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Morfometrijska i filogenetska analiza vrsta familije EImidae (Insecta: Coleoptera)

Balkanskog poluostrva
Sazetak:

Akvati¢ni tvrdokrilci familije Elmidae, iako su prepoznati kao vaZzna grupa u
bioindikaciji vodenih ekosistema, na podrucju Balkanskog poluostrva su jos uvek taksonomski
nedovoljno istrazeni. Stoga, u svrhu sveobuhvatne analize ove familije, primenjena je
intergrativna taksonomija koja objedinjuje morfometrijske, ekoloske i molekularne analize
taksona.

Tradicionalnom morfometrijskom analizom, koja je obuhvatila 16 izabranih
morfometrijskih parametara tri vrste roda Limnius: L. volckmari, L. intermedius i L. opacus, i tri
vrste roda Elmis: E. cf. aenea, E. cf. maugetii i E. cf. rioloides, utvrdeno je da je kod
analiziranih vrsta izrazena intra- i interspecijska populaciona varijabilnost. Postoji uticaj
abiotickih, pre svega fizickih i hemijskih parametara vode na morfometriju navedenih vrsta, kao
i na sastav i strukturu populacija iz razli¢itih zemalja Balkana (Srbija, Bosna i Hercegovina i
Bugarska). Kod vrste E. maugetii analiziran je uticaj hidroloskog pritiska na morfometriju vrste
i pokazano je da su krupnije jedinke nadene u rekama sa ve¢im proticajem.

Filogenetska analiza elmida Balkana obuhvatila je 8 taksona iz Srbije, Hrvatske,
Bugarske, Severne Makedonije i Grcke. Razli¢ite populacije istih vrsta pokazuju slabo izrazenu
intraspecijsku geografsku varijabilnost unutar analiziranih gena mitohondrijalne DNK, $to je
potkrepljeno rezultatima ovog istrazivanja.

Kod vrste Elmis maugetii analizirani su i populacioni-geneti¢ki parametri i utvrdene
razlike populacija sa Balkana u odnosu na populacije 6 zemalja u Evropi i jedne u severnoj
Africi. Geneti¢ki diverzitet ove vrste je manji na severu, $to ukazuje da je moguéi postglacijalni
pleistoicenski koridor rekolonizacije poceo sa podru¢ja Balkanskog poluostrva koje predstavlja

njen glavni glacijalni refugijum u Evropi.

Kljuéne reéi: akvatiéni tvrdokrilici, familija EImidae, morfometrija, filogenija, filogeografija,

mitohondrijalni geni, Balkansko poluostrvo, refugijum, postglacijalna rekolonizacija

Nauéna oblast: Biologija

UZa nauéna oblast: Morfologija, sistematika i filogenija zivotinja



Morphometric and Phylogenetic Analysis of the Family EImidae (Insecta:

Coleoptera) of the Balkan Peninsula

Abstract:

Aquatic beetles of the family Elmidae, whilst recognized as important bioindicator

group, are still taxonomically poorly explored in the Balkan Peninsula. Thus, for the purpose of
comperhensive analysis of this family, the integrative taxonomic approach was applied
comprising morphometric, ecological and molecular taxa analyses.
Based on traditional morphometric analysis, including 16 selected morphometric parameters of
three species of the genus Limnius: L. volckmari, L. intermedius and L. opacus as well as of
three species of the genus Elmis: E. cf. aenea, E. cf. maugetii and E. cf. rioloides it is asserted
that intra- and interspecific population variability were expressed. Abiotic factors,
predominantly physical and chemical parameters of water affected the species’ morphometrics,
and population composition and structure from different Balkan’s countries (Serbia, Bosnia and
Hercegovina and Bulgaria). For E. maugetii the influence of hydrological pressure to the
species’ morphometrics was analysed and it was shown the larger specimens were found in
streams characterised by higher flow velocity.

Phylogenetic analysis of the Balkan’s riffle beetles included eight taxa from the
following countries: Serbia, Croatia, Bulgaria, North Macedonia and Greece. Different
populations of same taxa barcoded had low intraspecific geographic variation within analysed
MtDNA genes, which was corroborated by the results of the present study.

For Elmis maugetii the population-genetic parameters were calculated for the Balkans’
populations and compared to six European countries and one North African country as well.
Genetic diversity of E. maugetii was lower in northern latitudes of Europe revealing the species
possible postglacial recolonization corridore most likely started from the Balkan Peninsula,

suggested as the species’ main glacial refugium in Europe.

Keywords: aquatic beetles, the EImidae family, morphometrics, phylogeny, phylogeography,

mitochondrial genes, the Balkan Peninsula, refugium, postglacial recolonization

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Morphology, systematics and phylogeny of animals
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UvoD

1.1. Osnovne odlike akvati¢nih tvrdokrilaca kao specijalizovane grupe

Tvrdokrilci spadaju medu najraznovrsnije insekatske redove. Do sada je opisano
preko 400 000 vrsta, sa oko 170 familija (Jardine, 2010), $to predstavlja oko 40% svih
poznatih vrsta insekata i 25% svih zivotinjskih vrsta na Zemlji. Pretpostavlja se da
mnogo njih jo§ uvek nije otkriveno i opisano. Naseljavaju skoro sve tipove stanista na
Zemlji (Gillot, 2005).

U okviru reda Coleoptera, poznato je vise od 13 000 vrsta akvati¢nih
predstavnika (Short, 2018), sto ih svrstava u jednu od glavnih grupa slatkovodnih
Arthropoda. Potpuna ili delimi¢na adaptacija na zivot u slatkoj vodi se desila nezavisno
nekoliko puta tokom evolucije tvrdokrilaca. Akvati¢ni tvrdokrilci zive u razli¢itim
tipovima slatkovodnih stanista (izvori, potoci, reke, jezera, bare i dr.). Takode se mogu
pronadi u slanim barama u obalskom pojasu mora, ali ne i u morskoj vodi.

Predstavnici tvrdokrilaca, kao najobimnijeg reda insekata pored opnokrilaca
(Hymenoptera) i dvokrilaca (Diptera), adaptirani su na veoma razlicite sredinske uslove
(Forbes i sar., 2018). Kako bi preziveli u vodenoj sredini, akvati¢ni tvrdokrilci poseduju
specificnu gradu 1 razvili su morfoloske (hidrodinamican oblik tela, modifikacije treceg
para ekstremiteta za plivanje i dr.) i fizioloske adaptacije (plastron, vazduzni mehur i
dr.) koje im omogucavaju stalan ili povremen boravak u vodi. Poznati su i stigobionti iz
slede¢ih familija: Elmidae, Dryopidae, Noteridae, Hydrophilidae i Dytiscidae, kao i
vrste koje nastanjuju higropetri¢na staniSta, npr. pojedini predstavnici familija
Lutrochidae, Noteridae i dr. (Maier i Short, 2013; Short, 2018; Baca i Short, 2018).

Poznato je Sest tipova ekoloskih grupa vodenih tvrdokrilaca: ,,pravi”, ,lazni”,
fitofilni, parazitski, fakultativni i obalski vodeni tvrdokrilci (J&ch i Balke, 2008). Od
navedenih ekoloskih grupa, ,,pravi” vodeni tvrdokrilci naseljavaju potpuno ili delimi¢no
vodenu sredinu u jednom od stadijuma zivotnog ciklusa, ili ceo zivotni ciklus.

Vecina srednjeevropskih vrsta vodenih tvdokrilaca su univoltine sa

reprodukcijom u proleée i prezimljavanjem adulta (Hansen, 1987; Nilsson, 1996). Na



osnovu ovakve zivotne istorije, bimodalna sezonska dinamika letenja, sa prole¢nom
disperzijom pre razmnozavanja i letnjom disperzijom novih generacija je ocekivana i
uocena je vise puta (Fernando i Galbraith, 1973; Landin, 1980; Zalom i sar., 1979,
1980; Lundkvist i sar., 2002).

1.2. Diverzitet akvati¢nih tvrdokrilaca

Vodene tvrdokrilce moZzemo naci u svim biogeografskim regionima, a najveca
raznolikost je u tropskom podrué¢ju, osim porodica Helophoridae i Haliplidae. Vec¢ina
vodenih tvrdokrilaca, uzimaju¢i u obzir pojedinacne vrste, nema kosmopolitsko
rasprostranjenje, ve¢ je znacajno izrazen lokalni endemizam. U Evropi podrucje
Mediterana se smatra njihovim svojevrsnim centrom endemizma (Mittermeier i sar.,
1998, Myers i sar., 2000), gde od ukupnog broja vrsta vodenih tvrdokrilaca na
Pirinejskom poluostrvu 20% pripada endemitima (Jach i Balke, 2008; Ribera, 2000).
Zbog svoje velike raznovrsnosti, vodeni tvrdokrilci su korisc¢eni u identifikaciji podrucja
sa visokim regionalnim biodiverzitetom (Sanchez-Fernandez i sar., 2006; Abellan i sar.,
2005). Prema studiji Sanchez-Fernandez i sar. (2006), vodeni tvrdokrilci analizirani su
su kao potencijalni indikatori biodiverziteta u kontinentalnim vodenim ekosistemima u
semiaridnom mediteranskom regionu. Mada su se kao grupa pokazali kao dobri
indikatori biodiverziteta u jednom geografskom regionu, nisu reprezentativni za obrasce
raznovrsnosti svugde, usled biogeografskih i klimatskih ogranicenja (Su i sar., 2004), ali
mogu biti u regionima sa sli¢nim sredinskim i ekoloskim karakteristikama. Rezultati
studije Sanchez-Fernandez i sar. (2006) ukazuju da su vodeni tvrdokrilci dobri
indikatori biodiverziteta, i na lokalnoj i na regionalnoj skali, i da se mogu Koristiti u
monitoringu vodenih ekosistema mediteranskog podneblja. Takode, rezultati ove studije
pomogli su konzervacionim biolozima u odredivanju prioritetnih podrué¢ja za zastitu u
mediteranskom basenu. Posmatrajuci ostale grupe makroinvertebrata (npr. Plecoptera,
Trichoptera, Ephemeroptera), diverzitet Coleoptera je mnogo konzistentniji izmedu
tipova stanista. Coleoptera mogu biti korisni indikatori biodiverziteta ako pokrivaju
dovoljno Sirok geografski opseg (Wilcox, 1984; Caro i O’Doherty, 1999) i nastanjuju
Sirok opseg tipova stanista. Unutar jednog geografskog podrucja, oni mogu imati visoku

,,odanost” stanistu, jer odsustvo vodenih Coleoptera, usled uznemiravanja i naruSavanja



stani§ta, moze ukazati na odsustvo i nekih drugih vrsta (Panzer i sar., 1995). Vodeni
tvrdokrilci takode pokazuju visok funkcionalni diverzitet i imaju sposobnost da
kolonizuju Sirok spektar stanista, jer ukljucuju veliki broj vrsta (Ribera i Foster, 1993).
Zapravo, zajedno sa predstavnicima reda Heteroptera, oni su jedina grupa koja su u

studiji Sanchez-Fernandez i sar. (2006) bila prisutna u svim tipovima stanista.

1.3. Uticaj abiotickih i bioti¢kih faktora na akvati¢ne tvrdokrilce

Poznato je da razliciti abioticki i bioticki faktori uti€u na sastav zajednice
insekata. Sastav vrsta se menja i diverzitet generalno povecava duz skoraSnjih
gradijenata, tj. gradijenata onih parametara koji su, vremenski, bili poslednji praceni
(Fairchild i sar., 2000; Suh i Samways, 2005). Na prostorno-vremensku dinamiku
populacije vodenih tvrdokrilaca najveéi uticaj imaju: fizicki i hemijski ¢inioci vodene
sredine, trajnost (permanentnost) staniSta, potopljenost vegetacije, kompeticija,
prisustvo predatora, (prvenstveno riba), kao i interakcija izmedu invertebrata predatora.
Abioti¢ki faktori, kao §to su hidroloski i hemijski parametri vode predstavljaju vazne
determinante sastava zajednice vodenih insekata (Klecka, 2008; Eyre i sar., 2009).
Posebno se istie znacaj medusobnih interakcija ovih faktora na strukturiranje
zajednica, dok je znacaj pojedinacnih hemijskih varijabli vode osporen (McPeek, 1990).
Pojedini taksoni predatorskih akvati¢nih tvrdokrilaca iz familije Dytiscidae dobri su
bioakumulatori teSkih metala u tragovima i indikatori opterecenja vodotoka metalima
(Burghelea i sar., 2011).

Uticaj fizi€ko-hemijskih parametara vode odraZava se kao uticaj na fiziologiju
vodenih organizama. Najvazniji fizicki faktori koji uti€u na zajednicu vodenih
tvrdokrilaca su: proticaj, tip substrata i hidrogeoloske karakteristike vodotoka
(Bournaud 1 sar., 1992; Eyre 1 sar., 1993; Miserendino 1 Archangelsky, 2006). Takode,
razni hemijski faktori imaju uticaj na zajednicu, kao Sto su pH, elektroprovodljivost,
alkalitet i koncentracije nutrijenata (npr. Eyre i sar., 1990; Miserendino i Archangelsky,
2006). Svi navedeni parametri variraju duz vodotoka. Vodeni tvrdokrilci u loti¢nim
staniStima obi¢no pokazuju varijacije u sastavu zajednice duz longitudinalnog
gradijenta, $to znaci da je udaljenost od izvoriSne zone reke osnovna (Berthélemy, 1964;

Bournaud i sar., 1992; Brojer i sar., 2017). Tako je utvrdeno da se broj vrsta akvati¢nih



tvdrokrilaca povecava longitudinalno, posmatrajuci nizvodno pocevsi od izvora (Eyre i
sar., 1993; Elliott, 2008a; Moss, 2010), tj. postoji gradijent longitudinalne distribucije
zajednice. Ali koncept ,re¢nog kontinuuma” (Vannote i sar., 1980) ne moze biti
primenjen na hidroloski specifi¢ne reke (Miceti¢ Stankovic 1 sar., 2018a), kao $to je npr.
kraska reka Cetina u Hrvatskoj koja useca dubok kanjon, i gde ne postoji longitudinalni
gradijent zajednice akvati¢nih tvrdokrilaca kao za vec¢inu srednjeevropskih reka.

Hidroloski gradijenti vlaznog podrucja takode imaju vaznu ulogu u prostornom
strukturiranju zajednica vodenih insekata (npr. Tarr i sar., 2005). Pojedine vrste
preferiraju privremene vode za reprodukciju (Williams, 2006).

Veoma cCesto, nepravilna povrSina neorganskog supstrata u potocima
(Holomuzki 1 Biggs, 2003), lis¢e 1 ostaci drveca (Palmer i sar., 1996) pruzaju sklonista
vodenim tvrdokrilcima od trenutnog protoka i omogucavaju prezivljavanje tokom
visokog vodostaja (Lancaster i sar., 2006). U nepovoljnim uslovima, sklonista mogu
zaStititi organizme koji ¢e kasnije ponovo zauzeti podrucja koja su bila pod uticajem
(Rempel 1 sar., 1999). IstraZzivanja o uticaju trenutnog strujanja vode 1 potrazi za
skloniStima 1 njihovom uticaju na funkcionalne karakteristike beski¢menjaka (Sibly 1
Calow, 1989; Sedell i sar., 1990; Lancaster i Hildrew, 1993; Winterbottom i sar., 1997;
Franken i sar., 2006) ukazuju na to da koriS¢enje sklonista igra klju¢nu ulogu u
odredivanju sastava vrsta i funkcionalnih karakteristika bentosnih zajednica. Veliki
proticaj u potocima poznat je kao glavni faktor koji utiCe na strukturu zajednica
makroinvertebrata (Melo i sar., 2003). Poznato je da ekstremni vremenski uslovi, kao
Sto su obilne kiSe, poplavni talasi 1 bujice, uticu na bogatstvo taksona u vodenoj
zajednici i njihove prostorne obrasce distribucije stanista. U potocima i rekama,
hidrauli¢ki uslovi mogu imati klju¢nu ulogu u distribuciji organizama, preko direktnih
efekata plavljenja i vucne sile (Weissenberger i sar., 1991; Collier i sar., 1995; Segura i
sar., 2013). Sadler i sar. (2004), Bates i sar. (2007) pokazali su da vrste vodenih
tvrdokrilaca koje su povezane sa distinktnim mikrostaniStima, 1 na taj nac¢in vecom
heterogeno$¢u mikrostanista, prikazuju veci diverzitet i mikroprostornu distribuciju kao
vrste koje su izlozene re¢nom sedimentu (engl. exposed riverine sediments). Distribucija
vrsta uglavnom je povezana sa lateralnim sredinskim gradijentima (veliki gradijent
temperature, vlaznosti i ucestalosti inundacija), nego sa vidljivim distinktnim

mikrostaniStima (npr. delovima sedimenta razli¢ite granulacije). Takode, napominju da



kanalisanje, ekstrakcija agregata sedimenta ili regulacija reka najverovatnije imaju
negativan uticaj na diverzitet vodenih tvrdokrilaca.

Malo je poznat uticaj biotickih faktora na zajednicu vodenih tvdrokrilaca.
Prostorna distribucija fitofilnih vodenih insekata odredena je prostornim promenama
gustine vegetacije (de Szalay i Resh, 2000; Tolonen i sar., 2003). Mnogi vodeni
tvrdokrilci preferiraju zivot u vodama sa gustom vodenom vegetacijom, jer im
obezbeduje hranu 1 zastitu larvi 1 imaga (Hebauer, 1988; de Szalay i Resh, 2000), kao 1
drugim vrstama makroinvertebrata (Nicolet 1 sar., 2004). Povezanost pojedinih vrsta
akvati¢nih tvrdokrilaca sa prisustvom vegetacije moze biti u vezi sa dostupnoséu
podloge za adulte kako bi polozili svoje ooteke sa jajima, kao i sa pogodnim mestima za
odmor 1 ishranu larvi. S druge strane, vegetacija moze pruziti utociSte od predatora gde
se mogu sakriti, uzimaju¢i u obzir prisustvo, pre svega, riba kao njihovih glavnih

predatora.

1.4. Disperzija i plovidba

Disperzija letenjem jedna je od kljuénih karakteristika Zivotne istorije vodenih
insekata, naro¢ito u privremenim vodama. Klecka (2008) navodi da je sezonska
aktivnost letenja vodenih tvrdokrilaca primarno uslovljena sa dva faktora -
temperaturom vazduha i dubinom vode. Vecina insekata zahteva spoljasnju toplotu da
zagreje svoje miSice pre samog leta, te stoga ne mogu leteti na veoma niskim
temperaturama (Klecka, 2008). Disperzija je glavni mehanizam za suocavanje vodenih
insekata sa suSom, a masovan let za vreme perioda presusSivanja vode je takode
karakteristi¢an za vodene tvrdokrilce (Wiggins i sar., 1980).

Jedan od faktora koji utice na aktivnost letenja vodenih insekata je i
deterioracija. Naime, pogorSanje uslova u staniStu (npr. isusivanje, visoke temperature
ili pove¢ana kompeticija) se Cesto smatra pokretatem disperzije, Sto uzrokuje kasno
letnje migracije iz privremenih u trajne vode za prezimljavanje insekata (Popham, 1964;
Pajunen i Jansson, 1969; Fernando i Galbraith, 1973; Wiggins i sar., 1980; Hutchinson,
1993). Popham (1964) je ukazao da je kod krupnijih vrsta temperaturni prag za
poletanje generalno visi, jer su potrebne vece temperature za pravilno funkcionisanje

miSica leta. Hidroloski parametri (npr. fluktuacije vodostaja, dubina vode) i temperatura



vazduha dominantni su pokretaci aktivnosti letenja vodenih insekata (Klecka, 2008).
Takode, nekoliko autora je proucavalo dnevne promene u aktivnosti letenja vodenih
insekata. Vec¢ina vodenih tvrdokrilaca preferira da leti oko/posle zalaska sunca, a manje
pre izlaska sunca, ali ne tokom dana (Fernando i Galbraith, 1973; Zalom i sar., 1979,
1980; Csabai i sar., 2006), $to se objasnjava dnevnim promenama temperature (Popham,
1964; Pajunen i Jansson, 1969; Landin i Vepséléainen, 1977; Zalom i sar., 1979, 1980).
Nedavni dokazi ukazuju da je detekcija povrSinske vode kljuéni mehanizam koji se
koristi za orijentaciju vodenih insekata koji migriraju (Schwind, 1991, 1995; Csabai i
sar., 2006; Horvath i Kriska, 2008). Zbog toga, dnevne promene u polarotaktickoj
detektabilnosti povrSinske vode, odnosno sposobnosti vodenih insekata da budu
privuceni svetlos¢u reflektovanom od povrSine vode, mogu delimi¢no uticati na
aktivnost leta vodenih insekata (Csabai i sar., 2006). Neke vrste elmida nemaju
sposobnost leta, dok su druge su dimorfne kada su u pitanju krila za letenje, tzv.
brahipterne i makropterne forme (Brown, 1987; Shepard, 2019). Moguce je da neke
vrste podfamilije Elminae mogu da napuste vodu i mozda lete tokom prvih dana ili
nedelja zivota imaga i nakon toga postaju trajno vezane za vodu, jer njihovi mi$i¢i za
letenje atrofiraju kako bi se obezbedili nutrijenti za produkciju jaja i druge aktivnosti. U
svakom slucaju, neke letece jedinke provode odredeni deo Zivota pod vodom (Brown,
1987).

Plovidba predstavlja ¢est nain prenosa kod akvati¢nih insekata (\West, 1929;
Brusven, 1970; Hynes, 1972; Waters, 1972; Bournaud i Thibault, 1973; Reisen, 1977,
Newman i sar., 1984; Elliot, 2008b). Larve plove od srednjeg toka do drveta ili kamena
uz koji se penju puzenjem. Perez (Perez, 1863) je prvi zabelezio drift larvi elmida i
objasnio mehanizam kod vrste Macronychus quadrituberculatus Maller, 1806, medutim
on je drift opisao kao nacin za izbegavanje nepovoljnih sredinskih uslova, kao $to je
niska koncentracija rastvorenog kiseonika u vodi (Perez, 1863). Zrele larve imaju
trahealne vazdusne mehure koji mogu da se suze ili proSire pomocu tergosternalnih

misica; oni obezbeduju funkcionisanje i kontrolu specifi¢ne gravitacije tela (Susskind,
1936; Gage, 1983; Steedman, 1983).



1.5. Evoluciona biologija akvati¢nih tvrdokrilaca

1.5.1. Istorijska tranzicija staniSta

Insekti postoje ve¢ vise od 400 miliona godina, a nedvosmisleni dokazi o
insektima iz vodene sredine datiraju od pre oko 320 miliona godina (Lancaster i
Downes, 2013). Pitanje je kada su ta¢no i kako insekti poceli da zauzimaju vodenu
sredinu, 1 kako razotkriti ekolosSke uloge insekata u drevnim vodenim ekosistemima?
Paleontoloski podaci i fosilni ostaci insekata su od klju¢nog znacaja u otkrivanju
njihove evolucione istorije, ali fosilni nalazi su uglavnom nepotpuni. Kako mogu
fosilni nalazi da potkrepe nase razumevanje evolucionih dogadaja? Najstariji fosilni
nalazi akvati¢nih tvrdokrilaca datiraju iz srednjeg trijasa (oko 240 miliona godina), i to
sa podrucja Sibira i Urala, a plivajuéi oblici pojavljuju se tokom krede (Grimaldi i
Engel, 2005). Najvazniji dogadaji u evoluciji insekata se uglavnom odnose na vise
taksonomske kategorije insekata, sa akcentom na evoluciju akvati¢nih i semiakvati¢nih
grupa. Vazno je ista¢i da je istorija i evolucija akvati¢nih osobina insekata, kao i
biogeografija glavnih vodenih insekatskih grupa otkrivena sa teorijom tektonike ploca
(Lancaster i Downes, 2013). Medu glavnim pitanjima u evolucionoj biologiji je
svakako razumevanje porekla i evolucionih posledica novih osobina koje su se javile
kod insekata. Koriste¢i integrisani pristup (Pallarés i1 sar., 2017), kombinovani su
fizioloski 1 ekoloski podaci sa molekularnom filogenijom na nivou vrste, kako bi se
razumela evolucija najcesc¢ih tranzicija staniSta kod vodenih makroinvertebrata 1 to:
prelaz izmedu tekucih 1 stajacih voda 1 razvoj tolerancije na salinitet. Kako bi se doSlo
do odgovora, testirane su makroevolucione posledice tih tranzicija, i to kako stopa
diverzifikacije, tako i veli¢ina geografskog opsega rasprostranjenosti. Utvrdeno je
poreklo 1 mehanizam tolerancije na salinitet, njegova moguca interakcija sa
tolerancijom prema aridnosti, kao 1 balans sa drugim bioloSkim osobinama (Pallarés 1
sar., 2017).

Svakako je evolucija leta klju¢na inovacija koja moze omoguditi ekstremnu
diverzifikaciju insekata. Bez obzira na to, mnoge grupe insekata bogate vrstama imaju
evolucione linije koje ne lete. Zanimljivo je otkrice da gubitak letenja podstice

diverzifikaciju tvrdokrilaca (Ikeda i sar., 2012). Gubitak leta moze ubrzati alopatricku



specijaciju usled ogranicene disperzivne moci, Sto moze rezultirati visokom stopom
specijacije u linijama koje ne lete, a to je ispitano npr. kod familije Silphidae (lkeda i
sar.,, 2012). Vrste koje ne lete zadrzavaju vecu geneticku diferencijaciju medu
populacijama i sadrze veci broj geneticki razliCitih linija od vrsta sposobnih za let, a
stopa specijacije vrsta koje ne lete je dva puta veca od onih koje su u stanju da lete.
Sposobnost gubitka letenja desavala se ¢es¢e kod porodica sa viSe vrsta, a to se
pripisuje velikom broju specijacijskih dogadaja unutar ovih porodica, uglavnom
slucajnih. Posto je evolucija neletaca Cesto, ali ne uvek, povezana sa koriS¢enjem
stabilnih stanista, stabilnost staniSta umesto gubitka leta per se moze intenzivirati
specijaciju. Sposobnost gubitka letenja kod razli¢itih vrsta insekata moze nastati zbog
razli¢itih evolucionih promena u ekoloskim osobinama, kao §to su izvori hrane i
stani$ta. Zbog toga, hipoteza o diverzifikaciji vrsta gubitkom leta nije povezana sa
hipotezom o tipi¢nosti staniSta (Ikeda i sar., 2012). Proces specijacije uz gubitak leta
bio bi vazan, narocito za tvrdokrilce. Faktor koji je doprineo raznovrsnosti tvrdokrilaca
moze biti adaptivna radijacija povezana sa diverzifikacijom angiospermi u kredi (Ikeda
i sar., 2012). Nadalje, ista studija je otkrila da je adaptivha radijacija porodica
tvrdokrilaca prethodila porastu angiospermi, kao i da su razlicite linije prezivele i od
tada nastavile da se razdvajaju. S druge strane, u studiji Villastrigo i sar. (2017)
dokazano je da su prelazi staniSta (tranzicije) mogle biti kljucne u evolucionoj istoriji
linija Coleoptera. Ova studija obraduje makroevolucione posledice promene staniSta
kod plemena Hygrotini i ukazuje da se ovaj tip tranzicija ¢esto dovodi u vezu sa
evolucijom novostecenih osobina, ili odreduje promenu stope diverzifikacije. Vrste
koje Zive u staja¢im vodama (lenticna staniSta) su na geoloSkoj skali manje izdrzljive
od onih koje Zive u teku¢im vodama (loti¢na staniSta) pa im je potrebna veca
sposobnost disperzije i, stoga, imaju Siri domet rasprostranjenja nego one iz tekucica
(Ribera i Vogler, 2000). Neki autori su pokazali da se tolerancija na salinitet pojavila u
nezavisnim linijama za vreme susnih perioda (Arribas i sar., 2014). Ocekivano je da
ove tranzicije izmedu tipova stani$ta mogu imati neke efekte na seme diverzifikacije
linija, 1 to tako da bi loti¢ne vrste trebalo da imaju ve¢i evolucioni ,,preokret” i uzi
geografski opseg nego lenticne, a ako je tolerancija na salinitet ekstremna ekoloSka
specijalizacija, trebalo bi da je evoluciono nepovratna, ireverzibilna, a stoga i

evoluciono mlada. Lenti¢ne populacije akvati¢nih tvrdokrilaca su zavisne od migracija



I sposobnosti leta njihovih jedinki, za razliku od loticnih populacija gde takve
funkcionalne osobine nisu od presudnog znacaja (Ribera i Vogler, 2000).

U istrazivanju Abellan i Ribera (2011) proucavana je geografska varijabilnost
vodenih tvrdokrilaca. Dokazano je da su geografska lociranost i filogenija glavne
determinante veli¢ine geografskog rasprostranjenja kod vodenih tvrdokrilaca. Grupe
blisko povezanih vrsta cCesto imaju velike razlike u wveli¢ini geografskog
rasprostranjenja, uprkos tome $to dele mnoge druge faktore zbog njihovog zajednickog
filogenetskog nasleda. Koris¢eno je deset linija vodenih Coleoptera zapadnog
Palearktika. Maksimalne granice geografske $irine i duzine bile su pozitivno korelisane
sa veli¢inom areala, tj. vrste na najsevernijim geografskim Sirinama i najisto¢nim
geografskim duZinama pokazuju najSire areale. U linijama sa loti¢nim 1 lenti¢nim
vrstama, lenti¢ne vrste, koje viSe disperguju, pokazuju veée raspone rasprostranjenja od
loti¢nih vrsta koje slabo disperguju. Veli¢ina geografskog opsega takode je pozitivno
korelisana sa veli¢inom bioma kome vrsta pripada, ali nisu pronadeni dokazi o jasnoj
povezanosti izmedu veliCine areala 1 starosti vrsta. Zakljucci istrazivanja ukazuju da je
veliCina areala vrste oblikovana interakcijom geografskih i1 ekoloskih faktora, sa
filogenetskom komponentom koja utice na oba faktora. Razumevanje faktora koji
odreduju velicinu geografske lociranosti i areal vrsta je od sustinskog znacaja za
proucavanje porekla i sastava postoje¢e biote. Dobijeni rezultati studije Abellan i
Ribera (2011) pokazuju da, u ovu svrhu, najrelevantniji podaci mogu biti filogenetska
istorija vrste 1 njena geografska lociranost. Na veliinu areala predstavnika familije
Elmidae, kao predominantno loticnih tvrdokrilaca, najve¢i uticaj imaju klimatski

faktori (Elliot, 2008a).
1.5.2. Glacijalni refugijumi i postglacijalna rekolonizacija vrsta

Pleistocen je poznat po tome Sto obuhvata periode glacijacije 1 interglacijacije,
koji su smenjvali tokom citave epohe. Tokom perioda glacijacije, ledeni pokrivac 1
permafrost proSirili su se do geografske Sirine od priblizno 52° na jugu, odnosno do 47°
na severu (Hewitt, 2004; Lomolino i sar., 2015). Klima je u periodima glacijacije bila
mnogo hladnija 1 suvlja nego u periodima interglacijacije, zbog cega je veéi deo
kontinenta nepogodan za naseljavanje umerenih i borealnih taksona. Ti taksoni bili su

primorani da se povuku na jug do refugijuma na Pirinejskom, Apeninskom i



Balkanskom poluostrvu, ili do podru¢ja juzno od Kavkaskih planina (Hewitt, 1999;
Schmitt, 2007). Vazna karakteristika ovih refugijuma bila je njihova izolovanost od
srednje Evrope planinskim lancima (Pireneji, Alpi, Dinaridi i Balkanske planine), koji
su takode imali svoje ledene kape. Kao posledica smanjenja areala 1 geografske izolacije
tokom svakog glacijalnog perioda, subpopulacije vrsta koje su nekada bile iste pocele su
da divergiraju i da se geneticki razlikuju od drugih koje su prezivele u razlicitim
refugijumima. Tokom perioda interglacijacije, kada su gleceri i permafrost poceli da se
povlace, razlicite linije iz juznih refugijuma zapocele su kolonizaciju ka severu i1
prosirile svoje areale. Postoji nekoliko Siroko prihvacdenih scenarija rekolonizacije
severnih regiona od strane juznih kolonista, koji se razlikuju u pogledu lokacije
refugijuma i pravca disperzionih ruta (Taberlet i sar. 1998; Hewitt, 1999, 2000).

Pokazalo se da je uloga visokih planina kao barijera veoma vaZzna za vecinu
vrsta (Hewitt, 2004), a za evropski kontinent balkanski refugijum je pruzio utociste
vedini kolonista, jer su Balkanske planine najnize medu ostalim planinskim masivima
koji su izolovali refugijalna podru¢ja. Nakon kolonista sa Balkana, ve¢i deo Evrope
kolonizovali su kolonisti sa Pirinejskog poluostrva, dok je Apeninsko poluostrvo
obezbedilo najmanje kolonista severnoj Evropi (Hewitt, 1999, 2000). Noviji podaci o
visoko pokretnim organizmima, poput ptica i lete¢ih insekata (Wahlberg i Saccheri
2007; Pons i sar., 2016; Drag i sar., 2018; Drovetski i sar., 2018) pokazuju razli¢ite
obrasce prethodno pretpostavljene kolonizacije severne Evrope.

Osim toga, u zavisnosti od mnogo razli¢itih faktora, brzina rekolonizacije
severnih delova moZe znacajno da varira izmedu vrsta 1 populacija iz razlicitih
refugijalnih podrucja. Postoje tri razli¢ita nacina ekspanzije (Hewitt, 2004). Prvi je brza
ekspanzija, gde je severna populacija kolonista smanjila raznolikost alela i postoje
velika podru¢ja geneticke homogenosti (lbrahim i sar., 1996). ,Brzi” obrazac je
zabeleZen kod mnogih vrsta sa severne hemisfere (Hewitt, 1996; Schmitt i sar., 2002).
Ovaj fenomen je takode poznat kao “leading-edge” kolonizacija, jer je populacijama iz
drugih juznih refugijuma teze da se proSire nakon $to se popuni prostor (Hewitt, 1993).
Drugi nacin rekolonizacije je sporo Sirenje ka severu, kod vrsta koje imaju ogranicene
mogucnosti disperzije. U njihovim populacijama geneticka raznovrsnost je velika na
severu, 1 one imaju vece efektivne veli¢ine populacije. Ova dva nacina rekolonizacije su

u suprotnosti, a tre¢i nacin rekolonizacije, tzv. “stepping-stone” rekolonizacija, nalazi se
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izmedu njih. U desifrovanju filogeografskih signala odredene vrste, potrebno je
razmotriti njenu zivotnu istoriju i kako je ona prosirivala i suzavala njen specifi¢ni areal
(Hewitt, 2004).

Poznato je mnogo studija o filogeografiji insekata i njihovim nacinima
rekolonizacije Severne Evrope (npr. Schmitt i sar., 2002; Wahlberg i Saccheri, 2007;
Drag i sar., 2018), ali oni su uglavnom ograni¢eni na visoko mobilne vrste. Takode,
nedavne studije molekularne filogenije nekih rodova akvati¢nih tvrdokrilaca u
pojedinim podru¢jima ukazuju na postojanje veCeg broja vrsta i potrebu formiranja
grupa vrsta (Gr.). Primer pomenutom je kosmopolitski, hiper-raznovrsni rod Hydraena
na Mediteranu (Trizzino i sar., 2012). Dosadasnje studije ukazuju i na potrebu
resistematizacije taksona u odnosu na prvobitnu determinaciju koja je bazirana

isklju¢ivo na njihovim morfoloskim karakterima.

1.6. Opste karakteristike familije ElImidae

1.6.1. Biologija i ekologija familije EImidae

Elmidae su sitni akvati¢ni tvrdokrilici, uglavnom braon ili crni puzeci insekti;
opseg velic¢ine adulta je 1,3-8,5 mm, a larvi do 12 mm. Veli¢ina tela adulta krece se od
1,35 do 1,50 mm kod najsitnijih vrsta, kao $to je npr. Esolus parallelepipedus (Mdiller,
1806), do 3,75 do 4,75 mm kod krupnijih vrsta, kao $to je npr. Stenelmis canaliculata
(Gyllenhal, 1808). Telo im je kompaktno sa vrlo dugim nogama i kandzicama kojima se
¢vrsto prihvataju za podlogu da ih vodena matica ne odnese. Kod pojedinih vrsta telo
moze biti inkrustrirano epizoi¢nim dijatomama ili sesilnim protozoama, naj¢eS¢e roda
Vorticella (Brown, 1987). Najkrupniji predstavnici (do 85 mm) su iz roda
Potamophilus Germar, 1811. Porodica Elmidae, zajedno sa porodicama Dytiscidae,
Hydraenidae, Hydrophilidae, Scirtidae i Gyrinidae spada u ,,prave” vodene tvrdokrilice
(Jach i Balke, 2008). Larve i odrasle jedinke smatraju se ,pravim” vodenim
organizmima, S$to znaci da jednom kada udu u vodu ostaju u njoj do kraja zivota. Kao
Sto je pomenuto, neki predstavnici potporodice Larainae susre¢u se u obalskim zonama i
zonama prskanja vode. Za razliku od markantnih vodenih tvrdokrilaca, kao §to su

predstavnici familija Dytiscidae, Gyrinidae i Hydrophilidae, elmide nisu plivaci, i ne
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dolaze do povrsSine vode kako bi uzeli atmosferski kiseonik. Vecina vrsta se sporo
pokrece i polako prijanja uz supstrat (Brown, 1987).

