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Molekularna filogenija, subgenericka klasifikacija 1 kripticka
specijacija evropskih vrsta roda Ephedrus Haliday (Hymenoptera,

Braconidae, Aphidiinae)

Rezime

Rod Ephedrus Haliday, 1833 (Hymenoptera, Braconidae, Aphidiinae) jedan je od
brojnijih rodova unutar potfamilije Aphidiinae, sa vise od 40 opisanih vrsta Sirom sveta, od
kojih je 18 zabelezeno u Evropi. Kao i ostali ¢lanovi potfamilije Aphidiinae, vrste ovog
roda predstavljaju primarne parazitoide biljnih vasi. Iz tog razloga, vrste roda Ephedrus
mogu imati znacajnu ulogu u bioloskoj kontroli. Rod se smatra bazalnim unutar potfamilije
Aphidiinae, na osnovu pleziomorfnih morfoloskih karaktera, nekoliko molekularnih

analiza na nivou potfamilije i dve fosilne vrste.

I pored ¢injenice da su pojedine vrste roda Ephedrus bile uklju¢ene u molekularne
analize na nivou potfamilije Aphidiinae i familije Braconidae, do danas ne postoji
molekularna studija koja se bavila isklju¢ivo ovim rodom.

U cilju rasvetljavanja filogenetskih odnosa i taksonomskog statusa podrodova i vrsta
roda Ephedrus, koris¢en je integrativno taksonomski pristup, kombinacija molekularnih
markera i morfometrije. Odabrani molekularni markeri koji su se pokazali pouzdanim u
prethodnim studijama potfamilije Aphidiinae bili su barkoding citohrom c¢ oksidaza
subjedinica | (COIl) i jedarni faktor elongacije (EF1a). Analizirane jedinke su sakupljene u
poslednje dve decenije, na teritoriji veceg broja evropskih zemalja. U ovoj studiji ukupno
15 evropskih vrsta roda Ephedrus je analizirano. Rezultati molekularne i morfoloske
analize nisu podrzale tradicionalnu klasifikaciju vrsta u tri opisana podroda
(Breviephedrus, Ephedrus i Lysephedrus). Vrste su se razdvojile u tri klade sa najvisim
genetickim distancama zabeleZenim na subgeneri¢kom nivou potfamilije Aphidiinae. Vrsta
E. brevis se odvojila od persicae i plagiator grupe vrsta sa geneti¢kim distancama 19,6 % i

16,3 %, dok je prosecna geneticka distanca izmedu persicae i plagiator grupa vrsta



iznosila 20,7%. Rezultati ove studije su doveli do zakljucka da je neophodna revizija
subgenericke klasifikacije roda Ephedrus, pa se iz tog razloga predlaze nova. Podrod
Lysephedrus Stary se klasifikuje kao mladi sinonim podroda Ephedrus, iz kog se persicae
grupa vrsta podize na nivo podroda Fovephedrus Chen. Podrodovi Fovephedrus i
Ephedrus su ponovo opisani. Opisane su dve vrste nove za nauku, Ephedrus hyadaphidis
Koci¢ & Tomanovi¢ sp. n. i Ephedrus tamaricis Tomanovi¢ & Petrovi¢ sp n., a dve vrste
su sinonimizirane: vrsta E. dysaphidis syn. n. kao mladi sinonim vrste E. cerasicola i vrsta
E. blattnyi syn. n. kao mladi sinonim vrste E. plagiator. Takode, status veceg broja vrsta je

po prvi put potvrden i molekularnim metodama.

Kljuéne reci: Ephedrus, Breviephedrus, Fovephedrus, COI, EFa, molekularna filogenija
Naucna oblast: Biologija

Uza naucna oblast: Morfologija, sistematika i filogenija Zivotinja

Molecular phylogeny, subgeneric classification and cryptic
speciation of the European species of genus Ephedrus Haliday

(Hymenoptera, Braconidae, Aphidiinae)

Summary

Genus Ephedrus Haliday, 1833 (Hymenoptera, Braconidae, Aphidiinae) is represented
with more than 40 species worldwide from which 18 are distributed in Europe. As all
members of the subfamily Aphidiinae, species from this genus are primary parasitoids of
aphids. Because of that, Ephedrus species have a role in biological control. It is generally
considered that the genus has basal position within subfamily Aphidiinae, due to
plesiomorphic morphological characters, several molecular studies and two fossil species
findings.

Besides the fact that the several species of the Ephedrus genus were included in

molecular analysis on the family or subfamily level, there is no study that dealt with the



molecular analysis of this genus. In order to resolve the phylogenetic relationships among
subgenera and species of genus Ephedrus, the combination of molecular methods and
morphometry was used. The molecular markers cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) and
nuclear elongation factor (EFla) were used. These markers proved to be reliable in
previous studies of Aphidiinae subfamily. Fifteen out of eighteen currently known species
were analyzed, representing three subgenera: Breviephedrus Gardenfors, 1986,
Lysephedrus Stary, 1958 and Ephedrus Haliday, 1833. The results of molecular and
morphological studies did not support this classification. Three clades separated with the
highest genetic distances reported for subfamily Aphidiinae. Ephedrus brevis separated
from persicae and plagiator species groups with the genetic distances of 19.6% and 16.3%
respectively, while the distance between persicae and plagiator groups was 20.7%. This
result led to the conclusion that the traditional subgeneric classification of Ephedrus needs
revision. Lysephedrus is assigned as a junior synonym of subgenus Ephedrus, from which
persicae species group is raised to subgenus level as redescribed subgenus Fovephedrus
Chen, 1986. Two species new to science are described Ephedrus hyadaphidis Koci¢ &
Tomanovi¢ sp.n. and Ephedrus tamaricis Tomanovi¢ & Petrovi¢ sp. n.. Furthemore, two
species are synonymised: E. dysaphidis as a junior synonym of E. cerasicola and E.
blattnyi as a junior synonym of E. plagiator. Several species are confirmed as valid species
for the first time.

Key words: Ephedrus, Breviephedrus, Fovephedrus, COI, EFa, molekularna filogenija
Scientific field: Biology

Scientific subfield: Morphology, systematics and phylogeny of animals
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uvoD

Insekti parazitoidi, njihovi fitofagni domacini i biljke koje oni parazitiraju, ¢ine
dominantnu komponentu terestri¢nog biodiverziteta naSe planete. Na osnovu trenutnih
brojeva, organizmi direktno ukljuceni u ove tritroficke interakcije (biljka — fitofagni insekt
— parazitoid) ¢ine nesto vise od polovine svih poznatih vrsta (Price, 1980; Strong et al.,
1984). Najveci deo insekatskih vrstaje i dalje neopisan, ali ¢ak i ako se zavrsi globalni
popis svih insekatskih vrsta, najbrojniji ¢e i dalje biti insekti parazitoidi u asocijacijama sa
biljakama i fitofagnim insekatima (Hawkins, 1994; WCMC, 1992). S obzirom na ogroman
broj ukljucenih vrsta, interakcije domacina i parazitoida mogu biti izuzetno slozene i

mogu¢ je gotovo bilo koji tip odnosa izmedu ove dve grupe (Hawkins, 1994).

BIOLOGIJA PARAZITOIDA POTFAMILIJE APHIDIINAE

Potfamilija Aphidiinae (Hymenoptera, Braconidae) obuhvata oko 500 vrsta (Dolphin &
Quicke, 2001; Jones et al., 2009; Yu et al. 2012), klasifikovanih u oko 60 rodova. Sve vrste
unutar ove potfamilije su obligatni koinobiontni endoparazitoidi biljnih vasi (Aphididae),
koji se razvijaju i hrane na racun zivog domacina. Predstavnici ove potfamilije su sitni
insekti, veli¢ine najcesée od jedan do tri milimetra. Aphidiinae se mogu naci u velikom

broju razli¢itih ekosistema, a najveci broj opisanih vrsta potice iz Holartki¢kog regiona.

U cilju razmnozavanja, zenka parazitoida mora da pronade odgovaraju¢eg domacina.
Za 7enku, nalaZenje biljne vasi domacina je presudno i ne uvek lako, s obzirom da postoji
moguénost da se eklozija iz mumije desila daleko od potencijalnog domacina (Stary, 1988).
Parazitoidi koriste ¢itav niz hemijskih i fizi¢kih orijentira tokom: a) lociranja stanista na
kom se nalaze odgovarajuce biljne vasi, b) njihovog pronalaZenja unutar stani$ta i c)
ispitivanja da li je potencijalni domacin pogodan za ovipoziciju (Vinson, 1974; Schmidt,
1991; Vet & Dicke, 1992; Turlings et al., 1993; Powell et al., 1998; Rehman, 1999).

Parazitoidi moraju naé¢i svoje domaéine u vrlo slozenoj sredini. Smatra se da potraga



parazitoida nije nasumicna, da oni prate razne ‘“znakove” koje Salju biljke 1 biljne vasi i u

skladu sa tim prilagodavaju svoje ponasSanje (Vet, 1995).

Hemijski stimulusi igraju znacajnu ulogu na skoro svim nivoima pronalaZenja
domacina. Parazitoidi koji napadaju polifagne vrste u manjoj meri koriste mirisne stimuluse
biljaka u pronalazenju domacina. Razlog za to moze biti §to se njihovi domacini hrane na
velikom broju nesrodnih biljaka koje ispustaju razlicite isparljive supstance. Takav je slucaj
sa vrstom Aphidius nigripes Ashmead, 1901, koja parazitira polifagne biljne vasi i nije
pokazala nikakvu reakciju na isparljiva mirisna jedinjenja koja ispustaju infestirane biljke
(Bouchard & Cloutier, 1985). Takode, utvrdeno je da vrsta Diaeretiella rapae Mclintosh,
1855, koja pokazuje visok stepen specijalizacije ka domaéinu Brevycorine brassicae
Linnaeus, 1758, koristi kao orijentir miris biljke na kojoj se domacin nalazi (Rehman &
Powell, 2010).

U prisustvu velikog broja razlicitih vrsta biljnih vasi, kvalitet, brojnost i distribucija
domacina ¢e uticati na izbor zenke parazitoida. Evolutivni trend kod potfamilije Aphidiinae
ide ka oligofagiji, to jest, ka parazitiranju samo nekoliko vrsta biljnih vasi iz istog roda
(Stary, 1988). Srodne biljne vasi su ¢esto napadane od strane srodnih vrsta parazitoida, §to
ide u prilog teoriji da parazitoidi koevoluiraju zajedno sa svojim domacinima (Mackauer &
Chow, 1986).

Nakon s§to zenka locira infestiranu biljku (mikrostaniste), u daljem pronalasku
odgovaraju¢eg domacina, vizuelni i kontaktni stimulusi, kao i kornikalne sekrecije biljne
vasi mogu imati znacajnu ulogu. Pri lociranju i prepoznavanju domacina, ¢ulo vida je
vazno kod nekih vrsta (Battaglia et al., 1995; Michaud & Mackauer, 1994). Na primer,
Monoctonus crepidis Haliday, 1834, parazitoid vasi Nasonovia ribis-nigri Hille Lis
Lambers, 1949, u eksperimentu zastaje i ispituje sve tamne fleke na povrsini lista. U ovom
sluc¢aju, kretanje domacina nije imalo uticaja na prepoznavanje, jer Zenke nisu pravile
razliku izmedu aktivnih i anesteziranih biljnih vasi (Griffiths, 1960). Zenke vrste Aphidius

ervi Haliday, 1834 se “uzbude” kada vide biljne vasi koje su zatvorene u staklene kapilarne



cevcice, tako da se nikakvi hemijski stimulusi ne mogu razmenjivati medu njima, a
parazitoid moze Cak putem vida praviti i razliku izmedu razli¢ito obojenih morfi biljnih
vas$i (Tomanovi¢ et al., 1996; Caillaud & Lossey, 2010). Pokazano je da zenke roda Praon
Haliday, 1833 mogu da razlikuju na svetlosti zelenu i ruzi¢astu morfu biljnih vasi domacina
Macrosiphon creelii Davis, 1914, ali preferiraju da polazu jaja u zelene morfe, dok u mraku
polazu jaja jednako i u ruzicaste (Rehman & Powell, 2010). S druge strane, zenke vrste
Ephedrus californicus Baker, 1909 reaguju na vasi samo nakon kontakta sa njima putem
antena, iz ¢ega se moze zakljuciti da culo vida kod ove vrste ne igra ulogu u pronalazenju

domacina (Michaud & Mackauer, 1995).

Nakon lociranja domacina i poc¢etnog kontakta, slede¢i korak parazitoida je prihvatanje
ili odustajanje od ovipozicije u biljnu vas. Kad Zenka sretne potencijalnog domacina, putem
antena i legalice procenjuje njegov kvalitet i podobnost za razvoj jaja (uzrasni stupanj, da li
je inficiran gljivom ili bakterijom, da li je ve¢ parazitiran od strane iste vrste kao
parazitoidna zenka — superparazitizam ili nekom drugom vrstom — multiparazitizam).

Domacin predstavlja kljucan resurs za razvice parazitoidne larve.

Biljka na kojoj se hrane biljne vasi ima takode bitnu ulogu u prepoznavanju i
prihvatanju domacina od strane parazitoida. U eksperimentalnim uslovima, parazitoid
specijalizovan za biljne vasi koje napadaju zitarice, Aphidius rhopalosiphi de Stefani—
Perez, 1902, napada domacina (Sitobion avenae Fabricius, 1775) ¢es¢e kada se vasi nalaze
na psSenici nego na vestackoj podlozi (Braimah & van Emden, 1994). Takode, moguce je da
ovipozicija ima veze i sa steCenim iskustvom, posto Zenke radije napadaju vrstu biljne vasi
iz koje su izasle (Eijsackers & van Lenteren, 1970; Rehman, 1999).

Vaznu ulogu ima i razvojni stadijum biljne vasi, gde parazitoid mozZe pokazati
preferenciju ka odredenim stadijumima (Liu et al., 1984). Na odabir domacina uti¢u
morfologija i ponaSanje biljne vasi, koje variraju kod razlic¢itih stadijuma. lako su svi
stadijumi domacina parazitirani, Aphidiinae se naj¢esce odlucuju na polaganje jaja u drugi i
tre¢i razvojni stadijum. Ovakva preferencija moze biti rezultat efikasnog odbrambenog

ponaSanja Cetvrtog razvojnog stadijuma i adulta, dok je prvi razvojni stadijum suvisSe mali i



energetski neprihvatljiv (Rehman & Powell, 2010). Vecina parazitoidnih vrsta moze
napadati veci broj razvojnih stadijuma domacina, ali se samo nekoliko vrsta specijalizuje na
parazitiranje krilatih adulata (Volkl & Mackauer, 1996).

Nakon §to su locirale pogodnog domacina, zenke vrSe ovipoziciju podvlaceci
metazomu ispod mezozome, tako da se legalica nalazi izmedu srednjih nogu i usmerena je
ka domaéinu. Zenke iz roda Monoctonus kao i druge iz tribusa Trioxini pri ovipoziciji
hvataju domacina prednjim nogama (Griffiths, 1960; Volkl & Mackauer, 1996). Zenkama
vrste M. crepidis Haliday, 1834 treba i do 15 sekundi da poloze jaje, a polazu ga u
ganglionarnu masu domacina (Griffiths, 1961), kao i M. paulensis (Calvert & van den
Bosch, 1972). Volkl i Mackauer (2000) su izucavali tip ovipozicije kod 49 vrsta iz 19
rodova afidiina i klasifikovali ponasanje u $est grupa na osnovu brzine ovipozicije i da li je
tokom nje parazitoid pridrzavao domacina. Vrste roda Ephedrus pokazuju najmanje
specijalizovano ponasanje tokom ovipozicije, jer ne pridrzavaju domacine i zahtevaju dosta

vremena za inserciju jaja (Quicke, 2015), sto najverovatnije predstavlja pleziomorfiju.

Parazitirana biljna va$ nastavlja sa hranjenjem, rastom i razvojem, dok se larva
parazitoida hrani na njen racun i prolazi kroz nekoliko stadijuma pre kona¢nog ulutkavanja.
Vecina rodova potfamilje Aphidiinae pravi slab kokon unutar mumificirane i naduvene
ljusture domacina (“mumija”), dok larve tribusa Praini (Praon, Areopraon Mackauer, 1959
i Dyscritulus Hincks, 1943) isecaju ventralnu povr$inu mumije i prave kokon u obliku
diska izmedu mumije i lista. Kod nekih taksona, ovakvo ponasanje je promenljivo (Quicke,
2015). Na primer kod vrste Pseudopraon mindariphagum Stary, 1975, larve koje ne ulaze u
dijapauzu razvijaju se u mumiji, dok one koje ulaze u dijapauzu grade spoljasnji kokon
ispod domacina (Stary, 1975), a oba tipa ulutkavanja deSavaju se kod nekih vrsta iz roda
Areopraon (Tomanovi¢ et al., 2006; Mackauer & Finlayson, 2012). Kod ovog roda,
varijacija je najverovatnije adaptivna i moguce je da kokon, zaka¢en direktno na biljku, ima

manje Sanse da se spere usled kise (Quicke, 2015).



Fekunditet afidiina moze biti veoma visok. Zenke nose do 800 jaja (najéesée 150—
200) i pored toga Sto je zivotni vek adulta prilicno kratak (otprilike nedelju dana) (van
Steenis, 1994; Latham & Mills, 2010).

Superparazitizam je Cest (kao i multiparazitizam) i borba izmedu larvi prvog stadijuma
je normalna pojava (Chow & Sullivan, 1984; Ming et al., 2003), iako samo povremeno vise
od jedne jedinke prezivi da izade iz iste mumije (Mackauer & Chow, 2012). Najéesce,
jednu vrstu domacina napada nekoliko vrsta parazitoida. Zbog toga, zenke parazitoida ¢esto
nailaze na domacina u kome se nalazi jaje druge vrste. Kada se Zenka susretne sa takvim
domacinom, ona ¢e ga ispitati i odluciti da li da polozi jaje u njega ili ne (Hagvar &
Hofsvang, 1991). Vinson (1976, 1984) tvrdi da na telu domacina koji je parazitiran postoje
spoljasnji markeri specifi¢ni za vrstu, ali da oni ne mogu spreciti dodatno polaganje jaja od
strane druge vrste u slu¢aju nedostatka domacina. Mnoge studije (Waage & Hassell, 1982;
Hagvar, 1989; van Alphen & Visser, 1990) sugeriSu da je multiparazitizam ces¢i od
superparazitizma. Kada dode do polaganja vise jaja razli¢itih vrsta u istu biljnu vas, dolazi
do kompeticije larvi koje su u njoj zapocele razvice. Takode, zenke parazitoida mogu
tokom ovipozicije prouzrokovati smrt larve kompetitora koja se ve¢ nalazi u domacinu,
putem ubrizgavanja razli¢itih toksi¢nih supstanci (Mackauer, 1990). Konkurentna jaja i
larve mogu biti eliminisana fizickim napadom (mandibulama) ili fizioloskom supresijom
(toksinom ili uskra¢ivanjem hrane), a obi¢no starija larva prezivi (Hagvar & Hofsvang,
1991).

Zenke parazitoida poseduju sposobnost da raspoznaju koji domaéin je veé parazitiran i
obi¢no odlucuju da u njega ne poloze jaje. Sposobnost da prepoznaju da li je domacin vec¢
parazitiran od strane iste vrste Siroko je rasprostranjena u nekoliko familija parazitoida
opnokrilaca, kako solitarnih tako i gregarnih. Nacin na koji prepoznaju parazitiranog
domacina je verovatno pomocu nekih spoljasnjih ili unutras$njih markera (Hagvar &
Hofsvang, 1991). Sada se uglavnom prihvata stanoviste da je spoljasnji marker hemijske

prirode, a ne legalicom zagrebana povrsina domacina (Strand, 1986). Unutrasnji markeri su



slabije poznati, ali najverovatnije imaju veze sa “kvalitetom” domacina, kao $to su to na

primer fizioloske promene usled razvijanja jaja parazitoida (Chow i Mackauer, 1986).

MORFOLOGIJA POTFAMILIJE APHIDIINAE

Opsti plan grade parazitoida potfamilije Aphidiinae odgovara morfologiji familije
Braconidae.

Prema polozaju usnog aparata, glava pripada ortognatnom tipu. Klipeus je konveksan,
najc¢esce ovalan, na njemu se nalazi razli¢it broj seta (Stary, 1970), a na granici klipeusa i
lica smestene su tentorijalne jamice. Mandibule su dvozube, a broj segmenata maksilarnih i
labijalnih palpusa je varijabilan. Na glavi se nalazi par sloZenih ociju i tri ocele koje su
pozicionirane na temenu. Izmedu slozenih oc¢iju nalaze se antenalna udubljenja (antennal
sockets), iz kojih polaze antene. Koncaste antene se sastoje iz skapusa, pedicela i
flageluma, kojeg ¢ini razli¢iti broj segmenata (od 8 do 30) (Stary 1970). Na flagelarnim
segmentima su Cesta pojava i mirisne brazde, rhinariae. One predstavljaju vazan

taksonomski karakter na nivou roda ili vrste (Gardenfors, 1986).

