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Menropu:

Hacmnos:

Pesnme:

IToxaum 0 JOKTOPCKOj AUCEPTALUjHU

Hp Bnagumup Kukuh
PenoBHu mpodecop Ha nenaprMmany 3a buonorujy u Exonormjy
[IpupogHo-MaremaTrukor dakynrera YHuepautera y Hurry

MonekyapHa u MOpdoJIoIIKa KapakTepr3alfje eBPOICKUX BPCTa
pona Binodoxys Mackauer (Hymenoptera: Braconidae: Aphidiinae)

Poxn Binodoxys rpymwumie oko 70 BpcTa MPETEHO XOJAPKTHUKOT
pacripocTpameHa. Ha ocHOBY mpucycTBa CeKyHIapHUX TyOepKysa Ha
METHOYCY, JAPYrOM MeTa30MajlHOM CerMeHTy, poa Binodoxys je
OJIBOjeH o poaa Trioxys. 3HauajHH KapakTepH 3a HICHTU(PHUKALU]Y
BpcTa yHyTap poaa Binodoxys cy mosoxaj mpuMapHUX ¥ CEKyHIApPHUX
TyOepKkyna neruoiayca. Ha OCHOBY OBHX, U APYTrMX MOP(DOJIOIIKUAX
KapakTepa, y EBponu je m0 manac omucaHo ocam Bpcra. l{uib oBe
CTyauje je yTBphHUBame MOJEKYJIapHUX M MOPQOIOMIKHX pa3inKa
u3mel)y mect eBpornckux Bpcta pona Binodoxys, kao u mpaibeme
KJbyda 3a uiueHTtudukanujy Bpcra. Mopdonomke ananmmse (MeToma
reomeTrpujcke Moppomerpuje) odyxsaruie cy 111 mermomyca u 175
NpeamuX Kpuia >KeHKHA. [eHeTwuke paucraHme usMely Bpcra
aHaymsupane cy ymnopehuBamem Oapkoawnr cekenime COl  reHa.
l'eomerpujcka aHanmm3a TETHONIyCa, yKa3aja jé Ha TOCTOjame JBE
mopdo-rpyme: ,angelicae“ (B. angelicae u B. centaureae) wu
,acalephae“ (B. acalephae, B. brevicornis, B. heraclei u B. similis).
Bpcre u3 ,,angelicae” mopdo-rpyne umajy u3mayxeHe meTuoiyce ca
BEJIMKOM JTUCTaHIIOM m3Mel)y MpUMapHHUX U CEKyHJIAPHUX TyOepKyJa,
JIOK CY TIeTHOJIYCH ,,acalephae rpyre kpaTku u ca MambOM ITOMEHYTOM
aucTaHnoM. MehyTuMm, aHanmM3oM BeIMYMHE W OOJIMKA MpPEImUX
kpwia, yrBpheHo je ma cy kpwia B. similis cimunmja xpummma
»angelicae“ mopdo-rpyne y mnopehewmy ca kpuiuma ,acalephae
Mopdo-rpyne. Kpuna ,,angelicae” rpymne cy yxa, ca IyKuM HEpBOM
panujanHu cekTop. MoseKyJapHOM aHaJM30M IOTBpPHEHO je IIecT
,,I00pUX " BpcTa, TMCKPUMHHHUCAHUX Y ABe (prioreHercke kiaae. [IpBy
KJIaay 4MHe JBe BpcTe, B. angelicae u B. centaureae, nox cy y apyroj
(¢uIoreHeTcKoj JIMHUJU TpynucaHe ocrajge  yetupu Bpere (B.
acalephae + (B. heraclei + (B. brevicornis + B. similis))). Bpcte
,angelicae“ ¢uno-mopdorpyne ce oanuKyjy H3Iy)KEHUM TiaBaMa U
METHOYCHMA, A KPAaTKUM JIeTaliuiiaMa, Kaja ce mopeje ca Bpcrama
,,acalephae“ rpyme. EnextpoHcka 1 CBETIIOCHA MHKPOCKOITH]a yKa3aje
Cy ¥ Ha 3Ha4ajHe pa3iiuKe y oOJUKY Ii1aBe v Jieranmia. Ha ocHOBy cBUX
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1 Uvod

1.1 Opste karakteristike familije Braconidae

Familija Braconidae obuhvata parazitske ose, koje su zajedno sa vrstama familije
Ichneumonidae grupisane u nadfamiliju Ichneumonoidea. Za razliku od srodnika iz sestrinske
familije, koji parazitiraju i pauke, Braconidae su iskljucivo parazitoidi insekata (Shaw i
Huddelston, 1991). Familija je kosmopolitskog rasprostranjena; neke vrste, kao npr. Aphidius
matricariae Haliday 1834, uspele su da se prilagode surovoj klimi u zoni sub-antarktika (Lee i
sar., 2007). Najveéi broj vrsta opisan je u umerenom klimatu Evroazije, ali je procena da je
najveéi diverzitet prisutan u Africi (40,12%) iako je najmanje istrazena, dok je najmanji
diverzitet procenjen za Australiju (2,19%) (Jones i sar., 2009). S obzirom na to da se nove vrste
stalno opisuju, njihov broj svakodnevno raste. Na osnovu Chao 1 indeksa (indeksa koji na
osnovu broja retkih vrsta analiziranog uzorka, predvida ukupan broj vrsta uzorka), Jones i sar.
(2009) su predvideli da u svetu egzistira ¢ak oko 42.000 vrsta, a do sada je opisano oko 17.000
vrsta. Ne postoji usaglaSenost ni oko broja podfamilija; Quicke i van Achterberg (1990) navode
45 podfamilija, Sharkey (1993) opisuje 29 podfamilija, dok Jones i sar. (2009) izdvajaju ak
47 podfamilija.

Znacaj predstavnika familije Braconidae je viSestruk. Naime, kao parazitoidi insekata
mogu se koristiti u bioloskoj kontroli (Austin i Dowton, 2000). Takode, predstavljaju dobar
model za proucavanje biodiverziteta i konzervacije (Lewis i Withfield, 1999). Brakonide se
mogu koristiti 1 kao model organizmi za prou€avanje evolucije parazitizma (Gauld, 1988;
Belshaw i Quicke, 2002; Zalddivar-Rivéron i sar., 2008) i domacin-parazit interakcija
(Withfield, 1998).

1.1.1 Biologija familije Braconidae

Na osnovu morfologije klipeusa (clypeus), hitinske plo¢ice koja predstavlja donju
marginu lica insekta i gornje usne (labrum) brakonide su podeljene na ciklostomne i
neciklostomne (Wharton i sar., 1992). Predstavnici ciklostomne grupe odlikuju se udubljenim
klipeusom koji zajedno sa konkavnom gornjim usnom formira okruglo udubljenje iznad
mandibula (Slika 1a). Ovoj grupi pripadaju predstavnici podfamilija Betylobraconinae,
Braconinae, Doryctinae, Exothecinae, Gnamptodontinae, Hormiinae, Pambolinae,



Rhysipolinae, Rhyssalinae i Rogadinae. Sa druge strane, predstavnici neciklostomne grupe
imaju ravan ili konveksan klipeus i ravnu gornju usnu (Slika 1b). Neciklostomna grupa je
podeljena na 3 kompleksa: helkonidni (Acampsohelconinae, Agathidinae, Amicrocentrinae,
Blacinae, Charmontinae, Helconinae, Homolobinae, Macrocentrinae, Microtypinae,
Meteorideinae, Orgilinae, Sigalphinae, Trachypetinae, Xyphozelinae), euforidni
(Cenocoelinae, Euphorinae, Ecnominae, Meteorinae, Neoneurinae) i mikrogastroidni
(Adeliinae, Cardiochilinae, Cheloninae, Ichneutinae, Khoikhoiinae, Mendesellinae,
Microgastrinae i Miracinae). Pored ove dve grupe izdvaja se i afidoidni kompleks koji

obuhvata tri podfamilije: Ahidiinae, Maxfischeriinae i Mesostoinae (Sharanowski, 2009).

Slika 1. Morfologija glave vrsta: a) Bracon admotus Papp 2000 (Braconidae: Braconinae)
(preuzeto iz Loni i sar., 2016), b) Ilidops sp. (Braconidae: Microgastrinae) (preuzeto iz
Fernandez-Triana i sar., 2017).

1.1.1.1 Regulacija domacina

Zenke parazitoida pri polaganju jaja sekretom otrovnih Zlezda paraliu domaéina. Na
osnovu nacina parazitiranja, odnosno da li reguliSu ponasanje domacina ili ne, mogu se
izdvojiti u dve grupe: idiobionti i koinobionti. Kod idiobionata, pre polaganja jaja na telo
domacéina parazitoidi trajno paralisu domaéina, koji ne nastavlja razvoj. Zenka idiobiontskog
parazitoida Cesto polaZze jaja u blizini domacina, stoga postoji tendencija ka razvoju
morfoloSkih adaptacija koje omogucavaju laksi pristup parazitoidnih larvi domacinu. Vecina
pripadnika grupe idiobionata iz ciklostomne klada se moze oznaciti kao ektoparazitoidi. Medu
brakonidama, podfamilije ektoparazitoida su: Braconinae, Doryctinae, Exothecinae,
Gnamptodontinae, Histeromerinae i Rhyssalinae (Shaw i Huddelston, 1991; Wharton i sar.,
1997, Sharanowski, 2009).



Koinobiontski parazitoidi se karakteriSu po tome $to zenka polaze jaje/jaja u telo
domacina, pri ¢emu dolazi do kratkotrajne paralize domacina koji se odmah oporavlja i
nastavlja sa svojim razvojem. Posto se jaja polazu u telo domacina, medu predstavnicima
koinobiontske grupe postoji tendencija razvoja adaptacija na fizioloSku odbranu od
imunoloskog odgovora domacina. Kako bi se odbranile od imunoloskog sistema domacina,
koinobiontski parazitoidi poseduju simbiontsku vezu sa virusima roda Bracovirus familije
(Polydnaviridae), pri ¢emu je genom virusa inkorporiran u genom ose. Virusi se produkuju u
ovarijumima zenki kao dvolancani DNK fragmenti, a zatim se zajedno sa jajima ubacuju u
domacina (Herniou i sar., 2013). Zbog nacina polaganja jaja ovi parazitoidi se oznacavaju i kao
endoparazitoidi. Medu brakonidama. pripadnici neciklostomne grupe i1 pojedine ciklostomne
podfamilije (Alysiinae i Opiinae, kao i1 Hormiinae i Rogadinae) oznaceni su kao
endoparazitoidi. Smatra se da se endoparazitizam barem tri puta nezavisno razvijao u evoluciji
brakonida. Jednu evolucionu liniju predstavlja neciklostomna grupa, dok su druge dve u okviru
ciklostomne grupe (jednu liniju ¢ine Rogadinae i Horminae, dok su u drugoj liniji Alysiinae i

Opiinae) (Wharton i sar., 1997).

1.1.1.2 Primarni i sekundarni parazitoidi

Parazitoidi se mogu podeliti na primarne i sekundarne; primarni parazitoidi se razvijaju
u domacdinu koji sam nije parazitoid, za razliku od sekundarnih, odnosno hiperaparazitoida,
koji parazitiraju druge parazitoide. Ukoliko se primarni parazitoid jo§ uvek hrani na raun svog
doma¢ina u vreme polaganja jaja, hiperparazitoid se oznaava kao pravi.
Pseudohiperaparazitoid polaZe jaje u primarnog parazitoida nakon §to primarni parazitoid
prekine da se hrani na racun svog domacina. Pseudohiperparazitoidi su zabelezene medu
predstavnicimi familije Braocnidae. Tako na primer, vrste roda Meteoridea Ashmead 1900,
podfamilije Metorinae parazitiraju larve pojedinih vrsta podfamilije Microgastrinae, ali Zenke
polazu jaja tek nakon §to mikrogastroidna larva napusti svog domacina. Larva Meteoridea vrsta
se razvija u lutki mikrogastrine koja se nalazi u kokonu, zbog ¢ega se ovakva interakcija ne
oznacava kao hiperparazitizam (Shaw i Huddelston, 1991). Iako hiperparazitoidi postoje kod
sestrinske familije Ichneumonidae, medu vrstama familije Braconidae nisu zabeleZeni. (Shaw

i Huddelston, 1991).



1.1.1.3 Izbor stadijuma domacina

Na osnovu stadijuma koji Zenka parazitoida odabira za polaganje jaja mogu se razlikovati
parazitoida jaja, parazitoidi larvi, pupalni i adultni parazitoidi. Parazitoidi jaja polazu svoja jaja
u jaja domacina i ceo period larvenog razvi¢a parazitoida se odvija u jajetu domacina (na
primer, Mymaridae ili Trichogrammatidae (Hymenoptera: Chalcidoidea)) (Huber, 1986).
Medu brakonidama ne postoje pravi parazitoidi jaja. U stvari, brakonide su jajno-larvalni
parazitoidi jaja i larvi. Zenka parazitoida moZe da polaZi jaja u jaja domaéina, ali se njena larva
razvija tek nakon $to se u jajetu domacina formira larva. Ovakav tip parazitizma se javlja kod
predstavnika podfamilije Helconinae i Ichneutinae. S druge strane, vrste podfamilije
Cheloninae polazu jaja direktno u larvu koji je ve¢ razvijena u jajetu domacina (Shaw i

Huddeslton, 1991).

