stary, 1981, 1988b) sto je primeceno u svim
tribusima afidiina. Svakako, treba biti obazriv kada se iznose ovakvi zakljucci, jer u
obzir treba uzeti 1 geografsko rasprostranjenje vasi 1 parazitoida, filogenetske veze oba
¢lana trofickih asocijacija, samu morfologiju, anatomiju i embriologiju parazotoida.
Najbolji primer za odstupanje od bilo kakvog definisanog obrasca su parazitoidi koji su
vezani za va$i iz filogenetski najmlade 1 najveée grupe Aphidinae, Cije clanove
parazitiraju parazitoidi iz svih pet tipova. Mackauer (1965) ukazuje da domacini u

velikoj meri oblikuju parazitoide, ali ne i isklju¢ivo. Naime, na o0snovu opsega



domacina on istice postojanje paralelne evolucije i koevolucije izmedu biljnih vasi i
njihovih parazitoida. S druge starne, misljenje koje iznosi Stary (1970) je da paralelna
evolucija nije jedino objasnjenje u procesu evolucione interakcije biljnih vasi 1 njihovih
parazitoida, odnosno da odgovori ¢lanova troficke asocijacije parazitoid/domacin na
promene zivotne sredine mogu, ali ne moraju biti identicni. Tako da filogenetski
paralelizam ne moze sam da objasni zbog Cega su iste vrste biljnih vasi parazitirane
razli¢itim vrstama parazitoida u razli¢itim geografskim regionima, npr. situacija u
Nearktiku i Palearktiku. Stary (1970) objasnjava da ukoliko bi evoluciona interakcija
parazitoida i domacina zaista bila ista, onda bi se u razli¢itim regionima ocekivale i
identi¢ne troficke asocijacije, a to nije slucaj, jer ne treba zaboraviti i tre¢eg ¢lana
asocijacije, a to su biljke koje u ogromnom broju slu¢aja nisu iste. Na osnovu iznetih
miSljenja zakljucak bi bio da se i biljne vasi i parazitoidi menjaju u toku evolucionog
procesa, tako da je pitanje u kom trenutku pocinje proces paralelne evolucije joS uvek

otvoreno.

1.5. Ekonomski znacaj afidiina i bioloska kontrola

Ekonomski znacaj vrsta potfamilije Aphidiinae je svakako veliki, jer je utvrdeno
da se mnoge vrste mogu uspesno komercijalno proizvoditi (Viridaxis®).) i koristiti u
regulisanju brojnosti biljnih vasi, pre svega, u staklenicima i plastenicima, ali i u
otvorenom polju. Problem sa biljnim vasima nije samo direktna $teta koju one mogu
naneti biljkama buSenjem tkiva 1 isisavanjem biljnih sokova, kada se biljka fizicki
iscrpljuje, ve¢ i indirektna. Petrovi¢-Obradovi¢ (2003) navodi Citav niz Steta Kkoje
nastaju usled prisustva biljnih vas$i na biljkama: kovrdzanje listova, hloroze, gale kao
posledice busenja i isisavanja biljnih delova, ali i indirektnih koje nastaju usled kapanja
medne rose na donje listove biljke ¢ime se stvara hranljiva podloga za mnoge gljive i
bakterije. Na kraju, biljne vasi su i vektori mnogih virusa, od kojih je najpoznatiji
,mozaik duvana“. U prirodi, brojnost biljnih vasi reguliSu pored parazitoida iz
potfamilije Aphidiinae, i neke vrste iz familije Aphelinidae, npr. Aphelinus mali
(Haldeman), kao i predatori (Chrysopidae, Coccinellidae, Syrphidae) i entomofagne
gljive. Parazitoidi su uspesniji kada je mala gustina populacije vasi, u prolece, i kada su

domacini u najranijem razvojnom stupnju, tako da parazitoidi mogu uspesno da se



razviju pre nego domacin dostigne polnu zrelost i po¢ne da se razmnozava (Wratten &
Powell, 1991). Predatori bolje reguliSu brojnost domacina kada je njihova gustina
populacije veéa (van Lenteren & Woets, 1988). Milne (1988) zakljucuje da su afidiine
efikasnije, jer su viSe specijalizovane u pogledu domacina nego predatori.

Sve do 80-ih godina 20. veka, pesticidi su bili glavno oruzje u borbi protiv
biljnih vasi. Tokom niza generacija, mnoge vasi su razvile rezistentnost na pesticide.
Najpoznatiji primer je vas pamuka — Aphis gossypii. Kao posledica toga, pocela su
intenzivna istrazivanja prirodnih neprijatelja vasi (van Schelt et al., 1990). Pokazalo se
da je vrsta parazitoida A. matricariae vrlo efikasan biokontrolni agens vasi pamuka
(Hagvar & Hofsvang, 1991). Treba napomenuti da pesticidi takode negativno utic¢u i na
same parazitoide i svu okolnu entomofaunu. Same parazitoidne larve, zatvorene unutar
Allen (1986) su utvrdili da pesticidi smanjuju duzinu zivota i plodnost parazitoidnih
osa. Na istom polju su radili i McGregor & Mackauer (1989), koji su ispitivali uticaj
pesticida na vrstu Aphidius smithi Sharma & Subba Rao i zakljucili da pesticidi ne
menjaju ponasanje ove vrste prilikom trazenja domacina, ali su zato indukovali visoku
smrtnost adulta.

Kao uspeSan primer suzbijanja biljnih vasi parazitoidima u otvorenim poljima,
Messing & Aliniaze (1989) navode parazititranje leSnikove vasi Myzocallis coryli
vrstom Trioxys pallidus (Haliday), koja je introdukovana iz Evrope u Oregon, SAD. Za
biolosku kontrolu bananine vasi Pentalonia nigronervosa u Juznom Pacifiku,
introdukovane su vrste Lysiphlebus testaceipes i Aphidius colemani kao agensi (Volkl &
Stadler, 1991), kao i vrsta Ephedrus cerasicola Stary (Stary & Stechmann, 1990).

U plastenicima Sirom Evrope i Severne Amerike koriste se mnogi parazitoidi
kao agensi za biokontrolu Stetnih vasi. Hagvar & Hofsvang (1990) navode kao moguceg
agensa za kontrolu vasi Myzus persicae u plastenicima vrstu E. cerasicola. Ova vrsta je
uspesna i za suzbijanje vasi pamuka Aphis gossypii. Zatim, vrste A. matricariae i A.
colemani se koriste za suzbijanje vasi M. persicae na krastavcu, paprici, paradajzu i
raznom drugom povréu (Hagvar & Hofsvang, 1991). Vrsta L. testaceipes je
introdukovana sa Kube u juznu Francusku 1973/74 (Tremblay, 1984; Stary et al., 1988),
i uspesno kontroliSe brojnost crne vasi Toxoptera aurantii, StetoCine limuna u oblasti

Mediterana.



Vrsta Trioxys complanatus Quilis Perez je introdukovana u Australiju radi
suzbijanja va$i Therioaphis trifolii, StetoCine na lucerki i va$ viSe ne predstavlja
ekonomski problem (Hughes et al., 1987). Takode, vrsta Aphidius ervi je preneta u
Australiju 1977 i postala sve znacajniji faktor smrtnosti vrste Acyrthosiphon kondoi,
sprecavajuci rast populacije domacina u prolece (Milne, 1986).

Diaretiella rapae (M'Intosh) je glavni parazitoid vasi kupusa, Brevicoryne
brassicae, StetoCine na krstasicama Sirom sveta (Laska, 1984; Nemec & Stary, 1984;
Lopez & van Driesche, 1989; Sheehan & Shelton, 1989).

Mnoge kompanije masovno proizvode afidiine za bioloSku kontrolu u
plastenicima. Pod otimalnim uslovima, vrste rodova Aphidius, Ephedrus, Praon i
Trioxys mogu da dupliraju veli¢inu populacije svaka 2-3 dana (Mackauer &
Kambhampati, 1988). Sirvastava i Singh (1988) su proucavali uticaj nekih ekstrakta
vasi na ponaSanje prilikom ovipozicije vrste Trioxys indicus Subba Rao and Sharma.
Vreme koje je potrebno da parazitoid nade va$ je bilo smanjeno, §to je rezultovalo
povecanim brojem domacina koji su parazitirani. Ovi ekstrakti mogu biti korisni u
masovnoj proizvodnji parazitoida.

U staklenim bastama koristi se nekoliko predatora za kontrolu vasi, kao $to su
Harmonia (Coccinelidae), Aphidoletes aphidimyza (Cecidomyiidae), Chrysopa spp.
(Chrysopidae), kao i gljiva Verticillium lecanii (Plectosphaerellaceae).

1.6. ,,Tradicionalna® i geometrijska morfometrija u istrazivanjima

afidiina

Pomoc¢u morfometrije se jednostavnim merenjima mogu dobiti podaci o veli¢ini
1 obliku morfoloske celine koji se zatim obraduju statisticki, najéeS¢e multivarijantnim
metodama (Rohlf, 1990). Do podataka u ,tradicionalnoj* morfometriji se uglavnom
dolazi merenjem duzinskih karakteristika, uglova i povr$ina nekih delova organizma.

Broj karaktera koji se koristi u morfometrijskoj analizi se iz godine u godinu
povecava sa povecanjem broja radova vezanih za taksonomiju potfamilije Aphidiinae.
Tako se 70-ih godina proslog veka koristilo svega nekoliko karaktera na krilima

parazitoidnih osa, npr., pterostigma, metacarpus, radijalni nerv i dr. (Stary, 1973), da bi
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taj broj danas bio znatno veci, oko 15-ak (pored pomenutih i kubitalni, analni, radio-
medialni, medio-kubitalni nerv i mnogi drugi) (Kavallieratos et al., 2001).

Medutim, tradicionalna morfometrija ima brojna ogranicenja. Jedno od tih je da
se linearnim distancama tacaka ne moze graficki predstaviti oblik analizirane celine
(Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2012), koji je vazan deo mnogih bioloskih istrazivanja. Taj
problem se moze reSiti uz pomo¢ geometrijske morfometrije, savremenog pristupa u
analizi oblika koji je poceo da se primenjuje 80-ih godina proslog veka (Pretorius, 2005)
1 za nju se moze re¢i da predstavlja ,,revoluciju u morfometriji (Rohlf & Marcus,
1993).

Geometrijska morfometrija predstavlja korisnu metodu u detekciji i vizualizaciji
malih promena u obliku morfoloskih celina koje se ne mogu utvrditi tradicionalnim
morfometrijskim metodama (Klingenberg, 2002). Takode, koristi se kao pouzdana
metoda za reSavanje taksonomskih problema unutar grupa blisko srodnih vrsta (Baylac
& Daufresne, 1996; Baylac et al., 2003; Becerra & Valdecasas, 2004; Mutanen &
Pretorius, 2007; Ziki¢ et al., 2009; Cvijanovié et al., 2014). Najéesce koris¢en karakter u
ovim studijama su krila (Klingenberg & Zaklan, 2000; Baylac et al., 2003; Pretorius,
2005; Ziki¢ et al., 2009; Kos et al., 2011; Mitrovski-Bogdanovi¢ et al., 2013;
Tomanovi¢ et al., 2013). Krila insekata su veoma pogodan objekat za geometrijsku
morfometriju upravo zbog niza karakteristika kao $to su postojanje homologih tacaka na
krilnoj nervaturi, dvodimenzionalnost i transparentnost. Geometrijska morfometrija kao
metoda se koristi 1 u botanici za reSavanje problema vezanih za taksonomiju, diverzitet,
najéeS¢e analizom oblika lista (Viscosi et al., 2009; Viscosi & Cardini, 2011) i cveta
(Shipunov & Bateman, 2005; Niet et al., 2010).

Ono §to je razlikuje od ,,tradicionalne” morfometrije je pre svega moguénost
definisanja svakog, pa i nepravilnog oblika analiziranog objekta. U geometrijskoj
morfometriji oblik je definisan kao ukupna geometrijska informacija koja ostane kada
se eliminiSu svi efekti polozaja, veliCine i rotacije objekta (Kendall, 1977). To se postize
skaliranjem na jednu standardnu veliinu, zatim postavljanjem na jednu standardnu
poziciju i na kraju rotacijom kako bi svi objekti zauzeli standardnu orijentaciju. Na ovaj
nacin se dobija ,,Cista varijabilnost oblika“ koju je moguce analizirati.

Geometrijska morfometrija se zasniva na identifikaciji tacaka (landmarks) ili

koordinata na analiziranoj strukturi i njihovom koris¢enju za kvantifikaciju oblika.
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Primenom GLS metode (Generalized Least Squares Procrustes Superimposition)
uklanjaju se sve razlike uslovljene veli¢inom, polozajem 1 orijentacijom i1 zadrzavaju
samo razlike u obliku (Rohlf & Slice, 1990; Bookstein, 1996). Prokrustovom
superimpozicijom, dobija se vrednost veli¢ine centroida “centroid size” (CS), koja je
matematicki nezavisna od oblika i niz varijabli oblika, odnosno Prokrustove koordinate
(Bookstein, 1991; Zelditch et al., 2004). CS se za svako krilo izra¢unava kao kvadratni
koren sume kvadrata rastojanja specificnih tacaka od sredista date konfiguracije
(Dryden & Mardia, 1998). Sto su tacke udaljenije od centroida i §to je njihov broj vedi,
vrednost veliCine centroida je veca (Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2012). Prokrustove koordinate
se koriste za dalje analize varijabilnosti oblika.

Primenom metode beskonacno tanke, metalne ploce (,,thin plate spine® — TPS) i
energije potrebne za njenu deformaciju, primenjenom na Prokrustove koordinate,
izraCunavaju se varijable oblika (Partial Warps — PW i uniformne komponente). Usled
razlika u Prokrustovim koordinatama konfiguracija dolazi do deformacije ploce koja se
isteze ili skracuje, $iri ili skuplja. Dakle, pomoc¢u ove metode je moguca vizualizacija
oblika konfiguracija koje se porede (Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2012). Razlike u veli¢ini krila
izmedu grupa mogu se ispitati primenom analize varijanse (ANOVA) na CS, a u obliku
krila primenom multivarijantne analize varijanse (MANOVA), sa svim varijablama
oblika kao zavisno promenljivim. Za utvrdivanje strukture i1 stepena razlika u obliku
izmedu a priori definisanih grupa primenjuje se kanonijska diskriminantna analiza,

Canonical Variate Analysis (CVA) na svim PW.

1.7. Klasifikacija i filogenetski odnosi unutar potfamilije Aphidiinae

U novijoj literaturi, Aphidiinae imaju status potfamilije (Sanchis et al., 2000; Shi
& Chen, 2005). Medutim, Mackauer (1961a) 1 Stary (1966) su prvobitno izdvajali
Aphidiinae kao posebnu familiju u okviru superfamilije Ichneumonoidea, na osnovu
specificnih morfoloSkih karakteristika (fleksibilna sutura izmedu drugog 1 treceg
metazomalnog tergita i redukovana krilna nervatura) i parazitiranja iskljucivo biljnih
vasi familije Aphididae. Prvo ukljucivanje ¢lanova grupe Aphidiinae u familiju
Braconidae ucinili su Edson 1 Vinson (1979). Oni razmatraju afidiine kao potfamiliju

navode¢i da su tokom evolucije mogle nastati iz dve nezavisne linije, istiuci ¢ak
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njihovo polifiletsko poreklo. Medutim, filogenetske studije su pokazale da su afidiine
nezavisna grupa unutar familije Braconidae (Quicke & van Achterberg, 1990; Wharton
et al., 1992). Morfoloski ne postoje bitne razlike izmedu adulta afidiina i ostalih ¢lanova
familije Braconidae, osim ve¢ gore pomenutih, ali kod prvog larvenog stupnja postoji
razlika u strukturi respiratornih otvora (Short, 1952; O’Donnell, 1989).

U okviru brakonida, jedino Euphorinae (rodovi Dinocampus, Peristenus,
Microctonus i dr) parazitiraju imaga domacina (npr. Coccinelidae, Chrysomelidae),
zbog Cega ith mnogi pozicioniraju na vrh filogenetskog stabla brakonida. Medutim,
zapazeno je da neke vrste iz potfamilije Aphidiinae pored nimfi, parazitraju i subadulte
kao i adulte, jer se radi o organizmima sa hemimetabolnim razvi¢em.

