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Abstract:

AB

This paper examines molecular and phenotypic variability in the widely spread hoverfly species
Eristalis tenax. We compared 42 samples from Europe, Australia North and South America, with the
aim of obtaining insights into the temporal and spatial variations and sexual dimorphism in the
species. Additionally, wild specimens from Spain were compared with a laboratory colony reared on
artificial media. The integrative approach was based on allozyme loci, cytochrome ¢ oxidase |
mitochondrial DNA, morphometric wing parameters (shape and size) and abdominal colour patterns.
Our results indicate that the fourth and eighth generations of the laboratory colony show a severe lack
of genetic diversity compared to the figures observed in natural populations. Reduced genetic
diversity in subsequent generations of the laboratory colony was found to be linked with phenotypic
divergence. The distribution of genetic diversity at polymorphic loci indicated genetic divergence
among collection dates from Fru$ka Gora Mt, and landmark-based geometric morphometrics
revealed significant wing shape variation throughout the year. Phenotypic differentiation in
abdominal pattern of the E. tenax populations along latitudinal gradient Europe has not been
established. Consistent sexual dimorphism was observed, indicating that male specimens had lighter
abdomens and smaller and narrower wings than females. It is reasonable to assume high mobility of
the dronefly and high rate of gene flow reflected the similarity of genetic and phenotypic diversity of
otherwise geographically distinct populations. Hence, the present study expands our knowledge of
the genetic diversity and phenotypic variability of E. tenax. The quantification of such variability
represents a step towards the evaluation of the adaptive potential of this species of medical and
epidemiological importance.
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1. UVOD




Uvod ’ i

Vrsta Eristalis tenax je visoko migratorna, kosmopolitska, najSire rasprostranjena
osolika muva u svetu. Prisutna je u svim regionima osim na Antarktiku, a u Evropi je
registrovana svuda osim na krajnjem severu kontinenta. U svojoj Sirokoj distribuciji je tesno
povezana sa covekom, koji joj pruza mnoge mogucnosti za razmnozavanje u zabarenim
podrudjima, stajskom dubrivu i zagadenim vodama.

Vrsta E. tenax je veoma znacajan oprasiva¢ malih izolovanih biljnih populacija na
staniStima na kojima odsustvuju pcele, poput ostrva, arhipelaga i visokih planinskih vrhova.
Efikasnost vrste E. tenax kao oprasivaca se uvecava i ¢injenicom da je veli¢ina insekta veoma
bitan faktor kod polinacije, jer se na taj nacin uvecava i koli¢ina prenetog polena. Uspesnost
jedinki vrste E. tenax kao opraSivaca je verovatno uvecana zbog prisustva mnogih
palinofilnih dlacica na telu insekta na kojima se zadrzavaju polenova zrna. Poznata je i uloga
ove vrste u oprasivanju agrokultura. Pored toga, larve imaju i veliki znadaj u procesu
kruZenja materije zbog svog saprofitskog nacina ishrane.

E. tenax predstavlja oblikativnog i fakultativnog uzrocnika mijazisa. Postoje
zabelezeni slucajevi urinarnog i gastrointestinalnog mijazisa koji uzrokuju larve vrste E.
tenax u delovima sveta sa vrlo los§im kvalitetom vode, u ¢emu se ogleda i epidemioloski
znacdaj ove vrste. Preadultne forme, ali i adulti vrste E. tenax su prenosioci patogena,
uzrocnika razlic¢itih bakterijskih i gljivi¢nih oboljenja kod biljaka i Zivotinja, stvarajuci velike
ekonomske gubitke na farmama svinja i goveda i u voc¢njacima. Uzimajuéi u obzir
medicinski znacaj i potencijalnu ekonomsku Stetu koju E. tenax predstavlja za uzgajivace
razlicitih biljnih i Zivotinjskih vrsta, potrebna je detaljnija analiza genetickog i fenotipskog
diverziteta.

Vrste sa Sirokim geografskim arealom karakteriSe struktuiranost populacija i odreden
stepen geneticke i fenotipske diferencijacije. Nacin na koji su se deSavale promene na
molekularnom nivou u toku evolucije jedne vrste moze se sagledati kroz kvantifikovanje
geneticke i fenotipske varijabilnosti prirodnih populacija Sirokorasprostranjenih vrsta, poput
vrste E. tenax. Geneticke strukture populacija koje naseljavaju razli¢ita staniSta, cesto
heterogenih geografskih oblasti, rezultat su evolucionih, istorijskih i bioloskih faktora. Posto
geneticka varijabilnost populacije predstavlja njen evolucioni potencijal, kvantifikovanje i
sagledavanje geneticke varijabilnosti populacija je od esencijalnog znacaja. Osim toga,
analizom geneticke strukture populacija dobijaju se informacije o mehanizmima koji su
odgovorni za nastanak i odrzavanje geneticke varijabilnosti i informacije o odnosima izmedu
grupa jedinki iz razlicitih delova areala.



Uvod ’ i

1.1. CILJEVI RADA

U istrazivanju sa slede¢im ciljevima koristice se metoda geometrijske morfometrije,
metoda poliakrilamid gel elektroforeze (PAGE), kao i analiza polimorfizma nukleotidnih
sekvenci mtDNK na uzorcima vrste E. tenax sa podrudja Evrope, Australije, Severne i Juzne
Amerike.

» Sagledavanje ukupnog genetickog i fenotipskog diverziteta i evolucionog potencijala
vrste E. tenax analizom jedinki poreklom sa 42 podrucja Evrope, Australije, Severne i
Juzne Amerike i laboratorijske kolonije iz Spanije.

» Analiza inbriding efekta na geneticku i fenotipsku varijabilnost vrste E. tenax:
poredenje prirodnih populacija i laboratorijske kolonije;

o Analiza vremenske distribucije genetickog i fenotipskog diverziteta vrste E. tenax sa
Fruske gore;

» Analiza prostorne substruktuiranosti genetickog i fenotipskog diverziteta vrste E.
tenax sa Durmitora;

» Analiza intraspecijske varijabilnosti adultnih jedinki 39 prirodnih populacija vrste E.

tenax sa evropskog i juznoamerickog kontinenta kvantifikovanjem varijacija u obliku
i velicini krila;

» Analiza alozimske varijabilnosti i i odredivanje stepena geneticke diferencijacije
evropskih populacija vrste E. tenax;

» Analiza genetickog diverziteta vrste E. tenax na nivou polimorfizma nukleotidnih
sekvenci mtDNK jedinki sakupljenih na 15 lokaliteta sa cetiri kontinenta;

» Analiza polnog dimorfizma na osnovu morfometrijskih parametara krila (oblik i

velic¢ina) i obojenosti abdomena;

X Analiza fenotipske diferencijacije u karakterima abdomena u uzorcima vrste E. tenax
sakupljenim duz geografskog gradijenta Evrope: od severnoevropskog uzorka iz
centralne Finske, preko Nemacke (Berlin) i évajcarske (Bazel), do Balkanskog
poluostrva (Srbija sa slede¢im lokalitetima: Obedske bara, Bratinac, Perdapska
klisura i Ludosko jezero).



2. OPSTI DEO




Opsti deo ' g

Insekti predstavljaju vrlo staru grupu beskicmenjaka izuzetne sposobnosti
prilagodavanja raznovrsnim uslovima spoljasnje sredine $to je uslovilo adaptivnu radijaciju i
nastanak preko milion recentnih vrsta (Freeman i Herron, 1998). Smatra se da su beskrilni
insekti nastali jo$ u Siluru (Levin, 2006), geoloskoj eri koja se karakteriSe osvajanjem kopna
prvenstveno od strane biljaka, a potom i prvih kopnenih Zivotinja (Skorpije, stonoge), dok su
u Devonu nadeni prvi insekatski fosili sa krilima (Futuyma, 1986).

Familija Syrphidae predstavlja brojnu grupu insekata iz reda Diptera, podreda
Brachicera Cyclorrhapha. Preko 5500 vrsta sirfida, anatomski, morfoloski i ekoloski
(nastanjuju ekoloski razli¢ita staniSta) medusobno veoma razli¢itih, grupisane su u
podfamilije Microdontinae, Syrphinae i Milesinae (Peck, 1988). Medutim, distribucija
osolikih muva nije ravnomerna na Sta ukazuje najve¢i broj vrsta registrovanih u
Neotropskom regionu (Thompson, 1972), a samo nesto vise od 1000 detektovanih vrsta u
Palearktiku (Peck, 1988). Smatra se da se adaptivna radijacija odigrala u ranom Tercijeru, a
da su jedinke vrsta familije Syrphidae potom osvojile skoro sve tipove stanista sa razlicitim
ekoloskim zahtevima (Grimaldi i Engel, 2005). Raznovrsnost sirfida se ogleda kako u
velicini, obliku i obojenosti tela, tako i u ponasanju, nacinu larvalnog razvica i ekoloskim
zahtevima larvi i adulta. Procentualna zastupljenost larvi sa saprofagnim nacinom ishrane je
najveca (44%), zatim slede zoofagi (40%) i na kraju fitofagi (16%) (Gilbert i sar., 1994). Zbog
specificnog nacina leta, sa periodi¢nim smenama faze naglih i brzih promena pravca kretanja
i periodima lebdenja, sirfide su poznate kao ,, muve lebdilice” (hoverflies) (Heal, 1982; Golding
i Edmunds, 2000). Cesto, u narodu se moZe &uti i naziv ,cvetne muve”, jer adulti hraneci se
polenom i nektarom lete sa cveta na cvet. Medutim, najceSc¢e koriSc¢en i najSire prihvacen
naziv je ,,osolike muve” zbog sli¢nosti sa péelama, osama i bumbarima (Simi¢ i Vuji¢, 1990).

Rod Eristalis Latreille, 1804, pripada tribusu Eristalini, podfamiliji Eristalinae. Vecina
vrsta iz roda Eristalis su Siroko rasprostranjene, a manji broj preferira specificna stanista.
Larve su detrivorne i konzumenti bakterija, Zive u akvati¢noj ili semiakvati¢noj sredini.
Adultne jedinke roda se prevashodno dele na one koje izgledom podsecaju na pcele i druge
koje podsecaju na bumbare (Radenkovi¢, 2008). U Evropi broj vrsta roda Eristalis iznosi oko
20. Ranije su bile registrovane 22 vrste, medutim, taksonomskom revizijom vrste E.
stackelbergi Dolezil & Rozkonsy i E. vitripennis Strobl se sada svrstavaju kao sinonimi nekih
vrsta (Speight, 2011). Na teritoriji Srbije zabeleZeno je 11 vrsta (Simi¢ i Vuji¢, 1990), od kojih je
osam registrovano na teritoriji Vojvodine (Nedeljkovic¢ i sar., 2009).

2.1. BIOLOGIJA VRSTE ERISTALIS TENAX

Eristalis tenax (Linnaeus, 1758) (SL. 1) je antropofilna vrsta, skoro pa ubikvitarna. U
svojoj Sirokoj distribuciji je tesno povezana sa ¢ovekom, Sto joj pruza mnoge mogucnosti za
razmnozavanje u te¢nom stajskom dubrivu i zagadenim vodama (Golding i Edmunds, 2000).
Period aktivnosti vrste E. tenax je vrlo dug, od februara do novembra. MuZzjaci su
malobrojniji u prolece, kada se oplodene Zenke bude iz hibernacije (Heal, 1982) i polazu
grupacije od po 80 do200 jaja u povrSinskim vodama (Kendall i Stradling, 1972). Jedinka se
dalje razvija u vlaznoj sredini kroz tri razlicita stadijuma larve. Larve (rat-tailed muggots) se
mogu naci u mirnim i staja¢im, kao i zagadenim vodama, a odlikuje ih dug, posteriorni
respiratorni nastavak. Cev za disanje (,rep”) je opruzena ili skupljena, zavisno od debljine
supstrata u kojem se nalazi (Aquilera i sar., 1999). Neposredno pred proces ulutkavanja,
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larve napustaju vodenu sredinu i povlace se na suva i zasticena mesta, ponekad prelazedi i
desetine metara (Reichholf-Riehmova, 1997). Lutke su ovalne, veli¢ine 10-12 mm i tamno
smede boje. Nakon osam do deset dana, iz lutki izlaze adulti koji zapocinju ishranu
nektarom i polenom i tako obezbeduju nutriente neophodne za letenje i sticanje polne
zrelosti (Gilbert, 1986). Time su stvoreni uslovi za pocetak novog ciklusa reporodukcije.
Svake godine javljaju se dve do tri generacije (Gilbert, 1986).

Ova vrsta hibernira kao adult, a jedinke postaju aktivne u odredeno vreme osim u
ekstremno hladnim uslovima. U periodu hibernacije adulti se mogu pronadi u starim
zgradama, pec¢inama, pod korom drveca. Jedinke su aktivne na temperaturi iznad 10°C. U
toplim, suncanim danima, period aktivnosti jedinki traje oko sedam sati, pri ¢emu najvedi
deo aktivnosti odlazi na ishranu, suncanje, odmor i ¢iS¢enje tela (Wellington i Fitzpatrik,
1981). Provode dosta vremena odmarajuci se na cvecu, a manje na listovima. U vecernjim
satima se mogu pronacdi u suncanju na listovima zbunja i Siblja (Speight, 2011). Jedinke lete
do 5m iznad povrsine zemlje, dok muZjaci pratec¢i Zenke dostizu brzinu i do 10 m/s (Collett i
Land, 1975). O¢i jedinki vrste E. tenax su polno dimorfne, Sto se ogleda u tome da muZjaci
imaju frontalno-dorzalni region krupnih faceta koje formiraju “svetlu zonu”. Ona
omogucava usvajanje vise svetlosti sto povecava kontrasnu senzitivnost, olaksava letenje pri
vedim brzinama i lakSe uocavanje i pracenje Zenke (Straw i sar., 2006). Polne razlike su
takode utvrdene i u gradi veéine dorzalnih neurona, gde muzjaci poseduju znacajno manja
receptivna polja od Zenki (Nordstrom i sar., 2008).

larve

Slika 1. Zivotni ciklus vrste E. tenax.
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2.2. TERITORIJALNO PONASANJE MUZJAKA
VRSTE ERISTALIS TENAX

Kopulacija adultnih jedinki se obavlja u letu, ili na podlozi koja se nalazi u okviru
teritorije muzjaka. Naime, pojava teritorijalnosti je veoma izrazena kod muzjaka vrste E.
tenax. Po zavrSetku aktivne disperzije prolecne i letnje generacije, muzjaci vrste E. tenax
povlace se u izdvojena staniSta koja im omogucuju zastitu, odmor, suncanje, ishranu i
neometano parenje. Smatra se da ispitivacka faza disperzije mladih muzjaka traje oko cetiri
sata, nakon cega muZjak vrsi konacan odabir i zauzima svoju teritoriju. Kada se ne nalazi na
ovakvim, odabranim i izdvojenim lokacijama, muzjak retko reaguje na druge insekte. Na
lokacijama za parenje, medutim, ispoljava teritorijalno ponasanje, napada druge insekatske
vrste, kao §to su pcele, ose i leptiri, kao i konspecific¢ke jedinke koje tretira kao uljeze. Ovakvo
teritorijalno ponasanje je izuzetno iscrpljujuce, tako da se muZzjaci odmaraju van svoje
teritorije kad god je moguce. Ako je odmor sprecen ili su vremenski uslovi takvi da ne
dozvoljavaju izlazak van datog stanista, ili je pak na neutralnim staniStima povecana gustina
jedinki, postaju izuzetno agresivni (Wellington i Fitzpatrik, 1981). Teritorija jednog muzjaka
obuhvata odredeni broj cvetova i listova jedne biljke, ali muzjak obi¢no pod svojom
teritorijom smatra i susedne cvetove stvarajuc¢i prostor za letenje. Najmanja povrSina
teritorije muZzjaka iznosi 0,36 m?, ali je prostor u okviru kog jedinka obavlja svoje aktivnosti
vedi i iznosi oko 500 m2 Na otvorenim staniStima, kao sto su poljane, muzjaci lakse zapazaju
uljeze i zato su skloniji napadima, a sa druge strane stanista sa, na primer, Sirokolisnom
zbunastom vegetacijom onemogucuju takve kontakte (Wellington i Fitzpatrik, 1981).
Posledice agresivnosti muzjaka vrste E. tenax ne uticu samo na strukturu, socijalno ponasanje
i ekologiju konspecifi¢kih populacija i jedinki. Péele viSe nisu u mogucnosti da se hrane u tim
oblastima i nestaju iz staniSta kao polinatori, a druge sirfide ne mogu da polazu jaja na
lokacijama gde su muZjaci vrste E. tenax narocito aktivni (Wellington i Fitzpatrik, 1981).

2.3. SEZONSKA MIGRACIJA JEDINKI VRSTE ERISTALIS TENAX

Vrsta E. tenax je visoko je migratorna, kosmopolitska, najsire rasprostranjena sirfida u
svetu. Prisutna je u svim regionima osim na Antarktiku. Smatra se da je 70-ih godina XIX
veka vrsta E. tenax preSla iz Azije u zapadni deo severnoamerickog kontinenta, a potom
migrirala i na ostale delove kontinenta. Podaci govore da je ova vrsta veliku brojnost dostigla
do 1884. godine, te je i danas Siroko zastupljena u celoj Severnoj Americi. Stari spisi ukazuju i
da je ova vrsta osvojila Novi Zeland 1888. godine, gde je za kratko vreme postala brojna
(Buckton, 1895). U Evropi je registrovana svuda osim na krajnjem severu kontinenta
(Speight, 2011). Povremeno su jedinke prisutne i na ostrvima severne Evrope, kao sto su
Farska ostrva (Jensen, 2001).

Vedina studija o migratornim kretanjima osolikih muva se bazira na proucavanju
afidofagnih vrsta (Svensson i Janzon, 1984; Hondelmann i sar.,, 2005), te o sezonskim
migracijama vrste E. tenax ima malo podataka (npr. Shannon, 1926; Aubert i sar., 1969). Tako
su, do sada, zabelezena kretanja jedinki ove vrste u grupama sa jedinkama vrste E. similis
koje su, pretpostavlja se, presle Severno more i doletele u Norvesku (Nielsen, 2009).
Migratorna kretanja mogu biti ograni¢ena postojanjem fizickih barijera kao $to su planine i
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mora, ali podaci govore da jedinke vrste E. tenax uspesno prevazilaze i barijere poput
Svajcarskih Alpa (Aubert, 1962). Migratorne jedinke osolikih muva su zabeleZene u velikom
broju u priobalnim podrucdjima, gde migranti sle¢u i odmaraju se nakon preletanja vodenih
povrsina (Owen, 1956; Sutton, 1969). Potvrda o sezonskim migracijama sirfida dobijena je i
analizom sadrZaja digestivnog trakta jedinki ulovljenih u priobalju Svedske, gde je utvrdeno
prisustvo polenovih zrna biljnih vrsta koje ne rastu na podrudju gde su migranti ulovljeni.
Time je potvrdena migracija vrste Eupeodes corollae iz juznih delova Evrope u Svedsku
preletanjem Baltickog mora (Svensson i Janzon, 1984). Takode, podaci govore da zenke veéih
dimenzija prelaze vece distance prilikom migracije, u odnosu na Zenke osolikih muva manjih
dimenzija (Roff, 1977). Ipak, i dalje ostaju otvorena pitanja o razlozima i ucestalosti migracija
sirfida u Evropi, ali se pretpostavlja da variranja meteoroloskih uslova i dostupnosti hrane za
larve i adulte predstavljaju moguce uzroke migratornih kretanja (Hondelmann i sar., 2005).

2.4. MIMIKRIJA VRSTE ERISTALIS TENAX

Sirfide su poznate kao ,o0solike muve” zbog izrazene morfoloske (oblik i boja) i
bihevioralne (ponasanje i zvuk krila) mimikrije koja sluzi kao mehanizam odbrane od
nespecifiénih predatora. Pokazuju slicnost sa razlic¢itim vrstama reda Hymenoptera (pcele,
ose, bumbari). U slucaju Bejtsove mimikrije, zastita , osolikih muva” zasniva se na sli¢nosti
imitatora (jestivog plena) sa opasnim modelom i predator izbegava imitatora zbog
predasnjeg loSeg iskustva sa opasnim modelom. Sam obrazac oponasanja evoluira, a
polimorfnost se uvecava ako je prisutno nekoliko razli¢itih modela. Prednost koju pruza
imitacija odredene Sare smanjivace se povecanjem brojnosti imitatora, ali je mimikrija i tada
prisutna u dosta slucajeva (Glumac, 1962; 1988). Vrsta E. tenax oponasa medonosnu pcelu po
obliku i boji abdominalni oznaka i ponasanju. U pitanju je Bejtsova mimikrija jer se radilice
medonosne pcele Stite Zaokom od mnogih predatora, a otrov je izuzetno neprijatan cak i
kada ne koriste Zaoku, ve¢ su hrana predatorima (Liepelt, 1963). Utvrdeno je da ptice rado
konzumiraju jedinke vrste E. tenax, ali ga nakon neprijatnog iskustva sa pcelama izbegavaju
(Heal, 1982).

Specificna mimikrija je reda i podrazumeva slicnost u obojenosti, morfologiji i
ponasanju sa nekim vrstama reda Hymenoptera. Nespecificha mimikrija podrazumeva
opstu slicnost. Dokazano je da ¢e predatori ¢eSce izbegavati nespecificnu mimikriju imitatora
Ciji je model opasniji nego specificnu mimikriju imitatora ¢iji model nije tako neprijatan
(Edmunds, 2000). Nespecificna mimikrija moze biti prelazni stadijum prema specifi¢noj,
mada nije poznato zasto toliko vrsta sirfida poseduje upravo nespecifiécnu mimikriju (Stubbs
i Falk, 1983). Kod sirfida su poznata tri tipa mimetizma (Glumac, 1962; 1988): mimeticka
obojenost — prisutni su razliciti prelazni stadijumi od napominjuce sli¢nosti do potpune
imitacije obojenosti Sto se postize obojenos¢u hitina, ili specificnim rasporedom obojenih
dlaka na telu; mimeticka grada tela — postiZe se specificnim oblikom abdomena sa suZenim
tre¢im segmentom Sto podseca na gradu tela osa, a kod nekih rodova se javlja i izduzenost
antena; mimeticko ponasanje — imitiranje ponasanja osa ili pcela specificnim pokretima tela,
letom, zvuc¢nim efektima i sli¢no.

U analizama obojenosti abdomena (Heal, 1982; Holloway, 1993; Ottenheim i sar.,
1996) utvrdeno je da vecina vrsta roda Eristalis ima karakteristicne dorzalne Sare u vidu para
polukruznih Zutih, narandzastih ili braon mrlja na tergitu 2, koje se ponekad nalaze i na
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tergitu 3. Kod vrsta ovog roda se na niZim temperaturama javljaju tamnije forme u obojenosti
abdomena i smatra se da je to adaptivna karakteristika u smislu termoregulacije i poboljSanja
metabolicke aktivnosti (Ottenheim i sar., 1996; Holloway i sar., 1997). Taj karakter zavisi od
temperature na kojoj sa razvijaju larve. Tako se na nizim temperaturama (t<10°C, u prolece)
razvijaju jedinke sa uzim zutim, a Sirim crnim prugama (tamnije jedinke), dok se na viSim
temperaturama (t>10°C, leti) javljaju jedinke sa Sirim Zutim prugama, a uZim crnim (svetlije
jedinke). Utvrdeno je da temperatura utice na fizioloSke procese tokom stadijuma larve koji
determini$u koli¢inu zZute boje na abdomenu (Ottenheim i sar., 1996). Svetlije jedinke imaju
$iru normu reakcije leti i prezivljavaju u vecem broju u odnosu na tamnije koje se brze
pregrevaju i manje su uspesne u pronalasku hrane i partnera (Ottenheim i sar., 1999). Ovaj
mehanizam tamnije obojenim jedinkama omogucava da se uspesnije hrane i reprodukuju u
hladnijem prole¢nom periodu, dok u slucéaju toplijih letnjih meseci tamnije jedinke mogu
doZiveti toplotni stres, nakon cega im se Sanse za preZivljavanje i reprodukciju smanjuju
(Ottenheim i Kuijt, 1998).

Abdominalna obojenost vrste E. tenax predstavlja i zastitu od predatora zbog sli¢nosti
sa specificnim modelom, medonosnom péelom Apis mellifera (Heal, 1982). Vrsta E. tenax
pokazuje Sirok spektar uzoraka Sara od veoma svetlih do veoma tamnih formi kada je
abdomen u potpunosti tamno braon boje (Heal, 1979). Tako abdomen jedinki vrste E. tenax
moze biti u Sest nijansi od ultrasvetlog do potpuno tamnog, dok se kod pcela javljaju dva
fenotipska oblika, svetli i tamni. Vrsta E. fenax na abdomenu ima dve crne mrlje kod svih
fenotipskih varijanti, a koje se ne javljaju kod pcela. Utvrdeno je da je njihova uloga u
delimicnoj (nespecifi¢noj) mimikriji osa i zagrevanju insekata (termoregulaciji). Na bazi
abdomena javlja se tamna boja i kod pcela i kod jedinki vrste E. tenax i verovatno sluZzi za
apsorbovanje suncevog zracenja. Na taj nacin se greju dorzalni krvni sudovi koji se nalaze
direktno ispod kutikule. Centralna crna pruga na abdomenu je uobicajena kod ,muva
lebdilica” dok medonosna pcela ne poseduje ovu prugu i ne odmara se na suncu. Takode,
kod pcela su na abdomenu zapazene svetlo obojene dlake koje nisu prisutne kod vrste E.
tenax (Heal, 1982). Moguci razlog zbog koga nije doslo do izrazene specificne mimikrije je taj
da modifikovane Sare na abdomenu pruzaju dodatnu zastitu u delimi¢nom oponasanju osa i
da su efikasnije u regulaciji temperature (Heal, 1982). Jo$ jedna prednost mimeticke
obojenosti se ogleda u pojavi kompetitivne mimikrije. Kada pcele i ose posecuju cvetove,
ponasaju se agresivno prema drugim vrstama koje posecuju iste cvetove. To donosi prednost
vrsti E. tenax Cije jedinke se nesmetano hrane na cvetovima dok ih drugi insekti izbegavaju
zbog prethodnog loseg iskustva (Rashed i Sherratt, 2007).

Sezonske fluktuacije u obojenosti javljaju se simultano kod obe vrste, prisutna je
bimodalna distribucija na svetle i tamne fenotipove izuzev u rano prolece kada je distribucija
unimodalna za vrstu E. tenax (Heal, 1977). Tokom leta povecava se broj abdominalnih
fenotipova vrste E. tenax, kao i osa ¢iji su nespecificni imitatori. Takode, postoji razlika u
ekspresiji izmedu polova — muZzjaci obicno imaju svetliju obojenost (Heal, 1979). Do jeseni
broj imitatora prevazilazi brojnost modela, tako da ptice uée da razlikuju vrste i vrse
selekcioni pritisak u pravcu bolje mimikrije (Heal, 1982).

Postoji objasnjenje da je u toku evolucije vrste doslo do smene funkcija, odnosno
obojenost i strukture nastale iz jednog razloga (odbrana od pregrevanja i jake insolacije,
termoregulacija, ubrzavanje cirkulacije hemolimfe), najcesce istog kao i kod vrste modela,
koje zadobijaju kasnije putem selekcije u pravcu mimikrije i novu mimeticku ulogu i
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znacenje. To objasnjava Siroku rasprostranjenost i brojnost vrste E. tenax s obzirom da se
mimikrija inace (izuzev sirfida) javlja kod malobrojnih i ugrozenih vrsta (Glumac, 1962).

e, E i Musca sp.
Syrphus ribesii

30cm
Slika 2. Primer bihevioralne mimikrije vrste E. tenax.
Jedinke osolike muve imitiraju nacin i putanju kretanja
pcele Apis mellifera. Krugovi predstavljaju period boravka
na cvetu, kvadrati period ishrane iskazani u sekundama
(Golding i sar., 2001).

Pored mimeticke obojenosti, kod jedinki vrste E. tenax je uocena i bihevioralna
mimikrija, jer jedinke imitiraju nacin leta i putanje kretanja pcele Apis mellifera (Sl. 2)
(Golding i sar., 2001). Vecina osolikih muva su dobri letaci a jedinke vrste E. tenax mogu
dostici do 10 m/s na krace distance tako da nisu lak plen (Collett i Land, 1978). Postoji stav da
je specifi¢an nacin leta vrste E. tenax razvijen radi brzeg zagrevanja (Morgan i Heinrich,
1987). Medutim, istrazivanja su pokazala da jedinke vrste E. tenax prilikom leta prave sli¢ne
putanje kao jedinke vrste Apis mellifera, Cak i vrlo specifi¢ne petlje (loops) iako su odli¢ni letaci
i mogu menjati poziciju bez pravljenja petlji (Ennos, 1989). Obe vrste pri letu koriste
horizontalni polozaj tela koji uslovljava manju preciznost nego inklinalni poloZaj koji koriste
muZjaci E. tenax kada prate Zenku (Ennos, 1989). Pretpostavlja se da je takav let posledica
mimikrije. Pcele prave petlje radi orijentacije pomocu Sunca (von Frisch, 1967), ali je
mehanizam orijentacije kod osolikih muva drugaciji (Collett i Land, 1975). Smatra se da
nema razloga za pravljenje petlji jer je vrsta E. tenax sposobna za nagle promene pravca leta
okretanjem tela u mestu (Ellington, 1984; Ennos, 1989). Petlje su neophodne jer ptice mogu
da prate kretanja koja su 2 - 4 puta brza u odnosu na ona koja moze da registruje ljudsko
oko. Vrste E. tenax i Apis mellifera provode slican vremenski period na cvetovima. Jedinke
vrste E. tenax se hrane polenom, a pcele sakupljaju i polen i nektar. Zbog toga se
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pretpostavlja da ¢e pcele provoditi viSe vremena na cvetovima, ali to nije slucaj. Jedina je
razlika u tome Sto pcele sakupljaju polen u posebne kesice dok jedinke vrste E. tenax ostaju
prekrivene polenom (Drees, 1997). Pri obilasku cvetova jedinke vrste E. tenax lete sporije i
slicnije su svom modelu. Ops$te ponasanje u letenju, ukljucujuéi putanje i vreme leta,
neverovatno je slicno ponasanju pcela. Ucestalost mahanja krilima se takode preklapa,
iznoseci od 150 do 200 Hz (Golding i sar., 2001).

Kod vrsta reda Diptera je utvrdeno postojanje 50-60 velikih interneurona (LPTCs = the
Lobula-Plate Tangenital Cells) koji imaju funkciju u detektovanju optic¢kih promena u toku leta
(Land, 1973; Hengstenberg, 1991; Borst i Haag, 2002; Kern i sar., 2005). Medutim, za razliku
od vecine vrsta iz reda Diptera kod kojih je registrovano prisustvo po tri horizontalna
sistema LPTC neurona u obe hemisfere, osolike muve imaju po cetiri sistema LPTC neurona
(Buschbeck i Strausfeld, 1997), Sto se odrazava na razlike u sposobnosti leta i brzini promene
putanje leta (Nordstrom i sar., 2008).

Zbog svoje sli¢nosti u obliku i boji tela sa vrstama reda Hymenoptera, osolike muve
neretko izazivaju strah kod ljudi. U studiji sprovedenoj kod dece Skolskog uzrasta i
studenata iz Velike Britanije, dobijeni su interesantni rezultati. Naime, uéesnicima ankete su
predocene slike tri para osolikih muva imitatora i njihovih modela (Arctophila superbienis i
vrsta bumbara Bombus pascorum; Eristalis tenax i péela Apis mellifera; Sericomyia silentis i osa
Vespula vulgaris). Vedina anketiranih ucesnika nije razlikovala osolike muve od njihovih
modela, a vise od polovine anketiranih (53% studenata i 71% dece Skolskog uzrasta) bi
usmrtilo insekta zbog straha od uboda (Golding i sar., 2005).

2.5. EPIDEMIOLOSKI I MEDICINSKI ZNACA]J
VRSTE ERISTALIS TENAX

Vrste reda Diptera mogu da prenose patogene, uzroc¢nike razli¢itih bakterijskih i
gljivicnih oboljenja kod ljudi i Zivotinja. U prethodnim studijama (Matlova i sar., 2003;
Fischer i sar., 2001; 2005; 2006) mikobakterijski patogeni su identifikovani u razli¢itim
stadijumima Zivotnog ciklusa vrste E. tenax. Utvrdeno je da je larvalni stadijum ove vrste
najcesée zarazen (Matlova i sar., 2003; Fischer i sar., 2005), i da moZe uzrokovati znacajne
mikobakterijske infekcije i ekonomsku Stetu na stoénim farmama (Matlova i sar., 2003;
Machackova i sar., 2004; Fischer i sar., 2005; 2006).

Larve vrste E. tenax su prenosioci bakterije Micobacterium avium paratuberculosis, koja
izaziva paratuberkulozu, bolest koja se manifestuje kao hroni¢ni granulomatozni enteritis.
Bolest izaziva dijareju i ozbiljno gubljenje na tezini Zivotinja koje su dosle u kontakt sa
zarazenim larvama, Sto za posledicu ima smanjenje prirasta, smanjenu produkciju mleka, a
ponekad i smrt zivotinja (Ott i sar., 1999; Ayele i sar., 2001; 2004). Vrsta M. a. paratuberculosis
se obicno ne Siri van organizma domacina, a moze se pronaci u vodi, fecesu, i zemljistu neko
odredeno vreme nakon $to napuste domacina (Jorgensen, 1977). Bakterija je sposobna da
prezivi Cetiri meseca tokom zime napolju u zemljistu koje je bilo u kontaktu sa inficiranom
stokom. Stopa prezivljavanja na travnatoj podlozi je ¢ak 117 nedelja, pri ¢emu nizak nivo
vlage i prisustvo kreca ne utice na prezivljavanje bakterije M. a. paratuberculosis (Whittington
i sar., 2001). Mikobakterije su otporne na dejstvo digestivnih enzima insekata, tako da Zive
mikobakterijske celije mogu da budu izbacene pljuvackom ili fecesom insekta (Fischer i sar.,
2001). Zivot i opstanak larvi vrste E. tenax u sredinama sa tako jakim mikrobialnim pritiskom

11



Opsti deo ' g

ocito zavisi od urodenog imunog sistema koji je adaptiran specijalno za ovu ekolosku nisu
(Altincicek i Vilcinskas, 2007). U poredenju sa larvama, manja koncentracija mikobakterija
nadena je na adultnim jedinkama vrste E. tenax. U studiji sprovedenoj na farmama svinja u
Ceskoj, zaraZenost adultnih jedinki mikobakterijama je bila svega 1,3 %, dok je inficiranost
preadultnih formi znatno veca (Matlova i sar., 2003). U svakom slucaju, zaraZeni adulti su
takode potencijalni vektori mikobakterijskih patogena i ne treba potcenjivati njihovu ulogu u
Sirenju infekcija (Fischer i sar., 2001; 2006).

Pored domacih Zzivotinja, larve vrste E. tenax mogu izazvati infekcije i kod divljih
zivotinja. Naime, larve koje napustaju stajnjak u potrazi za suvljim mestom pogodnim za
proces ulutkavanja, ¢esto bivaju pojedene od strane predatora kao Sto su ptice ili divlje
svinje. Na taj nacin, mikobakterije ulaze u lanac ishrane drugih Zivotinja koje Zive u blizini
farmi (Matlova i sar., 2003). Zbog toga je neophodno poznavanje morfoloskih, fizioloskih i
razvojnih karakteristika Diptera, njihove rasprostranjenosti, povezanosti sa okolinom
(tipi¢na staniSta) i ucesc¢a u lancima ishrane da bi procenili potencijalno Sirenje i prenosenje
mikobakterija putem ovih organizama (Fischer, 1999). Uzimajudi u obzir medicinski znacaj i
potencijalnu ekonomsku Stetu koju predstavlja za uzgajivace razlicitih Zivotinja, potrebna je
detaljnija analiza genetickog i fenotipskog diverziteta vrste E. tenax.

Vrsta E. tenax je prenosilac i bakterije Lawsonia intracellularis, koja izaziva ileitis kod
svinja. Ileitis, ili proliferativna enteropatija je jedno od najznacajnih bakterijskih oboljenja
digestivnog trakta svinja koje smanjuje prirast i ozbiljno naruSava zdravlje Zivotinja.
Bakterija L. intracellularis je izolovana iz digestivnog trakta larvi, lutki i adultnih formi, Sto
ukazuje da su svi stadijumi Zzivotnog ciklusa vrste E. tenax potencijalni prenosioci ovog
patogena (McOirist i sar., 2011).

Pored toga Sto prenosi uzrocnike razli¢itih bakterijskih i gljiviénih oboljenja kod
Zivotinja, vrsta E. tenax je prepoznata i kao prenosilac patogenih vrsta koje nanose velike
ekonomske Stete u vocarstvu. Bakterijska upala kod jabuka i krusaka deSava se u periodu
njihovog cvetanja, a glavni vektor uzrocnika su jedinke vrste E. tenax. Bakterija Erwinium
amylovorum ulazi kroz cvetne nektarije tako da je velika verovatnoca da insekti koji posecuju
cvet prenose bakterije i na taj nacin Sire zarazu. Sa infekcijom izdanka insekti koji ga grickaju
i siSu takode vrSe transfer patogena (Emmett i Baker, 1971).

Vrsta E. tenax predstavlja obligativnog, fakultativnog i slucajnog uzro¢nika mijazisa.
Do pojave mijazisa dolazi kada muva u stadijumu larve zarazi tkivo ljudi ili toplokrvnih
zivotinja (James i Harwood, 1969). Osim u starijim dokumentima (npr. Hall, 1918), novi
slucajevi mijazisa zabeleZeni su sporadi¢no u razli¢itim zemljama (Dubois i sar., 2004;
Garcia-Zapata i sar., 2005; Mumcuoglu i sar., 2005; Youssefi i sar., 2010). Utvrdeno je da ljudi
oboljevaju od gastrointestinalnog mijazisa nakon gutanja jaja vrste E. fenax ili larvi u ranom
stadijumu razvica, putem zagadene hrane ili vode (Kun i sar., 1998; Aguilera i sar., 1999;
Whish-Wilson, 2000). Simptomi kod ljudi obolelih od gastrointestinalnog mijazisa su
nespecifi¢ni i zavise od broja jaja i larvi koje se razvijaju u organizmu (Kun i sar., 1998), ali
obic¢no se pacijenti zale na bol u abdomenu i na dijareju (Garcia-Zapata i sar., 2005).

Do infekcije moze do¢i i kada larve dospeju u organizam preko urinarnog trakta.
Slucajevi urinarnog mijazisa se najceSce beleze tokom leta u ruralnim sredinama ili u selima
sa nizim higijenskim uslovima (Mumcuoglu i sar., 2005; Gonzalez i sar., 2009). Larve putem
urinarnog kanala mogu dospeti do bubrega pri ¢emu izazivaju renalne kolike (Korzets i sar.,
1993). Simptomi koji se javljaju kod osoba obolelih od ovog tipa mijazisa su svrab, anurija
(smanjeno izlucivanje mokrace) i hematurija (prisustvo krvi u mokraci) (Mumcuoglu i sar.,
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2005). Kao mera borbe i nacin suzbijanja larvi ove vrste, septicke jame i poljski toaleti se
mogu tretirati preparatima na bazi bakterije Bacillus thuringiensis koji ne ugrozavaju zivotnu
sredinu (Carlberg i sar., 1985).

Forenzicka entomologija se bavi insekatskim vrstama koje se tipi¢no hrane mrtvim
telima ljudi i uginulih Zivotinja, ili na njima polaZu jaja, te svoja saznanja koristi u otkrivanju
vremena koje je proteklo od nastupanja smrti do pronalaska tela (postmortem interval) (Houck
i Siegel, 2006). Pored vrsta iz familija Calliphoridae, Sarcophagidae i Muscidae koje su ve¢
duze vreme koriste u forenzici (De Souza i Linhares, 1997; Bucheli i sar., 2009), nekoliko
studija je ukazalo da se i vrsta E. tenax moze koristiti u forenzickoj entomologiji (Archer i
Ranson, 2005; Salleh i sar., 2007). Larve vrste E. tenax nastanjuju tela koja se nalaze u vlaznoj
sredni, poput reka ili staja¢ih voda (Salleh i sar., 2007).

2.6. ZNACAJ LARVI VRSTE ERISTALIS TENAX
U PROCESU KRUZENJA MATERIJE

Iako se preadultne forme povremeno mogu naci u relativno cistim vodenim tokovima
(James, 1947), larve vrste E. tenax su znatno cesce registrovane u zagadenim vodama sa
velikom koli¢inom organske materije i gotovo anaerobnim uslovima. Podnose velike
fluktuacije pritiska, temperature i saliniteta sredine (Thompson, 1997). Zbog sklonosti larvi
ka zivotu u zagadenoj vodi, vrsta E. tenax predstavlja pouzdanog bioindikatora kvaliteta
vode (Chapman, 1996). Pored toga, larve imaju i veliki znacaj u procesu kruzenja materije
zbog svog saprofitskog nacina ishrane. Intenzivna urbanizacija i povecanje proizvodnje
stvaraju ozbiljne probleme u Zivotnoj sredini. Jedan od glavnih problema jeste odlaganje
¢vrstog otpada organskog porekla, poput svinjskog stajnjaka (Fischer i sar., 2005). Zbog toga
su pokrenuti brojni projekti ¢iji osnovni cilj je razvoj tehnologije za razgradnju stajnjaka na
industrijskom nivou. "Ecodiptera" (www.ecodiptera.info) je jedan od projekata u okviru kog
su ispitivane mogucnosti upotrebe larvi vrste E. tenax i drugih vrsta u razgradnji organske
materije. Tokom ovog procesa, izmedu 50% i 70% otpada se integriSe u telo larvi, dok ostatak
organske materije biva preraden u sastojke koji se dalje koriste kao dubrivo, poboljsivac tla i
druge korisne svrhe. Na ovaj nacin, larve postaju biomasa koju ¢ini 60% proteina i 20%
masnih kiselina, te predstavljaju visokoproteinsku hranu za Zivotinje. Da bi od svinjskog
stajnjaka prirodnim putem nastalo kvalitetno organsko dubrivo, potrebno je i viSe od godinu
dana, te se uz pomoc¢ larvi proces razgradnje znatno ubrzava (Hurtado i sar., 2008).

2.7. ZNACAJ VRSTE ERISTALIS TENAX U OPRASIVANJU DIVLJIH I
KULTIVISANIH VRSTA

Tokom vremena, u procesu koevolucije, jedinke vrste E. tenax ostvarile su, poput
ostalih polinatorskih insekata, specificnu povezanost sa biljkama koje oprasuju. Ovaj odnos
se zasniva na mogucnosti opticke detekcije cveta u pejzazu sa velike udaljenosti i postojanju
hemoreceptora za polen i nektar (Lunau i Wacht, 1994; Wacht i sar., 1996). Polen je nutritivni
suplement zbog visokog sadrzaja proteina i ugljenih hidrata (Stanley i Linskens, 1985), a
zenke i muZjaci vrste E. tenax ga koriste kao jedini izvor proteina (Kugler, 1950; Gilbert,
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1981), jer je bogat aminokiselinom prolin koja je neophodan supstrat u metabolizmu
mehanizma letenja (Gilbert, 1985). Cinilo se da jedinke vrste E. tenax iskazuju sklonost ka
zutim cvetovima (Ilse, 1949), a da su slepe za crveno (Kugler, 1950). Medutim, pokazalo se
da na njihovo razlikovanje boja veliki uticaj ima ucenje (Zoller i sar., 2002). Posecuju Sirok
spektar biljaka sa zutim, belim, roze i plavim cvetovima (Speight, 2011), ali boja cveta koju
preferiraju je Zuta (Kelber, 2001).

Vrsta E. tenax je veoma znacajan oprasiva¢ malih izolovanih biljnih populacija na
stanistima u kojima odsustvuju pcele. Takva staniSta su mala ostrva, arhipelazi, visoki
planinski vrhovi (Pérez-Bafdn i sar., 2003). Efikasni oprasivaci su vrste koje se odlikuju
velikom brojnos¢u i cestim prelascima sa cveta na cvet (Rader i sar., 2009), a uspesnost
jedinki vrste E. tenax kao opraSivaca je verovatno uvecana zbog prisustva mnogih
palinofilnih dlacica na telu insekta na kojima se zadrZavaju polenova zrna (Zhu i Lou, 2010).
Efikasnost vrste E. tenax kao oprasivaca uvecava se i ¢injenicom da je veli¢ina insekta veoma
bitan faktor kod oprasivanja, jer se na taj nac¢in uvecava i koli¢ina prenetog polena (Pérez-
Bafion i sar., 2003).

Medicago citrina je ugrozena vrsta koja zavisi od svojih oprasivaca pcela, a nadena je
na podrudju u kom ne postoji stalna populacija pcela. Jedno takvo podrudje je i vulkanski
arhipelag Columbretes, lociran 55 km isto¢no od obale Castellén u Isto¢noj Spaniji (Espaiol,
1958; Garcia Mari i sar., 1991). Oprasivaci su neophodni za pocetak procesa reprodukcije
biljke (tripping). Tripping je dominantni mehanizam za opraSivanje vrste M. citrina, Sto se
verovatno odnosi i za sve viSegodisnje vrste roda Medicago (Lesins i Lesins, 1979; Free, 1993).
Ovaj fenomen je rezultat ili posete insekata ili, Sto je veoma retko, rezultat nekih drugih
faktora kao Sto su temperatura i vlaznost. Jedinke vrste M. citrina imaju dugacak period
cvetanja, Sto je u skladu sa duzZinom njihovog Zivota. One, takode, imaju i specifi¢an naéin
oslobadanja polena, sto je posledica nedostatka polinatora. Nektar se produkuje uglavnom
rano ujutru i kasno uvecde, a minimalno tokom popodneva (Heinrich, 1993; Stone, 1994).
Usled odsustva pcela, jedinke vrste E. tenax posecuju jedinke vrste M. citrina. Njihova poseta
je najveca tokom jutra, Sto je u skladu sa velikom sekrecijom nektara, dok svega nekoliko
jedinki poseti biljku oko 18h kada je sekrecija nesto niza. Upravo je znacaj vrste E. tenax u
tome Sto je ona najcesc¢i oprasivac ove ugrozene vrste. DuzZina proboscisa jedinki ove osolike
muve od 5-7 mm omogucuje pristup nektaru, sakupljanje polena, i na taj nacin zapocinje
tripping mehanizam (Pérez-Bafion i sar., 2003).

Sa odsustvom odgovarajuceg oprasivaca suocava se i vrsta Daucus carota na
pomenutom ostrvu Columbretes. Uobicajeno cvetove ove biljke tokom leta posecuju pcele,
dok na ostrvu Columbretes na kom odsustvuju pcele, glavni oprasivac su jedinke vrste E.
tenax. Znacaj vrste E. tenax je i u slucaju oprasivanja vrste D. carota velik, jer pcele, kao glavni
oprasivaci, usled smanjenih disperzivnih sposobnosti odsustvuju na arhipelagu (Pérez-
Banon i sar., 2007). Stoga, na malim ostrvima sa kojih pcele odsustvuju, jedinke vrste E. tenax
su neophodne za opstanak biljaka.

Nepovoljni ekoloski uslovi na planinskim vrhovima uti¢u na smanjenje brojnosti i
aktivnosti polinatora u periodu cvetanja, Sto se negativho odrazava na transfer polena
izmedu konspecifi¢kih populacija biljaka (Korner, 2003). Usled nedostatka polinatora, kod
mnogih biljnih vrsta dolazi do povecanja samooplodnje i smanjenja stranooplodnje (Garcia-
Camacho i Totland, 2009). Upravo vrsta E. tenax ima vaZznu ulogu oprasivaca izolovanih
biljnih populacija na visokim planinskim vrhovima, poput vrste Rhodiola dumulosa iz familije
Crassulaceae (Zhu i Lou, 2010) ili vrste Eritrichium nanum iz familije Boraginaceae (Zoller i
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sar., 2002). Vrsta E. nanum je registrovana na masivima u Evropi, Aziji i Americi, na
nadmorskoj visini do 3200 m. Period cvetanja ove vrste je od polovine juna do kraja jula, a
dostupnost polinatora u tom periodu u velikoj meri zavisi od ekoloskih uslova. U studiji
sprovedenoj na populacijama vrste E. nanum sa Alpa, utvrdeno je prisustvo polinatora iz 12
insekatskih familija, od kojih su jedinke vrste E. tenax pokazale jasnu preferenciju ka
cvetovima ove biljne vrste (Zoller i sar., 2002).

Iako je vrsta E. tenax dokumentovana kao primarni oprasiva¢ mnogih divljih vrsta, od
velikog ekonomskog znacaja je njena uloga u oprasivanju kultivisanih vrsta. Naime, vrsta E.
tenax je prepoznata kao veoma znacajan oprasiva¢ u agrobiocenozama u kojima odsustvuju
pcele ili je njihova brojnost smanjena (Jauker i sar. 2009; 2011). Veliki broj biljnih vrsta koje se
koriste u ishrani, lekovito bilje i brojne ukrasne biljke imaju koristi od oprasivanja ovom
vrstom. Na primer, E. tenax je efikasan polinator cvetova uljane repice (Jauker i Wolters,
2008), jabuke (Solomon i Kendall, 1970), zelenog caja (Takeda i Yanase, 1990) i grozda
(Okamoto i sar., 2008). Pored toga, jedinke ove vrste su se pokazale kao pouzdani prenosioci
polenovih zrna kod biljaka gajenih u zatvorenom prostoru, $to je od nemerljivog znacaja za
povrtarstvo i vocarstvo. Tako je, na primer, E. tenax pouzdan oprasivac vrsta iz roda Brassica
(Ohsawa i Namai, 1987; 1988) i jagoda (Kendall i sar., 1971; Nye i Anderson, 1974) gajenih u
plastenicima i staklenicima. Takode, utvrdeno je da se kvalitet plodova paprike povecava
usled dobro obavljene uloge polinatora jedinki vrste E. tenax u zatvorenom prostoru (Jarlan i
sar., 1997). Pretpostavlja se da je brojnost od 20 jedinki dovoljna za oprasivanje plastenika
povrsine 20 m?, ali Sira upotreba vrste E. tenax kao polinatora u zatvorenom prostoru zavisi
od tehnika uzgajanja koje su dostupne uzgajiva¢ima tokom godine (Gladis, 1997).
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3.1. MATERIJAL

Sagledavanje ukupnog genetickog i fenotipskog diverziteta i evolucionog potencijala
vrste E. tenax izvrSeno je analizom jedinki poreklom sa 42 podrucja Evrope, Australije,
Severne i Juzne Amerike i laboratorijske kolonije iz Spanije. Sa izuzetkom Morinja, Crna
Gora (1997.) i Kahapoala, Cile (2004.) uzorci su sakupljeni u period od 2007. do 2011. godine.
Osim lokaliteta Alikante (Spanija) i Sasko jezero (Crna Gora) gde su jedinke sakupljene u
stadijumu lutke, uzorkovanje adultnih jedinki je izvrSeno pomoc¢u entomoloske mrezice dok
su se jedinke hranile na cvecu ili mirovale na liS¢u prizemne vegetacije. Jedinke sakupljene u
preadultnom stupnju su prenete u Laboratoriju za evolucionu sistematiku i taksonomiju
Departmana za biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu, gde
su drZzane na sobnoj temperaturi do izleganja adultnih jedinki koje su potom koris¢ene u
daljoj analizi. Analiza intraspecijske varijabilnosti vrste E. tenax izvrSena je kvantifikovanjem
varijacija u velicini i obliku krila 1653 jedinke i obojenosti abdomena 936 jedinki. Analiza
genetickog diverziteta na nivou polimorfizma nukleotidnih sekvenci mtDNK je izvrSena kod
58 jedinki, dok je analiza alozimske varijabilnosti obuhvatila 821 jedinku prirodnih
populacija i laboratorijske kolonije vrste E. tenax.

3.1.1. Analiza efekta inbridinga

U radu je efekat inbridinga na varijabilnost vrste E. tenax kvantifikovan analizom
jedinki “izvoriSne” populacije od koje potice 60 jedinki osnivaca laboratorijske kolonije, i
jedinki cetvrte (F4) i osme (F8) generacije laboratorijske kolonije. Jedinke osnivaci su
sakupljeni (u stadijumu lutke) na farmi svinja u Vileni (Alikante, Spanija) (SL. 3A). Jedinke su
potom gajene pri optimalnoj temperaturi i vlaznosti vazduha u laboratoriji Univerziteta u
Alikanteu (Sl. 3B), gde su larve odrzavane odgovaraju¢om veStackom hranom, a adulti
hranjeni vodom i Sec¢erom. U svrhu poredenja, insekatski materijal dve prirodne populacije
iz Spanije (Alkoj- populacija iz Nacionalnog parka Font Roja i Agost- populacija sakupljena
na poljoprivrednom zemljistu pod izvesnim antropogenim uticajem) je ukljuen u analizu
efekta inbridinga na geneticku i fenotipsku varijabilnost vrste E. tenax (Tab. 1).

Slika 3. Proces uzorkovanja na farmi u Spaniji (A) i prostor za uzgajanje kolonije u
laboratoriji Univerziteta u Alikanteu (B). Foto: Hurtado, P.
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Tabela 1. Uzorci prirodnih populacija i cetvrte (F4) i osme (F8) generacije laboratorijske
kolonije vrste E. tenax iz Spanije u analizi efekta inbridinga na fenotipsku i geneti¢ku

varijabilnost.
Osnivack
a
Alkoj A F4 F
©) gost populacij 8 2
a
e d1e d1¢ &1 41 d]121d
Analiza alozimske | ) 7 12 (14 17|11 10|47 |51
varijabilnosti
DNK sekvenciranje | 3 2 3 2 2 2 2 2 2 2 |12 | 10
Geometrijska 4 11|13 10|11 12 |42 48 |12 15| 8 | %
morfometrija krila
Analiza abdomena | 4 12 | 13 10 | 8 10 | 31 33 | 12 15 | 68 | 80

3.1.2. Analiza vremenske distribucije genetickog i fenotipskog
diverziteta vrste Eristalis tenax

U kvantifikovanju vremenske distribucije genetickog i fenotipskog diverziteta vrste E.
tenax analizirane su adultne jedinke sakupljene tokom 2009. godine na livadi na lokalitetu
Venac (N45.1528° E19.8180°) na Frudkoj gori. U okolini mesta uzorkovanja nije utvrdeno
prisustvo farmi i stambenih objekata, tako da je jedini antropogeni uticaj predstavljao
sporadi¢ni saobracaj. Uzorci su uzeti pomocu entomoloske mreZice (leg. i det. Lj. Francuski)
tokom maja (23.5.2009.), jula (4.7.2009.), avgusta (8.8.2009.) i septembra (20.9.2009.) (Tab. 2).
Insekti su lovljeni dok su se hranili na cve¢u ili mirovali na liS¢u prizemne vegetacije.
Determinacija jedinki izvrSena je na osnovu morfoloskih karaktera publikovanih u
odgovaraju¢em taksonomskom klju¢u (Hippa i sar, 2001) kao Sto su izgled nogu,

karakteristike glave, toraksa i abdomena.

Alozimska varijabilnost, parametri krila (veli¢ina i oblik) i obojenost i oblik oznaka na

abdomenu analizirani su na istim jedinkama.

Tabela 2. Alohroni uzorci vrste E. tenax sa Fruske gore.