Najveci broj brakonida predstavlja parazitoide larvi. Oni polazu jaja u larveni stupanj
domacina i celokupno razvi¢e parazitoidne larve se odvija u larvenom stadijumu domacina.
Adulti nekih brakonida kao npr. Glyptapanetels porthetirae (Microgastrinae) (Muesebeck
1928) izlaze iz drugog larvenog stupnja domacina, dok mnoge vrste roda Cotesia

(Microgastrinae) (Cameron 1891) izlecu iz zrelih gusenica (V stupanj).

Medu predstavnicima familije Braconidae nema pupalnih parazitoida, §to predstavlja jo§
jednu karakteristiku po kojoj se mogu odvojiti od osa familije Ichneumonidae, kod kojih se
javlja pupalni vid parazitizma. Medutim, larveno-pupalni parazitoidi su prisutni u obe familije.
U familiji Braconidae, predstavnici podfamilija Alysiinae i Opiinae grupiSu parazitoide koji
polazu jaja u larve muva podreda Cyclorrhapha, ali se ulutkavaju u puparijumu domacina
(Shaw i Huddelston, 1991).

Adultni parazitizam nije Cest kod brakonida. Predstavnici podfamilije Neoneurinae
polazu jaja u abdomene mrava radnika (Formicidae), dok predstavnici podfamilije Euphorinae
parazitiraju adulte redova Coleoptera (kao na primer Dinocampus coccinellae (Schrank 1802)
i vrste roda Perilitus (Nees 1819) koje parazitiraju bubamare), Hymenoptera (vrste roda
Syntretus (Forester 1862) su pseudohiperparazitoidi pcela i predstavinka familije
Ichneumonidae (van Achterberg i Haeselbarth, 2003)), Neuroptera (vrste roda
Chrysopophthorus Goidanich 1948), Hemiptera (vrste roda Peristenus Forester 1862) (Shaw,
1997).



Predstavnici podfamilije Aphidiinae obi¢no polazu jaja u nimfe biljnih vasi (Aphididae)

ali je zapazeno i1 polaganje jaja u adultni stadijum (Shaw i1 Huddelston, 1991).

1.1.1.4 Broj parazitoida po domacinu

Parazitoidi mogu biti solitarni ili gregarni, pa tako i predstavnici familije Braconidae.
Vecina brakonida su solitarni parazitoidi, $to znaci da Zenke polazu jedno jaje po domacinu.
Na primer, to je poznato kod predstavnika podfamilija Adeliinae, Agathidinae, Alysiinae,
Aphidiinae, Cenocoeliinae, Cheloninae, Homolobinae, Neoneurinae, Opine i druge. Gregarno
razvice predstavlja polaganje vise jaja po domaéinu (superparazitizam). Ovo je zabelzeno kod
velikog broja predstavnika podfamilije Microgastrinae (Cotesia, Glyptapanteles (Ashmead
1898), Diolcogaster (Ashmead 1900), Microgaster (Latreille 1804), Microplitis (Forster
1862), Apanteles Forster 1862), ali i kod predstavnika podfamilije Histomerinae,
Meteorideinae i pojedinih predstavnika podfamilija Meteorinae i Euphorinae (Wharton i sar.,
1997).

Kod predstavnika podfamilije Macrocentrinae javlja se poseban vid gregarnog razvica,
poliembrionija. Poliembrionija je pojava kada se od jednog jajeta uzastopnim deobama formira

veci broj embriona. (Shaw 1 Huddelston, 1991).

1.1.2 Filogenetski odnosi

lako veliki broj nau¢nika Sirom sveta proucava ovu grupu parazitoida, filogenetski odnosi
u okviru familije su jo§ uvek nerazjasnjeni. Jedan deo problema potice od velike raznolikosti
brakonida, odnosno iz ¢injenice da je prikupljanje podataka o morfologiji i biologiji velikog

uzorka cesto neprakti¢no (Sharanowski 1 sar., 2011).

Na osnovu cetiri molekularna markera, dva jedarna gena (28S, 18S rRNK) i dva gena
koji kodiraju proteine (CAD i ACC), Sharanowski i sar. (2011) analizirali su filogenetske
odnose izmedu podfamilija unutar familije Braconidae. Maximum Likelihood metodom je
dobijeno stablo na kome se moze uociti podela brakonida na tri osnovne filogenetske klade:
afidoidni kompleks, ciklostome i neciklostome. U okviru ciklostoma izdvaja se alizoidni

kompelks koji grupiSe dve podfamilije (Opiinae i Alysisiinae). Neciklostomne ose su grupisane



u sledece komlekse: sigalfoidni, mikrogastroidni, euforoidni, makrocentroidni i helkonoidni
kompleks. Unutar neciklostomne grupe, prvu kladu ¢ine predstavnici sigalfoidnog i
mikrogastroidnog kompleksa. Sledecu filogenetsku liniju ¢ine vrste euforoidnog kompleksa.
Macrocentroidni i helkonoidni kompleks se su filogenetski najsrodniji, pri ¢emu vrste tribusa
Helconini (helkonoidnog komleksa) su grupisane sa predsavnicima magrocentroidnog
komleksa. Preostali tribusi helkonoidnog kompleksa odvojeni u zasebne klade, od koje se
odvaja tribus Brachistini (Slika 2).
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Slika 2. Filogenetski odnosi u glavnih grupa familije Braconidae. Stablo je konstruisano
metodom Maximum Likelihood na osnovu sekvenci 28S, 18S, CAD i ACC gena (preuzeto iz

Scharanowski i sar., 2011).



1.2 Biologija, ekologija i sistematika podfamilije Aphidiinae

Sa veli¢inom tela od 1,5-3,5 mm predstavnici podfamilije Aphidiinae spadaju u najsitnije
ose medu brakonidama (van Achterberg, 1997). Afidiine su parazitoidi biljnih vasi familije

Aphididae (Hemiptera), zbog Cega se Cesto koriste u bioloskoj kontroli (Clausen, 1978).

Do sada je opisano preko 500 vrsta (Zikié¢ i sar., 2017b) rasprostranjenih na svim
kontinentima, osim Antarktiku. Najveci broj vrsta opisan je u umerenom klimatskom podrucju
Azije 1 Evrope, ali su rasprostranjene u subarktickim i subantarktickim predelima sa manjom
zastupljenoS¢u. Na primer, na ostrvu Svalbard, koje se nalazi izmedu Norveske i Arktika,
opisane su dve vrste: Diaeretellus svalbardicum Chaubet & Tomanovi¢ 2012 i Aphidius
leclanti Tomanovi¢ & Chaubet 2012 (Chaubet i sar., 2013). Iako je vecéina vrsta rasprostranjena
u Holarktiku, neki rodovi su karakteristi¢ni za juznu hemisferu, na primer Pseudephedrus Stary
1972 (Stary, 1976), koji je rasprostranjen u Cileu i na Kubi i Parephedrus Stary & Carver 1971,
koji je pronaden samo u Australiji (Stary i Carver, 1971), te se smatraju najstarijim u okviru
podfamilije Aphidiinae i podrzavaju teoriju po kojoj afidiine vode poreklo sa Gondvane
(Schlinger, 1974; Belshaw i sar., 2000). Otkri¢em najstarijeg fosila afidiina iz rane krede, koji
je izdvojen u novi rod Archephedrus (A. stolamissus Oretega-Blanco, Bennett, Delclos & Engel
2009), Ortega-Blanco i sar. (2009) sugerisu da afidiine vode poreklo sa severne hemisfere. Ovu

tezu upotpunjuju ¢injenicom da su u ¢ilibaru krede pronadeni fosilni ostaci biljnih vasi.

Zbog svoje specificne biologije, ¢esto su bili odvajani u posebnu familiju Aphidiidae
(Stary, 1970) u okviru nadfamilije Ichneumonoidea. Nakon molekularnih analiza (Quicke i van
Achterberg, 1990; Wharton i sar., 1992; Belshaw i Quicke, 1997; Dowton i sar., 1998,
Sharanowski, 2011) ova grupa parazitoida je dobila status podfamilije u okviru familije
Braconidae. Pored afidiina, biljne va$i parazitiraju 1 pojedini predstavnici podfamilije
Aphelinidae. Pored biologije, od ostalih podfamilija brakonida se odvajaju i po morfologiji,
odnosno prisustvu fleksibilne suture izmedu drugog i treCeg tergita abdomena (Shaw i
Huddelston, 1991).

Specijalizacija prema domacinu se kod afidiina razvila u nekoliko pravaca kada je u
pitanju morfologija i biologija. Kod vecine predstavnika podfamilije ne postoje specijalne
morfoloske adaptacije (kao na primer kod predstavnika roda Ephedrus (Haliday 1833)). Kod
vrsta roda Praon (Haliday 1833) Zenke prilikom polaganja jajeta, vas pridrzavaju prednjim

nogama. Vrste roda Monoctonus (Haliday 1833) ubadanjem domacina u torakalnu gangliju



vr$e paralizu vasi, pri ¢emu koriste 1 prednje noge za ovipoziciju. Morfoloske adaptacije su
zabeleZene samo kod vrsta rodova Acanthocaudus (Smith 1944), Binodoxys (Mackauer 1960)
I Trioxys (Haliday 1833), gde se na poslednjem metazomalnom segmentu zenki javljaju

viljuskasti nastavci koji sluze za pridrzavanje vasi (Vo6lkl i Mackauer, 2000).

1.2.1 Razviée parazitoida

Zenka se pomocu rinarija (mirisnih brazdi) koje se nalaze na antenama orijentise pri
potrazi za domacinom. Kada antenama opipa biljnu vas, zenka se priprema za ovipoziciju, pri
¢emu se metazoma izduzuje i savija ispod tela i ubada domaéina. Zenka polaze jaja, bez obzira
da li je doslo do parenja ili ne. Iz neoplodenih jaja razvijaju se muzjaci, dok se zenke razvijaju
iz oplodenih jaja (arrhenotoky). Prilikom ubadanja vasi, pri svakom ubodu se ubacuje samo po

jedno jaje.

VVeoma sitna jaja parazitoida bubre u hemolimfi domacina dostizuci svoju punu veli¢inu,
kada zapocinje brazdanje. Pored jaja, Zenka prilikom ovipozicije ubacuje u telo domaéina i
teratocite, koje imaju ulogu u ishrani, ali i u odbrani parazitoida od imunog odgovora domacina
(Beckage i Gelman, 2004). Parazitoidna larva | stupnja posle glavenog regiona ima 13
segmenata (Stary, 1966). Larva na prvom stupnju razvica se karakteriSe prisustvom velikog
borja dorzalnih dlaka na poslednjem torakalnom segmentu, dok je analni segment veoma
sklerotizovan i poseduje kratke dodatne nastavke (Beirne, 1942). Na Il stupnju nema razvijene
mandibule; poslednji segment je manje sklerotizovan i ne nosi nastavke. Larva poslednjeg, 111
stupnja ne poseduje glavenu kapsulu (cauda) i veoma je mobilna kako bi mogla da isplete
kokon (Stary, 1966). Zrela larva III stupnja ubija vas, 1 nakon toga progriza otvor na ventralnoj
strani 1 lepi va$ za biljku sekretima pljuvacnih zlezdi. Larveno razvice traje od 18 do 24 dana,
u zavisnosti od spoljasnjih faktora. Larva poslednjeg stupnja plete kokon unutar prazne ljusture
biljne vasi (tzv. ,,mumija‘“), kome boja varira od bele do mrke 1 koji je sa ventralne strane
zalepljen za biljku domacina. Lutka je slobodna (pupa libera); noge i antene prate ventralnu
stranu tela i pokretne su; prednja krila su sklopljena i pokrivaju zadnja krila (Stary, 1966). U
stadijumu lutke traje tri do pet dana, nakon ¢ega adult progriza cirkularni otvor u blizini
kornikula mumije. Otvor na mumiji je sa pravilnim ivicama, na osnovu fega se moze
razlikovati od hiperparazitoida, kod kojih je ovaj otvor nepravilnog oblika (Mackauer, 1959a).

Nakon metamorfoze, adulti izlaze iz mumije i hrane se mednom rosom (ukoliko je dostupna)



ili nektarom cvetova sa plitkom ¢aSicom, nakon ¢ega sledi potraga za partnerom i parenje.

Hibernacija i dijapauza se deSavaju u stadijumu pre-lutke (Stary 1966).

1.2.2 Distribucija i diverzitet biljnih vasi i specificnost parazitoida prema domacinu

Do sada je opisano preko 5.000 vrsta biljnih vasi rasprostranjenih pre svega u Palearktiku
i Nearktiku (Blackman i Eastop, 2000). Iako su neke vrste opisane u tropskim oblastima juzne
Zemljine hemisfere, diverzitet biljnih vasi je mali. Moguéi razlog za ovakvo stanje objasnili su
Dixon i sar. (1987) i Mackenzie i sar. (1994). Naime, oni smatraju da preveliki diverzitet biljaka
u tropskim predelima, u proseku oko 200 vrsta po metru kvadratnom, onemoguéava disperziju
biljnih vasi da prelaze sa jedne na drugu biljku iste vrste zbog njihove prostorne udaljenosti.
Sa druge strane, Palearktik se ne odlikuje visokim diverzitetom biljaka (oko 20 po metru

kvadratnom), te stoga biljne vasi lako pronalaze istu biljku hraniteljku.

Biljne vasi su klasifikovane u 25 podfamilija (Remaudiere i Remaudiére, 1977), koje su
dalje podeljene na tribuse. U Srbiji je do sada registrovano oko 450 vrsta, klasifikovanih u 14
podfamilija. Najbrojniji su predstavnici podfamilije Aphidinae, i to tribusi Aphidini i
Macrosiphini (Petrovi¢-Obradovié¢, 2003).

