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Diverzitet i geneti¢ka varijabilnost familije Simuliidae (Insecta: Diptera)
na podrucju Balkanskog poluostrva

Sazetak

Na podruc¢ju Balkanskog poluostrva, u periodu od 2013-2021. godine identifikovano je 46
taksona simulida (larvi i lutaka) sa 256 lokaliteta. Dominantna vrsta bila je Simulium ornatum, a
pratile su je S. reptans, S. variegatum i S. balcanicum. Vrsta S. turgaicum je prvi put zabelezena na
Balkanskom poluostvu. Vecina zabelezZenih vrsta se pokazala eurivalentna u odnosu na nadmorsku
visinu i tip vodotoka. Prosimulium hirtipes je karaktristicen za male, brze vodotokove, dok je S.
brevidens je krenobiont vezan za nadmorske visine preko 800 m. Najveci diverzitet simulida
zabelezen je u malim i srednjim vodotocima na nadmorskim visinama 500-800 m. Sve ispitivane
grupe zajednica simulida karakterisao je visok beta diverzitet. Genetickim analizama (mtCOI gena)
podroda Wilhelmia, koji je bio predstavljen sa 7 vrsta, otkriveno je prisustvo 15 monofiletskih klada
(potencijalnih vrsta). U okviru podroda Wilhelmia izdvojene su dve monofiletske grane: equinum
granu ¢ine morfo-vrste S. equinum i S. pseudequinum, dok lineatum granu c¢ine S. sergenti, S.
paraequinum, S. lineatum, S. turgaicum i S. balcanicum. Razdvajanje klada morfo-vrste S.
pseudequinum desilo se u oligocenu, najverovatnije alopatrickom specijacijom. Pretpostavljamo da
je klada S. pseudequinum B endemit Balkanskog poluostrva. U okviru lineatum linije, sestrinske
vrste S. lineatum, S. turgaicum i S. balcanicum bile su prisutne sa po dve klade. Filogenetske
analize vrsta S. reptans i S. reptantoides pokazale su prisustvo dve forme (A i B) kod svake od njih.
Distribucija S. reptans A ogranic¢ena je na zapadnu i severnu Evropu, dok je S. reptans B zabelezen
na Balkanu. Obe forme S. reptantoides prisutne su na Balkanu, koji ujedno moZe da predstavlja i
mesto porekla A forme.

Klju¢ne reéi: Simuliidae, Balkansko poluostrvo, diverzitet, geneticka varijabilnost, filogenija, COl,
Wilhelmia, Simulium reptans, Simulium reptantoides.

Naucna oblast: Biologija
UZa naucna oblast: Entomologija



Diversity and genetic variability of the Simuliidae family (Insecta: Diptera)
in the area of the Balkan Peninsula

Abstract

During period from 2013 to 2021 from 256 localities at the Balkan Peninsula, 46 simulids taxa
(larvae and pupae) were identified. The dominant species was Simulium ornatum, followed by S.
reptans, S. variegatum and S. balcanicum. Presence of Simulium turgaicum in the Balkan Peninsula
was recorded for the first time. Most of the recorded species were euryvalent with respect to
elevation and water body type. Prosimulium hirtipes was characteristic for small rivers, while S.
brevidens was a crenobiont found at elevations above 800 m. The greatest diversity of simulids was
found in small and medium water bodies at elevations of 500-800 m. High beta diversity
characterized all studied groups of simulid communities. Genetic analyses (mtCOI gene) of the
subgenus Wilhelmia, whereby it was represented by 7 species, revealed the presence of 15
monophyletic clades (potential species). Within the subgenus Wilhelmia, two monophyletic
branches can be distinguished: the equinum branch consists of the morphospecies S. equinum and S.
pseudequinum, while the lineatum branch consists of S. sergenti, S. paraequinum, S. lineatum, S.
turgaicum, and S. balcanicum. Within morphospecies S. pseudequinum clades diversification
occurred in the Oligocene, most likely by allopatric speciation. We assume that the clade S.
pseudequinum B is endemic to the Balkan Peninsula. Within the lineatum line, the sister species S.
lineatum, S. turgaicum, and S. balcanicum were represented by two clades each. Phylogenetic
analyzes of the species S. reptans and S. reptantoides revealed the presence of two forms (A and B)
in each of them. The distribution of S. reptans A is restricted to western and northern Europe, while
S. reptans B has been found in the Balkans. Both forms of S. reptantoides occur in the Balkans,
which could also be the place of origin of the form A.

Key words: Simuliidae, Balkan Peninsula, diversity, genetic variability, phylogeny, COI,
Wilhelmia, Simulium reptans, Simulium reptantoides.

Scientific field: Biology
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1.1. Opste odlike familije Simuliidae

Simuliidae (simulide) su familija insekata iz reda Diptera (dvokrilci), podreda Nematocera
(nizi dvokrilci). Predstavljaju grupu organizama koji poveziju dve znacajno razlicite sredine,
akvaticne i teresticne ekosisteme. Zbog svoje biologije, ekologije, uloge u ekosistemu i uticaja koji
imaju na druge ogranizme ukljucujuéi ljude, Cesto su objekt kontadiktornih stavova. Tako se
njihove akvaticne forme smatraju korisnim, jer su znacajna komponenta u lancima ishrane i
preciS¢avanju akvati¢nih ekosistema, dok se teresticne forme smatraju Steto¢inama, S obzirom da se
zenke hrane krvlju drugih Zivotinja (Adler i sar., 2004).

Familija Simuliidae je Siroko rasprostranjena a njene vrste se mogu naci u svim tipovima
tekucih voda, od izvorisnih regiona, preko malih brdsko-planinskih potoka do velikih ravnicarskih
reka. Smatraju se kosmopolitima jer naseljavaju sve kontinente, izuzev Antarktika (Rivosecchi,
1978), kre¢njackih ostrva bez tekucih voda, kao i koralnih ostrva Tihog i Indijskog okeana (Adler,
2022).

1.2. Zivotni ciklus

Simulide spadaju u holometabolne insekte koji tokom svog zivotnog ciklusa prolaze kroz
Cetiri razvojna stadijuma: jaje, larva, lutka i adult. Razvice jaja, larvi i lutaka se odvija u akvati¢nim
ckosistemima, dok se razviée adulata i razmnozavanje odvijaju u terestricnim ekosistemima.
Zivotni vek adulta obi¢no traje 10 — 35 dana, mada Zenke Zive duze od muzjaka (Crosskey, 1990).

Nakon parenja, Zzenke polazu jaja u blizini akvati¢nih ekosistema. Neke vrste u letu ispustaju
jaja iznad povrsine vode, nakon ¢ega ona padaju na dno. Druge polazu jaja uz obalu i to u zonama
sa razvijenom vegetacijom. Jaja su oblozena zelatinoznim omotacem koji u kontaktu sa vodom
bubri, postaje tezi i tone. Najces$ce se jaja omotacem zalepe ili pri¢vrste za raznovrsne supstrate
ispod povrSine vode, kao Sto su submerzni delovi vegetacije, kamenje, granje i drugo (Adler i sar.,
2004). Nekada su jaja pri¢vrséena i za flotantne supstrate koji su u stalnom kontaktu sa vodom. Jaja
su manje ili viSe ovalna, asimetri¢na, duzine od 0,1 mm do 0,4 mm. Horion je gladak, a boja jaja
se menja kroz razlicite faze njihovog razvoja. U pocetku su svetlo zute boje, a kako sazrevaju
postepeno tamne, poprimajuci tamno braon ili ¢ak crnu boju. Broj jaja varira od 30 do 800 zavisno
od vrste (Crosskey, 1990). Zenke najveéeg broja vrsta polazu vie stotina jaja (od 150 do 600)
(Davies i Peterson, 1957; Adbelnur, 1968; Pascuzzo, 1976). Lu¢enje hormona prilikom polaganja
jaja stimuliSe druge Zenke da poloze jaja u neposrednoj blizini.

Nakon nekoliko dana iz jaja se razvijaju larve. Broj larvenih stupnjeva uglavnom se krec¢e od
5 do 11 i umnogome zavisi od temperature vode. U akvati¢nim sredinama, koje odlikuje visa
temperatura vode i koje su bogate hranom, broj larvenih stupnjeva je manji (Adler i sar., 2004).
Larva poslednjeg stupnja ispreda kokon u kome ¢e se formirati lutka.

Kokon je zakacen za razlicite supstrate u vodi, orijentisan tako da se njegov Siri deo nalazi
nizvodno, Sto smanjuje otpor vode. Kada dode vreme emergencije, adult stvara pritisak na
koSuljicu, ona puca u obliku slova T i adult napusta koSuljicu.

Adulti simulida su krilati insekti, duzine tela od 1,5 mm do 6 mm, obi¢no tamne boje.
KarakteriSe ih povijeno telo i jedan par Sirokih membranoznih krila. Zenke su obi¢no svetlije od
muzjaka, imaju uzi i nesto ravniji toraks, sitnije naj¢eS¢e tamne oc€i i Sirok abdomen. Adultne
jedinke su veoma pokretne, mogu da prelete vise od 500 km (Crosskey, 1990) i uspeSno kolonizuju
cak 1 udaljena ostrva (Craig i sar., 2001).
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1.2.1. Morfoloske odlike larvi simulida

Telo larvi simulida ¢ine od tri regiona: glava, toraks i abdomen. Glava je dobro razvijena,
sklerotizovana. Telo je duguljasto, ovalno, blago savijeno i u zadnjem delu proSireno. Larve
odlikuje slabo izrazena segmentacija i odsustvo nogu (apodne su). Na protoraksu sa ventralne strane
nalazi se lazna nozica (pseudopodija) sa prstenasto rasporedenim kukicama u vise nizova, dok je na
posteriornom delu abdomena adhezivni disk, sac¢injen od veéeg broja kukica (Slika 1). Pomoc¢u
njega larva se zakaci za supstrat, dok se po supstratu krece naizmeni¢nim kacenjem i otpuStanjem
ove dve strukture. U slu¢aju jakih vodenih struja, dodatno pri¢vr$éivanje za podlogu omogucava
mreza svilenih niti koja sluzi kao lepak, a luce je larve pomocu svojih pljuvaénih zlezda (Ignjatovic
Cupina, 2011).

U zavisnosti od vrste, duzina larve u poslednjem stupnju varira i kre¢e se od 3 mm do 15
mm. Ovaj stupanj karakteriSe se tamnim histoblastima sa lateralnih strana toraksa (Slika 2a). To su
mesta odakle ¢e se kod lutaka razviti respiratorni filamenti (Skrge) (Dudley i Blair, 1992).

Posteriornu liniju glave karakterise tanka sklerotizovana postokcipitalna margina
(postocciput). Kod vecine vrsta je ova postokcipitalna margina u srediSnjem delu sa dorzalne strane
glave razdvojena, ostavljajuci parne postokcipitalne sklerite slobodne. Kod nekih vrsta ova margina
se skoro sastaje i ukljucuje postokcipitalne sklerite. Sredisnji deo dorzalne povrsSine glave, koji se
naziva cefali¢cni apotom (frontoclypeal apotome), grubo je oivicen U linijjom (ecdysial line) i
(Slika 2b). Izgled ovih Sara predstavlja morfoloski karakter koji se koristi pri identifikaciji vrsta. Sa
ventralne strane glavene Caure se na posteriornoj margini nalazi ventralni izrez (postgenal cleft). To
je nepigmetisano polje, slabo skleratizovane kutikule, u obliku manjeg ili veceg udubljenja
karakteristicnog oblika (Slika 2c, 3a). Sa ventralne strane, anteriorno nalazi se submentum ili
hipostoma (hypostoma) u obliku trapezoidne plo¢e (Slika 3b), koja je posteriorno odvojena
hipostomalnim udubljenjem (hypostomal groove) a anteriorno je nazubljena u vidu izrazito
sklerotizovanih zubica, ¢iji je izgled karakteristican za svaku vrstu (Slika 3c). Ostatak usnog aparata
larvi simulida ¢ine: mandibule, maksile, labrum i cefalicne lepeze. Na unutraSnjoj margini
mandibule nalaze se mandibularni zubi razlic¢itog oblika i broja (Slika 3d). Obi¢no postoje tri vr$na
zuba, ispod kojih je niz zuba rasporedenih u vidu ¢eslja. Na zadnjem delu mandibule nalaze se dva
ili viSe malih zuba karakteristicnih za vrstu. Vr$ni mandibularni zubi spajaju se sa zubima
submentuma kako bi presekli niti svile koju produkuju pljuvacne Zlezde larvi (Craig, 1977; Barr,
1982). Maksile su poprili¢no uniformne kod svih predstavnika familije i nose maksilarne palpuse
(palpus maxillaris). Labrum se pojavljuje kao nastavak cefalicnog apotoma. Sa boc¢nih strana
labruma nalaze se dve cefali¢ne lepeze (cephalic fans) koje sluze u filtriranju ¢estica hrane iz vode i
predstavljaju najvaznije delove usnog aparata. U osnovi stabala cefali¢nih lepeza nalaze se
Cetvoroclane antene, kao i dobro razvijene stemate/ocele — organi vida (Adler i sar., 2004).

Rektalne papile, odnosno trahiobranhije (rectal papillae) nalaze se sa dorzalne strane
devetog (poslednjeg) abdominalnog segmenta larve. Sacinjene su od tri primarna lobusa, Kkoji
zavisno od vrste poseduju dodatne sekundarne lobuse (Slika 2d). One su retraktibilne i ¢esto se
mogu uvucéi tako da se ne vide bez disekcije. 1za rektalnih papila nalazi se analni sklerit u obliku
slova »X«, rede »Y « (Slika 2d). Sa ventralne strane poslednjeg abdominalnog segmenta kod manjeg
broja vrsta nalazi se par ventralnih papila (ventral tubercles).

Budu¢i da morfoloski karakteri variraju tokom razvica, identifikacija larvi se vrsi samo na
poslednjem stupnju razvic¢a larvi.
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Slika 1. Opéti izgled larve simulide: cl - cefali¢na lepeza; s - stemate; hi - histoblast respiratornih filamenata;
pp - pseudopodija; ro - rektalni organ; ad - adhezivni disk (fotografija: J. Puknic).

Slika 2. Morfoloski karakteri na telu larve simulide: a — lateralna strana abdomena sa histoblastima,
b — dorzalna strana glavene ¢aure, ¢ — ventralna strana glavene ¢aure, d — deveti abdominalni segment
sa rektalnim papilama i analnim skleritom (fotografije: J. Bukni¢).
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Slika 3. Ventralna strana glave sa delovima usnog aparata: a — ventralni izrez, b — hipostoma,
¢ — submentum, d — mandibula (fotografije: J. Duknic).

1.2.2. Morfoloske odlike lutaka simulida

Lutka, ¢ije su dimenzije tela od 2 mm do 6 mm, nalazi se smeStena u kokonu (Slika 4a,e).
Telo lutke prati uniformni obrazac grade kod svih vrsta simulida (Currie i Adler, 2008). Glaveni i
grudni region lutke spojeni su u nepokretni cefalotoraks, dok je abdomen pokretan, sa dobro
izrazenom segmentacijom (Slika 4b). Dorzalna strana cefalotoraksa prekrivena je tuberkulama i
dlakama koje mogu biti jednostavne ili razgranate (Ignjatovi¢ Cupina, 2011). Abdomen je saginjen
od devet segmenata na kojima se nalaze kukice rasporedene u transverzalne nizove (Slika 4c). One
sluze za vezivanje tela lutke za kokon. Pored njih, na zadnjem delu abdomena nekih vrsta postoji i
par kaudalnih kukica sa istom funkcijom (Ignjatovi¢ Cupina, 2011). Na bo&nim stranama toraksa
nalaze se razgranati filamenti — Skrge, koji ¢ine respiratorne organe (Slika 4d). Izgled, broj i nacin
grananja filamenata se razlikuje medu vrstama i predstavlja najspecifi¢niji taksonomski karakter
kod lutaka simulida.

Kokon je sacinjen od niti svile koje se luce iz pljuvacnih Zlezda simulida (Slika 4f). Postoje
dva glavna tipa kokona. Jedan je u vidu bezobli¢nog vrecastog rukava koji pokriva celu ili dobar
deo lutke. Takav kokon ispredaju vrste roda Prosimulium. Drugi tip se javlja kod veéine simulida u
vidu dobro formirane ,,kucice, specificne arhitekture. Na anteriornom delu nalazi se Siroki otvor,
kroz koji prolazi deo cefalotoraksa sa respiratornim filamentima. Kokon se posteriorno suZava, a
zadnji deo u potpunosti je zatvoren, ¢ime poprima trouglasti oblik. Kod nekih vrsta, sa bo¢nih
strana poseduje otvore u vidu prozora, kod drugih u sredidnjem delu poseduje prstoliki izrastaji, a
kod nekih prednji deo kokona je odvojen od podloge formirajuéi ,,cipelicu®. Oblik kokona, njegova
sloZenost i debljina variraju i ¢esto predstavljaju pouzdan taksonomski karakter (Adler i sar., 2004).
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Slika 4. 1zgled lutke i kokona simulide: a — lateralni prikaz lutke u kokonu, b — kokon, ¢ — dorzalni prikaz lutke u
kokonu, d — cefalotoraks sa respiratornim filamentima, e — respiratorni filament, f — abdomen (fotografije: J. Pukni¢).

1.3. Ekologija

Larve i lutke simulida se mogu naci u svim tipovima tekuc¢ih voda. U povoljnim uslovima su
veoma efikasni i oportunisticki kolonizatori, tada gustina naseljenosti moze dosti¢i i do milion
jedinki/m? (Wotton, 1988). Zbog svoje velike brojnosti, ¢ine znacajnu komponentu u zajednici
makroinvertebrata. One predstavljaju vazan izvor hrane brojnim akvati¢nim insektima (dipterama,
himenopterama, odonatama, trihopterama) i ribama (naroc¢ito salmonidnim vrstama) (Gislason i
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Steingrimsson, 2004; Werner i Pont, 2006). Larve simulida su osetljive kako na pritisak predatora,
tako i na kompeticiju s obzirom da su inferiorne u odnosu na druge organizme makroinvertebrata
(Werner, 2004). Obi¢no se nalaze veoma gusto naseljene u upraznjenim ekoloskim niSama,
mestima koja su drugim organizmima teSka za kretanje i lov.

U velikim ravnicarskim rekama simulide su obi¢no zakafene za vegetaciju ili neku drugu
vestacku podlogu kao $to su uzad za drzanje ¢amaca, odlozeno plasticno smece i sl. U manjim
rekama sa brzim protokom vode, mogu se naci zakacene za povrsinu kamenja gde su izloZene jakim
hidrodinamickim silama koje stvara vodena struja. Lutke formiraju kokone koji su donjim delom
zalepljeni za povrsinu supstrata i Stite ih, dok su larve, zahvaljuju¢i adhezivnom disku na zadnjoj
strani tela, C¢vrsto prikaCene za povrsSinu supstrata. Ove adaptacije sprecavaju simulide da budu
odneSene jakom strujom za razliku od njihovih predatora i superiornih kompetitora i omogucavaju
im da prezive u veoma brzoj vodi. Tako pri¢vrscene, larve ostavljaju prednji deo tela da slobodno
lebdi u vodi i sakuplja suspendovane Cestice i rastvorenu organsku materiju pomocu para cefali¢nih
lepeza. Najveéi broj vrsta samo filtrira hranu koju nosi vodeni tok, dok manji broj vrsta struze
naslage cestica sa kamenja delovima usnog aparata. Ishrana larvi je raznovrsna, S$to zavisi od
dostupnosti hrane i preferenci vrste. Najcesc¢e se hrane dijatomejama, protozoama, bakterijama ili
organskim Cesticama (Adler, 2022).

Neke vrste simulida zahtevaju vodu koja je brza, hladna, ista i bogata kiseonikom (Illesova i
sar., 2008). Druge su adaptirane na sporije tokove, sa manjim sadrZzajem kiseonika i mogu tolerisati
veliko organsko optere¢enje, kao 1 visoke koncentracije ukupnog fosfora, azota i sumpora
(Rivosecchi, 1978; Zhang i sar., 1998). Ove vrste se mogu naci vrlo brojne u vodenim
ekosistemima u blizini poljoprivrednih polja, fabrika i gradova. S obzirom na izrazene razlike u
ekoloskim preferencama simulida one se mogu smatrati dobrim pokazateljima stanja akvati¢nih
ekosistema. Iako su brojne i znacajne, zbog veoma teSke identifikacije i malog broja istrazivaca
(taksonoma), Cesto su zanemarena grupa organizama u hidroekoloskim studijama i monitorinzima
slatkovodnih ekosistema. Kada se analizira zajednica makrozoobentosa, oni se obi¢no ostavljaju na
nivou porodice.

Adultne simulide odlikuje veliki medicinski i1 socio-ekonomski znacaj. lako oba pola
zahtevaju nektar kao izvor Secera koji predstavlja energiju za letenje i druge metabolicke potrebe,
adultne zenke velikog broja vrsta (98%) su hematofagne i1 hrane se krvlju toplokrvnih zivotinja,
ukljucujuéi i coveka (Adler i sar., 2010; Adler i Crosskey, 2015). Tokom hranjenja krvlju mogu
preneti razli¢ite patogene na svoje domacine, kao Sto su: Onchocerca spp. (mikrofilarija) uzro¢nik
bolesti ,,re¢no slepilo®, Leucocytozoon spp. (protozooa) uzro¢nik pti¢ije malarije i Trypanosoma
spp. (protozooa) uzroénik ptigje tripanozomijaze, Sagasove bolesti i ,,bolesti spavanja“ (Adler i sar.,
2004; Zidkova i sar., 2012). Ove muSice spadaju medu Cetiri najznacajnije grupe vektorskih
organizama (Adler i sar., 2010). Pored toga Sto prenose patogene, samo mesto uboda je podlozno
infekciji i alergijskoj reakciji. Cesto se deSava da se simulide jave u velikom broju te usled
masovnog napada na stoku i zivinu, zivotinja dospe u anafilakti¢ki Sok koji moze biti fatalan
(Zivkovié, 1970a; Rivosecchi, 1978; Adler i sar,. 2004; Ignjatovi¢ Cupina, 2011). Nekoliko puta u
istoriji, velika rojenja simulida i brojni napadi na domace zivotinje doveli su do masovnog
izumiranja stoke i Zivine, i velikih ekonomskih gubitaka (Ciurea i Dinulescu, 1924; Baranov, 1926;
Babi¢ i sar., 1935; Simié i Zivkovié, 1958; Zivkovié, 1958; Zivkovi¢, 1970; Zivkovi¢ i Burany,
1972).

Pored negativnih efekata, koje zenke adultnih stadijuma simulida imaju na zivotinje i ljude,
simulidae su veoma znacajne jer predstavljaju vaznu kariku u mrezama ishrane. Adulti simulida
predstavljaju plen mnogim paucima, terestiénim insektima i pticama (Ignjatovi¢ Cupina, 2011).
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1.4. Sistematika i taksonomija

Prve opise nekih vrsta simulida dao je Karl Line 1758. godine, medutim svrstao ih je
zajedno sa komarcima u rod Culex. I drugi autori su opisivali razli¢ite vrste simulida svrstavajuéi ih
u isto tako pogresne rodove i familije u okviru reda Diptera. Za ¢itavu familiju Simuliidae dugo se
koristio naziv Melusinidae, koji se ve¢ neko vreme ne koristi usled nepostojanja tipske vrste po
kojoj je dat opis roda (Ignjatovi¢ Cupina, 2011). Od 1802. godine u upotrebi je naziv Simuliidae.
Dat je na osnovu roda Simulium koji je iste godine opisan po prvi put. Naziv roda je postao validan
posto je Latreille kao tipsku vrstu naveo Simulium colombaschense (Scopoli, 1780). Godine 1963.
naziv familije Simuliidae je prihvaé¢en kao validan od strane Internacionalne komisije za zooloSku
nomenklaturu (ICZN) (Rivosecchi, 1978) i kao takav se i danas koristi (Adler, 2022). Rod
Prosimulium je 1906. godine opisan kao podrod u okviru roda Simulium, da bi 1914. godine postao
zaseban rod (Adler i Crosskey, 2009). Familija Simuliidae danas obuhvata ukupno 2415 vrsta
svrstanih u 31 recentni i 9 izumrlih rodova (Adler, 2022).

Familija Simuliidae podeljena je u dve potfamilije: Parasimuliinae i Simuliinae. Potfamilija
Parasimuliinae obuhvata samo jedan rod Parasimulium. Potfamilija Simuliinae se prema
poslednjim ¢ek listama deli u dva tribusa: Prosimuliini i Simuliini (Crosskey, 1990). U okviru
tribusa Prosimuliini, od ukupno devet rodova, rod Prosimulium je najbrojniji sa ¢ak 80 vrsta. Medu
29 rodova unutar tribusa Simuliini, vrstama je najbogatiji rod Simulium, kome pripada vise od 80%
ukupnog broja opisanih vrsta simulida (Adler i Crosskey, 2009). Vrste ovog roda rasporedene Su u
38 podrodova, a medu njima najveéi su: Simulium (550 opisanih vrsta), Gomphostilbia (304) i
Nevermannia (248) (Adler i Crosskey, 2012).

Sistematika familije Simuliidae se svakodnevno menja. Nove vrste se stalno opisuju,
delom zbog upotrebe novih tehnika identifikacije koje su uspele da razdvoje vrste koje odlikuje
znacajna morfoloska sli¢nost, a delom zato $to je dobijen uvid i u savremenu specijaciju.
Specijacija jeste kontinuiran proces, stoga savremena populaciona istraZzivanja pokazuju trenutne
evolucione faze. Shodno tome, u trenutku analize granice specijacije nisu uvek jasne (Mallet,
2008; Hendry i sar., 2009; Conflitti i sar., 2017).

U poredenju sa drugim grupama Diptera, Simuliidae su morfoloski veoma konzervativna
grupa (Crosskey, 1990) sa problemima u definisanju taksonomskih kategorija: podrodova, grupa
vrsta i vrsta. Zbog malih razlika u morfoloskim karakterima, kao i velike fenotipske plasti¢nosti
nekih taksona, ¢esto se desavala pogresna identifikacija i neta¢an opis novih vrsta (Adler i sar.,
2010), te su mnoge opisane vrste na kraju oznacene kao sinonimi (Adler i Crosskey, 2018). Kao
rezultat pogreSne identifikacije, i distribucija vrsta postaje upitna i podlozna je revidiranju.
Stavise, netatna identifikacija moze rezultirati neadekvatnim merama kontrole sa negativnim
socio-ekonomskim ishodima (Hernandez-Triana i sar., 2012). Nove studije politenih hromozoma
ekstrahovanih iz pljuva¢nih Zlezda larve otkrile su visok kripti¢ni biodiverzitet u familiji
Simuliidae (Petrova i sar., 2003; Adler i Crosskey, 2015). Pokazalo se da su odredeni taksoni, koji
su se nekada smatrali jednom Siroko rasprostranjenom vrstom zapravo grupa sestrinskih vrsta
(Rothfels, 1979; Adler i sar., 2010; Adler i sar., 2015). Identifikacija morfoloski sli¢nih vrsta
upotrebom molekularnih metoda takode se pokazala podjednako uspesnom (Rivera, 2008; Rivera
i Currie, 2009). DNK barkodiranje pomo¢u gena mitohondrijalne subjedinice 1 citohrom oksidaze
(COI) cesto se koristi kako bi se otkrila raznolikost simulida (Day, 2008; Ilmonen i sar., 2009;
Day i sar., 2010; Hernandez-Triana i sar., 2012; Pramual i Nanork, 2012; Conflitti i sar., 2013;
Sriphirom i sar., 2014; Inci i sar., 2017). Pored toga $to mogu da se koriste u identifikaciji,
molekularne metode se koriste i u cilju detekcije geneticke varijabilnosti (varijabilnost na nivou
DNK) (Day i sar., 2008; Kudela i sar., 2014). One mogu da ukazu na geneticku strukturiranost
populacija, stopu protoka gena izmedu njih, srodnost jedinki unutar lokalnih populacija, itd. Ove
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metode sluze i u biogeografskim studijama, jer rasvetljavaju populacione odnose pojedinac¢nih
taksona i rekonstruiSu evolutivnu i demografsku istoriju grupe (An i sar., 2022). Sve ovo cini
taksonomiju i sistematiku simulida trenutno vrlo aktuelnom granom istrazivanja. Veliki broj
strunjaka svakodnevno se bavi upotpunjavanjem podataka o novim rodovima, vrstama i
citoformama simulida. Cek lista postojecih vrsta se svake godine revidira i dopunjava.

1.5. Distribucija

Vrste iz familije Simuliidae raspostranjene su u Sest zoogeografskih regiona (Slika 5):
PA/Palearktik (Holarktik), NT/Neotropska oblast (Neogea), OL/Indomalajska oblast (Arktogea),
NA/Nearktik (Holarktik), AU/Australijska, Novozelandska i Polinezijska oblast (Notogea) i
AT/Etiopska i Madagaskarska oblast (Arktogea). Kada se posmatra globalna raznovrsnost ¢ak
34,95% poznatih vrsta rasprostranjeno je u Palearktiku, Sto ga svrstava u region sa najvecom
brojnoscu i raznovrsno$¢u simulida. Prate ga Neotropski region (17,75%), Orijentalni (16,05%) i
Nearkticki (12,8%) (Currie i Adler, 2008).
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Slika 5. Rasprostranjenje simulida po zoogeografskim regionima prema Currie i Adler, 2008.
Broj poznatih (broj predposavljenih) vsta/rodova.

1.6. Filogenija

Starost familije Simuliidae se prema fosilnom nalazu koSuljice lutke iz srednje Jure
procenjuje na 160 miliona godina (Crosskey, 1990). S druge strane, na osnovu rekonstrukcija
filogenetskih odnosa familije Simuliidae i drugih familija natfamilije Culicoidea (Dixidae,
Ceratopogonidae, Chironomidae, Corethrellidae, Chaoboridae, Culicidae, Thaumaleidae), pokazalo
se da su se Simuliidae odvojile od Thaumaleidae u Trijasu, pre 239 miliona godina (An i sar.,
2022). Prema pomenutim autorima familija Simuliidae ima monofiletsko poreklo i predstavlja
sestrinsku grupu familiji Thaumaleidae (Slika 6). Unutar familije, Moulton istice da je rod
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Parasimulium evolutivno najstariji i predstavlja sestrinsku grupu svim ostalim simulidama
(Moulton, 2000). Podrod Nevermannia ima monofiletsko poreklo, a podrod Simulium parafiletsko
(An i sar., 2022). Rekonstrukcija filogenetskih stabala vrsta iz familije Simuliidae pokazala je da
vrste formiraju dve visokopodrzane grane (klade). Prva grana ukljucuje podrodove Eusimulium i
Nevermannia. Druga grana ukljucuje podrodove Simulium i Odagmia koje predstavljaju sestrinsku
grupu podroda Bissodon. Ove tri grupe (Simulium, Odagmia i Bissodon) predstavljaju sestrinsku
grupu podroda Montisimulium. Citava ova grana (Montisimulium, Bissodon, Simulium i Odagmia)
je sestrinska grupa podrodu Wilhelmia (Slika 6).

