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1. UVOD

Porast uniStavanja i naruSavanja prirodnih ekosistema dovode do katastrofalnih
posledica po biljne i Zivotinjske vrste (Brook i sar., 2006). Stoga je danas, uz ¢injenicu da
ve€ina vrsta na planeti jo§ uvek nije opisana, rad na definisanju i1 objasnjavanju

biodiverziteta od prioritetnog znacaja (Bickford i sar., 2007).

Vise od polovine ukupnog broja identifikovanih Zivih organizama na planeti pripada
insektima. Sa vise od milion opisanih vrsta, pripadnici klase Insecta predstavljaju i
najraznovrsniju grupu zivotinja (Chapman, 2006; Wilson, 2009). Stvaran broj vrsta
procenjuje se na izmedu Sest i deset miliona, ¢ime bi insekti Cinili 90% viSecelijskih

zivotnih formi na planeti (Erwin, 1997; Chapman, 2006).

Osnovana pretpostavka da je stvaran broj bioloskih vrsta veéi od trenutno definisanog,
zasniva se na ¢injenici da specijacija nije uvek pra¢ena promenom u morfologiji, koja je
oduvek bila osnova za definiciju najveceg broja vrsta. Istrazivanja morfoloski identi¢nih
(kripti¢nih) vrsta predstavljala su izazov za biologe jo$ u periodu pre usvajanja Lineovog
sistema klasifikacije (Mayden, 1997). Rad na kripti¢nim vrstama doziveo je ekspanziju u
poslednjih nekoliko dekada, pre svega usled porasta u broju dostupnih molekularnih alata,
prvenstveno sekvenciranje DNK (Bickford i sar., 2007).

U literaturi se srecu razliCiti pojmovi 1 definicije kripi¢nih vrsta. Mnogi autori pojam
»Kriptiéne* oznacavaju sinonimnOom sa ,,srodnim vrstama®“ (Saez i Lozano, 2005), dok
drugi naglasavaju da termin ,,srodne* ukazuje na skorije odigranu specijaciju u odnosu na
Hkriptiéne® 1 ,,sestrinske vrste“ (Knowlton, 1986). U svakom slucaju, opSte je
prihvacenadefinicija da su kripticne vrste one koje su klasifikovane, ili su do nekog
momenta bile klasifikovane, kao jedna nominalna vrsta, usled toga §to se pri osnovnom
pregledu morfologije ne mogu morfoloski razdvojiti (Bickford i sar., 2007). Neki autori
dodaju da se vrste mogu oznaciti kao ,kripticne* tek ukoliko, uz gore navedeno, za njih
vazi: da su se skoro razdvojile, da se mogu detektovati samo uz pomo¢ molekularnih
podataka, da se pojavljuju u simpatriji i da su reproduktivno izolovane (Stebbins, 1950).
Novija istrazivanja osporila su ovu premisu i pokazala primere postojanja kripticnh vrsta
¢ija se diferencijacija odigrala u davnim trenucima evolucione istorije (Colborn i sar.,
2001; Rocha-Olivares i sar., 2001; Lefébure i sar., 2006).
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Visoka uspesnost u otkrivanju kripti¢nih vrsta upotrebom samo genetickih markera, ili
u kombinaciji sa morfoloskim i ekoloskim podacima, sugeriSe na neophodnost rutinske
upotrebe molekularnih informacija od strane taksonoma (Bickford i sar., 2007). Velike
geneti¢ke udaljenosti izmedu jasno definisanih vrsta, ¢esto u kombinaciji sa morofolskim,
geografskim, ili nekim dodatnim karakterima, dovele su do otkrivanja kripti¢nih vrsta kod
vedine tipova organizama i stanista, od rakova u dubokim morima (Vrijenhoek i sar., 1994)
1 riba iz tekucih voda (Feulner i sar., 2006), do tropskih vrsta leptira (Hebert 1 sar., 2004),
arktickih vrsta biljaka (Grundt i sar., 2006) i osolikih muva (Vuji¢ i sar. 2013a; Popovic i
sar., 2015; Aclanski i sar., 2016a; Sasi¢ i sar., 2016; 2018, Koci§ Tubié i sar., 2018;
Radenkovié i sar., 2018a,b)

Integrativna taksonomija podrazumeva uporedno kori$éenje nezavisnih tipova podataka
(npr. molekula, morfologije, hemijske signalizacije) u cilju dobijanja jasnog dokaza za
razdvajanje vrsta (Mayr, 1963). Morfoloske promene ne samo da ne moraju biti
sinhronizovane sa granicama izmedu vrsta, ve¢ postoje podaci o prisustvu selekcije koja, u
slu¢aju kripti¢nih vrsta, promovise morfolosku stagnaciju, te redukuje ili eliminiSe
morfoloske promene u procesu specijacije (Schrongge i sar., 2002). Tako bi vrste koje, u
ekstremnim ekoloskim uslovima, sa ciljem adaptacije na specifiénog domacina, prolaze
kroz snaznu selekciju u fiziologiji 1 ponaSanju, istovremeno mogle biti izloZzene i
stabilizacionoj selekciji na nivou morfologije (Schrongge i sar., 2002). Cini se da su
organizmi C¢ija reproduktivna komunikacija nije prevashodno vizuelna (komunikacija
zvukom, vibracijama, feromonima ili elekricnim signalima) najveéi izvor prisutva
kripticnih vrsta, jer promena u navedenim signalizacijama ne mora podrazumevati i
morfolosku (Bickford i sar., 2007). Neki od najbolje proucenih primera kripti¢ne
specijacije odnose se na insekte (Henry, 1994), zabe (Gerhardt, 2005; Stuart i sar., 2006),
ribe (Feulner i sar., 2006) i osolike muve (Marcos-Garcia i sar., 2007, 2011; Stahls i sar.,
2009; Vuji¢ i sar. 2013, 2019; Radenkovi¢ i sar., 2011, 2018). Bickford i sar. (2007) istic¢u
da je, s obzirom na velik broj tipova specijacije, kao i na kompleksnost njihovih
mehanizama, teSko sprovesti jednostavno povezivanje pojma ,kripticne specijacije” sa
odredenim evolucionim mehanizmom. Ukazano je, medutim, da bi veliki broj istraZivanja
o kripticnim vrstama mogao pruziti sliku o tome koja se obelezja i koji procesi najcesce

javljaju u procesu njihove diferencijacije.

Znacaj identifikacije vrsta u kriptiénim kompleksima ogleda se u viSe aspekata: od

konzervacionog planiranja i bioloSkih kontrola, do potencijalne primene u tretmanima
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odredenih bolesti (Besansky i sar., 1999). Moguénost identifikacije kripti¢nih vrsta otvara
vrata ka njihovom proucavanju, konzervaciji i pozitivnom iskoriS¢avanju i predstavlja
vazan korak u za$titi i menadzmentu prirodnih resursa (Bickford i sar., 2007, Mili¢ i sar.,
2019). Dobar primer je slucaj obi¢ne plave Skoljke Mytilus edulis, vazne indikatorske
vrste, sa primenom u prac¢enju zagadenja, u kome je otkriveno je da je u pitanju kompleks
vrsta koji se sastoji od tri razliite kripti¢ne vrste. S obzirom na to da se svaka od ovih
vrsta razlikuje u odgovoru na uslove sredine, autor je ukazao na to da ¢e primena
pojedinacnih vrsta kao bioindikatora zagadenja, kontaminacije teskih metala i naruSavanja
ekosistema, dovesti do ta¢nijih merenja u odnosu na ona koja se oslanjaju na citav

kompleks (Geller, 1999).

U konzervacionom planiranju, kripticne vrste zahtevaju specijalno razmatranje jer: 1)
vrste koje se ve¢ smatraju ugrozenim, mogu se sastojati od veceg broja, jo§ ugrozenijih
vrsta 1 2) razli¢ite vrste, po pravilu, mogu zahtevati razli¢ite konzervacione strategije
(Schonrogge i sar., 2002). Tako je u istrazivanju baziranom na varijabilnosti DNK
sekvenci jedne grupe Zaba, molekularnim podacima otkriveno minimum 14 vrsta, u okviru
dve nominalne vrste (Stuart i sar., 2006). Dok su kripticni kompleksi imali Siroku
geografsku distribuciju, okviri stvarnih vrsta pokazali su se znatno ograni¢enijim,
stavljaju¢i novootkrivene vrste u ugrozeniju kategoriju. Verovatno najveéi izazov u
konzervaciji globalnog biodiverziteta je prevencija gubitka staniSta, a postavljanje
prioriteta zaStite staniSta Cesto se oslanja na procenu biodiverziteta i endemizama. Stoga bi
otkrice geografsko-ekoloskih obrazaca u distribuciji kriptiénih vrsta moglo dovesti do
rasvetljavanja onih aspekata diverziteta, koji bi vodili razmatranju konzervacije odredenih
stanista (Bickford i sar., 2007). Wiens i Graham (2005) sugerisali su da je kombinovanje
informacija o geografskoj distribuciji sa genetickim informacijama razlic¢itih lokusa
najbolji put ka dijagnostifikovanju vrsta i dobijanju daljih informacija od potencijalnog

znacaja za primenu u zastiti ekosistema.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Molekularni i biohemijski markeri

2.1.1 Mitohondrijalna DNK kao molekularni marker

U protekloj dekadi doslo je do velikog napretka u upotrebi sve brzih i tehnoloski
naprednijih tehnika sekvenciranja nukleinskih kiselina u reSavanju problema filogenetickih
studija. Dostupnost sve vece koli¢ine podataka o sekvencama inicirala je i1 razvoj
odgovarajucih alata za matematicku i statisticku analizu, kako bi se navedeni podaci mogli

tumaciti i primenjivati u kontekstu evolucije i molekularne sistematike (Patwardhan i sar.,

2014).

Mitohondrijalna DNK je cirkularni dvolanani DNK molekul, koga karakterisu
odsustvo rekombinacija i uniparentalno nasledivanje, usled ¢ega se bilo koji blok lokusa
mitohondrijalnog genoma posmatra kao jedan haplotip. Haploidnost i uniparentalno
nasledivanje mitohondrijalnog genoma pretvorilo ga je u geneticki marker od izuzetnog
znacaja za populacionu genetiku i evoluciju. Stoga je upotreba mtDNK postala ucestala u
filogenetickim 1 populaciono-genetickim studijama, a podaci 0 njenim sekvencama
pokazali su se kao izuzetan alat u reSavanju filogenetickih pitanja na nivou vrste
(Patwardhan, 2014), kao i u reSavanju taksonomskih problema (Wan i sar., 2004). Za
definisanje vremena razdvajanja posmatranih populacija ili taksona, Koristi se ,.teorija
molekularnog sata”, €iju su hipotezu predlozili Zuckerkandl 1 Pauling (1965). Oni su,
proucavajuci sekvence amino-Kiselina iz hemoglobina razli¢itih vrsta, dosli do zakljucka
da, tokom vremena, postoji konstantna stopa substitucija amino kiselina i sugerisali da su
razlike u amino kiselinama u korelaciji sa evolutivnhom vremenskom skalom. Teoriju
molekularnog sata bazirali su na konstantnoj stopi promena u DNK sekvenci tokom
vremena, kao osnovu za procenu vremena divergencije razliitih linija u okviru
filogenetskog stabla (Zuckerandl i Pauling, 1965). Ova teorija danas omogucava da se na

osnovu geneti¢ke varijabilnosti vrsta proceni njihovo geografsko rasprostranjene i centri
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rasprostranjenosti (Rocha i sar., 2008), sto moze dovesti do otkrivanja istorijske i trenutne

barijere u protoku gena izmedu njih (Avise, 2000).

Regioni mitohondrijalnog genoma od najcesceg interesa u istrazivanjima prirodnih
populacija su: kontrolni region, 12S/16S rRNK, CytB (citohrom b-oksidaza gen) i
citohnrom c-oksidaza |1 gen (COIl). Kontrolni region predstavlja nekodiraju¢i segment
mtDNK ukljucen u regulaciju i inicijaciju njene replikacije i transkripcije. Karakterisu ga
taCkaste mutacije, sa snaznom preferencijom ka tranzicijama u odnosu na transverzije
(Brown i sar., 1982). 12S rRNK predstavlja gen za odgovarajuéu rRNK prisutnu u
mitohondrijalnim ribozomima i do sada je najuspe$nije koris¢en u detekciji vrsta koje
karakterise relativno dug period razdvajanja (Patwardhan, 2014). Citohrom b-oksidaza gen
pronalazi Siroku primenu u otkrivanju filogenetickih veza izmedu blisko vezanih taksona
na razli¢itim taksonomskim nivoima, pri ¢emu je primeceno slabljenje rezolucije ovog
markera na evololutivno dublje pozicioniranim ¢vorovima (Bradley i1 sar., 2007).

Citohrom c-okisdaza je jedan od proteina elekron-transportnog lanca, ¢ija je funkcija
da, kao poslednji enzim u lancu, redukuje kiseonik i pumpa protone kroz unutrasnju
mitohondrijalnu membranu. COI gen karakteriSe spora evolucija u poredenju sa drugim
protein-kodiraju¢im mitohondrijalnim genima, pa navedeni marker nalazi Siroku primenu u
proceni molekularne filogenije (Russo i sar., 1996). Uzimajué¢i u obzir retke insercije i
delecije u mitohondrijalnim genima, dostupnost univerzalnih prajmera za amplifikaciju i
visoku stopu nukleotidnih suspstitucija, 658 baznih parova dug fragment na 5’ kraju gena
subjedinice | mitohondrijalne citohrom c-oksidaze (COI) predloZen je kao univerzalni
marker (,,DNK barkod’’) za identifikaciju vrsta u okviru zivotinjskog carstva (Hebert i sar.,
2003a, b). Filogeneticke analize u okviru Merodon avidus kompleksa potvrdila su uspe$nu
primenjivost i drugog kraja (3” COI) istoga gena u identifikaciji jedne od vrsta (Milankov
I sar., 2009). Njegove sekvence primenjuju se u reSavanju filogenetickih problema
insekata, na razliCitim hijerarhijskim nivoima, od blisko vezanih vrsta, do subfamilija 1
familija, pa i redova (Patwardhan i sar., 2014). S obzirom na njegovu funkciju, promene u
aminokiselinskoj sekvenci citohrom c-oksidaze, koje rezultuju u modifikaciji proteinske
strukture ovog enzima, mogu se odraziti na energetski metabolizam (Pentisaari i sar.,
2016). Kako protein-kodiraju¢i geni, generalno, stoje pod velikim uticajem negativne
prirodne selekcije, substitucije amino-kiselina su retke, narocito kod citohrom-okisidaza
gena (Castoe i sar., 2008). Na nivou mtDNK sekvenci utvrdeno je prisustvo negativne

(Pessole i sar., 1999; Galtier, 2009), ali i pozitivne prirodne selekcije (Da Fonseca i sar.,
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2008; James i sar., 2015). Obrazac DNK varijabilnosti u regionu barkoda mogu¢i je odraz
ukupnog delovanja selekcije na proteinskom nivou. Stoga je za ocekivati da bi
kombinovana upotreba informacija 0 DNK i proteinskoj varijabilnosti bila efikasna u
identifikaciji i delineaciji vrsta, kao i u sticanju funkcionalnog uvida u raznovrsne i obimne
izvore podataka (Pentisaari i sar., 2016). Broj COI barkod sekvenci, ¢uvanih i dostupnih u
okviru javne baze podataka (Barcode of Life Datasystems database-BOLD,

http://www.boldsystems.org/), u neprekidnom je porastu i iznosio je, prema poslednjim

podacima, 4,7 miliona (Pentisaari i sar., 2016). Broj ovih sekvenci u NCBI banci

(www.ncbi.nlm.nih.gov) danas iznosi oko 2,5 miliona (Porter, 2018).

2.1.2 Alozimi kao molekularni markeri

Alozimi, razli¢ite forme enzima kodirane alelima istog enzimskog lokusa, predstavljaju
geneticke markere koji se mogu Kkoristiti za reSavanje filogenetickih pitanja. Metoda
enzimske elektroforeze pokazala se, po¢ev od 60-ih godina XX veka, korisna u
proucavanju geneticke varijabilnosti prirodnih populacija (Lewontin i Hubby, 1966;
Johnson i sar., 1966; Harris, 1969; Selander i Yang, 1969). Ona omogucava sagledavanje
(Hunter i Market, 1957) i alozimske/aloenzimske (molekulske forme enzima kodirane
alelima istog lokusa) (Prakash i sar.,, 1969) varijabilnosti. Preko zimograma
(elektroforetske slike enzima), koji je rezultat kretanja proteinskih molekula na odredenom
nosacu (5% poliakrilamid gel) u tecnom medijumu (pufer odredene pH vrednosti i jonske
snage), detektuju se razlike izmedu proteina kodiranih alelima razli¢itih gena (Hunter i
Market, 1957). Na mobilnost polipeptidnih lanaca, pored jacine elektri¢nog polja, pufera i
nosaca, utiCu i osobine samih molekula, kao Sto su naelektrisanje, veli¢ina i oblik.
Detektovane razlike u mobilnosti proteinskih subjedinica su u najvecoj meri geneticki
detrminisane, jer primarna struktura proteina odreduje neto naelektrisanje 1 utiCe na

formiranje sekundarne, tercijarne i kvaternarne strukture proteina (Milankov, 2000).

Dijagnosticki lokusi enzima i fiksirane razlike u frekvenciji njihovih alela mogu se
koristiti u cilju identifikacije geneticke izolacije vrsta. Alozimi kao dijagnosticki karakteri
istovremeno su 1 indikatori prisustva bliskih, morfoloski (skoro) identi¢nih vrsta i/ili vrsta

sa preklapaju¢om ekoloskom distribucijom. Kao takvi, prvi put su upotrebljeni za
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razlikovanje 12 sestrinskih vrsta Drosophila willinstoni grupe (Ayala i sar., 1972). U ovoj
obimnoj studiji, koja je obuhvatila 28 enzimskih lokusa i 12 blisko vezanih vrsta, autori su,
pored merenja genetiCke diferencijacije u okviru i izmedu vrsta, pokusali da objasne i
evolutivne mehanizme koji su do njih doveli. Polaze¢i od teorije adaptivno neutralnih
mutacija i “nasumicne evolucije” (Dobzhansky, 1970), uz pomo¢ jednacine za efektivan
broj neutralnih alela (na osnovu stope mutacije istih 1 efektivne veli¢ine populacije
(Kimura i Crow, 1964)), Ayala i sar. (1972) su zakljucili da vecina enzimske varijabilnosti,
detektovane kod D. willinstoni grupe, nije adaptivno neutralna. Uoc¢ena je i sli¢nost u
obrascu frekvencije alela, ¢ak i kod populacija koje su geografski izolovane od ostalih.
Stoga je postavljena hipoteza da je balansna selekcija kljucan faktor u kontroli geneticke
varijabilnosti prirodnih populacija (Ayala i sar., 1971).

Analiza alozimske varijabilnosti i dalje predstavlja standardnu metodu za reSavanje
razli¢itih bioloskih problema. Alozimi se koriste kao geneti¢ki markeri u sistematici i
imaju primenu u geneti¢koj identifikaciji, analizi populacija, determinaciji geneti¢kog
fonda vrste (simpatri¢kih, alopatrickih vrsta, hibridnih zona, partenogenetskih klonova),
kao i evolucionih odnosa i filogenije svih grupa organizama (Milankov, 2000; Desvignes i
sar., 2001; Vazquez-Prieto i sar., 2011).

2.2 OpSte karakterstike familije Syrphidae

Osolike muve pripadaju klasi insekata (Insecta), redu Diptera i podredu Cyclorrhapha.
Predstavljaju vrstama brojnu familiju insekata, sa oko 6.000 opisanih vrsta svrstanih u 188
rodova, od ¢ega je priblizno 1.800 vrsta iz 107 rodova zastupljeno u Palearktiku
(Thompson i Rotheray, 1998). Na osnovu morfoloskih karakterstika odraslih jedinki,
familija Syrphidae se deli na tri podfamilije: Eristalinae (sa tribusima Cheliosiini,
Callicerini, Volucellini, Chrysogasterini, Sericomyni, Eumerini, Psarini, Ceriodini,
Eristalini, Miledsiini, Xylotini i Pipizini), Syrphinae (Syphini, Bacchini, Chrysotoxini,
Melanostomatini, Paragini) i Microdontinae (Peck, 1988).

......

odsustvuju na Antarktiku i na okeanskim ostrvima. Ovako Siroka rasprostranjenost

omogucena je visokim stepenom adaptivne radijacije, kao 1 razli€itim tipovima larvalnog
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razviéa i ekoloskih zahteva adulata (Thompson, 1999). Najces¢i tipovi ekosistema koje
osolike muve naseljavaju su Sume, mocvare, tresetiSta i vlazne livade (van Veen, 2004).
Najbrojniji rodovi na podruc¢ju Palearktika su Merodon Meigen, 1803; Cheliosia Meigen,
1822 i Eumerus Meigen, 1822 (Hurkmans, 1993).

2.2.1 Opste karakterstike roda Merodon Meigen, 1803

Rod Merodon pripada Familiji Syrphidae, podfamiliji Eristalinae i tribusu Eumerini.
Pored roda Merodon, ovom tribusu pripadaju i vrste rodova Eumerus Meigen, 1822;
Platynochaetus Wiedemann, 1830 i Psilota Meigen, 1822 (Peck, 1988). Najobimniju
reviziju evropske faune roda Merodon napravio je Hurkmans (1993) u prvom delu
monografije, koja sadrzi opise 1 klju¢ za determinaciju 61 vrste, definisanih u 11
monofiletskih grupa (alagoezicus, alexeji, avidus, clavipes, crassifemoris, elegans,
longicornis, nigritarsis, pruni, tarsatus i vandergooti). S obzirom na to da njegov rad nije
nikada zavrSen, Cak i ova revizija smatra se delimi¢énom (Speight, 2017). Marcos Garcia i
sar. (2007) predstavili su klju¢ za 34 nove vrste roda Merodon sa Iberijskog poluostrva,
kao i za alzirsku vrstu M. hurkmansi sp. nova. Naredni period obuhvatio je niz razli¢itih
istrazivanja na odredenim grupama vrsta, ukljucujuéi grupe aureus, nanus, nigritarsis i
ruficornis (Milankov i sar., 2008; Francuski i sar., 2009, 2011; Stahls i sar., 2009; Vuji¢ i
sar., 2012, 2013, 2015; Sasi¢ i sar., 2016; Aéanski i sar., 2016b). Sa podrucja Evrope, rod
Merodon je najintenzivnije je proucavan na Balkanskom poluostrvu, Iberijskom
poluostrvu, Egejskim ostrvima i u Turskoj (Stahls i sar., 2009; Marcos-Garcia i sar., 2011;
Petanidou i sar., 2011; Radenkovié i sar., 2011; Ricarte i sar., 2012; Stahls i sar., 2016;
Vuji¢ i sar., 2007, 2011).

Adultne jedinke Merodona su srednje do krupne osolike muve (7-23mm), veéinom
tamne osnovne boje, sa crvenkastim ili bledim $arama na abdomenu i odsutnim dlakama na
abdomenu i toraksu (Stahls i sar., 2009). Za vrste roda Merodon karakteristi¢na je izraZena
Bejtsova mimikrija (veli€ina, dlakavost, boja), kao 1 nacin larvalnog razvica. Stanoviste da
se larve razvijaju u rizomima i lukovicama raznih vrsta familija Iridaceae i Amaryllidaceae
(Hurkmans, 1993), prosireno je nedavnim pronalazenjem larvi vrste Merodon avidus

(Rossi, 1790) u lukovicama vrste Ornithogalum umbellaum L., iz familije Hyacinthaceae



(Andri¢ i sar., 2014), kao i novim opisima larvi roda Merodon (Ricarte i sar., 2017;
Preradovi¢ i sar., 2018). Larve roda Merodon su fitofagi i mogu da nanesu stetu ukrasnim
i gajenim biljkama (Andri¢ i sar., 2014). Istovremeno, adulti su znacajni oprasivaci divljih
i gajenih biljnih vrsta (Proctor i sar., 1996). Adulti pose¢uju cvetove raznih vrsta biljaka,
Cesto iz familije Apiaceae (Hurkmans, 1985). To su termofilni, kserotolerantni organizmi,
koji naseljavaju suve i tople, vlazne i tople, kao i hladne 1 suve regione. Stoga se mogu
pronaci u razli¢itim tipovima staniSta, od tropskih i subtropskih regiona do planinskih
masiva preko 3000 metara nadmorske visine, ali ubedljivo najve¢u raznovrsnost dostizu u
Mediteranu (Hurkmans, 1988, 1993). ZabeleZeno je, ipak, da vecina vrsta preferira suva i
topla stanista, kao i da se adulti najc¢es¢e mogu videti na otvorenim staniStima kako lete
kroz vegetaciju ili se odmaraju na kamenju i na golom tlu (van Veen, 2004). Odrasle
jedinke uglavnom lete u periodu od maja do avgusta meseca (Vuji¢, usmeno). Zapazena je
pojava teritorijalnosti muzjaka pojedinih vrsta, u zavisnosti od raspolozivog prostora,

prisustva zenki, veli¢ine populacije i vremenskih uslova (Hurkmans, 1988).

Do nedavno smatran za drugi po veliCini, sa preko 100 evidentiranih vrsta (Speight,
2017), danas rod Merodon predstavlja najveéi rod u okviru familije osolikih muva u Evropi
(Vuji¢ i sar., 2015). Ovom saznanju doprinelo je nekoliko studija u kojima su opisani novi
taksoni (Marcos-Garcia i sar., 2007; Popov, 2010; Acanski i sar., 2016a; Radenkovic i sar.,
2011, 2018a,b; Vuji¢ i sar., 2007, 2012, 2013a, 2013b, 2015, 2018a,b, 2019; Sasi¢ i sar.,
2016, 2018; Veselic i sar., 2017; Kocis Tubié i sar., 2018). Rod je zastupljen u Palearktiku
I Etiopskom regionu, pri ¢emu se najvise vrsta javlja u stepama isto¢ne Evrope i okolini, a
62 vrste zabelezene su u Turskoj (Saribiyik, 2014). Znacajan broj vrsta (37 od 57 vrsta
je ograni¢ena na ostrva ili odredene planinske okvire (Vuji€ 1 sar., 2016; Radenkovi¢ i sar.,

2018).

2.2.2 Taksonomski status, biologija i distribucija vrsta u okviru Merodon avidus
kompleksa

Vrstu M. avidus opisao je Rossi, 1790 pod nazivom Syrphus avidus. Varijabilnost
odredenih karaktera poput obojenosti antena, nogu i abdomena, koja onemogucava

pouzdanu identifikaciju pojedinih jedinki, dovela je do toga da ova vrsta bude opisana pod
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24 razli¢ita imena: Syrphus avidus Rossi, 1790; Syrphus spinipes Fabricius, 1794,
Merodon serrulatus; Merodon italicus Rondani, 1845; Merodon rufitibius Rondani, 1845;
Merodon graecus Walker, 1852; Merodon aurifer, Loew, 1862; Merodon quadrilineatus,
Lioy, 1864; Merodon avidus, Rondani 1845; Lampetia avida, Seguy 1961; Milesia
spinipes, Latreille 1804; Merodon spinipes, Fabricius 1805; Lampetia spinipes, Oldenberg
1919; Merodon serrulatus, Schiner 1857; Lampetia serrulata, Sack 1931; Merodon
italicus, Rondani 1857; Lampetia italica, Sack 1931; Merodon rufitibius, Rondani 1857,
Lampetia rufitibia, Sack 1931; Merodon graecus, Schiner 1857; Merodon aurifer, Peck
1988; Lampetia aurifera, Sack 1931; Merodon quadrilineatus, Peck 1988; Lampetia
quadrilineata, Sack 1931. Hurkmans (1993) je izdvojio avidus grupu na osnovu
apomorfnih karaktera abdomena i anteriornog lobusa surstila genitalnog aparata muzjaka i
u nju svrstao samo jednu vrstu. On je pretpostavio da su veli¢ina 1 obojenost jedinki
povezani sa koli¢inom i kvalitetom ishrane u larvalnim fazama, te mogu dovesi do visoke

varijabilnosti karaktera u okviru vrste.

Milankov i sar. (2001) navode da adultni muZjaci ove grupe pokazuju teritorijalno
ponasanje, obigravanjem oko granica svoje teritorije i mirovanjem na izlozenim
povrsinama. U istom radu je navedeno da se jedinke M. avidus mogu pronaci od marta do

oktobra, pre svega na vlaznim biotopima i staniStima.

Stariji nau¢ni izvori beleze da je M. avidus ekstremno rasprostranjena evropska vrsta,
odsutna samo u severnim podrucjima, ¢iji se primerci mogu pronaci 1 u severnoj Africi, na

srednjem Istoku, kao i u maloj Aziji (Drickx, 1994).

Prema najnovijim taksonomskim analizama (Stahls i sar., 2009; Popovi¢ i sar., 2015;
Acanski i sar., 2016a) M. avidus kompleks se sastoji od 4 vrste- Merodon avidus Rossi,
1790, Merodon moenium Wiedemann, 1822, Merodon ibericus Vuji¢, 2015 i Merodon

megavidus Vuji¢ i Radenkovié, 2016, za koje je zabelezena sledeca distribucija:

- areal vrste Merodon avidus obuhvata mediteranski basen (juzna Francuska, Italija, obala
Jadranskog mora, juzna Bosna 1 Herzegovina, Crna Gora, Albanija, Makedonija, Grcka,

Turska, Izrael i Kipar), Srbiju, isto¢nu Bugarsku i Krim (Slika 6a);

- vrsta Merodon moenium je Siroko rasprostranjena, od kontinentalnog dela Evrope
(Francuska, Holandija, Nemacka, Poljska, Ceska, Danska, Juzna Svedska, gvajcarska,

Slovacka, Slovenija, Rumunija i Srbija) preko pojedinih delova mediteranskog basena
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(juzna Francuska, Korzika, Italija sa Sicilijom, Jadranski region Hrvatske i Bosne, Crna

Gora, Makedonija i Gr¢ka) do obale Crnog mora (Bugarska) (Slika 6b);

- vrsta Merodon ibericus se javlja u zapadnom Mediteranu, na Iberijskom poluostrvu i u
Maroku (Slika 6c);

- Merodon megavidus u osnovi predstavlja endem grckog ostrva Lezbos (Slika 6d). Noviji
podaci beleze prisustvo ovog taksona i na obliznjem grckom ostrvu Samos, kao i u

pokrajini Konia u centralnoj Turskoj (Vuji¢, usmeno).

2.2.3 Pregled dosadasnjih istrazivanja Merodon avidus kompleksa

Analiza alozimske varijabilnosti elektroforezom, do tada ve¢ primenjivana kod drugih
insekatskih grupa, implementirana je u cilju identifikacije blisko vezanih vrsta osolikih
muva (Milankov i sar., 2001). Dva enzimska lokusa (ldh-2 i Aat) pokazala su se
dijagnostickim u razdvajanju kriptiénih vrsta M. avidus kompleksa, usled prisustva
specificnih i fiksiranih alela u navedenim lokusima. Idh-2 lokus bio je potpuno
dijagnosti¢an, sa potpuno fiksiranim alelima, jedinstvenim za svaki od taksona (alel d kod
prvog i alel g kod drugog taksona). U okviru AAT lokusa je alel e, specifican za prvi
takson, zabeleZzen samo u pojedinim populacijama drugog taksona (Dubasnica, Srbija i
Pindos, Gréka). Morfoloski karakteri (duzina 3. antenalnog segmenta, izgled tergita II, boja
tibije, duZina 1 struktura dlaka na telu, duZina mezoskotuma, boja tergita III), koris¢eni u
preliminarnom razdvajanju jedinki, u kombinaciji sa dva dijagnosticka enzimska lokusa,
ukazali su na postojanje dva taksona u okviru sedam analiziranih populacija. Taksoni su
ovom prilikom oznacéeni kao M. avidus A (mediteranska vrsta) i M. avidus B (planinska
vrsta), te je zakljuCeno da je Siroko rasprostranjena vrsta M. avidus u stvari geografski i
geneticki strukturiran takson koji obuhvata razli¢ite grupe kripti¢nih taksona. Istom
prilikom, uocena je intraspecificna varijabilnost izmedu pojedinih populacija, prisutvo
velikog broja polimorfnih lokusa, kao i jedinstvenih i retkih alela. Najveéi broj
jedinstvenih i retkih alela je detektovan u populaciji M. avidus A iz Morinja (Crna Gora).
Populacije M. avidus B iz Mavrova (Makedonija) i Pindosa (Grcka) imale su po dva retka
alela, dok nijedan jedinstveni alel nije zabelezen u izu¢avanim populacijama M. avidus B.

U okviru F-statistike, uocen je visok nivo razlika u frekvencijama alela izmedu analiziranih
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populacija u celini (Fst=0,511), ¢ime je uévr§éena pretpostavka o prisustvu dva taksona.
Novootkriveni taksoni okarakterisani su kao delimi¢no geografski izolovani, pri ¢emu se
M. avidus B jedinke nisu mogle pronac¢i u mediteranskim stani$tima, dok su mediteranske
jedinke bile prisutne na par kontinentalnih lokaliteta. Utvrdeno je i postojanje simpatrije

taksona M. avidus A i B na jednom lokalitetu (Dubasnica, Srbija) (Milankov i sar., 2001).

Dalja analiza varijabilnosti enzimskih lokusa usmerila se samo na takson M. avidus A, u
analizi geneticke diferencijacije izmedu tri konspecifi¢ne populacije-Dubasnica (Srbija),
Morinj (Crna Gora) i Pindos (Gr¢ka) (Milankov 1 sar., 2004). Geneticka diferencijacija je
kvantifikovana Fst vrednosScu, koja je inverzna funkcija protoka gena izmedu populacija.
Uoceno je da se i1 vrednosti geneticke diferencijacije i geneticke udaljenosti, u gotovo svim
analiziranim parovima populacija, poveavaju sa porastom geografske razdaljine izmedu
njih. Stoga je zakljuceno da bi, pored broja migranata (protoka gena), razliciti selekcioni
pritisci na razli¢itim stani§ima mogli uticati na stepen geneticke diferencijacije izmedu

pojedinih konspecijskih populacija (Milankov i sar., 2004).

Mengual i sar. (2006) su analizirali COIl sekvence mitohondrijalne DNK kod jedinki
roda Merodon i pokazali da kompleks vrsta M. avidus u Sirem smislu pripada grupi M.
nigritarsis. Identifikovane su cetiri grupe unutar roda Merodon sa Iberijskog poluostrva, a
medu njima i nigritarsis grupa sa vrstama: Merodon avidus B sensu Milankov i sar., 2001,
Merodon elegans Hurkmans 1993, Merodon serrulatus Wiedemann, 1822 i M. nigritarsis
Becker, 1903.

Dalja istrazivanja na jedinkama iz avidus kompleksa takode su bila bazirana na analizi
molekularne varijabilnosti COI sekvenci. Milankov i sar. (2009) su analizirali molekularnu
i fenotipsku varijabilnost jedinki M. avidus kompleksa sa Balkanskog poluostrva,
Francuske i Spanije. Na osnovu morfologije, kao i na osnovu specifi¢nih alela prethodno
utvrdenih dijagnostickih enzimskih lokusa, jedinke su preliminarno bile oznacene kao
vrsta M. avidus A, M. avidus B. Od ukupno 20 uo¢enih mtDNK haplotipova, definisanih
kroz 53 varijabilne pozicije, se pokazalo jedinstveno za M. avidus A, sest za M. avidus B,
tri za jedinke iz Spanije (naknadno oznaéene kao M. bicolor), dok su &etiri haplotipa bila
zajednicka za taksone M. avidus A i M. avidus B. Haplotipovi su formirali dve klade,
razlicite u vise od 29 nukleotidnih promena: jednu kladu cinila je vrsta M. bicolor iz
Spanije, dok su drugu ¢inili M. avidus A i M. avidus B sa Balkanskog poluostrva i

Francuske. Stoga je uoceno da, uprkos izrazenoj varijabilnosti haplotipova, na osnovu
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varijabilnosti mtDNA COI sekvenci nije bilo moguée uspesno razdvojiti M. avidus A i M.
avidus B taksone, kao sto je bio slucaj sa dijagnostickim enzimskim lokusima. M. bicolor
klada, sa samo dve zabelezene nukleotidne promene, odgovarala je taksonu iz Spanije, koji
je, na osnovu morfoloskih karaktera, prvobitno bio identifikovan kao M. avidus B sensu
(Mengual i sar., 2006; Marcos-Garcia i sar., 2007). Zbog jasnih geneti¢kih razlika (COI
haplotip) i parametara krila utvrdenih u datom istrazivanju, ovaj takson redefinisan je pod
imenom Merodon bicolor Gil Collado, 1930 (Milankov i sar., 2009). Kasnije ¢e, zbog
zauzetosti imena Merodon bicolor Walker, 1852, prema pravilima Internacionalnog
kodeksa zooloske nomenklature, za ovu vrstu biti uspostavljeno novo validno ime
Merodon ibericus Vuji¢, 2015 (Popovi¢ i sar., 2015). U okviru mediteranskih populacija
M. avidus A uocena je i temporalna divergencija. S obzirom na to da su prole¢ni primerci,
sakupljeni u aprilu, delili haplotipove sa populacijama M. avidus B (Durmitor, Crna Gora i
Dubasnica, Srbija), pretpostavljeno je da bi prolena generacija na ovim lokalitetima
(Lezbos, Grcka 1 Morinj, Crna Gora) mogla pripadati M. avidus B taksonu, a letnja i
jesenja taksonu M. avidus A (Milankov i sar., 2009). Istom prilikom uradene su i
geometrijsko-morfometrijske analize parametara krila. Utvrdena je varijabilnost u obliku
krila, ali i visok stepen sli¢nosti izmedu alopatri¢kih metapopulacija taksona M. avidus A i
M. avidus B, ¢ime je onemogucena jasna podela M. avidus vrste na dva navedena taksona.
Na osnovu geometrijsko-morfometrijske analize, populacija M. avidus A iz Makedonije i
Panonske nizije se preklapala sa populacijom M. avidus B sa Durmiora, Stare planine i
Kopaonika, dok je populacija M. avidus A iz Morinja bila najudaljenija od ostalih. Ovo
poslednje bilo je u skladu sa rezultatima dobijenim analizom maksimalne parsimonije, uz
pomo¢ COI markera (Milankov i sar., 2009).

Analizom 22 jedinke roda Merodon sa ostrva Lezbos (Greka), Stahls i sar. (2009) imali
su za cilj upostavljanje barkoding sistema za sve vrste sa navedenog ostrva, upotrebom 5’
kraja mitohondrijalnog COI gena od 650 nukleotida. Analiza parsimonije pokazala se
uspesnom u idenifikaciji gotovo svih poznatih taksona, a ustanovljeno je i prisustvo novog,
morfoloski kripticnog taksona, M. sp. nova 2 iz avidus kompleksa. lako je detaljno
proucavanje morfologije pokazalo izvesne morfoloske osobenosti kod M. sp. nova 2,
slicnost izmedu ovog taksona i M. avidus A cinila ih je gotovo nerazdvojivim. Na
nuklearnom nivou, ovaj takson se razlikovao od analiziranih jedinki taksona M. avidus A u
Cetiri jedinstvene nukleotidne promene. U okviru vrste M. avidus A, kod jedne od tri

analizirane jedinke, uoCena je prisutnost jedne jedinstvene nukleotidne promene.
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Istovremeno, COI barkod pristup ponovo se pokazao nesavrSenim u identifikaciji vrsta, ne
uspevsi da razdvoji morfoloski razli¢ite vrste M. loewi i M. papillus, koje su delile jedan
haplotip. Pojava zajednickog haplotipa je objasnjena moguc¢im zadrzavanjem ancestralnog
polimorfizma, ili prisustvom mitohondrijalne introgresije izmedu taksona. Uprkos
potvrdenoj upotrebi DNK barkodinga u dobijanju taksonomskih informacija, istaknuta je
vaznost integrativne upotrebe karaktera iz razli¢itih izvora, kao $to su morfoloski i

ekoloski podaci, ili molekularni podaci iz ve¢eg broja lokusa (Stahls i sar., 2009).