Afidiinae parazitiraju biljne vasi iz ¢ak 19 podfamilija. Zabelezeno je da Ephedrus
plagiator (Nees 1811) parazitira veliki broj biljnih vasi iz ¢ak 7 podfamilija, dok najveci broj
zabeleZenih domacina ima vrsta Lysiphlebus fabarum (Marshall 1896), ali sve vasi pripadaju
podfamiliji Aphidinae (Ziki¢ i sar., 2017b).

U zavisnosti od broja domacina (broja vrsta, rodova i podfamilija), afidiine je moguce

podeliti na pet grupa:

o Monofagija — parazitoidi koji parazitiraju samo jednu vrstu domacina

o Uska oligofagija — parazitoidi napadaju nekoliko vrsta, koje najcesc¢e pripadaju
jednom rodu i jednoj podfamiliji

o Umerena oligofagija — parazitoidi parazitiraju nekoliko vrsta iz naj¢es¢e dva
razli¢ita roda koji pripadaju jednoj podfamiliji

o Siroka oligofagija — afidiine koje parazitiraju do tridesetak vasi, koje pripadaju

veéem broju rodova (do 11) i uglavnom su grupisane u istu podfamiliju
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o Polifagija ,,sensu lato“ — parazitiraju veliki broj vasi (do 168) iz veceg broja
rodova (58) i vide podfamilija (do 7) (Stary, 1981a; Ziki¢ i sar., 2017b).

Na osnovu podataka o biologiji 505 vrsta podfamilije Aphidiinae i primenom metoda
samoorganizujuée mape (SOM), Ziki¢ i sar. (2017b) su uodili da se u svakom tribusu
podfamilije Aphidiinae javljaju polifagne vrste. Najveéi broj polifagnih vrsta je u rodu
Aphidius (20), koji se ujedno smatra i jednim od filogenetski najmladih (Zikié i sar., 2017a).

1.2.3 Sistematika i filogenija podfamilije Aphidiinae

Klasifikacija unutar podfamilije Aphidiinae se razlikuje od autora do autora. Postoji
nekoliko hipoteza o broju tribusa u okviru podfamilije. Opste prihvac¢enu podelu afidiina dao
je Mackauer (1961), koji je predstavnike podfamilije svrstao u cCetiri tribusa: Aclitini,

Ephedrini, Praini i Aphidiini.

Neki autori zastupaju tri-tribusnu hipotezu po kojoj je mogucée razlikovati sledece tribuse:
Ephedrini, Praini i Aphidiini sensu lato, pri ¢emu poslednji tribus obuhvata dva podtribusa
Aphidiina i Trioxina (Mackauer, 1961; Tobias, 1967; Smith i sar., 1999; Sanchis i sar., 2000).
Medutim, veéina autora prihvata postojanje Cetiri tribusa: [Ephedrini + (Praini + (Trioxini +
Aphidiini))] (Tremblay 1 Calvert, 1971; O’Donnell, 1989; Finlayson, 1990; Belshaw i Qucke,
1997).

Najcesca filogenetska neslaganja jesu o tome koji je tribus bazalni za sve Aphidiinae Na
osnovu razliitih filogenetskih analiza svaki tribus je bio postavljen kao ishodni. Tako je
Ephedrus u osnovi kladograma na osnovu morfologije adulta (Mackauer, 1961; Gardenfors,
1986) 1 sekvenci DNK (Belshaw 1 Quicke, 1997; Sanchis 1 sar., 2000), Praini na osnovu nacina
ulutkavanja, anatomije otrovnih zZlezda (Tobias, 1967; Tobias i1 Kyriak, 1971; Edson i Vinson,
1979) i DNK sekvenci (Smith i sar., 1999), Aclitini po biologiji, odnosno ponasanju (Chou,
1984) i DNK sekvenci (Kambhampati i sar., 2000) i Aphidiini (Trioxina) na osnovu
morfologije poslednjeg larvenog stupnja (Finlayson, 1990).

Derocles i sar. (2016) su primenom 7 molekularnih markera rekonstruisali filogenetsko
stablo za afidiine. U analizu je ukljuc¢eno 273 jedinke, odnosno pripadnici 29 vrsta, pri ¢emu
nedostaju jedinke tribusa Trioxini. Analizom, 16S i EF-1 o je dobijeno da ishodni tribus

predstavljaju Ephedrini, medutim kod drugih pojedina¢nih analiza ovaj rezultat varira.
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Analizom 28S rRNK kao bazalni tribus predstavljeni su Praini, cyt-b i LWRh na ovo mesto
postavljaju tribus Aphidiini, dok ArgK postavlja kao ishodnu grupu takson Ephedrus helleni
Mackauer 1968 iz tribusa Ephedrini. U radu Zikié i sar. (2017a), gde je analiziran i rod
Pseudephedrus, otvara se pitanje formiranja i petog tribusa, jer se na osnovu COI sekvence,
rod Pseudephedrus izdvojio kao zaseban tribus, u konstruisanom filogenetskom stablu
postavljen kao bazalni za podfamiliju. Kao najstariji tribus izdvojen je Pseudephedrus, a zatim
Ephedrini. Tribus Aphidiini sa nekoliko podtribusa je postavljen na vrhu filogenetskog stabla,

pri ¢emu je podtribus Aphidiina oznacen kao evolutivno najmladi (Slika 3).
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Slika 3. Filogenetsko stablo konstruisano metodom ,Maximum Likelihood” na osnovu

sekvenci COI gena (preuzeto iz Ziki¢ i sar., 2017a).
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1.2.4 Opste karakteristike podtribusa Trioxina

Prema mnogim analizama, tribus Trioxini obuhvata dva podtribusa: Monoctonina i
Trioxina. Medutim, na osnovu molekularnih istrazivanja, rod Lipolexis Foerster 1862,

pokazuje tendenciju izdvajanja u poseban, tre¢i tribus (Slika 3) (Zikié i sar., 2017a).

Sve vrste podtribusa Trioxina imaju veoma redukovanu nervaturu krila. Na krilnoj plo¢i
moze se uociti trouglasta stigma na koju se sa jedne strane nastavlja metakarpalni ili radijalni
nerv, dok se sa druge strane pruza nerv radijalni sektor. Duzina oba pomenuta nerva dosta
varira 1 znacCajni su taksonomski karakteri. Morfologija hipopigijuma Zenki je takode
karakteristi¢na za podtribus. Naime na osmi metazomalni segment Zenki se nastavljaju parni
ili neparni lu¢no savijeni nastavci na kojima se nalaze sete ili dlake razli¢ite duzine. Broj i oblik
nastavaka, kao i broj seta i njihov raspored su taksonomski karakteri (Stary, 1981b). Podtribus
Trioxina obuhvata jedanaest rodova: Acanthocaudus, Betuloxys (Mackauer 1960), Binodoxys,
Bioxys (Stary & Schlinger 1967), Boreogalba Mackauer 1962, Cristicaudus Stary &
Remaudiére 1982, Dactylonotum Chou & Xiang 1981, Fissicaudus Stary & Schlinger 1967,
Parabioxys Shi & Chen 2001, Sergeyoxis Davidian 2016 i Trioxys Haliday 1833 (Yu i sar.,
2012, Davidian, 2016).

Acanthocaudus je nearktickog rasprostranjenja i tri vrste koje su do sada opisane, A.
bicolor Kula 2017, A. caudacanthus (Smith 1944) i A. tissoti (Smith 1944) se mogu naci u
Kanadi 1 Sjedinjenim Americkim DrZavama (Kula i sar., 2017). Parazitiraju biljne vasi roda
Uroleucon Mordvilko 1914, osim jednog slucaja kada je vrsta A. caudacanthus zabelezena na
vasi Aphis gossypii Glover 1887 (Smith, 1944). Jedini nalaz izvan nearktickog regiona jeste
pronalazak vrste A. tissoti na Kubi (Stary, 1981c).

Rod Betuloxys obuhvata deset vrsta rasprostranjenih na severnoj hemisferi, pri ¢emu su
vrste B. compressicornis (Ruthe 1859), B. hortum (Stary 1960) i B. kostyukovi Davidian 2005
prisutne u Evropi. Parazitira vasi iz slede¢ih rodova: Betacallis Matsumura 1919, Capitophorus
Van der Goot 1913, Euceraphis Walker 1870, Myzocallis Passerini 1860 i Takecallis
Matsumura 1917 (Stary, 1976, 1978, 1989; Mackauer, 1960; Kavallieratos i sar., 2004;
Davidian, 2005).

Rod Bioxys je monotipski i obuhvata samo jednu vrstu B. japonicus (Stary & Schlinger
1967) orijentalnog rasprostranjenja i parazitira va§ Machilaphis machili (Takahashi 1928) u

Cetinarskim Sumama Tajlanda (Stary i sar., 2010b).
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Boreogalba obuhvata dve vrste, od kojih je B. gladifer (Mackauer 1962) rasprostranjena
u Kanadi (Mackauer, 1962), a B. julianae Todorov 2006 se moze pronaci u Bugarskoj, ali
domacin jos uvek nije poznat posto je tipski primerak sakupljen na livadi u blizini planinskog
vrha kosenjem (Todorov, 2006). Rod je morfoloski veoma slic¢an vrstama roda Trioxys, ali se
razlikuju prednja krila i mesoscutum. Prednja krila su Sira kod vrsta roda Boreogalba; nerv
radijalni sektor je krac¢i, dok je stigma izduZena i radijalni sektor se gotovo ne uocava.

Posteriorni deo mezoskutuma je izduzen kod vrsta roda Boreogalba (Slika 4).

— — P - T N m— //-/ — "~ ~

S ; \\\ _ ‘/

—~— . > S s

=)

=

Slika 4. Morfologija prednjih krila i mezoskutuma rodova Boreogalba (a, c) i Trioxys (b, d)

(Preuzeto iz van Achterberg, 1997).

Vrste roda Cristicaudus karakteristicne su za Indiju i Nepal, osim jedne vrste, C. bicolor
Stary & Remaudiére 1982, koja je opisana u Meksiku (Stary i Remaudiére, 1982).
Dactylonotum je monotipski rod sa jednom vrstom D. schaanxiense Chou & Xiang 1981 koja
je pronadena u Kini (Chen i Shi, 2001). Fissicaudus obuhvata sedam vrsta orijentalnog
rasprostranjenja (Stary i Schilinger, 1967; Takada, 1968; Stary i sar., 2010a). Parabioxys
songobiensis Shi & Chen 2001 je jedina vrsta roda Parabioxys i orijentalnog je

rasprostranjenja; zabeleZeno je da parazitira samo vrstu Greenidea kuwanai (Pergande 1906)
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koja se hrani na Quercus dentata Thunb. 1784 (Stary i sar., 2010a). Sergeyoxis je monotipski
rod sa vrstom S. monoceratus Davidian 2016 koja je rasprostranjena u azijskom delu Rusije, a
od ostalih Trioxiina se razlikuje po tome $to poseduje neparan nastavak izmedu poslednja dva

sternita metazome (Davidian, 2016)

Rodovi sa najvise vrsta u okviru podtribusa Trioxina su Binodxys i Trioxys, svaki sa oko
70 vrsta opisanih §irom sveta (Yu i sar., 2012, Ziki¢ i sar., 2017b). Kao i prethodno pomenuti
rodovi, i vrste roda Binodoxys su dugo bile opisivane kao pripadnici roda Trioxys, sve do 1959.
godine kada je Mackauer podrod Binodoxys podigao na rang roda. Mackauer je izdvojio novi
rod na osnovu prisustva sekundarnih tuberkula na petiolusu, odnosno drugom metazomalnom
segmentu, koje se ne javljaju kod vrsta roda Trioxys (Slika 5). Marsh i sar. (1987) pored razlike

u petiolusima, navode i razlike u nervaturi krila, odnosno da li je prva subdiskoidalna ¢elija

zatvorena (Bindoxys) ili otvorena (Trioxys).

Slika 5. Uporedni prikaz petiolusa vrsta: a) Trioxys pallidus (Haliday, 1833), b) Binodoxys
acalephae (Marshall 1896); St — primarne (spirakularne) tuberkule, Se — sekundarne tuberkule
(nomenklatura je data na osnovu Pike i Stary, 1995).

Filogenetski odnosi na osnovu COI gena ukazuju da se ne radi o monofiletskim rodovima
(Ckrki¢ i sar., 2019). Naime, Trioxys auctus (Haliday 1833) je odvojen u zasebnu kladu, dok
su ostale vrste roda Trioxys grupisane u istu kladu sa Binodoxys vrstama. U okviru ove klade
izdvajaju se 3 filogenetske linije. Prva linija obuhvata dve vrste roda Binodoxys, B. angelicae
(Haliday 1833) i B. centaureae (Haliday 1833); u drugoj se nalaze tri vrste roda Binodoxys (B.
acalephae, B. brevicornis (Haliday 1833) i B. heraclei (Haliday 1833)) i jedna vrsta roda
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Trioxys (T. parauctus Stary 1960), dok tre¢u kladu ¢ine dve vrste roda Trioxys (T. complanatus
Quilis 1931 i T. pallidus) (Slika 6).