Najsire prihvacena klasifikaciona Sema je ona koju je predlozio Mackauer
(1961a), koji familiju Aphidiidae deli na 4 potfamilije: Ephedrinae, Prainae, Aclitinae i
Aphidiinae sa dva tribusa, Aphidiini i Trioxini. S obzirom da je Mackauer tretirao
Aphidiinae kao familiju, gore pomenute potfamilije sada predstavljaju tribuse. Rodovi u
okviru ovih tribusa se pre svega razlikuju u nervaturi prednjih krila. Ephedrini i Praini
imaju brahijalnu celiju, a tribusi Aclitini 1 Aphidiini je nemaju. Tribusi Aclitini 1
Aphidiini najverovatnije imaju zajednicko poreklo, jer imaju diskokubitalnu ¢eliju, koja
predstavlja sinapomorfnu karakteristiku (Mackauer, 1961a). Tribus Ephedrini ima
potpuno zatvorenu radijalnu celiju, zbog cega je najblizi brakonidnim precima
Aphidiinae. Dakle, na osnovu morfolosko-anatomskih karakteristika, Aphidiinae se
mogu podeliti u dva glavna kompleksa, jedan obuhvata tribuse koji pokazuju generalno
primitivnije brakonidne osobine (Ephedrini + Praini), kao $to je sloZena nervatura krila,
dugi jajnici i ponasanje prilikom ulutkavanja, i drugi koji obuhvata tribuse koji poseduju
specijalizovane osobine (Aphidiini + Trioxini), naroCito u pogledu njihovog visoko
izvedenog reproduktivnog sistema (Le Ralec, 1993), embriologije (Tremblay & Calvert,
1971) i tendencije ka redukciji krilne nervature.

Prva filogenetska istrazivanja u domenu biohemijske analize afidiina na rodu
Aphidius, uradila je Pungerl (1986) elektroforezom nekoliko enzima, pre svega esteraze.
Ubrzo, mnogi autori, poput Unruh et al. (1989); Hoéller (1991) ili Atanassova et al.
(1998) daju svoj doprinos u klasifikaciji afidiina na osnovu proteinskih analiza.

Uporedo sa elektroforezom proteina, po¢inju i1 prva istrazivanja na sekvencama

gena. Belshaw & Quicke (1997) su ispitivali filogenetske veze unutar potfamilije i
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njihove veze sa ostalim potfamilijama brakonidnih osa kori§¢enjem podataka sekvenci
iz tri gena: elongacioni faktor 1-a, citohrom b i varijabilni segment 28S ribozomalne
podjedinice RNK. Dosli su do zakljucka da su odnosi tribusa unutar potfamilije sledeci:
(Ephedrini  +(Praini+(Aphidiini+Trioxini))). Tradicionalno, familija Braconidae je
podeljena u dve grupe: jedna je jasno definisana ciklostomna koja obuhvata ve¢inom
ektoparazitske potfamilije (Doryctinae, Braconinae, Exothecinae i Rogadinae), a druga
je heterogena neciklostomna sa veéim brojem, uglavnom endoparazitskih potfamilija.
Dobijeni rezultati su pokazali da se ciklostomna grupa izdvaja kao posebna, tj.
monofiletska klada odvojena od Aphidiinae. Medutim, ostale su nerazja$njene relacije
izmedu afidiina i neciklostomnih potfamilija, a takode i odnosi unutar same
neciklostomne grupe. Rezultati pokazuju da je gubitak unutrasnjeg ulutkavanja kod
tribusa Praini nastao sekundarno. Takode, filogenija dobijena na ovaj nacin je pokazala
da endoparazitizam unutar familije Braconidae ima polifiletsko poreklo. Ove tvrdnje
odgovaraju filogenetskoj studiji morfoloskih karaktera koju je Whitfiled (1992) izneo u
svom radu.

Smith et al. (1999) su predstavili filogenetsko stablo za Aphidiinae dobijeno
analizom gena za mitohondrijalnu NADH1 dehidrogenazu. Njihova studija je
obuhvatala mnogo ve¢i broj vrsta. Za razliku od Belshaw & Quicke (1997), Smith et al.
(1999) su ustanovili da je tribus Praini bazalni sa jakom kvantitativnom podrSkom.
Medutim, niko od autora nije ukljucio u studije potencijalni bazalni rod, Aclitus, koji
poseduje brojne pretpostavljene pleziomorfne karaktere (Mackauer, 1961a; Takada &
Shiga, 1974). Trotribusnu hipotezu favorizuju i Sanchis et al. (2000) koji su analizirali
filogeniju na osnovu sekvence 18S rDNK gena. Rezultati su pokazali da je bazalni
tribus Ephedrini, a odnosi u tribusu Aphidiini su ostali nerazjasnjeni, pa predlazu novu
filogeniju sa pet tribusa (Ephedrini, Praini, Monoctonini, Trioxini i Aphidiini).

Kambhampati et al. (2000) su rekonstruisali filogeniju afidiina koristeé¢i
sekvencu mitohondrijalnog 16S rDNK gena. U analizu su ukljucili 47 taksona iz 24
roda i sedam taksona van ove grupe. Njihova studija je ukazala na sledec¢e odnose:
Aclitus + (Praini + (Ephedrini + Aphidiini)). lako se rod Aclitus izdvojio kao bazalni,
bio je predstavljen sa samo jednom vrstom (A. obscuripennis Foerster) i njegova

pozicija nije imala jaku kvantitativnu podrsku. Rezultati Kambhampati et al. (2000) gde
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je Praini bazalni rod pre nego Ephedrini, su podudarni sa rezultatima koje su predstavili
Smith et al. (1999).

Belshaw et al. (2000) su koristili gen za 16S rRNK u kombinaciji sa D2
regionom 28S rDNK za rasvetljavanje filogenije afidiina i dobijeni rezultati su sli¢ni
kao kod Kambhampati et al. (2000).

Studija Shi & Chen (2005) je zasnovana na analizi kombinacije tri gena, 16S
rRNK, 18S rRNK i gena za ATPazu 6 Cime se poboljsava filogenetska preciznost.
Rezultati su podrzali monofiletsko poreklo Aphidiinae, pri ¢emu je njen polozaj unutar
Braconidae najverovatnije takav da je bliza neciklostomnim nego ciklostomnim
potfamilijama. Njihovi rezultati se umnogome podudaraju sa rezultatima Sanchis et al.
(2000). Takode, analiza ukazuje da je rod Aphidius parafiletska grupa, kao §to predlazu i
Smith et al. (1999) i Sanchis et al. (2000). Medutim, poreklo ovog roda je jo$ uvek
nejasno.

Poslednjih godina radene su molekularne analize na nizim taksonomskim
kategorijama (vrste i njihove relacije unutar roda), ali su ti radovi retki (Sanchis et al.,
2001), kao 1 radovi koji se ti€u populacione genetike nekih, sa stanovista ekonomije,
znacajnih vrsta, kao $to su Aphidius ervi i Diaeretiella rapae (Vaughn & Antolin, 1998;
Hufbauer et al., 2001; Daza-Bustamante et al., 2002; Baker et al., 2003; Baer et al.,
2004).

Postoje i brojni radovi koji se bave utvrdivanjem statusa nekih blisko srodnih
vrsta. Petrovi¢ (2011) je radio analizu blisko srodnih vrsta roda Aphidius prilikom
rasvetljavanja statusa ¢lanova Aphidius urticae Haliday kompleksa koris¢enjem gena za
16S rRNK 1 ITS2 spejsera. Takode, sekvenca mtCOI gena je koriS¢ena za analizu
odnosa izmedu tri blisko srodnih vrsta parazitoida (A. uzbekistanicus, A. rhopalosiphi i
A. avenaphis) ¢iji su domacini vasi na zitaricama (Kos et al., 2011). Iste vrste
parazitoida i isti gen su koriSceni u studiji grupe autora (Tomanovi¢ et al, 2013), gde je
istrazivan odnos izmedu genetickog i fenotipskog variranja ovih vrsta parazitoida. U
cilju identifikovanja kripti¢nih vrsta unutar grupe Praon abjectum (Haliday), koris¢ena
su dva molekularna markera, sekvenca mitohondrijalnog COI i nuklearnog 28SD2
rRNA gena (Mitrovski-Bogdanovi¢ et al., 2013). Stankovi¢ et al. (2015) su za
ispitivanje geneticke strukture tri blisko srodnih vrsta roda Adyalitus (Foerster), A.
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ambiguus (Haliday), A. salicaphis (Fitch) i A. thelaxis (Stary) koristilu sekvencu mtCOI

gena.

1.8. Rodovi Aphidius, Euaphidius i Remaudierea

Aphidius Nees je najveéi rod U okviru potfamilije Aphidiinae (Tomanovi¢ et al.
2007) 1 predstavlja sa stanovista taksonomije i sistematike vrlo problemati¢nu grupu. U
svetu je opisano oko 60 vrsta, a u Evropi oko 40 (Stary, 1970; Yu et al., 2013). Ovom
rodu pripadaju neke od ekonomski najznacajnijih vrsta (Mescheloff & Rosen, 1990),
kao prirodni neprijatelji biljnih vas$i u agroekosistemima i kao agensi u njihovoj
biokontroli u plastenicima ili na otvorenom polju (Stary, 1974; Hagvar & Hofsvang,
1991). I pored velikog broja studija koje su se bavile taksonomijom i sistematikom ovog
roda (Marshall, 1896; Eady, 1969; Stary, 1973; Pungerl, 1983, 1984, 1986;
Kambhampati & Mackauer, 1988; Pennacchio, 1989; Unruh et al., 1989; Mescheloff &
Rosen, 1990; Holler, 1991; Atanassova et al., 1998; Tomanovi¢ et al., 1999, 2004,
2007, 2013; Tomanovi¢ & Stary, 2001; Tomanovi¢ & Kavallieratos, 2002;
Kavallieratos et al., 2001, 2004, 2006; Kos et al. 2011; Petrovi¢, 2011), korektna
identifikacija nekih vrsta je i dalje problemati¢na. Sa druge strane identifikacija je od
kljuénog znacaja za sva aplikativna istrazivanja ali je limitirana vrlo malim brojem
karaktera relevantnih za njihovu separaciju: nervatura krila, brazde na prednjem
bo¢nom regionu petiolusa (Eady, 1969), broj antenalnih segmenata, oblik legalice i broj
dlaka na ovoju legalice, tentorijalni indeks (Smith, 1944; Stary, 1973) i broj ¢lanaka
maksilarnih 1 labijalnih palpusa (Tomanovi¢ et al., 2003, 2007).

Poslednjih decenija, pitanje taksonomskog statusa roda Euaphidius je pod
znakom pitanja. Mackauer (1961b) je na osnovu tentorijalnog indeksa i same biologije
ovom taksonu dodelio status roda. Medutim, obe vrste roda Euaphidius, E. cingulatus
(Ruthe 1859) i E. setiger Mackauer 1961 su razmatrane u okviru roda Aphidius, ali je
vrlo malo literaturnih podataka (npr. Stary 1973). Vrsta E. cingulatus se uglavnom
javlja u literaturi kao Aphidius cingulatus (npr. Pennacchio, 1989), ali se mogu naci i
razli¢iti sinonimi, kao i revizije statusa (Aphidius cingulatus Ruthe 1859, Aphidius
gregarius Marshall 1872, Aphidius pterocommae Ashmead 1889, Aphidius lachni
Ashmead 1889, Aphidius pterocommae Marshall 1896, Euaphidius cingulatus
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(Mackauer 1961)). Mackauer (1961c) je razmatrao vrstu A. pterocommae unutar
podroda Euaphidius. Medutim, kada je Mackauer (1961b) opisao novu vrstu, E. setiger,
onda je podrodu Euaphidius dodelio rang roda. Vrsta E. setiger se u literaturi javlja pod
imenom Aphidius cardui Marshall var. aceri lvanov 1925, da bi je u reviziji roda
Aphidius, Stary (1973) opisao kao A. setiger (Mackauer 1961). Prema literaturnim
podacima vrste E. cingulatus i E. setiger za razliku od vrsta roda Aphidius imaju vecu
vrednost tentorijalnog indeksa (0.6-0.8), a razlikuju se i na osnovu same biologije
(Mackauer, 1961b; Stary, 1973; Pennachio, 1989;). Vrsta E. cingulatus iskljucivo
parazitira vasi iz roda Pterocomma Buckton 1879 na vrbama i topolama, dok vrsta E.
setiger parazitira samo afidne domacine iz roda Periphyllus van der Hoeven 1863 na
javorima. Vrsta E. cingulatus naseljava listopadne i meSovite Sume, parkove i avenije sa
vrstama roda Salix i Populus, moZe se naci i duz obala reka, ribnjaka i oko kanala za
navodnjavanje. Vrsta E. setiger se moze naci u listopadnim i meSovitim Sumama, kao i
parkovima 1 avenijama gde ima javora. Obe vrste imaju Siroko holarkticko
rasprostranjene, dok se vrsta E. cingulatus moze naci jo§ i u neotropskom, a vrsta E.
setiger u etiopskom regionu (Yu et al., 2013). Kolonije vasi Pterocomma Zzive na kori
grana i grancica i t0 skoro uvek u simbiozi sa mravima (Blackman & Eastop, 1994).
Periphyllus vasi su obi¢no rasute sa donje strane listova, mada se ponekad javljaju i na
gornjoj strani (Stary, 1972). Vrste E. cingulatus i E. setiger su morfoloski veoma sli¢ne,
tako da ih je teSko razlikovati bez prethodnog poznavanja njihovih afidnih domacina.
Medutim, postoje neki karakteri podobni za separaciju ove dve vrste. Primeceno je da se
zenke vrsta E. cingulatus i E. setiger razlikuju u broju antenalnih segmenata, duzini
antena, obliku vrS$nog dela falgeluma i obliku treceg para valvula legalice (Stary, 1973;
Pennacchio, 1989). Zenke vrste E. cingulatus imaju antene gradene od 18-20 (retko 21)
segmenata 1 dopiru do sredine abdomena i1 vr$ni deo flageluma nije zadebljao. Broj
antenalnih segmenata kod Zenki vrste E. setiger je 14-15, antene dopiru do kraja prvog
tergita 1 vr$ni deo je blago zadebljan (Stary, 1973). Tre¢e valvule legalice vrste E.
cingulatus su umereno zadebljale i zaobljene na vrhu, dok su kod Zenki vrste E. setiger
izduZenije (Pennacchio, 1989).

Rod Remaudierea Stary koji je do sada predstavljen sa samo jednom vrstom R.
plocamaphidis Stary, je takode sa nejasnim taksonomskim poloZajem zbog morfoloske i

bioloske sli¢nosti sa vrstama iz rodova Aphidius i Euaphidius u klju¢nim taksonomskim
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karakterima kao $to su nervatura krila i oblik petiolusa. Primeéene su neke razlike
izmedu pomenutih rodova u obliku i setaciji legalice. Vrste roda Aphidius imaju
izduZene valvule legalice sa nekoliko kratkih dlacica, dok se kod vrste R. plocamaphidis
suzavaju na vrhu i imaju nekoliko dugih i kratke dlacice po celoj povrsini, ukljucujuci i
ivice. Vrsta R. plocamaphidis parazitira afidne domacine iz roda Plocamaphis Oestlund
na razli¢itim vrstama roda Salix (Stary et al., 1973). Ova vrsta je do sada nadena samo u
Evropi, i to u Francuskoj na vrsti P. goernitzi i u Cegkoj na P. flocculosa.

U pojedinim radovima koji se bave filogenijom potfamilije Aphidiinae ukljucen
je i rod Euaphidius. Rezultati ve¢ pomenute studije Smith et al. (1999) o filogenetskim
odnosima izmedu rodova potfamilije Aphidiinae kori§¢enjem gena za mitohondrijalnu
NADH1 dehidrogenazu, pokazuju da vrsta E. setiger predstavlja odvojen takson unutar
tribusa Aphidiini Kkoji je blizak kladi koju formiraju vrste iz roda Aphidius. U drugoj
filogenetskoj studiji koja se zasniva na koris¢enju mitohondrijalnog 16S rRNK gena
(Kambhampati et al., 2000), uklju¢ene su obe vrste roda Euaphidius (E. cingulatus i E.
setiger). Rezultati podrzavaju status roda Euaphidius, ali su i u ovom slucaju oba
taksona bliska kladi koju formiraju vrste roda Aphidius. Smith & Kambhampati (2000)
su istrazivali evolucione tranzicije u okviru potfamilije Aphidiinae zasnovane na nekim
morfoloskim 1 karakteristikama ponaSanja mapiranim na filogenetsko stablo. Zakljucili
su da rodovi Euaphidius i Aphidius formiraju zajednic¢ki kladu u okviru podtribusa
Aphidiina. Derocles et al. (2012) su ispitivali efikasnost dva molekularna markera
(mitohondrijalni COI i1 nuklerani LWRh gen) u preciznom identifikovanju ¢lanova

potfamilije Aphidiinae, pri ¢emu je status roda Euaphidius ostao nerazjasnjen.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Predmet ove doktorske disertacije je utvrdivanje taksonomskog statusa rodova i
vrsta Euaphidius Mackauer i Remaudiera Stary (Hymenoptera, Braconidae, Aphidiinae)
na osnovu morfoloske analize i molekularnih analiza 28S rRNA i COI gena.