Kao i kod ostalih ¢lanova Parasitica grupe, kod afidiina je prvi tergit, propodeum,
fuzionisan sa grudnim delom, pa je iz tog razloga ispravnija podela tela na mezozomu i
metazomu, nego na toraks i abdomen (Gérdenfors, 1986; Wharton & Sharkey, 1997). Kao i
ostale Braconidae, Aphidiinae imaju tri para dobro razvijenih nogu, prilagodenih za Sto
efikasniju pripremu za parazitiranje domacina. Mezozoma je gradena iz protoraksa,
mezotoraksa i metatoraksa kojima je pripojen i propodeum. Glava je povezana sa
pronotumom preko membranoznog spoja koji iz dorzalnog ugla ima oblik slova U. Na
protoraksu se nalazi prvi par nogu. Dorzalni deo mezotoraksa je podeljen na dva sklerita
koja mogu znacajno varirati u obliku: mezoskutum i skutelum. Na mezoskutumu se cesto

nalaze parne brazde, notauli, koje oznacavaju mesta spajanja misi¢a Koji se koriste pri



letenju (Quicke, 2015). Na mezotoraksu se nalazi prednji par krila i drugi par nogu, dok se
na metatoraksu nalazi zadnji par krila i tre¢i par nogu. Poslednji deo mezozome naziva se
propodeum, a moze biti potpuno gladak ili u razli¢itoj meri skulptuiran, pri ¢emu grebeni
mogu deliti njegovu povrsinu na areole. Krila su uglavhom dobro razvijena, mada postoje
izuzeci, odnosno apterne ili brahipterne forme (Chaubet et al., 2013). Nervatura krila je
dobro razvijena kod roda Ephedrus, sa sedam zatvorenih ¢elija, dok je kod ostalih rodova
ispoljena redukcija odredenih nerava, odnosno krilne nervature (Stary, 1970).
Sklerotizovani kostalni i subkostalni nerv su srasli, a njihovo proSirenje u vrSnom delu
naziva se pterostigma. Evolutivni trend unutar potfamilije ide ka redukciji krilne nervature,
pa je zbog toga kod evolutivnho mladih rodova ona u ve¢oj meri redukovana (Sharkey &
Wharton, 1997). Metazoma zapocinje manje ili viSe izduzenim prvim metazomalnim
segmentom, petiolusom, na koga se nastavljaju nepokretno srasli drugi i tre¢i metazomalni
segment, $to je glavna karakteristika koja potfamiliju Aphidiinae odvaja od ostalih ¢lanova

familije Braconidae.

Genitalni aparat Zenki (legalica) graden je iz 8. i 9. metazomalnog segmenta (Zikié,
2008). Legalicu ¢ine kvadratne ploce, valviferi 1 i 2 i tri para valvi kojima se ubada
domacin (Stary, 1976). Genitalni sistem muzjaka je slicne grade kao i kod ostalih

Hymenoptera (Pennacchio et al., 1988).



BIOLOSKA KONTROLA

Afidiine su jedna od najintenzivinije proucavanih grupa familije Braconidae, najve¢im
delom zbog toga $to pojedine vrste imaju veliki potencijal u bioloskoj kontroli biljnih vasi.

Vise od 20 vrsta ove potfamilije je koriS¢eno u veéem broju biokontrolnih projekata
radi suzbijanja alohtonih i invazivnih vrsta biljnih vasi $irom sveta (Hagvar & Hofsvang,
1991), a otprilike 20% od ukupnog broja projekata je bilo uspesno (Hirose, 2006). Najveci
broj introdukcija afidiina u cilju bioloske kontrole vasi sproveden je ili u staklenicima [npr.
vrste Praon volucre Haliday, 1833 protiv Uroleucon ambrosiae Thomas, 1878 (De Conti et
al., 2008) i Ephedrus persicae Froggatt, 1904 protiv Myzus persicae Sulzer, 1776 (Hagvar
& Hofsvang, 1979)] ili u toplijem klimatskom pojasu. U umerenim regionima, afidiine su
bile uspesne u kontroli vasi, ali nije bilo tako lako odrzavati njihovu brojnost (Quicke,
2015). Binodoxys communis Gahan, 1926 je introdukovan iz Azije u Severnu Ameriku i
pusten je u nekoliko zemalja u cilju kontrole biljne vasi Aphis glycines Matsumura, 1971,
vrlo bitne ekonomske Steto¢ine (Quicke, 2015). Trioxys pallidus Haliday, 1933 je uspesno
koriS¢en u kontroli orahove vasi Chromaphis juglandicola Kaltenbach, 1846 u Kaliforniji,
medutim, bile su uspesne samo jedinke donete iz odgovarajuceg klimatskog regiona (Irana)
(van den Bosch et al., 1982), dok su introdukcije iz hladnijih delova sveta bile uspesne u
severnijoj drzavi, Oregonu. Vrsta Lipolexis oregmae Hagan, 1932 je introdukovana iz
Guama u Floridu u pokusaju da se suzbije populacija citrusne vasi, Toxoptera citricola
(=Aphis citricidus Kirkaldy, 1907) (Persad et al., 2007).

Sirenje parazitoida u introdukovanom stani§tu izmedu ostalog zavisi i od stadijuma
domacina kojeg parazitiraju. Olkowski et al.(1982) su otkrili da se Trioxys tenuicaudus
Stary, 1978, u Kaliforniji u cilju kontrole vasi Tinocallis platani Kaltenbach, 1843, za par
godina prosirio samo nekoliko gradskih blokova. Razlog za to je Sto ova vrsta skoro u
potpunosti parazitira samo rane beskrilne stadijume vasi. Druge vrste koje napadaju kasne
stadijume nimfi ili krilate adulte, kao §to je B. communis, imaju potencijal da se prosire

znatno dalje u kra¢em vremenskom roku (Zhang et al., 2012).



RAZLICITE ADAPTACIJE I MEHANIZMI ODBRANE DOMACINA

Spektar domacina je najéeSce vrlo uzan i veéina vrsta parazitira samo jedan ili nekoliko
srodnih rodova biljnih vasi. Medutim, neke vrste su veoma polifagne i parazitiraju i
razvijaju se u taksonomski raznovrsnim domacinima koji zive istovremeno na istom
stani$tu (Mackauer & Stary, 1967; Stary, 1970; Stary & Rajmanek, 1981).

Clanovi roda Pauesia Quilis, 1931 su specijalizovani za parazitiranje biljnih vasi tribusa
Cinarini, a neke Aphidiinae su posebno povezane sa biljnim vasima koje ¢uvaju mravi
(Lysiphlebus cardui Marshall, 1896, L. fabarum Marshall, 1896, L. hirticornis Mackauer,
1960, Paralipsis enervis Nees, 1834, Pauesia picta Haliday, 1834 i Protaphidius
wissmannii Ratyeburg, 1848) (Stary, 1987). Drugi, iako ne potpuno specijalizovani za
kolonije domacina koje ¢uvaju mravi, preferiraju njih; na primer, Pauesia pini Haliday,
1834, koja polaze vise jaja u koloniji vasi Cinara gde su prisutni mravi (Volkl & Novak,
1997). Mravi ne napadaju ove parazitoide iz dva razloga. Prvi je na¢in na koji se parazitoidi
ponaSaju, a drugi taj $to poseduju ugljovodoni¢ni kutikularni sloj koji imitira onaj kod
mrava koji brinu o biljnim vasima — pojava hemijske mimikrije (Volkl &Mackauer, 1993,;
Liepert & Detner, 1996, Dieckhoff & Heimpel, 2010). U veéini sluc¢ajeva, mravi brane
svoje kolonije biljnih vasi i ako prepoznaju parazitoida, napaSce ga i pokusati da ga ubiju,
pored toga $to selektivno napadaju i mumije (Wyckhuys et al.,, 2007). Mimikrija
parazitoida ka izgledu mrava je u pojedinim slu¢ajevima otisla i dalje. Vrsta L. fabarum je
jedinstvena u sakupljanju medljike od biljnih vasi, Aphis fabae Scopoli, 1763, tako S$to ih
antenama stimuliSe na nac¢in na koji to rade mravi koji se brinu o vasima (Rasekh et al.,
2010). Hemijska i ponasajna mimikrija koju ispoljava P. enervis mu omogucava da putem
trofilaksije dobija hranu od mrava vrste Lasius niger Linnaeus, 1758 (Volkl et al., 1996).
Ovaj parazitoid ne moze preziveti bez asocijacije sa mravima, pa zbog toga ne parazitira

biljne vasi koje ne ¢uvaju mravi.

Beskrilnost je retka kod afidiina. Unutar roda Diaeretellus, zenke vrste D. ephippium

Haliday, 1833 su beskrilne, dok muzjaci poseduju potpuno razvijena krila (Quicke, 2015).



Takode, vrsta D. svalbardicum Chaubet, 2013 ispoljava vrlo neobi¢nu pojavu kod oba pola,
krilni polimorfizam (makropterne i mikropterne jedinke) (Chaubet et al., 2013). Gardenfors
(1990) je opisao beskrilnu vrstu roda Trioxys iz Ekvadora, dok je u bambusovim Sumama
Kenije opisana jo$ jedna beskrilna vrsta, Autriquella aptera Stary, 1988, kod koje su oba
pola beskrilna (Stary, 1988). Biologija ove vrste je nepoznata, ali je ona morfoloski sli¢na

mravima, §to navodi na mogu¢nost da parazitira kolonije koje ¢uvaju mravi (Stary, 1988).

Grupisanje domacina u guste kolonije ima uticaj i na parazitoide. Neki naucnici takvo
ponasanje nazivaju kvazi—gregarnim, mada ono Sto one rade nije ni$ta drugacije od
ponasanja nekih brakonida (npr. Cotesia glomerata Linnaeus, 1758), gde iskori$¢avaju §to
je vise moguce jedinki u kolonijama, postepeno ih parazitirajuéi, jednu po jednu (Quicke,
2015). Pojedine vrste parazitoida imaju selektivan pristup u odabiru kolonije koju ¢e
napasti. Almohamad i Hance (2014) su otkrili da A. ervi izbegava kolonije biljnih vasi u
kojima se nalaze lutajuce larve dva afidna predatora, Episyrphus balteatus DeGeer, 1776
(Syrphidae) i azijske bubamare, Harmonia axyridis Pallas, 1773 (Coccinellidae), a takode
izbegavaju i povrsine na kojima se nalaze njihovi tragovi ili ekskrementi. Ovakvo
ponasanje ima smisla, jer ako zenke poloZe jaja u koloniju biljnih vasi gde se takode nalaze

i larve predatora, postoji velika Sansa da ¢e biljne vasi sa jajima parazitoida biti pojedene.

Hemija toksina parazitoida proucavana je od strane Tremblay et al. (1998) i Falabella et
al. (2007). Nekoliko vrsta indukuje prolaznu paralizu domacina, a Calvert & van den Bosch
(1972) predlozili su da je to mozda samo posledica polaganja jaja u ganglije domacina, ili
kao §to je Wharton (1993) primetio, da razlike izmedu privremene paralize uzrokovane
toksinom i ponaSajne nepokretljivosti uzrokovane Sokom od ovipozicije nije uvek lako
razdvojiti. Hagvar (1988) je otkrio da je toksin vrste Ephedrus cerasicola Stary, 1962
najverovatnije odgovoran za ubijanje larve Aphidius matricariae, sa kojim je u kompeticiji,
ako je ona ve¢ prisutna u domacinu. Pored fiziolo§kih promena, parazitizam takode dovodi
i do promena u ponasanju domacina, kako im se priblizava smrt (Quicke, 2015). Na primer,
Brodeur iMcNeil (1990) su pokazali da vasi Macrosiphum euphorbiae Thomas, 1878, koje

su parazitirane od strane Aphidius nigripes larve koja ulazi u dijapauzu, traZe tamnija,
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zaSticena mesta dalje od biljke na kojoj se nalaze, pre nego §to se mumificiraju, dok one
koje u sebi nose larvu koja ne ulazi u dijapauzu nastoje da ostanu na biljci i tu se

mumificiraju.

Za razliku od vecine drugih domacina, biljne vasi mogu eliminisati jaja parazitoida
humoralnim mehanizmom, dok se u nekim sluc¢ajevima obuhvataju kapsulom (Henter &
Via, 1995). Od cetiri proucavana domacina, Griffiths (1961) je otkrio da Aulacorthum
(Neomyzus) circumflexum Buckton, 1876 formira braon kapsulu (poreklom od hemolimfe)
oko jaja parazitoida M. crepidis, ali je navodno ovakav odgovor vrlo redak. Imunoloska
situacija izmedu afidiina i njihovih domacina je takode donekle atipi¢na iz razloga §to su
interakcije izmedu njih modifikovane od strane razli¢itih simbiontskih bakterija unutar
biljne vasi. Biljne vasi su u obligatnoj simbiozi sa bakterijama iz roda Buchnera koji se
nalaze unutar specijalizovanih ¢elija bakteriocita i imaju vaznu ulogu u sintezi
aminokiselina (Quicke, 2015). Ako su se parazitoidi izlegli iz biljnih vasi kojima su
uklonjene simbiontske bakterije (tako $to su hranjene odredenim antibiotikom), manji su i
rastu sporije od onih ¢iji je domacin posedovao simbiontske bakterije (Pennacchio et al.,
1999). Dalje, mnogo biljnih vasi poseduje i sekundarne endosimbiontske bakterije. Na
primer, biljne vasi Acyrthosyphon pisum Harris, 1776, mogu imati jednu ili vise vrsta
bakterija kao $to su Regiella insecticola, Serratia symbiotica ili Hamiltonella defensa kao
simbionta (Quicke, 2015). Ovi sekundarni simbionti ne samo da uti¢u na sposobnost biljne
vasi da se razvije na odredenoj biljnoj hrani, ve¢ ucestvuju i u odbrani od parazitizma
(Oliver et al., 2003, 2005). Nyabuga et al. (2010) su istrazivali otpornost vasi A. pisum na
parazitoida A. ervi i otkrili da R. insecticola sama uti¢e na otpornost, kao i razlicite

koinfekcije izmedu drugih endosimbionata.

Na kraju, debljina kutikule i odbrambeno ponasSanje, kao S§to su ritanje, udaranje,
bezanje ili padanje sa biljke su primeri ponasanja koje zavisi od razvojnog stadijuma i koje

moze uticati na uspeh ovipozicije (Rasekh et al., 2010; Quicke, 2015).
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FILOGENIJA FAMILIJE BRACONIDAE

Familija Braconidae je jedna od najbrojnijih unutar reda Hymenoptera, sa preko 17500
opisanih vrsta (Yu et al., 2004) i procene su da najmanje 25000 vrsta jo§ nije opisano
(Jones et al., 2009). Braconidae su najsrodnije familiji Ichneumonidae, i zajedno sa njom

svrstavaju se u natfamiliju Ichneumonoidea (Sharanowski et al., 2011).

Rekonstrukceija filogenetskih odnosa unutar porodice Braconidae je zaokupljala paznju
istrazivaca iz razli¢itih disciplina. Pored njihove vazne uloge u bioloskoj kontroli (Austin &
Dowton, 2009), Braconidae pruzaju odlican model sistem u istraZivanjima biodiverziteta i
konzervacione biologije (Lewis & Whitfield, 1999), a takode i u evolutivnim studijama
razvoja parazitizma (Shaw, 1983; Gauld, 1988; Belshaw & Quicke, 2002), interakciji
domacin-parazitoid (Strand, 2000), morfoloskim adaptacijama i konvergenciji (Belshaw et
al., 2003). Jedan od najvecih izazova u istrazivanju sistematike ove porodice je
nemogucénost razreSavanja filogenetskih odnosa medu potfamilijama. Deo tih poteskoca
potic¢e od ogromne raznolikosti unutar familije Braconidae, jer je sakupljanje uzoraka za
obimne molekularne 1 morfoloske studije Cesto izuzetno naporno 1 neprakti¢no
(Sharanowski et al., 2011). Korisne morfoloske karaktere Cesto je tesko proceniti zbog
visokog nivoa konvergencije medu fenotipovima prilagodenim na odredenu grupu
domacina (Quicke et al., 1999). Dodatno, molekularna istrazivanja su tipi¢no fokusirana na
kratke sekvence gena rDNK i mtDNK (Belshaw et al., 2000; Chen et al., 2003; Pitz et al.,
2007). Iako je relativno lako amplifikovati ove gene kroz Sirok spektar taksona, njihova
upotrebna vrednost je ograni¢ena u reSavanju odnosa potfamilija unutar familije Braconidae
(Sharanowski et al., 2011). Jo$ jedna Cinjenica koja znatno otezava Sistematiku porodice
Braconidae je varijabilnost u Semama klasifikacije. Broj priznatih potfamilija krece se od

17 do 50, bez univerzalno prihvacéene klasifikacije (Sharanowski et al., 2011).

Clanovi porodice Braconidae se tipi¢no dele na dve neformalne grupe, na osnovu

morfologije usnog aparata: na ciklostomnu grupu, sa depresijom na Klipeusu i na
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neciklostomnu grupu, ¢ije jedinke imaju klipeus koji u potpunosti prekriva prednji deo
usnog otvora (Wharton, 1993). Svi ¢lanovi linije neciklostoma su endoparazitoidi, dok
¢lanovi ciklostoma ispoljavaju Sirok spektar zivotnih biologija (Quicke & van Achterberg,
1990). lako prethodno navedene studije (Belshaw et al., 2000; Chen et al., 2003) predlazu
da ove dve grupe formiraju prirodne linije, morfoloski i molekularni podaci, kao i
kombinovane analize pokazuju da to nije sasvim ta¢no (Zaldivar-Riveron et al., 2006; Pitz
et al., 2007). Postoje tri hipoteze filogenije porodice Braconidae. Prva isti¢e da su
neciklostomne linije koje vode poreklo od predaka ciklostoma (Capek, 1970; Quicke & van
Achterberg, 1990). Druga hipoteza predlaze da su neciklostome sestrinska grupa
ciklostomama, a da su obe evoluirale od nepoznatog pretka, verovatno ektoparazita
ksilofagne larve tvrdokrilaca (Wharton et al., 1992; Belshaw et al., 2000; Shi et al., 2005;
Pitz et al., 2007) (Slika 1). Treca hipoteza postavlja neciklostome kao bazalnu kladu koja

vodi do ciklostoma (Dowton et al., 1998).

Do danas, dokazi koji bi u potpunosti podrzali bilo koju od navedenih hipoteza i dalje
ne postoje. Na osnovu navedenog, moze se zakljuciti da su hipoteze o filogenetskim
odnosima unutar familije Braconidae dosta varijabilne, bez obzira da li se radi o

molekularnim ili morfoloskim karakterima.
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Slika 1. Filogenija familije Braconidae rekonstruisana Bajesovom analizom 28s rDNK, 18s rDNK i
dva protein kodirajuc¢a gena, CAD i ACC (preuzeto iz Sharanowski et al., 2011).
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FILOGENIA POTFAMILIJE APHIDIINAE

Iako Aphidiinae poseduju veci broj sinapomorfnih karaktera, znacajne razlike postoje u
morfologiji, biologiji i ponasanju izmedu tribusa, rodova i vrsta ove potfamilije. Usled
razli¢ite interpretacije ovih razlika, postoji dosta nesuglasica oko filogenetskog polozaja
razli¢itih taksona (Slika 2).

Trembley & Calvert (1971) su ispitivali taksonomski polozaj vrsta na osnovu
embriologije. U svojoj studiji prepoznali su dva oblika jaja kod potfamilije Aphidiinae:
jedan izduzeni ovalan i drugi oblika limuna. Mapiranje ovih podataka na filogenetsko
stablo, sugerisalo je da izduzena ovalna jaja predstavljaju pleziomorfnu osobinu, dok je
oblik limuna apomorfno stanje. Dalje, O’Donnell (1989) je ispitivao oblik mandibula kod
larvi pocetnog razvojnog stadijuma i zaklju¢io da postoje dva oblika: oblik kuke i oblik
srpa. U ovom slucaju, Smith & Kambhampati (2000) su zakljucili da je oblik kuke

pleziomorfno stanje sa jednom evolutivnom tranzicijom ka mandibulama oblika srpa.

Aphidiini Aphidiini
Aclitini Aclitini
Praini Ephedrini
Ephedrini Praini

Tobias (1967)
Tobias & Kyriak (1971)
Edson & Vinson (1979)

MacKauer (1961)
Belshaw & Quicke (1997)

Aphidiini Aphidiina
Praini Praini
Ephedrini Ephedrini
Aclitini Trioxina
Chou (1984) Finlayson (1989)

Slika 2. Predlozeni filogenetski odnosi klada potfamilije Aphidiinae po autorima Mackauer
(1961), Belshaw & Quicke (1997), Tobias (1967), Tobias & Kyriak (1971), Edson & Vinson
(1979), Chou (1984), Finlayson (1989) (preuzeto iz Smith et al., 1999).
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Kod parazitoida familije Braconidae mogu se na¢i dva razlicita tipa aparata koji
sintetiSu i luce toksin, a koji se po Edson & Vinson (1979) sastoje iz dela gde se toksin
skladisti (rezervoara), zlezdanih filamenata i cevi koja je povezana sa legalicom. Po ovim
autorima jedan tip otrovnih zlezda ima rezervoar kupastog oblika koji je okruzen sa velikim
brojem misi¢a i dva ili vise zlezdanih filamenata, a najces¢e se nalazi kod ekto- i
endoparazitoida koji se razvijaju unutar ostataka domacina. Drugi tip otrovnih zlezda
poseduje tanak zid rezervoara, koji je okruzen sa nekoliko mi$i¢a i samo dva zlezdana
filamenta, a najcesce se nalazi kod parazitoida koji se razvijaju van ostataka domacina. Kod
potfamilije Aphidiinae se mogu naci oba tipa ovih zlezda, za razliku od ostalih brakonidnih
potfamilija koje imaju samo jedan tip. Ovakva klasifikaciona $ema Edson & Vinson (1979)
je u skladu sa rezultatima i filogenetskim stablom Smith & Kambhampati (2000), gde se
mogu uociti Cetiri razlicite evolutivne linije. Po ovim autorima, pleziomorfno stanje je
aparat drugog tipa, sa neuocljivim rezervoarom, a nalazi se kod tribusa Praini, dok je

apomorfno stanje prvi tip otrovnih zlezda.