Paracladura trichoptera Trichoceridae

e Limania phragmitidis Limoniidae Tipuloidea
[, o, Dixella sp. G
s = Dixella aestivalis Dixidae
Forcipomyia sp.
Ee Culicoides arakawae Ceratopogonidae
Polypedilum vanderplanki
068 2 Ehironomus tepperi Chironomidae
0.78 — Corethrella condita Corethrellidae
082 Chaoborus ep. Chaoboridae
i Aedes albopictus -
o Anopheles cruzii Culicidae o
Thaumalea sp. HaTmasias Culicoidea
Simulium angustipes | Eusimutium
o ":m Simulium lundstromi .
lh.to Simufium aureohirum |Nevermanma
= Simulium equinum \Wilhelmia . )
[, lnie study IMontisimulium Simuliidae
129 Simulivm maculatum |B)«'850d0r?
"0 Simulium noelleri
. r'V\:.‘S‘J'ﬂu.r.fr'i.rrrr variegatum |5fmuwm
L Simulium omatum |Odagmia

Slika 6. Filogenetski odnosi simulida i sestrinskih familija (preuzeto iz An i sar, 2022).

Postoje brojne hipoteze o filogenetskim odnosima simulida, a jasniju sliku o odnosima
unutar familije ¢e dati istrazivanja u koja je neophodno ukljuciti predstavnike svih rodova. Znanja o
filogenetskim odnosima unutar simulida veoma su vazna za razumevanje ekologije.

1.7. Pregled istrazivanja familije Simuliidae na Balkanu

Prvi zapis simulida u Srbiji i Balkanu dao je Schéenbauer (1795), a odnosio se na
medicinski znacaj vrste Simulium colombaschense (Scopoli, 1780). Kasnije, krajem XIX i
pocetkom XX veka, S. colombaschense na ovim prostorima ponovo privlaé¢i paznju brojnih
naucnika usled masovnih napada na stoku. Skoro sva tadasnja istazivanja simulida vezana su za ovu
vrstu, njenu bilogiju i primenljivost mera veterinarske prevencije u smanjenju njene brojnosti
(Témosvary, 1885; Ciurea i Dinulescu, 1924; Babi¢ i sar., 1935).

Baranov je isticao vaznost ta¢ne identifikacije vrsta i zapoCeo prva sistematska proucavanja
simulida. Tokom svog radnog veka, u periodu od 1926. do 1942. godine, Baranov je opisao 43
taksona na teritoriji Kraljevine SHS/Jugoslavije (Crosskey, 1972), koja danas odgovaraju nazivima
svega 14 vrsta (Ignjatovi¢ Cupina, 2011). Vrste Simulium savici (Baranov, 1937) i Simulium
croaticum (Baranov, 1937) su jedine koje joS uvek nose Baranovo ime kao prvog autora (Crosskey i
Peterson, 1972), dok su ostali taksoni ukljuceni u spisak sinonima za validna imena vrsta
(Ignjatovié¢ Cupina, 2011).

U periodu od 1946. do 1975. godine, faunom simulida na teritoriji SFRJ/Jugoslavije bavila se
Vera Zivkovié. Intenzivno je prou¢avala simulide toka Dunava kroz Srbiju i identifikovala 11 vrsta,
medu kojima su dominantne bile S. erythrocephalum i S. balcanicum, u gornjem delu toka, i S.
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colombaschense u donjem delu toka (Zivkovi¢, 1967a; Zivkovié, 1971). U svom kasnijem radu,
proucavala je faunu simulida visokoplaninskih reka i potoka u Srbiji, faunu simulida Makedonije,
Bosne i Hercegovine, Slovenije i Hrvatske (Ignjatovié Cupina, 2011). Zivkovi¢ je do 1961. godine
prikupila uzorke sa 175 reka, na teritoriji bivSe Jugoslavije, identifikovala 26 vrsta i primetila da je
S. ornatum najdominantnija vrsta na Citavoj teritoriji. Tokom svog radnog veka utvrdila je prisustvo
58 formi simulida (Zivkovi¢, 1970a) i opisala tri vrste i jednu formu kao nove za nauku. Naziv vrste
Simulium ibariense Zivkovitch i Grenier, 1959 je i dalje validan, dok su ostali ukljuceni u listu
sinonima (Ignjatovi¢ Cupina, 2011).

Nakon 25 godina prekida u periodu od 1975. do 2000. godine, istraZzivanja simulida u Srbiji
obnovila je Aleksandra Ignjatovié Cupina sa saradnicima. Naglasak je ponovo stavljen na
mamofilne i antropofilne vrste. Ignjatovi¢ Cupina je dala listu od devet vrsta simulida na teritoriji
Novog Sada (Ignjatovi¢ Cupina i sar., 2003). Zajedno sa autorima Zgomba i Petri¢, sprovodi
razliita istrazivanja na temu simulida, od upotrebe larvicidnih tretmana za njihovo suzbijanje, do
odnosa izmedu simulida i drugih organizama (Ignjatovi¢ Cupma i sar., 2005; Ignjatovi¢ Cupina i
sar., 2006; Petri¢ i sar., 2006a; Zgomba i sar., 2004). Ignjatovi¢ Cupina sprovela je veoma opseznu
studiju o vrstama simulida prisutnim na podrucju Fruske Gore i njihovoj sezonskoj dinamici
(Ignjatovi¢ Cupina, 2011). Nakon istrazivanja Ignjatovi¢ Cupina, taksonomsko faunisti¢ka
istrazivanja simulida nastavljena su tokom izrade ove doktorske disertacije.

Detaljnijim proucavanjem faune simulida na Plitvickim Jezerima u Hrvatskoj posvetila se
Marija Ivkovi¢ (Ivkovi€ i sar., 2012). Ivkovi¢ je sa saradnicima 2016. godine dala pregled simulida
u Hrvatskoj, sa osvrtom na bogatstvo vrsta i njihovu distribuciju. Na osnovu svih prethodno
objavljenih podataka vezanih za simulide konstatovano je prisustvo 28 vrsta na teritoriji Hrvatske
(Ivkovié 1 sar., 2016).

Prva molekularna i citogeneticka istrazivanja simulida na ovim prostorima sprovedena su na
vrsti S. colombaschense (Scopoli, 1780), kada je istrazen ¢itav genom vrste (Adler i sar., 2016).
Geneticka varijabilnost i filogenetski odnosi vrsta iz familije Simuliidae na Balkanu analizirani su
tokom izrade ove doktorske disertacije (Pukni¢ i sar, 2019; Pukni¢ i sar, 2020).

Prema poslednjim podacima iz ¢ek liste (Adler, 2022) na Balkanu je do sada zabelezeno
prisustvo 70 vrsta simulida iz 3 roda: Prosimulium, Metacnephia i Simulium. Rod Simulium
zastupljen je sa 7 podrodova: Boophthora, Byssodon, Eusimulium, Nevermannia, Simulium,
Trichodagmia i Wilhelmia. Spisak rodova, podrodova, grupa vrsta i vrsta prisutnih na Balkanu dat
je u Tabeli 1. Balkansko poluostrvo karakteriSe prisustvo Sest endemskih vrsta (Adler, 2022):
Metacnephia uzunovi Kovachev 1985 i Simulium simoffi Enderlein 1924 — Bugarska, Simulium
flexibranchium Crosskey 2001 — Gr¢ka, Simulium croaticum Baranov 1937 — Hrvatska, Simulium
savici Baranov 1937 — Hrvatska i Srbija, Metacnephia danubica Rubtsov 1956 — Srbija i Rumunija.

Tabela 1. Spisak vrsta simulida prisutnih na Balkanskom poluostrvu (Adler, 2022).

SLO HR BIH CG SRB ALB MAK BUG GR

rod Prosimulium
HIRTIPES grupa vrsta

P. fluvipes (Edwards, 1921)
. hirtipes (Fries, 1824) *
. latimucro (Enderlein, 1925) (complex)
. petrosum Rubtsov, 1955

. rachiliense Djafarov, 1954 (complex)
. rufipes (Meigen, 1830) (complex)

. tomosvaryi (Enderlein, 1921)

¥ OF % X
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Nastavak tabele 1.

SLO

uvoD

HR

BIH

CG

SRB ALB MAK BUG

GR

rod METACNEPHIA

M. blanci (Grenier & Theodorides, 1953)
M. uzunovi Kovachev, 1985

M. villosa (DeFoliart & Peterson, 1960)
M. danubica Rubtsov 1956

rod SIMULIUM Latreille

podrod BOOPHTHORA Enderlein
S. erythrocephalum (De Geer, 1776)
podrod BYSSODON Enderlein
MERIDIONALE grupa vrsta

S. maculatum (Meigen, 1804)

podrod EUSIMULIUM Roubaud

S. angustipes Edwards, 1915

S. aureum Fries, 1824

S. petricolum (Rivosecchi, 1963)

S. rubzovianum (Sherban, 1961)

S. flexibranchium Crosskey 2001
podrod NEVERMANNIA Enderlein
RUFICORNE grupa vrsta

S. angustitarse (Lundstrom, 1911)

S. ibleum (Rivosecchi, 1966)

S. lundstromi (Enderlein, 1921)
VERNUM grupa vrsta

. angustatum (Rubtsov, 1956)

. beltukovae (Rubtsov, 1956)7

. bertrandi Grenier & Dorier, 1959

. brevidens (Rubtsov, 1956)

. codreanui (Sherban, 1958)

. costatum Friederichs, 1920

. crenobium (Knoz, 1961)

. cryophilum (Rubtsov, 1959) (complex)
. vernum Macquart, 1826

podrod SIMULIUM Latreille
ARGENTEOSTRIATUM grupa vrsta
S. argenteostriatum Strobl, 1898
BEZZII grupa vrsta

S. alajense Rubtsov, 1938

S. bezzii (Corti, 1914) (complex)

S. desertorum Rubtsov, 1938

S. kerisorum Rubtsov, 1938
BUKOVSKII grupa vrsta

S. degrangei Dorier & Grenier, 1960
MALYSCHEVI grupa vrsta

S. ibariense Zivkovitch & Grenier, 1959
NOELLERI grupa vrsta

S. noelleri Friederichs, 1920 (complex)

n ;MmO ;OO O o ;o no onowm
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Nastavak tabele 1.

SLO

uvoD

HR

BIH

CG

SRB ALB MAK BUG

GR

ORNATUM grupa vrsta

. baracorne Smart, 1944

. croaticum (Baranov, 1937)

. intermedium Roubaud, 1906

. ornatum Meigen, 1818 (complex)

. rotundatum (Rubtsov, 1956)

. savici (Baranov, 1937)

. simoffi (Enderlein, 1924)

. trifasciatum Curtis, 1839
REPTANS grupa vrsta

S. colombaschense (Scopoli, 1780)

S. reptans (Linnaeus, 1758) (complex)
S. reptantoides Carlsson, 1962 (complex)
S. voilense Sherban, 1960
TUBEROSUM grupa vrsta

S. tuberosum (Lundstrém, 1911)
S. vulgare Dorogostaisky, Rubtsov &
Vlasenko, 1935

VARIEGATUM grupa vrsta

. argyreatum Meigen, 1838

. debacli Terteryan, 1952

. maximum (Knoz, 1961)

. monticola Friederichs, 1920

. monticoloides (Rubtsov, 1956)

. variegatum Meigen, 1818
VENUSTUM grupa vrsta

S. morsitans Edwards, 1915

S. paramorsitans Rubtsov, 1956

S. posticatum Meigen, 1838
Subgenus TRICHODAGMIA Enderlein
ALBELLUM grupa vrsta

S. auricoma Meigen, 1818

S. popowae Rubtsov, 1940
Subgenus WILHELMIA Enderlein
EQUINUM grupa vrsta

. angustifurca (Rubtsov, 1956)

. balcanicum (Enderlein, 1924)

. equinum (Linnaeus, 1758)

. lineatum (Meigen, 1804)

. paraequinum Puri, 1933 (complex)
. pseudequinum Séguy, 1921 (complex)
. turgaicum Chen & Luo, 2006

mn ;MmO ;O nmw nmu wm mn O O v m o om
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Istrazivanje diverziteta i geneticke varijabilnost familije Simuliidae na podru¢ju Balkanskog
poluostrva realizovano je sa slede¢im ciljevima:

e Utvrdivanje faunistickog sastava familije Simuliidae na podru¢ju Balkanskog poluostrva na
osnovu morfoloskih karaktera larvi i lutaka.

e Potvrda morfoloski identifikovanih vrsta primenom molekularnin metoda (analiza DNK
sekvenci mitohondrijskog COI gena).

e Utvrdivanje geneticke varijabilnosti odabranih vrsta podroda Wilhelmia i REPTANS grupe
vrsta.

e Utvrdivanje filogenetskih odnosa unutar odabranih vrsta podroda Wilhelmia i REPTANS
grupe vrsta.

e Analiza zajednica simulida u razli¢itim tipovima staniSta (sastav i distribucija) i analiza
ekoloskih preferenci odabranih vrsta.
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3.1. Opis istrazivanih lokaliteta i karakteristike staniSta

Balkansko poluostrvo (Balkan) nalazi se na Jugoistoku Evrope. Prostire se izmedu 35° i 47°
severne geografske Sirine i izmedu 13° i 29° isto¢ne geografske duzine. Predstavlja poluostrvo, ali i
kulturno podru¢je sa granicama koje su sporne i koje se vrlo ¢esto razli¢ito tumace. Nosi naziv po
planini Balkan (Stara planina) koja se proteZe od istoka Srbije do Crnog mora na istoku Bugarske.
Balkan je okruzen morima: Jadranskim morem na zapadu, Jonskim na jugozapadu, Egejskim na
jugu, Mramornim na jugoistoku, a Crnim morem na istoku. Severnu granicu Balkana predstavljaju
reke Dunav i1 Sava. PovrSina Balkana iznosi priblizno 550.000 kmz2. U pogledu reljefa, na severu je
od Panonske nizije i ostatka Evrope odvojen rekama Savom i Dunavom. Karakterise ga plavno
poducje ovih reka i njihovih najveéih pritoka Bosne, Une, Drine, Kolubare i Velike Morave. Na
zapadu i jugozapadu prostire se planinski masiv Dinarskih Alpa (Dinarida). Pruzaju se pravcem
severozapad—jugoistok, prate¢i Jadransku obalu. Dinaridi se prostiru kroz Sloveniju, Hrvatsku,
Bosnu i Hercegovinu, Srbiju, Crnu Goru i Albaniju. Ovaj planinski masiv je formiran uglavnom u
mezozoiku i kenozoiku tokom Alpske orogeneze od sedimentnih, pretezno kre¢njackih stena.
Odlikuju ga kraska polja, vrtace, pecine i reke ponornice. Neke od najdubljih klisura i kanjona na
svetu nalaze se na Balkanu (kanjoni Tare, Lima, Morace, Vrbasa i Neretve). Na dinarski masiv se
nastavlja Sarsko—Pindski masiv. Centralni deo Balkanskog poluostrva zauzimaju Rodopske planine.
Prostiru se od Dinarida na zapadu do Karpata na severoistoku. Rodopske planine se pruzaju kroz
Srbiju, Bugarsku i Severnu Makedoniju. Ovaj planinski masiv je najstariji na Balkanu, formiran je u
gornjem paleozoiku od kristalastih Skriljaca, sa mermerom, granitom i vulkanskim stenama.

Hidroloska mreza na Balkanskom poluostrvu otice u cetiri morska sliva: Crnomorski,
Jadranski, Jonski i Egejski. Tako Crnomorski sliv ¢ine Dunav sa svojim pritokama Savom,
Kolubarom, Velikom Moravom, Mlavom, Pekom i Timokom. U Savu se ulivaju velike reke kao Sto
su Krupa, Una (sa Sanom), Vrbas (sa Plivom, Ugarom, Vrbanjom), Bosna i Drina (sa Sutjeskom,
Bistricom, Janjem, Cehotinom, Limom, Rzavom i Jadrom). Velika Morava nastaje spajanjem JuZne
Morave (sa najvaznijim pritokama: Jelasnicom, Vrlom, Vlasinom, NiSavom, Sokobanjskom
Moravicom, Vranjskom rekom, Veternicom, Jablanicom, Pustom rekom) i Zapadne Morave (sa
Ibrom, Rasinom, Petinom, Skrapezom, Moravicom, Velikim Rzavom, Cemernicom, Kamenicom).
Jadranski sliv ¢ine Krka, Cetina, TrebiSnjica, Neretva (sa Bunom i Bregalnicom), Zrmanja, Zeta,
Moraca, Bojana/Buna i Drim/Drin, Vojuse, Semeni, Skumbe i sliv reke Macde. Egejski sliv ¢ine
Vardar (sa P¢injom, Crnom rekom i Bregalnicom), Struma (sa Dragovisticom, Rilom, Strumicom),
Bistrica (gr¢. Haliacmon), Marica (sa Adrom), Mesta (gr¢. Nestos) i Penej (gr¢. Pineios). Jonskom
slivu pripadaju: Alfej (gr¢. Alfeios), Aheloj (gré. Achelous) kao i reka Eurotas.

Klima Balkanskog poluostrva je raznolika. Balkan je najve¢im delom preko Panonskog
basena pod uticajem klime centralne Evrope. Na planinama je planinska klima, dok je u dolinama
zastupljena umereno kontinentalna. Kotline su pod uticajem subplaninske klime. Idu¢i prema
severu klima postaje izrazito kontinentalna. Pod uticajem Crnog mora su samo isto¢ni delovi
Balkanskog poluostrva, dok je mediteranska klima zastupljena samo u uskoj zoni uz Jadransku
obalu i na obalama Jonskog i Egejskog mora. Visoki planinski masivi spreCavaju prodor
mediteranske klime dublje u kopno.

Za mnoge organizme Balkansko poluostrvo predstavljalo je utociste tokom pleistocenskih
ledenih doba (Hewitt, 1999), usled ¢ega danas sa svojom karakteristicnom faunom i endemskim
vrstama predstavlja jedan od centara biodiverziteta (Rakovic i sar., 2022).

Tokom ovog istrazivanja uzorci larvi i lutaka simulida prikupljeni su sa 256 lokaliteta Sirom
Balkanskog poluostrva (Slika 7): 120 lokaliteta sa teritorije Srbije, 8 lokaliteta u Sloveniji, 1
lokalitet u Hrvatskoj, 30 lokaliteta u Bosni i Hercegovini, 27 u Crnoj Gori, po 14 lokaliteta u
Albaniji i Bugarskoj, 12 lokaliteta u Makedoniji i 30 u Gr¢koj.

Spisak lokaliteta i tipologija (geografska Sirina i duzina, nadmorska visina, tip vodotoka, sliv i
hidreoekoregion kome lokaliteti pripadaju) su prikazane u prilogu 1.
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Mape istrazivanog podrucja i rasprostranjenja vrsta izradene su u programskom paketu
QGIS v3.16 (eng. Quantum GIS) (QGIS, 2021).

Lokaliteti na Balkanu
* Albanija
® Bosna i Hercegovina
* Bugarska
* Crna Gora
. o Greka / ¥
Hrvatska
* Makedonija
= * Slovenija

Srbija
T :
0 100 200 km
|

Slika 7. Mapa istrazivanih lokaliteta.

Reke sa kojih su prikupljeni uzorci oti¢u u Cetiri sliva: Crnomorski, Jadranski, Jonski i
Egejski sliv (Slika 8, Prilog 1), a sami lokaliteti se nalaze u Sest razli¢itih hidroekoregiona: Alpi
(ER4), Dinarski Zapadni Balkan (ERS5), Gr¢ki Zapadni Balkan (ER6), Isto¢ni Balkan (ER7),
Karpati (ER10) i Madarska ravnica (ER11) (Slika 9, Prilog 1). Granice hidroekoregiona definisane
su prema lllies (1978), dok su granice na teritoriji Srbije modifikovane prema Paunovi¢ i sar.
(2012). Lokaliteti su izabrani tako da se pokrije Sto viSe razli¢itih tipova vodnih tela u cilju
istraZzivanja Sto veceg diverziteta. Odabrani vodotoci i lokaliteti na njima odlikuju se razlikama u
opstim karakteristikama kao $to su veli¢ina vodnog tela, tip podloge, turbulentnost toka, opsti
fizi¢ki i hemijski parametri vode i dostupnost hrane za vodene organizme.
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Slika 9. Mapa istrazivanih lokaliteta prema hidroekoregionima (Illies,1978; Paunovi¢ i sar., 2012)

Kako su simulide prisutne u svim tipovima tekucih voda, radi preciznije analize distribucije
najéesc¢ih vrsta simulida, istrazivana vodna tela su grupisana u cetiri tipa vodotokova, na osnovu
parametara za grupe tipova koji su koris¢eni u nacionalnoj legislativi kao podloga za ocenu
ekoloskohg statusa (SI. Glasnik 72/2011). Tipu 1 (T1) pripadaju velike ravnicarske reke kao i donji
delovi njihovih najvecih pritoka. KarakteriSe ih veoma fin sediment (mulj, glina i pesak). U tipu 2
(T2) nalaze se velike i srednje reke s ¢vrstim supstratom krupne granulacije (8ljunak i kamenje). U
tip 3 (T3) svrstani su mali vodotoci sa ¢vrstim supstratom krupne granulacije (Sljunak, kamenje i
stene), a u tip 4 (T4) mala vodna tela, izvori i izvoriSne zone potoka i planinskih reka, koje takode
karakteriSe ¢vrst supstrat krupne granulacije (8ljunak, kamenje i stene). Na slici 10 moZe se videti
raspodela lokaliteta prema tipu vodnog tela kom pripadaju (Prilog 1).
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Slika 10. Mapa istrazivanih lokaliteta prema tipu vodotoka

Distribucija lokaliteta prema nadmorskoj visini prikazana je na slici 11, pri ¢emu su sve

nadmorske visine svrstane u tri kategorije: NV1 (0-500 m), NV2 (500-800 m) i NV3 (preko 800 m)
(Prilog 1).

Slika 11. Mapa istrazivanih lokaliteta prema kategorijama nadmorskih visina.
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3.2. Prikupljanje i obrada uzoraka

Uzorci simulida obradeni tokom ovog istrazivanja prikupljeni su u periodu od 2013. do 2021.
godine. Larve i lutke simulida sakupljene su ru¢énom bentoloskom mrezom (promera okaca 500 um)
prema modifikovanom AQEM protokolu (AQEM Consortium, 2002). Na ovaj nacin uzorci su
prikupljani sa svih dostupnih staniSta prema procentualnoj zastupljenosti (Slika 12). Pored ovog,
jedinke su na vecini lokaliteta sakupljene i pincetom sa razliCitih tipova dostupnih podloga:
povrsine kamena, oborenih debala, povrSina vodenih biljaka, kao i sa ¢vrstog komunalnog otpada,
plasti¢nih flasa, tegli, diskova, raziCitih tipova folije i kesa koje su dospele u vodeni tok (Slikal2).

Slika 12. Tehnike prikupljanja simulida i razli¢iti tipovi supstrata (fotografije: S. Andus, J. Pukni¢, N. Marinkovi¢).
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Uzorci su na terenu fiksirani 70% etanolom, adekvatno obelezeni i transportovani u
laboratoriju Odeljenja za hidroekologiju i zaStitu voda Instituta za bioloSka istrazivanja ,,Sinisa
Stankovi¢*“- Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu, gde su
dalje obradivani.

Za identifikaciju vrsta na osnovu morfoloskih karaktera, kao i njihovo fotografisanje,
koris¢ene su binokularne lupe Nikon SMZ800N (uveli¢anja 10-80x) sa kamerom Nikon DS-Fi2,
Zeiss Stemi 2000-C (uvelicanja 6.5-50x) sa kamerom AxioCam ERc 5s kao i svetlosni mikroskop
Carl ZEIZZ Axio Lab.Al (uvecanja 1000x) sa kamerom AxioCam ERc 5s. Fotografije su pored
kamera na lupama i mikroskopu napravljene fotoaparatima Panasonic Lumix fz-28 i Nikon D5200.
Jedinke su identifikovane morfoloski do nivoa vrste kada je to bilo moguce ili su ostavljene na
najnizem moguéem taksonomskom nivou, koriste¢i sledece identifikacione kljuceve: Rubtsov,
1956; Knoz, 1965; Rivosecchi, 1978; Crosskey, 2002; Yankovsky, 2002; Jedlicka i sar., 2004,
Lechthaler i Car, 2005. Verifikacija identifikovanog materijala izvrSena je tokom dvonedeljne
posete na odeljenju za zoologiju, Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta Komenského u
Bratislavi, od starne kolega dr Tatijane Kudelovoj (Tatiana Kudelova) i dr Matusa Kudeli (Matus
Kddela).

3.3. Molekularne analize

U cilju potvrde identifikovanih vrsta na osnovu morfoloskih karaktera, kao i odredivanja
geneticke varijabilnosti simulida uradene su molekularne analize na jedinkama vrsta iz podroda
Wilhelmia, kao i na morfoloski sli¢énim vrstama iz REPTANS grupe vrsta: Simulium reptans i S.
reptantoides.

Izolacija genetickog materijala (DNK) i1 njegova amplifikacija (umnozavanje) lan¢anom
reakcijom polimeraze (PCR) radene su u laboratoriji Odeljenja za genetiku Instituta za bioloSka
istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢“- Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta
u Beogradu. Jedinke larvi iz kojih se vrSila izolacija DNK najpre su pripremljene uklanjanjem
digestivnog trakta kako ne bi doslo do kontaminacije drugim izvorima DNK. Glavena kapsula i
zadnji deo tela larvi, kao i skrge lutaka sacuvani su u 95% etanolu za potvrdu morfoloskih analiza.
Ostatak tela je koriS¢en za ekstrakciju DNK. Svaka jedinka je isprana destilovanom vodom, osusena
i usitnjena oStrim makazama sa finim vrhom. Usitnjeno tkivo je zatim prenoSeno u tubice
zapremine 1,5 ml. Kako bi se sprecila kontaminacija izmedu uzoraka, pribor je izmedu svakog
narednog uzorka ispiran prvo u 70% etil- alkoholu, a zatim i u destilovanoj vodi.

3.3.1. lzolacija DNK, amplifikacija lanéanom reakcijom polimeraze (PCR) i sekvenciranje

Izolacija genetickog materijala je uradena koris¢enjem Kita za izolaciju KAPA2G Express
Extract Kit (Kapa Biosistems, Sjedinjene Americ¢ke Drzave, Vilmington, Masacusets) sledeci
uputstva proizvodaca. Kvalitet DNK je proveren elektroforezom na 1% agaroznom gelu.
Barkodiraju¢i region mitohondrijalnog COI gena amplifikovan je iz ukupno 66 jedinki, osam
morfoloski identifikovanih vrsta: Simulium balcanicum (Enderlein, 1924) (18), S. lineatum
(Meigen, 1804) (3), S. pseudequinum Séguy, 1921 (9), S. equinum (Linnaeus, 1758) (11), S.
paraequinum Puri, 1933 (4), S. turgaicum Rubtsov, 1940 (2), S. reptans (Linnaeus, 1758) (5), S.
reptantoides Carlsson, 1962 (14). Lokaliteti sa kojih su prikupljene vrste iz kojih je izolovan DNK
materijal prikazani su u tabeli 2. Na slici 13 prikazana je distribucija vrsta u okviru podroda
Wilhelmia na osnovu sekvenci, dok je na slici 14 prikazana distribucija vrsta S. reptans i S.
reptantoides.
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Tabela 2. Podaci za vrste prikupljene u periodu od 2014. do 2017. iz kojih je izolovana mtDNK. Imena vrsta
(klada) su data prema rezultatima ove studije. Broj sekvence oznagava pristupni broj pod kojim je sekvenca pohranjena
u bazi GenBank. Skracenice u tabeli: St. — Stadijum; DrZz — drZava; Geo. — geografska; SRB — Srbija, HRV — Hrvatska,
SLO - Slovenija, ALB — Albanija, BUG — Bugarska, BIH — Bosna i Hercegovina, CRG — Crna Gora, Mak —
Makedonija, GRC — Gréka.

Broj Klada St. Reka Drz. Geo. Geo. Datum Kolektor
sekvence (potencijalna vrsta) Sirina duZina sakupljanja
MH549547  S.balcanicum/turgaicum 1 Lutka Lim SRB  43.393293 19.642978 9 Avg2016  DukniéJ.
MH549569  S.balcanicum/turgaicum 1 Lutka Lim SRB  43.393293 19.642978 9 Avg2016  DukniéJ.
MH549570  S.balcanicum/turgaicum 1 Lutka  Despotovica  SRB ~ 43.975009 20.419295 10 Avg 2016  Puknié J.
MH549568  S.balcanicum/turgaicum 1 Larva Sava HRV 45759639 16.047861 4 Sep 2015 DBuknic¢ J.
MH587354  S.balcanicum/turgaicum 1 Larva Lim SRB  43.393293 19.642978 9 Avg2016  DPukni¢J.

MH549567  S.balcanicum/turgaicum 1 Lutka Cemernica SRB  43.909483 20.403543 10 Avg 2016 BDukni¢J.
MH587353  S.balcanicum/turgaicum 1 Lutka Cemernica SRB  43.909483 20.403543 10 Avg 2016 BDukni¢ J.