Naucni ciljevi istrazivanja su:

- utvrdivanje filogenetskih odnosa izmedu rodova Euaphidius, Remaudierea i
Aphidius na osnovu 28S rRNK nuklearnog i COI mitohondrijalnog markera

- utvrdivanje taksonomskog statusa samih vrsta unutar rodova

- utvrdivanje seta morfoloskih karaktera relevantnih za separaciju pomenutih
rodova i vrsta (tentorijalni indeks, krilna nervatura, oblik legalice...)

- utvrdivanje obrazaca variranja oblika i nervature prednjih krila
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. , Tradicionalna* morfometrija

Uzorci biljaka na kojima se nalaze kolonije biljnih vasi u kojima se javljaju i
zive i mumificirane vasi, su sakupljeni sa lokaliteta na teritoriji slede¢ih zemalja: Ceska
Republika, Litvanija, Rusija, Slovenija, Srbija, Svajcarska i Vels. Uzorci su sakupljeni u
periodu od 1964-2012, mada je najveci broj sakupljen tokom 2010. Mumificirane biljne
vasi stavljane su u plasticne kutije i ostavljene oko 20 dana u laboratoriji do izletanja
adultnih osa. Odrzavani su optimalni uslovi za njihovo odgajanje: 22,5°C, 65%
relativna vlaZznost, 16:8/ svetlost:tama (Kavallieratos et al., 2010). Jedinke parazitoida
su dobijene gajenjem 20 vrsta biljnih vasi iz rodova Acyrthosiphon, Microlophium,
Pterocomma, Periphyllus, Plocamaphis i Sitobion sa 17 biljnih vrsta (Tabela 1.).

Za analizu tradicionalne morfometrije u radu su koris¢ene samo Zenke i to 211
jedinki vrste E. cingulatus, 28 jedinki vrste E. setiger i 2 jedinke vrste R. plocampahidis
(Tabela 1). Od vrsta roda Aphidius, korisé¢ene su sledece: A. microlophii (19 jedinki), A.
urticae (20) i A. ervi (20).

Jedinke vrste R. plocampahidis nisu ukljuene u statisticke analize, zbog
nedovoljnog broja jedinki, ve¢ su samo izmereni karakteri za dijagnozu vrste. Uz pomo¢
skening elektronskog i svetlosnog mikroskopa analizirana je morfologija navedenih
vrsta. Za skening elektronsku analizu jedinke su naparavane zlatnom plazmom u
vakuumskoj kapsuli 1 potom fotografisane uz pomo¢ JEOL JSM 5300 (California,
USA) skening elektronskog mikroskopa. Fotografisane su sledece morfoloske strukture:
glava (prednja strana), propodeum, petiolus (dorzalna i bo¢na strana) i legalica sa bo¢ne
strane. Skening elektronska mikroskopija uradena je na Institutu za biomedicinska
istrazivanja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu.

Za pravljenje mikroskopskih preparata jedinke su prvo obezbojene u 10%
kalijum-hidroksidu. Nakon toga su odstranjivana krila koja su se direktno uvodila u
70% etil-alkohol. Ostatak jedinki je kuvan u 10% KOH u vodenom kupatilu na 90-
100°C u trajanju od 6 minuta. Zatim je pod binokularnom lupom u plasti¢cnim kadicama
vr$ena disekcija jedinki uz pomo¢ pincete i entomoloskih igala. Delovi tela: glava,

antene, mezoskutum, propodeum, petiolus, genitalije su sprovedeni kroz seriju etil-
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alkohola rastu¢e koncentracije od 70, 80, 96 do 99,6%. Dehidrirani delovi tela su

montirani na predmetna stakla u privremenom Berlese rastvoru i suSeni 30 dana na

temperaturi od 36°C. Analizirani delovi tela su prikazani na slici 1.

Tabela 1. Spisak uzoraka analiziranih vrsta metodama ,tradicionalne® i geometrijske
morfometrije. TM - broj jedinki analiziran ,,tradicionalnom** morfometrijom, GM — broj

jedinki analiziran geometrijskom morfometrijom.

Vrsta Drzava Lokalitet Datum Domacin Biljka ™ GM
] Ceska Ceske .
E. cingulatus Republika Budejevice 14.06.1984. Pterocomma sp. | Salix sp. 20 20
E. cingulatus Litvanija Vilnius 18.06.2007. P'terocomma Salix fragilis 8 12
pilosum
Pavlovsk-
E. cingulatus Rusija Sankt 23.05.2004. Pterocomma sp. | Salix sp. 10 10
Peterburg
E. cingulatus Slovenija Soca 16.06.2009. Eif)rszcrgmma Populus sp. 20 20
E. cingulatus Srbija SN i - 04.07.2010. Pterocomma sp. | Salix caprea 7 7
Babin zub
E. cingulatus Srbija Kopaonik 27.07.2010. futﬁ‘r)(:;omma Salix caprea 20 20
. . Lebane- ;
E. cingulatus Srbija Konjino 06.06.2010. Pterocomma sp. | Populus nigra 15 15
E. cingulatus Srbija Nis-Matejevac | 03.06.2010. Eif)rszcrgmma Salix alba 20 20
E. cingulatus Srbija Nis-Popovac 22.05.2010. Pterocomma sp. | Salix babylonica 20 20
E. cingulatus Srbija Beograd- 09.05.1998. | Pteorcomma Populus nigra 11 11
Radmilovac populeum
. - Sicevacka Pterocomma .
E. cingulatus Srbija Klisura 29.05.2010. populeum Populus nigra 20 20
E. cingulatus Srbija Elli(s:i\r/:(:ka 29.05.2010. Pterocomma sp. | Populus alba 20 19
E. cingulatus Srbija yla5|nsko 18.06.2010. P.terocomma' Salix caprea 20 20
jezero pilosum konoi
E. cingulatus Srbija Viasinsko 06.08.2010, | Fterocomma Salix caprea - 5
jezero salicis
E. setiger Ceska Prag 27.05.1970. Periphyllus sp. Acer platanoides | 10 -
E. setiger Srbija saer(l)(grad—Hajd 16.05.1998. Periphyllus sp. Acer campestre 8 8
. " Beograd- ] Acer
E. setiger Srbija Topider 16.05.1998. Periphyllus sp. pseudoplatanus 10 10
. & . . Acer
E. setiger Svajcarska | Steinmaur 29.05.2011. Periphyllus sp. pseudoplatanus - 6
. S Periphyllus .
E. setiger Vels Kardifski zaliv | 21.05.2012. lyropictus Acer platanoides - 6
- Ceska Silesia, Novy Plocamaphis .
R.plocamaphidis Republika Dvur 16.06.200. floceulosa Salix sp. 3 -
A. ervi Srbija Beograd- 21.06.1992. Apyrthosmhon Medicago sativa 20 20
Kovilovo pisum
A. ervi Srbija Obrenovac 07.06.1990. Sitobion avenae | Triticum vulgare - 10
A. microlophii Srbija U2|c_e- . 01.06.1997. Micrelaphitin Urtica dioica 19 19
Ponikovica carnosum
A. urticae Srbija Beograd 26.04.1998. Microlophium Urtica dioica 20 8
carnosum

21




Slika 1. Prikaz delova tela za tradicionalnu morfometriju: a) antena, b) glava, c)
mezoskutum, d) krilo, e) propodeum, f) genitalije i g) petiolus (modifikovano po
Shukshuk 2012).

Merenje delova tela je izvr§eno pomo¢u LEICA mikroskopa (Leica Application
Suite; Version 2.5.0 R1) na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog
fakulteta u NiSu. U analizama su koriS¢ena 22 karaktera i to 6 meristickih 1 16
kontinuiranih (Tabela 2). PoSto veliCina tela ovih parazitoida zavisi prvenstveno od
veli¢ine tela domacina (Cohen et al., 2005), ne bi trebalo analizirati vrednosti duZinskih
veli¢ina pojedinih karaktera, ve¢ njihove relativne duZine, tj. odnose duZina karaktera.
U radu su koris¢eni slede¢i odnosi karaktera: tent index (Ten/Intt), malarni indeks (Mi
2/IMi 1), Hw/Me w, F1 I/F1 w, F2 I/F2 w, F1 I/F2 1, Pt I/Mt I, Pt I/Pt w, Pet I/Pet w.

Za sve statistiCke metode analizirane jedinke su grupisane prema pripadnosti
vrsti. Statisticke analize obuhvatale su deskriptivnu statistiku 1 analizu varijabilnosti
karaktera pomocu bivarijantnih i multivarijantnih metoda koje su izvrSene pomocéu

programskog paketa STATISTIKA (StatSoft, Inc. 7.0).
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Tabela 2. Spisak analiziranih karaktera koris¢enih u ,tradicionalnoj* morfometriji.

SIFRA KARAKTERA

OPIS KARAKTERA

TIP KARAKTERA

L Duzina tela Kontinuirani
Hw Sirina glave Kontinuirani
Mi 1 Uzduzni dijametar oka Kontinuirani
Mi 2 Malarni prostor Kontinuirani
Intt Intertentorijalno rastojanje Kontinuirani
Ten Tentoriokularno rastojanje Kontinuirani

No Mx Broj palpomera maksilarnih palpusa Meristicki
No Lb Broj palpomera labijalnih palpusa Meristicki
F1l Duzina prvog flagelarnog ¢lanka Kontinuirani
Fl1w Sirina prvog flagelarnog ¢lanka Kontinuirani
F1 MPS Broj mirisnih brazdi na prvom flagelarnom ¢élanku Meristicki
F21 Duzina drugog flagelarnog ¢lanka Kontinuirani

F2 w Sirina drugog flagelarnog &lanka Kontinuirani
F2 MPS Broj mirisnih brazdi na drugom flagelarnom €lanku Meristicki
No PRP ua Broj dlacica u gornjoj areoli propodeuma Meristicki
No PRP la Broj dlacica u donjoj areoli propodeuma Meristicki
Me w Sirina mezoskutuma Kontinuirani

Pt Duzina pterostigme Kontinuirani
Pt w Sirina pterostigme Kontinuirani
Mt Duzina metakarpusa (R1 nerva) Kontinuirani
Pet | Duzina petiolusa Kontinuirani
Pet w Sirina petiolusa Kontinuirani
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3.2. Geometrijska morfometrija

Ukupno je analizirano 305 jedinki koje su grupisane prema vrsti kojoj pripadaju:
E. cingulatus (219 jedinki), E. setiger (29), A. ervi (30 jedinki), A. microlophii (19) i A.
urticae (8) (Tabela 1). Za analizu varijabilnosti oblika krila kori§¢ena su samo desna,
prednja krila zenki. Na krilima je odabrano 14 dvodimenzionalnih, jasno definisanih
tataka — landmarks (Slika 2). Na slici 3 prikazani su analizirani nervi. Krila su
fotografisana digitalnom kamerom Leica DFC 290 (Leica Microsystems®) na
mikroskopu Leica DM 1000 na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno
matematickog fakulteta Univerziteta u NiSu. Homologne tacke su za svako pojedinacno

krilo zabelezene uz pomo¢ softverskog paketa TpsDig2 (Rohlf, 2005).

11
)
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°

Slika 2. Prednje krilo Euaphidius cingulatus sa obelezenim homologim tackama.

Eliminacija razlika uslovljenih veli¢inom, poloZzajem 1 orijentacijom krila
izvrSena je pomocu GLS (Generalized Least Squares Procrustes superimposition)
metode u programskom paketu MorphoJ (Klingenberg, 2011) i na taj nacin je dobijena
informacija vezana samo za oblik krila. Pomoéu ovog programa su izracunate
Prokrustove koordinate i veli¢ina centroida (CS). Metodom beskona¢no tanke, metalne
ploCe 1 energije potrebne za njenu deformaciju inkorporirane u CVAgen6 IMP
programski paket (Sheets, 2000) izraunate su varijable oblika (PW). Da bi se ispitalo
da 1i postoje statisti¢ki znacajne razlike u veli¢ini krila primenjena je analiza varijanse
(ANOVA) na CS, a u obliku krila, multivarijantna analiza varijanse (MANOVA) na

svim varijablama oblika kao zavisno-promenljivim. Za utvrdivanje strukture i stepena
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razlika u obliku izmedu a priori definisanih grupa primenjena je kanonijska
diskriminantna analiza (CVA) na varijablama oblika. Sve statisticke analize uradene su

u programskom paketu STATISTICA (Stat Soft Inc. 7.0).

Slika 3. Analizirani nervi na prednjem krilu Euaphidius cingulatus.
R1=metakarpus, RS1 — radijalni sektor 1, RS2 — radijalni sektor 2, r-m (popre¢ni
radio-medialni nerv).
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3.3. Molekularne analize

3.3.1. Ekstrakcija DNK

Uzorci koriS¢eni za analizu filogenetskih odnosa se donekle razlikuju od onih
koris¢enih u ,,tradicionalnoj* i geometrijskoj morfometriji, jer su neki uzorci sadrzali
mali broj jedinki koje su bile o€uvane u 96% alkoholu, a pojedini uzorci kori$é¢eni u
morfometriji nisu bili pogodni za molekularne analize, jer su jedinke bile sacuvane
samo u suvom stanju. Za rasvetljavanje filogenetskih odnosa rodova Aphidius,
Euaphidius i Remaudierea, kao i vrsta unutar ovih rodova, koriS¢ene su sekvence
barkoding regiona mitohondrijalnog gena za citohrom oksidazu | (COI) i nuklearnog D2
regiona 28S rRNK. Za analizu je koris¢eno ukupno 55 jedinki: E. cingulatus (43), E.
setiger (9) i R. plocamaphidis (3). 1z roda Aphidius, u analizi COI sekvence kori$éene
su slede¢e vrste: A. uzbekistanicus (1), A. rhopalosiphii (1) i A. avenae (1). Kao
autgrupe koris¢ene su vrste Areopraon chaitophori i Ephedrus blattnyi. U molekularnoj
analizi sekvence 28S rRNK gena koris¢ene su sledece vrste roda Aphidius: A. ervi (1),
A. rhoplaosiphi (1) i A. colemani (1) (Tabela 3). Kao autgrupe koris¢ene su vrste Praon
dorsale i Areopraon silvestre.

Pre ekstrakcije DNK, najpre je vrhom entomoloske igle (prethodno sterilisane)
napravljeno nekoliko perforacija na bocnim stranama toraksa 1 abdomena, pri ¢emu Su
jedinke bile polozene na predmetno staklo. Postupak je izvoden pod binokularnom
lupom. Zatim je osa stavljena u tubicu za ekstrakciju od 0,2 ml sa slede¢im miksom: 2
ul KAPA Express Extract enzima, 10 pl 10x KAPA Express Extract pufera, 1 38 ul H20
(Molecular Biology Grade) koji je prethodno izvorteksovan. Zatim je sve to zajedno
izmeSano na vorteksu. Tubice su stavljene u Termocycler (Eppendorf Mastercycler®)
prema slede¢em protokolu: 10 min na 75°C i 5 min na 95°C . Nakon ekstrakcije, tubice
su izvorteksovane i iscentrifugirane 1 min na maksimalnom broju obrtaja. Zatim je
supernatant u kome se nalazila rastvorena DNK prebacen u tubice od 1,5 ml i kao takva

DNK je koris¢ena odmah u PCR reakcijama ili ¢uvana u zamrzivacu na -20°C.

26



Tabela 3. Pregled uzoraka koris¢enih u molekularnim analizama.