Prema Stary (1981), ploce legalice i njihova funkcionalna diferencijacija su jedan od
klju¢nih karaktera u istrazivanju evolucije potfamilije Aphidiinae. Filogenetsko stablo
Smith & Kambhampati (2000) dobijeno na osnovu analiza podataka oblika i veli¢ine ploca

legalice, takode ukazuje na postojanje Cetiri evolutivne linije.

Iako je najveci broj vrsta potfamilije Aphidiinae sa severne hemisfere, gde su domacini
mnogobrojni 1 raznovrsni, postoji 1 odredeni broj endemic¢nih afrotropskih, novozelandskih
i ¢ileanskih rodova, iako na Zalost podaci o domac¢inima za vecinu vrsta ne postoje (Quicke,
2015). Prisutnost i endemic¢nost nekoliko rodova u juznim delovima sveta (Parephedrus,
Pseudephedrus, Vanhartenia), koji ispoljavaju pleziomorfne karaktere i za koje se smatra
da predstavljaju odvojenu arhai¢nu grupu potfamilije Aphidiinae, navode naucnike na
gondvansko poreklo ove familije (Schlinger, 1974; Géardenfors, 1986; Belshaw et al., 2000;
Sharanowski et al., 2011).
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Da su Aphidiinae postale rano u evoluciji familije Braconidae, moze se nagovestiti i
nedavnim otkri¢em fosila u Spanskom ¢ilibaru koji datira iz rane krede (Ortega-Blanco et
al., 2009). Medutim, iako fosil umnogome li¢i na predstavnika Aphidiinae, ne postoje jasne
sinapomorfne karakteristike. Njegovo pripajanje ovoj potfamiliji je ve¢inom bazirano na
nervaturi krila koja nalikuje na nervaturu kod Ephedrini, bez obzira na ¢injenicu da
poseduje jasnu analnu venu koja je odsutna kod svih recentnih Aphidiinae (Quicke, 2015).
Medutim, ako ova vrsta zaista jeste pripadnik Aphidiinae, kao $to naglaSavaju i Ortega-
Blanco et al. (2009), to bi ponovo pokrenulo pitanje o0 Gondvanskom poreklu potfamilije,

koje je proisteklo iz studije Belshaw et al. (2000).

Prva molekularna istrazivanja potfamilije Aphidiinae sproveli su Belshaw & Quicke
(1997), a rezultati njihovih analiza i$li su u prilog bazalne pozicije tribusa Ephedrini. Jos tri
molekularne filogenije slede ubrzo nakon ove studije. U naredne dve godine, prvo Smith et
al. (1999), a zatim i Sanchis et al. (2000) i Kambhampati et al. (2000) objavljuju svoja
molekularna istrazivanja. Smith et al. (1999) (Slika 3) kao marker koriste NADH1
dehidrogenazu i 28s rDNK, Sanchis et al. (2000) 18s rRNK (Slika 4), a Kambhampati et al.
(2000) 16s rRNK. Dok su rezultati analiza Sanchis et al. (2000) bili u skladu sa Belshaw i
Quicke (1997), gde je tribus Ephedrini bio bazalan, filogenija Smith et al. (1999) smesta
kao bazalnog tribus Praini. Kambhampati et al. (2000) su jedini od navedenih autora koji su
u svoju studiju uvrstili i potencijalno bazalni tribus Aclitini. Njihovo istrazivanje ukazuje
na slede¢e odnose: Aclitini + (Praini + (Ephedrini + Aphidini)). lako je rod Aclitus bazalan,
predstavljen je samo jednom vrstom (Aclitus obscuripennis Forster) i njegova pozicija
nema jaku kvantitativnu podr§ku. Kombinovani rezultati analiza NADH1 i 16s rDNK za 27
taksona koji spadaju u 14 rodova (bez roda Aclitus) koje su sproveli isti autori ukazuje na
topologiju koja je gotovo identi¢na onoj koju su objavili Smith et al. (1999), samo sa jatom
kvantitativnom podrSkom. Isti rezultat, ali sa manjom podrskom, dobili su i Dowton et al.
(1998).

Medutim, filogenetski odnosi unutar potfamilije su i dalje nereSeni, posto su razliciti

setovi podataka Cesto nepotpuni usled poteskoca u proucavanju svih znacajnijih taksona u
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isto vreme. Zbog toga, iako mnogi autori priznaju postojanje Cetiri prirodne grupe
(Ephedrini, Praini, Trioxini i Aphidiini), ne postoji saglasnost o njihovom taksonomskom

statusu.

Zavisno od toga koji se kriterijum Koristi, poslednje dve klade (Trioxini i Aphidiini) se
tretiraju ili kao nezavisni tribusi (Belshaw & Quicke, 1997) ili se grupiSu u isti tribus, usled
¢ega neki autori spominju hipotezu tri tribusa: Ephedrini, Praini i Aphidiini (Tobias, 1967,
Smith et al., 1999). U odnosu na njihove spoljasnje i unutraSnje morfoloSke karaktere,
Aphidiinae se mogu podeliti na dva glavna kompleksa: jedan, koji pokazuje generalno
primitivne brakonidne karakteristike (Ephedrini + Praini), kao $to su razvijenija nervatura
krila i dugi ovarijumi, i drugi, koji poseduje karaktere koji su evoluirali ka vecoj
specijalizaciji  (Aphidiini + Trioxini), posebno kada se govori 0 izvedenijem
reproduktivnom sistemu (LeRalec, 1993) i trendu redukcije nervature krila (Sanchis et al.,
2000).

Najces¢i DNK regioni koji se koriste u rasvetljavanju filogenetskih odnosa unutar
potfamilije Aphidiinae su: 18s rDNK, 16s rRNK, 28s rRNK, COIl, LWRh (dugotalasni
rodopsin), ATPaza 6, citohrom b (cytb), elongacioni faktor la (EFla), natrijum
dehidrogenaza 1 (NADHL1) i arginin kinaza (ArgK) (Derocles et al., 2015).

18



A. ervi
100-24
100-10C]
100-20 D. rapae

100-100

75-11

P. unilachni
56-100

100-16
100-100]

B. acalephae

88-100

FEp. californicus

100-100 I
100-16

T00-100|

Ep. persicae

rr. abiectum

100-18 Pr. dorsale

=
z
-
”
”
-
”
-
“
]
”
z
-~
-
z
64-11 F. pseudoplatani é

Dy. planiceps

Euphorine sp.

Cotesia sp.

Apanteles sp.

Aphidiini
N Ephedrini
S Praini
B Outgroup

Slika 3. Konsenzus stablo potfamilije Aphidiinae, rekonstruisano na osnovu Maximum
Parsimony (MP) metode, analizom NADHL1 i 28s RNK gena (preuzeto iz Smith et al.,
1999).

Vecina autora se slaze da su Ephedrini i Praini najstarije klade ove potfamilije
(Mackauer, 1968; Mackauer & Stary, 1967; Stary, 1970; Gardenfors, 1986; O'Donnell,
1989; Finlayson, 1990), s obzirom na to da pokazuju velik broj primitivnih brakonidnih

karakteristika, i u larvalnoj i u adultnoj morfologiji.
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Slika 4. Konsenzus filogenetsko stablo potfamilije Aphidiinae, rekonstruisano na osnovu
Neighbour Joining (NJ), Maximum Parimony (MP) i Maximum Likelihood (ML) metoda,

analizom 18s rDNK regiona (preuzeto iz Sanchis et al., 2000).
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ROD EPHEDRUS

Sa vise od 40 opisanih vrsta Sirom sveta, rod Ephedrus je srednje veli¢ine unutar
potfamilije Aphidiinae (Akhtar et al., 2011). S obzirom na ¢esto opisivanje novih vrsta i
promenu statusa ve¢ opisanih (sinonimizacija), ovaj broj nije konacan. U Evropi, rod
Ephedrus je zastupljen sa 18 opisanih vrsta (Tabela 1), mada su jo$ tri, E.
angustithoracicus, E. hyaloptericolus i E. manjurensis zabelezene u evropskom delu Rusije
(Kiriak, 1977). Medutim, njihov taksonomski status je nejasan, s obzirom da opisi
odgovaraju ve¢ poznatim vrstama E. nacheri (E. angustithoracicus), E. niger (E.
hyaloptericolus) i E. plagiator (E. manjurensis). Distribucija vrsta je prili¢no raznolika:
pojedine, kao $to su E. persicae i E. plagiator su rasprostranjene Sirom kontinenta, dok su
neke ograni¢ene samo na odredeni mikrohabitat, kao na primer, E. lonicerae (Tomanovic et
al., 2007). Opseg parazitiranja razli¢itih vrsta biljnih vasi varira od striktnih specijalista za
samo jednu vrstu ili rod domacina, pa do Siroko polifagnih vrsta (E. persicae i E. plagiator)
za koje je zabelezeno da parazitiraju preko 100 vrsta biljnih vasi iz razlicitih tribusa
(Gardenfors, 1986; Ziki¢ et al., 2009). Rezultati nekoliko nedavnih studija navode na
zakljucak da vrste generalisti unutar potfamilije Aphidiinae zapravo predstavljaju
potencijalne komplekse kripti¢nih vrsta (Mitrovski-Bogdanovi¢ et al., 2013, Derocles et al.,
2016, Petrovi¢ et al., 2016). Rod Ephedrus se razlikuje od ostalih ¢lanova potfamilije
Aphidiinae kako po morfologiji tako i po zivotnoj istoriji. Prednja krila poseduju sedam
zatvorenih ¢elija, antene su gradene od 11 segmenata kod oba pola, mumije su crne, izletni
otvor na mumiji poseduje kapicu u apikalnom delu i nemaju nikakvu specijalizaciju za
ovipoziciju (Stary, 1974) (Slika 5). Kod svih vrsta ovog roda usni aparat poseduje
maksilarne palpuse gradene od Cetiri segmenta i labijalne gradene od dva. Centralna areola
propodeuma je pentagonalnog oblika. Nervatura krila je veoma dobro razvijena, $to se
smatra primitivnim karakterom unutar potfamilije Aphidiinae i po ovoj osobini su bliske
brakonidnim precima. Kada su u pitanju krila, jedan od znacajnih taksonomskih karaktera

je 1 odnos duzine 3-RS i 2-RS nerava (Pennacchio et al. 1988).
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Slika 5. Ephedrus sp. spoljasnji izgled

Kao i kod ostalih ¢lanova potfamilije Aphidiinae, kod vrsta roda Ephedrus izbor
domacina umnogome zavisi od nekoliko faktora: staniSta u kom parazitoid vr$i potragu za
domacinom, dostupnosti odgovaraju¢ih vrsta biljnih vasi i sposobnosti da se prepozna
odgovarajuc¢i domacin. Mnoge vrste potfamilije Aphidiinae preferiraju jedno ili nekoliko
stani$ta, na primer E. niger, Koji se naj¢e$¢e nalazi na otvorenim suvim stanistima, i E.
lacertosus, koji preferira podrucja pod Sumama (Gérdenfors, 1986). Medutim, izbor stanista
nije iskljucivo rezultat povoljne temperature i vlaznosti, ve¢ zavisi 1 od biljaka 1 biljnih vasi,
to jest, od tritrofickih asocijacija biljke, domacina i parazitoida (Hagvar & Hofsvang,
1991).

Nekoliko vrsta ovog roda introdukovano je na razliCite kontinente u cilju bioloske
kontrole invazivnih vrsta biljnih vasi. Tako je iz Evrope u Australiju i na Novi Zeland
introdukovan E. plagiator u cilju suzbijanja plave lucerkine vasi, Acyrthosiphon kondoi
Shinji, 1938 (Carver, 1989). Isti parazitoid je introdukovan u Sjedinjene Americ¢ke Drzave
iz Evroazije i Maroka kao prirodni neprijatelj zitne vasi Diuraphis noxia Kurdjumov, 1913,

ali nije poznato da li se populacija uspostavila. Iz Ukrajine u Cile unete su tri vrste roda
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Ephedrus: E. cerasicola (protiv Metopolophium dirhodum Walker, 1849), E. nacheri
(protiv D. noxia) i E. plagiator (protiv Sitobion fragariae Walker, 1848 i Metopolophium
festucae Theobald, 1917). Medutim, nakon terenskog istrazivanja nekoliko godina kasnije,
samo je E. plagiator ponovo detektovan (Stary, 1993). Ephedrus nacheri i E. plagiator su
kao deo koktela parazitskih osa pusteni u Burundi, kako bi kontrolisali populacije zelene
lucerkine vasi (Acyrthosiphon pisum) i crne repine vasi (Aphis fabae). I pored uspesne
introdukcije nekoliko vrsta koje su pusStene u isto vreme, ove dve vrste nisu uspostavile
populacije u novoj sredini (Autrique et al., 1989). Ephedrus plagiator je takode
introdukovan na Uskr$nja Ostrva (Pacifik) kao bioloski agent u borbi protiv Toxoptera
aurantii Boyer de Foscolombe, 1841, ali nakon toga, jedinke ove vrste nikada nisu
sakupljene (Ripa et al., 1995).

Postoji nekoliko slu¢ajeva u kojima su vrste roda Ephedrus koriséene u cilju kontrole
populacija biljnih vasi u staklenicima. Naj¢es¢i 1 vrlo uspesan bioloski agent je vrsta E.
cerasicola, koris¢ena u suzbijanju M. persicae, ali takode uspesna u eksperimentalnim
uslovima protiv Pentalonia nigronervosa Coquerel, 1859 (Stary & Stechmann, 1990).
Mitsunaga et al. (2015) predlozili su upotrebu E. nacheri u staklenicima, kao alternativu
vrstama roda Aphidius u borbi protiv Aphis gosypii Glover, 1877 i M. persicae. Rezultati
njihove studije pokazali su da E. nacheri moze uspesno parazitirati obe vrste biljnih vasi,
ali da se populacija ovog parazitoida ne povecava dovoljno brzo da bi savladala brzo
rastuce populacije steto¢ina. U proteklih 10 godina, E. cerasicola se masovno komercijalno
uzgaja i prodaje u Evropi. Isti je slucaj i sa vrstom E. plagiator, s tim $to je proizvodnja ove

vrste znatno manja (Lantern, 2018).

Trenutno su, u okviru roda Ephedrus, opisana tri podroda: Ephedrus, Lysephedrus i
Breviephedrus. Podrodovi Breviephedrus i Lysephedrus sadrze po jednu vrstu, E. brevis i
E. validus, koje su usled specifi¢nih morfoloskih karaktera smestene u zasebne podrodove.
Podrod Ephedrus se sastoji od tri grupe vrsta, persicae, lacertosus i plagiator, koje su
dobijene uporednom analizom razli¢itih morfoloskih karaktera (Géardenfors, 1986; Tomic¢ et
al., 2005). Molekularne studije nisu obuhvatale predstavnike sve tri grupe vrsta unutar

podroda Ephedrus, sve do nedavne preliminarne analize Petrovi¢ et al. (2013), koja je
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potvrdila ovu podelu. Potrebno je naglasiti da su neke od vrsta podroda Ephedrus bile
klasifikovane unutar roda Fovephedrus, koga je opisao Chen (Chen, 1986). Rod je dobio
ime na oshovu prisustva fovealne jamice na mezoskutumu, a u njega je kasnije
klasifikovano jos nekoliko vrsta roda Ephedrus kojima je zajedni¢ka karakteristika
prisustvo fovee. Izmedu ostalih, tu su bili klasifikovani E. persicae (kao F. persicae) i E.
lacertosus (kao F. lacertosus). Fovephedrus je kasnije sinonimiziran sa rodom Ephedrus,
ali mu je dodeljen status podroda (van Achterberg, 1997). Medutim, opravdanost smestanja
vrsta u zaseban podrod isklju¢ivo na osnovu prisustva fovealne jamice, dovodi se u pitanje

(Ziki¢ et al., 2009).

Glavni morfoloski taksonomski karakteri, koji dele podrod Ephedrus na tri grupe vrsta,
su slede¢i: duzina i oblik antena, broj mirisnih brazda na prvom i drugom flagelarnom
segmentu, prisustvo fovealne jamice, odnos duzine nerava na prednjim krilima (3RS i
2RS), oblik i duzina pterostigme, oblik centralne areole propodeuma, broj seta na razli¢itim

delovima tela (klipeus, propodeum, legalica) i oblik petiolusa (Pennacchio et al., 1988).

Grupu vrsta persicae odlikuju: kratke antene sa brojem mirisnih brazda od nula do tri na
prvom flagelarnom segmentu F1; prisustvo fovealne jamice; 2RS nerv obi¢no duzi od 3RS,
vrlo retko jednakih duZina; centralna areola propodeuma pentagonalnog oblika, sa
uocljivom subareolom; petiolus kratak i Sirok, gladak i bez brazda na posterolateralnom
regionu (Pennacchio et al., 1988). Ovoj grupi pripadaju tri vrste: Ephedrus persicae,

Ephedrus chaitophori i Ephedrus lonicerae (Ziki¢ et al., 2009).

Generalne karakteristike grupe vrsta plagiator su sledece: antene variraju u duzini od
kratkih do srednje izduzenih; prednja krila poseduju izrazenu pterostigmu; 3RS nerv
prednjih krila je duzi ili jednak 2RS nervu; centralna areola je pentagonalnog oblika i
prili¢no varijabilna; petiolus je manje-vise izduzen, od 1,6 do 2 puta duzi nego $to je §irok,
sa brazdama u posterolateralnom regionu i izrazenim dorzalnim grebenima. Ovoj grupi

pripada najveci broj vrsta.
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Grupu vrsta lacertosus odlikuju izduzene antene, kod kojih prvi flagelarni segment (F1)
varira od srednje do izuzetno dugog. Pterostigma je vrlo dugacka i tanka, dok je 3RS nerv
jednak ili duzi od 2RS nerva. Petiolus je izduZzen, bez izrazenih tuberkula i sa slabo

izrazenim do potpuno odsutnim posterolateralnim brazdama (Pennacchio et al., 1988).

Pozicija roda Ephedrus unutar potfamilije Aphidiinac i dalje nije utvrdena. Postoji
nekoliko hipoteza koji rod ili grupa je najsrodnija rodu Ephedrus. Na osnovu nervature
krila i nekoliko drugih karaktera, rodovi Toxares i Ephedrus bili su klasifikovani zajedno u
tribus Ephedrini (Mackauer, 1968). Medutim, istrazivanje larvalne morfologije ova dva
roda je pokazalo da se oni znatno razlikuju (Finlayson, 1990). Takode, ispitivanje
morfologije larvi prvog stadijuma ukazalo je na veliku sli¢nost rodova Ephedrus i Praon
(O’Donnell, 1989). Rod Parephedrus Stary & Carvel, 1971 iz Australije poseduje nekoliko
karaktera koji su zajednicki i vrstama roda Ephedrus, kao S§to su antene gradene od 11
segmenata kod oba pola i slicna nervatura krila. Zbog toga, pojedini autori smatraju da su
ova dva roda blisko evolutivnho povezana (Stary & Carver, 1971; Mackauer & Finlayson,
2012). Schlinger (1974) je rodove Pseudephedrus Stary, 1972 i Parephedrus klasifikovao
unutar potfamilije Ephedrinae (sadaSnjeg tribusa Ephedrini). Medutim, smatra se da ova
dva arhai¢na roda, zajedno sa rodovima Vanhartenia Stary & van Harten, 1974 i
Choreopraon Mackauer, 2012 formiraju odvojenu kladu ili klade u filogeniji potfamilije
Aphidiinae.

Kada je re¢ o poziciji roda Ephedrus unutar potfamilije Aphidiinae, druga nedoumica je
da 1i on predstavlja bazalnu grupu citave potfamilije. Postoji nekoliko, uglavnom
molekularnih studija ¢iji rezultati idu u prilog bazalnoj poziciji tribusa Praini (Smith et al.,
1999), dok neki autori navode da je to Aclitus (Kambhampati et al., 2000) ili cak
Pseudephedrus (Ziki¢ et al., 2017). Pored navedenih, brojne molekularne i morfoloske
studije navode rod Ephedrus kao najverovatnijeg kandidata za bazalno mesto unutar
potfamilije (G&rdenfors, 1986; Belshaw & Quicke, 1997; Sanchis et al., 2001; Shi & Chen,
2005).
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Pored brojnih pleziomorfnih morfoloskih karaktera (nervatura krila, broj ¢lanaka u
antenama, postojanje centralne areole na propodeumu, oblik legalice itd.), fosilni nalazi dve
vrste, E. mirabilis (33,9-23,03 miliona godina) iz oligocena i E. primordialis (48,6-40,4
miliona godina) (Stary 1973, Ortega-Blanco et al. 2009) iz eocena su jedinstveni za sve
Aphidiinae 1 idu u prilog bazalnoj poziciji roda Ephedrus, mada je pitanje pozicije E.
primordialis i dalje aktuelno (Ortega-Blanco, 2009).
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Tabela 1. Lista evropskih vrsta roda Ephedrus

Ephedrus blattnyi
Ephedrus brevis
Ephedrus cerasicola
Ephedrus chaitophori
Ephedrus dysaphidis
Ephedrus helleni
Ephedrus koponeni
Ephedrus lacertosus
Ephedrus laevicollis
Ephedrus longistigmus
Ephedrus lonicerae
Ephedrus nacheri
Ephedrus niger
Ephedrus persicae
Ephedrus plagiator
Ephedrus prociphili
Ephedrus vaccinii
Ephedrus validus

Stary, 1973

Stelfox, 1941

Stary, 1962

Gérdenfors, 1986

Tomanovi¢, Kavallieratos & Stary, 2005
Mackauer, 1968

Halme, 1992

Haliday, 1833

Thomson, 1895

Gérdenfors, 1986

Tomanovi¢, Kavallieratos &Stary, 2009
Quilis Perez, 1934

Gautier, Bonnamour & Gaumont, 1929
Froggatt, 1904

Nees, 1811

Stary, 1982

Gérdenfors, 1986

Haliday, 1833
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CILJEVI ISTRAZIVANJA

Iz svega navedenog, moze sa zakljuciti da do sada nije radena nijedna molekularna i
morfoloska analiza fokusirana isklju¢ivo na rod Ephedrus. Postoji puno otezavajuéih
faktora kada se radi o taksonomiji i filogenetskim odnosima vrsta unutar ovog roda. Prvi
problem je varijabilnost unutar vrsta, zbog koje su biotipovi iste vrste ¢esto opisivani kao
nove vrste (Gardenfors, 1986; Ziki¢ et al., 2009). Drugi problem je postojanje velikih
kompleksa, unutar kojih se nalaze kriptine vrste, koje nije jednostavno identifikovati

isklju¢ivo na osnovu morfoloskih karaktera.