Uporedno sagledavanje upotrebe enzimskih lokusa i COIl sekvence mitohondrijalne
DNK u razdvajanju kripti¢nih taksona M. avidus kompleksa predstavlja prve rezultate
istrazivanja iz opusa ove doktorske disertacije (Popovi¢ i sar., 2014). Tom prilikom
analizirane su tri populacije sa dva podunavska lokaliteta (Perdap i Fruska Gora, Srbija).
Jedinke su, preliminarno, na osnovu morfoloskih karaktera i sezone aktivnosti, razdvojene
na dva taksona, tom prilikom prvi put oznac¢ena kao M. avidus Rossi (analogan M. avidus
A (Milankov i sar., 2001) i M. moenium Wiedemann (analogan M. avidus B (Milankov i
sar., 2001). Perdap je okarakterisan kao simpatrijski lokalitet, pri ¢emu su jedinke
sakupljene u junu mesecu (,,prole¢na generacija”) preliminarno identifikovane kao M.
moenium, a one sakupljene u septembru (,,jesenja generacija”), kao M. avidus. Analiza
varijabilnosti alozima potvrdila je postojanje dva razli¢ita taksona u okviru analiziranih
populacija. Tri od pet analiziranih enzimskih lokusa pokazali su polimorfizam u sve tri
analizirane populacije, dok su lokusi AAT i ME bili monomorfni u okviru svakog taksona
(AAT lokus: fiskiran alel a u M. avidus populacijama, i alel b u M. moenium populacijama;
ME lokus: fiksiran alel b u M. avidus populacijama i alel a u M. moenium populacijama).
UPGMA dendrogram baziran na genetickoj udaljenosti analiziranih populacija (Nei, 1978)
prikazao je prisustvo dve klade- M. avidus (proleé¢na populacija sa Perdapa) i M. moenium
(jesenja populacija sa Perdapa i populacija sa Fruske Gore). U okviru F statistike, Fst>Fis
relacija ukazala je na veéi efekat genetickog drifta u odnosu na lokalni inbriding. Ipak,
¢injenica da su Fst vrednosti bile razli€ite po razli¢itim analiziranim lokusima, eliminisala
je geneticki drift 1 protok gena kao najvece uzrocnike geneticke diferencijacije izmedu
analiziranih populacija. Stoga je pretpostavljeno da su dominantan mehanizam ovog
procesa bili razli€iti selekcioni pritisci u okruzenju M. avidusa i M. moeniuma, ne samo na
razli¢itim geografskim podruéjima, ve¢ i na istom stani$tu (Perdap). Analiza COI sekvenci
23 jedinke navedenih populacija otkrila je prisutvo 10 haplotipova, od kojih su tri bila

jedinstvena za M. avidus, Sest za M. moenium, a jedan deljen od strane oba taksona. Za
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razliku od UPGMA dendrograma baziranog na alozimskim podacima, parsimonijsko
stablo bazirano na mitohondrijalnoj DNK nije uspelo da odvoji dva kripticna taksona.
Time je zakljueno da su se specificni aleli u okviru alozimske analize pokazali

informativnijim za reSavanje taksonomskog statusa M. avidus kompleksa (Popovi¢ i sar.,

2014).

Preliminarni rezultati ove teze, publikovani na osnovu materijala prikupljenog tokom
proleca, leta i jeseni, sa veceg broja lokaliteta sa Sireg geografskog podrucja, pojasnili su
status M. avidus kompleksa (Popovic i sar., 2015). Studija je obuhvatila 21 populaciju iz
juzne Evrope, Maroka i Turske i, na osnovu morfoloskih karaktera, sezone aktivnosti
jedinki, kao i geografske distribucije, predlozila upotrebu naziva M. avidus (Rossi, 1790),
M. moenium (Wiedemann, 1822) i M. ibericus (Vuji¢ 2015; novi naziv za M. bicolor Gil i
Collado, 1930; Walker, 1852). U radu su predstavljeni neotipovi za vrste Merodon avidus,
M. spinipes (Fabricius, 1794) i M. quadrilineatus Lioy, 1864, kao i lektotip za Merodon
moenium. DNK barkoding analiza bazirana na 3"COI sekvencama mitohondrijalne DNK
obuhvatila je po jedan primerak iz svake od populacija (sa podru¢ja juzne i srednje Evrope
I Turske), inicijalno identifikovanih kao M. avidus/M. moenium, kojima je dodato i
nekoliko sekvenci vrste M. ibericus (marokanske populacije). Neighbour-joining (NJ)
analiza, kao i analize maksimalne verovatno¢e (engl. Maximum-likelihood, ML) i
maksimalne parsimonije (engl. Maximum parsimony, MP), jasno su razdvojile M. bicolor
klaster od para M. avidus/M. moenium, kroz prisustvo dve odgovarajuce klade. U okviru
41 analizirane jedinke, identifikovano je 27 COl mtDNK haplotipa, definisanih kroz 36
varijabilne pozicije (7 singltona i 29 parasimonijski informativnih mesta). Diverzitet
haplotipova na nivou ukupnih podataka iznosio je h = 0,971, diverzitet nukleotida
71=0,02006, a prosecan broj nukleotidnih razlika k = 12,998. Ukupno 15 haplotipova pripalo
je taksonu M. ibericus, 7 taksonu M. avidus, dok je 5 haplotipova zabelezeno kod M.
moenium. Velik broj jedinstvenih haplotipova u okviru obe klade ukazao je na prisustvo
intraspecijskog polimorfizma. ZabeleZeno je potpuno odsustvo deljenih haplotipova, §to je,
uprkos tome $to COI barkode nije uspeo da razdvoji M. avidus i M. moenium u dva
klastera, navelo autore na analizu molekularne varijanse (AMOVA). Dobijeni podaci
otkrili su statisticki znaCajne procente varijacija izmedu vrsta. Takode, ®st vrednosti
bazirane na varijabilnosti COI sekvenci, bile su statisti¢ki znac¢ajne u komparacijama svih
parova vrsta, pri ¢emu je razlika izmedu M. avidus/M. moenium bila manja u odnosu na

druga dva analizirana para (Popovi¢ i sar., 2015). S obzirom na to da je DNK analiza jasno
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razdvojila samo M. ibericus od M. avidus/M. moenium para, populacije avidusa i
moeniuma podvrgnute su ispitivanju alozimske varijabilnosti. Analiza varijabilnosti
biohemijskih markera pruzila je ovom prilikom nedvosmislen dokaz o postojanju dve vrste
u okviru ove grupe, 1 kao takva je znaCajan deo ove doktorske disertacije, u koju je i

uvrstena (Poglavlja 3.2 1 4.2).

Poslednje istrazivanje M. avidus kompleksa obuhvatilo je integrativnu upotrebu
geometrijsko-morfometrijskih prisupa i analize 5’ kraja COI mtDNK gena (Acanski i sar.,
2016a). Geometrijsko morfoloske analize radene su na osnovu oblika krila, visoko
nasledne karakteristike, kao 1 oblika surstilusa (dela genitalnog aparata muzjaka).
Pretpostavljeno je da bi drugi karakter mogao biti znacajan za mehanizam izolacije izmedu
Kripti¢nih vrsta osolikih muva (Rotheray i Gilbert, 2011), kao i da bi geo-morfometrijske
analize mogle otkriti fine razlike u obliku, koje se ne mogu vizualizovati tradicionalnim
ispitivanjem (Mutanen i Pretorius, 2007). UPGMA fenogrami bazirani na obe morfoloske
karakteristike ukazali su na prisustvo Cetiri razli¢ite vrste: M. avidus, M. moenium, M.
ibericus i novoopisane M. megavidus i time dokazali statisticku znacajnost finih
morfoloskih razlika izmedu para M. avidus/M. moenium. Istaknuto je postojanje razlika u
obliku surstilusa izmedu ove dve vrste, uprkos njihovoj mestimi¢noj geografskoj
priblizenosti 1 preklapanju, kao 1 pretpostavljenoj skoroj specijaciji. Osim §to su povrdile
klasifikaciju na M. avidus (Rossi, 1790), M. moenium (Wiesemman, 1822) i M. ibericus
(Vuyji¢, 2015) (Popovi¢ i sar. 2015), geometrijsko-morfoloske analize omogucile su, ovom
prilikom, i identifikaciju Cetvrtog taksona M. megavidus. Ovom taksonu, ranije otkrivenom
uporebom COI barkodinga i prvobitno ozna¢enom kao Merodon sp. nov. 2, (Stahls i sar.,
2009), ovom prilikom su dodati 1 prezentovani 1 dijagnosticki morfoloSki karakteri
(Acanski i sar., 2016a). DNK filogenetickom analizom dobijena su dva stabla, bazirana na
pristupima maksimalne parsimonije i maksimalne verovatnoce, Cija je topologija bila
sli¢na, te su se formirala tri klastera: M ibericus, M. megavidus i klaster sa sekvencama M.
avidus i M. moenium. UPGMA dendrogram, baziran na genetickim distancama, bio je u
skladu sa UPGMA fenogramom iz geometrijsko-morfoloske analize. Na osnovu
divergencije u sekvencama (p vrednost) COI gena, kao i relativne stope mutacija na milion
godina za artropode (Brower, 1994), procenjeno je vreme divergencije ispitivanih taksona.
Rezultati su ukazali na to da su se sve divergencije odigrale u Pleisocenu, od ¢ega prvo
divergencija M. ibericusa (pre oko 800.000 godina), dok je poslednja usledila divergencija

izmedu M. avidusa i M. moeniuma (pre oko 87.000 godina).
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Na osnovu rezultata Stahls i sar. (2009), Popovi¢ i sar. (2015) i Acanski i sar (2016a),
M. avidus kompleks sastojao se od cetiri vrste: Merodon avidus Rossi 1790, Merodon
moenium Wiedemann, 1822, Merodon ibericus Vuji¢, 2015 i Merodon megavidus Vuji¢ i
Radenkovi¢, 2016. Rezultati ove disertacije predstavljaju deo doprinosa razreSenju

taksonomskog statusa M. avidus kompleksa.

2.3 Vr$enje predikcije Machine learning tehnikama

Tehnoloski razvoj u proteklih nekoliko dekada rezultovao je pojavom veéeg broja
metoda za kompjuterska predvidanja, obuhvatajuéi razli¢ite matematicke i statisticke
pristupe, kao i MLe tehnike (engl. machine learning) bazirane na vestackoj inteligenciji.
MLe modeli predstavljaju Sirok spektar algoritama specijalizovanih za predikciju, medu
kojima se najSeS¢e pominju neuronske mreze, modeli regresionih stabala i mreze vektora
(Elith 1 sar., 2008). Za razliku od klasi¢nih statisti¢kih pristupa, koji po€inju proizvoljnim
izborom odredenog modela, kojim se, na osnovu ponudenih parametara, vr$i kompjuterska
analiza podataka, MLe tehnike se sluze algoritmom kako bi same utrdile vezu izmedu
prediktora (varijable) i izlazne informacije (Breiman, 2001). Ovakav proces tezi ka tome
da, posmatranjem ulaznih informacija i odgovora na njih, definiSe dominiraju¢e obrasce,
karakteristike 1 interakcije u okviru podataka, ¢ime se znatno poboljSava sposobnost

kreiranog modela da izvrsi relevantnu predikciju (Elith i sar., 2008) (Slika 1).

trening : istreniran

set . S model
kompletni algoritam ucenja

podaci
validacioni
[test)set 2 ) - evaluacija
- T\ validacija rezultata

Slika 1. Standardni koraci MLe tehnika u kreiranju i validaciji jednog prediktivnog
modela.
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2.3.1 Modelovanije distribucije vrsta

2.3.1.1 Osnove i bioloska primena modelovanja distribucije

,,Modelovanje distribucije vrsta” (engl. Species distribution modelling, SDM), u
literaturi se sre¢e i pod nazivima: ,,Modelovanje ekoloske nise”, ,,Modelovanje prostorne
nise”, ,,Modelovanje stepena pogodnosti stanista”, kao i ,,Modelovanje bioklimatskog
okvira”. Svi navedeni pojmovi odnose se na proces upotrebe kompjuterskih algoritama u
predvidanju distribucije vrste u geografskom prostoru (Pearson, 2010). Ovaj metod
zauzima znacéajno mesto medu tehnikama konzervacionog planiranja u poslednjoj deceniji.
Matematickim algoritmima razvijani modeli, implementirani u odgovaraju¢e kompjuterske
programe, predvidaju distribuciju vrsta, kKombinujuéi postojece podatke o prisutnosti vrsta
sa odabranim sredinskim varijablama. Prediktori (sredinske varijable) sastoje se od
digitalnih slojeva (engl. layer), a distribucioni modeli, povezivanjem poznate distribucije
sa sredinskim podacima, identifikuju ekoloske i/ili geografske uslove odrzivosti jedne ili
viSe populacija. Ovakav pristup pronalazi znafajnu primenu u konzervacionoj I
evolucionoj biologiji, sa posebnim akcentom na konzervacionom planiranju. Upotreba

modelovanja distribucije vrste moze dovesti do:

1) identifikacije podruéja u blizini onih koji su utvrdeni podacima o prisutnosti, za koja se

oc¢ekuje da budu naseljena,
2) identifikacije dela podrucja stvarne distribucije, koji je do tad bio nepoznat i

3) identifikacije potencijalnih podrugja distribucije, koja jo$ uvek nisu okupirana od strane
vrste (Pearson, 2010).

Osnovne karaktersitike metodoloskog pristupa modelovanja distribucije vrste su sledece:

1) prostor koji se proucava je modelovan u formi mape, sastavljene od reSetke celija

specifi¢ne rezolucije,
2) zavisna varijabla je trenutno poznata, uoc¢ena distribucija vrste,

3) set uvedenih ekoloskih varijabli karakteriSe svaku celiju reSetke i
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4) funkcija ekoloskih varijabli se kalibriSe tako, da se svaka ¢elija karakteriSe kao pogodna

ili nepogodna za ispitivanu vrstu (Hirzel i sar., 2002).

Za uspesno koris¢enje ove metodologije neophodno je poznavanje definicije
fundamentalne i1 okupirane ekoloske niSe, kao i stvarne i potencijalne distribucije vrste, na
osnovu kojih se analizirana grupa stavlja u odgovaraju¢i ekoloski i geografski prostorni
okvir. Hutchinson (1957) definisao je fundamentalnu nisu vrste kao set ekoloskih uslova u
okviru kojih se istoj omoguéava da prezivi i obitava. Nasuprot terminu ,nise” Koji
odgovara ekoloSkom prostoru, geografski prostor, na kome se raspored vrsta moze fizicki
interpolirati na mapi, nosi sa sobom termin ,.distribucije”. Dok uoceno pojavljivanje vrsta
na odredenom geografskom prostoru predstavlja ,,stvarnu distribuciju”, njena interpolacija
na ekoloski prostor definiSe se kao okupirana nisa-deo ekoloskog okvira, koji u stvarnosti
ta vrsta zauzima. Sa druge strane, ukoliko bismo ekoloSke uslove opisane pojmom
fundamentalne niSe reflektovali na geografski prostor, dobili bismo potencijalnu
distribuciju vrste (Slika 2). Razli¢iti bioti¢ki faktori (npr. prisustvo kompetiora ili odsustvo
izvora hrane), ljudski faktori i geografske barijere dovode do razlike izmedu potencijalne i

stvarne distribucije posmatranih taksona (Pearson 2010).
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geografski prostor ekoloski prostor

©

+uocena prisutnost vrste

stvarna distribucije (levo) i okupirana nisa (desno)

O potencijalna distribucija (levo) i fundamentalna nisa (desno)

Slika 2. llustrovani prikaz veze izmedu teorijske distribucije vrsta u geografskom i
ekoloskom prostoru. Preuzeto i modifikovano iz Pearson (2010). Legenda: A-oblast
stvarne distribucije vrste, za koju odsustvuju dokumentovani podaci 0 njenoj prisutnosti.
B-ekoloski pogodna oblast, koja nije deo stvarne distribucije (npr. zbog nemoguénosti
vrste da dopre do nje, usled nepovoljnih uslova u susednom podrucju) C-oblast
potencijalne distribucije vrste, koja je takode nenaseljena (npr. zbog kompeticije sa drugim
vrstama) D-oblast okupirane nise; sivi pojas neposredno pored tacaka prisutnosti pokazuje
da podaci o prisustvu ne omogucéavaju uvek identifikaciju Citave okupirane niSe E-
neokupiran deo fundamentalne nise (npr. usled biotickih interakcija ili geografskih barijera
za disperziju vrste).

Modeli distribucije vrsta kalibriSu se, odnosno grade, u odredenom ekoloskom prostoru,
a zatim se projektuju na zadati geografski okvir. Verovatnoca distribucije predstavlja odraz
pogodnosti svake ¢elije iz prostorne reSetke, kao funkcije ekoloskih varijabli na poznatim
taCkama prisutnosti. Projekcijom ove verovatnoce na geografski prostor, dobija se “mapa
potencijalne distribucije” vrste. S obzirom na ¢injenicu da se model adaptira samo prema
onom delu niSe predstavljenom kroz unete podatke o prisutnosti, kao rezultat se ne
detektuje Citava fundamentalna, niti okupirana nisa, $to je ujedno okarakterisano kao mana

same tehnike distribucionog modelovanja (Lawton 2000, Hampe 2004).
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Modelovanje distribucije vrsta moze doprineti reSavanju razli¢itih bioloSkih pitanja.
Jedna od osnovnih primena navedenog pristupa predstavlja pomo¢ u planiranju terenskog
rada i pronalaZzenju poznatih vrsta (Guisan i sar., 2006), kao i eventualno otkrivanje novih

vrsta u podru¢ju iste fundamentalne nise (Raxworthy i sar., 2003).

Predvidanje distribucije je i jedan od nacina za evaluaciju potencijalnih klimatskih
uticaja na neku vrstu (lverson i Prasad, 1998; Berry i sar.,2002, Hannah i sar., 2005.,
Milanovich i sar., 2010, Mili¢ i sar., 2013; 2019, Kaloveloni i sar., 2015). U istrazivanju
sprovedenom na 33 vrste salamandera, Milanovich i sar. (2010) ukazali su na to da, uprkos
izvesnim ograni¢enjima navedene metode, postoji jasna potreba za upotrebu distribucionog
modelovanja u projekciji klimatskih promena i potencijalnog gubitka diverziteta. Mili¢ i
sar. (2019) predvideli su da ¢e kripticne vrste M. atratus kompleksa, pod uticajem buducih
klimatskih promena, podle¢i gubitku areala stanista, sa tendencijom povlacenja u Alpe.
Modelovanje distribucija novih, kriptiénih vrsta uputilo je na osnovanu pretpostavku o
razli¢itom odgovoru svake od njih na globalne klimatske promene, ¢ime se ukazala potreba
za uspostavljanjem razli¢itih konzervacionih strategija za svaku kripticnu vrstu ovog
kompleksa. Predikciju buduc¢ih klimatskih efekata na rodu Merodon, upotrebom dva
klimatska modela 1 tri razli¢ita scenarija promene klime, izvrSili su i Kaloveloni i sar.
(2015). Autori su dosli do zakljucka da ¢e vrste adaptirane na veée nadmorske visine 1
geografske duzine, sa nizim temperaturnim karakteristikama, biti viSe pogodene

potencijalnim klimatskim promenama, zbog znacajnijeg gubitka areala njihovog stanista.

Predvidanje 1 mapiranje potencijalno odgovarajuceg stanista je kritian korak kada je
re¢ o istrazivanjima ugrozenih vrsta, sa krajnjim ciljem u pracenju prirodnih populacija,
pokusajima reintrodukcije i odabiru lokaliteta u okviru konzervacionog menadzmenta
(Araujo i Williams 2000; Ferrier i sar., 2002; Leathwick i sar., 2005; Kumar i sar., 2009,
Mili¢ i sar., 2019). Procena pogodnog stanista modelovanjem distribucije nasla je primenu
i U prognoziranju invazije vrsta (Higgins i sar., 1999; Thuiller i sar., 2005). Modelovanjem
potencijalne distribucije za Sest vrsta Cheilosia proxima grupe iz familije Syrphidae sa
Balkanskog poluostrva, definisani su bioklimatatski parametri od najveéeg uticaja, kao i
najznacajnije geografsko podrucje za navedenu grupu (Dinarske planine). Na ovaj nacin,
modelovanje distribucije je pruzilo doprinos daljem pra¢enju navedenih vrsta osolikih
muva, kao i uspostavljanju adekvatnih konzervacionih mera za njihovo ocuvanje (Mili¢ i
sar., 2013).
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2.3.1.2 Modelovanje distribucije vrste u kontekstu specijacije

Polazeci od toga da se ova disertacija, pre svega, bavi delineacijom kripti¢nih vrsta u
okviru jednog kompleksa vrsta, znacajno je ista¢i da modelovanje distribucije vrste
pronalazi primenu i u ovakvim bioloSkim problemima. Navedeni pristup do sada je
uspesno korid¢en u razdvajanju vrsta (Raxworthy i sar., 2007, Vuji¢ i sar., 2015; Sasi¢ i
sar., 2016; Acanski i sar., 2016b, Radenkovi¢ i sar., 2018a; Mili¢ i sar., 2019), kao i u
sagledavanju mehanizama specijacije (Graham i sar., 2004; Kozak i Wiens, 2006). Wiens i
Graham (2005) ukazali su na to da modelovanje ekoloske niSe moze pruziti dokaz o
geografskoj izolovanosti populacija. Oni navode da je, ukoliko su dve populacije odvojene
regionom koji lezi izvan okvira njihove ekoloske niSe, verovatnoca postojanja protoka
gena izmedu njih mala, $to podrzava tezu da se iSte mogu smatrati odvojenim vrstama. S
obzirom na malu verovatno¢u protoka gena u ekoloSki nepovoljnim regionima, autori
navode zakljucak o razli¢itim linijama porekla analiziranih populacija. Ovakav scenario
geografske izolacije sestrinskih vrsta predvida situaciju u kojoj su: 1) nise sli¢ne, te jedna
vrsta moze da se koristi u predvidanju niSe druge (konzervativizam nise) (Peterson i sar.,
1999), ili 2) niSe razlicite, pri ¢emu je interprediktivnost distribucije izmedu vrsta slaba

(Wiens i Graham, 2005).

Peterson i sar. (1999), kao i Kozak i Wiens (2006) utvrdili su konzervativnost nisa
izmedu ispitivanih sestrinskih vrsta 1 sugerisali da je niZi nivo evolucije mogao olaksati
alopatricku specijaciju vrsta, kao odgovor na promenljive ekoloSke uslove. Drugi autori su
pronasli znacajnu plasti¢nost nisa izmedu sestrinskih ili blisko vezanih vrsta (Losos i sar.,
2003; Graham i sar., 2004), ili, pak, generalni nedostatak veze izmedu sli¢nosti nisa i
filogeneticke sli¢nosti (Knouft i sar., 2006). Takode su zabelezeni i dokazi o
intraspecificnoj varijaciji ekoloSkih niSa (Peterson 1 Holt, 2003). Ipak, cak i u slucaju
konzervativnih niSa kripti¢nih vrsta, njihovo modelovanje moze pomo¢i u detektovanju
skrivenih taksona. Kozak i Wiens (2006) su utvrdili da alopatri¢ki sestrinski taksoni,
generalno, naseljavaju sli¢ne klimatske niSe., kao i da konzervativizam klimatskih nisa i
odredene, manje prostorne klimatske razlike mogu, zajedni¢kom interakcijom, promovisati
specijaciju. Prema Wiens (2004), ukoliko bi se odredena ekoloska promena na
geografskom prostoru izmedu dva seta populacija desila brze nego adaptacija na ove nove
ekoloske uslove, rezultat bio fragmentacija izvornog geografskog areala vrste. Upotreba

Metoda modelovanja ekoloSke niSe dokumentovana je i u cilju razdvajanja kript¢nih vrsta,
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u studiji baziranoj na gekonima, u okviru komleksa Phelsuma madagascariensis i
Phelsuma dubia (Raxworthy i sar., 2007). Za modelovanje ekoloske niSe izabran je metod
maksimalne entropije, u okviru programskog softvera MAXENT 2.3 (Phillips i sar., 2006).
Maxent je MLe (engl. machine learning) program baziran na maksimalnoj entropiji, koji
procenjuje verovatnocu prisustva vrste, uzimajuéi u obzir njena ekoloSka ogranicenja.
Njegova ideja je procena verovatne distribucije, putem pronalazenja distribucije
maksimalne entropije (najblize uniformnoj) na prou¢avanom podrucju, na osnovu podataka
prisutnosti i ekoloskih varijabli. Navedena studija koristila je princip maksimalne entropije
u cilju delineacija potencijalnih vrsta, porede¢i modele niSa baziranih na razli¢itim
varijantama taksonomskih grupisanja. Mapa dobijena na osnovu tri podvrste tretirane
pojedinano mnogo je viSe odgovarala poznatoj distribuciji navedenih populacija, u
odnosu na kombinovani model, u kome se ¢itava grupa tretirala kao jedna vrsta. Utvrdeno
je da u oba kompleksa vrsta Phelosuma, bliski taksoni zauzimaju divergentne nise, koje
pokazuju mali stepen prostornog preklapanja, prilikom projekcije na geografski prostor.
Molekularna analiza potvrdila je rezultate dobijene modelovanjem ekoloske niSe

(Raxworthy i sar., 2007).

2.3.1.3 Modelovanije distribucije u okviru roda Merodon (Diptera: Syrphidae)

Uspesna upotreba modelovanja distribucije vrsta demonstrirana je i na osolikim
muvama (Mili¢ i sar., 2013, 2019; Vuji¢ i sar., 2015; Kaloveloni i sar., 2015; Acanski i
sar., 2016b; Sasi¢ i sar. 2016). U ve¢ pomenutoj studiji baziranoj na modelovanju
distribucija kripti¢nih vrsta u okviru kompleksa Merodon atratus, poredenje ekoloskih nisa
vrseno je u cilju zastite njihovog biodiverziteta (Mili¢ i sar., 2019). Autori su utvrdili da,
uprkos visokog nivoa morfoloske slicnosti, sve tri kriptiéne vrste (M. atratus, M.
balcanicus i M. virgatus) ispoljavaju razli¢ite odgovore na globalne klimatske promene,

¢ime zahtevaju pojedinacne konzervacione strategije.

U ispitivanju divergencije ekoloskih niSa vrsta u okviru grupe Merodon ruficornis,
(Diptera: Syrphidae), projekcije ekoloskih nisa sprovedene su upotrebom programskog
paketa MAXENT, principom trazenja distribucije maksimalne entropije (Acanski i sar.,
2016b). Analiza je obuhvatila 12 morfoloski sli¢nih vrsta rasporedenih u okviru 4 klastera
M. ruficornis grupe, uz pretpostavku da se kod geografski izolovanih populacija, odigrala
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specijacija, te dovela do formiranja bliskih vrsta u razli¢itim delovima prostornog okvira
zajednickog pretka (Vuji¢ i sar., 2012). Nakon modelovanja distribucije, racunato je
preklapanje dobijenih niSa unutar svakog pojedinacnog klastera, testovima identic¢nosti i
sli¢nosti, upotrebom Sonerovog D indeksa (Schoener, 1968). Navedene analize pokazale
su razliku u ekoloskim niSama u sva cetiri klastera i izmedu svih parova vrsta, izuzev
izmedu parova M. ovaloides/M. turcicus i M. ovaloides/M. loewi. Utvrdeno je da 8 od 12
ispitivanih vrsta obitava na podru¢ju od 1000 do 2000m nadmorske visine, dok malobrojne
vrsta iznad 2000m uglavnom predstavljaju endeme. Ovakve vrste naseljavaju planinske
vrhove u juznoj Evropi i severnoj i isto¢noj Turskoj, izmedu kojih je protok gena
ogranicen, te gotovo svaki vrh ima svoju endemsku vrstu. Mediteranski basen, sa druge
strane, oznacen je kao , hotspos” podruéje za rodove u okviru porodice osolikih muva

(Acanski i sar., 2016b).

U studiji koncentrisanoj na nanos grupu roda Merodon, modelovanje distribucije
predstavljalo je deo pristupa kojim su opisane tri nove kritpi¢ne vrste: Merodon kopensis
sp.n., M. neonanus sp.n. i M. rasicus sp.n. Za svaku od ovih vrsta definisani su i uporedeni
ekoloski profili i kreirane mape odgovaraju¢e mape distribucije. Izmedu svih novoopisanih
vrsta utvrdene su razlike u njihovim niSama, a istaknuto je da su isto¢na Anatolija 1 juzni

Egejski region Turske podrucja najbogatija vrstama navedene grupe (Vujic i sar., 2015).

U integrativnoj analizi vrsta M. aureus grupe, autori su potvrdili prisustvo morfoloski
kripti¢nih vrsta M. atrataus stat.nov, M. balkanicus sp. nov. i M. virgatus sp.nov, istakavsi
da novi taksoni ¢ine M. atratus kompleks. Modelovanje distribucije vrste pruzilo je potporu
molekularnim i morfometrijskim analizama, sugeriSu¢i niske vrednosti preklapanja
modelovanih niSa. Testovi sli¢nosti 1 identi¢nosti nisa, kao i background testovi odbacili su
hipoteze o sli¢nosti 1 ekvivalenciji niSa 1 podrzali pretpostavku o postojanju ekoloske
diferencijacije izmedu parova analiziranih vrsta. Na ovaj nacin, ekolosko modelovanje

doprinelo je resavanju taksonomskog statusa navedenih kripti¢nih taksona (Sasi¢ i sar.,
2016).

U istrazivanju baziranom na populacijama blisko vezanih taksona (M. ibericus, M.
megavidus, M. avidus i M. moenium) u okviru kompleksa vrsta Merodon avidus sa
podrucja Evrope, Turske 1 Maroka, osnovni cilj je bio otkrivanje geneticke diferencijacije
izmedu kripicnih taksona, sa posebnim fokusom na potvrdivanju taksonomskog statusa

kripti¢nih vrsta M. avidus i M. moenium. Pored molekularne analize DNK sekvenci (5’COI
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regiona mitohondrijalne DNK), i analize alozimske varijabilnosti, uradena je i analiza
ekoloskih niSa navedenih taksona, analizom glavnih komponenata (PCA) (Popovi¢ 1 sar.,
2015). U analizu ekoloskih niSa uklju¢eno je 2037 uzoraka (od toga 1185 Merodon avidus
i 857 Merodon moenium) sa podacima o njihovim lokalitetima, kao i podacima o
nadmorskoj visini i 19 bioklimatskih varijabli, konstruisanih na osnovu podataka iz
WorldClim baze (Hijmans i sar., 2005). PCA je radena u 4 PC ose, koje najbolje opisuju
geografsku distribuciju odabranih taksona, u cilju sumiranja multidimenzionalnih
ekoloskih varijabli, te poredenja ekoloSkih nisa ispitivanih vrsta. ANOVA 1 Tukey test
pokazali su veliku znacajnost hipoteze o dve odvojene vrste (p < 0,01), u sve 4 PC ose.
Precipitacija kao ekoloski faktor bila je odgovorna za 70% ekoloske varijanse, dok je
razlika u nadmorskoj visini bila odgovorna za samo mali deo razlika u ekoloskim niSama
(9%). Precipitacija tokom najtoplijeg i najsuvljeg kvartala u godini pokazala se kao
odgovorna za uzu ekolosku nisu M. moeniuma. Iako su ekoloski afiniteti oba taksona bili,
po svim PC osama, znacajno razli€iti, deo ekoloSkog prostora bio je zajednicki. Istaknuto
je da je preklapanje u ekoloskom prostoru posledica ve¢ poznate Cinjenice da M. avidus i
M. moenium nisu geografski izolovane vrste, ve¢ dele uzak deo geografskog prostora i
povremeno se javljaju na istim lokalitetima, uz temporalnu divergenciju. Takode je
naglaseno da preklapanje ekoloSkog prostora moze biti rezultat skore specijacije, koja je

pretpostavljena i na osnovu genetickih podataka (Popovi¢ i sar., 2015).

Uspesna implementacija modelovanja distribucija vrsta u kontekstu potvrde njihovog
razdvajanja (Raxworthy i sar., 2007), kao i objasnjavanja specijacije kod drugih kompleksa
vrsta roda Merodon (Vujié i sar., 2015; Sagié i sar., 2016; Aéanski i sar., 2016b), ukazala je
na osnovanost upotrebe navedenog pristupa i u okviru kompleksa vrsta Merodon avidus.
Znacajni rezultati i smernice dobijeni analizom glavnih komponenata kod M. avidus
kompleksa (Popovi¢ i sar., 2015), koja ne predstavlja klasican SDM metod, ali koristi iste
ulazne komponente i takode rezultuje zakljuc¢cima o ekoloSkim niSama taksona, namecu

Modelovanje distribucije kao logican korak u istrazivanju ove taksonomske grupe.
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2.3.2 Vestacke neuronske mreze i njihova primena u biologiji

Kompjuterski model neuronskih mreza, baziran na matematici i algoritmima koji se
oslanjaju na ,logiku praga” (engl. threshold logic), prvi put je kreiran davne 1943. godine
(McCulloch 1 Pitts, 1943). Ovaj model utabao je stazu za sva dalja istrazivanja u ovoj
oblasti, koja su se, u osnovi, podelila na dva pristupa. Jedna grupa istrazivaca fokusirala se
na bolje razumevanje procesa koji se odvijaju u ljudskom mozgu, dok je drugi pristup

obuhvatio primenu samih neuronskih mreza u vestackoj inteligenciji.

Vestacke neuronske mreze (engl. artificial neural networks-ANN) su kompjuterski
sistemi inspirisani bioloSkim neuronskim mrezama u okviru ljudskog mozga. To su ne-
linearne mapirajuce strukture bazirane na funkcionisanju ljudskog nervnog sistema.
Ovakvi sistemi imaju sposobnost ucenja zadataka, odnosno, progresivnog poboljSanja
svoje funkcije, na osnovu razmatranja unetih primera. Dizajnirane su i osmisljene tako da
mogu da sprovedu univerzalnu i visoko fleksibilnu funkcionalnu procenu bilo koje vrste
podataka. Ovo ih €ini izuzetno efikasnim alatom za kreiranje razlic¢itih modela, narocito u
slucajevima kada su veze izmedu podataka kompleksne i/ili nepoznate (Lek i Guegan,
1999).

ANN se sastoje od grupe povezanih jedinica, ili ¢vorova, koji se, analogno bioloskim
neuronima, nazivaju vestacki neuroni. Svaka konekcija izmedu njih (analogna sinapsi)
moze da transmituje signal od jednog do drugog vestackog neurona, koji ga procesuiraju i
prosleduju sledecem neuronu u sinapsi. Za matemati¢ki model vestackih neurona, Koristi
se naziv ,,perceptron”. Dok dendriti bioloSkih neurona primaju elektricne signale sa aksona
drugih neurona, u perceptronu su ovi eklektriéni signali predstavljeni kroz numericke,
vektorske vrednosti. Fenomen da nervna transmisija u bioloskim sinapsama zavisi od
jacdine signala, te neuron ,,prosleduje” izlazni signal samo ukoliko je ulazni signal dosegao
izvestan prag, implementiran je, uz pomo¢ odgovarajucih algoritama, i u perceptron. Tako
se u pereceptronu pripisuje odredena ,,tezina” svakom numerickom ulaznom signalu. Ona
se, na nivou veceg broja ulaznih informacija, pretvara u sumarnu tezinu ulaza (,input
vektor” ili ,,tezinski vektor” perceptrona), kojom se odreduje informacija na izlazu (Royas,
1996).

Neuronske mreze imaju veliki kapacitet za pravljenje prediktivnih modela, pri ¢emu se

ANN trenira unetim karakterima, nakon ¢ega se dobija identifikacija (predikcija) rezultata.
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Proucavanje ANN dovelo je do razvoja nekoliko tipova neuronskih mreza, pogodnih za
reSavanje razlicitih tipova problema. NajceS¢e koris¢en tip mreze je BPN (engl.
backpropagation network), koja se takode naziva i multi-lejer perceptron. Njena struktura
se sastoji od jednog ulaznog sloja, jednog ili vie skrivenih, i jednog izlaznog sloja (Slika
3). Konstrukcija modela u okviru BPN vrsi se na osnovu podataka sa ve¢ poznatim
izlaznim podacima i sastoji se od trening i test faze. U prvoj fazi, set input-output primera
prezentuje se mrezi veliki broj puta, nakon ¢ega se, u test fazi, testira uspeSnost funkcije
mreze (Lek i Guégan, 1999). BPN su bazirane na specificnom algoritmu (engl.
backpropagation algorithm), predstavljenom prvi put od strane Webos (1974), koji racuna
procenat greske u svakom neuronu, nakon procesuiranja izvesne koli¢ine podataka. Za
ovaj proces je jedinstvena sposobnost svakog neurona da se adaptira. Adaptacija
podrazumeva proces individualnih korekcija, koje zavise od prethodno podeSenog praga za
vrednost greske. Korekcije se vrSe promenom vrednosti koeficijenata tezina na svim
ulaznim podacima (inputima) percetrona, pod kontrolom navedenog algoritma. Vrednosti
tezina se ,,popravljaju” u vise ponavljanja (iteracija), kroz seriju neurona u okviru svake
sinapse, sve dok mreza ne bude podeSena tako da se predikcija vrsi uz nivo greske Koji je
prihvatljivo nizak (Popovi¢ i Popovi¢, 2017). Ovako podesena BNP predstavlja izuzetan

sistem, sposoban za predvidanje kompleksnih veza izmedu podataka.

* * ulazni signali + *

ulazni lejer

Neuron Neuron Neuron Neuron

prvi skriveni
lejer
P A P =S S R N S n-ti skriveni
Neuron Neuron Neuron Neuron lejer
Neuron Neuron Neuron izlazni lejer

v v v

izlazni{output) signali-rezultati

Slika 3. Sematska ilustracija BPN mreZe, safinjene od veéeg broja slojeva (lejera).