MH587357 S. balcanicum Larva Cemernica SRB  43.909483 20.403543 10 Avg 2016 BDukni¢ J.
MH587355 S. balcanicum Lutka Pek SRB  44.490178 21.632081 20 Avg 2015 BDuknié J.
MH513637 S. balcanicum Lutka Sava SLO  45.884078 15.640831 3 Sep 2015 Duknié J.
MH587358 S. balcanicum Lutka Semani ALB  40.750170 19.579350 26 Nov 2016 Csanyi B.
MH549561 S. balcanicum Lutka Sava HRV 45759639 16.047861 4 Sep 2015  DukniéJ.
MH587359 S. balcanicum Lutka  Despotovica SRB 43975009 20.419295 10 Avg 2016 DukniéJ.
MH587360 S. balcanicum Lutka Marica BUG 41926976 25.933149 23 Sep 2017  DukniéJ.
MH638296 S. balcanicum Larva Semani ALB  40.750170 19.579350 26 Nov 2016 Csanyi B.
MH587356 S. balcanicum Larva Sava SLO  45.884078 15.640831 3 Sep 2015 Duknié J.
MH587361 S. balcanicum Lutka Poveli¢ BIH  45.076826 17.491039 5O0kt2017  DuknicJ.
MH638295 S. balcanicum Lutka Isomotinis GRC  41.052367 25.618511 23Sep2017  Duknié J.
MH549566 S. turgaicum 2 Larva Una BIH  45.051033 16.379216 4 Okt2017  Dukni¢J.
MH549565 S. turgaicum 2 Lutka Sava SLO  45.884078 15.640831 3Sep2015  DukniéJ.
MH549562 S. lineatum 2 Larva Sava SLO  45.884078 15.640831 3Sep2015  DukniéJ.
MH549564 S. lineatum 2 Larva Sava HRV 45759639 16.047861 4 Sep 2015  DukniéJ.
MH549563 S. lineatum 2 Lutka Sava HRV 45759639 16.047861 4 Sep 2015 Duknié J.
MH151331 S. paraequinum 1 Lutka Moraca CRG 42476927 19.304713 8Avg2016  DukniéJ.
MH002239 S. paraequinum 1 Lutka Cemernica SRB  43.909483 20.403543 10 Avg 2016 BDukni¢ J.
MH151332 S. paraequinum 1 Lutka Lim SRB  43.393293 19.642978 9 Avg2016  DukniéJ.
MH215257 S. paraequinum 1 Larva Moraca CRG 42476927 19.304713 8 Avg2016  DPukni¢lJ.
MH549552 S. equinum Lutka  Despotovica SRB  43.975009 20.419295 10 Avg 2016 BDukni¢J.
MH215258 S. equinum Lutka Lim SRB  43.393293 19.642978 9 Avg2016  DukniéJ.
MH549556 S. equinum Larva Cemernica SRB  43.909483 20.403543 10 Avg 2016 PDuknic¢J.
MH549549 S. equinum Lutka Leva reka MAK  41.142257 21.000276 22 Jun2017  Duknié J.
MH549553 S. equinum Lutka DragoviStica @ SRB  42.427797 22520684 7 Okt2014  Duknié J.
MH549551 S. equinum Lutka Cemernica SRB  43.909483 20.403543 10 Avg 2016  Puknic J.
MH549554 S. equinum Lutka DragoviStica  SRB  42.427797 22520684 7 Okt2014  DPuknié J.
MH549557 S. equinum Lutka Vrbas BIH 44624718 17.152975 50kt2017  Dukni¢J.
MH549548 S. equinum Larva Cemernica SRB  43.909483 20.403543 10 Avg 2016 PDuknic¢J.
MH549550 S. equinum Lutka Struma BUG 41943417 23.097965 17 Sep 2017  DukniéJ.
MH549555 S. equinum Lutka Semnica MAK  41.065155 21.258429 23Jun2017  DPukniéJ.
MH587348 S. pseudequinum B Lutka Isomotinis GRC  41.052367 25.618511 23Sep2017  Duknié J.
MH549558 S. pseudequinum B Lutka Tara CRG 42863386 19.527027 8 Avg2016  BDuknié .
MH549559 S. pseudequinum B Lutka Vrbica BUG 41569597 25.391039 23 Sep 2017 Duknié J.
MH587352 S. pseudequinum B Lutka Orahovica HRV 45550243 17.899489 25Sep 2016  Duknié J.
MH587351 S. pseudequinum B Lutka  Despotovica SRB 43975009 20.419295 10 Avg2016 DukniéJ.
MH549560 S. pseudequinum B Larva  Despotovica SRB  43.975009 20.419295 10 Avg 2016 BDukni¢J.
MH587347 S. pseudequinum B Larva Orahovica HRV 45550243 17.899489 25Sep 2016  DPukni¢ J.
MH587349 S. pseudequinum B Larva Chlomontas GRC 40587002 23.485925 18 Sep 2017  Puknié J.
MH587350 S. pseudequinum B Larva Vrbica BUG 41569597 25.391039 23 Sep 2017 Duknié J.
MK936587 S. reptans Lutka Sava SLO  45.884078 15.640831 03 Sep 2015 Duknic J.
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Broj Klada Sta. Reka DrzZ. Geo. Geo. Datum Kolektor
sekvence (potencijalna vrsta) Sirina duZina sakupljanja
MK936590 S. reptans Lutka Sava SLO  45.884078 15.640831 03 Sep 2015 Duknic J.
MK936588 S. reptans Lutka Sava HRV 45759639 16.047861 04 Sep 2015  DPuknié J.
MK936589 S. reptans Lutka Humljani HRV 45578080 17.798738 25Sep 2016  Duknié J.
MK947040 S. reptans Lutka Strumica MAK  41.497500 22.643333 24Jun2017  BDukniéJ.
MK936596 S. reptantoides Larva Sava SLO  45.884078 15.640831 03 Sep 2015  DPukni¢ J.
MK947041 S. reptantoides Lutka Neretva BIH  43.149052 17.737837 31Jul 2016  Dukni¢J.
MK936595 S. reptantoides Larva Zamna SRB  44.297883 22.354969 26 Apr2015  BDukni¢J.
MK947046 S. reptantoides Lutka Urovica SRB  44.399425 22.407786 25 Apr2015  Dukni¢J.
MK947048 S. reptantoides Lutka Urovica SRB  44.399425 22.407786 25 Apr2015 BDuknié J.
MK947045 S. reptantoides Lutka Ibar SRB  43.286957 20.618514 11Jun2017  DukniéJ.
MK947047 S. reptantoides Lutka Ibar SRB  43.286957 20.618514 11Jun2017  DukniéJ.
MK936591 S. reptantoides Lutka Rila BUG 42.131866 23.156651 17 Sep 2017  DPuknié J.
MK947044 S. reptantoides Larva Neretva BIH 43.149052 17.737837 31Jul 2016  Dukni¢J.
MK947043 S. reptantoides Lutka Neretva BIH  43.149052 17.737837 31Jul 2016  Dukni¢J.
MK946294 S. reptantoides Lutka Tara CRN  42.863386 19.527027 08 Avg 2017 BDuknié J.
MK947042 S. reptantoides Lutka Cijevna CRN 42382999 19.278886 25 Mar 2017  Duknic J.
MK940493 S. reptantoides Lutka Lim SRB  43.393293 19.642978 09 Avg 2016  BDuknic J.
MK937592 S. reptantoides Lutka Rila BUG  42.131866 23.156651 17 Sep 2017  DPuknié J.
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Slika 13. Lokaliteti sa kojih su sakupljene jedinke podroda Wilhelmia sa Balkanskog poluostrva iz kojih je
izolovana mtDNK i lokaliteti porekla za preuzete sekvence iz baza GenBank i BOLD.
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Legenda

O literaturni podaci
O podaci nasih istrazivanja

Simulium reptans A
Simulium reptans B
m= Simulium reptantoides A
== Simulium reptantoides B

Slika 14. Mapa lokaliteta prikupljenih primeraka S. reptans i S. reptantoides sa Balkanskog poluostrva
(naSa istrazivanja) i lokaliteta porekla preuzetih sekvenci iz NCBI GenBank.

Barkoding region mtCOI gena je amplifikovan koris¢enjem sledecih oligonukleotidnih
prajmera: LCO1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") i HCO02198 (5'-
TAAACTTCAGGCTGACCAAAAAATCA-3") (Folmer i sar., 1994). Amplifikacija je uradena u
zapremini od 25 ul. Reakciona smesa je sadrzala: 1 pl izolovane DNK, 16,9 ul dH20, 0,5 ul
dNTPs, 0,5 ul GoTaq pufera, po 0,7 ul LCO i HCO prajmera i 0,2 ul GoTaq polimeraze. PCR
ciklusi su odradeni u 2720 Thermal Cycler-maSini (Applied Biosystems). Temperaturni uslovi
reakcije su bili: 2 minuta inicijalne denaturacije na 95°C, zatim 35 ciklusa denaturacije na 94°C u
trajanju od 1 min, vezivanja prajmera na 50°C tokom 1 min i ekstenzije na 72°C u trajanju od 1
min, nakon kojih je usledila finalna ekstenzija na 72°C u trajanju od 5 min. Etidijum bromid je
korisc¢en za vizuelizaciju PCR proizvoda na 1% agaroznom gelu pod UV transiluminatorom (Slika
15). Uspesno izolovani produkti reakcije ¢uvani su na 4°C.
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Slika 15. Provera kvaliteta dobijenih amplificiranih produkata DNK.
Uspesna izolacija i amplifikacija uoc¢ava se za uzorke SR1, J3, J41J5.

Sekvenciranje DNK je uradeno u Centru za humanu molekularnu genetiku BioloSkog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Za proveru i sredivanje sekvenci koris¢en je ABI Sequence Scanner Software verzija 2.0
(Applied Biosystems). Sirove sekvence su pregledane i sa krajeva su ,,odseceni* delovi koji su bili
loSeg kvaliteta. Sve dobijene DNK sekvence su uskladiStene u banci podataka GenBank a pristupni
brojevi su prikazani u tabeli 2.

3.3.2. Geneti¢ka analiza

Dva razlidita seta podataka kori$¢ena su pri geneti¢kim i filogenetskim analizama. Jedan set je
koris¢en za ispitivanje diverziteta i rasprostranjenosti podroda Wilhelmia na Balkanu, kao i za
utvrdivanje poloZaja jedinki sa Balkana u filogeografskom okviru ¢itavog podroda. Drugi set je
upotrebljen da se popuni jaz u znanju o rasprostranjenosti i genetickoj varijabilnosti vrsta S. reptans
i S. reptantoides u jugoisto¢noj Evropi, odnosno da se utvrdi da li su ove vrste prisutne na Balkanu
ili ne, te ukoliko jesu, koje su prethodno prepoznate molekularne forme (haplogrupe) zastupljene.

Za potrebe ispitivanja diverziteta i rasprostranjenosti podroda Wilhelmia na Balkanu
analizirano je ukupno 226 sekvenci. Kako larve simulida mogu biti komplikovane za identifikaciju,
korisc¢en je BLAST (eng. Basic Local Aligment Tool) algoritam u cilju pronalaZenja sli¢ne sekvence
u bazi podataka GenBank koja sadrzi izmedu ostalog i neidentifikovane ili pogresno identifikovane
vrste simulida. Dve dobijene sekvence (sa pristupnim brojevima MF458827 i MF458826) bile su
sli¢ne naSim sekvencama S. pseudequinum, pa su ukljuc¢ene u analizu. Sekvence koje poti¢u od
vrsta Simulium (Simulium) jenningsi grupe bile su vise od 90% identi¢ne podrodu Wilhelmia u
BLAST algoritmima, pa smo Koristili jednu od vrsta ove grupe, S. notiale Stone & Snoddi, 1969,
kao tzv. autgrupu (eng. outgroup) za podrod Wilhelmia. Ukupan uzorak je ¢inilo 47 sekvenci vrsta
podroda Wilhelmia prikupljenih sa Balkanskog poluostrva, 47 sekvenci Wilhelmia preuzetih iz
BOLD baze (eng. The Barcode of Life Data Sistem - BOLD Sistem, http://www.boldsistems.org/,
Ratnasingham i Hebert, 2007) i 124 sekvence vrsta podroda Wilhelmia iz baze GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Pored toga, preuzeto je i 8 sekvenci iz GenBank baze podataka
koje su koris¢ene kao autgrup taksoni: 4 sekvence Simulium notiale (Stone i Snoddy, 1969), 2
Culicoides anophelis (Edwards, 1922) i 2 Thaumalea testacea (Ruthe, 1831). Na osnovu ovih grupa
koje bi trebalo da ukorene stablo raden je ,,molekulski sat*, odnosno odredeno je evolutivno vreme
odvajanja taksona. Sekvence preuzete iz baza BOLD i GenBank su navedene u prilogu — Prilog 2.
Analizirane jedinke poreklom su sa podrugja Velike Britanije, Francuske, Spanije, Nemacke,
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Litvanije, Ukrajine, Finske, Turske, Jermenije, Pakistana kao i Balkana (Slovenije, Hrvatske, Srbije,
Crne Gore, Bugarske, Makedonije, Grcke i Albanije). Mapa lokaliteta sa kojih su dobijene sekvence
vrsta iz podroda Wilhelmia prikazana je na slici 13.

Za potrebe ispitivanja diverziteta i rasprostranjenosti vrsta Simulium reptans i S. reptantoides
na Balkanu analizirano je 90 sekvenci: pet sekvenci S. reptans i 14 S. reptantoides prikupljenih sa
Balkanskog poluostrva, 38 sekvenci S. reptans i 33 S. reptantoides preuzetih iz baze GenBank i Sest
sekvenci iz GenBank baze podataka koje su koriS¢ene kao autgrupe: dve Simulium vernum
Macquart, 1826, dve Thaumalea testacea Ruthe, 1831 i dve Culicoides brevitarsis Kieffer.
Sekvence mtCOIl gena za S. reptans i S. reptantoides koje su preuzete sa GenBank-a poticu iz
Slovacke (19 sekvenci), Litvanije (8), Letonije (3), Svedske (12) i UK (29), a navedene su u prilogu
— Prilog 3.

Sve sekvence mtCOI koris¢ene za analizu preuzete su u FASTA formatu i poravnate su (eng.
multiple alignment) koriste¢i Clustal W algoritam, prema ve¢ zadatim parametrima, unutar programa
MEGAG (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6.0; Tamura i sar., 2013).

Za testiranje modela supstitucije nukleotida koji najviSse odgovara ulaznim podacima
metodom maksimalne verodostojnosti (ML) takode je koris¢en MEGA6 program. Model sa
najnizim Bajesovim informacionim kriterijumom BIC (eng. Bayesian Information Criterion - BIC)
predstavljao bi model koji najbolje opisuje obrazac supstitucija za dati set podaka. Kao
najadekvatniji model odreden je T92+I" model (Tamurin tro-parametarski model uz gama
distribuciju stope variranja izmedu nukleotidnih pozicija). Ovaj model je zatim kori§¢en u daljim
analizama.

Filogenetske analize maksimalne verodostojnosti (eng. Maximum Likelihood - ML) i
maksimalne parsimonije (eng. Maximum parsimony - MP) takode su uradene kori§¢enjem MEGA6
programa sa podesavanjem genetickog koda za mitohondrijalnu DNK beski¢menjaka, dok su
Bajesove filogenetske analize izvrSene koris¢enjem BEAST v2.4.2 (Bouckaert i sar., 2014).

Kako bi se procenila podrska grana na ML i MP stablima uradena je analiza podrske
butstrap metodom ponovnog sluc¢ajnog uzorkovanja sa zamenom (eng. bootstrap) (Holmes, 2003).
To je statisticka metoda koja se ¢esto koristi za procenu reproducibilnosti specifi¢nih karakteristika
filogenetskih stabala, odnosno njome procenjujemo pouzdanost pretpostavljenih veza. U ovom
slu¢aju konsenzus stablo (butstrap konsenzus stablo) dobijeno je na osnovu 1000 iteracija (mogucih
stabala), a brojevi pored grana (u svakom ¢&voristu) predstavljaju procentualne vrednosti podrske
ponavljanja grananja (grupisanja). Da bi se u programu MEGAG6 izraCunale prosecne geneticke
udaljenosti izmedu sekvenci unutar svake klade i izmedu klada, primenjen je najbolji model
supstitucije (1000 iteracija).

Za rekonstrukciju filogenetskih odnosa koris¢eno je i Bajesovo zakljucivanje (eng. Bayesian
Inference) u programskom paketu BEAST v2.4.2 (Bouckaert i sar., 2014). Najprikladniji prethodni
model evolucije u okviru BEAST-a izabran je u skladu sa izborom modela u MEGAG. Preliminarne
analize tipa molekulskog sata sastojale su se od dve nezavisne serije, svaka sa 6.000.000 iteracija i
sa uzorkovanjem na svakih 1.000 iteracija. Dobijeni histogrami posteriorne gustine analizirani su u
programu TRACER v1.6 (Rambaut i sar., 2014) i zakljuceno je da model striktnog molekulskog
sata najviSe odgovara za analizu podataka. Koriste¢i odabrane modele evolucije sekvenci i
molekulskog sata rekonstruisano je stablo gena (odnosno, filogenija grupe). Bajesova filogenetska
analiza je nezavisno obavljena dva puta (u dve serije) sa po 10 miliona iteracija i uzorkovanjem na
svakih 1000 iteracija. | ovi rezultati su analizirani u programu TRACER v1.6, da bi se procenila
konvergencija lanca i efektivna veli¢ina uzorka (ESS). U svim slucajevima, 10% rekonstruistanih
stabla bilo je odbaceno kao burn-in. Program LogCombiner v1.8.2. (Rambaut i Drummond, 2015)
koris¢en je da se kombinuju dve serije filogenetske rekonstrukcije u jedno finalno stablo
(Drummond i sar., 2012).

Pored filogenetskih odnosa, za vrste roda Wilhelmia Bajesovom statistikom analizirano je i
vreme razdvajanja klada (specijacije). PoSto za kalibraciju starosti ¢vorova unutar stabla podroda
Wilhelmia nisu bili dostupni fosilni ostaci, koris¢ene su procene Bertone i sar. (2008) za dva MRCA
(eng. Most Recent Common Ancestor) c¢vora: MRCA za  Ceratopogonidae i
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Simuliidae+Thaumaleidae unutar Culicomorpha, i MRCAL za razdvajanje Thaumaleidae i
Simuliidae. Za ove monofiletske ¢vorove, primenili smo log-normalne priore sa srednjim
vrednostima od pre 226 i 130 miliona godina (Ma), respektivno. Datirani su vazni dogadaji grananja
u evolucionoj istoriji podroda Wilhelmia i uporedene su sa odgovaraju¢im paleogeografskim
mapama (Kazmin i Natapov, 1998) kako bi se opisali dogadaji kladogeneze i specijacije.

Evoluciono znacajna mesta u filogenetskom stablu dobijena su GMIC metodom (eng.
Generalized Mixed Yule Coalescent) (Pons i sar, 2006; Fujisava i Barraclough, 2013). Pokazalo se
da je ovaj metod robustan za razgranicenje vrsta kada se koriste podaci o jednom lokusu (Fujisava i
Barraclough, 2013). Zatim su rezultati GMIC analize uporedeni sa morfoloSkom identifikacijom
uzoraka i zakljuceno je da se pronadene vrednosti molekulske diverzifikacije odnose na klade, a ne
na (do sada prepoznate) vrste.

Softverski paket DnaSP v6.10.01 (Rozas i sar., 2017) koris¢en je za analizu nukleotidne
raznovrsnosti i testove neutralnosti za svaku kladu (potencijalnu vrstu) ograni¢enu GMIC analizom.
Dobijeni su slede¢i parametri: broj koriS¢enih sekvenci (n), broj haplotipova (h), broj mesta
segregacije (S), haplotipska raznovrsnost (Hd) sa standardnom devijacijom, nukleotidna
raznovrsnost (Pi) sa standardnom devijacijom, Tadzimina D statistika i Fuova Fs statistika.
StatistiCki znacajne negativne vrednosti ova dva testa su pokazatelji da su populacije u proslosti
proSle kroz fazu ekspanzije (Tajima, 1989; Fu, 1997).

Promene u veli¢ini populacije dobijene su u programu DnaSP v6.10.01 (eng. mismatch
distribution tests). Mreze haplotipova za vrste podroda Wilhelmia, kao i za vrste S. reptans i S.
reptantoides prepoznatin u DnaSP-u su konstruisane u programu Network v5.0.0.1. (Librado i
Rozas, 2009). Da bi se smanjio broj ¢vorova u mrezama, sprovedena je tzv. kontrakcija zvezda
haplotipova (Forster i sar., 2001). Nakon toga je za izra¢unavanje mreze koris¢en algoritam spajanja
medijana (Bandelt i sar., 1999).

3.4. Statisti¢ke analize

S obzirom na to, da je kod znacajnog broja vrsta familije Simuliidae uoCena izrazena
morfoloska sli¢nost medu vrstama koja se ogleda u velikom broju sestrinskih vrsta, kao i ¢injenice,
da su vrste Cesto pogres$no identifikovane, ekoloske analize su uradene na dva seta podataka. Prvi
set predstavljaju sve morfoloski identifikovane vrste, dok drugi set ¢ine grupe taksona (grupe vrsta,
podrodovi i rodovi) kao viSe taksonomske kategorije. Analizom grupa taksona gubi se preciznost
vezana za ekologiju vrste ali se izbegava potencijalna greSka identifikacije. Koris¢eni statisticki
paketi dati su u poglavljima 3.4.1., 3.4.2. 1 3.4.3.

3.4.1. Analiza distribucije najée$éih vrsta simulida i njihova ekoloSka diferencijacija

Frekvenca pojavljivanja vrsta simulida odredena je prema kategorijama nadmorskih visina,
tipu vodotoka, slivu i hidroekoregionu kome lokaliteti pripadaju.

Za analizu ekoloSke diferenciranosti vrsta i grupa taksona u odnosu na nadmorsku visinu i
tip vodotoka, koriS¢ena je logistiCka Gausova regresija (ter Braak, 1986; Coudun i Gégout, 2006.,
James i sar., 2013). Kao rezultat dobija se regresiona kriva koja predstavlja odgovor vrste na
variranje odredenog sredinskog faktora.

Analize frekvenca pojavljivanja vrsta simulida kao i njihove ekoloSke diferenciranosti
uradene su u programskom paketu FLORA (Karadzi¢, 2013).
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3.4.2. Analize zajednica simulida u razli¢itim tipovima stanista

Multivarijatna analiza varijanse (eng. multivariate analysis of variance - MANOVA) je
upotrebljena kako bi se odredila kombinacija vrsta ili grupa taksona simulida koja maksimalno
karakteriSe (diskriminiSe) razli¢ite tipove staniSta (Bray i Maxwell, 1985). Za potrebe ove analize
korisc¢eni su tipovi staniSta klasifikovani prema: kategorijama nadmorskih visina, tipu vodotoka,
slivu i hidroekoregionu kojima pripadaju (poglavlje 3.2.).

Analiza odnosa razlicitih tipova stanista i vrsta ili grupa taksona simulida uradena je u
programskom paketu FLORA (Karadzi¢, 2013).

3.4.3. Analize bioloskog diverziteta simulida u razli¢itim tipovima stanista

Analiza bioloskog diverziteta uradena je pomocu indeksa alfa i beta diverziteta koris¢enjem
programskog paketa FLORA (Karadzi¢, 2013).

Alfa diverzitet predstavlja raznovrsnost zajednice unutar stanista, a definisan je kako brojem
vrsta, tako i njihovom ujednacenos¢u. Prema tome, zajednice okarakterisane visokim alfa
diverzitetom karakeri$e ujednacenost broja vrsta, dok je alfa diverzitet nizi u zajednicama u kojima
jedna vrsta dominira, makar i broj vrsta unutar zajednice bio visok. Za odredivanje alfa diverziteta
korigéeni su: Senonov indeks, ekvitabilnost (ujednaenost brojnosti) i bogatstvo vrsta.

Senonov indeks (Shannon’s index) izradunat je prema slede¢oj jednadini:

H=-> p; logp

i=1

Gde je piudeo vrste i na odredenom lokalitetu, s -ukupan broj vrsta na lokalitetu.

Ujednacenost ili ekvitabilnost (engl. equitability) brojnosti vrsta izracunata je prema
sledecoj jednacini:
E=H/H_, =-> plogp/logs
i=1

gde je Hmax najveca moguca entropija, jednaka sa log(s). U slu¢ajevima kada je samo jedna
vrsta prisutna u uzorku ekvitabilnost je neodredena (0/0). Kako bi se ovo izbeglo, za izraCunavanje
ekvitabilnosti koris¢ena je modifikovana jednacina:

E= —i p, log p, /log(s +0.01).

i=1

Bogatstvo vrsta (eng. species richness) predstavlja ukupan broj vrsta zabelezen na lokalitetu
ili grupi lokaliteta.

Beta diverzitet predstavlja raznovrsnost izmedu dve zajednice ili raznovrsnost zajednica duz

geografskog gradijenta. Za njegovo izradunavanje kori$éen je Zakardov koeficijent razligitosti
(Jaccard, 1912), koji se izraCunava prema sledecoj jednacini:

By = (b+c) / (at+b+c)
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gde je broj vrsta koje se nalaze u obe zajednice oznacen sa a, dok b predstavlja broj vrsta koji se
nalaze samo u prvoj zajednici, a ¢ je broj vrsta zabelezen samo u drugoj zajednici

Bj=2min(b,c)/(at+b+c) + |b-c|/(a+b+c)

Ova jednacina ukazuje da ukupni beta diverzitet (diverzitet izmedu stanista) obuhvata dve
aditivne komponente koje je opisuju: zamenu vrsta i bogatstvo vrsta.

Zamena vrsta (eng. species turnover) predstavlja prvu komponentu beta diverziteta:
ST=2min(b,c)/(a+b+c),
dok razlika u bogatstvu vrsta izmedu dve zajednice predstavlja drugu komponentu beta diverziteta:
SR=|b-c|/(a+b+c)
Owvu razliku u bogatstvu vrsta Baselga (2010) i Podani i sar. (2013) su oznacili terminom
ugnjezdenost (eng. nestedness). Kada je zamena vrsta jednaka nuli, ukupni diverzitet je rezultat

razlike u bogatstvu vrsta. Tada je siromasnija zajednica podskup bogatije zajednice. Analiza beta
diverziteta uradena je prema metodi koju je dao Baselga (2010).
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4.1. Tipoloska analiza ispitivanog podrucéja

Prisustvo simulida zabelezeno je u vodotocima koji oti¢u u Cetiri morska sliva. Najveci broj
lokaliteta (163) nalazi se na rekama koje oticu u Crno more, Sto predstavlja 63,7% svih istrazivanih
lokaliteta. Crnomorskom slivu pripadaju lokaliteti na Dunavu, Savi, Kolubari, Velikoj Moravi,
Mlavi, Peku, Uni, Sani, Vrbasu, Plivi, Ugaru, Vrbanji, Bosni, Drini, Sutjesci, Bistrici, Janju,
Cehotini, Limu, Rzavu, Jadru, JuZznoj Moravi, Jablanici, Pustoj Reci, Ni3avi, Sokobanjskoj
Moravici, Zapadnoj Moravi, lbru i Rasini, kao i lokaliteti na njihovim manjim pritokama.
Jadranskom slivu pripada 28 lokaliteta (10,9%), koji se nalaze na rekama Neretvi, Tresnjici, Zeti,
Rijeci Crnojevi¢a, Moraci, Bojani/Buni i Drimu/Drinu, Kiru, Devoliu, Semeni, Gnjanici, Levoj
Reci, Radici i Sateskoj Reci. Egejskom slivu pripada 58 lokaliteta, odnosno 22,7% istrazivanih
lokaliteta na rekama Vardaru, P¢inji, Crnoj Reci, Bregalnici, Strumi, Dragovistici, Rili, Strumici,
Marici, Mestu/Nestosu, Peneju/Pineios i drugim manjim rekama. Samo 7 lokaliteta pripada
Jonskom slivu (svega 2,7% istrazivanih lokaliteta) i to na rekama Nedontas, Glafkos, Peiros,
Veliniatika, Erateini i Eurotas. Spisak svih lokaliteta prikazan je u tabeli u prilogu (Prilog 1).

Lokaliteti sa kojih su prikupljene simulide pripadaju i razli¢itim hidroekoregionima. Tako se
unutar ER4 (Alpi) nalazi pet lokaliteta u Sloveniji (Cetiri na izvoriSnom delu reke Save 1 jedan na
Blejskom Vintgardu). Hidroekoregionu ER5 (Dinarski Zapadni Balkan) pripada najveci broj
istazivanih lokaliteta (180), odnosno 70,3%. Ovaj hidroekoregion obuhvata ve¢i deo Slovenije,
Hrvatske, Srbije, Bosnu i Hercegovinu, Crnu Goru. Unutar ER6 (Gr¢ki Zapadni Balkan) nalazi se
36 lokaliteta (14,1%). Obuhvata teritoriju Albanije, Zapadnog dela Makedonije (do Vardara) i
centralne 1 juzne Grcke. Unutar ER7 (Isto¢ni Balkan) nalazi se 52 lokaliteta (20,3%). Njemu
pripadaju lokaliteti na teritoriji Bugarske, delu Makedonije zapadno od Vardara i zapadnom delu
Gréke. Hidroekoregionu ER10 (Karpati) pripada osam lokaliteta koji se nalaze na malim pritokama
Dunava u isto¢noj Srbiji (reke: Blederija, Urovica, Vratna, Zamna i Porecka reka). Hidroekoregionu
ER11 (Madarska ravnica) pripada 16 loklaiteta (6,25%). To su lokaliteti na pritokama Kolubare
(Pocibravi, Jablanici, Tamnavi, Pestanu, Beljanici, Barajevskoj reci, Marici), Drine (Cadavici 1
Stiri), Save (Bari¢koj reci i Kolubari), Dunava (Savi i Velikoj Moravi).

Ukoliko se posmatra tip vodotoka, najmanji udeo istrazivanih lokaliteta (1,6%) pripada tipu
T1, velikim ravniCarskim rekama sa finim supstratom (lokaliteti na Dunavu, Savi i donjem toku
Velike Morave). Tipu T2 (velikim i srednjim rekama sa krupnim supstratom) pripada 62 lokaliteta,
odnosno 24,2%. Osim lokaliteta na Limu, Tari, Zeti i NiSavi ovom tipu pripadaju lokaliteti na
nadmorskim visinama ispod 500 m. Najveci udeo istrazivanih lokaliteta (52,7%) pripada tipu T3
(malim rekama sa krupnim supstratom), ¢ak 135 lokaliteta. Tipu T4 (izvorini regioni reka i potoci)
pripada 21,5% istrazivanih lokaliteta (55), sa ujedna¢enom distribucijom po nadmorskim visinama.

Lokalitet na najnizoj nadmorskoj visini nalazi se na reci Drim u Albaniji na svega 1 m iznad
nivoa mora, dok je lokalitet na najvisoj nadmorskoj visini (1437 m) na Samokovskoj reci, na
planini Kopaonik u Srbiji. Prose¢na nadmorska visina istrazivanog podrucja iznosila je 418 m.
Ukoliko se posmatraju kategorije nadmorskih visina, najve¢i procentualni udeo istrazivanih
lokaliteta (62,5%) pripada kategoriji NV1 (nadmorske visine od 0-500 m), kategoriji NV2 (500-
800 m) pripada 21,5% istrazivanih lokaliteta, dok 16% pripada kategoriji NV3 (preko 800 m).

4.2. Faunistic¢ki sastav familije Simuliidae na ispitivanom podrucju

U periodu od 2013. do 2021. godine na ispitivanom podru¢ju zabeleZeno je ukupno 46
taksona iz familije Simuliidae Cija je identifikacija izvrSena na osnovu morfoloskih karaktera. Do
nivoa vrste determinisan je 41 takson. Jedan takson identifikovan je do nivoa grupe vrsta (Simulium
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variegatum grupa), a cetiri taksona do nivoa podroda (Prosimulium sp., Eusimulium sp.,
Nevermannia sp. i Wilhelmia sp.). Spisak identifikovanih taksona prikazana je u tabeli 3.