Osnovni ciljevi ove studije su sledeci:

1. Provera opravdanosti subgeneri¢ke klasifikacije roda Ephedrus na tri podroda i

ispitivanje filogenetskih odnosa izmedu njih.

2. lspitivanje taksonomskog statusa tri grupe vrsta podroda Ephedrus: plagiator,

persicae i lacertosus.

3. Potvrdivanje statusa postoje¢ih vrsta integrativno taksonomskim pristupom

(kombinacijom molekularnih markera i morfometrije).

4. Utvrdivanje da li se unutar velikih kompleksa $iroko rasprostranjenih generalista (E.

plagiator i E. persicae) kriju kripti¢ne vrste.
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MATERIJAL | METODE

SAKUPLJANJE UZORAKA

Jedinke koris¢ene u ovoj studiji sakupljene su u proteklih 30 godina Sirom Evrope
(Slika 6). Uzorci su sakupljani na dva nacina, uz pomo¢ entomoloske mreze ili
sakupljanjem parazitiranih biljnih vasi. Drugi metod se smatra boljim, jer pruza vazne
podatke o trofickim odnosima parazitoida, biljne vasi i biljke domacina. Delovi biljke sa
kolonijama biljnih vasi stavljane su u plasticne kutije koje poseduju otvore prekivene

mrezicom, radi ventilacije.

Slika 6. Evropske drzave iz kojih poti¢u sakupljeni uzorci.
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Takvi uzorci su ¢uvani u laboratorijskim uslovima sve do izletanja odraslih jedinki, $to
moze potrajati i nekoliko nedelja. Nakon izletanja iz mumija, parazitske ose su hvatane
finom cCetkicom i prebacivane u tubicu sa 96% etanolom. Takode, direktno na terenu su

sakupljani i uzorci biljnih vasi i biljaka, radi dalje identifikacije.

Od ukupno 18 vrsta rasprostranjenih u Evropi, za ovu studiju nisu bile dostupne tri:
E. lonicerae, E. longistigmus i E. vaccini. Sve jedinke E. lonicerae su iskoriséene za
pravljenje trajnih mikroskopskih preparata (Ziki¢ et al., 2009), dok jedinke vrsta E.
longistigmus i E. vaccini nije bilo moguce uzorkovati. Takode, nekoliko vrsta je
pozajmljeno ili dobijeno: po pet zenki E. validus i E. koponeni je pozajmljeno od Finskog
Zooloskog Muzeja (Helsinki), devet jedinki E. prociphili je dobijeno iz kolekcije Petr Stary
(Laboratory of Aphidology, Institute of Entomology, Academy of Sciences of the Czech
Republic), a 15 jedinki E. brevis iz kolekcije Elene Davidian (Russian Institute of Plant
Protection, Pushkin, Russia). Morfoloska analiza je podrazumevala disekciju jedinki i
pravljenje mikroskopskih preparata. Jedinkama su prvo odstranjena krila, a nakon toga su
potopljene u 10% kalijum—hidroksid (KOH) i kuvane od ¢etiri do sedam minuta. Zatim je
usledila disekcija koja je obavljena uz pomo¢ binokularne lupe ZEISS Discovery V8 (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen, Germany). Delovi tela su odvajani slede¢im redom:
antene, glava, mezoskutum, propodeum, petiolus i legalica. Disekovani delovi su
postavljeni u odgovarajuc¢i polozaj u Berlezov rastvor, ostavljeni 24 sata i nakon toga
fiksirani stavljanjem dodatne kapi Berlezovog medijuma i pokrovnog stakla. Svi
mikroskopski preparati su slikani pod Leica DM LS mikroskopom (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Germany), pri ¢emu je fotografisano nekoliko slika razli¢itog fokusa, koje
su obradene u HeliconFocus 7 (Helicon Soft) programu. Merenje karaktera je uradeno u
Image J softveru (Schneider et al. 2012). Morfoloska terminologija prati studiju Sharkey &
Wharton (1997). Kada je bilo dostupno vise uzoraka, nekoliko jedinki svake vrste je
fotografisano SEM metodom uz pomo¢ skening elektronskog mikroskopa Jeol JSM-
6460LV (Jeol USA, Inc., Peabody, MA, USA).
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MOLEKULARNA ANALIZA

Ekstrakcija DNK je vrsena iz pojedina¢nih uzoraka uz pomo¢ Qiagen DNeasy Blood
and Tissue kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) i Kapa Express Extract Kit (KAPA
Biosystems, Wilmington, MA, USA), prate¢i protokol proizvodaca. U oba slucaja je toraks
jedinke prethodno probuSen sterilnom entomoloskom iglom, kako bi se omogucilo
prodiranje tecnosti za ekstrakciju u unutrasnja tkiva, a samim tim i $to veci prinos DNK. U
zavisnosti od stanja uzorka, za amplifikaciju COI regiona (citohrom c oksidaza subjedinica
I) koris¢eni su razliCiti prajmeri. Za vecinu uzoraka koriséeni su univerzalni prajmeri
LCO1490 i HCO2198 (Folmer et al., 1994) (Tabela 2). U slu¢aju uzoraka kod kojih nije
bilo moguc¢e umnoziti DNK univerzalnim prajmerima usled fragmentacije DNK (suvi
muzejski uzorci, jedinke Cuvane u etanolu koje su starije od 10 godina), koris¢eni su
prajmeri za amplifikaciju kratkih fragmenata (Mitrovi¢ & Tomanovié¢, 2018) (Tabela 3).
Kratki fragmenti barkoding regiona COI gena su razli¢ite duZine i povezuju se u jednu
jedinstvenu sekvencu pre poredenja sa drugim primercima. Jedarni faktor elongacije EFla
je amplifikovan EFF i EFR prajmerima, preuzetim iz studije Belshaw i Quicke (1997)
(Tabela 4). U sluc¢aju LCO1490/HCO2198 i EFF/EFR prajmera, protokol je bio sledeéi:
finalna zapremina od 40 pl sadrzala je 2 pl ekstrahovane DNK, 0,4 ul Taq polimeraze, po 2
pl prajmera (10 mM), 2,4 ul dezoksinukleotidne smese (0,6 mM), 3,6 ul magnezijum
hlorida (MgCl,), 4 pl pufera i 23,6 pl vode (H20). U sluc¢aju amplifikacije prajmerima za
umnozavanje kratkih fragmenata, koli¢ina DNK je bila pove¢ana na 4 pl, H20 smanjena na
21,6 pl, dok je zapremina ostalih komponenti ostala ista kao i kod prethodnih amplifikacija.
Sve PCR reakcije su vrSene u Eppendrof mastercycler, a temperaturni profili za

amplifikaciju uz pomoc¢ sva tri para prajmera su prikazani na slikama (7-9).

Tabela 2. Univerzalni prajmeri koris¢eni za amplifikaciju COI regiona (Folmer et al., 1994)

LCO1490 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ Col

HCO02198 5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3* | COIu 3’-5" smeru

31



Tabela 3. Prajmeri koris¢eni za amplifikaciju kratkih fragmenata COI (Mitrovi¢ &

Tomanovi¢, 2018)

LCO1490 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ COol

Pr2Rd 5’-GTTGWAATAAAATTAATWGCYCC-3’ COI u 3’-5’ smeru
Aph3Fd 5’-CATTTAGCWGGDATTTCYTC-3’ COol
HCO2198 5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’ COI u 3’5’ smeru

Tabela 4. Prajmeri kori$¢eni za amplifikaciju nuklearnog faktora elongacije EFla (Folmer
etal., 1994)

EFF 5’ -AGATGGGYAARGGTTCCTTCAA-3’ EFla

EFR 5" -AACATGTTGTCDCCGTGCCATCC-3’ EFla

5 95°C  -inicijalna denaturacija

' 9deC
1 540C 35 ciklusa
17307 72°C

7 72°C  -finalna ekstenzija

Slika 7. Temperaturni profil za amplifikaciju COIl regiona
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5 05°C  -inicijalna denaturacija
1’ 05°C

r 54°C 37 ciklusa

307 72°C

7 72°C  -finalna ekstenzija

Slika 8. Temperaturni profil za amplifikaciju kratkih fragmenata COI

5 05°C - inicijalna denaturacija
307 94eC

307 48°C 40 ciklusa

17307 72°C

7 72°C  -finalna ckstenzija

Slika 9. Temperaturni profil za amplifikaciju EFla regiona

Uspesnost amplifikacija proverena je uz pomo¢ 1% agaroznog gela obojenog sa 2pl
Midori Green (Nippon Genetics Europe). Neprecis¢eni uzorci su poslati u kompaniju
Macrogen Inc. koja je usluzno obavila precis¢avanje i sekvenciranje uzoraka (Seoul,
Korea). U nekioliko slucajeva, PCR produkt je precis¢en uz pomoé¢ QIAquick PCR
Purification Kit-a (Qiagen, Valencia, CA, USA) prateci protokol proizvodaca.

Dobijene sekvence su proverene na prisustvo pseudogena, vizualizovane u programu

FinchTv Geospiza Inc. (Seattle, USA) i ru¢no obradene i poravnate u BioEdit programu
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(Hall, 1999). Sve COI sekvence su skracene na duzinu od 557 baznih parova, dok je
maksimalna duzina sekvenci za EFla iznosila 440 bp. Dalje analize vrsene su u MEGA 6
softveru (Tamura et al., 2013). Kimura dvoparametarski model bazne supstitucije (K2P) je
kori$¢en pri izraCunavanju prose¢ne geneticke distance izmedu sekvenci. Bajesova analiza
izvrsena je u BEAST 2.5 programu (Drummond et al., 2012) po striktnom modelu sata i
Julovom procesu specijacije. Inicijalni fajl dizajniran je u BEAUTI programu, pri ¢emu je
koris¢en Tamura-Nei model (Tamura & Nei, 1993) sa Gama distribucijom koji je MEGA 6
program predlozio kao najoptimalniji. Za persicae grupu vrsta, uradeno je i posebno
filogenetsko stablo, metodama “maximum likelihood” (ML), “neighbor joining” (NJ) i
“maximum parsimony” (MP). Za out grupu u svim sluc¢ajevima koris¢ena je vrsta Venturia
canescens koja pripada sestrinskoj familiji Ichneumonidae. Dobijeni fajl insertovan je u
FigTreel.4.3. program (Rambaut, 2009) koji je konstruisao filogenetska stabla za oba

genska fragmenta.

REZULTATI

Molekularne analize

Navedenom molekularnom metodom uspe$no je umnozeno i sekvencirano 80 sekvenci
barkoding regiona COI gena. i to za vrste: E. plagiator (17), E. persicae (17), E. niger (7),
E. lacertosus (5), E. nacheri (4), E. helleni (4), Ephedrus sp. n. 2 (4), E. koponeni (3), E.
prociphili (3), E. cerasicola (3), E. validus (3), Ephedrus sp. n. 1 (2), E. laevicollis (2), E.
chaitophori (1), E. blattnyi (1) i E. brevis (1) (Tabela 5.). Poredenjem dobijenih sekvenci,

ukljucujuéi 1 Sest referenci preuzetih iz banke gena, utvrdeno je 58 razlic¢itih COI
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haplotipova. Dodatnih $est sekvenci preuzeto je iz banke gena, a ukupno je zabelezeno ¢ak

58 razli¢itih haplotipova.

Tabela 5. Analizirane jedinke koje su koriS¢ene u rekonstrukciji filogenetskog stabla COI

fragmenta. Jedinke preuzete iz banke gena u koloni sa prajmerima poseduju pristupni broj

sekvence.
Vrsta Sifra Zemlja Biljka Biljna va§ domacin COl prajmeri

E. plagiator Bel5/73_1 Belgija Malus domestica Rhopalosiphum insertum LCO1490/HC0O2198
E. plagiator Bel5/73_2 Belgija Malus domestica Rhopalosiphum insertum LCO1490/HC0O2198
E. plagiator S14/161 Slovenija Prenanthes purpurea Macrosiphum prenanthidis LCO1490/HCO2198
E. plagiator Ephe_Api Crna Gora Heracleum sp. / LCO1490/HC0O2198
E. plagiator S14/186 Slovenija | Ranunculus lanuginosus Aphis fabae LCO1490/HCO2198
E. plagiator S10/50_2 Srbija Poaceae Anoecia corni LCO1490/HCO2198
E. plagiator S11/274 Crna Gora Tamarix sp. Brachyunguis tamaricis LCO1490/HCO2198
E. plagiator Be14/502_1 Belgija Poa annua Sitobion avenae LCO1490/HC0O2198
E. plagiator Bel4/502_2 Belgija Poa annua Sitobion avenae LCO1490/HCO2198
E. plagiator S11/469 Srbija Vicia cracca Aphis craccae LCO1490/HCO2198

E.blattnyi Crna Gora / / LCO1490/HCO2198
E. plagiator Bel5/65 Belgija Prunus padus Rhopalosiphum padi LCO1490/HC0O2198
E. plagiator Al15/14 Austrija Dactylis glomerata Sitobion avenae LCO1490/HCO2198
E. plagiator A15/09 Austrija Chenopodium album Aphis fabae LCO1490/HCO2198
E. plagiator Belgija Viridaxis / LCO1490/HCO2198
E. plagiator S11/431 Srbija Abies alba / LCO1490/HCO2198
E. plagiator SL09/63 Slovenija Triticum aestivum / LCO1490/HCO2198
E. plagiator S14/180 Slovenija Galium sp. Linosiphon galii LCO1490/HC0O2198
E. koponeni EKP70 Finska / / LCOL490/Pr2Rd,

Aph3Fd/HC02198

E. koponeni EKP Finska / / Aﬁgéﬁ?g@gﬁgg
E. koponeni R18/09 Srbija Pinus peuce Cinara sp. LCO1490/HC0O2198
E. prociphili E5 Ceska / / LCO1490/HCO2198
E. prociphili E6 Ceska / / LCO1490/HC0O2198
E. prociphili E7 Ceska / / LCO1490/HC0O2198

E. nacheri Bel4/446 Belgija Senecio vulgaris Brachycaudus cardui LCO1490/HCO2198

E. nacheri Bel5/429 Belgija Chenopodium album Hayhurstia atriplicis LCO1490/HCO2198

E. nacheri Bel5/386 Belgija Chenopodium album Hayhurstia atriplicis LCO1490/HCO2198

E. nacheri Bel5/354_2 Belgija Chenopodium album Hayhurstia atriplicis LCO1490/HCO2198
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LCO1490/Pr2Rd,

Ephedrus sp. n.2 E_plag_hya | Crna Gora Lonicera xylosteum Sanicula europaea Aph3Fd/HCO2198
Ephedrus sp. n.2 S11/750 Crna Gora Sanicula europaea Hyadaphis foeniculi LCO1490/HCO2198
Ephedrus sp. n.2 S11/750 2 Crna Gora Sanicula europaea Hyadaphis foeniculi LCO1490/HC0O2198
Ephedrus sp. n.2 Hr15/43 Hrvatska Anthriscus sylvestris Hyadaphis foeniculi LCO1490/HC0O2198
Ephedrus niger $11/115 Srbija Latyrus Megoura viciae LCO1490/HC0O2198
E. niger S11/368 Srbija Centaurea sp. Uroleucon jaceae LCO1490/HCO2198
E. niger Mn10/09 Crna Gora Cirsium sp. Uroleucon sp. LCO1490/HCO2198
E. niger S11/09 Srbija Artemisia sp. Macrosiphoniella sp. LCO1490/HCO2198
E. niger S110/12 Slovenija Limonium angustifolium Staticobium limonii LCO1490/HC0O2198
E. niger S11/162_1 Srbija Chrisanthemum sp. Macrosiphoniella sanborni LCO1490/HCO2198
E. niger SR%/?’ZS?M/ Srbija Centaurea rhenana Uroleucon jaceae LCO1490/HC0O2198
E. laevicollis R16/23_1 Srbija Rosa canina Chaetosiphon sp. LCO1490/HC0O2198
E. laevicollis R16/23 2 Srbija Rosa canina Chaetosiphon sp. LCO1490/HCO2198
E. cerasicola E_cerasi Belgija / / LCO1490/HC0O2198
E. cerasicola Eph_Pyr Srbija Pyrus communis Dysaphis pyri LCO1490/HC0O2198
E. cerasicola Eph_Pyr Srbija Pyrus communis Dysaphis pyri LCO1490/HC0O2198
E. cerasicola E4_LCO Srbija Ligustrum vulgare Myzus ligustri LCO1490/HCO2198
E. helleni Hr15/03 Hrvatska Salix amplexicaulis Chaitophorus sp. LCO1490/HCO2198
E. helleni Hr15/7 Hrvatska Salix sp. Cavariella aegopodii LCO1490/HC0O2198
E. helleni A15/15 Austrija Pastinaca hirsuta Cavariella theobaldi LCO1490/HCO2198
E. helleni Hr15/68 Hrvatska Salix amplexicaulis Cavariella aegopodii LCO1490/HCO2198

E. validus EVLS Finska / / :;gég?g’g Cr)z;;gé

E. validus EVL2 Finska / / A%;gég?g?gggg

E. validus EVL Finska / / A";gég?g?gggg
E. lacertosus Hr15/25 Hrvatska Rubus sp. Amphorophora rubi LCO1490/HCO2198
E. lacertosus $12/818 Crna Gora Rubus hirsutum Macrosiphum funestum LCO1490/HCO2198
E. lacertosus S12/855 Crna Gora Rubus sp. Macrosiphum funestum LCO1490/HC0O2198
E. lacertosus E9 Ceska / / LCO1490/HCO2198
E. lacertosus S12/851 Crna Gora Rubus sp. Macrosiphum funestum LCO1490/HCO2198
Ephedrus sp. n. 1 E1LCO Slovenija Tamarix sp. Brachyunguis tamaricis LCO1490/HCO2198
Ephedrus sp. n. 1 E2 LCO Slovenija Tamarix sp. Brachyunguis tamaricis LCO1490/HC0O2198
E. chaitophori SEREC Srbija Populus nigra Chaitophorus sp. LCO1490/HCO2198
E. persicae S11/670 Crna Gora Robinia pseudoacacia Aphis craccivora LCO1490/HCO2198
E. persicae S11/681_2 Crna Gora Parietaria sp. Aphis parietariae LCO1490/HCO2198
E. persicae S11/231 Crna Gora Parietaria sp. / LCO1490/HCO2198
E. persicae S11/662 Crna Gora Parietaria sp. Aphis parietariae LCO1490/HCO2198
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E. persicae $11/218 Crna Gora Nerium oleander Aphis nerii LCO1490/HC0O2198
E. persicae Mn10/51 Crna Gora Punica granatum Aphis punicae LCO1490/HC0O2198
E. persicae S11/177 Srbija Prunus domestica / LCO1490/HCO2198
E. persicae S14/142 Svedska Malus domestica Dysaphis plantaginea LCO1490/HCO2198
E. persicae Be15/28 Belgija / / LCO1490/HCO2198
E. persicae Epe 1 Srbija Malus domestica Dysaphis plantaginea LCO1490/HC02198
E. persicae Epe 2 Srbija Malus domestica Dysaphis plantaginea LCO1490/HC02198
E. persicae Bel5/29 Belgija Prunus domestica Brachycaudus helichrysi LCO1490/HC0O2198
E. persicae Bel5/74 Belgija Prunus avium Myzus cerasi LCO1490/HC0O2198
E. persicae Bel4/3 Belgija Malus sp. Dysaphis plantaginea LCO1490/HCO2198
E. persicae S14/139_1 Svedska Prunus tenella Myzus cerasi LCO1490/HC0O2198
E. persicae S14/139_2 Svedska Prunus tenella Myzus cerasi LCO1490/HC0O2198
E. persicae SRB006 Srbija Prunus domestica Brachycaudus cardui LCO1490/HC0O2198
E. brevis $12/879 Rusija / Svetlosna klopka LCO1490/HCO2198
E. helleni KP983836 / Heracleum sp. Cavariella sp. LCOMQOF;)TJCC/HCOH%
E. helleni IN620617 | France / Cavariella sp. LCO“gO%LLCC/HCOZl%
E. lacertosus KR889551 / / / LepF1/LepR1
E. dysaphidis 2804513 Srbija Malus domestica Dysaphis plantaginea LCO1490/HC0O2198
Venturia FI1478176 / / / FI478176

cansecens

Status vrsta E. brevis, E. cerasicola, E. laevicollis, E. koponeni, E. validus, E.

prociphili i E. chaitophori je po prvi put potvrden kao validan putem COI regiona.