Jedna od najvaznijih karakteristika familije Elmidae je posedovanje plastrona,
respiratorne strukture koju koriste adulti podfamilije Elminae, i jedino jo§ predstavnici
roda Helichus (Pomatinus) iz familije Dryopidae, $to bi moglo ukazivati na
konvergentnu evoluciju ove karakteristike (Brown, 1987). Postojanje i odrzavanje
plastrona omoguceno je gustim omotatem od specijalizovanih hidrofugnih seta.
Zahvaljuju¢i posedovanju plastrona (pubescentnog hidrofobnog omotaca) adulti unose
direktno kiseonik iz okolne vode (Cooter i Barclay, 2006; Kodada i Ciampor, 2014).
Adultne jedinke odrzavaju plastron odredeno vreme pod znatnim pritiskom vode i mogu
ostati potopljene u dobro aerisanoj vodi bez ponovnog izlaska na povrsinu.
Superhidrofobne povr$ine nose vazdu$ni ,film” sprecavajuc¢i odredene delove tela
semiakvati¢nih i akvati¢nih insekata da ostanu vlazni dok su insekti uronjeni u vodu.
Istrazivanjem morfologije povrsina tela insekata koje zadrzavaju vazduh zakljuceno je,
pomoc¢u SEM metode, da sve ovakve povrSine insekata karakteriSe prisustvo seta,
mikrotriha, ili njihove kombinacije razli¢ite gustine (Balmert i sar., 2011). Kada insekti
prvo udu u vodu, uzimaju sa sobom vazdusni ,,film” koji pokriva znatan deo njihove
telesne povrsine. Ovaj tanak sloj vazduha funkcionise kao greben, i u kontaktu je sa
vazdusnim prostorom ispod elitri u koji se otvaraju spirakule. Kada se kiseonik ukloni
iz ovog rezervoara apsorpcijom organa za disanje, on se zamenjuje difuzijom
rastvorenog kiseonika iz okolne vode (Brocher, 1912; Harpster, 1941, 1944; Beier,
1948; Thorpe i Crisp, 1949; Thorpe, 1950). Neke Elmidae (npr. vrste roda Riolus)
dopunjuju plastron iz kiseoni¢nih mehuri¢a oslobodenih procesom fotosinteze vodenog
bilja, a ostali (npr. EImis) ostaju trajno potopljeni bez takvog dodatka sve dok je nivo
rastvorenog kiseonika u okolnoj vodi odgovaraju¢i (Brocher, 1912; Hinton, 1939;
Thorpe, 1949; Thorpe, 1950). Messner i Langer (1984) pruzili su dokaze da se razmena
gasova izmedu zatvorenih vazdusnih prostora elitre i okolne vode moze desavati
direktno kroz tanke regije kutikule elitri. lako adulti podfamilije Larainae nemaju
plastron i vise su riparijalni nego akvaticni, ponasanje i stuktura adulta pojedinih
tropskih rodova omogucava im da ostanu neograni¢eno ispod povrsine vode, gde
Bernulijev princip ima klju¢nu ulogu u formiranju i odrzavanju velikog respiratornog
mehura (Stride, 1955).
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Imajué¢i u vidu da se oslanjanju na respiraciju plastronom, vecina vrsta
podfamilije Elminae su ograni¢ene na vodu koja je skoro zasic¢ena rastvorenim
kiseonikom. Uglavnom naseljavaju dobro aerisane poteze vodotoka u kojima voda struiji
preko kamenite podloge i koji imaju dobru prozra¢nost. Samo nekoliko vrsta naseljava
stajace vode 1 obale jezera koje zapljuskuju talasi (Elliot, 2008a). U jezerima i sporo
teku¢im delovima reke, vrste se mogu sresti u litoralu izmedu kamenja ili §ljunka, ali se
takode mogu zakaciti i za akvati¢ne biljke (Brown, 1987). Pojedine vrste zive u
specificnim staniStima, kao $to su termalni baseni 1 topla izvorisSta, podzemna stanista,
higropetri¢na stanista i stelja koja je u raspadu (Brown, 1987). Pronadene su jedinke
koje zive | na dubinama veéim od deset metara. Larve nekih vrsta naseljavaju peskovita
dna. Jedini stigobiont Palearktika iz ove familije, Limnius stygius Hernando, Aguilera
and Ribera, 2001 rasprostranjen je samo u Maroku (Jach i sar., 2016).

Elmide imaju kompleksan zivotni ciklus koji kod nekih vrsta obuhvata prisustvo
I u vodenoj i riparijalnoj zoni, i koji je relativno dug (potrebno je 2-3 godine za razvoj
od jaja do stadijuma imaga, Miserendino i Archangelsky, 2006). Adulti zive dugo, ali ne
postoje precizni podaci 0 duzini zivota jedinki u prirodnim uslovima. U laboratoriji,
neke jedinke prezive i nekoliko godina na sobnoj temperaturi, ¢ak i u nepovoljnim
uslovima (Cole, 1957; Brown, 1973).

Sve vrste familije Elmidae imaju uglavnom akvati¢ne larve sa analnim Skrgama
i 5-8 larvalnih stupnjeva, §to zavisi od roda. Pupacija se uglavnom uvek desava van
vode. Kod vecine vrsta, posledn;ji larvalni stupanj puzi van vode i1 pupacija se odvija u
zemljiStu ili ispod kamena blizu vode. Nekoliko vrsta u rekama sa fluktuacijama u nivou
vodostaja jednostavno ¢eka u plitkoj vodi pored ivice reke dok se nivo vode ne povuce i
onda se ulutkavaju in situ (White, 1978; Seagle, 1980).

Jedan od krupnijih rodova, Macrelmis Motschulsky, 1859 jaja polaze
pojedinacno, ili u skupinama ispod potopljenih stena ili biljaka u kasno prolece i tokom
leta. Razvice jaja traje od jedne do dve nedelje, nakon Cega se izlegu mlade larve koje
zive od pola do tri godine, zavisno od vrste 1 temperature sredine. U kasno prolece,
poslednji stupanj larve izlazi puzeci na kopno, gde se ulutkava, te se nakon jedne do tri
nedelje razvija mlada odrasla jedinka koja prvi i poslednji put leti do vode. Pomenuta

trajanja faza zivotnog ciklusa su manje ili viSe varijabilna, u zavisnosti od vrste.
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Trajanje larvalnog stadijuma kod elmida (6-36 meseci) i broja larvalnih
stupnjeva (5-8) takode zavisi od temperature, kao i od veliine tela i dostupne hrane.
Razvice je brze na viSim temperaturama; larvalni stadijum severnih populacija odredene
vrste moze da traje i do godinu dana duze. Kada su ostali faktori ujednaceni, kod sitnijih
vrsta razvice traje krace i imaju manje larvalnih stupnjeva nego krupnije (Brown, 1987).
Zrele larve se ulutkavaju u zastienim mestima iznad linije vode. Koriste razlicite
nacine kako bi dosli od stanista larve do mesta za ulutkavanje; najjednostavniji nacin je
direktno puzenje, ukoliko je izvodljivo. U potocima ¢iji nivo vode varira, larve koriste
drugi nacin, koji su demonstrirali White i sar. (1984), a potvrdio Seagle (Seagle, 1980);
zrele larve jednostavno ¢ekaju u plitkoj vodi na obodu potoka da se nivo vode spusti
kako bi se ulutkale in situ. Kao posledica toga, javlja se relativno sinhronizovana
emergencija adultnih jedinki.

Adulti severnoamerickih rodova podfamilije Larainae su riparijalni, imaju
relativno kratak zivotni ciklus i ulaze u vodu verovatno samo zbog ovipozicije. Kada su
uznemireni, lete lako i brzo, ponekad u roju, u kapljicama vodopada ili slapova. Adulti
odredenih tropskih rodova su akvati¢ni, ali su razvili drugu respiratornu tehniku koja
koristi nesto poput velikog balona. Larve podfamilija su sustinski sli¢ne, ali ekologija i
ponasanje adultnih jedinki se veoma razlikuju. Odrasle Larainae su priliéno pokretne;
one lete lako i brzo, za razliku od sporih i vodenih EIminae (Brown, 1987).

Osim tipa supstrata i brzine strujanja vode, za akvati¢ne tvrdokrilce znacajan je i
tip supstrata, odnosno stanista gde obitavaju (Eyre i sar., 2003). Predstavnici familija
Elmidae, zajedno sa familijama Dytiscidae, Hydraenidae, Hydrophilidae, Scirtidae i
Gyrinidae ¢iji su stadijumi larve i imaga kod vecine vrsta akvati¢ni (Jach i Balke, 2008),
obi¢no se mogu sresti kako puze po kamenju i drugom ¢vrstom detritusu u brzotekucim
potocima i rekama. Samo nekoliko vrsta se moze naci u sporotekuc¢im potocima ili
stajacim vodama. One imaju relativno duge noge za pricvrs¢ivanje za podlogu, koje su i
kod larvi i kod adulta dobro sklerotizovane (Brown, 1991; McCafferty, 1983; White i
Brigham, 1996).

U vodenim ekosistemima elmide moraju da reSe i problem zastite od predatora.
Glavni predatori elmida su salmonidne ribe, dok se drugi beski¢menjaci retko hrane
elmidama (Elliot, 2008a). Poznato je da su mahovine jedno od glavnih sklonista za

elmide, narocito tokom nepovoljnih zimskih uslova, a ujedno su i glavni izvor hrane za
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njih (Giller i Malmqvist, 1998; Elliott, 2008a). Pojedine vrste elmida imaju i
aposematsku obojenost kao vid zastite (Brown, 1987). Brown (1987) je zabelezio da
adulti mnogih severnoameri¢kih vrsta elmida imaju upadljivu obojenost, sa zutim,
naradzastim ili crvenim tackama ili prugama na njihovim elitrama. To ukazuje da bi
mogla biti upozoravajuc¢a obojenost koja odbija njihove potencijalne predatore, sto je
dokazano pojedinim eksperimentima gde su rakovi, kornjace i ribe ignorisali adultne
insekte, ili su ih izbacili ako su ih uneli slu¢ajno sa drugom hranom. Ovo nije slucaj kod
adulta i larvi evropskih vrsta elmida, koje se ¢esto mogu naci u zelucu riba, narogito
salmonidnih. Adulti i larve elmida retko su plen drugih predatorskih beski¢menjaka.
Ribe ih verovatno konzumiraju tokom drifta, kada su nosene vodenom strujom
nizvodno. Medutim, njihova zastupljenost u ishrani riba je uvek niza od one u bentosu,
Sto ukazuje na njihovu slabu dostupnost ribama (Allen, 1941; Elliot, 1967; Maitland,
1967). Na taj nac¢in se iskljucuje njihova medusobna kompeticija. Zauzimanje
mikrostanista moze se znacajno promeniti prisustvom predatora ili kompetitora, kroz
rast odnosa predatora/kompetitora: pojedinci mogu izabrati mikrostanista u kojima trpe
manje rizike da postanu plen, iako ne mogu biti u¢inkoviti u potrazi za hranom (Sih,
1981; Wellborn i Robinson, 1987; Suutari i sar., 2004). Elmide se hrane biljnim
materijalom, algama i detritusom. Malo je poznata ishrana adulta i larvi, ali oni se
javljaju kao sakupljaci ili strugaci koji se hrane uglavnom algama i detritusom (Jones,
1951; Hynes, 1961, 1968).

Veliki uticaj na ekologiju i rasprostranjenje vrsta familije EImidae u vodenim
ekosistemima ima ljudska aktivnost. Najveci antropogeni uticaj na opstanak vrsta
familije Elmidae ima zagadenje, pre svega sapunima i deterdzentima koji dovode i do
redukcije koncentracije kiseonika u vodi i porasta temperature vode. Zagadenje
sapunima i deterdzentima najviSe Steti adultima elmida, jer ovako natopljeni agensi
oste¢uju plastron i tako onemogucavaju insektima da odrze ili plastron ili vazdusni
mehur (Brown, 1966). Ovo je siroko rasprostranjen problem u slabo razvijenim
regijama u kojima se potoci koriste za kupanje i pranje vesa. U aridnim regionima ovaj
problem je jos izrazeniji, jer se takvo zagadenje koncentrise na izvoru jedino dostupne
vode (Brown, 1966).

Na distribuciju vrsta negativan uticaj ima i ekstremno veliki proticaj, narocito

bujice. Takode, negativan antropogeni uticaj odrazava se i na morfologiju i tipologiju
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obale, kao npr. njeno betoniranje koje onemogucava ulutkavanje mnogih predstavnika
akvati¢nih makroinvertebrata (Lorenz i sar., 2004), a i elmida (Jich, 1994), i time
direktno uti¢e na njihov nestanak iz pojedinih stani$ta. Studija Jach (1994) jasno
ukazuje da je izgradnja nasipa na obalama tekucica u Austriji uzrokovala nestanak vrste
Elmis obscura (Muller, 1806) u poslednjih 50 godina. Retke primere ugroZzenosti elmida
u proslosti zabelezio je Brown (1987): zitelji Perua (Lime) su vrstu Austrelmis

condimetarius (Philippi, 1864) nekada konzumirali kao pastu po imenu “chiche”.

1.6.2. EImide kao bioindikatori

Poznato je da elmide odgovaraju brzo na sredinske promene u vodi, zato se
koriste kao biondikatori kvaliteta vode i ekoloske funkcionalnosti vodotoka (Brojer i
sar., 2017), a i kao bioindikatori klimatskih promena (Elliot, 2008a). Svi slatkovodni
ekosistemi se mogu smatrati kao ranjivi na klimatske promene zbog njihove relativne
izolacije 1 fizicke fragmentacije unutar terestricnih predela $to znaci da mnoge vrste
mogu imati limitiranu sposobnost disperzije sa porastom temperature (Woodward i sar.,
2010). Elmide se koriste kao indikatori kvaliteta vode, pre svega na osnovu
limnosaprobnosti, jer veliki broj vrsta ima saprobne vrednosti i indikatorske tezine
(Moog, 2002), ali i kao indikatori klimatskih promena i o¢uvanja stanista (Crowson,
1981; Moog i Jach, 1995, 2003; Elliott, 2008a). Bradley i Ormerod (2002) su zapazili da
je Elmis aenea jedna od Cetiri vrste makroinvertebrata potoka Cija abundanca zna¢ajno
opada sa povecanjem vrednosti Severno-atlantskog Oscilacionog Indeksa za zimu.
Pozitivne vrednosti indeksa prate blaze zime, jaki zapadni vetrovi i padavine do 30%
iznad godisnjih proseka. Osim toga, u studiji Bradley i Ormerod (2002) navodi se da je
mogucée da povecanje proticaja, koje je povezano sa jakim pljuskovima, dovodi do
smanjenja abundance elmida. Hoffsten (2003) je istrazivao borealne potoke u Svedskoj i
dokazao da izrazito jake zime redukuju gustinu i taksonomsku raznovrsnost
makroinvertrebrata, ali ve¢ina vrsta se oporavila nakon tri godine, osim vrsta Elmis
aenea (Miiller, 1806) i Oulimnius tuberculatus (Miiller, 1806). Spor oporavak ove dve
vrste ukazuje da su elmide osetljive na surove uslove prouzrokovane klimatskim
promenama. Garcia-Criado i Fernandez-Aldez (2001) su pokazali da su Elmidae

zajedno sa Hydraenidae-ama dobri indikatori zagadenja voda koje potiCe od
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eksploatacije uglja u Spanskim rekama. Osim toga, osetljive vrste imaju redukovanu

longitudinalnu distribuciju duz reka, i ogranicene su na njihove gornje tokove.

1.6.3. Konzervacione studije familije EImidae

Istrazivanja familije doprinela su i izradi konzervacionih crvenih lista vrsta i
staniSta (Brown, 2008). Naime, akvati¢ni tvrdokrilci su relativno zanememareni u
konzervacionim istrazivanjima, kao ne toliko markantna grupa makroinvertebrata, u
odnosu na ostale grupe vodenih beski¢cmenjaka, pre svega Ephemeroptera i Trichoptera.
Stoga je neophodno obratiti vise paZnje na inventarizaciju faune ove grupe,
prioritetizaciju njihove zastite, kao i na konzervacioni status taksona, Sto je u nekim
mediteranskim zemljama veé pokrenuto, npr. u Spaniji (Abellan i sar., 2005) i Maroku
(Bennas i sar., 2009). Pristupom integrativne taksonomije, koja ukljucuje
morfometrijske i filogenetske analize, moguce je otkriti kripticki diverzitet. Tako je npr.
kod vodenih tvrdokrilaca familije Hydrophilidae otkriven kripticki diverzitet familiije u
regionu Mediterana, posebno nove vrste u okviru kompleksa vrsta roda Enochrus, sa
vrlo malim preklapanjem ekoloskih nisa taksona ¢iji status ranjivosti prethodno nije bio
adekvatno kategorisan (Arribas i sar., 2012a).

Kori$¢enjem istog pristupa kod elmida ustanovljene su, pre svega morfoloske i
geneticke distinkcije taksona, koje kod ove grupe akvati¢nih insekata nisu bile ranije
utvrdene koriS¢enjem samo morfoloskog pristupa. Iz tog razloga je u ovoj doktorskoj
disertaciji koris¢en integrativni pristup, kako bi se dobili §to precizniji podaci kako o
raznovrsnosti, tako 1 o potencijalnoj ugrozenosti istraZivanih taksona familije Elmidae u

Srhiji.

1.6.4. Klasifikacija i diverzitet familije EImidae

Familija Elmidae pripada nadfamiliji Dryopoidea, infraredu Elateriformia,
podplemenu Elmina Curtis, 1830, plemenu Elmini Curtis, 1830, podredu Polyphaga i
redu Coleoptera. Raniji nazivi familije su Helmidae i Elminthidae (Steffan, 1963). U
pionirskoj resistematizaciji Coleoptera, Crowson (1956) je svrstao familiju Elmidae u
podred Polyphaga, nadfamiliju Dryopoidea. Steffan (Steffan, 1958, 1961, 1963) je naziv
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familije Elminthidae prvobitno koristio u taksonomskom kljucu za britanske Elmidae.
Berthélemy (1979) je revidirao argumente da se za familiju Elmidae (ili EIminthidae)
koristi jedan naziv - Elmidae. Ovaj poslednji naziv obi¢no je Kkoris¢en u
severnoamerickoj literaturi, i stoga je logi¢no da se isti naziv Koristi sa obe strane
Atlantika. Mnogi naucnici su nezvani¢no usvojili engleski naziv riffle beetles, za
akvati¢ne driopoidne tvrdokrilce (familija Dryopidae) koji obi¢no naseljavaju tekuce
vode, pre svega potoke, posebno plitke brzake i ako nije usvojen zvaniéni zajednicki
naziv za riffle beetles u sistematici grupe. Pojedini hidrobiolozi ograni¢avaju naziv riffle
beetles na pripadnike porodice Elmidae, ili ¢ak podfamilije Elminae, ali u starijim
literaturnim izvorima (Brown, 1987), u ovu familiju su se ubrajali i pripadnici familije
Dryopidae koje naseljavaju brzake, zatim rod Lutrochus (Lutrochidae, ranije u familiji
Limnichidae), kao i predstavnici familije Psephenidae. U novije vreme termin riffle
beetles odnosi se isklju¢ivo na familiju Elmidae (Elliot, 2008a). Rec¢ “riffle” je izvorno
severnoameri¢ka 1 oznacava kameniti potez potoka ili reke sa brzim tokom vode.

Hrvatski naziv familije je slapoljubi (Miceti¢ Stankovi¢ i sar., 2015).

U okviru familije EImidae postoje dve podfamilije: EIminae i Larainae.

Podfamilija Elminae. Pripadnici ove podfamilije su najvise vezani za vodenu sredinu
od svih Coleoptera. U odnosu na ostale delove sveta, u Evropi se sree relativno mali
broj rodova podfamilije EIminae. U Evropi Zivi 42 vrste iz 10 rodova ove podfamilije
(Jach, 2013; Jach i sar., 2016): Elmis Latreille, 1798, Stenelmis Dufour, 1835,
Macronychus Mdiller, 1806, Limnius Illiger, 1802, Oulimnius Gozis, 1886, Esolus
Mulsant & Rey, 1872, Riolus Mulsant & Rey, 1872, Normandia Pic, 1900, Dupophilus
Mulsant & Rey, 1872 i Grouvellinus Champion, 1923.

Podfamilija Larainae (Larinae). Glavne karakteristike podfamilije su da predstavnici
nemaju plastron, adulti su dobri letaci 1 Zive krace od podfamilije Elminae. Mnogi
pripadnici ove podfamilije mogu da se oznace kao riffle beetles samo tokom larvalnog
stadijuma, kada su u potpunosti akvati¢ni i ne razlikuju se kao grupa od larvi EIminae.

Kao i kod podfamilije ElIminae, najveci broj vrsta podfamilije Larainae ne nalazimo u
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Evropi. Jedini evropski predstavnik podfamilije je rod Potamophilus Germar, 1811 sa
vrstom Potamophilus acuminatus (Fabricius, 1792).

U svetu je iz ove porodice poznato oko 1500 vrsta (Jach i sar., 2016), ali
pretpostavlja se da mnoge jo§ uvek nisu otkrivene. Oko 80 vrsta zabelezeno je u
Severnoj Americi (White i Brigham, 1996), a 43 vrste u Evropi (Jach i sar., 2016); ovaj
broj se smanjuje u zapadnim i severnim granicama Evrope, sa 11 vrsta iz 8 rodova u
Britaniji (Holland, 1972; Berthélemy i Olmi, 1978), od kojih su mnoge retke. Cetiri
najcesce vrste familije Elmidae u Velikoj Britaniji su: Elmis aenea, Esolus
parallelepipedus (Muller, 1806), Limnius volckmari i Oulimnius tuberculatus (Holland,
1972). Ovo su takode jedine cetiri vrste koje su registrovane u Irskoj (Berthélemy i
Olmi, 1978; Ashe i sar. 1998; Jach i sar., 2016), a tri od njih (sve osim E.
parallelepipedus) su zabelezene u Norveskoj (ddegaard i sar., 1996). Stoga se javlja
oskudnost vrsta i smanjeni diverzitet ove familije na zapadnim i severnim rubovima
evropskog kontinenta (Elliot, 2008a). U Hrvatskoj je registrovano 23 vrste (Miceti¢
Stankovi¢ i sar., 2015), u Austriji 21, u Madarskoj 16, a u Italiji 27 vrsta (J&ch i sar.,
2016). U Srbiji je do sada sa sigurnoséu potvrdeno 15 vrsta iz ove familije (Novakovi¢ i
sar., u pripremi), a deo obradenog materijala publikovan je u radu Novakovi¢ i sar.
(2020a).

U sklopu morfometrijske studije elmida Balkana, odabrana su dva roda: Limnius
i Elmis. U Evropi je rasprostranjeno 7 vrsta roda Limnius: Limnius colchicus Deléve,
1963, Limnius opacus Mauller, 1806, Limnius muelleri (Erichson, 1847), Limnius
perrisi (Dufour, 1843), Limnius intermedius Fairmaire, 1881, Limnius volckmari
(Panzer, 1793) (Jach i sar., 2016) i Limnius sulcipennis Fairmaire, 1881. Podvrsta
Limnius sulcipennis damryi Fairmaire, 1881 endemicna je za Korziku (Francuska), a
podvrsta Limnius sulcipennis sulcipennis Fairmaire, 1881 za Sardiniju (Italija) (J&ch i
sar., 2016). U Evropi zivi 9 vrsta roda Elmis: EImis aenea (Muller, 1806), EImis bosnica
bosnica Zaitzev, 1908, Elmis latreillei (Bedel, 1878), Elmis maugetii Latreille, 1802,
Elmis obscura (Muller, 1806), Elmis perezi Heyden, 1870, Elmis rietscheli Steffan,
1958, Elmis rioloides (Kuwert, 1890) i Elmis syriaca zoufali (Reitter, 1910) (J&ch i sar.,
2016).

19



1.6.5. Taksonomija familije EImidae

Dijagnosticki karakteri, koji predstavnike familije Elmidae jasno razdvajaju od ostalih

familija reda Coleoptera, su sledeéi:

» pronotum je dugacak koliko 1 $irok;

« glavai o¢i su uglavnom skriveni ispod konveksne prednje margine pronotuma;

* noge i kandzice su duge;

* 5.-ti segment svih tarzusa je mnogo duzi od ostatka i bulbozan pri vrhu;

* pronotum 1/ili elitre sa punkturama i jasno definisanim uzduZnim grebenima
(brazdama);

» telo je Cesto pokriveno gustim dlacicama.

Brown (1987) navodi da su glavne morfoloske adaptacije vrsta familije Elmidae na
ubrzan protok vode: dugi ekstremiteti sa razvijenim tarzalnim kandzicama Kkoje im
omogucavaju da se Cvrsto prihvate za podlogu u brzoteku¢im vodama (Friday, 1998),
kao i oblik tela koji nije toliko hidrodinamican (Slika 1), za razliku od familija
akvati¢nih tvrdokrilaca koje aktivno plivaju i disperguju u vodi, npr. Dytiscidae,

Hydrophilidae i dr.

Slika 1. Elmis aenea (Miller, 1806), imago. Foto: B. Novakovié¢
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Familija Elmidae ukljucuje u potpunosti akvati¢ne vrste (i larvalni i adultni
stadijumi zive u vodi), ali mnoge vrste imaju semiakvati¢ne adulte (Jach, 1998; Kodada
i Jach, 2005). Ove poslednje su grupisane u podfamiliju Larainae, karakteristicnu po
kratko zive¢im adultima, ve¢im i manje kompaktnim telom pokrivenim manje gustim i
nemodifikovanim mekanim pubescentnim dlakama, dok su prve navedene vecinom
potpuno akvati¢ne 1 imaju kompaktno telo sa ventralno modifikovanim setama. Pre
same identifikacije, jedinke su u velikoj meri ¢esto obloZene neorganskim, organskim
materijalom ili dijatomama, te ih treba odistiti. Veéinu vrsta familije nije moguce
identifikovati do vrste dok se ne izoluju muski polni organi, aedoeagi (sSing.
aedoeagus). Muski polni organi su visokospecificno gradeni za pojedine vrste

omogucavajuci njihovu pouzdanu identifikaciju.

1.6.6. Taksonomske karakteristike roda Limnius Illiger, 1802

Rod Limnius karakteriSu uzduzne brazde na elitrama, formirane kao nizovi
punktura, ali bez izrazenih bo¢nih prstenova. Veli¢ina habitusa je u opsegu 1,9-3,5 mm
(Alonso i d'Alys, 2018). Svi meduprostori elitri su ravnomerno blago zakrivljeni, samo
kod nekih krupnijih vrsta sedmi intersticijalni je u osnovi nesto izraZeniji i formira
uglove u obliku ramena, u suprotnom su uvek prilicno zaravnjeni. Pokrilca su obi¢no
veéa i ravnomerno zakrivljena (Lompe, 2014). Elitre i sve interstrije na elitrama su
ravnhomerno blago zakrivljene i ne formiraju bo¢ne pronotalne grebene kao kod drugih
rodova familije EImidae - Oulimnius, Dupophilus, Esolus, Riolus i Normandia (Alonso
i d'Alys, 2018).

Pronotum je sa dva uzduZzna grebena (brazde), koja se obi¢no spajaju u prednjem
delu i nisu povezani sa popreénim grebenom ispred njegove osnove. Oni zatvaraju
centralno polje otvoreno na prednjoj i zadnjoj strani, i blago su zakrivljeni u obliku luka.
Mali 1 uski grebeni pronotuma su duZzi nego S§iri, a uzduzni grebeni su uski, duzi nego
Siri, ne Sire se do elitri, ve¢ se suzavaju prema scutellum-u, a osnove vratne ploce ispred
njih nisu ostre (Lompe, 2014; Alonso i d'Alys, 2018). Struktura aedoeagus-a i
paramerae-a je species-specifi¢na (Olmi, 1976).

21



1.6.7. Taksonomske karakteristike roda Elmis Latreille, 1798

Rod Elmis Latreille, 1798 odlikuju dva uocljiva uzduzna prstena na svakoj elitri.
Bocna ivica elitri u zadnjoj tre¢ini je glatka ili slabo punktirana. Nemaju elitralne
strukture, tzv. kobilice. Bo¢ni grebeni pronotuma spajaju se pre njegove osnove u
popre¢nom profilu (Lompe, 2014). Grebeni na pronotumu su zakrivljeni iduéi ka
njegovom zadnjem delu. Na sredini pronotuma punkture su obi¢no grube i retke, a
izmedu punktura uocavaju se sjajne povrsine. Poprecna brazda kod sitnijih vrsta moze
da ima izbocinu u sredini, i da formira i dva udubljenja koja su manje izrazena (Alonso i
d’Alys, 2018). Veli¢ina habitusa se kre¢e od 1,6 do 2,4 mm (Lompe, 2014). Telo je vise
punktirano idu¢i ka zadnjem delu. Antene su obi¢no smede boje, primetno zatamnjene
prema vrhu, kod pojedinih vrsta svetlije. Struktura aedoeagus-a i paramerae-a je
species-specificna (Olmi, 1976). Kod nekih vrsta prisutne su papillae na unutrasnjoj
Ivici paramerae-a. Pojedini ¢lanci ekstremiteta su malo do umereno zadebljali (Alonso i
d'Alys, 2018).

1.7. Istrazenost familije ElImidae

Dosadasnje objavljene studije integrativne taksonomije, koja ukljucuje
morfoloske, morfometrijske i filogenetske analize taksona, obuhvatile su, samo pojedine
taksone ili grupe drugih familija vodenih tvrdokrilaca, ali nisu analizirane korelacije
sredinskih faktora sa morfometrijskom varijabilno§¢u vrsta. Takve morfometrijske
studije su, npr., roda Enochrus familije Hydrophilidae (Arribas i sar., 2012a), ili studija
evolucione morfologije struktura glave i filogenije pojedinih predstavnika familije
Hydraenidae (Beutel i sar., 2003). Postoji jako mali broj publikovanih studija koji se
odnose na morfometriju predstavnika familije EImidae (Segura i sar., 2013), a nisu
poznate studije o uticaju fizi€kih 1 hemijskih parametara na morfometrijsku varijabilnost
predstavnika ove familije. Takode, i za ostale familije akvati¢nih tvrdokrilaca ne postoji

veliki broj morfometrijskih studija, npr. za Gyrinidae (Cook i sar., 2006).
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Nasuprot pomenutim, poznate su mnoge ekoloske, taksonomske i filogenetske
studije predstavnika familije EImidae (npr. Jach, 1998; Jach i sar., 2005; Kodada i Jach,
2005; Boukal i sar., 2007, Brown, 2008; Elliot, 2008a; Ciampor i sar., 2009; Ciampor i
Kodada, 1998, 2010). U novije vreme opisan je znatan broj novih vrsta ove familije,
narodito iz tropskih regija (npr. Ciampor i Ciamporova-Zatovi¢ova, 2008; Manzo i
Archangelsky, 2012; Linsky i sar., 2019). Medutim, za podruéje Srbije, Hrvatske i
Balkanskog poluostrva postoji relativno mali broj studija o elmidama (Miceti¢
Stankovi¢, 2012; Miceti¢ Stankovi¢ i sar., 2015, 2018a,b, 2019; Novakovi¢ i Mesaros,
2014; Novakovi¢ 1 sar., 2016, 2020a,b,c). Novi nalazi i ekoloske karakteristike retke
vrste elmide u Srbiji, Macronychus quadrituberculatus Muller, 1806 publikovane su u
radu Novakovi¢ i sar. (2020b). Vrste familije Elmidae na podru¢ju Srbije ranije su
proucavane uglavnom u sklopu razli¢itih hidrobioloskih studija zajednica
makroinvertebrata i biomonitoringa voda. Iz susednih zemalja (Madarska i Hrvatska)
publikovane su ekoloske, taksonomske i filogenetske studije o familiji (Csabai i Mora,
2003; Kalman i sar., 2009; Jovovi¢ i sar., 2015; Miceti¢ Stankovié i sar., 2015, 2018a,b,
2019) ili pojedinim njenim predstavnicima, a iz Sireg okruzenja, iz zemalja srednje
Evrope, najvise iz Slovacke, Poljske i Ceske Republike (Ciamporova-Zatovicova i sar.,
2007; Ciampor i Ciamporova-Zatovi¢ova, 2008; Ciamporova-Zatovi¢ova i Ciampor,
2011; Jaskuta i sar., 2005; Boukal i sar., 2007).

Pojedine vrste familije Elmidae su, sa stanovista molekularne filogenije slabo
istrazene, dok za pojedine postoji veéi broj filogenetskih studija. Danas se u BOLD

(https://www.barcodinglife.com) i NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) bankama

gena jo$ uvek ne nalaze podaci o svim vrstama, te tek predstoji barkodiranje
predstavnika familije. Generalno, taksonomija familije Elmidae jo§ uvek nije u
potpunosti razjasnjena (Kodada i Jach, 2005). U novije vreme kod odredenih taksona
izvr$ene su taksonomske revizije, i do nivoa grupa vrsta (Ciampor i Kodada, 1998,
2010), kao i Katalog vrsta familija Elmidae i Protelmidae u svetu (Jach i sar., 2016), na

osnovu novorevidirane sistematike.
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1.8. Upotreba mitohondrijalnih gena u filogenetskim analizama
tvrdokrilaca

Mitohondrijalni genomi su Siroko koris¢eni u rekonstrukciji filogenije
tvrdokrilaca ili grupa nadfamilija tvrdokrilaca (npr. Sheffield i sar., 2008, 2009;
Cameron i sar., 2009; Kim i sar.,, 2009; Pons i sar., 2010; Song i sar., 2010;
Timmermans i Vogler, 2012; Haran i sar., 2013; Gillett i sar., 2014). lako su ovi podaci
doprineli reSavanju interne filogenije, unutar pojedinih podfamilija, familija, i u manjem
stepenu nadfamilija, oni obi¢no ne daju konacne rezultate i mogu biti sporni za vise
taksonomske kategorije, npr. podredove, infraredove i superfamilije, usled heterogenosti
u sastavu baza i stope varijacije izmedu baznih parova (Song i sar., 2010).

Postojece studije molekularne filogenije tvrdokrilaca na Sirokoj skali bazirane su
na podacima DNK sekvenci ribozomalnih jedarnih gena (28S, 18S) ifili
mitohondrijalnih gena (COI, COII, 16S, mitohondrijalnih genoma) (Shull i sar., 2001;
Caterino i sar., 2002; Vogler, 2005; Hunt i sar., 2007; Hunt i Vogler, 2008; Sheffield i
sar., 2008, 2009; McKenna i Farrell, 2009; Song i sar., 2010; Bocak i sar., 2014;
McKenna i sar., 2015). Navedene studije zasnovane su na podacima o manjem broju
gena, nekada cetiri ili manje gena (osim onih baziranih na mitohondrijanom genomu
koje uzimaju u obzir samo jednu povezanu grupu gena) i sadrze mnogo nedostajucih
podataka, $to rezultira u matricama u kojima neke kombinacije taksona koji nedostaju
,maskiraju” podatke i filogenetski ,,signal”. Karakteristi¢no je da je podrSka nodusima u
rezultuju¢im filogenijama slaba; molekularni podaci o uzorcima nekih podgrupa
tvrdokrilaca, kao $to je npr. podred Archostemata, su obi¢no veoma ograniceni, a i
ukorenjavanje i outgroup-e (engl.) su Cesto problemati¢ne, ili malo istrazene. Ipak, ovi
setovi podataka zajedno predstavljaju veliki udeo poznatih podfamilija tvrdokrilaca, a u
nekim od ovih studija, npr. Hunt i sar. (2007), McKenna i Farrell (2009) i Bocak i sar.
(2014), prikazuju se neke od ,,najgus¢ih” takson-uzorkovanih filogenija dostupnih za
bilo koji taksonomski red insekata. Kod Bocak i sar. (2014) ima viSe od 8000 terminala.