Zabelezeni taksoni svrstani su u tri roda: Prosimulium, Metacnephia i Simulium. U okviru
roda Prosimulium nadene su tri vrste: P. hirtipes (Fries, 1824), P. rufipes (Meigen, 1830) i P.
tomosvaryi (Enderlein, 1921). U okviru roda Metacnephia zabeleZena je samo jedna vrsta M. blanci
(Grenier & Theodorides, 1953). Najveci broj vrsta (37) konstatovan je u okviru roda Simulium, koje
se svrstavaju u Sest podrodova Byssodon, Boophthora, Eusimulium, Nevermannia, Simulium,
Wilhelmia i Trichodagmia (tabela 3).

Tabela 3. Spisak taksona identifikovanih na osnovu morfoloskih karaktera.

rod Prosimulium skracenica
HIRTIPES grupa vrsta

Prosimulium hirtipes (Fries, 1824) P. hir
Prosimulium rufipes (Meigen, 1830) P. fuf
Prosimulium tomosvaryi (Enderlein, 1921) P. tom

Prosimulium sp. juv

rod Metacnephia

Metacnephia blanci (Grenier & Theodorides, 1953) M. bla
rod Simulium

podrod Byssodon

MERIDIONALE grupa vrsta

Simulium (Byssodon) maculatum (Meigen, 1804) S. mac
podrod Boophthora

Simulium (Boophthora) erythrocephalum (De Geer, 1776) S.ery
podrod Eusimulium

Simulium (Eusimulium) angustipes Edwards, 1915 S.angl
Simulium aureum Fries, 1825 S.aurl
Simulium (Eusimulium) cf. S. petricolum (Rivosecchi, 1963) S. pet
Simulium (Eusimulium) rubzovianum (Sherban, 1961) S. rub
Simulium (Eusimulium) sp. juv.

Podrod Nevermannia

RUFICORNE grupa vrsta

Simulium (Nevermannia) angustitarse (Lundstrém, 1911) S.ang2
Simulium (Nevermannia) lundstromi (Enderlein, 1921) S.lun
VERNUM grupa vrsta

Simulium (Nevermannia) brevidens (Rubtsov, 1956) S. bre
Simulium (Nevermannia) costatum Friederichs, 1920 S. cos
Simulium (Nevermannia) cryophilum (Rubtsov, 1959) S.cry
Simulium (Nevermannia) vernum Macquart, 1826 S. ver
Simulium (Nevermannia) sp.

Podrod Simulium

ARGENTEOSTRIATUM grupa vrsta

Simulium (Simulium) argenteostriatum Strobl, 1898 S.argl
BEZZII grupa vrsta

Simulium (Simulium) bezzii (Corti, 1914) S. bez
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Nastavak Tabele 3.

BUKOVSKII grupa vrsta

Simulium (Simulium) degrangei Dorier & Grenier, 1960
NOELLERI grupa vrsta

Simulium (Simulium) cf. S. noelleri Friederichs, 1920
ORNATUM grupa vrsta

Simulium (Simulium) ornatum Meigen, 1818
Simulium (Simulium) intermedinum Roubaud, 1906
Simulium (Simulium) trifasciatum Curtis, 1839
REPTANS grupa vrsta

Simulium (Simulium) reptans (Linnaeus, 1758)
Simulium (Simulium) reptantoides Carlsson, 1962
TUBEROSUM grupa vrsta

Simulium (Simulium) tuberosum (Lundstrom, 1911)
Simulium (Simulium) vulgare Dorogostaisky, Rubtsov & Vlasenko, 1935
VARIEGATUM grupa vrsta

Simulium (Simulium) argyreatum Meigen, 1838
Simulium (Simulium) maximum (Knoz, 1961)
Simulium (Simulium) monticola Friederichs, 1921
Simulium (Simulium) variegatum group

Simulium (Simulium) variegatum Meigen, 1818
Simulium (Simulium) cf. S. xanthinum Edwards, 1933
VENUSTUM grupa vrsta

Simulium (Simulium) morsitans Edwards, 1915
Simulium (Simulium) paramorsitans Rubtsov, 1956
ALBELLUM grupa vrsta

Simulium (Trichodagmia) auricoma

podrod Wilhemia

EQUINUM grupa vrsta

Simulium (Wilhelmia) sp.

Simulium (Wilhelmia) balcanicum (Enderlein, 1924)
Simulium (Wilhelmia) equinum (Linnaeus, 1758)
Simulium (Wilhelmia) lineatum (Meigen, 1804)
Simulium (Wilhelmia) paraequinum Puri, 1933
Simulium (Wilhelmia) pseudequinum Séguy, 1921
Simulium (Wilhelmia) turgaicum Rubtsov, 1940

Sa ukupno 256 istrazivanih lokaliteta prikupljeno je 40.747 larvi i lutaka simulida. Najéesc¢e
nalazena, a ujedno i jedinkama najbrojnija vrsta tokom ovog istrazivanja bila je vrsta Simulium
ornatum Meigen, 1818. Njeno prisustvo zabeleZeno je na 119 lokaliteta (7.630 individua, 19% svih
prikupljenih jedinki). Druge Cesto nalazene vrste su S. reptans (50 lokaliteta), S. variegatum
Meigen, 1818 (49 lokaliteta) i S. balcanicum (Enderlein, 1924) na 47 lokaliteta (slika 17).
Procentualni udeo jedinki ovih vrsta prikazan je na slici 16. Ukoliko posmatramo ukupan broj
zabelezenih jedinki, na drugom mestu je S. balcanicum sa ukupno 5.699 jedinki (14%), pa P.
hirtipes (Fries, 1824) sa 4.409 (11%) i S. erythrocephalum (De Geer, 1776) sa 3.769 jedinki (9%)

(Slika 16).
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W S. ornatum

B S. balcanicum
 P. hirtipes

W S. erythrocephalum
B S. argyreatum

m S. lineatum

B S. pseudequinum
W S. variegatum

B Eusimulium sp.

B S. equinum

W S. reptans

W S. reptantoides
M Ostale

Slika 16. Procentualna zastupljenost jedinki vrsta Simuliidae na prou¢avanim lokalitetima.
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Slika 17. Broj lokaliteta na kojima su sakupljene jedinke odredenog taksona.

Tokom ovih istraZivanja, na po jednom lokalitetu zabelezene su vrste S. morsitans, S.
intermedinum, S. angustitarse, S. maculatum samo sa po jednom jedinkom, a vrste S. rubzovianumi
S. xanthinum sa po dve jedinke, S. noelleri (8 jedinki) i S. auricoma (10 jedinki).

Ukoliko posmatramo grupe taksona, ORNATUM grupa vrsta zabeleZena je na 124 lokaliteta,
EQUINUM na 99 lokaliteta, VARIEGATUM na 90 lokaliteta, dok su predstavnici REPTANS
grupe vrsta zabeleZeni na 58 lokaliteta (Slika 18). Grupa taksona sa najve¢im brojem prikupljenih
jedinki (12 295) je EQUINUM grupa vrsta. Ona ¢ini 30% svih prikupljenih simulida. Prati je
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ORNATUM sa 8036 jedinki (20%), HIRTIPES sa 5111 jedinki (13%) i VARIEGATUM sa 4897
(12%) jedinki (Slika 19).
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Slika 18. Broj lokaliteta na kojima su sakupljene jedinke odredene grupe taksona.

® EQUINUM grupa vrsta
ORNATUM grupa vrsta
HIRTIPES grupa vrsta

B VARIEGATUM grupa vrsta

m podrod BOOPHTHORA

 podrod EUSIMULIUM

B REPTANS grupa vrsta

W BEZZIl grupa vrsta

W rod METACNEPHIA
podrod NEVERMANNIA sp.

B TUBEROSUM grupa vrsta

B VERNUM grupa vrsta

B ARGENTEOSTRIATUM grupa vrsta

B RUFICORNE grupa vrsta

= BUKOVSKII grupa vrsta

B ALBELLUM grupa vrsta

B NOELLERI grupa vrsta

= VENUSTUM grupa vrsta

B MERIDIONALE grupa vrsta

Slika 19. Procentualna zastupljenost grupa taksona Simuliidae na proucavanim lokalitetima.
Imena grupa zastupljenih sa uc¢estalos¢éu manjom od 1% nisu prikazana u legendi slike.
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4.3.Geneticke analize i filogenetski odnosi vrsta simulida

Geneticke analize i filogenetski odnosi vrsta simulida analizirani su na vrstama podroda
Wilhelmia, kao i dvema vrstama REPTANS grupe vrsta — Simulium reptans i S. reptantoides.

4.3.1. Geneti¢ka varijabilnost i filogenetski odnosi podroda Wilhelmia

Filogenetski odnosi taksona iz podroda Wilhelmia analizirani su na osnovu 226 sekvenci
(mtCOl) duzine od 638 bp do 713 bp. Rekonstrukcija odnosa izvrSena je uzimajuci u obzir Tamurin
3-parametarski model sa gama distribucijom varijacije izmedu pozicija nukleotida (Tamura, 1992)
koji je najbolje opisao obrazac supstitucije u sekvencama (Tabela 4).

Tabela 4. Pet modela supstitucije nukleotida koji najbolje odgovaraju ulaznim podacima. T92 — Tamurin 3-
parametarski model (Tamura, 1992), GTR — OpSti model reverzibilnog vremena (Tavare, 1986), TN93 — Tamura-Nei
model (Tamura i Nei, 1993). G — model sa gama distribuiranim evolucionim stopama medu nukleotidnim pozicijama, |
— model sa invarijantnim mestima, BIC — Bajesov informacioni kriterijum (Schwarz, 1978), InL —logaritamska vrednost
verodostojnosti.

Model BIC InL
T2+ G +I 16449.48257 -5530.584276
T92+ G 16464.97209 -5544.276406
GTR+ G +I 16507.1061 -5523.711842
GTR+ G 16518.38881 -5535.300565
TN93+ G +I 16622.25964 -5599.130714

Topologija filogenetskog stabla podroda Wilhelmia sastojala se od 15 monofiletskih klada
unutar podroda, Sto nije u potpunosti odgovaralo morfoloskoj identifikaciji vrsta (Slika 20). GMIC
analizom se takode izdvojilo 15 wvrsta. Ove potencijalne vrste identiéne su kladama na
filogenetskom stablu (Slika 21). Nakon filogenetskih i GMIC analiza, odlué¢eno je da se postuje
monofilija svih pronadenih klada (potencijalnih vrsta), a na osnovu referenci su im pridodata
odgovarajuca ,,imena‘.

Morfoloski definisane vrste bile su prisutne kao monofiletske samo u slucaju Simulium
sergenti, S. lineatum i S. paraequinum, pri ¢emu su poslednje dve bile sastavljene od dve klade
(slika 20). Sve ostale morfoloski prepoznate vrste Wilhelmia se ne smatraju monofiletskim. Na
primer, parafiletski S. pseudequinum je ukljucivao cetiri klade, a polifiletski S. equinum je
uklju¢ivao dve klade. Stavie, pokazalo se da neke sekvence poti¢u od prvobitno pogresno
identifikovanih jedinki. Imena klada u stablu data su ili u saglasnosti sa prethodnim autorima (npr.
Inci i sar. 2017) ili uslovno. Klade S. pseudequinum iz zapadne Evrope (Ujedinjeno Kraljevstvo,
Francuska i Spanija) nazvane su S. pseudequinum W1 i S. pseudequinum W2; sekvence sa
Balkanskog poluostrva nazvane su S. pseudequinum B, a sekvence iz istoéne Evrope i Azije
(Jermenija, Turska i Pakistan) nazvane su S. pseudequinum E.

U okviru podroda Wilhelmia mogu se videti dve glavne visoko podrZane (sa Bl >0,90)
monofiletske grane (Slika 20). Jednu granu c¢ine klade S. equinum, S. pseudequinum B, S.
pseudequinum E, S. pseudequinum W1, S. pseudequinum W2 i S. equinum 2. Drugu granu ¢inile su
linije sergenti, paraequinum i lineatum, medutim polozaji linija sergenti i paraequinum varirali su u
zavisnosti od metoda koriS¢enog za rekonstrukciju filogenije. Linija lineatum bila je veoma
raznolika i obuhvatala je Sest klada: S. lineatum 1, S. lineatum 2, S. balcanicum, S.
balcanicum/turgaicum 1, S. turgaicum 1 i S. turgaicum 2. Klada S. balcanicum/turgaicum 1
sadrzala je sekvence jedinki koje su morfoloski identifikovane kao S. balcanicum - sve lutke su
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imale ra¢vaste Skrge (Slika 21) i sekvence jedinki (morfoloski i karioloski) identifikovanih kao S.
turgaicum (deo klade S. turgaicum 1 prema Inci i sar. 2017).

Uzorci sa Balkanskog poluostrva javljaju se u okviru sedam klada. Prethodna inventorna lista
podroda Wilhelmia na Balkanu ukljuc¢ivala je S. angustifurca, S. balcanicum, S. equinum, S.
lineatum, S. paraequinum i S. pseudequinum (Adler, 2022). Uzorci S. angustifurca nisu bili
dostupni, pa nisu ukljueni u ova istrazivanja. Znacajno je da molekularni rezultati ove studije
pokazuju endemsku prirodu S. pseudequinum (klada S. pseudequinum B) i prisustvo S. turgaicum
(klade S. turgaicum 2) na Balkanu.
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Slika 20. Bajesovo filogenetsko stablo zasnovano na mtCOI genu jedinki podroda Wilhelmia, sa S. notiale,
Culicoides anopheles i Thaumalea testacea kao autgrupama. Brojevi iznad/ispod grana predstavljaju posteriorne BA
verovatnoce pra¢ene ML i MP >50% podrske. Sekvence su date kao GenBank ili BOLD pristupni brojevi. Sekvence
izolovane u ovoj studiji su podebljane. Boje klade date su prema morfoloskoj identifikaciji. Traka pokazuje broj
zamena. Modifikovano prema: Puknic i sar. 2018.
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E)

Slika 21. Skrge lutke Simulium balcanicum/turgaicum 1, taksonomski karakter: jasno vidljive petiolaste Skrge.
Identifikacioni brojevi: JDjO80 (A, B), JDj079 (C, D), JDj075 (E), JDjOp33 (F). Skrge lutke (E) i (F) su slomljene i
nedostaju im filamenti, ali se uo¢avaju glavni karakteri (fotografije: J. Puknic).

Nukleotidna raznovrsnost unutar monofiletskih klada kretala se od 2,5% u okviru S.
paraequinum 2, do 10,72% u okviru S. equinum 2 (Tabela 5). Mitohondrijalni COI gen je otkrio da
je veéi diverzitet haplotipova (1,000) bio unutar vrsta S. paraequinum 1, S. pseudequinum W2 i S.
equinum 2, dok je najmanji (0,629) bio u okviru S. turgaicum 1. Najveci broj haplotipova (32)
zabeleZen je unutar vrste S. equinum (Tabela 5). Analiza mismatch distribucije klada prikazana je u
prilogu 4. Grafikoni frekvencije parnih razlika izmedu alela ukazuju na distribuciju multimodalne
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neuskladenosti. Negativne vrednosti TadZiminog D i Fu-ovog Fs testa (uocCene u veéini klada)
ukazuju na nisku nukleotidnu raznolikost, ali visoku haplotipsku raznolikost.

Tabela 5. Proracuni nukleotidne raznovrsnosti i testovi neutralnosti: n — broj sekvenci, h — broj haplotipova, S —
broj mesta segregacije, Hd — raznovrsnost haplotipatstandardna devijacija, Pi — nukleotidna raznolikost + standardna
devijacija, Tajima’s D — TadZimin D test i Fu’s Fs — Fu-ov Fs test

Klade n h S Hd Pi Tajima’s D Fu’s Fs
S. turgaicum 1 15 5 4/555  0,629+0,125 0,00264+0,00052 0,61628 -0,571
S. balcanicum/turgaicum 1 15 12 20/547  0,962+0,040  0,00963+0,00105  -0,75871 -4,539
S. balcanicum 29 15 24/538 0,872+0,053  0,00783+0,00119  -1,21092 -4,569
S. turgaicum 2 9 6 13/612  0,889+0,091  0,00654+0,00136  -0,78119 -0,5
S. lineatum 2 13 8 10/531  0,859+0,089  0,00377+0,00075  -1,51552 -3,645
S. lineatum 1 11 8 11/552  0,891+0,092  0,00580+0,00096  -0,63656 -2,782
S. paraequinum 1 6 6 13/646  1,000+0,096  0,00846+0,00161  -0,24351 -1,987
S. paraequinum 2 10 5 5/525 0,756+0,130  0,00250+0,00068  -1,03527 -1,587
S. sergenti 15 7 10/658 0,781+0,102  0,00324+0,00088  -1,16596 -1,686
S. equinum 58 32 34/551 0,887+0,038 0,00717+0,00061  -1,62754 -24,298*
S. pseudequinum B 9 4 9/565 0,750+0,112  0,00531+0,00127  -0,43284 1,293
S. pseudequinum E 8 7 17/615 0,964+0,077  0,00952+0,00149  -0,55019 -1,547
S. pseudequinum W1 6 4 8/658 0,800+0,172  0,00638+0,00128 1,1717 0,851
S. pseudequinum W2 3 3 4/634  1,000+0,272  0,00421+0,00140 / -0,341
S. equinum 2 9 9 23/632 1,000+0,052  0,01072+0,00146  -1,05159 -3,932

u obzir Tamurin troparametarski model supstitucije u softveru MEGA 6 (Tamura et al., 2013).

Napomena *, p < 0.02

Divergencija medu kladama za mtCOI sekvencu Wilhelmia kretala se od 1,78% (S. lineatum 1
naspram S. lineatum 2) do 18,93% (S. equinum 1 naspram S. paraequinum 1) (Tabela 6). Sve klade
iz linije lineatum (S. lineatum 1, S. lineatum 2, S. balcanicum, S. balcanicum/turgaicum 1, S.
turgaicum 1 i S. turgaicum 2) pokazale su niske geneticke udaljenosti jedna od druge (1,78-3,30%)
(Tabela 6).

Tabela 6. Evoluciona divergencija izmedu klada na osnovu parne analize mtCOI sekvenci izraGunatih uzimajuéi

Klade 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14.
1. Simulium turgaicum 1
2. Simulium balcanicum/turgaicuml 0,0212
3. Simulium balcanicum 0,0250  0,0204
4. Simulium turgaicum 2 0,0308 0,0256 0,0288
5. Simulium lineatum 2 0,0330  0,0271 0,0303  0,0254
6. Simulium lineatum 1 0,0302 00275  0,0279  0,0262 0,0178
7. Simulium paraequinum 1 0,1307 0,1338 0,1329 0,1313 0,1367 0,1284
8. Simulium paraequinum 2 0,1142 0,1202 0,1216 0,1181 0,1159 0,1152 0,0510
9. Simulium sergenti 0,1273 0,1268 0,1243 0,1241 0,1224 0,1212 0,1487 0,1293
10. Simulium equinum 1 0,1624 0,1711 0,1668 0,1656 0,1509 0,1551 0,1893 0,1756 0,1613
11. Simulium pseudequinum B 0,1554  0,1565  0,1512  0,1455  0,1492  0,1667 0,2031 01734  0,1552  0,0862
12. Simulium pseudequinum E 0,1487  0,1486  0,1425  0,1459 0,1333  0,1350 0,550  0,1550  0,1537  0,0842  0,0833
13. Simulium pseudequinum W1 0,1490  0,1545 0,1505 0,1540 0,481  0,1475 01783  0,1690  0,1345  0,0993  0,0993  0,0990
14. Simulium pseudequinum W2 0,1355 0,486  0,1518  0,1463  0,1413  0,1373  0,1741  0,1552 0,1360  0,0937  0,1071 0,0898  0,0259
15. Simulium equinum 2 0,1364 0,1507 0,1482 0,1358 0,1406 0,1346 0,1618 0,1555 0,1610 0,1779 0,1572 0,1399 0,1404 0,1203
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U programu DnaSP prepoznata su ukupno 122 haplotipa vrsta iz podroda Wilhelmia (Slika
22). Nakon primene metode kontrakcije zvezde haplotipova, broj haplotipova smanjen je na 80.
Minimalni broj mutacija (5-7) zabeleZen je medu kladama lineatum linija, dok je maksimalni broj
mutacija detektovan izmedu equinum i lineatum grana (54), S. equinum 2 i ostalih klada iz
equinum-grane (42), i izmedu linija sergenti i lineatum (41).
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Slika 22. Mreza haplotipova gena mtCOI podroda Wilhelmia izradena u programu Network (Librado i Rozas,
2009). Veli¢ine krugova proporcionalne su frekvenciji haplotipa. Boje i nazivi klada odgovaraju filogenetskom stablu
(Slika 20).

Prema analizama vremenskih dogadaja, evolucija podroda Wilhelmia zapocela je u kasnoj
kredi (pre 111-67 miliona godina) (Slika 23). Prva diverzifikacija unutar podroda na dve grane
zapocela je krajem krede i tokom paleocena (76-46 miliona godina) (Slika 23, Slika 24A). U to
vreme, zapadni Palearktik je karakterisala razudena obala koja se ogledala u velikom broju
udaljenih ostrva u Tetisu (udaljenosti i do 1500 km), kao i niz klimatskih zona. To je omogucilo
veliki potencijal za dogadaje alopatricke specijacije. Sa potencijalnih ostrva odakle su potekle,
grane i linije vrsta mogle bi da Sire svoju distribuciju na postepen nacin. Moguca alopatricka
specijacija se takode moze posmatrati unutar grana. Prema rezultatima ove studije, kod morfoloski
ujednacenog S. pseudequinum, diverzifikacija medu geografski udaljenim kladama dogodila se pre
46-21 miliona godina, tokom oligocena (Slika 24b).
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Slika 23. Datovano Bajesovo filogenetsko stablo zasnovano na mtCOIl genu Wilhelmia klada, sa Simulium
notiale, Culicoides anopheles i Thaumalea testacea kao autgrupama. Brojevi iznad grana predstavljaju srednju vrednost
vremena za dogadaj grananja (udaljenost od sadasnjeg vremena), dok brojevi ispod grana predstavljaju opseg intervala

poverenja vremena grananja.
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Slika 24. Paleogeoloske Karte koje prikazuju lokaciju i okruzenje klimu kopnenih masa
(prema Kazmin i Natapov, 1998). A) Paleocen (~70 miliona godina), vreme prvog grananja unutar
podroda Wilhelmia i B) Oligocen (~30 miliona godina), vreme diverzifikacije medu S. pseudequinum.
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4.3.2. Geneti¢ka varijabilnost i filogenetski odnosi vrsta S. reptans i S. reptantoides

Koriste¢i identifikacioni klju¢ Lechthaler i Car (2005) za morfolosko-taksonomsku
identifikaciju, sve prikupljene jedinke REPTANS grupe vrsta identifikovane su kao S. reptans.
Medutim, geneticko barkodiranje ovih jedinki otkrilo je da su dve vrste (S. reptans i S.
reptantoides) bile prisutne medu identifikovanim materijalom. Identifikacija je zatim ponovljena
koris¢enjem kljuceva Edvardsa (1920), Knoza (1965) i Dey i sar. (2008). Nakon ove revizije,
morfoloski su identifikovane obe vrste. U analiziranom materijalu sa svih 12 lokaliteta, S.
reptantoides ¢ini 73% primeraka, a morfoloska i geneticka identifikacija se poklapaju 100%.

Sve dobijene barkod-sekvence imale su duZine u rasponu od 453 bp do 606 bp. Tamura 3-
parametarski model sa gama distribucijom varijacije izmedu pozicija nukleotida (Tamura 1992)
najbolje je modelovao sekvence uzoraka, posto je imao najnizu BIC vrednost (Tabela 7).

Tabela 7. Pet modela supstitucije nukleotida koji najbolje odgovaraju ulaznim podacima.

Model BIC InL

T92+G Tamura 3-parameter 7364,018442 -2643,969915
T92+G+I Tamura 3-parameter 7372,132269 -2642,563464
HKY+G Hasegawa-Kishino-Yano 7373,999596 -2638,033763
HKY+G+l  Hasegawa-Kishino-Yano 7381,914365 -2636,527782
TN93+G Tamura-Nei 7384,845828 -2637,993514

Topologija filogenetskog stabla za S. reptans i S. reptantoides obuhvata 7 klada (Slika 25).
Nazivi klada (A i B) dati su prema prethodnim studijama (Kudela i sar., 2014).

Bajesovo filogenetsko stablo (Slika 25) sastojalo se od dve visoko podrZane grane (sa Bl >
0,99) S. reptans i S. reptantoides. Jednu granu ¢inile su klade S. reptans A i S. reptans B. Drugu
granu Cinile su S. reptantoides A i S. reptantoides B. Uzorci sa Balkanskog poluostrva su se nasli u
tri klade: S. reptans B, S. reptantoides A i S. reptantoides B.
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Slika 25. Bajesovo filogenetsko stablo zasnovano na mtCOI genu dve vrste, S. reptans i S. reptantoides. Kao
autgrupe koriS¢ene su vrste S. vernum, Culicoides brevitarsis i Thaumalea testacea. Brojevi iznad grana predstavljaju
posteriorne verovatnoce pracene ML i MP > 50% podrske. Sekvence su date kao pristupni brojevi iz baze GenBank.
Sekvence dobijene tokom ove studije podebljane su sa zvezdicama na kraju pristupnog broja. Boje klade su date prema
vrsti i formi.

Diverzitet nukleotida unutar monofiletskih klada kretao se od 0,50% u okviru S. reptantoides
B do 0,70% u okviru S. reptans A (Tabela 8). Mitohondrijalni COI gen je posedovao veci diverzitet
haplotipova (0,949) u okviru klade S. reptantoides B, dok je najmanji diverzitet (0,663) uocen kod
S. reptans B. Najveci broj haplotipova (27) takode je pronaden kod S. reptantoides B (Tabela 8).
Negativne vrednosti Tadziminog D i Fu-ovog Fs testa (uoc¢ene u svim kladama) ukazuju na nisku
raznolikost nukleotida, ali visoku haplotipsku raznolikost.
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Tabela 8. Prora¢uni nukleotidne raznovrsnosti i testovi neutralnosti. n — broj sekvenci, h — broj haplotipova, S -
broj mesta segregacije, Hd — raznovrsnost haplotipa + standardna devijacija, Pi — nukleotidna raznolikost + standardna
devijacija, Tajima D test i Fu Fs test

Klade n h S Hd Pi Tajima’sD  Fu’sFs

S, reptans A 18 9  20/453 0,797+0,090 0,00698+0,00252 -1,88682* -1,912
S, reptans B 24 9  14/418 0,663+0,107 0,00667+0,00171 -1,07936 -1,485
S, reptantoides A 20 14 19/487 0,889+0,068 0,00631+0,00112 -1,72802 -8,315
S, reptantoides B 27 19  19/544 0,949+0,032 0,00500+0,00057 -1,79156 -16,054

Napomena: Statisticka znacajnost: *, p<0,05

Divergencija medu kladama za mtCOIl sekvence S. reptans i S. reptantoides kretala se od
1,43% (S. reptantoides A naspram S. reptantoides B) do 7,94% (S. reptans A naspram S.
reptantoides A) (Tabela 9). Klade unutar vrsta su pokazale geneticke udaljenosti koje su bile 2,31%
za S. reptans i 1,43% za S. reptantoides (Tabela 9).

Tabela 9. Evoluciona divergencija izmedu klada zasnovana na parnoj analizi mtCOI sekvenci

Klade | 1 2, 3. 4.
1. Simulium reptans A
2. Simulium reptans B 0,0231

3. Simulium reptantoides A 0,0794 0,0738
4. Simulium reptantoides B 0,0775 0,0792 0,0143

U DnaSP programskom paketu prepoznato je 18 haplotipova vrste S. reptans (Tabela 8).
Nakon primene metode kontrakcije zvezde haplotipova, broj haplotipova je smanjen na 11.
Minimalno rastojanje izmedu haplotipova S. reptans A i S. reptans B bilo je sedam mutacionih
dogadaja. Najmanji broj mutacija (samo jedna) zabelezen je izmedu dva haplotipa klade S. reptans
A. Sve sekvence su grupisane u jedan haplotip, osim sekvence EU025945. Najveci broj mutacija u
kladi S. reptans B (devet) pronaden je izmedu haplotipa 8B i haplotipova 2B, 3B i 4B (Slika 26).
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Slika 26. Mreza haplotipova dobijena od sekvenci gena mtCOIl S. reptans koris¢enjem programa Network

(Librado & Rozas, 2009). Veli¢ine krugova su proporcionalne frekvenciji haplotipa. Boje i nazivi klada odgovaraju
filogenetskom stablu.