Filogenetsko stablo dobijeno na osnovu COI regiona, podelilo je sekvence u tri

osnovne klade, medutim one nisu odgovarale tradicionalnoj podeli roda Ephedrus na tri

podroda, Breviephedrus, Lysephedrus i Ephedrus. Prvu kladu formirale su vrste koje

pripadaju persicae grupi vrsta (E. persicae, E. chaitophori i Ephedrus sp. n. 1). Druga

klada je predstavljena vrstom E. brevis, dok su u trecu grupisane sve ostale vrste (plagiator

I lacertosus grupe vrsta) (Slika 7).

Ephedrus brevis, jedini predstavnik podroda Breviephedrus, na filogenetskom stablu

se odvojio od plagiator grupe sa proseénom genetickom distancom od 16,3%, dok je
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izmedu ove vrste i persicae grupe ona iznosila 19,6%. Geneticka distanca izmedu persicae

I plagiator klada iznosila je 20,7% (Tabela 6).

Unutar persicae grupe, jedinke su se odvojile u tri grupe (Slika 8). Prvoj liniji
pripadala je vrsta E. chaitophori, drugoj E. persicae, dok su tre¢oj pripadale dve
neidentifikovane jedinke oznacene kao Ephedrus sp. n. 1. Prose¢na geneticka distanca
izmedu Ephedrus sp. n. 1 i E. chaitophori iznosila je 6,4%, dok je izmedu ove grupe i E.
persicae vrste bila 5,7% (od 5,2% do 6,1%). U okviru E. persicae, jedinke su se grupisale u

dve klade, sa prosecnom genetickom distancom od 3,1%.
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Venturia canescens KP072612
Ephedrus persicae (1, ME)

Ephedrus pe;
Ephedrus pei
Ephedrus pe
;:'J;/m/ru\ pei
Ephedrus per

Ephedrus persicae (2, RS
[I;:/J/m/ru\' persicae (1, RS)
Ephedrus persicae (1, SE)
Ephedrus persicae (1, BE)
Ephedrus persicae (1, BE)
Ephedrus persicae (1, BE)
Ephedrus chaitophori (1, RS)
Ephedrus sp.n. 1 (1, SI)
g 3
100% edrus validus (1,
% EE;hedrus validus (1, FT)
phedrus validus (1, FI)
= Ephedrus helleni (1, AT)
100% 69 Ephedrus helleni (1, HR)
Ephedrus helleni (1, HR)
Ephedrus helleni (2, KP983836, IN620617)
E;)/n':/ru;\' helleni (1, HR)
Ephedrus laevicollis (2, RS)
Ephedrus cerasicola (1, RS)
Ephedrus cerasicola (1, RS)
Ephedrus cerasicola (1, RS; 1 BE)
Ephedrus dysaphidis (2, RS)
Ephedrus niger (1, RS)
Ephedri S
Ephedrus niger (1,
d}/uqlrux niger (1, SI)

100%

53%

100%

100%

i )
iphili (3, CZ)
i (1, BE)

4, BE: 1 KP983690)
phedrus koponeni (1, RS; 2, FI)
Ephedrus sp.n.2 (1,M
® Ephedrus sp.n. 2 (1, ME)

Ephedrus sp.n_2 (1, HR)
Ephedrus sp.n, 2 (1, ME)
Ephedrus plagiator (1, SI)
Ephedrus blattnyi (1, ME)
Ephedrus plagiator (3, BE; 2, SI; 1, ME; 2 RS)
Ephedrus plagiator (1, ME)
Ephedrus plagiator (1, BE)
© Ephedrus plagiator (1, AT)
Ephedrus plagiator (1, AT)
f,]phw/ru,\' plagiator (1, BE)
Ephedrus lacertosus (1, ME)
Ephedrus lacertosus (1, ME)
Ephedrus lacertosus (1.RS)
Ephedrus lacertosus (1, ME)
Ephedrus lacertosus (1, HR)
Ephedrus lacertosus KR889551
;phedrus brevis (1, RU)

=

100%

55%

©
2

100%

0.03

Slika 7. Filogenetsko stablo COIl regiona, dobijeno Bajesovom metodom. Prikazane su
kvantitativne podrSke iznad 50%. Tradicionalna podela roda Ephedrus na podrodove
prikazana je razli¢itom bojom: Lysephedrus (plava), Breviephedrus (zelena) i Ephedrus
(zuta). Broj sekvenci koje dele isti haplotip i zemlje iz kojih poticu prikazane su u
zagradama. Skraenice zemalja su sledeée: AT-Austrija, BE-Belgija, CZ—Ceska, FI-
Finska, HR—Hrvatska, ME—Crna Gora, RS-Srbija, RU-Rusija, SI-Slovenija.
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E. persicae/S14 1392/M. cerasi/P. tenella

E. persicae/S14 1391/M. cerasilP. tenella

E. persicae/Bel5 74/M. cerasi/P. avium

E. persicae/Bel5 29/B. helichrvsi/P. domestica

E. persicae/S14 142/D. plantaginea/ M. domestica
99/100/99| - E. persicae/S11 177/Myzus sp. & Brachycaudus sp./P. domestica
E. persicae/SRBO0G/B. carduil P. domestica
E. persicae/Bel5 28/ M. cerasi/P. avium
38/96/90 E. persicaelEpe2/D. devecta/M. domestica

E. persicae/Epel/D. devecta/M. domestica
E. persicae/LL10 013/Aphis sp./S. soleirolii

9592/9
E. persicae/L10 011/Aphis sp./S. soleirolii
pr78IGH 61//67/7 E. persicae/Mnl(0 51/A. punicaelP. granatum
99100/100| 1£- persicae/S11 6611/A. parietariae/ Parietaria sp.
100/100/96 E. persicae/S11 6812/4. parietariae/ Parietaria sp.

Ephedrus sp. n. 1/E-1/Br. tamaricis/T. gallica
lOO/lOO/lOOL Ephedrus sp. n. 1/E-2/Br. famaricis/T. gallica
E. chaitophori/EC/Chaitophorus sp./Populus sp.

A. lepelleyil ALY/ Eriosomal C. betulus
Venturia canescens/FJ478176.1

—_
20

Slika 8. Filogenetsko stablo COIl regiona za persicae grupu vrsta. Dobijeno
Maximum Likelihood (ML), Neighbour Joining (NJ) i Maximum Parsimony (MP)
metodama. Topologija stabla za sve tri metode bila je ista, a kvantitativne podrske

(MP/NJ/ML) su prikazane na granama.
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Tabela 6. Matrica K2P genetickih distanci izmedu vrsta roda Ephedrus dobijene analizom sekvenci COI regiona

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 | Ephedrussp.n. 2
2 | E. plagiator 0.029
3 E. blattnyi 0.030 | 0.003
4 E. niger 0.058 | 0.046 | 0.046
5 E. cerasicola 0.050 | 0.046 | 0.047 | 0.060
6 E. helleni 0.080 | 0.085 | 0.086 | 0.083 | 0.085
7 E. brevis 0.149 | 0.153 | 0.150 | 0.187 | 0.171 | 0.172
8 E. lacertosus 0.106 | 0.094 | 0.092 | 0.108 | 0.091 | 0.092 | 0.176
9 E. validus 0.085 | 0.087 | 0.084 | 0.090 | 0.082 | 0.075 | 0.163 | 0.084
10 | E. koponeni 0.045 | 0.036 | 0.035 | 0.068 | 0.061 | 0.105 | 0.159 | 0.115 | 0.092
11 | E. prociphili 0.048 | 0.032 | 0.030 | 0.064 | 0.057 | 0.100 | 0.154 | 0.113 | 0.089 | 0.024
12 | E. laevicollis 0.056 | 0.051 | 0.052 | 0.072 | 0.058 | 0.089 | 0.177 | 0.101 | 0.088 | 0.076 | 0.076
13 | E. nacheri 0.046 | 0.033 | 0.034 | 0.066 | 0.055 | 0.099 | 0.152 | 0.113 | 0.089 | 0.028 | 0.011 | 0.076
14 | E. chaitophori 0.202 | 0.194 | 0.190 | 0.211 | 0.202 | 0.209 | 0.197 | 0.198 | 0.187 | 0.195 | 0.193 | 0.234 | 0.195
15 | E. persicae 0.211 | 0.211 | 0.208 | 0.218 | 0.209 | 0.194 | 0.194 | 0.193 | 0.180 | 0.205 | 0.211 | 0.226 | 0.210 | 0.062
16 | Ephedrussp.n.1 | 0.220 | 0.209 | 0.206 | 0.216 | 0.220 | 0.230 | 0.215 | 0.205 | 0.206 | 0.211 | 0.213 | 0.240 | 0.221 | 0.056 | 0.060
17 | E. dysaphidis 0.046 | 0.042 | 0.043 | 0.055 | 0.005 | 0.080 | 0.168 | 0.087 | 0.077 | 0.056 | 0.052 | 0.052 | 0.051 | 0.197 | 0.205 | 0.215
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Ephedrus validus, jedina vrsta unutar podroda Lysephedrus grupisala se unutar plagiator

klade, gde se zajedno sa E. helleni odvaja od ostalih vrsta iz plagiator grupe.

Sve ostale jedinke plagiator grupe, sa ukupno 10 vrsta, ¢inile su drugu kladu (E. plagiator,
E. blattnyi, E. prociphili, E. nacheri, E. laevicollis, E. cerasicola, E. dysaphidis, Ephedrus sp. n.
2, E. niger i E. koponeni). Jedna jedinka identifikovana kao E. blattnyi grupisala se zajedno sa
vrstom E. plagiator, sa genetickom distancom od 0,2% do 0,7% izmedu nje i ostalih E. plagiator
sekvenci. Isti slucaj bio je i sa vrstom E. dysaphidis kod koje se geneticka distanca kretala od
0,0% do 1,6 % u poredenju sa vrstom E. cerasicola. Cetiri jedinke oznagene kao Ephedrus sp. n.
2 formirale su zasebu kladu unutar plagiator grupe, pri ¢emu su bile najblize vrsti E. plagiator,

sa genetickom distancom od 2,7% do 3,1%.

Unutar plagiator grupe, geneticke distance izmedu vrsta varirale su znaéajno, od 1,1%
izmedu E. nacheri i E. prociphili, pa sve do 7,6% izmedu E. laevicollis i dve navedene vrste.
Ephedrus lacertosus se odvojio kao zasebna klada, sa genetickom distancom ve¢om od

8,9% u odnosu na ostale vrste podroda Ephedrus.

Jedarnim faktorom elongacije EFla, analizirano je ukupno 14 sekvenci (Cetiri je preuzeto
iz banke gena), koje su predstavljale 11 vrsta (E. persicae, E. plagiator, E. niger, E. validus, E.
prociphili, E. nacheri, Ephedrus sp. n. 2, E. cerasicola, E. laevicollis, E. helleni, E. lacertosus)
(Tabela 7). Kao sto je bilo i o¢ekivano, s obzirom da se radi o jedarnom genu koji je u ve¢oj meri
konzervativan u odnosu na mitohondrijski COI region, geneticke distance izmedu vrsta bile su
znacajno nize, ali je topografija filogenetskog stabla ostala sli¢na kao i pri analizi COI regiona
(Slika 9). Kao i na prethodnom filogenetskom stablu, sekvence su se razdvojile na dve klade, gde
je prvoj pripadao jedini predstavnik persicae grupe vrsta, E. persicae, dok su drugu kladu ¢inili
predstavnici lacertosus i plagiator grupa vrsta. Usled slabog prinosa DNK, ovaj fragment nije
bilo moguc¢e amplifikovati kod uzoraka vrste E. brevis. Jedina znacajna razlika na EFla
filogenetskom stablu u odnosu na COI predstavlja pozicija vrsta E. helleni i E. validus. Umesto

sa plagiator grupom, one se na stablu grupisu sa jedinkama E. lacertosus. Ovakva topografija
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moze biti rezultat genetickih distanci: u odnosu na plagiator grupu vrsta, te distance se kre¢u od
3,8%—7,2%, dok je u odnosu na E. lacertosus raspon distanci nizi i krec¢e se od 4,2% do 5,4%.
Prose¢ne geneticke distance izmedu E. persicae i druge dve, plagiator i lacertosus grupe,
iznosile su 7,6% i 9,0% (Tabela 8).

Tabela 7. Analizirane jedinke koje su koris¢ene u rekonstrukciji filogenetskog stabla EFla

fragmenta. Jedinke preuzete iz banke gena u koloni sa prajmerima poseduju pristupni broj

sekvence.
COI/EF1 jmeri
Vrsta Sifra Zemlja Biljka Biljna va3 % prajmert
. . . . . EFF/EFR Belshaw and Quicke 1997
E. plagiator Bel5/73_1 Belgija Malus domestica | Rhopalosiphum insertum Q
- 9 EFF/EFR Belshaw and Quicke 1997
E. prociphili E5 Ceska / / Q
- . . . . EFF/EFR Belshaw and Quicke 1997
E.nacheri Bel4/446 Belgija Senecio vulgaris Brachycaudus cardui Q
i . - EFF/EFR Belsh d Quicke 1997
Ephedrus sp. n. 2 S11/750 Crna Gora Sanicula Hyadaphis foeniculi elshaw and Quicke
europaea
. . . EFF/EFR Belsh d Quicke 1997
E. niger S11/368 Srbija Centaurea sp. Uroleucon jaceae elshaw and Quicke
Lo . . . EFF/EFR Belshaw and Quicke 1997
E. laevicollis R16/23_2 Srbija Rosa canina Chaetosiphon sp. Q
. - . . . EFF/EFR Belshaw and Quicke 1997
E. cerasicola Eph_Pyr Srbija Pyrus communis Dysaphis pyri Q
EFF/EFR Belsh icke 1997
E. helleni Hr15/7 Hrvatska Salix sp. Cavariella aegopodii / elshaw and Quicke 199
- . EFF/EFR Belshaw and Quicke 1997
E.lacertosus S12/818 Crna Gora Rubus hirsutum Macrosiphum funestum Q
. . . . EFF/EFR Belsh d Quicke 1997
E. persicae Bel4/3 Belgija Malus sp. Dysaphis plantaginea elshaw and Quicke
. / / /
E. validus 783662 EFF/EFR
/ / /
E. lacertosus KP984206 EFF/EFR
. / / /
E. persicae 783663 EFF/EFR
. / / /
E. plagiator KP984110 EFF/EFR
V. cansecens
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Venturia canescens DQ538680

Ephedrus plagiator Bel5/73

Ephedrus plagiator KP984110

Ephedrus prociphili ES

100%

Ephedrus nacheri Bel4/446

i e Ephedlrus sp.n. 2 S11/750

Ephedrus niger S11/368

Ephedrus laevicollis R16/23 2

Ephedrus cerasicola EphPyr 2

pee Ephedrus lacertosus S12/818

100%

Ephedrus lacertosus KP984206

Ephedrus helleni Hr15/7

Ephedrus validus Z83662

Ephedrus persicae Z83663

Ephedrus persicae Bel4/3

Slika 9. Filogenetsko stablo Ephedrus vrsta dobijeno na osnovu jedarnog EFla regiona i

Bajesovom metodom. Prikazane su kvantitativne podrske vec¢e od 50%.

Molekularna analiza COI regiona, grupisala je sa znaajnom genetickom distancom uzorke

obelezene kao Ephedrus sp. n. 1 i Ephedrus sp. n. 2 u zasebne klade, odvojene od ostalih vrsta.

Ovakva pozicija Ephedrus sp. n. 2 na filogenetskom stablu je potvrdena i analizom EFla.

Medutim, to nije bilo moguce za Ephedrus sp. n. 1 usled neuspesne amplifikacije DNK.
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Tabela 8. K2P geneticke distance Ephedrus uzoraka dobijene na osnovu analize jedarnog EFla regiona.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 | E. lacertosus KP984206
2 | E. plagiator KP984110 0.067
3 | E.validus 783662 0.054 | 0.080
4 | E. persicae Z83663 0.083 | 0.096 | 0.075
5 | E. niger S11_368 0.062 | 0.030 | 0.067 | 0.093
6 | E. helleni Hr15 7 0.042 | 0.062 | 0.037 | 0.067 | 0.050
7 | Ephedrus sp.n. 2 S11 750 0.065 | 0.011 | 0.083 | 0.099 | 0.028 | 0.065
8 | E. lacertosus S12 818 0.005 | 0.064 | 0.054 | 0.080 | 0.060 | 0.042 | 0.062
9 | E. plagiator Bel5 73 1 0.070 | 0.002 | 0.082 | 0.099 | 0.033 | 0.065 | 0.014 | 0.067
10 | E. laevicollis R16 23 2 0.057 | 0.030 | 0.065 | 0.088 | 0.018 | 0.045 | 0.028 | 0.055 | 0.033
11 | E. persicae Beld 3 0.070 | 0.090 | 0.088 | 0.040 | 0.088 | 0.075 | 0.093 | 0.072 | 0.093 | 0.088
12 | E. prociphili E5 0.075 | 0.007 | 0.088 | 0.104 | 0.033 | 0.070 | 0.014 | 0.072 | 0.009 | 0.038 | 0.098
13 | E. cerasicola Eph_pyr 2 0.050 | 0.028 | 0.057 | 0.080 | 0.011 | 0.038 | 0.030 | 0.047 | 0.030 | 0.007 | 0.080 | 0.035
14 | E. nacheri Bel4 446 0.077 | 0.009 | 0.090 | 0.107 | 0.035 | 0.072 | 0.016 | 0.075 | 0.011 | 0.040 | 0.101 | 0.011 | 0.037
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MORFOLOSKA ANALIZA

Izmerena su ukupno 22 morfoloska karaktera (Slika 10), od kojih su tri pripadala
meristickom tipu (broj mirisnih brazdi na prvom i drugom flagelarnom segmentu, prisustvo dve,

jedne ili potpuno odsustvo fovealne jamice), a ostatak kontinuiranom (Tabela 9).

Slika 10. Glavni karakteri koji variraju kod roda Ephedrus: A—glava, B—prednje krilo, C—
mezoskutum, D—propodeum, E—petiolus, F-legalica, G—prvi i drugi flagelarni segment, H-

antena
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Tabela 9. Analizirani morfoloski karakteri.

Duzina prvog flagelarnog segmenta F1l
Sirina prvog flagelarnog segmenta Flw
Duzina drugog flagelarnog segmenta F21
Sirina drugog flagelarnog segmenta F2 w
Broj mirisnih brazda na prvom flagelarnom segmentu F1Rin
Broj mirisnih brazda na drugom flagelarnom segmentu F2 Rin
Tentori-okularno rastojanje f
Inter-tentorijalno rastojanje i
Duzina malarnog prostora ms
Uzduzni dijametar oka e
Duzina pterostigme ptl
Sirina pterostigme pt w
r uzduzni nerv r
r-m uzduzni nerv r-m
3RSa nerv 3RSa
2RSa nerv 2RSa
3RSb nerv 3RSb
Duzina petiolusa pe |
Sirina petiolusa u novou spirakuluma pe w
Duzina legalice ovi |
Sirina legalice ovi w
Prisustvo fovealne jamice Fovea
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Kod roda Ephedrus, broj antenalnih ¢lanaka, labijalnih i maksimalnih palpomera je
konstantan, bez obzira na vrstu i pol. Karakteri koji su najvise varirali bili su odnos duzine 3RS i
2RS nerava na krilima, odnos duZine i Sirine petiolusa, odnos duzine i Sirine prvog flagelarnog
segmenta F1 (Tabela 10). Kod persicae grupe vrsta 3RS nerv je kra¢i od 2RS, dok je kod
plagiator grupe on u manjoj ili vecoj meri duzi od 2RS, a kod vrsta E. brevis i E. validus

znacajno dug.

Odnos duzine i Sirine petiolusa takode varira izmedu podrodova, a moze se kretati od skoro
kvadratnog (E. brevis), preko persicae grupe gde je zdepast i kratak, pa do izduzenog, kao $to je
to slucaj kod vrsta iz plagiator i lacertosus grupe. Odnos duzine i Sirine prvog flagelarnog
segmenta (F1) moze biti priliéno informativan karakter pri identifikaciji vrsta, a varira od
prilicno kratkog kod E. nacheri (3,0-3,7), pa do izuzetno izduzenog F1, kao §to je to slu¢aj kod
E. lacertosus gde se odnos duzine i Sirine krece od 6,0 do 6,80. Takode, broj mirisnih brazdi na
prvom i drugom flagelarnom segmentu varira izmedu grupa vrsta i vrsta (na F1 persicae grupa
vrsta poseduje mali broj mirisnih brazdi, dok plagiator poseduje skoro duplo vise). Odnos duzine
i Sirine pterostigme predstavlja bitan karakter pri identifikaciji vrsta kod drugih rodova
potfamilije Aphidiinae, a kod vrsta roda Ephedrus to variranje takode ispoljava odredenu
pravilnost, mada ne u tolikoj meri. Malarni i tentorijalni indeksi su se ispostavili kao
neinformativani karakteri, s obzirom na mala variranja izmedu vrsta. lako su postojale razlike u
duzini i sirini legalice, nije uoc¢ena nikakva pravilnost, a nije bila ni moguca identifikacija vrste
samo na osnovu ovih mera, s obzirom da su se dobijene vrednosti u velikom stepenu preklapale.
Takode, morfoloska studija dodatno ukljucuje i deskripciju oblika i boje odredenih delova tela i
struktura. Na primer, jedinke vrste E. niger poseduju suzenje u prvoj tre¢ini F1 segmenta, E.
brevis jedinke imaju mezoskutelarnu fosetu podeljenu na dva dela i karakteristicno obojen

propodeum.
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Tabela 10. Odnosi mera evropskih Ephedrus vrsta.