Ranije, uporedne molekularne filogenetske studije tvrdokrilaca koje ukljucuju
podatke jedarnih protein-kodiraju¢ih (NPC) gena nisu bile kori$¢ene, iako se pokazalo
da pomazu u resavanju mnogih problematicnih odnosa kod tvrdokrilaca (Wild i
Maddison, 2008; McKenna i sar., 2009; McKenna, 2011a, 2011b). Nedostatak prajmera
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I protokola za amplifikaciju i sekvenciranje ovih gena tvdrokrilaca doprineo je njihovoj
relativno retkoj upotrebi na vis§im taksonomskim nivoima, $to se vidi, pre svega, u
studijama Wild i Maddison (2008) i McKenna i sar. (2009) koje su omogucile da javno
budu dostupni mnogi od prajmera i protokola za NPC i druge gene, u okviru Beetle Tree
of Life (BToL) projekta. | pored toga, mnogi NPC geni ostaju teski za amplifikaciju, i/ili
sekvence odredenih grupa tvrdokrilaca, usled velike evolucione divergencije
tvrdokrilaca, kao i velike varijabilnosti evolucione stope izmedu taksona.

Savremenim metodama molekularne sistematike ustanovljeno je da su mnoge
vrste bile pogresno klasifikovane na osnovu morfoloske slicnosti, a da su zapravo
nesrodne 1 geneticki razlicite. U takvim sluc¢ajevima, filogenetske analize bazirane na
molekularnim podacima ne poklapaju se sa klasiénom taksonomijom koja se vodi
morfoloskim karakterima, tako da su u novije vreme izvrSene revizije mnogih taksona
na osnovu genetickih kriterijuma.

Filogenetske analize obuhvataju koris¢enje DNK-baziranih tehnika (koriste se
specifi¢ne sekvence DNK i porede kod razli¢itih vrsta). Inicijativa “The Barcode of Life
Data System” (BOLD) nastala je 2007. godine sa ciljem formiranja jedinstvene baze
referentnih dijagnostickih DNK barkodova za potrebe molekularne identifikacije
taksona carstva Animalia. Metoda DNK barkodiranja se zasniva na sekvenciranju
standardizovanog fragmenta gena mitohondrijalne (mt) citohrom c¢ oksidaze,
podjedinice | (COI) (Hebert i sar., 2003; Ratnasingham i Hebert, 2007), koju odlikuje
visoka interspecijska i niska intraspecijska varijabilnost omogucavajuéi tako pouzdanu
identifikaciju taksona (Ratnasingham i Hebert, 2007). Identifikacija taksona DNK
barkodiranjem, kao metodom molekularne taksonomije, ¢esto je neophodna ukoliko
taksone nije moguce pouzdano identifikovati na osnovu karaktera spoljasnje
morfologije, ali i kao potvrda morfoloske identifikacije taksona. Odabir odgovarajucih
molekularnih markera je prvi korak u analizi. Prilikom molekularnih analiza i
komparacije, moraju se odabrati delovi genoma vrsta koji su informativni za dalju
rekonstrukciju.

Metoda barkodiranja DNK takode je veoma korisna u istrazivanjima elmida,
posebno u sluéajevima morfologki sli¢nih vrsta (Ciampor i sar., 2009; Ciampor i
Kodada, 2010). Iako se podaci o barkodiranju taksona ove familije povecavaju, taksoni

sa  podrucja  Balkanskog poluostrva su i dalje slabo  pokriveni.
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2. CILJEVI

Imajuéi u vidu pretpostavke, da ¢e se ispitivane vrste medusobno razlikovati na
osnovu morfometrijskih karaktera, na koje imaju uticaj izmereni sredinski faktori, i da
ispitivane vrste reflektuju uslove u stani$tu, a samim tim i sveprisutne i stalne promene
vrednosti abioti¢kih faktora, pre svega fizi¢kih i hemijskih parametara vode, da
hidrauli¢ki pritisak vode uti¢e na veli¢inu jedinki (model vrsta EImis maugetii), da
postoji mala geografska varijabilnost analiziranih COI fragmenata mitohondrijalne
DNK ispitivanih taksona kao i da bi podru¢je Balkanskog poluostrva predstavljalo
znacajan pleistocenski refugijum za elmide 1 bilo pocetno podru¢je koridora
rekolonizacije pojedinih vrsta elmida u Evropi (model vrsta EImis maugetii), doktorska
disertacija ,,Morfometrijska i filogenetska analiza vrsta familije Elmidae (Insecta:
Coleoptera) Balkanskog poluostrva” realizovana je u skladu sa slede¢im ciljevima:

e Odredivanje intra- i interpopulacione varijabilnosti odabranih vrsta familije
Elmidae (Insecta: Coleoptera) sa podru¢ja Balkanskog poluostrva na osnovu
analiziranih morfometrijskih karaktera

¢ Na osnovu morfometrijske analize prouditi i potvdriti interspecijsku varijabilnost
ispitivanih vrsta poznatu iz literaturnih izvora

e Analizirati gradijent uticaja sredinskih (fizickih i hemijskih) faktora na
morfometrijske karaktere i strukturu populacija odabranih vrsta familije EImidae

e Utvrdivanje korelacije hidroloskih parametara (vodostaj, proticaj i dubina
uzorkovanja) i morfometrijskih karaktera vrste EImis maugetii Latreille, 1802

¢ DNK barkodiranje taksona familije EImidae Balkanskog poluostrva

e (QOdredivanje genetickih distanci izmedu ispitivanih taksona familije Elmidae
(Insecta: Coleoptera) sa podrucja Balkanskog poluostrva

e Utvrdivanje geneticke varijabilnosti analiziranih jedinki u odnosu na jedinke
taksona poznatih iz genetickih baza (BOLD, NCBI)

e Utvrdivanje filogenetskih razlika ispitivanih taksona familije Elmidae (Insecta:
Coleoptera) sa podrucja Balkanskog poluostrva i filogenetskih razlika u odnosu

na susedna podrucja u Evropi
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Odredivanje geneticke varijabilnosti vrste EImis maugetii Latreille, 1802 u

Evropi i severnoj Africi
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3. METODOLOGIJA RADA | MATERIJAL

3.1. Metode uzorkovanja

Uzorkovanje je izvrSeno standardizovanom ru¢nom bentosnom mrezom,
dimenzija 25 x 25 cm i promera okaca 500 um, a organizmi su i dodatno sakupljani
pomocu pincete sa razlicitih tipova podloga (detalji su opisani u Novakovi¢ i sar.,
2016). Uzorkovanje je izvrSeno sa svih tipova dostupnih mikrostanista — multihabitatni
pristup (Hering i sar., 2004; AQEM Consortium, 2002), i dodatno primenom kick &
sweep tehnike uzorkovanja (AQEM Consortium, 2002). Primenjeni su slede¢i standardi
za uzorkovanje makrozoobentosa — SRPS EN 27828: 2009, SRPS EN 16150: 2013,
SRPS EN ISO 10870: 2013 i EN 27828:1994/1SO 7828: 1985. Za morfometrijsku
analizu uzorci su uzeti iz tri drzave Balkanskog poluostrva (Srbija, Bosna i Hercegovina
- entiteti Republika Srpska, Federacija Bosne i Hercegovine, i Bugarska). Jedinke roda
Limnius uzorkovane su sa 11 lokaliteta (10 vodotokova, Slika 2), a roda Elmis sa 7
lokaliteta (6 vodotokova, Slika 2). Vrednosti izmerenih fizicko-hemijskih parametara na
lokalitetima uzorkovanja dati su Tabeli 1 u Prilogu 1. Kako bi bilo pokriveno §to Sire
geografsko podrudje, sa razli¢itim biogeografskim odlikama, a samim tim se ustanovila
1 veca potencijalna morfometrijska varijabilnost, odabrani su taksoni iz stanista koja se
nalaze na prelazima limnofaunistickih regiona. Delineacija limnofaunisti¢kih regiona
data je prema Illies, 1978. Obuhvaceni su slede¢i limnofaunisti¢ki regioni: 5 (dinarski
zapadni Balkan), 7 (isto¢ni Balkan) i 10 (Karpati). Odabrane su reke na prelazu
limnofaunistickih regiona 7 i 5 (Mlava), na prelazu limnofaunisti¢kih regiona 7 1 10
(Zamna), u isto¢noj Srbiji, kao i reke Kozijata i Sivijak (zapadna Bugarska) koje
pripadaju slivu reke Jantre koja predstavlja glavni hidrografski ¢vor koji razdvaja reke
crnomorskog i egejskog sliva. Glavni hidrografski ¢vor Jantre preseca teritoriju
nacionalnog parka ,,Bulgarka”. Nacionalni park ,,Bulgarka” pokriva centralni deo Stare
planine (Balkan), tj. severne padine planine Sipke i Triavna, kao i susedne delove
Balkanskih planina. Ukupna duzina hidrografskog ¢vora unutar granica nacionalnog

parka je oko 55 km. Struje povrSinskih voda u parku odlaze u reku Jantru na sever, i u
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reku Tundzu na jug. Najveci deo teritorije nacionalnog parka ,,Bulgarka” (89%) se

nalazi unutar slivnog podrucja reke Jantre (MEW, 2014).

Tabela 1. Osnovni podaci o lokalitetima uzorkovanja odabranih vrsta roda Limnius i
Elmis podruc¢ja Balkana za morfometrijsku analizu

Geografske Dominantni
Kod Lokalitet/\VVodotok Sliv Drzava/ koordinate (N, E) | Nadmorska tipovi Limnofauni
Entitet visina (m) podloge sti¢ki region
mezolital,
1 Pasna Ravan/Tresnjica Drine Srbija 44°08'21.0" 888 makrolital, 5
19°39'50.0" akal, argilal
makrolital
Gornja Drine Srbija 44°07' 21.0" megalital,
2 Tresnjica/Tresnjica 19°30'02.0" 210 mezolital, 5
fital
megalital,
DPakovo/Studenica lbra Srbija 43°28'44.9" makrolital,
3 20°32'25.0" 434 mezolital, 5
ksilal
makrolital,
4 Gornjak/Mlava Dunava Srbija 44° 16'55.8" 156 megalital,
21° 30" 36.0" akal, psamal, | 7, prelaz ka5
argilal
44°16' 44.8" makrolital,
5 Plavna/Zamna Dunava Srbija 313 mezolital, 7, prelaz ka 10
22°16'15.1" mikrolital
makrolital,
6 Mrtvine/Gaberska Reka Nisave Srbija 42° 59' 50" 574 megalital, 7
22° 46' 42" mezolital,
fital
Velika BiH/Repu 44° 42'56.26" 247 mikrolital,
7 Snjegotina/Snjegotina Ukrine blika 17° 31" 38.06" akal, 5
Srpska mezoiltal,
ksilal
mikrolital,
BiH/Repu 130 akal, psamal,
8 Novi Grad/Sana Une blika 45°2'35.00"16°24' argilal, pelal, 5
Srpska 9.00 fital
BiH/Feder megalital,
acija makrolital
9 Bijelila/Una Save Bosne i 44°40'11.46" 275 mezolital 5
Hercegovi 15°58'49.48" mikrolital,
ne psamal,
argilal
Kozijata/nizvodno od 42°48' 15.68"
10 hidroelektrane ,,Malusa” Jantre Bugarska 25°18'10.29" 524 makrolital, 7
mezolital,
megalital
mezolital,
42°45' 40.35" detritus,
11 Ezeroto/Sivijak Jantre Bugarska 25°21'52.80" 782 makrolital, 7
megalital,
psamal,
mikrolital
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Za odredivanje geografskih koordinata i nadmorske visine lokaliteta na terenu koris¢eni

su GPS uredaji tipa Garmin Geko. Mapa lokaliteta uradena je u softveru QGIS v2.18.8

(Slika 2).
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Slika 2. Lokalite{i- uzorkovanja odabranih vrsta rodova Limniué i Elmis I;a pocﬁ*;éju Balkanskog
Srbija  (1-Pasna 2-Gornja

4-Gornjak/Mlava, 6-
Mrtvine/Gaberska Reka); Bosna i Hercegovina (7-Velika Snjegotina/Snjegotina, 8-Novi

poluostrva za morfometrijsku analizu: Ravan/Tresnjica,

Tre$njica/Tresnjica,  3-Pakovo/Studenica, 5-Plavna/Zamna,

Grad/Sana, 9-Bijelila/Una); Bugarska (10-Kozijata/nizvodno od hidroelektrane ,,Malusa”, 11-
Ezeroto/Sivijak).

Na Slici 3 prikazana su tipi¢na stanista predstavnika familije Elmidae na Balkanskom

poluostrvu.

Slika 3. A) Studenica/profil Pakovo, jugozapadna Srbija; B) Gaberska Reka/profil

Mrtvine, jugoistocna Srbija. Foto: B. Novakovi¢
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Prethodnim istrazivanjima makroinvertebrata, u sklopu programa monitoringa
statusa voda Agencije za zaStitu Zivotne sredine Republike Srbije, ustanovljeno je da
predstavnici rodova Limnius i EImis u vodotoku uglavnom preferiraju zonu hiporitrala,
te su na osnovu toga uzimani uzorci iz staniSta gde bi se ocekivala njihova najveca

brojnost.

3.2. Laboratorijska obrada materijala

Identifikacija vrsta izvrSena je pomocu kljuceva za identifikaciju (Olmi, 1976;
Berthelemy i Olmi, 1978; Friday, 1988; Lompe, 2014; Alonso i d'Alys, 2018), na
osnovu karaktera spoljasnje morfologije. S obzirom da je utvrdena velika morfoloska
varijabilnost medu jedinkama istih vrsta roda Elmis (Miceti¢ Stankovi¢ i sar., 2015),
analizirane jedinke su prikazane kao conformis — cf. Svi uzorci su analizirani pomocu
stereomikroskopa Carl Zeiss SteREO Discovery.VV8 (Carl Zeiss GmbH, Austrija) i
Leica MS5 (Leica Microsystems) u Nacionalnoj laboratoriji Agencije za zastitu zivotne

sredine, Ministarstva zastite Zivotne sredine u Beogradu.

3.3. Morfometrijska analiza

Morfometrija predstavlja ,.istrazivanje problema veli¢ine i oblika morfoloskih
celina koriS¢enjem statistiCkih metoda, po pravilu razli¢itih multivarijantnih procedura,
na osnovu podataka dobijenih merenjima” (Rohlf, 1990; Rohlf i Marcus, 1993).
Morfometrija je konceptualno povezana sa morfologijom na jednoj strani, i evolucionim
procesima na nivou genoma i razvic¢a koji imaju uticaja na fenotip, na drugoj strani. U
oblasti sistematike, metodama morfometrije se istraZuje varijabilnost karaktera unutar 1
izmedu grupa, utvrduje se nivo morfoloskih razlika, kao 1 filogenetski odnosi izmedu
grupa (Ivanovi¢ i Kalezi¢, 2013).

U ovom istrazivanju koris¢ena je metoda tradicionalne morfometrije (Marcus,

1990; Rohlf, 1990). Tradicionalna (ili multivarijantna) morfometrija je spoj
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kvantitativne morfologije, koja daje ulazne podatke, i multivatijantnih statistickih
metoda kojima se obraduju ti podaci. Podaci su uglavnom spoljasnje mere morfoloskih
celina, ali i unutrasnje dimenzije morfoloskih celina koje se istrazuju disekcijom ili
nekim radiografskim metodama (Oxnard, 1978). Do podataka se dolazi najceSce
merenjem  duzinskih karakteristika (morfometrijskih  varijabli). Tradicionalna
morfometrija oslanja se na koriS¢enje duzinskih mera (tj. mera rastojanja).

Za morfometrijsku analizu, kao i za ispitivanje uticaja fizi¢ko-hemijskih
parametara na strukturu populacija odabranih vrsta, uzorak je obuhvatio 358 adultnih
jedinki roda Limnius Illiger, 1802: Limnius volckmari (Panzer, 1793), Limnius
intermedius Fairmaire, 1881, Limnius opacus Miller, 1806 kao i 333 adultne jedinke
roda Elmis Latreille, 1798: Elmis cf. aenea (Mdiller, 1806), Elmis cf. maugetii Latreille,
1802 i Elmis cf. rioloides (Kuwert, 1890).

3.3.1. Morfometrijski karakteri i morfometrijski indeksi

Za morfometrijsku analizu ukupno je odabrano 13 duzinskih (linearnih)
karaktera na glavi, pronotumu i abdomenu (dorzalno). Kriterijumi za odabir karaktera
bili su konzervativnost i informativnost pri poredenju razli¢itih vrsta. Odabrani
morfometrijski karakteri na primeru adulta vrste Limnius volckmari prikazani su na Slici
4. Na glavi - duzina glave (DG), §irina glave (SG), rastojanje izmedu o&iju (RO),
preénik oka (PO), duZina antena (DA), $irina antena (SA). Na pronotumu - duZina
pronotuma (DP), §irina pronotuma (SP), duZina grebena sa strane (DGR), $irina polja na
pronotumu izmedu grebena (SGR), §irina od boéne ivice grebena do ivice pronotuma
(SI). Na abdomenu - duzina abdomena (DAB) i maksimalna $irina abdomena (MSA).

Takode, merena je i duzina tela jedinki (UD).
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Slika 4. Odabrani karakteri za morfometrijsku analizu na primeru vrste Limnius

volckmari (ilustracija vrste preuzeta iz Nilsson, 1996)

Formirana su tri morfometrijska indeksa: indeks odnosa duzine i Sirine glave
(OD), odnosa duzine i sirine pronotuma (OP) i odnosa duzine i maksimalne Sirine
abdomena (ODS). Analizirani morfometrijski parametri za svaku vrstu prikazani su u
Tabelama 2-5 u Prilogu 1. Na osnovu navedenih morfometrijskih karaktera i
morfometrijskih indeksa utvrden je stepen populacione varijabilnosti Sest vrsta rodova
Limnius i Elmis.

Uradena je i procena greSke merenja (merna nesigurnost): za 10 adultnih jedinki
vrste Limnius volckmari sa lokaliteta Gornjak/Mlava ponovljeno je merenje duzine tela.

Procenjena greska merenja jedinki izraZena je ukupnom mernom nesigurnoscu.

U sklopu statisticke obrade rezultata procene merne nesigurnosti

morfometrijskih merenja koris¢ene su slede¢e formule (Hollo, 2012):
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Formula za odredivanje srednje vrednosti duzine jedinki ( X ):

DR
X==—
n
,gde je X; duzina tela i-te izmerene jedinke, a n broj izmerenih jedinki.

Formula za izraCunavanje standardne devijacije (SD):

2
SD:JZnXi —x2

Formula za izracunavanje relativne standardne devijacije (RSD):

%RSD = gxloo
X

Formula za izraCunavanje standardne greske srednje vrednosti duzine jedinki (SG¥):

SGX =t x>0

Jn

t n-1- studentova t vrednost odredena za 95% nivo pouzdanosti

t - statisticka vrednost dobijena na osnovu referentnih izratunavanja i zavisi od broja
ponovljenih analiza (uzima se iz tablice)

95% limit pouzdanosti:

X £ SG

X

Formula za izraCunavanje merne nesigurnosti:

_ SGX

MN =222 %100
Merna nesigurnost prvog merenja:

Srednja vrednost duzine jedinki ( X ): 3,053
Standardna devijacija (SD): 0,037

Relativna standardna devijacija (RSD): 1,2%

95% limit pouzdanosti: 3,053 £ 0,037
Merna nesigurnost (MN1): 1,21%
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Merna nesigurnost drugog merenja:

Srednja vrednost duzine jedinki ( X ): 3,102
Standardna devijacija (SD): 0,050
Relativna standardna devijacija (RSD): 1,606%
95% limit pouzdanosti: 3,102 + 0,037

Merna nesigurnost (MNy): 1,19%

Ukupna merna nesigurnost: MN1+ MN2=1,21% + 1,19% = 2,40%

3.3.2. Odredivanje inter- i intraspecijske varijabilnosti

Za odredivanje inter- i intraspecijske varijabilnosti ispitivanih taksona kori§¢ene
su: analiza glavnih komponenti (PCA), diskriminantna (DA) i SOM (Self-Organizing

Map) analiza.

3.3.2.1. Analiza glavnih komponenti (PCA) i diskriminantna analiza
(DA)

Za odredivanje populacione varijabilnosti razli¢itih vrsta, kao i unutar vrsta,
koriséena je jednofaktorska neparametarska ANOVA (XLSTAT za MS Excel 2013) sa
95%-nim intervalom poverenja (p < 0,05). Post-hoc Tukey HSD test podataka, sa
nivoom znacajnosti 0,05, pri intervalu poverenja od 95%, koris¢en je za utvrdivanje
statisticke znacajnosti razlika svih analiziranih morfometrijskih parametara kod
ispitivanih vrsta elmida, tj. da su svi uzorci dovoljno raznoliki da bi se moglo pristupiti
daljim statistickim analizama. Za procenu interspecijske varijabilnosti taksona koris¢ene
su dve multivarijantne statisticke metode: analiza glavnih komponenti - PCA (ter Braak
I Prentice, 1988) i diskriminantna analiza - DA (Lachenbruch i Goldstein, 1979). PCA i

DA analiza uradene su u softverskom programu Statistica v6.0 (StatSoft Inc, 2001).
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3.3.2.2. SOM (Self-Organizing Map) analiza

Kako bi se S§to verodostojnije prikazala intraspecijska morfometrijska
varijabilnost karaktera analiziranih vrsta familije ElImidae i odredili modeli povezanosti
morfometrijskih karaktera sa sredinskim faktorima, koris¢ene su Kohonenove vestacke
neuronske mreze, poznate kao samoorganizuju¢e mape (SOM; Kohonen, 1982). Kao i
kod analize glavnih komponenti (PCA), na osnovu ANOVA i post-hoc Tukey HSD
testa sa 95%-nim intervalima poverenja, odnosno nivoima znacajnosti 0,05 dokazano je
da postoje statisticke znacajne razlike svih morfometrijskih parametara (indeksa)
analiziranih vrsta koje su uzete u obzir za konstrukciju SOM.

SOM je ordinaciona metoda koja koja se koristi za modeliranje i vizualizaciju,
preslikavaju¢i linearne i nelinearne veze 1 prikazujuéi ih graficki u vidu
niskodimenzionalnog prostora (neuromreze) koris¢enjem visokodimenzionalnom seta
podataka. Struktura SOM-a se sastoji iz dva sloja: ulazni i izlazni (Kohonenov) sloj.
Izlazni sloj ima strukturu obilka dvodimenzionalne reSetke izgradene od izlaznih
heksagonalnih neurona. Tacke predstavljaju varijabilne neurone ulaznog sloja.
Distanciranost u mrezi je mera razlike modela, tj. dva heksagonalna neurona ¢e imati
sli¢nije modele u odnosu na neurone koji su pozicionirani na suprotnom kraju mreze.
Rezolucija mreZe, odnosno broj neurona u izlaznom sloju, veoma je bitna za Sto
pouzdaniji prikaz gradijenta odgovarajuceg karaktera. Glavna prednost SOM metode je
sposobnost modeliranja nelinearne veze izmedu varijabli, 1 da je manje osetljiva na
uticaj ekstremnih vrednosti (Park i sar., 2004).

U svrhu odredivanja geografske pozicioniranosti jedinki vrsta sa razlicitih
lokaliteta, kao i §to pouzdanije procene intraspecijske varijabilnosti i njenog vizuelnog
prikaza u odnosu na uticaj sredinskih faktora na morfometrijske parametre vrsta rodova
Limnius i Elmis, konstruisan je model svake vrste na osnovu SOM mape. Prilikom
konstrukcije SOM, kao pasivni faktori uzeti su slede¢i tipovi abiotickih faktora:
geografski (pripadnost lokalitetu), orografski [nadmorska visina (m)], fizic¢ki
[temperatura vode (°C), pH vrednost, elektroprovodljivost (us/cm)] i hemijski
[koncentracija rastvorenog kiseonika u vodi (mg/l), procenatualna zasi¢enost vode
kisonikom i koncentracija nitrata (mg/l)]. Za navedene parametre, prikazane su

skracenice na konstruisanim samorganizuju¢im mapama: nadmvis, T, pH, EC, DO,
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%02 i NO3. Kao aktivni faktori posmatrani su duzinski karakteri u morfometrijskoj
analizi: duzina glave (DG), §irina glave (SG), rastojanje izmedu o¢iju (RO), pre¢nik oka
(PO), duzina antena (DA), §irina antena (SA), duZina pronotuma (DP), §irina pronotuma
(SP), duZina grebena sa strane (DGR), Sirina polja na pronotumu izmedu grebena
(SGR), sirina od boéne ivice grebena do ivice pronotuma (SI), duzina abdomena (DAB)
i maksimalna $irina abdomena (MSA), kao i tri morfometrijska indeksa - indeks odnosa
duzine i Sirine glave (OD), odnosa duzine i Sirine pronotuma (OP) i odnosa duzine i
maksimalne girine abdomena (ODS). Na osnovu pasivnih (abioti¢kih) i aktivnih
(morfometrijskih) faktora konstruisane su neuronske mreze za svaku vrstu i utvrdena

vizuelna korelacija intenziteta morfometrijskih parametara i sredinskih faktora.

3.3.3. Morfometrijska varijabilnost karaktera u odnosu na hidroloske
parametre

Kako bi se ustanovila korelacija veli¢ine jedinki i parametara hidroloskog rezima
vodotoka (vodostaja i proticaja), kao i dubine uzorkovanja, analizirani su sledeci
morfometrijski karakteri: duzina glave, maksimalna Sirina protoraksa i duzina tela, na
jednoj vrsti - EImis maugetii (Slika 5). Vrsta E. maugetii izabrana je kao model zato §to

je najcescéa vrsta familije u Srbiji (Novakovi¢, 2020c).
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Slika 5. Elmis maugetii Latreille, 1802 - imago: odabrani morfometrijski karakteri.

Foto: B. Novakovi¢

Ukupno je obradeno 155 adultnih jedinki vrste E. maugetii, uzorkovanih na 6
profila vodotokova u Srbiji (Slika 6) u sklopu redovnih godis$njih programa
monitoringa, koji su sproveli Agencija za =zaSitu Zzivotne sredine i Republicki
Hidrometeoroloski zavod tokom 2014. i 2015. godine. Na obradenim lokalitetima
dodatno su izmereni fizicki i hemijski parametri relevantni za vrste familije EImidae.
Osnovni podaci o lokalitetima uzorkovanja dati su u Tabeli 2. Delineacija
limnofaunistickih regiona data je prema Illies, 1978. Obuhvaceni su sledeéi
limnofaunisti¢ki regioni: 5 (dinarski zapadni Balkan), 6 (helenski zapadni Balkan), 7
(isto¢ni Balkan) i 10 (Karpati). Mapa lokaliteta uradena je u softveru QGIS v2.18.8
(Slika 6).
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Slika 6. Lokaliteti uzorkovanja vrste EImis maugetii u Srbiji: 1-Tulare/Tularska Reka,
2-Trnski  Odorovci/Jerma, 3-Mrtvine/Gaberska Reka, 4-Krivi Dol/Visocica, 5-
Crnajka/Crnajka, 6-Manastir Manasija/Resava

Tabela 2. Osnovni podaci o lokalitetima uzorkovanja vrste EImis maugetii

Profil Tulare/Tulars Trnski Mrtvine/Gaberska Krivi Crnajka/Crnajka Manastir
ka Reka Odorovci/Jerma Reka Dol/Visotica Manasija/Resa
va
Kod 1 2 3 4 5 6
Datum 25.08.2015. 29.08.2014. 26.10.2015. 27.10.2015. 10.08.2015. 13.10.2014.
uzorkovanja
Geografske 42.801646 42.928617 42.997375 43.101183 44.305918 44.100469
koordinate
(N, E) 21.573031 22.626114 22.772657 22.935356 22.137954 21.470769
Nadmorska
visina (m)
412,0 573,0 464,8 8134 152,0 2115
Dominantni mezolital makerolital, makerolital, mezolital mezolital makrolital,
tipovi mezolital mezolital mezolital
podloge
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Nastavak tabele 2. Osnovni podaci o lokalitetima uzorkovanja vrste EImis maugetii

Profil Tulare/Tulars Trnski Mrtvine/Gaberska Krivi Crnajka/Crnajka Manastir
ka Reka Odorovci/Jerma Reka Dol/Visotica Manasija/Resa
va
Limnofauni 6 7, prelaz 7 7 7, prelaz ka 10 7, prelaz ka 5
sti¢ki region ka 6
Temperatura
16,7 15,2 9,9 7,2 22,4 14,4
vode (°C)
Zasic¢enost
96 99 83 92 105 94
vode O; (%)

Kako bi se ustanovila veca potencijalna morfometrijska varijabilnost analizirane
vrste, obuhvacene su reke na prelazu limnofaunistickih regiona 7 i 6 (Jerma, jugoistocna
Srbija), na prelazu limnofaunistickih regiona 7 i 10 (Crnajka), kao i na prelazu
limnofaunistickih regiona 7 1 5 (Resava), u isto¢noj Srbiji. Uzorkovanje jedinki izvrSeno
je primenom iste metodologije kao kod uzoraka za morfometrijsku analizu. Proticaj je
meren razli¢itim tipovima hidrometrijskih krila, u zavisnosti od tipa vodotoka i
gradijenta protoka. Odabrani lokaliteti nalaze se uglavnom u brdsko-planinskim
regionima, sa tipi¢nim staniStima za elmide.

Za procenu korelacije sredinskih (hidroloskih) faktora i ispitivanih
morfometrijskih karaktera koriS¢ena je metoda linearne regresije sa 95%-nim

intervalom poverenja (Kenney i Keeping, 1962).

3.4. Uticaj abiotickih faktora na populacije elmida

Za populacionu analizu odabranih vrsta rodova Limnius i Elmis, kao i korelacije
sastava populacija i ekoloskih (abioti¢kih) faktora u odnosu na sredinske (fizi¢ko-
hemijske) faktore, kori§¢ena je kanonijska korespodentna analiza (CCA) (ter Braak,
1986; ter Braak i Verdonschot, 1995; Palmer, 2000; Karadzi¢, 2013). Primenom ove
metode dobija se graficki prikaz poloZaja jedinki u odnosu na kanonijske ose. Duzina
vektora predstavlja njegovu znacajnost u sredinskom gradijentu. Prva kanonijska

varijabla je osa (Principal axis 1) koja se u skaliranom prostoru poklapa sa najve¢im
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razlikama izmedu srednjih vrednosti grupa, a druga kanonijska varijabla, tj. 0sa
(Principal axis 2) opisuje u najvecoj mogucoj meri preostale razlike izmedu srednjih
vrednosti grupa (ter Braak, 1986; ter Braak i Verdonschot, 1995; Palmer, 2000).

Ispitivanje odnosa strukturiranosti populacija odabranih vrsta elmida i fizicko-
hemijskih parametara sredine izvrSeno je na istom odabranom setu uzoraka sa 11
lokaliteta za rod Limnius, kao i istom odabranom setu sa 7 lokaliteta za rod Elmis
(ukupno 27 uzoraka) koji su kori$¢eni za morfometrijske analize.

Odabir najznacajnijih faktora uticaja izvrSen je primenom prethodne (engl.
forward) selekcije, uz koriséenje Pearson-ovog korelacionog testa u okviru CCA
analize. Primenom prethodne selekcije, zasnovane na Pearson-ovom korelacionom testu
(p < 0,05), utvrden je gradijent uticaja fizicko-hemijskih parametara na populacije
odabranih vrsta i omogucen odabir najznacajnijih parametara. Na ovaj nacin odabrano
je Sest od svih sredinskih parametara [(temperatura (°C), pH, elektroprovodljivost (EC,
pS/cm), rastvoreni kiseonik (O2, mg/l), procenat zasi¢enja vode kiseonikom (Ogz, %) i
nitrate (NOz", mg/l)], koji su zatim analizirani primenom kanonijske korespodentne
analize (CCA) i analiziran je gradijent uticaja sredinskih (fizicko-hemijskih) faktora na
populacije vrsta roda Limnius i Elmis.

Monte Carlo permutacioni test (1000 permutacija, p < 0,05) koris¢en je kako bi
se proverila statisticka znacajnost sume svih eigen-vrednosti pojedinac¢nih faktora.
Kanonijska korespodentna analiza (CCA) uradena je u statistickom programu Flora
(Karadzi¢, 2013).

3.5. Molekularne i filogenetske analize

Metoda barkodiranja DNK (Hebert i sar., 2003) koris¢ena je za molekularnu
identifikaciju taksona. Priprema uzoraka za molekularne analize uradena je u Zooloskoj
laboratoriji Instituta za proucavanje biljaka 1 biodiverzitet Slovacke akademije nauka u
Bratislavi. Organizmi koji su bili konzervirani u 96%-nom etanolu prethodno su isuseni
I iz njih je ekstrahovan alkohol. DNK je ekstrahovana pomoc¢u komercijalno dostupnog
kita, innuPREP Dna Mini Kit (Jena) prema protokolu prozvodaca. Prajmeri LCO-1490
(sekvenca 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3') i HCO-2198 (sekvenca 5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') (Folmer i sar., 1994) koris¢eni su za
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amplifikaciju barkodirajuéeg regiona subjedinice 1 citohrom oksidaze mitohondrijalne
DNK (COImtDNA). PCR je uradena u zapremini od 25 pl smeSe za reakciju koja
sadrzala 1 x GoTaq™ reakcioni pufer (Promega), 2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP smesu

(BioLabs), 0.2 uM svakog prajmera, 0.75 jedinica of GoTaq polimeraze (Promega) | 3-
5 ul templejta DNK, a smesa je dopunjena demineralizovanom vodom do finalne
zapremine. Uslovi za PCR amplifikaciju bili su: inicijalna denaturacija na 95°C u
trajanju od 2 min; 38 ciklusa na 95 °C 40 sec; vezivanje prajmera na DNK na 46°C 40
sec; elongacija na 72°C 50 sec, i finalna elongacija na 72°C u trajanju od 10 minuta.
Amplifikacija je testirana na horizontalnom 1%-nom agaroznom gelu pre¢i§¢enom
pomoéu egzonukleaze I i FastAP™  brze” termosenzitivne alkalne fosfataze
(ThermoFischer Scientific) prema specifikacijama proizvodaca. PCR produkti
amplifikacije poslati su na sekvenciranje u Macrogen Europe Inc. (Amsterdam). Kako
bi se dobili pouzdaniji rezultati, fragmenti su sekvencirani bidirekciono. Kreirani su
skupovi sledova prednjih i reverznih sekvenci, a kona¢na obrada rezultata uradena je u
programu Sequencher v5.1, Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Ml USA
http://www.genecodes.com. Odabir najboljeg ”substation” modela (GTR+I+G) i

filogenetske analize uradene su u programu MEGA V7, Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (Kumar i sar., 2016).

Filogenetska stabla konstruisana su na temelju COI-5P gena. Neukorenjeno
filogenetsko stablo konstruisano je koris¢enjem metode maksimalne verovatnoce
(maximum-likelihood), sa 61  uzorkom Elmidae iz BOLD  baze

https://www.barcodinglife.com i novosekvenciranim uzorcima. Pouzdanost grananja

testirana je na temelju 500 ”’bootstrap” replikata. Za identifikaciju taksona pojedinac¢nih
uzoraka kori$¢en je "BOLD ldentification Engine” (kao pouzdana potvrda pripadnosti
pojedinoj vrsti smatra se 99-100% podudarnost sa odredenom sekvencom u BOLD
bazi). Drugo filogenetsko stablo konstruisano je metodom neighbor-joining u programu
MEGA v7 (Kumar i sar., 2016). na osnovu Kimura-2-parametar (K2P)
distanci (Kimura, 1980) uz aLRT-SH-like podrS$ku za grane u stablu. Poravnanje
nukleotidnih sekvenci sprovedeno je online programom MAFFT, Multiple Sequencer
Alignment Software v7 (Katoh i Standley, 2013), a uz zadate postavke i u programu
BioEdit v7.2.5, Informer Technologies, Inc. Poravnhanje nukleotidnih sekvenci

sprovedeno je online programom MAFFT, Multiple Sequencer Alignment Software v7
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(Katoh i Standley, 2013), a uz zadate postavke i u programu BioEdit v7.2.5, Informer
Technologies, Inc. Geneticke udaljenosti jedinki, izmedu i unutar taksona, izracunate su
metodom Kimura-2-parametar (K2P) distanci (Kimura, 1980) u programu MEGA v7
(Kumar i sar., 2016).