I I Ephedus persicae

Trioxys auctus S12_868

Binodoxys angelicae JN620603
100% | Binodoxys angelicae Be15_230
100% Binodoxys angelicae Be15_195

Binodoxys angelicae SWE14_24
Binodoxys centaureae JN620612

N - 92%- Binodoxys acalephae S14_37
%Binodoxys acalephae Fi06_03_2
97% 65% Binodoxys communis KF597735

Binodoxys heraclei S11_860_1

" 100% - Binodoxys brevicornis S11_749_1
ww(ys brevicornis S11_749_2
Trioxys parauctus S11_480

99%

100% Trioxys complanatus KJ848479
- 100% — Trioxys palidus KRO74105
Trioxys pallidus JN620696

Trioxys sunnysidensis H1
Trioxys sunnysidensis H15
Trioxys sunnysidensis H18
) Trioxys sunnysidensis H19
80% Trioxys sunnysidensis H20
Trioxys sunnysidensis H21
Trioxys sunnysidensis H2
- Trioxys sunnysidensis H3
- Trioxys sunnysidensis H4
- Trioxys sunnysidensis H7
Trioxys sunnysidensis H5
{Trioxys sunnysidensis H10
‘{: Trioxys sunnysidensis H6

Trioxys sunnysidensis H11
Trioxys sunnysidensis H13
6% | [ Trioxys sunnysidensis H
- Trioxys sunnysidensis H8
- Trioxys sunnysidensis H12
- Trioxys sunnysidensis H14
_[Tn‘oxys sunnysidensis H22
Trioxys sunnysidensis H24
- Trioxys sunnysidensis H23
L Trioxys sunnysidensis H25
- Trioxys sunnysidensis H16
Trioxys sunnysidensis H17

1

Slika 6. Filogenetski odnosi rodova Binodoxys i Trioxys analizirani na osnovu sekvenci COI

gena (preuzeto iz Ckrkié i sar., 2019).

1.3 Morfologija, biologija, ekologija i sistematika vrsta roda Binodoxys
1.3.1 Morfologija vrsta roda Binodoxys

Rod Binodoxys je prvi opisao Mackauer (1959a), pri ¢emu je za opisivanje roda koristio
vrstu B. angelicae. Telo je podeljeno na tri regiona: glava, grudi (mezazoma) i abdomen

(metazoma). Glava je kockastog oblika i ortognatnog tipa, Sira od grudi, sjajna i sa retkim
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setama srednje duzine. Na glavi se nalazi par slozenih ociju srednje veli¢ine, na kojima se
nalaze kratke sete. Pored slozenih ociju, na glavi se nalaze i tri ocele. Usni aparat je za
grickanje. Klipeus je blago konkavan sa 4 dugacke sete. Gornja usna je polu loptastog oblika
sa oko 10 nepravilno postavljenih seta. Maksilarni palpusi su sa Cetiri segmenta, dok su
labijalni palpusi izgradeni od dva segmenta (Slika 7a). Na glavi se nalazi par koncastih antena,
gde se mogu razlikovati osnovni ¢lanak (scapus), drska (pedicellus) i bi¢ (flagellum ). Bi¢ kod

zenki je izgraden najces¢e od 9 segmenata (Slika 7e), odnosno 11 kod muZzjaka.

Mezozoma je izgradena od protoraksa, mezotoraksa, metatoraksa i prvog abdominalnog
segmenta — propodeuma. Protoraks je kratak, suzava se posteriorno i nije pokriven
mezoskutumom. Mezoskutum je gladak i sjajan (Slika 7c). Prednja krila sa veoma
redukovanom nervaturom. Na prednjim krilima se moze uociti stigma, radijalni nerv i radijalni
sektor nerv. Radijalni nerv je kra¢i od duzine stigme za polovinu. Radijalni sektor je zaobljen
ispod stigme i1 postaje prav i skoro paralelan radijalnom nervu, pri ¢emu nestaje pri apikalnom
delu radijalnog sektora (Slika 7b). Brazde dele propodeum na dve anteriorne ¢elije, koje nose
po Cetiri do osam dugackih seta, dve posteriorne ¢elije, na kojima se nalazi po jedna dugacka

seta, 1 centralnu petougaonu ¢eliju (Slika 7d).

Metazoma pocinje od petiolusa, drugog abdominalnog segmenta. Petiolus je izduzen i
poseduje dva para tuberkula. Prvi par tuberkula nosi spirakulume i obi¢no je smesten iza prve
tre¢ine segmenta prema sredini petiolusa. Sekundarne tuberkule su Sire, viSe zaobljene u
odnosu na primarne tuberkule i smeStene na pocetku poslednje tre¢ine petiolusa. Dorzalno na
petiolusu se moZe uociti centralna, uzduzna brazda i slabije izrazene manje brazde (Slika 7f).
Ostatak abdomena je kopljastog izduZenog oblika. Poslednji sternit Zenki nosi par dugackih,
skoro pravih nastavaka na kojima se nalaze tri do Cetiri dugacke sete sa dorzalne strane 1 dve
blisko postavljene proste dlake na vrhu. Legalica je zakrivljena nadole (Slika 7g). Genitalije
muZjaka (aedeagus) su gradene kao i kod ostalih predstavnika familije Braconidae.
Predstavnici roda Bindoxys imaju Siroke i kratke paramere na kojima se nalaze dlake razli¢itog
broja, koje su znacajan taksonomski karakter. Paramere okruzuju volsele na kojima se nalaze
kuspis koji moZe da nosi razli¢it broj dlaka, kao 1 digitus, na kome se nalaze zubici. Broj dlaka
na kuspisu, kao i broj zubica na digitusu predstavljaju taksonomske karaktere. Unutrasnji
reznjevi su srasli 1 obrazuju aedeagus sensu stricto, na ¢ijem vrhu se nalazi otvor neparnog

semevoda (Slika 7h) (nomenklatura preuzeta iz Ziki¢, 1999).
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Slika 7. Morfologija vrste B. angelicae: a) glava, b) prednje krilo, ¢) mezoskutum, d)
propodeum, €) antena, f) petiolus, g) legalica, h) edeagus vrste B. genistae (preuzeto iz
Mackauer, 1960): oc — oceli, so — slozene o¢i, cl — klipeus, | — labrum, m — mandibule, Ip —
labijalni palpusi, mp — maksilarni palpusi, St — stigma, R1- radijalni nerv, r&RS — radijalni
sektor nerv, s — scapus, p — pedicellus, fl —flagellum, pt — primarne tuberkule, st — sekundarne

tuberkule, ko — korice ovipozitora, ov — ovipozitor, nas — nastavci osmog abdominalnog
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segmenta, ve — valve edeagusa, dg — digitus, vs — volsela, pa — paramera, ap — apodema
edeagusa, bp — bazalni prsten.

1.3.2 Biologija i ekologija vrsta roda Binodoxys

Rod Binodoxys je rasprostranjen na skoro svim kontinentima, osim Antarktika i
Australije (Slika 8). Do sada je opisano oko 70 vrsta, od ¢ega najveci broj u Indiji, gde su
opisane 22 vrste (Akhart i sar., 2011). Holarktik obuhvata skoro 90% od ukupnog broja vrsta.
Ispod Ekvatora opisano je samo osam vrsta: B. achalensis Stary 2004, B. angolensis (Stary &
Harten 1977), B. benoiti (Mackauer 1959), B. chilensis (Stary 1995), B. harinhalai Stary 2005,
B. madascariensis Stary 2005, B. pterastheniae (Stary & Remaudiere 1977) i B. tucumanus
(Tobias 1987) (Benoit, 1955; Stary, 1995, 2005; Stary i sar., 1977; Stary i Delphino, 1987;
Delphino i Stary, 2004)

Slika 8. Istrazenost faune vrsta roda Binodoxys u svetu (preuzeto iz Yu i sar., 2012).

U Evropi je opisano osam vrsta, B. angelicae, B. acalephae, B. brevicornis, B.
centaureae, B. genistae (Mackauer 1960), B. heraclei, B. minutus (Haliday 1833) i B. similis
(Macakuer 1959). Vecina je panevropskog rasprostranjena, osim B. minutus koji je zabelezen
samo u Velikoj Britaniji i Irskoj (van Achterberg, 2013). Parazitoidi iz roda Bindoxys se mogu
naci u zoni listopadnih Suma i stepa, ali su se delimi¢no prilagodili i polupustinjama, visokim

planinama, kao i kultivisanim predelima (parkovi, vo¢njaci, njive, itd.) (Stary, 1979).
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Zbog slabe istrazenosti trofickih asocijacija koje Binodoxys vrste grade sa biljnim
vasima, za sada su samo dve vrste okarakterisane kao polifagne (B. angelicae i B. indicus
(Subba Rao & Sharma 1958)). Vrsta B. angelicae, palearktickog rasprostranjenja, parazitira
¢ak 80 vrsta podfamilije Aphidinae, dok je Binodoxys indicus indo-malajskog rasprostranjenja
1 parazitira 39 vrsta biljnih vasi iz Cetiri podfamilije (Aphidinae, Chaitophorinae, Pemphiginae
i Mindarinae) (Zikié¢ i sar., 2017b). Sa druge strane, veéina evropskih vrsta pripada grupi
Sirokih oligofaga. U okviru oligofagne grupe najveci broj domacina parazitira B. acalephae
(50), B. centaureae (23), zatim B. heraclei (18), dok najmanji broj vrsta parazitira B.
brevicornis (15). Tri evropske vrste roda Binodoxys zabeleZene su kao monofagne; Binodoxys
genistae parazitira vasi Aphis genistae Scopoli 1763, koja se hrani na biljkama roda Genista
(Mackauer, 1960), B. minutus parazitira vasi koja se hrani na biljci Buxus balearica Lam.
(O’Connor i sar., 1999), i B. similis, koji je parazitoid vasi Myzus persicae Sulzer 1776,
(Fulmek, 1968; Mackauer, 1959b). Vrsta B. brevicornis pripada umerenim oligofagima.
Parazitirajuci 15 vrsta biljnih vasi iz devet rodova obrazuje 39 trofickih asocijacija. Sve vasi
pripadaju tribusu Macrosiphini, podfamilije Aphidina, osim jedne vrste vasi Chaitophorus
pakistanicus Hille Ris Lambers 1966 koja pripada podfamiliji Chaitophorinae i koja je
pronadena biljci Salix babylonica L. u Indiji (Bhagatt, 1984), medutim Stary (1990) navodi da

je malo verovatno da je pomenuta va$ parazitirana od strane B. brevicornis.

Detaljni podaci o asocijacijama biljka — biljna vas — parazitoid (tritroficke asocijacije) za
preostale &etiri vrste roda Binodoxys za teritoriju Srbije i Crne Gore dali su Ziki¢ i sar. (2012).
Najveci broj tritrofickih asocijacija formiraju vrste B. angelicae i B. acalephae. Prva vrsta
formira 23 asocijacije, najceS¢e na vasima koje se hrane na biljkama porodice Rosaceae, dok
druga vrsta obrazuje 10 asocijacija sa biljnim vasima najceSc¢e sa biljaka porodice Fabaceae.
Vrsta B. centaureae uglavnom parazitira biljne vasi koje se hrane biljkama iz porodice
Asteraceae, pri ¢emu formira Cetiri troficke asocijacije u Srbiji. Binodoxys heraclei obrazuje

devet trofickih asocijacija; parazitira iskljuc¢ivo vasi roda Cavariella Heinze 1960 sa vrba.

Na osnovu podataka o trofickim asocijacijama parazitoida biljnih vasi u Srbiji i Crnoj
Gori, Ziki¢ i sar. (2012) su vrstu B. brevicornis zabelezili samo u Crnoj Gori. ZabeleZene su
dve troficke asocijacije; parazitira vrstu iz roda Cavariella koja se hrani na Pimpinella serbica
(Vis.) Benth. & Hook.f. ex Drude, dok se druga vas, Uhlmania singularis (Borner, 1950) hrani
na Asperula longifolia Sm.
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1.3.2.1 Ciklus razvica vrsta roda Binodoxys

Kao i ostali predstavnici podfamilije Aphidiinae vrste roda Binodoxys su koinobiontski
endoparazitoidi biljnih vasi. Nekoliko trenutaka nakon parenja Zenka je u potrazi za pogodnim
domacinima u koje ¢e poloziti jaja. Nakon Sto detektuje domacina, Zenka pomerajuci antene u
vazduhu iznad proveravaju opste fizicko i fizioloSko stanje domacina i da li su eventualno ve¢
parazitirani kako bi izbegla superparazitizam. Nakon odabira domacina Zenka ga prihvata
prednjim nogama i viljuskastim nastavcima na abdomenu koji se izduzuje i savija ispod njenog
tela kako bi isturila legalicu i parazitirala (Slika 9) Zenke obi¢no polazu jaja u II ili III stupanj

nimfe domacina (Mackauer, 1959a).

Slika 9. Parazitiranje vasi od strane vrste roda Binodoxys (preuzeto iz Mackauer, 1959a).
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1.3.3 Sistematika, morfologija, biologija i distribucija evropskih vrsta roda

Binodoxys

1.3.3.1 Binodoxys angelicae

Aphidius (Trioxys) angelicae Haliday 1833
Aphidius acalephae Marshall 1896

Trioxys palcidus Gautier 1922

Trioxys boscai Quilis 1931

Trioxys fumariae Quilis 1931

Trioxys granatensis Quilis 1931

Trioxys obscuriformis Quilis 1931

Trioxys amoplanus Quilis 1934

Trioxys (Trioxys) rietscheli Mackauer 1959
Trioxys (Trioxys) urticae Mackauer 1959
Trioxys (Trioxys) angelicae mediterraneus Mackauer 1960

Trioxys wollastonii Cabrera 1962

Jedinke B. angelicae su najées¢e braon do tamno braon boje. Svetlije boje su delovi
usnog aparata (zuckaste boje), skapus, pedicel i prvi segment bi¢a antena su Zuto-braon boje,
kuk (coxa) i butni valjak (trochanter) su zuckaste, vrh terminalnog abdominalnog sternita, kao

I parni nastavci poslednjeg abdominalnog sternita su zute boje.