VRSTA Flliw  F2liw F1/F21 F1Rin F2Rin  headfli head pt liw ptw/r  3Rsa/r- 3Rsa/2RSa  3RSb/3RSa  petiole  ovipositor
ms/e m 1w I/w
Ephedrus brevis 45-52 32-35 1.29-1.36 0 2-4 0.4-046  0.19-0.24 4.7-5.0 17-23 23-24 1.6-1.8 13-14 1.2-1.3 2.82
Ephedrus helleni 31-36 2228 11-129 0-2 1-3 0.50-0.73 0.33-0.39 43-45 14-20 16-20 1.1-13 1.8-2.2 1.8-2.0 2.8-3.7
Ephedrus koponeni 41-46 33-38 1.06-1.20 0-1 0-1 0.57 0.36 4.2-4.4 1.6-1.8 1.8-2.0 1.3-1.5 17-19 1.9
Ephedrus lacertosus 6.0-6.8 4.2-47 1.34-1.60 0-3 2-4 0.48-0.72 0.42-051 5.6-58 0.8-1.0 15-1.7 1.0-1.2 2.0-2.1 1.9-25 4.0-4.7
Ephedrus laevicollis 32-36 23-27 108137 0-1(2) 0-3 4.0-45 16-1.2 1.6-2.3 12-14 17-2.1 15-1.8 3.0-3.5
Ephedrus nacheri 3.0-37 3.0-32 1.05-1.09 1-2 2-4 0.5-0.79  0.34-04 40-45 1418 17-23 11-14 1.8-2.0 1.9-2.2 2.7-34
Ephedrus niger 41-46 31-36 1.08-1.36 2-5 3-5(7) 0.64-0.75 0.4-0.43 3340 16-25 14-18 1.0-1.1 2.0-2.6 2.4 3.4-44
Ephedrus persicae 34-49 22-34 113-1.62 0-4 1-4 0.34-062 0.29-045 4455 1015 11-16 0.6-0.98 2.6-3.3 1.1-15 2.7-3.2
Ephedrus plagiator 32-43 27-36 1.12-1.24 3-5 3-6 0.39-0.57 0.25-0.34 4.3-4.7 1.5-19 1.6-2.0 1.2-1.3 17-19 2.0-2.2 3.0-4.1
Ephedrus prociphili 34-35 32-33 1.08-1.10 0.53 0.39
Ephedrus validus 45-48 24-30 151-1.65 1-2 3-4 0.91 0.48 4.0-5.1 0.9-15 1.8-2.2 1.1-13 1.8-2.0 15-1.7 2.2-2.6
Ephedrus lonicerae 45-55 29-34  1.3-148 0-1 1-3 0.5 0.3-04 59-62 09-10 1.2-13 0.6-0.8 3.1-33 1.4-16 3.0-35
Ephedrus chaitophori 1 1 0.5 0.2 1.51
Ephedrus cerasicola 3.7-52 25-33 1.2-14 0-1 0-3 0.5-0.6 0.3-0.4 4.0-45 14-1.7 16-2.3 11-14 1.9-2.1 1.9-21 2.7-3.2
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OPIS DVE NOVE VRSTE

Morfolosko ispitivanje otkrilo je niz karaktera koji izdvajaju jedinke oznafene kao
Ephedrus sp. n. 1 odgajenih sa Brahyunguis tamaricis i Ephedrus sp. n. 2 odgajenih sa
Hyadaphis foeniculi, u odnosu na ostale vrste, pri ¢emu je potvrden rezultat filogenetske analize.
Kao posledica toga, opisane su dve nove vrste, Ephedrus tamaricis sp. n. (Ephedrus sp. n. 1) i

Ephedrus hyadaphidis sp. n. (Ephedrus sp. n. 2).

Ephedrus tamaricis sp. n. Petrovi¢ & Tomanovi¢

Ova vrsta pripada persicae grupi, s obzirom na kratak 3RSa nerv prednjih krila i kratak i
zdepast petiolus. Razlikuje se od ostalih vrsta ove grupe po slede¢im karakterima: antene su
jasno zadebljale u vrsnom delu, dok su filiformne kod E. persicae, E. chaitophori i E. lonicerae,
F2 je skoro jednak po duzini F1 (F1/F2 = 1,23-1,30), a F1 poseduje zuti prsten u osnovi (dok je
kod E.chaitophori ceo F1 Zzut, kod E. lonicerae ceo F1 i prva polovina F2, a kod E. persicae
svetlo braon do braon). Ephedrus tamaricis je specijalizovani parazitoid biljne vasi

Brachyunguis tamaricis sa biljke Tamarix gallica.

Zenka

Glava (Slika 11-A). Odnos malarnog prostora i uzduznog dijametra oka varira od 0,28 do 0,32, a
tentorijalni indeks iznosi 0.43-0.52. Klipeus je ovalan sa 10 dugackih seta. Maksilarni palpusi su
gradeni odcetiri, a labijalni od dve palpomere. Antene poseduju 11 segmenata i zadebljale su u
vrsnom delu (Slika 11-B). Flagelarni segmenti F1 (4,5-4,9) i F2 (2,7-3,1) su izduzeni (Slika 11—
C). Kod F1 broj mirisnih brazdi moze biti 0 ili 1 i ovaj segment je za 1,23-1,30 puta duzi od F2,

koji na sebi ima jednu mirisnu brazdu.
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Mezozoma. Mezoskutum poseduje brazde (notauli) vidljive samo u prvoj polovini, sa setama
distribuiranim u dva reda (Slika 11-D). Na mezoskutumu se nalazi jedna fovealna jamica.
Propodeum je sa centralnom pentagonalnom areolom (Slika 11-E), pri ¢emu gornje boc¢ne areole
imaju na sebi 2—4 sete, a donje boc¢ne 1-2.

Krila. Odnos duzine i $irine pterostigma je 5,05-5,22. Odnos nerava 3RSa/2RS je 0,73-0,89, a
3RSh/3RSa 2,52-2,76 (Slika 11-F). Telo je skoro jednako duzini krila (1,1 put duze nego krilo).

Metazoma. Petiolus je skoro kvadraticnog oblika, 1.27—1.43 puta duzi nego $to je Siri (Slika 11—
G). Legalica je izduzena (odnosa duzine i Sirine 2,9-3,3), sa cetiri do Sest seta duz dorzalne

strane i sa dve do cetiri sete duz ventralne (Slika 11-H).

Obojenost. Glava je tamno braon.Skapus i pedicel su braon. Prvi flagelarni segment poseduje u
osnovi zuti prsten, dok je ostatak antene braon. Usni delovi variraju od zute do braon boje.
Petiolus je svetlo braon, kao i noge. Metazoma i ostali delovi tela su braon.

Duzina tela je 1.4 mm.

Muzjak. Antene imaju 11 segmenata, srednje su debljine u vrsnom delu. Boja usnih delova varira
od zute do braon, noge su svetlo braon. Prvi flagelarni segment takode poseduje zut prsten u
osnovi segmenta, dok je ostatak antene braon.Petiolus i ostatak tela su braon.

Materijal. Holotip: 19, Slovenija, Izola: sa Brachyunguis tamaricis na Tamarix gallica. Od
holotipa je napravljen mikroskopski preparat. Paratipovi: 69, 54, Slovenija, lIzola: sa B.
tamaricis na T. gallica. Od jedne Qi jednog & su napravljeni mikroskopski preparati, a ostatak

jedinki je ¢uvan u alkoholu.
Etimologija. Ime ove vrste potice od biljne vasi domacina.

Distribucija. Trenutna poznata distribucija obuhvata slovenacko primorje.

Domacin. Brachyunguis tamaricis u asocijaciji sa Tamarix gallica.
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Slika 11. Ephedrus tamaricis. A—Glava, B—antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D—
mezoskutum, E—propodeum, F—prednje krilo sa ozna¢enim nervima ¢ija je duzina merena, G—

petiolus, H-legalica.

Ephedrus hyadaphidis sp. n. Koci¢ & Tomanovi¢

Dijagnoza. Usled duzeg 3Rsa nerva od 2RSa, ova vrsta pripada plagiator grupi. Razlikuje se od
ostalih vrsta roda Ephedrus po kratkom prvom flagelarnom segmentu, ¢iji odnos duzine i Sirine
varira od 2,40 do 2,65 (sledec¢i je E. nacheri, kod koga je odnos duzina/Sirina 3,05-3,7).
Najsrodnija i morfoloski najsli¢nija je sa vrstom E. plagiator. Osim kratkog F1, od nje se jos
razlikuje po manjem broju mirisnih brazda na F2 (poseduje 2—3 brazde, dok E.plagiator ima 4—
6). Ephedrus hyadaphidis je specijalizovani parazitoid biljne vasi Hyadaphis foeniculi,

rasprostranjen na Balkanskom poluostrvu.
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Zenka

Glava (Slika 12—A). O¢i su srednje velicine, ovalne, naglasene i sa nekoliko seta. Klipeus je
umereno konveksan, a na njemu se nalazi osam dugih dlaka. Tentorijalni indeks iznosi 0,6-0,7, a
tentorijalne jamice su duboke. Odnos malarnog prostora i longitudinalnog dijametra oka je 0,4.
Maksilarni palpusi imaju cetiri segmenta, labijalni dva, a sva cetiri poseduju na svojoj povrSini
guste dlacice. Filiformne antene imaju 11 segmenata (Slika 12-B). Prvi flagelarni segment
poseduje dve do tri mirisne brazde, a odnos duzine i Sirine iznosi 2,41-2,67. Drugi flagelarni
segment je 2,31-2,65 puta duzi nego Siri, sa takode dve do tri mirisne brazde (Slika 12-C). Broj
ovih brazdi na ostalim flagelarnim segmentima ostaje nizak u poredenju sa drugim vrstama (F3
2-4, F4 2-4, F5 3-5, F6 3-6, F7 46, F8 4-6, F9 4-6). Flagelarni segmenti F8 i F9 su

razdvojeni, ali usled velikog broja gustih seta u vrsnom delu to nije jasno uogljivo.

Mezozoma. Mezoskutum poseduje slabo naborane brazde (notaule) koje su vidljive samo u
prednjem delu. Duz mezoskutuma su prisutna dva reda retkih dlaka (Slika 12-D). Propodeum
poseduje areole sa jasnim grebenima i centralnom areolom pentagonalnog oblika (Slika 12—E).

Donje i gornje bo¢ne areole imaju od dve do cetiri sete.

Krila. Duzina krila iznosi 1,6 mm, 8irina 0,6 mm. Odnos duZine i Sirine pterostigme iznosi 4,15—
4,35. Odnos sirine pterostigme i duzine r nerva iznosi 1.62-1.87. Odnos duzina 3Rsa/r-m nerava
je 1,62-1,70, a 3RSh/3RSa 1,97-2,14. Nerv 2RSa je slabo vidljiv u bazalnom delu, te stoga
moze izgledati krace nego §to zapravo jeste. Odnos duzina nerava 3RSa i 2RSa iznosi 1,1-1,2
(Slika 12-H).

Metazoma. Petiolus je izduzen, 2,05-2,15 puta duzi nego sto je Siri u nivou spirakuluma.
Centralni greben petiolusa je izrazen, dok su boc¢ni dorzalni grebeni slabo vidljivi. Posteriorna
bo¢na udubljenja na petiolusu su prisutna (Slika 12—F). Legalica je izduzena sa retkim dlakama
na povrsini, a odnos njene duzine i Sirine iznosi 3,3 (Slika 12-G).

Obojenost. Glava i mezoskutum su braon, ostatak mezozome i petiolus su zuto—braon. Usni
delovi su braon. Skapus i pedicel su braon, prvi flagelarni segment poseduje Zzuti prsten u osnovi,

a ostatak antene je braon. Metazoma i legalica su braon. Noge su zuckaste boje.
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Duzina tela iznosi 1,8 mm.

Muzjak. OCi su nesto izrazenije nego kod zenke. Na glavi se nalaze pojedinacne dlacice.
Tentorijalni indeks je 0,45, dok je odnos malarnog prostora i uzduznog dijametra oka 0,3. Odnos
duzine i Sirine prvog i drugog flagelarnog segmenta iznosi 2,45, a na oba segmenta su prisutne
dve do tri uzduzne mirisne brazde. Maksilarni palpusi imaju cetiri palpomere, labijalni dve.
Mezoskutum je isti kao kod Zenke. Propodeum ima pentagonalnu centralnu areolu i formirane
jednake grebene. Pterostigma je malo Sira nego kod zenke (odnos duzine i Sirine iznosi 3,8-3,9).
3RSa/2RSa odnos je 1,3-1,4. Petiolus je duplo duzi nego sto je Sirok u nivou spirakuluma. Boja

je ista kao i kod zenke.

Materijal. Holotip. 19 Crna Gora, Durmitor-Susica, 27.07.2012.sa Hyadaphis foeniculi na
Sanicula europaea. Paratipovi: 23 Crna gora: Durmitor—Susica, 27.07.2012, sa H. foeniculi na S.
europaea. 3964 Crna Gora: Crno jezero, 20.06.2004, sa H. foeniculi na Lonicera xylosteum. 53
Crna Gora: Durmitor-Susica, 22.07.2004, sa H. foeniculi na S. europaea. 5292 Hrvatska:

Plitvicka jezera—Milanovac, 20.06.2015, sa H. foeniculi na Anthriscus sylvestris.
Etimologija. Ime potice od biljne vasi domacina, Hyadaphis foeniculi.

Distribucija. Trenutna distribucija vrste je Balkansko poluostrvo.

Domadin. Hyadaphis foeniculi.
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Slika 12. Ephedrus hyadaphidis sp. n., zenka. A—glava, B—antena C—prvi i drugi flagelarni

segment, D—mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H-prednje krilo sa obelezenim

karakterima koji su izmereni. ptw i ptl predstavljaju duzinu 1 Sirinu pterostigme.
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SINONIMIZACIJA

Na filogenetskom stablu, jedinka koja je identifikovana kao E. dysaphidis grupisala se
zajedno sa vrstom E. cerasicola, sa genetickom distancom koja se kretala od 0% do 1,6%. Nakon
ovakvog rezultata, obavljene su detaljne morfoloske analize sa ciljem da se ustanovi status ove

dve vrste.

Vrsta Ephedrus dysaphidis je prvi put opisana u studiji Tomi¢ et al. (2005). Ova vrsta
pripada plagiator grupi, a razlikuje se od ostalih po broju mirisnih brazdi na F1 (1-2, retko 3) i
F2 (2-3, retko 4) flagelarnim segmentima i kracem petiolusu (odnos duzina/sirina iznosi 1,94—
2,0). Takode, boja skapusa, pedicela i osnove F1 se razlikuje od ostalih vrsta po tome sto varira
od braonkaste do zute. Ephedrus dysaphidis je parazitoid biljnih vasi roda Dysaphis na jabuci.

U toku morfoloskog ispitivanja jedinki vrsta E. dysaphidis i E. cerasicola, ustanovljeno je
da vecina karaktera ima iste ili preklapajuce vrednosti. U opisu vrste E. cerasicola, navedeno je
da je F1 flagelarni segment vise od tri puta duzi nego sto je Sirok, dok je u studiji Tomi¢ et al.
(2005) odnos duzine i sirine F1 kod E. dysaphidis 3,8-4,6. Takode, odnos duzina F1 i F2 je
identican; kod E. cerasicola F1 je za jednu trec¢inu duzi od F2, a kod E. dysaphidis taj odnos
iznosi 1,28. Dalje, opisi obe vrste navode propodeum istog oblika, sa istim brojem seta na
bocnim gornjim i donjim areolama. Kod E. cerasicola odnos duzine i $irine pterostigme je veci
od cetiri, dok taj odnos kod E. dysaphidis varira izmedju 4,1 i 4,7. Na kraju, E. cerasicola
poseduje petiolus koji je manje od duplo duzi od svoje Sirine, a E. dysaphidis petiolus ¢iji se
odnos krece od oko 1,94 do 2,20. Ovaj karakter se u opisima za nijansu razlikuje, s obzirom da
Stary (1958) ne navodi da E. cerasicola moze posedovati petiolus duplo duzi od svoje Sirine.
Medutim, prilikom merenja petiolusa obe vrste, ustanovljeno je da i kod E. cerasicola duzina
petiolusa dosta varira i da se odnos moze kretati i do 2,1. Drugi karakter koji se navodi kao
razlic¢it je broj mirisnih brazdi na F1 i F2, koji je 0 i 2 kod E. cerasicola, a 1-2(3) i 2-3(4) kod E.
dysaphidis. Medutim, prilikom ove studije ustanovljeno je da jedinke E. dysaphidis mogu imati
varijabilan broj mirisnih brazdi koji se preklapa sa brojem kod E.cerasicola i da se u istom
uzorku mogu nac¢i jedinke koje imaju F1=0, F2=1 ili F1=1, F2=3. Ovakav broj mirisnih brazdi
(F1=1i F2=3) za E. cerasicola navodi i Gardenfors (1986).
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Jos jedna navedena razlika izmedu ove dve vrste predstavlja boja flagelarnih segmenata:
kod E. cerasicola opis jasno govori o skapusu, pedicelu, F1 i delu F2 koji su zu¢kasto braon
(Stary, 1962) ili o skapusu koji je zuckast do braon, a pedicel i osnova ili ceo F1 zuti, dok je F2
zuckast samo U osnovi. Pri pregledanju materijala obe vrste ustanovljeno je da postoje svi
navedeni tipovi obojenosti kod obe vrste, ali da je naj¢eS¢a ona koju prati opis E. cerasicola
(Stary, 1962).

Mada postoji morfoloska varijabilnost unutar vrste E. cerasicola koja se dovodi u vezu sa
izborom domacina i usled koje je i opisana vrsta E. dysaphidis, nakon pregledanih svih dostupnih

uzoraka, ustanovljeno je da je E. dysaphidis mladi sinonim vrste E. cerasicola.

Pregledani material

E. dysaphidis: Holotip ¢ Srbija, Beograd, 08.05.1995., sa Dysaphis sp. na Malus domestica.
Paratipovi 3% Srbija, Beograd, 08.05.1995., sa Dysaphis sp. na Malus domestica. 19 Srbija,
Beograd, Radmilovac, 22.04.1992., sa Dysaphis sp. na Malus domestica. 3 @ Srbija, Beograd,
Zemun, 22.04.2014., sa Dysaphis devecta Walker na Malus sp. 2 9 Srbija, Beograd, 24.04.2014.,

sa Dysaphis devecta na Malus sp.

E. cerasicola: 19 Crna Gora, Zminje jezero, 04.08.1982. 19 Srbija, Beograd, Crveni krst,
14.06.1997., sa Myzus cerasi Fabricius 1775 na Prunus cerasus. 1% Srbija, Mladenovac,
11.06.1990. 1% Srbija, Beograd, Novi Beograd, 17.06.1993., sa Phorodon humuli Schrank, 1801
na Prunus cerasifera. 19 Srbija, Kopaonik, 05.07.1997., sa Brachycaudus helichrysi
Kaltenbach, 1843 na Myosotis sp. 2914 Srbija, Subjel, 01.05.2017., sa Dysaphis pyri Boyer de

Feonscolombe, 1841 na Pyrus communis. 49 Belgija: sa Dysaphis plantaginea na Malus sp.
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Vrsta E. blattnyi je specijalizovani parazitoid opisan na osnovu jednog nalaza u Ceskoj,
odgajen sa kolonije vasi Pterocomma ringdahli (= Pterocomma rufipes) sa vrbe Salix caprea.
Nekoliko autora je tokom proteklih godina dovelo u pitanje status ove vrste. Gardenfors (1986) u
svojoj studiji navodi da je pregledan tipski materijal izuzetno sli¢an vrsti E. plagiator i da je
moguce da je to zapravo aberantni uzorak te vrste. Takode, Koponen & Halme (1993) pronalaze
jedinke koje odgovaraju opisu E. blattnyi, ali ih ne uklju¢uju u studiju jer smatraju da karakteri
koji ih odvajaju od E. plagiator nisu dovoljno pouzdani. Tomanovi¢ (2000) takode pronalazi
jedinke koji odgovaraju opisu E. blattnyi sa istog domacina, pri ¢emu navodi da je ova vrsta

izuzetno sli¢na vrstama E. plagiator i E. prociphili.

Analizom materijala koji morfoloski odgovara opisu E. blattnyi, a koji je sakupljen sa P.
rufipes na Salix retusa, doslo se do zaklju¢ka da se on ne razlikuje na molekularnom nivou od
vrste E. plagiator, pri ¢emu je geneticka distanca bila 0,2%-0,7%. S obzirom na rezultate
molekularne i morfoloske analize, doslo se do zakljucka da E. blattnyi predstavlja biotip vrste E.

plagiator, sa kojom se sinonimizira.

PODRODOVI | GRUPE VRSTA RODA EPHEDRUS U EVROPI

Rezultati ove studije su doveli do zakljucka da je neophodna revizija subgenericke
klasifikacije roda Ephedrus, pa se iz tog razloga predlaze nova. Podrod Lysephedrus Stary se
klasifikuje kao mladi sinonim podroda Ephedrus, iz kog se persicae grupa vrsta podize na nivo

podroda Fovephedrus Chen. Podrodovi Fovephedrus i Ephedrus su ponovo opisani.
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Podrod Fovephedrus Chen, 1986
Tipska vrsta: Fovephedrus radiatus Chen, 1986

Etimologija: Ime potice usled prisustva fovealne jamice na mezoskutumu tipske vrste.
Dijagnoza: 3RSa nerv je kra¢i od 2RSa (odnos 3RSa/2RSa je manji od 1), petiolus je kratak i

zdepast.