Maj Jul Avgust Septembar >
J ? J ? J ? J ? J ?
Analiza alozimske
e ) 16 9 14 11 19 7 13 13 62 40
varijabilnosti
Geometrijska — ) g | 413 10| 19 7 | 13 18 | 89 44
morfometrija krila
Analiza 47 9 |14 1|19 7 |15 18 | 95 45
abdomena
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3.1.3. Analiza prostorne substruktuiranosti genetickog i fenotipskog
diverziteta vrste Eristalis tenax

U cilju proucavanja prostorne substruktuiranosti fenotipskog i genetickog diverziteta
vrste E. tenax, u radu je analizirano 210 jedinki sakupljenih na osam lokaliteta sa podrucja
Durmitora (Crna Gora): Veliki étuoc, Crno jezero, Plato, Komarnica, Savin Kuk, Prutas,
Skréko jezero i Susicko jezero (Tab. 3; Sl. 4). Podrudje Durmitora podrazumeva kompleks
vrhova, platoa, dolina i kanjona smestenih u centralnom delu Crne Gore. Odlikuje se
raznovrsnos¢u geoloskih, geomorfoloskih, hidrografskih i klimatskih prilika. Reljefna
specificnost, velike visinske razlike izmedu pojedinih delova i oblika reljefa na relativno
malom podrudju odrazile su se na pojavu velikog broja razlicitih ekosistema (Tab. 4; Lakusic¢,
1984). Vrsta E. tenax je registrovana u velikom broju primeraka skoro ravnomerno na svim
nadmorskim visinama i svim tipovima ekosistema Durmitora (gimié, 1987), pa tako
ispitivano podrucje predstavlja dobar okvir za sagledavanje prostorne substruktuiranosti
fenotipskog i genetickog diverziteta ovog taksona.

Uzorci su uzeti pomocu entomoloske mrezice u peroidu od 21.7. do 25.7.2009. godine
(legatori: Lj. Francuski, J. Ludoski, V. Milankov; terensko istrazivanje sprovedeno u saradnji
sa dr A. Vuji¢). Alozimska varijabilnost, parametri krila (veli¢ina i oblik) i obojenost i oblik
oznaka na abdomenu su analizirani na istim jedinkama.

=T
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| "’“"\

"/—‘ ®Durmitor
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Sy L

Jadransko ‘

more {

Slika 4. Podrudje analiziranih uzoraka vrste E. tenax poreklom sa
planine Durmitor: 1. Veliki Stuoc; 2. Crno jezero; 3. Plato; 4. Komarnica; 5.
Savin Kuk; 6. Prutas; 7. Skr&ko jezero; 8. Susicko jezero.
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Tabela 3. Uzorci vrste E. tenax sa podruc¢ja Durmitora.

Veliki Crno . Savin | Skréko | Susicko
“ . Plato | Komarnica Prutas | | . 2
Stuoc | jezero Kuk jezero | jezero
d 2148 218 21 4 2 |38 218 2|38 2218 %
Analiza
alozimske 7 8|7 819 4| 11 5 8 8|8 8|8 8] 8 8 | 123
varijabilnosti
Analiza 11 11[23 19|22 9| 11 5 |13 14|8 16|10 9|18 11 |210
abdomena
Geometrijska
morfometrija | 11 11 [ 23 19 |22 9 11 5 13 148 16|10 9 | 18 11 | 210
krila

Tabela 4. Opis uzorkovanih lokaliteta vrste E. tenax sa podrucdja Durmitora (Lakusi¢,1984).

Nadmorsk
Lokalitet a visina Specifi¢nosti biljne zajednice lokaliteta
(m)
Na visini od oko 2000m Sumska zona se zavrsava
Veliki Stuoc 1900-2200 | spratom bora krivulja i klekovog Zbunja. Najvise
delove pokrivaju planinske rudine na karbonatima
Crno jezero 1422 Smrekovo-jelova Suma
Plato (Jezerski plato) | 1200-1500 1\./[ezofi‘1ne }iv.ade (antropogeni-sekundarni ekosistemi
livada i pasnjaka)
Komarnica 800-1000 | Sume belograbica i kserotermnih javora
Savin Kuk 2313 Subalpske rudine na karbonatima
Na visini od oko 2000m Sumska zona se zavrsava
Prutas 393 spratom bor‘a k‘rivulja i klekovog Zbunja. Najvié‘e

delove pokrivaju subalpske rudine na karbonatima
(kamenjari i pasnjaci)

Skrcko jezero

(Veliko Skréko 1700 Suma mezijske bukve i grékog javora

jezero)
Susicko jezero
(Privremeno jezero, 1140 Mezofilne livade

preko leta se isusuje)

3.1.4. Analiza prostorne distribucije fenotipskog i molekularnog
diverziteta vrste Eristalis tenax

Sagledavanje prostorne distribucije fenotipskog i molekularnog diverziteta vrste E.
tenax, kao i odredivanje stepena geneticke i fenotipske diferencijacije izmedu konspecifickih
populacija je bazirano na parametrima krila (veli¢ina i oblik) i kvantifikovanju varijabilnosti
alozimskih lokusa i 3’ kraja gena citohrom ¢ oksidaza I mitohondrijalne DNK (COI mtDNK)
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jedinki poreklom sa 42 podrucdja Evrope, Australije, Severne i Juzne Amerike (Sl. 5-6).
Geometrijsko morfometrijskom metodom su analizirana krila 1536 jedinki 39 prirodnih
populacija. U cilju proucavanja alozimske intraspecijske varijabilnosti i geneticke strukture
prirodnih populacija vrste E. tenax, analizirano je769 jedinki 31 evropske populacije. Za
analizu diverziteta COI mtDNK izolovana je DNK od ukupno 50 jedinki sakupljenih na 15
lokaliteta sa Cetiri kontinenta (Tab. 5). Alozimska varijabilnost, parametri krila (veli¢ina i
oblik) i polimorfizam na nivou nukleotidnih sekvenci mtDNK su analizirani na istim
jedinkama.

PT_ JpE_YE BgE WG IOCE VAL IWE I60E

Slika 5. Mapa sveta. Podrudje analiziranih populacija vrste E. tenax: 1.
Kvebek, Kanada; 2. Kahapoal, Cile; 3. Kanarska ostrva, épanija, 4. Kavkaz,
Rusija; 5. Ural, Rusija; 6. Tanzanija, Austalija; 7. Centralna Finska (lokaliteti
Mekrijarvi i Oulanka); 8. Helsinki, Finska; 9. Lindesnes, Norveska; 10. Hag,
Holandija; 11. Berlin, Nemacka; 12. Telc, Ceska; 13. Bazel, évajcarska; 14.
Klagenfurt, Austrija; 15. Bled, Slovenija; 16. Gracac, Hrvatska; 17. Bosna i
Hercegovina (dva lokaliteta); 18. Srbija (osam lokaliteta); 19. Crna Gora (pet
lokaliteta), 20. Negotino, Makedonija; 21. Grcka (Sest lokaliteta); 22. Sardinija
(Italija); 23. Alkoj (Spanija); 24. Agost (Spanija); 25. Alikante (Spanija).
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Slika 6. Mapa Balkanskog poluostrva.

Podrucja analiziranih

populacija vrste E. tenax: Hrvatska: 16. Gracac; Bosna i Hercegovina: 17a.
Tjentiste; 17b. Trebinje; Srbija: 18a. Ludosko jezero; 18b. Fruska gora; 18c.
Obedska bara; 18d. Bratinac; 18e. Derdapska klisura; 18f. Ozren; 18g. Stara
planina; 18h. Cacak; Crna Gora: 19a. Orijen; 19b. Morinj; 19c. Durmitor; 19d.
Lovcéen; 19e. Sasko jezero; Makedonija: 20. Negotino; Gréka: 21a. Olimp; 21b.
Volos; 21c. Skiros; 21d. Andros; 21e. Kios, 21f. Lesvos.
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Tabela 5. Analizirane populacije vrste Eristalis tenax.

. ) Geometrqska Analiza Aniahza DNK Datum '
Zemlja Populacija morfometrija alozimske . _ Legatori
. abdomena oy . | sekvenciranje | uzorkovanja
krila varijabilnosti
? 3 ? ) ? ) ?
Kanada Kvebek - - - - - - 1 20.8.2007. van Steenis, W.
Cile Kahapoal 2 4 2 5 - - 1 4.11.-6.11.2004. | Laasowen, L.
Australija Tasmanija - - - - - - 1 20.1.2006. van Steenis, W., van Zuijen, M.P.
Rusija Kavkaz 14 12 16 13 - - 2 2009. Rattel, E.
Ural 5 5 5 6 - - - 27.9.2005. Nupponen, K.
Finska Centralna Finska 16 3 16 3 8 2 - 8.7.2010. Milankov, V., Rattel, E., Stahls, G.
Helsinki 12 28 12 28 8 8 - 8.-9. 8.2009. Rattel, E.
Norveska Lindesnes 23 24 26 26 - - 1 7.8.2009. Nielsen, T.R.
Holandija Hag 6 21 - - 6 21 - 30.8.2011. Milankov, V.
Nemacka Berlin 8 22 8 22 8 10 - 1.-2.8.2010. Francuski, Lj., Marceti¢, D.
Ceska Tel¢ 31 22 - - 15 7 - 15.-16.7.2011. | Puraki¢, M.
évajcarska Bazel 35 36 38 37 10 10 - 27.-28.7.2010. | Francuski, Lj., Marceti¢, D.
Austrija Klagenfurt 22 16 - - 13 10 - 6.8.2011. Francuski, Lj., Marceti¢, D.
Slovenija Bled 31 20 - - 12 10 - 5.8.2011. Francuski, Lj., Marceti¢, D.
Hrvatska Gracac 10 - - - 10 1 - 9.8.2011. Francuski, Lj., Marceti¢, D.
. R 28.6.2009. Francuski, Lj., Puraki¢. M., Rittel, E.,
EIZiZZ;Ovina TjentiSte S e ) 28.62011. | Milankov, V.
Trebinje 18 11 - - 9 8 - 27.6.2011. Francuski, Lj., Puraki¢. M.
Ludozko jezero 15 | 14 | 16 | 14| 7 12 - 2382010, | [rancuski, Lj, Ludoski, J. Burakic M,
Milankov, V.
Fruska gora - - - |- - - 1 12.82008. | Francuski, Lj., Milankov, V.
(Susek)
Srbija Fruska gora 14 89 45 95 @ 40 i 93.5.-20.9.2009. Fr.:ancuski, Lj., Marceti¢, B.,Ludoski,].,
(Venac) Milankov, V.
Obedska bara 26 | 20 [ 27 |20 | 14 | 6 | - 1682010, | Lrancuskh Lj, Ludoski, ] Burakic M,
Milankov, V.
Bratinac 10 16 10 16 10 11 - 15.9.2010. Francuski, Lj., Ludoski,]. Milankov,V.
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Tabela 5. (nastavak)

‘ ) Geometrl]sk'a Analiza Anéllza DNK Datum .
Zemlja Populacija morfometrija alozimske .. . Legatori
. abdomena i . | sekvenciranje | uzorkovanja
krila varijabilnosti
? 3 ? ) ? ) ? )
Derdapska klisura 22 12 22 12 10 10 - - 16.9.2010. Francuski, Lj., Ludoski,J., Milankov,V.
.. Ozren 5 - - - - - 1 1 25.9.2009. Francuski, Lj.
Srbija
Stara planina 22 11 - - - - - - 19.7.2011. Petrovi¢, A., Radisi¢, D., Fabijan, D.
Cacak 22 24 - - 12 4 - - 24.5.2011. Francuski, Lj., Buraki¢, M.
Orijen 19 26 - - 9 10 - - 20.6.2011. Francuski, Lj., Buraki¢, M.
Morinj 22 32 - - - - 2 3 20.9.1997. Milankov, V.
Crna Gora Durmitor 94 116 94 116 57 66 - - 21.-25.7.2009. | Francuski, Lj.,Ludoski,]. Milankov., V.
Lovéen 23 11 - - 9 8 - - 22.6.2011. Francuski, Lj., Puraki¢, M.
Sasko jezero 17 22 - - 10 8 - - 25.6.2011. Francuski, Lj., Puraki¢, M.
BJRMakedonija | Negotino 7 3 - - 7 4 - - 23.5.2011. Francuski, Lj., Puraki¢, M.
Olimp 27 23 - - 15 3 - - 22.5.2011. Francuski, Lj., Puraki¢, M.
Volos 10 11 - - 6 10 - - 20.5.2011. Francuski, Lj., Puraki¢, M.
Skiros 41 30 - - 9 15 - - 16.5.2011. Francuski, Lj., Puraki¢, M.
Grcka Andros 12 6 - - - - - - 11.-13.5.2011. | Stahls, G., Rattel, E.
Kios 6 5 - - 6 5 1 2 28.5.2009. Milankov, V., Rattel, E. Stahls, G.
8.-11.5.2007. Stahls, G.
Lesvos 161 121 - Bl > 2352009. | Milankov, V., Rittel, E. Stahls, G.
Italija Sardinija 11 26 10 25 10 19 2 2 23.-28.5.2008. | Milankov, V., Stahls, G., Rattel, E.
Alkoj 4 11 4 12 4 5 3 2 29.10.2010. Santos, R.
gpanija Agost 13 10 13 10 9 7 3 2 29.10.2010. Pérez-Banon, C., Garcia-Gras, E.
Alikante 11 12 8 10 9 12 2 2 23.6.2009. Santos, R.
Kanarska ostrva - - - 3 - - - 2 1.2.2008. Michelsen, V.
> 753 783 372 | 473 | 404 365 24 26
Ukupno 1536 845 769 50
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3.2. METODE
3.2.1. Analiza fenotipske varijabilnosti

U analizi fenotipske diferencijacije jedinki vrste E. fenax, u radu je kvantifikovana
varijabilnost parametara krila (veli¢ina i oblik krila) i abdominalnih tergita2 i 3 (veli¢ina,
oblik i obojenost oznaka na tergitima).

3.2.1.1. Analiza obojenosti oznaka na abdomenu

Varijabilnost oblika i obojenosti oznaka na abdomenu jedinki vrste E. tenax je
kvantifikovana prema Francuski i sar. (2011b) (Sl. 7). Jedinke su klasifikovane u proizvoljne
grupe u zavisnosti od velicine, oblika i inteziteta boje Sara (zuta, narandZasta, braon, crna) na
tergitu 2 i tergitu 3 abdomena. Tergiti 2 i 3 su prvo analizirani posebno, a potom je
kombinovanjem osam grupa formiranih na osnovu tergita 2 (A1-A8) i sedam grupa tergita 3
(B1-B7) utvrdeno prisustvo abdominalnih fenotipova. Svaka analizirana jedinka je na osnovu
izgleda abdominalnih Sara razvrstana u jednu od grupa, a ucestalost odredene Sare je
izracunata za uzorke i polove. Zbog izrazenog polnog dimorfizama u obojenosti abdomena
vrsta roda Eristalis (Holloway, 1993; 1994; Francuski i sar., 2011b) muZjaci i Zenke su
analizirani posebno.

tergit 2 tergit 3
—Iv i s> R R R
A1 A2 A3 A4 B1 B2 B3 B4

A5 A6 A7 A8 BS B6 B7

f

Slika 7. Abdominalni morfi jedinki vrste E. tenax (Francuski i sar., 2011b).

3.2.1.2. Analiza krila

U radu je za analizu parametara krila jedinki vrste E. tenax primenjena metoda
geometrijske morfometrije. Za geometrijsko morfometrijsku analizu jedinki napravljeni su
trajni preparati desnog krila u Hoyer-ovom medijumu. Svaki preparat krila je obelezen
identifikacionim brojem i naveden je datum izrade, vrsta medijuma i ime preparatora.
Nakon izrade, preparati su fotografisani digitalnom kamerom (Leica DFC320) povezanom sa
stereomikroskopom (Leica MZ12.5). Na svakom krilu je obeleZeno 16 tacaka (eng. landmarks)
na mestu preseka ili zavrSetaka vena (SI. 8) pomocu programa TpsDig 1.40 (Rohlf, 2004).
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Ovaj program prikazuje tacke u obliku x, y koordinata u pravougaonom koordinatnom
sistemu, a na osnovu koordinata je izvrSena dalja analiza varijabilnosti veli¢ine i oblika krila.

Slika 8. Polozaj 16 tacaka (landmarks) na desnom
krilu vrste E. tenax odabranih za geometrijsko
morfometrijsku analizu.

Za analizu varijabilnosti veli¢ine krila koriS¢ena je centroidna veli¢ina (centroid size)
koja predstavlja izometrijsku meru velicine, a definiSe se kao kvadratni koren sume kvadrata
udaljenosti tacaka od centroide (Bookstein, 1991).

Za analizu oblika krila koriSéen je w matriks (weight matrix). Jedinke su prvo bile
podvrgnute GPA (Generalized Procrustean Analisys, Rohlf i Slice, 1990) analizi, kojom se sva
krila rotiraju, postavljaju u isti poloZaj i skaliraju, a sve u cilju eliminisanja veli¢inske
komponente i dobijanja usaglasenog oblika (consensus configuration). Zatim je ukupna
varijabilnost razdvojena na komponente oblika (globalnu i lokalizovanu komponentu) i
izracunati ortogonalni vektori obe komponente (principal i partial warps), koji reflektuju sva
moguca odstupanja pojedinacnih krila od usaglasenog oblika, i zabeleZeni su u w matriksu.

Centroidna veli¢ina i w matriks izracunati su za svaku jedinku pomocu programa
TpsRelw 1.45 (Rohlf, 2007b). Regresionom analizom w matriksa i individualnih kanonickih
skorova pomocu programa TpsRegr 1.34 (Rohlf, 2007a) omogucena je vizuelizacija
varijabilnosti oblika krila i dobijene su mreZe deformacija krila koje prikazuju promene u
obliku krila duz kanonicke ose u odnosu na usaglaSeni oblik. Programi TPS serije se mogu
besplatno preuzeti na http://life.bio.sunysb.edu/morph/.

3.2.2. Analiza geneticke varijabilnosti
3.2.2.1. Analiza alozimske varijabilnosti

U cilju proucavanja alozimske intraspecijske varijabilnosti i geneticke strukture
prirodnih populacija vrste E. tenax proucena je gensko-enzimska varijabilnost 13 enzimskih
sistema metodom poliakrilamid gel elektroforeze (PAGE) prema standardnoj metodici
(Munstermann, 1979; Pasteur i sar., 1988) sa izvesnim modifikacijama (Milankov, 2001).
Analizom su obuhvaceni enzimi razli¢itih fundamentalnih ¢elijskih procesa (Tab. 6). Alozimi
su ekstrahovani iz homogenata grudi i glave.
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Tabela 6. Puferski sistemi, analizirani enzimi (EC* broj i trivijalni naziv) i lokusi.

Puferski sistem EC* broj enzima Naziv enzima Lokus
TC** 42.1.3 akonitat hidrataza / akonitaza (ACO) Aco-1
Aco-2
TBE*** 1.2.3.1 aldehid oksidaza (AO) Ao
TC 2.6.1.1 aspartat amino transferaza (GOT) Got
TBE 3.1.11 esteraza (EST) Est-2
Est-4
TBE 2.7.5.1 fosfoglukomutaza (PGM) Pgm
TBE 42.1.2 fumarat hidrataza (FUM) Fum
TC 1.1.1.8 a-glicerofosfat dehidrogenaza (GPD) Gpd-2
TBE 2.7.1.1 heksokinaza (HK) Hk-4
TC 1.1.1.42 izocitrat dehidrogenaza (IDH) Idh-1
Idh-2
TC 1.1.1.37 malat dehidrogenaza (MDH) Mdh-2
TBE 1.1.1.40 mali¢ni enzim (ME) Me
TC 1.1.1.14 sorbitol dehidrogenaza (SDH) Sdh-1
Sdh-2
TBE 1.15.1.1 superoksid dismutaza (SOD) Sod-1
Sod-2

*EC broj - Enzyme Commision
** TC pufer - 1 M Tris-citrat pufer pH=7,1
*** TBE pufer - 1M Tris-borat-EDTA pH=8,9

Zamrznuti insekti su macerirani u rastvoru :
10% saharoze
0,1% bromphenol blue
1% Triton X-100 deterdzent

Uzorci su centrifugirani 10 min na 14000 obrtaja/min, a zatim su unoSeni na 5%
poliakrilamid gel. Upotrebljavana su dva puferska sistema, TC pufer i TBE pufer za razlicite
enzimske sisteme (Tab. 7). Elektroforeza je vrSena pri konstantnoj jacini struje od 90 mA (135-
250 V) u trajanju od tri do Cetri sata.

Nakon zavrSene elektroforeze, izvrSeno je bojenje gelova, Sto je podrazumevalo
inkubaciju na temperaturi od 37°C u mraku (osim SOD) u rastvorima specifi¢nim za svaki
enzim (Tab. 7). U toku inkubacije dolazi do reakcije dehidrogenaze i prenosa vodonikovih
jona od supstrata do kofaktora (NAD ili NADP) i od kofaktora do tetrazolijumovih soli boje
NBT-R koje se redukuju u nerastvorljivi plavi formazan. U reakcijama dehidrogenaze
odredenih enzima ukljucen je i ,vezujuci enzim”. U bojenju enzima HK i PGM kao ,, vezujuci
enzim” je upotrebljen G-6-PDH. Za vizualizaciju enzimske aktivnosti EST upotrebljena je
boja Fast Blue-RR. Inkubacija gela za aktivnost enzima SOD je vrSena na sobnoj temperaturi,
pod uticajem svetlosti, pa su mesta enzimske aktivnosti bila bez boje, nasuprot plavom gelu.
Ekspresija enzima SOD cesto je registrovana istovremeno i sa drugim enzimima.

Nakon bojenja, gelovi su fiksirani u rastvoru destilovane vode, metanola i siréetne
kiseline u odnosu 5:4:1.
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Tabela 7. Puferski sistemi i nacin bojenja enzima.

Enzim LK g strat Kofaktor Boja 1M tris-HCl
sistem
50mg cis- 5 mg NADP 10 mg NBT-R
ACO - TC akoniti¢na kiselina 5 ml 0,1M MgCl 5 ml PMS 10ml (pH 8.0)
40 ml 0,2M
AO  TBE Imlbenzaldehid 10 mg EDTA 10mg NBT-R i EDTA HCL
5 ml PMS
(pH 8,0
10 mg a-
ketoglutari¢na
kiselina 10 mg Pirodoksal- 75 mg Fast
T T 1 (pH 8.
cO c 20 mg a- 5-fosfat Blue-BB 50 ml (pH 8.0)
cisasparti¢na
kiselina
100 ml 0,1M
EST  TBE 15ml - 75 mg Fast Fosfatni pufer
a-naftil acetat Blue-RR
(pH 6,0)
10 mg NADP
PGM  TBE f H;l ?Ia'glukoza'l' 8 ul G-6-PDH ;0 T%ﬁSBT'R 5ml (pH 7,1)
osta 10ml0,IMMgCL > ™
fumaric¢na kiselina 30 mg NAD 10 mg NBT
FUM  TBE 100 mg 8 ul MDH 5 mg PMS 5ml (pH71)
. 10 mg NBT-R
GPD TC 5 ml glicerofosfat 15 mg NAD 5 ml PMS 10 ml (pH 8,5)
50 mg ATP
HK  TBE 9?Okmga 25 mg NADP éommgPTET 5ml (pH 7,1)
giukoz 10 pl G-6-PDH &
25 mg izocitri¢na 15 mg NADP 10 mg NBT-R
IDH — TC kiselina 5ml0,IMMgCl.  5mlPMS 5ml (pH5)
2ml 1M Na-Malat 15 mg NAD 10 mg NBT-R
MDH  TC (pH 7,0) 25ml0,IMMgCl.  5ml PMS 10l (pH 8,5)
2ml 1M Na-Malat 20 mg NADP 10 mg NBT-R
ME — TBE (pH 7,0) 25ml0,IMMgCL 5 ml PMS 5ml (pH5)
40 ml 0,2M
. 20 mg NAD 10 mg NBT-R e
SDH TC 250 mg sorbitol 1 ml 0,1M MgCl 5 ml PMS Tris-EDTA HCL
(pH 8,0)
40 ml1 0,2M
1 ml 0,1IM MgCl 10 mg NBT R
SOD  TBE - 10 mg NAD 2 mg PMS Tris-EDTA HCL

(pH 8,0)

3.2.2.2. MtDNK analiza

DNK je izolovana iz zamrznutog (-20°C) insekatskog materijala (delovi nogu)
upotrebom Nukleospin Tissue DNK kompleta za ekstrakciju (Marchery-Nagel, Diiren,
Nemacka) prema protokolu prozvodaca.

Dobijena DNK je umnozena lanc¢anom reakcijom polimeraze (PCR= Polimerase Chain
Reaction) upotrebom Illustra™ PureTaq™ Ready-To-Go™ PCR kompleta (GE Healthcare,
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Velika Britanija). PCR reakcija se odvijala u ukupnoj kolicini od 25 ul koju su ¢inili 2 ul DNK
ekstrakta, po 1 ul od svakog prajmera (10pmol/ul), 0,25 ul Taq DNK polimeraze (5U/ul), 2 pl
25 mM MgCL, 2,5 ul 10x Buffer II, 4 ul 200mM dNTP i ultra cista voda. Reakcija
umnoZavanja se odvijala na slede¢i nacin: pocetno razdvajanje DNK lanaca na 95°C u
trajanju 2 min, potom je sledilo 29 ciklusa od kojih se svaki sastojao od denaturacije lanaca u
trajanju od 30" na 94°C, slepljivanja prajmera sa komplementarnim sekvencama DNK lanca
u trajanju od 30" na 49°C i sinteze DNK lanca u trajanju od 2 min na 72°C, i na kraju zavrsna
ekstenzija u trajanju od 8 min na 72°C. Za umnoZzavanje i sekvenciranje 3’kraja COI mtDNK
(773bp) upotrebljeni su komercijalni prajmeri C1-J-2183 (5'-CAA CAT TTA TTT TGA TTT
TTT GG-3') (poznat kao Jerry) i povratni TL2-N-3014 (5'-TCC AAT GCA CTA ATC TGC
CAT ATT A-3') (poznat kao Pat) (Simon i sar., 1994), PCR produkti su procis¢eni pomocu
Nukleospin Tissue DNK kompleta (Marchery-Nagel, Diiren, Nemacka) i potom sekvencirani
(sa PCR prajmerima) u oba pravca upotrebom kompleta za sekvenciranje Big Dye
Terminator Cycle ver. 1.1 (Applied Biosystems, Foster City, Ca, SAD) (¥4 preporucene
koli¢ine) na poluautomatskom sekvenceru ABI PRISM 377 (Applied Biosystems, Foster City,
Ca, SAD). Dobijene sekvence su pregledane manuelno zbog mogucdih gresaka u ocitavanju
baza i potom su sekvence svih analiziranih jedinki objedinjene u jedan dokument
programom Sequence Navigator™ (ver. 1.01) (Applied Biosystems, Foster City, Ca, SAD).

3.3. OBRADA REZULTATA
3.3.1. Parametri krila

Komponente veli¢ine (centroidna velic¢ina) i oblika (w matriks) krila koris¢ene su u
analizi intraspecijske varijabilnosti i polnog dimorfizma vrste E. tenax, te konstruisanje
fenograma fenotipske sli¢nosti analiziranih populacija. Statisticka obrada podataka izvrSena
je programskim paketom Statistica 10.0. Za testiranje znacajnosti razlika u veli¢ini krila
koriS¢ena je Analiza varijanse (ANOVA) koja ukljucuje i komparaciju parova rezultata
pomocu post hoc Tukey Honestly Difference testa (Tukey HSD). Varijabilnost oblika krila
analizirana je Kanonickom analizom w matriksa. Klaster analizom na osnovu matrice
kvadrata Mahalanobisove distance dobijene kanonickom analizom metodom UPGMA
(Unweigted Pair Group Method with aritmetic Averages) (Sneath i Sokal, 1973) konstruisan je
fenogram populacija vrste E. tenax.

3.3.2. Analiza zimograma

Zimogram je elektroforetska slika dobijena procesom elektroforeze, inkubacije,
bojenja i fiksiranja gelova. Na osnovu dobijenog fenotipa (elektromorfa) tumacenjem
zimograma se zakljucuje o genotipu ispitivane jedinke. Sistem oznacavanja alela jednog
lokusa zasnivao se na odredivanju najceséeg alela koji je obeleZen brojem 100. Potom su aleli
jednog lokusa oznaceni po rastucoj vrednosti mobilnosti. Tako su oni aleli koji kodiraju
molekul proteina manje elektroforetske mobilnosti od mobilnosti najcesceg alela obeleZeni
brojevima manjim od 100, dok su aleli vece elektroforetske mobilnosti oznaceni brojevima
vecim od 100.
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Analizirani lokusi enzimskih sistema (ACO, EST, IDH, SDH, SOD) obelezeni su
brojevima, tako da je izozim manje elektroforetske mobilnosti obeleZzen brojem 1, a veéih 2 ili
4.

Geneticka interpretacija zimograma izvrSena je na osnovu Mendelovih pravila
nasledivanja kodominantnih gena, u zavisnosti od strukture enzima i genotipa jedinki
(homo/heterozigotne). Oc¢itani genotipovi za svaki lokus su analizirani pomocu programskog
paketa BIOSYS-2 (Swofford i Selander, 1989) u cilju kvantifikovanja geneticke varijabilnosti.

Intrapopulaciona varijabilnost je analizirana na osnovu ucestalosti genotipova i
ucestalosti alela. Ucestalost genotipova dobijena je indirektno ocitavanjem fenotipova
vizualizovanih na gelovima. Ucestalost alternativnih alela jednog lokusa su izracunate na
osnovu utvrdenih genotipova i njihovih ucestalosti:

P=2P+H

Kako se ucestalost alela u prirodnim populacijama odreduje na uzorkovanom

materijalu, odstupanja izracunatih vrednosti su kvantifikovana standardnom greskom:

s_ [pa
2N

Analiza znacajnosti odstupanja ucestalosti genotipskih klasa varijabilnih lokusa od
ocekivanih, prema Hardi-Vajnbergovom zakonu, izvrSena je y°testom

dobijena — ocekivana)?
Zz _ Z ( ] _ )
ocekivana

stepeni slobode (df) = broj fenotipskih/genotipskih klasa (c)- broj alela (k).
Takode je y° testom analizirana znacajnost odstupanja heterozigotnih genotipskih

ucestalosti (Ho) od ocekivanih vrednosti (H.) prema Hardi-Vajnbergovim proporcijama.

Kvantifikovanje varijabilnosti izmedu populacija izvrSeno je na osnovu parametara
geneticke strukture populacija: heterozigotnost (H), polimorfnost (P), prosecan broj alela po
lokusu (A), prisustvo jedinstvenih (u) i retkih () alela.

Na osnovu broja heterozigotnih jedinki i broja analiziranih jedinki izracunata je
dobijena heterozigotnost (Ho) za svaki lokus. Suma dobijene heterozigotnosti u odnosu na
broj lokusa predstavljala je prosecnu vrednost dobijene heterozigotnosti. Vrednost ocekivane
heterozigotnosti prema Hardi-Vajnbergovim proporcijama je izracunata na osnovu
ucestalosti registrovanih alela:

He =1- z pi2

x° testom analiziran je znadaj odstupanja heterozigotnih genotipskih ucestalosti (Ho)

od ocekivanih vrednosti (He) po Hardi-Vajnbergovim proporcijama:
Zz = Z(Ho - He)2 / He

Polimorfnost (P), kao parametar varijabilnosti lokusa, predstavlja prisustvo najmanje
dva alela, tako da ucestalost najcesceg alela nije veca od 95%, odnosno 99%. Prosecna
polimorfnost je izracunata na osnovu odnosa polimorfnih i ukupnog broja analiziranih
lokusa.
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U polimorfnim lokusima na osnovu alelnih ucestalosti detektovani su retki aleli
(ucestalost nije veca od 0,05) i Cestih (eng. major) aleli (uestalost nije manja od 0,50).

Izracunat je i prosecan broj alela po lokusu (A) na osnovu ukupnog broja zabelezenih
alela u populaciji prema broju analiziranih lokusa. Takode, registrovani su i jedinstveni aleli
(u; unique, private) koji predstavljaju alele prisutne samo u odredenoj populaciji.

Interpopulaciona diferencijacija

Analizirana je struktuiranost vrste E. tenax na osnovu parametara F statistike (Wright,
1951). Struktuiranost populacija i inbriding uzrokuju redukciju heterozigotnosti koja se
kvantifikuje Indeksom fiksacije (F). Indeks fiksacije predstavlja meru redukcije ocekivane
heterozigotnosti (prema Hardi-Vajnbergovim proporcijama) u uslovima panmiksije na bilo
kom nivou populacione hijerarhije u odnosu na drugi, visi nivo hijerarhije.

(1-Fmr)=(-Fis) (1- Fsr)

Takode, kao pokazatelj stepena geneticke diferencijacije konspecifickih populacija
proucavana je statisticka znacajnost razlika ucestalosti alela konspecifickih populacija
pomocu y? testa.

Procenat lokusa koji imaju za populaciju specificne alele i njihove kombinacije
(,dijagnosticki” lokusi) je odreden na osnovu kriterijuma prema kojem se lokus smatra
dijagnostickim ukoliko vrednost koeficijenta korektne identifikacije iznosi preko 0,99 (I >
0,99) (Ayala i Powel, 1972).

Standardna (unbiased) geneticka bliskost (I) i udaljenost (D; Nei, 1978) na osnovu
elektroforetski detektovanih wucdestalosti alela su omogucile procenu stepena alelnih
supstitucija po lokusu akumuliranih u genomu od momenta divergencije populacija od
zajednickog pretka (Bullini i Sbordoni, 1980; Buth, 1984).

DR TR 3 G20 %%
XA T2-YXY

D =-Inl

Na osnovu izra¢unate nepristrasne (unbiased) geneticke bliskosti (I) i udaljenosti (D;
Nei, 1978) tj. korigovanih izraza za mali broj jedinki (<50) uradena je klaster (cluster =
grupisanje) analiza koja predstavlja grupu srodnih metoda za prikazivanje dobijenih
podataka u vidu dendrograma (Sneath i Sokal, 1973). Klaster analiza populacija vrste E. tenax
se bazirala na metodi UPGMA (Unweigted Pair Group Method with aritmetic Averages), pri
¢emu je dendrogram konstruisan povezivanjem parova OTU (Operational Taxonomic Units)
najmanje udaljenosti formirajudi jedan klaster kome se u slede¢em koraku pridruzuje OTU ili
grupa taksona (klaster) sledeéa po vrednosti udaljenosti. Svaka populacija/takson je
predstavljala OTU, tj. jedan klaster. U svakom koraku procesa, kako se dva klastera grupisu
u jedan, ukupan broj klastera se smanjuje za jedan, sve dok i poslednja dva klastera ne budu
spojena u jedan koji sadrzi sve analizirane taksone.
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3.3.3. Analiza sekvenci COI mtDNK

Polimorfizam na nivou nukleotidnih sekvenci COI mtDNK je analiziran metodom
parsimonije u programu NONA (Goloboff, 1999) u okviru programa WinClada (Nixon, 2002)
heuristic search procedurom (1000 slucajnih replikacija, 100 stabala po ciklusu, najvise 10000
stabala, TBR branch swapping).
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4.1. EFEKAT INBRIDINGA NA GENETICKU I FENOTIPSKU
VARIJABILNOST VRSTE ERISTALIS TENAX

4.1.1. Fenotipska varijabilnost

Inbriding efekat na fenotipsku varijabilnost vrste E. tenax iz Spanije je kvantifikovan
analizom jedinki dve prirodne populacije (Alkoj i Agost), “izvorisne” populacije (farma
svinja, Alikante) od koje poticu jedinke osnivaci laboratorijske kolonije, i jedinki cetvrte (F4) i
osme (F8) generacije laboratorijske kolonije. Fenotipska diferencijacija izmedu uzoraka je
analizirana na osnovu komponenti krila (velicina i oblik) metodom geometrijske
morfometrije i na osnovu razlika u veli¢ini, obliku i obojenosti oznaka na tergitima 2 i 3
abdomena.

4.1.1.1.Varijabilnost velicine, oblika i obojenosti oznaka na abdomenu

U radu je analizirana varijabilnost u velic¢ini, obliku i obojenosti oznaka na tergitima 2
i 3 abdomena 148 jedinke (68 Zenki i 80 muZjaka) laboratorijske kolonije i prirodnih
populacija vrste E. tenax poreklom iz Spanije. Analizirane jedinke su razvrstane u razlicite
grupe na osnovu velic¢ine, oblika i inteziteta obojenosti (Zuta, narandzasta, braon) Sara.
Tergiti 2 i 3 analizirani su odvojeno. Analizom tergita 2 utvrdeno je prisustvo sedam
morfova (A1-A5 i A7-A8), od kojih su cCetiri Zute (Al- A4), jedan narandZaste (A5) i dva
braon obojenosti (A7 i A8). Analizom tergita 3 utvrdeno je prisustvo 6 morfova (B2-B7), od
kojih morf B7 predstavlja potpuno crno obojen tergit bez prisustva Sare, dok su preostali
morfi sa Sarama zute (B2-B4), narandzaste (B5) i braon (B6) boje razli¢itog oblika i velicine.
Kombinovanjem utvrdenih morfova tergita 2 i tergita 3 uoceno je 13 abdominalnih
fenotipova. Zbog postojanja polnog dimorfizma u velicini, obliku i obojenosti Sara na
abdomenu, muZjaci i Zenke su analizirani posebno.

Analizom distribucije utvrdenih morfova tergita 2 i 3, kao i njihovih kombinacija
detektovana je intraspecijska varijabilonost u izgledu abdomena kod Zenki. Naime, analizom
tergita 2 zenki prirodnih populacija, uoceno je prisustvo jednog jedinstvenog morfa u
populaciji Alkoj (A5), dok su manje izrazene razlike na tergitu 3 gde Zenke sve tri prirodne
populacije poseduju dva ista morfa (B6 i B7). Od Sest fenotipova dobijenih kombinovanjem
Sara na tergitima 2 i 3, samo dva su bila prisutna u svim prirodnim populacijama (A1B7 i
A7B7), dok je po jedan jedinstveni fenotip zabelezen u populaciji iz Alkoja (A5B6) i u
Osnivackoj populaciji (A4B7) (Tab. 8).

Osim utvrdene razlike izmedu zenki prirodnih populacija, veli¢ina, oblik i obojenost
Sara na abdomenu su varirali izmedu generacija laboratorijske kolonije. Dok su F4 jedinke
delile iste morfe i fenotipove sa Osnivackom populacijom, kod F8 jedinki se uocava manja
varijabilnost u obojenosti abdomena. Tako F8 Zenke poseduju svega dva morfa na tergitu 2
(Al1i A7), dok su u F4 generaciji zabeleZeni i morfovi A4 i A8. Takode, na tergitu 3 F8 jedinki
nije utvrdena fenotipska varijabilnost jer su sve Zenke imale crno obojen tergit 3 na kome
odsustvuje oznaka (morf B7), dok je u F4 uzorku prisutan i braon morf B6 sa ucestaloS¢u
0,10. Utvrdene su i medugeneracijske razlike u distribuciji abdominalnih fenotipova; od pet
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fenotipova koje poseduju F4 Zenke, svega dva su zabeleZena kod F8 jedinki (A1B7 i A7B7)
(Tab. 8).

Slicno zenkama, velicina, oblik i obojenost Sara na abdomenu su varirali i izmedu
muzjaka analiziranih uzoraka. Utvrdeno je prisustvo zajednickih Zutih (A2) i braon (A7 i A8)
morfova na tergitu 2 muzjaka tri analizirane prirodne populacije. Morfovi B2 i B7 tergita 3 su
takode bili prisutni u svim prirodnim populacijama, dok su B4 i B5 zabeleZeni samo kod
muzjaka Osnivacke populacije. Veca varijabilnost iskazana preko broja fenotipova je
registrovana kod muzjaka Osnivacke populacije i populacije iz Alkoja (sedam fenotipova),
dok je kod jedinki iz Agosta registrovano pet fenotipova. Osnivacka populacija se izdvojila
prisustvom tri jedinstvena fenotipa (A2B3, A3B4 i A3B5), dok je kod jedinki iz Alkoja
registrovan jedan jedinstven fenotip A8B6 (Tab. 8).

Tabela 8. Ucestalost abdominalnih morfova i fenotipova Zenki i muzjaka prirodnih
populacija i laboratorijske kolonije vrste E. tenax iz Spanije (T2: tergit 2, T3: tergit 3).

Zenke muzjaci
Alkoj Agost OSmivatka o g Alkoj Agost Oohivatka o pg
populacija populacija
T2 T2
Al 0,50 0,15 0,25 058 033 | A2 0,17 0,30 0,20 040 0,40
Ad - 0,08 0,25 0,16 - A3 0,08 - 0,50 0,30 0,13
A5 0,25 - - - - A4 0,08 0,20 - - -
A7 0,25 0,69 0,25 0,16 0,67 | A5 0,08 0,10 - - -
A8 - 0,08 0,25 0,10 - A7 0,17 0,30 0,20 0,15 0,34
A8 0,42 0,10 0,10 0,15 0,13
T3 T3
B6 0,25 0,08 0,12 0,10 - B2 0,25 0,50 0,10 0,36 0,40
B7 0,75 0,92 0,88 09 1 B3 0,09 - 0,20 0,10 0,13
B4 - - 0,30 0,12 -
B5 - - 0,10 0,12 -
B6 0,33 0,10 - - -
B7 0,33 0,40 0,30 0,30 0,47
Abdominalni fenotip Abdominalni fenotip
A1B7 0,50 0,15 0,25 058 033 | A2B2 0,17 0,30 0,10 0,37 0,40
A4B6 - 0,08 0,12 0,10 - A2B3 - - 0,10 0,03 -
A4B7 - - 0,12 0,06 - A3B3 0,08 - 0,10 0,06 0,13
A5B6 0,25 - - - - A3B4 - - 0,30 0,12 -
A7B7 0,25 0,69 0,25 0,16 0,67 | A3B5 - - 0,10 0,12 -
A8B6 - - - - - A4B2 0,08 0,20 - - -
A8B7 - 0,08 0,25 0,10 - A5B6 0,08 0,10 - - -
A7B7 0,17 0,30 0,20 0,15 0,34
A8B6 0,25 - - - -
A8B7 0,17 0,10 0,10 0,15 0,13

Pri analizi medugeneracijskih razlika u obojenosti abdomena, utvrdene su jasne
razlike izmedu muZjaka F4 i F8 laboratorijske koloniije. Dok su F4 jedinke delile iste morfove
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i fenotipove sa Osnivackom populacijom, kod F8 muZzjaka se uocava manja abdominalna
varijabilnost. Naime, morfovi B4 i B5 koji su prisutni u cetvrtoj generaciji kolonije,
odsustvuju u F8 uzorku. Takode, od sedam fenotipova registrovanih kod jedinki F4 i
Osnivacke populacije, na abdomenu F8 muZzjaka su registrovana samo cetiri fenotipa (A2B2,
A3B3, A7B7 i A8B7) (Tab. 8).

4.1.1.2.Varijabilnost u veli¢ini i obliku krila

U radu je metodom geometrijske morfometrije analiziran efekat inbridinga na
fenotipsku varijabilnost cetvrte (F4) i osme (F8) generacije laboratorijske kolonije i tri
prirodne populacije vrste E. tenax iz Spanije (Alkoj, Agost, Osnivacka populacija). Parametri
krila (veli¢ina i oblik) koji su upotrebljeni za morfometrijsku analizu 178 jedinki (82 Zenke i
96 muzjaka) baziraju se na polozaju 16 tacaka (landmarks) postavljenih na mestima preseka i
zavrsetaka krilnih vena (SI. 8).

Analiza velic¢ine krila

Poredenjem velic¢ine krila utvrdena je signifikantna razlika izmedu Zenki F4 i F8
laboratorijske kolonije i prirodnih populacija (Fu77=41,70; p<0,001). Utvrdeno je da F4 jedinke
imaju znacajno manju prosecnu vrednost centroidne veli¢ine u odnosu na sve druge uzorke,
ukljucujudi i jedinke F8 kolonije (Tukey test p<0,01), dok F8 jedinke imaju statisticki znacajno
manja krila samo od jedinki prirodnih populacija Alkoj i Agost. Takode, Tukey testom su
utvrdene znacajne razlike (p<0,01) i izmedu para uzoraka Alkoj/Osnivacka populacija (SI. 9).

Komparativnom analizom veliéine krila muzjaka prirodnih populacija i laboratorijske
kolonije zabeleZene su statisticki znacajne razlike (Fu91=34,56; p<0,001). Kao i u slucaju Zenki,
krila jedinki F4 laboratorijske kolonije su u proseku manja u odnosu na jedinke prirodnih
populacija i F8 kolonije (Tukey test p<0,05). Takode, jedinke iz prirodne populacije Agost su
se statisticki znacajno razlikovale u prosecnoj vrednosti centroidne veli¢ine od jedinki F8
laboratorijske kolonije (Tukey test p<0,05) (SI. 10).

Analiza oblika krila

Pored razlika u velicini krila, utvrdena je i jasna diferencijacija u obliku krila Zenki
analiziranih uzoraka prirodnih populacija i laboratorijske kolonije iz Spanije (Wilks’ A=0,007;
Fa220=4,52; p<0,001). Procenat ukupne korektne klasifikacije iznosio je 98,8% (100% za sve
uzorke osim za F8 Zenke ¢iji procenat korektne klasifikacije je iznosio 94,12%). Kanoni¢kom
analizom sa uzorcima kao grupisucom varijablom izdvojene su cetiri kanonicke ose od kojih
su prve tri bile statisticki znacajne (x? test p<0,001). Jedinke prirodnih populacija (Alkoj,
Agost i Osnivacka populacija) se jasno razdvajaju od jedinki iz kolonije duz prve kanonicke
ose (CV1). Na dobijenom sketergramu se takode uocava da se jedinke tri prirodne popualcije
delimi¢no preklapaju, dok su cetvrta i osma generacija kolonije medusobno jasno
diferencirane (SI. 11). Multivarijantnom analizom (MANOVA) w matriksa za odredivanje
varijacija u obliku krila izmedu Zenki prirodnih populacija nisu zabeleZene signifikantne
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razlike (Wilks” A=0,001; Fi02=3,95; p=0,22), dok se medusobno F4 i F8 generacije kolonije
znacdajno razlikuju u obliku krila (Wilks” A=0,131; Fs25=5,89; p<0,001).

Slicno zenkama, muzjaci analiziranih prirodnih populacija i laboratorijske kolonije
pokazuju statisticki znacajne razlike u obliku krila (Wilks” A=0,014; Fa1225=4,39; p<0,001). Oba
uzorka laboratorijske kolonije su klasifikovana sa 100%, dok je za muZjake prirodnih
populacija najveci procenat korektne klasifikacije imala Osnivacka populacija (100%), a
potom slede Alkoj (81,8%) i Agost (70,1%). Na dobijenom sketergramu se zapaZa jasna
diferencijacija jedinki laboratorijske kolonije od jedinki prirodnih populacija (SI. ). Takode, F4
i F8 jedinke se jasno medusobno razlikuju po obliku krila (MANOVA varijabli oblika Wilks’
A=0,124; F(s34=8,53; p<0,001) , dok delimi¢no preklapanje muzjaka prirodnih populacija
ukazuje na odsustvo diferencijacije izmedu njih na osnovu oblika krila (Wilks” A=0,004;
Fe60=1,64; p=0,28) (SI. 12).

Regresionom analizom individualnih kanonickih skorova i w matriksa omogucena je
vizuelizacija varijabilnosti oblika krila i dobijanje mreza deformacija koje prikazuju promene
polozaja tacaka u odnosu na usaglaseni (konsenzus) oblik duz kanonickih osa. Posto nisu
utvrdene signifikantne razlike u obliku krila izmedu jedinki prirodnih populacija (Osnivacka
populacija, Agost i Alkoj), mreZe deformacija su upotrebljene za izrazavanje razlika izmedu
prirodnih populacija i laboratorijske kolonije. Diferencijacija krila jedinki laboratorijske
kolonije u odnosu na jedinke prirodnih populacija je kod oba pola uslovljena razlikama u
polozaju i relativnoj udaljenosti tacaka 1, 2, 8, 12, 15 i 16 koje definiSu oblik proksimalnog i
centralnog dela krila (SI. 13).

Mreze deformacija dobijene regresionom metodom ukazuju da su utvrdene razlike u
obliku krila izmedu Zenki Cetvrte i osme generacije laboratorijske kolonije najve¢im delom
rezultat razlika u polozaju i relativnoj udaljenosti tacaka anteriornog dela krila (tacke 1, 2, 3,
5, 13,14 i 15) i tacke 12 (Sl. 14). Prilikom analize muZjaka, mreZe devijacija su ukazale na
diferencijaciju F4 i F8 kolonije na osnovu razlika u polozaju istih tacaka kao pri analizi zenki
(SL 14).
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Slika 9. Prikaz centroidne veli¢ine krila Zenki laboratorijske
kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax (Mean- aritmeticka

sredina, SE- standardna greska X, SD- standardna devijacija).
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Slika 10. Prikaz centroidne veli¢ine krila muZjaka
laboratorijske kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax

(Mean- aritmeticka sredina, SE- standardna greska X, SD-
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Slika 11. Sketergram prve (CV1) i druge (CV2) kanonicke ose
parametara oblika krila Zenki cetvrte i osme generacije
laboratorijske kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax.
Velicina varijabilnosti objasnjene osama data je u zagradama.
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Slika 12. Sketergram prve (CV1) i druge (CV2) kanonicke ose
parametara oblika krila muzjaka cetvrte i osme generacije
laboratorijske kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax.
Velicina varijabilnosti objasnjene osama data je u zagradama.
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Slika 13. Mreze deformacija kojima su prikazane razlike u obliku krila
izmedu jedinki laboratorijske kolonije i prirodnih populacija, upotrebom
thin plate spline metode (promene su uvecane 3 x). Brojevi na mrezama
odgovaraju polozaju tacaka (landmarks) prikazanih na SI. 8.
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Slika 14. Mreze deformacija kojima su prikazane razlike u obliku krila
izmedu jedinki cetvrte (F4) i osme (F8) generacije laboratorijske kolonije,
upotrebom thin plate spline metode (promene su uvecane 3 x). Brojevi na
mrezama odgovaraju polozaju tacaka (landmarks) prikazanih na SI. 8.

4.1.2. MOLEKULARNI DIVERZITET

4.1.2.1. Alozimska varijabilnost

Efekat inbridinga na geneti¢ku varijabilnost vrste E. tenax iz Spanije je kvantifikovan
analizom jedinki dve prirodne populacije (Alkoj i Agost), “izvorisne” populacije (farma
svinja, Alikante) od koje poti¢u jedinke osnivaci laboratorijske kolonije, i jedinki cetvrte (F4) i
osme (F8) generacije laboratorijske kolonije. Metodom PAGE (poliakrilamid gel
elektroforeze) analizirano je 13 enzimskih sistema c¢iju sintezu determinisu aleli 18 lokusa:
Got, Aco-1, Aco-2, Ao, Est-2, Est-4, Pgm, Fum, Gpd-2, Hk-4, Idh-1, Idh-2, Mdh-2, Me, Sod-1, Sod-2,
Sdh-11 Sdh-2.

Aspartat amino transferaza (AAT ili GOT, E.C. 2.6.1.1) je enzim koji katalizuje
reakciju L-aspartat + 2-oksoglutarat — oksalacetat + L-glutamat. Analizom zimograma je
utvrdeno prisustvo dva alela: Aat** i Aat'® koji su obrazovali isklju¢ivo homozigotne
genotipove. Alel Aat'® se kao Cest (major) alel nalazi u svim analiziranim uzorcima osim u
Osnivackoj populaciji, gde je Aat* alel zastupljen ucestalos¢u vec¢om od 50%.

Akonitat hidrataza (ACO, E.C. 4.2.1.3) ili akonitaza, je monomer, katalizuje
transformaciju citrata u izocitrat. Konstatovane su dve izoenzimske forme kodirane alelima
lokusa Aco-1 i Aco-2, obe determinisane sa po jednim alelom. Ovaj enzim registrovan je u
uzorcima isklju¢ivo u homozigotnim genotipovima.
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Aldehid oksidaza (AO, E.C. 1.2.3.1) je dimerne strukture. Omogucava odvijanje
reakcije aldehid + H20 + O: — karboksilna kiselina + H:0:. U radu su na zimogramu AO
zabeleZena tri alelomorfa kodirana alelima: Ao%, Ao'® i Ao'?. Heterozigotni genotipovi nisu
registrovani ni u jednoj populaciji. Alel Ao'® je prisutan u visokoj ucestalosti u svim
populacijama, osim u prirodnoj populaciji iz Agosta, gde su sva tri alela bila ravnomerno
zastupljena.

Esteraze (EST, E.C. 3.1.1.1) su enzimi koji vrse hidrolizu estarskih veza. Izoenzimi su
kodirani alelima najmanje Sest lokusa cija ekspresija zavisi od prisustva specificnog
supstrata, analiziranog tkiva i razvojnog stadijuma. U prisustvu a-naftil acetata u radu je
analizirana alozimska varijabilnost dva enzimska sistema: Est-2 (blize katodi) i Est-4 (na
anodalnom kraju gela). U lokusu Est-2 su registrovana tri alela: Est-2%, Est-21% i Est-210,
Prisustvo heterozigotnih jedinki za ovaj lokus je zabelezZeno u svim uzorcima osim u F8 u
kom je doslo do fiksiranja homozigotnog genotipa Est-2191%, Genotip Est-2%¢je registrovan
samo u prirodnoj populaciji iz Agosta.

U lokusu Est-4 zabelezena su tri alela: Est-4%, Est-4100 j Est-4102, Alel Est-41% se kao Cest
(major) alel nalazi u svim uzorkovanim populacijama. U Osnivackoj populaciji se kao redak
alel javlja Est-4%, a kao retki genotipovi ove populacije su registrovani Est-4100/102 j Est-4102/102,
U koloniji (u F4 i F8) je zabeleZen samo homozigotni genotip Est-4'1%, dok su Est-4°%% i Est-
4%8102 registrovani samo u uzorku iz Agosta kao jedinstveni genotipovi.

Fosfoglukomutaza (PGM, E.C. 2.7.5.1) je enzim kodiran alelima Pgm lokusa i
registrovan je u svim analiziranim populacijama. Ovaj enzim prema strukturi je monomer.
Na zimogramu je uocen jedan zajednicki alel Pgm lokusa.

Fumarat hidrataza (FUM, E.C. 4.2.1.2) ili fumaraza je enzim kodiran alelima lokusa
Fum. Aktivnost je uocena kod svih populacija i sve su bile monomorfne za alel Fum!®.

a-glicerofosfat dehidrogenaza (GPD, E.C. 1.1.1.8) je enzimski sistem kodiran alelima
dva lokusa Gpd-1i Gpd-2. U radu je analizirana alelska varijabilnost Gpd-2 lokusa. Aktivnost
lokusa Gpd-2 detektovana je u svim analiziranim populacijama, a na zimogramima svih
analiziranih uzoraka utvrdeno je prisustvo samo jednog alelomorfa kodiranog zajednickim
alelom (Gpd-2'") za sve populacije.

Heksokinaza (HK, E.C. 2.7.1.1) pripada grupi kinaza enzima i vrsi fosforilaciju
heksoza uz uces¢e ATP-a. HK je enzimski sistem koji je kodiran alelima viSe lokusa.
Analizom zimograma registrovani su alelomorfi kodirani alelima lokusa Hk-4. Izozim
kodiran alelima ovog lokusa registrovan je u svim populacijama u vidu jednog alelomorfa.

Izocitrat dehidrogenaza (IDH, E.C. 1.1.1.42) katalizuje oksidaciju izocitrata do 2-
oksoglutarata (uz uceS¢e kofaktora NADP* koji se redukuje) i predstavljen je sa dva
izoenzima determinisana alelima dva lokusa: Idh-1 i Idh-2. Oba lokusa su monomorfna (aleli
Idh-11% i [dh-21) u svim analiziranim populacijama.

Malat dehidrogenaza (MDH, E.C. 1.1.1.37), enzim koji ima dve izoenzimske forme
kodirane alelima lokusa Mdh-1 i Mdh-2, od kojih je samo druga uocena na zimogramima. U
lokusu je detektovan samo jedan alel Mdh-2'® koji je prisutan isklju¢ivo u homozigotnom
obliku.