Uzorci koji nisu identifikovani u BOLD bazi (https://www.barcodinglife.com),

naknadno su blastovani u NCBI GenBank bazi nukleotida
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Konac¢na filogenetska stabla obradena su U
programima FigTree v1.4 (Rambaut, 2012) i Adobe Photoshop CS5, Adobe Inc. Podaci

o uzorcima taksona koji su koris¢eni u konstrukciji filogenetskih stabala prikazani u
Tabeli 1 (Prilog 2).

Uzorci za filogenetsku analizu uzeti su sa 13 lokaliteta iz 5 zemalja Balkanskog
poluostrva: Srbija, Hrvatska, Bugarska, Severna Makedonija i Grcka (Slika 7). Kako bi
se pokrilo Sto vece geografsko podru¢je i razmotrila veéa potencijalna geneticka
varijabilnost taksona, obuhvacene su reke dva sliva: crnomorskog i egejskog, kao i reke
na prelazu razli¢itih limnofaunistickih regiona. Prate¢i podaci o lokalitetima za
filogenetsku analizu taksona Elmidae podruc¢ja Balkanskog poluostrva dati su u Tabeli
3. Delineacija limnofaunisti¢kih regiona data je prema lllies, 1978. Obuhvaceni su
slede¢i limnofaunisticki regioni: 5 (dinarski zapadni Balkan), 6 (helenski zapadni
Balkan), 7 (isto¢ni Balkan), 10 (Karpati), 11 (madarske nizije) i 12 (pontska provincija).
Mapa lokaliteta uradena je u softveru QGIS v2.18.8 (Slika 7).
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Slika 7. Lokaliteti za filogenetsku analizu taksona familije EImidae sa podrucja Balkana: Srbija
(MI-Mihajlovac/Zamna, KR-Krepoljin/Krepoljinska Reka, MR2, MR3-Mrtvine/Gaberska Reka,
KD-Krivi  Dol/Viso¢ica, PO-Poganovo/Jerma, PR-Pasna Ravan/Tresnjica, NV-Nova
Varo§/Zlosnica, JR-Buci/Jastrebacka (Lomnic¢ka) Reka; Hrvatska (OR-Orahovica/Vudica);
Bugarska (YA1-Most u Hadzidimitrovu/Studena Reka); Severna Makedonija (PC-P&inja
nizvodno od Kumanova, MK - Gabrovo, Makedonski KoleSinski vodopadi/Strumica); Grcka
(ZG1, ZG2-Ano Kefalari/Zygaktes)
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Tabela 3. Pratec¢i podaci o lokalitetima za filogenetsku analizu taksona Elmidae sa
podrucja Balkana

Geografske Nadmorska | Limno
Kod Lokalitet/\VVodotok Sliv Drzava koordinate visina (m) faunist
(N, E) ieki
region
44°22' 11"
Ml Mihajlovac/Zamna Dunava Srbija 22°28' 39" 68 10
44° 15" 40"
KR Krepoljin/Krepoljinska Mlave Srbija 21°37' 09" 400 7,
Reka prelaz
ka 10
42°59' 50" 574
MR2, MR3 Mrtvine/Gaberska Reka Nisave Srbija 22° 46' 42" 7
43°06° 01’
0 eps A Are 823 7
KD Krivi Dol/Visocica Temstice Srbija 227567 24
Srbija 42°58' 43"
PO Poganovo/Jerma Nisave 22°38' 04" 513 7,
prelaz
ka 6
Pasna Ravan/Tresnjica Srbija 44° 08' 21.0"
PR Drine 19°39'50.0 888 5
NV Nova Varos$/Zlosnica Srbija 43° 27" 17"
Uvca 19° 46' 36" 839 5
JR Buci/Jastrebacka Srbija 43° 25' 46"
(Lomnicka) Reka Dulenske 21°22' 23" 505 5
Reke
45°33'0.864" 11,
OR Orahovica/Vucica Karasice Hrvatska 17°53' prelaz
58.164" 150 ka5
Most u Hadzi
YAl dimitrovu/Studena Reka Jantre Bugarska 43°32'18" 35 12,
25° 27" 44" prelaz
ka7
P¢inja nizvodno od Severna 42°5'7.224"
PC Kumanova Vardara Makedonija 21° 471 282 6
14.891"
Gabrovo, Makedonski 41° 22'8.832" 7,
Kolesinski Severna 22° 48 467 prelaz
MK vodopadi/Strumica Strume Makedonija 26.819" ka 6
41°2'18.348"
ZG1,2G2 Ano Kefalari/Zygaktes Egejskog Gréka 24°16'9.335" 61 7,
mora prelaz
ka 6

3.5.1. Populaciono-geneticke analize vrste EImis maugetii Latreille, 1802

Kod vrste Elmis maugetii analizirani su populacioni-geneticki parametri i
odredene geneticke razlike populacija sa Balkana u odnosu na populacije 6 zemalja u
Evropi (Austrija, Nemacka, Slovacka, Holandija, Francuska i Spanija) i jednoj u
severnoj Africi (Maroko). Metodologija sekvenciranja opisana je u prethodnom
poglavlju.
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Za procenu geneticke varijabilnosti vrste E. maugetii u Evropi kori$¢ena su dva
seta podataka: (1) COI barkodiraju¢i fragment sa ukupno 25 uzoraka (557 bp),
ukljucujuéi i 7 barkodiranih jedinki ove studije (Slika 8: plavi i crno obojeni krugovi;
Tabela 2 u Prilogu 2), i (2) 42 jedinke genotipizirane sa 3’ dela COI gena (822 bp)
koris¢enjem razli¢itih prajmera (Murria i sar., 2017) (Slika 8: Zuti i belo obojeni
krugovi; Tabela 3 u Prilogu 2). Koris¢ene su sve postojece sekvence vrste koje se nalaze
u NCBI GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank) i BOLD bazi nukleotida

(https://www.barcodinglife.com), a dodatni uzorci (Austrija i Holandija) traZeni su na

upit.

Slika 8. Mapa analiziranih uzoraka vrste EImis maugetii iz Evrope i severne Afrike
(veli¢ina krugova je proporcionalna broju prikupljenih uzoraka). Plavi i Zuto obojeni
krugovi predstavljaju uzorke iz potencijalnih refugijalnih podrué¢ja vrste, dok crveni i
belo obojeni krugovi predstavljaju podrucja koja su rekolonizovana nakon poslednjeg

glacijalnog maksimuma.
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Formirane su dve populacione grupe; jedinke iz Holandije, Francuske, Austrije i
Nemacke pripadaju severnoj populacionoj grupi, a jedinke iz Hrvatske, Srbije i Grcke
juznoj populacionoj grupi. Za ispitivane populacije vrste EImis maugetii odredeni su
slede¢i populacioni geneticki parametri: nukleotidni 1 diverzitet haplotipova (Nei,
1987), 6 po mestu iz 1 - broj polimorfnih mesta na nukleotidu (Tajima, 1996), Tajima’s
D vrednosti (Tajima, 1989) koris¢enjem DnaSP softvera v. 5.10 (Librado i Rozas, 2009)
za oba seta podataka. Program TCS v. 1.21. (Clement i sar., 2000) koriS¢en je za
konstruisanje filogenetskih, TCS mreza, metodom statisticke parsimonije, na temelju
haplotipova COIl gena, a posebno za svaki set podataka parcijalnog COI gena.
Analizirana je filogeografska struktrura razli¢itih populacija vrste E. maugetii, kao i
potencijalni refugijumi i koridor rekolonizacije vrste na evropskom kontinentu tokom

pleistocena.
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4. REZULTATI

4.1. Morfometrijska analiza

4.1.1. Varijabilnost duZine tela

Dimenzije (prose¢ne duzine tela) izmerenih jedinki odabranih vrsta rodova
Limnius i Elmis su date u milimetrima (mm) u Tabelama 2 i 3 (Prilog 1). U istim
tabelama su date i brojnosti prikupljenih jedinki oba roda.

Minimalne, prose¢ne i maksimalne duzine tela vrsta roda Limnius prikazane su
na Slici 9. Najkrupnije jedinke vrste Limnius opacus uzorkovane su na lokalitetu Pasna
Ravan/Tre$njica, Srbija (prose¢na duzina tela je 2,585 mm), zatim su sledile jedinke sa
lokaliteta Velika Snjegotina/Snjegotina, Republika Srpska (prosek 2,25 mm), a
najsitnije jedinke su utvrdene na lokalitetu Novi Grad/Sana, Federacija Bosne i
Hercegovine (prosek 2,107 mm). Na lokalitetu Velika Snjegotina/Snjegotina, Republika
Srpska nadene su najkrupnije jedinke vrste L. intermedius (prose¢na duzina tela 3,208
mm), sledile su jedinke sa lokaliteta Ezeroto/Sivijak, Bugarska (prosek 2,838 mm), a
najsitinije jedinke utvrdene su na lokalitetu Bijelila/Una, Federacija Bosne i
Hercegovine (prosek 2,697 mm). Najvecée izmerene jedinke L. volckmari zabelezene su
na lokalitetu Pasna Ravan/Tre$njica (prose¢na duzina tela 3,569 mm), sledile su jedinke
sa slede¢ih lokaliteta: Plavna/Zamna, Srbija (prosek 3,253 mm), Novi Grad/Sana,
Republika Srpska (3,249 mm), Gornja TreSnjica/Tresnjica, Srbija (3,174 mm), reka
Kozijata/nizvodno od hidroelektrane ,,Malusa”, Bugarska (3,092 mm), Gornjak/Mlava,
Srbija (3,062 mm), Pakovo/Studenica, Srbija (2,856 mm), a najsitnije izmerene jedinke
ove vrste uzorkovane su na lokalitetu Mrtvine/Gaberska Reka, Srbija (prose¢na duzina
tela 2,725 mm).
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Slika 9. Minimalne, prose¢ne i maksimalne duZine tela vrsta roda Limnius na

istrazivanim lokalitetima

Minimalne, prose¢ne i maksimalne duzine tela vrsta roda Elmis prikazane su na
Slici 10. Najkrupnije jedinke vrste Elmis cf. aenea uzorkovane su na lokalitetu
Gornjak/Mlava, Srbija (prose¢na duzina tela 2,242 mm), zatim su sledile jedinke sa
sledecih lokaliteta: Novi Grad/Sana, Republika Srpska (prosek 2,194 mm), Bijelila/Una,
Federacija Bosne i Hercegovine (2,19 mm), Pasna Ravan/Tresnjica, Srbija (2,184 mm),
a najsitnije izmerene jedinke zabelezene su na lokalitetu Pakovo/Studenica, Srbija
(prose¢na duzina tela 2,124 mm). Na lokalitetu Gornja Tre$nijca/TreSnijca, Srbija
(prosecna duzina tela 2,235 mm) izmerene su najvece jedinke vrste Elmis cf. maugetii,
zatim su sledile jedinke sa sledecih lokaliteta: Dakovo/Studenica, Srbija (prosek 2,223
mm), Novi Grad/Sana, Republika Srpska (prosek 2,06 mm), Gornjak/Mlava, Srbija
(prosek 2,040 mm), a najsitnije jedinke zabeleZene su na lokalitetu Mrtvine/Gaberska
Reka, Srbija (prose¢na duzina tela 1,938 mm). Najkrupnije jedinke vrste Elmis cf.
rioloides utvrdene su na lokalitetu Mrtvine/Gaberska Reka, Srbija (prose¢na duzina tela
1,767 mm), zatim su sledile jedinke sa lokaliteta Gornjak/Mlava, Srbija (prosek 1,75
mm), a najsitnije jedinke uzorkovane su na lokalitetu Dakovo/Studenica, Srbija

(prosecna duzina tela je 1,67 mm).
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Slika 10. Minimalne, prosecne i maksimalne duzine tela vrsta roda Elmis na

istrazivanim lokalitetima

Kod svih analiziranih vrsta, dimenzije odgovaraju dimenzijama iz literaturnih
izvora (Olmi, 1976; Lompe, 2014; Alonso i d’Alys, 2018), osim kod vrste L.
intermedius sa lokaliteta Velika Snjegotina/Snjegotina, Republika Srpska, gde su

zabeleZene nesto krupnije jedinke (prose¢na duzina tela 3,208 mm).
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4.1.2. Analiza glavnih komponenti (PCA)

Analizom glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis; PCA)
obradeno je 13 morfometrijskih karaktera i 3 morfometrijska indeksa, u vidu
morfoloskih distanci kod 358 jedinki roda Limnius i 333 jedinki roda Elmis.

Koris¢enjem jednofaktorskog ANOVA i post-hoc Tukey HSD testa sa 95%-nim
intervalima poverenja, dokazano je da kod svih analiziranih vrsta rodova Limnius i
Elmis postoje statisticki znacajne razlike (nivo znacajnosti p < 0,05) izmerenih
morfometrijskih karaktera [(duZina glave (DG), $irina glave (SG), rastojanje izmedu
o¢iju (RO), pre¢nik oka (PO), duzina antena (DA), $irina antena (SA), duZzina
pronotuma (DP), §irina pronotuma (SP), duZina grebena sa strane (DGR), $irina polja na
pronotumu izmedu grebena (SGR), §irina od boéne ivice grebena do ivice pronotuma
(SI), duzina abdomena (DAB) i maksimalna §irina abdomena (MSA)] i izratunatih
morfometrijskih indeksa (indeks odnosa duzine i Sirine glave (OD), odnosa duzine i
Sirine pronotuma (OP) i odnosa duzine i maksimalne $irine abdomena (ODS)] izmedu
populacija sa razli¢itih lokaliteta.

Prva PCA osa je pod velikim uticajem ,,veli¢ine” (“general size” osa, odredena
veli¢inom jedinki). S obzirom da veli¢ina moze biti znacajan taksonomski karakter kod
ispitivanih jedinki, i ova ,,pomo¢na” glavna komponenta/osa je razmatrana u daljim
analizama. Preostale, tzv. “shape” ose opisuju morfolo$ku varijabilnost povezanu sa
oblicima ispitivanih karaktera i jedinki; ovde su radene II i III osa. PCA grafikoni
prikazani su na Slikama 11-20 za vrste roda Limnius, odnosno Slikama 21-30 za vrste
roda Elmis.

U Tabeli 4 su prikazane eigen-vrednosti (boldovano za analizirane ose, I-111) za
analizirane vrste i populacije roda Limnius. Kao Sto se vidi u Tabeli 4, prve tri glavne
komponente (eigen-vektora, ose) opisuju 70,93% ukupne morfoloSke varijabilnosti.
Najveci znacaj u diferencijaciji duz druge i tre¢e ose imao je karakter duzina glave
(DG), kao i indeks odnosa duzine i Sirine glave (OD), odnosa duzine i $irine pronotuma
(OP) i odnosa duzine i maksimalne $irine abdomena (ODS) (Tabela 5). Znadaj
pojedinih faktora (boldovano u tabelama opterecenja faktora) prikazan je u Tabeli 5.

Kod prve ose, vise od deset karaktera je bilo pod velikim uticajem veli¢ine.
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Tabela 4. Eigen-vrednosti i kumulativne eigen-vrednosti PCA analize morfometrijskih

karaktera i indeksa vrsta roda Limnius

Eigen-vrednosti korelacionog matriksa i povezane statistike

Eigen-vrednost % ukupne varijanse |Kumulativna eigen-vrednost

8,162020
2,375963
1,520180
1,106588
0,981021
0,774551
0,575405
0,465974
0,270222
0,242919
0,188484
0,135770
0,106173
0,081836
0,008290
0,002990
0,001617

O O N OO0 b WIN| -

RPlR R R R R R e
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Tabela 5. Prva tri faktora razdvajanja morfometrijskih karaktera i indeksa vrsta roda

Faktor-promenljive korelacije (optere¢enja faktora)

DG
SG
oD
RO
PO
DA
SA
DP
Sp
oP
DGR
SGR
S1
DAB
MSA
ODS
uD

48,01188
13,97625
8,94223
6,50934
5,77071
4,55618
3,38474
2,74102
1,58954
1,42893
1,10873
0,79865
0,62455
0,48139
0,04876
0,01759
0,00951

Faktor 1

-0,508530
-0,851120
-0,204199
-0,891341
-0,862833
-0,620803
-0,897451
-0,858941
-0,764772
-0,285990
-0,647763
-0,528699
-0,248897
-0,957818
-0,679291
-0,221523
-0,902271

8,16202

10,53798
12,05816
13,16475
14,14577
14,92032
15,49573
15,96170
16,23192
16,47484
16,66332
16,79909
16,90527
16,98710
16,99539
16,99838
17,00000

Limnius

Faktor 2
0,781336
-0,317841
0,918238
-0,101783
0,053929
-0,401700
0,182119
-0,214454
-0,292812
0,083559
0,231913
0,244382
-0,127676
-0,063032
-0,390601
0,376679
0,215747

Faktor 3
0,250583
0,006409
0,237082
-0,180225
-0,028744
-0,056712
-0,045697
-0,303216
0,251025
-0,698725
0,038275
0,127322
-0,051937
0,000031
0,486559
-0,672856
0,097520

Kumulativna - %

48,0119
61,9881
70,9304
77,4397
83,2104
87,7666
91,1513
93,8924
95,4819
96,9108
98,0196
98,8182
99,4427
99,9241
99,9729
99,9905
100,0000
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Uzevsi u obzir analizirane vrste roda Limnius, u prostoru prve dve glavne ose uocava se
izdvajanje vrste L. opacus od preostale dve vrste duz prve ose, §to se moze objasniti
uticajem veli¢ine. U odnosu na drugu osu, razdvajanje vrsta je bilo slabije izrazeno, pri

¢emu se moze uoditi razlika izmedu vrsta L. volckmari i L. intermedius (Slika 11).

PC 2
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© Species: L.int
O Species: L.opa
¢ Species: L.vol

Slika 11. Varijabilnost morfometrijskih karaktera i indeksa vrsta roda Limnius; prva i
druga osa. Skracenice: L.int - L. intermedius, L.opa - L. opacus, L. vol - L. volckmari

Varijabilnost u prostoru druge i tre¢e PC ose (uticaj oblika) kod svih vrsta roda Limnius
okarakterisana je preklapanjem svih vrsta po obe ose (Slika 12).

53



3
2 ‘ :
o @ &
e oo 0
Qou o o EPQ o% N
0@ on u] & g&o o6 &© <><>0
1 o 00 0%00583 & o§<b
) 0oe o ‘336:30 o %
ogP @ § g0 B B ¢ e 7
o Sfo 5 o of %\% o @ 4
R & 003009 g 0 <&
0 oy P Q9 o, o8 g o
oo T2 B Tl E
o 00 & & ¢of o% o ¢
0 oocﬁ.g ° 000@» ong&o% ° o ©
o 1 o & ° OC.Q Oy O 5
O" 500 o o ¢ E'Dgo
o © o @ o g%
[} o o . 0¢ © o, 0
2 o L] & O
o
0 °°
o o
-3 <.
<
o © Species: L.int
O Species: L.opa
-4 ¢ Species: L.vol
-3 -2 1 0 1 ) 3
PC2

Slika 12. Varijabilnost morfometrijskih karaktera i indeksa vrsta roda Limnius; druga i
tre¢a osa. Skracenice: L.int - L. intermedius, L.opa - L. opacus, L. vol - L. volckmari

Kod vrste Limnius intermedius, u odnosu na prvu osu, jedinke populacije sa lokaliteta
Velika Snjegotina/Snjegotina izdvojile su se u odnosu na jedinke populacija sa
lokaliteta Bijelina/Una i Ezeroto/Sivijak, koje se delimi¢no preklapaju, dok u odnosu na

drugu osu dolazi do preklapanja jedinki sve tri populacije (Slika 13).

1
[} u]
% Hp
0 E
° & %Oo og
of o8 ° o BHo 4
o
°og go
o © 0
< < AN
&
[SUN | s © pes [m]
Q 00
a 00008 §>0<{>> oo
© oy © 8
<> ZOQ% 08 <
o8 o o O
g hed & o
21 00
S
<
o Population: LI_7
o0 Population: LI_9
-3 © Population: LI_11
-1 0 1
PC 1

Slika 13. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Limnius intermedius; prva i
druga osa
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Kod vrste Limnius intermedius, jedinke populacija sa sva tri lokaliteta (Velika
Snjegotina/Snjegotina, Bijelina/Una i Ezeroto/Sivijak) su se preklopile po drugoj i
trecoj PC osi (Slika 14).
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Slika 14. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Limnius intermedius; druga i
tre¢a osa (brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Kod wvrste Limnius opacus jedinke populacije sa sva tri lokaliteta (Pasna
Ravan/Tre$njica, Bijelina/Una i Novi Grad/Sana) jasno su izdvojene u pozitivnom delu
prve PC ose. U odnosu na drugu PCA osu, populacije Pasna Ravan/Tre$njica i Novi
Grad/Sana nalaze se u pozitivnom, a populacije Velika Snjegotina/Snjegotina u
negativnom delu ose (Slika 15).
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Slika 15. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Limnius opacus; prva i druga
osa (brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Kod wvrste Limnius opacus,

u odnosu

na drugu osu,

© Population: LO_1
O Population: LO_7
¢ Population: LO_8

populacija Velika

Snjegotina/Snjegotina se izdvojila u negativnom delu ose, dok su se populacije sa

lokaliteta Pasna Ravan/Tres$njica i Novi Grad/Sana preklopile u pozitivhom delu druge

ose. U odnosu na treu osu, populacije vrste L. opacus sa sva tri lokaliteta su se

preklopile (Slika 16).
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Slika 16. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Limnius opacus; druga i treca
osa (brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Kod vrste Limnius volckmari, u odnosu na prvu osu, jedinke populacija sa lokaliteta
Pasna Ravan/Tre$njica i Mrtvine/Gaberska Reka su jasno izdvojene, dok se jedinke svih
ostalih populacija (Gornja Tre$njica/TresSnjica, Pakovo/Studenica, Gornjak/Mlava,
Plavna/Zamna, Novi Grad/Sana i Kozijata/nizvodno od Maluse) su se delimi¢no
preklopile. U odnosu na drugu osu, populacije Plavna/Zamna i Novi Grad/Sana su se
neznatno izdvojile i preklopile u pozitivnom delu ose, dok su se populacije sa svih
ostalih lokaliteta ~ (Pasna  Ravan/TreSnjica, Gornja  TreSnjica/Tresnjica,
Pakovo/Studenica, Gornjak/Mlava, Mrtvine/Gaberska Reka i Kozijata/nizvodno od

Maluse) preklopile po drugoj osi (Slika 17).

57



.
b
o
2 ., ‘o.
.. Y L *
oy ® *
L . o.’.o
o A [ I =
3 [ |
1 ° DED%@ by o § n ...
¥u}
o B aTsp &4 LAPSEY
ooQ)OO o A @g& AAAA @o‘oo ?}Ool ]
0060 - A A <>?>
S 0r o n a,,
T 44 U
'y
A“A‘A{‘A:‘
A A*‘MA
-1 A A ‘A " A
Y
A AAAA A
A
2t
-3

PC 1

b & B & > 00O

Population:
Population:
Population:
Population:
Population:
Population:
Population:
Population:

LV_1
LV 2
LV 3
LV 4
LV 5
LV 6
LV 8
LV_10

Slika 17. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Limnius volckmari; prva i druga
osa (brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao Tabeli 1)

Kod vrste Limnius volckmari, u odnosu na drugu i tre¢u osu, populacije sa lokaliteta

Plavna/Zamna i Novi Grad/Sana su izdvojene u pozitivnom delu druge ose, dok su se u

odnosu na treu osu, sve analizirane populacije vrste preklopile (Slika 18).
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Slika 18. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Limnius volckmari; druga i treca
osa (brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Uzevsi u obzir sve populacije vrste roda Limnius, u odnosu na prvu osu, populacije vrste
L. volckmari sa lokaliteta Pasna Ravan/Tre$njica su izdvojene u negativnom delu ose,
dok su se jedinke populacija vrste L. opacus sa lokaliteta Pa$na Ravan/Tresnjica i
Velika Snjegotina/Snjegotina neznatno preklopile. Sve ostale populacije svih vrsta roda
Limnius se preklapaju po prvoj osi. U odnosu na drugu PC osu, sve analizirane
populacije svih vrsta roda Limnius su se preklopile (Slika 19).
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Slika 19. Morfometrijska varijabilnost populacija svih vrsta roda Limnius; prva i druga

Population:
SLIL9

SLI_11
Population:
Population:
Population:
Population:
Population:
(LV_3
Population:
Population:
Population:
(LV_8

Population: LV_10

L7

LO_1
LO_7
LO 8
LV_1
LV 2

LV 4
LV 5
LV 6

osa. Skracenice: LI - L. intermedius, LO - L. opacus, LV - L. volckmari (brojevi

lokaliteta uz vrste dati su kao u Tabeli 1)

Uzevsi u obzir populacije svih vrsta roda Limnius, u odnosu na drugu i tre¢u PC osu

(uticaj oblika), u prostoru druge ose, neznatno su se izdvojile i preklopile populacije

vrste L. volckmari sa lokaliteta Plavna/Zamna i Novi Grad/Sana. Sve ostale populacije

vrsta su se preklopile po drugoj osi, dok je po tre¢oj osi doSlo do preklapanja svih

populacija svih vrsta roda Limnius (Slika 20).
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Slika 20. Morfometrijska varijabilnost populacija svih vrsta roda Limnius; druga i trec¢a
osa. Skracenice: LI - L. intermedius, LO - L. opacus, LV - L. volckmari (brojevi
lokaliteta uz vrste dati su kao u Tabeli 1)

U Tabeli 6 su izdvojene eigen-vrednosti (boldovano za analizirane ose, I-111) za
analizirane vrste roda Elmis. Kao $to se vidi u Tabeli 6, prve tri glavnhe komponente
(eigen-vektora, ose) opisuju 44,53% ukupne morfoloske varijabilnosti. Znac¢aj pojedinih
faktora (boldovano u tabelama opterecenja faktora) prikazan je u Tabeli 7. Najveci
znadaj u diferencijaciji duz druge i tre¢e ose imaju karakteri $irina antena (SA), $irina
pronotuma (SP) i maksimalna §irina abdomena (MSA), kao i indeks odnosa duZine i

Sirine pronotuma (OP) i indeks odnosa duzine i maksimalne $irine abdomena (ODS).

61



Tabela 6. Eigen-vrednosti i kumulativne eigen-vrednosti PCA analize morfometrijskih
karaktera i indeksa vrsta roda Elmis

Eigen-vrednosti korelacionog matriksa i povezane statistike

Eigen-vrednost (% ukupne varijanse

3,129133
2,616756
1,824823
1,374372
1,266088
1,120883
1,019828
0,971603
0,808529
0,750783
0,694655
0,602953
0,484104
0,289816
0,025123
0,014444
0,006107

O O N OO0 b WIN| -

RPlR R R R R R e
Nlol o s w N RO

Tabela 7. Prva tri faktora razdvajanja morfometrijskih karaktera i indeksa vrsta roda

Faktor-promenljive korelacije (opterecenja faktora)

DG
SG
oD
RO
PO
DA
SA
DP
Sp
oP
DGR
SGR
SI
DAB
MSA
oDs
uD

18,40666
15,39268
10,73425
8,08454
7,44758
6,59343
5,99899
5,71531
4,75605
4,41637
4,08620
3,54678
2,84767
1,70480
0,14778
0,08497
0,03592

Faktor 1
-0,872644
0,071353
-0,847717
0,040343
-0,135026
-0,125531
0,086019
0,269550
-0,214948
0,313789
0,024008
0,158075
-0,067891
-0,664217
-0,066888
-0,402991
-0,863329

Kumulativna eigen-vrednost
3,12913
5,74589
7,57071
8,94508
10,21117
11,33206
12,35188
13,32349
14,13202
14,88280
15,57745
16,18041
16,66451
16,95433
16,97945
16,99389
17,00000

Elmis

Faktor 2 Faktor 3
0,066390 0,224291
0,231032 -0,216369
-0,071199 0,308266
0,003111 0,003942
0,142316 0,299741
0,423767 0,372557
0,703752 -0,042030
0,122366 0,718789
0,710678 -0,292287
-0,489314 0,730223
0,164087 0,263283
-0,322919 0,156996
0,027617 0,171117
-0,207634 -0,015199
0,663429 0,281226
-0,692589 -0,250575
0,066607 0,039745

Kumulativna - %
18,4067
33,7993
44,5336
52,6181
60,0657
66,6591
72,6581
78,3734
83,1295
87,5459
91,6321
95,1789
98,0265
99,7313
99,8791
99,9641
100,0000
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Posmatrajuéi sve vrste roda EImis u odnosu na prvu PC osu, vrsta Elmis cf. rioloides je
neznatno izdvojena u pozitivnom delu prve ose, i doslo je do delimi¢nog preklapanja
ove vrste sa vrstom E. cf. maugetii, a neznatno i sa vrstom E. cf. aenea. U odnosu na

drugu osu, sve tri vrste roda EImis su se preklopile (Slika 21).

o m]
2 m
DD [m] D]D o
og
& o 0.0
[x] oo
1 gn,ﬁ TR g Do e
o8 @ o &%
o g DDD &f RS
° & 8% ©
0 of po B o o ©
Poho, ohfonn (RSN
o~ o o o@E‘ o1 ¢ ooog © %
0 o © 0 ° o0 o & oo
& Q& o f o &3
1 o oyH go ooo o ° e
O o o
. ° 4 o 00% o0 o,
S
[u] %D - ¢ O
2 {ole] [u]
o o
a]
m]
3 o oo
m]
= © Species: E.aen
O Species: E.mau
-4 < Species: E.rio
-3 -2 -1 0 1 2 3
PC 1

Slika 21. Varijabilnost morfometrijskih karaktera i indeksa vrsta roda Elmis; prva i
druga osa. Skracenice: E.aen - E. cf. aenea, E.mau - E. cf. maugetii, E.rio - E. cf.
rioloides

Varijabilnost u prostoru druge i tre¢ce PCA ose (uticaj oblika) kod svih vrsta roda Elmis,
kao i kod vrsta roda Limnius, okarakterisana je preklapanjem svih vrsta po obe ose
(Slika 22).
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Slika 22. Varijabilnost morfometrijskih karaktera i indeksa vrsta roda Elmis; druga i
treca osa. Skracenice: E. aen - E. cf. aenea, E. mau - E. cf. maugetii, E. rio - E. cf.
rioloides

Kod vrste Elmis cf. aenea, u odnosu na prvu osu, jedinke populacije sa lokaliteta
DPakovo/Studenica neznatno su izdvojene u pozitivnom delu ose, a malim delom i u
negativnom, i delimi¢no su se preklapile sa populacijom sa lokaliteta Novi Grad/Sana.
Populacija E. cf. aenea sa Novi Grad/Sana se neznatno preklopila sa populacijom Pasna
Ravan/Tres$njica. U odnosu na drugu osu, doslo je do preklapanja jedinki svih
analiziranih populacija: Pasna Ravan/Tres$njica, Pakovo/Studenica, Gornjak/Mlava,
Novi Grad/Sana i Bijelila/Una (Slika 23).

64



o
1 o % %oo
o
8L o &
© (%
of g o o %a"
o o O
a
A Al [N
. . o » 0 R
N Ll e A
) A R S o
a R o
“a A
2 nh
3t A
4
-2 -1 0
PC1

e > ¢ 0O

Population:
Population:
Population:
Population:
Population:

EA_1
EA 3
EA_4
EA_8
EA 9

Slika 23. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Elmis cf. aenea; prva i druga osa

(brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Kod vrste Elmis cf. aenea, po drugoj i trecoj osi, jedinke populacija sa svih lokaliteta su

se preklopile (Slika 24).
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Slika 24. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Elmis cf. aenea; druga i tre¢a osa
(brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Kod vrste Elmis cf. maugetii, jedinke svih populacija (Gornja TreSnjica/Tres$njica,
Dbakovo/Studenica, Gornjak/Mlava, Mrtvine/Gaberska Reka i Novi Grad/Sana) su se
preklopile i po prvoj i po drugoj PC osi (Slika 25).
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Slika 25. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste EImis cf. maugetii; prva i druga
osa (brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Kod vrste Elmis cf. maugetii, u odnosu na drugu PC osu, populacija sa lokaliteta Novi
Grad/Sana se izdvojila u negativnom delu ose, i neznatno se preklopila sa populacijama
sa lokaliteta Gornja TreSnjica/Tresnjica, Gornjak/Mlava i Mrtvine/Gaberska Reka. U

odnosu na trecu osu, doslo je do preklapanja svih populacija vrste (Slika 26).
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Slika 26. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Elmis cf. maugetii; druga i treca
osa (brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Kod wvrste Elmis cf. rioloides, u prostoru prve PC ose, sve populacije
(Pakovo/Studenica, Gornjak/Mlava 1 Mrtvine/Gaberska Reka) su se preklopile. U
prostoru druge ose, populacija sa lokaliteta Mrtvine/Gaberska Reka se izdvojila u
negativnom delu ose, i delimi¢no preklopila sa populacijom Pakovo/Studenica, koja
prelazi i u pozitivan deo druge ose. Populacije Dakovo/Studenica i Gornjak/Mlava su se

preklopile u pozitivnom delu druge PC ose (Slika 27).
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Slika 27. Morfometrijska varijabilnost populacija vrsta Elmis cf. rioloides; prva i druga
osa (brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Kod vrste Elmis cf. rioloides, u odnosu na drugu PC osu, jedinke populacije sa lokaliteta
Gornjak/Mlava su se izdvojile u pozitivnom delu ose, i neznatno preklopile sa
jedinkama  populacije sa lokaliteta DPakovo/Studenica. Jedinke populacije
Mrtvine/Gaberska Reka, koje su u negativnom delu druge PC ose, delimi¢no su se
preklopile sa jedinkama populacije Pakovo/Studenica, koje su i u pozitivhom i u
negativnom delu ose. U odnosu na tre¢u PC osu, preklapanje svih jedinki populacija
vrste (Pakovo/Studenica, Gornjak/Mlava i Mrtvine/Gaberska Reka) je isto kao i u
odnosu na drugu PC osu (Slika 28).
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Slika 28. Morfometrijska varijabilnost populacija vrste Elmis cf. rioloides; druga i tre¢a
osa (brojevi lokaliteta uz vrstu dati su kao u Tabeli 1)

Uzevsi u obzir sve populacije vrste roda Elmis, u odnosu na prvu PC osu, u pozitivnom
delu prve PC ose, preklopile su se jedinke populacije vrste E. cf. aenea sa lokaliteta
bakovo/Studenica, jedinke populacija vrste E. cf. rioloides sa lokaliteta
DPakovo/Studenica i Mrtvine/Gaberska Reka, a neznatno i jedinke populacija vrste E. cf.
maugetii sa lokaliteta Gornjak/Mlava, Mrtvine/Gaberska Reka i Novi Grad/Sana. U
negativnom delu prve PC ose, doslo je do preklapanja svih analiziranih populacija vrsta
E. cf. maugetii i E. cf. aenea, osim vrste E. cf. rioloides, ¢ije su sve populacije
(Pakovo/Studenica, Gornjak/Mlava i Mrtvine/Gaberska Reka), u pozitivhom delu prve
PC ose. U odnosu na drugu PC osu, sve populacije svih vrsta roda Elmis su se
preklopile (Slika 29).
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Slika 29. Morfometrijska varijabilnost populacija svih vrsta roda Elmis; prva i druga
osa. Skracenice: EA - E. cf. aenea, EM - E. cf. maugetii, ER - E. cf. rioloides (brojevi
lokaliteta uz vrste dati su kao u Tabeli 1)

Uzevsi u obzir populacije svih vrsta roda EImis, u odnosu na drugu i trecu osu (uticaj
oblika), u prostoru druge PC ose se izdvojila populacija vrste E. cf. maugetii sa
lokaliteta Novi Grad/Sana u negativnom delu ose, i preklopila sa svim ostalim
populacijama vrsta, osim sa populacijama vrste E. cf. maugetii sa lokaliteta
bakovo/Studenica i Mrtvine/Gaberska Reka, i populacijom vrste E. cf. aenea sa
lokaliteta Gornjak/Mlava. Po trecoj osi, sve populacije svih vrsta roda Elmis su se
preklopile (Slika 30).
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Slika 30. Morfometrijska varijabilnost populacija svih vrsta roda Elmis; druga i treca
osa. Skracenice: EA - E. cf. aenea, EM - E. cf. maugetii, ER - E. cf. rioloides (brojevi
lokaliteta uz vrste dati su kao u Tabeli 1)

4.1.3. Diskriminantna analiza (DA)

Primenom diskriminantne analize ustanovljeno je da kod vrsta roda Limnius
morfometrijski karakter irina abdomena (SA) najvise doprinosi razdvajanju izmedu
vrsta i nosi najvec¢i deo varijabilnosti: ukupno 87% po prvoj osi (Tabela 8). Uzevsi u
obzir sve morfometrijske karaktere, jasno se uocava izdvajanje vrste L. opacus u

negativnom delu x-ose (Slika 31).
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Tabela 8. Faktor-strukturiran matriks analiziranih prediktora (pulovane unutargrupne

korelacije kanonijskih varijabli)

Varijabla Koren 1 Koren 2
SA 1,14127 0,09967
DG -1,33980 -0,09304
DGR 0,23162 -0,66402
RO 0,36344 -0,05111
ubD 0,46630 -0,20006
OP -2,95100 1,17930
Sp -2,87086 1,41673
DP -2,03622 -1,03522
SG 0,18229 -0,19526
DAB -0,36380 -0,20730
SG 0,36096 0,90484
oD 0,96805 1,50155
PO 0,16019 0,08282
OoDS 0,58227 -0,33648
MSA 0,57527 -0,52240
DA -0,13303 -0,04588
Eigen-vrednost 13,71338 1,96241
Kumulativna proporcija 0,87481 1,00000
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Slika 31. Razdvajanje vrsta roda Limnius na osnovu morfometrijskih karaktera
(diskriminantna analiza)

Primenom diskriminantne analize (DA), kod analiziranih vrsta roda Elmis,
faktor koji najvise doprinosi razdvajanju je duzina tela (UD), koja nosi 95%
varijabilnosti po prvoj osi (Tabela 9). Uzevsi u obzir sve morfometrijske karaktere,

uocava se delimi¢no izdvajanje vrste E. cf. rioloides u pozitivnom delu x-ose (Slika 32).
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Tabela 9. Faktor-strukturiran matriks analiziranih prediktora (pulovane unutargrupne
korelacije kanonijskih varijabli)

Varijabla Koren 1 Koren 2
ub -0,952092 0,33624
DP -0,159763 1,63577
DG -0,392670 -0,55043
OoP 0,398034 -1,57460
DA 0,285593 0,00825
DAB -0,334604 0,72976
SG 0,119583 -0,29183
MSA 0,285891 -1,71628
Sp 0,189047 -0,83125
OoDS 0,243843 -1,62507
DG 0,127016 0,03912
RO 0,099293 0,09509
oD 0,146537 -0,05188
Eigen-vrednost 8,331911 0,77907
Kumulativna proporcija 0,914491 1,00000
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Slika 32. Razdvajanje vrsta roda Elmis na osnovu morfometrijskih karaktera

(diskriminantna analiza)

Prose¢ne vrednosti analiziranih morfometrijskih karaktera i indeksa vrsta roda

Limnius date su Tabeli 4, a vrsta roda EImis u Tabeli 5 (Prilog 1).