Opis. F1 je sa malim brojem mirisnih brazdi, od 0 do 3, retko 4. Mezoskutum najces¢e poseduje
jednu ili dve fovealne jamice, ponekad nema ni jednu. Skutelarna foseta nikad nije podeljena.
3RSa nerv je kra¢i od 2RSa (0,55-0,95). 3RSb nerv je duzi od 3RSa 2,65-3,4 puta. Petiolus je
kratak 1 Sirok (odnos duzina/Sirina iznosi 1,3—1,5) bez postlateralnih udubljenja. Legalica moze

biti kratka i Siroka ili izduZena.

Vrste u Evropi: Ephedrus persicae Froggatt, 1904, Ephedrus chaitophori Gardenfors, 1986,
Ephedrus lonicerae Tomanovi¢, Kavallieratos & Stary, 2009, Ephedrus tamaricis Tomanovi¢ &
Petrovic, 2016

Podrod Breviephedrus Géardenfors, 1986
Tipska vrsta: Ephedrus brevis Stelfox, 1941

Etimologija: Ime poti¢e od imena tipske vrste, Ephedrus brevis
Dijagnoza: 3RSa nerv je znafajno duzi od 2RSa. Petiolus je kvadratan, sa dorzo-lateralnim
brazdama, neznatno naboran i sa nekoliko seta. PovrSina legalice poseduje retko rasporedene

sete. Skutelarna foseta je uvek podeljena na dva jednaka dela.

Opis. Antene sa dugac¢kim prvim flagelarnim segmentom koji je bez mirisnih brazdi ili poseduje
samo jednu. Skutelarna foseta je uzduznom brazdom podeljena na dva jednaka dela. 3RSa nerv
je izuzetno dugacak. Petiolus je kvadratan, bez post-lateralnih udubljenja. Ploce legalice se

postepeno suzavaju i zavrSavaju zaobljenim vrhom koji na sebi nosi nekoliko seta.
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Vrste u Evropi: Ephedrus brevis Stelfox, 1941.

Podrod Ephedrus Haliday, 1833
Lysephedrus Stary,1958 syn.nov.

Tipska vrsta: Ephedrus plagiator Haliday, 1833

Dijagnoza: 3RSa je duzi ili skoro jednak 2RSa nervu, petiolus je izduzen.

Opis: F1 poseduje varijabilan broj mirisnih brazdi (0-5). Na mezoskutumu se nikada ne nalazi
fovealna jamica (osim kod lacertosus grupe vrsta, gde je uvek prisutna kod E. longistigmus, a
retko kod E. lacertosus). Skutelarna foseta nikada nije podeljena. 3RSa varira u duzini od
prili¢no dugackog (kod E. validus) do skoro jednakog 2RSa (1,1-1,5). Odnos 3RSb/3RSa iznosi
1,7-2,6. Propodeum i petiolus su kod vecine vrsta bez nabora, dok su kod E. validus izuzetno
naborani. Petiolus je izduzen, sa ili bez post-lateralnih udubljenja. Legalica je obi¢no izduZena,

kod manjeg broja vrsta moze biti kratka i Siroka.

Vrste plagiator grupe u Evropi: Ephedrus cerasicola Stary, 1962; Ephedrus helleni Mackauer,
1968; Ephedrus hyadaphidis Koci¢ & Tomanovi¢; Ephedrus koponeni Halme, 1992; Ephedrus
laevicollis (Thomson, 1895); Ephedrus nacheri Quilis Perez, 1934; Ephedrus niger Gautier,
Bonnamour & Gaumont, 1929; Ephedrus plagiator (Nees, 1811); Ephedrus prociphili Stary,
1982; Ephedrus vaccinii Gardenfors, 1986; Ephedrus validus Haliday, 1833

Vrste lacertosus grupe u Evropi: Ephedrus lacertosus (Haliday, 1833) i E. longistigmus
Gérdenfors 1986.
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Tabela 11. Klju¢ za identifikaciju podrodova roda Ephedrus

1. Skutelarna foseta je podeljena na dva dela
(Slika 13A), 3Rsa je vrlo dug (Slika 13C)

Breviephedrus

- Skutelarna foseta nepodeljena (Slike 13D,G).

petiolus je izduzeniji (Slika 13H).

3RSa nerv duzi, iste duzine ili kra¢i od 2RSa 2
(Slike 13F,I).

2. 3Rsa je vidljivo ili neznatno krac¢i od 2RSa
(Slika 13F). Petiolus je subkvadratan ili Fovephedrus
kvadratan (Slika 13E).

- 3Rsa je duzi ili jednak 2Rsa (Slika 131), Ephedrus

100pm
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Slika 13. Breviephedrus (E. brevis), Fovephedrus (E. persicae) i Ephedrus (E. plagiator)
podrodovi. A-C Breviephedrus: A-mezoskutum, B-petiolus, C-—prednje krilo; D-F
Fovephedrus: D—mezoskutum, E—petiolus, F—prednje krilo; G-I Ephedrus: G—mezoskutum, H-
petiolus, I-prednje krilo.

Tabela 12. Klju¢ za identifikaciju evropskih vrsta roda Ephedrus. Karakteri vrsta koje nisu bile

dostupne za analizu (E. vaccini i E. longistigmus) preuzeti su iz studije Gardenfors (1986).

1. ﬂ(gt)elarna foseta podeljena na dva dela (Slika E. brevis (Breviephedrus)

3RSa nerv veoma dug (Slika 14H).

- Skutelarna foseta nepodeljena (Slike 11D, 12D,
15D-26D). 3RSa nerv duzi, iste duzine ili kraci
od 2RSa.

2. 3RSa je vidljivo ili neznatno krac¢i od 2RSa
(Slike 11F, 15H, 16H). Petiolus je subkvadratan
ili kvadratan (Slike 11G, 15F, 15F).

- 3Rsa je duzi ili jednak 2Rsa (Slike 12H, 17H-
26H), petiolus je izduzen (Slike 12F, 17F—26F).
3. Prvi flagelarni segment F1 izduZen, odnos
duzine i Sirine iznosi 5,00-5,30. F1 i prva
polovina F2 zute boje. Specijalizovani E. lonicerae
parazitoid vasi Hyadaphis foeniculi na biljkama
roda Lonicera (Slika 15).

3 (Fovephedrus)

6 (Ephedrus)

- Prvi flagelarni segment krac¢i, odnos duZine 1
Sirine 3,70—4,90. F1 braon ili sa zutim prstenom 4
u osnovi. F2 braon.

4. Antene neznatno zadebljale u vrsnom delu. F1
potpuno braon, 3,6-4,2 puta duzi od svoje §irine E. persicae
(Slika 16).

- Antene jasno zadebljale prema vrhu. F1 u prvoj
polovini zut, ili samo sa zutim prstenom u 5
osnovi, odnos duzine i §irine iznosi 4,5-4,9.

S. Prva polovina F1 Zuta. F2 je za jednu tre¢inu ili
jednu polovinu kraci od F1. Specijalizovani
parazitoid vasi iz roda Chaitophorus na

E. chaitophori
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topolama i vrbama.

Prvi flagelarni segment F1 sa zutim prstenom u
osnovi, duzina F1 skoro jednaka duzini F2.
Specijalizovani parazitoid vasi Brachyunguis
tamaricis (Slika 11).

E. tamaricis

Propodeum i petiolus izuzetno naborani,
legalica kratka, gotovo trouglastog oblika,
zaobljena na vrhu i prekrivena gustim dlakama.
Specijalizovani parazitoid vasi korena biljaka
(Slika 17).

E. validus

Propodeum i petiolus glatki do neznatno
naborani, legalica izduzena i sa sporadi¢nim
dlakama (Slike 12E, 18E—26E; 12F, 18F-26F;
12G, 18G-26G).

Antene kratke, dostizu duzinu do propodeuma i
jasno zadebljale na vrhovima (Slike 18B, 19B)

Antene duze,dostizu duzinu do metazome,
koncaste (Slike 12B, 20B—26B)

Osmi i deveti flagelarni segmenti nisu jasno
razdvojeni. Specijalizovan parazitoid roda
Chaetosiphon na ruzama (Slika 18).

E. laevicollis

Osmi i deveti flagelarni segmenti su jasno
razdvojeni, specijalizovan parazitoid vasi iz
roda Cavariella na vrbama i topolama (Slika
19).

E. helleni

Prvi flagelarni segment vrlo izduzen, odnos
duzine i Sirine iznosi 5,3-6,9. (Slika 20C).

10

Prvi flagelarni segment razlic¢ite duzine, odnos
duzine i Sirine iznosi 2.45-5.0 (Slike 12C, 21C—
26C).

11

10.

Mezoskutum sa ravnomerno rasporedenim
dlakama, fovealna jamica uvek prisutna

E. longistigmus

Mezoskutum sa dlakama prisutnim samo u
prvom delu i duz brazdi, fovealna jamica retko
prisutna (Slika 20).

E. lacertosus

11.

Prvi flagelarni segment duzine 2.45-3.5 (Slike
12C, 21C)

12

Prvi flagelarni segment duzine 3.6-5.0 (Slike
22C-26C)

13

12.

Prvi flagelarni segment izuzetno kratak, 2.45—
2.65 dugacak koliko sirok. Specijalizovan
parazitoid biljne vasi Hyadaphis foeniculi
(Slika 12).

E. hyadaphidis

Prvi flagelarni segment kratak, 3.0-3.5 dugacak
koliko sirok. Parazitoid vasi roda Hayhurstia

E. nacheri
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(Slika 21).

13.

Prvi flagelarni segment sa suzenjem u prvoj
trecini. Telo tamnobraon do crno. Legalica
poseduje subapikalno suzenje. Pretezno
parazitoid vasi rodova Macrosiphoniella i
Uroleucon (Slika 22).

E. niger

Prvi flagelarni segment bez suzenja. Telo
svetlobraon do braon boje. Legalica ne
poseduje subapikalno suzenje (Slike 23C,G-
26C,G)

14

14.

Broj mirisnih brazdi na prvom flagelarnom
segmentu 0-2 (Slika 23C, 24C).

15

Broj mirisnih brazdi na prvom flagelarnom
segmentu 3-7 (Slika 25C, 26C).

17

15.

Prvi flagelarni segment F1 zut, drugi flagelarni
segment F2 zut u osnovi, prvoj trecini ili u
potpunosti. Parazitoid vasi Myzus i Dysaphidis
u voénjacima (Slika 23).

E. cerasicola

Prvi flagelarni segment u prvoj tre¢ini nesto
svetliji, drugi flagelarni segment i ostatak
antene braon (Slika 24B, C).

16

16.

Drugi flagelarni segment sa malim brojem
mirisnih brazda (0-1). Specijalizovan parazitoid
Elatobium abietinum vasi sa jela (Slika 24).

E. koponeni

Drugi flagelarni segment sa ve¢im brojem
mirisnih brazda (najcesce 5). Specijalizovan
parazitoid vasi sa borovnica.

E. vaccinii

17.

Skapus, pedicel i najmanje 1/3 F1 zuti, kao i
osnova F2. Kokse 1 noge Zuckaste boje.
Specijalizovan parazitoid vasi roda Prociphilus
na jasenu (Slika 25).

E. prociphili

Osnova F1 svetlobraon do zuc¢kaste boje,
ostatak antene braon. Kokse braon, noge
varijabilne boje (Slika 26).

E. plagiator
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Slika  14. Ephedrus brevis A-glava, B-antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D—
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H—prednje krilo

65



Slika 15. Ephedrus lonicerae A-glava, B-antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D-
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H—prednje krilo
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Slika 16. Ephedrus persicae A-glava, B-antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D—
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H—prednje krilo
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Slika 17. Ephedrus validus A-glava, B—antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D-
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H-prednje krilo
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Slika 18. Ephedrus laevicollis A—glava, B-antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D-
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H—prednje krilo
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Slika 19. Ephedrus helleni A-glava, B-antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D—
mezoskutum, E-propodeum, F—petiolus, G-legalica, H—prednje krilo
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Slika 20. Ephedrus lacertosus A-glava, B—antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D—
mezoskutum, E-propodeum, F—petiolus, G-legalica, H—prednje krilo
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Slika 21. Ephedrus nacheri A-glava, B—antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D—
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H—prednje krilo
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Slika 22. Ephedrus niger A—glava, B—antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D-mezoskutum,
E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H-prednje krilo
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Slika 23. Ephedrus cerasicola A-glava, B-antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D—
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H—prednje krilo
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Slika 24. Ephedrus koponeni A-—glava, B-antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D-
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H—prednje krilo
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Slika 25. Ephedrus prociphili A—glava, B-antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D—
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H—prednje krilo
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Slika 26. Ephedrusplagiator A-glava, B—antena, C—prvi i drugi flagelarni segment, D—
mezoskutum, E—propodeum, F—petiolus, G—legalica, H—prednje krilo
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DISKUSA

Kontinuirano napredovanje molekularnih metoda u taksonomiji, omoguc¢ava nam da bez
poteskoca sekvenciramo odabrane genske regione i uporedimo ih sa rezultatima morfoloske i
ekoloske analize u cilju dobijanja sto jasnije slike filogenetskih odnosa i evolucije odredene
grupe.

U ovoj studiji koris¢ena su dva molekularna markera kako bi se utvrdio taksonomski
polozaj i filogenija evropskih vrsta u okviru roda Ephedrus. Kao sto su predlozili Derocles et al.
(2016), upotrebljena je kombinacija mitohondrijskog i nuklearnog markera. Kao najbolji
molekularni metod pri studiji rodova i vrsta unutar potfamilije Aphidiinae Cesto se navodi
upotreba kombinacije mitohondrijskih i jedarnih molekularnih markera (Derocles et al., 2012).
CBOL (Consortium for the Barcode of Life) je definisao region u genu koji kodira subjedinicu |
citohrom c oksidaze (Folmer et al., 1994) kao standardni molekularni barkod za Zivotinje.
Nedavna studija Derocles et al. (2016), analizirala je sedam genskih regiona predstavnika
potfamilije Aphidiinae: COI, citohrom B (cytB), 16s rRNK, 28s rRNK, dugotalasni rodopsin
(LWRN), arginin kinazu (ArgK) i elongacioni faktor 1a (EF1a). Rezultati ovog rada, pokazali su
da je od svih sedam genskih regiona, COI imao najviSe polimorfizama i samim tim omogucio
razlikovanje grupa koje se primenom ostalih genskih regiona nisu razdvajale. Takode, COI
poseduje najveci procenat uspeSne amplifikacije u odnosu na ostale do sad analizirane genske
regione (Derocles et al., 2012; Derocles et al., 2016). Kao jedarni molekularni marker koji bi
potvrdio rezultate COI, odabran je jedarni EFla. Prvi put koriS¢en u molekularnoj studiji
potfamilije Aphidiinae od strane Belshaw & Quicke (1997), ovaj molekularni marker se smatra
za visoko konzervativan, ali koristan u istrazivanjima nizih taksonomskih nivoa koji su nedavno
divergirali (Cho et al., 1995; Belshaw & Quicke, 1997). Pored toga, Derocles et al. (2016)
navode u svojoj studiji da je EFla pogodan za razdvajanje klada unutar vrsta generalista E.
plagiator, L. fabarum i P. volucre, mada sa dosta manjom rezolucijom nego $to je to slucaj sa
COl.

Prethodna istrazivanja klasifikovala su vrste roda Ephedrus u tri podroda (Ephedrus,
Breviephedrus (E. brevis) i Lysephedrus (E. validus)) na osnovu morfologije. Medutim, na

osnovu rezultata integrativnog pristupa primenjenog u ovoj studiji, subgenericka klasifikacija
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roda je revidirana. Sva tri novodefinisana podroda (Fovephedrus, Breviephedrus i Ephedrus) su
se razdvojila sa najvisim geneti¢ckim distancama zabelezenim unutar potfamilije Aphidiinae, koje
su se kretale od 16,3% do 20,7%. Ove distance su priblizne ili ve¢e od distanci izmedu pojedinih
rodova unutar ove potfamilije. Na primer, prose¢na molekularna distanca izmedu rodova Trioxys
i Binodoxys iznosi 13,9%, Lipolexis i Aphidius 16,6%, Pauesia i Ephedrus 21,6%, Praon i
Toxares 18,2% i Monoctonus i Lysiphlebus 15,9%.

Vrsta Ephedrus brevis, trenutno jedina klasifikovana u podrod Breviephedrus, morfoloski
je lako prepoznatljiva (Gardenfors, 1986) po robusnom, zdepastom telu sjajne crne boje, koje se
ne srece ni kod jedne druge vrste u okviru roda. Zanimljivo je naglasiti da ovaj parazitoid nikada
nije odgajen iz afidnog domacina, koji je i dalje nepoznat, mada se sumnja da je domacin neka
od vrsta biljnih vasi koja je u asocijaciji sa brezom (Betula sp.), s obzirom da su parazitoidi uvek
sakupljani u neposrednoj blizini breza (Stelfox, 1941; Gardenfors, 1986). Ovu vrstu pojedini
autori smatraju najprimitivnijom unutar podroda, usled posedovanja niza pleziomorfnih
morfoloskih karaktera koji se mogu naci i kod roda Parephedrus (Gardenfors, 1986). Ovakva
¢injenica navodi na sumnju da bi E. brevis sa jedne strane i Parephedrus sa druge mogli biti
“most” u evoluciji, koji spaja arhai¢ne rodove sa juzne hemisfere Parephedrus, Vanhartenia,
Pseudephedrus i Choreopraon sa ostatkom rodova potfamilije Aphidiinae. Kako bi se rasvetlili
filogenetski odnosi pomenutih grupa, neophodno je sprovesti detaljne studije, posebno u novom
svetlu molekularnih rezultata koji ne podrzavaju prethodne tvrdnje da je E. brevis najprimitivnija
vrsta roda Ephedrus.

Na osnovu prisustva fovealne jamice na mezoskutumu, Chen (1986) je opisao rod
Fovephedrus, a kao tipsku vrstu naveo Fovephedrus radiatus. Na osnovu istog morfoloskog
karaktera nekoliko biotipova vrste E. persicae (E. persicae, E. palaestinensis (=E. persicae —
videti Géardenfors (1986), E. rugosus, E. radiatus, E. transversus) i E. longistigmus (¢lan
lacertosus grupe vrsta) je kasnije premesteno u ovaj rod (Chen & Shi, 2001). Van Achterberg
(1997) je sinonimizirao Fovephedrus sa rodom Ephedrus, ali mu je dodelio status podroda.
Medutim 1 pored toga u taksonomskoj literaturi, zbog nejasnog statusa vrsta unutar podroda,
Fovephedrus nije navoden od strane istrazivaca, ve¢ iskljucivo klasifikacija data u poslednjoj
reviziji roda (Gérdenfors, 1986). Klasifikacija isklju¢ivo na osnovu prisustva fovealne jamice je

problematicna iz nekoliko razloga. Prvi je taj §to je prisustvo fovee karakteristika nekoliko
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nesrodnih vrsta unutar roda Ephedrus (na primer E. longistigmus i E. lacertosus koji pripadaju
lacertosus grupi i udaljeni su filogenetski od persicae grupe). Cak i u okviru vrste E. persicae,
prisustvo fovee je vrlo varijabilno: u istom uzorku fovea moze biti odsutna kod jedne jedinke,
dok kod druge moze postojati jedna jamica (Sto je najcesce stanje) ili pak dve. Na kraju,
postojanje fovealne jamice nije karakteristi¢cno samo za rod Ephedrus, ve¢ se takode moze sresti
kod nekih vrsta unutar roda Toxares (Tomanovi¢ et al., 2008). Zbog toga se ovaj dijagnosticki

karakter smatra nepouzdanim, posebno na nivou roda.

Tipski materijal vrste Ephedrus radiatus (Fovephedrus radiatus) nije bio dostupan za ovu
studiju, medutim na osnovu prilozenih crteza iz originalnog opisa (Chen 1986) moguce je
zakljuciti da se radi o vrsti iz persicae grupe. Takode, E. transversus i E.rugosus na osnovu opisa
pripadaju persicae grupi. Status prethodne tri vrste (E. radiatus, E. transversus i E. rugosus) tek
treba da bude revidiran, ali na osnovu datih opisa, najverovatnije se radi o vrsti E. persicae. Kao
Sto je spomenuto, E. palaestinensis je ve¢ sinonimiziran sa E. persicae, a E. longistigmus pripada

lacertosus grupi vrsta.

Podrod Fovephedrus je predstavljen vrstama iz persicae grupe (E. persicae, E. lonicerae,
E. tamaricis i E. chaitophori), a filogenetski odnosi unutar njega su detaljno razmatrani u studiji
Petrovi¢ et al. (2016). U ovoj studiji, po prvi put je potvrden status vrsta E. tamaricis i E.
chaitophori. Ephedrus chaitophori je specijalizovani parazitoid biljnih vasi roda Chaitophorus, a
preferira, kako vlazna mocvarna stanista, tako i suvlje predele pod drvecem i Zzbunovima
(Gérdenfors, 1986). Druge dve vrste podroda Fovephedrus takode su specijalizovani parazitoidi,
pri ¢emu je E. tamaricis do sad zabelezen samo sa vasi Brachyunguis tamaricis (Petrovi¢ et al.,
2016), a E. lonicerae sa Hyadaphis foeniculi (Ziki¢ et al., 2009). Obe vrste poseduju Balkansko

rasprostranjenje. Jedinke vrste E. lonicerae nisu bile dostupne za molekularne analize.