U DnaSP programu su prepoznata ukupno 33 haplotipa S. reptantoides (Tabela 8). Nakon
primene metode kontrakcije zvezde haplotipova, broj haplotipova je smanjen na 16 (Slika 27).
Minimalno rastojanje izmedu haplotipova S. reptantoides A i S. reptantoides B bilo je tri mutacije.
Klada Simulium reptantoides A ima pet razlicitih haplotipova dok klada S. reptantoides B ima 11.
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Slika 27. MreZa haplotipova dobijena od sekvenci gena mtCOI S. reptantoides koris¢enjem programa Network
(Librado & Rozas, 2009). Veli¢ine krugova su proporcionalne ucestalosti haplotipa. Boje i nazivi klada odgovaraju
filogenetskom stablu.
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4.4, Analiza distribucije simulida u razli¢itim tipovima stanista

Distribucija simulida na razli¢itim nadmorskim visinama prikazana je na grafiku (Slika 28).
Vrste S. turgaicum, S. paraequinum, S. xanthinum, S. noelleri, S. angustitarse, S. rubzovianum, S.
petricolum, S. aureum i S. maculatum su tokom ovog istraZivanja zabeleZzene samo na nadmorskim
visinama do 500 m (NV1). Vrste S. auricoma, S. morsitans, S. intermedinum i S. angustipes
zabeleZene su samo na nadmorskim visinama od 500-800m (NV2). Vrsta S. brevidens zabeleZzena
je samo na nadmorskoj visini preko 800 m (NV3). Prisustvo 50% vrsta zabeleZenih tokom ovog
istraZzivanja uoc¢eno je na svim nadmorskim visinama.
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Slika 28. Distribucija analiziranih vrsta simulida prema kategorijama nadmorskih visina
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Distribucija simulida u razli¢itim tipovima vodotoka prikazana je na Slici 29. Vrste Simulium
auricoma, S. brevidens i S. angustitarse su tokom ovog istrazivanja zabeleZzene samo u vodotocima
tipa 4, tj. u izvoriSnim regionima reka i potocima. Vrste Simulium paramorsitans, S. morsitans, S.
xanthinum, S. noelleri, S. costatum, S. lundstromi, S. rubzovianum, S. maculatum i P. hirtipes su
zabelezene samo u malim rekama sa krupnim substratom (T3). Vrtste S. turgaicum i S.
intermedinum zabelezene su samo u srednjim i velikim rekama sa ¢vrstim substratom (T2), dok su
S. ornatum, S. reptans grupa, S. variegatum grupa, S. balcanicum i S. erythrocephalum zabeleZene
u svim tipovima vodotoka.
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Slika 29. Distribucija analiziranih vrsta simulida prema tipu vodotoka
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Distribucija simulida prema slivu kojem lokaliteti, gde je zabeleZzeno njihovo prisustvo,
pripadaju prikazana je na slici 30. Vrste Simulium auricoma, S. noelleri i S. rubzovianum su tokom
ovog istrazivanja zabeleZzene samo u Egejskom slivu. Vrste S. turgaicum, S. paramorsitans, S.
morsitans, S. intermedinum, S. costatum, S. brevidens, S. angustitarse, S. maculatum, M. blanci i P.
hirtipes su zabelezene samo na lokalitetima koji pripadaju Crnomorskom slivu, dok je S. xanthinum
pronadena samo na jednom lokalitetu Jonskog sliva. Ostale vrste zabeleZene su u vise slivova.
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Slika 30. Distribucija analiziranih vrsta prema slivovima
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Distribucija simulida u razli¢itim hidroekoregionima prikazana je na grafiku (Slika 31). Vrste
S. turgaicum, S. paraequinum, S. morsitans, S. vulgare, S. intermedinum, S. brevidens, S.
angustitarse i P. hirtipes su tokom ovog istrazivanja zabeleZzene samo u hidroekoregionu 5 (ERS5,
Dinarski Zapadni Balkan). Vrste S. xanthinum, S. rubzovianum i S. petricolum su zabeleZzene samo
u ER6 (Gréki Zapadni Balkan). Vrste S. auricoma i S. noelleri zabeleZene su samo u ER7 (Isto¢ni
Balkan), a S. maculatum samo u ER10 (Karpati). Jedina vrsta zabeleZena u svim hidroekoregionima
bila je S. reptans.
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Slika 31. Distribucija analiziranih vrsta simulida u razli¢itim hidroekoregionima
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4.5. Ekoloska diferencijacija simulida

4.5.1. Ekoloska diferencijacija najées¢ih vrsta simulida

Analiza distribucije vrsta duz visinskog gradijenta uradena je za vrste sa visokom ucestalos¢u
pojavljavanja tokom istazivanja. Uocava se preklapanje distribucije vrsta duz visinskog gradijenta
na osnovu rezultata dobijenih analizom Gausove logisticke regresije (Slika 32). Vrste S.
balcanicum, S. equinum, S. pseudequinum, S. erythrocephalum i S. reptantoides pokazuju ekoloski
optimum na priblizno 300 m nadmorske visine. Vrste S. ornatum i S. reptans imaju ekoloski
optimum oko 400 m nadmorske visine, dok je ekoloski optimum, na osnovu Gausove krive, za
distribuciju vrsta P. tomosvaryi i S. variegatum oko 600 m. Najvisu ekoloSku toleranciju, pokazuju
vrste S. variegatum, P. tomosvaryi i S. ornatum, dok se najniZa ekoloSka tolerancija uoc¢ava kod
vrste S. balcanicum.
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Slika 32. Ekolo3ka diferencijacija odabranih vrsta simulida u odnosu na nadmorsku visinu.
Krive odgovora analiziranih vrsta prikazuju verovatno¢u nalazenja vrsta duz gradijenta.
Krugovi oznacavaju prisustvo (1) odnosno odsustvo (0) analiziranih vrsta na lokalitetu.
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Preferenca vrsta prema tipu vodotoka na osnovu rezultata dobijenih analizom Gausove
logisticke regresije prikazana je na slici 33. Vrste S. balcanicum, S. reptans, S. equinum, S.
pseudequinum i S. erythrocephalum preferiraju sve tipove reka sa brzim i turbulentijim kretanjem
vode i krupnijim supstratom, kako velike i srednje reke tako i manje reke i potoke, odnosno
ekoloski optimum im je u tip 2 i tip 3 vodotoka. Vrste S. variegatum, P. tomosvaryi, S. reptantoides
I S. ornatum, dominiraju u manjim vodotocima sa brzim tokom, odnosno optimalni tip vodotoka za
ove vrste je tip 3. NajviSu ekoloSku tolerancu, kada su u pitanju tipovi vodnih tela, pokazuju vrste S.
reptans i S. balcanicum. Uska ekoloSka toleranca zabelezena je kod vrste S. equinum i S.
pseudequinum.
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Slika 33. Ekolo3ka diferencijacija odabranih vrsta simulida u odnosu na tip vodotoka.
Krive odgovora analiziranih vrsta prikazuju verovatno¢u nalazenja vrsta duz gradijenta tipa vodotoka.
Krugovi oznacavaju prisustvo (1) odnosno odsustvo (0) analiziranih vrsta na lokalitetu.
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4.5.2. Ekoloska diferencijacija naj¢escih grupa taksona simulida

Analiza distribucije grupa taksona duZ visinskog gradijenta uradena je za grupe taksona sa
visokom ucestalos¢u pojavljavanja tokom istazivanja i prikazana je na slici 34. Na osnovu rezultata
dobijenih Gausovom logistickom regresionom analizom uoc¢ava se preklapanje distribucije svih
grupa duz visinskog gradijenta, odnosno moze se uociti da je ekoloski optimum za grupe vrsta
EQUINUM, REPTANS, ORNATUM i podroda BOOPHTHORA priblizno isti i odgovara visini od
300 m do 400 m, s tim da EQUINUM grupa vrsta i podrod BOOPHTHORA pokazuje manju
ekoloSku tolerancu na oko 300 m, a grupe vrsta REPTANS i ORNATUM na oko 400 m (Slika 34).
Ekoloski optimum grupa vrsta VARIEGATUM i HIRTIPES se razlikuje, i njihov optimum je oko
600 m, a ujedno imaju i najvecu ekolosku tolerancu.

| |omsoerans: conoros oI oo o | lommox @wooe o 1 feameame @00 @ oo oo o
verovatnoéa nalaZenja verovatnodéa nalakenja verovatnoda nalaZenja
0.8 L 0.8 L 0.8 -
0.6 L [N (LN
o,
0.4 _/ 0.4 | 0.4 —/
0.2+ EQUINUM 0.2 & podrod 0.2 - REPTANS
Zrupa vrsta BOOPHTHORA grupa vrsta
0 ' O - 0 MR- o—Ls 0 DO E———
0 400 800 1200 1600 0 400 00 12000 1600 0 400 00 1200 1600
nadmorska visina (m) nadmorska visina (m) nadmorska visina (m)
4
| | ermmramn COIEDIEEDG €O00 0 © | oo er  coxmmrompcomanan con © I o amxe 0 DEDOCO CO00OD
verovatnoda nalakenja verovatnoda nalaZenja verovatnoda nalakenja
0.8 L 08 0.8 L
0.6 06 L 0.6«
0.4 _/ 04| 04+
0.2 - DRNATUM 0.2 VARIEGATUM 0.2} HIRTIPES
grupa vrsta grupa vrsta grupa vrsla
00 T TR AT O T 0 A —O—C-0D- 0L o DL
] 400 B0 1200 1600 0 -ﬂﬂ 200 1600 ] 400 00 1200 1600

nadmorska visina (m) nadmorska visina Eml nadmorska visina (m)

Slika 34. Ekolo3ka diferencijacija grupa taksona u odnosu na nadmorsku visinu.
Krive odgovora analiziranih grupa vrsta prikazuju verovatnoc¢u nalazenja istih duz gradijenta.
Krugovi oznaéavaju prisustvo (1), odnosno odsustvo (0) analiziranih vrsta na lokalitetu.

Preferenca grupa taksona prema tipu vodotoka na osnovu rezultata dobijenih Gausovom
logistickom regresijom moZe se videti na slici 35. Ekoloski optimum grupa vrsta EQUINUM i
REPTANS i podroda BOOPHTHORA je tip 2 i tip 3 vodotoka, odnosno ove grupe vrsta preferiraju
sve tipove reka sa brzim i turbulentijim kretanjem vode i krupnijim substratom. Grupe vrsta
ORNATUM, VARIEGATUM i HIRTIPES dominiraju u manjim vodotocima sa brzim tokom (tip
3). Ekolo3ke tolerance grupa vrsta, kada su u pitanju tipovi vodnih tela, pokazuju uniformnost.

52



REZULTATI

1 o -] o e o o o e -1 o o

verovatnoéa nalakenja verovatnodéa nalakenja verovatnoda nalaZenja

0.8 L 08+ 08 -
0.6 - 0.6 L 0.6 L
— — o
-
04l 04| 04 - T
02k 02 0zL
EQUINUM grupa vrsia Podrod BOOPHTHORA REPTANS grupa vrsta
o . -
0l & & S 0= & & S 0l & & e
1 2 3 4 1 2 3 4 | 2 3 4
tip vodotoka tip vodotoka tip vodotoka
- .
1o o o o 1k o o o 1+ o o =]
verovatnoda nalafenja verovatnoéa nalakenja verovatnoda nalafenja
0.8 L 08 0.8 L
0.6 L 06 06 -
04l -~ \ 04 -~ \ 04+ \
0z L 021 0L
ORMNATUM grupa vrsta VARIEGATUM grupa vrsta HIRTIPES grupa vrsta
- - ] -
0= — 0 le——= 0 ————
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
tip vodotoka tip vodotoka tip vodotoka

Slika 35. EkoloSka diferencijacija grupa vrsta u odnosu na tip vodotoka.
Krive odgovora analiziranih vrsta prikazuju verovatno¢u nalazenja vrsta duz gradijenta.
Krugovi oznacavaju prisustvo (1) odnosno odsustvo (0) analiziranih vrsta na lokalitetu.

4.6. Zajednica simulida u razli¢itim tipovima stanista

Rezultati multivarijatne analize varijanse (MANOVA) prikazani su na slici 36. Zajednice
simulida grupisane su prema eko-geografskim karakteristikama lokaliteta na kojima su zabelezene,
tipu vodotoka, slivu kome pripadaju, nadmorskoj visini i hidroekoregionu.

Kada se posmatra uticaj nadmorske visine na diferencijaciju zajednica simulida, moze se
uociti da vrste S. angustitarse, S. xanthinum, S. lundstromi i S. reptantoides karakteriSu lokalitete u
nizim predelima (NV1), odnosno nadmorske visine do 500 m. Zajednice simulida koje naseljavaju
vise predele (NV3, iznad 800 m) a karakterisane su prisustvom vrste P. tomosvaryi odvojene su od
prethodnih po prvoj ordinacionoj osi. Tre¢a grupa zajednica simulida, koja se nalazi na nadmorskim
visinama od 500-800m (NV3) a karakteriSu je vrste S. bezzii, S. angustipes, S. intermedinum i S.
auricoma, odvojena je od prethodne dve grupe po drugoj odrinacionoj osi (Slika 36a).

Na slici 36b prikazan je odnos zajednica u Cetiri tipa vodotoka. Zajednice u tri tipa vodotoka
(T2, T3, T4) jasno su izdvojene po prisustvu karakteristicnih vrsta. Vrste podroda Wilhemia se
vezuju za velike i srednje reke koje odlikuje krupan supstat i brza voda (T2). Pored njih tu su i vrste
S. reptans i S. argyreatum. Male, brze reke sa krupnim substratom (T3) karakteriSe prisustvo vrsta
S. erythrocephalum, S. ornatum i P. hirtipes, dok vrste S. cryophilum i S. brevidens karakteriSu
izvorisne regione.

Na slici 36¢ prikazan je odnos zajednica vrsta odreden na osnovu morskog sliva kome
vodotoci u kojima su zabeleZeni pripadaju. Analiza je izdvojila samo zajednice koje pripadaju
Jonskom slivu a karakteriSu ih vrste S. petricolum i S. xanthinum. Ostali slivovi se prema
zajednicama simulida ne razlikuju znacajno.
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Odnos zajednica grupisanih prema hidroekoregionima prikazan je na slici 36d. Zajednice koje
pripadaju Karpatskom regionu (ER10) odvajaju se po drugoj ordinacionoj osi od ostalih, sa
karakteristicnom vrstom S. degrangei. Vrste roda Prosimulium diferenciraju zajednice Alpskog
regiona (ER4). Isto¢ni Balkan (ER7) izdvaja vrsta S. lundstromi, dok Gr¢ki Zapadni Balkan (ER6)
odvajaju vrste roda Nevermannia, S. ornatum, S. argenteostriatum, S. petricolum i S. trifasciatum.
Zajednice hidroekoregiona 5 (Dinarski Zapadni Balkan) i 11 (Madarska ravnica) ne pokazuju
diferencijaciju u odnosu na ostale.
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Slika 36. MANOVA analiza odnosa zajednica simulida u razli¢itim tipovima ekosistema a) prema kategorijama
nadmorskih visina, b) prema tipu vodotoka u kome su zabeleZene, c) na osnovu sliva u kome su zabeleZene, d) na
osnovu hiroekoregiona u kome su zabeleZzene. Kvadrati i krugovi predstavljaju centroide grupa zajednica (lokaliteta).
Nazivi taksona sa skra¢enicama dati su u Tabeli 3, poglavlje 4.2.
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Rezultati multivarijatne analize varijanse (MANOVA) zajednica simulida sa grupama taksona
koje ih karakterisu prikazani su na slici 37.

Diferencijacija zajednica simulida grupisanih prema nadmorskoj visini prikazana je na slici
37a. EQUINUM grupa vrsta kao i podrod EUSIMULIUM, a u manjoj meri i REPTANS grupa vrsta
karakteriSu nize nadmorske visine (NV1). ALBELLUM grupa vrsta, HIRTIPES i BEZZII se vezuju
za srednje nadmorske visine 500-800m (NV2), dok su s nadmorskim visina preko 800m (NV3)
povezane grupa vrsta VARIEGATUM, a donekle i VERNUM i podrod NEVERMANNIA.

Na slici 37b prikazan je odnos zajednica grupa taksona na osnovu tipa vodotoka. Tip 2
vodotoka (velike i srednje reke sa krupnim supstratom i brzim vodenim tokom) karakteriSe
EQUINUM grupa vrsta. VERNUM i ALBELLUM grupe vrsta karakteriSu izvorisne regione reka i
potoka (tip 4), dok se grupa vrste HIRTIPES i BUKOVSKII vezuju za male vodotoke Koji
pripadaju tipu 3.

Odnos zajednica grupa taksona odredenih na osnovu sliva kome pripadaju prikazan je na slici
37c. Grupe vrsta VARIEGATUM i REPTANS vezuju se za Crnomorski sliv. Jadranski sliv
odvajaju ARGENTEOSTRIATUM i TUBEROSUM grupa vrsta, dok VERNUM grupa vrsta
izdvaja zajednice Jonskog sliva. Za Egejski sliv karakteristi¢cni su podrod EUSIMULUM i grupe
vrsta NOELLERI i RUFICORNE.

Uticaj geografskog poloZaja odnosno hidroekoregiona kome pripadaju lokaliteti na kojima su
zabelezene zajednice simulida prikazan je na Slici 37d. Prema rezultatima MANOVA analize,
hidroekoregion 4 (Alpi) definiSu grupe vrsta HIRTIPES i MERIDIONALE. Grupe vrsta VERNUM
i ORNATUM i podrod NEVERMANNIA odreduju hidroekoregion 5 (Dinarski Zapadni Balkan).
EQUINUM grupa vrsta karakteristicna je za hidroekoregione 6 (Gr¢ki Zapadni Balkan) i 11
(Madarska ravnica). Ova grupa vrsta zajedno sa podrodom EUSIMULUM i grupom vrsta
BOOPHTHORA definiSe i hidroekoregion 7 (Isto¢ni Balkan). Za hidroekoregion 10 (Karpati)
karakteristi¢ne su grupe vrsta BUKOVSKII i VENUSTUM.
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Slika 37. MANOVA analiza odnosa zajednica grupa taksona simulida u razli¢itim tipovima ekosistema a) prema
kategorijama nadmorskih visina, b) prema tipu vodotoka u kome su zabelezene, c) na osnovu sliva u kome su
zabeleZene, d) na osnovu hiroekoregiona u kome su zabeleZene. Kvadrati i krugovi predstavljaju centroide grupa

zajednica (lokaliteta).
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4.7. Diverzitet simulida u razli¢itim tipovima stanista

4.7.1. Analiza alfa diverziteta zajednica simulida

Alfa diverzitet, odnosno njegove komponente, analiziran je unutar zajednica simulida
zabelezenih na razli¢itim nadmorskim visinama, u razliitim tipovima vodotoka, slivovima i
hidroekoregionima.

U odnosu na komponente alfa diverziteta zajednice se na razli¢itim nadmorskim visinama ne
razlikuju mnogo. Najveci broj vrsta simulida zabelezen je na nadmorskim visinama od 500 do 800
m (NV2), dok je neSto manje bogatstvo vrsta zabelezeno na nadmorskim visinama od 0 do 500 m i
iznad 800 m (NV1, NV3). Senonov indeks i ekvitabilnost (ujednadenost brojnosti vrsta) takode
ukazuju na najveci diverzitet zajednice simulida na nadmorskim visinama od 500 do 800 m (Slika
38). Ukoliko se uzmu u obzir sve tri komponente alfa diverziteta zajedno, najveci alfa diverzitet
karakteriSe NV2 zajednice mada su razlike zanemarljive (nisu statisti¢ki znacajne).

Bogatstvo vista Senonov index Ujednatenost

09 L 0.9 -

06 - 0.6

03 0.3 -

NVI NV2 NV3 NV NV2 NV3 NV NV2 NV3
kategorije nadmorske visine kategorije nadmorske visine kategorije nadmorske visine

Slika 38. Komponente ukupnog alfa diverziteta (bogatstvo vrsta, Senonov indeks i ekvitabilnost) u zajednicama
simulida na nadmorskim visinama do 500 m (NV1), 500-800 m (NV2), i preko 800 m (NV3). Za svaku grupu je
prikazana srednja vrednost (stubi¢i) i standardna devijacija (linije) bogatstva vrsta, Senonovog indeksa i ekvitabilnosti
na razli¢itim nadmorskim visinama.

Suprotno od ujednacenosti zajednica simulida medu nadmorskim visinama, u razli¢itim
tipovima vodotoka razlika u diverzitetu zajednica simulida je uocljivija, iako takode statisticki
neznacajna (Slika 39). Najveci broj vrsta zabelezen je u velikim i srednjim rekama sa krupnijom
podlogom i brzog toka (T2) i malim rekama sa ¢vrstim supstratom (T3), dok je nesto manje
bogatstvo vrsta zabeleZzeno u izvorisnom regionu (T4), i u velikim rekama sporijeg toka sa finim
sedimentom (T1). Senonov indeks takode pokazuje najnizu vrednost u tipa 1, dok se skoro
dvostruko vece vrednosti beleZze u vodotocima tipa 2 i tipa 3. Ujednacenost brojnosti vrsta pokazuje
isti trend kao Senonov indeks. Ukoliko se uzmu u obzir sve tri komponente zajedno, visi alfa
diverzitet karakteriSe vodotoke tipa 2, 3 i 4 a najnizi vodotoke tipa 1.
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Bogatstvo vrsta Senonov index Ujednacenost
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Slika 39. Komponente ukupnog alfa diverziteta (bogatstvo vrsta, Senonov indeks, ekvitabilnost) u zajednicama
simulida u rali¢itim tipovima vodotoka (T1 — velike ravnicarske reke sporog toka sa finim sedimentom, T2 — velike i
srednje reke brzeg toka sa krupnim sedimentom, T3 — Male reke, brzog toka sa krupnom podlogom i T4 — izvoridni
region). Za svaku grupu je prikazana srednja vrednost (stubi¢i) i standardna devijacija (linije) bogatstva vrsta,
Senonovog indeksa i ekvitabilnosti u razli¢itim tipovima vodotoka.

Komponente alfa diverziteta zajednica u razli¢itim hidroekoregionima prikazane su na slici
40. Najvece bogatstvo vrsta Uocava se u hidroekoregionima ER4 (Alpi) i ER10 (Karpati). Nesto
manji broj vrsta simulida zabelezen je u hidroekoregionima Gréki Zapadni Balkan (ER6), Dinarski
Zapadni Balkan (ERD5) i Isto¢ni Balkan (ER7), a najmanji broj vrsta zabeleZen je u ER11 (Madarska
ravnica). Senonov indeks pokazuje isti trend kao i bogatstvo vrsta. Ekvitabilnost je s druge strane
dosta ujednacena u svim hidroekoregionima. Uzimajuéi u obzir sve tri komponente, najvisi alfa
diverzitet uocava se U ER4, a najnizi u ER11.

Bogatstvo vrsta Senonov index Ujednacenost
6 2k 1.5
L8 L6 1.2
36 b 2R 0. -
24 08 |- T 0.6
1.2 | 04 - 03 -
0 0

ERI0 ERIl ER4 ER5 ER6 ER7 ER10 ERIl ER4 ER5 ER6 ER7 ERI0 ERIl ER4 ER5 ER6 ER7
Hidroekoregioni Hidroekoregioni Hidroekoregioni

Slika 40. Komponente ukupnog alfa diverziteta (bogatstvo vrsta, Senonov indeks, ekvitabilnost) u zajednicama
simulida u razli¢itim hiroekoregionima: ER4 (Alpi), 5 (Dinarski Zapadni Balkan), ER6 (Grcki Zapadni Balkan), ER7
(Isto¢ni Balkan), ER10 (Karpati) i ER11 (Madarska ravnica). Za svaku grupu je prikazana srednja vrednost (stubiéi) i
standardna devijacija (linije) bogatstva vrsta, Senonovog indeksa i ekvitabilnosti u razli¢itim ekoregionima.

Zajednice koje pripadaju razli¢itim slivovima se ne razlikuju mnogo prema komponentama
alfa diverziteta (Slika 41).
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Slika 41. Komponente ukupnog alfa diverziteta (bogatstvo vrsta, Senonov indeks, ekvitabilnost) u zajednicama
simulida u razli¢itim slivovima: 1 - Crnomorskom, 2 — Jadranskom, 3 — Egejskom, i 4 — Jonskom slivu. Za svaku grupu
je prikazana srednja vrednost (stubi¢i) i standardna devijacija (linije) bogatstva vrsta, Senonovog indeksa i
ekvitabilnosti razli¢itih slivova.

4.7.2. Analiza beta diverziteta zajednica simulida

Ukupni beta diverzitet i njegove komponente, prema kategorijama nadmorskih visina
prikazani su na slici 42. Sve kategorije nadmorskih visina karakteriSe sli¢an trend, odnosno visoke
vrednosti zamene vrsta i niska vrednost ugnjezdenosti, tj. mala razlika u bogatstvu vrstama. Ovo
pokazuje da je zamena vrsta znacajnija komponenta za beta diverzitet od samog gubitka vrsta.
Najvisi beta diverzitet zabeleZen je na nadmorskim visinama od 500 do 800 m (NV2) .

0.4 0.6 . .2 . X , 0.2 0.4 0.6 0.8

Beta diverzitet Heta diverzitet Beta diverzitet

Slika 42. Komponente beta diverziteta (Baselga, 2010) prema kategorijama nadmorskih visina:
NV1 (do 500 m), NV2 (500-800 m), NV3 (preko 800 m).

Ukupni beta diverzitet prema tipu vodotoka, ima slicne trendove kao i beta diverzitet
zajednica na razli¢itim nadmorskim visinama (Slika 43). Sve tipove vodotoka karakteriSu visoke
vrednosti zamene vrsta i niska vrednost ugnjezdenosti. Jedino se u velikim rekama (T1) uocava
neSto manja zamena vrsta i veca ugnezdenost u odnosu na ostale tipove vodotoka te je i sam beta
diverzitet nesto visi.

59



REZULTATI

0.4 0.6 . .2 0.4 0.6

Beta diverzitet Beta diverzitet

0.2 0.4 0.6 0.8 0.2 0.4 0.6 0.8
»

Beta diverzitet Beta diverzitet

Slika 43. Komponente beta diverziteta (Baselga, 2010) prema tipu vododotoka: T1 — velike ravniCarske reke sporog
toka sa finim sedimentom, T2 — velike i srednje reke brZeg toka sa krupnim sedimentom,
T3 - Male reke, brzog toka sa krupnom podlogom i T4 — izvorisni region.

Ukupni beta diverzitet prema slivu kome lokaliteti pripadaju, takode karakteriSu visoke
vrednosti zamene vrsta i niska vrednost ugnjezdenosti (Slika 44). Crnomorski, Jadranski i Egejski
sliv opisuje visok beta diverzitet sa vrednosti oko 0,9. lako je dosta visok, najnizi beta diverzitet

uocava se u Jonskom slivu (0,8) a karateriSu ga nesto nize vrednosti zamene vrsta u odnosu na
druge slivove.
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Slika 44. Komponente beta diverziteta (Baselga, 2010) prema slivu:
a — Crnomorski, b — Jadranski, ¢ — Egejski i d— Jonski.

Ukupni beta diverzitet prema hidroekoregionu kom lokalitet pripada, ima isti trend (Slika
45). Sve hidrockoregione karakteriSu visoke vrednosti zamene vrsta i niska vrednost ugnjezdenosti,
pa je samim tim zamena vrsta dominantnija komponenta beta diverziteta. Tako hidroekoregioni
ER5, ER6 i ER7 imaju veoma sli¢nu vrednost beta diverziteta i njegovih komponenti. Sli¢na
situacija je i u ER4, dok hidroekoregione ER11 i ER10 karakteriSe neSto nizi beta diverzitet,
uzrokovan nizim vrednostima zamena vrsta i viSim vrednostima ugnjezdenosti u odnosu na druge
analizirane hidroekoregione.
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Slika 45. Komponente beta diverziteta (Baselga, 2010) prema hidroekoregionima: ER4 (Alpi), ER5 (Dinarski Zapadni
Balkan), ER6 (Gr¢ki Zapadni Balkan), ER7 (Isto¢ni Balkan), ER10 (Karpati) i ER11 (Madarska ravnica).
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Intenzivna terenska istrazivanja pruzila su jasniji uvid u diverzitet familije Simulidae na
Balkanskom poluostrvu. Tokom ovih istrazivanja vrsta Simulium ornatum je bila najbrojnija i
najrasprostanjenija vrsta, ¢ije je prisustvo zabelezeno na 119 od 256 ispitivanih lokaliteta. Druge
izrazito zastupljene vrste bile su S. reptans, S. variegatum i S. balcanicum. Ovo je u skladu sa
prethodim podacima o distribuciji simulida na Balkanskom poluostrvu. Tako, Zivkovi¢ (1961)
zakljuCuje da je najCeSce prisutna vrsta, na teritoriji SFRJ, S. ornatum, a kao drugu po
rasprostranjenosti navodi vrstu S. reptans. Kao najzastupljeniju vrstu u Makedoniji Zivkovié (1961)
belezi vrstu S. balcanicum naSavsi je u 50% ispitivanih vodotoka, dok je u Srbiji prisutna u 27%
vodotoka. Ignjatovi¢ Cupina (2011) takode belezi vrstu S. ornatum kao dominantnu vrstu simulida
U poto¢nim stanistima FruSke Gore, nalazec¢i je na 22 od 25 ispitivanih lokaliteta.

Ukoliko posmatramo brojnost jedinki vrsta zabeleZenih tokom istraZivanja, na drugom mestu
(odmah posle S. ornatum) je S. balcanicum, zatim P. hirtipes i S. erythrocephalum. Zivkovié
konstatuje da se S. erythrocephalum retko sre¢e na prostorima bivie Jugoslavije (Zivkovié¢, 1961),
da bi kasnije zakljuc¢ila da u Tamisu po gustini populacije S. erythrocephalum zauzima drugo mesto,
odmah iza vrste S. maculatum (Zivkovié, 1969), a u Dunavu po ucestalosti nalaza takode zauzima
drugo mesto, odmah iza S. reptans (Zivkovi¢, 1971).

Vecinu zabelezenih vrsta odlikuje Siroko rasprostanjenje, izrazena morfolosSka varijabilnost i
veliki broj sinonima. Vrsta S. ornatum predstavlja kompleks od pet sestrinskih vrsta (citoformi)
(Adler & Crosskey, 2009), dok su S. reptans i S. reptatoides opisane sa po dve fome (Day i sar.,
2008). Siroko rasprostranjene vrste kao S. variegatum, S. argyreatum i S. monticola pokazuju malu
interspecijsku geneticku varijabilnost Sto impilicira da bi mogle biti konspecifice (Ruiz-Arrondo i
sar., 2018). Iz ovog razloga analizirani su genetic¢ka varijabilnost i filogenetski odnosi na primeru
vrsta iz podroda Wilhelmia, kao i dve vrste REPTANS grupe vrsta.

5.1. Geneticka varijabilnost vrsta podroda Wilhelmia

Na Balkanskom poluostrvu je u okviru podroda Wilhelmia na osnovu morfoloskih karakter
identifikovano 7 vrsta. Filogenetske analize su prepoznale 15 monofiletskih klada (potencijalnih
vrsta). Analize su otkrile dve glavne grane unutar podroda Wilhelmia. Jedna grana je obuhvatala
morfo-vrste S. equinum i S. pseudequinum, dok je druga obuhvatala morfo-vrste S. sergenti, S.
paraequinum, S. lineatum, S. turgaicum i S. balcanicum. | u ranijim radovima su zabelezena
identi¢na razdvajanja na osnovu politenih hromozoma larvi (Weber i Grunewald, 1989; Petrova i
sar., 2003; Chubareva i sar., 2007; Huang i sar., 2012; Adler i sar., 2015). Osvrcuci se na prethodna
istrazivanja, grupe su imenovane kao (Wilhelmia) equina grupa i (Wilhelmia) salopiensis grupa
(Chubareva i sar., 2007) a kako se W. salopiensis smatra sinonimom za S. lineatum (Adler i
Crosskey, 2018), odluceno je se da ova granam dobije naziv lineatum granom. PoloZaji nekih linija
u okviru lineatum grane su se razlikovali medu ML, MP i Bajesovim filogenetskim stablima.
Evolutivni odnosi vrsta podroda Wilhelmia koje smo dobili na osnovu topologije Bajesovog stabla
bili su u skladu sa prethodno opisanim evolucionim odnosima dobijenim uporedivanjem
hromozomskih karaktera (Petrova i sar., 2003; Chubareva i sar., 2007).