Malicni enzim (ME, E.C. 1.1.1.40) determinisan je alelima Me lokusa. Vrsi oksidaciju
malata do piruvata, uz redukciju NADP*. U ovom lokusu su detektovana tri alela, ali
isklju¢ivo u formi homozigotnih genotipova Me*/8, Me!®10 j Mel02102, Sya tri alela su
registrovana u analiziranim uzorcima, izuzev prirodne populacije Alkoj u kojoj alel Me'® nije
zabelezen.
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Superoksid dismutaza (SOD, E.C. 1.15.1.1) ima ulogu u okviru antioksidativnog
sistema odbrane i kataliSe transformaciju superoksida u kiseonik i peroksid (2superoksid +
2H* — 20: + 2H:02). Njegovu sintezu determinisu aleli Sod-1 i Sod-2 lokusa. Lokusi su
monomorfni, sa zajednickim alelom u svim uzorcima.

Sorbitol dehidrogenaza (SDH, E.C. 1.1.1.14) je enzim kvaternarne strukture koji
kataliSe transformaciju sorbitola u fruktozu uz uceSée kofaktora NAD* Oba analizirana
lokusa su monomorfna (aleli Sdh-1'% i Sdh-21°) u prirodnim populacijama i u koloniji.

Ucestalost genotipova (Tab. 9), kao parametar geneticke varijabilnosti, izracunata je
na osnovu ucestalosti fenotipova registrovanih na zimogramu. Od 18 analiziranih lokusa
utvrdeno je da su Aco-1, Aco-2, Fum, Gpd-2, Hk-4, Idh-1, 1dh-2, Mdh-2, Pgm, Sod-1, Sod-2, Sdh-1
i Sdh-2 bili monomorfni, sa zajednickim alelom u svim uzorcima. Na osnovu zimograma 13
enzimskih sistema utvrdeno je prisustvo 27 alela i izrac¢unata je njihova ucestalost (Tab. 10).

Tabela 9. Ucestalost genotipova varijabilnih lokusa cetvrte (F4) i osme (F8)
generacije laboratorijske kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax iz Spanije.

Alkoj Agost  Osmivacka g, F8
populacija
Lokus/genotip
Ao 98/98 0,111 0,374 0,286 0,154 0,100
100/100 0,778 0,313 0,524 0,692 0,600
102/102 0,111 0,313 0,190 0,154 0,300
Est-2 96/96 - 0,062 - - -
96/100 0,111 0,313 - - -
100/100 0,444 0,125 0,850 0,500 1.000
100/104 0,333 0,250 0,100 0,333 -
104/104 0,111 0,250 0,050 0,167 -
Est-4 98/98 - 0,062 - - -
98/100 - 0,125 0,095 - -
98/102 - 0,062 - - -
100/100 0,778 0,375 0,809 1.000 1.000
100/102 0,111 0,375 0,048 - -
102/102 0,111 - 0,048 - -
Got 94/94 0,222 0,313 0,611 0,167 0,200
100/100 0,778 0,687 0,389 0,833 0,800
Me 98/98 0,667 0,500 0,368 0,214 0,333
100/100 0,333 0,428 0,211 0,607 0,389
102/102 - 0,072 0,421 0,179 0,278
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Tabela 10. Ucestalost alela varijabilnih lokusa cetvrte (F4) i osme (F8)
generacije laboratorijske kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax iz

Spanije.
Alkoj Agost  Osnivacka g, F8
populacija
Lokus/alel
Ao 98 0,111 0,375 0,286 0,154 0,100
100 0,778 0,313 0,524 0,692 0,600
102 0,111 0,313 0,190 0,154 0,300
Est-2 96 0,056 0,219 - - -
100 0,667 0,406 0,900 0,786 1.000
104 0,278 0,375 0,100 0,214 -
Est-4 98 - 0,156 0,048 - -
100 0,833 0,625 0,881 1.000 1.000
102 0,167 0,219 0,071 - -
Got 94 0,222 0,313 0,611 0,167 0,200
100 0,778 0,688 0,389 0,833 0,800
Me 98 0,667 0,500 0,313 0,214 0,333
100 0,333 0,429 0,250 0,607 0,389
102 - 0,071 0,438 0,179 0,278

Geneticka struktura cetvrte (F4) i osme (F8) generacije laboratorijske kolonije i prirodnih
populacija vrste E. tenax iz Spanije

U prirodnim populacijama heterozigotni genotipovi su registrovani u lokusima Est-2
i Est-4, dok Cetvrta generacija laboratorijske kolonije sadrzi heterozigotni genotip samo u Est-
2 lokusu (Est-2190104), U F8 nisu zabeleZene heterozigotne jedinke.

z° testom analizirana je znadajnost razlika dobijenih ulestalosti genotipskih klasa

varijabilnih lokusa od ocekivanih prema Hardi-Vajnbergovim proporcijama. Utvrdeno je da
su razlike statisticki znacajne u tri od pet varijabilnih lokusa svih analiziranih uzoraka (Ao,
Got i Me). U lokusu Est-2 nema statisticki znacajnog odstupanja od ocekivanih genotipskih
ucestalosti u tri analizirana uzorka (Alkoj, Agost i F4), dok u lokusu Est-4 nisu utvrdene
statisticki znacajne razlike samo u populaciji Agost. U velini varijabilnih lokusa je utvrdeno
da je ocekivana heterozigotnost (He) bila veca od izra¢unate (H,) sto je uticalo da vrednost
Indeksa fiksacije bude pozitivna (Fr > 0) ukazujudi na , viSak” homozigota. U slucaju lokusa
Est-4 prirodne populacije Agost je utvrdeno da je ocekivana heterozigotnost bila manja od
izracunate, tako da je vrednost Indeksa fiksacije bila negativna (F: < 0) (Tab. 11).

Na osnovu izra¢unatih parametara geneticke strukture prirodnih populacija i kolonije
vrste E. tenax iz Spanije, utvrdeno je da proseéne vrednosti variraju u relativno Sirokom
opsegu. Prema kriterijumu 0,95 ucestalost polimorfnih lokusa bila je ista u prirodnim
populacijama, dok je manja ucestalost zabeleZena u F4 i F8. Na osnovu kriterijuma 0,99
ucestalost polimorfnih lokusa imala je identicne vrednosti. Na osnovu prosecnog broja alela
po lokusu, dobijene heterozigotnosti i ucestalosti polimorfnih lokusa, osma generacija
kolonije (F8) bila je najmanje varijabilna. U svim analiziranim uzorcima je ocekivana
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vrednost heterozigotnosti prema Hardi-Vajnbergovom zakonu bila veca od dobijene, dok
vrednost Ho =0,000 jasno izdvaja F8 od ostalih uzoraka (Tab. 12).

Tabela 11. Odstupanje genotipskih ucestalosti varijabilnih lokusa od Hardi-Vajnbergove
ravnoteze Cetvrte (F4) i osme (F8) generacije laboratorijske kolonije i prirodnih populacija

vrste E. tenax iz Spanije.

Lokus  Populacija H, H. Fi D X2 p

Ao Alkoj 0 3529 1,000  -1,000 17,40 e
Agost 0 10,968 1,000  -1,000 33,98 e
Osnivacka 0 13,073 1,000  -1,000 41,05
populacija
F4 0 6400 1,000  -1,000 2504 e
F8 0 1,077 1,000  -1,000 3341 e

Est2  Alkoj 4 4539 0065  -0,117 0,19 ns
Agost 9 10677 0,130  -0157 0,81 ns
Osnivacka 2 3692 0444  -0,0458 4,42 *
populacija
F4 5 7244 0293 0310 211 ns

Est-4  Alkoj 1 2647 0,600  -0622 391 *
Agost 9 8871  -0,047 0,015 0,01 ns
Osnivacka 3 4659 0340 0356 4,53 *
populacija

Got Alkoj 0 3294 1,000  -1,000 10,09 *
Agost 0 7097 1,000  -1,000 17,05 it
Osnivacka 0 8800 1,000  -1,000 19,04 it
populacija
F4 0 5143 1,000  -1,000 19,04 it
F8 0 6564 1,000  -1,000 21,04 e

Me Alkoj 0 4235 1,000  -1,000 10,09 *
Agost 0 8148 1,000  -1,000 21,25 it
Osnivacka 0 10710 1,000  -1,000 3328
populacija
F4 0 15782 1,000  -1,000 53,24 it
F8 0 12229 1,000  -1,000 37,73 e

ns - nesignifikantno; * - signifikantno za p < 0,05; ** - signifikantno za p < 0,01; *** - signifikantno
za p < 0,001; Ho - izracunata heterozigotnost; He - oc¢ekivana heterozigotnost; Fi - Indeks fiksacije
(Wright, 1951); D - koeficijent po Selander-u

Poredenjem ocekivane heterozigotnosti (H.) Osnivacke populacije, F4 i F8,
kvantifikovan je stepen ukrstanja u srodstvu (F) jedinki dve laboratorijske generacije. Tako je
utvrdeno da F8 (F=0,270) pokazuje visi nivo inbridinga u odnosu na F4 jedinke (F=0,209).

Analizom distribucije retkih i éestih alela utvrdene su razlike u lokusu Got gde je alel
Got* bio ¢est u Osnivackoj populaciji, dok je u svim ostalim uzorcima dominantan bio alel

Got'®, U lokusu za malicni enzim alel Me* je cest u prirodnim populacija (Alkoj i Agost) dok

je u Cetvrtoj generaciji kolonije cest alel bio Me'®. Na osnovu ucestalosti alela i njihove
distribucije nije uoceno prisustvo jedinstvenih alela u analiziranim lokusima (Tab. 13).
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Tabela 12. Parametri geneticke strukture cetvrte (F4) i osme (F8)
generacije laboratorijske kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax iz

Spanije.

Lokus Alkoj Agost Osmvaq(‘a F4 F8

populacija

Ao + + + + +
Est-2 + + + + .
Est-4 + + + - -
Got + + + +
Me + + + +

n(SE)  68(05) 11,4(09) 159(L1) 163(1,9) 16,0 (11)
AGSE)  14(02) 15(02 1,402 1302  13(0.2)

P95) 27,8 27,8 27,8 22,2 16,7

H, (SE) 0,031 0,063 0,013 0,013 0,000
(0,025) (0,043) (0,009) (0,013) (0,000)

H. (SE) 0,106 0,158 0,115 0,091 0,084
(0,043) (0,063) (0,051) (0,043) (0,048)

+ polimorfan na osnovu kriterijuma 0,95; x polimorfan na osnovu kriterijuma
0,99; - monomorfan; n — prosecan broj jedinki po lokusu; A - prosecan broj
alela po lokusu; SE-standardna greska; Pss) - ucestalost polimorfnih lokusa na
osnovu kriterijuma 0,95; Ho - izracunata prosecna heterozigotnost; H. -
ocekivana  prosecna  heterozigotnost = prema  Hardi-Vajnbergovim
proporcijama.

Tabela 13. Distribucija cestih i retkih alela cetvrte (F4) i osme (F8)
generacije laboratorijske kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax iz

épanije.
Populacija Alkoj Agost Osruvac%a 4 P8
populacija
Lokus  Alel
Ao 98 X X X X X
100 m X m m m
102 X X X X X
Est-2 96 X X - - -
100 m X m m m
104 X X X X -
Est-4 98 - X r - -
100 m m m m m
102 X X X - -
Got 94 X X m X X
100 m m X m m
Me 98 m m X X X
100 X X X m X
102 - X X X X

m - ucestalost alela veca od 50%; x - ucestalost alela veca od 5%; r - ucestalost
alela manja od 5%
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4.1.2.2. Varijabilnost 3’ kraja COI mtDNK

Sagledavanje stepena geneticke diferencijacije laboratorijske kolonije i prirodnih
populacija vrste E. tenax iz Spanije izvréena je analizom sekvenci subjedinice I gena citohrom
oksidaza c (COI) mtDNK. Analizirana je sekvenca 3’ kraja COI mtDNK duzine 760 bp kod 22
jedinke. Detektovana su tri haplotipa (H I, H II i H III) sa medusobnim razlikama od jednog
nukleotida. Osnivacka populacija se izdvojila kao najvarijabilnija (poseduje sva tri
haplotipa), dok je u populaciji iz Alkoja, F4 i F8 detektovan samo jedan haplotip (H I).
Haplotip II je bio zajednicki za analizirane jedinke Osnivacke populacije i uzorka iz Agosta

(SL. 15).
Fenotipska varijabilnost Geneticki diverzitet
Broj
abdominalnih Veli¢ina krila A P Ho COI mtDNK
fenotipova
Q
s 7 B = Alkoj 14 278 0.031
2
s =
B 4 5 Agost 15 27.8 0.063
g
(0]
C
o
2
o
f;’ = = Osnivacka
5 7 populacija 14 278 0013
8 — ——— ¢
5§ 5 ; B = F=0.209 13 222 0.013
2
©
X
:2‘
S
© > -
2 2 s & = /—'=0.27o 13 167 0.000
— \

Slika 15. Fenotipska i geneti¢ka varijabilnost uzoraka vrste E. tenax iz Spanije. Prikazane
razlike u veli¢ini krila izmedu uzoraka ne odraZzavaju polni dimorfizam u veli¢ini krila. A -

prosecan broj alela po lokusu; P - ucestalost polimorfnih lokusa na osnovu kriterijuma 0,95; Ho -
izraCunata prosecna heterozigotnost; COI mtDNK - citohrom oksidaza ¢ subjedinica I
mitohondrijalne DNK; F - nivo inbridinga; siva boja — haplotip I; bela - haplotip II; crna — haplotip

III.
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4.1.3. Feneticka slicnost i geneticka srodnost
prirodnih populacija i laboratorijske kolonije

Klaster analiza i konstruisanje fenograma evolucionih odnosa analiziranih prirodnih
populacija i laboratorijske kolonije iz Spanije izvréena je UPGMA metodom na osnovu
kvadrata Mahalanobisove distance (Tab. 14). Fenogram dobijen analizom Zenki ukazuje na
vecu sli¢nost jedinki poreklom iz prirodnih populacija Agost i Alkoj koje formiraju zaseban

klaster, dok drugi klaster obrazuju Osnivacka populacija, F4 i F8 laboratorijske kolonije. Za

razliku od Zenki, na fenogramu muzjaka se uocava da jedinke tri prirodne populacije
formiraju jedan klaster, dok jedinke laboratorijske kolone (F4 i F8) formiraju diferenciranu

grupu u odnosu na prirodne populacije (SI. 16)

Alkoj

Agost

Osnivagka populacija

Fa

F8

10 15 20 25 30 35
Linkage Distance

40

45 50

55

Alkoj

Agost

Osnivacka populacija

F4

F8

0

5 10

15 20 25
Linkage Distance

30 35

Slika 16. UPGMA fenogram na osnovu kvadrata Mahalanobisove distance Zenki i muzjaka
laboratorijske kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax iz Spanije.

Tabela 14. Kvadrat Mahalanobisove distance Zenki (ispod dijagonale) i
muzjaka (iznad dijagonale) laboratorijske kolonije i prirodnih populacija

vrste E. tenax iz Spanije.

Osnivacka

Alkoj Agost .. F4 F8
populacija

Alkoj o 6,987 15,119 30,569 32,727
Agost 16,937 o 17,465 35,897 37,186
Osnivatka ) 357 25,103 23,127 36,903
populacija
F4 55,594 38,842 25,316 . 23,390
F8 90,399 56,921 43,919 25,938 .

Na osnovu ucestalosti alela svih analiziranih lokusa su izracunate prosecna geneticka
bliskost (I; Nei, 1978) i geneticka udaljenost (D; Nei, 1978) izmedu analiziranih prirodnih
populacija vrste E. tenax iz Spanije i jedinki Cetvrte (F4) i osme (F8) generacije laboratorijske

kolonije. Dobijene vrednosti su se kretale u malom opsegu. Tako je prosecna geneticka
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bliskost imala najve¢u vrednost za par F4/F8 (I = 0,997), a najmanju za par F8/Agost (I =
0,973). Identiéni podaci su dobijeni nakon izra¢unavanja geneticke udaljenosti jer je najmanja
vrednost zabelezena za par F4/F8 (D = 0,003), a najvece za par F8/Agost (D = 0,027) (Tab. 15).

Tabela 15. Prosecna geneticka bliskost (I; Nei, 1978, ispod dijagonale) i geneticka
udaljenost (D; Nei, 1978, iznad dijagonale) izmedu cetvrte (F4) i osme (F8) generacije
laboratorijske kolonije i prirodnih populacija vrste E. tenax iz Spanije.

Osnivack
Alkoj Agost snivacka F4 F8
populacija

Alkoj 0,011 0,016 0,008 0,011
Agost 0,989 0,026 0,017 0,027
Osnivacka 0,984 0,975 e 0,017 0,009
populacija
F4 0,992 0,979 0,983 0,003
F8 0,989 0,973 0,991 0,997

Na osnovu Prevosti distance Vagnerovom klaster metodom je konstruisan
neukorenjeni dendrogram geneti¢kih odnosa izmedu uzoraka vrste E. tenax iz Spanije.
Prirodne populacije Agost i Alkoj formiraju poseban klaster. Drugi klaster obrazuju
Osnivacka populacija i F8. Datom klasteru se prikljucuje cetvrta generacija kolonije (F4) i
zajedno c¢ine jasno diferenciranu grupu u odnosu na prirodne populacije Agost i Alkoj (SI.
17).

Agost
Alkoj
Osnivatka populacija
F8
F 4
0.00 I I:I.I:Ii2 i Eli.l]3 i li].l]E i [;.DE i I[ZI.[IIBI 0.10

Slika 17. Neukorenjen dendrogram genetickih odnosa izmedu
uzoraka vrste E. tenax iz Spanije prikazan Vagnerovom metodom na
osnovu Prevosti distance (Wright, 1978) (Farris, 1972 "f" = 0,082; Prager i
Wilson, 1976 "F" = 5,679; % standardne devijacije Fitch i Margoliash, 1967
=8,733; kofeneticka korelacija = 0,936).
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4.2. VREMENSKA DISTRIBUCIJA GENETICKOG I FENOTIPSKOG
DIVERZITETA VRSTE ERISTALIS TENAX SA FRUSKE GORE

4.2.1. Fenotipska varijabilnost

Vremenska distribucija fenotipskog diverziteta vrste E. tenax je kvantifikovana
analizom jedinki poreklom sa lokaliteta Venac, Fruska gora sakupljenih u periodu od maja
do septembra 2009. godine. Fenotipska diferencijacija izmedu cetiri alohrona uzorka (Maj,
Jul, Avgust i Septembar) je analizirana na osnovu komponenti krila (veli¢ina i oblik)
metodom geometrijske morfometrije i na osnovu razlika u veli¢ini, obliku i obojenosti
oznaka na tergitima 2 i 3 abdomena.

4.2.1.1. Varijabilnost oblika i obojenosti oznaka na abdomenu

Obrasci obojenosti abdomena kvantifikovani su kod 140 jedinki vrste E. tenax
sakupljenih na Fruskoj gori tokom 2009. godine. Ukupno 95 muzjaka i 45 Zenki u okviru
Cetiri alohrona uzorka su razvrstana u razlicite grupe na osnovu veli¢ine mrlja, njihovog
oblika i intenziteta boje (zZuta, narandzasta, braon, crna). Tergiti 2 i 3 analizirani su odvojeno.
Kombinovanjem osam grupa formiranih na osnovu tergita 2 (A1-A8) i sedam grupa na
osnovu tergita 3 (B1-B7), uocen je 21 abdominalni fenotip. Svaka analizirana jedinka je na
osnovu izgleda abdominalnih Sara razvrstana u jednu od grupa, a ucestalost odredene Sare je
izracunata za svaki uzorak.

Analizom distribucije utvrdenih morfova tergita 2 i 3, kao i njihovih kombinacija
detektovana je sezonska varijabilnost u izgledu abdomena kod muzjaka. Naime, za razliku
od Zutog morfa A2 koji je dominantan u svim uzorcima, narandzasti morf A6 je registrovan
samo u majskom uzorku. Takode, braon morf A8 je prisutan samo u uzorcima sakupljenim
tokom maja i avgusta. Slicno tergitu 2, utvrdena je vremenska distribucija morfova i na
tergitu 3. Tako je najvecu ucestalost tokom cele sezone imao morf B2, dok su morfovi B1 i B6
zabelezeni samo kod jedinki sakupljenih tokom maja i jula (Tab. 16; Sl. 18). Od 21 fenotipa
dobijenog kombinovanjem Sara na tergitima 2 i 3, samo dva su bila prisutna u svim uzorcima
(A2B2 i A3B3). Veca varijabilnost iskazana preko broja fenotipova je utvrdena kod muzjaka
majskog (13) i septembarskog (9) uzorka, dok je kod jedinki sakupljenih tokom jula i avgusta
registrovano sedam abdominalnih fenotipova. Fenotipovi A2B7, A4B6 i A6B5 su zabeleZeni
samo kod muZjaka iz maja meseca, dok su A2B4, A3B2, A4B1, A4B5 i A8B6 bili prisutni u po
dva od Cetiri analizirana uzorka (Tab. 17).

Slicno muzjacima, velic¢ina, oblik i obojenost Sara na abdomenu su varirali sezonski i
kod Zenki. I pored morfova Al i B7 koji su najces¢i u svim uzorcima, utvrdene su razlike u
distribuciji abdominalnih oznaka alohronih uzoraka. Tako su, na primer, morfovi A5 i B6
zabeleZeni jedino kod Zenki iz maja i jula, morf A7 kod jedinki iz jula i septembra, dok je
fenotip A6B5 prisutan samo u uzorku iz jula (Tab. 16; Sl. 18). Najveca varijabilnost iskazana
preko broja fenotipova je uocena kod Zenki sakupljenih u toku maja (osam fenotipova), a
najmanja kod jedinki sakupljenih tokom avgusta (tri fenotipa) (Tab. 17).
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Tabela 16. Ucestalost abdominalnih morfova muzjaka i Zenki alohronih uzoraka vrste

E.tenax sa Fruske gore (T2: tergit 2, T3: tergit 3).

muzjaci Zenke
Maj Jul Avgust Septembar Maj Jul Avgust Septembar
T2 T2
Al - - - - Al 033 0273 0,714 0,555
A2 0383 0715 0,683 0,466 A2 0,11 - 0,143 -
A3 0,191 0,143 0,211 0,2 A3 - - - -
A4 0276 0,071 0,053 0,267 A4 033 0273 0,143 0,278
A5 - - - - A5 022 0,182 - -
A6 0,043 - - - A6 - 0,09 - -
A7 0,043 0,071 - 0,067 A7 - 0,182 - 0,167
A8 0,064 - 0,053 - A8 - - - 0
T3 T3
Bl 0,043 - 0,053 - B1 0,333 - 0,143 0,278
B2 0319 0572 0473 0,533 B2 0,111 0,091 - 0,056
B3 0276 0,071 0,158 0,2 B3 - - - -
B4 0,064 0,143 - 0,133 B4 - - - -
B5 0,128 0,143 0,263 0,067 B5 - 0,091 - -
B6 0,106 - 0,053 - B6 0,111 0,091 - -
B7 0,064 0,071 - 0,067 B7 0444 0,727 0,857 0,666
Tergit 2 OA1
NA2
muzjaci Zenke DA3
Maj I 777777 ﬁg
Jul mA6
‘ Avgust | B A7
z8  Septembar | mA8
Tergit 3 B
#B2
muzjaci 0B3
W77/ || Maj m B4
| S Jul mB5
Tz | [ Avgust 0B6
w7 NNESS  Septembar B7
Slika 18. Barovi za tergite 2 i 3 muzjaka i Zenki Cetiri alohrona uzorka vrste E. tenax

poreklom sa Fruske gore.
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Tabela 17. Distribucija abdominalnih fenotipova jedinki vrste E. tenax sa Fruske gore.
Osencena polja oznacavaju odsustvo kombinacije morfova tergita 2 i 3 u analiziranim uzorcima.

Al A2 A3 Ad A3 Ab A7 A8
d 18 @ d 914 @ld @13 213 13 9
~ Maj - 0,11 |- 0,11 0,04 0,11
/ BI Jul - - - - - -
— - Avgust |- - - 0,14 0,05 -
' Septembar | - 0,11 |- - - 0,17
—— Maj 0,15 - - - 0,17 0,11
o gy du 050 - |- - 1007 009
- Avgust 037 - 0,11 - |- -
- Septembar 0,27 - 0,07 - 0,20 0,06
Maj 015 - |03 -
) ogy - - |oor -
- = Avgust 0,05 - 011 -
Septembar 0,13 - 0,07 -
T Maj - - 0,06 -
\ ] B4 Jul 0,07 - 0,07 -
> Avgust - - - -
Septembar 0,07 - 0,07 -
Maj 0,06 - 0,02 - 0,04 -
o gs u 0,14 - - - - 009
(o . Avgust 0,26 - - - - -
) Septembar - - 0,07 - - -
J— Maj 0,04 - - 0,1 0,06 -
\ | Jul - - - 0,09 - -
= B6 Avgust - - - - 0,05 -
~— Septembar - - - - - -
I Maj - 0,22 | 0,02 - - 0,11 | - 0,11 0,04 -
gy Jul - 027 |- - - 0,18 |- 0,09 0,07 0,18
- Avgust =071 |- - - 0,14 |- - - -
Septembar | - 0,44 |- - - 0,06 | - - 0,07 0,17

4.2.1.2. Varijabilnost u obliku i veli¢ini krila

U radu su metodom geometrijske morfometrije analizirane 133 jedinke vrste E. tenax
poreklom sa lokaliteta Venac, Fruska gora sakupljenih u periodu od maja do septembra 2009.
godine. Ukupno 44 Zenke i 89 muzjaka u okviru cetiri uzorka iz razlicitih perioda godine: 53
jedinke majskog uzorka, 23 jedinke julskog uzorka, 26 jedinki avgustovskog uzorka i 31
jedinka septembarskog uzorka su uvrStene u analizu vremenske distribucije parametara
krila.

Analizom varijabilnosti centroidne veli¢ine krila uzoraka Zenki nije utvrdena
statisticki znacajna razlika izmedu analiziranih uzoraka (F40=3,09; p=0,37). Post hoc testom
parova uzoraka (Tukey test) statisticki znacajne razlike zabelezene su samo kod para uzoraka
maj/jul (p=0,02) (SI. 19).

Kanonickom analizom w matriksa varijacija oblika krila uzoraka Zenki utvrdene su
statisticki znacajne razlike (Wilks' A=0,006; F439=2,07; p<0,001). Od tri dobijene kanonicke
ose, prve dve su bile znacajne (p<0,05) i uslovile su jasno razdvajanje analiziranih uzoraka
(SL. 20).
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Slika 19. Prikaz centroidne veli¢ine krila zenki Cetiri
uzorka vrste E. tenax poreklom sa Fruske gore. Mean-
aritmeticka sredina, SE- standardna greska ¥, SD- standardna

devijacija.
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Slika 20. Sketergram prve (CV1) i druge (CV2) kanonicke ose parametara krila Zenki cetiri
uzorka vrste E. tenax sa FruSke gore. Veli¢ina varijabilnosti objasnjene osama data je u zagradama.
Promene oblika krila su prikazane u vidu mreza deformacija upotrebom thin-plate splines metode
(promene su uvecane tri puta). Brojevi na mreZzama deformacija odgovaraju polozaju tacaka
(landmarks) prikazanih na slici 8. Mreze predstavljaju devijacije u pozitivnhom i negativnom pravcu
duz CV1iCV2 osa.
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Regresionom analizom individualnih kanonickih skorova i w matriksa omogucena je
vizualizacija varijabilnosti oblika krila uzoraka Zenki vrste E. tenax i dobijene su mreze
deformacija koje prikazuju da su se jedinke diferencirale na osnovu razlika u poloZaju tacaka
7116 (tacka 16 pokazala vece odstupanje) duz CV1 ose i na osnovu razlika u polozaju tacaka
2,12, 13 i 14 (tacka 13 pokazala najvecée odstupanje) duz CV2 kanonicke ose. Suptilne razlike
u duzini i Sirini krila izdvojile su septembarski uzorak u pozitivnom pravcu duz CV1 ose, u
odnosu na zenke ostalih uzoraka (SI. 20). Klasifikacioni matriks za zenke, kao i za sve uzorke
ponaosob, iznosio je 100%.

Kvantifikovana je i varijabilnost centroidne velicine krila uzoraka muzjaka sa Fruske
gore, pri ¢emu utvrdene razlike izmedu uzoraka nisu bile statisticki znacajne (Fis5=0,52;
p=0,67). Tukey test (post hoc test parova uzoraka) nije bio znacajan ni za jedan par (p>0,05) (SI.
21).
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Slika 21. Prikaz centroidne veli¢ine krila muzjaka

Cetiri uzorka vrste E. tenax poreklom sa Fruske gore.
Mean- aritmeticka sredina, SE- standardna greska ¥, SD-

standardna devijacija.

Analizom w matriksa varijacija oblika krila kod muZzjaka utvrdene su statisticki
znacajne razlike (Wilks' A=0,122; F417=2,11; p<0,001). Od tri kanonicke ose, samo prva je bila
znacajna (p<0,001) i uslovila je izdvajanje uzorka iz maja u odnosu na preostala tri
analizirana uzorka muzjaka (SI. 22). Regresionom analizom dobijene su mreze deformacija
koje prikazuju devijacije duz CV1 kanonicke ose. Promene u poloZaju tacaka 2, 7, 8 i 14, od
kojih tacka 8 pokazuje najvece odstupanje, ukazuju da uzorci u pozitivnom delu CV1 ose
imaju nesto Siri sredisnji deo krila (uzorci iz jula, avgusta i septembra) (SI. 22). Klasifikacioni
matriks za muzjake iznosio je 83,15%. Muzjaci majskog uzorka klasifikovani su sa 95,45%,
julski uzorak sa 69,23%, avgustovski uzorak 84,21%, a septembarski sa 53,85%.
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Slika 22. Sketergram prve dve kanonicke ose (CV1 i
CV2) parametara oblika krila muzjaka cetiri uzorka
vrste E. tenax poreklom sa Fruske gore. Veli¢ina
varijabilnosti objaSnjene osama data je u zagradama.
Promene oblika krila su prikazane u vidu mreza
deformacija upotrebom thin-plate spline metode (promene
su uvecane tri puta). Brojevi na mrezama deformacija
odgovaraju polozaju tacaka (landmarks) prikazanih na slici
8. Mreze predstavljaju devijacije u pozitivnom i
negativnom pravcu duz CV1 ose.

4.2.2. Alozimska varijabilnost

U proucavanju vremenske distribucije genetickog diverziteta vrste E. tenax
analizirane su 102 jedinke poreklom sa lokaliteta Venac, Fruska gora sakupljene u periodu
od maja do septembra 2009. godine. Geneticka diferencijacija izmedu cetiri alohrona uzoraka
(Maj, Jul, Avgust i Septembar) je kvantifikovana metodom PAGE 13 enzimskih sistema ciju
sintezu determiniSu aleli 18 lokusa: Aco-1, Aco-2, Ao, Got, Est-2, Est-4, Pgm, Fum, Gpd-2, Hk-4,
Idh-1, 1dh-2, Mdh-2, Me, Sod-1, Sod-2, Sdh-11i Sdh-2.

Na osnovu zimograma 13 enzimskih sistema utvrdeno je prisustvo 29 alela i
izracunata je njihova ucestalost (Tab. 18). Osim julskog uzorka (27), alohroni uzorci su imali
po 28 registrovanih alela.

Ucestalost genotipova (Tab. 19), kao parametar geneticke varijabilnosti uzoraka,
izraCunata je na osnovu ucestalosti fenotipova registrovanih na zimogramu. Od 18
analiziranih lokusa utvrdeno je da je 13 lokusa bilo monomorfno (Aco-1, Aco-2, Pgm, Fum,
Gpd-2, Hk-4, Idh-1, Idh-2, Mdh-2, Sod-1, Sod-2, Sdh-1 i Sdh-2), sa zajednickim alelom u svim

uzorcima.
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Tabela 18. Ucestalost alela varijabilnih lokusa alohronih
uzoraka vrste E. tenax sa Fruske gore.

Maj Jul Avgust Septembar
Lokus/alel
Ao 98 0,125 0,200 0,227 0,611
100 0,438 0,450 0,500 0,333
102 0,438 0,350 0,273 0,056
Est-2 96 0,120 0,040 0,212 0,140
98 0,040 - - 0,060
100 0,620 0,660 0,538 0,520
102 - - 0,038 0,060
104 0,220 0,300 0,212 0,220
Est-4 98 0,120 0,040 0,058 0,115
100 0,740 0,820 0,846 0,769
102 0,140 0,140 0,096 0,115
Got 94 0,240 0,280 0,269 0,480
100 0,760 0,720 0,731 0,520
Me 98 0,200 0,250 0,120 0,125
100 0,720 0,650 0,840 0,875
102 0,080 0,100 0,040 -

Tabela 19. Ucestalost genotipova varijabilnih lokusa alohronih

uzoraka vrste E. tenax sa Fruske gore.

Maj Jul Avgust Septembar
Lokus/genotip
Ao 98/98 0,126 0,200 0,227 0,611
100/100 0,437 0,450 0,500 0,333
102/102 0,437 0,350 0,273 0,056
Est-2  96/96 - - 0,115 -
96/100 0,160 0,080 0,192 0,200
96/102 - - - 0,080
96/104 0,080 - - -
98/98 0,040 - - 0,040
98/102 - - - 0,040
100/100 0,400 0,400 0,269 0,200
100/104 0,280 0,440 0,346 0,440
102/102 - - 0,039 -
104/104 0,040 0,080 0,039 -
Est-4  98/98 0,080 - 0,038 0,038
98/100 0,080 0,080 0,038 0,154
100/100 0,600 0,720 0,770 0,616
100/102 0,200 0,120 0,116 0,154
102/102 0,040 0,080 0,038 0,038
Got 94/94 0,240 0,280 0,269 0,480
100/100 0,760 0,720 0,731 0,520
Me 98/98 0,200 0,250 0,120 0,125
100/100 0,720 0,650 0,840 0,875
102/102 0,080 0,100 0,040 -
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Geneticka struktura alohronih uzoraka vrste E. tenax sa Fruske gore

U ispitivanim uzorcima vrste E. tenax sa Fruske gore utvrdeno je prisustvo
heterozigotnih jedinki u lokusima Est-2 i Est-4, dok su iskljué¢ivo homozigotni genotipovi u
svim uzorcima registrovani u polimorfnim lokusima Ao, Got i Me.

x° testom analizirana je znacajnost razlika dobijenih udestalosti genotipskih klasa

varijabilnih lokusa od oéekivanih prema Hardi-Vajnbergovim proporcijama. Utvrdeno je da
su razlike statisticki znacajne u tri od pet varijabilnih lokusa svih analiziranih uzoraka (Ao,
Got i Me). U lokusu Est-2 nema statisticki znacajnog odstupanja od ocekivanih genotipskih
ulestalosti, dok u lokusu Est-4 nisu utvrdene statisticki znacajne razlike samo u
septembarskom uzorku (Tab. 20).

U vedini varijabilnih lokusa je utvrdeno da je ocekivana heterozigotnost (He) bila veca
od izracunate (H,) Sto je uticalo da vrednost Indeksa fiksacije bude pozitivna (Fi > 0)
ukazujudéi na ,visak” homozigota. U slucaju lokusa Est-2 utvrdeno je da je ocekivana
heterozigotnost bila manja od izracunate u uzorcima sakupljenim u julu i septembru tako da
su vrednosti Indeksa fiksacije bile negativne (F: < 0) (Tab. 20).

Tabela 20. Odstupanje genotipskih ucestalosti varijabilnih lokusa od Hardi-Vajnbergovih
proporcija alohronih uzoraka vrste E. tenax sa Fruske gore.

Lokus  Uzorak Ho H. Fi D X2 p
Ao Maj 0 9,935 1,000 -1,000 28,26 ok
Jul 0 13,026 1,000 -1,000 39,60 wEx
Avgust 0 14,047 1,000 -1,000 44,10 wEx
Septembar 0 9,486 1,000 -1,000 25,69 ok
Est-2 Maj 13 14,061 0,050 -0,075 0,30 ns
Jul 13 12,061 -0,100 0,078 0,20 ns
Avgust 14 16,412 0,130 -0,147 1,27 ns
Septembar 19 16,694 -0,161 0,138 1,36 ns
Est-4 Maj 7 10,673 0,331 -0,344 5,37 *
Jul 5 7,816 0,347 -0,360 4,78 *
Avgust 4 7,196 0,433 -0,444 8,63 *
Septembar 8 10,118 0,194 -0,209 2,05 ns
Got Maj 0 9,306 1,000 -1,000 26.03 wEx
Jul 0 10,286 1,000 -1,000 26.03 wEx
Avgust 0 10,431 1,000 -1,000 27.03 wEx
Septembar 0 12,735 1,000 -1,000 26.03 E
Me Maj 0 11,102 1,000 -1,000 40,99 ok
Jul 0 10,359 1,000 -1,000 34,06 ok
Avgust 0 7,102 1,000 -1,000 37,84 ok
Septembar 0 5,362 1,000 -1,000 25,03 ok

ns - nesignifikantno; * - signifikantno za p < 0,05; ** - signifikantno za p < 0,01; *** - signifikantno
za p < 0,001; Ho - izracunata heterozigotnost; H. - ocekivana heterozigotnost; F: - Indeks fiksacije
(Wright, 1951); D - koeficijent po Selander-u
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Utvrdeno je da prosecne vrednosti variraju u uskom opsegu na osnovu parametara
geneticke strukture uzoraka sakupljenih na Fruskoj gori. Kod svih alohronih uzoraka su
dobijene iste vrednosti prose¢nog broja alela po lokusu i ucestalosti polimorfnih lokusa.
Takode, u svim analiziranim uzorcima je ocekivana vrednost heterozigotnosti prema Hardi-
Vajnbergovom zakonu bila veca od dobijene. Najmanja prosecna heterozigotnost zabeleZena
je u avgustovskom uzorku (Ho = 0,038), a najveca u septembarskom uzorku (Ho = 0,059) (Tab.
21).

Analizom distribucije cestih alela nisu uocene razlike tokom perioda uzorkovanja jer
su svi uzorci posedovali zajednicke Ceste alele u varijabilnim lokusima Est-2, Est-4, Got i Me.
Razlika je registrovana jedino u lokusu Ao gde je alel Ao% bio ¢est u uzorku iz septembra,
dok su u ostalim uzorcima aleli ovog lokusa imali ucestalost manju od 0,500. Retki aleli (<
0,05) su zabeleZeni u lokusima Est-2, Est-4 i Me. U uzorcima sakupljenim u julu (Est-2% i Est-
4%) i avgustu (Est-212 i Me'®?) je utvrdeno prisustvo po dva retka alela, dok je u majskom
uzorku registrovan jedan redak alel (Est-2°) (Tab. 22).

Tabela 21. Parametri geneticke strukture alohronih
uzoraka vrste E. tenax sa Fruske gore.

Lokus Maj Jul Avgust  Septembar
Ao + + + +
Est-2 + + +
Est-4 + + + +
Got + + + +
Me + + + +

n(SE)  138(22) 142@21) 150(23) 14,6(22)
AGSE) 1,602 1602 1602  16(03)

Poss) 27,8 27,8 27,8 27,8
H. (SE) 0,047 0,042 0,038 0,059

(0,032) (0,030) (0,031) (0,045)
H. (SE) 0,134 0,131 0,121 0,126

(0,052) (0,052) (0,052) (0,053)
+ polimorfan na osnovu kriterijuma 0,95, - monomorfan; n —
prosecan broj jedinki po lokusu; A - prosecan broj alela po
lokusu; SE-standardna greSka; Pwgs) - ucestalost polimorfnih
lokusa na osnovu kriterijuma 0,95; Ho - izra¢unata prosecna
heterozigotnost; He - ocekivana prosecna heterozigotnost prema
Hardi-Vajnbergovim proporcijama.
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Tabela 22. Distribucija estih i retkih alela alohronih uzoraka
vrste E. tenax sa Fruske gore.

Populacija Maj Jul Avgust  Septembar
Lokus  Alel
Ao 98
100
102
Est-2 96
98
100
102
104
Est-4 98
100
102
Got 94
100
Me 98
100
102 X X r -

m - ucestalost alela vec¢a od 50%; x - ucestalost alela vec¢a od 5%; r -
uclestalost alela manja od 5%

TR (XX X
X [X X X

B R X [x|[x X

2

B x |8 x|x B x|x|= |3
B x|8B x|x B x|x|x|B x x|x|x B

B x |8 x|x 8 x|x
8 x[B x|x B = |x

4.2.3. Feneticka slicnost i geneticka srodnost alohronih uzoraka

Na osnovu matrice kvadrata Mahalanobisove distance (Dwma:), posmatrano posebno u
okviru uzoraka zenki odnosno muzjaka, najudaljenije tj. najmanje sli¢ne su Zenke iz maja i
septembra (Dmai=49,911), potom par uzoraka Zenki maj/jul (Dms=40,434), a najmanja
udaljenost tj. najveca slicnost izracunata je izmedu zenki maj/avgust (Dmai=27,023) (Tab. 23).
Na osnovu parametara krila i kvadrata Mahalanobisove distance, muZjaci generalno
pokazuju mnogo vecu sli¢nost nego Zenke i manje su varijabilni. Tako, najudaljeniji su
muZjaci iz maja i jula (Dma=13,299), a najslicniji su muZjaci para avgust/septembar
(Dmar=5,295) (Tab. 23).

Na fenogramu odnosa koji je konstruisan upotrebom UPGMA klaster metode na
osnovu kvadrata Mahalanobisove distance (Dwma), majski i avgustovski uzorci Zenki
pokazuju najvecu sli¢nost i formiraju jedan klaster. Septembarski uzorak zenki izdvaja se u
odnosu na ostale uzorke i ¢ini zaseban klaster, dok je uzorak zenki iz jula, na osnovu
parametara krila, sli¢niji uzorcima iz maja i avgusta (SI. 23).

Sa druge strane, kod muzjaka, avgustovski uzorak pokazuje najvecu slicnost sa
septembarskim uzorkom i oni formiraju jedan klaster. Fenogram odnosa uzoraka muzjaka
ukazuje i na malu slicnost majskog uzorka sa ostalim uzorcima i on se izdvaja u poseban
klaster. I ovde, julski uzorak je sli¢niji sa dva uzorka, u ovom slucaju to su avgust i
septembar (Sl. 23).
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Tabela 23. Matrica kvadrata Mahalanobisove distance (Dwax) izmedu
uzoraka vrste E. tenax poreklom sa Fruske gore na osnovu oblika krila
(muZzjaci iznad dijagonale, Zenke ispod dijagonale).

Maj Jul Avgust Septembar

Maj B 13,299 10,387 8,191

Jul 40,434 e 8,848 7,965

Avgust 27,023 28,390 o 5,295

Septembar 49,911 39,888 28,047 o

Maj Maj
Avgust Jul
Jul Avgust
Septembar Septembar

24 26 28 30 32 34 36 38 40 4 5 6 7 8 9 10 11

Link: Dist; . "
inkage Distance Linkage Distance

Slika 23. UPGMA fenogram na osnovu kvadrata Mahalanobisove distance za Zenke i
muzjake uzoraka iz maja, jula, avgusta i septembra vrste E. tenax sa Fruske gore.

Na osnovu ucestalosti alela svih analiziranih lokusa su izra¢unate prosecna geneticka
bliskost (I; Nei, 1978) i geneticka udaljenost (D; Nei, 1978) (Tab. 24). Vrednosti [=1,000 i
D=0,000 ukazuju na odsustvo geneticke diferencijacije izmedu parova alohronih uzoraka
Maj/Jul i Maj/Avgust. Najmanja prosecna vrednost geneticke bliskosti (I=0,985) kao i najveca
vrednost geneticke udaljenosti (D=0,015) je izracunata za par Maj/Septembar.

Tabela 24. Prosecna geneticka bliskost (I; Nei, 1978, ispod dijagonale) i
geneticka udaljenost (D; Nei, 1978, iznad dijagonale) izmedu alohronih
uzoraka vrste E. tenax sa Fruske gore.

Maj Jul Avgust Septembar
Maj ok 0,000 0,000 0,015
Jul 1,000 ot 0,001 0,012
Avgust 1,000 0,999 ot 0,008
Septembar 0,985 0,988 0,992 e

Na dendrogramu genetickih odnosa izmedu alohronih uzoraka vrste E. tenax sa
Fruske gore na osnovu koeficijenta geneticke udaljenosti dobijen je klaster koga ¢ine uzorci
sakupljeni u maju, julu i avgustu. Datom klasteru se priklju¢uje grana koju c¢ini uzorak iz
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septembra (SI. 24). Identi¢nu toplogiju poseduje i dendrogram genetickih odnosa konstruisan
na osnovu koeficijenta geneticke bliskosti (SI. 25).

Maj

Jul

Avgust

Septembar

| | | 1 |
T T T

0.03 0.02 0.00

Slika 24. Dendrogram genetickih odnosa izmedu
alohronih uzraka vrste E tenax sa FruSke gore
prikazan UPGMA klaster metodom na osnovu
koeficijenta geneticke udaljenosti (D; Nei, 1978).
(Farris, 1972 "f" = 0,008; Prager and Wilson, 1976 "F" =
24,071; % standardne devijacije Fitch and Margoliash,
1967 = 33,417; kofeneticka korelacija = 0,937).

Maj
Jul

Avgust

Septembar

0.97 0.98 1.00

Slika 25. Dendrogram genetickih odnosa izmedu
uzraka vrste E tenax sa Durmitora prikazan
UPGMA klaster metodom na osnovu koeficijenta
geneticke bliskosti (I; Nei, 1978). (Farris, 1972 "f" =
0,008; Prager and Wilson, 1976 "F" = 0,140; % standardne
devijacije Fitch and Margoliash, 1967 = 0,227; kofeneticka
korelacija = 0,937).
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4.3. PROSTORNA SUBSTRUKTUIRANOST GENETICKOG I
FENOTIPSKOG DIVERZITETA
VRSTE ERISTALIS TENAX SA DURMITORA

4.3.1. Fenotipska varijabilnost

U radu je analizirano 210 jedinki poreklom sa planine Durmitor (Crna Gora) u cilju
analize prostorne substruktuiranosti fenotipskog diverziteta vrste E. tenax. Fenotipska
diferencijacija izmedu osam durmitorskih uzoraka (Veliki gtuoc, Crno jezero, Plato,
Komarnica, Savin Kuk, Pruta$, Skréko jezero i SuSicko jezero) je kvantifikovana na osnovu
komponenti krila (veli¢ina i oblik) metodom geometrijske morfometrije i na osnovu razlika u
velic¢ini, obliku i obojenosti oznaka na tergitima 2 i 3 abdomena.

4.3.1.1. Varijabilnost oblika i obojenosti oznaka na abdomenu

Obrasci obojenosti abdomena kvantifikovani su kod 116 muZzjaka i 94 Zenke vrste E.
tenax sakupljenih na Durmitoru u toku jula 2009. godine. Za analizu prostorne
substruktuiranosti fenotipskog diverziteta jedinke osam durmitorskih uzoraka su razvrstane
u razli¢ite grupe na osnovu veli¢ine mrlja, njihovog oblika i intenziteta boje (Zuta,
narandZasta, braon, crna). Tergiti 2 i 3 analizirani su odvojeno. Kombinovanjem morfova
tergita 2 i tergita 3, uoceno je 15 abdominalnih fenotipova kod muZjaka i 10 fenotipova kod
zenki. Svaka analizirana jedinka je na osnovu izgleda abdominalnih Sara svrstana u jednu od
grupa, a ucestalost odredene Sare je izracunata za svaki uzorak.

Analizom abdomena muzjaka registrovano je Sest morfova na tergitu 2 (A2-A4 i Aé6-
A8) i sedam morfova na tergitu 3 (B1-B7). Zuti morfovi (A2, A3, B2 i B3) su bili dominantani
u svim uzorcima. Kombinovanjem utvrdenih morfova tergita 2 i 3, dobijeni su sli¢ni rezultati
(A2B2 je bio najces¢i fenotip u svim uzorcima). Najveca varijabilnost iskazana preko broja
fenotipova je dobijena kod muzjaka sakupljenih na lokalitetu Plato (10), dok su kod jedinki
uzorkovanih na lokalitetu Komarnica registrovana samo cetiri abdominalna fenotipa.
Kombinacija morfova A2B4 je zabelezena samo kod muzjaka sa lokaliteta Plato, dok su
A2B4, A2B7, A3B5, A4B1, A4B5 i A7B7 bili prisutni u po dva od osam analiziranih uzoraka
(Tab. 26).

Slicno muZzjacima, i kod Zenki je utvrdeno prisustvo dominantnih morfova na
tergitima 2 i 3. Tako su morfovi Al, A4, B1 i B7 bili prisutni u svim analiziranim uzorcima,
dok su narandZasti morfovi A6 i B5 zabeleZeni samo kod zZenki sakupljenih na lokalitetu
Veliki Stuoc. Od ukupno uodenih deset abdominalnih fenotipova, u uzorcima sa lokaliteta
Crno jezero, Savin Kuk i Pruta$ je registrovano po Sest fenotipova. Mali uzorak od svega pet
zenki uticao je na to da u uzorku sakupljenom na lokalitetu Komarnica budu zastupljena
samo tri fenotipa. Najces¢i fenotip kod Zenki svih uzoraka je bio A1B7. Primerci sa lokaliteta
Veliki Stuoc su se izdvojili prisustvom jedinstvenog fenotipa A6B5, dok je kod Zenki
sakupljenih na lokalitetima Crno jezero i Plato registrovan tamni fenotip A7B7 (Tab. 25).
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Tabela 25. Ucestalost abdominalnih morfova i fenotipova zenki uzoraka vrste E. tenax sa
Durmitora.

Veliki Crno . Savin . Skréko  Susicko
N . Plato Komarnica Prutas . .
Stuoc  jezero Kuk jezero jezero
Tergit 2
Al 0,55 0,53 0,45 0,80 0,50 0,44 0,67 0,82
Ad 0,27 0,26 0,22 0,20 0,50 0,56 0,33 0,18
Ab 0,09 0,05 0,22 - - - - -
A6 0,09 - - - - - - -
A7 - 0,16 0,11 - - - - -
Tergit 3
B1 0,09 0,05 0,11 0,40 0,21 0,19 0,22 0,18
B2 - 0,11 - - 0,21 0,12 - -
B5 0,09 - - - - - - -
B6 0,27 - 0,11 - 0,08 0,06 0,22 0,18
B7 0,55 0,84 0,78 0,60 0,50 0,63 0,56 0,64
fenotip
Al1B1 0,09 - - 0,20 0,14 0,06 0,22 0,18
A1B6 - - - - 0,07 - 0,11 0,09
Al1B7 0,46 0,53 0,45 0,60 0,30 0,38 0,34 0,55
A4B1 - 0,05 0,11 0,20 0,07 0,12 - -
A4B2 - 0,11 - - 0,21 0,12 - -
A4B6 0,27 - 0,11 - - 0,06 0,11 0,09
A4B7 - 0,10 - - 0,21 0,26 0,22 0,09
ABB7 0,09 0,05 0,22 - - - - -
A6B5 0,09 - - - - - - -
A7B7 - 0,16 0,11 - - - - -
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Tabela 26. Ucestalost abdominalnih morfova i fenotipova muzjaka uzoraka vrste E. tenax
sa Durmitora.

Veliki Crno . Savin . Skréko  Susicko
o . Plato Komarnica Prutas . )
Stuoc  jezero Kuk jezero jezero
Tergit 2
A2 0,64 0,74 0,59 0,64 0,47 0,50 0,40 0,56
A3 0,09 0,09 0,24 0,36 0,23 0,037 0,30 0,22
A4 0,18 0,13 0,09 - 0,08 - - 0,06
Ab - 0,04 0,04 - - 0,125 0,20 0,10
A7 - - - - 0,07 - 0,10 -
A8 0,08 - 0,04 - 0,15 - - 0,06
Tergit 3
B1 - 0,04 0,09 - - - - -
B2 0,55 0,54 0,27 0,54 0,23 0,26 0,30 0,61
B3 0,09 0,17 0,27 0,36 0,31 0,12 0,10 0,22
B4 0,09 - 0,18 - 0,08 0,25 - -
B5 0,18 0,25 0,05 - 0,15 0,25 0,50 0,11
B6 0,09 - 0,05 - 0,15 - - 0,06
B7 - - 0,09 - 0,08 0,12 0,10
fenotip
A2B2 0,46 0,52 0,22 0,55 0,15 0,26 0,20 0,50
A2B3 0,09 0,14 0,22 0,09 0,15 - - 0,06
A2B4 - - 0,09 - - - - -
A2B5 0,09 0,09 - - 0,15 0,12 0,20 -
A2B7 - - 0,09 - - 0,12 - -
A3B2 - - 0,05 0,09 - - 0,10 0,06
A3B3 - 0,04 0,05 0,27 0,15 0,12 0,10 0,16
A3B4 0,09 - 0,09 - 0,08 0,26 - -
A3B5 - 0,04 - - - - 0,10 -
A4B1 - 0,04 0,09 - - - -
A4B2 0,09 - - - 0,08 - - 0,06
A4B5 0,09 0,09 - - - - - -
A6B5 - 0,04 0,05 - - 0,12 0,20 0,10
A7B7 - - - - 0,08 - 0,10 -
A8B6 0,09 - 0,05 - 0,15 - - 0,06
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4.3.1.2. Varijabilnost u obliku i veli¢ini krila

U radu su metodom geometrijske morfometrije kvantifikovane fenotipske varijacije
veli¢ine i oblika desnog krila 116 muZzjaka i 94 Zenke vrste E. tenax poreklom sa osam
lokaliteta planine Durmitor.

Centroidna veli¢ina se nije statisticki znacajno razlikovala izmedu muzjaka
uzorkovanih sa lokaliteta Durmitora (F,108=0,47; p=0,86; post hoc Tukey HSD testom parova
uzoraka nisu zabeleZene znacajne razlike) (Sl. 26). Takode, razlika u veliéini krila izmedu
zenki durmitorskih uzoraka nije bila signifikantna (F¢se=1,08; p=0,38; Tukey HSD test p>0,05)
(SL 26).
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Slika 26. Prikaz centroidne velicine krila muzjaka i
zenki prostornih uzoraka vrste E. tenax poreklom sa
Durmitora. Mean- aritmeticka sredina, SE- standardna
greska X, SD- standardna devijacija.

Oblikom krila muzjaci analiziranih uzoraka vrste E. tenax sa Durmitora se nisu
razlikovali (Wilks' A=0,102; Fasses=1,14; p=0,12). Od sedam dobijenih kanonic¢kih osa ni
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jedna nije bila znacajna (p>0,05). Ukupan procenat korektne klasifikacije za muZjake sa
Durmitora iznosio je 64,6% (Veliki Stuoc 63,6%; Crno jezero 78,3%; Plato 68,2%; Komarnica
36,4%; Savin Kuk 53,8%; Pruta$ 75%; Skréko jezero 70%; Susicko jezero 61,1%) (SI. 27).

CV2 (19,7%)

Veliki Stuoc
Crno jezero
Plato
Komarnica
Savin Kuk
Prutas
Skréko jezero
5 4 -3 2 -1 0 1 2 3 4 Susicko jezero
CV1 (42,9%)

Slika 27. Sketergram prve dve kanonicke ose (CV1 i CV2)
parametara oblika krila muZjaka osam uzoraka vrste E. tenax

¢ W e > & O O

poreklom sa Durmitora. Veli¢ina varijabilnosti objasnjene osama data je u
zagradama.