U ovoj studiji, vrsta E. persicae je ispoljila neocekivano visoku varijabilnost haplotipova.
Na filogenetskom stablu sekvence su se podelile u dve grupe, od kojih su jednu predstavljale
jedinke koje parazitiraju biljne vasi koje kovrdzaju listove biljaka (Myzus, Dysaphis i
Brachycaudus) u voénjacima, a drugu parazitoidi biljnih vasi roda Aphis, odnosno domacina koji

ne kovrdza listove. Ovakav podatak dovodi do zaklju¢ka da postoji moguénost da ekologija
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domacina u velikoj meri utice na evoluciju parazitoida (Pennacchio et al., 1988; Mitrovski-
Bogdanovi¢ et al., 2013). Medutim, i geografsko poreklo ne moze biti isklju¢eno kao faktor
divergencije ove dve grupe, s obzirom da je druga E. persicae grupa predstavljena jedinkama
koje poticu sa Mediterana. Gardenfors (1986) je u svojoj studiji naveo da se jedinke E. persicae
koje parazitiraju rod Aphis, a sakupljene su u Mediteranskom regionu morfoloski razlikuju od
ostatka E. persicae biotipova. Medutim, Zikié et al. (2009) su sproveli detaljnu morfolosku
analizu razlicitih biotipova E. persicae sirom Evrope i nisu nasli dokaz koji ide u prilog ovoj
tvrdnji. Njihovi rezultati su pokazali da je vrsta E. persicae morfoloski vrlo konzervativna sirom
Palearktika. Rezultati sadasnje studije, koji na molekularnom nivou pokazuju dve razlicite
geneticke linije vrste E. persicae, odstupaju od rezultata Ziki¢ et al. (2009), a potvrduju rezultate
Ziki¢ et al. (2010) koji nagovestavaju da kod parazitoida koji se razvijaju iz razli¢ith domagina

alometrija evoluira drugacije, tj. ima razlicite pravce.

Da geneticke i molekularne razlike nemaju uvek isti stepen poklapanja, potvrduju i druga
istrazivanja vrsta potfamilije Aphidiinae. Takav je slucaj kod vrsta roda Aphidius (Kos et al.,
2011) i Lysiphlebus (Petrovi¢ et al., 2015).

Razlike u biologiji i ekologiji izmedu populacija E. persicae primec¢ene su i u prethodnim
istrazivanjima. Na primer, poznato je da populacije parazitoida iz severnih delova Palearktika
preferiraju domacine iz tribusa Macrosiphini, kao sto su Dysaphis i Myzus, dok one iz juznog
dela Palearktika i Mediterana preferiraju domacine tribusa Aphidini (Aphis, Brachycaudus)
(Stelfox, 1941; Stary, 1962; Gardenfors, 1986; Petrovi¢ et al., 2016). Ova studija nije mogla da
podrzi ovu pretpostavku, s obzirom da su se analizirane jedinke parazitoida koji potic¢u sa biljnih
vasi iz razlicitih tribusa (Dysaphis, Brachycaudus i Myzus) grupisale zajedno na filogenetskom
stablu u istu kladu. Studija Petrovi¢ et al.(2016) podrzava hipotezu da je specijacija unutar
potfamilije Aphidiinae pod uticajem biljnih vasi domacina, s obzirom da su tri vrste unutar
podroda Fovephedrus, E. tamaricis, E. lonicerae i E. chaitophori usko specijalizovane za jednog

domadina.

Ostatak vrsta klasifikovan je unutar podroda Ephedrus, koji se dalje deli na dve grupe

vrsta, plagiator i lacertosus.
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Lacertosus grupa je u Evropi predstavljena sa dve vrste, E. lacertosus i E. longistigmus.
Dok je prva rasprostranjena sirom kontinenta, E. longistigmus je zabelezen samo u severnim
delovima Evrope: Finskoj (Koponen & Halme, 1993) i evropskom delu Rusije (Davidian, 2018).
Sve vrste ove grupe su parazitoidi biljnih vasi iz tribusa Macrosiphini, najc¢esce rodova
Macrosiphum i Amphorophora, na zeljastim biljkama i zbunovima. Takode, u literaturi postoji
nekoliko zabelezenih asocijacija sa rodom Myzus. Ephedrus lacertosus preferira sumske
ekosisteme (Gardenfors, 1986). Ephedrus longistigmus svoje ime duguje izuzetno dugoj
pterostigmi, koja je jedan od glavnih karaktera prilikom identifikacije ove vrste. Mezoskutealna
fovea je karakter uvek prisutan kod E. longistigmus, dok se kod E. lacertosus retko javlja. lako
domacin vrste E. longistigmus nije poznat, postoji nekoliko nalaza sa biljne vasi Cavariella
salicicola, a koji odgovaraju njenom opisu. Jos jedan podatak koji ide u prilog tome da ti nalazi
zaista jesu E. longistigmus, a ne E. lacertosus, kako su prvobitno determinisane jedinke, je taj sto
nije poznato da E. lacertosus napada vasi ovog roda, niti srodne grupe (Gardenfors, 1986). Prvi
nalazi E. longistigmus poznati su iz Azije, a Koponen & Halme (1993) i Davidian (2018)
pripisuju ovoj vrsti i Evropsko rasprostranjenje.

U okviru plagiator grupe, E. helleni i E. validus pozicionirale su se kao evolutivno
udaljene od ostalih. Obe vrste su visoko specijalizovane. Ephedrus helleni duz cele svoje
distribucije parazitira vasi iz roda Cavariella i dodatno Eumyzus u Indiji, dok E. validus napada
vasi iz potfamilije Eriosomatinae koje se hrane na korenu biljaka (Gérdenfors, 1986).

Stary (1958) je vrstu E. validus odvojio u zaseban rod, Lysephedrus, na osnovu nekoliko
morfoloskih karaktera, kao $to su neuobic¢ajeno naborani propodeum (Slika 24E) i petiolus (Slika
24F) i karakteristican oblik legalice koja je prekrivena gustim setama (Slika 24G). Neki autori su
otisli korak dalje, tako da Davidian (2007) tretira Lysephedrus kao validni rod. Medutim, s
obzirom da je E. validus parazitoid vasi koje Zive pod zemljom na korenju i produkuju vostane
izlucevine, sve ove morfoloske karakteristike bi mogle biti objasnjene kao adaptacija na
specificnu podzemnu ekolosku nisu. Postoji mogucénost da su se E. validus i E. helleni odvojile
rano od ostalih ¢lanova ove grupe, vodene specijalizacijom na odredenog domacina, odnosno tip

staniSta.
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Jos jedan dokaz da otkrivanje Kkripti¢nih vrsta unutar velikih kompleksa generalista i dalje
nije zavrSeno, je i opisivanje dve nove vrste roda Ephedrus — E. tamaricis i E. hyadaphidis. Dok
je vrsta E. tamaricis opisana na osnovu jednog nalaza u Sloveniji (Izola), jedinke E. hyadaphidis
¢iji je domacin bio Hyadaphis foeniculi, sakupljene su na nekoliko lokaliteta u Crnoj Gori i
Hrvatskoj tokom perioda od 15 godina sa tri razli¢ite biljne vrste (Lonicera xylosteum, Sanicula
europaea i Anthriscus sylvestris). Svi uzorci vrste E. hyadaphidis su sakupljeni na visim
nadmorskim visinama (524-1140 mnv) u sSumskim ekosistemima.

Postoji mogucnost da je na postojanje ove vrste jo$ ranije ukazano. Gardenfors (1986)
navodi jedinke roda Ephedrus sakupljene u Italiji sa Hyadaphis foeniculi na Lonicera etrusca,
koje su u velikoj meri bile slicne sa E. nacheri, ali sa nekoliko morfoloskih karaktera koji
odstupaju od opisa te vrste. Navedeni material je neophodno pregledati i ustanoviti da li se radi o
vrsti E. hyadaphidis.

Pored E. lonicerae i E. tamaricis, E. hyadaphidis predstavlja trecu nedavno opisanu vrstu
Cije je rasprostranjenje Balkansko poluostrvo. Dodatno, Evropske jedinke vrste E. persicae se na
filogenetskom stablu odvajaju u dve klade, pri ¢emu jednu formiraju Mediteranski uzorci, a
drugu jedinke iz ostatka Evrope. Prosecna geneticka distanca izmedu njih iznosi 2,5%, sto
navodi na zaklju¢ak da ove dve grupe odvojeno evoluiraju ve¢ neko vreme i da zasluzuju
dodatna taksonomska istrazivanja. Bogatstvo vrsta cija je distribucija iskljucivo Balkanski
region, kao i bogatstvo haplotipova unutar E. persicae, implicira na mogu¢nost da je Balkan

imao znacajnu ulogu kao refugijum za vrste roda Ephedrus tokom perioda glacijacija.

U ovoj studiji E. koponeni je po prvi put pronaden izvan svoje do sada poznate distribucije,
Severne Evrope (Finske i evropskog dela Rusije) (Halme, 1992; Davidian, 2018). Jedna zenka
sakupljena je u juznoj Srbiji sa domacina Cinara sp. na Pinus peuce, reliktnoj i endemskoj vrsti
bora sa fragmentisanom distribucijom na Balkanskom poluostrvu. Drugi nalaz ove vrste izvan
svog areala zabelezen je sa Stare Planine (Arbinje), sa smrce (Picea abies). Postoji moguénost da
su jedinke ove vrste, kada su sporadi¢no sakupljene, pogresno identifikovane kao E. plagiator ili
da E. koponeni poseduje izuzetno fragmentisanu distribuciju, ogranicenu samo na male delove

nekada znatno veceg rasprostranjenja.
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Na filogenetskom stablu, vrste E. nacheri, E. prociphili i E. koponeni grupisale su se
zajedno, Sto se poklapa sa niskim vrednostima geneti¢kih distanci izmedu njih. Dok su E.
prociphili i E. koponeni usko specijalizovane vrste, E. nacheri poseduje donekle siri spektar

domadina.

Ephedrus prociphili je iskljucivi parazitoid roda Prociphilus, E. koponeni biljnih vasi
cetinara, a E. nacheri parazitira nekoliko vrsta iz tribusa Aphidini i Macrosiphini, mada je u
Evropi naj¢esce nalazen u asocijaciji sa rodom Hayhurstia. Moguce je da se specijacija ove tri
vrste tek nedavno dogodila, kada su se odvojile od ostatka plagiator grupe, sto bi objasnilo niske
vrednosti genetickih distance i morfolosku sli¢nost sa E. plagiator.

COl barkoding gen u nekim sluc¢ajevima nije informativan. Postoji nekoliko studija koje se
bave problemima u oblasti barkodinga (Moritz & Cicero, 2004; Meyer & Pauley, 2005; Jinbo et
al., 2011; Wiemers & Fiedler, 2007). Kod odredenih beski¢menjackih grupa COI nije bio
uspeSan u razdvajanju vrsta 1 visih taksonomskih nivoa (Dodd, 2004; King et al., 2010; Kaila &
Stahls, 2006; Langhoff et al., 2009; Burns et al., 2007; Zurovcova et al., 2010). Takav je sluéaj i
sa dve analizirane vrste, E. nacheri i E. prociphili.

Zanimljivo je da je geneticka distanca COIl izmedu E. nacheri i E. prociphili 1,1%, sto nije
uobicajena specijska razlika izmedu vrsta. Medutim, unutar potfamilije Aphidiinae, ponekad se
dogada da se na osnovu barkoding regiona vrste ne mogu odvojiti. Takav je slucaj i sa vrstama
Lysiphlebus testaceipes i L. fritzmuelleri, kod kojih je geneticka distanca takode 1,1%
(Tomanovi¢ et al., 2018). Ipak, neophodno je istaci da je distanca EFla kod ove dve vrste takode
iznosila 1,1% (uprkos tome sto je bilo o¢ekivano da ¢e biti dosta niza jer je u pitanju jedarni
gen), dok je izmedu drugih vrsta gde je COI pokazao znatno vece distance, geneti¢ka distanca za
EFla bila niska (na primer, E. plagiator-E. hyadaphidis 1,4% i E. niger—E. cerasicola 1,1%).
Pored toga, ove dve vrste su specijalizovani parazitoidi rodova biljnih vasi koje nisu srodne i
postoje morfoloske razlike koje ih mogu diskriminisati. Ovakav rezultat pokazuje da je
kombinovana analiza dva ili vise molekularnih markera, zajedno sa morfoloskim i ekoloskim

istrazivanjem, neophodna prilikom analize bilo koje grupe, u cilju dobijanja pouzdanih rezultata.

Ephedrus cerasicola je parazitoid biljnih vasi sa drveca i zbunova, mada se moze nesto

rede naci i na zeljastim biljkama (sekundarnim biljkama domacinima biljnih vasi). Ova vrsta
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najéeSc¢e parazitira rod Myzus, a nakon reklasifikacije E. dysaphidis kao mladeg sinonima E.
cerasicola, njen ¢est domacin je i Dysaphis. Ponekad se moze naéi i na drugim rodovima, kao
§to su Brachycaudus, Cryptomyzus, Phorodon i Capitophorus. Unutar roda Ephedrus, ova vrsta
je prva po broju uzgajanih jedinki u cilju bioloske kontrole biljnih vasi (van Lantern, 2018).

Na filogenetskom stablu, E. laevicollis je pozicionirana kao sestrinska vrsta E. cerasicola.
Ephedrus laevicollis je sitna, tamnije obojena vrsta, karakteristi¢na po nedovoljno odvojenim F8
i F9 flagelarnim segmentima. Specijalizovani je parazitoid biljnih vasi koje se nalaze na ruzama,
a pripadaju tribusu Macrosiphini, dok je naj¢esce parazitiran rod Chaetosiphon.

Ephedrus niger, evroazijska vrsta koja preferira vasi rodova Uroleucon i Macrosiphoniella
(Gérdenfors, 1986), lako je prepoznatljiva po crnom telu i karakteristichom suzenju u prvoj
trecini prvog flagelarnog clanka. Od ukupno osam jedinki ove vrste koje su koris¢ene u
molekularnoj analizi, detektovano je osam razlicitih haplotipova koji su ¢inili zasebnu kladu na
filogenetskom stablu.

Ephedrus plagiator je sigurno najrasprostranjenija vrsta ovog roda sirom Evrope. Polifagna
je i parazitira preko 100 razli¢itih vrsta biljnih vasi (Gardenfors, 1986). U ovom radu analizirane
jedinke ove vrste sakupljene su sa razli¢itih domacina (Aphis Linnaeus, 1758, Brachyunguis Das,
1918, Sitobion Mordvilko, 1914, Rhopalosiphum Koch, 1854, Macrosiphum Oestlund, 1886,
Anoecia Koch, 1857, Linosiphon Boérner, 1944 i Pterocomma Buckton, 1879) i biljaka (Poa,
Dactylis, Malus, Tamarix, Triticum, Sitobion, Galium, Salix, Prenanthes, Abies, Vicia,
Ranunculus, Prunus, Heracleum) iz razli¢itih tipova staniSta. Od ukupno 15 analiziranih

sekvenci, detektovano je 8 razli¢itih haplotipova, koji su se svi grupisali u jednu kladu.

Rezultati ove studije ukazuju na to da je filogenija roda Ephedrus dosta slozenija nego sto
je prethodno smatrano. Vazno je napomenuti da evropske Ephedrus vrste ¢ine manje od pola
opisanih vrsta ovog roda. U cilju rasvetljavanja filogenetskih odnosa vrsta roda Ephedrus i

njegove pozicije unutar potfamilije Aphidiinae, neophodna su dodatna istrazivanja.
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ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata molekularne i mofoloske analize evropskih vrsta roda

Ephedrus, mogu se doneti slede¢i zakljucci:

1. Gen za subjedinicu I citohrom oksidaze ¢ se pokazao kao pouzdan molekularni marker u
istrazivanju filogenije roda Ephedrus i detektovanju kripti¢nih vrsta. Ovaj region je

razdvojio analizirane vrste sa znacajnojm genetickom distancom.

2. Jedarni faktor elongacije EFla je, i pored vece konzerviranosti u odnosu na COI gen,
uspesno razdvojio sve analizirane vrste i dao sli¢énu topologiju stabla kao i COI barkoding
region. Rezultati analize ovog gena potvrduju da se on moze pouzdano Kkoristiti u

molekularnim istrazivanjima roda Ephedrus.

3. Filogenetska analiza je pokazala da tradicionalna podela roda na podrodove
Breviephedrus, Lysephedrus i Ephedrus nema podrsku i da je neophodna revizija
klasifikacije roda. Na osnovu filogenetske i morfoloske analize, rod Ephedrus se

klasifikuje na tri podroda: Breviephedrus, Fovephedrus i Ephedrus.

4. Detektovana je geneticka distanca (20,7%) izmedu podrodova Fovephedrus i Ephedrus.
To je ujedno i jedna od najvisih vrednosti zabeleZena unutar rodova potfamilije

Aphidiinae.

5. Vrsta E. validus na osnovu rezultata molekularne analize nije imala podrSku za odvajanje
u zaseban podrod Lysephedrus. Shodno tome, podrod Lysephedrus je sinonimiziran kao

mladi sinonim podroda Ephedrus, a E. validus klasifikovan unutar plagiator grupe vrsta.

6. Po prvi put je na molekularnom nivou dokazan taksonomski status sledecih vrsta: E.
validus, E. koponeni, E. laevicollis, E. cerasicola, E. chaitophori, E. prociphili i E.

brevis.
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7.

9.

10.

11.

Vrsta E. blattnyi, ¢iji taksonomski status je i ranije dovoden u pitanje, grupisala se unutar
E. plagiator vrste sa genetiCkom distancom 0,0%-0,7%. Zakljuceno je da je E. blattnyi
samo biotip vrste E. plagiator, usled ¢ega je ova vrsta dobila status mladeg sinonima

vrste E. plagiator.

Vrsta E. dysaphidis se na filogenetskom stablu pozicionirala unutar klade E. cerasicola,
sa genetiCkom distancom 0,0%-1,6%. Prilikom morfoloskog ispitivanja zaklju¢eno je da
se gotovo svi dijagnosticki karakteri ove dve vrste preklapaju. Ephedrus dysaphidis je
sinonimiziran sa E. cerasicola, pri ¢emu se navodi da postoji morfoloska varijabilnost
izmedu biotipova E. cerasicola koji parazitiraju biljne vasi domacine iz rodova Dysaphis

I Myzus.

Na osnovu rezultata molekularne i morfoloske analize, opisane su dve vrste nove za

nauku: E. hyadaphidis Koci¢ i Tomanovi¢ i E. tamaricis Petrovi¢ i Tomanovic.

Vrsta E. koponeni po prvi put je detektovana van poznatog areala, severnog dela Evrope.
Sakupljene jedinke ove vrste predstavljaju prve nalaze za faunu Srbije.

Unutar E. persicae grupe vrsta, utvrdeno je prisustvo dve grupe (mediteranska i
kontinentalna) koje se odvajaju sa srednjom genetickom distancom od 2,2%. Neophodne

su dalje studije koje bi se bavile isklju¢ivo ovom vrstom.
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1. AytopcTBo - [lo3Bo/baBaTe YMHOMaBake, ANCTPMOYLUUjy M jaBHO caoniiTaBake Aefa, U Npepaje, ako
ce HaBee WMMe ayTopa Ha HauuMH ogpeheH o cTpaHe ayTopa MAM gaBaoua JMUEHUE, YaK U y
KomepuujanHe cepxe. OBO je Hajci0b60AHU]ja 04, CBUX NULLEHLM.

2. AyTopcTBO — HeKkomepuMjanHo. [o3Bos/baBaTe YMHOMaBake, AUCTPUOYUMN)Y U jaBHO caomwiTaBake
[ena, U npepajge, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa waM AaBaoua
nvueHue. OBa iMLeHLA He 03BO/baBa KOMepLUujaaHy ynoTpeby aena.

3. AyTOpCTBO - HeKomepunjanHo — 6e3 npepage. Jo3Bos/baBaTe YMHOXaBarbe, ANCTPMOYUMNjy U jaBHO
caonwTaBare gena, 6e3 npomeHa, npeobankoBarba nan ynotpebe gena y cBOM Aeny, ako ce Hasege
MMe ayTopa Ha HaumH oapeheH oA cTpaHe ayTopa uam gasaoua avueHue. OBa AMUEHLA He A03BO/baBa
KOMepLuMjanHy ynotpeby aena. Y oAHOCY Ha CBe OCTajie AMLEHLE, OBOM JIMLEHUOM Ce OrpaHuW4aBa
Hajsehn 0bum npasa Kopuwhema gena.

4. AyTOPCTBO - HEKOMepuMjasHO — AEeAUTU MOA WUCTMM ycnoBuma. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBatbe,
AUCTpMBYLMjY 1 jaBHO caonLuTaBarbe [Aena, U Nnpepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauunH ogpeheH
04, CTpaHe ayTopa WaM [asBaoua JMUEHLIE M aKo ce npepaja AUcTpubympa nog, UCTOM WM CANYHOM
nueHuom. OBa NLLEHLA He 103BO/baBa KOMepLUuMjanHy ynotpeby aena u npepaaa.

5. AytopcTeo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe YMHOMaBakbe, AUCTPUBYLNjY M jaBHO caonliTaBakbe AeNa,
6e3 npomeHa, npeobankoBarba M ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
oapeheH of cTpaHe ayTopa UK gasaoua avueHue. OBa AMLEHLA [03BO/baBa KoMepumjaaHy ynoTtpeby
faena.

6. AyTOpCTBO - AENUTM MOA MCTUM ycnosuma. [lo3Bo/baBaTe YMHOMaBarbe, AUCTPUBYUMjy U jaBHO
caoniwTasatbe Aena, U Npepase, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaumH oapeheH og cTpaHe ayTopa Man
[aBaoLa NMLEHLE M aKo ce npepaga Auctpmbympa nog UCTOM MAN CAMYHOM AnueHuom. OBa anueHLa
[03BO/baBa KoOMepumjanHy ynoTpeby aena n npepaga. CanuyHa je codpTBEPCKMM AnLLEHLAMa, O4HOCHO
NMLEHLAMa OTBOPEHOT KOAa.