5.1.1. Equinum grana

U prethodnim studijama (Weber i Grunewald, 1989; Chubareva i sar., 2007; Huang i sar.,
2012; Adler i sar., 2015) uocene su sledece karioloske karakteristike equinum grane: hromozomi su
nepovezani — ne stvaraju hromocentar, proSireni region je prisutan u hromozomu I, marker
ispupc¢enja i Balbijanijev prsten su u distalnijem, subterminalnom regionu 11S-a

Unutar grane equinum, svi uzorci su morfoloski identifikovani kao pripadnici dve Siroko
rasprostranjene vrste, S. equinum i S. pseudequinum, za koje se molekularnim analizama pokazalo
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da nisu monofiletske. Postojanje Sest klada u filogenetskom stablu (slika 2) potvrdeno je i GMIC
analizom i mrezom haplotipova. Geneticka udaljenost izmedu dve klade (S. pseudeuinum W1 i S.
pseudequinum W2) bila je niska (2,59%), na osnovu ¢ega se zakljucuje da je izmedu njih kasnije
doslo do razdvajanja. Ostale udaljenosti medu kladama u ovoj filogenetskoj grani bile su visoke
(8,33-17,79%), sto implicira da je svaka pojedina¢na klada potencijalna vrsta.

Vecina sekvenci morfo-vrste S. equinum formirala je monofiletsku kladu koju smo nazvali S.
equinum. Ova najmlada klada u grani je najrasprostranjenija, a ujedno i haplotipski najraznovrsnija.
Mala, ranije odvojena klada ,,S. equinum” koju ¢ine sekvence dobijene iz jedinki poreklom iz
Turske i Finske nazvana je S. equinum 2. Morfoloski karakteri na osnovu kojih su ove jedinke iz
Finske (BOLD Sistems) identifikovane kao S. equinum su Siroke Skrge lutaka bez bazalnog suzenja
(Rivosecchi, 1978). Medutim, nekoliko podvrsta ove vrste je opisano u klju¢evima za identifikaciju
simulida istocne Evrope (Rubcov, 1956; Yankovsky, 2002), ponekad ¢ak i kao razli¢ite vrste (npr.
S. ivashentzovi Rubtsov, 1940). Analize jedinki svih podvrsta su neophodne da bi se bolje definisala
ova kripti¢na klada pronadena u Turskoj i Finskoj, i da bi se definisale morfoloSke osobine koje
diskriminiSu ovu kladu od ,.tipi¢ne* klade S. equinum.

Jedinke identifikovane kao Simulium pseudequinum grupisane su u cetiri divergentne klade.
Na osnovu rezultata, vreme diferencijacije klada desilo se u periodu pre 46—21 miliona godina. U to
vreme, regioni u kojima su danas rasprostranjene ove klade bili su kontinenti i ostrva odvojena
morem S§to je moglo da omoguci alopatriCku specijaciju izmedu klada. Klada S. equinum
»ugnezdila® se medu ovim kladama, S§to Cini Siroko rasprostranjeni takson S. pseudequinum
parafiletskim. lako nikada ranije nije testiran, Cherairia i sar. (2014) sugerisu da bi S. pseudequinum
mogao biti kompleks vrsta zbog svojih raznovrsnih staniSta i Sirokog geografskog rasprostranjenja.
Vrsta S. pseudequinum je prvobitno opisana sa Kanarskih ostrva (Segui, 1921) koja su geografski
najbliza poreklu uzoraka S. pseudequinum W2, Stoga bi sekvence iz populacije sa Kanarskih ostrva
bile od najveée vaznosti u reSavanju nomenklature unutar equinum grane.

Kod morfo-vrste S. pseudequinum, neki autori su insistirali na prepoznavanju morfoloski
razli¢itih podvrsta, kao $to su Wilhelmia mediterranea sulfuricola i W. m. fluminicola (Rivosecchi,
1972, 1978). Pocetkom 20. veka opisana je nova vrsta iz Srbije, S. brnizense Baranov, 1924, koja je
kasnije sinonimizovana sa S. pseudequinum. Pretpostavka je da bi klada S. pseudequinum B mogla
odgovarati S. brnizense. Medutim, potrebno je uraditi dodatne morfoloske, citogenetske i geneticke
analize, koje bi ukljucivale i tipski primerak S. pseudequinum sa Kanarskih ostrva, kao i jedinki sa
Balkana i Bliskog istoka da bi se reSili ovi problemi.

5.1.2. Lineatum grana

U prethodnim studijama (Petrova i sar., 2003; Chubareva i sar., 2007; Huang i sar., 2012;
Adler i sar., 2015) uocene su sledece karioloske karakteristike lineatum grane: prisutan hromocenter
(¢iji promenljivi obim je primec¢en kod razliitih vrsta), prosireni region hromozoma | odsutan, a
marker ispupcenja i Balbijanijev prsten nisu subterminalno pozicionirani na hromozomu IIS.
Stavie, kod vrsta lineatum grane primeéen je veéi inverzioni polimorfizam. U ovoj studiji uoene
su tri monofiletske linije unutar lineatum grane. Liniju sergenti predstavlja jedna klada, linija
paraequinum se sastoji od dve klade, dok je linija lineatum sastavljena od Sest klada. Razlike
izmedu linija paraequinum i lineatum su opisane i u ranijim istraZivanjima, a segregacija grupa je
odredena polozajem Balbijanijevog prstena (blize centromeri kod S. paraequinum) i veli¢inom
hromocentra (Petrova i sar., 2003; Chubareva i sar., 2007; Adler i sar., 2015).

U okviru podroda Wilhelmia, linija sergenti je morfoloski razli¢ita. KarakteriSu je Skrge
lutaka sa samo Cetiri centralna filamenta: 2 spoljna filamenta su duga i ¢vrsta i 2 dorzalna filamenta
su kratka i fleksibilna (Rubcov, 1956). Linija sergenti obuhvata dve morfoloski definisane
zapadnopalearkticke vrste, S. sergenti i Simulium quadrifila Grenier, Faure & Laurent, 1957, kao i
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vrstu Simulium xingyiense Chen & Zhang, 1998 iz isto¢nog Palearktika. Iako vrsta nije karioloski
ispitana, S. xingyiense je pokazala karakteristike slicne drugim linijama grane lineatum (Huang i
sar., 2012). Molekularne sekvence uklju¢ene u ovu studiju predstavljale su jednom kladom i vrstom
S. sergenti, i otkrile su ogromnu divergenciju u odnosu na druge klade (41 korak mutacije u mreZzi
haplotipova, raspon genetskih udaljenosti 12,12-16,13%).

Postojale su dve klade S. paraequinum u svim konstruisanim filogenetskim stablima.
Razdvajanje ovih klada dogodilo se pre 23—11 miliona godina. Geneticka varijabilnost medu njima
je relativno velika (5,10%), iako su uzorci sa geografski bliskih lokaliteta. Dva sintopska varijeteta
(Wilhelmia paraequina paraequina Puri i Wilhelmia paraequina transcaucasica Rubzov) vrste S.
paraequinum je prvi opisao Rubcov (1956) u Jermeniji. Ovi varijeteti su se razlikovali po veli¢ini
odraslih musica i razlikama u morfologiji gonofurke. Petrova je 2003. godine opisala dve sintopske
citoforme (citotip A 1 B) ove vrste iz Jermenije (Petrova, 2003), a Inci i sar. (2017) na osnovu
mtDNK opisuju dve linije u Turskoj. NaSe stablo pokazuje ranu divergenciju unutar S.
paraequinum, sto bi se moglo protumaciti kao postojanje dva taksona, moguce je podudaranje sa S.
paraequinumom i S. transcaucasicum, po Rubcovu (1956). Usled nedostatka uzoraka vrste S.
lurestanicum (Yankovsky, 2010) iz Irana, za koju Khazeni i sar. (2013) smatraju da je sinonim vrsti
S. paraequinum, nije bilo moguce sugerisati identitet niti poziciju tog taksona.

U okviru lineatum linije, sestrinske vrste S. lineatum, S. turgaicum i S. balcanicum bile su
prisutne sa po dve klade. Ovo je potvrdeno i rezultatima GMIC analize, prema kojima lineatum
linija ima Sest potencijalnih vrsta. Sve klade unutar lineatum linije imale su nisku geneticku
udaljenost jedna od druge (1,78-3,30%), a filogenetski odnosi nekih klada na stablima su bili manje
ubedljivi (BI<0,8). Inci i saradnici takode su utvrdili nisku geneti¢ku varijabilnost izmedu vrsta
lineatum linije (2,7-3,4%) (Inci i sar., 2017). Pokazalo se da su razdvajanja ovih klada nedavna, pri
¢emu je vreme najranije divergencije za lineatum kladu, pre priblizno 20-6 miliona godina, dok se
vreme drugih divergencija u velikoj meri preklapalo. Samo unutar lineatum linije grane mreze
haplotipova su se u velikoj meri preklapale, Sto dodatno izaziva sumnju da ove klade zaista
predstavljaju razlicite vrste. Slicna pozicija se dobija u BOLD sistemu gde svih Sest klada odgovara
jednom klasteru (BOLD: AAM4036).

Pomenute vrste nemaju pouzdane morfoloske karakteristike po kojima bi se razlikovale.
Prema nekim istrazivanjima iz centralne Evrope morfoloska razlika izmedu S. lineatum i S.
balcanicum je upitna, pogotovo kada su u pitanju adultne jedinke (Crosskey i Zwick, 2007; Jedlicka
i Seitz, 2008). U nekim identifikacionim kljucevima, S. turgaicum karakterise veca duzina prednjih
filamenata Skrga lutaka od S. lineatum (Rubtsov, 1956), medutim Adler i saradnici ovaj
identifikacioni karakter ne smatraju adekvatnim i tvrde da se ove dve vrste morfoloski ne razlikuju
(Adler i sar., 2015). Dakle, medu vrstama lineatum linije, jedini pouzdan morfoloski karakter je
prisustvo petiolatnog (racvastog) para skrznih filamenata kod S. balcanicum lutke (Rubtsov, 1956;
Yankovsky, 2002; Lechthaler i Car, 2005; Jedlicka i Seitz, 2008; Adler i sar., 2015). Primerci
analizirani u ovoj studiji koji su morfoloski identifikovani kao S. balcanicum, na osnovu racvastih
Skrga, pozicionirani su u dve razlicite klade filogenetskog stabla. Jedna klada (S. balcanicum) koja
je ukljucivala preuzete sekvence i jedinke sa Balkana se sastojala od lutaka i larvi koje su
nedvosmisleno identifikovane kao S. balcanicum. Drugu kladu (S. balcanicum/turgaicum 1)
sacinjavale su sekvence balkanskih jedinki sa jasno vidljivim drSkastim Skrgama (dakle, kao u S.
balcanicum), ali i sekvence jedinki iz Turske koje su morfoloski i citogeneticki identifikovane kao
S. turgaicum 1 (Inci i sar., 2017). Ovo bi trebalo da dovede u pitanje drSke Skrga kao pouzdanog
morfoloSkog karaktera za razlikovanje morfo-vrsta S. balcanicum i S. turgaicum.

Adler i saradnici su u svojoj studiji prepoznali Cetiri (hromozomski) odvojene vrste iz
lineatum linije (S. balcanicum, S. lineatum, S. takahasii i S. turgaicum) (Adler i sar., 2015).
Sekvence vrste S. takahasii nisu dobijene, pa se ne moze diskutovati o polozaju ove vrste.
Hromozomski odnosi druge tri vrste prema njima (S. turgaicum kao sestrinska vrsta vrstama S.
lineatum i S. balcanicum) su u suprotnosti sa nasim filogenetskim scenarijem. Simulium balcanicum

66



DISKUSIA

je veoma uniforman i ima odredeni fiksirani karakter, inverziju u okviru hromozomske lokacije IL-
14 (Adler i sar., 2015). Posmatraju¢i na$ evolutivni scenarijo moZzemo pretpostaviti da je ista
inverzija prisutna i u kladi S. turgaicum 1. Ako se ispostavi da je ovo ta¢na pretpostavka, inverzija
IL-14 bi bila sinapomorfna karakteristika za klade S. balcanicum, S. balcanicum/turgaicum 1 i S.
turgaicum 1. Potrebno je dalje istraZzivanje u okviru S. turgaicum 1 da bi se potvrdila ova
mogucnost. Sekvence koje se nalaze rasute u S. turgaicum 1 i S. balcanicum/turgaicum 1 dobijene
su iz studije Inci i sar. (2017), gde su i sami autori izneli sumnju u pouzdanost identifikacije unutar
ove vrste. Klada S. turgaicum 2, koja bi se tada mogla videti kao ,.tipi¢ni* S. turgaicum Sire je
rasprostranjena nego Sto se mislilo (prisutna je i na Balkanskom poluostrvu, ne samo u Anadoliji) i
takode bi je trebalo hromozomski istraziti da bi se proverile inverzije na 11L-8, 1IL-11 i IIL-12
(Adler i sar., 2015). Dve poznate klade vrste S. lineatum se u velikoj meri preklapaju u distribuciji,
posto su sekvence iz obe klade pronadene na susednim lokalitetima. Ne postoje hromozomske
razlike kod primeraka iz Engleske koje su proucavali Adler i sararadnici (Adler i sar., 2015), gde su
autori posmatrali sedam jedinki sa povezanim inverzijama u IS i u IIL. Mozemo se sloziti sa
zakljuckom Adlerom i saradnika (Adler i sar., 2015) da je za utvrdivanje postojanja kripti¢nih
taksona kod S. lineatum potrebno sakupiti dodatne uzorke.

Siroke distribucije priznatih grupa vrsta unutar lineatum grane (zapadnopalearkti¢ki sergenti,
quadrifila + isto¢nopalearkti¢ki xingyiense; zapadno/centralnopalearkticki lineatum, balcanicum,
turgaicum + istocnopalearkticki takahasii) zahtevaju viSe uzorkovanja i proucavanje centralno
palearktickih vrsta kako bi se dobio kompletan scenario evolucije vrsta podroda Wilhelmia.

5.2. Geneticka varijabilnost vrsta Simulium reptans i S.
reptantoides

Filogenetske analize sekvenci iz uzoraka REPTANS grupe vrsta otkrile su prisustvo dve
glavne grane sa cCetiri dobro istaknute klade. Dve grane predstavljaju prethodno definisane vrste, S.
reptans i S. reptantoides (Edvards, 1920; Knoz, 1965; Day i sar., 2008). Varijabilnost izmedu njih
(7,38-7,94%) potvrdila je postojanje ove dve vrste. Prema dosadasnjim istrazivanjima (Rivera i
Currie, 2009; Hernandez-Triana i sar., 2012), geneti¢ke divergencije kod simulida u rasponu od
2,83-15,33% sugeriSu postojanje razlicitih vrsta, dok geneticke divergencije u rasponu od 0-3,84%
sugerise intraspecijske razlike.

Topologija stabala dobijena koris¢enjem razli¢itih metoda (ML, MP i Bajesovo stablo)
pokazala je isti dobro podrzan poloZaj glavnih klada. PoloZaji nekih linija unutar ovih klada su se
razlikovali medu ML, MP i Bajesovim filogenetskim stablima. Medutim, ove razlike nemaju visoku
podrsku i zbog toga ih treba dalje analizirati.

Svaka vrsta se sastojala od dve klade koje su predstavljale razlicite molekulske forme, A i B.
Postojanje ovih formi opisali su Day i sar. (2008) i Kudela i sar. (2014), a u uzorcima sa
Balkanskog poluostrva nisu definisane nove forme. Varijabilnost izmedu klada za mtCOI sekvence
ove dve forme kod S. reptans (2,31%) i S. reptantoides (1,43%) su bile nedovoljne da se smatraju
zasebnim vrstama, medutim ove vrednosti ukazuju na visoku intraspecijsku varijabilnost kod obe
vrste. Velika varijabilnost moZe biti povezana sa Sirokom distribucijom.

Prema poslednjoj cek listi, S. reptans je prisutan u nekim zemljama Balkana, ukljucujuci
Bosnu 1 Hercegovinu, Gréku, Severnu Makedoniju, Crnu Goru i Srbiju. Kudela i sar. (2014) su
pokazali da se forma S. reptans A javlja samo u Velikoj Britaniji i Svedskoj, dok je S. reptans B,
pored toga §to je prisutan u UK i Svedskoj sa retkim nalazima, uglavnom rasprostranjen u
centralnoj Evropi i na podrucju Baltika. Rezultati ovih istrazivanja otkrili su prisustvo forme S.
reptans B i na Balkanu. Jedan haplotip (3B) pronaden je isklju¢ivo u balkanskim uzorcima
(Hrvatska), dok je drugi (1B) pronaden kako u balkanskim uzorcima (Slovenija i Severna
Makedonija) tako i u Slovackoj i Litvaniji. Potvrdena je niska varijabilnost kod S. reptans A forme
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(sa samo dva prisutna haplotipa i samo jednom mutacionom razlikom izmedu njih) i njegovu
ograni¢enu distribuciju u zapadnoj i severnoj Evropi. Prema dobijenim rezultatima i uklju¢ivanjem
svih uzoraka sa Balkanskog poluostrva, pokazalo se da S. reptans B forma ima Siru
rasprostranjenost nego Sto je ranije bilo poznato.

Simulium reptantoides je prvobitno opisao Carlsson iz neodredene evropske zemlje, pa je
stoga njen tipski lokalitet nepoznat (Adler i Crosskey, 2019). Vrsta je naknadno potvrdena u
Britaniji i Slovackoj (Kudela i sar., 2014). Iako postoje retki i sporadi¢ni nalazi vrste S.
reptantoides, oni su uglavnom ograniceni na podrucje severnog Balkana, reke Dunav i Savu u
Hrvatskoj (Ivkovi¢ i sar., 2016) i sistem odvodnjavanja Dunava (Jedli¢ka i Seitz, 2008). U studiji
Kudela i sar. (2014), S. reptantoides je bio ogranic¢en na Veliku Britaniju (pretezno A forma) i
centralnu Evropu (pretezno B forma). Istrazivanje je pokazalo ujednacenu distribuciju obe forme
Sirom Evrope, od Velike Britanije, preko Slovacke, do Balkanskog poluostrva (Slovenija, Srbija,
Bosna i Hercegovina, Crna Gora i Bugarska). Obe forme nalazena su u sintopiji, preklapajuéi se u
svim zivotnim fazama. Diverzitet haplotipova je bio ve¢i od onog uoc¢enog kod S. reptans. Kada se
posmatra klada S. reptantoides A, predstavnici sa Balkanskog poluostrva pozicionirali su se u
korenu klade kao najranije odvojeni. Predstavnici S. reptantoides B sa Balkana izmeSani su sa
jedinkama B forme poreklom iz drugih podruéja Evrope. Ovo ukazuje na znacaj Balkanskog
poluostrva kao potencijalnog mesta porekla klade A i kao mesta visokog genetickog diverziteta
simulida.

5.3. Distribucija simulida na Balkanu i njihove ekoloske
preference

Rezultati dobijeni u genetickim analizama vrsta podroda Wilhemia i dveju vrsta S. reptans i
S. reptantoides, a odnose se na veliku geneti¢ku varijabilnost vrsta, kao i brojni literaturni podaci sa
slicnim rezultatima, navode na zakljucak da su morfoloski identifikovane vrste upitne kao validni
taksoni, kao i da je identifikacija teSka a Cesto i nepouzdana usled veoma male morfoloSke
varijablnosti. Iz tog razloga, distribucije simulida, ekoloSke preference i biodiverzitet analizirani su
na morfoloski identifikovanim vrstama ali i na grupama taksona (grupama vrsta, podrodovima i
rodovima) kako bismo umanjili greSke potencijalno pogresne identifikacije.

Cek liste (Adler, 2022) navode prisustvo 70 vrsta (Tabela 1) a tokom ovog istraZivanja na
podrucju Balkanskog poluostrva zabelezeno je prisustvo 41 vrste iz familije Simuliidae. Vrste koje
nisu nadene tokom ovog istraZivanja retko su beleZzene i od strane drugih istrazivaca na ovim
prostorima te je neophodno usmereno istazivanje kako bi se njihovo prisustvo potvrdilo. Izuzetak je
golubacka musica (S. colombaschense) koja je zbog svog znacaja najc¢esce istazivana vrsta na ovim
prostorima. Brojnost populacija ove vrste se znacajno smanjila nakon izgradnje hidroelektrana
Perdap 1 i II, $to je dovelo do drasti¢nog uspora vode i promena uslova na stani§tu (Zivkovié,
1975).

Analizom zajednica simulida pracena je njihova distribucija u razli¢itim tipovima vodotoka,
koji se mnalaze na razli¢itim nadmorskim visinama, pripadaju razli¢itim slivovima ili
hidroekoregionima. Kada se posmatraju nadmorske visine na kojima su zajednice simulida
zabelezZene, vise od 50% vrsta prisutno je na svim nadmorskim visinama, Sto ukazuje na njihovu
eurivaletnost. Vrste Simulium maculatum, S. xanthinum, S. noelleri, S. angustitarse, S.
rubzovianum, S. turgaicum, S. paraequinum, S. petricolum i S. aureum nalaZene su isklju¢ivo na
nadmorskim visinama do 500 m, dok je vrsta S. brevidens nadena samo na lokalitetima preko 800 m
nadmorske visine. Siroko rasprostranjenje po nadmorskim visinama (0-1000 m) ispoljile su vrste S.
balcanicum, S. equinum, S. erythrocephalum, S. pseudequinum i S. reptantoides sa ekoloskim
optimumom oko 300 m. Vrste S. ornatum i S. reptans se odlikuju Sirom ekoloSkom niSom (0-1200
m nadmorske visine) sa optimumom oko 400 m, a najSiru ekoloSku valencu u odnosu na
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nadmorsku visinu pokazale su vrste Simulium variegatum i Prosimulium tomosvaryi. Njihovo
prisustvo zabeleZzeno je na nadmorskim visinama od 0 do 1400 m, sa ekoloskim optimumom oko
600 m. Prema Zivkovi¢ na prostoru Balkana vrsta S. ornatum poseduje veoma Siroku ekolosku
valencu, u odnosu na nadmorsku visinu prisutna je na svim visinama do 1000 m (Zivkovi¢, 1961),
dok Ignjatovié-Cupina belezi pojavu S. ornatum u Vojvodini na nadmorskim visinama od 82 do 258
m (Ignjatovié-Cupina, 2011). Vrsta S. erythrocephalum je na ovim prostorima uglavnom vezivana
za nizijske reke (Baranov, 1942; Zivkovi¢, 1967b; Ignjatovi¢-Cupina, 2011), medutim tokom ovog
istrazivanja zabelezeno je njeno prisustvo i na visinama od 1000 m. Vrste S. ornatum, S. reptans, S.
erythrocephalum prisutne su na razli¢itim nadmorskim visinama i Sirom Evrope. Na podru¢ju
centralne i1 severne Evrope vrste S. ornatum i S. reptans nalazene su na nadmorskim visinama od 3
m do 1000 m (Rivosecchi, 1971; Jedli¢ka, 1978; Olejnicek, 1982; Seitz, 1994; Malmqvist i sar.,
1999; Ofenbock i sar., 2002, 1l1éSova i sar., 2008), dok je S. erythrocephalum registrovana na
visinama od 100 m do 800 m (Olejnicek, 1982; Ofenbock i sar., 2002; 11éSova i sar., 2008). Vrste
S. balcanicum i S. equinum u Evropi se nalaze u nizijskim rekama, do 600 m nadmorke visine
(Rivosecchi, 1971; Jedlicka, 1978; Olejnicek, 1982; Seitz, 1994; Malmquvist i sar., 1999; Ofenbdck i
sar., 2002; IlléSova i sar., 2008). Detaljniju distibuciju vrsta prema nadmorskim visinama, sa
njihovim ekoloskim optimumima, daju Ofenbdck i sardnici. (Ofenbock i sar., 2002), koji smatraju
vrste S. ornatum (complex) i S. reptans sveprisutnim, s obzirom da se javljaju na visinama do 1500
m, s tim da je ekoloski optimum S. ornatum od 200 m do 500 m, a S. reptans od 200 m do 800 m.
Vrsta S. erythrocephalum se moze naé¢i do 800 m, a S. balcanicum do 500 m, s tim da su obe vrste
najces¢e na visinama do 200 m. Svi ovi podaci ukazuju na preklapanje ovih vrsta duz visinskog
gradijenta, sa blagim pomeranjima ekoloskog optimuma S§to se uocilo i tokom ovog istrazivanja.
Ofenbdck i saradnici navode P. tomosvaryi i S. argyreatum kao jedine dve vrste koje naseljavaju
reke preko celog visinskog gradijenta, javljaju se na svim nadmorskim visinama (Ofenbdck i sar.,
2002). Pored njih, iznad 1500 m nadmorske visine, registrovali i vrste P. hirtipes, P. rufipes i S.
tuberosum. Vrste S. balcanicum, S. lineatum, S. equinum, S. pseudequinum, S. erithrocephalum, S.
latipes, S. lundstromi, S. rostratum, S. angustipes, S. angustitarse i S. aureum, pokazale najvece
frekvence nalazenja ispod 200 m, dok se vrsta S. latipes nalazi isklju¢ivo u nizijskim rekama
(Ofenbock i sar., 2002).

Ukoliko se posmatraju ekoloski optimumi grupa vrsta dobijeni tokom ovih istrazivanja,
uoCava se da EQUINUM grupa ima optimum oko 300 m nadmorske visine, REPTANS i
ORNATUM oko 400 m a VARIEGATUM oko 600 m, Sto se podudara sa ekoloskim optimumima
pojedinac¢nih vrsta unutar grupe.

Ukoliko se posmatrama distribucija simulida u razli¢itim tipovima vodotoka, ovo istrazivanje
pokazuje da se vrsta S. brevidens beleZzi samo u izvoriSnim regionima reka i potoka (T4), a P.
hirtipes samo u malim rekama (T3). Vrste S. ornatum, S. balcanicum, S. erythrocephalum i grupe
vrsta S. reptans i S. variegatum zabeleZzene su u svim tipovima vodotoka i mogu se smatrati
eurivalentnim, s tim da vrste S. ornatum, S. reptantoides, S. variegatum i P. tomosvaryi dominiraju
u tipu 3 vodotoka a S. reptans, S. balcanicum i S. erythrocephalum u tipu 2. Najvecu ekoloSku
tolerancu, po pitanju tipa vodotoka, pokazale su vrste S. reptans i S. balcanicum, Sto je potvdeno i
radovima drugih autora koji su obe vrste pronalazili kako u velikim ravnicarskim rekama kao §to je
Dunav (Zivkovi¢, 1967b; Ignjatovié-Cupina, 2011), tako i u malim brdsko-planinskim potocima
(Seitz, 1994; Ofenbdck i sar., 2002; IlléSova i sar. 2008). Analiziraj¢i zajednice simulida Karpatskih
reka u Slovackoj, Illesova i saradnici su pokazali da je vrsta Prosimulium rufipes indikatorska za
potoke, dok je Simulium lineatum vrsta karakteristi¢na za reke (llleSova i sar., 2008). Prema njima,
vrste Simulium argyreatum, P. rufipes i S. cryophilum su indikatorske vrste epiritralih planinskih
potoka, dok je Simulium variegatum karakteristicna za metaritralne subplaninske potoke. Vrste S.
monticola, i P. hirtipes dominiraju u subplaninskim i brdskim rekama. Vrste S. ornatum i S. reptans
javljaju se kao indikatorske u subplaninskim rekama koje po zonalnosti pripadaju gornjem
hiporitralu, a S. equinum brdskim rekama koje pripadaju donjem hiporitalu. IlleSova i saradnici
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vrstu Simulium erythrocephalum navode kao indikatorsku za ravnicarske reke (epipotamal)
(IMleSova i sar., 2008). Ovo istrazivanje pokazuje isti obrazac distribucije vrsta (Slika 10, poglavlje
3.1.). I drugi autori dolaze do sli¢nih zakljucaka. Tako je Seitz (1992) izdvojio vrste S. costatum, S.
naturale Davies, 1966, S. variegatum i S. reptans kao vrste koje preferiraju planinske potoke i male
reke. Werner (2003) navodi vrste P. hirtipes i S. monticola kao tipi¢ne predstavnike izvori§nog
regiona, a Lautenschlager i Kiel (2005) takode navode P. hirtipes i S. argireatum, kao vrste
karakteristi¢ne za izvoriSne delove toka.

Ukoliko se posmatra preferenca grupa vrsta prema tipu vodotoka EQUINUM i REPTANS
preferiraju velike i srednje reke sa brzim i turbulentijim kretanjem vode i Krupnijim supstratom
(T2), dok ORNATUM i VARIEGATUM preferiraju manje vodotoke sa brzim tokom (T3, T4).

Distribucija simulida prema slivu kojem pripadaju vodotoci u kojima je zabelezeno njihovo
prisustvo, ne pokazuju jasnu diferencijaciju. Vecina lokaliteta koji pripadaju Jadranskom,
Crnomorskom i1 Egejskom slivu pozicionirana je relativno blisko na istrazivanom podrucju (Srbija,
Crna Gora, Bosna i Hercegovina, Severna Makedonija) pa samim tim vrste simulida nisu pokazale
izrazenu diferencijaciju prema pojedinacnim slivovima. Od ostalih vrsta simulida odvajaju se S.
petricolum i S. xanthinum ¢ije je prisustvo zabelezeno samo u rekama koje pripadaju Jonskom slivu.

Ukoliko se posmatra distribucija simulida prema hidroekoregionima rezultati ovog
istrazivanja pokazuju da su vrste S. morsitans, S. angustitarse, S. intermedinum, S. turgaicum, S.
paraequinum, S. vulgare, S. brevidens, i P. hirtipes dominantne u hidrekoregionu ER5 (Dinarski
Zapadni Balkan). ER6 (Grcki Zapadni Balkan) karakteriSu vrste S. xanthinum, S. rubzovianum i S.
petricolum, dok ER7 (Isto¢ni Balkan) karakteriSu vrste S. auricoma, S. aureum, S. tuberosum.
Hidroekoregioni ER4, ER10 i ER11 nisu bili pokriveni adekvatnim brojem uzoraka da bi nesto vise
o njima moglo da se zaklju¢i. Vrste podroda Wilhelmia, VARIEGATUM, ORNATUM i REPTANS
grupe vrsta, kao i vrste S. degrangei, S. argenteostriatum i S. erythrocephalum su se pojavile u svim
hidroekoregionima i pokazale vrlo Sirok areal rasprostranjenja. Ovi rezultati pokazuju odstupanja od
nekih prethodnih istrazivanja. Feld i saradnici, kao i Ofenbock i saradnici, proucavali su zajednice
simulida u razli¢itim ekoregionima i bioregionima definisanim po Illies, 1978 (Feld i sar., 2002;
Ofenbdck i sar., 2002). Tako, Ofenbock i saradnici navode da su vrste S. argyreatum, S.
variegatum, S. reptans, S. ornatum, S. monticola i P. hirtipes bile sveprisutne u skoro svim
bioregionima (Ofenbock i sar., 2002). Vrste S. auricoma, S. bezzii, S. vulgare, S. bertrandi Grenier
& Dorier 1959, S. carpathicum Knoz, 1961 i S. codreanui (Sherban, 1958) su zabeleZili samo u
Alpima (ER4), dok su vrste S. balcanicum, S. pseudequinum, S. ibariense Zivkovitch i Grenier,
1959 i S. latipes (Meigen, 1804) prema Ofenbdck i saradnicima prisutne samo u ER11, odnosno
regionu madarske ravnice (Ofenbdck i sar., 2002). Rezultati ove studije se razlikuju u odnosu na
navode Ofenbdck i saradnika (Ofenbdck i sar., 2002) u tome Sto su vrste S. pseudequinum i S.
balcanicum zabelezene u svim hidroekoregionima Balkana, pa mozemo zakljuciti da nisu vezane
samo za ER11.