Sifra Parazitoid Biljna vas Biljka domacin | Lokalitet Haplotip Haplotip
COl 28S
M (1,2,3,4) E. cingulatus Eitlf;rs‘ffn‘:mma Salix fragilis LTU (Vilnius) c1* EC*
M (6,7,8) R. plocamaphidis SPrlJocamaphls Salix sp. CZE R* RP*
. Pterocomma USA (VasSington, "
M (9,10,11,12) E. cingulatus bicolor Populus sp. King cd.) C2 EC
M(13,14) E. cingulatus Pterocomma Populus alba SRB (Nis, - EC
populeum Popovac)
M (15,16) E. cingulatus ggerommma Salix sp. MNE (Plav) c3* EC
M (17,18,19) E. cingulatus Pterocomma Salix caprea SRB (Viasinsko C1 EC
jacksoni jezero)
M (20,21,22,23) E. cingulatus E;erocc’mma Salix sp. IRN (Karaj) c1 -
. Pterocomma . SRB (Vlasinsko
M (24,25,26,27,28) | E. cingulatus pilosum konoi Salix caprea jezero) C1 EC
. . Acer ‘% i *
M (29,30,31) E. setiger Periphyllus sp. platanoides SRB (Ni$) S1 ES1
M (32,33,34,35) E. cingulatus rPut]:iaFr)Zt;omma Salix caprea SRB (Kopaonik) | C1 -
M (36,37,38,39) E. cingulatus Pte_rc_;comma Salix caprea .SRB (=TSl C1 -
salicis jezero)
. Pterocomma . SRB (Ni§, ) )
M (40,41) E. cingulatus pilosum Salix alba Matejevac)
M (42,43,44) E. cingulatus Eitlgrs(:fn?mma Populus sp. SLO (Soca) C3 EC
M (45,46,47,48,49) | E. cingulatus Pterocomma Populus nigra SRB (Sicevacka C1 -
populeum klisura)
. . Acer CHE - )
M (51,52,53) E. setiger Periphyllus sp. pseudoplatanus | (Steinmaur) S2
Pterocomma PRT (Azorska
M 54 E. cingulatus s Populus nigra ostrva-Ponta Cc1 -
P Delgada)
. Periphyllus GBR (Vels, _
M (55,56,57) E. setiger SrmeTE Acer campestre Kardifski zaliv) ES2*

*Pristupni brojevi u banci gena (GenBank): C1- KP698106, C2- KP698107, C3- KP698108, R-

KP698110, S1- KP698111, S2- KP698112, EC- KP698113, ES1- KP698114, ES2- KP698115, RP-

KP698116.

Da bi se utvrdilo da li je doSlo do kontaminacije, prilikom svake ekstrakcije na

svakih 10 uzoraka je koriS¢ena negativna kontrola. Tubica negativnih kontrola je

sadrzala sve reagense neophodne za ekstrakciju i u nju je uronjena sterilisana

entomoloSka igla. Pomocu horizontalne elektroforeze je proveravana uspeSnost

ekstrakcije DNK uzorka i moguénost kontaminacije u negativnim kontrolama. Tubice

sa negativnom kontrolom su u daljim analizama tretirane kao i ostali uzorci.
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3.3.2. Amplifikacija, preciS¢avanje i sekvenciranje DNK

Deo gena za subjedinicu I citohrom oksidaze (COI) je umnozen pomocu para

prajmera:

LCO1490 (5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’)
HCO2198 (5’-TAAACTTCAGGCTGACCAAAAAATCA-3’) (Folmer et al. 1994)

PCR amplifikacija je uradena u zapremini od 25 pl, koja sadrzi 1 pl
ekstrahovane DNK, 12,5 pul 1 x KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (sadrzi 2 mM
MgCI2 u koncentraciji 1X), 1,25 pl (0,5 uM) svakog prajmera i 9 pl vode (molecular
biology grade). Sve tubice su stavljene u Eppendorf Mastercycler® i amplifikacija je
vrsena po slede¢em protokolu: inicijalna denaturacija na 95°C u trajanju od 5 min,
zatim 35 ciklusa od kojih svaki ima tri koraka:

1. 1 min na 94°C

2. 1 min na 54°C

3.1mini30sna72°C

1 finalna ekstenzija na 72°C u trajanju od 7 minuta.

D2 fragment 28S rRNK je umnoZen pomocu para prajmera:

28S rRNKD2f (5’-AGAGAGAGTTCAAGAGTACGTG-3") (Belshaw et al., 1998)
28S rRNKD2r (5’-TTGGTCCGTGTTTCAAGACGGG-3") (Campbell et al., 1993)

PCR amplifikacija je uradena u zapremini od 20 pl, koja sadrzi 1 pl
ekstrahovane DNK, 2 ul High Yield Reaction pufera A (sa 1xMg), 1,5 ul MgCl; (2,25
mM), 0.5 ul ANTP (0,25 mM), 1 ul svakog prajmera (0,5 uM), 0.15 ul KAPATaq DNK
polimeraze (0,0375 U/ul) (Kapa Biosystems Inc., USA) i 14,35 pl vode (molecular
biology grade). Amplifikacija je uradena u Eppendorf Mastercycler®-u po sledecem
protokolu: inicijalna denaturacija na 95°C u trajanju od 3 min, zatim 30 ciklusa, svaki sa

tri koraka:
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1.30 s na 95°C
2.30 s na 48°C
3.2 min na 72°C

1 finalna ekstenzija na 72°C u trajanju od 10 minuta.

Da bi se proverila uspesnost amplifikacije oba gena, kao i da 1i je doslo do
eventualne kontaminacije, Sul PCR produkta svakog uzorka je puSteno na 1%
agaroznom gelu obojenim Midorigreenom (Nippon Genetics) i vizualizovanim pod UV
transiluminatorom.

Precis¢avanje amplifikovanih uzoraka izvrSeno je pomo¢u QIAGEN QIAquick®
PCR Purification Kit-a prate¢i upustvo proizvodaca. Zatim su pre¢i$¢eni uzorci pusteni
na horizontalnu elektroforezu (na 1% agaroznom gelu) radi provere njihove Cistoce.
Molekularna tezina i kolicina DNK odredena je vizuelnim poredenjem sa markerom
SERVA DNA 100 Bp DNA Ladder. Reakcije sekvenciranja su uradene u Macrogen
Inc. (Seoul, Korea). Amplifikovani COI ili 28S rRNK svakog uzorka je sekvenciran u

oba smera upotrebom oba prajmera koja su koriS¢ena za amplifikaciju DNK.

3.3.3. Filogenetske analize

Dobijene sekvence su ru¢no obradene (pregled kvaliteta i prevodenje u FASTA
format) pomoéu programa FinchTV™ (dostupan na http://www.geospiza.com/).
Poravnanje i medusobno poredenje sekvenci izvrSeno je u CLUSTAL W programu
integrisanim u softverski paket MEGAS5.2 (Tamura et al., 2011). Izracunavanje
genetickih distanci izmedu analiziranih sekvenci je izvedeno pomoc¢u ,,Kimura’s two-
parameter method“ (K2P) uz pomo¢ ,bootstrap“ metode sa 1000 ponavljanja.
,Maximum Likelihood“ (ML) 1 ,Maximum Parsimony*“ (MP) metode, takode
inkorporirane u MEGA 5.2 programski paket, su koris¢ene za rekonstrukciju
filogenetskih odnosa. U istom programu je za rekonstrukciju filogenetskog stabla ML
metodom procenjen najbolji model, i za oba gena je to bio model General Time
Reversible sa gama distribucijom (GTR+G). ,,Bootstrap* testom u 1000 replikacija je

testiran procenat grupisanja sekvenci.
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4. REZULTATI

4.1. Skening elektronska mikroskopija

Pomocu skening elektronskog mikroskopa fotografisane su tri jedinke, po jedna
zenka vrsta E. setiger, E. cingulatus i R. plocamaphidis (Slika 4).

Slika 4. 1. Euaphidius setiger, 2. Euaphidius cingulatus, 3. Remaudierea
plocamaphidis. a) glava — frontalni aspekt; b) propodeum — dorzalni aspekt; c) petiolus
— dorzalni aspekt; d) petiolus — lateralni aspekt; e) legalica — lateralni aspekt.
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Sa slike se uocava da se vrsta R. plocamaphidis razlikuje od preostale dve po
boc¢nom regionu petiolusa na kome nema brazdi, kao i po obliku legalice. Naime, njena
legalica je izduZena i postepeno se suzava prema vrhu, dok je kod vrsta E. cingulatus i

E. setiger viSe zaobljena. Medu ostalim karakterima nisu uocene bitne razlike.

4.2. Pregled varijabilnosti morfoloskih karaktera

Ukupno je analizirano 298 jedinki podeljenih u pet grupa koje su formirane na
osnovu pripadnosti jedinki vrstama: grupa Ec (E. cingulatus), grupa Es (E. setiger),
grupa Am (A. microlophii), grupa Au (A. urticae) i grupa Ae (A. ervi).

U okviru deskriptivne statistike izracunate su srednja vrednost, standardna
devijacija, varijansa, standardna greska, minimum i maksimum za ceo uzorak, kao i za
svaku grupu. Kontinuirani karakteri su obradeni kao odnosi vrednosti dva karaktera,
dok su meristicki analizirani kao celi brojevi. Karakter duzina tela nije analiziran kod
svih jedinki, dok su ostali karakteri uglavnom analizirani kod svih jedinki. Rezultati
deskriptivne statistike za ceo uzorak su prikazani u tabeli 4. Od meristickih karaktera
nisu ukljuceni u analizu broj maksilarnih i labijalnih palpusa, budu¢i da nijedan od ta
dva karaktera nije varirao, tj. sve jedinke imaju po Cetiri maksilarna 1 tri labijalna
palpusa.

Tabela 4. Deskriptivna statistika za 14 analiziranih karaktera za ceo uzorak
(skracenice videti u tabeli 2).

Karakter Broj Srednja Minimum  Maximum Varijansa St. dev. St. greska
jedinki vrednost
L 204 2,018 1,280 2,700 0,064 0,254 0,018
F1 MPS 290 2,266 0,000 6,000 1,953 1,398 0,082
F2 MPS 294 3,396 1,000 7,000 1,654 1,286 0,075
No PRP ua 292 15,757 5,000 34,000 33,917 5,824 0,341
No PRP la 293 6,191 2,000 15,000 3,785 1,946 0,114
Ten/Intt 290 0,695 0,333 1,219 0,021 0,145 0,009
H w/Me w 268 1,382 1,102 1,596 0,008 0,088 0,005
F1I/F1w 296 2,702 1,625 4,074 0,191 0,437 0,025
F2 1/F2w 296 2,383 1,571 5,182 0,283 0,532 0,031
Pt /Mt | 298 1,324 0,874 2,011 0,033 0,181 0,010
Pt I/Pt w 298 3,556 2,538 4,882 0,137 0,371 0,021
Pet I/Pet w 286 4,289 2,694 6,107 0,341 0,584 0,035
FLI/F21 296 1,096 0,614 1,410 0,009 0,097 0,006
Mi 2/Mi 1 289 0,434 0,143 0,642 0,009 0,096 0,006
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Iz tabele 4 se uoCava da meristicki karakteri variraju znatno vise nego
kontinuirani. Karakter koji najviSe varira je broj dladica u gornjoj areoli propodeuma
(No PRP ua) ¢ija je vrednost varijanse 33,917. Od kontinuiranih karaktera najveca
varijabilnost se uocava za karakter Pet I/Pet w (varijansa=0,341). Jedan od karaktera
koji pokazuje malu varijabilnost unutar celog uzorka je tentorijalni indeks (Ten/Intt)

(varijansa=0,021).

Uradena je i deskriptivna statistika za svaku grupu odvojeno da bi se videlo kako
variraju pojedini karakteri u zavisnosti od vrste (Tabele 5-18). Prvo su analizirani

meristicki, a potom i kontinuirani karakteri.

Tabela 5. Deskriptivna statistika za karakter F1 MPS.

Grupa je?jﬁ?\jki Vsrrezdnr:)j; Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 25 2,720 1,000 4,000 1,043 1,021 0,204
Ec 210 2,743 1,000 6,000 1,187 1,090 0,075
Am 19 0,368 0,000 1,000 0,246 0,496 0,114
Au 16 0,063 0,000 1,000 0,063 0,250 0,063
Ae 20 0,250 0,000 2,000 0,303 0,550 0,123
Sve grupe 290 2,266 0,000 6,000 1,953 1,398 0,082

Karakter F1 MPS, odnosno broj mirisnih brazdi na prvom ¢lanku (flagolomera)
flageluma antene pokazuje najvecu varijabilnost unutar Ec grupe (varijansa=1,187)
(Tabela 5). Broj rinarija na prvoj flagelomeri je ve¢i kod vrsta roda Euaphidius
(vrednost minimuma za obe grupe je ista min=0, dok se vrednosti maksimuma
razlikuju, odnosno grupa Ec ima 6, a grupa Es 4 rinarije). Skoro sve jedinke iz Au grupe
nemaju nijednu mirisnu brazdu na S§ta ukazuje srednja vrednost (0,063). Vrednost
maksimuma za Au i Am grupe je ista (maksimum=1), ali se razlikuje za Ae grupu, s tim

Sto samo jedna jedinka iz ove grupe ima dve rinarije na prvom flagelarnom ¢lanku.
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Tabela 6. Deskriptivna statistika za karakter F2 MPS.

Broj Srednja

Grupa jedinki vrednost Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 27 4,259 2,000 6,000 1,353 1,163 0,224
Ec 210 3,506 1,000 7,000 1,583 1,258 0,087
Am 19 3,158 2,000 5,000 0,696 0,834 0,191
Au 18 2,444 1,000 5,000 1,438 1,199 0,283
Ae 20 2,150 1,000 3,000 0,555 0,745 0,167

g?l\JISe 294 3,396 1,000 7,000 1,654 1,286 0,075

Broj mirisnih brazdi na drugom flagelarnom ¢lanku (F2 MPS) je ve¢i nego na
prvom. Ne postoji nijedna jedinka u okviru grupa koja nema nijednu rinariju. Najveci
broj jedinki iz Es grupe ima cetiri rinarije. Vrednost varijanse pokazuje najvecu
varijabilnost u okviru Ec grupe gde se broj rinarija kre¢e od 1 do 7 (Tabela 6), s tim $to
samo dve jedinke iz grupe imaju po 7 rinarija, pa je to razlog veéeg variranja ovog
karaktera unutar ove grupe. Isto vazi i za karakter F1 MPS, jer samo dve jedinke Ec
grupe imaju po 6 rinarija na prvom clanku flageluma. U okviru Ae grupe ni jedna

jedinka nema vise od 3 mirisne brazde.

Tabela 7. Deskriptivna statistika za karakter No PRP ua.

Grupa jeE(;jEﬁjki vsr:jir(])jgt Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 26 7,808 5,000 13,000 6,162 2,482 0,487
Ec 210 18,595 6,000 34,000 16,472 4,059 0,280
Am 19 9,053 5,000 13,000 5,164 2,272 0,521
Au 20 9,050 5,000 12,000 4,787 2,188 0,489
Ae 17 8,235 6,000 11,000 2,441 1,562 0,379
Sve grupe 292 15,757 5,000 34,000 33,917 5,824 0,341

Na osnovu rezultata varijanse za ceo uzorak, najvecu varijabilnost pokazuje
karakter No PRP ua (broj dlacica u gornjoj areoli propodeuma) (varijansa=33,917).
Veoma veliku varijabilnost za ovaj karakter pokazuju i jedinke grupe Ec na Sta ukazuje
vrednost varijanse (16,472). Vrednosti minimuma su kod svih grupa skoro slicne
(Tabela 7), dok se vrednosti maksimuma drasti¢no razlikuju izmedu Ec (max=34) i svih
ostalih grupa (max=11-13), kao i njihove srednje vrednosti. Srednje vrednosti za grupu

Ec i za ceo uzorak su priblizne jedna drugoj. Vrednosti deskriptivne statistike za gotovo
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sve karaktere su slicne za grupu Ec i za ceo uzorak, $to i ne ¢udi s obzirom da najveci

broj analiziranih jedinki u uzorku pripada grupi Ec.

Tabela 8. Deskriptivna statistika za karakter No PRP la.
Broj Srednja

Grupa jedinki  vrednost Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 26 4,462 3,000 9,000 1,938 1,392 0,273
Ec 211 6,654 2,000 15,000 3,713 1,927 0,133
Am 19 5,842 5,000 9,000 1,474 1,214 0,279
Au 20 4,550 2,000 8,000 2,155 1,468 0,328
Ae 17 5,412 3,000 7,000 1,257 1,121 0,272
Sve grupe 293 6,191 2,000 15,000 3,785 1,946 0,114

Velika varijabilnost unutar celog uzorka je uo€ena i za karakter No PRP la
(Tabela 8). Broj dlacica u donjoj areoli propodeuma je manji nego u gornjoj. Ovaj
karakter, kao i1 prethodni, najvise varira unutar Ec grupe (min=2, max=15). Najveca

vrednost minimuma (min=5) je unutar Am grupe.

Tabela 9. Deskriptivna statistika za karakter Ten/Intt.

Grupa je?jrizjki Vsr:;:]r:)jgt Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 28 0,662 0,529 0,818 0,005 0,074 0,014
Ec 210 0,757 0,455 1,219 0,009 0,094 0,006
Am 15 0,425 0,338 0,526 0,003 0,057 0,015
Au 17 0,571 0,402 0,680 0,008 0,091 0,022
Ae 20 0,406 0,333 0,533 0,003 0,052 0,012

g?l\JISe 290 0,695 0,333 1,219 0,021 0,145 0,009

U okviru celog uzorka i u okviru svih grupa varijabilnost karaktera Ten/Intt
(tentorijalni indeks) je vrlo mala (Tabela 9), na $ta ukazuju vrednosti varijanse. Vecu
vrednost tentorijalnog indeksa pokazuju vrste roda Euaphidius (srednja vrednost za
Es=0,662, dok je za Ec=0,757), a vece su 1 njihove vrednosti minimuma i maksimuma.
Samo po jedna jedinka iz Es i Ec grupe imaju maksimalnu vrednost tentorijalnog
indeksa, odnosno 0,818 i 1,219. U okviru vrsta roda Aphidius, jedinke Au grupe imaju

vecu vrednost Ten/Intt karaktera (srednja vrednost=0,571).
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Tabela 10. Deskriptivna statistika za karakter H w/Me w.