4.1.4. SOM analiza: uticaj abiotickih faktora na morfometrijsku
varijabilnost — modeli vrsta

U svrhu odredivanja stepena korelisanosti analiziranih morfometrijskih
karaktera sa merenim sredinskim faktorima, kao i vizualizacije intraspecijske
morfometrijske varijabilnosti karaktera analiziranih vrsta familije Elmidae, kori$¢ene su
samoorganizuju¢e mape (Kohonen, 1982). Konstruisane neuronske mreze prikazuju
geografsku pozicioniranost i distribuciju jedinki svake vrste po lokalitetima (Slika 33a,

b, c, d, e, f). Numeracija lokaliteta je kao u Tabeli 1 (Poglavlje 3.1.).
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Kod vrste Limnius intermedius SOM analizom ustanovljeno je da su jedinke
najvise grupisane unutar lokaliteta Ezeroto/Sivijak i1 morfometrijski najsli¢nije
jedinkama sa lokaliteta Bijelina/Una, a one su najsli¢nije jedinkama sa lokaliteta Velika
Snjegotina/Snjegotina (Slika 33a).

Kod wvrste Limnius volckmari SOM distribucije jedinki unutar lokaliteta,
agregacija klastera ukazuje da postoji distinkcija jedinki po lokalitetima, sa
preklapanjem jedinki sa lokaliteta Pakovo/Studenica i Mrtvine/Gaberska Reka, Pasna
Ravan/Tresnjica i Gornjak/Mlava, kao i1 Gornja TreSnjica/Tresnjica i Pakovo/Studenica,
koje su medusobno morfometrijski najsli¢nije (Slika 33b).

Kod vrste Limnius opacus SOM analiza distribucije pokazuje da se jedinke jasno
grupisu po lokalitetima (Slika 33c).

SOM analizom pozicioniranosti jedinki po lokalitetima vrste Elmis cf. aenea
utvrdeno je da dolazi do preklapanja jedinki sa lokaliteta Pakovo/Studenica, Novi
Grad/Sana 1 PaSna Ravan/Tres$njica, kao i1 sa lokaliteta Pasna Ravan/TresSnjica,
Gornjak/Mlava, Novi Grad/Sana i Bijelila/Una, koje su po morfometrijskim karakterima
medusobno najsli¢nije (Slika 33d).

SOM analizom pripadnosti jedinki vrste Elmis cf. maugetii po lokalitetima
ustanovljeno je da nije utvrdena jasna agregacija jedinki po lokalitetima, ve¢ vecina
jedinki sa razli¢itih lokaliteta pokazuje medusobnu morfometrijsku sli¢nost (Slika 33e).

Na osnovu SOM analize distribucije jedinki po lokalitetima, kod vrste Elmis cf.
rioloides u vecoj meri se poklapaju jedinke sa lokaliteta Pakovo/Studenica i
Mrtvine/Gaberska Reka, a u manjoj meri sa lokaliteta BPakovo/Studenica i
Gornjak/Mlava, ispoljavaju¢i medusobnu sli¢nost mofometrijskih karaktera (Slika 33f).

Na neuronskim mrezama (Slike 34, 36, 38, 40, 42 i 44) skala gradijenta (desno)
prikazuje opseg izmerenih vrednosti pojedinac¢nih sredinskih parametara (min-max) u
odgovaraju¢im mernim jedinicama. Tamnije nijanse plave boje za svaki parametar
ukazuju na njegovu visoku korelisanost sa minimalnim, dok tamnije nijanse crvene boje
ukazuju na njegovu visoku Kkorelisanost sa maksimalnim izmerenim vrednostima.
Opadanje intenziteta zasencenosti indikuje 1 opadanje vrednosti parametra.
Metodologija SOM je opisana u Poglavlju 3.3.2.2.

Distribucija heksagonalnih neurona i njihovih klastera predstavlja vizuelnu

korelaciju inteziteta morfometrijskih i sredinskih parametara, tj. SOM model za svaku
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vrstu (Slike 35, 37, 39, 41, 43 i 45). Konstruisane neuronske mreze vizualizuju gradijent
abiotickih faktora (pasivni faktori) i morfomoterijskih karaktera i indeksa vrsta (aktivni
faktori). Na pomenutim neuronskim mrezama koloritna skala gradijenta (desno)
prikazuje opseg izmerenih vrednosti (min-max) morfometrijskih karaktera (izraZzen u
mm) i morfometrijskih indeksa. Razli¢it intenzitet obojenosti heksagonalnih neurona dat
je u odnosu na koloritnu skalu gradijenta uticaja abioti¢kih faktora na morfomertrijske
parametre. Tamnije nijanse zasencenosti boje za svaki parametar ukazuju na njegovu
visoku korelisanost sa minimalnim/maksimalnim vrednostima u studiji. Opadanje
intenziteta zasencenosti indikuje i opadanje vrednosti parametra.

SOM analizom morfometrijskih  karaktera vrste Limnius intermedius
ustanovljeno je da postoji heterogena distribucija svih klastera, odnosno da je izrazena
intraspecijska varijabilnost svih karaktera (Slika 35), a jedinke su najsli¢nije po
karakterima DG (duzina glave), PO (pre¢nik oka) i SA (3irina abdomena), kao i po OD
indeksu (odnos duzine i Sirine glave), koji su visoko korelisani sa nizim vrednostima
izmerenih koncentracija nitrata, NO3™ (Slika 34).

Na osnovu SOM analize morfometrijskih karaktera vrste Limnius volckmari
utvrdeno je da je izraZena intraspecijska varijabilnost svih karaktera (Slika 37).
Najkonzervativniji karakteri su: RO (rastojanje izmedu ociju), koji je visoko korelisan
sa nizim vrednostima nitrata (NO3’), DP (duzina pronotuma) koji je visoko korelisan sa
sa ve¢im pH vrednostima i vi§im koncentracijama rastvorenog kiseonika (DO), kao i
indeks odnosa duzine i maksimalne §irine abdomena (ODS), koji je visoko korelisan sa
prose¢nim vrednostima elektroprovodljivosti, EC (Slika 36).

SOM analizom morfometrijskih karaktera vrste Limnius opacus (Slika 39)
ustanovljeno je da su najkonzervativniji karakteri: SA (3irina antena), DG (duZina
glave) i RO (rastojanje izmedu oc€iju), koji su u visokoj korelaciji sa nizim nadmorskim
visinama, dok su karakteri DA (duzina antena), SP (Sirina pronotuma) i MSA
(maksimalna $irina abodmena) u visokoj korelaciji sa ve¢im pH vrednostima i viSim
koncentracijama rastvorenog kiseonika, DO (Slika 38). Heteregenost klastera ukazuje
na postojanje ve¢e morfometrijske varijabilnosti svih ostalih karaktera i indeksa (Slika
39).

Na osnovu SOM analize morfometrijskih karaktera vrste Elmis cf. aenea (Slika

41) konstatovana je najveca slicnost jedinki sa svih lokaliteta po karakterima DP
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(duZina pronotuma) i MSA (maksimalna §irina abdomena), koji su visoko korelisani sa
ve¢im pH vrednostima i visSim koncentracijama rastvorenog kiseonika (DO), kao i po
indeksu ODS (odnos duzine i maksimalne §irine abdomena), koji je visoko Korelisan sa
nizim nadmorskim visinama (Slika 40). Za sve ostale analizirane morfometrijske
karaktere i indekse utvrdena je veca interpopulaciona varijabilnost (Slika 41).

SOM analizom morfometrijskih karaktera vrste Elmis cf. maugetii (Slika 43)
otkrivena je heterogenost klastera svih analiziranih parametara, a najvecu
konzervativnost pokazuju karakteri: DG (duzina glave) i SA (Sirina abdomena), koji su
visoko korelisani sa ve¢im pH vrednostima i visim koncentracijama rastvorenog
kiseonika (DO), kao i indeks duzine i Sirine pronotuma (OP), koji nije korelisan ni sa
jednim sredinskim parametrom (Slika 42).

SOM analizom morfometrijskih karaktera vrste Elmis cf. rioloides (Slika 45),
konstatovana je najveéa sli¢nost jedinki sa svih lokaliteta u karakteru SI (3irina od
bo¢ne ivice grebena do ivice pronotuma), kao i u indeksu OP (odnos duzine i Sirine
pronotuma), koji su visoko korelisani sa ve¢im temperaturama vode (T), pH
vrednostima, procentualnim zasi¢enjem vode kiseonikom (% 0Oz), kao i viSim
koncentracijama rastvorenog kiseonika, O> (Slika 44). Ve¢i broj klastera utvrden je za
sve ostale analizirane morfometrijske karaktere i1 indekse, odnosno veéa je

intraspecijska varijabilnost (Slika 45).

79



a) Limnius intermedius b) Limnius volckmari

3 SLvitz
ELviaT BLv131 L3
ELv145 w14

1L¥15
L4186

Slika 33. SOM za distribuciju jedinki po lokalitetima odabranih vrsta elmida. Napomena: prvi broj oznacava broj lokaliteta. Lokaliteti su numerisani kao u Tabeli 1.
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c) Limnius opacus

Nastavak slike 33. SOM za distribuciju jedinki po lokalitetima odabranih vrsta elmida

d) Elmis cf. aenea
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e) Elmis cf. maugetii

S8EmI160
B8EMI70

8Em162
8EmMI71

Nastavak slike 33. SOM za distribuciju jedinki po lokalitetima odabranih vrsta elmida

f) Elmis cf. rioloides
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Limnius intermedius

nadmvis T

Do %02

NO3
25
B 20
115
410
5
0

Slika 34. SOM vizualizacija sredinskih parametara za vrstu Limnius intermedius. Napomena: skracenice parametara date su u Poglavlju 3.3.2.2.
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Limnius intermedius
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Slika 35. SOM vizualizacija analiziranih morfometrijskih karaktera i indeksa vrste Limnius intermedius. Napomena: skracenice karaktera i indeksa date su u Poglavlju
3.3.2.2.
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Slika 36. SOM vizualizacija sredinskih parametara za vrstu Limnius volckmari. Napomena: skracenice parametara date su u Poglavlju 3.3.2.2.
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Limnius volckmari
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Slika 37. SOM vizualizacija analiziranih morfometrijskih karaktera i indeksa vrste Limnius volckmari. Napomena: skracenice karaktera i indeksa date su u Poglavlju
3.3.2.2.
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Limnius opacus

nadmvis
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Slika 38. SOM vizualizacija sredinskih parametara za vrstu Limnius opacus. Napomena: skracenice parametara date su Poglavlju 3.3.2.2.
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Limnius opacus
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Slika 39. SOM vizualizacija analiziranih morfometrijskih karaktera i indeksa vrste Limnius opacus. Napomena: skracenice karaktera i indeksa date su u Poglavlju 3.3.2.2.
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Elmis cf. aenea
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Slika 40. SOM vizualizacija sredinskih parametara za vrstu Elmis cf. aenea. Napomena: skrac¢enice parametara date su u Poglavlju 3.3.2.2.
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Elmis cf. aenea
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Slika 41. SOM vizualizacija analiziranih morfometrijskih karaktera i indeksa vrste Elmis cf. aenea. Napomena: skracenice karaktera i indeksa date su u
Poglavlju 3.3.2.2.
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Elmis cf. maugetii
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Slika 42. SOM vizualizacija sredinskih parametara za vrstu Elmis cf. maugetii. Napomena: skracenice parametara date su u Poglavlju 3.3.2.2.
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Elmis cf. maugetii
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Slika 43. SOM vizualizacija analiziranih morfometrijskih karaktera i indeksa vrste EImis cf. maugetii. Napomena: skra¢enice karaktera i indeksa date su
u Poglavlju 3.3.2.2.

92



Elmis cf. rioloides
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Slika 44. SOM vizualizacija sredinskih parametara za vrstu Elmis cf. rioloides. Napomena: skra¢enice parametara date su u Poglavlju 3.3.2.2.

93



Elmis cf. rioloides

0.055 —_— _— 0.14
0.05

0.4 0.12 0.12
0.045 64 "
0,08 0.12 -

0.26 0A22
0.054 6B
0.052
0.05 0.24 0.017 0.2
0.048
0.046 0.22 0.016

0.18

0.235 0.175 0.165

0.2 0.17
0:28 0.26 0.165 0.18
0.225 0.25 8-1 25 0.155
0.22 7 0.15
0.09 0.36 0.32
0.08 . 0.31 0.35
0.07 : 0.3 0.34
0.06 nr
0.05 : 0.29 0.33

Slika 45. SOM vizualizacija analiziranih morfometrijskih karaktera i indeksa vrste EImis cf. rioloides. Napomena: skracenice karaktera i indeksa date su
u Poglavlju 3.3.2.2.
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4.2. Uticaj hidroloskih parametara na morfometrijske karaktere

Kako bi se ustanovila korelacija veli¢ine adultnih jedinki i parametara
hidroloskog rezima vodotoka (vodostaja i proticaja), kao i dubine uzorkovanja, izabrano
je Sest brdsko-planinskih profila reka u Srbiji i vrsta EImis maugetii Latreille, 1802 kao
model (opisano u Poglavlju 3.3.3), kako bi se testiralo da li hidrauli¢ki pritisak vode
utice na veli¢inu jedinki. Imaju¢i u vidu sedentarnost i relativno slabu pokretljivost
elmida unutar akvati¢nih stanista, pretpostavljeno je da su njihove fenotipske adaptacije
na lokalne sredinske uslove izrazenije. Jednofaktorskim ANOVA testom dokazano je da
postoje znacajne razlike (p < 0,05) u veli¢ini jedinki razli¢itih grupa (populacija) vrste
E. maugetii (Tabela 10). U Tabeli 11 dati su osnovni podaci o lokalitetima i merenjima
vrste E. maugetii. Vrednosti izmerenih fizickih i hemijskih parametara (temperatura i

zasi¢enost vode kiseonikom) na lokalitetima dati su u Tabeli 2 (Poglavlje 3.3.3).

Tabela 10. ANOVA test — uticaj parametara hidroloskog reZzima vodotoka na veli¢inu

jedinki vrste EImis maugetii na istrazivanim lokalitetima

Duzina tela SS Df MS F p F crit
Izmedu lokaliteta 2,522 5 0,504 27,67 0,001 2,275
Ukupno 5,239 154
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Tabela 11. Elmis maugetii Latreille, 1802 - morfometrijska varijabilnost odabranih

karaktera u odnosu na vodostaj, proticaj i dubinu uzorkovanja

Profil Tulare/Tular Trnski Mrtvine/Gabe Krivi Crnajka/Crn Manastir
ska Reka Odorovci/Jer rska Reka Dol/Visocica ajka Manasija/Resa
ma va
Dubina
uzorkovanja 0,5 1,0 0,7 0,3 0,5 1,0
(m)
Vodostaj 17 47 58 21 20 23
(cm)
Proticaj (m3 0,016 1,270 0,868 0,610 0,064 2,070
s
Ukupan broj
izmerenih
adultnih 16 22 40 18 17 42
jedinki
Prose¢na
duzina tela-
PDT (mm) 1,84 2,12 2,10 2,05 1,89 2,23
Prosec¢na
duzina
glave-PDG 0,24 0,30 0,29 0,29 0,25 0,31
(mm)
Prosecna
§irina
protoraksa- 0,59 0,71 0,69 0,66 0,69 0,72
PSP (mm)

Metodom linearne regresije (Kenney i Keeping, 1962) ustanovljeno je da od svih

analiziranih parametara hidrolo§kog reZzima vodotoka, jedino proticaj zna¢ajno korelisan

sa svim analiziranim morfometrijskim karakterima (p < 0,05), dok ne postoji zavisnost

vodostaja i dubine uzorkovanja ni sa jednim morfometrijskim karakterom (Tabela 12).
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Tabela 12. Testiranje znacajnosti vodostaja, dubine uzorkovanja i proticaja sa
morfometrijskim karakterima vrste EImis maugetii linearnom regresijom. Skraéenice:

PDG - prose¢na duzina glave, PSP - prose¢na §irina protoraksa, PDT - prose¢na duZina

tela
Vodostaj/Morfometrijski PDG PSP PDT
karakter
F 1,139 0,9635 1,038
DFn, DFd 14 14 14
p 0,3460 0,3819 0,3659
Dubina uzorkovanja
/Morfometrijski
karakter
F 2,431 2,982 3,675
DFn, DFd 14 14 14
p 0,1940 0,1593 0,1277
Proticaj/Morfometrijski
karakter
F 18,3 22,89 42,30
DFn, DFd 14 14 14
p 0,0129 0,0087 0,0029

4.3. Uticaj abioti¢kih faktora na populacije odabranih vrsta familije
Elmidae

Dobijene vrednosti fizickih 1 hemijskih parametara na ispitivanim lokalitetima
prikazane su u Tabeli 1 u Prilogu 1. Temperatura vode se kretala od 8,3 °C (Pasna
Ravan/Tre$njica) do 24,9 °C (Novi Grad/Sana), §to odgovara sezonskom aspektu tip-
specifi¢nih uslova u vodotoku. Vrednosti koncentracije rastvorenog kiseonika (Oy), i
procentualne zasi¢enosti vode kiseonikom bile su na svim lokalitetima visoke, osim na
lokalitetima Plavna/Zamna i Mrtvine/Gaberska/Reka, gde bile nesto nize (7,6 mg/l,
80%; odnosno 8 mg/l, 83%). Izmerene pH vrednosti na svim lokalitetima ukazuju na
alkalne, odnosno visoko alkalne vode na jednom lokalitetu (Ezeroto/Sivijak; pH
vrednost je 9,00). Elektroprovodljivost (uS/cm) se kretala od 172 (Velika
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Snjegotina/Snjegotina) do 615 (Mrtvine/Gaberska Reka). lzmerene koncentracije nitrata
(NO3-N) kretale su se od 0,28 mg/l (Velika Snjegotina/Snjegotina) do 27 mgl/l
(Ezeroto/Sivijak).

Tokom istrazivanja zabelezeno je da je u zajednici na istim lokalitetima
koegzistiralo vise vrsta familije EImidae, na pojedinim i do Cetiri vrste. U Tabeli 13 dat

je prikaz registrovanih vrsta elmida na istim lokalitetima.

Tabela 13. Registrovane vrste roda Limnius i EImis u zajednicama ispitivanih lokaliteta.
Numeracija lokaliteta: Srbija (1-Pasna Ravan/Tres$njica, 2-Gornja TreSnjica/TreSnjica,
4-Gornjak/Mlava, 6-Mrtvine/Gaberska Reka),
Hercegovina (7-Velika Snjegotina/Snjegotina, 8-Novi Grad/Sana, 9-Bijelila/Una)

3-Dakovo/Studenica, Bosna i

Pasna Gornja Dakovo/Stud | Gornjak/Mlava | Mrtvine/Gaber | Velika Novi Bijelila/Una
Ravan/Tre§ | TreS$njica/Tre | enica ska Reka Snjegotina/Snj | Grad/Sana
Lokalitet i e i
njica Snjica egotina
L.opacus L.volckmari L.volckmari L.volckmari L.volckmari L.intermedius | L.opacus L.intermedius
Vrsta L.volckmari | E.cf.maugetii | E.cf.aenea E.cf.aenea E.cf.maugetii L.opacus L.volckmari E.cf.aenea
E.cf.aenea E.cf.rioloides | E.cf.rioloides E.cf.rioloides E.cf.aenea
E.cf.maugetii

Razmatrajuéi tipologiju istrazivanog podrucja, lokaliteti Pasna Ravan/Tresnjica
(limnofaunisticki region 5), Plavna/Zamna (prelaz regiona 7 i 5) i Ezeroto/Sivijak
(region 7) imaju sli¢ne tipove mikrostaniSta, i nalaze se u izvoriSnim delovima
vodotokova planinskih podrué¢ja. Takode, sli¢ne tipove mikrostani$ta imaju lokaliteti:
Gornja/Tre$njica (region 5), Pakovo/Studenica (region 5), Gornjak/Mlava (prelaz
regiona 7 i 5), Mrtvine/Gaberska Reka (region 7), Bijelila/Una (region 5) i
Kozijata/nizvodno od hidroelektrane ,,Malusa” (region 7), te lokaliteti Velika
Snjegotina/Snjegotina (region 5) i Novi Grad/Sana (region 5), koji se pretezno nalaze u

brdsko-planinskim podru¢jima Balkanskog poluostrva. Konstatovano je da su sve
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odabrane vrste elmida na svim obradenim lokalitetima nadene u stanisStima gde su bile

prisutne mahovine i epilitska vegetacija.

Takode, analizirana je korelacija sastava i strukture populacija tri vrste roda
Limnius (L. volckmari, L. intermedius i L. opacus), kao i tri vrste roda Elmis (E. cf.
aenea, E. cf. maugetii i E. cf. rioloides) i slede¢ih fizickih i fizicko-hemijskih
parametara vode odredenih prethodnom selekcijom kanonijske korespodentne analize:
pH, temperatura vode, elektroprovodljivost, rastvoreni kiseonik, procentualna
zasi¢enost vode kKiseonikom i nitrati (Tabele 14a i 15a).

Tako je na osnovu kanonijske korespodentne analize, posmatranjem odnosa
parametara i vrsta u sredinskim gradijentima, utvrdeno je da postoji odvajanje po
vrstama roda Limnius, ali i po faktorima. lzmereni fizicko-hemijski parametri

predstavljeni su odgovaraju¢im vektorima na graficima (Slike 46 i 47).

Tabela 14.

a) Gradijent uticaja fizickih i hemijskih parametara na populacije vrsta roda Limnius na

istrazivanim lokalitetima kao rezultat prethodne selekcije

Varijabla Eigen-vrednost F Verovatnoéa
statistika
pH 0,3046 3,050 0,299
Rastvoreni Oz (mgL™) 0,3461 3,615 0,027
Nitrati (NOs-N) (mgL?) 0,1307 1,115 0,174
Elektroprovodljivost (uS/cm) 0,0851 0,699 0,288
Temperatura vode (°C) 0,0069 0,053 0,303
Zasicéenje vode kiseonikom (%) 0,0058 0,045 0,307

b) Udeo varijabilnosti duz prve dve kanonijske ose — vrste roda Limnius

Nefitovana kanonijska osa | Udeo varijabilnosti (%6)

1 70

2 30
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¢) Monte Carlo test

Monte Carlo test R kvadrat F Verovatnoéa
koeficijent
1000 permutations 0,675 0,146 0,042
A
2 Principal axis 2
p O2(mgl)
7 L. opacus
02 (%)
8
9
3 T(°C)
\ 4
. . 2 !
0 L. intermedius
10 L. volckmari
6
i1 g
| 2 4 EC(uS/cm)
B NO3-N(mg/l
pH
2 >
-2 0 2

Principal axis 1
Slika 46. Kanonijska korespodentna analiza (CCA) vrsta roda Limnius i sredinskih parametara.
Lokaliteti: Srbija (1-Pasna Ravan/Tresnjica, 2-Gornja Tre$njica/Tre$njica, 3-Dakovo/Studenica,
4-Gornjak/Mlava, 5-Plavna/Zamna, 6-Mrtvine/Gaberska Reka); Bosna i Hercegovina (7-Velika
Snjegotina/Snjegotina, 8-Novi Grad/Sana, 9-Bijelila/Una); Bugarska (10-Kozijata/nizvodno od

hidroelektrane ,,Malusa”, 11-Ezeroto/Sivijak)

U odnosu na prvu kanonijsku osu (Slika 46) uocava se izdvajanje vrsta L.
volckmari i L. opacus u pozitivnom delu, odnosno vrste L. intermedius u negativnom

delu ose. Takode, u odnosu na prvu kanonijsku osu, koja opisuje 70% varijabilnosti
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(Tabela 14b), temperatura i elektroprovodljivost orijentisani su u istom smeru, i uocava
se pozitivna korelacija sa vrstom L. volckmari, a delimi¢no i L. opacus (Slika 46).
Monte Carlo permutacionim testom (1000 permutacija) dokazana je statisticka
znaCajnost sume svih eigen-vrednosti pojedina¢nih faktora (p < 0,05; Tabela 14c).
Koncentracija rastvorenog kiseonika (O2), procentualna zasi¢enost vode kiseonikom,
pH i koncentracija nitrata (NO3-N) su orijentisane u suprotnom smeru od prethodnih

faktora, i vrsta L. intermedius je pozitivno sa korelisana ovim faktorima.

U odnosu na drugu kanonijsku osu (Slika 46) koja opisuje 30% varijabilnosti
(Tabela 14b), uocava se pozitivha Korelacija vrste L. opacus sa slede¢im faktorima:
koncentracijom rastvorenog kiseonika (mg/l), zasi¢eno$¢u vode kiseonikom (%) i
temperaturom (°C). Parametri pH, elektroprovodljivost i nitrati (NO3z-N) su orijentisani
u negativnom delu druge ose, i sa njima su pozitivno korelisane vrste L. intermedius i L.
volckmari (Slika 46).

Tabela 15

a) Gradijent uticaja fizi¢kih i hemijskih parametara na populacije vrsta roda Elmis na

istrazivanim lokalitetima kao rezultat prethodne selekcije

Varijabla Eigen-vrednost F statistika | Verovatnoéa
Rastvoreni Oz (mgL) 0,1963 5,041 0,005
Temperatura vode (°C) 0,0474 0,744 0,204
Nitrati (NOs-N) (mgL?) 0,1068 1,983 0,152
pH 0,0429 0,665 0,111
Zasicéenje vode kiseonikom (%) 0,0276 0,411 0,542
Elektroprovodljivost (uS/cm) 0,0089 0,127 0,001
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b) Udeo varijabilnosti duz prve dve kanonijske ose — vrste roda EImis

Nefitovana kanonijska osa

Udeo varijabilnosti (%6)

1 81
2 19
¢) Monte Carlo test
Monte Carlo test R kvadrat F koeficijent Verovatnoéa
1000 permutations 0,263 0,128 0,0067
A
2 Principal axis 2
S b EC (uS/cm)
E.rioloides -
grré 1
0 4
pH E. aenea
E. maugetii 6
4 4
2 » T(°C) ©2(%) Ao y
NO3-N (mg) 2 (mof)
-2 >
-2 0 2

Principal axis 1

Slika 47. Kanonijska korespodentna analiza (CCA) vrsta roda Elmis i sredinskih parametara.

Lokaliteti: Srbija (1-Pasna Ravan/Tresnjica, 2-Gornja Tre$njica/Tresnjica, 3-Dakovo/Studenica,

4-Gornjak/Mlava, 5-Plavna/Zamna, 6-Mrtvine/Gaberska Reka); Bosna i Hercegovina (7-Velika

Snjegotina/Snjegotina, 8-Novi Grad/Sana, 9-Bijelila/Una); Bugarska (10-Kozijata/nizvodno od

hidroelektrane ,,Malusa”, 11-Ezeroto/Sivijak)
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Na osnovu kanonijske korespodentne analize (Slika 47), posmatranjem odnosa
parametara i vrsta u sredinskim gradijentima, utvrdeno je da postoji odvajanje po
vrstama roda Elmis, ali i po faktorima. U odnosu na prvu kanonijsku osu uocava se
izdvajanje vrste E. cf. aenea u pozitivnhom delu, odnosno vrsta E. cf. maugetii i E. cf.
rioloides u negativnom delu ose. Monte Carlo permutacionim testom (1000
permutacija) dokazana je statistiCka znacajnost ordinacije kanonijskih osa (p < 0,05;
Tabela 15c). U odnosu na prvu kanonijsku osu koja opisuje 81% varijabilnosti (Tabela
15b), koncentracija rastvorenog kiseonika u vodi (O2) i zasi¢enost vode kiseonikom (%)
orijentisani su u istom smeru, i uocava se pozitivna korelacija ovih faktora sa vrstom
Elmis cf. aenea (Slika 47).

Vrsta Elmis cf. aenea zabelezena je u uslovima supersaturacije (i do 138%
zasi¢enja kiseonikom; lokalitet Novi Grad/Sana, Federacija Bosne i Hercegovine).
Elektroprovodljivost, pH, nitrati (NOs-N) i temperatura su orijentisani u suprotnom
smeru od kiseoni¢nih faktora. Vrsta Elmis cf. rioloides je pozitivho korelisana sa
elektroprovodljivos¢u, a vrsta E. maugetii sa pH, koncentracijom nitrata (NOs-N) i
temperaturom (Slika 47).

U odnosu na drugu kanonijsku osu (Slika 47), koja opisuje 19% varijabilnosti
(Tabela 15b), jedino je elektroprovodljivost orijentisana u pozitivnom delu, i uocava se
pozitivna korelacija ovog faktora sa vrstom E. rioloides. Ostali faktori [pH, nitrati
(NOs-N), zasi¢enost kiseonikom (%) i rastvoreni kiseonik (O2)] su orijentisani u
negativnom delu druge kanonijske ose, i sa njima je pozitivno korelisana vrsta E. cf.

maugetii, dok je vrsta E. cf. aenea indiferentna (Slika 47).

4.4. Filogenetska analiza taksona familije Elmidae podrucja Balkanskog
poluostrva

4.4.1. Barkodiranje taksona

Rezultati barkodiranja taksona familije Elmidae sa podrucja Balkanskog
poluostrva (obuhvacdeno je 13 lokaliteta iz 5 zemalja: Srbija, Hrvatska, Bugarska,
Severna Makedonija i Grcka) prikazani su u Tabeli 16. Ukupno je sekvencirano 19
jedinki u okviru 6 vrsta: EImis maugetii Latreille, 1802, Riolus cupreus (Miiller, 1806),

Normandia nitens (Muller, 1817), Oulimnius tuberculatus (Mdller, 1806), Limnius
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intermedius Fairmaire, 1881 i Limnius volckmari (Panzer, 1793), a tri klastera su

determinisana do taksonomske kategorije roda (Stenelmis sp., Elmis spp.). Takode, u

sklopu barkodiranja sproveden je upis svih jedinki sa podru¢ja Balkanskog poluostrva

sa prate¢im podacima u BOLD bazu gena. Podaci o barkodiranim jedinkama elmida ove

studije dostupni su na linku dx.doi.org/10.5883/DS-ELMBNOV.

Tabela 16. Barkodirani taksoni familije EImidae sa podruc¢ja Balkanskog poluostrva

Kod

DNK Stadijum Godina Kod

uzorka BOLD ID jedinke*  sakupljanja Drzava** lokaliteta  Takson

FZ1568 ELMEU090-18 LA 2017 BG YAl Stenelmis sp.
FZ1569 ELMEU091-18 LA 2016 RS Ml Oulimnius tuberculatus
Fz1573 ELMEU092-18 IM 2017 RS MR2 Normandia nitens
FZ1574 ELMEU093-18 IM 2017 RS PR Limnius intermedius
FZ1578 ELMEU094-18 IM 2017 SM MK Limnius volckmari
Fz1580 ELMEU095-18 LA 2014 RS KD Limnius volckmari
FZz1584 ELMEU096-18 IM 2015 RS KR Elmis maugetii
FZ1585 ELMEU097-18 IM 2015 RS KR Elmis maugetii
FZ1589 ELMEU098-18 LA 2016 RS NV Elmis maugetii
FZ1590 ELMEU099-18 LA 2016 RS NV Elmis maugetii
FZ1593 ELMEU100-18 IM 2017 RS PO Elmis sp.

FZ1600 ELMEU101-18 IM 2017 RS MR3 Elmis sp.

FZ1601 ELMEU102-18 IM 2017 GR ZG2 Elmis maugetii
Fz1602 ELMEU103-18 IM 2017 BG YA2 Elmis sp.

FZ1606 ELMEOU104-18 IM 2017 RS MR2 Riolus cupreus
FZ1609 ELMEU105-18 IM 2016 HR OR Elmis sp.

FZ1610 ELMEU106-18 IM 2016 HR OR Elmis maugetii
FZ1611 ELMEU107-18 IM 2015 RS JR Elmis maugetii
FZ1615 ELMEU109-18 IM 2017 GR ZG1 Elmis maugetii

Napomena: * LA - larva, IM - imago, ** RS - Srbija, HR - Hrvatska, SM - Severna Makedonija, BG -
Bugarska, GR - Gr¢ka
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4.4.2. Filogenetska stabla

Za sekvencirane jedinke razli¢itih vrsta elmida konstruisana su dva tipa
filogenetskih stabala: neukorenjeno stablo, metoda maksimalne verovatnoc¢e, Maximum-
Likelihood (Slika 48) i Neighbor-Joining stablo sa K2P distancama (Slika 49). Podaci o
jedinkama koje su kori$¢ene za konstrukciju filogenetskih stabala dati su u Tabeli 1 u
Prilogu 2.