Velicina tela Zenki se krece od 1,3 do 2 mm, dok su muZjaci sitniji, odnosno veli¢ina tela

se krec¢e od 1,3-1,5 mm (Mackauer, 1959a, Mescheloff i Rosen, 1993).

Vrsta je Siroko rasprostranjena Sirom Palearktika, pri ¢emu je introdukovana 1 u Burundi
(Antrique i sar., 1989) i Kaliforniju (SAD) (Fleschner, 1963). Van Achterberg (2013) je na
osnovu prikupljenih podataka napravio mapu distribucije vrste u Evropi, gde je vrsta
zabelezena pre svega u zapadnom i centralnom delu Evrope, ali se javlja i u pojedinim

drzavama isto¢ne Evrope. Vrsta je verovatno rasprostranjena u ¢itavoj Evropi (Slika 10).
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Slika 10. Istrazenost vrste B. angelicae u Evropi (preuzeto iz van Achterberg, 2013).

1.3.3.2 Binodoxys acalephae

Aphidius acalephae Marshall 1896.
Trioxys amoplanus Quilis 1934
Trioxys (Trioxys) rietscheli Mackauer 1959.

Trioxys (Trioxys) urticae Mackauer 1959.

Glava je crna, malo Sira od mezozome. Mandibule i palpusi Zuto obojeni. Antene su Zuto-
braon boje, izgradene od 11 segmenata kod Zenki, odnosno 13 kod muZzjaka. Segmenti se prema
vrhu suzavaju, poslednji, apikalni segment je skoro dvostruko duzi od pretposlednjeg,

preapiaklnog segmenta. Prva dva flagelarna segmenta su svetlije obojena.

Mezozoma je tamno braon do crna Propodeum je ponekad svetlije obojen i na njemu se
moze uoCiti centralna petougaona celija. Na prednjim krilima se moZe uociti redukovana
nervatura braon boje. Noge su tamno braon, pri ¢emu su kukovi sva tri para nogu, but (femur)

i golen (tibia) srednjih i zadnjih nogu kompletno ili delimi¢no crne.

Metazoma je crne boje, ali je petiolus svetlije oboje. Na petiolusu se jasno uocavaju
primarne i sekundarne tuberkule, pri ¢emu je Sirina petiolusa u nivou primarnih tuberkula ve¢a
od distance izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula. Nastavci osmog abdominalnog sternita

su svetlije obojeni i nose po Cetiri dorzalne sete i dve apikalne (Mackauer, 1959a).

24



Veli¢ina tela se krec¢e od 1,2-1,8 mm kod Zenki, dok su muZzjaci sitniji (1,0-1,6 mm).

Rasprostranjena je u Holarktiku, pre svega u Evropi (Slika 11), ali se javlja i u Kanadi,
Kini, Kazahstanu, Mongoliji, Maroku, Uzbekistanu, Tadzikistanu, kao i azijskom delu Rusije

(Yuisar., 2012), dok je introdukovana u Burundi (Antrique i sar., 1989).

Slika 11. Istrazenost vrste B. acalephae u Evropi (preuzeto iz van Achterberg, 2013).

1.3.3.3 Binodoxys brevicornis

Aphidius (Trioxys) brevicornis Haliday 1833
Aphidius (Trioxys) minutus Haliday 1833

Na klipeusu se nalazi 5 dugackih seta; labrum je trouglast i nosi 16 dugackih seta.

Flagelum je izgraden iz osam segmenata kod Zenki, odnosno deset kod muzjaka.

Mezoskutum nosi 17-25 pleuralnih seta (Tremblay, 1975; Zumofen i sar, 2013).
Propodeum je gladak ili sa dve uzduzne brazde i nosi 8-10 seta. Krila su hijalinska sa braon

obojenim nervima. Radijalni nerv je jedva duzi od Sirine stigme (Mackauer, 1960a).
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Petiolus je kratak; primarne tuberkule su vidljive, dok su sekundarne tuberkule
pozicionirane veoma blizu spirakularnih. Nastavci su ravni do lu¢no savijeni prema ovipozitoru

i suzavaju se prema vrhu. Na nastavcima se nalazi 3-4 dorzalnih seta (Zumofen i sar., 2013).
Velicina tela 1,5-1,7 mm kod zenki, odnosno 1,4 mm kod muzjaka (Mackauer 1959a).

Rasprostranjena je duz nekoliko klimatskih pojaseva, od hladnog na severu, preko
umerenog ili toplih obalskih klimata, kontinentalne klime do polupustinja. Sekundarno je
prilagodena na tropski klimat. Rasprostranjena je u Evropi (Slika 12), severnoj Africi i
zapadnoj i centralnoj Aziji (Stary, 1990, Yu i sar., 2012, van Achterberg 2013). Kao rezultat
slucajne introdukcije, ova vrsta je zabelezena jo§ u Venecueli (Stary i Cermeli, 1989) i
Argentini (Zumofen i sar., 2013). U svrhu bioloske kontrole Brachycorynella asparagii
(Mordvilko 1928), introdukovana je u Kaliforniju (SAD) (Stary, 1990).

Slika 12. Istrazenost vrste B. brevicornis u Evropi (preuzeto iz van Achterberg, 2013).
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1.3.3.4 Binodoxys centaureae

Aphidius (Trioxys) centaureae

Trioxys (Binodoxys) orientalis Stary & Schlinger 1967

Binodoxys uroleucon Takada & Rishi 1980

Glava je kestenjasta do braon. Usni aparat je svetlije obojen. Antene oba pola su

izgradene od jedanaest segmenata, pri ¢emu su kod zenki prva tri svetlije obojena.

Stigma je braon, dva puta duZa od duZine radijalnog nerva. Propodeum je sa jasno
uocljivom centralnom petougaonom celijom. Spirakularne tuberkule na petiolusu su
postavljene skoro na njegovoj sredini; nakon Cega se petiolus Siri prema sekundarnim
tuberkulama , koje su pozicionirane u poslednjoj trecini petiolusa. Kopulatorni nastavci na

dorzalnoj strani imaju 7-8 dugackih seta.
Veli¢ina tela se krece od 1,9-2,6 mm (Mackauer 1959a).

Rasprostranjena je od Mediterana na jugu, preko umerenog klimata srednje Evrope do
skandinavskog poluostrva, gde je Mackauer (1959a) zabeleZio prisustvo u Svedskoj (Slika 13).
Posto su pronadeni primerci vrste 1 u sibirskom delu Rusije (Davidian 2007), Kini (Stary,
1979), kao i u Indiji (Dey i Akhart, 2007), Japanu (Stary i Schlinger, 1967), Koreji (Stary i
Choi, 2000), Tadzikistan (Fulmek, 1968), Uzbekistan (Aripov, 2003) pretpostavlja se da vrsta

ima Paleakrticko i Orijentalno rasprostranjenje.

Slika 13. Istrazenost vrste B. centaureae u Evropi (preuzeto iz van Achterberg, 2013).
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1.3.3.5 Binodoxys heraclei

Aphidius (Trioxys) heraclei Haliday 1833
Aphidius (Trioxys) letifer Haliday 1833
Aphidius obselutus Wesmael 1835
Trioxys variegator Szepligeti 1898

Kod Zenki glava je tamno braon do crna; ispod antena lice, klipeus 1 usni aparat su Zuti,
dok su kod muzjaka samo mandibule Zute boje. Antene su izgradene od 11 segmenata kod
zenki, odnosno 13 kod muzjaka. Mezozoma je svetlije ili tamnije braon obojena. Na
propodeumu je jasno uocljiva centralna petougaona celija. Krila su sa braon nervaturom. Na
petiolusu uoc€ljive primarne i sekundarne tuberkule. Na viljuskastim nastavcima poslednjeg

abdominalnog sternita kod zenki se nalaze 3-4 dugacke, dorzalne sete.

Velicina tela se krec¢e od 1,6-1,9mm i kod muzjaka i kod zenki (Mackauer 1959a).

Slika 14. Istrazenost vrste B. heraclei u Evropi (preuzeto iz van Achterberg, 2013).

Vrsta je zabeleZzena Sirom Evrope (Slika 14), ali je pronadena i u Iranu (Rakshani, 2007),
Tadzikistanu (Stary, 1979) i Nepalu (Todorov, 2009).
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1.3.3.6 Binodoxys similis
Trioxys (Trioxys) similis Mackauer 1959

Glava kestenjasta do crna, znatno Sira od mezozome. Klipeus je braon sa gustim dlakama.
Mandibule i palpusi su svetlozuti. Antene kod zenki izgradene su od 11 segmenata. Prva tri
segmenta i polovina ¢etvrtog su svetlije obojeni, dok su ostali segmenti tamno-braon boje.

Antene muzjaka su izgradene od 13 segmenata.

Na propodeumu je moguce uociti centralnu ¢eliju koja nije zatvorena. Nervatura krila je

svetlo-braon.

Abdomen braon boje. Na petiolusu se mogu uociti primarne i sekundarne tuberkule.
Spirakularne tuberkule su pozicionirane malo iznad polovine segmenta. Sirina petiolusa u
nivou primarnih tuberkula je gotovo identi¢na $irini u nivou sekundarnih tuberkula. Nakon
sekundarnih tuberkula petiolus se suzava. Na parnim nastavcima legalice moze se uociti 5-6

dorzalnih dlaka.

DuzZina tela zenki varira od 1,5-1,8 mm, dok su muzjaci nesto sitniji, odnosno veli¢ina

tela se kre¢e od 1,2 do 1,6 mm (Mackauer, 1959b).

Vrsta je rasprostranjena samo u Evropi, pri ¢emu po podacima Yu i sar. (2012) vrsta se

moze naéi u Francuskoj, Moldaviji i Srbiji (Ziki¢ et al 2012) (Slika 15).
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Slika 15. Istrazenost vrste B. similis u Evropi (preuzeto iz van Achterberg, 2013), dopunjeno
(Ziki¢ i sar.,2017b).

1.3.3.7 Binodoxys genistae
Trioxys (Binodoxys) genistae Mackauer 1960

Mackauer (1960) je vrstu B. genistae opisao na osnovu muzjaka, ali su pored morfoloskih
uocene i razlike u obojenosti tela. Jedinke vrste B. genistae su uniformno braon obojene, za
razliku od pripadnika vrste B. similis. Naime, Zenke ove vrste su morfoloski veoma sli¢ne B.
similis. Jedino po ¢emu se pomenute dve vrste razlikuju je morfologija edeagusa, ta¢nije broj
dlaka na kuspisima volsela i paramerama. Muzjaci vrste B. genisate na kuspisima nose tri
dlake, za razliku od pripadnika B. similis kod kojih se nalaze dve dlake. Na vrhovima paramera

se nalazi po devet dlaka, odnosno kod B. similis Sest (Slika 16).
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Slika 16. Morfologija muskog polnog organa kod: a) B. genistae i B. similis (preuzeto iz
Mackauer, 1960).

Glava je tamno braon, neznatno Sira od mezozome. Klipeus je crn, mandibule braon, dok
su palpusi svetlije obojeni. Antene su tamne, osim drugog segmenta koji je Zuto obojeni. Broj
segmenata je 11 kod Zenki i 13 kod muzjaka.. Duzina antena je jednaka duzini glave, grudi i

petiolusa zajedno.

Mezozoma je crna. Na propodeumu je uocljiva petougaona centralna ¢elija. Nervatura

krila je tamnobraon. Noge su tamnobraon, osim zglobova koji su svetlije boje.

Metazoma tamno-braon do crna. Na petiolusu su uocljive primarne i sekundarne
tuberkule (Slika 18). Petiolus je tamno obojen, osim posteriornog dela koji je svetlo-braon.

Legalica je crna. Parnim nastavci nose pet dorzalnih dlaka srednje duZine.
Duzina tela se kreée od 1,5-2,2 mm (Mackauer, 1960a).

Vrsta je zabelezena u svega pet drzava Evrope (Bugarska, Ceska, Francuska, Nemacka,
Slovacka i Svajcarska) (Slika 17), kao i u Primorskoj oblasti Rusije (Davidian, 2007).
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Slika 17. Istrazenost vrste B. genistae u Evropi (preuzeto iz van Achterberg, 2013).

1.3.3.8 Binodoxys minutus
Aphidius (Trioxys) minutus Haliday 1833

Morfoloski je veoma sli¢na vrsti B. brevicornis. Jedina razlika je u broju segmenata
antena. Naime, kod pripadnika vrste B. minutus, Haliday (1833) uocava 11 segmenata, dok je
za vrstu B. brevicornis karakteristi¢no da su kod Zenki antene izgradene od 10 segmenata. Kako
je tipski materijal za ovu vrstu izgubljen, Mackauer (1959a) navodi da je moguce da se radi o

sinonimu vrste B. brevicornis.

Vrsta je rasprostranjena samo u Irskoj (Slika 18).
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Slika 18. Istrazenost vrste B. minutus u Evropi (preuzeto iz van Achterberg, 2013).

1.4 Molekularni markeri koriS¢eni u analizama podfamilije Aphidiinae

Krajem proslog veka poceli su da se sekvencioniraju DNK fragmenti, koji su koriS¢eni
za identifikaciju vrsta i utvrdivanje odnosa unutar odredenih taksonomskih kategorija.
Podfamilija Aphidiinae je ¢esto analizirana molekularnim metodama. Od devedesetih godina
proslog veka, kada su Belshaw 1 Quicke (1997) analizirali odnose u okviru podfamilije

Aphidiinae krec¢e ekspanzija upotrebe razli¢itih molekularnih markera za analizu.