Grupa je%riﬁjki vsrgfjir;jst Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 23 1,394 1,228 1,573 0,006 0,077 0,016
Ec 209 1,397 1,177 1,596 0,006 0,080 0,006
Am 17 1,294 1,165 1,418 0,006 0,076 0,018
Au 19 1,285 1,102 1,453 0,009 0,094 0,022
Sve grupe 268 1,382 1,102 1,596 0,008 0,088 0,005

Karakter H w/Me w (odnos Sirine glave i Sirine mezoskutuma) pokazuje
ujednacenu varijabilnost za obe grupe i ceo uzorak (Tabela 10), tako da ovaj karakter
pokazuje prili¢nu stabilnost u celom uzorku. Vrednosti varijanse i srednje vrednosti su
priblizno iste, neSto vecu srednju vrednost za ovaj karakter pokazuju vrste roda

Euaphidius. Ovaj karakter jedino nije analiziran za Ae grupu.

Tabela 11. Deskriptivna statistika za karakter F1 I/F1 w.

Grupa je%ﬁ?\jki vsrgfjir:)jgt Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 27 2,373 1,625 2,889 0,073 0,271 0,052
Ec 210 2,549 1,658 3,214 0,065 0,254 0,018
Am 19 3,276 2,759 3,846 0,065 0,255 0,059
Au 20 3,546 3,000 4,074 0,111 0,333 0,074
Ae 20 3,353 3,077 3,833 0,038 0,194 0,043
Sve grupe 296 2,702 1,625 4,074 0,191 0,437 0,025

Dobijene vrednosti deskriptivne statistike za karakter F1 I/F1 w (odnos duZine 1
Sirine prvog flagelarnog cClanka), pokazuju najvecu varijabilnost unutar Au grupe
(varijansa=0,111) i jedinke ove grupe imaju najizduzeniji prvi segment antene (srednja
vrednost=3,546). Generalno, jedinke vrsta roda Aphidius imaju izduzeniji prvi flagelarni

¢lanak u odnosu na vrste roda Euaphidius (Tabela 11).
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Tabela 12. Deskriptivna statistika za karakter F2 I/F2 w.

Grupa je%ﬁ?\jki vSrreedirljjgt Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 27 2,020 1,613 2,409 0,034 0,184 0,035
Ec 210 2,170 1,571 3,214 0,045 0,213 0,015
Am 19 3,166 2,733 3,679 0,072 0,268 0,061
Au 20 3,565 2,895 5,182 0,247 0,497 0,111
Ae 20 3,188 2,667 3,760 0,072 0,269 0,060
Sve grupe 296 2,383 1,571 5,182 0,283 0,532 0,031

Rezultati deskriptivne statistike za karakter F2 1/F2 w (odnos duzine i Sirine
drugog flagelarnog ¢lanka) pokazuju istu distribuciju kao i u prethodnom slucaju
(Tabela 12). Vrednost varijanse od 0,247 pokazuje da ovaj karakter najvise varira unutar
Au grupe. Medutim, samo jedna jedinka u okviru ove grupe ima maksimalnu vrednost
za ovaj karakter (5,182), tako da vrednosti deskritpivne statistike u ovom slucaju nisu
verodostojne. Najmanji odnos duzine i Sirine drugog ¢lanka antene imaju jedinke Es

grupe, raspona od 1,613 do 2,409.

Tabela 13. Deskriptivna statistika za karakter Pt I/Mt .

Grupa jeE(;jEﬁjki vSrre%ir(‘)jst Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 28 1,218 0,943 1,532 0,024 0,155 0,029
Ec 211 1,395 1,035 2,011 0,022 0,147 0,010
Am 19 1,120 0,976 1,307 0,007 0,085 0,019
Au 20 1,050 0,874 1,186 0,008 0,092 0,021
Ae 20 1,190 1,013 1,367 0,011 0,103 0,023
Sve grupe 298 1,324 0,874 2,011 0,033 0,181 0,010

Vrednosti varijanse za karakter Pt I/Mt | (odnos duzine pterostigme i duzine R1
nerva) su male i ovaj karakter veoma malo varira izmedu grupa (Tabela 13). Najduzu
pterostigmu imaju jedinke grupe Ec (srednja vrednost=1,395). Iz literaturnih podataka,
merenja i zapazanja, primeéeno je da jedinke vrste E. cingulatus imaju nesto duzu
pterostigmu u odnosu na jedinke vrste E. setiger, dok su im duzine metakarpusa,
odnosno R1 nerva priblizno jednake. Najmanju srednju vrednost za ovaj karakter imaju
jedinke vrste A. urticae, $to znaci da kod ovih jedinki metakarpus i pterostigma imaju

priblizno istu duzinu.
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Tabela 14. Deskriptivna statistika za karakter Pt I/Pt w.

Broj Srednja

Grupa jedinki vrednost Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 28 3,138 2,538 4,118 0,104 0,322 0,061
Ec 211 3,518 2,828 4,882 0,095 0,308 0,021
Am 19 4,020 3,464 4,478 0,089 0,298 0,068
Au 20 3,974 3,344 4,556 0,078 0,279 0,062
Ae 20 3,690 3,135 4,375 0,101 0,318 0,071
Sve grupe 298 3,556 2,538 4,882 0,137 0,371 0,021

Odnos duZine 1 Sirine pterostigme (karakter Pt /Pt w) definiSe njen oblik. Ovaj
karakter najviSe varira unutar Es grupe (varijansa=0,104), ali zato rezultati srednje
vrednosti pokazuju da jedinke ove grupe imaju najkracu i najSiru pterostigmu, dok je
kod Am grupe suprotno, imaju najizduzeniju pterostigmu (srednja vrednost=4,020)
(Tabela 14).

Tabela 15. Deskriptivna statistika za karakter Pet I/Pet w.

Grupa je?jriﬁjki Vsrrezdnr:)j; Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 26 3,599 2,694 4,444 0,182 0,426 0,084
Ec 211 4,387 2,709 6,107 0,237 0,487 0,033
Am 10 4,740 3,613 6,042 0,496 0,704 0,223
Au 19 4,311 2,940 5,635 0,475 0,689 0,158
Ae 20 3,902 2,698 5,182 0,547 0,739 0,165
Sve grupe 286 4,289 2,694 6,107 0,341 0,584 0,035

Medu kontinuiranim karakterima, odnos duzine i Sirine petiolusa (Pet 1/Pet w)
pokazuje najvecu varijabilnost u uzorku (varijnasa=0,341) 1 vrednosti varijanse se
razlikuju izmedu grupa. NajduZi petiolus, Sto se vidi na osnovu rezultata srednje
vrednosti, imaju jedinke Am grupe. Vrednosti minimuma su prilicno ujednacene, izuzev
jedinki Am grupe (3,613), dok se vrednosti maksimuma razlikuju, od 4,4 kod jedinki Es
grupe do 6,1 kod Ec grupe. Samo po jedna jedinka Ec, Am i Au grupe imaju

maksimalne vrednosti za ovaj karakter (Tabela 15).
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Tabela 16. Deskriptivna statistika za karakter F1 I/F2 .

Grupa je%riﬁjki vsrgfjir;jst Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 27 1,070 0,960 1,260 0,004 0,062 0,012
Ec 210 1,134 0,943 1,410 0,005 0,073 0,005
Am 19 0,944 0,879 1,024 0,001 0,033 0,008
Au 20 0,982 0,614 1,100 0,010 0,099 0,022
Ae 20 0,980 0,893 1,069 0,001 0,036 0,008
Sve grupe 296 1,096 0,614 1,410 0,009 0,097 0,006

Karakter koji veoma malo varira u celom uzorku kao i unutar svake grupe je
odnos duzine prvog i duzine drugog flagelarnog ¢lanka (F1 1/F2 1). Kod svih grupa prvi
i drugi ¢lanak su skoro iste duzine ukoliko se pogledaju srednje vrednosti (Tabela 16),

tako da ovaj karakter pokazuje veliku stabilnost.

Tabela 17. Deskriptivna statistika za karakter Mi 2/Mi 1.

Grupa je%riﬁjki vsrgfjir:)jgt Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 28 0,469 0,367 0,562 0,003 0,056 0,011
Ec 210 0,460 0,278 0,642 0,004 0,064 0,004
Am 13 0,232 0,173 0,362 0,004 0,063 0,018
Au 18 0,445 0,306 0,622 0,005 0,074 0,017
Ae 20 0,232 0,143 0,380 0,003 0,055 0,012
Sve grupe 289 0,434 0,143 0,642 0,009 0,096 0,006

Karakter Mi 2/Mi 1 (malarni indeks: odnos malarnog rastojanja i uzduznog
dijametra oka) je karakter koji veoma malo varira u celom uzorku (varijansa=0,009).
Vrednosti varijanse su gotovo ujednacene. Jedinke Am 1 Ae grupe imaju istu srednju
vrednost malarnog indeksa (0,232). Preostale tri grupe imaju vecu vrednost malarnog
indeksa (Tabela 17).

Tabela 18. Deskriptivna statistika za karakter L.

Grupa je%lriﬂjki vSr:aed?wrgzt Minimum Maximum Varijansa St. dev. St. greska
Es 10 1,591 1,400 1,810 0,016 0,126 0,040
Ec 194 2,040 1,280 2,700 0,057 0,239 0,017
Sve grupe 204 2,018 1,280 2,700 0,064 0,254 0,018
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Poslednji karakter koji je analiziran je duzina tela (L). DuZzina tela je analizirana

samo kod jedinki vrsta roda Euaphidius. U okviru Es grupe analizirana je samo kod

jedinki uzorka sakupljenog na teritoriji grada Beograda (park Topcider). U okviru Ec

grupe, duzina tela je izmerena skoro kod svih jedinki. Duze telo imaju jedinke koje

pripadaju vrsti E. cingulatus (srednja vrednost=2,040) (Tabela 18).

Da bi se utvrdilo da li postoje statisticki znacajne razlike za karaktere izmedu

grupa primenjena je analiza varijanse (ANOVA).

Tabela 19. Analiza varijanse morfoloskih karaktera svih grupa. SS-suma kvadrata

distanci, MS- suma srednjih vrednosti. Statisticka znacajnost p<0,05.

df SS df MS

Karakter SS model model MS model residual residual  residual F P
L 1,914 1 1,914 11,141 202 0,05515 34,7064 0,000000
F1 MPS 280,292 4 70,073 284,263 285 0,99741 70,2548 0,000000
F2 MPS 71,096 4 17,774 413,588 289 1,43110 12,4199 0,000000
No PRP ua 6050,146 4 1512,537 3819,590 287 13,30868 113,6504 0,000000
No PRP la 189,497 4 47,374 915,800 288 3,17986 14,8982 0,000000
Ten/Intt 3,858 4 0,964 2,221 285 0,00779 123,7625 0,000000
H w/Me w 0,362 3 0,121 1,720 264 0,00652 18,5056 0,000000
F1I/F1w 36,805 4 9,201 19,430 291 0,06677 137,8088 0,000000
F21/IF2w 65,621 4 16,405 17,742 291 0,06097 269,0796 0,000000
Pt I/Mt | 4,023 4 1,006 5,695 293 0,01944 51,7477 0,000000
Pt I/Pt w 13,149 4 3,287 27,668 293 0,09443 34,8107 0,000000
Pet I/Pet w 19,437 4 4,859 77,669 281 0,27640 17,5805 0,000000
FLI/F21 1,293 4 0,323 1,456 291 0,00500 64,6259 0,000000
Mi 2/Mi 1 1,528 4 0,382 1,141 284 0,00402 95,0915 0,000000

Iz tabele 19 se zapaZza da svi analizirani karakteri pokazuju statisticku
znacajnost.

Osim analize varijanse uradena je multivarijantna analiza varijanse (MANOVA)

koja je pokazala statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa (Tabela 20).

Tabela 20. Multivarijantna analiza varijanse svih analiziranih

morfoloskih karaktera svih grupa.
Izvor varijabilnosti Wilks' Lambda F Effect df Error df p
Vrsta 0,031317 29,421 48 968,9169 0,00
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Rezultati diskriminantne kanonijske analize pokazuju duz kojih osa se grupe
najbolje razdvajaju i koji karakteri najviSe utiCu na diskriminaciju grupa koje su
definisane a priori. Naime, ove ose maksimalizuju medugrupno u odnosu na
unutargrupno variranje odabranih karaktera. Analizirane su iste jedinke i grupisane su
na isti nacin kao i u slucaju deskriptivne statistike. Analizom je obuhvaéeno 14

karaktera, dok je faktor grupisanja, kao i u prethodnoj analizi, bila pripadnost vrsti.

Diskriminantnom analizom su dobijene Mahalanobis-ove distance (Tabela 21)
koje predstavljaju razdaljine izmedu grupa. Takode, dobijen je i procenat ispravnosti
grupisanja jedinki (Tabela 22), izdvojene su 4 kanonijske ose, izraunate sopstvene
(Eigen) vrednosti i procenat ukupne varijanse (Tabela 23).

Dendogram je konstruisan primenom UPGMA metoda na dobijene kvadratne

Mahalanobis-ove distance (Slika 5).

Tabela 21. Diskriminantna kanonijska analiza jedinki grupa Ec, Es, Am, Au i Ae.

Kvadratne Mahalanobis-ove distance

Grupa Ec Es Am Au Ae
Ec 0 18,20174 60,81313 67,31107 57,34569
Es 18,20174 0 54,50660 63,94405 50,98996
Am 60,81313 54,50660 0 11,61268 6,70239
Au 67,31107 63,94405 11,61268 0 21,33900
Ae 57,34569 50,98996 6,70239 21,33900 0

F-vrednosti; df = 14,280

Grupa Ec Es Am Au Ae
Ec 0 30,71269 72,35490 83,93622 71,50948
Es 30,71269 0 42,11388 50,92245 40,60634
Am 72,35490 42,11388 0 7,72349 4,45770
Au 83,93622 50,92245 7,72349 0 14,56587
Ae 71,50948 40,60634 4,45770 14,56587 0

p

Grupa Ec Es Am Au Ae
Ec 0,00 0,000000 0,000000 0,000000
Es 0,00 0,000000 0,000000 0,000000
Am 0,00 0,00 0,000000 0,000000
Au 0,00 0,00 0,000000 0,000000
Ae 0,00 0,00 0,000000 0,000000
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Slika 5. UPGMA dendrogram konstruisan iz matrice razlika Mahalanobis-ovih
distanci svih grupa.

Na fenogramu (Slika 5) se uocava izdvajanje dve klade na poziciji 59
generalizovane statisticke distance. Jednu kladu ¢ine grupe Es i Ec, dok drugu grupe
Am, Ae i Au, koje predstavljaju jedinke koje pripadaju vrstama roda Aphidius. Na

poziciji 17 se jedinke Au grupe izdvajaju od klade koju ¢ine Am i Ae grupe.

Tabela 22. Matrica korektne Kklasifikacije u unapred definisane grupe. Redovi
predstavljaju uocenu pripadnost, a kolone unapred predvidenu pripadnost. ,,Total*
predstavlja ukupan procenat korektne klasifikacije.

Grupa gof’ut:g;?]?a Ec Es Am Au Ae
Ec 99,05213 209 1 0 0 1
Es 96,42857 1 27 0 0

Am 63,15789 0 0 12 3 4
Au 90,00000 0 0 1 18 1
Ae 80,00000 0 0 4 0 16
Total 94,63087 210 28 17 21 22

U tabeli 22 je dat procenat pravilnog grupisanja. Jedinke grupisane sa velikom
ta¢nosS¢u su jedinke grupa Ec=99,05, Es=96,4 i Au=90%. Samo se jedna jedinka vrste

E. cingulatus grupise sa jedinkama vrste E. setiger i obratno. Visok procenat ipravnog
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grupisanja se javlja i kod Ae grupe (80%), pri ¢emu Cetiri jedinke pripadaju grupi Am.
Nesto manji procenat ispravnog grupisanja se javlja kod Am grupe i iznosi 63,2%, pri
¢emu Cetiri jedinke vise pripadaju Ae, nego originalnoj grupi. Tri jedinke pripadaju Au

grupi.

Tabela 23. CVA Analiza — standardizovani koeficijenti kanonijskih varijabli.