Alpski hidroekoregion (ER4) karakteriSu grupe vrsta HIRTIPES i MERIDIONALE. Podrod
NEVERMANNIA i grupe vrsta VERNUM i ORNATUM odreduju ERS. EQUINUM grupa vrsta
karakteristicna je za ER6 i ER11, dok grupe vrsta BOOPHTHORA i EQUINUM i podrod
EUSIMULIUM KkarakteriSu ER7. Za ER10 Karakteristicne su grupe vrsta BUKOVSKII i
VENUSTUM.

Pored cinjenice da vrste pokazuju jasne preference po nadmorskim visinama i tipu vodotoka,
sli¢nu ekolosku diferencijaciju pokazuju i grupe vrsta (Prilog 5, 6). Stoga se moze razmatrati
upotreba grupa vrsta kao operativnih taksonomskih jedinica u studijama procena ekoloSkog statusa i
tipologije vodenih ekosistema, u slucaju kada identifikaciju nije mogucée izvrsiti do najnizeg
taksonomskog nivoa.
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5.4. Diverzitet simulida na Balkanskom poluostrvu

Najve¢i diverzitet simulida na istrazivanom podru¢ju zabelezen je u velikim i1 srednjim
rekama (T2), i u manjim vodotocima (T3) na nadmorskim visinama od 500 do 800 m. Obe ove
kategorije karateriSe krupnija podloga i veéa brzina toka. Veliki diverzitet simulida u manjim
rekama potvrdila su i ranija istrazivanja (Seitz, 1992; Feld i sar., 2002; Ofenbdck i sar., 2002).
Velike ravnicarske reke (T1) karakterisao je relativno nizak diverzitet zajednice simulida. Variranje
broja zabeleZeniih vrsta izmedu razli¢itih morskih slivova i hidroekoregiona moze se pripisati
razlici u broju istaZzenih lokaliteta i prikupljenih uzoraka simulida, $to ukazuje da je neophodno
istraziti dovoljan broj lokaliteta kako bi se pouzdano govorilo o diverzitetu nekog podrucja.

Sve ispitivane grupe zajednica simulida, koje se beleze u vodotocima na razliitim
nadmorskim visinama, koji pripadaju razli¢itim tipovima, slivovima i hidroekoregionima, pokazuju
visok beta diverzitet koji se ogleda u visokim vrednostima zamene vrsta i niskim vrednost
ugnjezdenosti. lzrazen odnos komponenti beta diverziteta posledica je velikog broja istrazenih
lokaliteta sa Sirokim opsegom ekoloskih uslova i bogatstvom odgovarajuc¢ih mikrostanista, koji su
omogudili prisustvo velikog broja razli¢itih vrsta simulida. Analize diverziteta ove grupe navode na
zakljucak da iako su Siroko rasprostranjene i morfoloski slicne, razli¢ite vrste simulida traze
razlic¢ita mikrostaniSta pogodna za obavljanje svog Zivotnog ciklusa.

5.4.1. Biodiverzitet vrsta podroda Wilhelmia na Balkanskom poluostrvu

Na Balkanskom poluostrvu je prisutno Sest vrsta podroda Wilhelmia prema ¢ek listama koje
su dali Adler i Crosskey (2018), Sto predstavlja 60% vrsta zabelezenih u Evropi S. balcanicum, S.
lineatum, S. paraequinum, S. equinum, S. pseudequinum i S. angustifurca. lako se Balkansko
poluostrvo smatra jednim od ZariSta biodiverziteta juzne Evrope, u poredenju sa okolnim regionima
ne istice se bogatstvom vrsta iz podroda Wilhelmia. U centralnoj Evropi prisutno je Sest, u Anadoliji
I na Kavkazu po sedam vrsta (Adler i Crosskey, 2018). Budu¢i da se kontinuirano otkriva znacajan
kripti¢ni diverzitet unutar podroda Wilhelmia, bogatstvo taksona na podrucju Balkana moglo bi biti
prilicno drugacije.

Barkodiranjem vrsta podroda Wilhelmia uoceno je prisustvo sedam klada (potencijalnih vrsta)
na prou¢avanom podrucju Balkana. Morfo-vrste S. equinum, S. pseudequinum, S. paraequinum, S.
lineatum i S. turgaicum, bile su predstavljene po jednom kladom (S. equinum, S. pseudequinum B,
S. paraequinum 1, S. lineatum 2 i S. turgaicum 2). Jedinke koje su na osnovu morfoloskih karaktera
identifikovane kao S. balcanicum izdvojile su se u dve klade: S. balcanicum i S.
balcanicum/turgaicum 1. Klade S. balcanicum, S. pseudequinum B i S. equinum su Siroko
distriburane na Balkanu.

Adler i sararadnici navode da se tri morfo-vrste lineatum linije (S. balcanicum, S. lineatum i S.
turgaicum) razlikuju se po svojoj distribuciji (Adler i sar., 2015). Siroko rasprostranjena vrsta S.
balcanicum Siri svoj areal distribucije prema istoku. Vrsta S. lineatum prisutna je Sirom Evrope i
njena isto¢na granica je na Balkanu, u Bugarskoj, dok ju je na Bliskom istoku zamenila S.
turgaicum. Adler i sar. (2015) su pretpostavili da je moguce preklapanje distribucije S. lineatum i S.
turgaicum, potencijalno negde u juznoj Rusiji ili na Balkanu, mozda u Bugarskoj. Isti autori su
istakli neke od ekoloskih razlika izmedu ovih taksona, S. lineatum je nizijska vrsta, prisutna ispod
500 m, a S. turgaicum se javlja iznad 900 m. Takode, kada se S. balcanicum i S. lineatum
geografski preklapaju, obi¢no Se javljaju u razli¢itim rekama (Adler i sar., 2015). Vrsta S.
turgaicum (sekvence iz klade S. turgaicum 2) je prvi put zabelezena na Balkanu tokom ovog
istrazivanja. Nove sekvence vrsta podroda Wilhelmia sa Balkanskog poluostrva pokazale su da se
sve tri vrste (S. balcanicum, S. lineatum i S. turgaicum) mogu naci u simpatriji, §to je potvrdeno
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uzorcima iz reke Save u Sloveniji. Ovi nalazi su pokazali da se zapadna granica rasprostranjenosti
S. turgaicum prostirala daleko viSe ka zapadu, dok je zapadni deo Balkanskog poluostrva zaista
viden kao jugoistocna granica rasprostranjenja vrste S. lineatum.

parafiletskih morfo-vrsta S. pseudequinum. Posto je do divergencije njegovih klada doSlo tokom
oligocena, svaki od njih je mogao biti endemican za svoju oblast porekla. Dakle, ako se pokaze
tacnim, S. pseudequinum B bi bio endem Balkanskog poluostrva. Potrebne su dalje molekularne
studije u oblastima potencijalnog kontakta izmedu klada S. pseudequinum da bi se bolje tumacile
njihove distribucije i evoluciona istorija.

5.4.2. Biodiverzitet vrsta S. reptans i S. reptantoides na Balkanskom poluostrvu

Upoterbom molekularnih tehnika, potvrdeno je prisustvo vrste S. reptans Sirom Balkana i
zakljuceno je da je vrsta S. reptantoides Sire rasprostranjena i da ima vecu ucestalost pojavljivanja
na Balkanu od vrste S. reptans. U poredenju sa prethodnim studijama (Day i sar., 2008; Bernotiené i
Stunzénas, 2009; Kudela i sar., 2014), ustanovljena je Sira distribucija za obe vrste. Geneticka
varijabilnost vrsta S. reptans i S. reptantoides sugeriSe postojanje razli¢itih formi (A i B). Ovo
istrazivanje je pokazalo da je na Balkanu prisutna samo jedana forma S. reptans (forma B), dok se
S. reptantoides javlja u obe forme (A i B). Prisustvo vrste S. reptantoides na Balkanskom
poluostrvu ukazuje da su neki prethodni nalazi pogresno identifikovani ili sinonimizovani. Potrebne
su dalje analize kako bi se precizno razgranicila distribucija ove vrste i objasnila visoka
intraspecijska varijabilnost.

Znacaj genetickih analiza tokom ove studije je pre svega u otkivanju ,,Skrivenog™ diverziteta
unutar ¢itave familije Simuliidae na Balkanskom poluostvu. Kako bi se upotpunile informacije o
diverzitetu simulida na Balkanu neophodno je uraditi geneticke analize i drugih grupa vrsta,
podrodova i rodova u okviru familije. Neophodna su i detaljnija istrazivanja retkih vrsta cije se
prisustvo navodi na ovom podrucju, ali nisu zabeleZene tokom ove studije.
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Najvazniji zakljucci iz istrazivanja na temu ,,Diverzitet i genetiCka varijabilnost familije Simuliidae
(Insecta: Diptera) na podruc¢ju Balkanskog poluostrva‘ su:

Fauna simulida na istazivanom podrucju je bogata i pretstavljena sa najmanje 46 takona.

Najcesce nalazena, a ujedno i najbrojnija vrsta je vrsta Simulium ornatum, a prate je Simulium reptans,
Simulium variegatum i Simulium balcanicum.

U okviru podroda Wilhelmia koji je predstavljen sa 7 morfoloski identifikovanih vrsta, otkriveno je
prisustvo 15 monofiletskih klada (potencijalnih vrsta), od ¢ega je 7 prisutno na Balkanskom poluostrvu.

Morfo-vrsta Simulium pseudequinum predstavljena je sa Cetiri klade, potencijalne vrste. Do njihovog
razdvajanja doSlo je potencijalnom alopatrickom specijacijom tokom oligocena, te bi svaka od njih
mogla biti endemicna za svoju oblast porekla.

Vrsta Simulium pseudequinum B bi bila endemit Balkanskog poluostrva i mogla bi odgovarati ranije
opisanoj vrsti Simulium brnizense.

Vrsta Simulium turgaicum je prvi put zabeleZzena na Balkanskom poluostvu, $to ukazuje na to da je
zapadna granica njenog areala rasprostranjenja Sira i ukljucuje Balkan.

Vrste Simulium balcanicum, Simulium lineatum i Simulium turgaicum mogu da se nadu u simpatriji, Sto
je potvrdeno nalazima iz reke Save u Sloveniji.

Filogenetske analize su pokazale prisustvo vrsta Simulium reptans (forma B) i Simulium reptantoides
(forme A'i B), iz REPTANS grupe vrsta, na Balkanskom poluostrvu, koje bi moglo predstavljati mesto
porekla forme A vrste Simulium reptantoides.

Simulium reptantoides je Sire rasprostranjena i ima veéu ucestalost pojavljivanja na Balkanu od vrste
Simulium reptans.

Vecina vrsta simulida je eurivalentna po pitanju nadmorske visine. Vrsta Simulium brevidens je
stenovalentna za izvoriSne regione na nadmorskoj visini preko 800 m. Vrsta Prosimulium hirtipes je
karaktristi¢na za male reke, koje odlikuje brz tok i krupan supstrat.

Siroki areal rasprostranjanja na Balkanu ustanovljen je za vrste podroda Wilhelmia, grupe vrsta
VARIEGATUM, ORNATUM i REPTANS, kao i za wvrste Simulium degrangei, Simulium
argenteostriatum i Simulium erythrocephalum.

Sli¢ne ekoloSke preference pokazuju pojedina¢ne vrste i grupe vrsta, te se u slucaju kada identifikaciju
nije moguce izvrSiti do nivoa vrste, grupe vrsta mogu koristiti kao operativne taksonomske jedinice u
studijama procene ekoloskog statusa i tipologije vodenih ekosistema.
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PRILOZI

Prilog 1. Spisak istraZivanih lokaliteta i tipologija - geografska Sirina i duZina, nadmorska visina, kategorija
nadmorske visine, tip vodotoka, hidreoekoregion (Illies,1978; Paunovi¢ i sar., 2012) i sliv kome lokaliteti
pripadaju.

Igli. Drzava Reka uz ol?'ig\l/? nja N lat E long P‘n:; Iﬁa\; J;'g ER ig;
1 SRB Bresnicka reka 06.10.2014. 42.43427 22.50756 709 2 4 7 3
2 SRB Dobrodolska reka 07.10.2014. 42.50875 22.47507 775 2 4 7 3
3 SRB Izvoristica 07.10.2014. 42.50409 22.49215 T 2 4 7 3
4 SRB Dragovistica 07.10.2014. 42.46039 22.49018 721 2 3 7 3
5 SRB Golema reka 08.10.2014. 42.47571 22.37950 923 3 4 7 3
6 SRB Dejanova reka 09.10.2014. 42.63363 22.3853 1138 3 4 7 3
7 SRB Lisinska reka 09.10.2014. 4257245 22.35326 1019 3 4 7 3
8 SRB Toplodolska reka 09.10.2014. 42.59905 22.40248 1069 3 4 7 3
9 SRB Jerma 09.10.2014. 42.75947 22.4127 881 3 4 5 1
10 SRB Blederija izvor 25.04.2015. 4451751 22.35986 206 1 4 10 1
11 SRB Blederija 2 25.04.2015. 44.50968 22.37014 162 1 3 10 1
12 SRB Blederija 3 25.04.2015. 44.48982 22.43947 75 1 3 10 1
13 SRB Urovica 1 25.04.2015. 44.40703 22.40124 88 1 3 10 1
14 SRB Vratna 2 26.04.2015. 44.38316 22.33621 224 1 3 10 1
15 SRB Zamna 1 26.04.2015. 44.29210 22.27619 189 1 3 10 1
16 SRB Zamna 2 26.04.2015. 44.29788 22.35497 189 1 3 10 1
17 SRB Porecka reka 26.04.2015. 44.35900 22.17969 106 1 3 10 1
18 SRB Rasina 1 13.10.2015. 43.49035 20.90647 721 2 3 5 1
19 SRB Rasina 2 18.08.2015. 43.50556 20.85694 721 2 3 5 1
20 SRB Lomnicka reka 14.10.2015. 43.47132 21.35532 273 1 3 5 1
21 SRB Josanicka reka 16.10.2015. 44,2317 21.69268 266 1 3 5 1
22 SRB Breznicka reka 16.10.2015. 44.26447 21.56777 266 1 3 5 1
23 SRB Tripusnica 22.10.2015. 42.40442 22.17308 877 3 4 7 3
24 SRB P¢inja 1 20.10.2015. 42.38440 22.04884 583 2 3 7 3
25 SRB P¢inja 2 21.10.2015. 42.38356 22.00983 548 2 3 7 3
26 SRB P¢inja 3 21.10.2015. 42.37734 21.96790 529 2 3 7 3
27 SRB Bistrica 09.08.2016. 43.47292 19.63678 677 2 4 5 1
28 SRB Lim 09.08.2016. 43.39328 19.64515 456 1 2 5 1
29 SRB Zlo3nica 09.08.2016. 43.47688 19.83223 912 3 4 5 1
30 SRB Susica 09.08.2016. 43.78745 19.73547 657 2 4 5 1
31 SRB Karacica 10.08.2016. 43.84101 19.60552 738 2 4 5 1
32 SRB Detinja 1 10.08.2016. 43.85448 19.62327 682 2 3 5 1
33 SRB Detinja 2 13.04.2018. 43.85850 19.66122 639 2 3 5 1
34 SRB Cemernica 10.08.2016. 43.90929 20.40333 235 1 3 5 1
35 SRB Despotovica 10.08.2016. 43.97496 20.41918 263 1 3 5 1
36 SRB Radosnica 11.06.2017. 43.27510 20.64318 406 1 4 5 1
37 SRB Ibar 1 11.06.2017. 43.28802 20.61581 401 1 2 5 1
38 SRB Ibar 2 19.06.2013. 43.63067 20.54314 261 1 2 5 1
39 SRB JoSanica 11.06.2017. 43.40170 20.67774 405 1 3 5 1
40 SRB Studenica 11.06.2017. 43.48981 20.53196 444 1 3 5 1
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ISII;. DrZava Reka uzoDrig\l/ana N lat E long Pln\]; Iﬁﬁj J;'g ER ig;
41 SRB MileSevka 10.04.2019. 43.36934 19.70133 590 2 3 5 1
42 SRB  Trudovacka reka 11.04.2019. 43.47806 19.95677 1147 3 4 5 1
43 SRB Moravica 11.04.2019. 43.60756 20.20757 462 1 3 5 1
Sokobanjska
44 SRB Moravica 05.11.2010. 43.63500 21.89389 382 1 3 5 1
45 SRB Kamenica 21.05.2019. 44.27940 20.69551 154 1 3 5 1
46 SRB Tamnava 21.05.2019. 4457112 20.21151 79 1 3 11 1
47 SRB  Vapa 25.05.2019. 43.29043 20.05290 1016 3 4 5 1
48 SRB Katusnica 26.05.2019. 43.66909 19.84347 914 3 4 5 1
49 SRB  Veliki Rzav 26.05.2019. 43.74057 20.04122 431 1 2 5 1
50 SRB Grzal 12.06.2019. 43.86347 21.47871 158 1 3 5 1
51 SRB Grza 2 04.09.2016. 43.89875 21.65000 418 1 4 5 1
52 SRB Crnica 12.06.2019. 43.85555 21.36164 121 1 3 5 1
53 SRB Ravanica 1 12.06.2019. 43.95006 21.43711 159 1 3 5 1
54 SRB Ravanica 2 12.06.2019. 43.93984 21.41635 137 1 3 5 1
55 SRB  Cadavica 15.06.2019. 4437317 19.34702 326 1 3 11 1
56 SRB Stira 1 15.06.2019. 44.50064 19.33947 160 1 3 11 1
57 SRB  Stira2 15.06.2019. 44.45949 19.24128 372 1 3 5 1
58 SRB Krupinska reka 16.06.2019. 44.27296 19.31132 162 1 3 5 1
59 SRB Nisava 1 23.07.2019. 43.01742 22.71021 516 2 2 5 1
60 SRB NiSava 2 43.01064 22.80336 458 1 2 5 1
61 SRB  Dojkinacka reka 28.07.2019. 43.25794 22.76789 1159 3 3 5 1
62 SRB Pek 1 12.08.2019. 4454372 21.60952 182 1 2 5 1
63 SRB Pek 2 20.08.2015. 44.48125 21.77975 189 1 2 5 1
64 SRB Pek 3 20.08.2015. 44.49018 21.63208 142 1 2 5 1
65 SRB  Samokovska reka 13.10.2019. 43.33239 20.75602 1437 3 4 5 1
66 SRB Planska reka 13.10.2019. 43.39629 20.73817 533 2 4 5 1
67 SRB Pestan 20.05.2019. 44.42227 20.26507 95 1 3 11 1
68 SRB Beljanica 2.10.2019. 44,5021 20.29965 109 1 3 11 1
69 SRB Barajevska reka 20.05.2019. 44.55595 20.39990 116 1 3 11 1
70 SRB Ralja 20.05.2019. 4458921 20.82837 108 1 3 5 1
71 SRB Marica 20.05.2019. 44.58586 20.24245 88 1 3 11 1
72 SRB Kolubara 20.05.2019. 44.36703 20.19469 102 1 2 11 1
73 SRB  Sava 23.05.2019. 4477187 20.35929 70 1 1 11 1
74 SRB Dunav 13.05.2021. 4475523 20.65396 68 1 1 11 1
75 SRB  Velika Morava 1 04.07.2019. 43.71887 21.38133 133 1 2 5 1
76 SRB Velika Morava 2 18.05.2017. 4458587 21.13104 72 1 1 11 1
77 SRB  Bari¢ka reka 22.05.2021. 44.64200 20.26120 131 1 1 11 1
78 SRB DZamov potok 15.09.2015. 43.96833 22.13528 199 1 4 7 1
79 SRB  Grdeva reka 14.09.2015. 44.04028 22.156389 244 1 3 7 1
80 SRB Barska reka 28.04.2021. 43.06023 20.66227 1078 3 4 5 1
Karavansalajska
81 SRB reka 1 28.04.2021. 43.05341 20.64602 1150 3 4 5 1
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Karavansalajska
82 SRB reka 2 28.04.2021. 43.04552 20.66000 1072 3 4 5 1
83 SRB KaSaljska reka 29.04.2021. 43.04414 20.63992 1106 3 4 5 1
84 SRB  Premedéska reka 13.04.2015. 43.76829 20.41166 480 1 4 5 1
85 SRB Zapadna Morava 23.04.2015. 43.89572 20.31382 240 1 2 5 1
86 SRB  Jelasnica 24.09.2017. 43.27638 22.06826 327 1 3 5 1
87 SRB Lisinski vodopadi 28.07.2018. 44.10249 21.64023 403 1 4 5 1
88 SRB Resava 2 29.07.2018. 4409789 21.55349 284 1 3 5 1
89 SRB Resava 3 29.07.2018. 44.08903 21.53906 260 1 3 5 1
90 SRB Gornji Radalj 1 30.07.2011. 44.38602 19.26248 709 2 4 5 1
91 SRB Gornji Radalj 2 28.07.2011. 44.39093 19.25395 656 2 4 5 1
92 SRB Gornji Radalj 3 28.07.2011. 44.39245 19.24680 533 2 4 5 1
93 SRB Gornji Radalj 4 28.07.2011. 44.39423 19.24017 483 1 4 5 1
94 SRB Crni Radalj 1 30.07.2011. 44.40165 19.17392 175 1 3 5 1
95 SRB Crni Radalj 2 30.07.2011. 44.41335 19.14818 140 1 3 5 1
96 SRB  Graganica 04.07.2015. 44.23400 19.34851 168 1 3 5 1
97 SRB Boranja 04.07.2015. 44.33785 19.16417 243 1 4 5 1
98 SRB potok Sko Grad 04.07.2015. 44.26893 19.42931 462 1 4 5 1
99 SRB Pocibrava 1 10.05.2015. 44.24961 19.92861 185 1 3 11 1
100 SRB Pocibrava 2 10.05.2015. 44.24946 19.93205 178 1 3 11 1
101 SRB Valja StreZi 18.04.2013. 44.18653 21.88511 524 2 4 5 1
102 SRB  Valja Sake 21.06.2013. 44.23674 21.87542 683 2 4 5 1
103 SRB Jablanica 1 28.04.2013. 4421129 19.71359 397 1 3 11 1
104 SRB  Jablanica 2 22.04.2013. 44.25549 19.77703 272 1 3 11 1
105 SRB Belosavac 13.05.2015. 4419831 21.75298 304 1 3 5 1
106 SRB  GraSevacka reka 15.05.2015. 43.35063 20.98714 528 2 4 5 1
107 SRB Malava 1 16.10.2015. 44.27153 21.53673 181 1 3 5 1
108 SRB Mlava 2 16.10.2015. 44.39468 21.40150 118 1 3 5 1
109 SRB Pusta reka 31.10.2010. 43.19296 21.84140 195 1 3 5 1
110 SRB  JuZna Morava 21.03.2011. 43.21148 21.84272 194 1 2 5 1
111 SRB Poganovski potok 21.06.2021. 42.98101 22.63894 508 2 4 5 1
112 SRB Uvac 1 21.04.2018. 43.54051 19.71097 741 2 3 5 1
113 SRB Uvac 2 20.04.2018. 43.30394 19.99410 995 3 3 5 1
114 SRB Crni Rzav 1 21.04.2018. 43.63936 19.71342 1034 3 3 5 1
115 SRB Crni Rzav 2 09.10.2011. 43.66329 19.70867 1008 3 3 5 1
116 SRB  Tripudnica 05.04.2018. 42.41413 22.27600 1124 3 3 7 3
117 SRB Kocurica 1 06.04.2018. 42.40707 22.03730 614 2 3 7 3
118 SRB  Kodurica 2 07.04.2018. 42.41079 22.03905 627 2 3 7 3
119 SRB Golema reka 08.04.2018. 42.49756 22.12683 670 2 3 5 1
120 SRB  Lesni¢ka Reka 14.04.2019. 42.35027 22.12479 727 2 3 7 3
121 SLO Sava 1 01.09.2014. 46.29743 14.03679 493 1 3 4 1
122 SLO Sava 2 01.09.2014. 46.34076 14.26059 495 1 2 4 1
123 SLO Sava 3 01.09.2015. 46.34077 14.16525 415 1 2 4 1
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124 SLO Sava 4 01.09.2015. 46.46293 13.94389 645 2 3 4 1
125 SLO Sava 5 01.09.2014. 46.11985 14.99282 216 1 2 5

126 SLO Sava 6 01.09.2015. 46.08788 14.89495 229 1 2 5 1
127 SLO Sava 7 01.09.2015. 45.88408 15.64083 138 1 2 5 1
128 SLO Blejski Vintgar 21.04.2017. 46.39087 14.08427 578 2 3 4 1
129 HR Sava 8 04.09.2014. 45.75964 16.04785 105 1 2 5 1
130 BIH Bukovica 02.10.2017. 44.87244 17.22548 146 1 3 5 1
131 BIH Dragodajka 02.10.2017. 4485418 17.15948 162 1 3 5 1
132 BIH Lubovacka rijka 03.10.2017. 44.28834 17.08267 452 1 3 5 1
133 BIH Kupreska reka 03.10.2017. 4409771 17.22240 905 3 4 5 1
134 BIH Janj 1 03.10.2017. 44.23855 17.10185 461 1 4 5 1
135 BIH Janj 2 03.10.2017. 44.26787 17.09999 446 1 4 5 1
136 BIH Janj 3 25.08.2018. 44.21859 17.12230 555 2 4 5 1
137 BIH Pliva 03.10.2017. 4432011 17.15433 430 1 3 5 1
138 BIH Sanal 04.10.2017. 44.97360 16.70409 130 1 3 5 1
139 BIH Sana 2 04.10.2017. 45.04914 16.38383 118 1 2 5 1
140 BIH Unal 04.10.2017. 45.05103 16.37922 120 1 2 5 1
141 BIH Una 2 04.10.2017. 45.18456 16.80903 98 1 2 5 1
142 BIH Krupa 05.10.2017. 44.61598 17.14906 203 1 3 5 1
143 BIH Vrbanja 05.10.2017. 44.73851 17.28186 175 1 3 5 1
144 BIH Vrbas 1 05.10.2017. 44.62472 17.15298 208 1 2 5 1
145 BIH Vrbas 2 05.10.2017. 44.69740 17.19744 175 1 2 5 1
146 BIH Vrbas 3 05.10.2017. 45.05085 17.45243 93 1 2 5 1
147 BIH Poveli¢ 05.10.2017. 45.07683 17.49104 94 1 3 5 1
148 BIH Bosna 05.10.2017. 44.96960 18.28762 97 1 2 5 1
149 BIH Hréavka 26.06.2015. 43.36296 18.67126 616 2 4 5 1
150 BIH Sutjeska 27.06.2015. 43.29898 18.64579 806 3 3 5 1
151 BIH Klobugarica 27.06.2015. 43.26997 18.61551 833 3 4 5 1
152 BIH Jabusnica 27.06.2015. 43.29269 18.61461 780 2 4 5 1
153 BIH Izgorka 29.06.2015. 43.26491 18.62217 830 3 4 5 1
154 BIH Trtodnica 29.06.2015. 43.26358 18.61821 867 3 4 5 1
155 BIH Perucica 29.06.2015. 43.33203 18.69497 709 2 4 5 1
156 BIH TreSanica 30.07.2016. 43.66544 17.97490 300 1 3 5 2
157 BIH Neretva 31.07.2016. 43.14923 17.73739 10 1 2 5 2
158 BIH Ugar 1 30.04.2018. 44.36953 17.48752 674 2 3 5 1
159 BIH Ugar 2 30.04.2018. 44.36441 17.49008 687 2 3 5 1
160 CG Pcinja 08.08.2016. 42.79996 19.46980 986 3 3 5 1
161 CG Tara 1 08.08.2016. 42.87258 19.52773 894 3 2 5 1
162 CG Tara 2 03.07.2018. 42.86181 19.52581 945 3 2 5 1
163 CG Tara 3 10.08.2017. 42.80072 19.16382 1440 3 2 5 1
164 CG Tara 4 10.08.2017. 43.17943 19.24038 600 2 2 5 1
165 CG Tara 5 10.08.2017. 43.21535 19.10813 567 2 2 5 1
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166 CG Tara 6 11.08.2017. 43.25707 18.99428 538 2 2 5 1
167 CG Tara 7 11.08.2017. 43.36057 18.91221 465 1 2 5 1
168 CG Moraca 1 08.08.2016. 42.47725 19.30479 43 1 2 5 2
169 CG Moraga 2 22.03.2017. 42.76008 19.39045 244 1 2 5 2
170 CG Moraca 3 06.07.2018. 42.43194 19.22448 21 1 2 5 2
171 CG Komarnica 22.03.2017. 42.98953 19.06871 944 3 3 5 1
172 CG Grlja vodopad 05.05.2017. 42.52278 19.84287 989 3 4 6 1
173 CG Zetal 10.05.2017. 42.63190 19.01709 45 1 2 5 2
174 CG Zeta 2 04.07.2018. 42.79294 18.93425 617 2 2 5 2
175 CG Zeta 3 04.07.2018. 42.46827 19.25784 32 1 2 5 2
176 CG Bukovica 1 08.05.2017. 42.96010 19.18400 1070 3 3 5 1
177 CG Bukovica 2 08.05.2018. 42.95396 19.07557 820 3 3 5 1
178 CG Bjela 25.03.2017. 42.94978 19.09946 860 3 3 5 1
179 CG Breznica 03.07.2018. 43.36344 19.29890 764 2 3 5 1
180 CG Cehotina 1 03.07.2018. 43.39504 19.15016 661 2 3 5 1
181 CG Cehotina 2 03.07.2018. 43.31162 19.38553 835 3 3 5 1
182 CG Lim 1 02.07.2018. 42.75027 19.79350 734 2 2 5 1
183 CG Lim 2 02.07.2018. 43.13495 19.77559 534 2 2 5 1
184 CG Rijeka Crnojevi¢a 04.07.2018. 42.35670 19.01242 10 1 2 5 2
185 CG Bojana 05.07.2018. 41.96885 19.38446 8 1 2 5 2
186 CG Cjevna 25.03.2017. 42.38299 19.27888 37 1 3 5 2
187 AL Kir river 23.11.2016. 42.09415 19.54151 24 1 2 6 2
188 AL Buna River 23.11.2016. 42.04455 19.48473 6 1 2 5 2
189 AL Black Drini 1 24.11.2016. 41.57905 20.43555 429 1 2 6 2
190 AL Black Drini 2 24.11.2016. 41.93505 20.36257 298 1 2 6 2
191 AL Seman 26.11.2016. 40.75017 19.57935 7 1 2 6 2
192 AL Gnjanica 13.02.2017. 40.64706 19.62229 60 1 2 6 2
193 AL Vajgurare 15.02.2017. 40.75615 19.88986 29 1 2 6 2
194 AL Drini Lezhe 1 02.2017. 41.76558 19.63309 1 1 2 6 2
195 AL Drini Lezhe 2 15.02.2017. 41.96941 19.55052 11 1 3 6 2
196 AL Devolli 1 15.02.2017. 40.74622 20.33437 381 1 2 6 2
197 AL Devolli 2 15.02.2017. 40.71198 20.77728 815 3 3 6 2
198 AL Devolli 3 16.02.2017. 40.69999 20.89213 833 3 2 6 2
199 AL Devolli 4 16.02.2017. 40.69176 20.93568 840 3 3 6 2
200 AL Dumer korge 15.02.2017. 40.65671 20.74629 827 3 3 6 2
201 MAK  Leva reka 21.06.2017. 41.14269 21.00044 943 3 3 6 2
202 MAK  Sateska Reka 22.06.2017. 41.17086 20.72718 692 2 3 6 2
203 MAK  Radika 22.06.2017. 4153534 20.58502 595 2 3 6 2
204 MAK  Semnica 23.06.2017. 41.11325 21.36254 585 2 3 6 3
Prilepska