U molekularnim analizama podfamilije Aphidiinae kori$¢eni su i jedarni i mitohondrijski
geni. Od jedarnih gena najéesce je koris¢en 28S koji je informativan za razjasnjavanje

filogenetskih odnosa tribusa, podfamilija i familija (Belshaw i Quicke, 1997).

Sa druge strane, ve¢i broj mitohondrijskih gena je koriS¢en: 16S, 18S, elongacioni faktor
a i drugi (Sanchis i sar., 2000; Shi i Chen, 2005; Derocle i sar., 2012, 2016). DNK sekvenca za
citohrom oksidazu subjedinicu I (COI) je najcesce korisS¢eni mitohondrijski marker za analizu
odnosa unutar podfamilije Aphidiinae. Koriste¢i kratke segmente ovog gena, tzv. DNA
barcoding, moguca je identifikacija jedinki kako na nizim, tako i na vi$im taksonomskim
kategorijama. Stoga, ne cudi Sto je koriS¢en za razjasnjavanje odnosa u okviru podfamilije
Aphidiinae (Ziki¢ i sar., 2017a), ali i za otkrivanje kripti¢nih vrsta (Derocle i sar., 2016; Ye i

sar., 2017; Tomanovi¢ i sar., 2018). U nekim slucajevima (npr., muzejski primerci) izolacija
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pomenutog dela genoma nije mogucéa primenom standardnih prajmera, zbog ¢ega u poslednjih

nekoliko godina se krenulo sa razvijanjem novih prajmera (Mitrovi¢ i Tomanovi¢, 2018).

1.5 Primena geometrijske morfometrije u taksonomskim analizama pripadnika

podfamilije Aphidiinae

Pored tradicionalnog morfometrijskog pristupa u taksonomskim studijama, sve ¢es¢a je
primena geometrijske morfometrije koja se zasniva na analizama veli¢ine i oblika morfoloskih
struktura na osnovu konfiguracije specifi¢nih tac¢aka. Pored toga Sto geometrijska morfometrija
omogucava vizuelizaciju odnosno graficko prikazivanje promena oblika (Zelditch i sar., 2012),
ona moze detektovati veoma male promene u obliku analiziranih struktura (Klingenberg,
2002).

Pored toga, primenom geometrijske morfometrije moguée je razdvojiti alometrijsku od
nealometrijske komponente morfoloske varijabilnosti. Kod vecéine organizama sa povecanjem
veli¢ine dolazi do promene oblika strukture i tada govorimo o alometrijskim promenama oblika
(Klingenberg, 2016). Postoji nekoliko tipova alometrije (ontogenetska, staticka i evoluciona),
pri ¢emu evoluciona alometrija opisuje promene oblika uslovljene promenom veli¢ine tokom

evolucione istorije grupe (Klingenberg, 1998).

Geometrijska morfometrija Cesto primenjivana metoda za objasnjavanje razlika u
morfologiji krila na razli¢itim taksonomskim nivoima podfamilije Aphidiinae. Razlike u obliku
i nervaturi krila izmedu tribusa podfamilije Aphidiinae analizirane su od strane Ziki¢ i sar.
(2017a), gde je uoceno da je nervatura krila u vecini slucajeva taksonomski karakter, osim u
tribusima Aphidiini 1 Trioxini gde se javljaju razli€iti stepeni redukcije nervature krila. Ili¢
MiloSevi¢ i sar. (2015) su analizirali taksonomski status tri roda (Aphidius, Euaphidius
Mackauer 1961 i Remaudierea Stary 1973), te su putem geometrijske morfometrije krila i

molekularnim analizama utvrdili da se radi o rodu- Aphidius.

Takode, geometrijska morfometrija se moze koristiti za razlikovanje blisko srodnih vrsta,
odnosno kompleksa vrsta. Tako su Stankovi¢ i sar. (2015), na osnovu geometrijske
morfometrije prednjih krila i molekularnih analiza jasno izdvojili tri vrste roda Adialytus koje

naseljavaju Evropu. Mitrovski-Bogdanovi¢ i sar. (2014) u okviru Praon dorsale yomenae
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kompleksa na osnovu morfologije krila izdvojili P. dorsale, P. longicorne, P. megourae, P.

volucre i P. yomenae.

Parrefio i sar. (2017) su primenom ove metode na prednjim krilima vrste Lysiphlebus
fabarum (Marshall 1896) izdvojili pet filogenetskih linija sa razli¢itih domacina. Sli¢nu studiju
sproveli su i Villegas i sar. (2017), gde su potvrdili da postoje morfoloSke razlike u obliku i
veli¢ini krila vrste Aphidius ervi Haliday 1833 sakupljenih sa osam razli¢itih biotipova.
Metodom geometrijske morfometrije detektovana je i razlika u obliku i veli¢ini aseksulane i

seksualne linije vrste Lysiphlebus fabarum (Ziki¢ i sar., 2014).
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2 Ciljevi istraZzivanja
Osnovni ciljevi ove studije su:

1. Analiziranje razlika u morfologiji krila blisko srodnih rodova Binodoxys i Trioxys

2. Utvrdivanje morfoloske varijabilnosti krila i petiolusa unutar roda Binodoxys
primenom geometrijske morfometrije

3. Utvrdivanje filogenetskih odnosa izmedu evropskih vrsta roda Binodoxys na
osnovu mitohondrijskog COI gena

4. Ispitivanje da li filogenetski srodne vrste pokazuju sli¢cne morfoloske obrasce

5. Analiziranje morfoloskih struktura skening elektronskom i svetlosnom
mikroskopijom

6. Revizija evropskih vrsta roda Binodoxys

7. lzrada kljuca za identifikaciju evropskih vrsta roda Binodoxys
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3 Metodologija

3.1 Sakupljanje materijala

U studiji morfoloskih razlika izmedu rodova Binodoxys i Trioxys analizirano je Cetiri
vrste roda Binodoxys (B. acalephae, B. angelicae, B. brevicornis i B. heracle) i dve vrste roda
Trioxys (T. complanatus Quilis Perez 1931 i T. pallidus) (Tabela 1), dok je za razjasnjavanje
morfoloskih razlika izmedu vrsta roda Bindoxys analizirano Sest evropskih vrsta roda
Binodoxys: B. acalephae, B. angelicae, B. brevicornis, B. centaureae, B. heraclei i B. similis
(Tabela 2). Ostale dve evropske vrste (B. genistae i B. minutus) nisu obuhvacene analizom,
zbog nedostatka materijala. Jedinke su sakupljene u periodu od 1990. do 2015. godine na
teritoriji nekoliko evropskih drZava (Austrija, Belgija, Crna Gora, Slovenija, Srbija i Svedska)
(Tabele 1 i 2). Uzorci su sakupljeni odsecanjem delova biljaka na kojima su se hranile biljne
vasi 1 stavljanjem istih u plasti¢ne ¢ase zapremine 0,5 litara koje su pokrivene rastegljivom
tkaninom, kako bi se sprecio izlazak domacina, kao i parazitoida ukoliko su biljne vasi
parazitirane Ovako sakupljeni uzorci ¢uvani su dve do tri nedelje na temperaturi od 24 °C i
relativnoj vlaznosti od 65%. Nakon eklozije, parazitske ose su sakupljene finom Cetkicom i

stavljene u flakone sa 96% etil-alkoholom zapremine 1 pl.

Tabela 1. Spisak uzoraka koris¢enih u analizi prednjih krila vrsta rodova Bindoxys i Trioxys.

Rod Vrsta Lokalitet, datum, biljka, vas i legator Br.
parazitoida  parazitoida krila
B. acalephae Srbija,Ni§, Popovac, 04.07.2012, Vicia cracca, Aphis craccae, VZ 14
B. angelicae Srbija, Si¢evacka klisura, 12.05.2013, Sambucus nigra, Aphis sambuci, 15
VZ
Binodoxys
B. brevicornis  Crna Gora, Durmitor, Crno jezero, 25.07.2012, Apiaceae, Hyadaphis 10
foeniculi, VZ
B. heraclei Srhija, Dukat mt, 29.06.2012, Aegopodium sp., Cavariella theobaldi, VZ 11
T. Srbija, Smederevo, Malo Orasje,10.06.2012., 14

Trioxys complanatus

T. pallidus Srbija, Krusevac, 19,05,2013, ZK 14
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3.2 Geomterijska morfometrija

3.2.1 Priprema materijala geometrijsku morfometriju

Kako bi se obradili delovi tela osa koji su koriS¢eni u morfometrijskim analizama, zenke
su disekovane. Naime, svaka jedinka je stavljana u destilovanu vodu gde su prvo krila pazljivo
odvojena, a u slucaju vrste roda Binodoxys petiolus. Nakon disekcije, delovi tela kori$¢eni u
analizama geometrijske morfomterije su lepljeni za mikroskopske plocCice Berlezovim
medijumom. Tako pripremljeni preparati su ostavljeni nekoliko dana da se osuSe, a zatim je
stavljen jo$ jedan sloj medijuma i pokrovno staklo. Nakon toga su preparati slikani u
laboratoriji Prirodno-matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Nisu. Krila su slikana na Leica
mikroskopu DM2500 kamerom Leica DFC490 na uveli¢anju 50x, dok su petiolusi slikani na
Leica binokularu DFC 320 (M2 16A) na uvelicanju 115x. Uzorci kori§é¢eni u morfometrijskim

analizama prikazani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Spisak uzoraka Binodoxys vrsta kori§¢enih u analizama geometrijske morfometrije
krila i petiolusa. Skraéenice za drzave: BEL= Belgija, MNE = Crna Gora, SRB = Srbija, SLO
= Slovenija, SWE = Svedska. Skra¢enice za legatore: ML = M. Lazarevi¢, SSS = S. S.

Stankovi¢, ZK = Z. Kojicié, VZ=V. Ziki¢, ZT = Z. Tomanovic.
Parazitoid Lokalitet, datum, biljka, vas i legator S «
55 =
S o
B. acalephae SRB, Ni§, 23.06.2013, Robinia pseudoacacia, Aphis craccivora, VZ 2 10
SRB, Kula, 10.07.2011, Amaranthus retroflexus, Macrosiphum euphorbiae, ZT 5 5
SRB,Ni$, Popovac, 04.07.2012, Vicia cracca, Aphis craccae, VZ 2 9
SRB, Si¢evacka klisura, 22.04.2014, Urtica dioica, Aphis urticate, VZ 4 6
SRB, Kru$evac, Bagdala, 05.07.2012, Robinia pseudoacacia, Aphis craccivora, ZK 5 11
SI‘?B, Si¢evacka klisura, Ravni do, 29.05.2014, Galium verum, Staegeriella necopinta, 8 14
\V4
MNE, Durmitor, 27.08.1991, Euphorbia myrsinites, Aphis sp., ZT 1 0
BEL, VIRIDAXIS, Epilobium hirsutum, Aphis grossulariae 1 1
SRB, Vlasinsko jezero, 16.06.2011, Salix fragilis, Pterocomma sp., VZ. 1 0
Ukupno 29 56
B. angelicae SRB, Ni§, 08.10.2010, Solanum nigrum, Aphis fabae, VZ 11 10
SRB, Lebane, 01.06.2013, Chenopodium album, Aphis sp., SSS 8 10
SRB, Ni§, Nigka banja, 06.06.2013, Tamarix sp.1, Brachyungius tamaricis, VZ 0 9
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Parazitoid

B. angelicae

B. brevicornis

B. centaureae

B. heraclei

B. similis

Ukupno

Nastavak tabele

Lokalitet, datum, biljka, vas i legator

SRB, Ni§, TroSarina, 04.04.2014, Rumex acetosa, Aphis fabae, VZ.

SRB, Krusevac, Donji Stepos, 17.05.2015, Philadelphus coronarius, Aphis sp., ML
BEL, Gingelom, 22.05.2015., Silene latifolia, Brachycaudus lychnidis

SRB, Belgrade, Botanical Garden, 16.04.2007, Sambucus nigra, Aphis sambuci, ZT
SRB, Radmilovac, 31.05.2013, Sambucus nigra, Aphis sambuci, ZT

SLO, Bohinj, 16.07.2014, Epipactis sp., Aphis epipactis, ZT

SRB, Ni§, VreZina, 11.06.2011, Tanacetum vulgare, Uroleucon sp., VZ

SWE, Uppsala, Genetic centrum, 02.07.2014, Malus domestica, Aphis pomi

SRB, Vlasinsko jezero, 16.06.2011, Salix fragilis, Pterocomma sp., VZ.

Ukupno

MNE, Durmitor, Crno jezero, 25.07.2012, Apiaceae, Hyadaphis foeniculi, VZ.

MNE, Durmitor, Crno jezero, 25.07.2012, Asperula cynanchica, Uhlmania singularis,
T

MNE, Durmitor, Susica, 27.07.2012, Sanicula europaea, Hyadaphis foeniculi, VZ
Ukupno

SRB, Beljanica, Suvaja, 01.08.1996, Mycelis muralis, Uroleucon murale, VZ.

SLO, Paljevo, 02.06.2011, Crepis biennis
SRB, Ni§, G. Matejevac, 16.06.2015, Centaurea sp., Uroleucon sp., VZ
Ukupno

SRB, Dukat mt, 29.06.2012, Aegopodium sp., Cavariella theobaldi, VZ.