Karakter Cvlil Cv2 Cv3 Cv4
L 0,135330 0,180107 -0,079128 0,291064
F1 MPS 0,431586 0,149159 0,035828 0,083664
F2 MPS -0,156129 0,129556 -0,033322 -0,465827
No PRP ua 0,350273 -0,658128 -0,174844 0,183565
No PRP la -0,119787 -0,182363 -0,148385 -0,357067
Ten/Intt 0,400468 -0,331854 0,106157 -0,022418
H w/Me w 0,146343 0,002605 -0,379943 0,094529
F11/F1w -0,348960 -0,003588 -0,398438 -0,074385
F2 1/IF2w -0,342546 -0,577069 0,488925 0,476603
Pt /Mt | 0,446869 -0,185132 -0,349221 0,171575
Pt I/Pt w -0,192352 -0,348671 0,225945 -0,585500
Pet I/Pet w -0,084298 -0,277480 0,002806 -0,449424
FLI/F21 0,296467 -0,306732 0,363382 0,356639
Mi 2/Mi 1 0,048430 0,145050 0,827018 0,042526
Eigenval 9,044545 1,392875 0,708226 0,149715
Cum.Prop 0,800731 0,924045 0,986745 1,000000

Iz tabele 23, gde su predstavljeni rezultati CVA analize vidi se da postoji
diskriminacija izmedu analiziranth grupa. Ukupna varijabilnost grupa po svim
karakterima je definisana sa 4 kanonijske ose (statisticka znacajnost prve tri
p=0,000000, cetvrta p=0,000034). Prva kanonijska osa nosi najviSe razlika izmedu
grupa, 80,07%, druga 12,33%, tre¢a 0,06% 1 cetvrta 0,01%. Statisticka znacajnost
pojedinacnih karaktera za prve dve CVA ose (nose vise od 90% razlika) ogranicena je
minimumom 0,3.

Najvecu statisticki znacajnu razliku po prvoj kanonijskoj osi nosi karakter Pt
/Mt 1, odnosno odnos duZine pterostigme 1 duZine metakarpusa, zatim broj rinarija na
prvom flagelarnom clanku (F1 MPS) 1 tentorijalni indeks (Ten/Intt). Diskriminaciji
medu grupama po prvoj kanonijskoj osi takode doprinose i karakteri broj dlaica u
gornjoj areoli propodeuma (No PRP ua), odnos duZzine i Sirine prvog flagelarnog ¢lanka
(F1 /F1 w) 1 odnos duZine 1 Sirine drugog flagelarnog ¢lanka (F2 1/F2 w). Blizu granice
statisticke znacajnosti je karakter F1 1/F2 1 (odnos duZine prvog i duzine drugog ¢lanka

flageluma). Karakter No PRP ua znacajno doprinosi razdvajanju po drugoj kanonijskoj
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osi, zatim slede jos 3 karaktera: odnos duzine i Sirine drugog flagelarnog clanka,
karakter koji definiSe oblik pterostigme (Pt 1/Pt w) i tentorijalni indeks. Na granici
statisticke znacCajnosti za CV2 osu je odnos duzine prvog i duzine drugog clanka
flageluma.

Na slici 6 je prikazano razdvajanje grupa po prvoj i drugoj kanonijskoj osi.
Elipsama su obuhvacene jedinke koje pripadaju istoj grupi. Na suprotnim stranama prve
kanonijske ose (CV1) se grupisu jedinke koje pripadaju vrstama roda Aphidius i jedinke
Ec grupe. Grupa Ec je u njenom pozitivnom delu, a grupe Ae, Am i Au u negativhom.
Jedinke Es grupe zauzimaju medijalnu poziciju, dok se te iste jedinke jasno razdvajaju
od jedinki svih ostalih grupa po drugoj kanonijskoj osi (CV2), pozicionirajuéi se u
njenom pozitivnom delu. Ostale jedinke zauzimaju srediSnji polozaj duz druge

kanonijske ose.

CV1ivs.CV2

Ccv2

Cv1

Slika 6. Distribucija jedinki svih grupa duz prve (CV1=80,07) i druge (CV2=12,33)
kanonijske ose. Elipse obuhvataju interval od 0,95.

43



4.3. Analiza oblika krila primenom geometrijske morfometrije

Za analizu varijabilnosti u obliku krila izabrano je 14 homologih tacaka. U
programskom paketu TpsRelw je provereno da li je svaka tacka kod svih jedinki
pravilno pozicionirana.

Da bi smo ispitali kako se jedinke grupiSu na osnovu oblika krila uradena je
analiza glavnih komponenti (PCA), dajuci ose koje opisuju varijabilnost uzorka. Prva
glavna komponenta opisuje procentualno najvecu varijabilnost, PC1=30,64%, dok PC2
osa objasnjava 14,04%, a PC3=10,12% varijabilnosti (Slika 7).
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Slika 7. Distribucija jedinki duz prve i druge ose dobijena analizom glavnih komponenti
(PCA) varijabilnosti oblika prednjih krila.
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Na slici 7 se moze uociti izvesno odvajanje vrsta koje pripadaju rodu Euaphidius
od ostalih analiziranih vrsta. Jedinke vrsta E. cingulatus i E. setiger se medusobno

preklapaju.

Analiza varijanse (One Way ANOVA test) sa veli¢inom centroida (CS) kao
promenljivom je pokazala statisticki znacajne razlike u veliini krila izmedu
analiziranih vrsta (F=41,66; df=4; P<0,00).

Multivarijantna analiza varijanse sa varijablama oblika kao zavisnim
promenljivim je pokazala da postoji statistiCki znacajna razlika u obliku krila kod

ispitivanih vrsta (Wilks’A=0,019724; F=19.,4; P<0,00).
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Slika 8. Polozaj jedinki u prostoru definisanom sa prve dve kanonijske ose.
Deformacione mreze ilustruju promene oblika krila duz prve i druge kanonijske ose
(uvecane za faktor 10).

S obzirom da smo utvrdili da postoji statisti¢ki znacajna razlika u veli¢ini i
obliku, uzorak je dalje analiziran diskriminantnom kanonijskom analizom. Raspored
jedinki u morfoprostoru je definisan sa prve dve kanonijske ose. Prva osa objasnjava

59,83% ukupne varijabilnosti oblika krila. Druga osa nosi znatno manji procenat

45



varijabilnosti (28,16%). Pomocu deformacionih mreza je ilustrovana promena u obliku
krila duz CVA (Slika 8). Na deformacionim reSetkama su prikazani vektori koji ukazuju
na pomeranje taCaka u odredenom pravcu koje prati 1 deformacija reSetke
interpolarizovanjem duz vektora.

Na slici 8 se jasno uocava da ne dolazi do preklapanja izmedu dve analizirane
vrste roda Euaphidius (E. cingulatus i E. setiger), kao ni do njihovog preklapanja sa
izabranim vrstama roda Aphidius. Posmatraju¢i raspored jedinki duz prve kanonijske
ose uocava se da jedinke koje pripadaju vrstama E. cingulatus i E. setiger imaju kraci
R1 nerv $to se moze primetiti deformacijom koju izaziva pomeranje tacaka 4 1 10, kao i
Siru pterostigmu na Sta ukazuje blago udaljavanje tacaka 3, 5 1 10. Takode, ove dve vrste
imaju $ira krila u srediSnjem delu (pomeranje tacaka 10 i 12). Tac¢ke 11 i 14 prate trend
Sirenja u istom pravcu tako da doprinose Sirenju krila u distalnom delu. Promene kod
vrsta roda Aphidius su obrnute.

Duz druge kanonijske ose zapaza se razdvajanje vrste E. setiger, mada ona nosi
samo 28,16% varijabilnosti. Jedinke vrste E. setiger imaju $ira krila u centralnom delu u
odnosu na jedinke vrste E. cingulatus, $to se detektuje pomeranjem tacaka 10 i 12.
Takode, tacka 4 ukazuje da jedinke vrste E. setiger imaju nesto kra¢i R1 nerv.
Pomeranje tacaka 5 1 6, kao 1 6 1 7 objasnjavaju kraci prvi sektor RS nerva, odnosno
duzi drugi RS sektor. Nerv koji definiSu tacke 6 i 8 (r-m) pokazuje tendenciju
izduzivanja. Vrsta E. setiger ima generalno kra¢i distalni deo krila (tacka 11). Kod
jedinki vrste E. cingulatus pomeranje ovih tacaka je obrnuto. Preostale tacke u sva Cetiri

pravca pokazuju zanemarljiva odstupanja.
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4.4. DNK analize

Za razreSenje filogenetskih odnosa analiziranih taksona koriS¢enjem
mitohondrijalnog COI gena obuhvaéeno je 48 jedinki dobijenih gajenjem 14 razlicitih
vrsta biljnih vasi iz 9 zemalja (Tabela 3). Kod svih analiziranih jedinki je uspe$no
ekstrahovana celokupna DNK. Umnozavanje dela COI gena je bilo uspesno kod 47
jedinki (Slika 9).

Q50 Q51 Q52 Q53 B M22 M23 M26 M27 M28 M30 M3l M34 M3sM37 B OF

10/38

LCO/HCO

Slika 9. PCR produkt COI gena duzine 616-685bp. B — negativna kontrola,
Gr10/38 — pozitivna kontrola (Lysiphlebus fabarum), M — marker.

Sekvencirani produkt COI gena je bio duzine od 616 do 685 baznih parova.
Sekvencirane su 32 jedinke koje pripadaju vrsti E. cingulatus, tri koje pripadaju vrsti R.
plocamaphidis i 5 vrsti E. setiger. Sekvence COIl gena za vrste roda Aphidius (A.
avenae, A. colemani, A. rhopalosiphi i A. uzbecistanicus) koje su usle u analizu su
preuzete iz banke gena (National Center for Biotechnology Information) (A. avenae
(Acc. No. JN164785.1), A. colemani (Acc. No. HQ724535.1), A. rhopalosiphi (Acc.
No. JN164779.1) i A. uzbecistanicus (Acc. No. JN164736.1)). Kao autgrupe su
koris¢ene vrste Areopraon chaitophori (KC128679.1) i Ephedrus blattnyi
(JN164786.1), ¢ije su sekvence takode preuzete iz banke gena.
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Za analizu filogenetskih odnosa upotrebom 28SD2 regiona koris¢ene su iste
jedinke kao i za COIl i jo§ jedan dodatni uzorak iz Velsa. Medutim, sekvenciranje PCR
produkta je uspelo samo kod 18 jedinki (Slika 10).

M1 M4 M6 M7 M8 M11 M12 M13 M14 M15 M18 M21 B +

1

vy v DU 9V e

Slika 10. PCR produkt 28SD2 gena duzine 620-867bp. B — negativna kontrola, (+) —
pozitivna kontrola (Praon volucre), M — marker.

Duzina sekvenciranog produkta je varirala od 620 do 867bp. Sekvencirano je 10
jedinki koje pripadaju vrsti E. cingulatus, pet vrsti E. setiger i tri vrsti R. plocamaphidis.
Po jedna jedinka vrsta Areopraon silvestre (KC128690.1) i Praon dorsale (KJ698464.1)
su koris¢ene kao autgrupe, ¢ije su 28SD2 sekvence preuzete iz banke gena. Sekvence
vrsta roda Aphidius su takode preuzete iz banke gena: A. colemani (Acc. No.
HQ599561.1), A. ervi (Acc. No. Z83582.1) i A. rhopalosiphi (Acc. No. Z83581.1).
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4.4.1. Analiza sekvence mitohondrijalnog COI gena i filogenetska rekonstrukcija

Umnozeni deo COI gena je bio duzine od 616 do 685bp. Nakon
medusobnog sravnjavanja sekvenci u ClustalW programu integrisanom u
MEGA 5.2 programski paket, dobijena duzina je 616bp.

Nakon analize sekvenci utvrdeno je da mnoge jedinke u okviru analiziranih
taksona imaju identicnu COI sekvencu. Izdvojeno je Sest haplotipova: tri koja pripadaju
vrsti E. cingulatus (C1-C3), jedan vrsti R. plocamaphidis (R) i dva haplotipa za vrstu E.
setiger (S1 i S2). Najveci broj jedinki pripada C1 haplotipu (26), C2 haplotip obuhvata
samo jednu jedinku, dok pet jedinki pripada haplotipu C3. Sve tri analizirane jedinke
vrste R. plocamaphidis pripadaju haplotipu R, dok vrsta E. setiger obuhvata dva
haplotipa, haplotip S1 sa tri i S2 sa dve jedinke. Radi jednostavnijeg i jasnijeg prikaza
rezultata pri rekonstrukciji filogenetskih odnosa koris¢ena je po jedna jedinka svakog
haplotipa. Sekvence svakog haplotipa su deponovane u banci gena i njihovi pristupni
brojevi se nalaze u tabeli 3.

Sve analizirane sekvence za COI gen imaju relativno nizak sadrzaj G-C parova,
u proseku 24,9% (24,3-27,6%). Ukupan broj varijabilnih mesta u sekvencama je 119, od
¢ega su 87 informativna za parsimoniju, a 32 su tzv. ,,singleton‘ mutacije.

Primenom Maximum-Likelihood metoda (ML), u modelu General Time
Reversible sa gama distribucijom (GTR+G) i metoda Maksimalne parsimonije (MP)
konstruisana su filogenetska stabla gde se moze ispratiti njihovo klasifikovanje i
filogenetski polozaj. Kao autgrupe koris¢ene su vrste Areopraon chaitophori i Ephedrus
blattnyi. Filogenetsko stablo dobijeno ML metodom ima sumu duzine grana 2205 (Slika
11). ,,Bootstrap* testom u 1000 replikacija je testiran procenat grupisanja sekvenci i
dobijene vrednosti su prikazane na nivou grananja.

Metodom Maksimalne parsimonije dobijena su tri moguca stabla, od Cega je na
slici 12 predstavljeno jedno (duzina=309). Filogenetsko stablo je dobijeno upotrebom
,,Close-Neighbor-Interchange* algoritma. Za mesta informativna za parsimoniju indeks
konzistencije =0,618605, indeks retencije =0,641921, a kompozitni indeks =0,397096.
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Slika 11. Rekonstrukcija filogenetskog stabla haplotipova ML metodom za COI gen.
»Bootstrap® podrSka je prikazana iznad/ispod nivoa granjanja. Skala predstavlja broj
baznih zamena po mestu (0.02). Pored svakog taksona je prikazano poreklo uzorka, dok
je u zagradi prikazan broj jedinki po datom haplotipu.

77 A. uzbekistanicus
63 £ rhopalosiphi
a0 A. avenae
S1 E. setiger SRB (1/3)
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Slika 12. Rekonstrukcija filogenetskog stabla haplotipova MP metodom za mtCOI gen.
,Bootstrap® podrska je prikazana iznad/ispod nivoa granjanja. Pored svakog taksona
prikazano je poreklo uzorka, dok je u zagradi prikazan broj jedinki po datom haplotipu.

Topologija ML filogenetskog stabla pokazuje da se vrste E. setiger i vrste roda
Aphidius grupisu zajedno (,,bootstrap* podrska =89%) formirajuci dve klade, jednu koju
¢ine jedinke vrste E. setiger i drugu koju formiraju vrste roda Aphidius. S druge strane
haplotip vrste R. plocamaphidis i haplotipovi koji pripadaju vrsti E. cingulatus se
grupisu u dve bliske klade sa vrednosc¢u ,,bootstrap podrske od 72%. U okviru klade E.

cingulatus se izdvajaju tri grupe. U prvoj grupi su jedinke sakupljene u Crnoj Gori i
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Sloveniji sa identicnom COI sekvencom (haplotip C3). U drugoj grupi sve COI
sekvence su identi¢ne i1 predstavljene haplotipom C1, dok tre¢u liniju ¢ini sekvenca
jedinke sakupljene u SAD (haplotip C2). Posmatrajuci oba stabla (Slike 11 i 12) uocava
se skoro identi¢na topologija. Postoji izvesna razlika u topologiji haplotipova vrste E.
cingulatus, gde na ML stablu oni formiraju tri linije, a na MP haplotipovi C2 i C3
formiraju jednu kladu (,,bootstrap“ podrska mala =35%) koja se grupise sa haplotipom
C1. Sekvence haplotipova C2 i C3 imaju na 479 poziciji guanin, dok haplotip C1 na toj
poziciji ima timin, §to je dovelo do promene u aminokiselinskom sastavu, tako da
haplotipovi C2 1 C3 imaju aminokiselinu serin, a haplotip C1 izoleucin. Takode, C2 i
C3 haplotipovi na 598 poziciji imaju citozin, a C1 timin, sto je rezultovalo promenom
da haplotipovi C2 i C3 imaju prolin, a haplotip C1 ima serin. Haplotip C2 ima na 139
poziciji citozin, dok svi ostali imaju timin, tako da C2 ima arginin, a ostali triptofan. Isti
slucaj je 1 sa haplotipom C3 na poziciji 187, tako da on ima prolin, a ostali haplotipovi
serin.