Preuzeto i modifikovno iz Tadeusiewicz i sar. (2014)
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Vestacke neuronske mreze dozivele su rapidan razvoj pocetkom devedestih godina XX
veka. Prve bioloske primene ANN nasle su mesto u oblastima molekularne biologije i
medicine (Lerner i sar., 1994; Albiol i sar., 1995; Faraggi i Simon, 1995; Lo i sar., 1995), a
kasnije su implementirane i u ekologiji (Lek i sar., 1996, Gevrey i Worner, 2006, Zhang i
Wei, 2009; Zhang, 2010, 2011). Primeri njihove ekoloske primene su uspostavljanje veze
izmedu gradskih podrucja i stepena kontaminacije travnatih vrsta biljaka (Dimopulos i sar.,
1999), kao i modelovanje prisustva odredenih Zivotinjskih vrsta na zadatom podrucju (Joy
i Death, 2004). Uz pomo¢ ANN modelovana je i distribucija patogenih vrsta bakterija, u
zavisnosti od abiotickih (regionalni klimatski faktori) i biotickih (regionalna zastupljenost
biljaka-domacina) varijabli (Watts i Worner, 2012). Jedna od analiza neuronskih mreza
bavi se testiranjem njihove efektivnosti u predikciji i dokumentaciji ekoloskog uzorkovanja
(Zhang 1 Barrion, 2008). Polaze¢i od potreba istrazivaca da predvide biolosku strukturu,
odnosno, taksonomsku kompoziciju ekoloskih podrucja od interesa za sakupljanje uzoraka,
izvrSena je aproksimacija veze izmedu veli¢ine uzorka i bogatstva vrsta, upotrebom dva
tipa veStackih neuronskih mreza. Istovremeno je i demonstrirana sposobnost neuronskih
mreza da dokumentuju unete podatke. Analizom 60 uzoraka artropoda razli¢ite veli¢ine,
uoceno je da aproksimacija broja taksona istreniranog BPN modela odgovara uocenim
podacima o bogatstvu vrsta u poznatim uzorcima. Uz isticanje da je potrebno nastaviti sa
testiranjem efikasnosti veStackih neuronskih mreza, autori su preporucili njihovu upotrebu
u aproksimaciji i dokumentaciji podataka o uzorkovanju (Zhang i Barrion, 2008). Veliki
broj ekoloskih istrazivanja pokazao je da se, upotrebom vestacke inteligencije, postize veca
uspesnost u odnosu na klasi¢éne metode modelovanja (Lek i Guégan, 1999). U jednoj od
svojih sudija, ve¢ pomenuti autor je razvio neuronsku mrezu sa ciljem da simulira
zavisnost diverziteta artropoda od kompozicije biljnih vrsta na travnatom podrucju (Zhang,
2011). Zabelezeno je 17 biljnih familija i veéi broj, uglavnom insektnih, redova artropoda
(ukljucujuéi i red Diptera) , nakon Cega je konstruisana neuronska mreza od tri sloja.
Upotrebom algoritma pogodnog sa procenu bioloskih interakcija (Zhang, 2007), dobijena
je slozena mreza interakcija izmedu biljaka i artropoda. Poredenjem rezultata dobijenih
neuronskom mrezom sa konvencionalnim matematickim modelima, zakljuceno je da su
neuronske mreze superiorniji alat u modelovanju prisustva artropoda spram biljne

kompozicije (Zhang, 2011).

Neprekidan razvoj tehnologije 1 moguénost kreiranja jedinstvene neuronske mreze,

ciljano konstruisane 1 istrenirane za reSavanje specifi¢nih problema, u¢inili su da vestacka
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inteligencija postane jedna od najinteresantnijih tema dana$nje nauke. Stoga je i deo

rezultata ove disertacije baziran na modelovanju podataka vestackim neuronima.

2.3.3 Primena regresionih stabala u ekoloskom modelovanju

U cilju pronalazenja modela kojim se mogu opisati postojeci ekoloski obrasci ili
predvideti nove situacije, znacajno mesto u savremenoj nauci, ukljucujuéi ekoloska
istrazivanja, zauzimaju predikcioni modeli zasnovani na Klasifikaciji i regresiji (De’ath i
Fabricius, 2000; Vayssieres i sar., 2000; De’ath, 2002). Ovi modeli omogucavaju
kvantifikaciju veze izmedu zavisne i nezavisne varijable, identifikaciju varijable sa
najve¢im doprinosom u razjaSnjavanju datog problema, kao i ukazivanje na optimalne
ekoloske uslove i predikciju novih ekoloskih situacija. BRT metoda (engl. boosted
regression trees, BRT) je jedna od MLe tehnika, koja kombinuje prednosti dva algoritma:
modela regresionih stabala (u kome se odgovor na prediktore ogleda kroz razdvajanja
stabala u binarnom obliku) i ,bustinga” (adaptivhe metode koja kombinuje veliki broj
jednostavnih modela u cilju postizanja visoke prediktivne sposobnosti) (Elith i sar., 2008).
BRT pristup za povecanje tacnosti modela pociva na ideji da je jednostavnije pronaéi i
uprosecCiti veéi broj pravila, nego detektovati jedno, visoko-precizno pravilo predikcije
(Schapire, 2003). U odnosu na tradicionalne metode regresije, koji rezultuju kreiranjem
jedinstvenog, najboljeg modela predikcije, busting tehnika kreira i kombinuje veliki broj,
relativno jednostavnih, modela stabala, optimizuju¢i na taj nacin, svoj prediktivni domet
(Elith i sar., 2006, Leathwick i sar., 2006, 2008). To je postepena procedura, u kojoj se
regresiona stabla iterativno prilagodavaju trening podacima, u cilju poboljsanja
karakteristika modela koji se kreira. Sukcesivnim formiranjem stabala na podesenim
stablima iz prethodnih ciklusa, proces se progresivno fokusira na one segmente podataka,
koji su najtezi za predvideti. U svakom koraku procedure, pojedina¢ni podaci se klasifikuju
po tezinama, u zavisnosti od ta¢nosti njihove klasifikacije u prethodnom ponavljanju. Na
taj nacin, pogresno klasifikovani podaci nose veéu tezinu, ¢ime postaju prioritetniji u
procesu treniranja, te se povecava i $ansa za njihovu ta¢nu klasifikaciju (D’eath, 2007).
Finalni BRT model je linearna kombinacija velikog broja stabala (obi¢no na stotinu ili
hiljadu), a podesene vrednosi modela racunaju se sumiranjem vrednosti svakog stabla i

multiplikacijom sa prethodno podesenom stopom ucenja samog sistema (Elith i sar., 2008).
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Busting regresionih stabala do danas je prerastao u grupu od nekoliko tehnika, a
busting algoritmi variraju u nacinu kvantifikacije efektivnosi modela i selekcije
podesavanja za slede¢i ciklus ponavljanja. Podtehnika GBM (engl. gradient boosting
machine) se, kroz nekoliko analiti¢kih poredenja sa ostalim MLe tehnikama, pokazala kao
superioran BRT alat, zahvaljujuci jednostavnoj upotrebi i izuzetnoj tacnosti predikcije
(Phoboo, 2014; Adam-Bourdarios i sar., 2015). Prediktori (varijable kojima se vrsi
predvidanje) mogu biti bilo kog tipa (numeri¢kog, binarnog, kategorickog itd.), §to znatno
olaksSava pripremu podataka. Testirajuci prediktivnu sposobnost ove metode u predvidanju
bioloske aktivnosi odabrane grupe molekula, Mustapha i Saeed (2016) su ukazali na to da
GBM, pored visoke uspesnosti u tacnosti predikcije, poseduje autonomnu sposobnost za
rad sa visoko divergentnim i slozenim spektrom varijabli. Hijerahijska struktura
rezultujucih stabala podrazumeva da odgovor na svaku ulaznu varijablu zavisi od ulaznih
vrednosti na ,,vise” pozicioniranim stablima, ¢ime interakcije izmedu prediktora bivaju
automatski modelovane (Elith i sar., 2008). Zeleé¢i da demonstriraju prednosti BRT analize
u ekoloskoj primeni, Elith i sar. (2008), izvr$ili su analizu distribucije slatkovodne ribe
Anguilla austrialis. U cilju kreiranja modela koji identifikuje ekoloske varijable klju¢ne za
distribuciju analizirane vrste, sa potencijalnom primenom u predvidanju njenog prisustva i
verovatnoée ulova u neuzorkovanim rec¢nim povrsinama, koriS¢eni su podaci o prisustvu
vrste, set od 11 ekoloskih varijabli, kao i jedna kategoricka varijabla (metod hvatanja ribe).
Dobijeni modeli pokazali su visoku prediktivnu sposobnost i rezultovali predvidanjem koje
je bilo u skladu sa poznatim ekoloskim odlikama ispitivane vrste, a autori su istakli

znacajnost ukljuc¢ivanja MLe metoda u dalje ekoloske analize (Elith i sar., 2008).

U odnosu na vestacke neuronske mreze, BRT tehnika se pokazala jednostavnijom za
pripremu podataka (D’eath, 2007). Kao i neuronske mreze, karakteriSe je mogucnost
simulacije podataka koji nedostaju, koriS¢enjem surogatnih informacija (Breiman 1 sar.,
1984). Polaze¢i od ¢injenice da se obimne, decenijama formirane bioloske baze podataka,
cesto suoCavaju sa gubitkom ili inicijalnim odsustvom pojedinih informacija, ovakva
sposobnost BRT i NN metoda mogla bi biti od potencijalnog znacaja. Navedeni problem,
uocen i unutar baze podataka vrsta familije Syrphidae, Prirodno-matematickog fakulteta u
Novom Sadu, koja je pruzila najve¢i deo materijala za ovu doktorsku disertaciju, uévrstio
je i detaljnije profilisao ideju primene BRT i NN tehnika predikcije u okviru kompleksa
vrsta Merodon avidus. Dosadasnja istrazivanja, kao i preliminarna geneticka istrazivanja

ove disertacije, utvrdila su diferencijaciju kripti¢éne vrste M. avidus od vrste M. moenium
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kao taksonomski najzahtevniju, te dovela do ideje o primeni neuronskih mreza i BRT
tehnike u kreiranju modela za determinaciju jedne od navedene dve vrste u odredenoj bazi
podataka (realizovanu i prezentovanu u poglavljima 5.2.6 i 6.4). Ovako istreniran model
bio bi sposoban da, na osnovu jedne ili viSe odabranih varijabli, sa visokom verovatno¢om
odredi vrstu kojoj uzorak pripada, ¢ime bi bila prezentovana potencijalna primena
navedenih sistema u podrsci inicijalne determinacije novih uzoraka, u sluc¢ajevima njihove

sporne identifikacije.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Merodon avidus (Diptera:Syrphidae) je siroko rasprostranjen kompleks kripti¢nih vrsta,
koji se odlikuje velikom morfoloskom varijabilno$¢u (Speight, 2017). Prisutne veoma
suptilne interspecijske razlike kao i sezonska varijabilnost morfoloskih karaktera vrste M.
avidus otezavaju sigurnu identifikaciju, te ovaj kompleks vrsta i dalje predstavlja

taksonomski izazov.

Istrazivanje obuhvaéeno ovom doktorskom disertacijom pred sobom je imalo sledece

ciljeve:

- Kvantifikovati geneti¢ku varijabilnost prirodnih populacija Merodon avidus kompleksa,
uzorkovanih sa Sirokog geografskog podrucja tokom citavog perioda aktivnosti adulata,

upotrebom razli¢itih molekularnih markera (alozima i razlicitih krajeva COI mtDNK gena)
- Uz pomo¢ molekularnih rezultata razresiti taksonomski status vrsta M. avidus kompleksa.

- Genetickim pristupom utvrditi taksonomski status sinhronih i simpatrickih populacija M.

avidus i M. moenium sa Krfa i Korzike.

- Razjasniti pitanje taksonomske upotrebe naziva Merodon hikmeti (Hurkmans i Hayat,
1997).

- Potvrditi hipotezu o prisustvu Cetiri odvojene vrste unutar M. avidus grupe, formiranu na
osnovu morfoloskih 1 molekularnih indicija, klimatsko—geografskih karakteristika
lokaliteta koje jedinke naseljavaju, sezone aktivnosti jedinki, kao i na osnovu prethodnih

istraZivanja.

- Definisati distribuciju i klimatske profile vrsta u okviru M. avidus kompleksa i
protumaciti dobijene podatke u kontekstu sticanja Sire ekoloSke slike analiziranih vrsta,

kao i u¢vrsc¢ivanja premise o njihovoj diferencijaciji.

- Prezentovati mogucénost primene veStacke inteligencije, u formi neuronskih mreza 1
tehnike regresionih stabala, u determinaciji neidentifikovanih i sporno identifikovanih

jedinki.
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4. RADNA HIPOTEZA

Radne hipoteze ovog istrazivanja su sledece:

- Odabrani enzimski lokusi predstavljaju dijagnosticke biohemijske markere, sposobne da
ukazu na prisustvo geneticke diferencijacije izmedu pojedinih kripti¢nih vrsta proucavanog

kompleksa.

- U okviru dijagnosti¢kih enzimskih lokusa moze se o¢ekivati prisustvo jedinstvenih alela,

karakteristi¢nih za svaku od analiziranih vrsta.

- COI gen mtDNK je odgovaraju¢i marker za geneti¢ku karakterizaciju kompleksa vrsta M.

avidus, kao i za rasvetljavanje taksonomskih i filogenetickih pitanja od interesa.

- Varijabilnost COl markera moze da ukaze na geneticki diverzitet u okviru analiziranog

kompleksa, a jedinstveni COI haplotipovi na prisustvo kripti¢nih vrsta.

- Specijacija kripti¢nih vrsta odigrala se pod uticajem geografskih barijera, klimatskih
promena i razlika u ekoloskim faktorima na odvojenim, ali i na istim staniStima, tokom

razli¢itih perioda evolucione istorije.

- Tehnike vesStaCke inteligencije predstavljaju pouzdan alat za kreiranje odgovarajucih
modela ekoloskih predvidanja, sposobnih da pruze potporu genetickim dokazima o
prisustvu geneticke diferencijacije vrsta 1 olakSaju determinaciju sporno identifikovanih

jedinki.
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5. MATERIJAL | METODE

5.1 Materijal

Analizama u okviru ove doktorske disertacije obuhvacene su ukupno 2.503 jedinke iz
M. avidus kompleksa sa podrucja Palearktika. Materijal je sakupljan tokom terenskih
istrazivanja na teritorijama Evrope, male Azije i severne Afrike u periodu od 1996. do
2017. godine i deponovan je slede¢im muzejskim zbirkama: Departman za biologiju i
ekologiju, Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet u Novom Sadu (FSUNS), centar za
Biodiverzitet Naturalis (NBCN), Lajden, Holandija, Prirodnjacki muzej, London,
Ujedinjeno Kraljevtsvo (BMNH); Departman za zoologiju, Nacionalni muzej, Prag, Ceska
Republika (MNHP); Makedonski muzej nacionalne istorije (NHMW); Prirodnjacki
muzeju, Beograd, Srbija (NHMBEO); Univerzitet Tel Aviv, Tel Aviv, lzrael (TAU);
Egejski univerzitet, Mitilena, Grcka (MAEU); Svetski muzej Liverpul, Liverpul,
Ujedinjeno Kraljevstvo; Prirodnjacki muzej, Berlin, Nemacka (ZMB); Muzej prirodne
istorije Danske, Zooloski muzej, Kopenhagen, Danska (ZMUC), kao i u privatnim
kolelcijama: A. Simank (AS), Nemacka; M. Bartak (MB), Ceska Republika; C.Klauzen
(CC), Nemacka; D. Dozkal (DD), Nemacka; G. Stahls (GS), Finska; J.Smit (JS),
Holandija; M.J. Smart (MJS), Ujedinjeno Kraljevstvo; Martin Hauser (MH), Sjedinjene
americke drzave; C. Palmer (CP), Ujedinjeno Kraljevstvo i V. Vejer (VW), Belgija.

Materijal koris¢en za DNK analize obuhvatio je ukupno 250 jedinki sa podrucja
zapadne, centralne i juzne Evrope, Maroka i Turske (Tabele 1-3-Prilog). Primerci M.
avidus kompleksa prikupljani su u razliCitim sezonama terenskog istrazivanja. Sve
primerke identifikovali su prof. dr Ante Vuji¢ i prof. dr Snezana Radenkovié¢ 1 isti su
oznaceni jedinstvenom Sifrom u bazi podataka novosadskog Departmana za Biologiju i
Ekologiju. Deo sekvenci 3' regiona COIl gena, objavljenih od strane Milankov i sar.(2009),
preuzete su iz Gen Banke (Tabela 1, Prilog). Eksperimentalne analize jedinki sa kodovima:
A22a, A25a, A27a, A29a, A32a, C17-18, C21, C98, D6-10, G1167, G1557, G1592,
G1794, G2348-51, G2366, G2368, G2527-29, G2620-22, G2626-27, K7-10, L23-27, M17,
092, U28, Y1158-64, Y1206, Y1208, Y1213, Y1638-39, Y592, Y940-44, Z60, Z64-66

uradene su u Finskom muzeju nacionalne istorije, pri Univerzitetu u Helsinkiju, Finska, uz
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dobijenu saglasnost za njihovo ukljuenje u ovu disertaciju. Eksperimentalne analize
ostalih jedinki uradene su u Laboratoriji za genetiku, Prirodno-matemati¢kog fakulteta,
Univerziteta u Novom Sadu, pri ¢emu je deo sekvenci 5' regiona COI gena, objavljenih u

istrazivanju Popovi¢ i sar. (2015), pohranjen u Gen Banku (Tabela 2, Prilog).

Na osnovu morfoloskih karakteristika, mesta uzorkovanja i sezone uzorkovanja jedinki,
taksoni ove grupe su determinisani kao: Merodon avidus (Rossi, 1790) (ranije M. avidus A,
Milankov i sar., 2001), Merodon ibericus (Vuji¢, 2015) (ranije Merodon bicolor, Gil
Collado, 1930), Merodon moenium (Wiedemann, 1822) (ranije M. avidus B, Milankov i
sar., 2001) i Merodon megavidus (Vuji¢ i Radenkovié, 2016).

Ukupan materijal za analizu alozima obuhvatio je 118 jedinki podeljenih u 19
populacija po odgovaraju¢im lokalitetima (Tabela 1). Ove jedinke su, preliminarno, na
osnovu morfoloskih karaktera, geografsko-klimatskih odlika lokaliteta i sezone aktivnosti,
identifikovane kao M. avidus ili M. moenium (Slika 4). Sest populacija poticale su iz
Srbije, pet iz Italije, jedna iz Hrvatske, i po dve iz Crne Gore, Gréke i Turske (Slika 5).
Detaljne informacije u vezi sa navedenim materijalom nalaze se u Prilogu (Tabela 4-

Prilog).

Uzorci korisceni u DNK analizi, kao i analizi alozima su, odmah nakon prikupljanja,

zamrznuti na temepraturu od —20°C i na taj nacin ¢uvani do laboratorijskih analiza.

Slika 4. Abdomen, muzjak, dorzalna strana: A-Merodon avidus (jesen), B-Merodon
avidus (prolece), C-Merodon moenium.
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Slika 5. Grafi¢ki prikaz lokaliteta uzorkovanja populacija koriséenih u genetickim
analizama alozima. A — Merodon avidus; ® — M. moenium. Srbija: 1- Malinik (planinski
obronci), 5 — Perdap (zaliv), prole¢na generacija, 6 — Stara Planina (planina), 7 — Fruska
Gora (niska planina), 10 — Kopaonik (planina), 11 — Perdap (zaliv), jesenja generacija, 17
— Dubasnica (planina); Crna Gora: 16 — Durmitor (planina), 18 —Orijen (planina); Italija: 2
— Piemonte Cuneo (niska planina), 4 — Brescia, jezero Garda (planinski obronci), 8 —
Trento Bleggio Superiore (planina), 9 — Bologna Castiglione dei Pepoli Monte Baducco
(planina), 19 — Trento Sarche (planinski obronci); Hrvatska: 3 — Umag (Jadranska obala);
Grcka: 12 — Olimp (planinski obronci), 14 — Evros Dadia (plannski obronci); Turska: 13 —

jezero Baffa (planinski obronci Besparmak), 15 — Bozdag planine (niska planina).
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Tabela 1. Pregled uzorkovanja jedinki po populacijama za analizu alozimske

varijabilnosti

Populacija Drzava Broj jedinki | Takson
Malinik Srbija 10 M. avidus
Derdap Srbija 6 M. moenium
Stara Planina Srbija 5 M. moenium
Fruska Gora Srbija 10 M. moenium
Kopaonik Srbija 10 M. moenium
Derdap Srbija 5 M. avidus
Dubasnica Srbija S M. avidus
Durmitor CrnaGora |5 M. moenium
Orjen Crna Gora 5 M. moenium
Piemonte Italija 5 M. avidus
Garda, Brescia Italija 4 M. avidus
Bleggio Superiore Italija 6 M. moenium
Bologna, Monte Baducco | Italija 7 M. moenium
Trento Sarche Italija 4 M. avidus
Umag Hrvatska 10 M. avidus
Olimp Greka 5 M. avidus
Evros Grcka 5 M. avidus
Besparmak-Baffa Turska 5 M. avidus
Bozdag Turska 6 M. avidus
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U cilju analize ekoloske niSe modelovanjem distribucije vrsta Merodon avidus
kompleksa analizirano je 2.135 jedinki (1.183 Merodon avidus, 852 Merodon moenium, 52
Merodon megavidus i 48 Merodon ibericus) iz Albanije, Andore, Bosne i Hercegovine,
Bugarske, Hrvatske, Kipra, Danske, Francuske, republike severne Makedonije, Nemacke,
Grcke, Izraela, Italije, Crne Gore, Maroka, Holandije, Rumunije, Srbije, Slovacke,
Svedske, Svajcarske, Spanije i Turske (Tabela 5-Prilog). Najveéi broj podataka preuzet je
iz baze podataka Laboratorije za istrazivanje i zaStitu biodiverziteta, Departmana za
biologiju i ekologiju, Prirodno-matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Novom Sadu, kao i
iz Centra za Biodiverzitet Naturalis (NBCN), Lajden, Holandija. Ostali kori$¢eni primerci
su deponovani u muzejskim i univerzitetskim zbirkama i privatnim kolekcijama,

navedenim na pocetku ovog poglavlja.

U cilju testiranja i prezentovanja primene modelovanja determinacije spornih jedinki u
bazi podataka, uz pomo¢ neuronske mreze i GBM tehnike analizirane su 2.042 jedinke
(1.183 jedinke M. avidus i 859 jedinki M. moenium (podset podataka koris§¢enih u
modelovanju distribucije, Tabela 5-Prilog). Kako bi se testirala sposobnost predikcije na
osnovu sirovih podataka, u kojima pojedine vrednosti nedostaju, ovaj uzorak je, u
pojedinim etapama modelovanja, proSiren na ukupno 3.490 jedinki M. avidus i M.
moenium. Podaci o ovim jedinkama su preuzeti iz baze podataka, Departmana za

Biologiju, Prirodno-matematickog fakulteta u Novom Sadu.

5.2 Metode

5.2.1 lzolacija DNK

DNK je izolovana iz nogu i abdomena jedinki upotrebom SDS protokola ekstrakcije
(Chen i sar., 2010), uz manje modifikacije. Tkivo je usitnjeno u kiveti u prisustvu 500l
digestionog SDS pufera (0,5% (w/v) SDS, 200mM Tris, 25mM EDTA, 250mM NacCl).
Simultano sa mehani¢kim razaranjem tkiva, ovaj pufer omogucio je lizu celija 1
oslobadanje o¢uvane DNK. Kivetice sa uzorcima su inkubirane 1h na 37°C na suvom

termobloku, u cilju optimizacije hemijskih uslova za razgradnju tkiva. Potom se pristupilo
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dodavanju po 5ul proteinaza K rastvora koncetracije 40mg/ml u svaku kivetu, nakon ¢ega
je nastavljena inkubacija na 50°C tokom narednih sat vremena. U sledecoj fazi, dobijeni
homogenat ekstrahovan je uz pomoé¢ 240ul fenol/hlorofolm/izoamil-alkohola u odnosu
25:24:1, a potom centrifugiran na 12.000rpm, 10min. Ekstrakcija je ponovo izvrSena sa
hloroform/izoamil alkoholom (24:1), nakon ¢ega se pristupilo DNK precipitaciji. Ona je
izvrSena dodavanjem 500ul hladnog, apsolutnog etanola, praceno centrifugiranjem na
12.000rpm, 15min, na 4°C. Nastali talog je ispiran kroz dva ponavljanja, sa po 150ul 70%
etanola, uz ponovno centrifugiranje na 12.000rpm tokom 3min, na 4°C. Finalni talog

osusen je 30min na 37°C, a potom rastvoren U 30ul 0,1xTE pufera (pH=8).

Kvalitet i koncentracija izolovane DNK provereni su NanoDrop spektrofotometru
merenjem absorbance na 280nm, 260nm i 230nm. U uzorcima kod kojih je dobijena visoka
koncentracija DNK (100 ng/ul i vise), pravljena su radna razblazenja od 50 ng/ul koja su

kori$¢ena u daljim analizama.

5.2.2 Umnozavanje citohrom c-oksidaza (COI) gena DNK

Nakon izolacije DNK, pristupljeno je amplifikaciji dva regiona (3’COI region i 5’COI
region) citohrom c-oksidaza I gena, uz pomo¢ PCR reakcije. Uslovi PCR reakcije bili su
isti za oba amplifikovana segmenta, uz upotrebu razli¢itih prajmera. Za amplifikovanje
3’COI segmenta koriS¢eni su prajmeri C1-J-2183 (5-CAACATTTATTTTGATTT
TTTGG-3’) (alias JERRY) i TL2-N-3014 (5’-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-
3’) (alias PAT) (Simon i sar., 1994). 5° segment citohrom c-oksidaze | gena amplifikovan
je uz pomo¢ LCO (5> GCTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) i HCO prajmera (5°-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) (Folmer i sar.,, 1994). PCR reakcije

izvrSene su u volumenu reakcije od 20 pl. Reakcionu smesu su cinili: 1xX Taq pufer
(Thermo Scientific); 2,5mM MgCI2; 0,1 mM svakog nukleotida; 5pM svakog prajmera; 1
U Tag DNK polimeraze (Thermo Scientific) i 50ng genomske DNK.

Amplifikacija oba mMtDNK COI regiona je izvrsena na Eppendorf Personal

Thermocycler uredaju, a uslovi PCR reakcije bili su sledeci:
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inicijalna denaturacija na 95°C 30sec
denaturacija na 94°C 30sec
vezivanje prajmerana 49°C  30sec | 30x
ekstenzija na 72°C 2min

finalna ekstenzija na 72°C 8min

PCR produkti su provereni vizuelizacijom na 2%-nom agaroznom gelu. Agaroza je
rastvorena u 1XTBE puferu, uz direktno dodavanje etidijum-bromida u smesu Koji je
koriS¢en za vizuelizaciju produkata na gelu. Elektroforeza je radena pri konstantnoj voltazi
od 100V. Dobijeni PCR produkti su zatim precis¢eni uz pomo¢ Exo-Sap metode, u skladu
sa protokolom proizvodaca (Thermo Scientific). Za svaki produkt odredena je sekvenca
mtDNK u jednom smeru, primenom Forward prajmera koris¢enog za PCR amplifikaciju,
na kapilarnom ABI3730xl sekvencioneru (Applied Biosystems) na Institutu za

molekularnu medicinu na Univerzitetu u Helsinkiju, Finska.

5.2.3 Analiza sekvenci citohrom c-oksidaza | gena DNK

U cilju geneticke karakterizacije kompleksa vrsta M. avidus, kreirana su tri seta
sekvenci, koja su uvrstena u dalje statisticke analize. Poravnavanje sekvenci izvr§eno je uz
pomo¢ Clustal W algoritma (Tomson i sar., 1994) implementiranog u program BioEdit
(Hall, 1999), a finalne modifikacije izvrsene su rucno, u istom programskom okviru.
Ukupan broj jedinki (sekvenci) u okviru 3' COI seta iznosio je 242 a u okviru 5' COI seta
135. Za 120 jedinki, kod kojih su bile dostupne i 3'COIl i 5'COI sekvence, kreirana je
ukupna COI sekvenca duzine 1.260 nukleotida, dobijena pripajanjem 5'COI sekvence na
3'COI sekvencu, za svaku pojedinacnu jedinku. Jedinke su, na osnovu morfologije,
lokaliteta uzorkovanja, kao i sezone uzorkovanja, preliminarno determinisane kao M.
avidus, M. moenium, M. hikmeti, M. megavidus ili M. ibericus. Detaljnije informacije u

vezi sa navedenim materijalom nalaze se u Prilogu (Tabela 1, 2, 3-Prilog). Kreiranje
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ukupnih COI sekvenci izvrSeno je u programskom paketu MEGA verzija 7 (Kumar i sar.,
2015). Konac¢na duzina nukelotidnih sekvenci iznosila je 650 nukleotida za 3'COI region i
5' COl region i 1.260 nukleotida za set sekvenci sastavljen od spojenih 3'i 5' COI regiona.
Osnovni parametri DNK varijabilnosti (broj polimorfnih mesta, broj haplotipova, h-
diverzitet haplotipova, n-diverzitet nukleotida, k-prosecan broj razlika po parovima), kao i
frekvencije haplotipova, izracunati su u okviru programskog paketa DnaSP verzija 6
(Rozas i sar., 2017).

COI barkod sekvence grupisane su uporebom Neighbour-joining (NJ) analize, analize
maksimalne verovano¢e (Maximum-likelihood, ML) i maksimalne parsimonije (Maximum
Parsimony, MP). Sekvenca Eumerus sulcitibius Rondani, 1868 (broj u Gen banci
KT157587) koris¢ena je kao outgrupa u svim filogenetickim analizama. U programskom
paketu MEGA izvrSena je procena najboljeg modela bazne substitucije, po kojoj je, za
3'COI i 5' COI setove sekvenci, Tamura-3 model nukleotidne susbstitucije (T92) oznacen
kao prvi najbolji, a Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) kao drugi najbolji model (oba modela
sa Gama korekcijom za varijacije izmedu pozicija u stopama substitucije). Na setu
sac¢injenom od spojenih 3'i 5' sekvenci, HKY model sa Gama korekcijom procenjen je kao
prvi najbolji, a T92 sa Gama korekcijom kao drugi najbolji substitucioni model. U okviru
istog programa, koris¢enjem odgovaju¢eg modela nukleotidne substitucije, kreirani su NJ i
ML dendrogrami. Bootstrap vrednosti su izraCunate za svako stablo, kroz 1.000 replikacija.

Sve bazne pozicije tretirane su kao karakteri od podjednakog znacaja.

Analizom maksimalne parsimonije, baziranoj na postizanju minimalnog broja
nukleotidnih promena u okviru prezentovanog filogenetickog stabla, tri seta sekvenci
analizirana su uz pomo¢ programskog paketa TNT 1.1. (Goloboff i sar., 2008). Navedeni
program Kreiran je sa ciljem da omoguci efikasnu primenu navedene metode na velikom
broju nukleotidnih sekvenci. Analiza je izvrSena kroz 1.000 replikacija, uz 10 zadrzanih
stabala po replikaciji, 10.000 stabala u memoriji i TBR algoritma zamene (engl. tree
bisection and reconnection swapping algorithm, TBR). Kreiranje konsenzus filogenetickog
stabla i vizuelizacija nukleotidnih promena izvrsena je u programu WinClada 1.00.08
(Nixon, 2002).

Filogeneticke analize uradene su i primenom Bajesove statistike, u programu Mr. Bayes
ver. 3.2. (Ronquist i sar., 2012). Umesto sekvenci svih pojedina¢nih jedinki, u Bajesovu

analizu uvrStene su sekvence haplotipova, prethodno determinisane u programu DnaSP.
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Kao a priori informacija koris¢en je HKY model bazne substitucije sa Gama korekcijom
za varijacije izmedu pozicija u stopama substitucije. Parametri analize u programu Mr
Bayes bili su sledeci: radeno je dva ponavljanja za cetiri Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) permutacije (jedan hladan i tri topla MCMC lanca), 3.000.000 iteracija, uz
belezenje logaritamskih vrednosti za svakih 100 iteracija. Za sumiranje rezultata analize i
provere da li je li je duzina analize i burn-in perioda bila dovoljna za stabilizaciju
logaritma koriScen je program Tracer v.1.5. (Rambaut i Drummond, 2007). Prvih 25%
iteracija odbaceno je kao burn-in period, a 50% konsenzus stabla konstruisana su u

programu FigTree v1.4.0. (Raumbaut, 2009).

Analiza molekularne varijanse (AMOVA) u okviru i izmedu pretpostavljenih vrsta
Merodon avidus kompleksa, izvrSena je upotrebom programa Arlequin 3.5.2.2. (Excoffier i
Lischer, 2010). U istom programskog okviru, na osnovu genetickih udaljenosti

determinisanih haplotipova, izraCunate su odgovarajuce ®st vrednosti.

5.2.4 Analiza varijabilnosti enzimskih lokusa

Geneticka varijabilnost enzima proucavana je upotrebom standardne elekroforeze na
5%-nom poliakrilamidnom gelu (po Milankov i sar., 2001). Set od pet, prethodno
ustanovljenih dijagnostickih enzima za kompleks vrsta Merodon avidus (Milankov et al.,
2001) je odabran za analizu: mali¢ni enzim (ME, 1.1.1.4), izocitrat-dehidrogenaza (IDH,
1.1.1.42; 1dh-2), a-glicerofosfat-dehidrogenaza (GPD, 1.1.1.8; Gpd-2), aspartat-amino-
transferaza (AAT; 2.6.1.1) i glukozofosfat-izomeraza (GPI, 5.3.1.9). Kako bi bilo moguce
direktno poredenje rezultata za razliCite populacije i taksone, kombinovani uzorci iz
razli¢itih populacija lodirani su na gel, pre elektroforeze. U zavisnosti od razliCite
metabolicke funkcije i distribucije enzima u telu insekata, za analizu enzimske
varijabilnosti kori$¢eni su razli¢iti telesni regioni (glava: AAT, GPI, ME; toraks: GPD,
IDH). U zavisnosti od enzima,, elektroforeza je tekla u razli¢itim puferskim sistemima-
Tris-citrat ili Tris-borat EDTA puferu (Tabela 2). Pri konstantnoj jacini struje od 180V (za
TBE pufer), odnosno, konstanom naponu od 40mA (TC pufer), elektroforeza je trajala, u
proseku, 3h. Nakon isticanja uzoraka pristupilo se bojenju gelova, u cilju vizuelizacije
hemijske aktivnosti enzima. Osnova protokola za bojenje preuzeta je iz Milankov i sar.

(2001), uz izvrsene izmene u koli¢ini reagenasa i ukupnom volumenu reakcije.
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Histohemijsko bojenje podrazumevalo je izazivanje odgovarajue metabolicke
reakcije, dodavanjem odgovarajuéeg supstrata, pufera, kofaktora i boje, za svaki enzim, na

slede¢i nacin:

Aspartat-amino-transferaza (AAT)

pufer 0,2M Tric HCL pH 8,0 (50ml)

supstrat a-ketoglutarna kiselina (100mg), L-aspartanska kiselina (200mg)
kofaktor piridoksal-5-fosfat (30mg)

boja Fast-blue BB (100mg)

Mali¢ni enzim (ME)
pufer 1M Tris Hcl ph 8,5 (10ml)
supstrat mali¢na kiselina (50mg)
kofaktor NADP (15mg)

1AM MgCl2 (2,5 ml)
boja NBT (1ml)

PMS (0,2 ml)

Razblazivanje: dH20 do 50 ml
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a-glicerofosfat-dehidrogenaza (GPD)
pufer 1M Tris-Hcl ph 8,0 (8 ml)
dH20 (32ml)
supstrat - glicerofosfat (500mg)
kofaktor 0,AM MgCl, (1ml)
boja NAD (2ml)

NBT (1,3ml)

PMS (0,5ml)

Izocitrat-dehidrogenaza (IDH)
pufer 1M Tris-Hcl ph 8,0 (6 ml)
dH20 (24ml)
supstrat D,L-lzocitratna kiselina (50mg)
kofaktor NADP (1ml)
0,1M MgCl> (3ml)
boja NBT (0,5ml)

PMS (0,2ml)

Razblazivanje: dH>O do 24 ml
glukozofosfat-izomeraza (GPI)

pufer 1M Tris Hcl ph 7,1 (2,5ml)
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supstrat fruktoza-6-fosfat (40mg)
kofaktor NADP (1ml)

0,1M MgCl> (2,5ml)
enzim glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza (5ul)
boja NBT-R (0,75ml)

PMS (0,5ml)

Razblazivanje: dH20 do 60 ml

Gelovi su, tokom bojenja, inkubirani na 37°C do pojavljivanja traka (bendova), nakon
¢ega se pristupilo o€itavanju dobijenih slika (zimograma). Aleli su bili obelezeni oznakama
od ,,a” do ,,c”, u zavisnosti od razdaljine koju su presli u toku elektroforeze, pri ¢emu je,
,a” bio alel koji je presao najkraé¢i put na gelu. Vazno je ista¢i da ovakav nalin
obelezavanja nije komplementaran ranijoj analizi istih enzima (Milankov 1 sar., 2001),
kada su druge oznake bile koriS¢ene. Genotipovi 1 frekvencije alela izracunate su na
osnovu ocCitavanja bendova 1 geneticke interpretacije zimograma. Statisticka anliza
alozimskih podataka izvrSena je uz pomo¢ kompjuterskog programa POPGENE, verzija
1.32 (Yeh 1 sar., 1999). Tom prilikom, izracunati su slede¢i parametri: frekvencije alela,
broj alela, polimorfni lokusi, ofekivana i uocena heterozigotnost, y2 test devijacije od
Hardi-Vajnbergove ravnoteze, parametri F statisike, geneticka bliskost i udaljenost (Nei,
1978). Konstruisan je UPGMA dendrogram, baziran na vrednostima geneticke udaljenosti.
Kako bi se izvrsilo testiranje znacajnosti razlika u frekvencijama alela izmedu morfoloski
preliminarno definisanih vrsta M. avidus i M. moenium, koris¢en je programski paket
Statistica 10 (StatSoft, 2011). Korelacija izmedu genetickih i1 geografskih disanci testirana
je Mantelovim neparametrijskim testom, na matricama udaljenosti po parovima (Mantel,
1967). Ovo je uradeno MANTEL pristupom u okviru programa IBD verzija 3.23 (Jensen i
sar., 2005).
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Tabela 2. Enzimi, telesni regioni i puferski sistemi kori$¢eni u analizi

Naziv enzima Lokus | Telesni region | Puferski sistem
mali¢ni enzim (ME) Me Glava TBE
izocitrat-dehidrogenaza (IDH) Idh-2 | Grudi TC
a-glicerofosfat-dehidrogenaza (GPD) | Gpd-2 | Grudi TC
aspartat-amino-transferaza (AAT) Aat Glava TC
glukozofosfat-izomeraza (GPI) Gpi Glava TBE

TC pufer-1M Tris-citrat pufer; pH=7,1

TBE pufer-1M Tris-borat-EDTA, pH=8,9

5.2.5 Modelovanje sadasnje distribucije u okviru Merodon avidus kompleksa

Projekcije nisa modelovanjem sadasnje distribucije uradene su u programskom paketu
MAXENT 3.4. (Phillips i sar., 2008), pri standardnim parametrima modela (convergence
threshold: 0,00001; maksimalan broj iteracija: 500, vrednost
regularizacije:auto).Geografske koordinate njihove distribucije koris¢ene su kao ulazna
komponenta analize, bez modifikacije. Kod podataka o prisutnosti za koje nisu postojale
koordinate u bazi, iste su zabelezene upotrebom Google Earth programa (Google Inc.,
2013), koji je, po potrebi, koriSen i1 za proveru i1 validaciju ve¢ dokumentovanih
koordinata. Lokaliteti su predstavljeni u programskom paketu ModestR (Garcia-Roselld i

sar., 2013), u kome su napravljene odgovarajuce mape distribucije (Slika 6 a,b,c,d).
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Slika 6. Mapa distribucije taksona M. avidus (a), M. moenium (b), M. ibericus (c) i M.
megavidus (d)
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Ukupno 19 bioklimatskih varijabli (2,5 arc-min rezolucije), bioloski znacajnih u
definiciji ekoloskih i fizioloSkih tolerancija jedne vrste (Graham i Hijmans 2006.,
Murienne i sar., 2009) kreirano je na osnovu baze podataka World Clim (Hijmans i sar.,

2005., www.worldclim.org), u kojoj su interpolirani klimatski podaci svetskih

meteoroloskih stanica. Tehnicka priprema klimatskih varijabli za njihovo unosenje i dalju
analizu, uradena je geoinformacionim alatom ArcMap (verzija 10.5.1), u okviru ArcGis
platforme (ESRI, 2014).