Topologija ML (Maximum-Likelihood) i NJ (Neighbor-Joining) stabala je u
najvecem delu podudarna. U NJ filogenetskom stablu pojedini uzorci su svrstani shodno
pripadnosti pojedinim vrstama, a podrska za grane koje definiSu vrste je visoka
(uglavnom iznad 90% u NJ analizi, Slika 49). Vrste su u NJ stablu svrstane prema

odgovaraju¢im rodovima u grupe sa umerenom do visokom podrskom (Slika 49).
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GBMIN52035-17|EImis|COI-5P|MF458698

GCOL6224-16|Elmis_maugetii|COI-5P|KU911322
GBMINS2034-17|Elmis|COI-5P|MF458697
CCOL6236-16|EImis_maugetii|COI-5P|KUS08094
FZ_1610
FZ_1601
FZ_1615 3 a8
FZ 1584 - Elmis maugetii
FZ_1585
FZ_1589
FZ_1611
FZ_1550
FBAQU289-09|Elmis_latreillei|COI-5P|HM401281-SUPPRESSED
FBAQU290-09|Elmis_rietscheli]COIl-5P|HM422035-SUPPRESSED
GCOL8210-16|Elmis_aenea|COI-5P|KU914345
GCOL8796-16|Elmis_aenea|COI-5P|KU918081

GBCL24512- IS[EImls perezi|COI-5P|HF947938
FZ_1593 Elmis sp.
FBAQU154~ OQIEImls _rioloides|COI-SP|HM376183-SUPPRESSED
GCOL1006~16|Elmis_rioloides|COI-5P|KU913227
GCOL1006~16|Elmis rioloides|COI-5PIKU913227(2)
FBCOG779-12|Elmis_rioloides|COI-5P|KM445562
GCOL1007-16/Elmis_rioloides|COI-SP|KU911664
GCOL1007-16|Elmis rioloides|COI-5P|KU911664(2)
FZ_1612
FZ_1600 Elmi
FZ_1602 mis sp.
FZ_1609
g GCOL3501-16|Elmis_obscura|COI-5P|KU918143
1 GCOL8795-16|EImis_obscura|COI-5P|KU911235
FBAQU470-10|Riolus_cupreus|COI-5P|HM401355-SUPPRESSED

FBAQU471-10| Riolus::upreuleOI-SPlHM401356'SUPPRFSSED <
‘ FZ_1606 -z Riolus cupreus
FZ_1573 o Normandia nitens

FBCOG8S3-12|Riolus _illiesi|COI-SP|KM444336
4|_—l FBAQU472-10|Riolus_subviolaceus|COI-SP|HM401357-SUPPRESSED
FBAQUA473-10|Riolus_subviolaceus|COI-5P|HM401358-SUPPRESSED
FBAQU452-10|Normandia_nitens|COI-5P|HM401343-SUPPRESSED
| FBAQUAL1-10lEsolus_pygmaeus|COI-SPIHMADI310-SUPPRESSED
GCOL840-16|Esolus_pygmaeus|COI-5P|KU916514

| GcoL823-16/Esolus_pygmaeus|COI-5P|KU919221
FBAQU674-10]Esolus_parallelepipedus|COI-5P|HQ563114-SUPPRESSED

4| FBCOP144-13|Esolus_parallelepipedus|COI-5P|KM449369
FBAQU410-10|Esolus_parallelepipedus|COI-5P|HM401309-SUPPRESSED

FBAQU409-10|Esolus_angustatus|COI-5P|HM401308-SUPPRESSED
GCOL3634-16|Esolus_angustatus|COI-5P|KU915521
FBAQU673-10|Esolus_angustatus|COI-5P|HQ563113-SUPPRESSED
FBCOG784-12|Esolus_angustatus|COI-5P|KM440186
GCOL10019-16|Esolus_angustatus|COI-5P|KU913328

FZ_1569 el Oulimnius tuberculatus

FBCOGB41-12|Limnius_opacus|COI-5P|KM439306

GCOL12279-16|Limnius_opacus|COI-5P|KU912153

FBAQU444-10|Limnius_opacus|COI-5P|HM401336-SUPPRESSED

- FBAQU443-10|Limnius_opacus|COI-5P|HM401335-SUPPRESSED

GBMIN52052~-17|Limnius_opacus|COI-5P|MF458748

SR FZ_1574 Lil i i il
2 imnius intermediu.
—{— CCOL3657-16|Limnius_perrisi)COI-5P|KUS07434 s ermedius
FBCOP145-13|Limnius_muelleri|COI-5P|KM447490
4‘_CCOL839-16]Limnius_muel|eri|C0I-5PIKU916430
FBCOP146-13|Limnius_muelleri|COI-5P|KM444249
FZ_1578 . . ot
71550 Limnius volckmari
COLFF510-13|Limnius_volckmari|COI-5P|K]962414

GCOLO70-16/|Limnius_volckmari|COI-5P|KU914511
GCOL8915-16|Limnius_volckmari|COI-5P|KU909552

Stenelmis sp.
GBMINS52058~17|Stenelmis_sp._gmycB23|COI-5P|KR134426

l GBMIN52059-17|Stenelmis_sp._gmycB3|COI-5P|KR134430
GBMINS2060-17|Stenelmis_sp._gmycB3|COI-5P|KR134429

GBMIN52061-17|Stenelmis_sp._gmycB3|COI-5P|KR134431

4 FBCOC939-10|Stenelmis_canaliculata|COI-5P|KM442903

1 GCOL12121-16|Stenelmis_canaliculata]COI-5P|KU912346

X/DQD298-18|Stenelmis_sp.|COI-5P
_{: ELMID017-07|Stenelmis_sexlineata|COI-5P
SWRCC162-09|Stenelmis|COI-5P|JF288026
SWRCC114-09|Stenelmis|COI-5P|JF288029
SWRCC160-09|Stenelmis|COI-5P|JF288027
BBCCA2845-12|Stenelmis_quadrimaculata|COI-5P
BBCCA2973-12|Stenelmis_crenata|COI-SP
SWRCB516-08|Stenelmis_fuscata|COI-5P|JF288036
SWRCC119-09|Stenelmis|COI-5P|JF288028
SWRCC156-09|Stenelmis_fuscata|COI-5P|JF288035
SWRCB776-08|Stenelmis|COI-5P|JF288024
GMBAP013-12|Stenelmis_crenata|COI-5P|KR488750
GBCL13919-12|Stenelmis_grossa|COI-5P|HQ605036
SBGB021-03|Stenelmis|COI-5P|AY165649

FZ_1568

0.04
Slika 48. Neukorenjeno stablo, metoda maksimalne verovatnoce (Maximum-Likelihood) dobijeno

analizom COI gena. Sekvencirani taksoni ove studije prikazani su kao kodovi DNK uzoraka (videti
Tabelu 16). Taksoni iz BOLD i NCBI obelezeni su odgovaraju¢im oznakama iz genetickih baza. Duzina

grana srazmerna je broju supstitucionih promena (skala oznacava 0.04 supstitucije).
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Slika 49. Neighbor-Joining (NJ) stablo

55| GCOL1007-16_Elmis_rioloides_KU911664(2)

GCOL1007-16_Elmis_rioloides_KU911664
FBCOG779-12_Elmis_rioloides_KM445562
GCOL1006-16_Elmis_rioloides_KU913227(2)
GCOL1006-16_Elmis_rioloides_KU913227
ELMEU100-18|Elmis|COI-5P
FBAQU154-09_EImis_rioloides_HM376183

GCOL8796-16_Elmis_aenea_KU918081

100 | GCOL8210-16_Elmis_aenea_KU914345

100

26

100 | GCOL8795-16_EImis_obscura_KU911235

| ccoLas01-16_Eimis_obscura_ku918143
FBAQU290-09_Elmis_rietscheli_HM422035
FBAQU289-09_Elmis_latreillei_HM401281
ELMEU099-18|Elmis maugetiilCOI-5P
ELMEU107-18|EImis maugetiil COI-5P
ELMEU096-18|Elmis maugetiilCOI-5P
ELMEU098-18|Elmis maugetiilCOI-5P
ELMEU097-18|Elmis maugetii|COI-5P
GBMIN52035-17_Elmis_MF458698
GBMIN52034-17_Elmis_MF458697
GCOL6236-16_EImis_maugetii_KU908094
ELMEU106-18|Elmis maugetii|COI-5P
GCOL6224-16_Elmis_maugetii_KU911322
GBCL23023-15|Elmis maugetiilCOI-5P|KJ381196
47} GBCL23024-15|EImis maugetii COI-5P|KJ381194
6 31| ELMEU109-18|EImis maugetiilCOI-5P
64! ELMEU102-18|EImis maugetii|COI-5P
ELMEU105-18|EImis|COI-5P
ﬂ ELMEU101-18|EImis|COI-5P

49l ELMEU103-18|EImis|COI-5P

ECCAC273-09_Oulimnius_latiusculus_HM376041

FBCOI812-12_Oulimnius_rivularis_KM445108

o 199 | GcoL8791-16_Oulimnius_rivularis_KU913240

FBCOI811-12_Oulimnius_rivularis_KM448490

,7 ELMEU091-18|Oulimnius tuberculatus|COI-5P
COLFF531-13_Oulimnius_tuberculatus_KJ966214
100

96

GCOL12277-16_Oulimnius_tuberculatus_KU911643
100

FBAQUO052-09_Oulimnius_tuberculatus_HM376139

FBAQU452-10_Normandia_nitens_HM401343

9g | FBAQUA411-10_Esolus_pygmaeus_HM401310

100 | | GCOL840-16_Esolus_pygmaeus_KU916514
61

GCOL823-16_Esolus_pygmaeus_KU919221

- sg[ FBCOP144-13_Esolus_parallelepipedus_KM449369

a6 100 [ FBAQU674-10_Esolus_parallelepipedus_HQ563114
FBAQU410-10_Esolus_parallelepipedus_HM401309
‘— FBAQU409-10_Esolus_angustatus_HM401308

99

GCOL3634-16_Esolus_angustatus_KU915521
100

FBAQU673-10_Esolus_angustatus_HQ563113
87
FBCOG784-12_Esolus_angustatus_KM440186

GCOL10019-16_Esolus_angustatus_KU913328

100 [~ FBAQU472-10_Riolus_subviolaceus_HM401357
100 [ FBAQUA473-10_Riolus_subviolaceus_HM401358

FBCOGB853-12_Riolus_illiesi_KM444336

98

‘— ELMEU092-18|Normandia nitens|COI-5P
FBAQU470-10_Riolus_cupreus_HM401355
100

FBAQUA471-10_Riolus_cupreus_HM401356
ELMEU104-18]Riolus cupreus|COI-5P

GCOL070-16_Limnius_wolckmari_KU914511
821 GCcoL8915-16_Limnius_volckmari_KU909552
o1 COLFF510-13_Limnius_wolckmari_KJ962414
100

L ELMEU095-18|Limnius volckmari|COI-5P
ELMEU094-18|Limnius olckmari|COI-5P

FBCOP146-13_Limnius_muelleri_KM444249
T0o FBCOP145-13_Limnius_muelleri_KM447490

73 — ! —

100 | GCOL839-16_Limnius_muelleri_KU916430

GCOL3657-16_Limnius_perrisi_KU907434

ELMEUO093-18|Limnius intermedius|COI-5P
53
—— GBMIN52052-17_Limnius_opacus_MF458748
100

FBAQUA443-10_Limnius_opacus_HM401335
99

FBAQU444-10_Limnius_opacus_HM401336

100 | FBCOG841-12_Limnius_opacus_KM439306

B GCOL12279-16_Limnius_opacus_KU912153
g4 | GBMIN52058-17_Stenelmis_sp._gmycB23_KR134426
80 [L GBMIN52059-17_Stenelmis_sp._gmycB3_KR134430

1001 L g 060-17_ _sp._gmycB3_KR134429
78

GBMIN52061-17_Stenelmis_sp._gmycB3_KR134431

| FBCOC939-10_Stenelmis_canaliculata_KM442903

100 GCOL12121-16_Stenelmis_canaliculata_KU912346
ELMEUO090-18|Ster is|COI-5P

XIDQD298-18_Stenelmis_sp.

9 ELMID017-07_Stenelmis_sexlineata
{WRCClGZ—OQﬁSleneImlsiJFZBSOZS

49 SWRCC160-09_Stenelmis_JF288027

SWRCC114-09_Stenelmis_JF288029

BBCCA2845-12_Stenelmis_quadrimaculata
BBCCA2973-12_Stenelmis_crenata

SWRCB516-08_Stenelmis_fuscata_JF288036
SWRCC119-09_Stenelmis_JF288028
SWRCC156-09_Stenelmis_fuscata_JF288035
GMBAPO013-12_Stenelmis_crenata_KR488750
SWRCB776-08_Stenelmis_JF288024
GBCL13919-12_Stenelmis_grossa_HQ605036
42! SBGB021-03_Stenelmis_AY 165649

dobijeno analizom COI gena. Sekvencirani taksoni ove studije prikazani su kao BOLD ID (videti Tabelu 16). Taksoni

iz BOLD i NCBI obeleZeni su odgovarajuéim oznakama iz genetickih baza; aLRT-SH-like podrska je prikazana u nivou grananja. DuZina grana srazmerna je
broju supstitucionih promena (skala oznacava 0.02 supstitucije).
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4.4.3. Filogenetski odnosi sekvenciranih i taksona iz genetickih baza

Na osnovu upotrebljenog mitohondrijalnog gena za COIl, na temelju ML i NJ

filogenetskih stabala, komentarisani su filogenetski odnosi izmedu ispitivanih taksona.

Rezultati BOLD identifikacije sekvenci analiziranih taksona su u skladu sa morfoloskom
identifikacijom taksona. Za nedeterminisane i neidentifikovane uzorke nije bilo moguce izvrsiti
preciznu identifikaciju, jer ne postoje sekvence u BOLD bazi koje bi odgovarale tim vrstama.
Poravnanje je nakon uredivanja bilo duzine 658 nukleotida (broj parsimonijski informativnih
pozicija: 247; broj varijabilnih pozicija: 259). Izracunate vrednosti K2P geneti¢kih distanci
izmedu taksona prikazane su u Tabeli 17, a unutar taksona u Tabeli 18. Geneti¢ka udaljenost
(K2P) unutar vrsta se kre¢e od 0 (kod vrsta Stenelmis canaliculata, Oulimnius rivularis, Elmis
aenea i E. obscura) do 0,019 (kod vrste Elmis rioloides), i 0,019 (za grupu uzoraka iz roda
Stenelmis JF288027-AY 165649 iz NCBI banke nukleotida), a to je jo$ uvek unutar ,,normalnih”
unutarvrsnih vrednosti (Tabela 18). Vazno bi bilo napomenuti da postoji jasan “barcoding gap”
koji potvrduje da su vrste dobro geneticki odvojene — manje su geneticke distance unutar vrsta
(Tabela 18) nego izmedu vrsta (Tabela 17).
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Tabela 17. K2P distance izmedu taksona elmida koji su koris¢eni u konstrukciji filogenetskih stabala

Stenelmis_JF288027-AY165649
Stenelmis_sexlineata
Stenelmis_JF288026
Stenelmis_ELMEU090-18
Stenelmis_sp_XJDQD298-18
Stenelmis_canaliculata
Stenelmis_sp._gmycB23
Oulimnius_tuberculatus
Oulimnius_rivularis
Oulimnius_latiusculus
Elmis_rioloides

Elmis_aenea

Elmis_latreillei

Elmis_rietscheli

Elmis_maugetii
Elmis_sp_EMEU_101/103/105-18
Elmis_obscura

Riolus_cupreus_+_Normandia_nitens_ELMEU092-18

Riolus_subviolaceus
Riolus_illiesi
Esolus_angustatus
Esolus_paralellepipedus
Esolus_pygmaeus
Normandia_nitens
Limnius_volckmari
Limnius_muelleri
Limnius_opacus
Limnius_perrisi
Limnius_intermedius

0.088
0.094
0.144
0.127
0.175
0.187
0.196
0.186
0.176
0.195
0.201
0.209
0.204
0.201
0.169
0.184
0.206
0.197
0.180
0.203
0.198
0.177
0.191
0.189
0.207
0.200
0.193
0.264

0.045
0.120
0.140
0.198
0.205
0.204
0.196
0.203
0.207
0.222
0.220
0.199
0.222
0.182
0.196
0.219
0.222
0.205
0.206
0.197
0.216
0.199
0.222
0.218
0.226
0.207
0.262

0.122
0.141
0.170
0.198
0.205
0.179
0.208
0.204
0.213
0.217
0.193
0.218
0.169
0.208
0.201
0.214
0.198
0.190
0.196
0.206
0.192
0.220
0.215
0.216
0.200
0.274

0.155
0.183
0.196
0.228
0.216
0.194
0.177
0.174
0.193
0.165
0.191
0.159
0.198
0.199
0.208
0.188
0.199
0.195
0.187
0.210
0.199
0.205
0.229
0.197
0.279

0.196
0.179
0.188
0.175
0.187
0.193
0.203
0.201
0.181
0.204
0.168
0.191
0.215
0.210
0.209
0.213
0.225
0.196
0.215
0.175
0.190
0.192
0.197
0.277

0.184
0.235
0.212
0.213
0.232
0.234
0.240
0.215
0.225
0.209
0.214
0.226
0.186
0.203
0.203
0.194
0.224
0.192
0.219
0.229
0.226
0.209
0.275

0.220
0.227
0.204
0.230
0.235
0.245
0.224
0.250
0.213
0.219
0.234
0.205
0.229
0.214
0.219
0.205
0.236
0.207
0.209
0.196
0.221
0.246

0.127
0.153
0.207
0.216
0.217
0.226
0.200
0.166
0.208
0.210
0.213
0.240
0.202
0.208
0.221
0.226
0.224
0.217
0.198
0.211
0.233

0.161
0.207
0.212
0.189
0.206
0.173
0.151
0.201
0.198
0.171
0.198
0.204
0.201
0.189
0.190
0.177
0.201
0.190
0.195
0.224

0.171
0.173
0.187
0.207
0.158
0.171
0.188
0.196
0.182
0.190
0.200
0.199
0.183
0.204
0.200
0.200
0.215
0.190
0.246

0.046
0.119
0.131
0.115
0.130
0.138
0.170
0.195
0.170
0.189
0.198
0.192
0.184
0.207
0.208
0.174
0.177
0.226

0.128
0.139
0.125
0.137
0.151
0.181
0.189
0.159
0.191
0.199
0.190
0.193
0.210
0.211
0.183
0.186
0.230

0.097
0.120
0.131
0.141
0.188
0.191
0.195
0.208
0.202
0.197
0.172
0.215
0.198
0.202
0.188
0.240

0.146
0.131
0.150
0.187
0.190
0.186
0.205
0.200
0.201
0.179
0.212
0.183
0.188
0.182
0.238

0.131
0.146
0.180
0.185
0.170
0.198
0.180
0.176
0.174
0.210
0.195
0.185
0.204
0.221

0.161
0.166
0.156
0.161
0.176
0.179
0.180
0.161
0.193
0.189
0.174
0.190
0.223

0.197
0.190
0.190
0.187
0.186
0.197
0.179
0.212
0.212
0.191
0.208
0.241

0.139
0.121
0.175
0.195
0.193
0.185
0.211
0.180
0.209
0.188
0.248

0.075
0.186
0.176
0.170
0.179
0.170
0.172
0.199
0.194
0.240

0.170
0.179
0.180
0.177
0.177
0.176
0.212
0.182
0.256

0.115
0.159
0.161
0.198
0.189
0.212
0.197
0.265

0.165
0.166
0.204
0.182
0.216
0.177
0.256

0.163
0.206
0.187
0.198
0.188
0.254

0.211
0.221
0.206
0.198
0.235

0.124
0.182
0.167
0.236

0.180
0.167
0.232

0.149
0.112
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Tabela 18. K2P distance unutar taksona elmida koji su koris¢eni u konstrukeciji

filogenetskih stabala

Stenelmis JF288027-AY 165649 0.019488677
Stenelmis sexlineata n/c
Stenelmis JF288026 n/c
Stenelmis ELMEUQ090-18 n/c
Stenelmis sp. XJDQD298-18 n/c
Stenelmis canaliculata 0

Stenelmis sp. gmycB23 0.005351108
Oulimnius tuberculatus 0.008455999
Oulimnius rivularis 0

Oulimnius latiusculus n/c

Elmis rioloides 0.01945189
Elmis aenea 0

Elmis latreillei n/c

Elmis rietscheli n/c

Elmis maugetii 0.007681464
Elmis sp. EMEU 101/103/105-18 0.002030977
Elmis obscura 0

Riolus cupreus + Normandia nitens ELMEUQ092-18 0.003828559
Riolus subviolaceus 0.004580185
Riolus illiesi n/c

Esolus angustatus 0.001828578
Esolus paralellepipedus 0.002030977
Esolus pygmaeus 0.003053456
Normandia nitens n/c

Limnius volckmari 0.002472591
Limnius muelleri 0.015531915
Limnius opacus 0.014341377
Limnius perrisi n/c

Limnius intermedius n/c

Sekvenca identifikovana do klastera Elmis sp. sa lokaliteta Poganovo/Jerma
(Srbija), FZ_1593 je, u poredenju sa ostalim sekvencama iz baza, najsli¢nija sekvenci
Elmis rioloides FBAQU154-09 HM376183 iz Bavarske (Nemacka). Morfoloskom
identifikacijom jedinki sa ovog lokaliteta potvrdeno je da se radi o vrsti E. rioloides.

Ukupno je sekvencirano osam jedinki vrste E. maugetii iz tri drzave Balkana:
Srbija, Hrvatska i Grcka. Geneticka varijabilnost i filogeografija ove vrste je kasnije

detaljno opisana (Poglavlje 4.5).
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Tri sekvencirane adultne jedinke identifikovane do klastera Elmis sp. (FZ_1600,
FZ 1602, FZ_1609) filogenetski su jako distancirane od ostalih vrsta roda Elmis koje
postoje u bazama nukleotida. Identifikacijom ovih jedinki na osnovu morfoloskih
karaktera aeodoeagus-a, ustanovljeno je da se radi o vrsti EImis syriaca zoufalli (Reiter,
1910).

Sekvencirana jedinka larve ELMEUO091-18 vrste Oulimnius tuberculatus, sa
lokaliteta Mihajlovac/Zamna (Srbija), neposredno pre zone uspora i us¢a reke Zamne u
Dunav, najsli¢nija je adultnoj jedinki FBAQUO052-09 HM376139 iz BOLD baze koja
potice iz Bavarske (Nemacka), a neznatno je distancirana od adultne jedinke
GCOL12277-16_KU911643 iz Severne Rajne-Vestfalije (Nemacka) i adultne jedinke
COLFF531-13_KJ966214 koja potice iz Finske (regija Kuusamoensis), sto je prikazano
u NJ stablu (Slika 48).

Sekvenca vrste Riolus cupreus FZ_1606 potpuno je identi¢cna sa dve sekvence
jedinki ove vrste (FBAQU470-10_HMA401355 i FBAQU471-10_HM401356) iz BOLD
baze koje poticu iz Bavarske (Nemacka).

Analizirana sekvenca imaga vrste Normandia nitens, FZ 1573 sa lokaliteta
Mrtvine/Gaberska Reka (Srbija) filogenetski je bliska pomenutim jedinkama vrste
Riolus cupreus iz Bavarske. Morfoloski, ove dve vrste su veoma slicne. Medutim,
prema oba filogenetska stabla (Slike 48 i 49), sekvencirana jedinka FBAQU452-
10_HM401343 vrste Normandia nitens iz Bavarske (Nemacka), filogenetski je najbliza
sekvencama vrste Esolus pygmaeus (Mdller, 1806), kao i sekvencama drugih vrsta ovog
roda - E. parallelepipedus (Muller, 1806) i E. angustatus (Muller, 1821), sto ukazuje na
filogenetsku bliskost rodova Normandia i Esolus. Prema poslednjem katalogu elmida
(Jach i sar., 2016) naziv vrste je Riolus nitens (Mdller, 1817).

Sekvencirana larva identifikovana do klastera Stenelmis sp. sa Studene Reke iz
Bugarske, FZ_1568, znatno je distancirana od ostalih vrsta iz roda Stenelmis koje
postoje u bazama nukleotida, a zanimljivo je da je filogenetski najsli¢nija sa jedinkom
Stenelmis sp. XJDQ298-18 iz BOLD baze iz Kine (Xinjiang Uygur Zizhiqu, Altaj).

Identifikacijom larvalne jedinke na osnovu morfoloskih karaktera, a i ostalih
larvalnih jedinki taksona Stenelmis sp. sa ovog lokaliteta, utvrdeno je da se radi o vrsti
Stenelmis puberula Reitter, 1887, koja je nova vrsta u entomofauni Bugarske
(Novakovi¢ i sar., 2020a).
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Sekvencirana adultna jedinka Limnius intermedius FZ_1574, koja potice iz
planinskog dela zapadne Srbije (Pasna Ravan/TreSnjica), filogenetski je bliska jedinki
GBMIN52052-17_MF458748 vrste Limnius opacus iz NCBI baze koja potice sa reke
Ardeh u Francuskoj. Inace, postoji jako mali broj sekvenci vrste Limnius intermedius u
bazama nukleotida.

Sekvencirana adultna jedinka vrste Limnius volckmari, FZ_1578, sa lokaliteta
Gabrovo, Makedonski KoleSinski Vodopadi/Strumica (Severna Makedonija), i larvalna
jedinki FZ_1580 ove vrste, sa lokaliteta Krivi Dol/Visocica koji se nalazi na obroncima
Stare Planine (Srbija) su prema ML stablu potpuno identi¢ne, dok se prema NJ stablu
filogenetski neznatno razlikuju. Obe jedinke su po sekvencama filogenetski bliske sa
nekoliko adultnih jedinki iz BOLD baze, i to sa jedinkom COLFF510-13 KJ962414
koja poti¢e iz Finske (regija Kuusamoensis), jedinkom GCOL070-16_KU914511 iz
Nemacke (Alternar, Berg), kao i jedinkom GCOL8915-16_KU909552 iz Francuske
(Brene).

4.5. Geneti¢ka varijabilnost vrste EImis maugetii Latreille, 1802 u Evropi i

severnoj Africi

Procena stepena intraspecijske geneti¢ke varijabilnosti u Evropi i severnoj Africi
vrste EImis maugetii uradena je u odnosu na novosekvencirane jedinke vrste, kao i u
odnosu na sve jedinke koje postoje u BOLD i NCBI bazama nukleotida. Takode,
prikazani su i populaciono-geneticki parametri vrste, njena filogeografska struktura, kao
1 moguc¢i koridori rekolonizacije evropskog kontinenta u pleistocenu. Kada je re¢ o
populaciono-genetickim analizama vrste E. maugetii, prvi set podataka sastavljen od 25
sekvenci (videti Tabelu 2 u Prilogu 2) otkrio je Sest razli¢itih COI haplotipova (557 bp)
sa dva parsimonijski informativna mesta, rasprostranjenih u sedam zemalja (Holandija,
Francuska, Nemacka, Austrija, Hrvatska, Srbija i Grcka). Filogenetska TCS mreza
(Slika 50) ukazuje na ,slabu” filogeografsku strukturiranost medu razli¢itim
haplotipovima. Najudaljeniji haplotip postoji u populaciji iz Srbije, dok je uobicajeni
haplotip bio zastupljen u svim populacijama, osim u populaciji iz Srbije. U TCS mrezi,

veli¢ina krugova predstavlja relativnu frekvenciju datih haplotipova, dok svaka linija
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izmedu c¢vorova (crni ¢vorovi - neotkriveni haplotipovi) oznafava pojedinacni

mutacioni korak.

Netherlands

Germany

France

Austria

Croatia

Serbia

Greece

C000000

Slika 50. TCS mreza, sa Sest COI haplotipova (557 bp) vrste EImis maugetii

Parametri genetiCke raznovrsnosti unutar populacije (koriste¢i dati fragment
barkodiranja) razlikovali su se medu populacijama (Tabela 19). Diverzitet haplotipova,
nukleotidni diverzitet i 6 - (po mestu) iz n, bili su znacajno veci u juznoj populacionoj
grupi nego u severnoj. Za obe grupe populacione grupe, Tajima D vrednosti bile su
negativne, a ove vrednosti bile su znacajne u slucaju severne populacione grupe

(-2,034), dok za juznu populacionu grupu nisu bile znacajne (-1,035).
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Tabela 19. Indeksi genetickog diverziteta kod razli¢itih populacija vrste EImis maugetii
zasnovani na barkodiranju dela gena COI (557 bp). Skracenice: N - veli¢ina uzorka, H -
broj haplotipova, Hd - diverzitet haplotipova, IT - nukleotidni diverzitet, 6 - (po mestu)

iz m i Tajima D test. Znacajne vrednosti Tajima D testa su boldovane.

Populaciona | N H Hd I1 0 Tajima's D
grupa

juzna 7 3 0,714 0,0041 0,00513 | -1,03541
severna 18 4 0,314 0,0012 0,00313 | -2,0342

Drugi set podataka (822 bazna para 3' COI regiona) dao je 23 haplotipa sa 15
parsimonijskih informativnih mesta. Podaci za konstrukciju TCS mreza kori$éeni su iz
studije Murria i sar. (2017) - Tabela 3 u Prilogu 2. TCS mrezZa po lokalitetima (Slika 51)
I TCS mreza po regijama (Slika 52) ukazale su na umerenu filogeografsku strukturu
medu razli¢itim haplotipovima, sa odredenom segregacijom medu razliitim
populacijama (severna Spanija i Slovacka, kao i juzna Spanija i Maroko). Ove
populacije imaju slicnu geneticku strukturu, sa neznatnim razlikama u baznim
parovima. Pripadnici populacije iz Maroka poseduju privatne haplotipove, koji se ne
nalaze u drugim (evropskim) populacijama. Inace, postoje haplotipovi koji dele
populacije iz severne i juzne Spanije i Slovacke. Postoje i odredeni privatni haplotipovi

koji odgovaraju ovim geografskim oblastima (Murria i sar., 2017).
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Slika 51. TCS mreza od 23 COI haplotipa, 822-bp 3' deo COI vrste Elmis maugetii po lokalitetima (geografske koordinate lokaliteta su date
u Tabeli 3 u Prilogu 2)
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Morocco

South Spain

North Spain

France

00000

Slovakia

Slika 52.TCS mreza od 23 COI haplotipa,822-bp 3' deo COI vrste EImis maugetii po regijama (regije/drzave su date u Tabeli 3 u Prilogu 2)
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U drugom setu podataka, indeksi genetickog diverziteta unutar populacija
razlikovali su se medu populacijama (Tabela 20). Diverzitet haplotipova najmanji je u
Maroku (0,857), nesto veéi u Spaniji (0,896), a najvisi u Slovackoj (0,939). Nukleotidni
diverzitet najmanji je u Spaniji (0,0036), nesto ve¢i u Maroku (0,0045), a najvisi u
Slovackoj (0,0050). 6 - (po mestu) iz 1 vrednost bila je najniza u Spaniji (0,0043), nesto
veca u Slovackoj (0,0048), a najve¢a u Maroku (0,0065). Tajima D vrednosti bile su
negativne za populacije iz Maroka i Spanije, a pozitivne za populaciju u Slovackoj.
Osim toga, populacija iz Maroka imala je statisticki znacajne Tajima D vrednosti
(-1,643), dok ostale dve populacione grupe nisu imale statisticki znacajne Tajima D

vrednosti.

Tabela 20. Parametri genetickog diverziteta kod razlic¢itih populacija vrste Elmis
maugetii zasnovani na 3' delu COI gena (822 bp). Skracenice: N - veli¢ina uzorka, H -
broj haplotipova, Hd - diverzitet haplotipova, IT - nukleotidni diverzitet, 6 - (po mestu)

iz i Tajima D test. Znacajne vrednosti Tajima D testa su boldovane.

Populacija | N H Hd IT 0 Tajima's D

Maroko 7 5 0,857 0,00452 0,00646 | -1,64292

Spanija 23 |10 0,896 0,00358 0,00428 | -0,57856

srednja i
zapadna
Evropa
(Slovacka i
Francuska)

12 |9 0,939 | 0,00496 0,00483 | 0,10792
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5. DISKUSIJA

5.1. Morfometrijska analiza odabranih vrsta familije ElImidae Balkanskog
poluostrva

Analizirane vrste iz familije Elmidae u okviru rodova, Limnius (Limnius
intermedius, L. volckmari i L. opacus) i Elmis (E. cf. aenea, E. cf. maugetii i E. cf.
rioloides) na podru¢ju Balkanskog poluostrva, pokazuju veliki stepen intra- i
interpopulacione varijabilnosti analiziranih morfometrijskih karaktera, sto je dokazano
primenom PCA i SOM analiza.

Analizom glavnih komponenti (PCA) utvrdeno je da je kod roda Limnius
razdvajanje unutar roda (i vrsta i populacija) izrazenije i sama PCA je informativnija,
odnosno prve tri ose opisuju skoro dva puta vise ukupne varijabilnosti nego §to je to
slucaj kod roda Elmis, ¢ime je znacaj izdvojenih morfoloskih karaktera u sluc¢aju roda
Limnius ve¢i. Razdvajanje vrsta roda Elmis na osnovu morfoloskih karaktera i
specificnosti struktura pronotuma, koje najc¢eS¢e mogu biti relevantni taksonomski
karakteri za identifikaciju pojedinih vrsta ovog roda, potvrdeno je u ranijim
istrazivanjima (Lompe, 2014; Alonso i d’Alys, 2018).

Primenom diskriminantne analize (DA) dodatno je potvrdeno razdvajanje
analiziranih vrsta elmida na osnovu morfometrijskih karaktera. Koris¢enjem DA
potvrdeno je razdvajanje vrsta rodova Limnius i EImis u odnosu na ukupnu duzinu tela
(UD), koja moze biti jedan od relevantnih taksonomskih karaktera za identifikaciju
taksona, §to je u skladu sa literaturnim izvorima (Friday, 1988; Nilsson, 1996; Lompe,
2014; Alonso i d’Alys, 2018). Do preklapanja u duzini tela dolazi kod vrsta Limnius
volckmari i L. intermedius, kao i kod vrsta EImis cf. aenea i E. cf. maugetii, dok su vrste
L. opacus i E. cf. rioloides sitnije od svojih kongeneri¢nih predstavnika. Jedino kod
vrste Limnius intermedius, sa lokaliteta Velika Snjegotina/Snjegotina, Republika
Srpska, zabeleZene su neSto krupnije jedinke u odnosu na literaturne izvore (Friday,
1988; Nilsson, 1996; Lompe, 2014; Alonso i d’Alys, 2018), sto moze biti posledica
dugotrajnog stajanja jedinki u etanolu. Poznato je da alkohol moze uticati na elongaciju

organizama (Friday, 1988), ali nije iskljuCen i uticaj sredinskih faktora na duzinu
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organizama. Svakako, potrebna su dalja detaljnija morfoloska istrazivanja, sa veé¢im
brojem uzoraka, kao i na ve¢em geografskom podrucju.

parametrima su: PaSna Ravan/Tre$njica, Pakovo/Studenica, Gornjak/Mlava (Srbija),
Bijelila/Una (Bosna i Hercegovina) i Kozijata/nizvodno od hidroelektrane ,,Malusa”.
Sli¢nost fizickih i hemijskih parametara mogla bi se objasniti slicnos¢u tipologije
navedenih vodotoka, kao i njihovom pozicionirano$¢u pretezno u brdsko-planinskim
regijama Balkana. Sli¢nost izmerenih fizickih i hemijskih parametara se ne odrazava na
analizirane morfometrijske karaktere, osim kod karaktera duzina tela (UD) koji ukazuje
na znatno manju intrapopulacionu varijabilnost u slu¢aju svih vrsta roda Elmis na
pomenutim lokalitetima. Kod svih vrsta roda Limnius, intrapopulaciona varijabilnost u
odnosu na morfometrijski karakter UD je veca, i pored sli¢nosti lokaliteta po izmerenim
fizickim i hemijskim parametrima, §to bi se moglo objasniti time da analizirane vrste
roda Limnius imaju veci opseg varijabilnosti duzine tela, nego analizirane vrste roda

Elmis (Lompe, 2014; Alonso i d'Alys, 2018).

5.2. Uticaj hidroloskih parametara na morfometrijske karaktere

Poznato je da kretanje vode u teku¢icama najviSe zavisi od hidromorfoloskih
promena. Kretanje vode u tekucici je zavisno od tri parametra: nagiba Kkorita,
propusnosti korita i koli¢ine vode (Kerovec, 1988). Takode hidromorfoloske promene
mogu modifikovati strukturu mikrostanista (Zivié i Markovi¢, 2017). Hidromorfoloska
degradacija i devastacija autohtonih i permanentnih mikrostanista, bitnih kao utocista za
vrste elmida, a posebno za one vrste ograni¢ene na gornje tokove reka sa specifi¢nim
fizi€ko-hemijskim 1 hidroloSkim uslovima (zona pastrmke), dovodi do povlacenja vrsta
1z hidromorfoloski izmenjenih mikrostanista.Varijacije u hidraulickom pritisku, narocito
trenutni proticaj, moze poremetiti faunu, odnoSenjem ili ubijanjem organizama
(Townsend i Hildrew, 1994). Ekstremne vremenske prilike takode mogu da uti¢u na
privremenu promenu mikrostaniSta vrste EImis maugetii: insekti se povla¢e u dobro
aerisane poteze vodotokova, Sto je u ovoj studiji dokazano merenjem zasicenja vode

kiseonikom.
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Pocetna hipoteza da hidraulicki pritisak vode utiCe na veli¢inu jedinki je
potvrdena. Konstatovano je da postoji pozitivna korelacija izmedu porasta gradijenta
proticaja i veli¢ine organizama. S obzirom da ne postoji mnogo literaturnih izvora na
temu hidroloSkog uticaja na morfometriju vrsta podfamilije Elminae, potrebno je
sprovesti detaljnija istrazivanja. U ovom istrazivanju predstavljeni su preliminarni
rezultati, koji su diskutovani u odnosu i na druge grupe akvati¢nih bentosnih
invertebrata. Kod vrste EImis maugetii krupniji adulti nalazeni su u uslovima veceg
protoka vode, sto je dobijeno i u studiji Mérigoux i Dolédec (2004) u potocima juzne
Francuske. Krupnije jedinke najzastupljenijih grupa bentosnih invertebrata (Trichoptera,
Coleoptera, Plecoptera, Ephemeroptera i dr.) nadene su pretezno u uslovima ekstremnog
hidrauli¢kog stresa (Mérigoux i Dolédec, 2004). U ovoj studiji iz Francuske tvrdi se da
se morfoloske i bihevioralne karakteristike, kao $to je sposobnost pri¢vri¢ivanja za
supstrat, mogu favorizovati srazmerno velicini jedinki, ¢ime se prevazilazi ,,nedostatak”
krupnije velic¢ine jedinki. Rezultati dobijeni ovim istrazivanjem, za vrstu Elmis
maugetii, su u skladu sa rezultatima studije Mérigoux i Dolédec (2004). Kod vrste E.
maugetii ustanovljeno je da vodostaj i dubina uzorkovanja nisu znacajni faktori za
veli¢inu tela organizama 1 ostalih analiziranih morfometrijskih karaktera (duzina glave i
maksimalna Sirina protoraksa). Dokazano je da hidraulicki stres, pre svega intenzitet
proticaja, utice na morfometrijske karaktere vrste E. maugetii, za razliku od vodostaja i
dubine uzorkovanja.