Razlika izmedu haplotipova analiziranih jedinki kvantifikovana je Kimurinim

dvoparametarskim (K2P) distancama (Tabela 24).

Tabela 24. Matrica K2P distanci nakon ,,pairwise” poredenja sekvenci dela COI gena
za haplotipove.

Haplotip C1 Cc2 C3 R S1 S2 Au Aa Ar
C1 (E. cingulatus)
C2 (E. cingulatus) 0,005
C3 (E. cingulatus) 0,005 0,003
R (R. plocamaphidis) 0,057 0,056 0,056

S1 (E. setiger) 0,093 0,093 0,093 0,101

S2 (E. setiger) 0,097 0,097 0,097 0,104 0,007
A. uzbekistanicus 0,102 0,104 0,104 0,112 0,091 0,095

A. avenae 0,104 0,106 0,106 0,110 0,093 0,095 0,093
A. rhopalosiphi 0,103 0,104 0,104 0,114 0,091 0,095 0,065 0,088

Srednja vrednost geneti¢ke distance izmedu E. cingulatus i E. setiger je 9,5%. R.
plocamaphidis se razlikuje od E. cingulatus i E. setiger za 5,7%, odnosno 10,2%. Osim
toga, vrste roda Aphidius se razlikuju od E. cingulatus za 10,3% (vrednosti se kre¢u u
rasponu od 10,2 do 10,6%), dok se od E. setiger razlikuju u proseku za 9,3% (9,1-
9,5%). Srednja vrednost geneti¢ke distance izmedu analiziranih vrsta roda Aphidius je
priblizno 8,2% (6,5-9,3%).
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Kada su u pitanju distance unutar grupa, one su vrlo male, i unutar E. cingulatus
iznosi 0,2%, unutar E. setiger 0,4%, dok su kod R. plocamaphidis sve sekvence
identi¢ne (Tabela 25).

Tabela 25. Matrica K2P distanci unutar (podebljano) i izmedu
analiziranih vrsta roda Euaphidius i Remaudierea za COI gen.

R. plocamaphidis E. cingulatus E. setiger
R. plocamaphidis 0,000
E. cingulatus 0,057 0,002
E. setiger 0,102 0,095 0,004

4.4.2. Analiza sekvence nuklearnog 28SD2 gena i filogenetska rekonstrukcija

UmnoZeni deo 28SD2 gena je bio duZine od 620-867bp. Nakon medusobnog
sravnjavanja sekvenci, njihova ukupna duzina je iznosila 596bp.

Kao i u slucaju COI, mnoge od analiziranih jedinki imaju identi¢nu 28SD2
sekvencu. Dobijeni rezultati pokazuju postojanje Cetiri haplotipa. Vrsta E. cingulatus je
predstavljena samo jednim haplotipom EC koji sadrzi 10 jedinki, dok haplotip RP koji
ima tri jedinke pripada vrsti R. plocamaphidis. Haplotipovi ES1 i ES2 sa dve, odnosno
tri jedinke predstavljaju vrstu E. setiger. Sekvence svakog haplotipa su deponovane u
banci gena i njihovi pristupni brojevi se nalaze u tabeli 3.

Analiza strukture sekvenci je pokazala da sve sekvence imaju veoma ujednacen
sastav nukleotida. Sadrzaj G-C parova je 34.5% (33,3-35%), a A-T parova veéi 65,6%
(65-66,7%). Nakon pregleda nukleotidnih mesta, utvrdeno je postojanje 37 varijabilnih
mesta, od ¢ega je 29 informativno za parsimoniju, a 8 su ,,singleton* mutacije.

Rekonstrukcija filogenetskih odnosa analiziranih taksona izvedena je primenom
Maximum-Likelihood metoda (ML), u modelu General Time Reversible sa gama
distribucijom (GTR+G) i metoda Maksimalne parsimonije (MP). Kao autgrupe
koris¢ene su vrste Praon dorsale i Areopraon silvestre. Na slici 13 predstavljeno je ML
stablo sa sumom duzine grana od 1288, dok je na slici 14 predstavljeno MP stablo.

Svaki haplotip je predstavljen sa po jednom jedinkom.
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Slika 13. Rekonstrukcija filogenetskog stabla haplotipova ML metodom za 28SD2 gen.
,»Bootstrap“ podrSka je prikazana iznad/ispod nivoa granjanja. Skala predstavlja broj
baznih zamena po mestu (0,02). Pored svakog taksona je prikazano poreklo uzorka, dok
je u zagradi prikazan broj jedinki po datom haplotipu.
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Slika 14. Rekonstrukcija filogenetskog stabla haplotipova MP metodom za 28SD2 gen.
,Bootstrap* podrska je prikazana iznad/ispod nivoa granjanja. Pored svakog taksona je
prikazano poreklo uzorka, dok je u zagradi prikazan broj jedinki po datom haplotipu.

Filogenetsko stablo dobijeno upotrebom 28SD2 gena ima identi¢nu toplogiju
kao i stablo dobijeno iz analize COIl sekvence. Sve vrste roda Aphidius obrazuju
zajednicku kladu sa relativno visokom vrednoscu ,,bootstrap* podrska (80% za ML 1
75% za MP), dok se sa malom ,bootstrap” podrskom (53% za ML i 60% za MP)
izdvaja klada kojoj pripadaju haplotipovi vrste E. setiger. Haplotipovi vrste E.
cingulatus i R. plocamaphidis se grupisu zajedno sa vrednoscu ,,bootstrap* podrske od
77% za ML 1 64% za MP.

U tabeli 26 su predstavljene Kimura dvoparametarske (K2P) distance koje

predstavljaju razlike medu haplotipovima.
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Tabela 26. Matrica K2P distanci nakon ,,pairwise* poredenja sekvenci dela 28SD2
gena za haplotipove.

Haplotip EC RP ES1 ES2 Ac Ae Ar
EC (E. cingulatus)
RP (R. plocamaphidis) 0,011
ES1 (E. setiger) 0,022 0,030
ES2 (E. setiger) 0,022 0,030 0,004
A. colemani 0,035 0,037 0,030 0,026

A. ervi 0,026 0,037 0,031 0,028 0,020

A. rhopalosiphi 0,028 0,039 0,033 0,030 0,022 0,005

Nakon ,,pairwise” poredenja nukleotidnih sekvenci dobijena je geneticka
distanca izmedu E. setiger i E. cingulatus od 2,2%. R. plocamaphidis se razlikuje od E.
cingulatus i E. setiger za 1,1%, odnosno 3,0%. Geneticka distanca izmedu vrsta roda
Aphidius i E. setiger je u proseku oko 2,9%. Vrste roda Aphidius se razlikuju od E.
cingulatus i R. plocamaphidis za 2,9, odnosno 3,8%, dok je geneti¢ka distanca izmedu
analiziranih vrsta roda Aphidius rangirana od 0,5 do 2,2%.

U tabeli 27 su date genetic¢ke distance unutar i izmedu analiziranih vrsta.

Tabela 27. Matrica K2P distanci unutar (podebljano) i izmedu
analiziranih vrsta roda Euaphidius i Remaudierea za 28SD2 gen.

E. cingulatus R. plocamaphidis E. setiger
E. cingulatus 0,000
R. plocamaphidis 0,011 0,000
E. setiger 0,022 0,030 0,002
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5. DISKUSIJA

Sticanje znanja o broju vrsta i njihovoj distribuciji je od klju¢nog znacaja za
ocuvanje bioloske raznovrsnosti (May, 1992). Veliku ulogu u tome imaju nauc¢ne
discipline, taksonomija i1 sistematika. Medutim, postoje brojni problemi vezani za
upoznavanje biodiverziteta. S obzirom da su insekti vrlo brojni, dolazi do
diskontinuiteta izmedu broja vrsta i studija koje se njima bave (Colwell & Coddington,
1995). Takode, problem je 1 izbor odgovaraju¢ih metoda, narocito postoji nedoumica da
li molekularne analize doprinose razumevanju biodiverziteta i u kojoj meri. Postavlja se
1 pitanje izbora odgovaraju¢ih molekularnih markera za reSavanje taksonomskih
problema.

Parazitoidi, kao agensi bioloske kontrole, su vazna komponenta terestri¢nog
biodiverziteta. Poznavanje njihove biologije, ekologije, ponasanja i raznosvrsnosti je od
vaznosti za njihovu primenu u programima bioloske kontrole. Medu njima postoje
mnoge blisko srodne vrste, kripti¢ne vrste i kompleksi vrsta (Baylac et al., 2003; Kos et
al., 2011; Petrovi¢, 2011; Mitrovski-Bogdanovi¢ et al., 2013; Tomanovi¢ et al., 2013).
Rod Aphidius je najveci u okviru potfamilije Aphidiinae i sa nereSenim taksonomskim
statusom brojnih vrsta unutar njega. U ranijoj literaturi vrste roda Euaphidius (E.
cingulatus i E. setiger) su razmatrane u okviru roda Aphidius. Takode i rod
Remaudierea je sa problematicnim taksonomskim statusom, usled sli¢nosti sa
prethodno pomenutim rodovima u vaznim morfoloskim karakterima, kao §to su krilna
nervatura i oblik petiolusa. Medutim, iako je rod Euaphidius u ranijim studijama
uglavnom sinonimiziran rodom Aphidius (Stary, 1973), ipak se Euaphidius cesto
spominje u neSto novijim studijama (Atanassova 1997; Pike et al., 2000; Smith &
Kambhampati, 2000; Volkl & Mackauer, 2000; Ahmad and Inayatullah, 2006;
Tomanovic et al., 2006, 2007; Rakhshani et al., 2007; Stary & Havelka, 2008; Talebi et
al., 2009; Zikié et al., 2012, 2013).

Da bismo ispitali morfolosku i geneti¢ku varijabilnost vrsta rodova Euaphidius i
Remaudierea, kao i da bismo resili njihov taksonomski status unutar podtribusa
Aphidiina uporedujuci ih sa drugim c¢lanovima podtribusa iz roda Aphidius, koristili

<

smo tri razli¢ite metode: ,tradicionalnu® i geometrijsku morfometriju, kao i analizu

DNK sekvenci barkoding regiona gena za citohrom oksidazu 1 (COI), kao 1 28S D2
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gena. Mnogi istraziva¢i smatraju da se filogenetski odnosi najbolje mogu rasvetliti
kombinovanjem molekularnih podataka i morfoloSkih karakteristika. Dowton et al.
(2002) su istrazivali filogeniju familije Braconidae kombinovanjem podataka dobijenih
analizom morfoloskih karaktera i fragmenata 16S 1 28S rDNK gena.

Rezultati skening elektronske mikroskopije i tradicionalne morfometrije dali su
prvi signal na postojanje izvesnih razlika izmedu analiziranih grupa. Odabrani
morfoloski karakteri za sve grupe pokazali su variranje u razli¢itom stepenu. Jedinke
vrste Remaudierea plocamaphidis se razlikuju od svih jedinki obe analizirane vrste roda
Euaphidius po skulpturiranosti anterolateralnog dela petiolusa koji je naboran, za
razliku od druge dve gde je taj deo sa brazdama. Ovakva morfologija petiolusa je
zapazena i kod nekih vrsta roda Aphidius, kao $to su A. ervi i A. microlophii, koje su
koriS¢ene i u drugim taksonomskim analizama. Takode, vrsta R. plocamaphidis ima
izduzenu legalicu, znatno suzenu prema vrhu. Pretpostavka je da je ovakva grada
legalice adaptacija na parazitiranje vasi iz roda Plocamaphis, koje produkuju veliku
koli¢inu voska da bi se zastitile od predatora i parazitoida. Do ovakvog zakljucka se
dolazi komparativnim pregledom pojedinih vrsta iz drugih rodova, npr. Areopraon,
Pseudopraon, Lysephedrus (videti Stary, 1976), koje imaju sli¢nu gradu legalice, a
parazitiraju takode vasi sa gustom voStanom oblogom.

Dva morfoloSka karaktera (broj ¢lanaka maksilarnih i labijalnih palpusa) nisu
podvrgnuta statistickim analizama, jer je njihov broj bio konstantan kod svih jedinki,
odnosno sve grupe su imale Cetiri ¢lanka u maksilarnim i tri u labijalnim palpusima.
Ova dva morfoloSka karaktera predstavljaju najstabilnije karaktere 1 oni su koriS¢eni 1
ranije u morfometrijskim studijama roda Aphidius. U svom radu, Petrovi¢ (2011) je pri
merenju varijabilnosti parazitoida A. urticae s. str. grupe takode koristio ova dva
karaktera koja su pokazala veliku stabilnost. Broj segmenata maksilarnih palpusa je
inae veoma stabilan karakter unutar roda Aphidius (Tomanovi¢ et al., 2003), dok su
labijalni palpusi najcesce dvo- ili tro-segmentisani.

Meristicki karakteri pokazuju vecu varijabilnost u odnosu na kontinuirane. Od
meristickih karaketra najvecu varijabilnost pokazuje broj karaktera u gornjoj areoli
propodeuma. Od kontinuiranih karaktera, najstabilniji su H w/Me w (odnos Sirine glave
1 Sirine mezoskutuma), F1 1/F2 1 (odnos duzine prvog i duzine drugog flagelarnog

¢lanka) i Mi 2/Mi 1 (malarni indeks). Stabilnost karaketra H w/Me w zabelezena je i u
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studiji Aphidius urticae kompleksa (Petrovi¢, 2011), kao i karaktera Mi 2/Mi 1, dok se
taj karakter pokazao najvarijabilnijim u analizi Aphidius colemani kompleksa vrsta
(Shukshuk, 2012). Razlog tome moze biti ljudski faktor, npr. nepravilno pozicionirana
glava na mikroskopskom slajdu, $to za posledicu kasnhije ima pogre$no merenje
uzduznog dijametra oka, malarnog prostora i drugih mera. Stabilnost F1 I/F2 | karaktera
primecena je i u studiji Petrovi¢, 2011 i u studiji Shukshuk, 2012. Ako se osvrnemo na
variranje broja ¢lanaka palpusa u usnom aparatu U analizama nekih drugih rodova
afidiina i tu mozemo konstatovati prili¢nu stabilnost, npr. biotipovi srodnih vrsta roda
Ephedrus (Ziki¢, 2008).

Analizom varijanse svih morfoloskih karaktera dobijena je statisticka zna¢ajnost
u svim odabranim parametrima. Kanonijskom diskriminatnom analizom izdvojeni su
karakteri koji najvise doprinose razdvajanju grupa po prvoj i drugoj kanonijskoj osi.
Razlikovanju po prvoj CV osi najvise doprinose slede¢i karakteri: odnos duzine
pterostigme i duzine metakarpusa (Pt I/ Mt 1), zatim broj rinarija na prvom flagelarnom
¢lanku (F1 MPS) i tentorijalni indeks (Ten/Intt). Po drugoj CV osi, gde se izdvajaju
jedinke vrste E. setiger u odnosu na sve ostale analizirane vrste, diskriminaciji
doprinose karakteri No PRP ua (broj dlacica u gornjoj areoli propodeuma) 1 F2 I/F2 w
(odnos duzine i Sirine drugog flagelarnog ¢lanka). Jedinke vrste E. cingulatus imaju
nesto duzu pterostigmu u odnosu na jedinke ostalih analiziranih vrsta. Za ovaj karakter,
jedinke E. cingulatus se grupisu u pozitivnom delu CV 1 ose. Uz pomo¢ karaktera F1
MPS moguce je razdvajanje dve grupe, jedne koja ima veci broj rinarija na prvom
flagelarnom ¢lanku kojoj pripadaju vrste E. cingulatus i E. setiger i druge sa manjim
brojem rinarija, koja obuhvata analizirane vrste roda Aphidius. lako vrsta E. cingulatus
ima vecu vrednost tentorijalnog indeksa (0.6-0.8) u odnosu na ostale analizirane vrste,
ovaj karakter se pokazao kao varijabilan i unutar roda Aphidius gde se kretao u proseku
od 0,3 do 0,6, preklapajuci se sa vrednos¢u TI kod vrste E. cingulatus (Stary, 1973;
Pungerl, 1986). Vrednost tentorijalnog indeksa za vrstu E. setiger iz literaturnih
podataka je 0.6-0.8 (Stary, 1973; Pennacchio, 1989), dok su merenja u ovoj studiji
pokazala nesto nizu vrednost od 0.5 do 0.75. Iako se karakter broj dlac¢ica u gornjoj
areoli propodeuma do sada nije mnogo koristio u morfometrijskim analizama vrsta roda
Aphidius, u ovoj studiji se pokazao kao znacajan dijagnosticki karakter izdvajajuci vrstu

E. cingulatus u odnosu na ostale, sa velikom vredno$¢u maksimuma (max=34). S druge
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strane, ve¢i broj dlacica u gornjoj areoli ima i vrsta R. plocamaphidis (13-16) u odnosu
na vrstu E. setiger i ostale analizirane vrste roda Aphidius. Na zalost, zbog nedostupnog
materijala za ovaj deo analize (samo tri jedinke), izmereni morfometrijski karakteri ove
vrste nisu usli u statisticku obradu. Primecéeno je da ova vrsta ima najduzu pterostigmu
(odnos duzine pterostigme i duzine R1 nerva=1,4-1,7) u odnosu na ostale analizirane
Vvrste.