Nasuprot tome, kanonickom analizom w matriksa varijacija oblika krila uzoraka
zenki su utvrdene statisti¢ki znacajne razlike (Wilks' A=0,037; F9413=1,31; p<0,05). Ukupan
procenat korektne klasifikacije za zenke je bio nesto visi od procenta klasifikacije muzjaka i
iznosio je 77,6% (Veliki Stuoc 63,6%; Crno jezero 84,2%; Plato 88,9%; Komarnica 60%; Savin
Kuk 85,7%; Pruta$ 75%; Skréko jezero 77,8%; Susicko jezero 72,7%). Od sedam dobijenih
kanonickih osa, samo prva (CV1) je bila znacajna (x? test, p<0,01) obuhvatajuci 38,1% ukupne
varijabilnosti. Na sketergramu Zenki osam durmitorskih uzoraka se duz CV1 ose moze uociti
delimic¢no izdvajanje jedinki sakupljenih na lokalitetima Plato i Crno jezero od ostalih
analiziranih uzoraka. Regresionom analizom dobijene su mreze deformacija koje prikazuju
devijacije duz CV1 kanonicke ose. Promene u poloZaju tacaka 1, 9 i 10, od kojih tacka 1
pokazuje najvece odstupanje, ukazuju da uzorci u negativnom delu CV1 ose (uzorci sa
lokaliteta Plato i Crno jezero) imaju uZi proksimalni deo krila u odnosu na jedinke
pozicionirane u pozitivnom delu CV1 ose (S. 28).
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Slika 28. Sketergram prve dve kanonicke ose (CV1 i CV2) parametara oblika krila
Zenki osam uzoraka vrste E. tenax poreklom sa Durmitora. Veli¢ina varijabilnosti
objasnjene osama data je u zagradama. Promene oblika krila su prikazane u vidu mreZza
deformacija upotrebom thin-plate spline metode (promene su uvecane tri puta). Brojevi na
mrezama deformacija odgovaraju polozaju tacaka (landmarks) prikazanih na slici 8. Mreze
predstavljaju devijacije u pozitivnhom i negativnom pravcu duz CV1 ose.

4.3.2. Alozimska varijabilnost

U proucavanju prostorne substruktuiranosti genetickog diverziteta vrste E. tenax u
radu su analizirane 123 jedinke poreklom sa osam lokaliteta planine Durmitor (Crna Gora).
Metodom PAGE (poliakrilamid gel elektroforeze) analizirano je 12 enzimskih sistema ciju
sintezu determinisu aleli 17 lokusa: Aco-1, Aco-2, Got, Est-2, Est-4, Pgm, Fum, Gpd-2, Hk-4, Idh-

1, Idh-2, Mdh-2, Me, Sod-1, Sod-2, Sdh-1 i Sdh-2.
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Na osnovu zimograma 12 enzimskih sistema registrovano je 26 alela i izracunata je
njihova ucestalost (Tab. 27). Najveci broj alela imali su uzorci sa lokaliteta Crno jezero,
Komarnica i Skréko jezero (23), a najmaniji broj (21) uzorci sa lokaliteta Plato i Veliki Stuoc.

Tabela 27. Ucestalost alela varijabilnih lokusa osam uzoraka vrste E. tenax sa Durmitora.

Veliki  Crno ) Savin . Skrtko  Susicko
v ) Plato Komarnica Prutas ] }
Stuoc  jezero Kuk jezero  jezero
Lokus/alel
Est-2 96 0,067 0,042 - - - - -
100 0,200 0,600 0,625 0,150 0,286 0,250 0,269 0,400
104 0,800 0,333 0,333 0,650 0,714 0,750 0,654 0,500
106 0,200 - - 0,077 0,100
Est-4 98 0,067 0,077 0,031 - 0,188 0,100 0,031
100 0,857 0,767 0,923 0,875 0,938 0,688 0,800 0,938
102 0,143 0,167 0,094 0,063 0,125 0,033 0,031
104 - - - 0,067 -
Got 94 0,600 0,231 0,313 0,429 0,438 0,500 0,333
100 0,400 0,769 1,000 0,688 0,571 0,563 0,500 0,667
Me 98 0,214 0,333 0,063 0,063 0,308 0,500 -
100 0,750 0,714 0,667 0,875 0,688 0,692 0,500 0,714
102 0,250 0,071 0,063 0,250 - - 0,286

Tabela 28. Ucestalost genotipova varijabilnih lokusa osam uzoraka vrste E. tenax sa

Durmitora.
Veliki Crno . Savin . Skréko  Susicko
M . Plato Komarnica Prutas . .
Stuoc  jezero Kuk jezero  jezero
Lokus/genotip
Est-2  96/104 - 0,133 0,083 - - - - -
100/100 0,200 0,333 0,334 0,100 - 0,125 0,231 0,200
100/104 - 0,401 0,500 0,100 0,571 0,250 0,077 0,400
104/104 0,800 0,133 0,083 0,600 0429 0,625 0,615 0,300
106/106 - - - 0,200 - 0,077 0,100
Est-4 98/98 - - 0,077 - - 0,062 - -
98/100 - 0,133 - 0,063 - 0,251 0,133 0,062
98/102 - - - - - - 0,067 -
100/100 0,714 0,534 0,923 0,811 0,937 0,500 0,667 0,876
100/102 0,286 0,333 - 0,063 - 0,125 - 0,062
100/104 - - - - - - 0,133 -
102/102 - - - 0,063 0,063 0,062 - -
Got 94/94 0,600 0,231 - 0,312 0,429 0437 0,500 0,333
100/100 0,400 0,769 1,000 0,688 0,571 0,563 0,500 0,667
Me 98/98 - 0,214 0,333 0,062 0,063 0,308 0,500 -
100/100 0,750 0,714 0,667 0,876 0,687 0,692 0,500 0,714
102/102 0,250 0,072 - 0,062 0,250 - - 0,286
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Ucestalost genotipova (Tab. 28), kao parametra geneticke varijabilnosti uzoraka,
izratunata je na osnovu ucestalosti fenotipova registrovanih na zimogramu. Od 17
analiziranih lokusa utvrdeno je da je 13 lokusa bilo monomorfno (Aco-1, Aco-2, Pgm, Fum,
Gpd-2, Hk-4, Idh-1, Idh-2, Mdh-2, Sod-1, Sod-2, Sdh-1 i Sdh-2), sa zajednickim alelom u svim
uzorcima.

Geneticka struktura uzoraka vrste E. tenax sa Durmitora

U ispitivanim uzorcima vrste E. tenax sa Durmitora registrovane su heterozigotne
jedinke u lokusima Est-2 i Est-4, dok su isklju¢ivo homozigotni genotipovi u svim uzorcima
registrovani u polimorfnim lokusima Got i Me.

Testiranjem znacajnosti razlika dobijenih ucestalosti genotipskih klasa varijabilnih
lokusa od ocekivanih prema Hardi-Vajnbergovim proporcijama utvrdeno je da su razlike
statisticki znacajne u varijabilnim lokusima Got i Me analiziranih uzoraka (Tab. 29).

U lokusu Est-2 statisti¢ki znacajno odstupanje od ocekivanih genotipskih ucestalosti
je utvrdeno u uzorcima sa lokaliteta Veliki Stuoc, Komarnica i Skr¢ko jezero, dok je u lokusu
Est-4 uocena statisticki znacajna razlika u uzorcima sa lokaliteta Plato, Komarnica i Savin
Kuk (Tab. 29).

Kod svih analiziranih uzoraka u varijabilnim lokusima Got i Me je utvrdeno da je
ocekivana heterozigotnost (H.) bila veca od izrac¢unate (H.,) $to je uticalo da vrednost Indeksa
fiksacije bude pozitivna (Fr > 0) ukazujudi na ,visak” homozigota. U slucaju lokusa Est-2
utvrdeno je da je ocekivana heterozigotnost bila manja od izracunate u uzorku sa lokaliteta
Crno jezero, Plato i Savin Kuk tako da su vrednosti Indeksa fiksacije bile negativne (F: < 0)
(Tab. 29). Izracunata heterozigotnost je veca od ocekivane i u lokusu Est-4 za uzorke sa
lokaliteta Veliki Stuoc, Crno i Susicko jezero.

Na osnovu izracunatih parametara geneticke strukture uzoraka vrste E. tenax sa
Durmitora utvrdeno je da prosecne vrednosti ne variraju u Sirokom opsegu. Prosecan broj
alela po lokusu se kretao u opsegu od 1,2 (Veliki Stuoc i Plato) do 1,4 (Crno jezero,
Komarnica, Skréko jezero i Susicko jezero). Prema kriterijumu 0,95 ucestalost polimorfnih
lokusa iznosila je 23,5 u svim uzorcima, osim u uzorku sa lokaliteta Plato (17,6). Vrednosti
prosecne polimorfnosti na osnovu kriterijjuma 0,95 i 0,99 se nisu razlikovale. U svim
analiziranim uzorcima je ocekivana vrednost heterozigotnosti prema Hardi-Vajnbergovom
zakonu bila veca od dobijene. Najmanja izracunata prosecna heterozigotnost zabeleZena je u
uzorku sa lokaliteta Veliki Stuoc (Ho = 0,017), a najvec¢a u uzorku sa lokaliteta Crno jezero (Ho
=0,059) (Tab. 30).

Na osnovu ucestalosti alela i njihove distribucije registrovani su jedinstveni i retki
aleli u lokusima Est-2 i Est-4 (Tab. 31). Jedan specifican alel (Est-4'*) registrovan je u uzorku
sa lokaliteta Skréko jezero (Est-41%4). Ovaj lokalitet se takode izdvaja i prisustvom
jedinstvenih genotipova Est-4°%/102 i Est-4100104,

Retki aleli (< 0,05) su zabeleZeni samo u lokusima Est-2 i Est-4. U uzorku sa lokaliteta
Susicko jezero je utvrdeno prisustvo dva retka alela (Est-4* i Est-41%?), dok je uzorcima sa
lokaliteta Plato (Est-2%), Komarnica (Est-4%) i Skrcko jezero (Est-41%?) utvrdeno prisustvo po
jednog retkog alela.

Analizom distribucije cestih alela (> 0,5) u uzorcima vrste E. tenax sa Durmitora je
utvrdeno pristustvo zajednickog Cestog alela u lokusu Est-4 (Est-41). U lokusu Est-2, alel Est-
2104 je prisutan kao ¢est na svim analiziranim lokalitetima, osim u uzorcima sa Crnog jezera i
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Platoa gde je Est-2122 bio cest alel. U lokusu za malicni enzim alel Me'® je Cest u svim
uzorcima, dok su u uzorku sa Skrékog jezera jednako su bili zastupljeni aleli Me® i Mel®
(Tab. 31).

Tabela 29. Odstupanje genotipskih ucestalosti varijabilnih lokusa od Hardi-Vajnbergovih
proporcija osam uzoraka vrste E. tenax sa Durmitora.

Lokus Ho He Fi D X2 p
Est-2  Veliki Stuoc 0 1,778 1,000 -1,000 6,17 *
Crno jezero 8 8,138 -0,017 -0,017 0,01 ns
Plato 7 6,217 -0,175 0,126 0,26 ns
Komarnica 1 5,421 0,806 -0,816 13,19 i
Savin Kuk 4 3,077 -0,400 0,300 0,73 ns
Prutas 2 3,200 0,333 -0,375 1,28 ns
Skreko jezero 1 6,680 0,844 -0,850 15,24 ok
Susicko jezero 4 6,105 0,310 -0,345 2,05 ns
Est-4  Veliki Stuoc 4 3,556 -0,167 0,125 0,24 ns
Crno jezero 7 5,897 -0,228 0,187 0,87 ns
Plato 0 1,926 1,000 -1,000 14,06 wx
Komarnica 2 3,710 0,443 -0,461 5,21 *
Savin Kuk 0 1,935 1,000 -1,000 17,05 wx
Prutas 6 7,871 0,213 -0,238 1,68 ns
Skréko jezero 5 5,345 0,032 -0,065 0,14 ns
Susicko jezero 2 1,968 -0,049 0,016 0,01 ns
Got Veliki Stuoc 0 5,053 1,000 -1,000 11,08 ok
Crno jezero 0 4,800 1,000 -1,000 14,06 ok
Komarnica 0 7,097 1,000 -1,000 17,05 ok
Savin Kuk 0 7,111 1,000 -1,000 15,06 g
Prutas 0 8,129 1,000 -1,000 17,05 g
Skréko jezero 0 8,258 1,000 -1,000 17,05 g
Susicko jezero 0 6,897 1,000 -1,000 16,05 g
Me Veliki Stuoc 0 1,714 1,000 -1,000 5,22 *
Crno jezero 0 6,370 1,000 -1,000 22,84 g
Plato 0 5,565 1,000 -1,000 13,07 wx
Komarnica 0 3,742 1,000 -1,000 28,39 xR
Savin Kuk 0 7,613 1,000 -1,000 24,47 wx
Prutas 0 5,760 1,000 -1,000 14,06 ok
Skreko jezero 0 2,286 1,000 -1,000 5,22 *
Susicko jezero 0 3,077 1,000 -1,000 8,12 >

ns - nesignifikantno; * - signifikantno za p < 0,05; ** - signifikantno za p < 0,01; *** - signifikantno za
p < 0,001; Ho - izracunata heterozigotnost; H. - ocekivana heterozigotnost; Fi - Indeks fiksacije
(Wright, 1951); D - koeficijent po Selander-u.
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Tabela 30. Parametri geneticke strukture osam prostornih uzoraka vrste E. tenax sa

Durmitora.
Lokus  Veliki Crno . Savin . Skréko  Sugicko
o . Plato = Komarnica Prutas . .
Stuoc jezero Kuk jezero jezero
Est-2 + + + + + + + +
Est-4 + + + + + + + +
Got + + - + + + + +
Me + + + + + + + +

n(SE) 57(1,2) 97(1,0) 11,005 82(1,2) 88(L1) 81(12) 78(L2) 82(L1)
A(SE) 12(01) 1.4(02) 12(01) 1402 1,301 1,3(01) 14(02) 1,4(02)

Poss) 235 235 17,6 23,5 23,5 23,5 23,5 23,5
H 0017 0059 0,034 0,013 0,034 0037 0024 0,031
(SE)  (0,017) (0,040) (0,034)  (0,009)  (0,034) (0,026) (0,020)  (0,024)
H. 0084 0,100 0,064 0,082 0,087 0104 0,108 0,091

(SE)  (0,039) (0,046) (0,038)  (0,040)  (0,043) (0,047)  (0,049)  (0,046)

+ polimorfan na osnovu kriterijuma 0,95; x polimorfan na osnovu kriterijuma 0,99; - monomorfan; n —
prosecan broj jedinki po lokusu; A - prosecan broj alela po lokusu; SE-standardna greska; Poos) -
ucestalost polimorfnih lokusa na osnovu kriterijuma 0,95; H, - izracunata prosecna heterozigotnost; He
- ocekivana prosecna heterozigotnost prema Hardi-Vajnbergovim proporcijama.

Tabela 31. Distribucija cestih, retkih i jedinstvenih alela osam prostornih uzoraka vrste
E. tenax sa Durmitora.

.. Veliki Crno . Savin . Skréko  Susicko
Populacija 4 . Plato Komarnica Prutas | .
Stuoc  jezero Kuk jezero  jezero
Lokus Alel
Est-2 96 - X r - - - -
100 X m m X X X X X
104 m X X m m m m X
106 - - - X - - X X
Est-4 98 - X X r - X X r
100 m m m m m m m m
102 X X - X X X r r
104 - - - - - - Xu -
Got 94 m X - X X X X X
100 X m m m m m X m
Me 98 - X X X X X X -
100 m m m m m m X m
102 X X - X X - X

m - ucestalost alela veca od 50%; x - ucestalost alela veca od 5%; r - ucestalost alela manja od 5%; u -
jedinstveni aleli
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4.3.3. Feneticka sli¢nost i geneticka srodnost uzoraka

Klaster analiza i konstruisanje fenograma evolucionih odnosa analiziranih uzoraka
vrste E. tenax sa Durmitora izvrSena je UPGMA metodom na osnovu kvadrata
Mahalanobisove distance (Tab. 32). Fenogram dobijen analizom muzjaka ukazuje na vecu
sli¢nost parova lokaliteta Veliki Stuoc/Susicko jezero i Komarnica/Savin Kuk, koji zajedno
obrazuju zaseban klaster. Na osnovu matrice kvadrata Mahalanobisove distance, muzjaci sa
lokaliteta Crno jezero i Plato takode pokazuju veliku sli¢nost, te sa uzorkom sa lokaliteta
Pruta$ obrazuju drugi klaster. Najmanja slicnost sa ostalim uzorcima je zabeleZena za
muZjake sa lokaliteta Skréko jezero (Sl. 29).

Tabela 32. Kvadrat Mahalanobisove distance Zenki (ispod dijagonale) i muzjaka (iznad
dijagonale) uzoraka vrste E. tenax sa Durmitora.

Veliki Crno . Savin . Skréko  Susicko
N . Plato Komarnica Prutas . .
Stuoc  jezero Kuk jezero jezero

Veliki Stuoc o 6,991 7,665 4,128 3,505 6,651 7,269 3,395
Crno jezero 5,819 o 3,227 6,987 6,168 7,692 9,552 8,248

Plato 10,991 8765  * 6989 5723 5347 7721 9,965
Komarnica 7,185 11,849 13,889 3049 6983 6891 3264
SavinKuk 5230 10,041 16590 9,435 w5384 7881 4,010
Prutas 6125 14,655 11667 5809 10,172  ** 8211 8,648
Skrcko 10,309 12,862 14,789 11,253 5992 10971  ** 8772
jezero

Susicko 7021 14327 16454 11,053 8297 5599 12,774
jezero

Veliki Stuoc

Susi¢ko jezero

Komarnica

Savin Kuk

Crno jezero

Plato

Prutas

Skréko jezero

2 3 4 5 6 7 8 9
Linkage Distance

Slika 29. UPGMA fenogram na osnovu kvadrata Mahalanobisove
distance muzjaka uzoraka populacija vrste E. tenax sa Durmitora.
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Za razliku od muzjaka, na fenogramu dobijenom analizom Zenki uocava se da su

najsli¢niji parovi uzoraka sa lokaliteta Veliki Stuoc/Savin Kuk i Pruta$/Susicko jezero koji

zajedno obrazuju zaseban klaster. Takode, Zenke sa lokaliteta Crno jezero i Plato formiraju

diferenciran klaster u odnosu na ostale analizirane jedinke (SI. 30).

Veliki Stuoc

Savin Kuk

Susicko jezero
Komarnica
Skréko jezero

Crno jezero

Pruta$

Plato

4

6

7 8

Linkage Distance

10

11 12

13

Slika 30. UPGMA fenogram na osnovu kvadrata Mahalanobisove
distance Zenki uzoraka populacija vrste E. tenax sa Durmitora.

Na osnovu ucestalosti alela svih analiziranih lokusa su izra¢unate prosecna geneticka
bliskost (I; Nei, 1978) i geneti¢ka udaljenost (D; Nei, 1978) (Tab. 33). Vrednosti [=1,000 i
D=0,000 ukazuju na odsustvo geneticke diferencijacije izmedu parova uzorkovanih lokaliteta
Savin Kuk/Veliki Stuoc, Savin Kuk/Susicko jezero i Skréko jezero/Prutas. Najmanja prose¢na
vrednost geneticke bliskosti (I=0,963) kao i najveca vrednost geneticke udaljenosti (D=0,038)
je izra¢unata za par Veliki Stuoc/Plato.

Tabela 33. Prosecna geneticka bliskost (I; Nei, 1978, ispod dijagonale) i geneticka udaljenost
(D; Nei, 1978, iznad dijagonale) izmedu osam uzoraka vrste E. tenax sa Durmitora.

Veliki Crno . Savin . Skréko  SuSicko

o . Plato Komarnica Prutas ] .

Stuoc  jezero Kuk jezero  jezero
Veliki Stuoc ~ ** 0,018 0,038 0,004 0,000 0,003 0,007 0,003
Crnojezero 0982  ** 0,002 0,010 0,010 0010 0,011 0,003
Plato 0,963 0,998  *** 0,019 0,021 0,021 0,021 0,012
Komarnica 0,996 0990 0,981 0,001 0004 0,009 0,001
SavinKuk  1.000 0,98 0,984 0,999 #0003 0,005 0,000
Prutas 0,997 0,991 0,979 0,996 0,997 0,000 0,013
Skrek
Skrcko 0993 0989 0979 0991 0995 1000  ** 0,010
jezero
Susicko 0,997 0,997 0,988 0,999 1.000 0992 0,990 ot
jezero
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Na dendrogramu genetickih odnosa izmedu uzoraka vrste E. tenax sa Durmitora na
osnovu koeficijenta geneticke udaljenosti (D) dobijena su tri klastera. Prvi klaster ¢ine uzorci
sa lokaliteta Komarnica, Savin Kuk, Susicko jezero i Veliki Stuoc. Datom klasteru se
priklju¢uje grana koju ¢ine lokaliteti Pruta i Skrcko jezero. Posebnu granu ¢ine jedinke sa
dva uzorkovana lokaliteta Plato i Crno jezero (Sl. 31). Na slican naéin formiran je
dendrogram geneti¢kih odnosa na osnovu koeficijenta geneticke bliskosti (I). Dendrogram
ukazuje na vecu sli¢nost para uzoraka Savin Kuk/Veliki Stuoc, koji sa lokalitetima Susi¢ko
jezero i Komarnica formiraju jedan klaster. Datom klasteru se prikljucuje klaster
Pruta$/Skréko jezero, dok je par lokaliteta Plato/Crno jezero pokazao najmanju sli¢nost sa
ostalim analiziranim lokalitetima sa Durmitora (SI. 32).

Komarnica

Savin Kuk

Susicko jezero
.

Veliki Stuoc
Pruta$

Skreko jezero

Plato

Crno jezero

| 1 [l ] [l

T
0.02 0.01 0.00

geneticka udaljenost

Slika 31. Dendrogram genetickih odnosa izmedu
uzraka vrste E fenax sa Durmitora prikazan
UPGMA Kklaster metodom na osnovu koeficijenta
geneticke udaljenosti (D; Nei, 1978). (Farris, 1972 "f" =
0,106; Prager and Wilson, 1976 "F" = 41,753; % standardne
devijacije Fitch and Margoliash, 1967 = 88,568;
kofeneticka korelacija = 0,743).
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e [ Omarnica

— Susicko jezero
_E Savin Kuk
Veliki Stuoc

— Prutas

—— Skréko jezero

— Plato

—— (rno jezero

0.97 0.98 1.00

geneticka bliskost

Slika 32. Dendrogram genetickih odnosa izmedu
uzoraka vrste E. tenax sa Durmitora prikazan
UPGMA Kklaster metodom na osnovu koeficijenta
geneticke bliskosti (I; Nei, 1978). (Farris, 1972 "f" =
0,115; Prager and Wilson, 1976 "F" = 0,415; % standardne
devijacije Fitch and Margoliash, 1967 = 0,621; kofeneticka
korelacija = 0,723).
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4.4. PROSTORNA DISTRIBUCIJA FENOTIPSKOG I MOLEKULARNOG
DIVERZITETA VRSTE ERISTALIS TENAX

Sagledavanje prostorne distribucije fenotipskog i molekularnog diverziteta vrste E.
tenax, kao i odredivanje stepena geneticke i fenotipske diferencijacije izmedu konspecifickih
populacija je bazirano na parametrima krila (veli¢ina i oblik) i kvantifikovanju varijabilnosti
alozimskih lokusa i 3’ kraja gena citohrom c oksidaza I mitohondrijalne DNK (COI mtDNK)
jedinki poreklom sa 42 podrudja Evrope, Australije, Severne i Juzne Amerike. Geometrijsko
morfometrijskom metodom su analizirana krila 1536 jedinki 39 prirodnih populacija. U cilju
proucavanja alozimske intraspecijske varijabilnosti i geneticke strukture prirodnih
populacija vrste E. tenax, analizirano je769 jedinki 31 evropske populacije. Za analizu
diverziteta COI mtDNK, izolovana je DNK od ukupno 50 jedinki sakupljenih na 15 lokaliteta
sa Cetiri kontinenta.

4.4.1. Distribucija fenotipskog diverziteta
4.4.1.1. Varijabilnost u veli¢ini krila

Statisticki znacajna razlika u velicini krila je detektovana izmedu Zenki konspecifickih
populacija vrste E. tenax (Fes714=4,99; p<0,001). Razlike u centroidnoj velié¢ini su bile
signifikantne izmedu para populacija Volos, Grcka / Klagenfurt, Austrija (Tukey HSD test
p<0,05). Poredenjem centroidne veli¢ine uodeno je i da su Zenke poreklom sa Saskog jezera
(Crna Gora) u proseku imale manja krila od jedinki sa vecine uzorkovanih lokaliteta
(populacije poreklom iz Rusije, Finske, Norveske, Nemacke, Ceske, évajcarske, Austrije,
Slovenije, Hrvatske, Srbije sa slede¢im lokalitetima FruSka gora, Obedska bara, Derdapska
klisura, Ozren, Cafak; Crne Gore sa sledeéim lokalitetima Orijen, Durmitor, Lovcen;
Makedonije, Gréke sa lokalitetima Skiros i Lesvos; Italije i Spanije sa lokaliteta Agost; Tukey
HSD test p<0,05). Post hoc testom parova uzoraka statisticki znacajne razlike (p<0,05) su
zabeleZene izmedu jedinki sakupljenih na Ludoskom jezeru (Srbija) i devet analiziranih
populacija (Kavkaz, Rusija; Centralna Finska i Helsinki, Finska; Lindesnes, Norveska; Bazel,
évajcarska; Klagenfurt, Austrija; Bled, Slovenija; Fruska gora, Srbija i Durmitor, Crna Gora).
Takode, jedinke populacije iz Morinja, (Crna Gora) su imale statisticki znac¢ajno manja krila
(p<0,05) od jedinki sedam wuzorkovanih lokaliteta (Kavkaz, Rusija; Helsinki, Finska;
Lindesnes, Norveska; Bazel, évajcarska; Klagenfurt, Austrija; Bled, Slovenija i Durmitor, Crna
Gora). Post hoc testom uzorka utvrdena je statisticki znacajna razlika (p<0,05) u velicini krila
7enki sa Stare planine (Srbija) i jedinki sakupljenih u Norveskoj, Svajcarskoj i Austriji.
Poredenjem centroidne veli¢ine uoceno je i da su Zenke sakupljene u Norveskoj i Svajcarskoj
u proseku imale veéa krila od jedinki populacija iz Gréke (Olimp, Volos i Skiros) i Spanije
(Alikante) (SI. 33).

Komparativnhom analizom veli¢ine krila muZzjaka 37 prirodnih populacija vrste E.
tenax zabeleZene su statisticki znacajne razlike (Fs716=9,13; p<0,001). Kao i u slucaju Zenki,
krila jedinki sa Saskog jezera iz Crna Gore su u proseku manja u odnosu na jedinke svih
analiziranih populacija, izuzev dve populacije iz Srbije (Ludogko jezero i Cadak), uzorka iz
Makedonije (Negotino), Gréke (Olimp, Volos, Andros i Kios) i Spanije (Alkoj i Alikante)
(Tukey HSD test p<0,05). Primenom post hoc Tukey testa znacajne razlike (p<0,05) su
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utvrdene izmedu muzjaka sa planine Olimp u Grckoj i deset populacija poreklom iz Finske
(Helsinki), Norveske, Nemacke, évajcarske, Austrije, Slovenije, Bosne i Hercegovine
(Trebinje), Srbije (Fruska gora) i Crne Gore (Orijen i Durmitor). Takode, muzjaci poreklom iz
Cacaka iz Srbije su se izdvojili manjom prose¢nom vredno$éu centroidne veli¢ine u odnosu
na jedinke populacija iz Finske (Helsinki), Norveske, Nemacke, évajcarske, Austrije i Crne
Gore (Orijen i Durmitor) (Tukey HSD test p<0,05). Primenom post hoc Tukey testa je utvrdeno
i da jedinke sakupljene na Fruskoj gori u Srbiji imaju znacajno vecu prose¢nu vrednost
centroidne veli¢ine u odnosu na konspecifitke populacije poreklom iz Holandije, Ceske,
Bosne i Hercegovine (Tjentiste), Srbije (Ludosko jezero, Obedska bara, Bratinac, Stara planina
i Cv?aéak), Crna Gore (Orijen, Morinj, Durmitor), Grcke (Volos, Skiros i Andros), Italije i
Spanije (Alkoj i Alikante). Takode, poredenjem centroidne veli¢ine utvrdeno je i da su
muZjaci sakupljeni u Helsinkiju (Finska), u proseku imali veca krila (Tukey HSD test p<0,05)
od jedinki uzorkovanih na lokalitetima iz Ceske, Srbije (Ludosko jezero i Obedska bara),
Crne Gore (Morinj), Gréke (Skiros) i Spanije (Alkoj i Alikante). Tukey test je ukazao na
razlike (p<0,05) izmedu parova populacija Bazel, Svajcarska / Skiros, Gréka; Lindesnes,
Norveska / Morinj, Crna Gora; Berlin, Nemacka / Morinj, Crna Gora i Bazel, évajcarska /
Morinj, Crna Gora (SI. 34).
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Slika 33. Prikaz centroidne veli¢ine krila zenki populacija vrste E. tenax. Mean- aritmeticka
sredina, SE- standardna greska ¥, SD- standardna devijacija.

76



Rezultati g

1950 - T T T r r T r r T r T T r r T T T r
muzjaci
1900 | [muzjaci]|
1850 t
@ 1800 %
£ g
0
2750 1] 4 W -
o ]
T 1700 + :
=]
£ 1650 | 1
@
S 1600 | H
1550 * Mean
O MeantSE
1500 I Mean+SD
1450 L n n L L 1 L L n n n L L n I L L L n
LT O UUUOCIITICTITTIOTPOTIAXCETSECOTOANDDNNOTE LY
Orovowoownccom00o8SE0LE=8 e TESELE ST
SICCOERDE®D O NDOSVWEGEOESNO=2T XSO0
EKEEEEEEU825%%&mm92%@0553£80>w§ oL <=
O NT =00 0w T —-::-—Oﬁ‘xm o = <
S0P 2z2TzgcnES 288 00 - I
cS 2T peockHFNZTO0CEE O N © = X hel "
Um L206= —cOFFgho 2745 ) Grcka % Spanija
2 EWecTs ©F o S o @ ~pani
X SToTg NGO 3 ° = n
@
O 3 ol a Crna Gora ©
£ x l o
| m c
Srbija =
(@)
(0]
pd

Slika 34. Prikaz centroidne velicine krila muzjaka populacija vrste E. tenax. Mean- aritmeticka
sredina, SE- standardna greska X, SD- standardna devijacija.

4.4.1.2. Varijabilnost u obliku krila

Kanonickom analizom w matriksa varijacija oblika krila Zenki vrste E. tenax utvrdene
su statisticki znacajne konspecificke razlike (Wilks' A=0,035; Foes,15683=2,35; p<0,001). Od 28
dobijenih kanonickih osa, prvih osam je bilo znacajno (p<0,05) obuhvatajuci 75,9% ukupne
varijabilnosti. Na dobijenom sketergramu se uocava visok stepen preklapanja populacija, $to
ukazuje na odsustvo medupopulacione diferencijacije na osnovu oblika krila (SI. 35).
Procenat korektne klasifikacije Zenki iznosio je svega 42,1%, i kretao se u opsegu od 7,1%
(Kavkaz, Rusija) do 88,2% (Sasko jezero, Crna Gora) (Tab. 34).

Sliéno Zenkama, i kod muZzjaka su utvrdene statisticki znacajne konspecificke razlike
(Wilks' A=0,024; Faoosie0s2=2,91; p<0,001). Kanoni¢kom analizom sa populacijama kao
grupisuc¢om varijablom izdvojeno je 28 kanonickih osa od kojih je 11 bilo statisti¢ki znacajno
(p<0,05), ali nisu omogucile jasnu intraspecijsku diskriminaciju populacija vrste E. tenax. Na
sketergramu se uocava da se muzjaci konspecifickih populacija delimi¢no preklapaju Sto
ukazuje na odsustvo diferencijacije izmedu njih na osnovu oblika krila (Sl. 36). Za sve
analizirane uzorke procenat korektne klasifikacije iznosio je 51,3% i kretao se u opsegu od
9,1% (Alkoj, Spanija) do 83,3% (Alikante, Spanija) (Tab. 34).
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Slika 35. Sketergram prve dve kanonicke ose (CV1 i CV2) oblika krila Zenki vrste E. tenax.

Veli¢ina varijabilnosti objasnjene osama data je u zagradama.
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Slika 36. Sketergram prve dve kanonicke ose (CV1 i CV2) oblika krila muzjaka vrste E.

tenax. Velicina varijabilnosti objasnjene osama data je u zagradama.
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Tabela 34. Procenat korektne klasifikacije Zenki i muzjaka populacija

vrste E. tenax.

Zemlja Populacija Zenke MuZjaci
Cile Kahapoal 50,0 100,0
Rusija Kavkaz 7,1 50,00
Ural 40,0 80,0
Finska Centralna Finska 50,0 66,7
Helsinki 33,3 25,0
Norveska Lindesnes 43,5 58,3
Holandija Hag 33,3 42,8
Nemacka Berlin 25,0 54,5
Ceska Tel¢ 32,2 36,4
évajcarska Bazel 42,8 58,3
Austrija Klagenfurt 36,4 56,3
Slovenija Bled 48,3 35,0
Hrvatska Gracac 20,0 -
Bosna i Tjentiste 14,3 23,5
Hercegovina Trebinje 33,3 27,3
Ludosko jezero 26,6 71,4
Fruska gora 65,9 70,8
Obedska bara 23,1 30,0
Bratinac 70,0 37,5
Srbija D?rdapska 455 66,7
klisura
Ozren 40,0 -
Stara planina 40,9 36,4
Cadak 13,6 54,2
Orijen 36,8 30,8
Morinj 50,0 46,8
Crna Gora Durmitor 61,7 62,1
Lovéen 21,7 45,5
Sasko jezero 88,2 81,8
Makedonija Negotino 42,8 33,3
Olimp 33,3 26,1
Volos 50,0 36,4
. Skiros 48,8 43,3
Greka Andros 41,7 50,0
Kios 66,7 40,0
Lesvos 12,5 50,0
Italija Sardinija 27,3 65,4
Alkoj 50,0 9,1
Spanija Agost 30,8 10,0
Alikante 45,5 83,3
Prosecna klasifikacija 42,1 51,3
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Regresionom analizom individualnih kanonickih skorova i w matriksa omogucena je
vizuelizacija varijabilnosti oblika krila i dobijanje mreza deformacija koje prikazuju promene
polozaja ta¢aka u odnosu na usaglaseni (konsenzus) oblik duz kanonickih osa. Na slici 37 su
prikazane mreze deformacija duz prve (CV1) i druge (CV2) kanonicke ose na kojima su su
prikazane promene oblika krila izmedu zZenki populacija vrste E. tenax. Diferencijacija krila
Zenki je uslovljena razlikama u poloZaju i relativnoj udaljenosti tacaka 2 i 15 koje definisu
oblik proksimalnog dela krila (mreZe deformacija duz CV1 ose), odnosno tacaka 1, 8 i 11
(mreze deformacija CV2 ose).

Prilikom analize muzjaka populacija vrste E. tenax, mreze deformacija dobijene
regresionom metodom ukazuju da su utvrdene razlike u obliku krila najve¢im delom
rezultat razlika u poloZaju i relativnoj udaljenosti tacaka proksimalnog dela krila (tacke 2 i
15; promene duz CV1 ose) i tacaka 2, 8, 11, 14 i 16 (promene duz CV2 ose) (SI. 38).
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Slika 37. Mreze deformacija duz prve (CV1) i druge (CV2) kanonicke ose na kojima su su
prikazane promene oblika krila izmedu zenki populacija vrste E. tenax, upotrebom thin

plate spline metode (promene su uvecane 3 x). Brojevi na mrezama odgovaraju polozaju tataka
(landmarks) prikazanih na SI. 8.
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Slika 38. Mreze deformacija duz prve (CV1) i druge (CV2) kanonicke ose na kojima su su
prikazane promene oblika krila izmedu muzjaka populacija vrste E. tenax, upotrebom thin

plate spline metode (promene su uvecane 3 x). Brojevi na mrezama odgovaraju polozaju tacaka
(landmarks) prikazanih na SI. 8.

4.4.2. Distribucija molekularnog diverziteta
4.4.2.1. Alozimska varijabilnost

U cilju proucavanja alozimske intraspecijske varijabilnosti i geneticke strukture
populacija, analizirano je 769 jedinki vrste E. tenax. Geneti¢ka diferencijacija izmedu 31
evropske populacije je kvantifikovana metodom PAGE 13 enzimskih sistema ciju sintezu
determiniSu aleli 18 lokusa: Aco-1, Aco-2, Ao, Got, Est-2, Est-4, Pgm, Fum, Gpd-2, Hk-4, Idh-1,
Idh-2, Mdh-2, Me, Sod-1, Sod-2, Sdh-11i Sdh-2.

Na osnovu zimograma 13 enzimskih sistema registrovan je 31 alel i izracunata je
njihova ucestalost. Od 18 analiziranih lokusa, 13 lokusa je bilo monomorfno (Aco-1, Aco-2,
Pgm, Fum, Gpd-2, Hk-4, Idh-1, Idh-2, Mdh-2, Sod-1, Sod-2, Sdh-1 i Sdh-2), sa zajednickim alelom
u svim uzorcima, dok su polimorfni bili lokusi Ao, Est-2, Est-4, Got i Me. U lokusu Est-2 je
registrovano cak Sest alela (Tab. 36), a u Est-4 Cetiri alela (Tab. 37). Na zimogramu svih
analiziranih populacija je utvrdeno prisustvo dva alela (Got** i Got'™) u lokusu Got (Tab. 38).
Analizom alelske varijabilnosti, u lokusima Ao (Tab. 35) i Me (Tab. 39) su registrovana po tri
alela.
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Tabela 35. Ucestalost alela Ao lokusa populacija vrste E.tenax.

aleli Ao lokusa

Zemlja Populacija 98 100 100
Centralna
Finska Finska i 0,222 0,778
Helsinki 0,091 0,636 0,273
Holandija Hag 0,250 0,583 0,167
Nemacka Berlin - 0,667 0,333
Ceska Tel& 0,294 0,588 0,118
Svajcarska  Bazel 0,222 0,333 0,444
Austrija Klagenfurt 0,278 0,611 0,111
Slovenija Bled 0,048 0,667 0,286
Hrvatska Gracac 1,000 - -
Bosna i Tjentiste 0,316 0,316 0,368
Hercegovina Trebinje 0,438 0,438 0,125
Ludosko 0,308 0,538 0,154
jezero
Fruska 0,289 0,434 0,276
gora
Stbija Obedska 0,231 0,538 0,231
bara
Bratinac 0,200 0,667 0,133
Perdapska 571 0,429 i
klisura
Cacak 0,563 0,438 -
Orijen 0,143 0,643 0,214
Durmitor 0,286 0,357 0,357
Crna Gora Lovéen 0,067 0,733 0,200
Sasko 0,313 0,688 i
jezero
Makedonija  Negotino 0,200 0,500 0,300
Olimp 0,412 0,412 0,176
Volos 0,143 0,571 0,286
Grcka Skiros 0,167 0,667 0,167
Kios 0,333 0,667 -
Lesvos 1,000 - -
Italija Sardinija 0,214 0,786 -
Alkoj 0,111 0,778 0,111
épanija Agost 0,375 0,313 0,313
Alikante 0,286 0,524 0,190
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Tabela 36. Ucestalost alela Est-2 lokusa populacija vrste E. tenax.

aleli Est-2 lokusa

Zemlja Populacija =5 98 100 102 104 106
Centralna
Finska Finska 0,071 - 0,607 - 0,321 -
Helsinki - - 0,500 0,286 0,214 -
Holandija Hag 0,130 - 0,652 - 0,217 -
Nemacka Berlin 0,059 - 0,735 0,118 0,088 -
Ceska Tel¢ - - 0,676 0,059 0,265 -
Svajcarska  Bazel 0,026 - 0,632 - 0,342 -
Austrija Klagenfurt 0,088 - 0,765 - 0,147 -
Slovenija Bled 0,068 - 0,841 - 0,091 -
Hrvatska Gracac 0,091 - 0,455 - 0,455 -
Bosna i Tjentiste 0,167 0,056 0,639 - 0,139 -
Hercegovina Trebinje 0,038 - 0,731 0,077 0,154 -
LudoSko 4 g ; 0,824 i 0,147 -
jezero
Fruska
0,129 0,025 0,584 0,025 0,238 -
gora
Srbija Obedska 100 - 0,750 - 0,150 -
bara
Bratinac 0,143 - 0,690 - 0,167 -
Perdapska 475 - 0,675 - 0,250 -
klisura
Cadak 0,115 - 0,731 0,154 0,154 -
Orijen 0,088 0,059 0,647 0,059 0,147 -
Durmitor 0,019 - 0,381 - 0,550 0,050
Crna Gora Lovéen 0,063 0,125 0,563 - 0,250 -
Sasko - 0063 0781 0125 0,031 ;
jezero
Makedonija  Negotino 0,091 0,091 0,455 0,182 0,182 -
Olimp 0,056 - 0,583 - 0,361 -
Volos 0,033 - 0,900 - 0,067 -
Grcka Skiros 0,029 - 0,706 - 0,265 -
Kios - - 0,545 - 0,455 -
Lesvos 0,038 - 0,712 - 0,250 -
Italija Sardinija - - 0,214 - 0,786 -
Alkoj 0,056 - 0,667 - 0,278 -
épanija Agost 0,219 - 0,406 - 0,375 -
Alikante - - 0,900 - 0,100 -
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Tabela 37. Ucestalost alela Est-4 lokusa populacija vrste E. tenax.

Aleli Est-4 lokusa

Zemlja Populacija 98 100 100 104
Centralna
Finska Finska 0,067 0,800 0,133 -
Helsinki 0,063 0,813 0,125 -
Holandija Hag 0,074 0,833 0,093 -
Nemacka Berlin 0,059 0,735 0,176 0,029
Ceska Tel¢ 0,118 0,735 0,147 -
Svajcarska  Bazel 0,050 0,850 0,100 -
Austrija Klagenfurt 0,167 0,722 0,111 -
Slovenija Bled 0,048 0,762 0,167 0,024
Hrvatska Gracac - 0,818 0,182 -
Bosna i Tjentiste - 0,868 0,132 -
Hercegovina Trebinje 0,031 0,719 0,250 -
LudoSko 0,079 0,921 - -
jezero
Fruska 0,083 0,794 0,123 -
gora
Srbija Obedska o5 0900 0,075 -
bara
Bratinac 0,190 0,690 0,119 -
E?Srjfapska 0,053 0,921 0,026 -
Cacak - 0,967 0,033 -
Orijen 0,079 0,816 0,105 -
Durmitor 0,062 0,847 0,083 0,008
Crna Gora Lovcen 0,059 0,853 0,088 -
Sasko . 0971 0,029 i
jezero
Makedonija Negotino - 0,955 0,045 -
Olimp 0,029 0,794 0,176 -
Volos 0,067 0,833 0,067 0,033
Grcka Skiros 0,059 0,853 0,088 -
Kios - 0,909 0,045 0,045
Lesvos 0,058 0,769 0,173 -
Italija Sardinija 0,050 0,725 0,225 -
Alkoj - 0,833 0,167 -
épanija Agost 0,156 0,625 0,219 -
Alikante 0,048 0,881 0,071 -
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Tabela 38. Ucestalost alela Got lokusa populacija
vrste E. tenax.

. . Aleli Got lokusa
Zemlja Populacija o 100
Centralna
Finska Finska 0,250 0,750
Helsinki 0,133 0,867
Holandija Hag 0,444 0,556
Nemacka Berlin 0,200 0,800
Ceska Tel¢ 0,444 0,556
évajcarska Bazel 0,263 0,737
Austrija Klagenfurt 0,304 0,696
Slovenija Bled 0,136 0,864
Hrvatska Gracac 0,182 0,818
Bosna i Tjentiste 0,235 0,765
Hercegovina Trebinje 0,300 0,700
Ludosko 0,529 0,471
jezero
Fruska 0,317 0,683
gora
Srbija Obedska 0,350 0,650
bara
Bratinac 0,389 0,611
Derdapska 235 0,765
klisura
Cacak 0,500 0,500
Orijen 0,100 0,900
Durmitor 0,354 0,646
Crna Gora Lovcen 0,300 0,700
Sasko 0727 0273
jezero
Makedonija  Negotino 0,375 0,625
Olimp 0,333 0,667
Volos 0,429 0,571
Grcka Skiros 0,333 0,667
Kios 0,818 0,182
Lesvos 0,960 0,040
Italija Sardinija 0,333 0,667
Alkoj 0,222 0,778
Spanija Agost 0,313 0,688
Alikante 0,611 0,389
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Tabela 39. Ucestalost alela Me lokusa populacija vrste E. tenax.

Zemlja Populacija Aleli Me lokusa
98 100 102
Centralna
Finska Finska 0,133 0,200 0,667
Helsinki - 0,714 0,286
Holandija Hag 0,238 0,429 0,333
Nemacka Berlin - 0,455 0,545
Ceska Tel¢ 0,538 0,462 -
Svajcarska Bazel 0,077 0,538 0,385
Austrija Klagenfurt 0,190 0,810 -
Slovenija Bled 0,045 0,545 0,409
Hrvatska Gracac 0,700 0,300 -
Bosna i Tjentiste 0,364 0,636 -
Hercegovina Trebinje 0,462 0,538 -
LudoSko 0,750 0,250 -
jezero
Fruska 0,170 0,777 0,053
gora
Stbija Obedska 154 o769 0077
bara
Bratinac 0,368 0,526 0,105
Perdapska g7 0,133 ;
klisura
Cacak 0,867 0,133 -
Orijen 0,067 0,400 0,533
Durmitor 0,174 0,721 0,105
Crna Gora Lovéen 0,118 0,706 0,176
Sasko 0444 0,556 ;
jezero
Makedonija Negotino 0,167 0,667 0,167
Olimp 0,444 0,500 0,056
Volos 0,417 0,500 0,083
Grcka Skiros 0,067 0,867 0,067
Kios 0,364 0,364 0,273
Lesvos 0,400 0,500 0,100
Italija Sardinija 0,211 0,789 -
Alkoj 0,667 0,333 -
Spanija Agost 0,500 0,429 0,071
Alikante 0,313 0,250 0,438

Ucestalost genotipova, kao parametar geneticke varijabilnosti uzoraka, izra¢unata je
na osnovu ucestalosti fenotipova registrovanih na zimogramu. Polimorfan lokus Est-2 se
izdvaja najvedim brojem registrovanih genotipova (11; Tab. 40), dok je u Est-4 lokusu
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zabelezeno osam genotipova (Tab. 41). Najmanji broj genotipova je uocen u lokusu Got (dva
genotipa Got*** i Got'01%) dok su po tri genotipa registrovana u lokusima Ao (A0%/%, Ao'00/100
i Ao102102) i Me (MeP8, Me'00/100 j Me102102) ¢ije ucestalosti odgovaraju ucestalostima alela datih
lokusa (Tab. 35, 38, 39).

Tabela 40. Ucestalost genotipova Est-2 lokusa populacija vrste E. tenax.

genotipovi Est-2 lokusa

Zemlja Populaciia =0 60 96100 96/102  96/104 _ 98/98 _ 98/102
Finska C'entralna i 0,143 i i i i
Finska
Helsinki - - - - - -
Holandija Hag 0,087 0,087 - - - -
Nemacka Berlin - 0,118 - - - -
Ceska Telé - - - - - -
gvajcarska Bazel - 0,053 - - - -
Austrija Klagenfurt - 0,176 - - - -
Slovenija Bled 0,045 0,045 - - - -
Hrvatska Gracac 0,091 - - - - -
Bosna i Tjentiste 0,056 0,166 - 0,056 0,056 -
Hercegovina Trebinje - 0,077 - - - -
.Ludosko i 0,059 i i i i
jezero
Fruska
0,029 0,158 0,020 0,020 0,020 0,010
gora
Srbija Obedska 0,050 0,100 ; . . -
bara
Bratinac - 0,286 - - - -
D(?rdapska i 0,150 i i i i
klisura
Cacak 0,077 0,077 - - - -
Orijen 0,059 0,059 - - 0,059 -
Durmitor - 0,037 - - - -
Crna Gora Lovéen - 0,062 - 0,062 0,125 -
Sasko - - - . 0,062 -
jezero
Makedonija Negotino - 0,091 - 0,091 0,091 -
Olimp 0,056 - - - - -
Volos - 0,067 - - - -
Grcka Skiros - 0,059 - - - -
Kios - - - - - -
Lesvos - 0,077 - - - -
Italija Sardinija - - - - - -
Alkoj - 0,111 - - - -
Spanija Agost 0,062 0,313 - - - -
Alikante - - - - - -
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Tabela 40. (nastavak)

genotipovi Est-2 lokusa

Zemlja Populacija =05 100 100/104 102102 104/104 _ 106/106
Centralna
Fincka Fincka 0,429 0,214 - 0,214 -
Helsinki 0,500 - 0,286 0,214 -
Holandija Hag 0,478 0,261 - 0,087 -
Nemacka Berlin 0,646 0,059 0,118 0,059 -
Cetka Tel& 0,470 0,412 0,059 0,059 -
gvajcarska Bazel 0,474 0,263 - 0,210 -
Austrija Klagenfurt 0,588 0,177 - 0,059 -
Slovenija Bled 0,773 0,092 - 0,045 -
Hrvatska Gracac 0,091 0,727 - 0,091 -
Bosna i Tjentiste 0,500 0,111 - 0,056 -
Hercegovina Trebinje 0,538 0,308 0,040 - -
LudoSko 0,706 0,176 ; 0,059 ;
jezero
Fruska 0,317 0,376 0,010 0,040 -
gora
Srbija Obedska 600 0,200 - 0,050 -
bara
Bratinac 0,428 0,238 - 0,048 -
E?Srjsfska 0,450 0,300 ; 0,100 -
Cadak 0,538 0,308 - - -
Orijen 0,587 0,059 0,059 0,118 -
Durmitor 0,213 0,300 - 0,400 0,050
Crna Gora Lovéen 0,438 0,188 - 0,125 -
Sasko 0,750 0,062 0,126 ; ;
jezero
Makedonija  Negotino 0,364 0,091 0,182 0,091 -
Olimp 0,389 0,389 - 0,166 -
Volos 0,800 0,133 - - -
Grcka Skiros 0,470 0,412 - 0,059 -
Kios 0,455 0,182 - 0,363 -
Lesvos 0,577 0,192 - 0,154 -
Italija Sardinija - 0,429 - 0,571 -
Alkoj 0,445 0,333 - -,0,111
épanija Agost 0,125 0,250 - 0,250 -
Alikante 0,850 0,100 - 0,050 -
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Tabela 41. Ucestalost genotipova Est-4 lokusa populacija vrste E. tenax.

genotipovi Est-4 lokusa

Zemlja Populacija  98/9 98/10  98/10  100/10  100/10  100/10  102/10  102/10
8 0 2 0 2 4 2 4
Centralna
Finska Finska - 0,133 - 0,734 - - 0,133 -
Helsinki - 0,125 - 0,687 0,125 - 0,063 -
Holandjija Hag - 0,111 0,037 0,778 - - 0,074 -
Nemacka Berlin - 0,118 - 0,587 0,118 0,059 0,118 -
Ceska Tel¢ - 0,176 0,059 0,588 0,118 - 0,059 -
gvajcarska Bazel - 0,100 - 0,750 0,100 - 0,050 -
Austrija Klagenfurt 0,056 0,222 - 0,500 0,222 - - -
Slovenija Bled - 0,095 - 0,571 0,286 - - 0,048
Hrvatska Gracac - - - 0,727 0,182 - 0,091 -
Bosna i Tjentiste - - - 0,789 0,159 - 0,052 -
Hercegovina  Trebinje - - 0,062 0,625 0,188 - 0,125 -
Ludosko - 0158 - 0842 . . . .
jezero
Fruska
0,039 0,088 - 0,676 0,148 - 0,049 -
gora
Srbija Obedska - 0050 - 0,800 0,150 - - -
bara
Bratinac 0,095 0,143 0,048 0,571 0,095 - 0,048 -
Perdapsk 5105 . os2 005 - . .
a klisura
Cadak - - - 0933 0,067 - - -
Orijen - 0,105 0,053 0,684 0,158 - - -
Durmitor 0,017 0,083 0,007 0,744 0,107 0,017 0,025 -
Crna Gora  Lovéen - 0,118 - 0,764 0,059 - 0,059 -
basko - - - 0941 005 - . .
jezero
gdakedoml Negotino - - - 0909 0,091 - - -
Olimp - 0,059 - 0,647 0,235 - 0,059 -
Volos - 0,133 - 0,733 0,067 - - 0,067
Grcka Skiros - 0,118 - 0,706 0,176 - - -
Kios - - - 0,818 0,091 0,091 - -
Lesvos 0,038 0,038 - 0,616 0,270 - 0,038 -
Italija Sardinija - 0,050 0,050 0,550 0,300 - 0,050 -
Alkoj - - - 0,778 0,111 - 0,111 -
épanija Agost 0,063 0,125 0,062 0,375 0,375 - - -
Alikante - 0,095 - 0,809 0,048 - 0,048 -
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Geneticka struktura populacija vrste E. tenax

U ispitivanim populacijama vrste E. tenax utvrdeno je prisustvo heterozigotnih
jedinki u lokusima Est-2 i Est-4, dok su isklju¢ivo homozigotni genotipovi u svim uzorcima
registrovani u polimorfnim lokusima Ao, Got i Me.

x? testom analizirana je znacajnost razlika dobijenih ucestalosti genotipskih klasa
varijabilnih lokusa od ocekivanih prema Hardi-Vajnbergovim proporcijama. Utvrdeno je da
su razlike statisticki znacajne u tri od pet varijabilnih lokusa svih analiziranih populacija (Ao,
Got i Me; Prilog I: Tab. 1, 4, 5). U lokusu Est-2, statisticki znacajno odstupanje od ocekivanih
genotipskih ucestalosti je registrovano u 12 populacija poreklom iz Finske (Helsinki),
Holandije, Nemacke, Slovenije, Crne Gore, Makedonije, Gréke (Kios i Lesvos) i Spanije
(Alikante) (Prilog I: Tab. 2). Osim u sedam uzoraka poreklom iz Finske (Centralna Finska),
Holandije, Srbije (Fruska gora i Bratinac), Crne Gore (Durmitor) i épanije (Alkoj i Alikante),
u lokusu Est-4 nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (Prilog I: Tab. 3).

Kod svih analiziranih uzoraka u varijabilnim lokusima Ao, Got i Me je utvrdeno da je
ocekivana heterozigotnost (H.) bila veca od izrac¢unate (H.,) Sto je uticalo da vrednost Indeksa
fiksacije bude pozitivna (Fr > 0) ukazujuéi na ,visak” homozigota. U slucaju lokusa Est-2
utvrdeno je da je ocekivana heterozigotnost bila manja od izra¢unate u populacijama iz
Hrvatske, Srbije (Bratinac), Grcke (Volos i Skiros) i Italije tako da su vrednosti Indeksa
fiksacije bile negativne (F1 < 0) u ovim uzorcima (Prilog I: Tab. 1-5). Izracunata
heterozigotnost je veca od ocekivane i u lokusu Est-4 za populacije iz Austrije, Slovenije,
Srbije (Ludosko jezero, Obedska bara, Perdapska klisura, Cvlaéak), Crne Gore (gasko jezero),
Makedonije, Gréke (Skiros i Kios) i Spanije (Agost).

Na osnovu izracunatih parametara geneticke strukture populacija vrste E. tenax
utvrdeno je da prosecne vrednosti variraju u relativno Sirokom opsegu. Prosecan broj alela
po lokusu se kretao u opsegu od 1,3 (u populacijama iz Hrvatske, Italije i Srbije- Cacak) do
1,6 (u populacijama iz Slovenije, Srbije- Fruska gora, Crne Gore- Orijen, Durmitor, Lovcen,
Makedonije i Grcke- Volos). Prema kriterijumu 0,95 ucestalost polimorfnih lokusa bila je 27,8
u svim populacijama, sem u tri populacije poreklom iz Srbije (Cacak), Crne Gore (Sasko
jezero) i Makedonije (22,2), dok se populacija se grckog ostrva Lesvos izdvojila najmanjom
vrednoscu ucestalosti polimorfnih lokusa od 16,7. Vrednosti polimorfnosti na osnovu
kriterijuma 0,95 i 0,99 se ne razlikuju. U svim analiziranim populacijama je ocekivana
vrednost heterozigotnosti prema Hardi-Vajnbergovom zakonu bila veca od dobijene.
Najmanja izra¢unata prose¢na heterozigotnost zabeleZena je u populaciji sa Saskog jezera u
Crnoj Gori (Ho = 0,007), a najveca u Spanskoj populaciji Agost (Ho =0,063) (Tab. 42).