SRB, Ni§, Siéevacka klisura 15.06.2013, Pastinaca sp., Cavariella sp., VZ
MNE, Savnik, 07.08.2013, Pastinaca sp., Cavariella aegopodii, VZ

SRB, Div¢ibare, 12.08.2000, Apiaceae, Cavariella theobaldi, ZT

Ukupno

BEL, VIRIDAXIS

BEL, VIRIDAXIS, 02.09.2015., Epilobium hirsutum, Aphis sp.

Ukupno

Br.
o1 petiolusa

~

12

12

14

111

Br. krila

11

10

55

17

11

28

16

22

13

15

185



3.2.2 Izbor specifi¢nih tacaka

Geometrijska morfometrija se zasniva na analizama konfiguracija specificnih tacaka
(landmarks - LM) koje opisuju oblik date morfoloske strukture. Specifi¢ne tacke predstavljaju
jasno definisana anatomska mesta koja mogu biti prepoznata na svim morfoloskim celinama

unutar analiziranog uzorka (Zelditch i sar., 2012).

Kao predmet analize izabrane su dve morfoloske strukture — petiolus i krilo. U ovoj
studiji, petiolus je prvi put upotrebljen kao predmet istrazivanja u geometrijskoj morfometriji.
Kako se radi o bilateralno simetri¢noj strukturi, definisano je devet specifi¢nih tacaka, pri cemu
su Cetiri tacke bilateralno simetri¢no, dok je jedna tacka postavljena medijalno. Tacke 1,213
oznaCavaju anteriorni kraj petiolusa, 4 i 5 predstavljaju polozaj primarnih tuberkula, 6 1 7

oznacavaju sekundarne tuberkule, dok 8 1 9 definiSu posteriorni kraj petiolusa (Slika 19A).

10 11

Slika 19. Prikaz petiolusa (A) i krila (B) vrste B. angelicae sa odabranim specifi¢nim tackama.

Na krilnoj plo¢i vrsta roda Binodoxys sa veoma redukovanom nervaturom, definisano je
11 specifi¢nih tacaka (Slika 19B, Tabela 3). Za postavljanje specificnih tacaka za obe strukture
koriS¢en je softver tpsDig2 (Rohlf, 2005).

Tabela 3. Spisak odabranih specifi¢nih tac¢aka na krilnoj povrsini.

LM1 - pocetak stigme

LM2 - kraj stigme i pocetak radijalnog nerva (R1)

LM3 — zavrSetak radijalnog nerva (R1)
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LM4 — pocetak nerva radijalni sektor (r&Rs)

LM5 - zavrsetak nerva radijalni sektor (r&Rs)

LM®6 - projekcija nerva radijalni sektor (r&Rs) na obod krila

LM7 — pocetak prvog medijalnog nerva (1M)

LM8 — zavrSetak prvog medijalnog nerva (1M)

LM9 — pocetak treceg kubitalnog nerva (3Cu) i projekcije prvog analnog nerva (1A)
LM10 - projekcija prvog analnog nerva (1A) na obod krila

LM11 - zavrSetak tre¢eg kubitalnog nerva (3Cu)

3.2.3 Izracunavanje varijabli oblika i varijabli veli¢ine

Na osnovu polozaja tacaka, definiSe se oblik i veli¢ina svake celine u uzorku. Oblik se
definiSe kao informacija koja nakon rotacije, skaliranja i translacije ostaje nepromenljiva
(Klingenberg i Monteiro, 2005), dok se veli¢ina definise preko veli¢ine centroida. Centroid
predstavlja centar konfiguracije odabranih specifi¢nih tacaka. VeliCina centroida predstavlja
kvadratni koren sume kvadratnih korena distanci svake specifi¢ne tacke od centroida (Zelditch

i sar., 2012).

Kako bi se eliminisale razlike u polozaju, orijentaciji i veli¢ini primenjena je
Generalizovana Prokrastova Analiza (General Procrustes Analysis - GPA) u okviru softvera
MorphoJ (Dryden i Mardia, 1998). Prokrastovom superimpozicijom se dobijaju Prokrastove
koordinate, koje definiSu oblik analizirane strukture, dok se varijable veli¢ine zadrzavaju i
predstavljene su kao veli¢ine centroida i logaritmovane vrednosti veli¢ine centroida (Dryden i
Mardia, 1998). Kao mera oblika, umesto Prokrastovih koordinati, kod bilateralno simetri¢nih

objekata definisane su simetri¢ne i asimetricne komponente (Klingenber i sar., 2002).

3.2.4 Statistic¢ke analize

Analiza varijanse (ANOVA) je primenjena da bi se utvrdilo da li postoje izmedu
analiziranih vrsta (kao varijabla veli¢ine koris¢en je CS). Za medusobno poredenje i
utvrdivanje statisticki znacajnih razlika u srednjoj veli¢ini krila 1 petiolusa izmedu vrsta
koriS¢en je Tuckey Post-hoc test. Za analizu varijabilnosti u obliku krila i petiolusa, primenjena

je multivarijantna analiza varijanse (MANOVA) na koordinatama oblika (Prokrastove
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koordinate u slucaju krila, odnosno simetricne komponente oblika kod petiolusa). Sve

prethodno pomenute analize su uradene u softverskom paketu Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.

2004).

Kako bi procenili da li je u analiziranom uzorku alometrija statisticki znacajna, odnosno
da li promene u veli¢ini znacajno uti¢e na promene oblika, primenjena je pooled within speceis
multivarijantna regresija pri ¢emu su skalirane Prokrastove distance u slucaju krila, odnosno
simetriéne komponente oblika u slucaju petiolusa, na logaritmovanu vrednost veli¢ine
centroida (Monteiro, 1999). Uz pretpostavku da su alometrijske promene za sve analizirane
vrste iste ili veoma sli¢ne, pooled within speceis regresijom se eliminisu alometrijske razlike
unutar vrsta. Ovaj tip regresije se koristi za ontogenetsko skaliranje, ali i u taksonomskim
studijama za korekciju veli¢ine (Frost i sar., 2003; Sterlin i sar., 2016). U slucaju da je
alometrija statisticki znacajna, za dalje analize je koris¢ena nealometrijska komponenta
varijabilnosti, odnosno reziduali dobijeni multivarijantnom regresijom varijabli oblika na

varijablu veli€ine.

3.2.5 Eksplorativne metode i metode vizuelizacije

Analizom glavnih komponenti (PCA) mogucée je utvrditi glavne obrasce variranja oblika
u uzorku i polozaj jedinki u morfoprostoru. Kanonijska diskriminantna analiza (CVA)
maksimalno uvec¢ava razlike izmedu unapred definisanih grupa, dok diskriminantna analiza u
kojoj je integrisan validacioni test ukazuje da li je moguce grupe pouzdano identifikovati
(Klingenberg i Mclintyre, 1998; Klingenberg i sar., 2002). Diskriminantna analiza (DA) ispituje
razlike izmedu dve grupe koje su unapred definisane. Po tome §to se porede samo dve grupe,
DA se razlikuje od CVA (Timm, 2002). U slu¢aju malog uzorka sa velikim brojem specifi¢nih
taCaka, DA analiza Cesto preuveli¢ava razlike izmedu grupa. U tom slucaju, validacioni test
(leave-one-out cross validation test) se koristi za procenu pouzdanosti diskriminantne analize

(Dunne i Stone, 1993). Sve pomenute analize su integrisane u MorphoJ softverskom paketu.

Podaci PCA i CVA analiza su eksportovani iz MorphoJ softvera. U Rstudio softverskom
paketu (RStudio Team, 2016), koris¢enjem ggplot2 softverskog programa pravljeni su 2D
grafici (Wickham, 2016).
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3.3 Molekularna analiza

3.3.1 Ekstrakcija, amplifikacija i sekvenciranje DNK

Utvrdivanje interspecijskih odnosa u okviru roda Binodoxys izvrSeno je na osnovu
analize sekvenci mitohondrijskog gena za citohrom oksidazu I (COI). Prema protokolu koji su

dali Petrovi¢ i sar. (2018) izvrSena je ekstrakcija, amplifikacija i sekvenciranje DNK.

Upotrebom Qiagen Dnase Blood & Tissue Kit-a ukupna DNK svake individue je
izolovana. Pod binokularom je izvrSeno punktiranje toraksa osice sterilnom iglom. Zatim su
jedinke stavljane u tubice zapremine 1,5 ml, u koje je prethodno dodato 180 ul ekstrakcionog
pufera (ATL pufer) i 20 pl enzima (proteinaza K). Inkubacija tubica trajala je 12 sati, na
temperaturi od 56 °C u termo bloku. Tokom ovog perioda, meka tkiva se uklanjaju, a nukleinski
sadrzaj se rastvara u puferu. Nakon inkubacije, u 80 ul AE pufera je rastvorena izolovana DNK,
a zatim Cuvana na temperaturi od -20 °C. Osice iz kojih su izlovane DNK su prebacivane u
novu tubice zapremine 1,5 ml ispunjene 96% etil-alkoholom i ¢uvane za dalje morfoloske

analize.

Za umnozavanje fragmenta citohrom oksidaze subjedinice I (COI) mitohondrijske DNK
koriS¢ena su dva prajmera, LCO1490 i HCO2198 (Folmer i sar., 1998), ¢ime nastaju produkti
veli¢ine oko 670 baznih parova. Amplifikacija pomenutog regiona DNK je izvr§ena lan€anom
reakcijom polimeraze (PCR) u zapremini od 40 pl koja sadrzi 2 pl izolovane DNK, 0,4 pl
KAPA Taq polimeraze, 2 ul LCO1490 prajmera, il HCO2198 prajmera, 2,4 ul nukteotida, 3,6
MgClz, 4 pl pufera i 23,6 H20. Protokol za umnozavanje DNK, vrSeno u Eppendorf
Mastercycler® ep, je slededi:

-inicijalna denaturacija je trajala 5 minuta na temperaturi od 96 °C i obuhvatala je 35

ciklusa u kojima je denaturacija trajala 60 sekundi,
-elongacija je trajala 1 minut na temepraturi od 54 °C,
-ekstenzija je trajala 90 sekundi na temperaturi od 72 °C, i na kraju
-finalna ekstnzija koja je izvodena na temperaturi 72 °C u trajanju od 5 minuta.

Provera uspesnosti umnozavanja COI gena , je testirana na 1% agaroznom gelu obojenim
etidijum bromidom. Koli¢ina od 5 pl amplifikovane DNK je elektorforetski razdvajana na gelu

i vizualizovana pod UV transiluminatorom.
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Precis¢avanje i sekvenciranje umnozene DNK je uradila Macrogen kompanija (Seul,

Juzna Korea).

Ukupno je izolovano 3 sekvenci za vrste B. angelicae, B. centaureae i B. similis, dok su
sekvence za preostale tri vrste (B. acalephae, B. brevicornis i B. heraclei), kao i za kontrolnu
grupu (outgroup) Ephedrus persicae preuzete iz banke gena (National Center for
Biotechnology Information). (Tabela 4).

Tabela 4. Spisak uzoraka koris¢enih u analizama COI gena. Skracenice: BEL — Belgija, MNE
— Crna Gora, SRB — Srbija, SWE — Svedska. Pristupni broj je dat za sekvence koje su preuzete

iz banke gena.

Lokalitet i datum Biljka Biljna vas Parazitoid Pristupni
broj

SRB, Beograd, 28.06.2014 Robinia pseudoacacia Aphis craccivora B. acalephae MK080160

SWE, Uppsala, 02.07.2014. Malus sp. Aphis pomi B. angelicae

MNE, Durmitor, Susica, Sanicula europaea Hyadaphis foeniculi B. brevicornis MF287649

27.07.2015

SRB, Zlatibor, 26.06.2013. Centaurea sp. Uroleucon jaceae B. centaureae

:\)II7NCI)582PCL;I32a Savnik, Pastinaca sp. Cavariella aegopodii B. heraclei MF287648

BEL, Viridaxis, 02.09.2015. Epilobium hirsutum Aphis sp. B. similis

?f lééll‘z%li?in'la"\'euve Prunus avium Myzus cerasi Egrhs‘iecdarzs KY213710

3.3.2 Filogenetske analize

Dobijene sekvence su obradene u softveru FinchTV (www.geospiza.com). Poravnavanje

i medusobno poredenje sekvenci je uradeno u CLUSTAL W programu koji je integrisan u
softverski paket MEGA 6 (Tamura i sar., 2011). Geneticke distance izmedu analiziranih
sekvenci su izraCunate pomocu ,,Kimura’s two-parameter method* (K2P) ,,bootstrap* metode
sa 1000 ponavljanja. Za rekonstrukciju filogenetskih odnosa kori$¢en je Maximum Likelihood
(ML) metod sa 1000 ,bootstrap” replikacija. Kao najbolji model za rekonstrukciju
filogenetskih odnosa izabran je Tamura and Nei 93 sa gama distribucijom (TN93+G) (Nei i

Kumar, 2000). Sve pomenute analize su radene u MEGA 6 softverskom paketu.
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3.4 Evolucione promene u obliku i veli¢ini petiolusa i krila

Rezultati filogenije mapirani su na oblik analiziranih struktura (Maddison, 1991).
Testiranjem prisustva filogentskog signala i konstruisanjem filo-morofprostora, odnosno
prikazivanjem filogenije u morfoloskom prostoru, moze se zakljuciti u kojoj meri se javljaju
slicnosti u obliku morfoloskih struktura izmedu razli¢itih taksona (homoplazija). U
kombinaciji sa PCA analizom, ovom metodom je mogucée utvrditi evoluciju oblika u

analiziranom uzorku (Klingenberg and Gidaszewski 2010).