S druge strane, suprotni rezultati u odnosu na studiju Mérigoux i Dolédec (2004)
I ovu studiju, prikazani su u studiji Segura i sar. (2013), gde su u uslovima intenzivnijeg
proticaja izmerene sitnije jedinke larvi elmida. U pomenutoj studiji su istrazivani
obrasci veli¢ine tela larve vrste Phanocerus clavicornis Sharp, 1882 (Elmidae:
Larainae) duz gradijenta promene proticaja u Atlantskim prasumama. Efekti takvog
poremecaja mogu da variraju u odnosu na veli¢inu tela svakog organizma: manje
jedinke su viSe u stanju da se odupru vodenoj struji i da ne budu odnesene strujom, i/ili
prezive u uslovima koji su povezani sa povecanim proticajem. Njihovi rezultati ukazuju
na to da u duzim potocima moze postojati ravnoteza izmedu boljeg koriS¢enja sklonista
od strane manjih larvi i vece sposobnosti krupnijih larvi da se ustale na podlozi. Osim
toga, pretpostavili su da postoji direktna veza izmedu brzine protoka i sezone: proticaj je

sporiji u susnoj nego u kisnoj sezoni. Nadalje, postavljena je hipoteza da larve P.
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clavicornis imaju razli¢itu veli¢inu tela kao odgovor na razli¢iti trenutni proticaj u
potocima na nizim nadmorskim visinama u Atlantskim praSsumama. Naime, u periodu
brzeg proticaja (kiSna sezona) larve P. clavicornis imale bi manje telo nego u periodu
sporijeg proticaja (suSna sezona). Ovo bi se moglo objasniti ¢injenicom da je u pitanju
specifi¢no klimatsko podrucje sa vrlo varijabilnim hidroloskim rezimom, a i time da
predstavnici podfamliije Larainae kojoj pripada vrsta P. clavicornis nemaju plastron
(Brown, 1987), za razliku od proucavane vrste (EImis maugetii). Sli¢ni rezultati takode
su dokazani u ranijoj studiji jedne reke u Australiji, gde su nakon velike poplave
beski¢menjaci bili sitniji (Thomson, 2002). U studiji Townsend i Hildrew (1994) navodi
se da u staniStima koja su stabilna duZe vremena mogu naci vrste sa duzim zivotnim
ciklusom i ve¢im dimenzijama tela. Peters (1983) navodi da kod akvati¢nih insekata
velika plasti¢nost veliCine tela moze biti rezultat fenotipske adaptacije na lokalne
uslove.

Na pojedinim mestima uzorkovanja reka i potoka u Srbiji brzina protoka bila je
niza, ali je izmerena zasi¢enost kiseonikom jos uvek bila visoka (i do 105% na reci
Crnajki; Tabela 2, Poglavlje 3.3.3) sto ukazuje da je Kkiseonik jedan od najvaznijih
fizicko-hemijskih parametara za prisustvo elmida u mikrostanistima, §to je dokazano i u
ranijim istrazivanjima (Brocher, 1912; Thorpe i Crisp, 1949; Thorpe, 1950; Brown,
1987, Elliot, 2008a).

Sto se tiGe tipova mikrostani§ta koje naseljavaju elmide, na lokalitetima
Tulare/Tularska Reka, Krivi Dol/Visocica i Crnajka/Crnajka dominira mezolital, dok na
lokalitetima  Trnski ~ Odorovci/Jerma, Mrtvine/Gaberska Reka i1  Manastir
Manasija/Resava dominiraju makro- i mezolital. Visoke vrednosti zasi¢enja kiseonikom
ukazuju da sve istrazene vodotokove karakteriSe dobra aerisanost (83-105%), a Sto je
bitno za vrstu Elmis maugetii koja respiraciju vrsi pomocu plastrona (Brown, 1987).
Ustanovljeno je da jedinke E. maugetii preferiraju poteze vodotoka gde preovladuju
uslovi poveéane koncentracije kiseonika, i do supersaturacije (105%, Crnajka), ¢ak i
uslovima smanjenog intenziteta proticaja (Tularska Reka i Crnajka), a jedinke su
zabelezene i u uslovima nesto viSe temperature vode (22.4 °C, Crnajka).

Imajuéi u vidu povezanost vrsta elmida sa dugotrajnim boravkom u uslovima

ubrzanog protoka vode, nije iskljuen ni uticaj podloge razliCite granulacije, koja
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omogucuje ¢vrsto prijanjanje jedinki da ih ne odnese matica reke, kao i tip-specificnih

mikrostaniSta na morfometriju vrsta, za Sta je potrebno sprovesti dodatna istrazivanja.

5.3. Uticaj abioti¢kih faktora na populacije odabranih vrsta elmida

Abioticki faktori mogu imati znacajan uticaj na strukturu i dinamiku zajednice
akvati¢nih tvrdokrilaca (Klecka, 2008). Pojedine vrste naseljavaju viSe tipova stanista,
npr. vrste roda Elmis koje su bile dominantne u reokrenim i limnokrenim vrelima
potoka i reka danas se mogu naéi u Sirem spektru stanista, u gornjim, srednjim, cak i
donjim tokovima reka, Sto ukazuje da su vremenom postale eurivalentnije i adaptirale se
na izmenjene sredinske uslove, povecavajuci njihovu toleranciju na relevantne ekoloske
faktore (Boukal i sar., 2007). Takode, poznato je da vegetacija vodenim tvdrokrilcima
pruza izvor hrane tokom nepovoljnih perioda, a i uto¢iste od predatora (npr. Byttebier i
sar., 2012).

Rezultati ove studije pokazuju da, od analiziranih abiotickih faktora, najveéi
uticaj na morfometrijsku i ekofenotipsku varijabilnost ispitanih vrsta roda Limnius i
Elmis imaju: temperatura vode i pH vrednost. Elektroprovodljivost, koncentracija
rastvorenog kiseonika, procenat zasi¢enja vode kiseonikom i koncentracija nitrata su
imali nesto manji uticaj.

Na osnovu SOM analize i vizuelne korelacije intenziteta morfometrijskih
parametara i izmerenih sredinskih faktora, konstatovano je da je najveci broj
konzervativnih morfometrijskih parametara vrsta Limnius volckmari, L. opacus, Elmis
cf. aenea, E. cf. maugetii i1 E. cf. rioloides visoko korelisan sa ve¢im pH vrednostima i
vis§im koncentracijama rastvorenog kiseonika (DO), sto je i ocekivano, jer su navedene
vrste tokom ove studije belezene uglavnom u alkalnim vodama sa vefom
koncentracijom rastvorenog kiseonika (DO). Za razliku od drugih familija akvati¢nih
tvdrokrilaca - Dytiscidae, Gyrinidae, Haliplidae i Hydrophilidae, za ¢iji je sastav
zajednice ustanovljeno da nije korelisan sa pH vredno$¢u (Arnott i sar., 2006), prisustvo
vrsta familije EImidae u vodenim staniStima je negativno povezano sa acidifikacijom i
zagadenjem vode (Nilsson, 1996).

Kanonijskom korespodentnom analizom (CCA) dokazano je da je najznacajniji

faktor koji uti¢e na vrstu Limnius intermedius rastvoreni kiseonik (O2), §to je potvrdeno
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ranijim istrazivanjima u kojima se navodi da je kiseonik kao parametar veoma bitan
faktor za ovu vrstu, a inaée i za vrste iz familije Elmidae (Elliot, 2008a). S druge strane,
vrsta L. intermedius toleriSe visoke koncentracije nitrata (NO3-N) u vodi, i do 27 mg/l
(lokalitet Ezeroto/Sivijak). Maitland (1967) navodi da nema neposrednog uticaja
fizicko-hemijskih parametara vode na vrstu L. volckmari i euritopni karakter ove vrste,
Sto nije potvrdeno ovim istrazivanjem, kao ni istrazivanjem Miceti¢ Stankovi¢ i sar.
(2018a), gde se temperatura vode pokazala kao najvazniji faktor koji uti¢e na njenu
distribuciju i brojnost. Garcia-Criado i Fernandez-Alaez (1995) navode odredeni stepen
tolerancije vrste Limnius opacus na koncentraciju nitrata (NO3-N) u rekama sliva
Orbigo u Spaniji, kao i na ostale izmerene hemijske parametre vode (alkalitet, hloridi,

sulfati, HPK i ukupan fosfor), isto kao i kod vrste E. maugetii.

Tokom ovih istrazivanja potvrdeno je kao i u radu Garcia-Criado i Fernandez-
Alaez (1995) da je vrsta Elmis maugetii relativno tolerantna na koncentraciju nitrata
(NO3-N), i moze se na¢i u uslovima $irokog raspona ostalih analiziranih hemijskih
parametara (alkalitet, hloridi, sulfati, HPK i ukupan fosfor), ¢ak i u najvise degradiranim
tackama uzorkovanja u slivu reke Orbigo u Spaniji, ali preferira mesta gde je zagadenje
umereno (Garcia-Criado i Ferndndez-Aléez, 1995). Upravo takvu relativnu toleranciju
vrste E. maugetii potvrdili su Puig (1983) i Rico (1992) u Spaniji, kao i Grasser (1994)
u Austriji.

Kanonijskom korespodentnom analizom (CCA) pokazana je pozitivna korelacija
koncentracije rastvorenog kisonika u vodi 1 procentualnog zasi¢enja vode kiseonikom sa
vrstom Elmis cf. aenea, $to je u skladu sa literaturnim izvorima (npr. Elliot, 2008a).
Vrsta Elmis cf. aenea ima ne$to vecu toleranciju na pH, nitrate (NOs-N), zasi¢enost
kiseonikom i koncentraciju rastvorenog kiseonika u vodi, Sto je potvrdeno i
istrazivanjama u Hrvatskoj za pH vrednost, gde su na lokalitetu Potok Plitvica
zabelezena najveca kolebanja pH vrednosti vode (Miceti¢ Stankovié¢ i sar., 2018a). U
Hrvatskoj, u izvorisnim podru¢jima reke Cetine i Plitvickih jezera, temperatura vode,
koja direktno utice i na ostale fizicko-hemijske parametre (Giller i Malmqvist, 1998), i
pH vrednost, kao i njihova najmanja variranja, imale su znacajan uticaj na vodene
tvrdokrilce (Miceti¢ Stankovi¢ i1 sar., 2018a, 2019). Zasi¢enost vode kiseonikom i

alkalitet naroCito su znacajni abioti¢ki faktori i1 za krenalne vrste Hydradephaga,
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Hydroporus tessellatus (Drapiez, 1819), H. planus (Fabricius, 1781), kao i za vrstu
Esolus parallelepipedus i rod Elmis (Miceti¢ Stankovi¢ i sar., 2018a).

Zasic¢enost vode kiseonikom je kljuéni parametar u samom stanistu i direktno
uti¢e na druge fizicko-hemijske parametre vode, pre svega temperaturu (npr. Giller i
Malmgqvist, 1998). Sve vrste roda Limnius i Elmis analizirane u ovoj studiji zabelezene
su u alkalnim vodama sa visokom procentualnom zasi¢eno$¢éu vode kiseonikom. Duz
reke Cetine u Hrvatskoj, zasi¢enost Kkiseonikom i rastvoreni Kkiseonik izgleda da
limitiraju distribuciju vrste Elmis aenea (Miceti¢ Stankovi¢ i sar., 2018a). Naime,
prisustvo vrste nije zabeleZzeno na lokalitetima u srednjem toku reke gde su vrednosti
koncentracije kiseonika bile niske (Miceti¢c Stankovi¢ i1 sar., 2018a). Takode,
poredenjem odnosa druge vrste ovog roda, Elmis bosnica Zaitzev, 1908, i fizicko-
hemijskih parametara vode na Cetiri istrazivana izvora u Hrvatskoj i Bosni i Hercegovini
moze se zakljuCiti da navedena vrsta zaista odrazava uslove u staniStu (Miceti¢
Stankovi¢, 2012). Rezultati navedene studije pokazuju da na vrstu najvise uti¢u pH,
alkalitet, elektroprovodljivost, temperatura vode, kao i s njom povezana koli¢ina
rastvorenog kiseonika u vodi. Takode, sli¢ni su rezultati dobijeni i za ostale elmide: E.
aenea, E. rioloides, kao i za Riolus cupreus (Muller, 1806) i R. subviolaceus (Miller,
1817) (Miceti¢ Stankovi¢, 2012).

U ovoj studiji, za vrste Elmis cf. aenea i E. cf. rioloides, ustanovljeno je da
koegzistiraju zajedno na lokalitetima Pakovo/Studenica i Gornjak/Mlava (Srbija), gde
izmerene pH vrednosti odgovaraju alkalnim vodama (8,30-Pakovo/Studenica, odnosno
8,10-Gornjak/Mlava). Na oba lokaliteta izmerene su temperature koje odgovaraju
letnjem sezonskom aspektu vodotokova (16,4; odnosno 17,3° C), visoke vrednosti
koncentracije rastvorenog kiseonika (9,7; odnosno 9,9 mg/l), visoke procentualne
zasic¢enosti vode kiseonikom (99, odnosno 106 %), kao i relativno niske koncentracije
nitrata, po 0,4 mg/l na oba lokaliteta (Tabela 1 u Prilogu 1). Na izvorima Plitvickih
jezera i reke Cetine zabelezene su korelacije vrste Elmis bosnica sa koncentracijom
rastvorenog Kiseonika u vodi (Miceti¢ Stankovi¢, 2012). Isto tako, na izvoru reke
Bistrice u Bosni i Hercegovini temperatura vode je imala najvazniju ulogu u sastavu
faune te vrste, a i za distribuciju i brojnost vrste Limnius volckmari (Miceti¢ Stankovic,
2012). Temperatura vode izvora je u direktnoj vezi sa okolnom temperaturom vazduha;

prosecna temperatura vode izvora najceS¢e jednaka prosecnoj godiSnjoj temperaturi

124



vazduha podru¢ja gde se izvor nalazi (van der Kamp, 1995). Stoga je na kraskim
izvorima koji su po prirodi specifi¢niji u odnosu na reke koje su obuhvaéene ovom
studijom, temperatura relevantniji faktor od koli¢ine kiseonika u vodi, a takode izvori su
mesta gde izlazi podzemna voda siromasna kiseonikom (Giller i Malmqvist, 1998).
Ovom studijom dokazano da je sadrzaj kiseonika u vodi relevantiji faktor od
temperature, s obzirom na tipologiju obradenih vodotokova.

Sto se ti¢e morfologije i tipologije mikrostanista, jedinke vrste Elmis cf. aenea i
E. cf. maugetii uzorkovane su uglavnom u mikrostani$tima sa dominacijom makro- i
mezolitala, ali ne koegzistiraju zajedno, osim na lokalitetu Novi Grad/Sana, gde od
podloga dominiraju mikrolital, akal i psamal, i koji je na nizoj nadmorskoj visini (130
m) u odnosu na ostale lokalitete. Boukal i sar. (2007) navode da je Elmis aenea obi¢no
vrlo Cesta vrsta u gornjim tokovima reka (zona hipokrenala i metaritrala), uglavnom u
planinama i pobrdu. Moze se sresti nizvodnije nego vrsta Elmis latreillei, a uzvodnije
nego E. rioloides i E. maugetii maugetii, mada se obi¢no preklapaju. Povremeni nalazi u
toplijim nizijskim rekama i velikim rekama mogu se objasniti time da su organizmi
odneseni driftom nizvodno, npr. za vreme poplava. Nalazi vrste na lokalitetu Novi/Grad
Sana na nizoj nadmorskoj visini verovatno da nisu posledica drifta, ve¢ na tom
vodotoku postoje odgovarajuca stanista za ovu vrstu. Takode, vrsta EImis aenea nadena
je i u donjem toku reke Cetine u Hrvatskoj, gde je pH vrednost bila vrlo visoka (Miceti¢
Stankovi¢ i sar., 2018a). Eyre i sar. (1993) ustanovili da vrsta E. aenea u severnoj
Engleskoj, zajedno sa vrstama Potamonectes elegans (Panzer, 1794) i Stictotarsus
duodecimpustulatus (Fabricius, 1792), prefererira mesta koja su najudaljenija od izvora
reka. Takode, Eyre i sar. (1993) su zakljucili da u severnoj Engleskoj vrsta E. aenea
preferira alkalne vode i otvoreni tip supstrata (bez makrovegetacije), kao i vrsta
Hydraena gracilis Germar, 1824. Berthélemy (1964) navodi da su E. aenea i E.
rioloides tipi¢ne vrste gornjih tokova reka, ali u ovom istrazivanju dobijeni rezultati
ukazuju da su obe vrste prisutne i u srednjim i donjim tokovima reka, kao i u studiji
Miceti¢ Stankovi¢ i sar. (2018a) gde su obe vrste bile vrlo brojne u donjem toku reke
Cetine. Takode, prethodna selekcija u sklopu CCA kod vrsta oba roda na Balkanu
pokazala je, da je najznacajniji faktor koji uti¢e na populacije elmida koncentracija
rastvorenog kiseonika u vodi (O2), §to je u skladu sa literaturnim izvorima (npr. Elliot,
2008a).
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lako je u ovim istrazivanjima razmatran uticaj nadmorske visine na
morfometrijsku varijabilnost vrsta, vazno bi bilo napomenuti da se nadmorska visina
per se ne moze uzimati kao abioticki faktor, jer je ona u korelaciji sa ostalim
parametrima. Naime, nadmorska visina kao orografski faktor zasebno nije nimalo
znacajna u bioloSkom smislu, ali promena temperature vazduha, temperature vode ili
brzine strujanja vode jesu; ona je samo surogat-vrednost sredinskih faktora u visinskom
gradijentu, jer je u autokorelaciji sa ve¢ navedenim karakteristikama stanista (Brehm i

Fiedler, 2003; Krystufek i Buzan, 2008).

5.4. Filogenetska analiza taksona familije EImidae Balkanskog poluostrva

U filogenetskom pogledu, familija EImidae je slabo istrazena grupa, jer se U
banci gena ne nalaze sekvence svih vrsta, te tek predstoji barkodiranje predstavnika
familije. Dobijeni podaci o barkodiranju vrsta u ovom istrazivanju prvi su za podruéje
centralnog, isto¢nog i juznog dela Balkanskog poluostrva. Takode, prilikom samih
molekularnih analiza, utvrdena je velika vaznost kvaliteta uzorka za DNK analizu, kao i
odgovarajuca priprema materijala.

Dobijene vrednosti K2P genetickih udaljenosti su u okvirima ,,normalnih” K2P
vrednosti unutar vrsta/rodova/familija akvati¢nih tvrdokrilaca. Postoji jasan “barcoding
gap” koji potvrduje da su vrste dobro geneti¢ki odvojene - manje su distance unutar
nego izmedu taksona. Generalno, kod svih sekvenciranih taksona, analizirane jedinke, u
odnosu na postojece u genetickim bazama, karakterise mala intraspecijska varijabilnost
i nizak stepen divergencije, odnosno niske vrednosti K2P genetickih distanci, koje se
nalaze unutar granica standardne intraspecijske sekvencijalne divergencije za COI kod
tvrdokrilaca (Pentinsaari i sar., 2014).

Na osnovu oba konstruisana filogenetska stabla moze se zakljuciti da su Elmis
rioloides i E. aenea sestrinske vrste, §to je potvrdeno i ranijim istraZivanjima (JOVOVi¢ i
sar., 2015). U studijama sekvenciranja vrste Elmis rioloides sugerira se da se radi o
,kompleksu” vrsta (Hendrich i sar., 2015; Jovovi¢ i sar., 2015). Imajuc¢i u vidu
morfolosku sli¢nost vrsta E. rioloides i E. aenea iz Srbije, pretpostavlja se da bi ove dve
vrste mogle biti vikarijantne. Unutar vrste EImis maugetii, zanimljivo je grupisanje svih
primeraka iz Srbije. Takode, kod ove vrste na siroj geografskoj skali nije ispoljena

varijabilinost sekvenci i postoji uniformnost mitohondrijalnog COI fragmenta na Sirem
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podrucju Evrope, sto je detaljno opisano u delu koji se odnosi na geneticku varijabilnost
vrste E. maugetii u Evropi i severnoj Africi (Poglavlje 4.5). Takode, za vrstu Elmis
syriaca zoufali ne postoje sekvence ni u jednoj genetiCkoj bazi, pa su ovim
istrazivanjem dobijeni prvi barkodovi ove vrste (Status vrste je morfoloski potvrden
analizom aedoeagus-a).

Dobijeni rezultati ukazuju da je kod vrste Oulimnius tuberculatus slabo izrazena
sekvencijalna varijabilnost mtCOI fragmenta na Sirem podruc¢ju evropskog kontinenta
(Finska, Nemacka, Srbija), $to je i oc¢ekivano jer su kori$¢eni konzervativni barkoding
markeri.

Na filogenetskim stablima jasno se izdvajaju fileticke linije vrsta roda Stenelmis
Novoga sveta (S. sexlineata, S. quadrimaculata, S. crenata, S. fuscata i S. grossa), koje
su divergirale nezavisno od vrsta Staroga sveta. Za vrstu Stenelmis puberula Reitter,
1887 utvrdeno je da je nova vrsta u entomofauni Bugarske (Novakovié i sar., 2020a).

Na osnovu dobijenih podataka tokom istrazivanja, pretpostavljeno je da bi vrste
Limnius intermedius i L. opacus mogle biti kripticke na podruc¢ju Balkanskog
poluostrva, odnosno morfoloski veoma sli¢ne, a geneticki razli¢ite. Takode, kod vrste
Limnius volckmari je na Siroj geografskoj skali (Finska, Nemacka, Francuska, Srbija,
Severna Makedonija) uo¢ena uniformnost mtCOI sekvenci larvalnih i adultnih jedinki

ove vrste.

5.5. Geneticka varijabilnost i filogeografija vrste EImis maugetii Latreille,
1802

Koriste¢i oba ispitivana fragmenta mtCOI, vrsta Elmis maugetii pokazala je
,»plitku” geneticku strukturu unutar mitohondrijalne DNK, $to se smatra retko$cu, jer je
vec¢ina filogeografskih analiza kod razlicitih vrsta Zivotinja 1 biljaka otkrila postojanje
nekoliko mitohondrijalnih linija u Evropi (Comes i Kadereit, 1998; Hewitt, 1999; Drag i
sar., 2018; Drovetski i sar., 2018; Rakovi¢ i sar., 2019). Za manje pokretne taksone,
poput nekih drugih akvati¢nih insekata, ¢ak 1 u jednom refugijalnom podrucju
(Balkansko poluostrvo) postoji nekoliko mitohondrijskih linija, a ovaj obrazac poznat je
I kao ,refugijum unutar refugijuma”, koji naglasava komplesknu istoriju ovog
refugijalnog regiona (Previsic¢ i sar., 2009). Jedan od mogucih uzroka ,,plitke” geneticke

strukture E. maugetii je rekolonizacija severne Evrope iz jednog refugijuma u relativno
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kratkom vremenskom periodu. Pretpostavljeno je da je to slucaj sa vrstom E. maugetii u
Evropi. Medutim, iako je ovo istrazivanje pokazalo uniformnu geneticku strukturu
unutar ove vrste, mora se ista¢i Cinjenica da uzorkovanjem nisu bila pokrivena sva
refugijalna podrugja. Siroko rasprostranjen haplotip pronaden je i u grékoj populaciji.
Ali ¢ak 1 ako su gore pomenute populacije hipoteticki razliCite, i potencijalno
predstavljaju nezavisne evolucione linije, ove populacije nisu doprinele genskom pulu
srednje i severne Evrope.

Elmis maugetii je zapadnopalearkti¢ka vrsta, sa dve podvrste (Jach i sar., 2016).
Nominotipska podvrsta, E. m. maugetii Latreille, 1802 rasprostranjena je u
kontinentalnoj Evropi (osim severne Skandinavije), a takode i u Jermeniji i Turskoj
(Kodada i sar., 2016). Druga podvrsta, E. m. velutina Reiche, 1879 rasprostranjena je u
Alziru i Maroku. Do skoro poznata kao podvrsta, E. m. fossulata (Kuwert, 1890),
rasprostranjena na Korzici (Francuska) i Sardiniji (Italija), nedavno je resistematizovana
kao zasebna vrsta, E. fossulata (Bruvo Madari¢ i sar., u pripremi), Sto su ranije
pretpostavili i Jach i sar. (2016). Tipski lokalitet nominalne podvrste je Francuska (Jach
i sar., 2016). Horotip nominalne podvrste je evropsko-mediteranski, EUM (Rocchi i
Terzani, 2016).

Jedan od glavnih rezultata ove studije jeste otkri¢e postojanja velike geneticke
raznovrsnosti Elmis maugetii na Balkanu, kao i manje geneticke raznovrsnosti u
srednjoj i severnoj Evropi. Uobicajeni obrazac koji se javlja pri rekolonizaciji srednje i
severne Evrope iz juznih refugijuma okarakterisan je veé¢im diverzitetom haplotipova na
jugu, sa ,,proredivanjem” diverziteta haplotipova iduci od juga ka severu. Brojne druge
vrste pokazuju manju geneticku raznolikost u severnim populacijama koje su se brzo
prosirile sa Balkana, npr. bukva Fagus sp. L. i mrmoljak Triturus sp. Rafinesque, 1815
(Hewitt, 1999). Kod ovih taksona, juzne populacije pokazuju znatno veci geneticki
diverzitet nego severne, kod kojih je geneticki diverzitet nizak. Takva raznovrsnost na
jugu moze se smatrati proizvodom ponovljenih velikih klimatskih oscilacija pod ¢ijim
su uticajem genomi mogli preziveti samo na juznim planinskim poluostrvima, gde bi se
pogodna staniSta mogla kontinuirano odrzati malim promenama podru¢ja (Hewitt,
1999). Dakle, severnu Evropu su verovatno naseljavale jedinke sa Balkanskog
poluostrva, kao i u slucaju drugih taksona, npr. livadski skakavac Chorthippus

parallelus (Zetterstedt, 1821) (Hewitt, 2000) ili obi¢ni popi¢ Prunella modularis
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(Linnaeus, 1758) (Drovetski i sar., 2018). Postojanje velikog broja distinktnih
haplotipova vrste EImis maugetii ukazuje na to da se u istrazivanim oblastima odrzavala
filogeografska divergencija najmanje tokom poslednjeg glacijalnog perioda. Medu
mediteranskim poluostrvima, Balkansko poluostrvo postavljeno je kao glavni izvor
postglacijalnih ekspanzija, jer su Alpi i Pirineji bili migracione barijere za kretanje vrsta
iz drugih evropskih refugijuma ka severu (Hewitt, 2000). Stavise, Balkan je sluzio kao
,most” za migraciju vrsta iz Male Azije za vreme pleistocenske glacijacije (Hewitt,
1999), jer su balkanski region Evrope i Mala Azija bili povezani kopnenom vezom
tokom poslednje glacijacije (Aksu i sar., 1999; Tzedakis, 2004). Danas je Balkansko
poluostrvo takode “hotspot” biodiverziteta. Velika bioloska raznovrsnost na
Balkanskom poluostrvu moze se objasniti dugotrajnom postojano$éu povoljnih Zivotnih
uslova unutar refugijuma koji su omogucili odrzavanje stabilnih 1 geneticki varijabilnih
populacija (Canestrelli i sar., 2010).

Svi dostupni podaci o0 822-bp fragmentu 3' kraja mtCOI kod vrste E. maugetii iz
Evrope otkrili su da je nukleotidni diverzitet najnizi u Maroku i Spaniji, a najvisi u
Slovackoj, $to ukazuje na postojanje potencijalnog koridora za ekspanziju vrste, od
srednje Evrope do Pirinejskog poluostrva. Za kolonizaciju Pirinejskog poluostrva sa
Balkana pronaden je slican obrazac kod Sumske sove Strix aluco Linnaeus, 1758 (Brito,
2005). Vrsta E. maugetii verovatno je naselila Maroko sa Pirinejskog poluostrva.
Najmanja geneticka raznovrsnost uzoraka iz Maroka moZe se pripisati geografskim
barijerama (Gibraltarski moreuz, planine Atlas), koje su usporile stopu ekspanzije ove
vrste ka jugu. Takode je moguce da je jednom formirana populacija u Maroku
divergirala od kopnene populacije, buduci da su svi haplotipovi koji su tamo pronadeni
bili privatni (nadeni samo u toj populaciji), a imajuéi u vidu i da jedino u severnoj Africi
(Maroku i Alziru) zivi druga podvrsta E. m. velutina, dok u svim ostalim regijama Zzivi
nominalna podvrsta E. m. maugetii. Takode, poznato je da je Gibraltarski moreuz
predstavljao znacajnu geografsku barijeru za pojedine taksone (Escudero i sar., 2010;
Terrab i sar., 2008).

Sto se ti¢e sposobnosti disperzije vrste E. maugetii, moze se pretpostaviti da su
adulti koji mogu da lete, tzv. makropterne forme, u proslosti mogle uspesno savladati
razliite geografske barijere (npr. planinske masive), verovatno tokom duge vremenske

skale. Na taj nacin dosezale su do najpogodnijih staniSta za zivot, koja se nalaze u
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klisurama reka i dolinama, uz optimalne uslove za njihov opstanak. Poznato je da
predstavnici roda Elmis mogu imati mesovite populacije, koje pored makropternih
mogu imati i brahipterne forme, koje karakteriS§e smanjena disperzivna sposobnost, jer
nisu u mogucnosti da lete (Elliot, 2008a; Shepard, 2019). Kao i u slucaju larvi,
pretpostavlja se da se ove forme samo mogu spustiti nizvodno ili, povremeno, biti
odnesene driftom sa drugim bentosnim organizmima u bliska susedna vodna tela tokom
perioda visokih vodostaja i poplavnih talasa (Elliot, 2008b). Ograni¢ene disperzivne
moci akvati¢nih tvrdokrilaca, ¢ak i onih koji imaju sposobnost letenja, mogle bi
promovisati alopatri¢ku specijaciju (Abellan i sar., 2012; Arribas i sar., 2012b). S druge
strane, kod roda Elmis u Evropi, Cesta je simpatrija izmedu vrsta koje naseljavaju isti
vodotok (Alonso i d'Alys, 2018).

Kolonizacija nenaseljenih stanista vrste EImis maugetii u severnim delovima
njenog areala u Evropi mogla je poceti sa Balkanskog poluostrva, za koje se
pretpostavlja da je glavni glacijalni refugijum ove vrste u Evropi (Novakovi¢ i sar., u
pripremi), i nastaviti se preko srednje, severne i zapadne Evrope, sve do Pirinejskog
poluostrva (Spanija) i Maroka (severna Afrika), §to je potkreplieno rezultatima koji
proizilaze iz ovog istrazivanja.

Znacaj pleistocenskih refugijuma na Balkanu posebno je znacajan za proces
specijacije familije Elmidae, a i drugih grupa insekata koje su nepovoljne periode u
geoloskoj istoriji prezivljavale u takvim tipovima izolovanih stanista. U refugijalnim
staniStima, usled alopatricke specijacije, Cesta je pojava taksona sa izrazenom
ekofenotipskom varijabilnoS¢u, u odnosu na tipicne forme koje su Siroko
rasprostranjene u drugim tipovima vodenih staniSta. MorfoloSki karakteri taksona
elmida visoko su varijabilni, zbog izrazene morfoloske plasti¢nosti kod ove grupe
insekata. Kod ove grupe u znatnoj meri je izrazena ekofenotipska varijabilnost, koja
otezava pouzdanu identifikaciju taksona, posebno kod vrsta rodova Elmis i Limnius. U
nekim slucajevima u istim tipovima stani§tima istovremeno se moze naci i do nekoliko
kongeneri¢nih predstavnika pomenuta dva roda. Kod vrsta ovih rodova, s obzirom na
izrazenu morfolosku plasticnost i ekofenotipsku varijabilnost, sto je potvrdeno ovim
istrazivanjem, ne isklju¢uje se mogucnost postojanja klinalne varijabilnosti taksona.

Takode, istrazivanjima u Hrvatskoj ukazano je da su na Cetiri izvora populacije roda
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Elmis odlikovale velike varijacije morfoloskih karaktera (Miceti¢ Stankovi¢ 1 sar.,

2018a).

5.6. Valorizacija faune elmida podruéja Balkanskog poluostrva

Poznato je da je Balkansko poluostrvo faunistic¢ki jedinstveno podrucje za veliki
broj endemic¢nih vrsta, na §ta je ukazano je u radovima Marinkovi¢-Gospodnetic¢ i sar.
(1980) i Griffiths i sar. (2004) koji isti¢u jedinstvenost re¢ne mreze Balkana, narocito
podruc¢ja Dinarida, naglasavajuci da je to, pored Pirinejskog poluostrva (Jach i Balke,
2008; Ribera, 2000), glavni razlog visokog stupnja endemizma, $to je potvrdeno i za
akvati¢ne tvdrokrilce (Miceti¢ Stankovié i Jach, 2012).

Podruéje Balkanskog poluostrva predstavlja biogeografski heterogeno podrucje,
sa kompleksnom tipologijom vodotokova, uslovljenom pre svega specificnim
geoloskim i fitocenoloskim, kao i mikroklimatskim odlikama razli¢itih regija (lllies,
1978). U pogledu autohtonosti faune akvati¢nih insekata i njene inventarizacije i
valorizacije, od posebnog znaCaja za zaStitu su gornji tokovi potoka i reka u
visokoplaninskim i planinskim regionima, bigrene barijere, karstna limnokrena i
reokrena vrela u pobrdu, kao i1 visokoplaninski potoci sa specificnim geoloskim
podlogama (Cvetkovié i sar., 2015), a koji su karakteristi¢na stani$ta i za predstavnike
familije EImidae.