Na osnovu ucestalosti alela i njihove distribucije analizirano je prisustvo Cestih, retkih
i jedinstvenih alela u polimorfnim lokusima.

U lokusu Ao, alel Ao'® je prisutan kao cest (ucestalost > 0,5) u svim analiziranim
populacijama, osim u populacijama iz Srbije (Derdapska klisura i Cacak), gde se Ao* javlja
kao cest alel. U populaciji iz Slovenije, alel Ao* je imao ucestalost manju od 0,05 (redak alel),
dok su dve populacije (Gracac- Hrvatska i Lesvos- Grcka) bile monomorfne za ovaj lokus
(registrovan jedino alel Ao%) (Tab. 43).

Analizom distribucije cestih alela u lokusu Est-2, u svim populacijama vrste E. tenax je
utvrdeno prisustvo zajednickog cestog alela u lokusu Est-2'°, osim u dve populacije
(Durmitor i Sardinija), u kojima je alel Est-2'% imao ucestalost vecu od 0,500. Alel Est-2% je
zabelezen kao redak u sedam od 31 analizirane populacije. U populaciji sa Fruske gore je
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utvrdeno prisustvo dva retka alela (Est-2% i Est-21%2), dok je u populaciji sa Saskog jezera
registrovano prisustvo jednog retkog alela (Est-2'%4). Jedinstveni alel Est-21% je zabeleZen u

populaciji sa Durmitora (Tab. 44).

Tabela 42. Parametri geneticke strukture populacija vrste E. tenax.

Zemlja Populacija n (SE) A (SE) P9s) H, (SE) H. (SE)
Centralna
Fincka P 69(1,1) 14(02 278  0,027(0,021) 0,116 (0,046)
Helsinki 54 (1,3) 14(02) 278  0,014(0,014) 0,116 (0,049)
Holandija  Hag 89(23) 15(02) 278  0,028(0,021) 0,140 (0,057)
Nemacka  Berlin 65(1,2) 15(02 278  0,026(0,019) 0,118 (0,047)
Cegka Teld 65(13) 14(02) 278  0,042(0,029 0,135 (0,053)
Svajcarska  Bazel 83(13) 15(02) 278  0,029(0,020) 0,130 (0,053)
Austrija Klagenfurt 7,6(L8) 14(02) 278 0,044 (0,031) 0,116 (0,046)
Slovenija  Bled 7421) 1602 278 0031 (0,025 0,106 (0,044)
Hrvatska  Gracac 5008 13(01) 222 0,051 (0,041) 0,089 (0,042)
Bosna i Tjentiste ~ 103(L2) 14(02) 278  0,027(0,020) 0,125 (0,053)
Hercegovina Trebinje  52(13) 15(02) 278  0,035(0,025) 0,132 (0,052)
Ludosko 70 13) 1402 278 0,022(0015 0,106 (0,046)
jezero
gf)‘rlzka 57688 16(03) 278 0,046 (0,034) 0,132 (0,054)
Srbija SzzdSka 84(15 15(02) 278  0,028(0,019) 0,113 (0,047)
Bratinac ~ 85(L6) 15(02) 278  0,045(0,032) 0,139 (0,054)
Derdapska
o] 89(1,3) 14(02) 278  0,034(0,026) 0,095 (0,041)
Cadak 53(14) 13(01) 222 0,025(0,021) 0,095 (0,043)
Orijen 56(1,5) 16(03) 278  0,024(0,018) 0,117 (0,050)
Durmitor 64,6 (82) 1,6(03) 278 0,031 (0,022) 0,132 (0,054)
CrnaGora  Lovéen 56(1,5) 16(02) 278  0,027(0,019) 0,120 (0,049)
Sasko 65(1,4) 14(02) 222 0,007 (0,005 0,097 (0,043)
jezero
Makedonija Negotino  4,0(08) 16(03) 222  0,020(0,016) 0,133 (0,059)
Olimp 66(1,7) 15(02) 278 0,038 (0,026 0,138 (0,056)
Volos 56(1,3) 16(02) 278  0026(0,018) 0,117 (0,050)
Gréka Skiros 11,7(1,3) 1502 278  0,042(0,030) 0,104 (0,043)
Kios 107(03) 1,4(02) 278  0,020(0,014) 0,115 (0,050)
Lesvos 21,9(1,4) 14(02) 167  0,032(022) 0,081 (0,042)
Italija Sardinja  169(L7) 13(01) 278  0,046(0,032) 0,104 (0,041)
Alkoj 72(05) 1402 278  0,031(0,025 0,106 (0,043)
Spanija Agost 123009 15(02) 278  0,063(0,043) 0,158 (0,063)
Alikante 157 (1,1) 14(02) 278  0,013(0,009) 0,118 (0,053)

n - prosecan broj jedinki po lokusu; A - prosecan broj alela po lokusu; SE - standardna greska; P(oss) -
ucestalost polimorfnih lokusa na osnovu kriterijuma 0,95; Ho - izracunata prosecna heterozigotnost;
H. - o¢ekivana prosecna heterozigotnost prema Hardi-Vajnbergovim proporcijama.
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Tabela 43. Distribucija cestih i retkih alela Ao lokusa

populacija vrste E. tenax.

Zemlja

Populacija

aleli Ao lokusa

98

100

102

Finska

Centralna
Finska
Helsinki

X

X

!

Holandija

Hag

Nemacka

Berlin

Ceska

Telc

Svajcarska

Bazel

Austrija

Klagenfurt

Slovenija

Bled

818|x|8|8|B|B

XX XXX XX

Hrvatska

Gracac

Bosna i
Hercegovina

Tjentiste
Trebinje

X % |B =[x |x|x

Srbija

Ludosko
jezero
Fruska
gora
Obedska
bara
Bratinac
DPerdapska
klisura
Cadak

X

!

Crna Gora

Orijen
Durmitor
Lovéen
Sasko
jezero

x x x |8

X

3 % 3B |x

=

Makedonija

Negotino

Grcka

Olimp
Volos
Skiros
Kios
Lesvos

8 8 8 x|x

Italija

Sardinija

Spanija

Alkoj
Agost
Alikante

X X [x[B X x x x|x

X

x B |8

m

X

X

m - ucestalost alela veca od 50%; x - ulestalost alela ve¢a od 5%; 1 -

ucestalost alela manja od 5%
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Tabela 44. Distribucija cestih, retkih i jedinstvenih alela Est-2 lokusa populacija vrste
E.tenax.

Aleli Est-2 lokusa

Zemlja Populacija

96 98 100 102 104 106
Centralna
Finska Finska X i m i X i
Helsinki - - X X X -
Holandija Hag X - m - X -
Nemacka Berlin X - m X X -
Ceska Tel¢ - - m X X -
Svajcarska Bazel r - m - X -
Austrija Klagenfurt X - X X -
Slovenija Bled X - m - X -
Hrvatska Gracac X - X - X -
Bosna i TjentiSte X X m - X -
Hercegovina Trebinje r - m X X -
Ludosko
. T - m - X -
jezero
Fruska
X T m r X -
gora
Srbija Obedska X - m - X -
bara
Bratinac X - m - X -
Derdapska
klisura i m i X i
Cadak X - m X X -
Orijen X X m P -
Durmitor r - X - m ru
Crna Gora Lovcen X X m - X -
Sasko
. - X m X T -
jezero
Makedonija  Negotino X X X X X -
Olimp X - m - X -
Volos r - m - X -
Grcka Skiros T - m - X -
Kios - - m - X -
Lesvos r - m - X -
Italija Sardinija - - X - m -
Alkoj X - m - X -
Spanija Agost X - X - X -
Alikante - - m - X -

m - ucestalost alela veca od 50%; x - ucestalost alela veca od 5%; r - ucestalost alela manja od 5%; u -
jedinstveni aleli
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U svim populacijama vrste E. tenax je utvrdeno prisustvo zajednickog cestog alela u
lokusu Est-4 (Est-41%). U ovom lokusu su takode zabelezeni retki aleli. Tako je u sedam od 31
analizirane populacije, alel Est-4° imao ucestalost manju od 0,05, dok su aleli Est-4192 i Est-4104
zabeleZeni kao retki u po pet analiziranih populacija (Tab. 45).

Tabela 45. Distribucija cestih i retkih i alela Est-4 lokusa populacija
vrste E. tenax.

Aleli Est-4 lokusa

Zemlja

Populacija

98

100

102

104

Finska

Centralna
Finska
Helsinki

x

3

X

Holandija

Hag

Nemacka

Berlin

Ceska

Telc

Svajcarska

Bazel

Austrija

Klagenfurt

Slovenija

Bled

=X R X XXX

Hrvatska

Gracac

Bosna i
Hercegovina

Tjentiste
Trebinje

8 B|BIB|BI|BIB|B|B|B

X XXX XXX XXX

Srbija

Ludosko
jezero
Fruska
gora
Obedska
bara
Bratinac
Derdapska
klisura
Cadak

3

3

3

3

=

-

Crna Gora

Orijen
Durmitor
Lov¢cen
Sasko
jezero

X X X

8 B 3 8|8

X X X |~

L]

Makedonija

Negotino

Grcka

Olimp
Volos
Skiros
Kios
Lesvos

X X "

X

Italija

Sardinija

Spanija

Alkoj
Agost
Alikante

8 8|8BI1B BB 38 8|3

3

X X X X | X H X X X |+

m - ucestalost alela veca od 50%; x - ucestalost alela veéa od 5%; r - ucestalost

alela manja od 5%
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U lokusu Got, alel Got'™* je prisutan kao cest na svim analiziranim lokalitetima, sem u
populacijama iz Srbije (Ludosko jezero), Crne Gore (Sasko jezero) i Gréke (Kios i Lesvos) gde

se Got** javlja kao cCest alel (Tab. 46).

Tabela 46. Distribucija cestih i retkih i alela Got
lokusa populacija vrste E. tenax.

aleli Got lokusa

Zemlja Populacija o1 100
Centralna
Finska Finska X m
Helsinki X m
Holandija Hag X m
Nemacka Berlin X m
Ceska Tel¢ X m
Svajcarska Bazel X m
Austrija Klagenfurt X m
Slovenija Bled X m
Hrvatska Gracac X m
Bosna i Tjentiste X m
Hercegovina  Trebinje X m
Ludosko
. m X
jezero
Fruska gora X m
Obedska
Srbija bara X m
Bratinac X m
Derdapska
klisura X m
Cacak X X
Orijen X m
Durmitor X m
Crna Gora Lovcen X m
Sasko
. m X
jezero
Makedonija Negotino X m
Olimp X m
Volos X m
Grcka Skiros X m
Kios m X
Lesvos m X
Italija Sardinija X m
Alkoj X m
Spanija Agost X m
Alikante X m

m - ucestalost alela ve¢a od 50%; x - ucestalost alela
veca od 5%; r - ucestalost alela manja od 5%
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U lokusu za mali¢ni enzim, alel Me'® je bio cest u 15 analiziranih populacija. Za
razliku od Me'®, alel Me* je imao ucestalost vecu od 0,500 u Sest populacija (populacije iz
Ceske, Hrvatske, Srbije- Ludosko jezero, Perdapska klisura i Caak, kao i jedna populacija iz
Spanije- Alkoj), a kao redak je registrovan u populaciji iz Slovenije. Alel Me!? je prisutan kao
Cest u populacijama poreklom iz Finske (Centralna Finska), Nemacke i Crne Gore (Orijen)
(Tab. 47).

Tabela 47. Distribucija cestih i retkih i alela Me lokusa
populacija vrste E. tenax.

aleli Me lokusa

Zemlja Populacija o8 100 102
Centralna
Finska Finska X X m
Helsinki - m X
Holandija Hag X X X
Nemacka Berlin - X m
Ceska Tel¢ m X -
Svajcarska Bazel X m X
Austrija Klagenfurt X m -
Slovenija Bled r m X
Hrvatska Gracac m X -
Bosna i Tjentiste X m -
Hercegovina  Trebinje X m -
Ludosko
. m X -
jezero
Fruska gora X m X
Obedska
Srbija bara X o X
Bratinac X m X
Derdapska
klisura m X i
Cacak m X -
Orijen X X m
Durmitor X m X
Crna Gora Lovéen X m X
Sasko
. X m -
jezero
Makedonija Negotino X m X
Olimp X X X
Volos X X X
Grcka Skiros X m X
Kios X X X
Lesvos X X X
Italija Sardinija X m -
Alkoj m X
Spanija Agost X X X
Alikante X X X

m - ucestalost alela vec¢a od 50%; x - ucestalost alela vec¢a od 5%; r -

ucestalost alela manja od 5%
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4.4.2.2. Varijabilnost 3’kraja gena COI mtDNK

Za analizu diverziteta COI mtDNK, u radu je amplificiran i sekvenciran 3" kraj gena
COI mtDNK 50 jedinki vrste E. tenax sakupljenih na 15 lokaliteta poreklom iz Kanade
(Kvebek), Cilea (Kahapoal), Australije (Tasmanija), Rusije (Kavkaz), Norveske (Lindesnes),
Srbije (Fruska gora i Ozren), Crne Gore (Morinj), Grcke (Lesvos i Kios), Italije (Sardinija), i
Spanije (Kanarska ostrva, Alkoj, Agost i Alikante) (SI. ). Detektovano je ukupno etiri
haplotipa (I-IV) sa medusobnim razlikama od jednog nukleotida. Utvrdeno je prisustvo
glavnog haplotipa (haplotip I - crvena boja), koji je prisutan u svim analiziranim
populacijama. Haplotip II (zelena boja) registrovan je u populacijama Kios (Grcka), Agost i
Alikante (Spanija), dok je haplotip III (plava boja) utvrden u populacijama Alikante i Lesvos.
Cetvrti haplotip (crna boja) je registrovan u populacijama Kavkaz i Kanarska ostrva (S. 39).

T WE_WE WE Vo Varg g e

= A &

T ‘4 )

) e SRR A
/1 g%‘f“ N 1
ma e :
o,
i : =
L e

Slika 39. Pregled haplotipova COI mtDNK u populacijama vrste E. tenax:1. Kvebek,
Kanada; 2. Kahapoal, Cile; 3. Kanarska ostrva, gpanija,' 4. Kavkaz, Rusija; 5. Tasmanija,
Australija; 6. Lindesnes, Norveska 7. Fruska gora, Srbija; 8. Ozren, Srbija; 9. Morinj, Crna
Gora; 10. Lesvos , Grcka; 11. Kios, Grcka; 12. Sardinija, Italija; 13. Alkoj, épanija;lél. Agost,
Spanija; 15. Alikante, Spanija.
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4.4.3. Nepodudarnost fenotipskog, alozimskog i mtDNK diverziteta
Feneticka sli¢nost

Klaster analiza i konstruisanje fenograma feneticke sli¢nosti konspecifickih populacija
vrste E. tenax izvrSena je UPGMA metodom na osnovu kvadrata Mahalanobisove distance
(Dman) (Prilog II; Tab. 1). Analizom Zenki, dobijene Dma: vrednosti su bile najmanje za par
populacija iz Slovenije i Austrije (Dmar = 1,59) i dve crnogorske populacije (Orijen i Lovcen;
Dmar = 1,69), dok su najvece vrednosti zabeleZzene za parove Kahapoal, Cile / Kios, Gréka
(Dman = 26,15) i Sasko jezero, Crna Gora / Andros, Grcka (Dman = 25,24). U skladu sa
navedenim rezultatima kvadrata Mahalanobisove distance, konspecificke populacije vrste E.
tenax formiraju odgovarajuce klastere. Fenogram dobijen analizom Zenki ukazuje na slicnost
jedinki poreklom iz geografski udaljenih podruéja. Zenke sakupljene na Saskom jezeru (Crna
Gora) pokazuju najmanju slicnost tj. najvecu udaljenost od ostalih uzoraka vrste E. tenax (S1.
40).

Durmiitor Crna Gora . :
Tientiste BiH ]
Tel¢ Ceska ]

Stara planina Srbija
Klagenfurt Austrija
Bled Slpvenija
Agost Spanija
Gracac Hrvatska
Andros Gréka

Hag Holandija
Orijen Crna Gora
Lovéen Crna Gora
Trebinje BiH

Cacak Srbija
Lesvos Gréka
Olimp Gréka
Skiros Gréka

Negotino FYR Makedonija
Volos Gréka

Lindesnes Norvedka
Kavkaz Srbija

Fruska gora Srbija
Helsinki Finska

Sardinija Italija

Morinj Crna Gora

Obedska bara Srbija u
Bazel Svajcarska :—l—‘
Perdapska klisura Srbija
Ludo3ko jezero Srbija
Centralna Finska

Berlin Nemacka
Ural Rusija

Ozren Srbija !
Alikante Spani}a
Bratinac Srbija
Kahapoal Cile

Kios Gréka
Alkoj Spanija

Sasko jezero Crna Gora

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Linkage Distance

Slika 40. UPGMA fenogram na osnovu kvadrata Mahalanobisove distance Zenki populacija
vrste E. tenax.

Na osnovu matrice kvadrata Mahalanobisove distance (Prilog II; Tab. 2) uocena je
najveca sli¢nost muzjaka poreklom iz Teléa, Ce$ka i Orijena, Crna Gora (Dma: = 2,31), kao i
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parova populacija TjentiSte, BiH / Orijen, Crna Gora (Dma = 2,34) i Helsinki, Finska /
Durmitor, Crna Gora (Dwma = 2,96). Najveca vrednosti Dwman zabeleZzena je za muZzjake
poreklom iz Alikantea, Spanija i centralne Finske (Dua: = 28,67). Fenogram dobijen analizom
muzjaka ukazuje i na sli¢nost jedinki dve grcke populacije (Volos i Skiros), dok su muzjaci iz
centralne Finske i Urala (Rusija) feneticki najudaljenije od drugih konspecifickih populacija
(SL. 41).

Durmiitor Crna Gora — 1
Helsinki Finska :'_)_‘ 1
Bled Slovenija i ]
Stara pgnina grbija 1
limp Gréka ]
Alkoj Spanija
Hag Holandija
Tele Ceska
Orijen Crna Gora
Tjentiste BiH
Tfrebinje BiH
Klagenfurt Austrija
Agost Spanija
Lovéen Crna Gora
Negotino FYR Makedonija
Volos Gréka
Skiros Gréka :'—|7
Andros Greka
Caéak Srbija
Ludo&ko jezero Srbija
Berlin Nemacka
Bazel Svajcarska
Obedska bara Srbija
Perdapska klisura Srbija :'j_
Bratinac Srbija
Fruska gora Srbija
Sard(_i;nija I(?Iija 1
Morinj Crna Gora
Lesvos Greka
Kavkaz Rusija 1
Lindesnes Norveska J
Alikante Spanija
Kahapoal Cile | A
Kios Greka
Sasko jezero Crna Gora

Ural Rusija
Centralna Finska

L

|

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Linkage Distance
Slika 41. UPGMA fenogram na osnovu kvadrata Mahalanobisove distance muzjaka
populacija vrste E. tenax.

Geneticki odnosi izmedu konspecifickih populacija

Na osnovu ucestalosti alela svih analiziranih lokusa su izracunate prosecna geneticka
bliskost (I; Nei, 1978) i geneticka udaljenost (D; Nei, 1978) izmedu analiziranih populacija
vrste E. tenax (Prilog II; Tab. 3). Dobijene vrednosti geneticke bliskosti su se kretale u opsegu
od 0,906 do 1,000, dok su se vrednosti geneticke udaljenosti kretale u opsegu od 0,000 do
0,099. Najveée prosecne vrednosti geneticke bliskosti (I = 1,000), i najmanje prosecne
vrednosti geneticke udaljenosti (D = 0,000) izrac¢unate su za parove populacija Agost / Olimp,
Trebinje / Olimp, Tel¢ / Olimp, Lovcen / Skiros, Klagenfurt / Skiros, Obedska bara / Skiros,
Tel¢ / Volos, Bratinac / Volos, Negotino / Fruska gora, Obedska bara / Fruska gora, Berlin /
Orijen, Bled / Orijen, Negotino / Lovéen, Obedska bara / Lovcen, Trebinje / Tel¢, Bratinac /
Telé, Negotino / Obedska bara, Klagenfurt / Obedska bara, Berlin / Bled i Hag / Bratinac.
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Prosecna geneticka bliskost je imala najniZzu vrednost za parove populacija Centralna Finska
/ Lesvos (I =0,906), Berlin / Lesvos (I = 0,907), Helsinki / Lesvos (I = 0,909) i Bled / Lesvos (I =
0,909). Identicni podaci su dobijeni nakon izra¢unavanja geneticke udaljenosti jer su najvece
vrednosti zabeleZene za parove Centralna Finska / Lesvos (D = 0,099), Berlin / Lesvos (D =
0,097), Helsinki / Lesvos (D = 0,095) i Bled / Lesvos (D = 0,095).

Na osnovu izrac¢unatih koeficijenata geneticke bliskosti i udaljenosti (Prilog II; Tab. 3),
UPGMA Kklaster metodom formirani su dendrogrami genetickih odnosa populacija vrste E.
tenax. Dendrogrami su u saglasnosti sa prethodno navedenim rezultatima, i pokazuju da
posebne klastere formiraju geografski udaljene populacije sa najmanjim vrednostima
parametara medupopulacione diferencijacije (SI. 42-43).

Durmitor Crna Gora
Bazel Svajcarska
Skiros Grcéka

4Lovéen Crna Gora

Negotineo BJR Makedonija
Obedska bara Srbija
— LKlagenfurt Austrija

‘{ Fruska gora Srbija

{Volos Gréka
Bratinac Srbija

Trebinje Bosna i Hercegovina
Tel& Ceska

Alkoj Spanija

Olimp Gréka

Agost Spanija

I
—5 T

TjentisSte Bosna i Hercegovina

Orijen Crna Gora
Berlin Nemacka
Bled Slovenija

Helsinki Finska

| Alikante Spanija
Hag Holandija
Sasko jezero Crna Gora
Kios Grcka

Sardinija Italija
Ludosko jezero Srbija
Caéak Srbija

bPerdapska klisura Srbija
Gradac Hrvatska
Centralna Finska

Lesvos Grcéka

0.92 0.93 0.95 0.97 0.98 1.00

Slika 42. Dendrogram genetickih odnosa izmedu populacija vrste E. tenax prikazan
UPGMA Kklaster metodom na osnovu koeficijenta geneticke bliskosti (I; Nei, 1978).
(Farris, 1972 "f" = 3,899; Prager and Wilson, 1976 "F" = 0,857; % standardne devijacije Fitch and
Margoliash, 1967 = 1,214; kofeneticka korelacija = 0,770).
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Durmitor Crna Gora
Bazel Svajcarska
Skiros Grcéka
Lovéen Crna Gora

Fruska gora Srbija
Negotino BJR Makedonija
Obedska bara Srbija
— “Klagenfurt Austrija

_IVolos Grcka
Bratinac Srbija

S

Trebigje Bosna i Hercegovina
Telc Ceska

Alkoj Spanija

Olimp Grcka

Agost Spanija

I
e

TjentiSte Bosna i Hercegovina

Orijen Crna Gora
Berlin Nemacka
Bled Slovenija

Helsinki Finska

] Alikante Spanija
Hag Holandija
Sasko jezero Crna Gora
Kios Grcka

Sardinija Italija
Ludos8ko jezero Srbija
Cacak Srbija

Perdapska klisura Srbija
Gracac Hrvatska
Centralna Finska

Lesvos Grcéka

0.08 0.07 0.05 0.03 0.02 0.00

Slika 43. Dendrogram genetickih odnosa izmedu populacija vrste E. tenax prikazan
UPGMA Kklaster metodom na osnovu koeficijenta geneticke udaljenosti (D; Nei, 1978).
(Farris, 1972 "f" = 4,024; Prager and Wilson, 1976 "F" = 40,131; % standardne devijacije Fitch and
Margoliash, 1967 = 324,190; kofeneticka korelacija = 0,772).

Analizom sekvence 3’ kraja COI mtDNK 50 jedinki vrste E. tenax detektovana su cetiri
haplotipa i tri varijabilne pozicije. Analizom parsimonije haplotipova vrste E. tenax sa vrstom
C. naruska (Milankov i sar., 2010b) kao autgrupom konstruisan je kladogram ¢ija topologija
oslikava mali intraspecijski diverzitet na nivou sekvenci mtDNK. Kod najveceg broja jedinki
registrovan je haplotip I. Tri jedinke poreklom iz Grcke (Kios) i épanije (Agost i Alikante) su
se od ostalih konspecifickih jedinki razlikovale u jednoj nukleotidnoj supstituciji (poseduju
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haplotip II) te su grupisane u poseban klaster. Dve jedinke koje poseduju haplotip III (NS461
Alikante, Spanija i NS360 Lesvos, Gréka) ¢ine zaseban klaster, dok treéu grupu formiraju
jedinke koje poseduju haplotip IV (NS377 Kavkaz, Rusija i NS359 Kanarska ostrva, Spanija)

(S1. 44).

— NS163 C naruska

—— NS451 ALIKANTE SPANIJA

— NS350 LESVOS GRCKA

— Y688 KVEBEK KANADA

— NS363 KAHAPOAL CILE

— NS364 kKAHAPOAL CILE

— Y738 TANZANIJA AUSTRALIJA

—— NS378 KAVKAZ RUSIJA

—— NS384 KAVKAZ RUSIJA

— NS385 KAVKAZ RUSIJA

—— NS361 LINDESNES NORVESKA

—— NS362 LINDESNES NORVESKA

— NS279 FRUSKA GORA SRBIJA

—— NS280 FRUSKA GORA SRBIJA

— NS365 OZREN SRBIJA

— NS366 OZREN SRBIJA

[—— NS203 MORINJ CRNA GORA

— NS204 MORINJ CRNA GORA

— NS205 MORINJ CRNA GORA

[~ NS212 MORINJ CRNA GORA

— NS213 MORINJ CRNA GORA

[ NS231 LESVOS GRCKA

[ NS232 LESVOS GRCKA

— Y679 LESVOS GRCKA

[— Y680 LESVOS GRCKA

|— Y682 LESVOS GRCKA

NS351 LESVOS GRCKA

[ NS352 LESVOS GRCKA

[—— NS347 KIOS GRCKA

— NS348 KIOS GRCKA

[—— NS206 SARDINIJA ITALIJA

—— NS207 SARDINIJA ITALUA

—— NS208 SARDINIJA ITALIJA

[—— NS209 SARDINIJA ITALIJA

—— NS441 ALCOJ SPANIJA

—— NS442 ALCOJ SPANA

—— NS443 ALCOJ SPANIJA

—— NS444 ALCOJ SPANIJA

—— NS445 ALCOJ SPANIJA

—— NS436 AGOST SPANJA

—— NS437 AGOST SPANIJA

—— NS439 AGOST SPANIJA

—— NS440 AGOST SPANJA

—— NS357 ALIKANTE SPANIJA

—— NS358 ALIKANTE SPANIJA

— NS360 KANARSKA OSTRVA SPANIJA

641 NS377 KAVKAZ RUSIUA
—— NS359 KANARSKA OSTRVA SPANIJA

— NS349 KIOS GRCKA

310

— NS438 AGOST SPANIJA

—— NS450 ALIKANTE SPANIJA

Slika 44. Kladogram uzoraka
vrste E. tenax dobijen na osnovu
sekvenci 3' kraja COI mtDNK (1
stablo, L=94 koraka, Ci=100, Ri=100).
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UPGMA fenogrami konstruisani na osnovu parametara oblika krila omogucdili su
sagledavanje feneticke divergencije konspecifickih populacija vrste E. tenax. Medutim,
fenogram dobijen analizom muzjaka je imao razli¢itu topologiju od fenograma
konstruisanog na osnovu parametara oblika krila Zenki. Tako se, na primer, najveca slicnost
uocava izmedu Zenki populacija iz Slovenije i Austrije i dve crnogorske populacije Orijen i
Lovcen, dok su na fenogramu muZjaka feneticki najbliZi parovi populacija Tel¢ / Orijen i
TjentiSte / Orijen. NeusaglaSenost fenetickih odnosa se potvrduje i poredenjem feneticki
najudaljenijih parova populacija, gde se najmanjom slicnos¢u u uzorku Zenki izdvajaju
parovi Kahapoal / Kios i Sasko jezero / Andros, dok su kod muZjaka feneti¢ki najudaljenije
jedinke poreklom iz Alikantea i centralne Finske.

Pored toga, feneticki odnosi prikazani fenogramima nisu u saglasnosti sa odnosima
datih uzoraka na dendrogramima konstruisanim na osnovu alozima. U radu je odsustvo
geneticke diferencijacije (I = 1,000, D = 0,000) registrovano izmedu 20 parova konspecifickih
populacija, medu kojima nisu i feneticki najsliéniji parovi. U skladu sa navedenim razlikama
o fenetickoj i genetickoj slicnosti, nije utvrdena podudarnost u topologiji dobijenih
fenograma i dendrograma.

Dendrogrami genetickih odnosa konstruisani na osnovu koeficijenta geneticke
bliskosti i udaljenosti nisu u saglasnosti sa kladogramom dobijenim na osnovu COI mtDNK.
Kladogram oslikava mali intraspecijski diverzitet na nivou sekvenci mtDNK i ukazuje na
gotovo potpuni izostanak geneticke razlicitosti izmedu uzoraka vrste E. tenax poreklom iz
geografski udaljenih podrudja.

4.5. DISTRIBUCIJA FENOTIPSKOG DIVERZITETA

45.1. Polni dimorfizam vrste E. tenax
4.5.1.1. Karakteri abdomena

U radu su analizirane polne razlike u velicini, obliku i obojenosti Sara na tergitima 2 i
3 abdomena 845 jedinki (473 muZjaka i 372 zenki) vrste E. tenax.

Analizom tergita 2 utvrdeno je prisustvo osam morfova od kojih su cetiri zuta, dva
narandzasta i dva braon. Analizom tergita 3 registrovano je sedam morfova od kojih su Cetiri
Zuta, jedan narandZasti, jedan braon obojenosti i B7 morf koji predstavlja potpuno crni tergit
bez prisustva Sara. Kombinovanjem utvrdenih morfova tergita 2 (A1-A8) i tergita 3 (B1-B7)
registrovano je 28 abdominalnih fenotipova.

Analizom distribucije utvrdenih morfova tergita 2 i 3, kao i njihovih kombinacija
registrovane su jasne interseksualne razlike u obojenosti abdomena. Polni dimorfizam je
uocljiv na oba tergita, ali je izraZeniji na tergitu 3 gde muzjaci obicno poseduju zudckasti
pigment (morf A2 je zastupljen ucestalos¢u 0,52), a kod Zenki on odsustvuje. Ispitivani
muZjaci, generalno, imaju svetlije abdomene od Zenki, dok Zenke imaju crn tergit 3 (morf B7)
sa parom polukruznih mrlja na tergitu 2 (Tab. 48).

Od 28 fenotipova dobijenih kombinovanjem fenotipskih varijanti tergita 2 i 3, 17
fenotipova je registrovano kod Zenki, a 21 fenotip kod muzjaka, dok je deset fenotipova
zastupljeno kod oba pola (A2B7, A4B1, A4B2, A4B5, A4B6, A5B6, A6B5, A6B7, A7B7 i A8BY?).
Kod Zenki su najcesc¢e zastupljeni A1B7 i A7B7, dok je kod muzjaka najveca ucestalost
izrac¢unata za svetle fenotipove A2B2, A2B3 i A3B3 (Tab. 49).
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Tabela 48. Distribucija utvrdenih morfova tergita 2 i 3 muzjaka i Zenki vrste E.

tenax (bela boja predstavlja Zutu obojenost; Srafirana polja predstavljaju narandzastu

obojenost, dvostruko srafirana polja predstavljaju braon obojenost, a crna boja crnu
obojenost na abdomenu).

tergit 2 muZjaci Zenke tergit 3 muZzjaci Zenke
% Al - 0,47 @ B1 0,02 0,15
@ A2 | 0,52 0,01 @ B2 | 040 0,03
@ A3 | 0,20 0,01 @ B3 | 024 -
@ A4 | 011 0,28 @ B4 | 0,08 -
@ A5 | 0,01 0,04 @ B5 | 0,09 0,01
@ A6 | 0,03 0,02 @ B6 | 0,06 0,07
% A7 | 0,07 0,16 @ B7 | 0,11 0,74
@ A8 | 0,06 0,01
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Tabela 49. Distribucija abdominalnih fenotipova muZzjaka i Zenki vrste E. tenax. Osencena polja oznacavaju
odsustvo kombinacije morfova tergita 2 i 3.

Tergit 2 @ @ @ @ @ @ % @
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

Tergit 3 3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ? 3 ?
@ Bl - 004 - 001 0,02 0,11
@ B2 031 - |002 - |006 003
@ B3 014 - |010 -
@ B4 001 - |007 -
@ B5 005 - |001 - [001 0,01 0,02 0,01
@ B6 - 001(001 - 0,01 004001 001 - 001|001 - |003 -
@ B7 - 042001 0,01 - 009 - 003|001 001006 015|003 0,01
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4.5.1.2. Karakteri krila

U radu su metodom geometrijske morfometrije analizirane fenotipske varijacije
parametara krila 753 Zenke i 783 muZzjaka vrste E. tenax i registrovan je polni dimorfizam u
velicini i obliku krila. Analizom varijanse centroidne veli¢ine krila utvrdena je statisticki
znacdajna razlika u veli¢ini krila izmedu Zenki i muzjaka (F,15=987,04; p<0,001). U proseku,
zenke su imale veca krila od muzjaka (Sl. 45).

2000

m Mean
e [] Mean+SE
1950 | T Mean+SD
1900
[ E— —
2 1850 |
20
o -
=
T 1800 |
° 1
o
@ 1750
© —a——
1700 +
1650 |
1600 + -
Zenke muzjaci

Slika 45. Prikaz centroidne veli¢ine krila Zenki i muZzjaka vrste
E. tenax (Mean- aritmeticka sredina, SE- standardna greska X, SD-

standardna devijacija).

Polni dimorfizam vrste E. tenax utvrden je i analizom oblika krila (Wilks” A=0,393;
Fs,151=82,80; p<0,001). Kanoni¢kom analizom w matriksa dobijen je klasifikacioni matriks
koji ukazuje da je procenat korektne klasifikacije za Zenke iznosio 91,2% (od 753 Zenke, 66 je
klasifikovano kao muzjaci), a za muzjake 87,6% (od 783 muzjaka 97 jedinki je klasifikovano
kao Zenke). Za sve analizirane jedinke, procenat korektne klasifikacije iznosio je 89,4%.
Regresionom analizom individualnih kanonickih skorova i w matriksa dobijene su mreze
deformacija na kojima se moZe videti da su se jedinke razlicitih polova diferencirale na
osnovu razlika u polozaju tacaka 2, 8, 13 i 14, od kojih je tacka 8 pokazala najvece odstupanje.
Razlike u poloZaju ovih tacaka su uslovile i polne razlike u duzini i Sirini krila. MreZa
devijacija u negativnhom pravcu duz CV1 ose ukazuje da muZzjaci imaju uza krila u odnosu na
zenke (SI. 46).
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Slika 46. Distribucija Zenki i muZjaka vrste E. tenax na osnovu oblika
krila duz prve kanonicke ose (CV1). Promene u obliku krila prikazane su
mrezama deformacije upotrebom thin-plate spline metode (promene su

uvecane 3 x). Brojevi na mreZama deformacije odgovaraju poloZaju tacaka
prikazanih na slici 8.

4.5.2. Fenotipska diferencijacija u karakterima abdomena
populacija vrste E. tenax duz geografskog gradijenta Evrope

U radu je analizirana varijabilnost u velicini, obliku i obojenosti Sara na tergitima 2i 3
abdomena 261 jedinke (137 Zenki i 124 muzjaka) vrste E. tenax uzorkovanih tokom dva
meseca 2010. godine. Jedinke su sakupljene duz geografskog gradijenta Evrope, pocevsi od
severnoevropskog uzorka iz centralne Finske, preko Nemacke (Berlin) i évajcarske (Bazel),
do Balkanskog poluostrva (Srbija sa slede¢im lokalitetima: Ludosko jezero, Obedske bara,
Bratinac i Derdapska klisura).

MuZjaci i zenke su analizirani odvojeno. Analizom tergita 2 registrovano je osam
morfova od kojih su cetiri Zuta, dva narandzasta i dva braon. Analizom tergita 3 utvrdeno je
prisustvo sedam morfova od kojih su cetiri Zuta, jedan narandzZasti, jedan braon obojenosti i
B7 morf koji predstavlja potpuno crni tergit bez prisustva Sara. Kombinovanjem morfova
tergita 2 (A1-A8) i tergita 3 (B1-B7) dobijen je 21 abdominalni fenotip.
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Analizom jedinki Zenskog pola, nisu utvrdene jasne razlike izmedu konspecifickih
populacija u obojenosti abdomena. Zuti morfovi Al i A4 na tergitu 2 bili su najzastupljeniji u
svim populacijama, dok je po jedna jedinka iz centralne Finske, Bazela (Svajcarska),
Ludoskog jezera (Srbija) i Obedske bare (Srbija) imala narandZasti morf A5. U analizi tergita
3 zapazeno je da je dominantni morf u svim populacijama bio crno obojeni morf B7 (SI. 47:
Tab. 50). Fenotip A1B7 je bio prisutan kod 46,7% Zenki svih analiziranih populacija (od 137
analiziranih Zenki, kod 64 je registrovan fenotip A1B7). Pored dominantnog fenotipa A1B7,
fenotipovi A4B1 i A4B7 su takode bili ¢esti u svim populacijama.

Slicno zenkama, i kod muzjaka je utvrdeno prisustvo zajednickih dominantnih
morfova na tergitima 2 i 3. Tako je utvrdeno da je morf A2 na tergitu 2 najcesce zastupljen
morf u svim populacijama, izuzev centralne Finske. A2 je imao najvecu ucestalost u
populaciji iz Svajcarske (0,62), dok je najmanja udestalost izra¢unata za populaciju iz Finske
(0,33). Morf A6 je bio prisutan samo kod dve Zenke (po jedna jedinka iz Svajcarske i
Derdapske klisure). U analizi tergita 3 zapazeno je da je morf B5 bio prisutan iskljucivo kod
jedinki iz Bazela (Svajcarska), za razliku od najceséeg B2 morfa (Sl. 47; Tab. 51). Najveca
varijabilnost iskazana preko broja fenotipova je uoena kod muZjaka iz Svajcarske (11
fenotipova) i iz Perdapske klisure (sedam fenotipova). Mali uzorak od svega tri muzjaka
uticao je na to da u populaciji iz Finske budu zastupljena samo tri fenotipa (A2B3, A3B3 i
A3B4). Zuti fenotipovi A2B2 i A2B3 su bili najzastupljeniji u svim uzorcima. Populacija iz
Svajcarske se izdvojila prisustvom jedinstvenih fenotipova A2B5, A2B6, A6B5 i A8B7, dok je
kod muzjaka sakupljenih u Nemackoj (A8B6) i Srbiji na lokalitetu Perdapska klisura (A6B7)
registrovan po jedan jedinstveni fenotip (Tab. 51).

tergit 2
e 5 OA1
muzjaci senke A2
OA3
T | Finska I £ B At Ad
A R N R NN 777 D Nemacka
Svajcarska ; A5
A TTThNhThThhTN vzzrzwxl  Ludosko jezero T vrrrrrrrrrrr7zz77777777777 77777 A6
vzz Obedskabara A7
O /7 Bratinac [ PI77ZZ 77777 ATIT A8
T 777 e Perdapska klisura | 1/ AR R RERD m
tergit 3
v . -
muzjaci zenke OB
: B2
[ I Finska B/ B R R R R R R R R R oBR3
Nemacka R N R R R R
Svajearska T TETETEEET————— 0 B4
Ludosko jezero B E T HHHEH /77 R R R R AR HB5
CF T ] Obedska bara e T NN oB6
CAP77 77777 I77A T Bratinac Y SB7
B £ Derdapska klisura

Slika 47. Intraspecijska varijabilnost u distribuciji abdominalnih morfova tergita 2 i tergita
3 u populacijama vrste E. tenax sakupljenih duz geografskog gradijenta Evrope.
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Tabela 50. Distribucija abdominalnih morfova i fenotipova kod Zenki populacija vrste

E.tenax.
zemlja Finska Nemacka Svajcarska Srbija
populacija Ce1.1tralna Berlin Bazel Lgdoéko Obedska Bratinac Derd‘apsaka
Finska jezero bara klisura
tergit 2
Al 0,50 0,26 0,52 0,31 0,59 0,60 0,41
A4 0,25 0,37 0,13 0,62 0,33 0,30 0,41
A5 0,06 - 0,03 0,07 0,04 - -
A7 0,19 0,37 0,32 - 0,04 0,10 0,18
tergit 3
B1 0,06 0,02 0,13 0,44 0,26 0,2 0,23
B2 0,06 - - 0,06 - - -
B6 0,06 - - - 0,04 - -
B7 0,82 0,88 0,87 0,5 0,70 0,8 0,77
fenotip
A1B1 - - 0,03 - 0,04 - -
A1B7 0,5 0,25 0,50 0,31 0,56 0,6 0,41
A4B1 0,06 0,13 0,11 0,44 0,22 0,2 0,23
A4B2 0,06 - - 0,06 - - 0,05
A4B6 0,06 - - - 0,04 - -
A4B7 0,06 0,25 0,03 0,13 0,07 0,1 0,14
A5B7 0,06 - 0,03 0,06 0,04 - -
A7B7 0,19 0,38 0,32 - 0,04 0,1 0,18
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Tabela 51. Distribucija abdominalnih morfova i fenotipova kod muzjaka populacija vrste
E.tenax.

zemlja Finska Nemacka Svajcarska Srbija
populacija Ce1.1tralna Berlin Bazel Lgdoéko Obedska Bratinac Derd‘apsaka
Finska jezero bara klisura
tergit 2
A2 0,33 0,64 0,62 0,43 0,55 0,50 0,50
A3 0,67 0,09 0,19 0,43 0,40 0,44 0,17
A4 - 0,04 0,11 0,07 0,05 0,06 0,08
A6 - - 0,03 - - - 0,08
A7 - - 0,03 0,07 - - 0,17
A8 - 0,23 0,03 - - - -
tergit 3
Bl - - - 0,07 0,05 - 0,08
B2 - 0,55 0,43 0,21 0,55 0,31 0,25
B3 0,67 0,05 0,35 0,29 0,30 0,62 0,25
B4 0,33 0,18 0,03 0,36 0,10 0,06 0,17
B5 - - 0,05 - - - -
B6 - 0,23 0,11 - - - 0,08
B7 - - 0,03 0,07 - - 0,17
fenotip
A2B2 - 0,50 0,38 0,21 0,45 0,19 0,25
A2B3 0,33 0,05 0,19 0,21 0,10 0,31 0,25
A2B4 - 0,09 - - - - -
A2B5 - - 0,03 - - - -
A2B6 - - 0,03 - - - -
A3B2 - - - - 0,15 0,06 -
A3B3 0,33 - 0,16 0,07 0,15 0,31 -
A3B4 0,33 0,09 0,03 0,36 0,10 0,06 0,17
A4B1 - - - 0,07 0,05 - 0,08
A4B2 - 0,05 0,05 - - 0,06 -
A4B6 - - 0,05 - - - -
A6B5 - - 0,03 - - - -
A6B7 - - - - - - 0,08
A7B6 - - 0,03 - - - 0,08
A7B7 - - - 0,07 - - 0,08
A8B6 - 0,23 - - - - -
A8B7 - - 0,03 - - - -
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5.1. RAZLIKE U DISTRIBUCIJI GENETICKOG I FENOTIPSKOG
DIVERZITETA U PRIRODNIM POPULACIJAMA U ODNOSU NA
LABORATORIJSKU KOLONIJU VRSTE ERISTALIS TENAX

Razumevanje evolucionih procesa i mehanizama koji udestvuju u stvaranju,
odrzavanju i oblikovanju geneticke i fenotipske varijabilnosti populacija ima, kako
fundamentalni, tako i aplikativni znacaj. Saznanja o genetickom diverzitetu imaju primenu u
poljoprivredi (Muller i sar., 2011; Thrall i sar., 2011), medicini (Gluckman i sar., 2009; 2011;
Nesse i sar., 2010) i konzervacionoj biologiji (Latta, 2008; Hendry i sar., 2011; Lankau i sar.,
2011; Sgro i sar., 2011). Na primer, podaci o genetickoj varijabilnosti populacija se primenjuju
u programima uzgajanja jedinki u zatocenistvu (npr. Leberg i Firmin, 2008), te imaju veliki
znacdaj u odrzavanju populacija ugrozenih vrsta (Bryant i sar., 1999). Najcesc¢e su populacije u
zatocenistvu oformljene od malog broja jedinki, koji u velikoj meri uti¢e na gubitak geneticke
varijabilnosti (Hartl i Clark, 1997). Naglo smanjenje broja jedinki uzrokuje prolazak
populacije kroz ,,usko grlo” i na taj nacin dovodi do slucajnih odstupanja ucestalosti alela
kao i do redukcije njihovog diverziteta, Sto kasnije u istoj meri moze uticati na veli¢inu
populacije (Marquez i Krafsur, 2003). Male populacije najces¢e imaju redukovan geneticki
diverzitet, samim tim i veliki rizik od izcezavanja (Reed i sar., 2002; Frankham, 2005;
Sambatti i sar., 2008; Wright i sar., 2008). Osim toga, gubitak ili redukcija genetickog
diverziteta su cesto u uskoj vezi sa inbridingom. Glavni negativni efekti inbridinga su
gubitak adaptivno korisnih heterozigota (overdominance hypothesis) 1 povecanje
homozigotnosti koje implicira ispoljavanje recesivnih Stetnih alela (partial dominance
hypothesis) (Roff, 2002). Neizbezne posledice navedenih promena su redukcija adaptivne
vrednosti i inbriding depresija (Frankham, 1995; Hedrick i Kalinowski, 2000; Day i sar., 2003;
Spielman i sar., 2004; Grueber i sar., 2008; Leberg i Firmin, 2008). Negativni efekti i posledice
genetickog drifta i ukrStanja u srodstvu se ispoljavaju daleko brZze u malim populacijama
(Kristensen i sar., 2005; Trotta i sar., 2011).

Pored uzgajanja jedinki ugrozenih vrsta u zatocenistvu, moderna poljoprivreda belezi
tehnike uzgajanja populacija Stetnih vrsta u svrhu istrazivanja bazicne biologije i saznanja
koja se mogu primeniti za njihovo suzbijanje u agrobiocenozama. Na primer, laboratorijske
kolonije vrste Diabrotica virgifera virgifera se koriste za bolje saznavanje Zivotnog ciklusa i
fizioloSkih procesa ove Stetocine (Chege i sar., 2005; Kim i sar., 2007). Pored toga, javila se
potreba za uzgajanjem insekatskih vrsta oprasivaca. Poslednjih godina vrste roda Bombus
(Bombus spp.) su prepoznate kao veoma znacajni oprasivaci u plastenicima (npr. Palma i sar.,
2008), kao i njihova uloga u suzbijanju gljivi¢nih oboljenja gajenih biljaka (Mommaerts i sar.,
2011). Pored bumbara, jedinke vrste E. fenax su se pokazale kao pouzdani prenosioci
polenovih zrna kod biljaka gajenih u zatvorenom prostoru, Sto je od nemerljivog znacaja za
povrtarstvo i vocarstvo. Tako je, na primer, E. tenax pouzdan oprasivac vrsta iz roda Brassica
(Ohsawa i Namai, 1987; 1988), jagoda (Kendall i sar., 1971; Nye i Anderson, 1974) i paprike
(Jarlan i sar., 1997) u zatvorenom prostoru. Pretpostavlja se da je brojnost od 20 jedinki
dovoljna za oprasivanje plastenika povrSine 20m? ali Sira upotreba vrste E. tenax kao
polinatora u zatvorenom prostoru zavisi od tehnika uzgajanja koje su dostupne uzgajivac¢ima
tokom godine (Gladis, 1997). Pored toga, larve ove vrste imaju i veliki znacaj u procesu
kruZenja materije zbog svog saprofitskog nacina ishrane. Upravo je sklonost larvi ka Zivotu u
sredinama sa velikom koli¢inom organske materije stvorila mogucnost upotrebe vrste E.
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tenax u razgradnji stajnjaka i drugog organskog otpada na industrijskom nivou (Rojo i sar.,
2007; Hurtado i sar., 2008). 1z tog razloga, razvijene su tehnike masovnog uzgajanja jedinki
ove vrste (npr. Gladis, 1989; 1997).

Negativne posledice ukrstanja jedinki koje se nalaze u odredenom stepenu srodstva
su Cesto bile dokumentovane eksperimentima koji ukljuc¢uju laboratorijski uzgoj (Bryant i
sar., 1999; Meffert i sar., 2005; Wright i sar., 2008). Kako bi se kvantifikovao efekat inbridinga
na geneticku i fenotipsku varijabilnost vrste E. tenax, tehnika laboratorijskog uzgajanja je
primenjena i u ovom radu. Analizom su obuhvacene jedinke “izvorisne” populacije od koje
poticu jedinke osnivaci laboratorijske kolonije, kao i jedinke cetvrte (F4) i osme (F8)
generacije laboratorijske kolonije. U svrhu poredenja, insekatski materijal dve prirodne
populacije iz Spanije (Alkoj- populacija iz Nacionalnog parka Font Roja i Agost- populacija
sakupljena na poljoprivrednom zemljiStu pod izvesnim antropogenim uticajem) je ukljucen u
analizu efekta inbridinga na geneticku i fenotipsku varijabilnost vrste E. tenax.

Stepen geneticke diferencijacije izmedu generacija kolonije i prirodnih populacija je u
ovom radu kvantifikovan analizom alozimskih lokusa. Rezultati rada su ukazali da
inbriding i stohasticki procesi uti¢u na redukciju genetickog diverziteta u kratkom
vremensku periodu (svega cetiri generacije laboratorijskog uzgoja). Naime, parametri
geneticke varijabilnosti ukazali su na vecu varijabilnost prirodnih populacija, dok se osma
generacija kolonije izdvojila kao najmanje varijabilna. Najvecdi broj alela (14) i genotipova (18)
je registrovano u prirodnoj populaciji Agost. Takode, ucestalost polimorfnih lokusa bila je
ista u prirodnim populacijama (P = 27,8%), manja u F4 (P = 22,2%) i najmanja u F8 (P =
16,7%). U svim analiziranim uzorcima dobijena vrednost heterozigotnosti prema Hardi-
Vajnbergovim proporcijama i ravnoteZi bila je manja od ocekivane, i kretala se od 0,000 (F8)
do 0,063 (Agost). Vazno je naglasiti da je potpuno odsustvo heterozigota zabeleZzeno u F8
uzorku, odnosno da su se negativni efekti po geneticku varijabilnost intenzivirali sve ve¢im
brojem generacija gajenim u kontrolisanim uslovima. Negativna korelacija izmedu
heterozigotnosti alozimskih lokusa i adaptivne vrednosti opisana je hipotezom direktnog
efekta (direct effect hypothesis) (Mitton, 1997; Hansson i Westerberg, 2002; Grueber i sar., 2008;
Chapman i sar., 2009). Povecanje homozigotnosti alozimskih lokusa dovedeno je u vezu sa
fenomenom razvojne nestabilnosti (npr. Mitton, 1993; Messier i Mitton, 1996) i povecanom
stopom izcezavanja populacija (Frankham, 1995; Sacchari i sar., 1998). Sa druge strane,
vrednosti parametara geneticke strukture (A, P, H) tri prirodne populacija su sli¢ne
vrednostima publikovanim za vrstu E. fenax (Francuski i sar., 2011b) i drugih
Sirokorasprostranjenih vrsta sirfida (Milankov i sar.,, 2010b). Prirodne populacije su
uzorkovane sa tri geografski bliska lokaliteta u Spaniji koja se odlikuju velikom sli¢no$éu
uslova staniSta (tj. sliéni selekcioni rezimi). Stoga, usled sli¢nih selekcionih pritisaka i
neometanog protok gena ocekivano je odsustvo geneticke diferencijacije prirodnih
populacija.

Sagledavanje stepena geneticke diferencijacije laboratorijske kolonije i prirodnih
populacija izvrSena je i analizom sekvenci 3’ kraja COI mtDNK. Ovim molekularnim
markerom je takode utvrden vedi geneticki diverzitet u prirodnim populacijama u odnosu na
jedinke iz laboratorijskog uzgoja. Detektovana su tri haplotipa (HI, HII i HIII) sa
medusobnim razlikama od jednog nukleotida. Osnivacka populacija se izdvojila kao
najvarijabilnija (poseduje sva tri haplotipa), dok je u populaciji iz Alkoja, F4 i F8 detektovan
samo jedan haplotip (HI). Haplotip II je bio zajednicki za analizirane jedinke Osnivacke
populacije i uzorka iz Agosta. Zabelezeno smanjenje genetickog diverziteta unutar kolonije je
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verovatno posledica efekta osnivaca, ukrStanja u srodstvu i stohastickih procesa. Imajudi u
vidu direktnu vezu izmedu genetickog diverziteta i evolucionog potencijala taksona,
mozemo pretpostaviti da zabeleZene geneticke razlike uti¢u na razlike u adaptivnoj
vrednosti uzoraka. Inbriding predstavlja vid genetickog stresa, jer se efekti njegovog
delovanja reflektuju na gubitak genetickog diverziteta i evolucionog potencijala (npr.
Kristensen i sar., 2005; Fox i sar., 2011). Iz tog razloga, odnos stres - inbriding - adaptivna
vrednost (the stress - inbreeding - fitness relationships; Fox i Reed, 2010), kao i korelacije izmedu
heterozigotnosti i adaptivne vrednosti (heterozygosity - fitness correlations; Hansson i
Westerberg, 2002) danas predstavljaju oblasti intenzivnog istrazivanja. Pored ukrstanja u
srodstvu, male populacije su izloZzene visokom nivou stresa usled delovanja lokalnih
selekcionih pritisaka, kao i drugih unutrasnjih (povecanje homozigotnosti i ispoljavanje
recesivnih Stetnih alela) i spoljasnjih faktora (promena temperature, vlaznosti, dostupnosti
hrane, pojava polutanata, bolesti i slicno) (Frankham, 2005). Studije uzgajanja jedinki u
prirodnim, ali i kontrolisanim uslovima su pokazale da populacije u kojima odsustvuje
geneticki divezitet nemaju potencijal za adaptivnu evoluciju (npr. Koehn i sar., 1988; Reed i
Frankham, 2003) i zbog toga su suocene sa rizikom od nestajanja ili izumiranja. Ipak,
utvrdeno je da populacije koje su pod kontinuiranim uticajem inbridinga veliki broj
generacija mogu delimicno prevazi¢i posledice ovog evolucionog mehanizma efektom
procis¢avanja (purging) (Charlesworth i Charlesworth, 1987; Crnokrak i Barrett, 2002) i time
ublaziti posledice koje se ispoljavaju na adaptivnu vrednost (Reed i Frankham, 2003).