U programskom paketu ENMTools (Warren i sar., 2010) testirana je korelacija izmedu 19
bioklimatskih varijabli, pri ¢emu je kreirana Pirsonova korelaciona matrica. Vrednost
Pirsonovog koeficijenta r>0,75 ukazala je na visoku korelaciju izmedu pojedinih varijabli i
dovela do selektivne eliminacije suvi$nih varijabli iz dalje analize. Finalni set klimatskih
podataka odabran za modelovanje distribucije obuhvatio je slede¢ih 9 varijabli: Bio2,

Bio8, Bioll, Biol3, Biol4, Biol5, Biol7, Bio 18 i Bio 19 (Tabela 3).

-49 -


http://www.worldclim.org/

Tabela 3. Klimatske varijable kori§¢ene u modelovanju distribucije vrsta Merodon
avidus kompleksa

Oznaka Opis

varijable

bio2 Srednja vrednost temperaturnog gradijenta [Sr. vrednost (max temp —
min temp)]

bio8 Prosecna temperatura u najvlaznijem kvartalu

bio9 Prose¢na temperatura u najsuvljem kvartalu

bioll Prose¢na temperatura u najhladnijem kvartalu

biol3 Precipitacija u najvlaznijem mesecu

biol4 Precipitacija u najsuvljem mesecu

biol5 Sezonska precipitacija (koeficijent varijacije)

biol7 Precipitacija u najsuvljem kvartalu

biol8 Precipitacija u najtoplijem kvartalu

biol9 Precipitacija u najhladnijem kvartalu

Kako bi se omogucila statisticka procena prediktivne sposobnosti kreiranog Maxent
modela, podaci o prisutnosti jedinki M. avidus kompleksa podeljeni su, od strane samog
Maxent programa, na trening podatke (75% uzorka) i test podatke (25% uzorka). Kako bi
se dobili Sto precizniji rezultati, analiza je unapredena upotrebom bias fajla, kreiranog uz
pomo¢ ArcMap alata. Bias fajl predstavlja set pozadinskih tacaka za svaku od analiziranih
vrsta, kreiran u cilju eliminisanja potencijalne greSke u modelovanju, koja moZe nastati
ukoliko tacke prisustva nisu uzorkovane dovoljno nasumi¢no. Maxent analiza rezultovala
je kontinualnom predikcijom distribucije za svaku vrstu unutar M. avidus kompleksa
(predikcija verovatnoc¢e u intervalu od O do 1), koja je vizualizovana kroz potencijalne
mape distribucije. Convergence threshold vrednos¢u definisan je prag za postizanje
zadovoljavaju¢eg modela predikcije-za predikciju verovatnoce pojavljivanja vrste na

odredenoj tacki koriS¢en je onaj model, koji je, treniranjem i proverom na trening i test
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podacima, pokazao da verovatnoca greske iznosi 0,001% (verovatnoéa da se predvidi
odsustvo u tacki gde je vrsta prisutna). Po zavrSetku Maxent analize, u cilju dobijanja
finalnog grafickog prikaza distribucije vrsta, definisan je prag verovatnoce njihovog
prisustva. Za svaku pojedina¢nu vrstu, odabran je threshold ,,10% minimum training
presence”, po kome (da bi se vrsta, u datoj tacki, smatrala potencijalno prisutnom)
minimalan broj predvideno prisutnih jedinki iznosi 10% od trening uzorka. Na taj nacin, u
svim tackama Maxent projekcija, koje su se nalazile iznad definisanog praga, predvideno

je prisustvo analiziranih vrsta, sa odredenim stepenom verovatnoce.

Statisticka validacija modela kreiranog u Maxentu omogucena je AUC testom u okviru
same Maxent analize, kao i binominalnim testom. AUC test podrazumeva racunanje AUC
vrednosti i analizu ROC krive (engl. receiver operating characteristic curve), koja je
graficki prikaz odnosa senzitivnosi (procenat korektno procenjenih tacaka prisustva) i
specifi¢nosti (procenat korektno procenjenih tacaka odsustva) pri razli¢itim kriterijuma
prisutnosti (engl. threshold). Prediktivna sposobnost modela kori§¢enog u analizi je utoliko
bolja, ukoliko je veca povrsina ispod krive (engl. area under curve-AUC), odnosno, $to
vise ROC kriva prati y osu i gornji deo grafika (Phillips, 2006). Binominalnim testom
izraCunata je stopa greske (engl. omission rate), koja je obrnuto proporcionalna vrednosti
senzitivnosti (Pearson, 2010). Takode je testirana nulta hipoteza da predikcija test tacaka

nije bolja od nasumicne predikcije na istom podrucju.

Kako bi se utvrdila sli¢nost predikcija pogodnosti staniSta izmedu parova populacija,
uraden je test preklapanja niSa u alatu ENMTools (Warren i sar., 2010). Ulazni podatak
ove analize predstavljale su projekcije nisa (mape distribucije) dobijene Maxent-om, koje
su, primenom praga od 10% prisustva trening podataka, prevedene u binarni oblik. Na taj
nacin, umesto inicijalno dobijene verovatnoce prisustva jedinki za svaku tacku, u svakoj
tacki resetke, vrsta je prikazana kao ,,prisutna” ili ,,odsutna”. Preklapanje tako obradenih
mapa procenjeno je preko Sonerovog D indeksa (Schoener, 1968). D vrednosti kreéu se u
intervalu od 0 (ne postoji nikakvo preklapanje) do 1 (kompletno preklapanje). U istom
alatu uraden je i test identi¢nosti niSa (engl. the niche identity test), kao i test njihove
slicnosti (engl. background test). Test identi¢nosti je konzervativan pristup, pri kome se
identi¢nost dve vrste ofekuje samo u slucaju tolerancije potpuno istog seta ekoloskih
uslova i prisustva ovakvih uslova oko njih. Test slicnosti nisa, sa druge strane, procenjuje
da li su dve vrste manje ili viSe slicne nego Sto bi, slucajnosc¢u, bilo ocekivano, uzimajuci

pri tome u obzir ekoloske razlike sredina u kojima se nalaze. Ovo je omoguéeno

-51-



upotrebom background fajla, kreiranog za svaku analiziranu vrstu, uz pomo¢ alata
ArcMap. Test slicnosti vrsta uraden je u oba smera, za svaki par vrsta, pri cemu razliciti
smerovi mogu prikazati drugaciji rezultat. U testovima identi¢nosti i slicnosti, uo¢ena D
vrednost preklapanja niSa poredena je, za svaki par taksona, sa nultom distribucijom (100
replikacija). Nulta distribucija je kreirana spajanjem podataka o prisutnosti oba taksona,
randomizacijom lokaliteta, te kreiranjem dva nova uzorka iste veli¢ine kao originalni, bez
razmatranja sli¢nosti ili razliCitosti staniSta. Nulta hipoteza o identi¢nosti/sli¢nosti nisa se
odbija, ukoliko je prva D vrednost (uoceno preklapanje nisa) statisticki znacajno (p<0,05,
p<0,01) razlicita od vrednosti koja se ocekuje na osnovu seta pseudoreplikata nulte

distribucije (Warren i sar., 2010).

5.2.6 Odredivanje taksonomske pripadnosti jedinki pomocu tehinka neuronskih
mreza i bustinga regresionih stabala

Za treniranje odgovaraju¢eg modela i postizanje njegove maksimalne sposobnosti da
vr$i tacnu determinaciju jedniki, kori$¢eni su poznati podaci o taksonomskoj pripadnosti
svake jedinke, zajedno sa njenom prate¢om varijablom- geografskom Sirinom i duzinom
lokaliteta uzorkovanja (Model 1) i danom, mesecom i godinom uzorkovanja (Model 2). S
obzirom na to da je priprema podataka najznacajniji korak u svim ML algoritmima,
posebna paznja posvecena je upravo navedenom koraku. U modelovanju taksonomske
pripadnosti jedinki pomo¢u GBM metode, svaki od navedenih modela projektovan je kroz
razli¢ite varijante podataka: kroz sirove podatke (svih 3.490 jedinki), kroz skra¢enu bazu
podataka (u kojoj su izbisani svi ulazni podaci kod kojih je neka vrednost nedostajala), kao
i kroz sirovu bazu popunjenu surogatnim podacima (nepoznati podaci za pojedine jedinke
se, algoritmom vestacke inteligencije, predvidaju i automatski popunjavaju, na osnovu svih
ostalih dostupnih podataka u bazi). Za razliku od GBM okvira, koji prevazilazi odsutne
informacije implicitnom konverzijom podataka, neuronska mreza nije sposobna za rad sa
potpuno sirovim podacima. Modelovanje taksonomske pripadnosti jedinki neuronskom
mrezom je, iz tog razloga, vrSeno kroz dve varijante podataka: kroz skrac¢enu bazu
podataka (svedenu na one ulazne podatke za koje su bile poznate obe varijable od
interesa), kao i kroz 3.490 podataka, popunjenih surogatnim podacima, njihovom

automatskom predikcijom.
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Svaka od osmisljenih varijanti modelovanja, definisana kroz pripremu podataka i izbor
varijable u odnosu na koju se vrsila predikcija, implementirana je u odgovarajué¢u
platformu vestacke inteligencije. Rezultat je iskazan broj¢anom vrednos$cu, kroz koju je

bilo moguce proceniti i uporediti uspesnost svakog kreiranog modela predikcije.

Za izradu modela koriS¢en je programski alat R-Studio i programski jezik R (dostupan
na www.rstudio.com). Modelovanje je vr$eno uz pomo¢ razli¢itih postojecih biblioteka R-
Studio-a. Tako je za programiranje modela neuronske mreze koris¢ena pomo¢ biblioteke

,Neuralnet” (https://cran.r-project.org/web/packages/neuralnet/neuralnet.pdf), dok je gbm

programirana uz pomo¢  biblioteke istog naziva (,gbm”)  (https://cran.r-
project.org/web/packages/gbm/gbm.pdf). Koriséena je neuronska mreza BPN tipa, sa 10

skrivenih slojeva. U okviru GBM tehnike koriS¢ena je Bernulijeva distribucija, a broj
stabala programiran je na 2.500. Deo koda koris¢enog za programiranje nalazi se u Prilogu
(Slika 6 i 7-Prilog).

Upotreba dve razlicite varijable (geografska ili vremenska) u pravljenju modela
determinacije imala je za cilj komparaciju uspeSnosti Modela 1 i Modela 2 u okviru svake
od navedenih tehnika, kroz sve varijante pripremljenih podataka, kao i izvodenje
zaklju€aka o njihovoj buducoj primenjivosti u determinaciji uzoraka kod kojih nije moguce

izvrsiti sigurnu taksonomsku identifikaciju.
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6. REZULTATI

VisegodiSnja terenska istrazivanja ukazala su na to da jedinke vrste M. moenium,
generalno, naseljavaju podrucja sa nizim prosecnim temperaturama u odnosu na jedinke M.
avidus. Istovremeno, pronadeni su lokaliteti na kojima oba taksona egzistiraju u simpatriji.
Za ovakve lokalitete pretpostavljeno je da je aktivnost adultnih populacija uslovljena
sezonskim promenama-dosadasnji rezultati ukazuju na prisustvo temporalne divergencije
na kontinentalnim stani$tima, pri ¢emu se vrsta M. moenium pojavljuje u hladnijem
periodu sezone, sa ranijom pojavom adultnih jedinki u odnosu na vrstu M. avidus. Ovakva
hipoteza je potkrepljena i ¢injenicom da nijedan primerak vrste M. moenium nije pronaden
nakon jula meseca, ni na jednom od lokaliteta. Stoga je pretpostavljeno da bi, u
sluajevima simpatrije avidusa i moeniuma, prole¢na generacija mogla pripadati taksonu
M. moenium, a letnja ili jesenja taksonu M. avidus. Ovakva premisa bila je u skladu i sa
odredenim morfoloskim indicijama. MorfoloS§ka analiza je pokazala da su jedinke M.
avidus morfoloski varijabilne, pri ¢emu je proleéna generacija vrste M. avidus-a
morfoloski sli¢nija vrsti M. moenium od jesenje generacije istog taksona (Slika 4).
Prisustvo viSe generacija u okviru jedne vrste predstavlja retkost za rod Merodon, i do sada
nije primeéeno kod taksona M. moenium, Kkoji se odlikuje postojanjem samo jedne
generacije. Pretpostavka ovog istrazivanja je da bi pojedini ekoloski uslovi mogli doprineti
postojanju sezonski uslovljenih fenotipova, kao i da bi mogli biti povezani sa samim

geneti¢kim razdvajanjem u okviru M. avidus kompleksa.

Najnovija terenska istrazivanja otkrila su i prisustvo dva lokaliteta na kojima se jedinke
vrste M. avidus i M. moenium sre¢u zajedno, na istom lokalitetu i u istom vremenskom
trenutku, sa izrazenim preferencijama ka razli¢itim mikrostanistima-dok su adulti M.
avidusa bili prisutni na suncanom delu livadske povrSine, jedinke M. moeniuma
uzorkovane su u senovitom podrucju iste (Vuji¢, usmeno). Ova pojava zabelezena je na
dva mediteranska ostrva- na Korzici (Francuska) i na Krfu (Gr¢ka), te je prva pretpostavka
bila da je navedeni fenomen posledica klimatsko-geografskog efekta ostrva, kao i njihove
geoloske istorije. Otkrice simpatrijskih jedinki Merodon avidus kompleksa, sa
temporalnim preklapanjem, skrenulo je paznju na ostrvske lokalitete i otvorilo nova pitanja
u daljem rasvetljavanju njihovih ekoloskih i geneti¢kih karaktersitika. U cilju geneticke

karakterizacije populacija M. moenium sa Korzike i Krfa, jedinke navedenih populacija
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uvrStene su u DNK analizu ovog istrazivanja. Pored toga, planinske populacije slicnih
morfoloskih odlika uzorkovane na su i na grckim ostrvima Peloponez i Evia, te ukljuene u

sve genetiCke analize.

U cilju sticanja novog i podrobnijeg uvida u veze izmedu populacija ispitivanog
kompleksa vrsta, ovo istrazivanje obuhvatilo je veci broj tehnika u odnosu na prethodna
istrazivanja, kao 1 znacajno veci broj geografskih podruc¢ja na kojima su jedinke
uzorkovane. Takode, polazeci od pojave viSe generacija u okviru jedne vrste, vrSeno je i

sezonsko sakupljanje razli¢itih generacija adultnih jedinki M.avidus, na istom lokalitetu.

Znacajan aspekt ove disertacije bilo je i reSavanje pitanje taksona Merodon hikmeti
(Hurkmans 1 Hayat, 1997), koje je razjasnjeno kroz preliminarne analize ovog istrazivanja.
Dobijeni filogeneticki rezultati, kao i rezultati @ statistike (detaljnije navedeni u poglavlju
7. Diskusija), pokazali su da takson M. hikmeti, ¢iji holotip potic¢e sa visokih planina
isto¢ne Turske, ne predstavlja posebnu vrstu u okviru M. avidus kompleksa. S obzirom na
morfoloske i ekoloske odlike dokumentovanog holotipa, koje odgovaraju vrsti M.
moenium, preliminarni rezultati ove disertacije sugerisali su da naziv M. hikmeti ubuduce
treba smatrati sinonimom M. moenium-a. U skladu sa ovom premisom, sve jedinke iz
materijala koris¢enog u ovoj disertaciji, pri uzorkovanju oznacene kao potencijalni M.

hikmeti takson, finalno su determinisane kao M. avidus ili M. moenium.
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6.1 Analiza DNK sekvenci mitohondrijalnog COI gena

6.1.1 Analiza 3 regiona COI gena

U uzorku od 242 jedinke M. avidus kompleksa utvrdeno je prisutsvo 87 mtDNK
haplotipa za 3’ kraj COI gena. U prvoj fazi istrazivanja, jedinke su, pomocu morfologije,
lokaliteta i sezone uzorkovanja, determinisane kao M. avidus, M. moenium, M. megavidus i
M. ibericus. Medutim, rezultati prvih genetickih analiza doveli su do pretpostavke da je re¢
0 novom, geneti¢ki nezavisnom taksonu. 1z tog razloga, 7 jedinki sa ostrva Krf, morfoloski
okarakterisanih kao M. moenium, oznaceno je kao M. aff. moenium. Iste filogeneticke
analize ukazale su na to da jos 2 jedinke sa planinskih podruc¢ja poluostrva Peloponez i 1
jedinka sa planinskih podrucja grékog ostrva Evia delimi¢no dele haplotipove sa
populacijom sa Krfa i bivaju sistematski grupisane u isti klaster, nezavisno od drugih vrsta
M. avidus kompleksa. Sa ciljem da se potvrdi postojanje potencijalno nove vrste u okviru
analiziranog kompleksa, za svaki od tri seta sekvenci (3’COI, 5°COI i ukupan set),
navedenih 10 jedinki uvrSteno je u konacne analize ove disertacije pod zajednickim

imenom M. aff. moenium.

Haplotipovi 3’COI regiona su definisani na osnovu 104 varijabilne pozicije, od kojih je
47 mesta oznaceno kao singltoni, dok je 57 mesta bilo informativho sa aspekta
parsimonije. Diverzitet haplotipova za ukupan set sekvenci iznosio je Hd=0,904 diverzitet

nukleoida 7=0,013, a prosec¢an broj nukleotidnih razlika k=8,273 .

Ukupno 36 haplotipova registrovano je samo u okviru vrste M. avidus, 28 u okviru vrste
M. moenium, 13 u okviru vrste M. ibericus, 3 u okviru taksona M. aff. moenium i 1 u
okviru vrste M. megavidus. U okviru taksona M. aff. moenium, kod jedinki sa ostrva Evia i
poluostrva Peloponez zabelezen je isti haplotip Hap 2, kao i kod jedinki M. aff. moenium
sa ostrva Krf. Za vrste M. avidus i M. moenium bilo je prisutno 6 zajednickih haplotipova
(Tabela 4; Tabela 1-Prilog).
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Tabela 4. Haplotipovi 3°COI regiona mtDNK i njihova zastupljenost u okviru M.
avidus kompleksa

frekvencija (broj

raplop | Plevihenia vt o ki
uzorku)

Hap 1 1 M. aff. moenium

Hap 2 8 M. aff. moenium

Hap 3 1 M. aff. moenium

Hap 4 2 M. avidus

Hap 5 7 M. avidus

Hap 6 1 M. avidus

Hap 7 42 M. avidus, M. moenium

Hap 8 1 M. avidus

Hap 9 60 M. avidus, M. moenium

Hap 10 1 M. avidus

Hap 11 1 M. avidus

Hap 12 1 M. avidus

Hap 13 4 M. avidus, M. moenium

Hap 14 1 M. avidus

Hap 15 1 M. avidus

Hap 16 6 M. avidus, M. moenium

Hap 17 1 M. avidus

Hap 18 1 M. avidus

Hap 19 6 M. avidus

Hap 20 1 M. avidus

Hap 21 1 M. avidus

Hap 22 1 M. avidus

Hap 23 1 M. avidus

Hap 24 1 M. avidus

Hap 25 1 M. avidus

Hap 26 1 M. avidus

Hap 27 10 M. avidus, M. moenium

Hap 28 1 M. avidus

Hap 29 1 M. avidus

Hap 30 2 M. avidus

Hap 31 4 M. avidus

Hap 32 1 M. avidus

Hap 33 1 M. avidus

Hap 34 1 M. avidus

Hap 35 1 M. avidus

Hap 36 1 M. avidus

Hap 37 1 M. avidus

Hap 38 1 M. avidus
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Hap 39 1 M. avidus
Hap 40 1 M. avidus
Hap 41 1 M. avidus
Hap 42 2 M. avidus, M. moenium
Hap 43 1 M. avidus
Hap 44 1 M. avidus
Hap 45 5 M. ibericus
Hap 46 1 M. ibericus
Hap 47 1 M. ibericus
Hap 48 2 M. ibericus
Hap 49 1 M. ibericus
Hap 50 1 M. ibericus
Hap 51 1 M. ibericus
Hap 52 2 M. ibericus
Hap 53 2 M. ibericus
Hap 54 1 M. ibericus
Hap 55 1 M. ibericus
Hap 56 1 M. ibericus
Hap 57 3 M. megavidus
Hap 58 2 M. moenium
Hap 59 2 M. moenium
Hap 60 1 M. moenium
Hap 61 2 M. moenium
Hap 62 1 M. moenium
Hap 63 1 M. moenium
Hap 64 3 M. moenium
Hap 65 1 M. moenium
Hap 66 1 M. moenium
Hap 67 1 M. moenium
Hap 68 1 M. moenium
Hap 69 1 M. moenium
Hap 70 1 M. moenium
Hap 71 1 M. moenium
Hap 72 1 M. moenium
Hap 73 1 M. moenium
Hap 74 1 M. moenium
Hap 75 1 M. moenium
Hap 76 1 M. moenium
Hap 77 1 M. moenium
Hap 78 1 M. moenium
Hap 79 1 M. moenium
Hap 80 1 M. moenium
Hap 81 1 M. moenium
Hap 82 1 M. moenium
Hap 83 1 M. moenium
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Hap 84 1 M. ibericus
Hap 85 1 M. avidus
Hap 86 1 M. moenium
Hap 87 1 M. moenium

Sve filogeneticke analize sekvenci 3' regiona COIl gena mtDNK rezultovale su sliénom
toploSkom slikom, u kojoj su se izdvojila tri klastera: M. ibericus, M. megavidus i M. aff.
moenium, dok su preostali klasteri grupisali zajedno sekvence vrsta M. avidus i M.
moenium (Slike 7 i 8). Bajesovo filogeneticko stablo haplotipova takode je grupisalo
haplotipove koji pripadaju vrsti M. ibericus i taksonu M. aff. moenium u zasebne klastere,

uz odsustvo razdvajanja haplotipova vrsta M. avidus i M. moenium (Slika 9).
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Slika 8. Konsenzus
stablo dobijeno
metodom maksimalne
parsimonije na osnovu
sekvenci 3' regiona
COlI gena mtDNK.
Duzina: 446 koraka,
Consistency index
(C)=41, Retention Index
(RDN=77. Popunjeni
kruziéi ukazuju na
jedinstvene promene, a
svetli na ne-jedinstvene
promene.
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Slika 9.
Bajesovo
filogeneticko
stablo
konstruisano na
osnovu 87
haplotipa
3’regiona COI
gena mtDNK.
Brojevi na
nodusima
predstavljaju a
posterior
verovatnocu za
odgovarajucu
granu na stablu.



Rezultati svih filogenetickih analiza sugerisali su jasnu izdvojenost taksona Merodon
aff. moenium. Kako bi se dodatno testirao stepen geneti¢ke diferencijacije ovog taksona u
okviru kompleksa vrsta M. avidus, M. aff. moenium uvrSten je u analizu molekularne
varijanse (AMOVA), kao i u analizu ® statisike, kao posebna vrsta. Pored taksona M. aff
moenium, u navedene analize, bazirane na 3' COI sekvencama, ukljucene su i preostale
Cetiri pretpostavljene vrste ispitivanog kompleksa: M. avidus, M. moenium, M. ibericus i

M. megavidus.

Procenat interpopulacione varijabilnosti dobijen AMOVA pristupom, bio je znatno veéi
od procenta utvrdene intrapopulacione varijabilnosti. Fst vrednost od 0,831 potvrdila je
postojanje statisticki veoma znacajne varijabilnosti izmedu oznacenih populacija, pri cemu

je svaka populacija odgovarala jednoj vrsti analiziranog kompleksa (Tabela 5).

®st vrednosti, bazirane na varijabilnosti 3' COI sekvence, bile su statisti¢ki znacajne po
svim parovima populacija. Ovo je ukazalo na prisustvo znacajne geneticke diferencijacije
izmedu svih pretpostavljenih vrsta, ukljucujuéi i diferencijaciju izmedu taksona M. aff.

moenium i svake od ostalih vrsta M. avidus kompleksa (Tabela 6).

Tabela 5. Rezultati analize molekularne varijanse (AMOVA) za 3'COIl sekvence za 5
populacija u okviru Merodon avidus kompleksa: M. aff. moenium, M. megavidus, M.
ibericus, M. moenium, M. avidus

izvor procenat
varijabilnosti varijabilnosti | FST
izmedu

populacija 83,08 0,831*
u okviru

populacija 16.92

*p<0,01
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Tabela 6. Parne ®st vrednosti izmedu M. aff. moenium, M. megavidus, M. ibericus, M.
moenium i M. avidus bazirane na 3'COI sekvencama

M. aff.
moenium M. megavidus | M. ibericus | M. moenium | M. avidus
M. aff. moenium + + + +
M. megavidus 0,963 + + +
M. ibericus 0,947 0,933 + +
M. moenium 0,862 0,782 0,952 +
M. avidus 0,808 0,717 0,936 0,175

®st vrednosti ispod dijagonale, statisticka znacajnost iznad dijagonale, + — p <0,01

6.1.2 Analiza 5 'regiona COI gena

Proucavanjem seta sacinjenog od 135 5’COI sekvenci jedinki M. avidus, M. moenium,

M. ibericus i M. aff. moenium, na osnovu utvrdene 84 varijabilne pozicije (od toga 41

singltona, a 43 parsimonijski informativnih mesta), uoceno je prisustvo 83 mtDNK

haplotipa. Diverzitet haplotipova za ukupan set sekvenci iznosio je Hd=0,980, diverzitet

nukleoida 7=0,016, a prosecan broj nukleotidnih razlika k=10,066.

Ukupno 29 haplotipova registrovano je samo u okviru vrste M. avidus, 24 u okviru vrste

M. moenium, 20 samo u okviru vrste M. ibericus i 5 samo u okviru grupe jedinki ozna¢enih

kao Merodon aff. moenium. Za vrste M. avidus i M. moenium bilo je prisutno 5 zajednickih

haplotipova (Tabela 7; Tabela 2- Prilog).

Tabela 7. Haplotipovi 5°COI regiona mtDNK i njihova zastupljenost u okviru M.
avidus kompleksa

Frekvencija
Haplotip E)tc))ggjvljivanja Vrste kod kojih je

u ukupnom utvrden

uzorku)
Hap 1 4 M. aff. moenium
Hap 2 1 M. aff. moenium
Hap 3 1 M. aff. moenium
Hap 4 1 M. aff. moenium
Hap 5 4 M. avidus
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Hap 6 1 M. avidus

Hap 7 1 M. avidus

Hap 8 1 M. avidus

Hap 9 13 M. avidus, M. moenium
Hap 10 1 M. avidus

Hap 11 1 M. avidus

Hap 12 1 M. avidus

Hap 13 3 M. avidus

Hap 14 4 M. avidus, M. moenium
Hap 15 1 M. avidus

Hap 16 1 M. avidus

Hap 17 1 M. avidus

Hap 18 1 M. avidus

Hap 19 1 M. avidus

Hap 20 2 M. avidus, M. moenium
Hap 21 7 M. avidus

Hap 22 1 M. avidus

Hap 23 2 M. avidus

Hap 24 1 M. avidus

Hap 25 5 M. avidus, M. moenium
Hap 26 1 M. avidus

Hap 27 1 M. avidus

Hap 28 1 M. avidus

Hap 29 1 M. avidus

Hap 30 1 M. avidus

Hap 31 9 M. avidus, M. moenium
Hap 32 1 M. avidus

Hap 33 1 M. avidus

Hap 34 1 M. avidus

Hap 35 1 M. avidus

Hap 36 1 M. avidus

Hap 37 1 M. avidus

Hap 38 1 M. ibericus

Hap 39 1 M. ibericus

Hap 40 1 M. ibericus

Hap 41 1 M. ibericus

Hap 42 1 M. ibericus

Hap 43 1 M. ibericus

Hap 44 1 M. ibericus

Hap 45 2 M. ibericus

Hap 46 1 M. ibericus

Hap 47 1 M. ibericus

Hap 48 1 M. ibericus

Hap 49 2 M. ibericus

Hap 50 1 M. ibericus
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Hap 51 1 M. ibericus
Hap 52 1 M. ibericus
Hap 53 1 M. ibericus
Hap 54 1 M. ibericus
Hap 55 2 M. ibericus
Hap 56 1 M. ibericus
Hap 57 1 M. moenium
Hap 58 1 M. moenium
Hap 59 1 M. moenium
Hap 60 1 M. moenium
Hap 61 1 M. moenium
Hap 62 2 M. moenium
Hap 63 1 M. moenium
Hap 64 1 M. moenium
Hap 65 1 M. moenium
Hap 66 1 M. moenium
Hap 67 1 M. moenium
Hap 68 1 M. moenium
Hap 69 1 M. moenium
Hap 70 4 M. moenium
Hap 71 1 M. moenium
Hap 72 1 M. moenium
Hap 73 1 M. moenium
Hap 74 1 M. moenium
Hap 75 1 M. moenium
Hap 76 1 M. moenium
Hap 77 2 M. moenium
Hap 78 1 M. moenium
Hap 79 1 M. moenium
Hap 80 1 M. moenium
Hap 81 1 M. ibericus
Hap 82 3 M. aff. moenium
Hap 83 1 M. avidus

Sve filogeneticke analize sekvenci 5' regiona COIl gena mtDNK rezultovale su slicnom
topoloskom slikom, u kojoj su se izdvojila dva klastera: M. ibericus i M. aff. moenium, uz
odsustvo razdvajanja sekvenci vrsta M. avidus i M. moenium u zasebne klastere (Slike 10 i
11). Bajesovo filogeneticko stablo haplotipova grupisalo je haplotipove koji pripadaju vrsti
M. ibericus i taksonu M. aff. moenium u zasebne klastere, dok su tre¢i klaster ¢inili
haplotipovi vrsta M. avidus i M. moenium (Slika 12). Dok je, u analizi 3’ kraja COI gena,

kod jedinki sa ostrva Evia i poluostrva Peloponez pronaden jedan od haplotipova
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detektovan kod jedinki sa ostrva Krf (Hap 2) (Tabela 1-Prilog), u 5° COI regionu istih
jedinki pronaden je novi haplotip (Hap 82) (Tabela 2-Prilog). Ovaj haplotip je filogeneticki
grupisan u isti klaster sa ostalim 5’ COI haplotipovima taksona M. aff. moenium (Hap
1,2,3,4), detektovanim kod jedinki uzorkovanih na ostrvu Krf (Slika 12).
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Slika 11. Konsenzus stablo dobijeno metodom maksimalne parsimonije na osnovu
sekvenci 5' regiona COI gena mtDNK. Duzina: 594 koraka, Consistency index (C1)=70,
Retention Index (R1)=79. Popunjeni kruzi¢i ukazuju na jedinstvene promene, a svetli na ne-

jedinstvene promene.
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Rezultati svih filogenetickih analiza 5'COI sekvenci sugerisali su, kao i u slucaju 3'
regiona COI gena, jasnu izdvojenost taksona M. aff. moenium. Kako bi se dodatno testirao
stepen geneticke diferencijacije ove grupe u okviru kompleksa vrsta M. avidus, M. aff.
moenium uvrsten je u analizu molekularne varijanse (AMOVA), kao i u analizu ® statsike,
kao posebna populacija. Pored populacije M. aff. moenium, u navedene analize, bazirane
na 5'COI sekvencama, ukljucene su i tri pretpostavljene vrste ispitivanog kompleksa: M.

avidus, M. moenium i M. ibericus.

Procenat interpopulacione varijabilnosti dobijen AMOVA pristupom, bio je znatno veéi
od procenta utvrdene intrapopulacione varijabilnosti. Fst vrednost od 0,748 potvrdila je

postojanje statistiCki veoma znacajne varijabilnosti izmedu oznacenih populacija (Tabela

8).

Pri svim poredenjima geneticke diferencijacije po parovima populacija, ukljucujuéi
poredenje populacije (vrste) M. aff. moenium sa svim ostalim vrstama analiziranog
kompleksa, parne ®st vrednosti bazirane na varijabilnosti 5'COI sekvence bile su statisticki

znacajne (Tabela 9).

Tabela 8. Analiza molekularne varijanse (AMOVA) za 5'COI sekvence za 4
populacije u okviru Merodon avidus kompleksa: M. aff. moenium, M. ibericus, M.
moenium, M. avidus

Procenat
Izvor varijabilnosti varijabilnosti FST
izmedu populacija 74.83 0,748*
u okviru populacija 25.17

*p<0,01

Tabela 9. Parne ®st vrednosti izmedu M. aff. moenium, M. ibericus, M. moenium i M.
avidus bazirane na 5'COI barkod sekvencama

M. aff.
moenium M. ibericus | M. moenium | M. avidus
M. aff. moenium + + +
M. ibericus 0,844 + +
M. moenium 0,760 0,878 +
M. avidus 0,655 0,836 0,146

®st vrednosti ispod dijagonale, statisticka znacajnost iznad dijagonale, +—p <0,01

-77 -



6.1.3 Analiza ukupnih sekvenci COI gena

U uzorku od 120 jedinki M. avidus, M. moenium, M. ibericus i M. aff. moenium za koje
je formirana ukupna 3°COI/5’COI sekvenca, utvrdeno je prisustvo 90 mtDNK haplotipova.
Haplotipovi su definisani na osnovu 163 varijabilne pozicije, od kojih su 73 mesta
oznacena kao singltoni, dok je 90 mesta bilo informativno sa aspekta parsimonije.
Diverzitet haplotipova za ukupan set sekvenci iznosio je Hd=0,991, diverzitet nukleoida
71=0,017, a prosecan broj nukleotidnih razlika k=21,214.

Ukupno 37 haplotipova registrovano je samo u okviru vrste M. moenium, 31 samo u
okviru vrste M. moenium, 15 samo u okviru vrste M. ibericus i 5 samo u okviru grupe
jedinki oznacenih kao M. aff. moenium. Za vrste M. avidus i M. moenium bilo je prisutno 2

zajednicka haplotipa (Tabela 10; Tabela 3-Prilog).

Tabela 10. Haplotipovi ukupno analiziranog COIl gena mtDNK i njihova
zastupljenost u okviru M. avidus kompleksa

Frekvencija
(broj
Haplotip | pojavljivanja | Vrste kod kojih je utvrden
u ukupnom
uzorku)
Hap 1 4 M. aff. Moenium
Hap 2 1 M. aff. Moenium
Hap 3 1 M. aff. Moenium
Hap 4 1 M. aff. Moenium
Hap 5 1 M. avidus
Hap 6 3 M. avidus
Hap 7 1 M. avidus
Hap 8 1 M. avidus
Hap 9 1 M. avidus
Hap 10 3 M. avidus
Hap 11 1 M. avidus
Hap 12 1 M. avidus
Hap 13 8 M. avidus, M. Moenium
Hap 14 1 M. avidus
Hap 15 1 M. avidus
Hap 16 1 M. avidus
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Hap 17 6 M. avidus
Hap 18 1 M. avidus
Hap 19 1 M. avidus
Hap 20 2 M. avidus, M. Moenium
Hap 21 1 M. avidus
Hap 22 1 M. avidus
Hap 23 1 M. avidus
Hap 24 2 M. avidus
Hap 24 1 M. avidus
Hap 25 1 M. avidus
Hap 26 1 M. avidus
Hap 27 1 M. avidus
Hap 28 1 M. avidus
Hap 29 1 M. avidus
Hap 30 1 M. avidus
Hap 31 1 M. avidus
Hap 32 1 M. avidus
Hap 33 1 M. avidus
Hap 34 1 M. avidus
Hap 35 1 M. ibericus
Hap 36 1 M. ibericus
Hap 37 1 M. ibericus
Hap 38 1 M. ibericus
Hap 39 1 M. ibericus
Hap 40 2 M. ibericus
Hap 41 1 M. ibericus
Hap 42 1 M. ibericus
Hap 43 1 M. ibericus
Hap 44 2 M. ibericus
Hap 45 2 M. ibericus
Hap 46 1 M. ibericus
Hap 47 1 M. ibericus
Hap 48 1 M. ibericus
Hap 49 1 M. moenium
Hap 50 1 M. moenium
Hap 51 1 M. moenium
Hap 52 1 M. moenium
Hap 53 1 M. moenium
Hap 54 1 M. moenium
Hap 55 1 M. moenium
Hap 56 1 M. moenium
Hap 57 1 M. moenium
Hap 58 4 M. moenium
Hap 59 1 M. moenium
Hap 60 1 M. moenium
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Hap 61 1 M. moenium
Hap 62 1 M. moenium
Hap 63 1 M. moenium
Hap 64 1 M. moenium
Hap 65 2 M. moenium
Hap 66 1 M. moenium
Hap 67 1 M. moenium
Hap 68 1 M. moenium
Hap 69 1 M. moenium
Hap 70 1 M. moenium
Hap 71 1 M. moenium
Hap 72 1 M. moenium
Hap 73 1 M. moenium
Hap 74 1 M. moenium
Hap 75 1 M. moenium
Hap 76 1 M. moenium
Hap 77 1 M. moenium
Hap 78 1 M. moenium
Hap 79 1 M. moenium
Hap 80 1 M. moenium
Hap 81 1 M. moenium
Hap 82 1 M. moenium
Hap 83 1 M. moenium
Hap 84 1 M. moenium
Hap 85 1 M. ibericus
Hap 86 1 M. avidus
Hap 87 3 M. aff. Moenium
Hap 88 1 M. moenium
Hap 89 1 M. avidus
Hap 90 1 M. avidus

Sve filogeneticke analize ukupnih COl DNK sekvenci rezultovale su slicnom
topoloskom slikom, u kojoj su se izdvojila dva klastera: M. ibericus i M. aff. moenium, dok
su preostali klasteri grupisali zajedno sekvence vrsta M. avidus i M. moenium (Slike 13 i
14). Bajesovo filogeneticko stablo haplotipova takode je grupisalo haplotipove koji
pripadaju vrsti M. ibericus i populaciji M. aff. moenium u zasebne klastere, dok su preostali
klasteri pripali haplotipovima vrsta M. avidus i M. moenium (Slika 15). U okviru taksona
M. aff. moenium, kod jedinki sa ostrva Evia i poluostrva Peloponez pronaden je novi
haplotip (Hap 87), koji je filogeneticki grupisan u isti klaster sa ostalim haplotipovima
taksona M. aff. moenium (Hap 1,2,3,4), detektovanim kod jedinki uzorkovanih na ostrvu
Krf (Slika 15; Tabela 3-Prilog).
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Slika 14. Konsenzus stablo dobijeno metodom maksimalne parsimonije na osnovu
sekvenci ukupnog COI regiona mtDNK. Duzina: 707 koraka, Consistency index
(C1)=73, Retention Index (RI)=87. Popunjeni kruZzi¢i ukazuju na jedinstvene promene, a
svetli na ne-jedinstvene promene.
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Filogeneticke analize ukupnog regiona COI gena sugerisale su, ponovo, jasnu
izdvojenost taksona M. aff. moenium. Kako bi se dodatno testirao stepen njegove geneticke
diferencijacije u okviru kompleksa vrsta M. avidus, M. aff. moenium uvrsten je u analizu
molekularne varijanse (AMOVA), kao i u analizu @ tatistike, kao posebna populacija.
Pored populacije M. aff. moenium, u navedene analize, bazirane na ukupnim COI
sekvencama, ukljucene su jo$ tri populacije, koje su odgovarale pretpostavljenim vrstama

ispitivanog kompleksa: M. avidus, M. moenium i M. ibericus.

Procenat interpopulacione varijabilnosti dobijen AMOVA pristupom, bio je znatno veéi
od procenta utvrdene intrapopulacione varijabilnosti. Fst vrednost od 0,842 potvrdila je

postojanje statisticki veoma znacajne varijabilnosti izmedu oznacenih populacija (Tabela
11).