Fauna elmida slabo je proucena na podruc¢ju Balkanskog poluostrva, kao i u
celoj juznoj Evropi. Taksonomskim istrazivanjem familije Elmidae podrucja
Balkanskog poloustrva, i to u skladu sa pristupom integrativne taksonomije, koja
objedinjuje morfoloske, morfometrijske i molekularne analize taksona izneta su nova
saznanja o ovoj relativno slabo proucenoj grupi akvatiénih tvrdokrilaca. Preliminarna
identifikacija jedinki elmida za morfometrijsku analizu u ovoj disertaciji vrSena je u
sklopu hidrobioloskog monitoringa voda na osnovu karaktera spoljaSnje morfologije,
gde su one kori$c¢ene kao bioindikatorska grupa. Tek ¢e se na osnovu “time-consuming”
taksonomskog pristupa i izrade komparativne zbirke species-specificnih aedoeagus-a
elmida Balkanskog poluostrva moci sa sigurnoscu potvrditi taksoni koji su trenutno
oznaceni kao conformis (cf.). Naime kod spornih taksona, problem taksonomske
rezolucije klju¢an je u identifikaciji jedinki kada se ona vr§i samo na osnovu

predlozenih morfoloskih karaktera. 1z tog razloga, u buduc¢im istrazivanjima neophodno
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je jedinke pripremiti na nacin da se genitalije muzjaka izdvoje od ostatka jedinke (koja
¢e se koristiti za molekularne analize), i oznaée istovetnim brojem za potrebe
morfoloSkih analiza genitalija. Ekstrakcijom genitalija omogucuje se minimalno
ostecenje habitusa, a opet dovoljno za ulazak potrebnih pufera za molekularne analize.
Na taj nain ostaje oCuvana jedinka, a i genitalije, §to je neophodno za detaljnija

morfoloska istrazivanja pojedinih vrsta elmida.
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6. ZAKLJUCCI

Doktorska disertacija ,,Morfometrijska i filogenetska analiza vrsta familije
Elmidae (Insecta: Coleoptera) Balkanskog poluostrva” je obuhvatila nekoliko aspekata
morfometrijske i filogenetske analiza vrsta familije ElImidae Balkanskog poluostrva, na

osnovu kojih se mogu izneti sledec¢i zakljucci:

e Istrazivanja koja su sprovedena predstavljaju osnov buduceg sistematskog
istrazivanja faune elmida Srbije, kao i potvrdu nalaza do sada upitnih vrsta za
podru¢je Srbije. Takode potvrdena je nuznost sveobuhvatne taksonomske
analize elmida Balkana kojom ¢e se ukljuciti 1 morfoloske karakteristike

aedoeagus-a.

e Morfometrijska analiza Sest odabranih vrsta iz dva roda familije Elmidae sa
Balkanskog poluostrva, Limnius i Elmis (Limnius opacus, L. intermedius i L.
volckmari; Elmis cf. aenea, E. cf. maugetii i E. cf. rioloides) je potvrdila njihov

taksonomski status poznat iz literaturnih navoda.

e Na osnovu analize tri formirana morfometrijska indeksa (odnosa duzine i §irine
glave, odnosa duZine 1 Sirine pronotuma, i odnosa duZine i maksimalne Sirine
abdomena) i odabranih 13 morfometrijskih karaktera, dokazano je da je izraZzena

intra- i interpopulaciona varijabilnost ispitivanih taksona.

e U odnosu na slicnosti 1izmerenih fizi¢kih 1 hemijskih parametara na ispitivanim
lokalitetima, vrste roda Elmis su sliénije i odlikuje ih znatno manja
intrapopulaciona varijabilnost pojedinih morfometrijskih karaktera nego vrste
roda Limnius, ali pretpostavlja se i da granulacija podloge ima znatan uticaj na

morfometriju vrsta, kao i na sastav i strukturu njihovih populacija.

e Heterogenost Kklastera konstruisanih samoorganizuju¢ih mapa ukazuje na

postojanje znatne morfometrijske varijabilnosti najve¢eg broja analiziranih
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morfometrijskih karaktera i morfometrijskih indeksa kod svih ispitivanih vrsta

elmida.

Analizom korelacije hidroloskih parametara (vodostaj, proticaj i dubina vode) i
ispitivanih morfometrijskih karaktera (duzina tela, duzina glave i maksimalna
Sirina protoraksa) adultnih jedinki vrste E. maugetii, ustanovljeno je da je od
svih merenih hidroloskih parametara jedino proticaj znacajno korelisan sa svim

morfometrijskim karakterima.

Filogenetskom analizom taksona familije Elmidae podru¢ja Balkanskog
poluostrva (13 lokaliteta iz 5 zemalja: Srbija, Hrvatska, Bugarska, Severna
Makedonija i Grcka), konstrukcijom filogenetskih stabala i uporednom analizom
dobijenih sekvenci sa ostalim sekvencama taksona iz BOLD i NCBI baze
nukleotida, zakljuceno je da je intraspecijska varijabilnost medu analiziranim
taksonima mala, §to je 1 ocekivano jer su koriS¢eni konzervativni barkoding

markeri.

Od ukupno 51 uzorka elmida, sekvencirano je 19 jedinki. “Blast” pretragom
identifikovano je 6 vrsta (EImis maugetii, Riolus cupreus, Normandia nitens,
Oulimnius tuberculatus, Limnius intermedius i Limnius volckmari), a tri klastera
uzoraka determinisana su samo do nivoa roda (Stenelmis sp., Elmis spp.). Na
osnovu dijagnostickih morfoloskih karaktera, ovi taksoni su identifikovani do
vrste: Elmis syriaca zoufali (prvi barkod vrste) i Stenelmis puberula, koja je

nova vrsta u entomofauni Bugarske.

Dobijeni rezultati filogenetskog istrazivanja elmida ukazuju da su molekularne
analize sekvenciranih taksona u skladu sa postojeCom sistematikom familije

Elmidae baziranoj na morfoloskim karakterima.
Pojedine vrste familije Elmidae (Elmis maugetii, Oulimnius tuberculatus i

Limnius volckmari) sa podru¢ja Balkanskog poluostrva filogenetski se neznatno

razlikuju u odnosu na Sire podrucje evropskog kontinenta. Geografska
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varijabilnost analiziranih COIl fragmenta mitohondrijalne DNK istih taksona
familije iz razli¢itth limnofaunistickih regiona Balkanskog poluostrva, a i

Evrope je mala, $to je i oCekivano, imajuc¢i u vidu konzervativnost markera

mtCOl.

Ispitivanjem geneti¢ke varijabilnosti vrste EImis maugetii, koja je koris¢ena kao
model, dokazano je da je geneti¢ki diverzitet vrste niZi u severnim regionima
Evrope. Evoluciona istorija ove vrste otkriva da je moguéi postglacijalni
pleistoicenski koridor rekolonizacije poceo sa podruc¢ja Balkanskog poluostrva,
koje predstavlja njen glavni glacijalni refugijum u Evropi, a nastavio se preko

srednje, severne i zapadne Evrope, sve do Pirinejskog poluostrva.

Poredenjem sekvenci vrste EImis maugetii dokazano da se jedinke iz Maroka
(severna Afrika) neznatno razlikuju u odnosu na evropske, jer je u pitanju druga
podvrsta E. m. velutina, dok u Evropi zivi nominalna podvrsta E. m. maugetii.
Generalno, geneti¢ka struktura razli¢itih populacija vrste E. maugetii u Evropi i

severnoj Africi takode je okarakterisana malom varijabilno§¢u mitohondrijalne
DNK.
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PRILOG 1

Tabela 1. Izmereni fizicko-hemijski parametri na lokalitetima za morfometrijsku i populacionu analizu elmida

Kozijata Sivijak
nizvodno | uzvodno
Parametar- Pasna Gornja Dakovo/Stud | Gornjak/Mla | Plavna/Zam | Mrtvine/Gab | = Velika Novi Bijelila od od
jedinica/Lokal | Ravan/Tre$njica | TreSnjica/TreSn enica va na erska Reka | Snjegotina/Snje | Grad/Sa | /Una Maluse Ezerota
itet jica gotina na
Datum 20.10.2017. 20.10.2017. 16.06.2011. 04.07.2011. | 08.09.2016. | 26.10.2015. 28.10.2008. 05.08.20 | 10.07. 11.10. 22.08.
uzorkovanja 08. 2015. 2013. 2013.
Temperatura 8,3 13,8 16,4 17,3 17,8 9,9 11,6 24,9 10,9 11,1 14,4
vode (°C)
Rastvoreni O, 9,9 10,1 9,7 9,9 7,6 8,0 12,9 11,4 12,1 9,7 9,6
(mg I")
Zasicenost
kiseonikom
(%) 84 98 99 106 80 83 122 138 102 88 94
pH 8,14 8,23 8,30 8,10 8,06 7,96 8,10 7,71 8,04 8,70 9,00
Elektroprovodlj
ivost (uS/cm) 323 352 221 423 281 615 172 405 387 350 340
Nitrati (NO3-N) 0,40 1,10 0,40 0,40 0,50 0,70 0,28 0,31 0,84 0,62 27,00

(mg I)
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Tabela 2. Broj izmerenih jedinki i prose¢na duzina tela vrsta roda Limnius

Vrsta Lokalitet/Vodotok Drzaval/Entitet Broj analiziranih jedinki Prosecna duzina tela (mm)
L. opacus PasSna Ravan/TreSnjica Srbija 15 2,585
L. opacus Novi Grad/Sana Republika Srpska 16 2,107
L. opacus Velika Snjegotina/Snjegotina Republika Srpska 18 2,250
L. intermedius Velika Snjegotina/Snjegotina Republika Srpska 20 3,208
L. intermedius Bijelina/Una Federacija Bosne i 15 2,697
Hercegovine

L. intermedius Ezeroto/Sivijak Bugarska 65 2,838
L. volckmari Pasna Ravan/TreSnjica Srbija 16 3,569
L. volckmari Gornja Tre$njica/TreSnjica Srbija 17 3,174
L. volckmari Pakovo/Studenica Srbija 30 2,856
L. volckmari Gornjak/Mlava Srbija 35 3,062
L. volckmari Plavna/Zamna Srbija 15 3,253
L. volckmari Mrtvine/Gaberska Reka Srbija 16 2,725
L. volckmari Novi Grad/Sana Republika Srpska 18 3,249
L. volckmari nizvodno od mini hidroelektrane Bugarska 62 3,092

.Malusa’/Kozijata
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Tabela 3. Broj izmerenih jedinki i prose¢na duzina tela vrsta roda EImis

Vrsta Lokalitet/Vodotok Drzaval/Entitet Broj analiziranih jedinki Prosecna duzina tela (mm)
E. cf. aenea Pasna Ravan/TreSnjica Srbija 15 2,184
E. cf. aenea Dbakovo/Studenica Srbija 18 2,124
E. cf. aenea Gornjak/Mlava Srbija 23 2,242
E. cf. aenea Novi Grad/Sana Republika Srpska 28 2,194
E. cf.aenea Bijelila/Una Federacija Bosne i 11 2,190
Hercegovine
E. cf. maugetii Gornja Tre$njica/TreSnjica Srbija 26 2,235
E. cf. maugetii Dbakovo/Studenica Srbija 55 2,223
E. cf. maugetii Gornjak/Mlava Srbija 58 2,040
E. cf. maugetii Mrtvine/Gaberska Reka Srbija 12 1,938
E. cf. maugetii Novi Grad/Sana Republika Srpska 20 2,060
E. cf. rioloides Bakovo/Studenica Srbija 25 1,670
E. cf. rioloides Gornjak/Mlava Srbija 30 1,750
E. cf. rioloides Mrtvine/Gaberska Reka Srbija 12 1,767
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Tabela 4. Proseéne vrednosti analiziranih morfometrijskih karaktera i indeksa vrsta roda Limnius (napomena: broj vrste u superskriptu

odgovara broju lokaliteta u Tabeli 1, Poglavlje 3.1: Srbija (1-Pasna Ravan/Tre$njica, 2-Gornja TreSnjica/Tresnjica, 3-Dakovo/Studenica, 4-

Gornjak/Mlava, 5-Plavna/Zamna, 6-Mrtvine/Gaberska Reka); Bosna i Hercegovina (7-Velika Snjegotina/Snjegotina, 8-Novi Grad/Sana, 9-

Bijelila/Una); Bugarska (10-Kozijata/nizvodno od hidroelektrane ,,Malusa”, 11-Ezeroto/Sivijak). Napomena: proseéne vrednosti

morfometrijskih indeksa (OD, OP, ODS) i prose¢na duZina tela (PD) su u tabeli boldovani.

Glava Pronotum Abdomen PD

Vrsta DG SG oD RO PO DA SA DP SP OoP DG SG Sl DAB | MSA | ODS

L.opacus? 0,364 | 0,487 | 0,747 | 0,352 | 0,105 | 0,667 | 0,010 | 0,616 | 0,839 | 0,734 | 0,532 | 0,490 | 0,167 | 1,668 | 1,099 | 1,518 | 2,585
L.volckmaril 0,534 | 0,654 | 0,817 | 0,430 | 0,190 | 0,822 | 0,066 | 0,800 | 1,089 | 0,735 | 0,702 | 0,640 | 0,208 | 2,199 | 1,520 | 1,447 | 3,569
L.volckmari2 0,522 | 0,623 | 0,838 | 0,401 | 0,171 | 0,801 | 0,057 | 0,799 | 0,889 | 0,899 | 0,680 | 0,610 | 0,181 | 2,027 | 1,313 | 1,544 | 3,174
L.volckmari3 0,382 | 0,502 | 0,761 | 0,390 | 0,158 | 0,707 | 0,050 | 0,768 | 0,877 | 0,876 | 0,611 | 0,552 | 0,172 | 1,861 | 1,195 | 1,557 | 2,856
L.volckmari* 0,470 | 0,572 [ 0,822 | 0,388 | 0,165 | 0,740 | 0,054 | 0,781 | 1,108 | 0,705 | 0,652 | 0,601 | 0,178 | 2,096 | 1,326 | 1,581 | 3,062
L.volckmaris 0,570 | 0,542 [ 1,052 | 0,397 | 0,178 | 0,710 | 0,060 | 0,805 | 1,040 | 0,774 | 0,690 | 0,603 | 0,190 | 2,072 | 1,377 | 1,505 | 3,253
L.volckmari® 0,371 | 0,481 [ 0,771 | 0,362 | 0,149 | 0,682 | 0,041 | 0,721 | 0,828 | 0,871 | 0,552 | 0,508 | 0,169 | 1,707 | 1,061 | 1,609 | 2,725
L.opacus’ 0,250 | 0,491 | 0,509 | 0,272 | 0,093 | 0,724 | 0,008 | 0,514 | 0,868 | 0,592 | 0,482 | 0,452 | 0,142 | 1,524 | 1,132 | 1,346 | 2,250
L.intermedius 7 | 0,376 | 0,552 | 0,681 | 0,382 | 0,177 | 0,821 | 0,058 | 0,814 | 1,021 | 0,797 | 0,675 | 0,558 | 0,188 | 2,080 | 1,358 | 1,532 | 3,208
L.opacus® 0,210 [ 0,352 | 0,597 | 0,251 | 0,083 | 0,574 | 0,008 | 0,422 | 0,565 | 0,747 | 0,402 | 0,358 | 0,128 | 1,084 | 0,841 | 1,289 | 2,107
L.volckmari® 0,575 [ 0,531 | 1,083 | 0,381 | 0,165 | 0,707 | 0,062 | 0,705 | 0,858 | 0,822 | 0,682 | 0,610 | 0,181 | 1,964 | 1,195 | 1,644 | 3,249
L.intermedius® | 0,281 | 0,533 | 0,527 | 0,391 | 0,140 | 0,754 | 0,039 | 0,734 | 0,931 | 0,788 | 0,609 | 0,566 | 0,178 | 1,822 | 1,159 | 1,572 | 2,697
L.volckmari®® {0,349 | 0,591 | 0,591 | 0,401 | 0,172 | 0,821 | 0,060 | 0,791 | 1,024 | 0,772 | 0,552 | 0,498 | 0,160 | 2,007 | 1,329 | 1,510 | 3,092
L.intermedius™® | 0,210 | 0,575 | 0,365 | 0,404 | 0,152 | 0,776 | 0,043 [ 0,817 | 1,004 | 0,814 | 0,615 | 0,555 | 0,182 | 1,994 | 1,396 | 1,428 | 2,838

169




Tabela 5. Prose¢ne vrednosti analiziranih morfometrijskih karaktera i indeksa vrsta roda Elmis (napomena: broj vrste u superskriptu

odgovara broju lokaliteta u Tabeli 1, Poglavlje 3.1: Srbija (1-Pasna Ravan/Tre$njica, 2-Gornja TreSnjica/Tresnjica, 3-Dakovo/Studenica, 4-

Gornjak/Mlava, 5-Plavna/Zamna, 6-Mrtvine/Gaberska Reka); Bosna i Hercegovina (7-Velika Snjegotina/Snjegotina, 8-Novi Grad/Sana, 9-

Bijelila/Una); Bugarska (10-Kozijata/nizvodno od hidroelektrane ,,Malusa”, 11-Ezeroto/Sivijak). Napomena: proseéne vrednosti

morfometrijskih indeksa (OD, OP, ODS) i prose¢na duZina tela (PD) su u tabeli boldovani.

Glava Pronotum Abdomen PD

Vrsta DG SG oD RO PO DA SA DP SP OoP DG SG SI DAB | MSA | ODS

E. cf. aenea! 0,221 | 0,427 | 0,518 | 0,301 | 0,107 | 0,800 | 0,035 | 0,574 | 0,779 | 0,737 | 0,486 | 0,463 | 0,200 | 1,384 | 1,104 | 1,254 | 2,184
E. cf. maugetiiz | 0,291 | 0,437 | 0,666 | 0,317 | 0,127 | 0,720 | 0,038 | 0,589 | 0,752 | 0,783 | 0,472 | 0,501 | 0,177 | 1,391 | 1,009 | 1,379 | 2,235
E. cf. aenea® 0,163 | 0,443 | 0,368 | 0,318 | 0,104 | 0,543 | 0,045 | 0,537 | 0,663 | 0,810 | 0,425 | 0,387 | 0,154 | 1,304 | 1,009 | 1,292 | 2,124
E. cf. maugetii® | 0,294 | 0,442 | 0,665 | 0,282 | 0,132 | 0,727 | 0,042 [ 0,582 | 0,756 | 0,770 | 0,493 | 0,378 | 0,186 | 1,286 | 1,074 | 1,197 | 2,223
E. cf. rioloides® | 0,122 | 0,424 | 0,288 | 0,247 | 0,128 | 0,658 | 0,037 | 0,552 | 0,691 | 0,799 | 0,464 | 0,440 | 0,148 | 1,200 | 0,990 | 1,212 | 1,670
E. cf. aenea® 0,317 | 0,461 | 0,688 | 0,316 | 0,140 | 0,771 | 0,048 | 0,591 | 0,733 | 0,806 | 0,451 | 0,397 | 0,183 | 1,360 | 1,066 | 1,276 | 2,242
E. cf. maugetii* | 0,237 | 0,458 | 0,517 | 0,294 | 0,114 | 0,719 | 0,044 [ 0,530 | 0,724 | 0,732 | 0,454 | 0,427 | 0,189 | 1,361 | 1,103 | 1,234 | 2,040
E. cf. rioloides® | 0,105 | 0,445 | 0,236 | 0,347 | 0,118 | 0,808 | 0,043 | 0,658 | 0,736 | 0,894 | 0,502 | 0,472 | 0,211 | 1,266 | 1,066 | 1,188 | 1,750
E. cf. maugetii® | 0,199 | 0,384 | 0,518 | 0,290 | 0,110 | 0,716 | 0,040 | 0,490 | 0,662 | 0,740 | 0,460 | 0,450 | 0,170 | 1,240 | 0,915 | 1,355 | 1,938
E. cf. rioloides® | 0,108 | 0,420 | 0,257 | 0,300 | 0,101 | 0,640 | 0,038 | 0,558 | 0,638 | 0,875 | 0,480 | 0,442 | 0,190 | 1,203 | 0,907 | 1,326 | 1,767
E. cf. aenea® 0,256 | 0,384 | 0,666 | 0,320 | 0,110 | 0,639 | 0,029 | 0,537 | 0,689 | 0,779 | 0,440 | 0,380 | 0,205 | 1,446 | 1,028 | 1,407 | 2,194
E. cf. maugetii® | 0,284 | 0,408 | 0,696 | 0,282 | 0,120 | 0,682 | 0,022 | 0,533 | 0,624 | 0,854 | 0,490 | 0,510 | 0,200 | 1,354 | 0,956 | 1,416 | 2,060
E. cf. aenea® 0,320 | 0,436 | 0,734 | 0,291 | 0,136 | 0,810 | 0,040 | 0,556 | 0,618 | 0,900 | 0,442 | 0,366 | 0,171 | 1,362 | 0,929 | 1,466 | 2,190
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PRILOG 2

Tabela 1. Podaci o jedinkama elmida koris¢enim u konstrukciji filogenetskih stabala na osnovu COI-5P gena

Rod Takson GenBank Accession# Drzava lzvor
Elmis rioloides KU911664 Italija BOLD
Elmis rioloides KU911664(2) Italija BOLD
Elmis rioloides KM445562 Nemacka BOLD
Elmis rioloides KU9113227 Italija BOLD
Elmis rioloides KU9113227(2) Italija BOLD
Elmis rioloides HM376183 Nemacka BOLD
Elmis perezi HF947938 Spanija NCBI

Elmis Elmis aenea KU914345 Nemacka BOLD
Elmis aenea KU918081 Francuska BOLD
Elmis latreillei HM401281 Nemacka BOLD
Elmis rietscheli HM422035 Nemacka BOLD
Elmis obscura KU918143 Nemacka BOLD
Elmis obscura KU911235 Francuska BOLD
Elmis maugetii KU911322 Nemacka BOLD
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Nastavak tabele 1. Podaci o jedinkama elmida koris¢enim u konstrukciji filogenetskih stabala na osnovu COI-5P gena

Rod Takson GenBank Accession# Drzava lzvor
Elmis maugetii KU908094 Nemacka BOLD

Elmis maugetii KJ381194 Austrija NCBI

Elmis Elmis maugetii KJ381196 Austrija NCBI
Elmis sp. MF458697 Francuska NCBI

Elmis sp. MF458698 Francuska NCBI

Oulimnius latiusculus HM376041 Kanada BOLD

Oulimnius rivularis KM445108 Nemacka BOLD

Oulimnius rivularis KM448490 Nemacka BOLD

Oulimnius Oulimnius rivularis KU913240 Francuska BOLD
Oulimnius tuberculatus KJ966214 Finska BOLD

Oulimnius tuberculatus HM376139 Nemacka BOLD

Oulimnius tuberculatus KU911643 Nemacka BOLD

Normandia | Normandia nitens HM401343 Nemacka BOLD
Esolus pygmaeus HM401310 Nemacka BOLD

Esolus pygmaeus KU916514 Francuska BOLD

Esolus pygmaeus KU919221 Francuska BOLD

Esolus Esolus parallelepipedus HQ563114 Nemacka BOLD
Esolus parallelepipedus KM449369 Francuska BOLD

Esolus parallelepipedus HM401309 Nemacka BOLD
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Nastavak tabele 1. Podaci o jedinkama elmida koris¢enim u konstrukciji filogenetskih stabala na osnovu COI-5P gena

Rod Takson GenBank Accession# Drzava lzvor
Esolus angustatus HM401308 Nemacka BOLD
Esolus angustatus KU915521 Nemacka BOLD
Esolus Esolus angustatus HQ563113 Nemacka BOLD
Esolus angustatus KM440186 Nemacka BOLD
Esolus angustatus KU913328 Nemacka BOLD
Riolus subviolaceus HM401357 Nemacka BOLD
Riolus subviolaceus HM401358 Nemacka BOLD
Riolus Riolus illiesi KM444336 Nemacka BOLD
Riolus cupreus HM401355 Nemacka BOLD
Riolus cupreus HM401356 Nemacka BOLD
Stenelmis sp. KR134426 Panama, Srednja Amerika NCBI
Stenelmis sp. KR134429 Panama, Srednja Amerika NCBI
Stenelmis sp. KR134430 Panama, Srednja Amerika NCBI
Stenelmis sp. KR134431 Panama, Srednja Amerika NCBI
Stenelmis sp. XJDQD298-18 Kina BOLD
Stenelmis Stenelmis sp. JF288024 Pensilvanija, USA NCBI
Stenelmis sp. JF288026 Pensilvanija, USA NCBI
Stenelmis sp. JF288027 Pensilvanija, USA NCBI
Stenelmis sp. JF288028 Pensilvanija, USA NCBI
Stenelmis sp. JF288029 Pensilvanija, USA NCBI
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Nastavak tabele 1. Podaci o jedinkama elmida koris¢enim u konstrukciji filogenetskih stabala na osnovu COI-5P gena

Rod Takson GenBank Accession# Drzava lzvor
Stenelmis sp. AY165649 Severna Amerika NCBI

Stenelmis canaliculata KM442903 Nemacka BOLD

Stenelmis canaliculata KU912346 Nemacka BOLD

Stenelmis sexlineata ELMID017-07 USA BOLD

Stenelmis quadrimaculata BBCA2845-12 Florida, USA BOLD

Stenelmis Stenelmis crenata BBCA2973-12 Florida, USA BOLD
Stenelmis crenata KR488750 Florida, USA BOLD

Stenelmis fuscata JF288035 Pensilvanija, USA BOLD

Stenelmis fuscata JF288036 Pensilvanija, USA BOLD

Stenelmis grossa HQ605036 USA NCBI

Limnius opacus KM439306 Nemacka BOLD

Limnius opacus KU912153 Nemacka BOLD

Limnius opacus HM401335 Nemacka BOLD

Limnius opacus HM401336 Nemacka BOLD

Limnius opacus MF458748 Francuska NCBI

Limnius Limnius perrisi KU907434 Nemacka NCBI
Limnius muelleri KM447490 Francuska NCBI

Limnius muelleri KU916430 Francuska NCBI

Limnius muelleri KM444249 Francuska NCBI

Limnius volckmari KJ962414 Finska BOLD
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Nastavak tabele 1. Podaci o jedinkama elmida koris¢enim u konstrukciji filogenetskih stabala na osnovu COI-5P gena

Rod

Takson

GenBank Accession#

Drzava

lzvor

Limnius volckmari

KU914511

Nemacka

BOLD

Limnius

Limnius volckmari

KU909552

Francuska

BOLD

Tabela 2. Podaci o uzorcima vrste EImis maugetii koris¢eni u prvom setu podataka (ukupno 25 uzoraka, od toga 7 barkodiranih u ovoj

studiji). Jedinke iz Holandije, Francuske, Austrije i Nemacke ¢ine severnu populacionu grupu, a jedinke iz Hrvatske, Srbije i Gréke juznu

populacionu grupu.

Vrsta Populaciona grupa | GenBank Accession# / Sample ID | Geografska Sirina (N) | Geografska duzina Drzava lzvor
(E)
Elmis maugetii | severna KU907029 51.7624 10.9967 Nemacka NCBI
Elmis maugetii | severna KU910083 51.7624 10.9967 Nemacka NCBI
Elmis maugetii | severna KU911631 50.7813 7.62743 Nemacka NCBI
Elmis maugetii | severna KU908250 50.5386 6.9707 Nemacka NCBI
Elmis maugetii | severna KU911322 50.9643 10.3644 Nemacka NCBI
Elmis maugetii | severna KU908094 50.9643 10.3644 Nemacka NCBI
Elmis maugetii | severna HM422008 47.731 11.31 Nemacka NCBI
Elmis maugetii | severna HM401302 48.961 11.399 Nemacka NCBI
Elmis maugetii | severna HM376142 49.032684 12.65791 Nemacka NCBI
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Nastavak tabele 2. Podaci o uzorcima vrste EImis maugetii koris¢eni u prvom setu podataka

Vrsta Populaciona GenBank Accession#/ Sample ID | Geografska Sirina (N) | Geografska duzina Drzava lzvor
grupa (B

Elmis maugetii | severna MF458697 44.389444 5.731389 Francuska | NCBI
Elmis maugetii | severna MF458698 44.321389 5.78638 Francuska | NCBI
Elmis maugetii | severna KJ381194 48.446414 15.395811 Austrija NCBI
Elmis maugetii | severna KJ381196 48.446414 15.395811 Austrija NCBI
Elmis maugetii | severna RMNH.INS.542702 50.846718 5.88484 Holandija BOLD
Elmis maugetii | severna RMNH.INS.542701 50.846718 5.88484 Holandija BOLD
Elmis maugetii | severna RMNH.INS.542700 50.846718 5.88484 Holandija BOLD
Elmis maugetii | severna RMNH.INS.542678 50.846718 5.88484 Holandija BOLD
Elmis maugetii | severna RMNH.INS.542677 50.846718 5.88484 Holandija BOLD
Elmis maugetii | juzna FZ1610 45.55024 17.89949 Hrvatska sopstveni
Elmis maugetii | juzna FZ1584 44.261111 21.619167 Srbija sopstveni
Elmis maugetii | juzna Fz1585 44.261111 21.619167 Srbija sopstveni
Elmis maugetii | juzna FZ1589 43.455023 19.774398 Srbija sopstveni
Elmis maugetii | juzna Fzi611 43.429444 21.373056 Srbija sopstveni
Elmis maugetii | juzna Fz1615 41.03843 24.26926 Grcka sopstveni
Elmis maugetii | juzna Fz1601 41.03843 24.26926 Gréka sopstveni

176



Tabela 3. Podaci 0 uzorcima vrste EImis maugetii kori§¢eni u drugom setu podataka, genotipizirani sa 3’ kraja COI gena (ukupno 42

uzorka; uzete su u obzir sve postojece sekvence u bazama gena - BOLD i NCBI, za 822-bp fragmenta 3’ kraja COI gena).

Podvrsta GenBank# Geografska Sirina (N) Geografska duzina (E) Drzava/Regija lzvor
E. m. velutina MF783764 35.176513 -5.309548 Maroko NCBI
E. m. velutina MF783765 35.176513 -5.309548 Maroko NCBI
E. m. velutina MF783766 35.176513 -5.309548 Maroko NCBI
E. m. velutina MF783766 35.177033 -5.140000 Maroko NCBI
E. m. velutina MF783766 35.177033 -5.140000 Maroko NCBI
E. m. velutina MF783768 35.388777 -5.365827 Maroko NCBI
E. m. velutina MF783769 35.177033 -5.140000 Maroko NCBI
E. m. maugetii MF783738 36.922551 -3.990437 juzna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783738 36.887498 -3.866666 juzna épanija NCBI
E. m. maugetii MF783740 37.237988 -3.971483 juzna épanija NCBI
E. m. maugetii MF783742 37.302882 -3.432437 juzna épanija NCBI
E. m. maugetii MF783742 37.302882 -3.432437 juzna épanija NCBI
E. m. maugetii MF783745 36.887498 -3.866666 juzna épanija NCBI
E. m. maugetii MF783746 36.887498 -3.866666 juzna épanija NCBI
E. m. maugetii MF783748 37.190405 -3.43599 juzna épanija NCBI
E. m. maugetii MF783749 37.190405 -3.43599 juzna épanija NCBI
E. m. maugetii MF783735 43.247137 -4.640032 severna Spanija NCBI
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Nastavak tabele 3. Podaci o0 uzorcima vrste EImis maugetii korisé¢eni u drugom setu podataka

Podvrsta GenBank# Geografska Sirina (N) Geografska duzina (E) Drzava/Regija lzvor
E. m. maugetii MF783735 43.351896 -5.131929 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783735 43.279148 -4.482502 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783735 43.279148 -4.482502 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783735 43.27947 -3.644714 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783735 43.27947 -3.644714 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783736 43.351896 -5.131929 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783736 43.27947 -3.644714 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783736 43.214124 -3.810236 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783736 43.214124 -3.810236 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783737 43.279148 -4.482502 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783737 43.05613 -4.226136 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783738 43.27947 -3.644714 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783738 43.214124 -3.810236 severna Spanija NCBI
E. m. maugetii MF783759 46.634078 5.813329 Francuska NCBI
E. m. maugetii MF783736 49.157525 19.497134 Slovacka NCBI
E. m. maugetii MF783750 48.932263 18.931094 Slovacka NCBI
E. m. maugetii MF783750 49.23478 18.929019 Slovacka NCBI
E. m. maugetii MF783750 49.157525 19.497134 Slovacka NCBI
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Nastavak tabele 3. Podaci o uzorcima vrste EImis maugetii korisé¢eni u drugom setu podataka

Podvrsta GenBank# Geografska Sirina (N) Geografska duzina (E) Drzava/Regija lzvor
E. m. maugetii MF783753 49.039196 19.296051 Slovacka NCBI
E. m. maugetii MF783754 49.039196 19.296051 Slovacka NCBI
E. m. maugetii MF783755 49.039196 19.296051 Slovacka NCBI
E. m. maugetii MF783756 49.157525 19.497134 Slovacka NCBI
E. m. maugetii MF783757 49.157525 19.497134 Slovacka NCBI
E. m. maugetii MF783757 49.33324 20.13969 Slovacka NCBI
E. m. maugetii MF783758 49.33324 20.13969 Slovacka NCBI
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTtnncann _ Bopuc HoBakosBuh

6poj nigekca __b63051/2014

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOopCcKa AucepTaumja nog HacrnoBoM

MopdomeTpujcka n ounoreHeTcka aHanuaa Bpcrta damunmje Elmidae (Insecta:

Coleoptera) BankaHckor nonyoctpea

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paga,

e [a npensiokeHa gucepTauvja y LENVMHWU HX Y AienoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a pgobujakbe OWUNO koje AunroMe npema CTyaujCKUM nporpaMmuMma Apyrux
BMCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBedeHUN U

e [a HMCaM KpLMo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpaay,




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Vme u npesume aytopa Bopuc Hosakosuh

bpoj nHaekca 63051/2014

Cryamjckun nporpam buonoruja

Hacnos paga MopdomeTpujcka 1 counoreHeTcka aHanmsa spcta hamunuje Elmidae

(Insecta: Coleoptera) bankaHckor nonyocTpsa

MeHnTtopu [Mpod. ap. MBana XXueuh n gp Bnatka Mudetnh CtaHkoBuh

MoTtnncann bopuc HosBakosuh

M3jaBrbyjem fa je wramnaHa Beps3vja MOr LOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA €reKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy caMm npepao/na 3a objaBrbuBawe Ha noptany  OurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uTteTa y Beorpany.

[o3sBorbaBam ga ce objaBe MoOjM NMYHM nodaum Be3aHu 3a gobuvjare akagemcKor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy umMe 1 npesnme, roguHa n mecto poherwa u gatym
oagbpaHe paga.

OBu nuyHM nogaun Mory ce o06jaBuTM Ha MpPEXHMM CTpaHuuama aurntanHe
BubnmoTeke, y eNeKTpOHCKOM KaTanory n 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagay,




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6mubnumoteky ,CBetosap Mapkosuh® ga y OurutanHu
penosuTopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY AucepTaumjy nog
HacrnoBomMm:

MopcdomeTpujcka n cpunoreHeTcka aHanuaa spcta hamunumje Elmidae

(Insecta: Coleoptera) bankaHckor nonyocTpsa

Koja je Moje ayTopcKo geno.

IuncepTaumjy ca cBuM npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckomMm dopmMaTty norogHom
3a TpajHO apxMBUpaHE.

Mojy OOKTOpCKy aucepTaunjy noxpaweHy y OurntanHm penosmtopmjym YHuBepsnuteTa
y Beorpagy mory fa kopucte cBM Koju NowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Ttuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyymo/na.

1. AyTOopCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjarHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMEpLIMjanHo — 6e3 npepane

4. AyTOopCTBO — HEKOMEpPLUMjanHO — AennTN No4 UCTMM yCcroBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCTBO — O€enuTu nog UCTUM yCrioBuMa

(MonMmo ga 3aoKpyXute camo jedHy OA LWecT NoHyheHux nuueHuwu, Kpatak onuc
nuueHumM 4ar je Ha nonefuHu nucta).

MoTnuc poKkropaHaa

Y Beorpaay,




1. AytopctBo - [lo3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTpuOyLMjy M jaBHO caoniwiTaBare
Aena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH oapeheH of cTpaHe aytopa
UnNn gasaoua nuueHue, Yak 1 'y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o CBuX
nULEeHUN.

2. AyTopCcTBO — HEkOoMepumjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTPUOYLNjy 1 jaBHO
caornwTaBawe gena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauumH ogpeheH of
cTpaHe aytopa vnu gasaoua nuueHue. Oa nuvueHua He 003BOrbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBae€,
anctpmbyumnjy M jaBHO caonwTaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa WUnm
ynoTpebe gena y CBOM [eny, ako ce HaBede Mme aytopa Ha HauvH ogpeheH of
CTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby Aena. Y ogHOCy Ha CBe ocTane nuueHue, OBOM fMLEHLOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehn o6um npaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuwujanHo — Jenutn nog Uctum ycrosuma. [osBorbaBaTte
yMHOXaBake, AuCTpmbyLmjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBeae
nMe aytopa Ha HayuH odpefeH oA CTpaHe ayTopa unu gasBaoua NuueHUe U ako ce
npepaga guctpubympa nog WCTOM MMM CNMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua He
[03BOMbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AyTtopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUBYLMjy M jaBHO
caonwTaBake gerna, 6e3 npomeHa, npeobrnivkoBarwa Unu ynotpebe gena y cBom geny,
aKo ce HaBege MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH of CTpaHe ayTopa unu gaeaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BorbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpedy agena.

6. AyTopctBO - genutm nog MUCTUM ycrioBuMma. [lo3BosrbaBate yMHOXaBahse,
ANcTpnbyumjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce Hasege MMme aytopa Ha
HaunH ogpefeH on cTpaHe ayTopa WM gaBaoua NUUeHUe W ako ce npepaga
anctpnbympa nog WMCTOM wMnM  cnudHoM numueHuom. OBa nuvueHua [A03BOrbaBa
KomepumjanHy ynotpeby gena v npepaga. CnvyHa je COPTBEPCKMM nuueHLama,
OHOCHO INnLeHuama oTBOPEeHOr Koaa.