Fenotipska diferencijacija je u skladu sa rezultatima dobijenim analizom alozimske
varijabilnosti i COI mtDNK haplotipova ovih populacija. Analizom veli¢ine krila utvrdene
su znacajne razlike izmedu jedinki laboratorijske kolonije i prirodnih populacija. Kod oba
pola je utvrdeno da inbred F4 jedinke imaju u proseku manja krila u odnosu na jedinke
prirodnih populacija. MoZzemo pretpostaviti da je pojava manjih krila u F4 generaciji
posledica ukrstanja u srodstvu. Naime, smanjenje velic¢ine krila inbred kolonija je viSe puta
povezano sa inbriding depresijom (Kristensen i sar., 2005; Wright i sar., 2008; Trotta i sar.,
2011). Poznato je da je veli¢ina krila u korelaciji sa veli¢cinom tela (Robertson i Reeve, 1952;
De Moed i sar., 1997) i adaptivnhom vrednoscu jedinke (Trotta i sar., 2007). Zbog toga je
pojava jedinki manjih krila (i manjih dimenzija tela) bila ocekivana u koloniji. Medutim,
centroidna velicina krila jedinki F8 je dostigla vrednost pre inbridinga tj. centroidnu veli¢inu
krila jedinki Osnivacke populacije. Ovaj rezultat ukazuje na oporavak kolonije u osmoj
generaciji, iako se nivo inbridinga (F) povecavao sa 0,209 u F4 na 0,270 u F8. Navedeni
rezultati ukazuju da inbred populacije, poput kolonije vrste E. tenax, mogu odrzati svoju
adaptivnu vrednost i evolucioni potencijal (Kristensen i sar., 2005; 2008; Joubert i Bijlsma,
2010). Smatra se da je efekat procisS¢avanja (purging) mehanizam koji eliminiSe Stetne alele,
dovodi do povecenja reproduktivne adaptivne vrednosti i omogucava oporavak inbred
populacija (Lande i Schemske, 1985; Falconer i Mackay, 1996; Lynch i Walsh, 1998). Rezultati
ovog rada su u saglasnosti sa dosadasnjim saznanjima o plasticnosti vrsta roda Eristalis (npr.
Ottenheim i sar., 1998, Ottenheim i Volmer, 1999) te ukazuju da populacije vrste E. tenax
uzgajane u zatocenistvu mogu prevazici negativne efekte inbridinga.

Komparativnom analizom oblika krila jedinki laboratorijske kolonije i prirodnih
populacija vrste E. tenax u radu su detektovane znacajne razlike izmedu analiziranih
uzoraka. Kod oba pola uocdena je jasna diferencijacija izmedu jedinki iz laboratorijske
kolonije i prirodnih populacija, kao i odsustvo diferencijacije izmedu prirodnih populacija.
Nasuprot prirodnim populacijama, u strogo kontrolisanim uslovima gajenja, generacije
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laboratorijske kolonije su se jasno diferencirale prema obliku krila. Diferencijacija krila F4
jedinki u odnosu na F8 jedinke je kod oba pola uslovljena razlikama u poloZzaju i relativnoj
udaljenosti tacaka koje defini$u oblik anteriornog dela krila. Posledice delovanja inbridinga u
vidu razlika u morfometrijskim parametrima su karakteristicne za populacije sa genetickim
optere¢enjem i redukovanom mogucnoscu ispoljavanja overdominacije (npr. DeRose i Roff,
1999; Keller i Waller, 2002). Pored redukcije genetickog diverziteta, rezultati rada ukazuju da
inbriding i stohasticki procesi “oslobadaju” skrivenu geneticku varijabilnost koja je povezana
sa fenotipskom diferencijacijom. Posledica inbridinga je promena distribucije fenotipske
varijabilnosti tako Sto postoje¢u fenotipsku varijansu unutar populacija prevodi u fenotipsku
varijansu izmedu populacija (Whitlock i Fowler, 1996; McGuigan i Sgro, 2009; Fox i Reed,
2010). Pored toga, poznato je da geneticki drift i drugi evolucioni mehanizmi mogu
promenom frekvencije alela uzrokovati konverziju neaditivnih u aditivnu geneticku
varijansu, tj. uticati na smanjenje udela dominantne i epistaticke varijanse u celokupnoj
genetickoj varijansi (Wolf i sar., 2000). Morfologija krila ima veliku ulogu u razlic¢itim
aspektima zivota insekata, kao Sto su seksualna selekcija, sakupljanje hrane, aerodinamicnost
i utrosak energije pri letenju (Taylor, 2001; Sun i Du, 2003; Nespolo i sar., 2008; Johansson i
sar., 2009), te zbog toga bi od izuzetnog znacaja bilo utvrditi koliko zabeleZene razlike u
obliku krila uti¢u na razlike u adaptivnoj vrednosti.

Pored razlika u velicini i obliku krila, utvrdena je i jasna diferencijacija u obojenosti
abdomena analiziranih uzoraka. Analizom tergita 2 Zenki prirodnih populacija, uoceno je
prisustvo jednog jedinstvenog morfa u populaciji Alkoj (A5), dok su manje izrazene razlike
na tergitu 3 gde Zenke sve tri prirodne populacije poseduju dva ista morfa (B6 i B7). Velicina,
oblik i obojenost Sara na abdomenu su varirali i izmedu generacija laboratorijske kolonije.
Dok su F4 jedinke delile iste morfove i fenotipove sa Osnivackom populacijom, kod F8
jedinki se uo¢ava manja varijabilnost u obojenosti abdomena. Tako F8 Zenke poseduju svega
dva morfa na tergitu 2 (Ali A7), dok su u F4 generaciji zabeleZeni i morfovi A4 i A8. Takode,
na tergitu 3 F8 jedinki nije utvrdena fenotipska varijabilnost jer su sve Zenke imale crno
obojen tergit 3 na kome odsustvuje oznaka (morf B7), dok je u F4 uzorku prisutan i braon
morf B6. Utvrdene su i medugeneracijske razlike u distribuciji abdominalnih fenotipova; od
pet fenotipova koje poseduju F4 Zenke, svega dva su zabeleZena kod F8 jedinki.

Sliéno Zenkama, velicina, oblik i obojenost Sara na abdomenu su varirali i izmedu
muzjaka analiziranih uzoraka. Utvrdeno je prisustvo zajednickih zutih (A2) i braon (A7 i A8)
morfova na tergitu 2 muzjaka tri analizirane prirodne populacije. Morfovi B2 i B7 tergita 3 su
takode bili prisutni u svim prirodnim populacijama, dok su B4 i B5 zabelezeni samo kod
muzjaka Osnivacke populacije. Pri analizi medugeneracijskih razlika u obojenosti abdomena,
utvrdene su jasne razlike izmedu muzjaka F4 i F8 laboratorijske koloniije. Dok su F4 jedinke
delile iste morfove i fenotipove sa Osnivackom populacijom, u F8 je uocen trend u opadanju
brojnosti fenotipskih varijacija abdomena u koloniji. Naime, morfovi B4 i B5 koji su prisutni
u cetvrtoj generaciji kolonije, odsustvovali su u F8 uzorku. Takode, od sedam fenotipova
registrovanih kod jedinki F4 i Osnivacke populacije, na abdomenu F8 muzjaka su
registrovana samo cetiri fenotipa.

Dosadasnja saznanja ukazuju da je obojenost abdomena definisana, pored geneticke
osnove, i temperaturom na kojoj se razvijaju preadultni stupnjevi (npr. Heal, 1989). Posto su
jedinke iz obe laboratorijske generacije (F4 i F8) uzgajane pod istim uslovima, nagli pad broja
abdominalnih morfova i fenotipova tokom osam generacija ukazuje da inbriding, efekat
osnivaca i geneticki drift mogu biti vazni mehanizmi koji uti¢u na redukciju fenotipskog
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diverziteta. Medutim, viSe podataka je potrebno kako bi se dobio bolji uvid u uzroke koji su
uslovili smanjenje broja abdominalnih fenotipova prilikom uzgoja ove vrste u zatocenistvu.
U radu je, primenom integrativnhog pristupa utvrdena neusaglasenost distribucije
genetickog i fenotipskog diverziteta u prirodnim populacijama i laboratorijskoj koloniji vrste
E. tenax. Brz gubitak genetickog diverziteta za samo Cetiri generacije laboratorijskog uzgoja
ukazuje da pre svega inbriding i stohasticki procesi (efekat osnivaca, geneticki drift)
redukuju geneticku varijabilnost zatocenih populacija i menjaju njihovu fenotipsku varijansu
(SL. 48). Smanjenje evolucionog potencijala moze se negativno odraziti na ulogu oprasivaca
biljaka u plastenicima i staklenicima i proces razgradnje organske materije od strane larvi
ove vrste. Rezultati rada ukazuju da kolonija gubi geneticki divezitet u kratkom
vremenskom periodu, pa bi populacije u zatocenistu trebalo obrazovati iznova nakon jedne
godine uzgoja. Takode, gubitak geneticke varijabilnosti bi se mogao ublaZiti periodi¢nim
ukljucivanjem jedinki iz prirode u zatofenu populaciju. Posledice delovanja inbridinga u
vidu redukcije adaptivne vrednosti su karakteristicne za male populacije (Frankham, 1995;
Reed i sar., 2002; Day i sar., 2003; Reed i Frankham, 2003; Wright i sar., 2008), tako da broj
jedinki osnivaca kolonije mora biti odgovarajuci. Takode, pozeljno je sakupiti osnivace sa
udaljenih lokaliteta, kako bi kolonija oslikala geneticki divezitet koji postoji u prirodi. Sa
druge strane, potomci nastali ukrStanjem jedinki iz razli¢itih populacija mogu imati nizu
adaptivnu vrednost kao posledica autbriding deperesije (Hedrick i Kalinowski, 2000), ¢ime
se ugrozava i opstanak kolonije. Rezultati ovog rada takode ukazuju da populacije vrste E.
tenax uzgajane u zatocenistvu mogu prevazi¢i negativne efekte inbridinga procesom
prociscavanja, te bi trebalo nastaviti istrazivanja u ovom pravcu. Ipak, na kraju, komparacija
i upotreba dodatnih karaktera i molekularnih markera ¢e doprineti sakupljanju dragocenih
podataka o genetickom i fenotipskom divezitetu zatocenih populacija vrste E. tenax.

Alkoj % S——
efekat osnivaca 1 efekat osnivaca 2
Osnivatka '\ o > A E— A
populacija

%\7 inbriding inbriding
Ag
gost geneticki drift geneticki drift

prirodna protok
selekcija gena

Slika 48. Evolucioni mehanizami koji ucestvuju u stvaranju, odrzavanju i oblikovanju
geneticke i fenotipske varijabilnosti prirodnih populacija i laboratorijske kolonije vrste
E.tenax.
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5.2. VREMENSKA DISTRIBUCIJA GENETICKOG I FENOTIPSKOG
DIVERZITETA VRSTE ERISTALIS TENAX SA FRUSKE GORE

Period aktivnosti vrste E. tenax je vrlo dug, od februara do novembra. Muzjaci su
malobrojniji u prolece, kada se oplodene Zenke bude iz hibernacije (Heal, 1982). Na
Balkanskom poluostrvu se svake godine javljaju dve do tri generacije (Gilbert, 1986), te se
jedinke razli¢itih generacija suocavaju sa promenljivim faktorima spoljasnje sredine u toku
perioda aktivnosti. Iz tog razloga, u radu je kvantifikovana vremenska distribucija
fenotipskog i genetickog diverziteta analizom jedinki poreklom sa lokaliteta Venac, Fruska
gora sakupljenih u periodu od maja do septembra 2009. godine.

5.2.1. Geneticki diverzitet

Geneticka diferencijacija izmedu cetiri alohrona uzorka (Maj, Jul, Avgust i
Septembar) je analizirana metodom proteinske elektroforeze. Kao i kod jedinki vrste E. tenax
u ovom radu, monomorfnost lokusa Fum, Gpd-2, Idh-1, Idh-2 i Sod i polimorfnost lokusa Got i
Me registrovana je i kod drugih sirfida (Milankov i sar., 2001; 2002a; 2005; 2008a, 2008b).
Nasuprot 13 monomorfnih lokusa sa zajednickim alelom u svim uzorcima, distribucija
genetickog diverziteta u okviru polimorfnih lokusa ukazala je na geneticku divergenciju
uzoraka iz razli¢itih meseci. Tako je analizom alozimske varijabilnosti registrovano nekoliko
specificnih genotipova u majskom (Est-2%/1%), avgustovskom (Est-290°, Est-2102/102)
septembarskom (Est-290/102i Est-298/102) uzorku. Uoceni razliciti retki aleli u lokusima Est-2, Est-
4 i Me takode ukazuju na vremensku distribuciju genetickog diverziteta. Razlicita ucestalost
kao i prisustvo, odnosno, odsustvo pojedinih specificnih alela i genotipova analiziranih
populacija ukazuje na stepen njihove geneticke diferencijacije (Ayala i Powel, 1972). Za
razliku od Ao lokusa, zajednicki Cesti aleli su prisutni u ostalim analiziranim lokusima, te
odrazavaju izracunatu nisku vrednost geneticke distance (Nei, 1978; D = 0,000 - 0,015)
izmedu alohronih uzoraka. Ove niske vrednosti su sli¢ne vrednostima izracunatim izmedu
konspecifickih populacija drugih vrsta sirfida (Milankov i sar., 2010b), ali nisu u skladu sa
rezultatima publikovanim za morfoloski definisanu vrstu Merodon aureus. Naime, analizom
“prole¢ne” i “letnje” generacije sa Durmitora i iz Morinja, dijagnostickim alozimskim
lokusima identifikovani su kripti¢ni taksoni M. aureus A i M. aureus C (Milankov i sar.,
2008a). Medutim, specijes-specificni aleli i genotipovi, kao kriterijumi za odredivanje granica
vrsta, nisu omogucili potpuno definisanje prolecne i letnje generacije kao dva nezavisna M.
funestus taksona tako da status konspecifickih uzoraka i dalje predstavlja otvoreno pitanje
(Milankov i sar., 2008a).

Imajuci u vidu direktnu vezu izmedu genetickog diverziteta i evolucionog potencijala
taksona (Frankham, 2005), moZemo pretpostaviti da zabeleZene geneticke razlike ne uti¢u na
razlike u adaptivnoj vrednosti (fitness) alohronih uzoraka vrste E. tenax. U prilog tome
govore parametri geneticke strukture uzoraka sakupljenih na Fruskoj gori koji su varirali u
veoma uskom opsegu. Kod svih alohronih uzoraka su dobijene iste vrednosti prosec¢nog
broja alela po lokusu (A) i ucestalosti polimorfnih lokusa (P). Takode, u svim analiziranim
uzorcima je ocekivana vrednost heterozigotnosti prema Hardi-Vajnbergovim proprocijama
(He) bila veca od dobijene. Naredna morfoloska, ekoloska i molekularna istrazivanja na

117



Diskusija ' g

vecem broju jedinki i uzoraka ¢e svakako doprineti boljem razumevanju i rasvetljavanju
vremenske distribucije genetickog diverziteta vrste E. tenax.

5.2.2. Fenotipski diverzitet

Fenotipska diferencijacija izmedu Ccetiri alohrona uzorka (Maj, Jul, Avgust i
Septembar) je analizirana na osnovu razlika u veli¢ini, obliku i obojenosti oznaka na
tergitima 2 i 3 abdomena. Kod vrsta roda Eristalis se na nizim temperaturama javljaju tamnije
forme u obojenosti abdomena i smatra se da je to adaptivna karakteristika u smislu
termoregulacije i poboljSanja metabolicke aktivnosti (Ottenheim i sar., 1996; Holloway i sar.,
1997). Tako se na nizim temperaturama (t<10°C, u prolece) razvijaju jedinke sa uzim zutim, a
Sirim crnim prugama (tamnije jedinke), dok se na visim temperaturama (t>10°C, leti) javljaju
jedinke sa Sirim zutim prugama, a uzim crnim (svetlije jedinke) (Heal, 1989). Utvrdeno je da
temperatura utice na fizioloske procese tokom stadijuma larve koji determinisu koli¢inu zute
boje na abdomenu (Ottenheim i sar., 1996). Svetlije jedinke imaju Siru normu reakcije leti i
prezivljavaju u veéem broju u odnosu na tamnije koje se brze pregrevaju i manje su uspesne
u pronalasku hrane i partnera (Ottenheim i sar., 1999). Ovaj mehanizam tamnije obojenim
jedinkama omogucava da se uspesnije hrane i reprodukuju u hladnijem prole¢nom periodu,
dok u slucaju toplijih letnjih meseci tamnije jedinke mogu doziveti toplotni stres, nakon cega
im se Sanse za prezivljavanje i reprodukciju smanjuju (Ottenheim i Kuijt, 1998).

U radu je analizom distribucije utvrdenih morfova tergita 2 i 3, kao i njihovih
kombinacija detektovana sezonska varijabilnost u izgledu abdomena kod muZzjaka vrste E.
tenax. Naime, za razliku od Zutog morfa A2 koji je dominantan u svim uzorcima, narandzasti
morf A6 je registrovan samo u majskom uzorku. Takode, braon morf A8 je prisutan samo u
uzorcima sakupljenim tokom maja i avgusta. Slicno tergitu 2, utvrdena je vremenska
distribucija morfova i na tergitu 3. Tako je najvecu ucestalost tokom cele sezone imao morf
B2, dok su morfovi Bl i B6 zabeleZeni samo kod jedinki sakupljenih tokom maja i jula. Od 21
fenotipa dobijenog kombinovanjem Sara na tergitima 2 i 3, samo dva (A2B2 i A3B3) su bila
prisutna u svim uzorcima.

Slicno muZjacima, velic¢ina, oblik i obojenost Sara na abdomenu su varirali sezonski i
kod zenki. I pored morfova Al i B7 koji su najceS¢i u svim uzorcima, utvrdene su razlike u
distribuciji abdominalnih oznaka alohronih uzoraka. Tako su, na primer, morfovi A5 i B6
zabelezeni jedino kod Zenki iz maja i jula, morf A7 kod jedinki iz jula i septembra, dok je
fenotip A6B5 prisutan samo u uzorku iz jula. Najveca varijabilnost iskazana preko broja
fenotipova je uocena kod Zenki sakupljenih u toku maja (osam fenotipova), a najmanja kod
jedinki sakupljenih tokom avgusta (tri fenotipa).

Iako dobijeni rezultati pokazuju sezonske varijacije u obojenosti oznaka abdomena,
dominantni morfovi i fenotipovi bili su prisutni ravnomerno u svim uzorcima. Kako
sezonske fluktuacije nisu uticale na distribuciju dominantnih morfova i fenotipova, ne
postoji zadati trend sezonskih permutacija tamnih i svetlih fenotipova. Medutim, ranije
studije laboratorijskog uzgoja vrste E. tenax pokazale su da sredinske varijable uti¢u na
finalnu boju adulta, te da niske temperature u procesu metamorfoze uslovljavaju nastanak
tamnijih abdominalnih fenotipova (Heal, 1989). Eksperimenti laboratorijskog uzgoja drugih
vrsta sirfida, poput onih vrSenih sa vrstom E. tenax, potvrdili su ovaj zakljuc¢ak. Na primer,
vrste E. arbustorum (Ottenheim i sar., 1996) i Episyrphus balteatus (Marriott i Holloway, 1998)
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takode reaguju na nize temperature prilikom razvi¢a produkujudi tamnije jedinke. Medutim,
za razliku od eksperimenata koji su ukljuéivali laboratorijski uzgoj, sezonske promene u
ucestalosti abdominalnih fenotipova prirodnih populacija je tesko uociti bez izrazene smene
toplih i hladnih perioda (Heal, 1989), pa se moZe pretpostaviti da je veliki broj fenotipova
registrovanih u odredenim periodima sezone verovatno povezan sa biologijom vrste i
ekoloskim rezZimom stanista.

Nakon opisane sezonske varijabilnosti u obojenosti oznaka na abdomenu, u radu je
postavljeno pitanje da li se jedinke sakupljene tokom sezone razlikuju u morfologiji krila.
Primenom geometrijske morfometrije je utvrdeno da su krila jedinki uzorkovanih u
razli¢itim mesecima kod oba pola bila slicne veli¢ine, a znacajna razlika je zabeleZzena samo
izmedu Zenki majskog i julskog uzorka. Sli¢nost u velicini krila jedinki alohronih uzoraka
nije bila u potpunosti oc¢ekivana, jer je utvrdeno da postoji korelacija izmedu temperature na
kojoj se odvija razvice i velic¢ine krila osolikih muva. Tako je utvrdeno da adultne jedinke cije
se razvice odvijalo na nizim temperaturama imaju relativno duza krila u odnosu na jedinke
Cije se razvice odvijalo na viSim temperaturama (Ottenheim i sar. 1998; Ottenheim i Volmer,
1999). Proucavanje vrste E. arbustorum pokazalo je da duzina krila koja varira kao odgovor
na promene u temperaturi moze ukazivati na to da su geni koji determinisu veli¢inu krila i
regulisanje temperature ili adaptaciju na temperaturne promene u formi neslucajnih
asocijacija alela (linkage disequilibrium) i uzrokuju gametsku neravnotezu (Ottenheim i
Volmer, 1999). Razvojna plasticnost u dimenzijama krila doprinosi poboljSanju letackih
performansi kod vrste Drosophila melanogaster tako da duza krila poboljSavaju aerodinamicke
performanse u hladnijim uslovima (Fraizer i sar., 2008).

Za razliku od odsustva divergencije u veli¢ini krila, u radu su registrovane znacajne
razlike u obliku krila alohronih uzoraka za oba pola. Iznenadujuce, izgleda da je sezonska
varijabilnost ispoljena u obliku, ali ne i u velicini krila. Naime, procenat korektne klasifikacije
za sve alohrone uzorke Zenki iznosio je 100%, a za sve uzorke muzjaka 84%. Opseg razlika u
obliku krila medu uzorcima iz razli¢itih perioda godine ukljucuje diskretne varijacije
prvenstveno vezane za razliit polozaj tacaka u centralnom i proksimalnom delu krila. S
obzirom da fenotipska varijabilnost moZe biti rezultat varijabilnosti geneticke regulacije ili/i
faktora spoljasnje sredine, a da je oblik krila prema nekim rezultatima viSe geneticki
kontrolisan (ima vecu heritabilnost) u odnosu na veli¢inu krila (Bitner-Mathé i Klaczko, 1999;
Birdsall i sar., 2000; Matta i Bitner-Mathé, 2004), uocena sezonska varijabilnost u obliku krila
u nasem radu nije ocekivana. Vecina literature vezane za morfologiju krila kod dvokrilaca
fokusirana je na rod Drosophila kod kog je uocena, na primer, geneticka osnova za
polimorfizam u velicini i obliku krila. McKechnie i saradnici (2010) otkrili su vezu izmedu
velic¢ine krila i Dca (Drosophila cold acclimation) gena. Dalje, studije termalne evolucije su
navele Santos i sar. (2004) da pokaZzu da su promene u ucestalosti gena (genotipova/alela)
kao odgovor na promene u temperaturi osnova za vezane promene u obliku krila. Sli¢cno
tome, analiza temporalne varijabilnosti krila vrste Triatoma infestans ukazuje da je geneticki
uticaj vedi na oblik, a sredinski faktori viSe deluju na veli¢inu (Schachter-Broide i sar., 2009).
Stoga, prisustvo znacajnih razlika u obliku krila moze ukazivati na to da uoc¢ene morfoloske
razlike mogu imati geneticku osnovu. Medutim, jo$ uvek nije jasno u kojoj meri i kako deluju
procesi koji uzrokuju fenotipski diverzitet vrste E. tenax i tek treba razjasniti adaptivni znacaj
sezonske varijabilnosti oblika krila. Posto je adaptivna plasti¢nost oblikovana delovanjem
prirodne selekcije na genotipove sa razli¢itim normama reakcije (Gotthard i Nylin, 1995),
selekcija u razli¢itim uslovima sredine moze biti jedan od uzroka fenotipske varijabilnosti
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registrovane u obliku krila tokom perioda aktivnosti vrste E. tenax. Razvoj odredenih
osobina tokom ontogenije pod uticajem sredinskih faktora i posedovanje kapaciteta za
stvaranje odgovarajuceg fenotipa ili grupe fenotipova moZze otvoriti nove adaptivne
mogucnosti (Ottenheim i Volmer, 1999). Ostaje nejasno da li promene u obliku krila
detektovane 2009. godine predstavljaju uobicajene, periodi¢ne sezonske promene. Dalja
istrazivanja koja ¢e obuhvatiti veci broj jedinki/uzoraka sakupljenih tokom vise sezona, kao i
bolje poznavanje biologije razvic¢a i ekologije same vrste omogucice jasnije sagledavanje i
razumevanje obrazca vremenske distribucije, kao i adaptivhog znacaja varijabilnosti
fenotipskih karaktera vrste E. fenax.

5.3. ODSUSTVO PROSTORNE SUBSTRUKTUIRANOSTI
GENETICKOG I FENOTIPSKOG DIVERZITETA VRSTE
ERISTALIS TENAX SA DURMITORA

Podrudje Durmitora obuhvata kompleks vrhova, platoa, dolina i kanjona smestenih u
centralnom delu Crne Gore. Ima status Nacionalnog parka od svetskog znacaja i nalazi se
pod zastitom koju pruza UNESCO. Reljefna specificnost, velike visinske razlike izmedu
pojedinih delova i oblika reljefa na relativno malom podrudju odrazile su se na pojavu
velikog broja razlicitih ekosistema (Lakusi¢, 1984). Durmitor je pokriven biocenozama koje
pripadaju biomima evropskih cetinarskih Suma borealnog tipa i juznoevropskih listopadnih
Suma, a iznad gornje Sumske granice smestene su zajednice alpskih kamenjara i pasnjaka.
Konfiguracija tla i velike visinske razlike odrazile su se na pojavu spratovnosti biljnog sveta.
U najnizim delovima ovog podrudja (poput doline Komarnice i Susice) prostiru se listopadne
Sume do nadmorske visine 850m. Preovladuju hrast, leska, jasen i bukva. Na visini do 1300m
preovladuje bukva, a jos viSe, na 1500-1700m, cetinari (Milojevi¢, 1951). Cetinarske Sume su
takode izolovane u periferne delove Jezerskog platoa u vidu uskih zona (obala Crnog jezera).
Sa Jezerskog platoa uzdizu se vrhovi Durmitora. Na visini od oko 2000m Sumska zona se
zavrdava spratom bora krivulja i klekovog Zbunja (na prostoru Velikog Stuoca, Savinog
Kuka i Prutasa). NajviSe delove podrudja Durmitora, izuzev litica, sipara i samih vrhova,
pokriva trava (Milojevi¢, 1951; Lakusi¢, 1984).

Razliciti ekoloski uslovi i heterogenost staniSta ovog podrudja, rezultirali su
postojanjem raznovrsne faune insekata, medu kojima i familije Syrphidae. Na podrudju
Durmitora zabelezeno je prisustvo éak 273 vrste sirfida (Simi¢, 1987). Fenoloske razlike
staniSta i ekoloska valenca vrsta ove insekatske grupe odredile su njihov vertikalni i
horizontalni raspored. E. tenax je jedna od retkih vrsta koja registrovana u velikom broju
primeraka skoro ravnomerno na svim nadmorskim visinama i svim tipovima ekosistema
Durmitora (Simi¢, 1987). Zbog raznovrsnosti geoloskih, geomorfologkih, hidrografskih i
klimatskih prilika, podru¢je Durmitora predstavlja dobar okvir za sagledavanje prostorne
substruktuiranosti fenotipskog i genetickog diverziteta ovog taksona. Osim ekoloskog
aspekta, studije o insekatskim vrstama oprasivaca, poput rada na uzorku vrste E. tenax sa
podrudja Durmitora, pruzaju veoma znacajne podatke o moguénostima i planovima za
zastitu i ocuvanje sveukupnog diveziteta flore i prirodnih ekosistema (Potts i sar., 2003;
Power i Stout, 2011). Naime, poslednjih godina u Evropi je zabelezen nagli pad brojnosti
pcela i bogatstva flore, Sto danas predstavlja jedan od najvecih globalnih problema (pollinator
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crisis; Allen-Wardell i sar., 1998). Nedostatak oprasivaca i promena distribucije ovih vrsta
predmet su mnogih projekata (npr. ALARM; Hammen i sar., 2010), koji su, izmedu ostalog,
ukazali na veliki znacaj osolikih muva u oprasivanju biljaka. PoSto su glavni uzroci
smanjenja brojnosti polinatora klimatske promene i negativni antropogeni uticaj, ovaj
problem treba posmatrati kako na globalnom, tako i na lokalnom nivou (Biesmeijer i sar.,
2006). Vrsta E. tenax je veoma znacajan opraSiva¢ malih izolovanih biljnih populacija na
staniStima u kojima odsustvuju pcele (Pérez-Banodn i sar., 2003). Nepovoljni ekoloski uslovi
na planinskim vrhovima uti¢u na smanjenje brojnosti i aktivnosti polinatora u periodu
cvetanja, Sto se negativno odrazava na transfer polena izmedu konspecifickih populacija
biljaka (Korner, 2003). Usled nedostatka polinatora, kod mnogih biljnih vrsta dolazi do
povedanja samooplodnje i smanjenja stranooplodnje (Garcia-Camacho i Totland, 2009).
Upravo vrsta E. tenax ima vaznu ulogu polinatora biljnih zajednica na visokim planinskim
vrhovima, $to je do sada potvrdeno za biljne vrste Rhodiola dumulosa iz familije Crassulaceae
(Zhu i Lou, 2010) i Eritrichium nanum iz familije Boraginaceae (Zoller i sar., 2002). Zbog svega
navedenog, u radu je analizirano 210 jedinki vrste E. tenax sakupljenih na osam durmitorskih
lokaliteta (Veliki Stuoc, Crno jezero, Plato, Komarnica, Savin Kuk, Prutas, Skréko jezero i
Susicko jezero) u toku jula 2009. godine.

Struktuiranu populaciju ili metapopulaciju ¢ini vise lokalnih populacija odredenog
podrucdja relativno ujednacenih faktora spoljasnje sredine (Levins, 1969; Hanski, 1991; Hartl i
Clark, 1997). Unutar lokalnih populacija koje su po pravilu ogranicene velicine, je prisutno
ukrstanje po principu slucajnosti, dok izmedu njih postoji ogranicen protok gena (Hanski i
sar., 1994). Karakteristika metapopulacija je Sto u okviru ovog hijerarhijskog nivoa
grupisanja populacija nestaju odredene deme i ceste su rekolonizacije. Ovi procesi
dugoroéno obi¢no imaju stetne posledice na geneticki diverzitet. Sto je visa stopa izumiranja
i rekolonizacije, Stetni efekti u metapopulaciji su vedi (Frankham i sar., 2003). Opstanak
lokalnih populacija u definisanom geografskom prostoru uslovljen je mogud¢noscéu uspesne
migracije izmedu njih, Sto definiSe metapopulaciju kao osnovnu jedinicu u okviru koje je
opstanak vrste na tom prostoru mogu¢ u duzem vremenskom periodu. Zato je za stepen
struktuiranosti populacije od presudnog znacaja utvrditi stepen protoka gena, od dcijeg
intenziteta zavisi da li ¢e populaciona struktura biti vise ili manje izrazena (Hanski i Gilpin,
1991). Za utvrdivanje metapopulacione struktuiranosti taksona koriste se razliciti markeri i
metode. Jedna od najces¢ih je metoda utvrdivanja kretanja jedinki iz jedne populacije u
drugu koja podrzumeva hvatanje jedinki, njihovo obelezavanje i potom registrovanje
njihovog prisustva u susednim staniStima (mark — release — recapture) (npr. Hanski i sar., 1994;
Mennechez i sar., 2003). Pored toga, u toku duzeg vremenskog perioda mogu se pratiti
procesi kolonizacije praznih stanista jednog Sireg podrucdja. Medutim, razvojem
molekularnih metoda prostorna struktuiranost se moze utvrditi na osnovu stepena geneticke
diferencijacije izmedu lokalnih populacija jedne metapopulacije (npr. Lewis i sar., 1997;
Wang i sar., 2003).

U radu je prostorna substruktuiranost vrste E. tenax sa podrudja Durmitora
analizirana primenom integrativnog pristupa. Fenotipska diferencijacija jedinki osam
durmitorskih uzoraka je kvantifikovana na osnovu komponenti krila (veli¢ina i oblik)
metodom geometrijske morfometrije i na osnovu razlika u velicini, obliku i obojenosti
oznaka na tergitima 2 i 3 abdomena. Pored toga, proucavanje prostorne substruktuiranosti
genetickog diverziteta vrste E. tenax obuhvatilo je analizu alozimske varijabilnosti istih
uzoraka.
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Analizom abdomena muZjaka registrovano je Sest morfova na tergitu 2 i sedam
morfova na tergitu 3. Zuti morfovi (A2, A3, B2 i B3) su bili dominantni u svim uzorcima.
Kombinovanjem utvrdenih morfova tergita 2 i 3, dobijeni su sli¢ni rezultati; A2B2 je bio
najceséi fenotip u svim uzorcima. Najveda varijabilnost iskazana preko broja fenotipova je
dobijena kod muzjaka sakupljenih na lokalitetu Plato (10), dok su kod jedinki uzorkovanih
na lokalitetu Komarnica registrovana samo cetiri abdominalna fenotipa. Slicno muZjacima, i
kod Zenki su registrovani dominantni morfovi na tergitima 2 i 3. Tako su morfovi Al, A4, Bl
i B7 bili prisutni u svim analiziranim uzorcima, dok su narandzasti morfovi A6 i B5
zabelezeni samo kod Zenki sakupljenih na lokalitetu Veliki Stuoc. Od ukupno uocenih deset
abdominalnih fenotipova, u uzorcima sa lokaliteta Crno jezero, Savin Kuk i Prutas je
registrovano po Sest fenotipova. Mali uzorak od svega pet Zenki uticao je na to da u uzorku
sakupljenom na lokalitetu Komarnica budu zastupljena samo tri fenotipa. Najées¢i fenotip
kod zenki svih uzoraka je bio Al1B7. Iako dobijeni rezultati potvrduju varijabilnost u
obojenosti oznaka abdomena, dominantni morfovi i fenotipovi bili su prisutni ravhomerno u
svim uzorcima.

Fenotipska diferencijacija u obojenosti abdomena je u skladu sa rezultatima
dobijenim analizom morfometrijskih parametara krila. U radu je utvrdeno odsustvo razlika u
veli¢ini krila izmedu muZjaka uzorkovanih sa lokaliteta Durmitora. Takode, centroidna
velicina krila se nije statisticki znacajno razlikovala ni izmedu Zenki durmitorskih uzoraka.
Pored toga, oblikom krila muzjaci analiziranih uzoraka vrste E. tenax se nisu razlikovali.
Ukupan procenat korektne klasifikacije za muzjake sa Durmitora iznosio je svega 64,6%.
Nasuprot tome, kanonickom analizom w matriksa varijacija oblika krila uzoraka Zenki su
utvrdene znacajne razlike. Iako znacajne, razlike u obliku krila nisu omogudile jasnu
diskriminaciju uzoraka koji se u visokom stepenu preklapaju na sketergramu. Ukupan
procenat korektne klasifikacije za zZenke je bio nesto visi od procenta klasifikacije muZzjaka i
iznosio je 77,6%. Rezultati ovog rada nisu u usaglasnosti sa rezultatima publikovanim za
vrstu osolike muve Merodon avidus B. Naime, u analizi metapopulacione struktuiranosti ovog
taksona, utvrdena je jasna diskriminacija jedinki cetiri populacije sa podrucja Durmitora na
osnovu oblika krila (Milankov i sar., 2009). Medutim, vazno je naglasiti da se karakteristike
zivotnog ciklusa ova dva taksona u mnogome razlikuju. Proucavanje viSe vrsta osolikih
muva pokazalo je da duZina krila varira kao odgovor na promene u temperaturi, odnosno da
postoji korelacija izmedu temperature na kojoj se odvija razvice i veli¢ine krila (Ottenheim i
sar. 1998; Ottenheim i Volmer, 1999). Utvrdeno je da velicina krila ima malu heritabilnost, sto
znadi da je uticaj sredinskih faktora (ekoloske varijanse) velik (Bitner-Mathé i Klaczko, 1999).
Kako su krila jedinki uzorkovanih na razli¢itim lokalitetima kod oba pola bila sli¢ne velicine,
rezultati u naSem radu ukazuju da su sakupljene jedinke u procesu razvica najverovatnije
bile izloZene slicnim selekcionim pritiscima (slicnim selekcionim rezimima) te da je i
fenotipska varijansa samog karaktera (veli¢ina krila) sli¢na. Pored toga, analiza oblika krila je
od izuzetnog znacaja zbog adaptivne vrednosti krila. Dokazano je da je oblik krila povezan
sa vestinom u letenju, a samim tim i sa sposobnos¢u opstanka i adaptacije (Kolliker-Ott i sar.,
2003). Na adaptivnu vrednost jedinki oblik krila u velikoj meri utice i preko uspesnosti
prepoznavanja zvuka partnera u sezoni reprodukcije (Birdsall i sar., 2000). Odsustvo
fenotipske diferencijacije izmedu durmitorskih uzoraka moZe se objasniti odsustvom
nepremostivih geografskih barijera izmedu analiziranih stanista, kao i biologijom same vrste
E. tenax - velike disperzivne mogucnosti i sposobnost migracija (migracije u ovom kontekstu
oznacavaju kretanje jedinki iz jedne u drugu lokalnu populaciju). Metapopulacija je samo
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jedan od nacina organizacije tj. komunikacije lokalnih populacija u nekom geografskom
prostoru. Ako su konspecificke grupe jedinki dovoljno velike da ¢ine odrzive repoduktivne
jedinice, onda populaciona organizacija nije po metapopulacionom principu. Dakle,
metapopulacija koja se sastoji od bliskih populacija izmedu kojih postoji dovoljno visoka
stopa migracija i niska stopa izfezavanja poprima karakteristike jedne velike populacije
(Levins, 1969; Hanski, 1991; Hanski, 1999).

U proucavanju prostorne substruktuiranosti genetickog diverziteta vrste E. tenax sa
planine Durmitor, u radu je analizirano 12 enzimskih sistema ¢iju sintezu determinisu aleli
17 lokusa. Nasuprot 13 monomorfnih lokusa sa zajednickim alelom u svim uzorcima,
distribucija genetickog diverziteta u okviru polimorfnih lokusa ukazala je na geneticku
divergenciju durmitorskih uzoraka. Na osnovu ucestalosti alela i njihove distribucije
registrovani su jedinstveni i retki aleli u lokusima Est-2 i Est-4. Jedan specifican alel (Est-4'%4)
je registrovan je u uzorku sa lokaliteta Skréko jezero. U uzorku sa lokaliteta Susicko jezero je
utvrdeno prisustvo dva retka alela (Est-4% i Est-41%2), dok je u uzorcima sa lokaliteta Plato
(Est-2%), Komarnica (Est-4%) i Skréko jezero (Est-41?) registrovan po jedan redak alel.
Analizom distribucije Cestih alela, zajednicki Cesti aleli prisutni u polimorfnim lokusima su
se odrazili na nizak stepen geneticke diferencijacije izmedu durmitorskih uzoraka. Vrednosti
I=1,000 prosecne geneticke bliskosti (I; Nei, 1978) i vrednost D=0,000 genetic¢ke udaljenosti (D;
Nei, 1978) ukazuju na odsustvo geneticke diferencijacije izmedu parova vecine uzorkovanih
lokaliteta. Najmanja prosecna vrednost geneticke bliskosti (I=0,963) kao i najveca vrednost
geneticke udaljenosti (D=0,038) je izraunata za par Veliki Stuoc/Plato. Ove niske vrednosti
su slicne vrednostima izracunatim izmedu konspecifickih populacija drugih vrsta sirfida
(Milankov i sar., 2010b). Pored toga, izracunati parametari geneticke strukture uzoraka nisu
varirali u $irokom opsegu. Prose¢an broj alela po lokusu se kretao od 1,2 (Veliki Stuoc i
Plato) do 1,4 (Crno jezero, Komarnica, Skréko jezero i Susicko jezero). Takode, ucestalost
polimorfnih lokusa iznosila je 23,5% u svim uzorcima, osim u uzorku sa lokaliteta Plato
(17,6%). U svim analiziranim uzorcima je ocekivana vrednost heterozigotnosti prema Hardi-
Vajnbergovom zakonu bila veca od dobijene. Najmanja izracunata prosecna heterozigotnost
zabeleZena je u uzorku sa lokaliteta Veliki Stuoc (Ho=0,017), a najveca u uzorku sa lokaliteta
Crno jezero (Ho = 0,059).

Struktuiranost populacija i organizacija populacionog sistema odrazava stepen
genetickih razlika izmedu lokalnih populacija (Hanski, 1999). U prilog tome govore rezultati
analiza mnogih insekatskih vrsta (npr. Wang i sar., 2003). Na primer, analizom alozimskih
lokusa dve simpatricke vrste leptira, zapazeno je da je smanjena agilnost vrste Thymelicus
lineola rezultirala genetickom diferencijacijom izmedu prostorno bliskih populacija jednog
metapopulacionog sistema. Sa druge strane, visok protok gena je homogenizovao obliZnje
populacije vrste T. lineola sa analiziranog podrudja u jednu panmikti¢nu jedinicu (Louy i sar.,
2007). Rezultati ovog rada ukazuju na mali stepen geneticke diferencijacije izmedu
durmitorskih uzoraka vrste E. tenax, odnosno da su lokalne populacije najverovatnije
medusobno povezane intenzivnim protokom gena koji usaglasava lokalne ucestalosti alela.
Stoga, za takav analizirani skup populacija ne mozemo reé¢i da je struktuiran (npr.
Vandewoestijne i sar., 2008).

Rezultati ovog rada ukazuju na velike disperzivne mogucnosti i sposobnost migracija
vrste E. tenax, $to se mozZe pozitivno odraziti na transfer polena izmedu izolovanih
populacija biljnih vrsta na podruc¢ju Durmitora, narocito biljnih zajednica na nadmorskoj
visini iznad 2000m, kao §to su vrhovi Veliki Stuoc, Savin Kuk, Prutas i drugi. Uspesnost
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jedinki vrste E. tenax kao opraSivaca je verovatno uvecana zbog prisustva mnogih
palinofilnih dlacica na telu insekta na kojima se zadrzavaju polenova zrna (Zhu i Lou, 2010),
ali i ¢injenicom da je veli¢ina insekta veoma bitan faktor kod oprasivanja, jer se na taj nacin
uvecava i koli¢ina prenetog polena (Pérez-Bafion i sar., 2003). Ipak, na kraju, treba naglasiti
da su istraZivanja prostorne sub/struktuiranosti kod osolikih muva tek na samom pocetku, i
da ¢e naredne analize verovatno omoguciti njeno potpunije i preciznije sagledavanje.

5.4. PROSTORNA DISTRIBUCIJA FENOTIPSKOG I MOLEKULARNOG
DIVERZITETA VRSTE ERISTALIS TENAX

5.4.1. Molekularni divezitet

Vrsta Eristalis tenax je Siroko rasprostranjena, Cesta i viSegeneracijska (Vockerot i
Thompson, 1987), §to otvara pitanje njenog adaptivnog potencijala, genetickog i fenotipskog
diverziteta. Geneticke strukture populacija koje naseljavaju razlicita stanisSta, cesto
heterogenih geografskih oblasti, rezultat su evolucionih, istorijskih i bioloskih faktora (npr.
Munstermann, 1994; Roderick, 1996). U ovom radu analizirana je 31 evropska populacija
vrste E. tenax u cilju sagledavanja prostorne distribucije molekularnog diverziteta, kao i
odredivanja stepena geneticke diferencijacije izmedu konspecifickih populacija.

U radu je od 18 analiziranih lokusa, varijabilnost registrovana u lokusima Ao, Est-2,
Est-4, Got i Me. Odredena pravilnost u varijabilnosti enzima kodiranih alelima pojedinih
lokusa je utvrdena ne samo u populacijama vrste E. tenax, ve¢ i kod drugih vrsta osolikih
muva, a i drugih organizama. Pokazano je da su enzimi koji su deo esencijalnih metabolickih
procesa manje varijabilni u odnosu na enzime koji deluju na nespecificne supstrate (Gillespie
i Kojima, 1968). Na primer, esteraze su enzimi cija ekspresija zavisi od prisustva
nespecificnih supstrata. Kod populacija vrsta Cheilosia orthotricha, C. canicularis i C.
himantopus lokus Est-? je posedovao jedinstvene alele i bio je monomorfan u populacijama
sve tri analizirane vrste (Milankov i sar., 2005). Upotrebom a-naftil acetata u ovom radu
analizirana je varijabilnost dva lokusa: Est-2 i Est-4. U odnosu na druge vrste iz familije
Syrphidae, vrsta E. fenax se istice po heterozigotnosti i varijabilnosti. U Est-2 lokusu
registrovano je Sest alela koji u populacijama obrazuju Sest homozigotnih i pet
heterozigotnih kombinacija. U lokusu Est-4 zapazena su Cetiri alela sa tri homozigotna i pet
heterozigotnih genotipova. Ovi rezultati potvrduju esteraze kao varijabilne, nespecificne
enzime.

Aktivnost enzima aspartat amino transferaza (AAT=GOT) ispitivana je kod vise vrsta
sirfida i njegova varijabilnost je bila razlicita. U okviru Merodon ruficornis grupe u lokusu Got
registrovana su Cetiri alela i to dva alela u populacijama vrsta M. armipes i M. auripes, a po
jedan kod vrsta M. trebevicensis, M. loewi i M. ruficornis (Milankov i sar., 2008c). U
populacijama kripti¢nih vrsta M. avidus A i M. avidus B registrovana su dva alela u ovom
lokusu koji je bio dijagnosticki kao i u prethodnom slucéaju (Milankov i sar., 2001), dok su tri
alela zabeleZena u populacijama M. aureus i M. cinereus kompleksa vrsta (Milankov i sar.,
2008a). U populacijama vrste Cheilosia orthotricha, C. canicularis i C. himantopus poreklom sa
Fruske gore, Durmitora i Kopaonika (Milankov i sar., 2005) registrovana su dva alela, a lokus
je bio dijagnosticki za vrstu C. orthotricha. Analiza vrsta u okviru C. melanura grupe pokazala
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je monomorfnost Got lokusa, osim za populacije vrsta C. melanura i C. bracusi poreklom sa
Durmitora (Milankov i sar., 2002b). U svim analiziranim populacijama vrste C. urbana
konstatovana su dva alela (Ludoski i sar., 2002), dok je ovaj lokus bio monomorfan u
populacijama vrste Melanogaster nuda (Ludoski i sar., 2004). U ovom radu registrovana su

dva alela u populacijama vrste E. tenax i odsustvo heterozigotnih kombinacija.

U analiziranim populacijama vrste E. tenax u ovom radu registrovana su tri alela i
isklju¢ivo homozigotni genotipovi u lokusu koji kodira enzim aldehid oksidazu (AO).
Polimorfnost Ao lokusa utvrdena je i u populacijama drugih vrsta sirfida. Proucavanjem
populacija M. avidus grupe utvrdeno je prisustvo i do Cetiri alela (Milankov i sar., 2001). Ni u
jednom navedenom slucaju, pa ni u analiziranim populacijama vrste E. fenax u ovom radu,
nisu konstatovani heterozigotni tipovi. U radu je ovaj lokus bio monomorfan za populacije
Gracac (Hrvatska) i Lesvos (Grcka).

Mali¢ni enzim (ME) je determinisan alelima Me lokusa. Vrsi oksidaciju malata do
piruvata, uz redukciju NADP*. U populacijama vrste E. tenax analiziranih u ovom radu
utvrdeno je prisustvo tri alela u Me lokusu, i isklju¢ivo homozigotni genotipovi. Varijabilnost
Me lokusa kod ostalih sirfida bila je razli¢ita. Lokus Me bio je monomorfan u populacijama
Merodon avidus grupe (Milankov i sar., 2001). Prisustvo dva do tri alela u lokusu Me utvrdeno
je u populacijama vrsta Cheilosia canicularis grupe (Milankov i sar., 2005) i pojedinim
populacijama vrsta M. aureus i M. cinereus kompleksa (Milankov i sar., 2008a). Ispitivanja
grupe vrsta M. ruficornis (Milankov i sar., 2008c) pokazala su prisustvo do cetiri alela u
proucavanim populacijama. U populacijama familije Syrphidae do sada nisu registrovane
heterozigotne jedinke, pa je kvaternarna struktura mali¢nog enzima i dalje nepoznata.

U ispitivanim populacijama vrste E. tenax lokusi Aco-1, Aco-2, Fum, Gpd-2, Hk-2, Idh-1,
Idh-2, Mdh-2, Sdh-1, Sdh-2, Sod-1, Sod-2 i Pgm su bili monomorfni, sa zajednickim alelom u
svim populacijama. S obzirom na svoju regulatornu funkciju, odlikuju se i manjom
varijabilnos¢u. Medutim, nije takav slucaj i kod nekih vrsta sirfida. Kod vrsta Melanogaster
nuda (Ludoski i sar., 2004), Cheilosia orthotricha (Milankov i sar., 2005), Merodon aureus A i M.
cinereus B (Milankov i sar., 2008a) registrovana su dva alela u Fum lokusu. U lokusu Gpd-2
kod sirfida konstatovana su dva alela u populacijama vrste M. avidus A (Milankov i sar.,
2001). U lokusu Hk-2 polimorfnost je utvrdena samo u pojedinim populacijama vrsta M.
armipes, M. recurvus i M. ruficornis (sve predstavnici M. ruficornis grupe) (Milankov i sar.,
2008c). Varijabilnost lokusa Idh-1 i Idh-2 je registrovana samo u pojedinim populacijama vrsta
C. vernalis (Milankov i sar., 2002a), M. nuda (Ludoski i sar., 2004) i M. funestus (Milankov i
sar., 2008a). Kod vrsta M. aureus A, M. aureus C, M. cinereus B (Milankov i sar., 2008a), M.
avidus A (Milankov i sar., 2001) i M. ruficornis (Milankov i sar., 2008c) registrovana su dva
alela u Mdh-2 lokusu, dok je u populacijma vrste M. loewi registrovano tri alela (Milankov i
sar., 2008c). U lokusu Pgm konstatovana je velika varijabilnost u populacijama vrsta C.
vernalis (Milankov i sar., 2002a), C. melanura grupe (Milankov i sar., 2002b), M. aureus C, M.
cinereus A (Milankov i sar., 2008a), kao i kod vrsta grupe M. ruficornis (Milankov i sar.,
2008c). Polimorfnost lokusa Sod-1 je utvrdena samo u pojedinim populacijama vrsta C.
vernalis (Milankov i sar., 2002a) i M. aureus A i C, M. cinereus B i M. funestus (Milankov i sar.,
2008a).

Analiza geneticke varijabilnosti populacija vrste E. tenax se bazirala na x? testu i
analizi znacajnosti razlika dobijenih ucestalosti genotipskih klasa varijabilnih lokusa od
ocekivanih prema Hardi-Vajnbergovom zakonu. Za pojedinacne lokuse i populacije dobijeni
su razliciti rezultati. Statisticki znacajne razlike registrovane su u populacijama Got, Me i Ao
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za sve analizirane populacije. Za ove lokuse u populacijama vrednost Indeksa fiksacije (F) i
Selanderovog D koeficijenta ukazuju na visak homozigota (nedostatak heterozigota). Za ova
tri varijabilna lokusa ocdekivana heterozigotnost (H.) je bila veca od izracunate (H.), te je
vrednost Indeksa fiksacije pozitivna (F: > 0), Sto takode ukazuje na viSak homozigota.
Heterozigotni genotipovi su detektovani za sve populacije u lokusima Est-2 i Est-4. U lokusu
Est-2, statisticki znacajno odstupanje od ocekivanih genotipskih ucestalosti je registrovano u
12 populacija poreklom iz Finske (Helsinki), Holandije, Nemacke, Slovenije, Crne Gore,
Makedonije, Gréke (Kios i Lesvos) i Spanije (Alikante). Osim u sedam uzoraka poreklom iz
Finske (Centralna Finska), Holandije, Srbije (Fruska gora i Bratinac), Crne Gore (Durmitor) i
Spanije (Alkoj i Alikante), u lokusu Est-4 nisu utvrdene statisticki znacajne razlike. U slucaju
lokusa Est-2 utvrdeno je da je ocekivana heterozigotnost bila manja od izra¢unate u
populacijama iz Hrvatske, Srbije (Bratinac), Grcke (Volos i Skiros) i Italije tako da su
vrednosti Indeksa fiksacije bile negativne (Fi < 0) u ovim wuzorcima. Izracunata
heterozigotnost je veca od ocekivane i u lokusu Est-4 za populacije iz Austrije, Slovenije,
Srbije (Ludosko jezero, Obedska bara, Perdapska klisura, éaéak), Crne Gore (éasko jezero),
Makedonije, Greke (Skiros i Kios) i Spanije (Agost). Razlozi zbog kojih heterozigoti nisu
registrovani i u ostalim polimorfnim lokusima mogu biti viSestruki. Medutim, za
razumevanje mehanizama koji su odgovorni za redukciju heterozigota neophodno je
poznavanje genetickog sistema vrste, biologije i ekologije. Mnogim istrazivanjima je utvrden
znacajan nivo redukcije heterozigotnosti, obi¢no samo u nekim lokusima i nekim
populacijama. Vazno je naglasiti da razli¢iti lokusi nemaju isti nivo ,manjka”
heterozigotnosti. Ovo smanjenje heterozigotnosti se objasnjava postojanjem diferencijalne
genotipske selekcije, inbridinga, postojanjem nultih alela, efekta osnivaca i prolaska
populacije kroz ,usko grlo” (Santos i sar., 1985; Van Driel i sar., 1987; Hii i sar., 1991).
Takode, do odstupanja dobijenih genotipskih ucestalosti od ocekivanih moze dodi i zbog
pogresne interpretacije gelova nastale zbog prisustva nultog alela, struktuiranosti uzorka
(Valundov efekat), kao i zbog greske u izra¢unavanju uzrokovanih za pol vezanim genom
(Pasteur i sar., 1988).

U naSem radu je proucavanje interpopulacionih razlika zasnovano na razlikama u
vrednostima parametara geneticke strukture populacija kao $to su prosecan broj alela po
lokusu, dobijena i ocekivana prosecna heterozigotnost i ucestalost ili proporcija polimorfnih
lokusa. Ucestalost polimorfnih lokusa (P) je iznosila je 0,28 (ili 27,8%) u svim analiziranim
populacijama vrste E. tenax, sem u tri populacije poreklom iz Srbije (Cacak), Crne Gore
(Sasko jezero) i Makedonije (22,2%), dok se populacija se grékog ostrva Lesvos izdvojila
najmanjom vrednosc¢u procenta polimorfnih lokusa od 16,7%. U populacijama drugih vrsta
familije Syrphidae najvece vrednosti polimorfnosti zabeleZene su za vrstu Cheilosia urbana
(60%, Ludoski i sar., 2002) i Merodon auripes (59%, Milankov i sar., 2008c), dok su najmanje
vrednosti polimorfnosti izracunate za vrste C. canicularis i C. himantopus (6%, Milankov i sar.,
2005), M. desuturinus (7%, Milankov i sar., 2008b) i vrstu C. naruska (8%, Milankov i sar.,
2010b).

Prosecan broj alela po lokusu (A) se takode koristi za analizu geneticke strukture
populacija. Publikovani rezultati za druge rodove sirfida pokazuju da se prosecan broj alela
po lokusu kreée od 1,0 (Merodon trebevicensis, Milankov i sar., 2008c; Melanogaster nuda,
Ludoski i sar., 2004) do 1,9 (Merodon auripes, Milankov i sar., 2008c) i 2,1 (Cheilosia urbana,
Ludoski i sar., 2002). U populacijama vrste E. tenax analiziranim u ovom radu prosecan broj
alela se kretao od 1,3 (u populacijama iz Hrvatske, Italije i Srbije - Cacak) do 1,6 (u
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populacijama iz Slovenije, Srbije - Fruska gora, Crne Gore - Orijen, Durmitor, Lov¢en,
Makedonije i Grcke - Volos).

Prosecna izrafunata heterozigotnost (Ho) kretala se od 0,007 za populaciju sa Saskog
jezera u Crnoj Gori do 0,063 za Spansku populaciju Agost. U odnosu na izra¢unatu
heterozigotnost, postoje razlike izmedu populacija vrste familije Syrphidae. Neke populacije
pokazuju odsustvo heterozigota, kao na primer male, izolovane populacije vrsta Cheilosia
canicularis, C. himanotopus i C. orthotricha (Milankov i sar., 2005) poreklom sa Kopaonika,
Durmitora i Fruske gore, ili vrste Merodon desuturinus (Milankov i sar., 2008b), M. avidus B
(Milankov i sar., 2001) i M. funestus (Milankov i sar., 2008c). Takode, u populaciji vrste C.
longula iz Finske (lokalitet Utsjoki) nisu registrovane heterozigotne jedinke (Milankov i sar.,
2010a). Prosecna heterozigotnost kod drugih vrsta osolikih muva kretala se u rasponu od
0,003-0,005 (Cheilosia hypena, Ludoski, J., nepublikovani podaci), 0,002-0,009 (Merodon avidus
A, Milankov i sar., 2001), 0,019-0,041 (Cheilosia vernalis, Milankov i sar., 2002a), 0,036 (C.
naruska, Milankov i sar., 2010b), 0,059 (Merodon aureus B, Milankov i sar, 2008a) do 0,066-
0,077 (M. loewi, Milankov i sar., 2008c).