Na kraju, na osnovu svih odabranih karaktera konstruisan je UPGMA
dendogram, odakle se mogu uociti dve morfoloske grupe Euaphidius i Aphidius, koje se
razlikuju pre svega na osnovu broja rinarija na prvom flagelarnom ¢lanku i duZzini
pterostigme. Takode, vrste E. cingulatus i R. plocamaphidis imaju veéi broj dlacica u
gornjoj areoli propodeuma, dok vrsta R. plocamaphidis ima i izduzenu legalicu, dok
ostale analizirane vrste imaju na vrhu zaobljenu legalicu. Sto se ti¢e tentorijalnog
indeksa koji je u literaturi naveden kao najznacajnijij za separaciju vrsta roda
Euaphidius u odnosu na vrste roda Aphidius, on se u ovoj studiji nije pokazao kao
relevantan za razdvajanje, jer je malo varijabilan i njegove vrednosti se uglavnom
preklapaju izmedu analiziranih vrsta.

Posto primenom tradicionalne morfometrije nije moguce precizno analizirati
oblik krila, a krilo je markantna morfoloSka karakteristika za utvrdivanje taksonomskog
statusa blisko srodnih vrsta, primenjena je metoda geometrijske morfometrije. lako vrste
rodova Aphidius, Euaphidius i Remaudierea imaju isti raspored krilnih nerava, sa
spojenom radijalnom i medijalnom celijom (videti Stary, 1973), prema rezultatima
geometrijske morfometrije detektovane su razlike u obliku i nervaturi krila. Karakteri
kao Sto su duzina RI1 nerva i1 oblik krila su informativni za razdvajanje vrsta E.
cingulatus i E. setiger u odnosu na vrste roda Aphidius. Vrste roda Euaphidius imaju
kra¢i R1 nerv i Sira krila u centralnom i distalnom delu. S druge strane, glavne razlike
duz CV2 kanonijske ose ukazuju da se vrsta E. cingulatus razlikuje od vrste E. setiger
uzim krilom u centralnom delu i generalno duzim distalnim delom prednjeg krila.
Rezultati geometrijske morfometrije u velikom delu podrzavaju rezultate
»tradicionalne* morfometrije. Ve¢ poredenjem grafika diskriminatne kanonijske analize
delova tela i grafika CVA krila, primecuje se da sve vrste roda Aphidius obrazuju
jedinstven ,,oblak*, dok se obe vrste roda Euaphidius grupisu posebno, ne preklapajuci

se ni medusobno ni sa ostalim analiziranim vrstama. Poredenjem rezultata analize
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pterostigme pomocu ,tradicionalne” morfometrije 1 geometrijske morfometrije
uocavamo da jedinke vrste E. setiger imaju uzu, ali Siru pterostigmu u odnosu na
jedinke vrste E. cingulatus.

Za rasvetljavanje taksonomskog statusa odabranih vrsta koris¢ene su sekvence
mitohondrijalnog COI i nuklearnog 28S gena. Za ovu analizu su odabrane sekvence dva
pomenuta gena, jer su se do sada koristile i u drugim studijama rasvetljavanja odnosa
izmedu taksona u okviru potfamilije Aphidiinae. Mitohondrijalni geni su
brzoevoluirajuéi i1 lako se umnoZavaju. COI gen je koriS¢en u mnogim filogenetskim
studijama insekata (videti u radu Simon et al., 1994) na nizim i na vi$im taksonomskim
nivoima, kao i1 u studijama raznih grupa Hymenoptera (uklju¢ujué¢i i familiju
Braconidae) (Dowton & Austin, 1994; Dowton et al., 1998). Od nuklearnih gena
informativni su 28S, 16S i 18S rRNK. 28S gen je dobar molekularni marker za procenu
odnosa na generickom nivou i nivou potfamilije u okviru familije Braconidae (Belshaw
& Quicke, 1997).

Molekularne analize u poredenju sa morfometrijskim analizama pokazuju
donekle drugacije pozicije analiziranih vrsta. U ovoj studiji molekularnim analizama su
obuhvacene jedinke vrsta E. cingulatus, E. setiger, R. plocamaphidis i nekoliko vrsta
roda Aphidius. Kao autgrupe koris¢ene su vrste rodova Areopraon, Ephedrus, Praon i
Toxares. Bez obzira na primenjeni metod pri rekonstrukciji filogenetskih odnosa,
dobijena su stabla iste topologije. Filogenetsko stablo za COI pokazuje da u okviru vrste
E. cingulatus postoje Cetiri haplotipa, koji zajedno sa granom koju ¢ini haplotip vrste R.
plocamaphidis obrazuju zajedni¢ku kladu. Vrsta E. setiger, predstavljena sa dva
haplotipa, obrazuje kladu blisku kladi koju obrazuju vrste roda Aphidius. Sekvence E.
cingulatus i E. setiger se u proseku razlikuju za 9,5%, izabrane Aphidius vrste i E.
setiger za 9,3%, Aphidius i E. cingulatus za 10,3%, dok se vrste roda Aphidius
medusobno razlikuju u proseku za 8,2%. Izraunate geneticke distance izmedu
analiziranih vrsta su veoma sli¢ne jedna drugoj 1 sugeriSu da trenutne genericke granice
ne mogu biti prihvaéene. Ista situacija je i u slucaju filogenetskog stabla
rekonstruisanog na osnovu 28SD2 gena. Dobijeno stablo ima istu topologiju kao i COI
stablo. Takode, genetiCke distance su sline izmedu analiziranih vrsta. Vrste E.
cingulatus i E. setiger se razlikuju za 2,2%., dok su geneticke distance izmedu

analiziranih vrsta roda Aphidius i vrsta roda Euaphidius i Remaudierea izmedu 2,9 i
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3,8%, a unutar Aphidius vrsta se kre¢u od 0,5 do 2,2%. Dakle, dobijeni rezultati ne
podrzavaju genericki status niti Euaphidius niti Remaudierea taksona. Jednom recju,
nema dosledne geneticke razlike izmedu analiziranih rodova Aphidius, Euaphidius i
Remaudierea.

Rezultati molekularnih analiza, gde su vrste E. setiger i E. cingulatus bliske
vrstama roda Aphidius, nisu u skladu sa rezultatima ,tradicionalne i geometrijske
morfometrije, gde nema preklapanja izmedu analiziranih vrsta roda Euaphidius, kao ni
njihovog grupisanja sa izabranim vrstama roda Aphidius. Nije neuobicajeno medu
parazitskim osama, da ne postoji podudarnost izmedu morfoloskih 1 genetickih
karakteristika (Quicke & Belshaw, 1999; Sandrock et al., 2011; Tomanovi¢ et al. 2013).
Jedan od takvih primera je studija koju su objavili Mitrovski-Bogdanovi¢ et al. (2013),
gde ne postoji veza izmedu velike genticke razlike vrsta Praon sambuci i P. abjectum sa
jedne strane i varijacija u obliku prednjih krila sa druge strane.

Obe vrste roda Euaphidius parazitiraju vasi koje Zive na drvetu, tzv. arborikolne
vaSi. Medutim, arborikolni afidni domacini se javljaju 1 kod nekih drugih vrsta iz roda
Aphidius, kao $to su A. aquilus i A. salicis (Stary, 1973). V6lkl i Mackauer (2000) su
analizirali ponaSanje prilikom polaganja jaja 1 vreme ovipozicije u mnogim rodovima
potfamilije Aphidiinae, i grupisali su rodove Aphidius i Euaphidius u tzv. “brzo
ubadajucu‘ grupu sa kratkim vremenom polaganja jaja, manje od 0,5s.

Na osnovu svega do sada iznetog, nije moguce dijagnostifikovati i izdvojiti rod
Euaphidius morfoloski, ekoloski, niti geneticki. Vrste E. cingulatus i E. setiger menjaju
taksonomski status i ponovo se vrac¢aju u rod Aphidius, i na taj nacin se potvrduje
misljenje koje se pojavljuje u literaturu u kojem je rod Euaphidius samo sinonim roda
Aphidius. Remaudierea plocamaphidis se premesta u rod Aphidius. Medutim, nasi
rezultati pokazuju izvestan nivo geneticke i morfoloske razlike izmedu A. cingulatus, A.
plocamaphidis i drugih Aphidius vrsta (ukljuuju¢i i vrstu A. setiger), tako da
predlazemo da se zadrzi status podroda Euaphidius sa vrstama A. cingulatus i A.

plocamaphidis u okviru roda Aphidius.
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6. ZAKLJUCCI

1.

10.

Na osnovu ,tradicionalne® morfometrije utvrdeno je koji odabrani karakteri

doprinose razlikama izmedu analiziranih vrsta.

Dva najistaknutija karaktera su odnos duzine pterostigme i duzine R1 nerva (Pt

/Mt 1) i broj rinarija na prvom flagelarnom ¢lanku (F1 MPS).

Tre¢i informativan parametar za razdvajanje grupa je broj dladica u gornjoj

areoli propodeuma (No PRP ua).

lako je tentorijalni indeks u literaturnim podacima naveden kao karakter na
osnovu koga je i izdvojen rod Euaphidius, on se u ovoj studiji nije pokazao

relevantnim za potvrdivanje statusa roda.

Najstabilniji analizirani karakteri su broj maksilarnih (No MXx) i labijalnih

palpusa (No Lb). Sve jedinke su imale Cetiri maksilarna i tri labijlana palpusa.

Primenom geometrijske morfometrije na oblik krila utvrdeno je da E. cingulatus
I E. setiger imaju kra¢i R1 nerv i Sira krila u centralnom i distalnom delu u

odnosu na ostale analizirane vrste roda Aphidius.

Analizom oblika krila utvrdeno je da se vrsta E. cingulatus razlikuje od vrste E.

setiger uzim krilom u centralnom delu i duzim distalnim delom prednjeg krila.

Vrsta E. setiger se po molekularnim analizama grupise zajedno sa vrstama roda
Aphidius, dok se vrste E. cingulatus i R. plocamaphidis grupiSu u zajedni¢ku

kladu. Geneti¢ke distance izmedu analiziranih vrsta su medusobno sli¢ne.

Molekularnom analizom na osnovu mtCOI 1 28S rRNK gena nisu potvrdene

jasne genericke granice.

Kombinacija ,tradicionalne® morfometrije, geometrijske morfometrije i
molekularne analize dva gena nije potvrdila status roda Euaphidius. Sve tri

analizirane vrste mogu se prikljuciti rodu Aphidius.
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11. Premestanjem u rod Aphidius vrste E. cingulatus i E. plocamaphidis dobijaju
status podroda Euaphidius u okviru roda Aphidius.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTnucanu-a Mapwujana M. lnuh Munowesuh
Opoj nHgekca b 3109/2009
UsjaBrbyjem

a je [OKTOpCKa aucepTtaumja nod HacnoBom

TakcoHOMCKM cTaTyc pogoBa u Bpcta Euaphidius Mackauer u Remaudierea Stary
(Hymenoptera, Braconidae, Aphidiinae) Ha ocHoBY MOP¢ONOLIKUX U
MonekynapHux aHanusa 28S pPHK u COIl reHa

e pe3yntat CONnCTBeHOr UCTpaKnBadkor paaa,

e [a npefnoxeHa guceptaumja y LenNuHU HU Yy JenoBuUMa Huje Buna npeanoxeHa
3a pgobujakbe OMMNO KOje OunnoMe npema CTyaujCKMMm nporpamuMma gpyrux
BMCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBeaeHU U

e [a HMCaM KpLiMo/na ayTopcka npaBa M KOPWUCTUO WHTENEKTyarnHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, _ 09.04.2015. roanHe




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnume aytopa __MapujaHa M. nuh Munowiesuh

Bpoj nHpekca B 3109/2009

Cryavjcku nporpam __Mopdonoruja, cuctemaTuka n punoreHmja >xmeoTua

Hacnoe paga TakcoHOMCKM cTatyc pogoBa u Bpcta Euaphidius Mackauer m
Remaudierea Stary (Hymenoptera, Braconidae, Aphidiinae) Ha ocHoBYy
MopdonoLIKMX U MoneKkynapHux aHanusa 28S pPHK n COI reHa

MenTop ___ap Bnagummp XXukuh u ap XXerbko TomaHosuh

Motnucann/a Mapujasna M. nuh Munowiesuh

M3sjaBrbyjeM fa je wtamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA EfEKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a objasrbuBawe Ha noptany OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTeTa y beorpagy.

[o3sBorbaBam ga ce objaBe MoOjM NUYHM Nodaum Be3aHu 3a aobujarbe akagemckor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npe3ume, rogmHa u Mecto pohewa n gatym
oabGpaHe paga.

OBu nuyHM nogaum Mory ce o06jaBuTM Ha MpPEXHMM CTpaHuuama aurmtanHe
BGubnmoTeke, y eNeKTpOHCKOM KaTanory ny nybnukauvjama Yumsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagay, 09.04.2015. roguHe m




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [AurutanHu
penosvtopmnjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTtauumjy nog
HacnoBoMm:

TakcOHOMCKMU cTaTyc pogoBa U BpcTa Euaphidius Mackauer u Remaudierea Stary
(Hymenoptera, Braconidae, Aphidiinae) Ha ocHOBY MOpP¢ONOLIKMX U
MoreKynapHux aHanm3a 28S pPHK u COl reHa

Koja je Moje ayTopcKo aesno.

OuncepTaumjy ca caum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomMm dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxuBMpa-e.

Mojy OOKTOpCKY AncepTtauujy noxparweHy y [AurutanHu penosvtopujym YHuBepsuTeTa
y beorpagy mory ga KopucTte CBM Koju NowTyjy ogpende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4duo/na.

1. AyTtopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjanHo
3. AyTopcTBO — HEKOMepUujanHo — 6e3 npepage
AyTOpCTBO — HeKomepumjanHo — AennTx nog UCTUM ycnosmma
5. AytopcTtBo — 6€e3 npepage
6. AyTopCcTBO — AENUTM Nog UCTUM YyCnoBMMa

(Monumo ga 3aoKpyXuTe camo jedHy O LecCT MOHyheHux nuueHuu, KpaTak onuc
nuueHumM gart je Ha nonehuHun nucra).

MoTtnuc pokTopaHaa

Y Beorpagay, 09.04.2015. roguHe




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OUCTpUOyLMjy M jaBHO caoniiTaBare
Aena, n npepage, ako ce Hasefe MMe ayTopa Ha HayuH odpefeH oA cTpaHe ayTopa
UnNn gasaoua nuueHue, Yak n y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboagHuja o cBux
nULEeHUN.

2. AytopcTBO — HekoMmepumjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawwe, AUCTpUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTasawe Aerna, v npepage, ako ce HaBege Mme aytopa Ha HauvH oapefeH o
cTpaHe aytopa vnu gasaoua nuueHue. Oa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe€,
anctpmbyunjy 1 jaBHO caonwTaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBawa WUnu
ynoTpebe gena y CBOM Jerny, ako ce HaBede MMme ayTtopa Ha HadvH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSbaBa KoMepuumjanHy
ynoTpeby Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM JIMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehn o6um npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuwujanHo — JgennTtu nog uctum ycrosuma. [o3BorbaBaTe
yMHOXaBake, AucTpmbyumjy 1 jaBHO caonwiTtaBawe Aerna, U npepage, ako ce HaBeae
nme aytopa Ha HayuH ogpeheH of CcTpaHe ayTopa unu gasBaoua NuUeHLEe U ako ce
npepaga guctpubympa nog MCTOM WM CNMYHOM nuueHuoM. OBa nuvueHua He
[03BOMbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)y M jaBHO
caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBawa Unmn ynotpebe gena y cBom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of CTpaHe ayTopa unu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpedy aena.

6. AyTopctBO - genutnm nog uCTUM ycrioBuMa. [o3BorbaBaTte yMHOXaBahe,
ANcTpnbyunjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HauuH oppefeH oa cTpaHe ayTopa WM JaBaoua NUUEHLEe U ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM WM cnu4HOM nuvueHuom. OBa nuvueHua [o03BOrbaBa
KomepumjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnnyHa je copTBEpPCKMM nuvueHuama,
O[HOCHO INnLeHuama oTBOPEeHOor Koaa.