Pri svim preostalim poredenjima, ukljucujuci poredenje populacije M. aff. moenium sa
svim ostalim populacijama, parne ®st vrednosti bile su statisti¢ki znacajne (Tabela 12).
Ovo je wukazalo na postojanje znaCajne geneticke diferencijacije izmedu svih

pretpostavljenih vrsta analiziranog kompleksa.

Tabela 11. AMOVA ukupnih COI sekvenci za 4 populacije u okviru Merodon avidus
kompleksa: M. aff. moenium, M. ibericus, M. moenium, M. avidus

Izvor varijabilnosti Procenat varijabilnosti | FST

izmedu populacija 84,16 0,842*
u okviru populacija 15,84
*p <0,01

Tabela 12. Parne ®st vrednosti izmedu M. aff. moenium, M. ibericus, M. moenium i
M. avidus bazirane na ukupnim barkod sekvencama

M. aff. moenium | M. ibericus | M. moenium | M. avidus
M. aff.
moenium + + +
M. ibericus 0,934 + +
M. moenium 0,806 0,928 +
M. avidus 0,777 0,915 0,140

®st vrednosti ispod dijagonale, statisticka znacajnost iznad dijagonale, +=p <0,01
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6.2 Analiza alozimske varijabilnosti

Nemogucénost detekcije genetickog razdvajanja pretpostavljeno kripticnih vrsta M.
avidus i M. moenium upotrebom DNK barkod sistema, ukazala je na potrebu za
ukljuc¢ivanjem dodatnog tipa markera u geneticku karakterizaciju navedenih taksona.
Preliminarna identifikacija jedinki uvrStenih u analizu enzimskih lokusa izvrSena je na
osnovu lokaliteta i sezone njihovog uzorkovanja, kao i na osnovu morfoloskih karaktera

opisanih u nastavku.

6.2.1 Morfoloske karakteristike taksona Merodon avidus i Merodon moenium

Uprkos velikoj morfoloskoj sli¢nosti, razdvajanje M. moenium od tipi¢nih primeraka
kasne letnje i jesenje generacije M. avidus moguce je na osnovu dijagnosti¢kih
morfoloskih karaktera, opisanih od strane Milankov i sar. 2001. M. avidus se odlikuje
parom beli¢astih, mikrotrihoznih tacaka na tergitu 2 i Sirokim mikrotrihoznim linijama na
tergitima 3 i 4 (Slika 4a,b; Slika 1A-Prilog). Tibije su obi¢no blede (Slika 16a; Slika 3A-
Prilog), a dladice na telu nesto krace, naro€ito na apikalnim tergitima (Slika 2A-Prilog).
Kod M. moenium je tergit 2 besprekoran i sjajan, dok su na tergitima 3 i 4 prisutne uske
mikrotrihozne pruge (Slika 2C, Slika 1C-Prilog). Tibije su uvek delimi¢no tamne (Slika
16c; Slika 3C-Prilog) i dlacice na telu su duze (Slika 2B-Prilog). Kod obe vrste prisutne su
narandzaste, bocne, trouglaste fleke ma tergitu 3, ali je, kod M. avidus, anteriorni deo
tergita 3 takode dominantno narandZast, izuzev medialno, gde je prisutna uska crna
obojenost (kod tamnijih primeraka, anteriosublateralno su uvek prisutna narandzasta
podru¢ja, makar i male povrsine) (Slika 4a,b; SlikalA-Prilog). Nasuprot tome, tergit 3
vrste M. moenium je crn (kod Zenki je anteriolateralno narandzasto-crven, ali sa crnom
posteriornom marginom, dok su kod oba pola M. avidusa posteriorne margine tergita 2-4
svetlije) (Slika 4c; Slika 1B-Prilog).
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Slika 16. Noga muzjaka, lateralna strana: a-M. avidus (jesenja generacija), b-M.
avidus (prole¢na generacija), c-M. moenium

Znacajno je ista¢i da su navedeni morfoloski karakteri veoma postojani u populacijama
M. moenium, ali mogu varirati u okviru populacija M. avidusa, $to, kako je ve¢ pomenuto,
dovodi do vizuelnih razlika izmedu prole¢ne i kasno letnje/jesenje generacije iste vrste.
Stoga se neki primerci rano-proleéne generacije M. avidusa (najceS¢e aktivni u prvoj
polovini maja), od neznatno svetlijih primeraka M. moenium razlikuju samo po tamnijoj
obojenosti tibije (Slika 16b; Slika 3B-Prilog), tamnijem tergitu 3 i manje mikrotrihoznim
tergitima (Slika 4b). U slu¢ajevima ovakve morfoloske sli¢nosti pojedinih primeraka, za
inicijalnu identifikaciju jedinki uvrStenih u geneticku analizu, koriséeni su geografski
podaci (M. moenium je dominantnije rasprostranjen u kontinentalnim podrucjima, a M.
avidus u mediteranskim) i sezonski podaci (adulti M. moenium obi¢no pocinju da lete
pocetkom juna i nisu aktivni posle avgusta). Na osnovu sezone aktivnosti adulata, jedinke
su se mogle podeliti na rano-prole¢ne (aktivne u IV i V mesecu u godini), kasno-

proleéne/letnje (aktivne u VI i VII mesecu) i jesenje (aktivne u VIII i X mesecu).
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6.2.2 Varijabilnost enzimskih lokusa i struktura analiziranih populacija

Od ukupno pet enzimskih lokusa, analiziranih u 19 populacija M. avidus i M. moenium,
cetiri lokusa pokazala su se polimorfnim u svim analiziranim parovima (M. avidus/M.
moenium) populacija: GPD, IDH, GPI i ME. Nasuprot tome, u AAT lokusu, detekovano je
prisustvo samo jednog alela (a) u svim populacijama preliminarno oznacenim kao M.
avidus, i samo drugog alela (b), u svim populacijama preliminarno oznacenim kao M.
moenium. (Tabela 13, Tabela 15, Slika 17). Na osnovu toga se zakljucuje da se AAT lokus
moze smatrati dijagnosti¢kim za razdvajanje ovih kripti¢nih taksona M. avidus kompleksa,
Sto je sugerisano i od strane Milankov i sar. (2001). Prosecan broj alela u analiziranim
populacijama varirao je od 1,40 (populacije Orjen, Crna Gora, M. moenium) do 2,33
(populacija Piemonte Cuneo, Italija, M. avidus) (Tabela 13). Prose¢an broj alela za sve
lokuse i sve populacije M. avidus/moenium, posmatrano istovremeno, iznosio je 2,4. Sa
izuzetkom AAT lokusa, koji se pokazao monomorfnim i specificnim za vrstu M. avidus ili
M. moenium, nije zabelezeno prisustvo alela sa retkom frekvencijom (<0,1), niti
jedinstvenih alela, ni u jednoj od prouc¢avanih populacija. Medutim, u IDH lokusu, ,,a* alel
pokazao se dominantno prisutnim u populacijama M. avidus, dok je ,b” alel c¢esce
zabelezen u populacijama M. moenium (Tabela 13, Slika 17). Stoga su u IDH lokusu
utvrdene i statisticki znacajne razlike u frekvencijama alela izmedu dva taksona (p<0,01).
U 6 od ukupno 11 analiziranih populacija M. avidus, ,,a” je bio jedini prisutan alel, dok je
isti alel bio major alel (frekvencija>0,5) u italijanskoj populaciji Piemonte Cuneo (0,800).
Najniza frekvencija navedenog alela detektovana je u populaciji sa Bozdag planine, Turska
(0,200). Major alel za populacije M. moenium Perdap (Srbija), Trento Bleggio Superiore
(ltalija), Kopaonik (Srbija) i Durmitor (Crna Gora) bio je alel ,,b”, koji je ujedno bio i
fiksiran alel za populacije Orjen (Crna Gora) i Stara Planina (Srbija). U populacijama
Fruska Gora (Srbija) i Bologna, Monte Baducco (lItalija), ,,b”je bio najrede prisutan alel, u
poredenju sa ostalim M. moenium populacijama. On je, u navedene dve populacije, imao
istu frekvenciju (0,5) kao alel ,,a* (Tabela 13). U okviru ME lokusa, uoc¢ene su statisticki
znacajne razlike u frekvencijam ,,a” (p<0,01) i ,,c” alela (p<0,05), izmedu M. avidus i M.

moenium.
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Slika 17. Dijagnosti¢ki enzimski lokusi za razdvajanje taksona M. avidus i M.
moenium. A-AAT lokus; B-IDH lokus. ,,a“ i ,,b“-0znake za alele.
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Tabela 13. Frekvencije alela po lokusima i prose¢an broj alela po lokusu u
pojedinaénim populacijama M. avidus kompleksa

M.
Takson avidus
Trento
Popucija Malinik | S. Brescia | Piemonte | Bozdag Umag(p) |Umag(j)
Lokus Aleli
GPD a 0,223 /0,500 |0,500 |0,625 0,083|0,166 0,500
b 0,444 |- 0,500 |0,250 - 0,417 -
C 0,333 /0,500 |- 0,125 0,917|0,417 0,500
IDH a 0,450 1,00 |1,00 0,800 0,2]1,00 1,00
b 0,550 |- - 0,200 0,8]- -
AAT a 1,00 1,00 |1,00 - 111,00 1,00
GPI a 0,333 |- - - - - -
b 0,333 |- 0,166 |- - 0,500 0,500
C 0,334 |- 0,834 |- - 0,500 0,500
ME a - 0,500 |- 0,500 0,500 1,00 1,00
b 1,00 - - 0,500 0,500 - -
C - 0,500 |- - - - -
A 2,00 150 |1,50 2,33 1,75 1,60 1,40
M.
Takson avidus
Populacija Olimp |Bafa |Evros |DPerdap |Duba$nica
Lokus Aleli
GPD a 0,200 |- 0,500 |- -
b 0,100 |- 0,125 {0,500 -
C 0,700 1,00 0,375 0,500 -
IDH a 1,00 1,00 |1,00 - 0,500
b - - - - 0,500
AAT a 1,00 1,00 |1,00 - 1,00
b - - - - -
GPI a 0,300 |- - - -
b 0,300 /0,500 |- 0,500 -
C 0,400 |0,500 |- 0,500 -
ME a 0,400 0,400 |0,100 |1,00 0,200
b 0,400 /0,400 |- - -
C 0,200 0,200 {0,900 |- 0,800
A 2,20 1,60 1,75 1,67 1,67




Takson M. moenium
Bleggio S.

Populacija Perdap |Orjen |F.Gora |S. Bologna | Kopaonik | Durmitor | Planina
Lokus Aleli
GPD a 0,500 |- - - 0,083 0,056 0,300 0,400

b 0,500 0,300 |0,312 |0,625 0,500 0,389 0,100 0,100

C - 0,700 |0,688 0,375 0,4167 0,555 0,600 0,500
IDH a 0,333 |- 0,500 |0,250 0,500 0,222 0,125 -

b 0,667 1,00 |0,500 |0,750 0,500 0,778 0,875 1,00
AAT a - - - - - - - -

b 1,00 1,00 [1,00 - 1,00 1,00 1,00 -
GPI a - - - 1,00 0,500 0,250 - -

b 0,667 [1,00 |- 0,500 - 0,250 - -

C 0,333 |- - - 0,500 0,500 - -
ME a 1,00 0,600 |1,00 0,500 0,500 0,500 - 1,00

b - - - 0,250 0,500 0,500 - -

C - 0,400 |- 0,750 - - 1,00 -
A 1,60 1,40 |1,50 1,80 2,00 2,20 1,75 1,67

A-prosecan broj alela po lokusu

p-prole¢na generacija, j-jesenja generacija

Tabela 14. Rezultati F statistike za populacije M. avidus i M. moenium. Istaknute
vrednosti ukazuju na znaéaj lokalnog inbridinga u pojedinim lokusima, kao i na
proseénu Fst vrednost za sve lokuse.

Predmet M. avidus kompleks (2 meta | M. avidus kompleks (19
Analize populacije, M. avidus i M. populacija M. avidus/M.
moenium) moenium)

Lokus Fis Fir Fst Fis Fir Fst
GPD -0,2295 | -0,2175 | 0,0097 -0,5725 -0,0605 | 0,3256
IDH 0,5917 | 0,6998 0,2648 0,2687 0,7172 0,6133
AAT - 1,0000 1,0000 - 1,0000 1,0000
GPI -0,3233 | -0,3105 | 0,0097 -0,6364 0,4904 0,6886
ME 0,3914 | 0,4243 0,0540 -0,3048 0,4757 0,5982
pr.vrednost | 0,0559 | 0,2803 0,2378 -0,3643 0,4969 0,6313

Hijerarhijska struktura M. avidus/M. moenium para analizirana je upotrebom osnovnih

parametara F statistike za citav kompleks (podeljen u 19 populacija), kao i za isti
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kompleks, posmatran kao total-populaciju podeljenu u 2 velike (meta) populacije M.
avidus i M. moenium) (Tabela 14). Pored toga, F statistika je posebno raunata za M.
avidus (11 populacija) i M. moenium (8 populacija). Prose¢na Fst vrednost, koja
predstavlja meru geneticke diferencijacije izmedu populacija, iznosila je 0,571 za M.
avidus i 0,434 za M. moenium. Diferencijacija izmedu M. avidus populacija je najve¢im
delom bila uzrokovana razlikama u frekvencijama alela GPI (Fst=0,678), IDH (Fst=0,664)
i ME (Fst=0,585) lokusa, dok je Fst vrednost za GPI lokus iznosila 0,405. Fis vrednosti
pokazale su se negativnim za vecinu analiziranih lokusa (GPD, IDH and AAT). Pozitivna
Fis vrednost u IDH lokusu ukazala je na visak homozigotnosti. Medutim, Fst>Fis relacija,
utvrdena u svakom od analiziranih lokusa, uklju¢ujuéi IDH, dovela je do zakljucka da ovaj
rezultat nije posledica lokalnog inbridinga, ve¢, najverovatnije, genetickog drifta.
Diferencijacija izmedu M. moenium populacija bila je ve¢inom uzrokovana razlikama u
frekvencijama alela u GPI (Fst=0,701) i ME lokusu (Fst=0,581). I u ovom slucaju su
zabeleZene negativne Fis vrednosti za sve lokuse, osim za IDH. Medutim, u okviru taksona
M. moenium, rezultat u IDH lokusu ukazao je na mogu¢ znacaj lokalnog inbridinga (Fst <

Fis). U svim ostalim lokusima, ova relacija je bila drugacija (Fst>Fis).

Analiza ukupnog M. avidus/moenium materijala omogucila je utvrdivanje znacajne
geneticke diferencije izmedu 19 analiziranih populacija (Fst=0,631) (Tabela 14). Medu
svim zabelezenim Fis vrednostima, jedina pozitivna vrednost zabelezena je u IDH lokusu,
gde je Fst vrednost bila ve¢a od of Fis. Sa druge strane, kada je celokupan uzorak podeljen
na dva pretpostavljena kripti¢na taksona (M. avidus i M. moenium), Fst < Fis relacija u
IDH lokusu ukazala je na inbriding u okviru subpopulacija. Ovo je bio slucaj i u ME
lokusu, za isti uzorak. Prose¢na Fst vrednost (0,238) ukazala je na primetan nivo geneti¢ke

diferencijacije izmedu M. avidus i M. moenium (meta) populacija (Tabela 14).
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Tabela 15 . Frekvencije alela i vrednosti heterozigotnosti po lokusima, u

populacijama M. avidus i M. moenium

Takson M. avidus M. moenium
Lokus Alel
GPD a 0,255 0,133
b 0,255 0,344
c 0,489 0,523
He 0,637 0,598
Ho 0,723 0,778
IDH a 0,770 0,256
b 0,230 0,744
He 0,358 0,385
Ho 1,00** 0,200*
AAT a 1,00 -
b - 1,00
He - -
Ho - -
GPI a 0,100 0,167
b 0,400 0,458
c 0,500 0,375
He 0,592 0,649
Ho 0,840* 0,750
ME a 0,337 0,638
b 0,363 0,224
c 0,300 0,138
He 0,637 0,533
Ho 0,275** 0,449
Prose¢na He 0,452 0,433
Prose¢na Ho 0,388 0,435

He-ocekivana heterozigonost, Ho-uoc¢ena heterozigotnost;

**p< 0,011 * p<0,05, devijacija od Hardi-Vajnbergove ravnoteze upotrebom y2 testa.

Geneticka struktura M. avidus i M. moenium populacija procenjena je i pomocu
vrednosti ocekivane (He) i uocene (Ho) heterozigotnosti. Prosecne Ho vrednosti
zabeleZene za M. avidus i M. moenium bile su sli¢ne i iznosile su 0,452 (M. avidus) i 0,433
(M. moenium). He vrednost M. avidus taksona bila je 0,388, a M. moenium taksona 0,435.
Ipak, x2 test pokazao je da uocene frekvencije genotipova znacajno odstupaju od Hardi-

Vajnbergove ravnoteze za IDH (p<0,01), ME (p<0,01) i GPI lokus (p<0,05) kod M.
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avidus-a, kao i za IDH lokus (p<0,05) kod M. moenium-a (Tabela 15). Analiza distribucije
alela kvantifikovana je upotrebom nemodifikovanih mera geneticke bliskosti i geneticke
udaljenosti (Nei, 1978). Rezultati su pokazali da je prosecna vrednost geneticke bliskosti
(0,520) izmedu M. avidusa i M. moeniuma bila niza od prosecne vrednosti geneticke
udaljenosti (0,646) izmedu ovih populacija. UPGMA dendrogram, kreiran na osnovu
geneticke udaljenosi po Nei-u (1978), ukazao je na prisustvo dva odvojena klastera- M.

avidus klaster i M. moenium klaster (Slika 18).

U nastavku je testirana korelacija izmedu Fst vrednosti (Weir i Cockerham,1984) i
geografskih udaljenosti, za svaki par od 19 analiziranih populacija. Mantelov test u okviru
IBD programa nije otkrio znacajnu korelaciju izmedu geneticke i geografske distance
(r=—0,023) (Slika 19), niti znacajnu izolaciju usled distance (p>0,05 na 10.000

randomizacija).
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Slika 18. Dendrogram populacija M. avidus kompleksa, baziran na genetickoj
udaljenosti po Nei-u (1978). UPGMA metod, modifikovan Neighbour-joining
procedurom u okviru programa PHYLIP (verzija 3.5). Vrednosti iznad ¢vorova

predstavljaju duzinu grana. a-jesenja generacija, s-prole¢na generacija.
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Slika 19. Mantelov test korelacije izmedu Fst (Weir i Cockerham, 1984) geneti¢ke
udaljenosti i geografske udaljenosti (km).

6.3 Projektovanje i komparacija ekoloskih nisa taksona

Predvidanje potencijalno pogodnog stanista prouc¢avanih taksona M. avidus kompleksa
(M. avidus, M. megavidus, M. ibericus i M. moenium) pokazalo je visoku stopu uspesnosti,
u okviru statisticke validacije kreiranog modela. Izgled ROC grafika i visoke AUC
vrednosti, ukazali su na visoku prediktivnu sposobnost Maxent modela, kod svih
istrazivanih taksona (Slika 20, Slike 4a, 4b, 4c-Prilog). AUC vrednosti dobijene na osnovu
trening i test podataka iznosile su: 0,940 i 0,921 za M. avidus, 0,932 i 0,915 za M.
moenium, 0,944 i 0,941 za M. ibericus i 0,996 za oba seta podataka kod M. megavidus.
Polaze¢i od premise da AUC>0,9 odgovara veoma visokom ucinku modela (Sweets,
1988), navedeni rezultat ukazuje da je model sa visokom tac¢noséu razdvojio lokacije na

kojima su odredene vrste prikazane kao prisutne, od onih na kojima nisu (Pearson, 2010).
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Stoga se analizi mapa distribucije dobijenih Maxent-om moglo pristupiti sa velikom

pouzdanoscu.

Sensitivity vs. 1 - Specificity for avidus

Training data (ALUC =0.940) =
Testdata (AUC=00521) =
Random Prediction (ALC=05) &

Sensitivity (1 - Omission Rate)
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Slika 20. ROC grafik za takson M. avidus i AUC vrednosti dobijene na osnovu

trening i test podataka u Maxent-u.

Statisticka validacija modela uc¢vrS¢ena je i binominalnim testom, u okviru samog
Maxent-a. Test je omoguéio kvantifikaciju vrednosti greSske (engl. omission rate)
razvijenog modela, kroz seriju razli¢itih threshold parametara, na pojedina¢nim podacima
za sva cetiri taksona. Vrednosti greSke kretale su se u slede¢im rasponima: 0-0,17 za M.
avidus, 0-0,18 za M. moenium, dok je vrednost za M. megavidus i M. ibericus u svim
slucajevima tezila nuli. Na osnovu p vrednosti (p<0,01), u svim slucajevima i kod svakog
od cetiri taksona, odbafena je hipoteza da predikcija tacaka prisutnosti nije bolja od

nasumicne predikcije, na istom podrucju.

Predvidena sadasnja distribucija M. avidusa pokazala je da su ekoloski najpogodnija

podrucja, sa verovatno¢om prisustva ve¢om od 75%: juzna obala Francuske i zapadna
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obala Italije (oko Sredozemnog mora), priobalje Jadranskog mora, Peloponez i podrucje
Gréke oko Jonskog mora, priobalna podru¢ja Turske prema Egejskom, Crnom i
Sredozemnom moru, manja unutrasnja oblast u isto¢nom delu Turske, grani¢na oblast
izmedu Portugala i centralne Spanije visine do 1000m (uokvirena planinskim lancima
centralne i severne Spanije). Zapadna obala Francuske, Portugal, juzna obala Spanije (pri
granici sa Marokom), obala Bugarske, egejska obala Grcke, kao i unutrasnja podrucja
turskih obala, predvideni su kao relativno pogodni regioni, sa verovatno¢om prisustva od
50-75%. Pojedini regioni Severne Afrike, takode su rezultovali visokom verovatno¢om
pojavljivanja: preko 75% za obalu Sirije i lIzraela ka Sredozemnom moru, kao i za malo
obalsko podrugje Libije, te 50-75% za obalu Alzira i Maroka, uz granicu sa Spanijom

(Slika 21a).

U okviru taksona M. moenium, ekoloski najpogodnijim (>75%) zabelezena su podrucja
Centralnog francuskog planinskog masiva, francuskih Alpa, severnih Apenina, Dinarskih
planina i drugih visih regiona Balkanskog poluostrva, kao i ve¢eg dela oblasti Iberijskog
planinskog lanca i Pirineja. Pojedini delovi Iberijskog lanca i Pirineja, niza podrucja
Balkana, podrucja isto¢ne Francuske 1 veceg dela Nemacke, zabelezeni su sa
verovatno¢om 50-75%. Sli€na verovatnoca predvidena je i za pojedina obalska podrucja
Skandinavskog poluostrva. Malo podru¢je Turske u blizini Crnog mora, kao i obliznje
podrucje Rusije, pokazalo je istu verovatnoéu, uz prisustvo pojedinih taCaka visoke

pogodnosti (>75%) (Slika 21b).

Predvidanje sadaSnje distribucije M. megavidusa pokazalo je uniformnu sliku, sa
izrazito visokom pogodnos¢éu (>90%) za prisustvo ovog taksona na grékim ostrvima
Egejskog i Sredozemnog mora. Visoka verovatnoca prisustva zabelezena je jo$ i na vrlo

malim podruc¢jima Turske, severne obale Afrike i Sirije (Slika 21c).

Modelovanjem sadasnje distribucije M. ibericus, predvidena je veoma visoka pogodnost
(>75%) za prisutnost u pojedinim delovima Maroka, Spanije i Portugala, sa ne§to nizom
verovatno¢om prisustva (50-75%) u ostalim delovima ovih drzava. Verovatnoca
pojavljivanja od >75% predvidena je i na sredozemnoj obali Turske i Sirije, kao i na delu
alzirske obale i u pojedinim oblastima unutrasnje Turske. Ostali delovi Turske i Sirije,
severni Peloponez i gréka obala Jonskog mora, oznaceni su kao relativno pogodni (50-
70%) (Slika 21d).
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Slika 21. Projekcija ekoloskih ni§a Maxent-a za: a-M. avidus, b-M. moenium, c-M.

-
P

= e,

megavidus, d-M. ibericus. Razli¢ite nijanse obojenosti odgovaraju razli¢itim procentima
verovatnoce potencijalne distribucije vrsta. Tacke predstavljaju unete podatke o prisutnosti

svake od vrsta.
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U okviru Maxent analize uraden je i jackknife test pojedina¢nog doprinosa analiziranih
Klimatskih varijabli. Procedurom izostavljanja i pojedina¢nog testiranja svake od
koriS¢enih varijabli, na uvr§¢enim trening podacima, dobijen je procenat njenog relativnog
doprinosa u finalnom modelu predikcije, za svaku analiziranu vrstu. Varijable sa najve¢im
relativnim kvantitativnim doprinosom su bile: bio19 (precipitacija u najhladnijem kvartalu)
za M. avidus, biol4 (precipitacija u najsuvljem mesecu) za M. moenium i biol8
(precipitacija u najtoplijem kvartalu) za M. megavidus i M. ibericus (Tabela 16). Graficki
prikaz jackknife procedure omogucio je vizuelizaciju varijabli sa najve¢im pojedina¢nim
doprinosom, koja je kvantitativno nosila najveci deo informacije. Takode je, za svaku
vrstu, detektovana varijabla ¢ije izostavljanje iz modela najvisSe smanjuje ukupnu uspesnost
predikcije, te se mogu smatrati nosiocima specifi¢ne informacije, koja odsustvuje u ostalim
varijablama (Slika 22; Slika 5-Prilog). Tako je, u slucaju vrste M. avidus, pokazano da je
varijabla sa najve¢im doprinosom u izolaciji od ostalih varijabli bila biol9 (precipitacija u
najhladnijem kvartalu), dok je najvise specifi¢nih informacija nosila varijabla bio2 (srednja
vrednost temperaturnog gradijenta) (Slika 22). Za predvidanje distribucije vrste M.
moenium, najveéi pojedina¢ni doprinos pokazala je varijabla biol7 (precipitacija u
najsuvljem kvartalu), dok je izostavljanje varijable bioll (prose¢na temperature u
najhladnijem kvartalu), najviSe smanjilo uspesnost predikcije (Slika 5a-Prilog). Najveéi
doprinos u izolaciji za vrstu M. megavidus pokazala je varijabla biol5 (sezonska
precipitacija), dok je najspecifi¢nija varijabla bila bio2 (srednja vrednost temperaturnog
gradijenta) (Slika 5b-Prilog). Za kreiranje Maxent modela za M. ibericus, najvecu
pojedina¢nu informaciju nosila je varijabla biol8 (precipitacija u najtoplijem kvartalu),
dok je varijabla bio2 (srednja vrednost temperaturnog gradijenta) imala najvise informacija

koje su odsustvovale u ostalim varijablama (Slika 5c-Prilog).

-101-



Tabela 16. Relativan doprinos varijabli u kreiranju Maxent modela. Istaknute su
varijable sa najveéim relativnim kvantitativnim doprinosom za svaku od vrsta

Varijabla M. avidus | M. moenium | M. megavidus M. ibericus

bio2 8,4 6 30,4 22,7
bio8 6,1 15 8 13,4
bioll 15,2 19,2 0 0,4
biol3 2,1 2,5 53 0
biol4 1,6 39,4 0 5,2
biol5 8,5 3 23,7 1,1
biol7 0,7 23,8 0,1 0
biol8 11,3 3,3 32,6 38,2
biol9 46,1 1.3 0 18,8

Jackknife of regularized training gain for avidus

hio11
hio13

Environmental variakle
Z T = = o=
2 2 =2 = =2
(=} oo - ©n =

0.1 0.2 0.3 04 05 0.6 07 08 0g 1.0
regularized training gain

Slika 22. Graficki prikaz vaZnosti pojedinacnih varijabli u Maxent analizi vrste M.
avidus, dobijen jackknife testom. Duzina tirkiznog polja ukazuje na uspe$nost modela
pri izostavljanju svake oznacene varijable, a duZina plavog bolja na uspeSnost modela pri

koriSe¢enju samo te varijable, pojedinacno.

Test preklapanja ekoloskih nisa ukazao je na vrlo niske vrednosti preklapanja kod
parova taksona u okviru M. avidus kompleksa. Najniza vrednost zabelezena je kod para M.
moenium i M. megavidus (9,74E-06), dok je najvece preklapanje uoceno izmedu taksona

M. avidus i M. ibericus (0,240). Randomizacioni testovi identi¢nosti niSa ukazali su na to
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da se proucavane vrste ne mogu smatrati ekoloSki ekvivalentnim. Nulta hipoteza o
identi¢nosti ekoloskih nisa odbacena je na osnovu p vrednosti, koja je ukazala na statisticki

veoma znacajne razlike izmedu svih parova analiziranih vrsta (p<0,01) (Tabela 17).

Test slicnosti niSa procenio je da su, uz sagledavanje ekoloskog okvira svake od
analiziranih vrsta, po gotovo svim parovima vrsta, u oba smera, njihove niSe sa visokom
statistiCkom znacajno$¢u manje slicne, nego Sto bi se randomizacijom ocekivalo. Izuzetak
je predstavljalo poredenje niSe M. avidus sa ekoloskim okvirom M. ibericusa, gde nije
utvrdeno signifikantno odstupanje od nulte hipoteze. U svim ostalim slucajevima je, na
osnovu p vrednosti, nulta hipoteza o sli¢nosti ekoloskih niSa odbacena u intervalu

poverenja od 99% (Tabela 17).

Tabela 17. Komparacije ekoloskih nisa vrsta M. avidus kompleksa. Prikazane

vrednosti preklapanje ni§a (D) koriS¢ene su u testovima identi¢nosti i sli¢nosti vrsta A
iB

Merodon species pre!slapanje test identi¢nosti test sli¢nosti
nisa (D)
A B Avs. B Bvs. A
avidus ibericus 0,240 | VR** NS MS**
avidus megavidus 0,0325 | VR** MS** MS**
avidus moenium 0,145 | VR** MS** MS**
moenium | megavidus 9,74E-06 | VR** MS** MS**
moenium | ibericus 0,001 | VR** MS** MS**
megavidus | ibericus 0,0133 | VR** MS** MS**

** ekoloske niSe su znacajno (**p<

0,01) vise razli¢ite ili manje slicne, nego Sto se,

slucajnoséu, ocekuje; VR-vise razli¢ite, MS-manje sli¢ne, NS-nije signifikantno
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6.4. Odredivanje taksonomske pripadnosti jedinki ML tehnikama

6.4.1 Odredivanje taksonomske pripadnosti jedinki uz pomoc¢ neuronskih mreza

Modelovanjem predikcije taksonomske pripadnosti analiziranih jedinki taksona M.
avidus ili M. moenium napravljena su dva modela, koja su se razlikovala u koris¢enim
varijablama: Model 1 (sa geografskom Sirinom i duzinom lokaliteta uzorkovanja kao
varijablom na osnovu koje se vrsi predikcija) i Model 2 (sa datumom uzorkovanja jedinki
kao varijablom). Svaki od navedenih modela treniran je na dva razlicita seta podataka,
nastalih kroz razlicite pristupe njihove pripreme i rezultovao je, posledi¢no, razli¢itom
uspesnoséu predikcije izrazenom u procentima. Model 1 postigao je 65,4% pogodaka na
setu poznatih podataka, gde je set podataka bio skracen za sve podatke u kojima je
nedostajao podatak o varijabli. Predikcijom odsutnih informacija, na osnovu svih
dostupnih podataka u bazi, skraceni set podataka je prosiren na 3.490 jedinki M. avidus i
M. moenium, pri ¢emu se sposobnost predikcije povecala na 75,5%. Modelovanje
geografskom varijablom moze se prikazati u formi graficke disperzije, koja predstavlja
vizuelizaciju odvajanja vrsta M. avidus i M. moenium neuronskom mrezom (Slika 23).
Treniranjem na istim setovima podataka, Model 2 pokazao je vecu prediktivnu sposobnost.
Ona je iznosila 86,8% pri modelovanju na skracenoj bazi, dok je, modelovanjem na bazi
proSirenoj predikcijom inicijalno odsutnih informacija, tatna determinacija postignuta u

87,8% slucajeva.
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Slika 23. Grafi¢ki prikaz razdvajanja jedinki M. avidus i M. moenium, kao rezultat
modelovanja taksonomske pripadnosti jedinki u skraéenoj bazi, upotrebom
neuronske mreZe, na osnovu geografskih koordinata uzoraka.
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6.4.2 Odredivanje taksonomske pripadnosti jedinki GBM tehnikom regresionih
stabala

Ideja modelovanja predikcije taksonomske pripadnosti jedinki realizovana je i kroz
busting MLe tehniku regresionih stabala. Kao i u radu sa neuronskom mrezom, testirane su
prediktivne sposobnosti dva modela, zavisno od varijable koris¢ene u njegovom kreiranju,
da izvrSe ta¢nu determinaciju pojedina¢nog uzorka u bazi kao M. avidus ili M. moenium.
Zahvaljujuci sposobnosti regresionih stabala da rade i sa sirovim bazama podataka, uprkos
eventualnom odsustvu informacija, modelovanje GBM metodom izvrSeno je kroz tri seta
podataka: sirovu bazu, kao i kroz dva seta kori§¢ena i u modelovanju neuronskom mrezom
(skracena baza i baza popunjena surogatnim podacima). Rezultat navedene tehnike dobijen
je u vidu matematicke Log Loss vrednosti. lako sirove Log Loss vrednosti nisu
jednostavne za tumacenje, one su pogodna mera za komparaciju razli¢itih modela, pri
¢emu manja vrednost ukazuje na bolju uspesnost predikcije (Rosasco i sar., 2004;
Masnadi-Shirazi i Vasconcelos, 2014). Model 1 (determinacija jedinke na osnovu
geografske Sirine i duzine lokaliteta, kao geografske varijable) rezultovao je slede¢im
vrednostima: 0,894 za model kreiran na sirovim podacima, 0,831 za model kreiran na
skracenoj bazi i 0,941 za model kreiran na bazi popunjenoj surogatnim podacima. Model 2
(determinacija jedinke na osnovu datuma uzorkovanja, kao vremenske varijable)
rezultovao je uspeSnijom prediktivnom sposobnos¢u kroz navedene setove podataka, pri
¢emu su vrednosti iznosile: 0,695 pri modelovanju na podacima iz sirove baze, kao i na
podacima iz skrac¢ene baze i 0,694 za modelovanje na bazi u kojoj su odsutni podaci

automatski popunjavani surogatnim.
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7. DISKUSIJA

Nakon prvih zabelezenih podataka o genetickoj strukturiranosti M. avidus kompleksa
(Milankov i sar., 2001; Mengual i sar., 2006; Marcos-Garcia i sar., 2007; Milankov i sar.,
2009; Stahls i sar., 2009), ukazano je na neophodnost njegove detaljne analize na podrucju
Evrope, kako bi se sa sigurnoS¢u utvrdio broj kripti¢nih taksona i stekla slika o njima
(Speight, 2015). Ranija istrazivanja Merodon avidus kompleksa ukazala su na to da je
Siroko rasprostranjena vrsta Merodon avidus zapravo geografski i geneticki strukturiran
takson, koji obuhvata najmanje dva kripticna taksona. Zabelezene morfoloske razlike u
kombinaciji sa analizom alozimske varijabilnosti i fiksiranim razlikama u dva
dijagnosticka enzimska lokusa (AAT i IDH) ukazala su na prisustvo taksona Merodon
avidus A (populacije Mediterana i centralnog dela Balkanskog poluostrva) i Merodon
avidus B (populacije planinskih podru¢ja Balkanskog poluostrva) (Milankov i sar., 2001).
Naredne studije bazirane na populacijama iz Spanije (Mengual i sar. 2006, Marcos-Garcia i
sar. 2007, Milankov i sar. 2009) i Gr¢ke (Stéhls i sar., 2009) ukazale su na prisustvo jos$
kripticnih vrsta u okviru M. avidus kompleksa. Milankov i sar. (2001) zabelezili su
geneticke razlike i izmedu prole¢nih mediteranskih populacija (M. avidus A) i planinskih
populacija (M. avidus B), koje su morfoloski bile gotovo nerazdvojive. Medutim, uoc¢ena
simpatrija pojedinih populacija M. avidus A i B otezala je dalje reSavanje taksonomskih
pitanja M. avidus kompleksa. Fenotipske razlike izmedu prole¢ne/rano-letnje genaracije
(maj-jun) i kasno-letnje/jesenje generacije (juli-septembar) mediteranskih populacija
ukazale su na mogucu geneticku diferencijaciju izmedu konspecijskih M. avidus A
populacija i otvorile nova pitanja o njihovom taksonomskom statusu. Ovo istrazivanje bilo
je ograniceno uskim geografskim podruc¢jem uzorkovanja, te su uocene varijacije oznacene

kao intraspecijske.

Raniji rezultati bazirani na COl mtDNK sekvencama u okviru barkoding pristupa,
doveli su do daljih nedoumica u pogledu taksonomije M. avidus kompleksa. Sekvenciranje
3’COI regiona mitohondrijalne DNK otkrilo je visoku varijabilnost haplotipova, ali
navedeni marker nije uspeo da razdvoji evoluciono nezavisne geneti¢ke entitete, prethodno
identifikovane kao M. avidus A i M. avidus B (Milankov i sar., 2009; Popovi¢ i sar., 2014).
Sa druge strane, uocCena su tri jedinstvena haplotipa kod morfoloski nerazdvojivih

primeraka vrste M. ibericus (prvobitno opisanih kao Merodon bicolor, Milankov i sar.,
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2009), ali je navedeni zakljucak bio baziran na svega tri analizirana primerka navedene

vrste.

U odnosu na sve prethodne geneti¢ke studije ove grupe, ovo istrazivanje je obuhvatilo
daleko ve¢i broj jedinki 1 populacija, uzorkovanih sa znacajno Sireg geografskog podrucja
(sa teritorije Evrope, male Azije i severne Afrike) i bazirano je na integrativnoj upotrebi
nekoliko metoda. Na ovaj nacin, omogucen je jasniji kvalitativni i kvantitativni prikaz
genetickog diverziteta analiziranog kompleksa i u njemu prisutnih kripticnih vrsta, sa
ciljem da se doprinese kona¢nom razjasnjenju statusa taksonomski izazovne grupe

organizama i pitanja otvorenih prethodnim analizama.

Podaci o tome da jedinke vrsta M. avidus (ranije M. avidus A) i M. moenium (ranije M.
avidus B) dele deo svog geografskog areala bili su praCeni zapaZanjem da je, na
kontinentalnim lokalitetima, njihovo sinhrono ko-egzistiranje onemogucéeno razli¢itim
temperaturnim preferencijama (M. moenium javlja se kao prole¢no-letnja, a M. avidus kao
letnje-jesenja generacija) (Vuji¢, usmeno). Najnovija terenska istrazivanja otkrila su da se,
na ostrvima Korzika (Francuska) i Krf (Grc¢ka), vrste iz ovog kompleksa javljaju u
simpatriji i sinhroniji, ali sa izrazenim sklonostima ka razli¢itim mikrostanistima. Otkrice
simpatrijskih jedinki Merodon avidus kompleksa, sa temporalnim preklapanjem, otvorilo
je novo polje 1 pitanja u daljem rasvetljavanju geneticke 1 ekoloSke strukture ispitivanog
kompleksa vrsta. Morfoloske karakteristike jedne jedinke, tipi¢ne za vrstu M. moenium,
kao i njena vremenska koegzistencija sa vrstom M. avidus, skrenuli su paznju na jedinku
FSUNS 16536 sa ostrva Korzika. Geneticke analize tri seta sekvenci mitohondrijalne DNK
ukazale su na to da navedena jedinka deli haplotipove sa vrstom M. avidus sa Korzike, kao
i sa jedinkama M. moenium sa Balkanskog poluostrva. Ova jedinka je, kroz sve
filogeneticke pristupe, svrstana u klaster sacinjen od jedinki M. avidus i M. moenium, na
osnovu ¢ega je zaklju¢eno da nije re¢ o geneti¢ki novom taksonu, ve¢ da navedena jedinka

pripada vrsti M. moenium.