205 MAK  akumulacija 23.06.2017. 41.39214 21.60482 747 2 3 6 3
206 MAK  Vardar 1 23.06.2017. 41.50837 22.10412 115 1

207 MAK  Vardar 2 23.06.2017. 41.50986 22.10354 116 1 2 6 3
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Kolesinski
208 MAK  vodopadi 24.06.2017. 41.37055 22.80850 411 1 4 7 3
209 MAK Bregalnica 1 24.06.2017. 41.73248 22.17506 260 1 2 7 3
210 MAK  Bregalnica 2 04.07.2017. 41.71308 22.15434 257 1 2 7 3
211 MAK  Strumica 24.06.2017. 41.49923 22.94353 216 1 3 7 3
212 MAK  Pginja 04.07.2017. 42.08098 21.77647 280 1 3 7 3
213 BUG Blato 1 16.09.2017. 42.82353 23.21130 531 2 3 7 1
214 BUG Blato2 27.05.2016. 42.87380 23.08290 547 2 3 7 1
215 BUG Iskar 16.09.2017. 42.82944 23.35992 511 2 3 7 1
216 BUG Rila 17.09.2017. 42.13187 23.15665 568 2 4 7 3
217 BUG Struma 17.09.2017. 41.94463 23.09695 310 1 2 7 3
218 BUG  Vurbitsa 1 23.09.2017. 41.33572 25.36916 323 1 3 7 3
219 BUG Vurbitsa 2 23.09.2017. 41.56963 25.39102 235 1 3 7 3
220 BUG  Perperek 23.09.2017. 41.73641 25.42033 307 1 3 7 3
221 BUG Kharmanliiska 23.09.2017. 41.92207 25.78525 130 1 3 7 3
222 BUG  Maritsa 1 23.09.2017. 41.92420 25.93498 68 1 2 7 3
223 BUG Maritsa 2 24.09.2017. 42.21716 24.01055 322 1 2 7 3
224 BUG  Banska reka 23.09.2017. 41.99001 25.50015 133 1 3 7 3
225 BUG Chepelare 24.09.2017. 41.99436 24.87478 254 1 3 7 3
226 BUG  Archar 27.05.2016. 43.72568 22.72843 172 1 3 7 1
227 GR Struma 17.09.2017. 41.28250 23.33212 52 1 3 7 3
228 GR Richios 18.09.2017. 40.67551 23.68805 2 1 3 7 3
229 GR Chlomo 18.09.2017. 40.58781 23.48589 107 1 3 7 3
230 GR Havrias 18.09.2017. 40.36984 23.63694 106 1 3 7 3
231 GR Mavroneri 20.09.2017. 40.23372 22.51449 17 1 3 6 3
232 GR Enipeas 20.09.2017. 40.08372 22.40693 1098 3 4 6 3
233 GR Pineios 21.09.2017. 39.72979 21.56455 258 1 3 6 3
234 GR Venetikos 21.09.2017. 40.05010 21.47878 473 1 4 6 3
235 GR Aliakmonas 21.09.2017. 40.20685 21.53197 505 2 4 6 3
236 GR Hudropotamus 22.09.2017. 41.05874 24.09667 52 1 3 7 3
237 GR Zygaktes 22.09.2017. 41.03831 24.26927 61 1 3 7 3
238 GR Nestos 22.09.2017. 41.08410 24.77243 40 1 3 7 3
239 GR Lissos 23.09.2017. 41.05381 25.61724 30 1 3 7 3
240 GR Nedontas 15.04.2014. 37.02775 22.10249 4 1 3 6 4
241 GR Glafkos 12.04.2014. 38.20709 21.75924 74 1 3 6 4
242 GR Peiros 1 13.04.2014. 38.12799 21.62435 22 1 3 6 4
243 GR Peiros 2 06.04.2015. 38.12799 21.62435 22 1 3 6 4
244 GR Veliniatika 16.04.2013. 37.90863 22.8213 47 1 3 6 4
245 GR Eurotas 05.04.2013. 36.84860 22.68023 12 1 2 6 4
246 GR Erateini 01.04.2014. 38.37312 22.20413 44 1 3 6 4
247 GR Varnavas 26.04.2014. 38.20803 23.90215 304 1 3 6 3
248 GR Sperchios Potamos 03.05.2014. 38.92939 22.06064 183 1 3 6 3
249 GR Pineios 08.09.2015. 39.75143 21.59209 289 1 3 6 3
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250 GR Gallikos 11.04.2017. 40.82464 22.89679 82 1 3 7 3
251 GR Marmaras 03.04.2017. 40.08590 23.86683 240 1 3 7 3
252 GR Agkistros 08.07.2017. 40.45679 25.66725 161 1 3 7 3
253 GR Katsambos 09.07.2017. 40.48073 25.51876 111 1 3 7 3
254 GR Fonias izvor 28.07.2017. 40.45382 25.62047 794 2 4 7 3
255 GR Fonias vodopadi 08.07.2017. 40.47800 25.64516 163 1 3 7 3
256 GR Fonias 13.07.2016. 40.48993 25.65219 25 1 3 7 3

Prilog 2. Pregled analiziranih jedinki (sekvenci) primeraka Wilhelmia COI markerom, preuzetih iz baza gena
GenBank i BOLD sistema, njihov pristupni kod, autor (Unp. — neobjavljena u vidu rada, u trenutku kori§¢enja) i
drzava (LIT - Litvanija, FRA — Francuska, TUR — Turska, NEM — Nemacka, SPA - Spanija, UKR — Ukrajna,
ENG - Engleska, JER — Jermenija, PAK — Pakistan, FIN — Finska).

o o e | RN e on P
GU203457 Bernotiene, Unp. LIT GenBank SPSIM054 Unp. SPA BOLD
KP861118 Day i Post, Unp. FRA GenBank SPSIMO056 Unp. SPA BOLD
JX441380 Inci i sar., 2017 TUR GenBank SPSIM057 Unp. SPA BOLD
KF155173 Inci i sar., 2017 TUR GenBank SPSIM073 Unp. SPA BOLD
KF990255 Inci i sar., 2017 TUR GenBank SPSIM074 Unp. SPA BOLD
KF155174 Inci i sar., 2017 TUR GenBank SPSIM075 Unp. SPA BOLD
JQ030883 Inci i sar., 2017 TUR GenBank SPSIM076 Unp. SPA BOLD
KF990256 Inci i sar., 2017 TUR GenBank SPSIM077 Unp. SPA BOLD
JQ034312 Inci i sar., 2017 TUR GenBank SPSIM078 Unp. SPA BOLD
JX441377 Inci i sar., 2017 TUR GenBank SPSIM079 Unp. SPA BOLD
JX441376 Inci i sar., 2017 TUR GenBank GU203466 Bernotiene, Unp. LIT GenBank
KF990258 Inci i sar., 2017 TUR GenBank GU203470 Bernotiene, Unp. LIT GenBank
KF155170 Inci i sar., 2017 TUR GenBank GU203471 Bernotiene, Unp. LIT GenBank
KF990249 Inci i sar., 2017 TUR GenBank GU203473 Bernotiene, Unp. UKR GenBank
KF990261 Inci i sar., 2017 TUR GenBank GU203467 Bernotiene, Unp. LIT GenBank
JX444910 Inci i sar., 2017 NEM GenBank KF990264 Inci i sar., 2017 NEM GenBank
KF990263 Inci et. al, 2017 NEM GenBank GU203472 Bernotiene, Unp. TUR GenBank
JQ034308 Inci et. al, 2017 TUR GenBank GU203468 Bernotiene, Unp. TUR GenBank
KF990251 Inci et. al, 2017 TUR GenBank KP861103 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF155171 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861115 Day and Post, Unp. ENG GenBank
JQ034309 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KX759636 Inci i sar., 2017 NEM GenBank
KF990253 Inci i sar., 2017 TUR GenBank GU203474 Bernotiene, Unp. LIT GenBank
KF155175 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861092 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF155177 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861093 Day and Post, Unp. ENG GenBank
SPSIM048 Unp. SPA BOLD KP861100 Day and Post, Unp. ENG GenBank
GMGMI1317 Unp. NEM BOLD KP861105 Day and Post, Unp. ENG GenBank
GU203456 Bernotiene, Unp. LIT GenBank KP861111 Day and Post, Unp. ENG GenBank
JX441381 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861102 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KX759640 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861110 Day and Post, Unp. ENG GenBank
JQ034311 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861106 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF155172 Inci i sar., 2017 TUR GenBank GU203469 Bernotiene, Unp. LIT GenBank
KF990254 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861091 Day and Post, Unp. ENG GenBank
JQ034313 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861095 Day and Post, Unp. ENG GenBank
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KF155168 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861097 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF990250 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861113 Day and Post, Unp. ENG GenBank
GU203465 Bernotiene, Unp. LIT GenBank KP861094 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KX759639 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861104 Day and Post, Unp. ENG GenBank
JQ034310 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861101 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF155169 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861112 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF990252 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861096 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF990260 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861098 Day and Post, Unp. ENG GenBank
JX441379 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861099 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF155176 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861108 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF990257 Inci i sar., 2017 TUR GenBank KP861107 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF640031 Andrianov i sar., 2015 JER GenBank KP861109 Day and Post, Unp. ENG GenBank
KF990259 Inci i sar., 2017 TUR GenBank BFUKP049 Unp. ENG BOLD
KX759638 Inci i sar., 2017 TUR GenBank BFUKP050 Unp. ENG BOLD
KX759641 Inci i sar., 2017 TUR GenBank BFUKPO051 Unp. ENG BOLD
GU203464 Bernotiene, Unp. LIT GenBank BFUKPO053 Unp. ENG BOLD
GU203463 Bernotiene, Unp. LIT GenBank BFUKP054 Unp. ENG BOLD
GU203460 Bernotiene, Unp. LIT GenBank BFUKP055 Unp. ENG BOLD
GU203459 Bernotiene, Unp. LIT GenBank BFUKPO056 Unp. ENG BOLD
GU203462 Bernotiene, Unp. UKR GenBank BFUKP060 Unp. ENG BOLD
KP861116 Day and Post, Unp. UKR GenBank SPSIM027 Unp. SPA BOLD
GU203461 Bernotiene, Unp. UKR GenBank SPSIM044 Unp. SPA BOLD
KP861117 Day and Post, Unp. ENG GenBank SPSIMO045 Unp. SPA BOLD
KX759637 Inci i sar., 2017 NEM GenBank SPSIM087 Unp. SPA BOLD
SPSIMO026 Unp. SPA BOLD SPSIMO08S Unp. SPA BOLD
SPSIM037 Unp. SPA BOLD KF640041 Andrianov, 2015 JER GenBank
SPSIM039 Unp. SPA BOLD KF640042 Andrianov, 2015 JER GenBank
SPSIM040 Unp. SPA BOLD KX759635 Inci i sar., 2017 TUR GenBank
SPSIM049 Unp. SPA BOLD KX759633 Inci i sar., 2017 TUR GenBank
SPSIM025 Unp. SPA BOLD KX759634 Inci i sar., 2017 TUR GenBank
GMGMI548 Unp. NEM BOLD I KF640044 Andrianov, 2015 JER GenBank
GMGMC1223 Unp. NEM BOLD KF640047 Andrianov, 2015 JER GenBank
GMGMG1476 Unp. NEM BOLD KY831974 Ashfag et. al, Unp. PAK GenBank
GMGMI1224 Unp. NEM BOLD KP861119 Day i Post, Unp. ENG GenBank
GMGMI1564 Unp. NEM BOLD I KP861120 Day i Post, Unp. ENG GenBank
KF640060 Andrianov i sar., 2015 JER GenBank KP861123 Day i Post, Unp. ENG GenBank
KF640061 Andrianov i sar., 2015 JER GenBank KP861121 Day i Post, Unp. ENG GenBank
KF640063 Andrianov i sar., 2015 JER GenBank KP861122 Day i Post, Unp. ENG GenBank
KF640064 Andrianov i sar., 2015 JER GenBank KP861124 Day i Post, Unp. ENG GenBank
KF640062 Andrianov i sar., 2015 JER GenBank MF458826 Corse i sar., 2017 FRA GenBank
KF640065 Andrianov i sar., 2015 JER GenBank MF458827 Corse i sar., 2017 FRA GenBank
KX673584 Inci i sar. 2017 TUR GenBank SPSIM046 Unp. SPA BOLD
KX673587 Inci i sar. 2017 TUR GenBank KX673578 Onder i sar. Unp. TUR GenBank
KX673585 Inci i sar. 2017 TUR GenBank KX673581 Onder i sar. Unp. TUR GenBank
KX673589 Onder i sar. Unp. TUR GenBank KX673580 Onder i sar. Unp. TUR GenBank
KX673586 Onder i sar. Unp. TUR GenBank KX673579 Onder i sar. Unp. TUR GenBank
KX673588 Onder i sar. Unp. TUR GenBank FISIM101 Unp. FIN BOLD
SPSIM034 Unp. SPA BOLD FISIM102 Unp. FIN BOLD)
SPSIMO035 Unp. SPA BOLD FISIM103 Unp. FIN BOLD
SPSIM041 Unp. SPA BOLD FISIM104 Unp. FIN BOLD
SPSIM051 Unp. SPA BOLD FISIM105 Unp. FIN BOLD
SPSIMO053 Unp. SPA BOLD
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Prilog 3. Pregled analiziranih jedinki (sekvenci) primeraka S. reptans i S. reptantoides COl markerom,
preuzetih iz baza gena GenBank i BOLD sistema, njihov pristupni kod, autor (Unp. — neobjavljena u vidu rada,
u trenutku kori§¢enja) i drzava (LAT — Letonija, LIT - Litvanija, SVE — Svedska, SLO — Slovacka, ENG —

Engleska).

pristupni . iz baze pristupni . iz baze
brojevi Autor Drz gena brojevi Autor Drz. gena
KF822596 Kudela i sar., 2014 LAT GenBank KF822622 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
KF822597 Kudela i sar., 2014 LAT GenBank KF822623 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
KF822598 Kudela i sar., 2014 LIT GenBank KF822624 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
KF822599 Kudela i sar., 2014 LIT GenBank KF822625 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
KF822600 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank KF822626 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
KF822601 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank KF822627 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
KF822602 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank KF822628 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
KF822603 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank KF822629 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
KF822604 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank KF822630 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
KF822605 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank EU025948 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822606 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank EU025950 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822607 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank EU025954 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822608 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank EU025955 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822609 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank EU025956 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822610 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank EU025957 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822611 Kudela i sar., 2014 SVE GenBank EU025958 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822612 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank EU025959 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822613 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank EU025960 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822614 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank EU025961 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822615 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank EU025962 Day i sar., 2008 ENG GenBank
KF822616 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank EU025963 Day i sar., 2008 ENG GenBank
EU025942 Day i sar., 2008 ENG GenBank EU025964 Day i sar., 2008 ENG GenBank
EU025943 Day i sar., 2008 ENG GenBank EU025965 Day i sar., 2008 ENG GenBank
EU025944 Day i sar., 2008 ENG GenBank EU025966 Day i sar., 2008 ENG GenBank
EU025945 Day i sar., 2008 ENG GenBank EU025967 Day i sar., 2008 ENG GenBank
EU025946 Day i sar., 2008 ENG GenBank EU025968 Day i sar., 2008 ENG GenBank
EU025947 Day i sar., 2008 ENG GenBank EU025969 Day i sar., 2008 ENG GenBank
EU025949 Day i sar., 2008 ENG GenBank EU025970 Day i sar., 2008 ENG GenBank
EU025951 Day i sar., 2008 ENG GenBank EU025952 Day i sar., 2008 ENG GenBank
Bernotiené i
GQ121362 Stunzénas 2009 LIT GenBank EU025953 Day i sar., 2008 Eng  CenBank
Bernotieng¢ i
GQ121363 Stunzénas 2009 LAT  CGenBank | rerr617  Kadelaisar, 2014 sLo  CenBank
Bernotien¢ i GenBank GenBank
GQ121364 Stunzénas 2009 LIT KF822618 Kadela i sar., 2014 SLO
Bernotiené i
GQ121365 Stunzénas 2009 LT GemBank | yrero619 Kadelaisar, 2014 sLo  CenBank
Bernotieng¢ i
GQ121362 Stunzénas 2009 LIT GenBank EU025952 Day i sar., 2008 ENG GenBank
Bernotiené i
GQ121363 Stunzénas 2009 LAT GenBank EU025953 Day i sar., 2008 ENG GenBank
Bernotiené i
GQ121364 Stunzénas 2009 LIT GenBank KF822617 Kudela i sar., 2014 SLO GenBank
Bernotieng¢ i
GQ121365 Stunzénas 2009 L GemBank | yreros1s Kadelaisar, 2014 sLo  CenBank
Bernotien¢ i GenBank GenBank
GQ121366 Stunzénas 2009 LIT KF822619 Kadela i sar., 2014 SLO
Bernotiené i
GQ121367 Stunzénas 2009 LT GemBank | yrero620  Kadelaisar, 2014 sLo  CenBank
Bernotieng¢ i
KF551252 Stunzénas 2009 Lt CenBank o reroear  Kudelaisar, 2014  sLo  CenBank
Bernotiené i
GQ121362 Stunzénas 2009 LIT GenBank EU025952 Day i sar., 2008 ENG GenBank
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Prilog 4. O¢ekivane (Exp.) i dobijene (Obs.) vrednosti mismatch distribucije za klade (potencijalne vrste)

podroda Wilhelmia.
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Prilog 5. Ekoloska diferencijacija EQUINUM grupe vrsta sa najée$ée zabelezenim vrstama U 0dnosu na
a) nadmorsku visinu i b) tip vodotoka. Krive odgovora analiziranih vrsta prikazuju verovatno¢u nalazenja vrsta
duz gradijenta. Krugovi predstavljaju optimalnu vrednost za svaku od vrsta unutar grupe, kao i za samu
EQUINUM grupu.
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Prilog 6. EkoloSka diferencijacija REPTANS grupe vrsta sa najée$¢e zabeleZenim vrstama U 0dnosu na
a) nadmorsku visinu i b) tip vodotoka. Krive odgovora analiziranih vrsta prikazuju verovatno¢u nalaZenja vrsta
duZ gradijenta. Krugovi predstavljaju optimalnu vrednost za svaku od vrsta unutar grupe, kao i za samu
REPTANS grupu.
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HpnJor 1.
N3jaBa 0 ayTopcTBY

Mormucann-a___Jenena Bykunh
6poj MHIEeKca 53012/2013

H3jaBibyjem
JIa je TOKTOPCKa AMCepTaIldja moI HaCJIOBOM
JluBep3ureT u reHernuka BapujadmiHoct pamunmje Simulidae (Insecta: Diptera)

Ha nopy4jy bankaHckor noigyoctpsa

®  pe3ynTaTr CONCTBEHOT MCTPAKUBAYKOT Paja,

e J1a TIpeIUIOKEHA MUcepTaIlija y MeJWHA HU y JSIOBHMa HHUje Omiia mpeiokeHa 3a 1o0ujame
OWJI0 KOje IUTUIOME TIpeMa CTYHjCKUM IPOrpaMiMa JIPYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yJTaTh KOPCKTHO HABCICHU U

® 12 HHCAM KPIINO/TIa ayTOPCKa MPaBa U KOPHCTHO HHTEIEKTYAIHY CBOJUHY JAPYTHX JIUIIA.

IloTnuc noxkTopanaa
VY Bbeorpany,




pwuior 2.

N3jaBa O MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JOKTOPCKOT paja

Hme u npe3ume aytopa _JCICHA Byknuh

Bpoj unaekca b3012/2013

Cryznujcku nporpam Buosoruja

Hacsio paja JIuBep3uTET U TeHeTHYKa BapujadbuiaHocT hamunuje Simulidae
(Insecta: Diptera) Ha moxpyu4jy bankanckor mojayocTpsa

Mentopu _ Ap MBana XKusuh, pefoBru mpodecop

Hp Harama [Tonosuh, BuIIM HAyYHU capaHUK

Mormucann/a_Jenena Byknuh

UzjarsbyjeM na je mTaMiaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOI pajia MCTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOy
caMm mpenao/na 3a oOjaBJbHMBame Ha moptany JlMrurajgHor pemo3urTopujyma YHuBep3uTeTa Y
Beorpany.

Jlo3BoJbaBaM Ja ce 00jaBe MOjU JIMYHM IOJAlld BE3aHU 3a J00Hjame aKaJeMCKOT 3Bama JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME M NPEe3rMe, TOIMHA i MeCcTO poljera U JaTyM ofi0paHe paja.

OBM IUYHH MOJAAIM MOTY ce OOjaBUTH HA MPEXKHUM CTpaHUIAMAa JWTHTAIHE OWOIHOTEKe, Yy
SJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOnukanujamMa Y HuBep3utera y beorpany.

HoTnuc noxkTOpanaa

V Bbeorpany,




HpnJor 3.
H3jaBa 0 kopumrhewy

Ognamhyjem YHuBep3uTeTCKy OMOIMOTEKY ,,CBeTo3ap MapkoBuh* aa y Jurutamau peno3uTopujym
VYuuBep3urera y beorpany ynece Mojy TOKTOPCKY JUCEPTaLHjy TOA HACIOBOM:

JIMBep3UTET U TeHeTHYKa BapujadbuiaHocT hamunumje Simulidae

(Insecta: Diptera) na moxpyu4jy bankanckor moayocTpsa

KOja je Moje ayTOpCKO JeJIo.

Jucepranujy ca CBUM NPUJIO3MMa Ipeaaoc/ga caM y €IEKTPOHCKOM (opMaTy IOrOJHOM 3a TPajHO
apXHUBHPAE.

Mojy HOKTOPCKY aucCepTalyjy HoXpameHy y Jurutaiau peno3uropujym YHusep3urera y beorpamy
MOTY J]a KOPHCTE CBH KOjU TOIITYjy oipende canpkaHe y omaOpaHoMm Tuily nwuieHile KpeatusHe
3ajenuune (Creative Commons) 3a K0jy cam ce OJTy4ro/Ja.

1. AyropcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPILIH]jaTHO
AyTOpcTBO — HEKOMepIHjaIHO — 6e3 mpepaze
yTopCTBo — HEKOMEPIIHjaTHO — JICIIUTH MOJ] UCTHM YCIOBHMA
5. AytopcTtBo — 0€3 npepaze
6. AyTOpCTBO — JENHUTH MO HCTUM YCIOBHMA

(Monumo 1a 3a0KpYKHTE CaMo je/iHy O] LIECT MOHY)eHNX JINIeHIH, KpaTaK OIUC JIMICHIIN JIaT je Ha
noJIehuHM JINCTA).

IHoTnuc noxkTopanaa

VY Bbeorpany,

1. AyropctBo - Jl03BOJbaBaTE YMHOXKABaE, AUCTPUOYIIM]Y U jJaBHO CAOIIITABAKE Aeia, U Ipepae,
aKo ce HaBeJle MME ayTopa Ha HauuH onpeheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMICHIE, YaK U y
koMeprujaiaHe cBpxe. OBO je HajcI000IHUja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepIMjaiaHo. J03BoJbaBaTe YMHOXKaBakEe, JUCTPUOYIIM]Y U jJABHO CAOIIITABAKE
Jena, W Tpepaje, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH ol cTpaHe ayTopa WM JlaBaoua
nurente. OBa JHUIEHIIA He J03BOJbaBa KOMEPIMjalHy yIIoTpeOy nena.

3. AyTOpcTBO - HEKOMepIHjaTHO — 0e3 mpepase. Jlo3BosraBaTe yMHOKABaWke, TUCTPUOYIIH]Y U jaBHO
caollITaBame Jena, 0e3 mpoMeHa, MpeodINKOBamba WM yoTpede Jiesia y CBOM /ey, ako ce HaBeJle
uMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o cTpaHe ayropa wiau qaBaorna nuieHne. OBa JUIEHIA He JI03B0JbaBa
KOMepIHjaHy ynotpedy gena. Y OJHOCY Ha CBE OCTaJe JIUIICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM CE OTpaHu4YaBa
HajBehu oO6uMm mpaBa kopuirhemwa iena.



4. AyTOpPCTBO - HEKOMEpLHjaJHO — JEJIMTH IOJ HCTUM ycioBuMa. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBambe,
TUCTPHUOYITH]Y M jJaBHO CAOMIITABamkE JIeiia, U Mpepajie, ako ce HaBelIe NME ayTopa Ha Ha4MH ofpehen
O]l CTpaHe ayTopa WM JIaBaolla JIMICHIIE M aKo ce Ipepaja JUCTpUOyUpa 1O UCTOM HIIH CIMIHOM
muueHoM. OBa JIMIEHLA He 103B0JbaBa KOMEPLHUjallHy yroTpeOy /eia u npepaja.

5. AytopctBo — 6e3 npepaze. [lo3BosbaBaTte yMHOKABAE, JUCTPUOYLIM]Y U jJaBHO CAONILTABAILE JIEa,
0e3 mpoMeHa, MpeodINKOBakba WK yIIOTpebe esa y CBOM ey, aKo ce HaBelle UMe ayTopa Ha HauYuH
onpeheH o cTpaHe ayTopa WK JaBaola juieHre. OBa JHIleHIIa J03B0JhaBa KOMEPIIHjaIHy yIIoTpeOy
nena.

6. AyTOpCTBO - JICJIMTH TOJl UCTHM ycloBuMa. J{03BoJbaBaTe YMHOXKaBamhe, TUCTPUOYIIUjY U jaBHO
caomInTaBame Jielia, U Ipepajie, ako ce HaBeJe Me ayTopa Ha HauuH ojipeljeH oj] cTpaHe ayropa Hiu
JlaBaolia JULEHIIE U aKo ce Ipepaaa JUCTpUOyUpa Mo HCTOM WIIM CIIMYHOM JHLeHIoM. OBa JInieHna
7103BOJbaBa KOMEpLUjalHy yrnorpely fena u npepaga. CaunyHa je copTBEpCKUM JHLEHIIaMa, OJHOCHO
JIUIICHI]AMa OTBOPEHOT KOJIa.



	UVOD
	1.1. Opšte odlike familije Simuliidae
	1.2. Životni ciklus
	1.2.1. Morfološke odlike larvi simulida
	1.2.2. Morfološke odlike lutaka simulida

	1.3. Ekologija
	1.4. Sistematika i taksonomija
	1.5. Distribucija
	1.6. Filogenija
	1.7. Pregled istraživanja familije Simuliidae na Balkanu

	CILJEVI
	MATERIJAL I METODE
	1.
	2.
	3.
	3.1. Opis istraživanih lokaliteta i karakteristike staništa
	3.2. Prikupljanje i obrada uzoraka
	3.3. Molekularne analize
	3.3.1. Izolacija DNK, amplifikacija lančanom reakcijom polimeraze (PCR) i sekvenciranje
	3.3.2. Genetička analiza

	3.4. Statističke analize
	3.4.1. Analiza distribucije najčešćih vrsta simulida i njihova ekološka diferencijacija
	3.4.2. Analize zajednica simulida u različitim tipovima staništa
	3.4.3. Analize biološkog diverziteta simulida u različitim tipovima staništa


	REZULTATI
	1.
	2.
	3.
	4.
	4.1. Tipološka analiza ispitivanog područja
	4.2. Faunistički sastav familije Simuliidae na ispitivanom području
	4.3. Genetičke analize i filogenetski odnosi vrsta simulida
	4.3.1. Genetička varijabilnost i filogenetski odnosi podroda Wilhelmia
	4.3.2. Genetička varijabilnost i filogenetski odnosi vrsta S. reptans i S. reptantoides

	4.4. Analiza distribucije simulida u različitim tipovima staništa
	4.5. Ekološka diferencijacija simulida
	4.5.1. Ekološka diferencijacija najčešćih vrsta simulida
	4.5.2. Ekološka diferencijacija najčešćih grupa taksona simulida

	4.6. Zajednica simulida u različitim tipovima staništa
	4.7. Diverzitet simulida u različitim tipovima staništa
	4.7.1. Analiza alfa diverziteta zajednica simulida
	4.7.2. Analiza beta diverziteta zajednica simulida


	DISKUSIJA
	5.
	5.1. Genetička varijabilnost vrsta podroda Wilhelmia
	5.1.1. Equinum grana
	5.1.2. Lineatum grana

	5.2. Genetička varijabilnost vrsta Simulium reptans i S. reptantoides
	5.3. Distribucija simulida na Balkanu i njihove ekološke preference
	5.4. Diverzitet simulida na Balkanskom poluostrvu
	5.4.1. Biodiverzitet vrsta podroda Wilhelmia na Balkanskom poluostrvu
	5.4.2. Biodiverzitet vrsta S. reptans i S. reptantoides na Balkanskom poluostrvu


	ZAKLJUČCI
	LITERATURA
	PRILOZI