U ovom radu je najmanji broj registrovanih alela (23) uocen u populaciji iz Hrvatske
(Gracac), dok je najveci broj registrovanih alela (29) zabeleZen u populacijama iz Crne Gore
(Durmitor) i Srbije (Fruska gora). U populaciji sa Fruske gore (Srbija) je registrovan najveci
broj genotipova (36). Ova populacija se takode izdvaja i prisustvom jedinstvenih genotipova
Est-290102 j Est-29%102, dok je u populaciji sa Durmitora (Crna Gora) registrovan jedinstveni alel
Est-21%, odnosno genotip Est-21%/1%, Populacija iz Hrvatske se izdvaja na osnovu najmanjeg
broja registrovanih genotipova (25). Populacija vrste E. tenax sa grékog ostrva Lesvos se
izdvojila najmanjom vrednos¢u procenta polimorfnih lokusa od 16,7%. Lesvos je veoma
interesantno ostrvo sa biogeografske tacke jer je najvece u seriji ostrva koja su locirana duz
egejske obale Turske u zoni gde se sjedinjuju dva biodiverziteta razli¢itog porekla: anatolijski
i mediteranski. Neki rodovi familije Syrphidae su bili predmet proucavanja na ovom ostrvu
(Vujic i sar., 2007; Stahls i sar., 2009; Milankov i sar., 2009) gde postoji obilje dostupne hrane,
a samo ostrvo ima potencijal da , ugosti” veliki broj vrsta. Redukcija geneticke varijabilnosti
populacija, poput populacije vrste E. tenax sa ostrva Lesvos, mozZe biti posledica smanjenog
protoka gena (zbog izolovanosti populacija, smanjene sposobnosti disperzije jedinki ili
izrazene teritorijalnosti), efekta osnivaca, i time delovanja genetickog drifta u populacijama
male veli¢ine (npr. Munstermann, 1994; Hedrick, 2000). Iako nedostaju podaci o velicini
populacije i broju migranata, vazno je naglasiti da heterozigotnost ukazuje na postojanje
genetickog diverziteta unutar ove populacije. Naime, nasuprot registrovanoj najman;joj
proporciji polimorfnih lokusa, prosecna izracunata heterozigotnost (0,032) populacije sa
ostrva Lesvos nalazi se na sredini opsega (0,007-0,063) vrednosti dobijenih u ovom radu. Ovi
rezultati nisu u saglasnosti sa podacima dobijenim analizom alozimske varijabilnosti velikog
broja vrsta kod kojih je utvrdena pozitivna korelacija izmedu heterozigotnosti i
polimorfnosti (Hartl i Clark, 1997) medu kojima su i vrste osolikih muva Merodon desuturinus
(Milankov i sar., 2008b), Cheilosia canicularis i C. himantopus (Milankov i sar., 2005). Pored
toga, utvrdeno je da su kontinentalne populacije mnogih taksona varijabilnije od ostrvskih
(npr. Estoup i sar., 1996). Nasuprot navedenom, ostrvske populacije analizirane u ovom radu
poreklom iz Grcke (Skiros, Lesvos i Kios) i Italije (Sardinija) se nisu razlikovale od kopnenih
populacija u stepenu geneticke varijabilnosti.

Nivo geneticke varijabilnosti (A, P i Ho) populacija vrste E. tenax slican je vrednostima
zabelezenim za populacije drugih Siroko rasprostranjenih sirfida, kao sto je Cheilosia vernalis
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(Milankov i sar., 2002a) i C. urbana (Ludoski i sar., 2002). Adaptivni znacaj polimorfizma je
veliki. Naime, polimorfne populacije imaju veci geneticki i fenotipski potencijal da koriste
heterogene uslove spoljasnje sredine. Time se, osim povecanja potencijala populacije i Sanse
za opstanak, smanjuje i intra- i interspecijska kompeticija. Posto je geneticki diverzitet dobar
indikator kapaciteta populacije za adaptivne promene u buduc¢nosti (Frankham i sar., 2003),
mozZe se smatrati da vrsta E. tenax ima visok evolucioni potencijal za adaptacije na sredinske
promene. Osim toga, analizom geneticke strukture populacija dobijaju se informacije o
mehanizmima koji su odgovorni za nastanak i odrzavanje geneticke varijabilnosti i
informacije o odnosima izmedu grupa jedinki iz razli¢itih delova areala (npr. Roderick,
1996). Izmedu svih genetickih parametara analiziranih populacija u ovom radu (A, P i Ho)
utvrdene su relativno ujednacene vrednosti, te se moZe pretpostaviti da postoji visoka stopa
protoka gena koji eliminiSe razlike izmedu populacija. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
podacima o biologiji vrste E. tenax i ukazuju na velike disperzivne mogucnosti i sposobnost
migracija ovog taksona. Pod genetickom diferencijacijom se obi¢no smatraju razlike u
ucestalosti alela nastale delovanjem prirodne selekcije koja favorizuje odredene genotipove i
alele, a eliminiSe neke druge u pojedinim populacijama, dok migracije i disperzije smanjuju i
sprecavaju geneticku divergenciju izmedu populacija homogenizacijom ucestalosti alela
(npr. Bohonak, 1999; Mun i sar., 1999). Takode, i slucajni procesi uslovljavaju promenu
ucestalosti alela izmedu generacija, kao i populacije osnivaca (Hedrick, 2000). Prilikom
tumacenja kvantifikovanih razlika prirodnih populacija potrebno je uzeti u obzir
registrovanu korelaciju izmedu geneticke varijabilnosti, nivoa ekoloske heterogenosti i
efektivne veli¢ine populacija. Takode, ne sme se zanemariti ni ¢injenica da se nivo
detektovane varijabilnosti moZe razlikovati usled primene razlic¢itih metoda (Narang i sar.,
1994).

Geneticke razlike izmedu populacija cesto se kvantifikuju preko statistickih
parametara (geneticka bliskost, I: Nei, 1972; 1978; genetic¢ka udaljenost, D: Nei, 1972; 1978).
Smatra se da vrednosti parametara geneticke udaljenosti D < 0,02 ukazuju na jaku
povezanost populacija, dok manje udaljene populacije imaju vrednosti 0,08 > D > 0,02, a
geneticki visoko diferencirane populacije D > 0,1 (Ruiz-Garsia i sar., 2003). Za analizirane
populacije vrste E. tenax u ovom radu vrednost parametra geneticke bliskosti (I = 0,906 do
1,000) i geneticke udaljenosti (D = 0,000 do 0,099) ukazuju na izuzetno malu geneticku
diferencijaciju i na visoku stopu protoka gena alopatrickih populacija. Najvece prosecne
vrednosti geneticke bliskosti (I = 1,000), i najmanje prosecne vrednosti geneticke udaljenosti
(D = 0,000) izracunate su za cak 20 parova populacija, medu kojima najmanje vrednosti
parametara medupopulacione diferencijacije imaju geografski udaljene populacije. Mali
stepen geneticke diferencijacije je dobijen i analizom konspecifickih populacija drugih vrsta
osolikih muva. Na primer, izmedu konspecifickih populacija vrste Melanogaster nuda
izracunata je geneticka bliskost I = 0,998-1,000 i geneticka udaljenost D = 0,000-0,002 (Ludoski
i sar., 2004). Prosetna vrednost geneticke bliskosti pokazuje nizak nivo geneticke
diferencijacije i za konspecificke populacije vrste Cheilosia himantopus (I = 0,937), a ove
vrednosti su gotovo identi¢ne onima izra¢unatim za simpatricke populacije C. himanotopus i
C. canicularis sa Durmitora (I = 0,935) (Milankov i sar., 2005). Geneticka bliskost izmedu
analiziranih populacija vrste C. urbana (I = 0,952-0,991) pokazala je visok nivo geneticke
sli¢nosti (Ludoski i sar., 2002). Kod vrste M. avidus A, uticaj inbridinga i geneti¢kog drifta,
kao i ogranicena stopa protoka gena rezultirale su dobijanjem vecih vrednosti geneticke
udaljenosti izmedu alopatric¢kih populacija (Milankov i sar., 2004).
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Pocetne etape u proucavanju populaciono-geneticke strukture vrsta sirfida metodom
elektroforeze, poslednjih godina dopunjene su sve ve¢om primenom drugih molekularnih
markera. Tako su sekvenciranje delova mitohondijalnih i jedarnih gena i druge metode u
kombinaciji sa analizama morfoloskih karaktera primenjene u kvantifikovanju varijabilnosti
taksona ove insekatske grupe (npr. Hondelmann i sar., 2005; Milankov i sar., 2009; Stahls i
sar., 2009). U odnosu sa jedarni, mitohondrijalni genom je zbog manjeg broja kopija gena,
uniparentalnog nasledivanja, visoke stope mutacije i niske stope rekombinacija pogodniji za
ispitivanja geografske struktuiranosti populacija (npr. Krafsur i sar., 2005). U radu je
distribucija genetickog diverziteta analiziranih populacija proucavana i sekvenciranjem 3’
kraj gena COI mtDNK 50 jedinki vrste E. tenax sakupljenih na 15 lokaliteta sa podrucja
Kanade (Kvebek), Cilea (Kahapoal), Australije (Tasmanija), Rusije (Kavkaz), Norveske
(Lindesnes), Srbije (Fruska gora i Ozren), Crne Gore (Morinj), Grcke (Lesvos i Kios), Italije
(Sardinija), i Spanije (Kanarska ostrva, Alkoj, Agost i Alikante). Detektovana su ukupno Cetiri
haplotipa (I-IV) sa medusobnim razlikama od svega jednog nukleotida. Registrovan je glavni
haplotip (haplotip I), koji je prisutan u svim analiziranim populacijama. Haplotip II
registrovan je u populacijama Kios (Gréka), Agost i Alikante (Spanija), dok je haplotip III
utvrden u populacijama Alikante (Spanija) i Lesvos (Gréka). Haplotip IV je registrovan u
populacijama Kavkaz (Rusija) i Kanarska ostrva (Spanija). Ovi rezultati ukazuju na gotovo
potpuno odsustvo intra- i interpopulacionih razlika uzoraka vrste E. tenax poreklom sa Cetiri
kontinenta. Sli¢ne vrednosti intraspecijske divergencije do sada su vrlo retko zabelezene kod
osolikih muva, kao u slucaju vrsta C. hypena (Ludoski, 2008), C. canicularis i C. orthotricha
(Milankov i sar., 2005). Publikovani rezultati vecine analiziranih vrsta sirfida ukazuju na vedi
stepen intraspecijske varijabilnosti od nivoa detektovanog u ovom radu. Tako je prisustvo
veceg broja haplotipova i nukleotidnih razlika zabeleZeno kod vrsta roda Merodon sa
Balkanskog poluostrva (Milankov i sar., 2008a,b; 2009) i Iberijskog poluostrva (Mengual i
sar., 2006), kao i kod vrsta rodova Pandasyophtalmus (Rojo i sar., 2006) i Cheilosia (Ludoski,
2008). Vazno je naglasiti da rezulti dobijeni za vrstu E. tenax nisu u saglasnosti ni sa
podacima o intraspecijskom diverzitetu COI mtDNK drugih Siroko rasprostranjenih vrsta
sirfida. Na primer, analizom jedinki vrste C. urbana sa podrudja Balkana, registrovano je ¢ak
12 haplotipova koji su se razlikovali u rasponu od jednog do jedanaest nukleotidinh pozicija
(Ludoski, 2008). Slicno, i kod vrste C. vernalis kvantifikovana nukleotidna varijabilnost
evropskih uzoraka ukazala na prisustvo velikog broja divergentnih haplotipova (Stahls i sar.,
2008).

U radu utvrden mali intraspecijski diverzitet COI mtDNK nije u skladu ni sa
rezultatima dobijenim analizom alozimske varijabilnosti. Navedeni rezultati ukazuju da
postoji diferencijacija lokusa i genoma u odnosu na brzinu evolucionih promena. Stoga,
rezultati o genetickoj varijabilnosti prirodnih populacija vrste E. tenax otvaraju brojna pitanja
o putevima i nacinu kojim su se deSavale promene na molekularnom nivou u toku evolucije
ovog taksona.

5.4.2. Fenotipski divezitet

U radu je metodom geometrijske morfometrije kvanitifikovana intraspecijska
varijabilnost vrste E. tenax i izvrSeno sagledavanje prostorne distribucije fenotipskog
diverziteta upotrebom parametara krila (veli¢ina i oblik) jedinki 39 prirodnih populacija
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ovog taksona. S obzirom da na morfologiju krila veliki uticaj imaju geneticka i ekoloska
varijansa, informacije o mnogim aspektima biologije insekata mogu se dobiti na osnovu
varijacija morfometrijskih karaktera (Jirakanjanakit i Dujardin, 2005).

Statisticki znacajna razlika u velicini krila je detektovana izmedu Zenki konspecifickih
populacija vrste E. tenax. Poredenjem centroidne veli¢ine uoceno je da su Zenke poreklom sa
Saskog jezera (Crna Gora) u proseku imale manja krila od jedinki sa veéine uzorkovanih
lokaliteta. Takode, jedinke populacije sa Ludoskog jezera (Srbija) su imale statisticki znacajno
manja krila od jedinki devet uzorkovanih lokaliteta. Signifikante razlike su zabeleZene i
izmedu jedinki sakupljenih u Morinju, (Crna Gora) i sedam analiziranih populacija. Pored
toga, poredenjem centroidne veli¢ine uoceno je i da su Zenke sakupljene u Norveskoj,
Svajcarskoj i Austriji u proseku imale veca krila od jedinki populacija iz Gréke (Olimp, Volos
i Skiros), Spanije (Alikante) i Srbije (Stara planina). Znadajne interpopulacione razlike u
velicini krila su bile zabeleZene i prilikom analize muZjaka. Kao i u slucaju Zenki, krila
jedinki sa Saskog jezera iz Crne Gore su u proseku manja u odnosu na jedinke svih
analiziranih populacija, izuzev dve populacije iz Srbije (Ludosko jezero i Cacak), uzoraka iz
Makedonije (Negotino), Gréke (Olimp, Volos, Andros i Kios) i Spanije (Alkoj i Alikante).
Takode, muZjaci poreklom sa planine Olimp (Grcka) su se izdvojili manjom prosecnom
vrednosc¢u centroidne veli¢ine u odnosu na jedinke deset analiziranih populacija, a znacajne
razlike utvrdene su i izmedu muZjaka iz Cacka (Srbija) i sedam uzorkovanih lokaliteta. Sa
druge strane, utvrdeno je da jedinke sakupljene na Fruskoj gori imaju znacajno vecu
prose¢nu vrednost centroidne veli¢ine u odnosu na jedinke uzorkovane sa drugih 17
lokaliteta. Takode, poredenjem centroidne veli¢ine utvrdeno je i da su muzjaci sakupljeni u
Helsinkiju (Finska), u proseku imali veda krila od jedinki uzorkovanih na lokalitetima iz
Ceske, Srbije (Ludosko jezero i Obedska bara), Crne Gore (Morinj), Gréke (Skiros) i Spanije
(Alkoj i Alikante).

Geografska distribucija fenotipova veli¢ine krila populacija vrste E. tenax koja je
registrovana u radu nije u korelaciji sa temperaturnim rezimima staniSta iz kojih poti¢u
analizirane populacije, iako su geografske kline u velic¢ini krila registrovane kod brojnih
insekatskih vrsta, a narocito kod vrsta roda Drosophila (npr. Gilchrist i sar., 2000; Santos i sar.,
2004; Griffiths i sar., 2005). Naime, utvrdeno je da veli¢ina krila ima manju heritabilnost u
odnosu na oblik krila Sto implicira da je ucesce geneticke varijanse u celokupnoj fenotipskoj
varijansi takode malo (Bitner-Mathé i Klaczko, 1999). Ekoloski uticaj na veli¢inu tela ogleda
se u tome da se konspecifi¢ke populacije medusobno razlikuju u veli¢ini krila Sto je rezultat
razlic¢itih uslova sredine i selekcionih rezima. Na primer, jedinke otvorenih staniSta ¢e imati
veca krila od onih u Sumskim ekosistemima (Taylor i Merriam, 1995). Posto je utvrdeno da
velic¢ina krila ima nisku heritabilnost (Bitner-Mathé i Klaczko, 1999), mogli bismo ocekivati
razlike u veli¢ini krila izmedu populacija sakupljenih na stanistima koja se odlikuju
razlicitim ekoloskim faktorima, $to nije bio slucaj. Statisticki znacajane razlike u velicini krila
su utvrdene, izmedu ostalog, i izmedu populacija koje su najverovanije izloZene sli¢nim
selekcionim pritiscima (Zive u slicnim selekcionim rezimima) te i fenotipska varijansa samog
karaktera bi trebala da bude slicna. Mozemo da pretpostavimo da su na ovo odstupanje od
ocekivanih rezultata odredenim procentom uticale razlike u veli¢ini uzoraka sa razlicitih
lokaliteta. Ipak, posto je poznato da je E. tenax migratorna vrsta (npr. Aubert i de Tifenau,
1981), utvrdene signifikantne razlike u veli¢ina krila jedinki iz geografski bliskih oblasti
verovatno reflektuju intezivan protok gena i postojanje migratornih puteva. Statisticki
znacdajne razlike u velicini krila registrovane su u populacijama drugih vrsta osolikih muva,
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ukljucujuci taksone grupa Cheilosia canicularis (Ludoski i sar., 2008), Merodon avidus
(Milankov i sar., 2009), M. aureus (Francuski i sar., 2011a), M. ruficornis (Francuski i sar.,
2009a), vrsta Cheilosia albitarsis i C. ranunculi (Ludoski, 2008), C. longula (Milankov i sar.,
2010a) i C. variabilis (Francuski i sar., 2009b).

Kanonickom analizom w matriksa varijacija oblika krila Zenki vrste E. tenax utvrdene
su statisticki znacajne konspecificke razlike. lako znacajne, razlike nisu omogudile jasnu
diskriminaciju uzoraka koji se u visokom stepenu preklapaju na sketergramu, sto ukazuje na
odsustvo medupopulacione diferencijacije na osnovu oblika krila. Procenat korektne
klasifikacije Zenki iznosio je svega 42,1%, i kretao se u opsegu od 7,1% (Kavkaz, Rusija) do
88,2% (éasko jezero, Crna Gora). Slicno Zenkama, i kod muZjaka su utvrdene statisticki
znacdajne konspecificke razlike, ali nisu omogudile jasnu intraspecijsku diskriminaciju
populacija vrste E. tenax. Na sketergramu se uocava da se muzjaci alopatrickih populacija
delimi¢no preklapaju Sto ukazuje na odsustvo jasne diferencijacije izmedu njih na osnovu
oblika krila. Za sve analizirane uzorke procenat korektne klasifikacije iznosio je 51,3% i
kretao se u opsegu od 9,1% (Alkoj, Spanija) do 83,3% (Alikante, Spanija). Odsustvo izraZene
fenotipske diferencijacije konspecifickih populacija vrste E. tenax utvrdene u radu
geometrijsko morfometrijskom analizom parametara krila u skladu je sa malim stepenom
geneticke diferencijacije utvrdenim analizom molekularnih markera (alozimski lokusi i COI
mtDNK).

Razlike u obliku krila konspecifi¢kih populacija su analizirane i kod drugih vrsta
osolikih muva. Na primer, diferencijacija konspecifickih populacija postoji kod vrsta grupa
Merodon ruficornis (Francuski i sar., 2009a), M. aureus grupe (M. aureus A i M. aureus C;
Francuski i sar., 2011a), Cheilosia melanura (Ludoski, 2008), vrste C. variabilis (Francuski i sar.,
2009b), C. canicularis (Ludoski i sar., 2008) i vrste C. longula (Milankov i sar., 2010a). Kod vrste
M. funestus detektovane su jasne intraspecijske razlike u obliku krila ukazujuéi da se
divergentne populacije ovog taksona verovatno nalaze u pocetnoj fazi specijacije (Francuski i
sar., 2011a). Analizom varijabli oblika muzjaka Sirokorasprostranjene vrste sirfide Cheilosia
urbana nije zabeleZena diskriminacija alopatrickih populacija sa podrucja Balkana. Nasuprot
muZzjacima, komparacijom oblika krila Zenki ove vrste, uoceno je nepotpuno izdvajanje
jedinki sa Fruske gore (Ludoski, 2008). Komparativhom analizom oblika krila 11
konspecifickih populacija vrste C. vernalis detektovane su statisticki znacajne razlike i
izdvojene populacije sa Fruske gore i iz Morinja (Ludoski, 2008). Velika interpopulaciona
varijabilost morfoloskih karaktera (karakteri glave, raspored i boja dlaka na telu, izgled
kutikule) i izrazen sezonski dimorfizam ukazuju na moguénost da vrsta C. vernalis
predstavlja kompleks kripti¢nih vrsta (Speight i Lucas, 1992, Vuji¢, 1992), dok je analizom
molekularnih markera (alozimi, mtDNK) detektovana prostorna i vremenska varijabilnost
(Milankov i sar., 2002a; Stahls i sar., 2008) otkrivajuci sloZenu populacionu strukturu vrste.

Poznato je da su u redu Diptera aerodinamicke performanse letenja i stvaranje zvuka
i specijes-specifi¢nih signala za prepoznavanje i komunikaciju jedinki iste vrste direktno
uslovljeni oblikom krila (Birdsall i sar., 2000). Poslednjih godina brojna istrazivanja su bila
sprovedena u cilju razumevanja geneticke osnove oblika krila (npr. Weber i sar., 1999; 2001;
Birdsall i sar., 2000; Dworkin i Gibson, 2006; Carreira i sar., 2011). Danas je poznato da je
geneticka arhitektura oblika krila veoma sloZena, odnosno, da veci broj gena sa malim,
aditivnim efektom determiniSe oblik krila, te da je poligenska osnova ovog parametra
relativno nezavisna od geneticke osnove parametra velicine krila (Carreira i sar., 2011) Osim
toga, smatra se da geni koji reguliSsu oblik krila ispoljavaju plejotropno dejstvo i u
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epistatickim su interakcijama sa genima koji determiniSu razvice vena na krilima (Bitner-
Mathé i Klaczko, 1999; Birdsall i sar., 2000). Takode, utvrdeno je i da je, za razliku od velicine
krila, oblik krila umereno do visoko heritabilan karakter (Birdsall i sar., 2000; Gilchrist i
Partridge, 2001).

5.4.3. Nepodudarnost u varijabilnosti COI mtDNK, alozimskih
jedarnih lokusa i fenotipskih karaktera

UPGMA fenogrami konstruisani na osnovu parametara oblika krila omogucili su
sagledavanje feneticke divergencije konspecifickih populacija vrste E. tenax. Medutim,
fenogram dobijen analizom muZjaka je imao razli¢itu topologiju od fenograma
konstruisanog na osnovu parametara oblika krila Zenki. Tako se, na primer, najveca sli¢nost
uocava izmedu Zenki populacija iz Slovenije i Austrije i dve crnogorske populacije Orijen i
Lovcen, dok su na fenogramu muZzjaka feneticki najblizi parovi populacija Tel¢/Orijen i
Tjentiste/Orijen. Neusaglasenost fenetickih odnosa se potvrduje i poredenjem feneticki
najudaljenijih parova populacija, gde se najmanjom slicnos¢u u uzorku Zenki izdvajaju
parovi Kahapoal/Kios i Sasko jezero/Andros, dok su kod muZjaka feneti¢ki najudaljenije
jedinke poreklom iz Alikantea (Spanija) i centralne Finske. Razlika u topologiji fenograma
moze ukazati na postojanje diferencijalnih selekcionih pritisaka na polove ove vrste. Naime,
smatra se da su razlike u obliku krila izmedu polova indukovane razlikama izmedu muzjaka
i Zenki u reproduktivnim ulogama jer su aerodinamicne performanse i pesma prilikom
udvaranja kod Diptera verovatno pod uticajem oblika krila (Birdsall i sar., 2000). Moguci
uzrok nepodudarnosti fenograma moZemo traZiti i u malom broju uzorkovanih jedinki kako
zenskog (Kahapoal 2; Ural 5; Ozren 5; Alokoj 4), tako i muskog pola (Kahapoal 4; Ural 5;
Centralna Finska 3, Negotino 3).

Feneticki odnosi prikazani fenogramima nisu u saglasnosti sa odnosima datih
uzoraka na dendrogramima konstruisanim na osnovu ucestalosti alela alozimskih lokusa. U
radu je odsustvo geneticke diferencijacije (I = 1,000, D = 0,000) registrovano izmedu 20
parova konspecifickih populacija, medu kojima nisu i feneticki najsliniji parovi.
Dendrogrami koji su konstruisani na osnovu vrednosti izracunatih koeficijenata geneticke
bliskosti i udaljenosti, pokazuju da posebne klastere formiraju geografski udaljene populacije
sa najmanjim vrednostima parametara medupopulacione diferencijacije. U skladu sa
navedenim razlikama o fenetickoj i genetickoj slicnosti nije utvrdena podudarnost u
topologiji dobijenih fenograma i dendrograma.

Dendrogrami genetickih odnosa konstruisani na osnovu koeficijenta geneticke
bliskosti i udaljenosti nisu u saglasnosti ni sa kladogramom dobijenim na osnovu COI
mtDNK. Kladogram oslikava mali intraspecijski diverzitet na nivou sekvenci mtDNK i
ukazuje na gotovo potpuni izostanak geneticke razliéitosti izmedu uzoraka vrste E. tenax
poreklom iz geografski udaljenih podruéja. Navedeni rezultati ukazuju na odsustvo
korelacije izmedu stopa evolucionih promena ovih markera. Klju¢na osobina u izboru
odgovarajuceg markera je stopa supstitucija (Lunt i sar., 1996), a zbog osobine kojom teZi da
se menja brze nego jedarni geni, mtDNK je informativna u proucavanju odnosa taksona na
nivou roda i vrste (Avise i sar., 1987, Avise, 1994; Freeman i Herron, 1998), ali i
konspecifickih populacija (Ballard i Whitlock, 2004). Brza evolucija sekvenci mtDNK moze se
objasniti visokom stopom mutacija, oslabljenom selektivnom kontrolom ili ogranicenjima
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mehanizma za reparaciju (Rand, 2001). Nasuprot navedenom, dobijeni rezultati otvaraju
pitanja o mogudéim mehanizmima koji sprecavaju nastanak ili eliminiSu varijabilnost na
nivou COI mtDNK vrste E. tenax. Gotovo odsustvo varijabilnosti mtDNK diverziteta moze
ukazati na proces fiksacije haplotipa koji povecava adaptivnu vrednost (selective sweep) ili
uklanjanje haplotipova niZe adaptivne vrednosti delovanjem pozadinske selekcije
(background selection) (Ballard i Whitlock, 2004). Izrazito mali divezitet mtDNK zabeleZen u
ovom radu moZe biti odraz i delovanja stabilizacione selekcije ili male efektivne veli¢ine
predacke populacije (Hedrick i sar., 2006) i ukazuje da markeri od momenta specijacije mogu
nezavisno da evoluiraju (Omland, 1997; Bromham i sar., 2002; Moraes i sar., 2004). Stoga je u
ciju boljeg razumevanja prostorne distribucije genetickog diverziteta vrste E. tenax
neophodno u buduéim analizama obuhvatiti dodatne markere jedarne i mitohondrijalne
DNK. Pored toga, prisustvo gram negativne, intracelularne bakterije Wolbachia mozZe biti
vazan aspekt u sagledavanju geneticke strukture populacija u kojima je prisutna. Ova a-
proteobakterija se nasleduje materinski, a efekti njenog prisustva na domacdina su raznovrsni
i, izmedu ostalog, uklju¢uju promene u repoduktivnoj biologiji domacina (npr. Hurst, 1991;
Jiggins i sar., 2000). Bakterijski sojevi Wolbachia mogu favorizovati odredene mtDNK
haplotipove sa kojima se zajedno materinski nasleduju, smanjiti geneti¢ku varijabilnost, ili
dati pogresnu sliku o interakciji mitohondrijalnih i jedarnih gena (npr. Ballard i sar., 1996;
Ballard, 2000). Zbog toga je ispitivanje prisustva Wolbachia bakterija u populacijama vrste E.
tenax neophodno u cilju potpunog i preciznog sagledavanja genetickog diverziteta ovog
taksona. U molekularnim analizama od izuzetnog znacaja je poredenje nivoa intraspecijske
varijabilnosti blisko srodnih vrsta (npr. Ballard i Whitlock, 2004), ali podaci o drugim
vrstama roda Eristalis do sada nisu publikovani. Medutim, poredenjem varijabilnosti COI
mtDNK vrsta roda Merodon, utvrdeno je da ne postoji pravilnost i opsti princip koji bi se
primenio za sve taksone ovog roda osolikih muva. Naime, sekvenciranjem 3’ kraja gena COI
mtDNK uocena je velika intra- i interspecijska varijabilnost taksona M. avidus kompleksa
(Milankov i sar, 2009). U prilog izuzetno velikog diverziteta registrovanog upotrebom ovog
markera, govori i podatak da je analizom 24 jedinke jedne populacije M. avidus A sa ostrva
Lesvos (Gréka) registrovano cak 22 razliéita haplotipa (Milankov, V., nepublikovani podaci).
Nasuprot navedenom, kripticne vrste M. aureus kompeksa se medusobno gotovo i ne
razlikuju u stopi promene COI mtDNK (Milankov i sar., 2008a). Slicno, cetiri vrste M.
ruficornis grupe (M. ruficornis, M. auripes, M. armipes i M. loewi) pokazuju ujednacen nivo
intraspecijske varijabilnosti COI mtDNK (0,4%), dok je za petu vrstu ove grupe (M.
trebevicensis) zabeleZena razlika u nukleotidnom sastavu haplotipova oko 3% (Milankov i
sar., 2008c).

Svi podaci ukazuju da se stopa promena razli¢itih gena i grupe gena koji kodiraju
morfoloske karaktere (ukljucujuce parametre krila) razlikuje u ovoj Siroko rasprostranjenoj
vrsti. Nasuprot tome, podaci u slucaju drugih vrsta osolikih muva ukazuju na saglasnost
fenetickih odnosa i dendrograma dobijenih analizom alozimskih lokusa i COI mtDNK. Na
primer, upotrebom veli¢inskih komponenti krila vrsta Merodon aureus grupe dobijen je
fenogram odnosa taksona koji je saglasan sa dendrogramima dobijenim na osnovu
alozimskih i mtDNK podataka (Francuski i sar., 2011a). Metoda konstruisanja fenograma na
osnovu varijabilnosti oblika krila se takode pokazala kao dobar nacin diskriminacije vrsta
Chelosia canicularis grupe, Sto je potvrdeno molekularnim analizama (Ludoski i sar., 2008).
Pored toga, kod vecine analiziranih grupa roda Cheilosia, osim kod grupa C. laticornis i C.
albitrasis, uocena je podudarnost izmedu filogenetskog stabla i fenograma, sto ukazuje da
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morfologija krila moze biti od filogenetskog znacaja za date taksone (Ludoski, 2008).
UsaglaSenost izmedu fenograma, dendrograma genetickih odnosa dobijenih analizom
alozimskih lokusa i kladograma konstruisanih na osnovu COI mtDNK ukazujuje na
povezanost u stepenu fenotipske i molekularne evolucije osolikih muva i sugeriSe da postoji
veza izmedu stepena fenotipske evolucije i genetickih promena (Ludoski, 2008; Ludoski i
sar., 2008).

Literaturni podaci o migraciji vrste E. tenax su bazirani na observacijama u prirodi
(Shannon, 1926; Aubert i de Tifenau, 1981; Aubert i sar., 1969) i u saglasnosti su sa
rezultatima ovog rada. Tako su, do sada, zabeleZena kretanja jedinki ove vrste u grupama sa
jedinkama vrste E. similis koje su, pretpostavlja se, presle Severno more i doletele u Norvesku
(Nielsen, 2009). Iako migratorna kretanja mogu biti ogranicena postojanjem fizickih barijera
kao Sto su planine i mora, podaci govore da jedinke vrste E. tenax uspesno prevazilaze i
barijere poput Svajcarskih Alpa (Aubert, 1962). Migratorne jedinke osolikih muva su
zabelezene u velikom broju i u priobalnim podrudjima, gde migranti sle¢u i odmaraju se
nakon preletanja vodenih povrsina (Owen, 1956; Sutton, 1969). Takode, podaci govore da
zenke vecéih dimenzija prelaze vede distance prilikom migracije, u odnosu na Zenke osolikih
muva manjih dimenzija (Roff, 1977). Rezultati o malom stepenu diferencijacije alopatrickih
populacija vrste E. tenax su u saglasnosti sa podacima dobijenim za druge Cceste,
Sirokorasprostranjene, migratorne vrste sirfida, poput vrste Episyrphus balteatus. Naime,
analizom jedarnih i molekularnih markera utvrden je mali stepen geneticke diferencijacije
izmedu evropskih uzoraka ovog taksona. Pored toga, rezultati su ukazali da izmedu
konspecifickih populacija postoji dovoljno visoka stopa migracija koja je homogenizovala
populacije vrste E. balteatus u jednu panmikti¢nu jedinicu na podruéju Evrope (Hondelmann
i sar., 2005). Nizak nivo intraspecijske geneticke diferencijacije registrovan je i kod drugih
insekatskih vrsta koje odlikuje izrazena disperzivna mogucnost i sposobnost migracija. Na
primer, niske vrednosti geneticke diferencijacije su utvrdene izmedu konspecifickih
populacija leptira Danaus plexippus (Brower i Boyce, 1991), muve Stomoxys calcitrans
(Szalanski, 1995), vilinog konjica Anax junius (Freeland i sar., 2003) i afide Sitobion avenae
(Llewellyn i sar., 2003). Navedeni podaci ukazuju da rezultati prezentovani u ovom radu
nisu neuobicajeni za klasu insekata. Ipak, i dalje ostaju otvorena pitanja o razlozima i
ucestalosti migracija sirfida u Evropi, ali se pretpostavlja da variranja meteoroloskih uslova i
dostupnosti hrane za larve i adulte predstavljaju moguce uzroke migratornih kretanja
(Hondelmann i sar., 2005). Da li su dobijeni rezultati o niskom stepenu geneticke i fenotipske
diferencijacije populacija vrste E. tenax posledica intenzivnog protoka gena, ili su i drugi
¢inioci odgovorni za to, svakako treba utvrditi dodatnim istrazivanjima.

5.4.4. Fenotipska diferencijacija u karakterima abdomena
populacija vrste Eristalis tenax duz geografskog gradijenta Evrope

Intraspecijska geografska varijabilnost kao Siroko zastupljen fenomen u prirodi je
odraz njihove istorije, delovanja evolucionih mehanizama i adaptacije jedinki na heterogene
abioticke i bioticke faktore stanista (Ricklefs i Miles, 1994). Prostorna varijabilnost predstavlja
genotipske i fenotipske razlike izmedu konspecifickih populacija, a specifican vid prostorne
varijabilnosti predstavljaju kline. Kline ili gradijent karakteristika nastaje ako duz jednog
geografskog transekta postoji gradijent vrednosti u ucestalosti alela ili pojedinih fenotipskih
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karakteristika (Huxley, 1939). Pored toga, fenotipska varijabilnost organizama povezana sa
sredinskim faktorima, kao $to su nadmorska visina, temperatura i geografska Sirina,
objasnjava se biogeografskim pravilima pri ¢emu, nezavisno od vrste i uzrasne kategorije
ispitivane grupe, varijabilnost karaktera pokazuje klinalni raspored.

Posto vecina faktora abioticke sredine varira sa geografskom udaljenoséu, za
ocekivati je da ¢e procesom adaptacije nastati i gradualna promena ucestalosti pojedinih
karaktera. Tako su uocene geografske kline u velicini krila kod brojnih Zivotinjskih vrsta, a
narocito kod vrsta roda Drosophila (npr. Santos i sar., 2004). Geografska klina velic¢ine krila je
obicno uskladena sa trendom povecanja zadnjih nogu, glave ili celog tela jedinki koje zive na
stanisStima sa nizom temperaturom (Dujardin i sar., 1999; Griffiths i sar., 2005; Andersen i
sar., 2005), Sto je povezano sa viSim fekunditetom u oblastima sa kra¢om reproduktivhom
sezonom (Haas i Tolley, 1998). U takvim uslovima insekti ve¢ih dimenzija imaju vecu
verovatnocu prezivljavanja, tj. imaju vecu adaptivnu vrednost (Gilchrist i Partrige, 2001). Na
primer, kod vrste Eristalis arbustorum je utvrdeno variranje u velicini krila koje je u korelaciji
sa temperaturnim fluktacijama na kojima se odvija razvice. Tako su krila jedinki iz hladnijih
predela bila uza u odnosu na $ira i kraca krila jedinki iz toplijih krajeva (Ottenheim i Volmer,
1999). Utvrdena je i korelacija izmedu velicine krila i obojenosti abdomena, u smislu da se na
niskim temperaturama razvijaju duZa krila, a abdomen je tamniji (Ottenheim i Volmer, 1999).
Ovo je podstaklo studije o variranju obojenosti abdomena osolikih muva po tipu kline. Na
primer, Ottenheim i saradnici (1998) su uzorkovali jedinke vrste E. arbustorum duz
geografskog gradijenta Holandije, gde su utvrdena izrazena variranja u prosecnoj dnevnoj i
maksimalnoj dnevnoj temperaturi od juga ka severu zemlje. Medutim, klinalna varijabilnost
obojenosti abdomena nije registrovana. Ipak, treba naglasiti da geografsku raspodelu
odreduje istovremeno delovanje veceg broja evolucionih mehanizama (npr. protok gena i
prirodna selekcija) tako da temperatura nije jedini faktor koji determiniSe varijabilnost ove
karaktristike. Pretpostavlja se da bi transektom duz veceg geografskog podudja se dobio bolji
uvid u uzroke koji uslovljavaju prostornu distribuciju fenotipskog diverziteta (Ottenheim i
sar., 1998).

U radu je analizirana varijabilnost u veli¢ini, obliku i obojenosti Sara na tergitima 2 i 3
abdomena jedinki vrste E. tenax uzorkovanih duz geografskog gradijenta Evrope, pocevsi od
severnoevropskog uzorka iz centralne Finske, preko Nemacke (Berlin) i évajcarske (Bazel),
do Balkanskog poluostrva (Srbija sa slede¢im lokalitetima: Ludosko jezero, Obedske bara,
Bratinac i Derdapska klisura). Pretpostavlja se da su jedinke najverovatnije predstavnici iste
generacije (uzorkovanje je izvrSeno tokom dva meseca 2010. godine). Analizom jedinki
zenskog pola, nisu utvrdene jasne razlike izmedu konspecifickih populacija u obojenosti
abdomena. Zuti morfovi Al i A4 na tergitu 2 bili su najzastupljeniji u svim populacijama,
dok je po jedna jedinka iz centralne Finske, Bazela (Svajcarska), Ludoskog jezera (Stbija) i
Obedske bare (Srbija) imala narandzasti morf A5. U analizi tergita 3 zapaZeno je da je
dominantni morf u svim populacijama bio crno obojeni morf B7. Pored dominantnog
fenotipa A1B7 u svim uzorcima, fenotipovi A4B1 i A4B7 su takode bili cesti u svim
populacijama.

Slicno Zenkama, i kod muZjaka je utvrdeno prisustvo zajednickih dominantnih
morfova na tergitima 2 i 3. Tako je utvrdeno da je morf A2 na tergitu 2 najceSce zastupljen
morf u svim populacijama, izuzev centralne Finske. U analizi tergita 3 zapaZeno je da je morf
B5 bio prisutan iskljucivo kod jedinki iz Bazela (Svajcarska), za razliku od najéeséeg B2 morfa
prisutnog u svim uzorcima. Najveda varijabilnost iskazana preko broja fenotipova je uocena
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kod muZjaka iz Svajcarske (11 fenotipova) i iz Derdapske klisure (sedam fenotipova), dok je
mali uzorak od svega tri muzjaka verovatno uticao na to da u populaciji iz Finske budu
zastupljena samo tri fenotipa. Zuti fenotipovi A2B2 i A2B3 su bili najzastupljeniji u svim
uzorcima. Populacija iz Svajcarske se izdvojila prisustvom jedinstvenih fenotipova A2B5,
A2B6, A6B5 i A8B7, dok je kod muZzjaka sakupljenih u Nemackoj (A8B6) i Srbiji na lokalitetu
Derdapska klisura (A6B7) registrovan po jedan jedinstveni fenotip.

Iako dobijeni rezultati ukazuju na postojanje geografske varijabilnosti u obojenosti
abdomena, dominantni morfovi i fenotipovi bili su prisutni ravhomerno u svim uzorcima.
Kako se distribucija dominantnih morfova i fenotipova ne menja i ne postoji trend u
rasporedu tamnih i svetlih fenotipova duz geografskog gradijenta Evrope, varijabilnost po
tipu kline nije registrovana. Razlog tome moZe biti visok protok gena (migracije i disperzije)
izmedu konspecifickih populacija koji homogenizuje fenotipske razlike. Poznato je da je E.
tenax migratorna vrsta (Aubert i Goeldin de Tifenau, 1981), te izostanak razlika u obojenosti
abdomena jedinki iz geografski udaljenih oblasti verovatno reflektuje postojanje migratornih
kretanja ove vrste.

PronalaZenje odgovora kako i zaSto odredene fenotipske karakteristike variraju
zahteva razumevanje naslednih i sredinskih faktora koji formiraju fenotip. Postojeca
literatura ukazuje da boja oznaka abdomena zavisi od temperature na kojoj se razvijaju larve.
Utvrdeno je da temperatura utiCe na fizioloske procese tokom stadijuma larve koji
determiniSu koli¢inu Zute boje na abdomenu (Ottenheim i sar., 1996). Pored uticaja
temperatrure, starost i genotip takode deluju na obojenost abdomena. Ranije objavljene
studije vrste E. tenax bavile su se interakcijom izmedu geneticke varijabilnosti i abdominalne
obojenosti. Identifikovan je glavni Ap (abdominal pattern) lokus, sa alelima za svetle i tamne
modele, a procene heritabilnosti ukazale su na uticaj dodatnih gena u determinaciji boje
abdomena (Heal, 1979). Pored toga, promene ucestalosti abdominalnih fenotipova povezane
sa staros$cu jedinki takode su registrovane kod vrste E. tenax, sa tamnim Sarama koje su
postajale svetlije i obrnuto, potamljivanje svetlih mrlja adultnih jedinki koje je verovatno
rezultat sekundarne melanizacije kutikule (Heal, 1989).

5.5. POLNI DIMORFIZAM VRSTE ERISTALIS TENAX

Polni dimorfizam je jedan od najinteresantnijih vidova fenotipske varijabilnosti. Kod
velikog broja insekatskih vrsta Zenke imaju vece telo u odnosu na muzjake, ¢ak kod 72 - 85%
vrsta u okviru svakog reda. U redu Diptera Zenke 86% vrsta imaju vec¢e dimenzije tela od
muzjaka (Stillwell i sar., 2010), medu kojima je i 75% analiziranih vrsta familije Syrphidae
(Gilbert, 1985). Razumevanje evolucije polnih razlika i fenotipske plasti¢nosti u odnosu na
rast i razvice izuzetno je vaZno za objasnjenje zapaZene varijabilnosti u vidu polnog
dimorfizma u veli¢ini tela (Fairbairn, 2005; Teder i Tammaru, 2005), a u nasem slucaju i u
velicini krila. Poznato je da na skoro sve bihevioralne, fizioloske, morfoloske i razvojne
karakteristike uticu sredinski uslovi pri kojima se ove osobine ispoljavaju (Blanckenhorn,
2009). Iako je plasti¢nost ¢esto neadaptivna, kao u slucaju kada nedostatak hrane ogranic¢ava
razvoj (De Jong, 2005; Van Kleunen i Fischer, 2005; Ghalambor i sar., 2007), plasticnost u
karakteristikama rasta kod ranih stadijuma razvica jedinke (veli¢ina tela, brzina rasta i
razvojno vreme) je verovatno adaptivna (Nylin i Gotthard, 1998). Posto je adaptivna
plasticnost oblikovana prirodnom selekcijom koja deluje na genotipove sa razli¢itom
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reakcionom normom (Gotthard i Nylin, 1995), selekcija u razlicitim sredinama je verovatno
znacdajna u oblikovanju fenotipskog diverziteta koji je analiziran i u nasem radu. Stoga,
moguce je da postoji selekcija koja je odgovorna za razvoj strukture krila, a koja odgovara
datim abiotickim uslovima. VaZzno je naglasiti da muZjaci i Zenke reaguju razlic¢ito na
promene u spoljasnjoj sredini i da interakcije izmedu sredinskih varijabli imaju razliciti uticaj
na njih, Sto utice i na obrasce formiranja polnog dimorfizma (De Block i Stoks, 2003).

U ovom radu, statisticki znacajan polni dimorfizam u velicini krila je utvrden kod
vrste E. tenax. Utvrdeno je da su Zenke u proseku imale veca krila od muzjaka. Polni
dimorfizam u korist Zenki je registrovan i u veli¢ini krila jedinki vrste Merodon avidus grupe
(Milankov i sar., 2009), kao i kod vrsta Eristalis arbustorum (Stojanovi¢, 2010), Cheilosia
canicularis, C. orthotricha, C. nigripes, C. lenis i C. rhynchops (Ludoski, 2008). Za razliku od
navedenih taksona, veca krila muZjaka u odnosu na Zenke registrovana su kod vrsta Cheilosia
vicina, C. himantopus, kao i vrsta grupa C. urbana, C. laticornis, C. proxima i blisko srodnih
vrsta C. soror i C. scutellata (Ludoski, 2008). Vece dimenzije krila muzjaka karakteristicne su
za sve vrste grupa C. albitarsis i C. impressa (Ludoski, 2008).

Brojne su pretpostavke koje objasnjavaju postojanje i evoluciju polnog dimorfizma
kod insekata (npr. Fairbairn, 1997; Esperk i sar., 2007). NajceSc¢e zastupljene su hipoteze
bazirane na mehanizmima seksualne selekcije, interseksualne kompeticije za hranu i razlicite
uloge polova u reprodukciji (Hedrick i Temeles, 1989). ViSestruki selekcioni pritisci, kao Sto
su geneticka korelacija izmedu polova, efekat alometrije na polni dimorfizam, polne razlike
u koriS¢enju staniSta i ponasanje mogu uzrokovati dimorfizam putem seksualne selekcije. Na
primer, krupniji muzjaci imaju veéu adaptivhu vrednost od manjih muzjaka usled
kompeticije za osvajanje zZenke (Raihani i sar., 2006) i to mozZe biti prednost za muzjake
poliginih vrsta (Owens i Hartley, 1998). Jacina selekcionog pritiska na velic¢inu tela zavisi i od
toga da li se kompeticija deSava u vazduhu ili na zemlji. Ako se muzjaci bore u vazduhu
onda ce selekcija favorizovati manje dimenzije tela (Blomgist i sar., 1997; Serrano-Meneses i
Székeli, 2006). Takode, na stepen i pravac polnog dimorfizma moze da utice i teritorijalnost.
Zivotinje koje ispoljavaju teritorijalno ponasanje su obi¢no vecéih dimenzija jer im ona daje
prednost u borbi za Zenku i teritoriju, dok su jedinke manjih dimenzija pokretljivije i
efikasnije prate Zenke Sto je velika prednost za neteritorijalne zivotinje (Marden i Cobb, 2004;
Contreras-Garduno i sar., 2006).

Sa druge strane, selekcija u korist povecanja fekunditeta, takode, predstavlja jedan od
glavnih (pored seksualne selekcije) oblika selekcije koja favorizuje vece telesne dimenzije kod
insekata (Isaac, 2005; Stillwell i sar., 2010). Stoga krupnije Zenke imaju veci reproduktivni
uspeh jer imaju i vedi kapacitet za produkovanje jajnih celija, i/ili muzjaci preferiraju krupnije
7enke (Sandercock, 1998; Serrano-Meneses i sar., 2007). Zenke ispoljavaju veéu zavisnost od
uslova spoljasnje sredine, te je velicina tela Zenki u direktnoj korelaciji sa kolicinom dostupne
hrane i drugim faktorima spoljasnje sredine (Teder i Tammaru, 2005). Smatra se da je
selekcija u korist povecanja fekunditeta pokretacki mehanizam koji favorizuje vece dimenzije
tela Zenki kod insekata (Honek, 1993), dok seksualna selekcija posredovana teritorijalnosé¢u
favorizuje vec¢e muzjake kod, na primer, reda Odonata (Serrano-Meneses i sar., 2008).

Osim navedenog, kompeticija za hranu izmedu polova moZe biti jedan od razloga
pojave dimorfizma. Razlic¢ito koriS¢enje ekoloskih niSa moZe imati za rezultat smanjenje
kompeticije izmedu polova i usloviti pomeranje njihovih veli¢ina u razli¢ite optimume
(Hedrick i Temeles, 1989; Thom i sar., 2004). Niska heritabilnost velicine krila ukazuje na
mali udeo geneticke komponente u celokupnoj fenotipskoj varijansi, odnosno znacajan uticaj
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faktora spoljasnje sredine koji se ispoljava delovanjem direkcione selekcije (Bitner-Mathé i
Klaczko, 1999). Neke varijacije mogu imati geneticku osnovu i biti posledica prirodne
selekcije ili stohastic¢kih procesa (npr. geneticki drift) i Cesto je teSko definisati razliku izmedu
fenotipske plasti¢nosti kao odgovora na sredinske i ekoloSske promene i evolutivnog
odgovora na promene u klimi (Stillwell i sar., 2010).

Pored razlika u velicini, u radu su utvrdene i polne razlike u obliku krila kod vrste E.
tenax. Kanonickom analizom w matriksa dobijen je klasifikacioni matriks koji ukazuje da je
procenat korektne klasifikacije za Zenke iznosio 91,2%, a za muzjake 87,6%. Za sve
analizirane jedinke, procenat korektne klasifikacije iznosio je 89,4%, Sto odstupa od vecine
analiziranih taksona familije Syrphidae. Naime, koeficijent korektne klasifikacije od 99 do
100% je utvrden za oba pola kod vrsta Eristalis arbustorum (Stojanovi¢, 2010), Sphegina
sublatifrons, Melanogaster nuda i Orthonevra montana (Francuski,Lj., Ludoski, J., Novkovi¢, B.,
Vuji¢, A., Milankov, V., nepublikovani podaci). Koeficijent korektne klasifikacije od 100%
uslovile su i jasne interseksualne razlike u obliku krila vrsta iz rodova Cheilosia (Ludoski,
2008) i Merodon (Francuski, Lj., nepublikovani podaci). Mreze deformacija dobijene
regresionom metodom ukazuju da se polovi medusobno razlikuju u polozaju i relativnoj
udaljenosti tacaka 2, 8,13 i 14, odnosno da se muZjaci karakteriSu uzim i izduZenim krilima,
dok su kod Zenki krila Sira i krac¢a. Ovakav obrazac u polnom dimorfizmu se zapaza i kod
drugih vrsta sirfida (Ludoski, 2008; Ludoski i sar, 2008; Milankov i sar., 2010a, 2010b;
Francuski i sar., 2011a), a utvrdene razlike u obliku krila su mogudi primer postojanja
diferencijalnih selekcionih pritisaka na polove ove insekatske grupe. Smatra se da su razlike
u obliku krila izmedu polova indukovane razlikama izmedu muzjaka i Zenki u
reproduktivnim ulogama jer su aerodinamic¢ne performanse i pesma prilikom udvaranja kod
Diptera verovatno pod uticajem oblika krila (Birdsall i sar., 2000). Kao $to je zapaZeno kod
drugih vrsta dvokrilaca (Bonduriansky, 2006; Lyra i sar., 2010), razlike u nacinu sakupljanja
polena i ponasanju, reproduktivne aktivnosti i sposobnost pri letenju takode mogu uticati na
dimorfizam u obliku krila koji je uocen i kod vrste E. tenax.

Osim u parametrima krila, polni dimorfizam je utvrden i u obojenosti abdomena
vrste E. tenax. Polni dimorfizam je uocljiv na oba tergita, ali je izraZeniji na tergitu 3 gde
muzjaci obicno poseduju Zuckasti pigment, a kod zenki on odsustvuje, Sto potvrduje
postojanje diferencijalne bimodalne distribucije u obojenosti abdomena u prirodnim
populacijama vrste E. tenax (Heal, 1982). Ispitivani muzjaci, generalno, imaju svetlije
abdomene od Zenki, dok Zenke imaju crn tergit 3 sa parom polukruznih mrlja na tergitu 2.
Morf Al na tergitu 2 je prisutan iskljucivo kod jedinki Zenskog pola, dok su morfovi B3 i B4
na tergitu 3 registrovani isklju¢ivo kod jedinki muskog pola. Kombinovanjem fenotipskih
varijanti tergita 2 i 3 dobijeno je 28 fenotipova, a samo deset fenotipova je registrovano kod
oba pola. Cak 21 fenotip je zabeleZen kod muZjaka, dok je na abdomenu Zenki bilo prisutno
17 fenotipova. Tamnije Zenke se Cesto mogu nadi u okviru Eristalis roda (Holloway, 1993;
Ottenhaim i sar., 1996), kao i kod drugih vrsta sirfida (Holloway i sar., 1997; Marriot i
Holloway, 1998). Ovo se moze objasniti ¢injenicom da se fenotipski preduslovi za
termoregulaciju i zastitu od predatora razlikuju kod muzjaka i Zenki (Heal, 1981; Ottenheim i
sar., 1996).
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U radu je sagledavanje ukupnog genetickog i fenotipskog diverziteta i evolucionog
potencijala vrste E. tenax izvrSeno analizom jedinki poreklom sa 42 podrudja Evrope,
Australije, Severne i Juzne Amerike i laboratorijske kolonije iz Spanije. Analiza intraspecijske
varijabilnosti vrste E. tenax izvrSena je kvantifikovanjem varijacija u veliéini i obliku krila
1653 jedinke i obojenosti abdomena 936 jedinki. Analiza genetickog diverziteta na nivou
polimorfizma nukleotidnih sekvenci mtDNK je izvrSena kod 58 jedinki, dok je analiza
alozimske varijabilnosti obuhvatila 821 jedinku prirodnih populacija i laboratorijske kolonije
vrste E. tenax. Dobijeni su slededi zakljucci:

I Inbriding efekat na fenotipsku varijabilnost vrste E. tenax iz Spanije je kvantifikovan
analizom jedinki dve prirodne populacije (Alkoj i Agost), “izvorisne” populacije od
koje poticu jedinke osnivaci laboratorijske kolonije, i jedinki cetvrte (F4) i osme (F8)
generacije laboratorijske kolonije.

1. Zabelezeno je smanjenje genetickog diverziteta unutar kolonije usled ukrstanja u
srodstvu i delovanja genetickog drifta.
2. Kod oba pola je utvrdeno da inbred F4 jedinke imaju u proseku manja krila u odnosu

na jedinke prirodnih populacija, Sto je verovatno posledica ukrStanja u srodstvu.
Centroidna veli¢ina krila jedinki F8 je dostigla vrednost pre inbridinga $to ukazuje na
oporavak kolonije u osmoj generaciji (iako se nivo inbridinga povecao) i da inbred
kolonije vrste E. tenax mogu “povratiti” nekadasnje vrednosti velic¢ine krila. Kod oba
pola uocena je jasna fenotipska diferencijacija izmedu jedinki kolonije i prirodnih
populacija uz odsustvo diferencijacije izmedu prirodnih populacija na osnovu oblika
krila.

3. Rezultati ukazaju da inbriding i stohasticki procesi uticu na redukciju genetickog
diverziteta i da “oslobadaju” skrivenu geneticku varijabilnost koja je povezana sa
fenotipskom diferencijacijom.