Prezentovani rezultati analize DNK sekvenci od izuzetnog su znacaja zbog ukazivanja
na postojanje joS jednog kripticnog taksona, M. aff. moenium, detektovanog kroz
populaciju sa ostrva Krf i jedinke sa poluostrva Peloponez i ostrva Evia. Kroz svaku od
sprovedenih filogeneti¢kih metoda, jedinke sa ostrva Krf (morfoloski identifikovane kao
M. moenium, sa jedinstvenim fenomenom vremenske i prostorne ko-egzistencije sa vrstom

M. avidus) izdvojile su se, zajedno sa dve jedinke sa Peloponeza i jednom jedinkom sa
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Evie, kao zaseban geneticki entitet. Ovo je podrzano i rezultatima AMOVA analize, gde
vrednosti @ statistike jasno podupiru pretpostavku o genetickoj diferencijaciji taksona M.
aff. moenium u odnosu na sve pretpostavljene vrste M. avidus kompleksa. Dobijene dst
vrednosti kretale su se izmedu 0,655 (diferencijacija izmedu vrste M. aff. moenium i M.
avidus u 5’COI regionu) i 0,963 (diferencijacija izmedu vrste M. aff. moenium i M.
megavidus u 3° COI regionu), $to priblizno odgovara intervalu dst vrednosti dobijenim
poredenjem vrste M. megavidus sa ostalim vrstama kompleksa. Navedene vrednosti u vezi
sa vrstom M. aff. moenium znatno su vise od ®st vrednosti koje ukazuju na geneti¢ku
diferencijaciju izmedu vrsta M. avidus i M. moenium (0,175; 0,146; 0,140; za tri seta
sekvenci), Sto ukazuje na to da se novootkrivena vrsta M. aff. moenium, u evolucionoj
istoriji, izdvojila pre M. avidus i M. moenium linije. Ovo je dovelo i do jace rezolucije
koris¢enog COI markera kod ove vrste i rezultovalo njihovim uspeS$nim izdvajanjem u
klastere u filogenetickim stablima. Sa druge strane, nize ®st vrednosti izmedu M. avidus i
M. moenium vrsta u skladu su sa pretpostavkom o njihovom skorijem razdvajanju. Ostrvski
karakter stani$ta novog M. aff. moenium taksona sugeriSe da je u pitanju kripti¢na ostrvska
vrsta, €ija se specijacija najverovatnije odigrala kao posledica geografske izolovanosti od
drugih populacija i vrsta M. avidus kompleksa, u uslovima sli¢nih selektivnih pritisaka i
sli¢nih ekoloskih karakteristika ovih stanista. U istrazivanju kripti¢ne specijacije u okviru
kompleksa Merodon luteomaculatus, autori su pretpostavili da je geoloska istorija
Egejeskog arhipelaga (pre svega, promene u nivou mora tokom Pliocena i Pleistocena i
izolacija u razlicite glacijalne refugijume tokom Pleistocena) odgovorna za fragmentaciju
stani$ta i diverzifikaciju taksona sa navedenog podruc¢ja (Radenkovic¢ i sar., 2018a). Autori
navode da je najznacajniji paleoistorijski dogadaj u Egejskom arhipelagu formiranje
srednjo-egejskog morskog useka (engl. Mid-Aegean trench) kao fizicke barijere, koja je
dovela do odvajanja zapadnih i istocnih egejskih ostrva, §to je rezultovalo razlikama u
distribuciji i diverzitetu genetickih haplotipova. Kroz ilustraciju potencijalne specijacije
kripticnih taksona, istaknuto je da su odvajanje severnih od juznih Ciklada, njihovo
odvajanje od glavne kopnene mase, kao i odvajanje poluostrva Peloponez od glavnog
kopna, dogadaji koji su, praceni genetickim driftom i ograni¢enim protokom gena izmedu
fragmentisanih rezervoara gena, uslovili odvajanje pojedinih vrsta od zajednickog pretka
(Radenkovi¢ i sar., 2018a). S obzirom na to da trenutno ustanovljen areal vrste M. aff.
moenium, pored ostrva Krf, obuhvata upravo Peloponez i egejsko ostrvo los (arhipelag
Ciklada), vrlo je moguce da su navedeni procesi doprineli i odvajanju M. aff. moenium od

ostalih vrsta M. avidus kompleksa. Otkri¢e ove vrste jo§ jednom je potvrdilo primenjivost
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mitohondrijalnog COI markera u identifikaciji kripti¢nih taksona u okviru roda Merodon i
ukazalo na moguénost postojanja jo$ kripti¢nih taksona, na drugim ostrvskim lokalitetima
slicnog podneblja. Stoga bi, sa aspekta proucavanja biodiverziteta, ali i ekoloSkog
menadzmenta endemskih vrsta, znaCajnu paznju trebalo posvetiti ovakvim lokalitetima,

narocito u slu¢ajevima primecene istovremene aktivnosti jedinki razlic¢itih vrsta.

Istrazivanja obuhvaéena ovom doktorskom disertacijom rasvetlila su pitanje
taksonomskog statusa taksona Merodon hikmeti. Na osnovu holotipa uzorkovanog na
visokim planinama isto¢ne Turske, Hurkmans i Hayat (1997) su izneli pretpostavku o
postojanju nezavisnog genetiCkog entiteta na ovom podrucju. U skladu sa ovom
hipotezom, 18 jedinki odgovaraju¢ih morfoloskih karaktersitika, sa podru¢ja Grcke i
Turske, oznaceno je, u preliminarnim genetickim analizama ovog istrazivanja, kao M.
hikmeti. Dobijena NJ, ML i MP filogeneticka stabla, kao i AMOVA rezultati, opovrgli su,
medutim, ovu hipotezu. Navedene jedinke grupisane su u klastere zajedno sa vrstama M.
avidus i M. moenium, a rezultati ® statistike ukazali su na to da navedene jedinke, u
najve¢em broju, pripadaju vrsti M. avidus. ®st vrednosti bile su statisticki znaCajne za
parove M.hikmeti/M. ibericus, M. hikmeti/M. megavidus, M. hikmeti/M. moenium i M.
hikmeti/M. aff. moenium, u oba analizirana COI fragmenta, sugeriSu¢i postojanje znacajne
geneticke diferencijacije kod navedenih taksona. Nasuprot tome, nije utvrdena znacajna
geneticka diferencijacija izmedu taksona M. hikmeti i M. avidus, na osnovu 3’COI
(dst=0,037) i 5° COI sekvenci (dst=0,066). Pored toga, analiza ukupne COI sekvence
rezultovala je odsustvom statisticki znacajne geneticke diferencijacije ne samo izmedu M.
hikmeti i M. avidus (®st=0,013), ve¢ i izmedu M. hikmeti i M. moenium (®dst=0,051)
taksona. U skladu sa dobijenim rezultatima, zaklju¢eno je da nema osnova da se M. hikmeti
posmatra kao zasebna vrsta. S obzirom da dokumentovani holotip ima sve morfoloske i
ekoloske karakteristike vrste M. moenium, naziv M. hikmeti trebalo bi ubuduce smatrati
sinonimom vrste M. moenium, koja, planinskim lokalitetom isto¢ne Turske sa koje je
holotip, dobija areal koji do sada nije bio poznat. Jedinke oznacene prvobitno kao M.
hikmeti, pregrupisane su, ve¢inom, u vrstu M. avidus, dok je jedna jedinka sa podrucja
Turske (aktivna u julu mesecu) pregrupisana u vrstu M. moenium. Tako determinisane

jedinke uvrstene su u finalne geneticke analize ove disertacije.

DNK analize ove disertacije doprinele su integrativnom taksonomskom pristupu
razdvajanja kripti¢nih vrsta M. avidus kompleksa, upotrebom 3’ i 5’ fragmenata citohrom

c-oksidaza | (COI) gena. Navedene sekvence pedstavljaju marker sa opsSte prihvacenom
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ulogom barkoda u barkoding pristupu, koji je, od strane razli¢itih autora, sugerisan u cilju
identifikacije vrsta (Hebert i sar., 2003; Tautz i sar., 2003; Gaston i O’Neill, 2004). Uprkos
tome, kod nekih vrsta familije Syrphidae zabelezeni su slucajevi niske ili, ¢ak, odsustva
varijabilnosti COIl sekvenci. Mengual i sar. (2008) beleze razlike izmedu morfoloskih i
DNK podataka, gde su morfoloske razlike pracene identiénim COI sekvencama. U okviru
istrazivanja obuhvacenog ovom disertacijom, upotreba oba fragmenta COI gena, kao i
sekvence kreirane njihovim spajanjem, dovela je do zanimljivih zapaZanja. Molekularne
filogeneticke analize prezentovane kroz NJ, ML, MP i Bajesova stabla prikazale su
prisustvo tri odvojene klade, koje odgovaraju vrstama M. megavidus, M. ibericus i do sada
nepoznatom M. aff. moenium taksonu, sacinjenom od jedinki sa grckih ostrva Krf,
Peloponez i Evia (Slike 7-15). Jedinke preliminarno ozna¢ene kao Merodon megavidus,
uzorkovane na ostrvu Samos, geneticki su potvrdene kao pripadnici navedene vrste. Na
ovaj nacin, redefinisan je areal vrste M. megavidus, do sada posmatrane isklju¢ivo kao
endem ostrva Lezbos. Nasuprot jedinki M. megavidus i M. ibericus, jedinke M. avidus i
M. moenium, odnosno, haplotipovi ovih taksona, grupisani su zajedno. Stoga je jasno da
rezultati DNK barkodinga pruzaju podrsku hipotezi o tome da M. ibericus i M. megavidus
predstavljaju posebne vrste proucavanog kompleksa, ali ne uspevaju da razdvoje
potencijalne vrste M. avidus i M. moenium. Uprkos tome, rezultati AMOVA analize
bazirani na geneti¢koj varijabilnosti analiziranih sekvenci, potvrdili su prisustvo znacajne
geneticke diferencijacije izmedu vrsta M. avidus i M. moenium. Za sva tri analizirana seta
sekvenci, izraCunate ®st vrednosti bile su statisti¢ki veoma znacajne (p<0,01), u svakom
od analiziranih parova vrsta, §to je bilo u skladu sa polaznom pretpostavkom da M.
megavidus, M. ibericus, M. avidus i M. moenium predstavljaju posebne vrste u okviru
kompleksa. Razdvajanje vrsta M. avidus i M. moenium dodatno je potvrdeno kroz analizu
varijabilnosti dijagnosti¢kih enzimskih lokusa, kao i kroz analizu njihovih ekoloskih nisa,
prikazanih u odgovarajué¢im poglavljima ove disertacije. Za blisko srodne vrste, koje su se
skoro razdvojile, postoje dokumentovani podaci o otezanoj delineaciji upotrebom DNK
barkodinga, uz napomenu da se broj mutacija COI lokusa, koje razdvajaju dve individue,
akumulira tokom vremena (Austerliz i sar., 2009). Pretpostavka o skoroj diferencijaciji M.
avidus i M. moenium od zajednickog pretka objasnila bi deljene COI haplotipove izmedu
navedenih taksona, dokumentovane od strane Milankov 1 sar. (2009) 1 Popovi¢ 1 sar.
(2014), koji su zabelezeni i u ovom istrazivanju. Prikazani deljeni haplotpovi izmedu vrsta
M. avidus i M. moenium u oba analizirana COI fragmenta (5’ i 3’), smanjili su doprinos

ovog markera u filogenetickim analizima dveju vrsta, te onemogucili njihovo razdvajanje u
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klastere. Osim kroz skoru specijaciju ovih vrsta, niska rezolucija COl markera u
navedenom slucaju se moze objasniti i efektom osnivaca povezanim sa postglacijalnom
rekolonizacijom severne Evrope (Schikano i sar., 2010). Acanski i sar. (2016a) izneli su
hipotezu da je najverovatniji scenario postglacijalne kolonizacije navedenih vrsta bila
ekspanzija linija M. avidus i M. moenium sa Balkanskog poluostrva (refugijuma) ka
centralnoj Evropi (engl. ,, a grasshopper pattern”, Hewitt (1999)). Autori su procenili da se
prvo mitohondrijalno odvajanje u kompleksu odigralo u ranom Pleistocenu (pre oko
800.000 godina-odvajanje M. ibericusa od zajedni¢kog pretka), dok divergencija M.
megavidusa priblizno odgovara Giinz-Mindel-ovoj interglacijaciji od M. avidus/M.
moenium linije. Najskorija divergencija, izmedu M. avidusa i M. moeniuma, verovatno se
odigrala tokom Riss-Wiirm interglacijacije i pocetkom Wiirm glacijalnog perioda (Acanski
i sar., 2016a). Polaze¢i od navedenog scenarija postglacijalne ekspanzije, pretpostavlja se
da su geografske barijere u vidu masivnih planinskih lanaca na obodu Iberijskog
poluostrva (staniste danasnje vrste M. ibericus), kao i ostrvska izolacija staniSta danasnje
vrste M. megavidus, sprecili njihovu postglacijalnu kolonizaciju Evrope, te doprineli
ranijem razdvajanju navedenih vrsta. Ovo je rezultovalo u snaznijoj mo¢i razdvajanja COI
DNK markera kod vrsta M. ibericus i M. megavidus nego kod vrsta M. avidus i M.

moenium.

Kako bi se prevazisSla nemogucnost razdvajanja taksona M. avidus i M. moenium u
klastere upotrebom barkod sekvence, u ovo istrazivanje ukljueni su biohemijski
markeri.Analiza alozimske varijabilnosti u okviru ovog istrazivanja otkrila je prisustvo
alela specifi¢nih za vrstu u AAT lokusu i statisticki veoma znacajne razlike u frekvenciji
alela IDH lokusa (svaki od alela je bio dominantno prisutan u svakoj od oznacenih vrsta).
Ovo je u delimicnom skladu sa prethodnom enzimskom studijom na ovim vrstama, koja je
ukazala na prisustvo fiksiranih alela u svakom od kripti¢nih taksona IDH lokusa, dok AAT
aleli nisu bili u potpunosti fiksirani (zajednicki alel imao je frekvenciju 1,00 u populaciji
M. avidus A, a 0,083 i 0,09 u dve populacije M. avidus B) (Milankov i sar., 2001). Na
osnovu rezultata ove disertacije, moze se potvrditi da IDH i AAT predstavljaju visoko
dijagnosticke enzimske lokuse, koji se mogu koristiti u razdvajanju dva kripti¢na taksona
M. avidus i M. moenium. ZabeleZene razlike u prisustvu i frekvenciji alela, u odnosu na
ranije studije, protumacene su kao posledica sireg geografskog podruc¢ja uzorkovanja u
ovom istrazivanju (pored primeraka sa Balkanskog poluostrva, u analizu su ukljucene i

jedinke sa Apeninskog poluostrva i iz Turske), ¢ime je i povecena pouzdanost dobijenih
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rezultata. lzracunata Fst vrednost po Wright (Fst=0,631) potvrdila je prisustvo dva taksona,
Sto je u skladu sa prethodno dobijenom vrednoscu od 0,511 (Milankov i sar., 2001).

Dominacija Fst>Fis relacije u okviru F statistike ukazala je na, ukupno gledano, veci
efekat genetickog drifta u odnosu na lokalni inbriding. Medutim, razli¢ite Fst vrednosti po
razli¢itim analiziranim lokusima, ukazuju na to da geneticki drift 1 protok gena verovatno
nisu bili glavni uzro¢nici geneticke diferencijacije analiziranih populacija. Moze se
pretpostaviti da su dominantan mehanizam ovog procesa bili razli€iti selekcioni pritisci u
okruzenju M. avidusa i M. moeniuma, ne samo na razli¢itim geografskim podruc¢jima, ve¢ i

Na istom stanistu.

U cilju dobijanja sto preciznije geneticke informacije o geneti¢koj diferencijaciji
prouc¢avanih taksona, ovom prilikom, analizirane su nezavisno i dve velike meta
populacije, M. avidus i M. moenium. Vrednosti koeficijenta geneticke bliskosti (I) i
udaljenosti (D) po Nei-ju bile su od znacaja za razresavanje taksonomskog pitanja
navedenih kripti¢nih vrsta. Highton (2000) navodi da D vrednosti po Nei-ju, izratunate na
osnovu uocene alozimske varijabilnosti populacija, mogu ukazati na to da li je re¢ o intra-
ili inter-specijskim komparacijama. Po ovom autoru, kod grupa medu kojima je D>0,15,
radi se, najverovatnije, o poredenjima izmedu dve vrste. Nasuprot tome, nize D vrednosti
predstavljaju indiciju intra-specijske komparacije. Koeficijent geneticke udaljenosi (D)
izmedu meta-populacija M. avidus i M. moenium, dobijen na osnovu analize alozimske
varijabilnosti u ovom istrazivanju, iznosio je 0,646, sto je znatno iznad granice koju navodi
pomenuti autor. Time je steena jasna indicija da M. avidus i M. moenium ne pripadaju
istoj vrsti. Koeficijent geneti¢ke bliskosti (I) izmedu meta-populacija M. avidus i M.
moenim iznosio je 0,520 i pruzio dublji uvid u taksonomsku relaciju navedenih krupti¢nih
vrsta. Na osnovu sli¢ne vrednosti navedenog koeficijenta kod sestrinskih vrsta Drosophila
willistoni grupe (Diptera: Drosophilidae) 1=0,517 + 0,024, zaklju¢eno je da M. avidus and
M. moenium najverovatnije predstavljaju sestrinske vrste. Ovo je u skladu sa premisom da
su sestrinske vrste reproduktivno izolovane, ali ¢esto morfoloski nerazdvojive (Steyskal,
1972). Njihova reproduktivna izolacija je posledica ¢injenice da se sestrinske vrste mogu
ukrstati, ali se njthovo potomstvo ne moze dalje reprodukovati. Istovremeno, mogucnost
njihovog ukrs$tanja mogla bi objasniti povremeno prisustvo drugih alela u enzimskim
lokusima specificnim za vrstu, koje je zabelezeno u ovom, kao i u prethodnim
istrazivanjima enzimske varijabilnosti ovih taksona. Sve navedeno ukazuje na to da se M.

avidus kompleks, pored iberijskog taksona M. ibericus, ostrvskog taksona M. megavidus,
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kao i novog ostrvskog taksona M. aff. moenium, sastoji od jos dve sestrinske vrste. Time je
potvrdena klju¢na i osnovna hipoteza ove disertacije i opravdana inicijalna odluka za
uvodenje i upotrebu razli¢itih imena za navedene vrste. Nakon sretanja sa razli¢itim
nazivima za pojedine kriptiCne taksone, u razli¢itim publikacijama, OvO istraZivanje,
pozivajuéi se na geneticku karakterizaciju proucavanog kompleksa vrsta, sugerise
sinhronizovanu upotrebu slede¢ih naziva, u skladu sa pravilima Internacionalnog kodeksa
zooloske nomenklature: Merodon avidus Rossi, 1790; Merodon moenium Wiedemann,

1822; Merodon ibericus Vuji¢ 2015. i Merodon megavidus Vuji¢ i Radenkovi¢, 2016.

Populacija sa Fruske gore (Panonska nizija, Srbija) predstavljala je jednu od 19
populacija, ukljucenih u analizu alozimske varijabilnosti M. avidus kompleksa. Na osnovu
dobijenih rezultata, dendrogram baziran na vrednostima geneticke udaljenosti, pokazao je
da navedene populacije pripadaju M. moenium klasteru, $to je u suprotnosti da zaklju¢kom
iz 2009. godine (Milankov i sar., 2009). Uzimajuc¢i u obzir morfoloske i geografske
apsekte, populacije sa Fruske gore odgovaraju ostalim populacijama iz Panonske nizije,

koje sve pripadaju vrsti M. moenium.

Mofoloske analize oblika krila u istrazivanjima Milankov i sar. (2009) nisu uspele da
razdvoje sve taksone, koje je bilo moguce razdvojiti dijagnosti¢ckim alozimima. Takode, u
pogledu oblika krila, pronadena je visoka stopa sli¢nosti izmedu alopatrijskih
metapopulacionih parova M. avidus A i B, dok su se populacije M. avidus A iz Panonske
nizije i Makedonije preklapale sa M. avidus B populacijama sa Durmitora, Stare planine i
Kopaonika (Milankov i sar., 2009). S obzirom na to da su UPGMA dendrogram iz ovog
istrazivanja i UPGMA fenogram iz najnovijih analiza oblika krila i surstilusa (Acanski i
sar., 2016a) prikazali nedvosmisleno grupisanje svih populacija M. avidusa i M. moenium
u dva odvojena klastera, moze se zakljuciti da su navedena podudaranja bila posledica
greske u preliminarnoj identifikaciji vrsta, nastaloj usled morfoloskih sli¢nosti izmedu

prole¢ne generacije M. avidus i M. moenium.

Centralni deo ovog istrazivanja bila je determinacija potencijalnih veza izmedu
morfologije, genetickih podataka i sezonskih preferencija odredenih populacija M. avidus
kompleksa. Dva lokaliteta od kljucnog znacaja za resavanje navedenih pitanja bili su
berdap (kontinentalni lokalitet) i Umag (mediteranski lokalitet na obali Jadranskog mora).
Na osnovu pretpostavke o sezonskoj aktivnosti ispitivanih vrsta, na lokalitetima gde se

pojavljuju zajedno, prole¢ne jedinke sa Derdapa preliminarno su identifikovane kao M.
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moenium, a jedinke jesenje generacije kao M. avidus. UPGMA dendrogram baziran na
alozimskim podacima svrstao je prolecnu generaciju jedinki u M. moenium Kklaster, a
jesenju u M. avidus Klaster, sto odgovara inicijalnoj determinaciji ovih uzoraka (Slika 18).
Ovim je potrvdeno prisustvo temporalne diferencijacije M. avidus i M. moenium na istom
lokalitetu i opravdana upotreba ove informacije u tacnoj identifikaciji morfoloski slicnih
primeraka. Pored toga, navedena pojava ukazuje na moguénost da su razlike u sezonskim
afinitetima pojedinih populacija mogle dovesti do postojecih genetickih razlika izmedu

sestrinskih vrsta.

Fokusirajuci se na tipicne mediteranske karakteristike klime koja vlada na podrucju
Umaga, prole¢na i letnja populacija identifikovane su kao M. avidus, uprkos prisustvu
manjih morfoloskih razlika. Uzorkovanje dve generacije, pretpostavljeno jednog taksona,
na istom lokalitetu, izvrseno je sa ciljem da se razjasni da li postoji geneticka pod-
diferencijacija izmedu M. avidus populacija, kao §to je prethodno (usled relativno visoke
intraspecijske divergencije i fenotipske substrukturiranosti u okviru ovog taksona)
pretpostavljeno (Milankov i sar., 2004, 2009). U probnom uzorku, dve generacije
obelezene su kao odvojene populacije i kao takve ukljucene u analizu geneticke
udaljenosti. Rezultuju¢i UPGMA dendrogram grupisao je obe populacije u jedan klaster u
okviru velikog M. avidus klastera. Koeficijent geneti¢ke bliskosti po Nei-ju iznosio je 0,99.
Ovim je potvrdeno postojanje kontinuiranog godiSnjeg prisustva vrste M. avidus na
lokalitetima sa mediteranskom klimom, S$to je od izuzetnog znaCaja za ispravnu
identifikaciju jedinki M. avidus kompleksa. Cinjenica da obe populacije pripadaju istoj
vrsti ukazala je na to da su morfoloske razlike izmedu populacija iz Umaga uzorkovanih
tokom razli¢itih sezona verovatno posledica varijacija u ekoloskim uslovima tokom
razvojnih stadijuma insekata (Popovi¢ 1 sar., 2015).Takode, njihovo grupisanje u najblizi
klaster, kao 1 visoka vrednost koeficijenta geneticke sli¢nosti izmedu njih, ukazali su na to
da, na ovom lokalitetu, nije prisutna geneticka strukturiranost u okviru vrste M. avidus. S
obzirom na navedeni zakljucak, u finalnoj analizi alozimske varijabilnosti, obe generacije
(iz juna i spetembra) M. avidus populacije iz Umaga grupisane su u jednu populaciju (Slika
18).

Danasnja distribucija velikog broja vrsta insekata oblikovana je jo§ tokom geoloske
epohe Pleistocena, za koju su bile karakteristi¢ne klimatske oscilacije i smene glacijacija sa
interglacijalnim ciklusima (Fink i Kukla, 1977; Martinson i sar., 1987; Perissoratis i
Conispoliatis, 2003). Ovo demonstriraju brojni primeri insekatskih vrsta koje su, usled
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ponovljenih ciklusa glacijacija i interglacijacija, promenile areal i/ili evoluirale Sirom
evropskih i anadolijskih refugijuma (Hewitt, 1996, 2001; Balletto i Casale, 1991;
Konstantinov i sar., 2009; Dapporto, 2010; Nicholls i sar., 2010; Zhu i sar., 2013). Tokom
glacijacija, termofilni organizmi su se, u cilju prezivljavanja, pomerali ka podru¢jima nizih
nadmorskih visina i geografskih Sirina, sa povoljnijim klimatskim uslovima. Ovakva
podrucja nazivaju se mikrorefugijumi (Hewit, 1996). Na podru¢ju Evrope, bili su locirani
juzno od transverzalnih visokih planinskih lanaca, u vidu tri refugijalna podrucja
Mediteranskih poluostrva (Iberijsko, Apeninsko i Balkansko poluostrvo) (Balletto i Casale,
1991; Hewitt, 1996, 1999; Taberlet i sar., 2008). Dolaskom interglacijacija, vrste bi selile
svoja staniSta na vece nadmorske visine. Kontrakcije areala tokom Pleistocena oblikovale
su, u velikoj meri, diverzitet vrsta u refugijumuma Mediteranskog basena, koji se danas
smatra klju¢nim podrucjem (,,hot spot”) biodiverziteta Citave planete, sa visokim nivoom
endemizama (Myers i sar.,, 2000). Pored Mediteranskog basena, znacajnu ulogu
refugijalnih podrucja za vreme glacijacija odigrali su Magreb i Mala Azija (Seddon i sar.,
2002; Habel i sar., 2008). Moze se pretpostaviti da su, poput mnogih drugih proucavanih
taksona, vrste M. avidus kompleksa bile podlozene kontrakcijama i ekspanzijama svog
areala rasprostranjenosti tokom Pleistocena, unutar i van svojih refugijalnih podrucja.
Distribucija vrsta M. avidus odgovara pomenutom ,,grasshoper” obrascu rekolonizacije
prema Hewitt-u (1999), po kome su geografske barijere (poput planinskih masiva, moreuza
i ostrvska izolovanost) zajedno sa Sirinom ekoloskih nisa, u velikoj meri oblikovale

distribuciju analiziranih vrsta (Acanski i sar., 2016a).

Mapa predvidene distribucije vrste M. avidus ve¢im delom je u skladu sa do sada
poznatim podacima o prisustvu jedinki ove vrste. Pored toga, severni deo lberijskog
poluostrva predviden je kao relativno 1 veoma pogodno staniSte navedene vrste, uprkos
odsustvu poznatih podataka 0 njenoj prisutnosti na navedenom podrucju (Slika 21a). U
ovom trenutku, treba naglasiti da verovatno¢a dobijena Maxent metodom predstavlja
stepen pogodnosti pojedinih staniSta za odredenu vrstu, baziran iskljucivo na njegovoj
klimatskoj pogodnosti. Ovim pristupom, pojedina podrucja prikazuju se kao potencijalno
naseljena, ¢ak i u slu¢ajevima kada, usled uticaja razli¢itih biotickih i abiotickih faktora, to
u stvarnosti ne mogu biti. Pearson (2010) takode ukazuje na moguéu pojavu da
modelovana distribucija ne odgovara blisko onoj stvarnoj, kao i da, u ovim slucajevima,
prisustvo disperzivnih barijera (Peterson, 2002), kao i uticaj kompetitivnih vrsta (Anderson

I sar., 2002), treba naknadno uzeti u obzir. Vrlo je verovatno da su klimatske podudarnosti
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severnog lIberijskog polusotrva sa mediteranskom klimom tipicnom za vrstu M. avidus
dovele do njegove karakterizacije kao pogodnog staniSta za istu, $to je u stvarnosti
onemogucéeno fizickom barijerom u formi Pirinejskog planinskog lanca. Ovako
okarakterisana potencijalna distribucija M. avidusa odrazila se, posledi¢no, na test sli¢nosti
niSa u smeru M. avidus-M. ibericus -poredenjem projekcije M. avidusa sa ekoloSkim
okvirom M. ibericusa, nije potvrdeno da su njihove niSe znacajno manje sli¢ne, nego $to bi

se randomizacijom ocekivalo (Tabela 17).

Analizom geografske distribucije vrsta mogucée je ste¢i bolji i sigurniji uvid u
nepotpuno oformljenu sliku o njihovoj rasprostranjenosti. lako se ranije smatralo sa je M.
moenium vrsta sa arealom ogranic¢enim samo na planinske delove Balkanskog poluostrva,
naknadno je primeceno da, iako dominantno rasprostranjen u kontinentalnim delovima
Evrope, ovaj takson naseljava i neke delove Mediternaskog basena i obale Crnog mora,
gde moze koegzistirati sa M. avidus-om. Rezultati modelovanja distribucije vrste M.
moenium predvideli su pojedina podru¢ja Mediterana i obale Crnog mora kao visoko
pogodna, ¢ime su podrzani noviji podaci o prisutnosti jedinki ove vrste i dobijena Sira slika
njihovog ekoloskog okvira (Slika 21b).

Na osnovu klimatskih sli¢nosti Iberijskog polustrva i Maroka (gde su uzorkovane
jedinke M. ibericusa) sa podru¢jima Male Azije, kao i grckih ostrva Lezbos i Samos (gde
je uzorkovan M. megavidus) sa okolnim ostrvima, pojedini regioni Male Azije ocenjeni su
kao potencijalno povoljno staniSte za M. ibericus, a sva egejska ostrva kao potencijalno
staniSte za M. megavidus (Slika 21c,d). Potencijalna distribucija M. ibericus-a na
podru¢jima Male Azije onemogucena je, u stvarnosti, fizickim barijerama i udaljenos¢u od
njegovog izvornog staniSta. Takode, dosadasnja terenska istrazivanja drugih egejskih

ostrva nisu zabelezila podatke o prisutnosti jedinki M. megavidus.

Modelovanje distribucije vrsta M. avidus kompleksa bazirano je na grupi od devet
klimatskih varijabli, €iji je relativan 1 pojedinacni znacaj u analizi procenjen u okviru
jakknife procedure. Posmatranjem varijabli sa najve¢im relativnim doprinosom u Kreiranju
modela distribucije, najveci relativni kvantitativni znacaj imala je precipitacija
(precipitacija u najhladnijem i najtoplijem kvartalu i precipitacija u najsuvljem mesecu i
kvartalu u godini) (Tabela 16). Kvantifikacijom najveceg pojedinacnog doprinosa varijabli

uklju¢enih u modelovanje, testiranjem modelovanja u prisustvu samo jedne varijable 1

ocenom uspesnosti projekcija, ponovo je, kod sve Cetiri vrste, najvecu koli¢inu informacije
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nosila neka od varijabli povezana za precipitacijom (Slika 22; Slike 5a,b,c-Prilog). Stoga
se sumarno pokazalo da najve¢i uticaj na areal rasprostranjenosti vrste M. avidus ima
precipitacija u najhladnijem kvartalu, na areal rasprostranjenosti M. ibericus precipitacija u
najtoplijem kvartalu, na areal rasprostranjenosti M. moenium precipitacija u najsuvljem
kvartalu i precipitacija u najsuvljem mesecu, a na areal rasprostranjenosti M. megavidus
sezonska precipitacija i precipitacija u najtoplijem kvartalu godine. Ekoloske varijacije u
precipitaciji spominjane su ve¢, od strane drugih autora, kao potencijalno vazan dokaz
odigrane specijacije (Nosil i sar., 2009). U prethodnom istrazivanju vrsta M. avidus i M.
moenium, analiza glavnih komponenata (PCA), bazirana na klimatskom setu koji je
ukljucivao i devet varijabli koris¢enih u modelovanju distribucije kompleksa M. avidus,
rezultovala je zakljuckom da je vlaga odgovorna za 70% ekoloSkih varijacija izmedu M.
avidusa i M. moeniuma (Popovi¢ i sar., 2015). Primena ove analize na sve Cetiri vrste
kompleksa, dovela je do gotovo istovetnog rezultata- najveéi deo razlike u sredinskim
faktorima izmedu vrsta bio je vezan za koli¢inu vlage i objasnio je 69% varijabilnosti
(Acanski, 2017). Samim tim, kvantitativna dominacija znacaja precipitacije u modelovanju
ekoloskih niSa svih vrsta analiziranog kompleksa predstavlja ocekivan rezultat i ukazuje na
dominantnu ulogu ovog faktora u formiranju areala distribucije vrsta, sa mogué¢im udelom
u samom procesu njihove specijacije. Kvantitativni doprinos precipitacije u najsuvljem
kvartalu i mesecu u definisanju areala vrste M. moenium delimi¢no se poklapa sa
rezulatima PCA analize (Popovi¢ 1 sar., 2015), kada su precipitacija u najtoplijem 1
precipitacija u najsuvljem kvartalu istaknute kao znacajan ekoloski faktor za distribuciju
ove vrste. Navedeni ekoloski ¢inioci mogu se smatrati odgovornim za uzu ekoloSku nisu
Merodon moenium u odnosu na Merodon avidus, koji opstaje u Sirem opsegu temperature i
vlaznosti i u neSto veéem opsegu nadmorske visine. M. moenium preferira hladnija i
vlaznija podrucja 1 aktivan je u kra¢em intervalu tokom jedne godine. Dok su adultne
jedinke M. avidusa aktivne od proleca do jeseni (u podru¢jima mediteranske klime),

jedinke M. moeniuma nisu pronadene nakon sredine avgusta.

Sa druge strane, procedurom izuzimanja pojedinac¢nih varijabli iz analize, do najveceg
pada uspesnosti modelovanja dovele su dve temperaturne varijable bio2 i biol8, §to je
ukazalo na to da su nosile najveéi deo informacije koji nisu posedovale ostale varijable.
Srednja vrednost temperaurnog gradijenta (bio2) nosila je, ukupno gledano, najdragoceniju
informaciju za projekciju distribucije M. avidus kompleksa, pojavljujuci se u ovoj ulozi

kod tri od cetiri analizirane vrste (M. avidus, M. megavidus i M. ibericus). Stoga je
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primetno da je, uprkos jasnom dominiranju precipitacionih varijabli u kvantitativnom
doprinosu modelovanju distribucije vrsta, temperaturni faktor nosio esencijalnu
informaciju neophodnu za uspesSnu procenu njihove rasprostranjenosti. Na ovaj nacin,
opravdana je upotreba svih navedenih klimatskih varijabli u dobijanju uspesnog modela

predikcije rasprostranjenosti vrsta proucavanog kompleksa.

Podaci o postojanju ekoloske divergencije izmedu razliitih vrsta mogu pruziti znacajnu
potporu genetickim podacima o prisustvu specijacije. Pretpostavke o znacaju i ulozi
ekologije u procesu specijacije jasno su demonstrirane i potvrdene kroz novija istrazivanja
iz ove oblasti (Stockman i sar., 2007; Zhou i sar., 2012; Nosil, 2012; Peterson i Hold,
2013; Zhu i sar., 2013). Areal distribucije vrste nalazi se pod uticajem njene ekoloske niSe
(Peterson i Hold, 2013), koja je definisana kombinacijom ekoloskih uslova i resursa,
neophodnih za odrzavanje vijabilne populacije jednog organizma (MacArthur, 1984).
Poznato je da su ekoloski afinititeti blisko vezanih i kripti¢nih vrsta jedinstveni (Penman 1
sar., 2005), kao i da postoji konzistentna i pozitivna asocijacija izmedu ekoloske
divergencije i1 reproduktivne izolacije (Funk i sar., 2006). Stoga se dokaz o prisustvu
razli¢itih niSa kod odredenih taksona moze posmatrati kao koristan kriterijum u njihovom

razdvajanju.

Visa vrednost Sonerovog indeksa preklapanja nisa kod para M. avidus i M. ibericus
(0,245), u odnosu na druge parove M. avidus kompleksa, delimi¢no je posledica navedene
projekcije delova Iberijskog poluostrva kao potencijalno pogodnog stanista za obe vrste.
Veée preklapanje nisa uoceno je i izmedu vrsta M. avidus i M. moenium (0,145), sto
odgovara poznatim podacima o distribuciji navedenih taksona, kao i geneticki i morfoloski
baziranoj pretpostavci o sestrinskim vrstama sa skorijom specijacijom. Delimi¢no
preklapanje vrsta M. avidus i M. moenium u njihovom ekoloskom okviru poti¢e od
Cinjenice da ove dve vrste nisu geografski izolovane, ve¢ dele manji deo svog areala
rasprostranjenosti. Na pojedinim kopnenim lokalitetima zabeleZzena su pojavljivanja M.
avidusa i M. moeniuma na istom mikrostanistu, ali se, u tim sluéajevima, jedinke dveju
vrsta nisu pojavljivale istovremeno. Stoga je, na navedenim lokalitetima, sezona
pojavljivanja jedinki bila od klju¢nog znacaja za njthovu preliminarnu identifikaciju,
naro¢ito u slucajevima sliénih morfoloskh karakteristika. U kontekstu temporalne
divergencije dveju navedenih vrsta, bitno je istac¢i da Maxent, kao kompjuterski program,
nema mogucnost uzimanja U obzir sezone kao faktora, prilikom vrSenja predvidanja

distribucije vrsta. Oslanjajuc¢i se na odabrane klimatske varijable 1 dosadasnje podatke o
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geografskom prisustvu analiziranih jedinki, Maxent daje projekciju njihove potencijalne
distribucije, koju je, potom, moguce porediti, po parovima vrsta. Samim tim, zanemarujuci
njihovu temporalnu divergenciju na simpatrijskim lokalitetima, Maxent, donekle,
projektuje niSe M. avidusa i M. moeniuma kao sli¢nije, nego Sto one, u realnom okviru,
jesu. Navedeno opazanje ukazalo je na potrebu za proucavanjem znacajnosti same sezone
aktivnosti jedinki vrsta M. avidus i M. moenium u njihovoj diferencijaciji. Stoga je, u
poslednjem segmentu ove disertacije, pristupljeno kreiranju modela predikcije za
determinaciju jedinki M. avidusa i M. moeniuma, uz pomo¢ tehnika neuronskih mreza i
regresionih stabala, upravo upotrebom vremenske varijable, u jednom od dva prikazana

modela.