IT Vremenska distribucija fenotipskog diverziteta vrste E. tenax je kvantifikovana analizom
jedinki Cetiri alohrona uzorka (Maj, Jul, Avgust i Septembar) poreklom sa lokaliteta
Venac, Fruska gora sakupljenih u periodu od maja do septembra 2009. godine.
Utvrdeno je da:

1. Sezonske fluktuacije nisu uticale na distribuciju dominantnih abdominalnih morfova
i fenotipova.

2. Krila jedinki uzorkovanih u razlié¢itim mesecima kod oba pola bila su sli¢ne veliéine,
ali su kod oba pola registrovane statisticki znacajne razlike u obliku krila alohronih
uzoraka.

3. Parametri geneticke strukture uzoraka sakupljenih na FruSkoj gori su varirali u

veoma uskom opsegu, te se moze pretpostaviti da zabeleZene geneticke razlike ne
uticu na razlike u adaptivnoj vrednosti alohronih uzoraka vrste E. tenax.

III Analizom 210 jedinki je utvrdeno odsustvo prostorne substruktuiranosti fenotipskog i
genetickog diverziteta vrste E. tenax sa planine Durmitor.

1. Izmedu osam durmitorskih uzoraka nisu utvrdene razlike u obojenosti abdomena i
velicini krila kod oba pola, dok su razlike u obliku krila registrovane izmedu Zenki.
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2.

Mali stepen geneticke diferencijacije izmedu durmitorskih uzoraka vrste E. fenax
ukazuje da su lokalne populacije najverovatnije medusobno povezane intenzivnim
protokom gena koji usaglasava lokalne ucestalosti alela.

Rezultati ukazuju na velike disperzivne mogucnosti i sposobnost migracija vrste E.
tenax, Sto se moze pozitivno odraziti na transfer polena izmedu izolovanih populacija
biljnih vrsta na podrudju Durmitora, narocito biljnih zajednica na nadmorskoj visini
iznad 2000m, kao $to su vrhovi Veliki Stuoc, Savin Kuk, Prutas i drugi.

IV U cilju sagledavanja prostorne distribucije molekularnog diverziteta, kao i odredivanja

stepena geneticke diferencijacije izmedu konspecifickih populacija izvrSena je analiza
31 evropske populacije vrste E. tenax.

Od 18 analiziranih lokusa, varijabilnost je registrovana u lokusima Ao, Est-2, Est-4,
Got i Me. Utvrdeni nivo geneticke varijabilnosti populacija slican je vrednostima
zabeleZenim za populacije drugih Siroko rasprostranjenih sirfida, te se moze smatrati
da vrsta E. tenax ima visok evolucioni potencijal za adaptacije na sredinske promene.
Izmedu genetickih parametara analiziranih populacija utvrdene su relativno
ujednacene vrednosti, te se moze pretpostaviti da postoji visoka stopa protok gena
koji eliminiSe razlike izmedu alopatrickih populacija. Literaturni podaci o migraciji
vrste E. tenax su bazirani na obzervacijama u prirodi i u saglasnosti su sa rezultatima
ovog rada.

Analizom genetickog diverziteta vrste E. tenax na nivou polimorfizma nukleotidnih
sekvenci mtDNK, detektovano je ukupno cetiri haplotipa sa medusobnim razlikama
od jednog nukleotida. Ovi rezultati ukazuju na gotovo potpuno odsustvo intra- i
interpopulacionih razlika uzoraka vrste E. tenax poreklom sa cetiri kontinenta, a
slicne vrednosti intraspecijske divergencije da sada su vrlo retko zabeleZene kod
osolikih muva. U radu utvrden mali intraspecijski diverzitet COI mtDNK nije u
skladu sa rezultatima dobijenim analizom alozimske varijabilnosti, sto ukazuje da
postoji diferencijacija lokusa i genoma u odnosu na brzinu evolucionih promena.
Kvantifikovanjem varijacija u obliku i velicini krila izvrSena je analiza intraspecijske
varijabilnosti jedinki 39 prirodnih populacija vrste E. tenax sa evropskog i
juznoamerickog kontinenta. Geografska distribucija fenotipova veli¢ine krila
analiziranih uzoraka koja je registrovana u radu nije u korelaciji sa temperaturnim
rezimima staniSta iz kojih poti¢u analizirane populacije, jer su statisticki znacajne
razlike u veli¢ini krila utvrdene, izmedu ostalog, i izmedu populacija koje su
najverovatnije izloZene sli¢nim selekcionim pritiscima (zive u slicnim selekcionim
rezZimima). Analiza konspecifickih populacija vrsta E. tenax ukazala je na odsustvo
jasne medupopulacione diferencijacije na osnovu oblika krila. Odsustvo izrazene
fenotipske diferencijacije konspecifickih populacija vrste E. tenax utvrdene u radu
geometrijsko morfometrijskom analizom parametara krila u skladu je sa malim
stepenom geneticke diferencijacije utvrdenim analizom molekularnih markera
(alozimski lokusi i COI mtDNK).

Fenogram dobijen analizom muzjaka je imao razlic¢itu topologiju od fenograma
konstruisanog na osnovu parametara oblika krila Zenki. Pored toga, feneticki odnosi
prikazani fenogramima nisu u saglasnosti sa odnosima datih uzoraka na
dendrogramima konstruisanim na osnovu frekvencija alela alozimskih lokusa.
Dendrogrami genetickih odnosa (konstruisani na osnovu koeficijenta geneticke
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bliskosti i udaljenosti) nisu u saglasnosti ni sa kladogramom dobijenim na osnovu
COI mtDNK. Ovi podaci ukazuju da se stopa promena razli¢itih gena i grupe gena
koji kodiraju morfoloske karaktere (ukljucujuéi parametre krila) razlikuje u ovoj
Siroko rasprostranjenoj vrsti.

6. Analizom fenotipske diferencijacije u karakterima abdomena na uzorcima vrste E.
tenax sakupljenim duz geografskog gradijenta Evrope je utvrdeno odsustvo promena
po tipu kline. Utvrdeno je da se distribucija dominantnih morfova i fenotipova ne
menja i ne postoji trend u rasporedu tamnih i svetlih fenotipova duz geografskog
gradijenta Evrope. Razlog tome moze biti visok protok gena (migracije i disperzije)
izmedu konspecifickih populacija koji homogenizuje fenotipske razlike. Rezultati
ukazuju da geografsku raspodelu odreduje istovremeno delovanje veceg broja
evolucionih mehanizama (npr. protok gena i prirodna selekcija) i da temperatura nije
jedini faktor koji determiniSe varijabilnost ove karakteristike.

V Polni dimorfizam vrste E. tenax je analiziran na osnovu parametara krila (veli¢ina i oblik) i
karakterima abdomena.

1. Utvrdene su statisticki znacajne razlike u veli¢ini krila izmedu muZjaka i Zenki vrste
E. tenax. Zenke su u proseku imale veca krila od muZjaka. Interseksualne razlike u
obliku krila su ustanovljene razlikama u polozZaju i relativnoj udaljenosti tacaka 2,
8,13 i 14, ukazujudi da se muzjaci karakterisu uzim i izduzenim krilima, dok su kod
zenki krila Sira i krada. Razlike u nacinu sakupljanja polena i ponasanju,
reproduktivnoj aktivnosti i sposobnost pri letenju mogu uticati na dimorfizam u
parametrima krila koji je uocen kod ove vrste.

2. Analizom obojenosti abdomena vrste E. tenax utvrdeno je da muZzjaci, generalno,
imaju svetlije abdomene od Zenki, dok zZenke imaju crn tergit 3 sa parom polukruznih
mrlja na tergitu 2. Registrovana pravilnost se moze objasniti ¢injenicom da se
fenotipski preduslovi za termoregulaciju i zastitu od predatora razlikuju kod
muzjaka i zenki.
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Tabela 1. Odstupanje genotipskih ucestalosti Ao lokusa od Hardi-Vajnbergovih proporcija
populacija vrste E. tenax.

Zemlja Populacija Ho He Fi D X2 p
Centralna
Finska Finska 0 3,294 1,000 -1,000 10,09 **
Helsinki 0 5,905 1,000 -1,000 18,88 o
Holandija Hag 0 13,957 1,000 -1,000 45,49 e
Nemacka Berlin 0 4,235 1,000 -1,000 10,09 **
Ceska Tel¢ 0 9,697 1,000 -1,000 30,00 o
évajcarska Bazel 0 6,118 1,000 -1,000 19,38 wE
Austrija Klagenfurt 0 9,943 1,000 -1,000 31,34 g
Slovenija Bled 0 10,146 1,000 -1,000 29,17 E
Bosna i Tjentiste 0 12,973 1,000 -1,000 39,98 o
Hercegovina | Trebinje 0 9,935 1,000 -1,000 28,26 ok
LudoSko 0 8,000 1,000 1,000 | 2497
jezero
Fruska gora 0 49,828 1,000 -1,000 151,36 wE
) Obedska 0 8,160 1,000 -1,000 26,65 it
Srbija bara
Bratinac 0 7,242 1,000 -1,000 28,19 o
Derdapska 0 7,111 1,000 1,000 15,06 e
klisura
Cacak 0 8,129 1,000 -1,000 17,05 E
Orijen 0 7,556 1,000 -1,000 26,69 e
Crna Gora Durmitor 0 9,630 1,000 -1,000 29,94 e
Lov¢éen 0 6,483 1,000 -1,000 24,18 wEE
Sasko jezero 0 7,097 1,000 -1,000 17,05 wE
E/El{ke donija Negotino 0 6,526 1,000 -1,000 20,84 e
Olimp 0 11,030 1,000 -1,000 32,97 wE
. Volos 0 8,296 1,000 -1,000 26,35 e
Grcka -
Skiros 0 9,257 1,000 -1,000 34,28 e
Kios 0 2,909 1,000 -1,000 7,14 **x
Italija Sardinija 0 4,889 1,000 -1,000 15,06 o
Alkoj 0 3,529 1,000 -1,000 17,40 wx
Spanija Agost 0 10,968 1,000 -1,000 33,98 o
Alikante 0 13,073 1,000 -1,000 41,05 o

ns - nesignifikantno; * - signifikantno za P < 0,05; ** - signifikantno za P < 0,01; *** - signifikantno za

P <0,001; Ho - izrac¢unata heterozigotnost; H. - o¢ekivana heterozigotnost; Fr - Indeks fiksacije
(Wright, 1951); D - koeficijent po Selander-u
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Tabela 2. Odstupanje genotipskih ucestalosti Est-2 lokusa od

populacija vrste E. tenax.

Hardi-Vajnbergovih proporcija

Zemlja Populacija Ho He Fi D X2 P
Centralna
Finska Finska 5 7,593 0,317 -0,341 2,53 ns
Helsinki 0 9,037 1,000 -1,000 28,63 *AE
Holandija Hag 8 12,000 0,319 -0,333 4,65 *
Nemacka Berlin 3 7,606 0,594 -0,606 14,56 g
Ceska Telc 7 8,212 0,122 -0,148 0,55 ns
Svajcarska | Bazel 6 9,432 0,347 -0,364 3,11 ns
Austrija Klagenfurt 6 6,758 0,085 -0,112 0,38 ns
Slovenija Bled 3 6,302 0,513 -0,524 10,52 **
Hrvatska Gracac 8 6,667 -0,257 0,200 0,73 ns
Bosna i Tjentiste 6 10,029 0,385 -0,402 6,84 ns
Hercegovina | Trebinje 5 5,880 0,116 -0,150 0,620 ns
LudoSko 4 5,242 0,214 -0,237 1,33 ns
jezero
Fruska gora 59 59,328 0,001 -0,006 0,01 ns
. Obedska 6 8,308 0,259 0,278 2,76 ns
Srbija bara
Bratinac 11 10,220 -0,103 0,076 0,23 ns
Derdapska 9 9,769 0,055 | -0,079 0,20 ns
klisura
Cacak 5 5,800 0,103 -0,138 0,46 ns
Orijen 2 9,545 0,784 -0,790 29,99 o
Crna Gora Durmitor 27 44,220 0,386 -0,389 17,65 X
Lov¢éen 5 9,935 0,481 -0,497 9,19 *
Sasko jezero 1 6,097 0,831 -0,836 22,96 wE
f/{i{ke donija Negotino 3 8,190 0,616 -0,624 15,50 X
Olimp 7 9,743 0,261 -0,282 2,02 ns
Volos 3 2,862 -0,084 0,048 0,06 ns
Grcka Skiros 8 7,545 -0,092 0,060 0,08 ns
Kios 2 5,714 0,633 -0,650 5,10 *
Lesvos 7 11,392 0,373 -0,386 5,17 *
Italija Sardinija 3 2,538 -0,273 0,182 0,27 ns
Alkoj 4 4,529 0,065 -0,117 0,19 ns
épanija Agost 9 10,677 0,130 -0,157 0,81 ns
Alikante 2 3,692 0,444 -0,458 4,42 *

ns - nesignifikantno; * - signifikantno za P < 0,05; **
P <0,001; Ho - izracunata heterozigotnost; He - ocekivana heterozigotnost; Fi - Indeks fiksacije

(Wright, 1951); D - koeficijent po Selander-u

- signifikantno za P < 0,01; *** - signifikantno za
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Tabela 3. Odstupanje genotipskih ucestalosti
proporcija populacija vrste E. tenax.

Est-4 lokusa od Hardi-Vajnbergovih

Populacija Ho He Fi D X2 p
Centralna
Finska Finska 2 5,241 0,605 -0,618 9,81 **
Helsinki 4 5,290 0,220 -0,244 1,61 ns
Holandija Hag 4 8,019 0,492 -0,501 11,80 e
Nemacka Berlin 5 7,424 0,306 -0,327 3,41 ns
Ceska Tel¢ 6 7,424 0,167 -0,192 1,15 ns
évajcarska Bazel 4 5,436 0,245 -0,264 2,30 ns
Austrija Klagenfurt 8 8,114 -0,014 -0,014 0,01 ns
Slovenija Bled 9 8,366 -0,102 0,076 0,21 ns
Hrvatska Gracac 2 3,429 0,389 -0,417 2,10 ns
Bosna i Tjentiste 3 4,459 0,309 -0,327 2,15 ns
Hercegovina | Trebinje 4 6,935 0,405 -0,423 3,78 ns
Ludosko 3 2,838 0,086 0,057 0,07 ns
jezero
Fruska gora 24 35,611 0,323 -0,326 18,35 e
. Obedska 4 3,769 -0,088 0,061 0,11 ns
Srbija bara
Bratinac 6 10,171 0,396 -0,410 6,39 *
Derdapska 3 2892 | 0065 | 0037 0,04 ns
klisura
Cacak 1 1,000 -0,034 0,001 0,01 ns
Orijen 6 6,189 0,004 -0,031 0,03 ns
Crna G Durmitor 26 33,008 0,209 -0,212 9,80 *
Tabora I ovéen 4,576 0,325 -0,344 3,50 ns
Sasko jezero 1,000 -0,030 0,001 0,01 ns
E/g{ke donija Negotino 1 1,000 -0,048 0,001 0,01 ns
Olimp 5 5,909 0,128 -0,154 0,55 ns
Volos 4 4,586 0,098 -0,128 0,55 ns
Grcka Skiros 5 4,476 -0,126 0,093 0,25 ns
Kios 2 1,952 -0,073 0,024 0,01 ns
Lesvos 8 9,941 0,179 -0,195 1,53 ns
Italija Sardinija 8 8,641 0,05 -0,074 0,16 ns
Alkoj 1 2,647 0,600 -0,622 3,91 *
Spanija Agost 9 8,871 -0,047 0,015 0,01 ns
Alikante 3 4,659 0,340 -0,356 4,53 *

ns - nesignifikantno; * - signifikantno za P < 0,05; ** - signifikantno za P < 0,01; *** - signifikantno za

P <0,001; Ho - izrac¢unata heterozigotnost; H. - o¢ekivana heterozigotnost; F: - Indeks fiksacije
(Wright, 1951); D - koeficijent po Selander-u
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Tabela 4. Odstupanje genotipskih wucestalosti Got lokusa od Hardi-Vajnbergovih

proporcija po

pulacija vrste E. tenax.

Zemlja Populacija Ho He Fi D X2 p
Centralna 0 6,194 1,000 -1,000 17,05
Finska Finska
Helsinki 0 3,586 1,000 -1,000 16,05
Holandija Hag 0 13,585 1,000 -1,000 28,03
Nemadka Berlin 0 4,966 1,000 -1,000 16,05
Cetka Tele 0 4,706 1,000 -1,000 10,09 =
Svajcarska Bazel 0 7,568 1,000 -1,000 20,04
Austrija Klagenfurt 0 9,956 1,000 -1,000 24,03
Slovenija Bled 0 5,302 1,000 -1,000 23,04
Hrvatska Gracac 0 3,429 1,000 -1,000 12,07
Bosna i Tientiste 0 6,303 1,000 -1,000 18,05
Hercegovina Trebinje 0 4,421 1,000 -1,000 11,08 wE%
Ludosko 0 8,727 1,000 -1,000 13,07
jezero
Fruska gora 0 43,940 1,000 -1,000 102,01
Obedska bara 0 9,333 1,000 -1,000 21,04
Srbija
Bratinac 0 8,800 1,000 -1,000 19,04
Derdapska 0 6,303 1,000 -1,000 18,05 whk
klisura
Cacak 0 6,261 1,000 -1,000 13,07
Orijen 0 1,895 1,000 -1,000 11,08
Durmitor 0 51,911 1,000 -1,000 114,01
Crna Gora
Lovéen 0 4,421 1,000 -1,000 11,08
Sasko jezero 0 4,571 1,000 -1,000 12,07
BJRMakedonija | Negotino 0 4,000 1,000 -1,000 9,10 =
Olimp 0 8,229 1,000 -1,000 19,04
Volos 0 7,111 1,000 -1,000 15,06
Gréka Skiros 0 4,235 1,000 -1,000 10,09 *
Kios 0 3,429 1,000 -1,000 12,07
Lesvos 0 1,959 1,000 -1,000 26,03
Italija Sardinija 0 12,226 1,000 -1,000 28,03
Alkoj 0 3,294 1,000 -1,000 10,09 =
Spanija Agost 0 7,097 1,000 -1,000 17,05
Alikante 0 8,800 1,000 -1,000 19,04

ns - nesignifikantno; * - signifikantno za P < 0,05; ** - signifikantno za P < 0,01; *** - signifikantno za P < 0,001;
Ho - izracunata heterozigotnost; He - o¢ekivana heterozigotnost; Fi - Indeks fiksacije (Wright, 1951).
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Tabela 5. Odstupanje genotipskih ucestalosti Me lokusa od Hardi-Vajnbergovih proporcija
populacija vrste E. tenax.

Zemlja Populacija Ho He Fri D X2 P
Centralna 0 7,724 1,000 -1,000 28,19 whk
Finska Finska
Helsinki 0 5,926 1,000 -1,000 15,06
Holandija Hag 0 13,951 1,000 -1,000 42,81
Nemacka Berlin 0 5,714 1,000 -1,000 12,07
Cetka Tele 0 6,720 1,000 -1,000 14,06
Svajcarska Bazel 0 7,520 1,000 -1,000 20,35
Austrija Klagenfurt 0 6,634 1,000 -1,000 22,04
Slovenija Bled 0 12,000 1,000 -1,000 29,31
Hrvatska Gratac 0 4,421 1,000 -1,000 11,08
Bosna i Tientiste 0 5,333 1,000 -1,000 12,07
Hercegovina Trebinje 0 6,720 1,000 -1,000 14,06 i
Ludosko 0 4,696 1,000 -1,000 13,07 whk
jezero
Fruska gora 0 34,503 1,000 -1,000 139,00
Obedska bara 0 5,120 1,000 -1,000 22,71 xR
Srbija
Bratinac 0 11,243 1,000 -1,000 31,76
Derdapska 0 3,586 1,000 -1,000 15,05 ok
klisura
Cacak 0 3,586 1,000 ~1,000 16,05
Orijen 0 8,552 1,000 ~1,000 22,32
Durmitor 0 37,965 1,000 ~1,000 147,45
Crna Gora
Lovéen 0 8,000 1,000 -1,000 31,19
Sasko jezero 0 9,143 1,000 -1,000 19,04
BJ Makedonija | Negotino 0 3,273 1,000 -1,000 12,85
Olimp 0 10,171 1,000 -1,000 25,24
Volos 0 7,130 1,000 -1,000 19,25
Gréka Skiros 0 3,724 1,000 -1,000 26,81
Kios 0 7,619 1,000 -1,000 23,91
Lesvos 0 11,897 1,000 -1,000 32,71
Italija Sardinija 0 6,486 1,000 -1,000 20,04 *h4()
Alkoj 0 4,235 1,000 -1,000 10,09 ot
Spanija Agost 0 8,148 1,000 -1,000 21,25
Alikante 0 10,710 1,000 -1,000 33,28

ns-nesignifikantno; *-signifikantno za P<0,05; **-signifikantno za P<0,01;

AN

-signifikantno za P<0,001; He-izracunata
heterozigotnost; He-oc¢ekivana heterozigotnost; Fi-Indeks fiksacije (Wright, 1951); D-koeficijent po Selander-u.
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Prilog II

Tabela 1. Kvadrat Mahalanobisove distance Zenki populacija vrste E. tenax.

Cile Rusija Finska Norveska Holandija Nemacka | Cegka Svajcarska Austrija
Kahapoal Kavkaz Ural C;?;Zilza Helsinki Lindesnes Hag Berlin Tel¢ Bazel Klagenfurt
Cile Kahapoal
Rusija Kavkaz 15.85
Ural 20.47 6.65
Centralna
Finska Finska 16.96 5.12 8.07
Helsinki 16.13 4.73 9.09 9.66
Norveska Lindesnes 13.64 2.61 8.35 6.68 5.17
Holandija Hag 8.84 6.88 11.64 8.85 8.75 7.77
Nemacka Berlin 15.34 5.11 9.94 7.39 7.81 6.20 8.06
Cetka Telc 6.76 7.67 9.75 7.06 7.77 6.65 4.09 10.09
gvajcarska Bazel 19.75 5.36 9.07 9.48 8.43 7.20 10.23 7.66 8.64
Austrija Klagenfurt 8.83 8.53 12.02 9.13 10.70 9.17 5.97 6.82 5.17 9.84
Tabela 1 (nastavak)
Slovenija | Hrvatska BiH Srbija
Bled Gracac Tjentiste Trebinje L.udosko Fruska Obedska Bratinac Derc}lapska Ozren Stal.ra
jezero gora bara Klisura planina
Cile Kahapoal 8.14 11.83 11.49 12.49 15.26 18.15 16.91 22.35 18.61 14.90 12.04
Rusija Kavkaz 10.74 10.77 5.04 8.19 7.16 4.76 443 6.76 5.83 8.11 7.11
Ural 13.93 14.61 6.87 9.73 13.52 7.24 11.12 13.92 12.49 11.38 10.29
_ Centralna 9.96 12.11 5.07 9.86 10.61 6.32 7.58 10.41 7.82 11.23 9.07
Finska Finska
Helsinki 10.08 9.45 5.05 8.43 9.37 7.47 7.20 12.15 12.69 12.19 8.76
Norveska Lindesnes 9.47 10.34 5.06 8.47 8.09 5.02 5.47 5.97 7.00 8.24 6.38
Holandija Hag 4.82 6.59 5.86 6.75 7.65 10.09 6.39 12.96 11.66 6.62 7.86
Nemacka Berlin 8.66 10.76 8.20 8.99 9.30 10.48 7.40 7.59 10.21 13.18 10.15
Ceska Telc 447 6.19 3.03 5.24 7.67 6.65 6.49 13.97 10.05 6.34 478
gvajcarska Bazel 12.71 9.47 5.68 8.66 5.18 4.52 3.11 7.45 441 8.25 9.45
Austrija Klagenfurt 1.59 5.24 5.85 6.47 7.61 11.07 8.79 12.14 10.65 10.94 431
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Tabela 1 (nastavak)

.. BJR ¥
Srbija Crna Gora Makedonija Grcka
Cadak Orijen Morinj | Durmitor Lovéen Sasko jez. Negotino Olimp Volos Skiros Andros
Cile Kahapoal 11.04 9.72 18.89 11.38 8.59 23.35 13.59 14.33 12.22 11.31 13.49
Rusija Kavkaz 6.45 8.68 6.83 3.62 8.63 18.92 9.86 7.13 11.35 742 9.74
Ural 7.91 10.52 10.58 7.85 9.59 18.23 8.38 7.19 13.05 8.46 13.53
, Centralna 4.57 679 | 1139 6.61 8.12 18.77 7.75 6.29 11.27 7.63 9.19
Finska Finska
Helsinki 7.22 9.47 6.53 5.15 8.86 20.16 7.80 7.64 13.21 7.60 12.19
Norveska Lindesnes 4.77 8.74 5.59 3.98 7.56 17.22 9.11 6.43 9.85 7.13 11.08
Holandija Hag 5.91 3.19 11.64 5.04 3.98 13.03 9.91 6.60 9.90 6.94 10.44
Nemacka Berlin 8.25 6.99 9.47 6.46 7.13 14.67 9.08 7.85 14.38 10.34 10.55
Ceska Tel¢ 3.77 4.38 9.19 3.44 3.29 13.44 7.67 4.64 5.39 3.76 7.66
Svajcarska Bazel 8.04 8.39 7.19 541 8.83 17.58 14.15 6.72 11.71 8.65 13.32
Austrija Klagenfurt 8.31 6.84 13.61 4.69 5.93 17.32 10.69 7.34 13.16 8.19 5.28
Tabela 1 (nastavak)
Grcka Italija Spanija
Kios Lesvos Sardinija Alkoj Agost Alikante
Cile Kahapoal 26.15 12.78 16.13 14.20 9.72 17.93
Rusija Kavkaz 14.41 6.19 6.78 15.20 5.84 8.82
Ural 15.40 9.68 11.69 17.02 11.65 14.18
Centralna
Finska Finska 12.27 6.78 9.82 16.49 7.57 11.95
Helsinki 14.29 7.49 6.86 16.97 8.11 14.12
Norveska Lindesnes 13.36 517 7.61 12.64 5.32 9.67
Holandija | Hag 14.37 80.04 8.75 9.72 3.71 12.08
Nemacka Berlin 18.67 8.88 10.41 14.97 7.33 12.93
Ceska Tel¢ 12.37 5.06 7.77 13.31 4.19 9.34
Svajcarska | Bazel 13.87 8.92 10.57 15.84 6.88 8.62
Austrija Klagenfurt 21.18 10.77 10.71 13.32 3.64 13.99
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Tabela 1 (nastavak)

Slovenija | Hrvatska BiH Srbija
Bled Gracac Tjentiste Trebinje L}ldOSkO Fruska Obedska Bratinac Derflapska Ozren Stal"a
jezero gora bara Kklisura planina

Slovenija Bled
Hrvatska Gracac 3.48
Bosna i Tjentiste 6.20 5.93
Hercegovina | Trebinje 6.93 7.48 5.02

LudoSko 8.87 8.31 6.71 6.49

jezero

FruSka 13.09 11.36 2.98 8.53 8.56

gora

g’rzdSka 9.57 7.69 427 6.69 3.44 436
Stbija Bratinac 14.72 15.33 12.40 13.42 10.60 10.85 8.30

Derdapska 13.68 1351 7.33 11.34 192 5.57 3.83 7.57

klisura

Ozren 10.52 7.35 6.94 9.94 11.28 6.29 6.01 14.23 11.27

Stara 479 6.65 420 5.25 8.86 7.96 7.95 12.29 9.18 9.35

planina
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Tabela 1 (nastavak)

BJR
) 4
Srbija Crna Gora Makedonija Grcka
Cadak Orijen | Morinj | Durmitor Lov¢éen Sasko jez. Negotino Olimp Volos Skiros Andros
Slovenija Bled 7.37 6.16 13.92 515 5.08 17.93 9.30 7.01 11.93 7.54 5.89
Hrvatska Gradac 9.33 7.14 13.84 5.83 5.63 18.49 11.59 7.34 11.79 7.96 10.33
Bosna i Tjentiste 3.94 5.26 7.29 2.63 4.44 14.94 6.62 415 7.25 3.89 6.87
Hercegovina | Trebinje 4.64 475 11.23 6.79 412 11.87 6.52 435 3.58 7.61 8.07
LudoSko 6.71 7.36 10.15 6.57 7.86 13.34 12.35 8.81 11.14 8.52 12.48
jezero
Fruska gora 6.10 9.28 6.65 351 9.48 18.20 12.40 6.89 10.86 8.52 12.89
g’rzdSka 5.54 5.88 6.66 355 7.19 13.10 11.57 6.22 8.64 8.29 11.15
Srbija Bratinac 9.99 12.30 11.94 10.69 13.18 20.04 16.02 10.33 18.11 15.07 17.38
Derdapska 8.09 10.97 8.33 6.39 12.06 19.99 16.56 10.88 12.73 12.41 14.09
klisura
Ozren 8.41 8.30 11.71 497 8.38 17.80 15.27 6.70 9.67 9.30 14.29
Stara 6.42 9.35 9.67 3.78 6.60 19.68 8.92 6.12 8.23 494 450
planina
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Tabela 1 (nastavak)

Grcka Italija Spanija
Kios Lesvos Sardinija Alkoj Agost Alikante
Slovenija Bled 19.71 9.70 10.08 11.73 428 16.17
Hrvatska Gracac 18.82 9.52 9.45 11.34 6.24 13.56
Bosna i Tjentiste 8.74 556 5.04 13.93 5.08 9.23
Hercegovina | Trebinje 14.69 6.35 8.43 15.12 8.42 10.64
Ludosko 16.93 8.22 12.89 14.13 7.30 12.12
jezero
Fruska gora 9.73 7.64 6.69 13.45 7.04 8.32
Obedska 11.26 6.38 7.89 13.43 5.35 7.84
bara
Srbija Bratinac 24.64 12.42 16.28 16.66 8.16 15.59
Perdapska 16.59 9.53 13.43 14.30 7.91 12.21
klisura
Ozren 14.38 7.95 12.19 10.88 6.89 8.89
Stara 16.41 7.42 8.76 15.31 5.9 13.93
planina
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Tabela 1 (nastavak)
Srbija Crna Gora MakBe{iRcmija Grcka
Cadak Orijen Morinj | Durmitor Lovcen Sasko jez. Negotino Olimp Volos Skiros Andros
Srbija Cadak
Orijen 3.91
Morinj 7.30 11.29
Crna Gora Durmitor 5.36 6.96 5.35
Lovéen 4.21 1.69 10.57 6.21
Sasko jez. 14.03 9.98 2143 17.55 10.13
E/E:ke doniija Negotino 3.76 6.63 12.11 9.82 5.47 16.42
Olimp 3.38 3.99 9.73 5.55 3.37 13.44 5.47
Gréka Volos 4.55 7.44 11.11 8.91 5.55 16.23 6.81 6.53
Skiros 3.50 5.16 10.45 6.45 3.22 16.54 4.31 2.73 4.15
Andros 8.96 9.82 15.82 6.98 7.66 25.24 8.18 7.16 5.70 9.99
Tabela 1 (nastavak)
Grcka Italija Spanija
Kios Lesvos Sardinija Alkoj Agost Alikante
Srbija Cacdak 9.79 2.76 7.22 11.82 6.24 11.89
Orijen 12.71 6.51 9.47 10.81 5.72 9.67
Morinj 11.95 6.03 6.63 15.02 10.84 12.99
Crna Gora Durmitor 11.31 5.66 3.39 10.21 291 8.93
Lovéen 13.28 4.95 8.86 12.24 6.27 9.81
Sasko jez. 21.39 15.60 20.16 23.34 17.35 18.74
BIR | Nesotino 14.59 521 7.80 20.13 12.31 18.67
Makedonija
Olimp 9.84 3.47 7.64 14.93 6.28 9.95
Gréka Volos 13.63 3.96 13.21 19.67 11.40 12.03
Skiros 10.15 3.59 7.60 18.17 8.09 10.44
Andros 18.88 9.88 12.19 23.15 8.30 15.22
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Tabela 1 (nastavak)

Grcka Italija Spanija
Kios Lesvos | Sardinija Alkoj Agost Alikante
Kios
¢k

Greka Lesvos 9.56
Italija Sardinija 14.29 7.49

Alkoj 23.53 15.01 16.98
Spanija Agost 15.77 9.51 8.11 9.75

Alikante 16.84 10.83 14.12 18.79 10.21
Tabela 2. Kvadrat Mahalanobisove distance muZzjaka populacija vrste E. tenax.

Cile Rusija Finska Norveska Holandjija Nemacka Ceska gvajcarska Austrija
Kahapoal Kavkaz | Ural C;?;Zf:a Helsinki Lindesnes Hag Berlin Tel¢ Bazel Klagenfurt
Cile Kahapoal
Rusiia Kavkaz 14.33
) Ural 23.76 9.68

Centralna
Finska Finska 24.82 21.41 18.94

Helsinki 13.72 10.05 14.71 11.64
Norveska Lindesnes 15.17 5.94 7.88 14.05 6.64
Holandija Hag 12.59 10.65 16.62 16.49 6.54 7.75
Nemacka Berlin 16.46 11.24 19.45 17.44 10.54 7.55 10.63
Cegka Teld 12.38 9.63 15.09 17.44 6.61 5.62 4.00 11.56
Svajcarska Bazel 16.83 14.40 18.60 18.78 10.31 10.99 8.47 5.39 9.77
Austrija Klagenfurt 13.71 14.38 22.65 16.17 5.40 13.28 8.05 17.24 6.78 14.49
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Tabela 2 (nastavak)
Slovenija BiH Srbija
Bled Tjentiste Trebinje L.udoéko Fruska Obedska Bratinac Derqapska Sta?a
jezero gora bara klisura planina
Cile Kahapoal 12.01 13.40 16.70 20.98 16.78 16.26 18.19 15.83 16.41
Rusija Kavkaz 11.56 10.61 13.19 17.31 10.11 11.99 8.28 11.90 11.86
Ural 19.79 12.67 17.65 22.63 17.15 18.84 15.68 20.02 16.78
. Centralna 18.63 11.26 1452 25.01 18.86 15.91 1853 18.05 15.77
Finska Finska
Helsinki 3.39 3.56 5.26 13.63 8.70 6.60 8.84 10.49 4.04
Norveska | Lindesnes 9.58 6.43 8.31 14.48 8.89 9.31 7.83 9.68 9.62
Holandija | Hag 6.92 6.61 5.45 17.82 7.87 6.95 9.92 8.35 6.49
Nemacka Berlin 11.71 12.75 10.52 8.34 7.58 6.11 4.73 6.07 12.80
Ceska Tel¢ 5.85 3.83 5.44 14.24 7.03 7.95 9.95 9.13 5.55
Svajcarska | Bazel 11.10 10.35 11.27 7.93 5.44 4.67 5.75 5.43 10.22
Austrija Klagenfurt 4.46 6.41 9.79 20.41 11.06 10.02 14.61 14.14 5.87
Tabela 2 (nastavak)
. BJR y
Srbija Crna Gora Makedonija Grcka
Cadak Orijen Morinj | Durmitor Lovéen Sasko jez. Negotino Olimp Volos Skiros Andros
Cile Kahapoal 21.20 13.30 15.44 11.87 17.49 23.43 13.12 13.08 15.82 11.71 18.81
Rusija Kavkaz 15.23 11.42 8.45 6.26 18.12 24.86 13.32 11.09 16.52 12.57 16.02
Ural 21.26 15.92 13.82 12.04 21.02 27.21 15.54 15.76 17.95 12.69 16.69
Centralna 18.11 12.51 18.61 15.66 11.67 25.01 16.23 13.27 14.71 13.42 17.47
Finska Finska
Helsinki 10.67 4.57 9.17 2.96 8.73 17.11 10.66 6.25 7.57 7.89 10.19
Norveska Lindesnes 8.90 6.34 6.59 5.18 12.58 18.47 7.87 6.89 8.05 5.68 10.27
Holandija Hag 8.79 3.87 6.93 5.34 7.44 18.32 6.22 4.21 7.81 5.66 9.59
Nemacka Berlin 10.72 10.55 8.31 8.90 13.45 18.39 12.96 7.88 10.69 10.92 16.94
Ceska Telé 7.99 2.31 8.64 5.19 8.10 11.19 8.92 4.40 7.81 4.67 5.52
gvajcarska Bazel 13.43 8.79 9.58 8.42 10.69 18.01 15.07 9.33 11.90 10.03 14.24
Austrija Klagenfurt 13.44 6.73 16.88 5.95 11.07 17.82 16.28 7.33 13.26 10.96 11.00
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Tabela 2 (nastavak)
Grcka Italija Spanija
Kios Lesvos Sardinija Alkoj Agost Alikante
Cile Kahapoal 18.74 16.21 13.75 9.97 8.46 20.75
Rusiia Kavkaz 15.61 10.05 9.29 8.51 9.47 13.18
sy Ural 18.16 15.61 17.19 15.46 19.26 26.48
, Centralna 24.63 19.82 20.39 15.32 14.44 28.67
Finska Finska
Helsinki 17.15 10.86 9.36 3.89 4.72 15.50
Norveska Lindesnes 8.93 7.69 8.99 7.31 8.82 13.82
Holandija Hag 14.12 6.44 11.50 5.81 6.87 9.89
Nemacka Berlin 10.83 6.46 11.22 8.31 11.36 10.12
Cegka Tel¢ 14.68 7.39 12.83 6.01 5.98 11.61
Svajcarska | Bazel 13.09 7.91 13.94 7.67 13.17 11.23
Austrija Klagenfurt 23.94 13.64 15.81 7.10 4.59 18.31
Tabela 2 (nastavak)
Slovenija BiH Srbija
L Sk Frusk b k.
Bled Tjentiste Trebinje Pdos © ruska Obedska Bratinac ero?laps a Stal.‘a
jezero gora bara klisura planina
Slovenija Bled
Bosna i Tjentiste 4.86
Hercegovina | Trebinje 6.89 4.03
LudoSko 13.73 12.79 13.95
jezero
Fruska 6.98 7.74 8.74 7.96
gora
) Obedska 5.91 7.69 7.58 8.75 5.04
Srbija bara
Bratinac 10.08 11.15 11.61 5.99 5.90 4.19
Derdapska 11.64 12.38 11.99 9.45 9.15 3.71 418
klisura
Stara 426 6.37 8.56 16.61 8.27 7.42 10.49 11.36
planina
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Tabela 2 (nastavak)
Srbija Crna Gora MakBe]dIi)nija Grcka
Cadak Orijen Morinj | Durmitor Lovcen Sasko jez. Negotino Olimp Volos Skiros Andros
Slovenija Bled 11.68 5.15 10.41 3.93 10.85 14.75 11.89 6.19 8.63 8.09 9.45
Bosna i Tjentiéte 7.77 2.34 8.67 4.49 5.84 10.05 9.04 5.73 5.77 4.57 5.97
Hercegovina Trebinje 9.45 3.86 9.52 6.87 6.54 13.06 8.04 4.99 4.53 6.24 10.05
;‘;Srojko 13.43 13.03 11.92 12.02 14.53 12.99 20.06 13.32 15.69 15.04 17.78
Fruska gora 10.94 5.92 7.31 4.96 13.12 12.61 16.19 6.71 13.49 10.19 13.83
]E);breadska 11.61 6.91 7.11 4.72 10.44 15.15 13.28 7.20 11.55 9.46 13.94
Srbij
roya Bratinac 10.98 9.93 7.11 6.33 12.10 18.45 14.61 9.49 13.91 12.19 14.45
D(.erdapska 13.60 10.10 8.10 8.54 11.66 22.59 12.70 9.19 13.33 10.35 14.23
klisura
Stara
. 13.91 5.96 10.44 4.19 11.95 17.79 13.93 6.97 10.86 8.39 8.98
planina
Tabela 2 (nastavak)
Grcka Italija Spanija
Kios Lesvos Sardinija Alkoj Agost Alikante
Slovenija Bled 17.44 9.34 10.01 5.05 4.76 15.19
Bosna i Tjentiéte 15.24 9.22 10.35 5.71 4.50 14.80
Hercegovina | Trebinje 15.84 8.37 13.27 7.75 6.35 14.15
Ludosko 19.49 11.74 13.97 12.64 15.96 13.04
jezero
Fruska gora 14.24 5.99 7.47 5.38 7.99 7.52
Obedska 13.78 6.78 11.31 7.04 7.94 11.21
Srbija bara
J Bratinac 15.66 6.95 11.47 8.29 11.20 7.94
Derdapska 15.08 8.58 1421 9.98 12.69 11.85
klisura
Staré 20.92 9.67 13.11 5.44 8.67 16.79
planina
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Tabela 2 (nastavak)
Srbija Crna Gora MakBe{iRcmija Grcka
Cadak Orijen Morinj | Durmitor Lovcen Sasko jez. Negotino Olimp Volos Skiros Andros

Srbija Cadak

Orijen 6.10

Morinj 11.46 7.81
Crna Gora Durmitor 11.15 5.29 4.71

Lovéen 8.03 5.03 13.58 11.68

Sasko jez. 11.67 9.80 19.56 16.02 3.68
E/Eke doniija Negotino 12.32 7.73 10.52 11.19 7.56 20.63

Olimp 6.39 4.05 9.79 5.81 6.68 12.12 8.32
Gréka Volos 9.68 6.74 10.17 9.06 7.26 17.68 5.94 6.32

Skiros 9.15 4.96 8.59 6.91 7.09 15.61 5.52 3.57 3.06

Andros 9.50 7.02 13.78 10.45 8.25 15.65 10.19 6.79 5.99 4.07
Tabela 2 (nastavak)

Grcka Italija Spanija
Kios Lesvos Sardinija Alkoj Agost Alikante

Srbija Cadak 17.96 10.16 16.98 10.97 10.44 9.98

Orijen 13.04 6.82 10.61 6.38 5.14 9.79

Morinj 8.03 4.86 6.09 9.33 10.50 9.44
Crna Gora Durmitor 11.42 6.09 5.65 3.78 4.39 11.68

Lovden 19.88 1091 18.65 10.42 9.83 14.67

Sasko jez. 2491 18.11 23.17 15.94 12.55 18.58
E/Eke donija Negotino 12.88 10.96 13.96 12.78 11.84 18.57

Olimp 14.75 6.71 11.24 3.96 6.41 12.26
Gréka Volos 13.82 9.41 13.81 9.81 11.43 19.51

Skiros 12.03 7.31 11.19 7.16 9.82 18.14

Andros 20.54 12.70 19.03 11.11 13.79 20.90
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Tabela 2 (nastavak)

Grcka Italija Spanija
Kios Lesvos | Sardinija Alkoj Agost Alikante
. Kios

Creka Lesvos 9.38
Italija Sardinija 11.59 8.31

Alkoj 17.31 9.06 7.85
Spanija Agost 17.08 10.49 9.57 447

Alikante 18.00 7.31 14.02 12.19 12.22
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Tabela 3. Prosecna geneticka bliskost (I; Nei, 1978, ispod dijagonale) i geneticka udaljenost
(D; Nei, 1978, iznad dijagonale) izmedu populacija vrste E. tenax.

Finska Holandija | Nemacka Ceska Svajcarska
Cerlltralna Helsinki Hag Berlin Tel¢ Bazel
Finska
Centralna 0.027 0.023 0.013 0.041 0.007
Finska Finska
Helsinki 0.974 0.012 0.003 0.020 0.005
Holandija Hag 0.978 0.988 0.008 0.003 0.004
Nemacka Berlin 0.987 0.997 0.992 0.023 0.005
Cetka Telé 0.960 0.980 0.997 0.977 0.015
Svajcarska Bazel 0.993 0.995 0.996 0.995 0.985
Austrija Klagenfurt 0.955 0.991 0.993 0.984 0.995 0.988
Slovenija Bled 0.980 0.995 0.991 1.000 0.980 0.994
Hrvatska Gradac 0.928 0.936 0.957 0.924 0.969 0.956
Bosna i Tjentiste 0.973 0.987 0.991 0.981 0.993 0.995
Hercegovina | Trebinje 0.961 0.984 0.994 0.979 1.000 0.988
Ludosko 0.952 0.959 0.989 0.962 0.999 0.972
jezero
Fruska gora 0.968 0.993 0.993 0.984 0.992 0.995
3 Obedska 0.966 0.993 0.996 0.988 0.994 0.995
Srbija bara
Bratinac 0.965 0.988 1.000 0.988 1.000 0.989
E?;jffSka 0.942 0.952 0.977 0.950 0.990 0.964
Cacak 0.937 0.943 0.979 0.945 0.991 0.960
Orijen 0.984 0.997 0.993 1.000 0.979 0.996
Cona Gora Durmitor 0.972 0.988 0.988 0.975 0.978 0.996
Lovéen 0.969 0.998 0.996 0.994 0.991 0.994
Sasko jezero 0.935 0.963 0.988 0.962 0.994 0.967
E/Eke donija | NegOtino 0.976 0.999 0.999 0.991 0.994 0.999
Olimp 0.968 0.984 0.996 0.978 1.000 0.993
Volos 0.970 0.983 0.997 0.987 1.000 0.990
Greka Skiros 0.960 0.995 0.993 0.987 0.991 0.992
Kios 0.948 0.959 0.991 0.961 0.990 0.972
Lesvos 0.906 0.909 0.954 0.907 0.960 0.939
Ttalija Sardinija 0.937 0.979 0.975 0.960 0.980 0.972
Alkoj 0.958 0.979 0.990 0.978 0.999 0.979
Spanija Agost 0.973 0.979 0.990 0.973 0.996 0.990
Alikante 0.972 0.969 0.997 0.983 0.990 0.985
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Tabela 3 (nastavak)
Austrija Slovenija | Hrvatska Bosna i Hercegovina Srbija
Klagenfurt Bled Gracac Tjentiste Trebinje LFdOSkO
jezero
Centralna
. . 0.046 0.020 0.075 0.028 0.040 0.049
Finska Finska
Helsinki 0.009 0.005 0.066 0.013 0.017 0.042
Holandija Hag 0.007 0.009 0.044 0.009 0.006 0.011
Nemacka Berlin 0.016 0.000 0.079 0.019 0.021 0.038
Ceska Tel¢ 0.005 0.020 0.031 0.007 0.000 0.001
Svajcarska Bazel 0.012 0.006 0.045 0.005 0.012 0.029
Austrija Klagenfurt 0.010 0.049 0.005 0.003 0.021
Slovenija Bled 0.990 0.072 0.014 0.016 0.035
Hrvatska Gracac 0.952 0.930 0.029 0.021 0.037
Bosna i Tjentiste 0.995 0.986 0.971 0.001 0.016
Hercegovina | Trebinje 0.997 0.984 0.979 0.999 0.008
Ludosko 0.979 0.965 0.964 0.984 0.992
jezero
Fruska gora 0.998 0.987 0.959 0.999 0.995 0.976
. Obedska 1.000 0.992 0.951 0.998 0.996 0.981
Srbija bara
Bratinac 0.999 0.990 0.956 0.994 0.999 0.991
B:jf?ka 0.968 0.955 0.987 0.980 0.990 0.993
Cadak 0.966 0.949 0.978 0.977 0.988 0.999
Orijen 0.985 1.000 0.941 0.984 0.982 0.965
Crna Gora Durmitor 0.987 0.976 0.962 0.992 0.986 0.969
Lovéen 0.998 0.995 0.940 0.992 0.989 0.975
Sasko jezero 0.984 0.964 0.942 0.977 0.986 0.993
BIR .. Negotino 0.996 0.990 0.955 0.999 0.994 0.981
Makedonija
Olimp 0.994 0.981 0.982 0.999 1.000 0.991
Volos 0.995 0.990 0.950 0.995 0.997 0.996
Grcka Skiros 1.000 0.991 0.941 0.992 0.991 0.973
Kios 0.972 0.958 0.946 0.967 0.977 0.986
Lesvos 0.943 0.909 0.959 0.947 0.960 0.959
Italija Sardinija 0.979 0.962 0.944 0.970 0.974 0.954
Alkoj 0.987 0.982 0.960 0.989 0.995 0.994
épanija Agost 0.986 0.974 0.982 0.996 0.997 0.984
Alikante 0.979 0.980 0.946 0.979 0.985 0.991
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Tabela 3 (nastavak)

. Crna
Srbija Cora
Fruska Obedska Bratinac Der?lapska Cacak Orijen
gora bara klisura
. Centralna 0.033 0.034 0.035 0.060 0.065 0.016
Finska Finska
Helsinki 0.007 0.007 0.012 0.049 0.058 0.003
Holandija Hag 0.007 0.004 0.000 0.024 0.021 0.007
Nemacka Berlin 0.016 0.012 0.012 0.051 0.056 0.000
Ceska Telé 0.008 0.006 0.000 0.010 0.009 0.021
Svajcarska Bazel 0.005 0.005 0.011 0.036 0.041 0.004
Austrija Klagenfurt 0.002 0.000 0.001 0.032 0.034 0.016
Slovenija Bled 0.013 0.008 0.010 0.046 0.052 0.000
Hrvatska Gracac 0.041 0.050 0.045 0.013 0.022 0.061
Bosnai TjentiSte 0.001 0.002 0.006 0.020 0.024 0.016
Hercegovina | Trebinje 0.005 0.004 0.001 0.010 0.013 0.018
LudoSko 0.024 0.019 0.009 0.007 0.001 0.035
jezero
Fruska gora 0.000 0.005 0.033 0.036 0.015
. Obedska 1.000 0.002 0.032 0.032 0.012
Srbija bara
Bratinac 0.995 0.998 0.020 0.020 0.012
Derdapska 0.967 0.968 0.980 0.001 0.039
klisura
Cadak 0.965 0.969 0.980 0.999 0.048
Orijen 0.985 0.988 0.988 0.962 0.954
Durmitor 0,996 0.992 0.986 0.963 0.959 0.978
Crna Gora .
Lovcen 0.997 1.000 0.997 0.962 0.959 0.994
Sasko jezero 0.979 0.987 0.990 0.971 0.984 0.961
E/El{ke donija Negotino 1.000 1.000 0.996 0.970 0.970 0.992
Olimp 0.996 0.995 0.997 0.990 0.987 0.983
Volos 0.992 0.998 1.000 0.979 0.983 0.984
Grcka Skiros 0.999 1.000 0.996 0.959 0.957 0.986
Kios 0.973 0.977 0.984 0.967 0.980 0.961
Lesvos 0.947 0.946 0.947 0.947 0.965 0.910
Italija Sardinija 0.981 0.977 0.979 0.951 0.944 0.965
Alkoj 0.983 0.986 0.997 0.991 0.986 0.982
épanija Agost 0.992 0.986 0.993 0.985 0.981 0.978
Alikante 0.977 0.985 0.990 0.972 0.982 0.981
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Tabela 3 (nastavak)

BJR .
Crna Gora Makedonija Grcka
Durmitor Lov¢en jSasko Negotino Olimp Volos
jezero
Centralna
. . 0.029 0.031 0.067 0.024 0.032 0.031
Finska Finska
Helsinki 0.012 0.002 0.037 0.001 0.016 0.018
Holandija Hag 0.012 0.004 0.012 0.001 0.004 0.003
Nemacka Berlin 0.025 0.006 0.039 0.009 0.022 0.013
Ceska Telc 0.013 0.009 0.006 0.006 0.000 0.000
Svajcarska Bazel 0.004 0.006 0.034 0.001 0.007 0.011
Austrija Klagenfurt 0.013 0.002 0.017 0.004 0.007 0.005
Slovenija Bled 0.024 0.005 0.037 0.010 0.019 0.010
Hrvatska Gracac 0.039 0.062 0.060 0.046 0.018 0.051
Bosna i Tjentiste 0.008 0.008 0.023 0.001 0.001 0.005
Hercegovina | Trebinje 0.014 0.011 0.014 0.006 0.000 0.003
LudoSko 0.031 0.026 0.007 0.019 0.009 0.004
jezero
Fruska gora 0.004 0.003 0.022 0.000 0.004 0.008
. Obedska 0.008 0.000 0.013 0.000 0.005 0.002
Srbija bara
Bratinac 0.014 0.003 0.010 0.004 0.003 0.000
Derdapska 0.038 0.039 0.030 0.031 0.010 0.021
klisura
Cadak 0.042 0.042 0.016 0.031 0.013 0.017
Orijen 0.022 0.006 0.040 0.008 0.017 0.016
Durmitor 0.008 0.032 0.002 0.005 0.019
Crna Gora p
Lovéen 0.992 0.020 0.000 0.009 0.007
Sasko jezero 0.969 0.980 0.014 0.016 0.007
E/El{ke doniija Negotino 0.998 1.000 0.986 0.003 0.005
Olimp 0,995 0.991 0.984 0.997
Volos 0,981 0.993 0.993 0.995 0.994
Grcka Skiros 0,992 1.000 0.982 0.999 0.991 0.993
Kios 0.976 0.977 0.993 0.983 0.984 0.982
Lesvos 0.946 0.926 0.966 0.946 0.961 0.948
Italija Sardinija 0.989 0.986 0.959 0.982 0.983 0.964
Alkoj 0,977 0.989 0.980 0.987 0.995 0.994
épanija Agost 0,993 0.984 0.970 0.991 1.000 0.986
Alikante 0,971 0.980 0.990 0.985 0.985 0.995
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Tabela 3 (nastavak)

Grcka Italija Spanija
Skiros Kios Lesvos Sardinija Alkoj Agost Alikante
Finska ;:;r;::lna 0.041 0.053 0.099 0.065 0.043 0.028 0.028
Helsinki 0.005 0.042 0.095 0.022 0.021 0.022 0.031
Holandija Hag 0.007 | 0.009 0.047 0.025 0.010 0.010 0.003
Nemacka Berlin 0.013 0.040 0.097 0.041 0.022 0.027 0.017
Ceska Tel¢ 0.010 0.010 0.041 0.020 0.001 0.004 0.010
Svajcarska Bazel 0.008 0.029 0.063 0.028 0.021 0.010 0.015
Austrija Klagenfurt 0.000 0.029 0.059 0.021 0.013 0.014 0.022
Slovenija Bled 0.009 0.043 0.096 0.039 0.018 0.026 0.020
Hrvatska Gratac 0.061 0.056 0.042 0.057 0.041 0.018 0.056
Bosna i Tjentiste 0.008 0.034 0.055 0.030 0.011 0.004 0.022
Hercegovina | Trebinje 0.009 0.024 0.041 0.026 0.005 0.003 0.015
Ludosko 0.027 | 0.014 0.042 0.047 0.006 | 0016 0.009
jezero
Fruska gora | 0.001 0.028 0.054 0.019 0017 | 0.008 0.023
) Obedska 0.000 | 0.023 0.056 0.024 0014 | 0014 0.015
Srbija bara
Bratinac 0.004 0.016 0.054 0.021 0.003 0.007 0.010
zzjffs’ka 0.042 0.034 0.055 0.051 0.009 0.015 0.028
Cacak 0.044 0.020 0.036 0.058 0.014 0.020 0.018
Orijen 0.014 0.039 0.094 0.036 0.018 0.022 0.019
Durmitor 0.008 0.024 0.056 0.011 0.023 0.007 0.030
Crna Gora Lovéen 0.000 0.023 0.077 0.014 0.011 0.016 0.020
Sasko 0.018 0.007 0.035 0.042 0.020 0.031 0.010
jezero
BR- Negotino 0.001 0.017 0.055 0.018 0.013 0.009 0.015
Makedonija
Olimp 0.009 0.016 0.040 0.017 0.005 0.000 0.015
Volos 0.007 | 0018 0.053 0.037 0.006 0.014 0.005
Gréka Skiros 0.025 0.067 0.015 0.016 0.020 0.022
Kios 0.975 0.029 0.028 0.025 0.026 0.008
Lesvos 0.935 0.971 0.083 0.079 0.047 0.039
Italija Sardinija 0.985 0.972 0.921 0.024 0.022 0.052
Alkoj 0.984 0.975 0.924 0.976 0.011 0.021
Spanija Agost 0.980 0.974 0.954 0.979 0.989 0.025
Alikante 0.978 0.992 0.962 0.949 0.979 0.976
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