Izrazito male vrednosti svih koeficijenata preklapanja nisa, kao i odbacivanje svih
hipoteza o njihovoj identi¢nosti i sli¢nosti (sa izuzetkom hipoteze o sli¢nosti niSa M. avidus
i M. ibericus, u jednom smeru) (Tabela 17) pruzaju potporu genetickim podacima o
genetickoj diferencijaciji ovih vrsta M. avidus kompleksa. Ovakvi rezultati su u skladu sa
jednom od hipoteza ove disertacije, da bi pojedini ekoloski uslovi mogli doprineti
postojanju sezonski uslovljenih fenotipova, kao i da bi mogli biti povezani sa samim
geneti¢kim razdvajanjem u okviru M. avidus kompleksa. Stoga se moze pretpostaviti da su
Klimatski faktori, koji su u ovom istrazivanju pokazali najve¢i doprinos u definisanju
ekoloskih niSa analiziranih vrsta, odigrali znacajnu ulogu u njihovoj genetickoj

divergenciji i specijaciji.

Tacna identifikacija uzoraka na odredenom podru¢ju od velikog je znaCaja za
formiranje efikasnih strategija uzorkovanja, kao 1 za uspostavljanje odgovarajucih
programa zaStite biodiverziteta. Modelovanje determinacije jedinki savremenim pristupima
vestacke inteligencije, algoritmima neuronske mreze i GBM metodom regresionih stabala,
ilustrovalo je moguénost primene ovih tehnika u svakodnevnim taksonomskim
problemima pri radu sa kriptiénim vrstima. Determinacija morfoloski neodvojivih taksona
ostaje izazov pri radu sa navedenim vrstama koji je, u okviru kompleksa vrsta M. avidus,
najizrazeniji kod vrsta M. avidus i M. moenium. Uprkos razli¢itim ekoloskim profilima
navedenih vrsta, delimi¢no preklapanje njihovog prostornog areala moze, u grani¢énom
vremenskom trenutku njihovih, po pravilu razliitih, sezona aktivnosti, dovesti do
nesigurnosti u identifikaciji. Sa druge strane, geneticka determinacija pojedinac¢nih uzoraka
mora biti izvrSena u laboratorijskim uslovima 1, uprkos modernim i brzim pristupima DNK

sekvenciranja, zahteva znaCajan vremenski utroSak. Pored toga, rezultati analiza
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mitohondrijalnih DNK markera ukazali su na nedovoljnu upotrebljivost navedenih lokusa
u razdvajanju sestrinskih vrsta M. avidus i M. moenium, te neophodnost primene
biohemijskih markera u njihovoj delineaciji. Iako geneticka potvrda diferencijacije
svakako predstavlja najsigurniji dokaz taksonomske pripadnosti uzorkovanih jedinki,
mogucénost sticanja brzog i preliminarnog uvida u taksonomsku strukturu uzorka mogla bi
biti korisna za istrazivacke grupe i planiranje logistike uzorkovanja. Modeli prikazani u
ovoj disertaciji, istrenirani na poznatim podacima i kreirani za razdvajanje vrsta M. avidus
i M. moenium, pokazali su se sposobnim da, na osnovu odabranih varijabli, sa visokom
verovatnocom odrede vrstu kojoj uzorak pripada. Prikazano modelovanje predstavlja
pozitivan signal u pitanju potencijalne primene navedenih sistema u podrSci inicijalne
determinacije, kako na starim bazama podataka (sporno determinisane jedinke, oznacene u
bazi kao M. avidus/M. moenium), tako i u determinaciji buducih novouzorkovanih jedinki.
U drugom navedenom slucaju, vestacku inteligenciju ne treba shvatiti kao definitivan i
potpuno pouzdan alat za automatsku determinaciju svih jedinki, ve¢ kao tehnicku potporu
samim taksonomima u spornim situacijama prve identifikacije uzoraka i pomo¢ pri
donosenju odluke o oznacavanju pojedinih jedinki u bazi. Takode, navedeni modeli mogli
bi pronaci potencijalnu primenu u planiraju efikasnijih strategija terenskog uzorkovanja. U
tom slucaju, ANN 1i/ili GBM predvidanja mogla bi biti kori§¢ena u proceni verovatnoce
pronalazenja odredene vrste na konkretnom lokalitetu, definisanom njegovim

koordinatama.

Uporedivanje rezultata dobijenih kroz razli¢ito pripremljene podatke ukazalo je, kod
neuronskih mreza, na veéi procenat tacne determinacije u slucaju korisé¢enja surogatnih
podataka, odnosno, popunjavanja odustnih informacija predikcijom, u odnosu na modele
trenirane na osnovu skracene baze (formirane odstranjivanjem svih uzoraka za koje je neki
podatak nedostajao). Tako je, upotrebom surogatnih podataka, prediktivna sposobnost
neuronske mreZe u Modelu 1 (predikcija geografskom varijablom), porasla sa 64,5% (rad
sa skracenom bazom) na 75,5%. Ista pojava, u neznatnijoj meri, uocena je kod Modela 2
neuronske mreze (predikcija vremenskom varijablom) - porast predikcije sa 86,8% (rad sa
skratenom bazom) na 87,8% (rad sa surogatnim podacima). Ovakav rezultat ohrabruje
upotrebu surogatnih podataka, kreiranih od strane same neuronske mreze, u predikciji
determinacije neidentifikovanih uzoraka. Nasuprot tome, predikcija GBM tehnikom dala je
gotovo konstantan rezultat u sve tri varijante podataka (sirova baza, skracena baza 1 baza

popunjena surogatnim podacima), sa vrednostima koje su se kretale od 0,83 do 0,94
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(Model 1) i oko 0,69 (Model 2). Imajuci na umu da niza rezultujuéa vrednost GBM tehnike
ukazuje na veéi procenat pogodaka u determinaciji vrste, uporednim sagledavanjem
rezultata NN i GBM postaje izvesno da, u svim varijantama podataka, predikcija
vremenskom varijablom pokazuje vecu prediktivnu sposobnost pri determinaciji. Stoga se
moze zakljuciti da su informacije o vremenu uzorkovanja jedinke bile od ve¢eg znacaja za
uspostavljanje determinacijskog kljuca jedinki algoritmima vesStacke inteligencije, u
odnosu na podatke o geografskoj Sirini i duzini mesta njihovog uzorkovanja. Ovi rezultati
ukazuju na to da bi vreme aktivnosti adultnih jedinki moglo imati veéi znacaj u
diferencijaciji vrsta M. avidus i M. moenium, nego tacan lokalitet njihove adultne
aktivnosti. Odnosno, sezonski uslovljeni ekoloski faktori i selekcioni pritisci mogli bi imati
vecu ulogu u samoj specijaciji vrsta M. avidus i M. moenium, u odnosu na one ekoloSke
faktore i selekcione pritiske, koji su uslovljeni geografskim polozajem podruc¢ja. Ovo je u
skladu i sa rezultatima analize alozimske varijabilnosti ove disertacije, kojima je potvrdeno
prisustvo temporalne divergencije M. avidus i M. moeniuma na istom lokalitetu, te je ve¢
ukazano na moguc¢nost da su razlike u sezonskim afinitetima pojedinih populacija mogle

dovesti do postojecih genetickih razlika izmedu sestrinskih vrsta.
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8. ZAKLJUCAK

Integrativno-taksonomski pristup analize kompleksa vrsta Merodon avidus (Diptera:
Syrphidae), izvrsen na godinama sakupljanom materijalu sa Sirokog geografskog podrucja,
ispunio je sve predvidene ciljeve. U okviru geneticke karakterizacije kripticnih vrsta
navedenog kompleksa, bazirane na 3' i 5' fragmentima mitohondrijalnog COIl gena,
odredeni su parametri geneticke varijabilnosti i utvrdeni jedinstveni i deljeni haplotipovi u
okviru 1 izmedu pretpostavljenih vrsta. GenetiCcka polimorfnost kvantifikovana je 1
upotrebom alozimskih markera, koji su omogudili definitvno razgrani¢avanje dve
sestrinske vrste. U nastavku, oslanjaju¢i se na moderne tehnike veStacke inteligencije,
izvrSeno je modelovanje distribucije vrsta i poredenje slicnosti utvrdenih ekoloskih nisa. U
poslednjem segmentu istrazivanja, prednosti veStacke inteligencije iskoriS¢ene su u
modelovanju sistema za determinaciju jedinki sestrinskih vrsta u uzorku, na osnovu
adekvatne varijable. Istrazivanje obuhvac¢eno ovom doktorskom disertacijom, dovelo je do

slede¢ih zakljucaka:

- kompleks vrsta M. avidus se, prema trenutnim informacijama, sastoji od 5 vrsta: M.

avidus, M. moenium, M. megavidus, M. ibericus i M. aff. moenium;

- citohrom c-oksidaza | (COI) gen mtDNK predstavlja adekvatan barkod fragment za
razdvajanje vrsta M. megavidus, M. ibericus i M. aff. moenium filogenetickim metodama,
ali ne poseduje dovoljnu rezoluciju za razdvajanje vrsta M. moenium i M. avidus u

odvojene klastere;

- rezultati geneti¢ke varijabilnosti COI DNK sekvenci pokazali su da jedinke sa ostrva Krf
I Evia i poluostrva Peloponez, preliminarno identifikovane kao M. moenium, predstavljaju

novu, endemsku vrstu proucavanog kompleksa, oznac¢enu kao M. aff. moenium;

- geneticke analize su pokazale da jedinka 16536 sa ostrva Korzika pripada vrsti M.
moenium, ¢ime je dokazana moguénost sinhronog i simpatri¢nog pojavljivanja M. avidus i

M. moenium jedinki;

- isti geneticki marker ukazao je na to da takson dokumentovan kao M. hikmeti ne
predstavlja posebnu vrstu M. avidus kompleksa, te navedeni naziv, na osnovu zabelezenog

holotipa, treba smatrati sinonimom za naziv M. moenium;
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- enzimski lokusi AAT i1 IDH mogu se smatrati dijagnostickim u razdvajanju vrsta M.
avidus i M. moenium, koje, na osnovu vrednosti koeficijenta geneticke bliskosti,
predstavljaju sestrinske vrste, koje su se, u okviru kompleksa vrsta M. avidus, poslednje
razdvojile. Ovo objasnjava slabiju rezoluciju testiranog DNK markera u njihovoj

delineaciji;

- rezultati analize alozimske varijabilnosti potvrdili su postojanje fenomena simpatrije vrsta
M. avidus i M. moenium na jednom lokalitetu (Perdap), uz prisustvo jasne temporalne
divergencije navedenih populacija. Istim markerom potvrdena je pojava fenotipske
plasti¢nosti u okviru vrste M. avidus, gde su dve generacije populacija sa istog lokaliteta

(Umag), uprkos izvesnim morfoloSkim razlikama, geneticki okarakterisane kao ista vrsta;

- modelovanje distribucije vrsta M. avidus kompleksa i statisticko poredenje predvidenih
nisa, pokazalo je postojanje znacajnih razlika u ekoloskim profilima analiziranih vrsta.
Time je pruzena potpora morfoloSkim indicijama i genetiCkim dokazima o njihovoj
diferencijaciji i ukazano na to da su geoloska istorija, geografsko-klimatske odlike stanista,
kao 1 afiniteti jedinki prema odredenim sezonama, doveli do specijacije danas prisutnih

vrsta;

- ciljano kreiranje kompjuterskog modela sposobnog da ispravno identifikuje jedinku u
uzorku kao M. avidus ili M. moenium potvrdilo je moguénost upotrebe navedenih modela u
pomo¢i pri inicijalnoj taksonomskoj determinaciji, ali i ukazalo na to da je podatak o
vremenskom trenutku aktivnosti jedinki od veceg znacaja za njihovu ta¢nu identifikaciju,

od podatka o geografskim koordinatama njihovog lokaliteta.

Ovo istrazivanje doprinelo je karakterizaciji biodiverziteta osolikih muva i
rasvetljavanju taksonomskog statusa vrsta jedne od najzahtevnijih grupa familije
Syrphidae. Objedinjavanjem postoje¢ih informacija o kripticnim taksonima i rezultata
prezentovanih ovom disertacijom, omoguceno je ujednacavanje njihove nomenklature.
Sinhronizovana upotreba predlozenih naziva doprine¢e boljoj implementaciji ekoloskog
menadzmenta za svaki od imenovanih taksona. Podaci o geneti¢koj diferencijaciji
definisanih kriptiénih vrsta, kao i 0 njihovoj geografskoj distribuciji, predstavljaju
smernice za definisanje budu¢ih konzervacionih programa zastite biodiverziteta vrsta

Merodon avidus kompleksa.
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10. PRILOG

Slika 1. Abdomen zenke, dorzalna perspektiva: A-M. avidus, B-M. moenium

Slika 2. Abdomen muzjaka, lateralna strana: A-M. avidus, B-M. moenium.
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Slika 3. Noga Zenke, lateralna strana: A-M. avidus (jesenja generacija), B-M. avidus
(prolec¢na generacija), C-M. moenium

Tabela 1. Lista jedinki uklju¢enih u analizu 3'COI regiona mtDNK i odgovarajudi

haplotipovi

uzorak |vrsta drzava, lokalitet (mesec i godina Haplotip 3'COI | determinisao | br. u _Gen
uzorkovanja) Banci

A22a M. avidus Turska Hap 4 Vuyji¢, A. -

A25a M. avidus Turska Hap 5 Vuyjic, A. -

A27a M. avidus Turska Hap 5 Vuyji¢, A. -

A29 M. avidus Turska Hap 6 Vuyji¢, A. -

A32a M. avidus Turska Hap 5 Vuyjic, A. -

A4 M. avidus Hrvatska, Umag (X, 2010) Hap 7 Vuyjié, A. -

A6 M. avidus Hrvatska, Umag (X, 2010) Hap 7 Vujic, A. -

A8 M. avidus Hrvatska, Umag (X, 2010) Hap 7 Vuyjié, A. -
Francuska, Korzika, Tattone (VII,

AU1222 | M. avidus 2011) Hap 7 Vuyjié, A. -
Francuska, Korzika, Tattone (VII,

AU1224 | M. avidus 2011) Hap 7 Vuyjié, A. -

AV1 M. moenium | Francuska (VI, 2014) Hap 59 Vuji¢, A. -
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AV10 M. avidus Italija, Veneto, Livenza (VI, 2014) Hap 8 Vujic, A.
AV1l M. moenium | Crna Gora, Durmitor (VI, 2014) Hap 9 Vuyjié, A.
AV12 M. moenium | Srbija, Kopaonik (VI, 2014) Hap 9 Vuyjié, A.
AV13 M. moenium | Srbija, Suva Planina (VI, 2014) Hap 9 Vujié, A.
AV15 M. moenium | Srbija, Suva Planina (VI, 2014) Hap 60 Vuyjié, A.
AV17 M. avidus Italija, Perugia (V, 2014) Hap 9 Vujié, A.
AV18 M. avidus Italija, Perugia (V, 2014) Hap 7 Vuyjié, A.
AV19 M. moenium | Srbija, Dubasnica (V, 2014) Hap 9 Vujié, A.
AV?2 M. moenium | Francuska(VI, 2014) Hap 9 Vujié, A.
AV20 M. moenium | Srbija, Dubas$nica (VI, 2014) Hap 61 Vuyjié, A.
AV21 M. moenium | Srbija, Dubasnica (VI, 2014) Hap 62 Vujié, A.
AV22 M. moenium | Srbija, Dubasnica (VI, 2014) Hap 63 Vuyjic, A.
AV23 M. moenium | Srbija, Dubasnica (VI, 2014) Hap 64 Vujié, A.
AV24 | M.avidus | Srbija, P&inja (VI, 2014) Hap 10 Vujié, A.
AV26 M. avidus Srbija, Péinja (VI, 2014) Hap 11 Vuyjié, A.
AV27 M. avidus Srbija, Péinja (VI, 2014) Hap 12 Vujié, A.
AV28 M. avidus Srbija, Péinja (VI, 2014) Hap 7 Vuyjié, A.
Germany, Baden-Wurttenberg (VI,
AV3 M. moenium | 2014) Hap 27 Vujié, A.
AV5 M. avidus Italija, Veneto, Livenza (VI, 2014) Hap 9 Vuyji¢, A.
AV9 M. avidus Italija, Veneto, Livenza (VI, 2014) Hap 13 Vuyjié, A.
M.
C17 megavidus | Gr¢ka, Samos (VI, 2010) Hap 57 Vuyjic, A.
M.
C18 megavidus | Gr¢ka, Samos (VI, 2010) Hap 57 Vuyji¢, A.
c21 r':?égavidus Greka, Samos (VI, 2010) Hap 57 Vujié, A.
C98 M. avidus Grcka, ostrvo Ikaria (VI1, 2010) Hap 14 Vuyjié, A.
D10 M. moenium | Crna Gora, Komarnica (VII, 2010) Hap 9 Vuyjié, A.
D6 M. moenium | Crna Gora, Komarnica (VII, 2010) Hap 65 Vuyji¢, A.
D7 M. moenium | Crna Gora, Komarnica (VI1, 2010) Hap 66 Vujié, A.
D8 M. moenium | Crna Gora, Komarnica (VIl1, 2010) Hap 13 Vuyji¢, A.
D9 M. moenium | Crna Gora, Komarnica (VI1, 2010) Hap 9 Vuyjic, A.
Italija, Toscana, Parco Regionale
G1167 M. avidus (V,2012) Hap 7 Vuyjié, A.
G1557 M. moenium | Srbija, Suva planina (V1) Hap 9 Vuyji¢, A.
G1592 M. moenium | Srbija, Suva planina (VII) Hap 9 Vuyji¢, A.
G1794 | M. Moenium | Srbija, Suva planina (VII) Hap 9 Vuyjié, A.
G2348 M. avidus Crna Gora, Orjen (VIII, 2012) Hap 7 Vuyji¢, A.
G2349 | M. avidus Crna Gora, Orjen (VIII, 2012) Hap 7 Vuyjié, A.
G2350 M. avidus Grcka, Peloponez (IX, 2012) Hap 15 Vuyjié, A.
G2351 | M. avidus Grcka, Peloponez (IX, 2012) Hap 7 Vuyjié, A.
G2366 | M. avidus Greka, Peloponez (IX, 2012) Hap 9 Vuyjié, A.
G2368 M. avidus Grcka, Peloponez (IX, 2012) Hap 16 Vuyjié, A.
G2527 | M. avidus Grcka, Rodos (X, 2012) Hap 16 Vuyjié, A.
G2528 M. avidus Grcka, Rodos (X, 2012) Hap 5 Vuyjié, A.
G2529 | M. avidus Makedonija, Kozuf (IX, 2012) Hap 16 Vuyjié, A.
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G2620 M. avidus Bugarska, Pirin (IX, 2012) Hap 9 Vujic, A. -
G2621 M. avidus Bugarska, Pirin (IX, 2012) Hap 7 Vuyjié, A. -
G2622 M. avidus Bugarska, Pirin (X, 2012) Hap 17 Vuyjié, A. -
(G2626 M. avidus Bugarska , Pirin (X, 2012) Hap 7 Vujié, A. -
G2627 M. avidus Bugarska, Pirin (X, 2012) Hap 18 Vuyjié, A. -
K10 M. moenium | Srbija, Tara (VI, 2010) Hap 9 Vujié, A. -
K50 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 9 Vuyjié, A. -
K52 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 13 Vujié, A. -
K54 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 9 Vujié, A. -
K55 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 9 Vuyjié, A. -
K56 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 9 Vujié, A. -
K59 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 27 Vuyjié, A. -
K61 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 9 Vujié, A. -
K62 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 67 Vuyjié, A. -
K63 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 9 Vuyjié, A. -
K64 M. moenium | Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 27 Vuji¢, A. -
K7 M. moenium | Srbija, Tara (VI, 2010) Hap 59 Vuyjié, A. -
K8 M. moenium | Srbija, Tara (VI, 2010) Hap 64 Vuyji¢, A. -
K9 M. moenium | Srbija, Tara (VI, 2010) Hap 68 Vuyjic, A. -
M. aff.
KR1 moenium Krf (VI, 2017) Hap 1 Vuyjié, A. -
M. aff.
KR14 moenium Krf (VI, 2017) Hap 2 Vuyjié, A. -
M. aff.
KR15 moenium Krf (VI, 2017) Hap 2 Vuyjié, A. -
M. aff.
KR16 moenium Krf (VI, 2017) Hap 2 Vuyji¢, A. -
M. aff.
KR2 moenium Krf (VI, 2017) Hap 2 Vuyji¢, A. -
M. aff.
KR3 moenium Krf (VI, 2017) Hap 2 Vuyji¢, A. -
M. aff.
KR4 moenium Krf (VI, 2017) Hap 3 Vuyji¢, A. -
L23 M. moenium | Srbija, Stara Planina (VI1, 2011) Hap 27 Vujié, A. -
L24 M. moenium | Srbija, Stara Planina (VII1, 2011) Hap 69 Vuyji¢, A. -
L25 M. moenium | Srbija, Stara Planina (VI1, 2011) Hap 9 Vuyjié, A. -
L26 M. moenium | Srbija, Stara Planina (VI1, 2011) Hap 9 Vujié, A. -
L27 M. moenium | Srbija, Stara Planina (VII1, 2011) Hap 70 Vuyji¢, A. -
L63 M. moenium | Srbija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 9 Vuyjié, A. -
L64 M. moenium | Srbija,Vrsacke planine (VI1I, 2011) Hap 71 Vuyji¢, A. -
L65 M. moenium | Srbija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 72 Vuyjié, A. -
L74 M. moenium | Srbija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 9 Vuyjié, A. -
M17 M. moenium | Hrvatska Velebit, Ostarije (VIL, 2011) |Hap 9 Vuyjié, A. -
Hrvatska, Velebit, Stirovaca (VIII,
092 M. avidus 2011) Hap 7 Vujic, A. -
S409 M. avidus Greka, Lezbos (VII, 2001) Hap 7 Vuyjié, A. DQ845132
S524 M. moenium | Francuska (V, 2003) Hap 27 Vuyjié, A. DQ845133
S578 M. moenium | Turska, Erzurum (VII1, 2014) Hap 27 Vuji¢, A. -
S76 M. avidus Srbija, Perdap (IX, 2011) Hap 9 Vuyjié, A. -
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S77 M. avidus Srbija, Perdap (IX, 2011) Hap 7 Vujié, A.
S79 M. avidus Srbija, Perdap (IX, 2011) Hap 19 Vuyji¢, A.
S90 M. avidus Srbija, Perdap (IX, 2011) Hap 20 Vuyji¢, A.
T86 M. avidus Italija, Piza mountains (VII1, 2013) Hap 7 Vujié, A.
T87 M. avidus Italija, Piza mountains (VII1, 2013) Hap 21 Vuyjié, A.
T88 M. avidus Italija, Piza mountains (VII1, 2013) Hap 22 Vujié, A.
T89 M. avidus Italija, Piza mountains (VI11, 2013) Hap 9 Vuyjic, A.
T90 M. avidus Italija, Piza mountains (VIII, 2013) Hap 23 Vyjié, A.
TS163 M. ibericus | Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 56 Vujié, A.
TS164 M. ibericus | Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 45
TS165 M. ibericus | Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 45 Vujié, A.
TS166 M. ibericus | Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 45 Vuyjic, A.
TS167 M. ibericus | Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 46 Vujié, A.
TS168 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 47 Vuyjic, A.
TS170 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 48 Vuyji¢, A.
TS171 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 49 Vuyjié, A.
TS172 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 50 Vuyjié, A.
TS173 M. ibericus | Spanija, Cadiz (VI, 2014) Hap 51 Vujié, A.
TS174 M. ibericus | Spanija, Cadiz (VI, 2014) Hap 52 Vuyjié, A.
TS175 M. ibericus | Spanija, Cadiz (VI, 2014) Hap 52 Vujié, A.
TS176 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 53 Vuyjié, A.
TS178 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 54 Vuyji¢, A.
TS179 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 48 Vuyji¢, A.
TS 186 | M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 45 Vuyjic, A.
TS187 M. ibericus | Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap 45 Vuyji¢, A.
TS188 M. ibericus | Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap 54 Vuyjié, A.
TS190 M. ibericus | Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap 55 Vuyji¢, A.
TS193 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2013) Hap 9 Vuji¢, A.
TS194 M. moenium | Srbija, Stara Planina (VI, 2013) Hap 73 Vuyjié, A.
TS195 M. moenium | Srbija, Fr.Gora (VII, 2013) Hap 9 Vuyji¢, A.
TS198 M. moenium | Srbija, Kopaonik (VI1I1, 2013) Hap 74 Vujié, A.
TS200 M. avidus Italija, Piemonte Cuneo (VII, 2013) Hap 7 Vuyji¢, A.
TS201 M. avidus Italija Brescia lake Garda (VII,2013) |Hap 7 Vuyji¢, A.
Italija, Trento Bleggio Superiore (VI,
TS202 M. moenium | 2013) Hap 9 Vuyjié, A.
Italija, Bologna, Castiglione die Pepoli
TS203 M. avidus (VI11, 2013) Hap 9 Vuyjié, A.
TS204 M. avidus Italija, Trento Sarche (VI, 2013) Hap 9 Vuyji¢, A.
TS205 M. avidus Hrvatska, Umag (VII, 2013) Hap 7 Vuyjic, A.
Italija, Bologna, Castiglione die Pepoli
TS206 M. moenium | (VII, 2013) Hap 19 Vuyji¢, A.
TS207 M. avidus Grckaece, Evros Dadia (IX, 2013) Hap 7 Vuyjié, A.
T5209 M. avidus Turska, Bozdag Mountains (VII, 2014) | Hap 24 Vuyjié, A.
u28 M. avidus Italija, Apeninske planine (V, 2012) Hap 25 Vuyji¢, A.
U4 M. avidus Italija, Piza rezervat (V1I1, 2013) Hap 26 Vuyji¢, A.
U6 M. avidus Italija, Piza rezervat (VI11, 2013) Hap 5 Vuyjié, A.
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U7 M. avidus Italija, Piza rezervat (VII1, 2013) Hap 9 Vujic, A. -
us M. avidus Italija, Piza rezervat (VI11, 2013) Hap 9 Vuyji¢, A. -
U9 M. avidus Italija, Piza rezervat (VI11, 2013) Hap 27 Vuyjié, A. -
V52 M. avidus Grcka, Samos (VI, 2012) Hap 7 Vujié, A. -
V53 M. avidus Gr¢ka, Samos (VI, 2012) Hap 28 Vuyjié, A. -
V54 M. avidus Grcka, Samos (VI, 2012) Hap 7 Vujié, A. -
V57 M. avidus Gréka, Samos (VI, 2012) Hap 4 Vuyjié, A. -
V58 M. avidus Grcka, Samos (VI, 2012) Hap 7 Vujié, A. -
V59 M. avidus Grcka, Samos (VI, 2012) Hap 5 Vujié, A. -
V73 M. avidus Gréka, Samos (VI, 2012) Hap 5 Vuyjié, A. -
VM557 | M. moenium | Srbija, Dubasnica (VI, 1996) Hap 7 Vujié, A. DQ845127
VM558 | M. moenium | Srbija, Dubasnica (VI, 1997) Hap 49 Vuyjié, A. DQ845128
VM560 | M. moenium | Makedonija, Mavrovo (VII, 1998) Hap 75 Vujié, A. DQ845122
VM561 | M. avidus Gre¢ka, Pindos (V, 1997) Hap 7 Vuyjié, A. DQ845118
VM563 | M. moenium | Grcka, Pindos (VII, 1998) Hap 58 Vuyjié, A. DQ845125
VM567 | M. avidus Crna Gora, Morinj (VI, 1998) Hap 19 Vuyjié, A. DQ845110
VM571 | M. moenium | Srbija, Dubasnica (VI, 1997) Hap 7 Vuyjié, A. DQ845126
VM579 | M. avidus Crna Gora, Morinj (1V, 1997) Hap 9 Vuyji¢, A. DQ845113
VM580 | M. avidus Crna Gora, Morinj (1V, 1997) Hap 29 Vuyjic, A. DQ845114
VM581 | M. avidus Crna Gora, Morinj (VI, 1998) Hap 30 Vuyji¢, A. DQ845111
VM583 | M. moenium | Srbija, Dubasnica (VI, 1998) Hap 9 Vujié, A. DQ845129
VM589 | M. moenium | Crna Gora, Durmitor (VI, 1998) Hap 9 Vuyji¢, A. DQ845120
VM590 | M. moenium | Crna Gora, Durmitor (VI, 1997) Hap 9 Vuyji¢, A. DQ845119
VM605 | M. moenium | Crna Gora, Durmitor (VI, 1998) Hap 76 Vuyjié, A. DQ845121
VM615 | M. avidus Srbija, Dubasnica (X, 1997) Hap 9 Vujié, A. DQ845115
VM616 | M. avidus Srbija, Dubasnica (IX, 1997) Hap 7 Vuyjié, A. DQ845116
VM823 | M. avidus Greka, Lezbos (IV, 2001) Hap 9 Vuyjié, A. DQ845130
VMB824 | M. avidus Grcka, Lezbos (IV, 2001) Hap 19 Vuyjié, A. DQ845131
W18 M. avidus Srbija, P¢inja (VI, 2012) Hap 9 Vuyjié, A. -
W19 M. avidus Srbija, P¢inja (VI, 2012) Hap 7 Vuyjié, A. -
W20 M. avidus Srbija, Péinja (VI, 2012) Hap 7 Vuyjié, A. -
W21 M. avidus Srbija, P¢inja (VI, 2012) Hap 31 Vuyjié, A. -
W22 M. avidus Srbija, P¢inja (VI, 2012) Hap 9 Vujié, A. -
W88 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 77 Vuyjié, A. -
W89 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 78 Vuji¢, A. -
W90 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 13 Vuyjié, A. -
W91 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 27 Vuji¢, A. -
W92 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 79 Vuyjié, A. -
X2 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 9 Vuyjié, A. -
X26 M. moenium | Montenegro, Durmior (VI, 2012) Hap 9 Vuyjié, A. -
X27 M. moenium | Montenegro, Durmior (VI, 2012) Hap 9 Vujié, A. -
X28 M. moenium | Montenegro, Durmior (VI, 2012) Hap 17 Vuyjié, A. -
X3 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 9 Vuyji¢, A. -
X4 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 27 Vuyjié, A. -
X5 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 9 Vuyji¢, A. -
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X82 M. moenium | Srbija, Kopaonik (VI, 2012) Hap 80 Vujic, A.
X84 M. moenium | Srbija, Kopaonik (VI, 2012) Hap 58 Vuyji¢, A.
X85 M. moenium | Srbija, Kopaonik (VI, 2012) Hap 65 Vuyjié, A.
X86 M. moenium | Srbija, Kopaonik (VI, 2012) Hap 64 Vujié, A.
X98 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 9 Vuyji¢, A.
X99 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 9 Vuyji¢, A.
Y1 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 9 Vuyjic, A.
Gréka, Tesalija, Magnisias, Platania,
Y1158 M. avidus Volos (V, 2009) Hap 7 Vuyjic, A.
Gréka, Tesalija, Magnisias, Platania,
Y1159 M. avidus Volos (V, 2009) Hap 9 Vuyji¢, A.
Gréka, Tesalija, Magnisias, Platania,
Y1160 M. avidus Volos (V, 2009) Hap 32 Vuyji¢, A.
Gréka, Tesalija, Magnisias, Platania,
Y1161 M. avidus Volos (V, 2009) Hap 7 Vuyji¢, A.
Grcka, Tesalija, Magnisias, Platania,
Y1162 M. avidus Volos (V, 2009) Hap 33 Vuyji¢, A.
Grcka, Tesalija, Magnisias, Platania,
Y1163 M. avidus Volos (V, 2009) Hap 9 Vuji¢, A.
Grcka, Tesalija, Magnisias, Platania,
Y1164 M. avidus Volos (V, 2009) Hap 34 Vuyji¢, A.
Y1206 | M. avidus Greka (V) Hap 35 Vuyjié, A.
Y1208 M. avidus Grcka (V) Hap 19 Vuyji¢, A.
Y1213 M. avidus Grcka (V) Hap 7 Vuyjié, A.
Y1637 | M. avidus Greka (V) Hap 36 Vuyjié, A.
Y1638 M. avidus Grcka (V) Hap 31 Vuyji¢, A.
Y1639 | M. avidus Greka (V) Hap 37 Vuyjié, A.
Y2 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 27 Vuji¢, A.
Y3 M. moenium | Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 81 Vuyjié, A.
Y394 M. moenium | Italija (VII) Hap 9 Vuyji¢, A.
Y552 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 38 Vuyji¢, A.
Y553 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 17 Vuyjié, A.
Y554 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 17 Vuyji¢, A.
Y555 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 9 Vuyjié, A.
Y556 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 31 Vuyji¢, A.
Y557 M. avidus Gréka, Lezbos (V, 2001) Hap 7 Vuyjié, A.
Y558 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 7 Vujié, A.
Y559 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 31 Vuyji¢, A.
Y560 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 9 Vuyjic, A.
Y561 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 39 Vuyji¢, A.
Y562 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 7 Vuyjic, A.
Y565 M. avidus Grcka, Lezbos (V, 2001) Hap 40 Vuji¢, A.
Y592 M. avidus ITS (VI) Hap 41 Vuyjié, A.
Y940 M. avidus Gréka (V) Hap 7 Vuyji¢, A.
Y941 M. avidus Grcka (V) Hap 7 Vuyjié, A.
Y942 M. avidus Gréka (V) Hap 42 Vujié, A.
Y943 M. avidus Greka (V) Hap 43 Vuyjié, A.
Y944 M. avidus Gréka (V) Hap 7 Vuyji¢, A.
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Z60 M. avidus Grcka,Lezbos (VII, 2014) Hap 7 Vujié, A. -
764 M. avidus Gréka, Lezbos (VII, 2014) Hap 7 Vuyjié, A. -
765 M. avidus Grcka, Lezbos (VII, 2014) Hap 44 Vuyji¢, A. -
266 M. avidus Grcka, Lezbos (VII, 2014) Hap 30 Vujié, A. -
20140 M. moenium | Poljska (VII, 2018) Hap 82 Vuyji¢, A. -
20159 M. moenium | Poljska (VII, 2018) Hap 9 Vujié, A. -
20160 M. moenium | Poljska (V1I, 2018) Hap 83 Vuyjié, A. -
20165 M. moenium | Poljska (VII, 2018) Hap 9 Vujié, A. -
20175 M. moenium | Poljska (VII, 2018) Hap 9 Vujié, A. -
20187 M. moenium | Poljska (VII, 2018) Hap 9 Vuyjié, A. -
Maroko, Middle Atlas, Azrou, Cedar
07069 M.ibericus | Forest (V1. 2014) Hap 84 Vujié, A. -
Grcka, Peloponez, blizu Mainalon ski
15704 M. avidus center (VI, 2017) Hap 85 Vujié, A. -
M. aff. Grcka, Peloponez, blizu Falanthos (VI,
15715 moenium 2017) Hap 2 Vuyji¢, A. -
M. aff. Grcka, Peloponez, blizu Falanthos (VI,
15716 moenium 2017) Hap 2 Vuyji¢, A. -
M. aff.
15745 moenium Grcka, Evia, Ano Davia (VI, 2017) Hap 3 Vuji¢, A. -
Grcka, Evia, blizu Dasos Stenis 2 (VI,
15892 M. avidus 2017) Hap 7 Vujié, A. -
Francuska, Korzika, blizu U Pirellu (V,
16536 M. moenium | 2017) Hap 86 Vuyjic, A. -
17754 M. avidus Francuska, Korzika, Asco 1(V, 2017) | Hap 87 Vujié, A. -
17755 M. avidus Francuska, Korzika, Asco 1(V, 2017) |Hap 19 Vuyji¢, A. -

Tabela 2. Lista jedinki ukljuc¢enih u analizu 5'COI regiona mtDNK i odgovaraju¢i

haplotipovi
drZava, lokalitet (mesec i godina Haplotip br. u Gen

uzorak vrsta uzorkovanja) 5'COIl determinisao Banci
A4 M. avidus | Hrvatska, Umag (X, 2010) Hap 10 | Vuji¢, A. -
Ab M. avidus | Hrvatska, Umag (X, 2010) Hap 11 | Vuyji¢, A. -
A8 M. avidus | Hrvatska, Umag (X, 2010) Hap 5 Vuyjic, A. -
AU1222 M. avidus | Francuska, Korzika, Tattone (V11.2011) Hap 36 | Vuji¢, A. -
AU1224 M. avidus | Francuska, Korzika, Tattone (\V11.2011) Hap 37 | Vuji¢, A. -
AU1225 M. avidus | Francuska, Korzika, Tattone (\V11.2011) Hap 12 | Vuji¢, A. -
AV1 rl\r/\léenium Francuska (VI, 2014) Hap 57 | Vuji¢, A. -
AV10 M. avidus | Italija, Veneto, Livenza (VI, 2014) Hap 13 | Vuji¢, A. -
AV17 M. avidus | Italija, Perugia (V, 2014) Hap 14 | Vuji¢, A. -
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AV18 M. avidus | Italija, Perugia (V, 2014) Hap 15 | Vuji¢, A. -
M.

AV19 moenium Srbija, Dubasnica (V, 2014) Hap 20 | Vujié, A. -
M.

AV?2 moenium Francuska(V1, 2014) Hap 58 | Vuji¢é, A. -
M.

AV21 moenium Srbija, Dubasgnica (VI, 2014) Hap 59 | Vuji¢é, A. -
M.

AV22 moenium Srbija, Dubasnica (VI, 2014) Hap 14 | Vuji¢, A. -
M.

AV23 moenium Srbija, Dubasnica (VI, 2014) Hap 60 | Vuyji¢, A. -

AV24 M. avidus | Srbija, P&inja (VI, 2014) Hap 16 | Vujié, A. -

AV26 M. avidus | Srbija, P¢inja (VI, 2014) Hap 17 | Vujié, A. -

AV27 M. avidus | Srbija, P¢inja (VI, 2014) Hap 18 | Vuji¢, A. -

AV28 M. avidus | Srbija, P¢inja (VI, 2014) Hap 13 | Vuyjié, A. -
M.

AV3 moenium Germany, Baden-Wurttenberg (VI, 2014) Hap 61 | Vuji¢, A. -

AV5 M. avidus | Italija, Veneto, Livenza (VI, 2014) Hap 19 | Vuji¢, A. -

AV9 M. avidus | Italija, Veneto, Livenza (VI, 2014) Hap 9 Vuji¢, A. -
M.

B14 moenium Crna Gora, Durmitor (VI1I, 2014) Hap 62 | Vuji¢, A. KT731129
M.

K52 moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 63 | Vuji¢, A. -
M.

K54 moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 64 | Vuji¢, A. -
M.

K55 moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 25 | Vuji¢, A. -
M.

K56 moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 65 | Vuji¢, A. -
M.

K59 moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 14 | Vuji¢, A. -
M.

K61 moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 31 | Vuji¢, A. -
M.

K62 moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 66 | Vuji¢, A. -
M.

K63 moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 67 | Vuji¢, A. -
M.

K64 moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 31 | Vuji¢, A. -
M. aff.

KR1 moenium Krf (VI, 2017) Hap 1 Vuyji¢, A. -
M. aff.

KR14 moenium Krf (VI, 2017) Hap 2 Vuyji¢, A. -
M. aff.

KR15 moenium Krf (VI, 2017) Hap 1 Vuyji¢, A. -
M. aff.

KR16 moenium Krf (VI, 2017) Hap 3 Vuyji¢, A. -
M. aff.

KR2 moenium Krf (VI, 2017) Hap 1 Vuyji¢, A. -
M. aff.

KR3 moenium Krf (VI, 2017) Hap 1 Vuyji¢, A. -
M. aff.

KR4 moenium Krf (VI, 2017) Hap 4 Vuyji¢, A. -
M.

L63 moenium Srbija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 68 | Vuji¢, A. -
M.

L64 moenium Srbija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 13 | Vuji¢, A. -
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M.

L65 moenium Srbija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 69 | Vuji¢, A.
M.

L74 moenium Srbija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 9 Vujié, A. -

S75 M. avidus | Srbija, Perdap (IX, 2011) Hap5 | Vujic, A. -

S76 M. avidus | Srbija, Perdap (IX, 2011) Hap 20 | Vuji¢, A. -

579 M. avidus | Srbija, Perdap (IX, 2011) Hap9 | Vujic, A. -

T86 M. avidus | Italija, Piza mountains (V1I1, 2013) Hap 21 | Vuji¢, A. -

T87 M. avidus | Iltalija, Piza mountains (VII1, 2013) Hap 9 Vujié, A. -

T88 M. avidus | Italija, Piza mountains (V1I1, 2013) Hap 22 | Vuji¢, A. -

T89 M. avidus | Italija, Piza mountains (V1I1, 2013) Hap 23 | Vuji¢, A. -

T90 M. avidus | ltalija, Piza mountains (VII1, 2013) Hap 24 | Vujié, A. -
7083/T5163 M. ibericus | Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 38 | Vuji¢, A. KT731111
7092/TS164 M. ibericus | Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 39 | Vuji¢, A. KT731112
7103/TS165 M. ibericus | Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 40 | Vuji¢, A. KT731115
7098/TS166 M. ibericus | Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 41 | Vuji¢, A. KT731114
7096/TS167 M. ibericus gpanija, Maroko (VI, 2014) Hap 42 Vuji¢, A, KT731113
7319/TS168 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 43 | Vuji¢, A. KT731119
7413/TS169 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 44 | Vuji¢, A. KT731117
7380/TS170 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 45 | Vuji¢, A. KT731117
7320/TS171 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 46 | Vuji¢, A. KT731116
7376/TS172 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 47 | Vuji¢, A. KT731121
7115/TS173 | M. ibericus | Spanija, Cadiz (VI, 2014) Hap 48 | Vuji¢, A. KT731116
7212/TS1T4 | \1 ibericus | $panija, Cadiz (VI, 2014) Hap49 | Vujie, A. | KT731117
7AS8TSITS |\t ibericus | $panija, Cadiz (VI, 2014) Hap49 | Vujie, A. | KT731117
7254/TS176 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 50 | Vuji¢, A. KT731118
7352/TS177 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (V1, 2014) Hap 51 | Vuji¢, A. KT731120
7286/TS178 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 52 | Vuji¢, A. KT731118
7264/TS179 M. ibericus | Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 45 | Vuji¢, A. KT731110
7049/TS186 |1 ipericus Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 53 | Vuji¢, A. KT731107
7058/TS187 M. ibericus | Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap 54 | Vuji¢, A. KT731108
7077/T5188 M. ibericus | Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap 55 | Vuji¢, A. KT731109
7078/TS189 | M. ibericus | Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap56 | Vuji¢, A. KT731110
7076/T5190 M. ibericus | Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap 55 | Vuji¢, A. KT731109
CUTSI9 | M. avidus | Srbija, Malinik (V, 2013) Hap 25 | Vuji¢, A. | KT731130
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C12/TS193 | M.moenium | Srbija, Perdap (VI, 2013) Hap9 | Vuji¢, A. KT731124
. M.
CIOTSIO | oenium | Stbija, Stara Planina (VI, 2013) Hap 25 | Vujié, A. KT731129
. M.
CBO/TSIOS | oenium | Srbija, Fr.Gora (VII, 2013) Hap 70 | Vujié, A. KT731132
S82/TS197 M. avidus | Italija Brescia lake Garda (VII, 2013) Hap 21 | Vujié, A. KT731126
M.
AE12/TS198 | moenium Srbija, Kopaonik (V1I1, 2013) Hap 9 Vuyji¢, A. KT731124
M.
ADBOITSIO | \oenium | Srbija, Kopaonik (VIII, 2013) Hap71 |Vvujic, A. | KT731124
CSVTS200 |\ avidus | Italija, Piemonte Cuneo (VII, 2013) Hap 26 | Vujié, A. KT731125
CA9ITS20L 1\t avidus | Italija Brescia lake Garda (VI1, 2013) Hap 13 |Vujic, A. | KT731126
M.
ABL4/TS202 moenium Italija, Trento Bleggio Superiore (VI, 2013) Hap 9 Vuyjic, A. KT731122
C43/TS204 | \1 avidus | Italija, Trento Sarche (VI, 2013) Hap 27 | Vujié, A. KT731131
(C34/TS205 M. avidus | Hrvatska, Umag (VII, 2013) Hap 21 | Vuji¢, A. KT731126
M. Italija, Bologna Castiglione die Pepoli (VII,
AB26/TS5206 moenium 2013) Hap 72 | Vuji¢, A. KT731123
AlBITS207 M. avidus | Gr¢ka, Evros Dadia (IX, 2013) Hap 5 Vuyji¢, A. KT731127
AH99/TS208 | M. avidus | Turska, Baffa (1X, 2013) Hap 28 | Vuji¢, A. KT731126
6942/T5209 M. avidus | Turska, Bozdag Mountains (IX, 2013) Hap 29 | Vuji¢, A. KT731106
U4 M. avidus | Iltalija, Piza rezervat (VIII, 2013) Hap 30 | Vuji¢, A. -
U7 M. avidus | Italija, Piza rezervat (VIII, 2013) Hap 23 | Vuji¢, A. -
us M. avidus | Italija, Piza rezervat (VIII, 2013) Hap 14 | Vuji¢, A. -
U9 M. avidus | Italija, Piza rezervat (VI1Il, 2013) Hap 31 | Vuyji¢, A. -
V53 M. avidus | Gréka, Samos (VI, 2012) Hap 32 | Vuji¢, A. -
V54 M. avidus | Gréka, Samos (VI, 2012) Hap 5 Vujié, A. -
V58 M. avidus | Grcka, Samos (VI, 2012) Hap 6 Vuyji¢, A. -
V59 M. avidus | Gréka, Samos (VI, 2012) Hap 7 Vuyjic, A. -
V60 M. avidus | Grcka, Samos (VI, 2012) Hap 8 Vuyji¢, A. -
V73 M. avidus | Gréka, Samos (VI, 2012) Hap 9 Vuyjié, A. -
w18 M. avidus | Srbija, P&inja (VI, 2012) Hap 21 | Vujié, A. -
w19 M. avidus | Srbija, P&inja (VI, 2012) Hap 21 | Vujié, A. -
W20 M. avidus | Srbija, P&inja (VI, 2012) Hap 21 | Vuji¢, A. -
w21 M. avidus | Srbija, P&inja (VI, 2012) Hap 33 | Vuji¢, A. -
W22 M. avidus | Srbija, P&inja (VI, 2012) Hap 34 | Vuji¢, A. -
M.
W88 moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 9 Vujic, A. -
M.
W89 moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 31 | Vuji¢, A. -
M.
W90 moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 73 | Vuji¢, A. -
M.
W9l moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 31 | Vuji¢, A. -
M.
X2 moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 74 | Vuji¢, A. -
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M.

X28 moenium Montenegro, Durmitor (VI, 2012) Hap 70 | Vuji¢, A.
M.

X3 moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 9 Vuyjié, A.
M.

X4 moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 75 Vuji¢, A.
M.

X5 moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 25 Vuji¢, A.
M.

X82 moenium Srbija, Kopaonik (VI, 2012) Hap 25 | Vujié, A.
M.

X83 moenium Srbija, Kopaonik (VI, 2012) Hap 9 Vujié, A.
M.

X84 moenium Srbija, Kopaonik (VI, 2012) Hap 76 | Vuji¢é, A.
M.

X85 moenium Srbija, Kopaonik (VI, 2012) Hap 31 | Vuji¢é, A.
M.

X86 moenium Srbija, Kopaonik (VI, 2012) Hap 31 | Vuji¢, A.
M.

Y1 moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 9 Vuyji¢, A.
M.

Y2 moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 31 | Vuji¢, A.

Z59 M. avidus | Grcka, Lezbos(VII, 2014) Hap 35 | Vuji¢, A.
M.

20140 moenium Poljska (VI11, 2018) Hap 31 | Vuji¢, A.
M.

20159 moenium Poljska (VI11, 2018) Hap 77 | Vuji¢, A.
M.

20160 moenium Poljska (VI11, 2018) Hap 78 | Vuji¢, A.
M.

20165 moenium Poljska (11, 2018) Hap 79 | Vuji¢, A.
M.

20175 moenium Poljska (VI1, 2018) Hap 77 | Vuji¢, A.
M.

20187 moenium Poljska (11, 2018) Hap 80 | Vujic, A.

Maroko , Middle Atlas, Azrou, Cedar Forest
07069 M.ibericus | (VI, 2014) Hap 81 | Vujic, A.
Grcka, Peloponez, blizu Mainalon ski center

15704 M. avidus | (VI, 2017) Hap 21 | Vuji¢, A.
M. aff.

15715 moenium Gréka, Peloponez, blizu Falanthos (VI, 2017) |Hap 82 | Vujié, A.
M. aff.

15716 moenium Grcka, Peloponez, blizu Falanthos (VI, 2017) |Hap 82 | Vuji¢, A.
M. aff.

15745 moenium Grcka, Evia, Ano Davia (VI, 2017) Hap 82 | Vuji¢, A.
M.

16536 moenium Francuska, Korzika, blizu U Pirellu (V, 2017) |Hap 70 | Vuji¢, A.

17754 M. avidus | Francuska, Korzika, Asco 1(V, 2017) Hap 83 | Vuji¢, A.

17755 M. avidus | Francuska, Korzika, Asco 1(V, 2017) Hap 70 | Vuji¢, A.
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Tabela 3. Lista jedinki ukljucenih u analizu ukupnog COI gena mtDNK i

odgovarajucdi haplotipovi

drzava, lokalitet (mesec i godina

uzorak |vrsta uzorkovanja) Haplotip determinisao
A4 M. avidus Hrvatska, Umag (X, 2010) Hap 10 Vuyji¢, A.
Ab M. avidus Hrvatska, Umag (X, 2010) Hap 11 Vuyjic, A.
A8 M. avidus Hrvatska, Umag (X, 2010) Hap 6 Vujié, A.
AU1222 | M. avidus Francuska, Korzika, Tattone (VII, 2011) Hap 33 Vuyjié, A.
AU1224 | M. avidus Francuska, Korzika, Tattone (VII, 2011) Hap 34 Vuyjié, A.
AV1 M. moenium Francuska(VI, 2014) Hap 49 Vujié, A.
AV10 M. avidus Italija, Veneto, Livenza (VI, 2014) Hap 12 Vuyjic, A.
AV17 M. avidus Italija, Perugia (V, 2014) Hap 13 Vujié, A.
AV18 M. avidus Italija, Perugia (V, 2014) Hap 10 Vujié, A.
AV19 M. moenium Srbija, Dubasnica (V, 2014) Hap 17 Vuyjic, A.
AV?2 M. moenium Francuska(VI, 2014) Hap 50 Vujié, A.
AV21 M. moenium Srbija, Dubasnica (VI, 2014) Hap 51 Vuyji¢, A.
AV22 M. moenium Srbija, Dubasnica (VI, 2014) Hap 52 Vuji¢, A.
AV?23 M. moenium Srbija, Dubasnica (VI, 2014) Hap 53 Vuji¢, A.
AV24 M. avidus Srbija, P&inja (VI, 2014) Hap 14 Vujié, A.
AV26 M. avidus Srbija, P¢inja (VI, 2014) Hap 15 Vujié, A.
AV27 M. avidus Srbija, P&inja (VI, 2014) Hap 16 Vujié, A.
AV28 M. avidus Srbija, P&inja (VI, 2014) Hap 17 Vujié, A.
AV3 M. moenium Nemacka, Baden-Wurttenberg (VI1, 2014) Hap 54 Vuyji¢, A.
AV5 M. avidus Italija, Veneto, Livenza (VI, 2014) Hap 18 Vujic, A.
AV9 M. avidus Italija, Veneto, Livenza (VI, 2014) Hap 20 Vuyjié, A.
K52 M. moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 55 Vuyji¢, A.
K54 M. moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 56 Vujic, A.
K55 M. moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 57 Vuji¢, A.
K56 M. moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 58 Vuji¢, A.
K59 M. moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 13 Vuyjié, A.
K61 M. moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 13 Vuyji¢, A.
K62 M. moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 59 VUjic, A.
K63 M. moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 60 Vuyji¢, A.
K64 M. moenium Srbija, Fruska Gora (VI, 2011) Hap 13 Vuyji¢, A.
KR1 M. aff. moenium Krf (VI, 2017) Hap 1 Vuyjié, A.
KR14 M. aff. moenium Krf (VI, 2017) Hap 2 Vuyji¢, A.
KR15 M. aff. moenium Krf (VI, 2017) Hap 1 Vuyjié, A.
KR16 M. aff. moenium Krf (VI, 2017) Hap 3 Vuyjié, A.
KR2 M. aff. moenium Krf (VI, 2017) Hap 1 Vuyji¢, A.
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KR3 M. aff. moenium Krf (VI, 2017) Hap 1 Vujié, A.
KR4 M. aff. moenium Krf (VI, 2017) Hap 4 Vuyjié, A.
L63 M. moenium Srbija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 61 Vuyji¢, A.
L64 M. moenium Srbija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 62 Vujié, A.
L65 M. moenium Srhija,Vrsacke planine (VII, 2011) Hap 63 Vuyjié, A.
L74 M. moenium Srbija,Vrsacke planine (VI1I, 2011) Hap 58 Vuji¢, A.
S76 M. avidus Srbija, Perdap (IX, 2011) Hap 20 Vujié, A.
S79 M. avidus Srbija, Perdap (IX, 2011) Hap 21 Vuyji¢, A.
T86 M. avidus Italija, Piza mountains (V1I1, 2013) Hap 17 Vujié, A.
T87 M. avidus Italija, Piza mountains (VI11, 2013) Hap 22 Vuyji¢, A.
T88 M. avidus Italija, Piza mountains (VI11, 2013) Hap 23 Vuyji¢, A.
T89 M. avidus Italija, Piza mountains (V1I1, 2013) Hap 24 Vujié, A.
T90 M. avidus Italija, Piza mountains (VI11, 2013) Hap 25 Vuyji¢, A.
TS163 M. ibericus Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 35 Vuyjié, A.
TS165 M. ibericus Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 36 Vuyjié, A.
TS166 M. ibericus Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 37 Vujic, A.
TS167 M. ibericus Spanija, Maroko (VI, 2014) Hap 38 Vujié, A.
TS168 | M. ibericus Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 39 Vujié, A.
TS170 M. ibericus Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 40 Vujic, A.
TS171 M. ibericus Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 41 Vujié, A.
TS172 M. ibericus Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 42 Vujic, A.
TS173 M. ibericus Spanija, Cadiz (VI, 2014) Hap 43 Vujic, A.
TS174 M. ibericus Spanija, Cadiz (VI, 2014) Hap 44 Vujié, A.
TS175 M. ibericus Spanija, Cadiz (VI, 2014) Hap 44 Vuyjic, A.
TS176 M. ibericus Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 45 Vujié, A.
TS178 M. ibericus Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 45 Vuyji¢, A.
TS179 M. ibericus Spanija, Sierra Nevada (VI, 2014) Hap 40 Vujic, A.
TS187 M. ibericus Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap 46 Vuyji¢, A.
TS188 | M. ibericus Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap 47 Vujié, A.
TS190 M. ibericus Spanija,Maroko (VI, 2014) Hap 48 Vujic, A.
TS193 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2013) Hap 64 Vuji¢, A.
TS194 M. moenium Srbija, Stara Planina (VI, 2013) Hap 65 Vujic, A.
TS195 M. moenium Srbija, Fr.Gora (VII, 2013) Hap 66 Vuyji¢, A.
TS198 M. moenium Srbija, Kopaonik (VI1I1, 2013) Hap 67 Vuyji¢, A.
TS200 M. avidus Italija, Piemonte Cuneo (VII, 2013) Hap 10 Vuyjié, A.
TS201 M. avidus Italija Brescia lake Garda (VII, 2013) Hap 17 Vuyji¢, A.
TS202 M. moenium Italija, Trento Bleggio Superiore (V1, 2013) Hap 58 Vuyjié, A.
TS204 M. avidus Italija, Trento Sarche (VI, 2013) Hap 26 Vujic, A.
TS205 M. avidus Hrvatska, Umag (VII, 2013) Hap 17 Vuyji¢, A.
Italija, Bologna Castiglione dei Pepoli (VII,
TS206 M. moenium 2013) Hap 68 Vuyji¢, A.
TS207 M. avidus Grcka, Evros Dadia (1X, 2013) Hap 6 Vujic, A.
T5209 M. avidus Turska, Bozdag Mountains (VII, 2014) Hap 27 Vuyji¢, A.
U4 M. avidus Italija, Piza rezervat (VI1I1, 2013) Hap 28 Vuyji¢, A.
u7 M. avidus Italija, Piza rezervat (VI1I1, 2013) Hap 24 Vuyjié, A.
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uUs M. avidus Italija, Piza rezervat (VI1II, 2013) Hap 29 Vujié, A.
U9 M. avidus Italija, Piza rezervat (VI1I1, 2013) Hap 13 Vuyjié, A.
V53 M. avidus Grcka, Samos (VI, 2012) Hap 5 Vuyjié, A.
V54 M. avidus Grcka, Samos (VI, 2012) Hap 6 Vujié, A.
V58 M. avidus Greka, Samos (VI, 2012) Hap 7 Vuyjié, A.
V59 M. avidus Gréka, Samos (VI, 2012) Hap 8 Vujié, A.
V73 M. avidus Grcka, Samos (VI, 2012) Hap 9 Vujié, A.
W18 M. avidus Srbija, P&inja (VI, 2012) Hap 30 Vyjié, A.
W19 M. avidus Srbija, P¢inja (VI, 2012) Hap 17 Vujié, A.
W20 M. avidus Srbija, Péinja (VI, 2012) Hap 17 Vuyjié, A.
w21 M. avidus Srbija, P&inja (VI, 2012) Hap 31 Vyjié, A.
W22 M. avidus Srbija, P¢inja (VI, 2012) Hap 32 Vujié, A.
W88 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 69 Vuyji¢, A.
W89 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 70 Vuyjié, A.
W90 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 71 Vuji¢, A.
W91 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 13 Vuyjié, A.
X2 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 72 Vuji¢, A.
X28 M. moenium Montenegro, Durmior (VI, 2012) Hap 73 Vujié, A.
X3 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 74 Vuyji¢, A.
X4 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 75 Vuji¢, A.
X5 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 66 Vuyji¢, A.
X82 M. moenium Srbija, Kopaonik (VI1, 2012) Hap 76 Vuyjié, A.
X84 M. moenium Srbija, Kopaonik (V1, 2012) Hap 77 Vujié, A.
X85 M. moenium Srbija, Kopaonik (VI1, 2012) Hap 78 Vuyji¢, A.
X86 M. moenium Srbija, Kopaonik (V1, 2012) Hap 79 Vujié, A.
Y1 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 58 Vuji¢, A.
Y2 M. moenium Srbija, Perdap (VI, 2012) Hap 13 Vuyjié, A.
20140 M. moenium Poljska (VII, 2018) Hap 83 Vuyji¢, A.
20159 M. moenium Poljska (VI1, 2018) Hap 84 Vuyjié, A.
20160 M. moenium Poljska (VI1, 2018) Hap 85 Vuyjié, A.
20165 M. moenium Poljska (VII, 2018) Hap 80 Vuji¢, A.
20175 M. moenium Poljska (VI1, 2018) Hap 81 Vuyjié, A.
20187 M. moenium Poljska (VII, 2018) Hap 82 Vuyji¢, A.
Maroko, Middle Atlas, Azrou, Cedar Forest (VI,
07069 M. ibericus 2014) Hap 86 Vuyjié, A.
15704 M. avidus Gréka, Peloponez, blizu Mainalon (VI, 2017) Hap 87 Vuyji¢, A.
15715 M. aff. moenium Grcka, Peloponez, blizu Falanthos (VI, 2017) Hap 88 Vujic, A.
15716 M. aff. moenium Gréka, Peloponez, blizu Falanthos (VI, 2017) Hap 88 Vuyji¢, A.
15745 M. aff. moenium Grcka, Evia, Ano Davia (VI, 2017) Hap 88 Vujic, A.
16536 M. moenium Francuska, Korzika, blizu U Pirellu (V, 2017) Hap 89 Vuyjié, A.
17754 M. avidus Francuska, Korzika, Asco 1(V, 2017) Hap 90 Vuyji¢, A.
17755 M. avidus Francuska, Korzika, Asco 1(V, 2017) Hap 91 Vujic, A.
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Tabela 4. Lista uzoraka kors¢enih u analizi alozimske varijabilnosti

ID vrsta drzava lokalitet datum uzorkovao |determinisao

Cl1 Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 \Vuji¢ A., Likov  [Vuji¢ A.
avidus L., Mili¢i¢ M.

C2 | Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 \Vuji¢ A., Likov [Vuji¢ A.
avidus L., Mili¢i¢ M.

C3 | Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 \Vuji¢ A., Likov  [Vuji¢ A.
avidus L., Mili¢i¢ M.

C4 | Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 \Vuji¢ A., Likov  [Vuji¢ A.
avidus L., Mili¢i¢ M.

C5 | Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 \Vuji¢ A. Likov  [Vuji¢ A.
avidus L., Mili¢i¢ M.

C6 | Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 \Vuji¢ A., Likov  [Vuji¢ A.
avidus L., Mili¢i¢ M.

C7 | Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 Vuji¢ A., Likov  [Vuji¢ A.
avidus L., Mili¢i¢ M.

C8 | Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 Vuji¢ A., Likov  [Vuji¢ A.
avidus L., Mili¢i¢ M.

C9 | Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 Vuji¢ A., Likov  [Vuji¢ A.
avidus L.

C10 | Merodon Srbija Malinik 24/05/2013 Vuji¢ A., Likov [Vujié A.
avidus L., Mili¢i¢ M.

C11 |Merodon Srbija Perdap 03/06/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
moenium

C12 | Merodon Srbija Derdap 03/06/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium

C13 | Merodon Srbija Derdap 03/06/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium

C14 | Merodon Srbija Derdap 03/06/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium

C15 | Merodon Srbija Derdap 03/06/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium

C16 | Merodon Srbija Derdap 03/06/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium

C18 | Merodon Srbija Stara planina|02/06/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium

C19 | Merodon Srbija Stara planina|02/06/2013 Vujic¢ A. Vujic A.
moenium

C20 | Merodon Srbija Stara planina|02/06/2013 Vujic¢ A. Vujic A.
moenium

C21 | Merodon Srbija Stara planina |02/06/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium

C22 | Merodon Srbija Stara planina |02/06/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium

C72 | Merodon Srbija Fruska Gora [02/07/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
moenium

C73 | Merodon Srbija Fruska Gora (02/07/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium

C74 | Merodon Srbija Fruska Gora (02/07/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium

C75 | Merodon Srbija Fruska Gora (02/07/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium

C76 | Merodon Srbija Fruska Gora (02/07/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium

C77 | Merodon Srbija Fruska Gora (02/07/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium
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C78 | Merodon Srbija Fruska Gora (02/07/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium
C79 | Merodon Srbija Fruska Gora (02/07/2013 Vuji¢ A. Vujic A.
moenium
C80 | Merodon Srbija Fruska Gora (02/07/2013 Vuji¢ A. \Vujic A.
moenium
C81 | Merodon Srbija Fruska Gora |02/07/2013 Vuji¢ A. Vujic A.
moenium
AD96 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vujic¢ A. Vujic¢ A.
moenium
AD97 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vujic¢ A. Vujic¢ A.
moenium
AD98 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vujic¢ A. Vujic¢ A.
moenium
AD99 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vujic¢ A. Vujic¢ A.
moenium
AE8 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vujic¢ A. Vujic¢ A.
moenium
AE9 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vuji¢ A. Vujic A.
moenium
AE10 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vuji¢ A. Vujic A.
moenium
AE11 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vuji¢ A. Vujic A.
moenium
AE12 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vuji¢ A. Vujic A.
moenium
AE13 | Merodon Srbija Kopaonik  |17/08/2013 Vuji¢ A. Vujic A.
moenium
S80 | Merodon Srbija Derdap 01/09/2011 Vujic A. Vuji¢ A.
avidus
S82 | Merodon Srbija Derdap 01/09/2011 Vujic A. Vuji¢ A.
avidus
S86 | Merodon Srbija Derdap 01/09/2011 Vujic A. Vujic A.
avidus
S87 | Merodon Srbija Derdap 01/09/2011 Vujic A. Vuji¢ A.
avidus
S89 | Merodon Srbija Derdap 01/09/2011 Vujic A. Vuji¢ A.
avidus
AE35 | Merodon Srbija Dubasnica |20/08/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
avidus
AE36 | Merodon Srbija Dubagnica |20/08/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
avidus
AE37 | Merodon Srbija Dubagnica |20/08/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
avidus
AE38 | Merodon Srbija Dubagnica |20/08/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
avidus
AE39 | Merodon Srbija Dubagnica |20/08/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
avidus
AD89 | Merodon Crna Gora |Durmitor 10/08/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium
AD90 | Merodon Crna Gora |Durmitor 10/08/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium
AD91 | Merodon Crna Gora |Durmitor 10/08/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium
AD92 | Merodon Crna Gora |Durmitor 10/08/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium
AD93 | Merodon Crna Gora |Durmitor 10/08/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium
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AD79 | Merodon Crna Gora |Orijen 27/07/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium
AD80 | Merodon Crna Gora |Orijen 27/07/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
moenium
AD81 | Merodon Crna Gora |Orijen 27/07/2013 Vuji¢ A. Vujic¢ A.
moenium
ADS82 | Merodon Crna Gora |Orijen 27/07/2013 Vujic¢ A. Vujic¢ A.
moenium
ADS83 | Merodon Crna Gora |Orijen 27/07/2013 Vujic¢ A. Vujic¢ A.
moenium
C50 | Merodon Italija Piemonte 08/06/2013 Vujic¢ A., Vujic¢ A.
avidus IAcanski J.
C51 | Merodon Italija Piemonte 08/06/2013 Vujic¢ A., Vujic¢ A.
avidus IAcanski J.
C52 | Merodon Italija Piemonte 08/06/2013 Vujic¢ A., Vujic¢ A.
avidus IAcanski J.
C53 | Merodon Italija Piemonte 08/06/2013 Vujic¢ A., Vujic¢ A.
avidus |Acanski J.
C54 | Merodon Italija Piemonte  [08/06/2013 Vuji¢ A., Vujic A.
avidus |Acanski J.
C46 | Merodon Italija lake Garda, |06/06/2013 Vuji¢ A., Vujié A.
avidus Brescia \Acanski J.,
INedeljkovi¢ Z.
C47 | Merodon Italija lake Garda, |06/06/2013 Vuji¢ A., Vujié A.
avidus Brescia IAcanski J.,
INedeljkovi¢ Z.
C49 | Merodon Italija lake Garda, |06/06/2013 Vujic A., Vuji¢ A.
avidus Brescia IAdanski J.,
INedeljkovi¢ Z.
C63 | Merodon Italija lake Garda, |06/06/2013 Vujic A., Vuji¢ A.
avidus Brescia IAdanski J.,
INedeljkovi¢ Z
AB14 | Merodon Italija Bleggio 16/07/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium Superiore
AB15 | Merodon Italija Bleggio 16/07/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium Superiore
AB16 | Merodon Italija Bleggio 16/07/2013 Vujic¢ A. Vujic A.
moenium Superiore
AB17 | Merodon Italija Bleggio 16/07/2013 Vujic¢ A. Vujic A.
moenium Superiore
AB18 | Merodon Italija Bleggio 16/07/2013 Vujic¢ A. Vuji¢ A.
moenium Superiore
AB19 | Merodon Italija Bleggio 16/07/2013 Vujic¢ A. Vuji¢ A.
moenium Superiore
AB23 | Merodon Italija Bologna, 16/07/2013 Vujic¢ A. Vuji¢ A.
moenium Monte
Baducco
AB25 | Merodon Italija Bologna, 16/07/2013 Vujic A. Vuji¢ A.
moenium Monte
Baducco
AB26 | Merodon Italija Bologna, 16/07/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium Monte
Baducco
AB27 | Merodon Italija Bologna, 16/07/2013 Vujic¢ A. Vujic¢ A.
moenium Monte
Baducco
AB24 | Merodon Italija Bologna, 16/07/2013 Vujic¢ A. Vujic A.
moenium M. Baducco
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AB29 | Merodon Italija Bologna, 16/07/2013 Vujic A. Vujic A.
moenium Monte
Baducco
C42 | Merodon Italija Trento 05/06/2013 Vujic¢ A., Vujic¢ A.
avidus Sarche |Acanski J.,
INedeljkovi¢ Z.
C43 | Merodon Italy Trento 05/06/2013 Vuji¢ A., |AcanskilJ., Vuji¢ A.
avidus Sarche Nedeljkovié Z.
C44 | Merodon Italy Trento 05/06/2013 Vuji¢ A., |AcanskilJ., Vuji¢ A.
avidus Sarche Nedeljkovié Z.
C45 | Merodon Italy Trento 05/06/2013 Vuji¢ A., |AcanskilJ., Vuji¢ A.
avidus Sarche Nedeljkovié Z.
C32 | Merodon Hrvatska Umag 04/06/2013 Vuji¢ A., |AcanskilJ., Vuji¢ A.
avidus Nedeljkovi¢ Z.
C33 | Merodon Hrvatska Umag 04/06/2013 Vuji¢ A., |AcanskilJ., Vuji¢ A.
avidus Nedeljkovi¢ Z.
C34 | Merodon Hrvatska Umag 04/06/2013 Vuji¢ A., |AcanskilJ., Vuyji¢ A.
avidus Nedeljkovi¢ Z
C35 | Merodon Hrvatska Umag 04/06/2013 Vuji¢ A., |AcanskiJ., Vuji¢ A.
avidus Nedeljkovi¢ Z.
C36 | Merodon Hrvatska Umag 04/06/2013 Vuji¢ A., |AcanskiJ., Vuji¢ A.
avidus Nedeljkovi¢ Z.
C37 | Merodon Hrvatska Umag 04/06/2013 Vuji¢ A., |AcanskiJ., Vuji¢ A.
avidus Nedeljkovié¢ Z.
C38 | Merodon Hrvatska Umag 04/06/2013 Vuji¢ A., |Acanski J., Vuji¢ A.
avidus Nedeljkovié¢ Z.
AH25 | Merodon Hrvatska Umag 09/09/2013 Vuyji¢ A. Vuji¢ A.
avidus
AH26 | Merodon Hrvatska Umag 09/09/2013 Vuyji¢ A. Vujic A.
avidus
AH27 | Merodon Hrvatska Umag 09/09/2013 Vuyji¢ A. Vujic A.
avidus
Al43 | Merodon Grcka Mount 28/09/2013 Vuji¢ A. Vujic¢ A.
avidus Olympus
Al44 | Merodon Grcka Mount 28/09/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
avidus Olympus
Al45 | Merodon Grcéka Mount 28/09/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
avidus Olympus
Al46 | Merodon Grcéka Mount 28/09/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
avidus Olympus
Al47 | Merodon Grcéka Mount 28/09/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
avidus Olympus
AlI8 | Merodon Grcéka Evros 09/09/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
avidus
Al9 | Merodon Grcéka Evros 09/09/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
avidus
Al10 | Merodon Grcka Evros 09/09/2013 Vuji¢ A. Vujic¢ A.
avidus
Alll | Merodon Grcka Evros 09/09/2013 Vujic¢ A. Vujic¢ A.
avidus
Al12 | Merodon Grcka Evros 09/09/2013 Vujic¢ A. Vujic A.
avidus
AH97 | Merodon Turska Begparmak | 20/09/2013 Vujic¢ A. Vujic A.
avidus Mountains
AH98 | Merodon Turska Begparmak | 20/09/2013 Vuji¢ A. Vujic A.
avidus Mountains
AH99 | Merodon Turska Begparmak | 20/09/2013 Vujic¢ A. Vujic A.
avidus Mountains
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All | Merodon Turska Begparmak | 20/09/2013 Vujic¢ A. Vujic A.
avidus Mountains

Al2 | Merodon Turska Besparmak | 20/09/2013 Vuji¢ A. Vuji¢ A.
avidus Mountains

AH76 | Merodon Turska Bozdag 18/09/2013 Vujic¢ A. Vuji¢ A.
avidus Mountains

AH77 | Merodon Turska Bozdag 18/09/2013 Vuji¢ A. Vujic¢ A.
avidus Mountains

AH78 | Merodon Turska Bozdag 18/09/2013 Vuji¢ A. Vujic¢ A.
avidus Mountains

AH79 | Merodon Turska Bozdag 18/09/2013 Vuji¢ A. Vujic¢ A.
avidus Mountains

AHB80 | Merodon Turska Bozdag 18/09/2013 Vuji¢ A. Vujic¢ A.
avidus Mountains

AlI5 | Merodon Turska Bozdag 18/09/2013 Vuji¢ A. Vujic¢ A.
avidus Mountains
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Tabela 5. Lista uzoraka koriséenih za modelovanje distribucije vrsta M. avidus
kompleksa

vrsta drzava broj
jedinki
Albanija 1
Bosna i Hercegovina | 2
Bugarska 10
Crna Gora 108
Francuska 146
Merodon avidus Grcéka 422
Hrvatska 55
Italija 185
Izrael 2
Kipar 10
Makedonija 52
Srbija 182
Turska 8
Merodon ibericus Maroko 22
Spanija 26
Merodon megavidus Grcka 52
Andora 1
Bosna i Hercegovina | 2
Crna Gora 115
Merodon moenium | Danska 4
Francuska 77
Grceka 29
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Holandija 1
Hrvatska 24
Merodon moenium Italija 99
Makedonija 18
Nemacka 5
Rumunija 3
Merodon moenium | Slovacka 7
Slovenija 2
Srbija 443
Svajcarska 25
Svedska 4
Ukupno 2135
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Slika 4. ROC grafik za taksone M. moenium (a), M.ibericus (b) i M. megavidus (C) i
AUC vrednosti dobijene na osnovu trening i test podataka u Maxent-u.
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library(neuralnet) ,library(ggplot2), library(nnet),
library(dplyr), library(reshape2)

set.seed(123)

##predikcija na osnovu vremenskih podataka #####
#ocscenji podaci

baza <- slice(baza_nn_clean_date, 1:500)

# ili predikcija nedostajucih podataka

baza <- slice(baza_nn_mice_date, 1:500)

baza <- bazal, c(2, 3, 4,5, 1)]

labels <- class.ind(as.factor(baza$Species))

standardiser <- function(x){ (x-min(x))/(max(x)-min(x))}
baza[, 1:4] <- lapply(baza[, 1:4], standardiser)
pre_process_baza <- chind(baza[,1:4], labels)

f <- as.formula("avidus + moenium ~ Sex + Day + Month + Year")

baza <- neuralnet(f, data = pre_process_iris, hidden=10 , act.fct = "tanh",
linear.output = FALSE,stepmax=1e6) #("Model Accuracy: ")

plot(baza)

baza_preds <- neuralnet::compute(baza, pre_process_baza[, 1:4])
origi_vals <- max.col(pre_process_bazal[, 5:6])

pr.nn_2 <- max.col(baza_preds$net.result)

print(paste("Model Accuracy: ", round(mean(pr.nn_2==origi_vals)*100, 2),
"%.", sep =""))

#graficki prikaz
install.packages(*'ggvis"), library(ggvis)

baza %>% ggvis(~Month, ~Year, fill = ~factor(Species)) %>% layer_points()
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##predikcija na osnovu geografskih podataka #####
#ocisceni podaci
baza <- slice(baza_nn_clean_geo, 1:500)
# ili predikcija nedostajucih podataka
baza <- slice(baza_nn_mice_geo, 1:500)
baza <- bazal, c(2, 3, 4, 1)]
labels <- class.ind(as.factor(baza$Species))
standardiser <- function(x){

(x-min(x))/(max(x)-min(x))
¥
baza[, 1:3] <- lapply(baza[, 1:3], standardiser)
pre_process_baza <- cbind(baza[,1:3], labels)
f <- as.formula("avidus + moenium ~

Sex + Latitude + Longitude™)

baza_net <- neuralnet(f, data = pre_process_baza, act.fct = "tanh", linear.output =
FALSE)

plot(baza_net)

baza_preds <- neuralnet::compute(baza_net, pre_process_baza[, 1:3])

origi_vals <- max.col(pre_process_baza][, 4:5])

pr.nn_2 <- max.col(baza_preds$net.result)

print(paste("Model Accuracy: ",
round(mean(pr.nn_2==origi_vals)*100, 2), "%.", sep = "))

#graficki prikaz

install.packages("ggvis™)

library(ggvis)

baza _nn_clean_geo %>% ggvis(~Latitude, ~Longitude, fill = ~factor(Species))
%>% layer_points()

Slika 6. Deo koda koriséenog u programiranju modela za odredivanje taksonomske
pripadnosti jedinki uz pomoé neuronske mreze
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# model 1 - model data <- baza final adjusted

# model 2 - model data <- baza mice

# model 3 - model data <- baza clean

names (model data) [names (model data) == 'Species group']<-
SpeciesGroup'

names (model data) [names (model data) == 'Species complex'] <-
'SpeciesComplex’

names (model data) [names (model data) == 'Geographical Region']

<- 'GeographicalRegion'

model data <- na.omit (model data)for (i in model data) {
model data$Species <- ifelse (model data$Species=="avidus", 1,
model dataS$Species) }for(i in model data) {

model data$Species <- ifelse (model data$Species==1, 1, 0) }
set.seed (1234)

v_indices <- sample(seq len(nrow(model data)), size =
0,8*nrow (model data))

train <- model data[v_indices,]

test <- model data[-v_indices,]

randomSeed = 1337;set.seed(randomSeed) ;library (gbm)

LogLossBinary = function(actual, predicted, eps = le-15) {
predicted = pmin (pmax (predicted, eps), l-eps)

- (sum(actual * log(predicted) + (1 - actual) * log(l -
predicted))) / length(actual) }

train$Month <- as.factor (train$Month)

train$Sex <- as.factor(train$Sex)

#region needs to be deleted after work with the row data

train$GeographicalRegion <- as.factor (train$GeographicalRegion)

train$Country <- as.factor (train$Country)

trainSDate <- as.factor (trainSDate)

trainSYear <- as.factor (trainSYear)

train$Latitude <- as.factor(train$Latitude)

train$Longitude <- as.factor (train$Longitude)

gbmModel = gbm(formula = Species ~ Sex + Date + Month + Year,
distribution = "bernoulli", data = train, n.trees = 2500,
shrinkage = .01, n.minobsinnode = 20)

gbmTrainPredictions = predict (object = gbmModel,

newdata = test, n.trees = 150, type = "response")

head (data.frame ("Actual™ = test$Species,

"PredictedProbability" = gbmTrainPredictions))

LogLossBinary(train$Species, gbmTrainPredictions)

gbmModel = gbm(formula = Species ~ Sex + Latitude + Longitude,
distribution = "bernoulli",data = train, n.trees = 2500,
shrinkage = .01, n.minobsinnode 20)

gbmTrainPredictions = predict (object = gbmModel,

newdata = test, n.trees = 150, type = "response")

head (data.frame ("Actual™ = test$Species,

"PredictedProbability" = gbmTrainPredictions))
LoaLossBinarv(trainSSvecies. abmTrainPredictions)

Slika 7. Deo koda koriséenog u programiranju modela za odredivanje taksonomske
pripadnosti jedinki GBM metodom regresionih stabala
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