3.5 Skening elektronska mikroskopija (Scanning elctron microscopy - SEM)

Dve metode mikroskopije su koriiéene za morfoloske analize. Sest zenki evropskih vrsta
roda Binodoxys je disekovano, presvuceno je zlatnim prahom i slikano na skening
elektronskom mikroskopu JEOL JSM-5300LV. Analizirane su slede¢e morfoloske strukture:
glava, antene, prva dva flagelarna segmenta antena, propodeum, petiolus, legalica i nastavci
osmog metazomalnog segmenta zenki. Iste strukture analizirane su i na Leica mikroskopu

DM2500, svetlosnom mikroskopu.
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4 Rezultati

4.1 Geometrijska morfometrija

4.1.1 Razdvajanje vrsta rodova Binodoxy i Trioxys

U analizu je uklju¢eno dve vrste roda Trioxys i Cetiri vrste roda Binodoxys. Ukupno je

analizirano 78 prednjih krila.

Analizom glavnih komponenti vrste roda Trioxys su razdvojene duz prve PC ose, koja
objasnjava 52,7% ukupne varijabilnosti u obliku krila (Slika20). Krila vrsta T. complanatus i
T. pallidus su uza i sa duzim r&RS nervom (za nomenklaturu pogledati sliku 19 i Tabelu 3).
Sa druge strane, analizirane Cetiri vrste roda Binodoxys imaju Sira krila sa kra¢im pomenutim
nervom. Duz druge ose glavnih komponenti (PC2 = 13,75%) u okviru rodova dolazi do
razdvajanja vrsta na osnovu duzine R1 nerva. Kod vrste B. angeliae pomenuti nerv je najduzi
u poredenju sa preostalim Binodoxys vrstama. Izmedu analizirani vrsta roda Trioxys razlika u

duzini R1 nerva nije toliko primetna, ali je uoceno da T. pallidus ima duzi nerv (Slika 20).

0.001

© B.acalephae

/\ B. angelicae
B. brevicornis

* B. heraclei

& T. complanatus
T. pallidus

 PC2 (13.75%)

-0.041

Slika 20. Polozaj Binodoxys i Trioxys vrsta u morfoprostoru definisanim prvim dvema PC

osama. Elipse predstavljaju 90% intervala pouzdanosti za srednje vrednosti oblika krila vrsta.
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Promene u obliku krila prikazane su wireframe graficima; crnom bojom oznacene su jedinke
sa najvecim pozitivnim 1 negativnim vrednostima duz PC osa, dok su sivom bojom oznacene

srednje vrednosti oblika petiolusa za ¢itav uzorak.

Analiza varijanse pokazala je da postoje statisticki znacajne razlike u veli¢ini (ANOVA
na CS, Fs 71 = 3,06; P = 0,014) krila. Takode, multivarijantna analiza varijanse (MANOVA na
Prokrastesove distance, Willks’A = 0,002824; Fgo266 = 7; P < 0,001) je ukazala na statisticki

znacajne razlike u obliku krila.

Kanonijskom diskriminantnom analizom su potvrdeni rezultati dobijen PCA analizom.
Duz prve CV1 ose (70,59%) se razdvajaju rodovi, dok se duz druge kanonijske ose (CV2 =
12,22%) razdvajaju vrste unutrar roda Binodoxys. Rodovi se razlikuju na po duzini i $irini krila,
kao i na osnovu duzZine r&RS nerva. Dve analizirane Trioxys vrste imaju kraca i uza krila sa
duzim pomenutim nervom. B. acalephae se duz druge kanonijske ose razdvaja od B. heraclei
i B. angelicae na osnovu $irine stigme. Stigma je naj$ira kod vrste B. acalephae, dok je najuza

kod vrste B. angelicae (Slika 21)
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Slika 21. Polozaj Binodoxys i Trioxys vrsta u morfoprostoru definisanim prvim dvema CV

osama. Elipse predstavljaju 90% intervala pouzdanosti za srednje vrednosti oblika krila vrsta.
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Promene u obliku krila prikazane su wireframe graficima; crnom bojom oznacene su jedinke
sa najvecim pozitivnim i negativnim vrednostima duz CV osa, dok su sivom bojom oznacene

srednje vrednosti oblika petiolusa za Citav uzorak.

4.1.2 Razdvajanje vrsta roda Binodoxys

4.1.2.1 Geometrijska morfometrija petiolusa

Analiza glavnih komponenti (PCA) je ukazala na postojanje 7 PC osa, pri ¢emu prva osa
opisuje najvecu varijabilnost dok poslednje ose gotovo i da ne objasnjavaju varijabilnost

(Tabela 5).

Tabela 5. Prikaz rezultata PCA analize dobijene na osnovu polozaja 9 simetri¢nih specifi¢nih

taCaka koje opisuju oblik i veli¢inu petiolusa.

Sopstveni vektori
PC osa (eignevalues) % varijanse Kumulativni %
1 0.00881227 76.6 76.6
2 0.00097983 8.517 85.117
3 0.00079452 6.906 92.024
4 0.00036056 3.134 95.158
5 0.00024167 2.101 97.258
6 0.00021499 1.869 99.127
7 0.0001004 0.873 100

PCA pokazala je jasno razdvajanje vrsta na dve morfo-grupe: ,,angelicae®. i ,,acalephae*.
U ,,angelicae“ grupi se nalaze B. angelicae i B. centaureae, koje su pozicionirane u pozitivnom
delu PC1 ose (PC1 = 76,6%), dok se B. acalephae, B. brevicornis, B. heraclei i B. similis, koje
pripadaju ,,acalephae® grupi, nalaze u negativnom delu PC1 ose. Razlike izmedu pomenute
dve grupe se ogledaju u obliku petiolusa i rastojanju izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula.
Naime, u ,,angelicae“ grupi petiolusi su uski i izduzeni. Takode, rastojanje izmedu primarnih i
sekundarnih tuberkula (dps) je ve¢i u poredenju sa razmakom izmedu primarnih tuberkula
(wp). Posteriorni deo petiolusa (LM 8 i 9), koji se spaja za drugi metazomalni segment je veoma
uzak. Sa druge strane, ,,acalephae‘ grupa se odlikuje kratkim, $irokim petiolusima sa Sirokim

posteriornim delom. Razmak izmedu primarnih tuberkula (wp) je skoro jednak razmaku
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izmedu sekundarnih tuberkula (ws), ali je razmak izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula
(dps) manji u odnosu na distancu u nivou primarnih tuberkula (wp) (Slika 22). Po drugoj PC
osi (8,51%), mogu se razdvojiti vrste unutar ,,angelicae* grupe, po Sirini petiolusa u nivou
primarnih tuberkula (wp); kod vrste B. centaureae petiolus je u nivou primarnih tuberkula uzi
u odnosu na S$irinu u nivou sekundarnih tuberkula, dok je petiolus kod B. angelicae skoro
jednake Sirine u nivou primarnih i sekundarnih tuberkula. Vrsta B. acalephae se izdvaja po
drugoj PC osi od ostalih pripadnika ,,acalephae“ grupe po tome S$to je intertuberkularna
distanca (dps) veca nego kod ostalih pripadnika ,,acalephae“ morfo-grupe. Po tre¢oj osi, koja
nosi 6,9% ukupne varijabilnosti odvajaju se B. brevicornis i B. heraclei, koji imaju uzi
posteriorni deo petiolusa, ali i manju intertuberkularnu distancu u poredenju sa B. acalephae,

dok B. similis pokazuje veliku varijabilnost (Slika 22b).
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Slika 22. Polozaj Binodoxys vrsta na osnovu morfologije petiolusa u morfoloskom prostoru
definisanim: a) PC1 i PC2 osama; b) PC1 i PC3 osama. Elipse predstavljaju 90% intervala
pouzdanosti za srednje vrednosti oblika petiolusa vrsta. Promene u obliku petiolusa prikazane
su outline graficima; crnom bojom oznacene su jedinke sa najveéim pozitivnim i negativnim
vrednostima duz PC osa), dok su sivom bojom oznacene srednje vrednosti oblika petiolusa za

éitav uzorak.
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Analiza varijanse pokazala je da postoje statisticki znacajne razlike u veli¢ini (ANOVA
na CS, Fs11 = 32,225; P < 0,001) petiolusa. Rezultati Tuckey Post-hoc testa su statisticki

znacajni za sve parove osim za pet parova (Tabela 6).

Tabela 6. Rezultati Tukey Post-hoc testa. 1znad dijagonale prikazani su rezultati dobijeni na

osnovu morfologije petiolusa, dok su ispod dijagonale rezultati za krila. Zvezdicom su

oznacene statisticki znacajne vrednosti, odnosno vrednosti za koje je P < 0,05.

Petiolus

Grupa B. acalephae | B. angelicae B. brevicornis | B. centaureae B. heraclei B. similis

B. acalephae 0,000120*% 0,183076 0,000120* 0,046621* | 0,000662*

B. angelicae 0,003993* 0,000120* 0,915318 0,000120* 0,398971
.‘—g B. brevicornis 0,747552 0,599355 0,000120* 0,912599 0,000122*
* B. centaureae 0,000028* 0,211065 0,012299* 0,000120* 0,177274

B. heraclei 0,414743 0,996747 0,979606 0,275466 0,000122*

B. similis 0,148568 0,000230* 0,0241308* | 0,000021* 0,010177*

Na osnovu veli¢ine centroida utvrdeno je da najvece petioluse poseduju vrste ,,angelicae*
morfo-grupe (Tabela 7); jedinke vrste B. centaureae imaju najvece petioluse, a zatim B.
angelicae. Unutar ,,acalephae* morfo-grupe, najkrupnije petioluse ima B. heraclei, koji se
nalazi izmedu ,,angelicae‘ morfo-grupe i ostalih predstavnika ,,acalephae* grupe. Veoma sitni
petiolusi su prisutni kod vrsta B. similis i B. brevicornis, dok je B. acalephae izmedu njih i B.
heraclei (Tabela 7).

Tabela 7. Prikaz razlika izmedu Sest analiziranih vrsta u veli€ini petiolusa 1 krila.

Petiolus Krila
Srednja vrednost Srednja vrednost
veli€ine centroida Standardna veli¢ine centroida Standardna
Vrsta (CS) devijacija (SD) (CS) devijacija (SD)

B. acalephae 556,35 67 749,64 44,22
B. angelicae 725,09 102,82 774,22 30,34
B. brevicornis 488,08 45,6 760,95 33,47
B. centaureae 753,23 119,79 794,6 36,38
B. heraclei 674,46 59,39 769,18 27,14
B. similis 445,23 36,39 718,54 19,9
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Razlike u obliku petiolusa su statisticki znacajne (MANOVA za simetricne komponente
oblika, Willks’A = 0,015753; Fss4 = 20,1; P < 0,001). Prokrastesove distance su statisticki
znacajne (P < 0,0001), a statisticka znacajnost se dobija permutacionim testovima na osnovu
10,000 permutacija. Nakon Bonferroni korekcije, koja je uredena zbog multipnih poredenja,
razlike u obliku izmedu B. centaureae — B. similis i B. heraclei — B. similis nisu bile statisticki

znacajne.

Uticaj veli¢ine na oblik petiolusa analiziran je pooled within species regresijom na
logaritmovane vrednosti CS, pri ¢emu procenat promena u obliku izazvanih razlikama u

veli€ini iznosi 6% 1 statisticki je znacajan (P < 0,001) (Slika 23).
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Slika 23. Pooled within species regresija na logaritmovane vrednosti veli¢ine centroida (CS).

Da bi se eliminisale promene u obliku uslovljene veli¢inom petiolusa, u daljim analizama
koriS¢ena je nealometrijska komponenta morfoloSke varijabilnosti, odnosno reziduali iz
prethodne regresije. Kako bi se utvrdilo koje osobine najvise doprinose razlikama izmedu
grupa, kanonijska diskriminanatna analiza je primenjena na rezidualima regresije. Procenat
ukupne varijabilnosti koji objasnjavaju CV ose se neznatno povecao u poredenju sa procentima

dobijenim PCA analizom (Tabela 8).
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Tabela 8. Prikaz rezultata CVA analize dobijene na osnovu polozaja 9 simetri¢nih specifi¢nih

tacaka koje opisuju oblik i veliinu petiolusa.

Sopsteveni vektori
CV osa (eignevalues) % varijanse Kumulativni %
1 8.69795026 75.292 75.292
2 1.93577231 16.757 92.049
3 0.71317088 6.173 98.222
4 0.13586587 1.176 99.398
5 0.06954076 0.602 100

Na osnovu prve dve CV ose jasno se odvajaju predstavnici ,,angelicae* morfo-grupe u
pozitivnom delu CV1 ose (75,29% razlika). Naime, petiolusi ove dve vrste imaju jasno
odvojene primarne i sekundarne tuberkule, ¢ija distanca (dps) je veca od Sirine petiolusa u
nivou primarnih tuberkula (wp) i petiolus je posteriorno uzak. Duz druge kanonijske ose (CV2
= 16,75%), B. centaureae se moze razlikovati od B. angelicae po Sirem petiolusu u nivou
sekundarnih tuberkula (ws) nego u nivou primarnih tuberkula (wp). Sa druge strane, pripadnici
»acalephae® morfo-grupe se nalaze u negativnom delu CV1 ose, odlikujuéi se Sirim
petiolusima sa §irim posteriornim delom i kracom intertuberkularnom distancom. Binodoxys
brevicornis poseduje petioluse kod kojih je intertuberkularna distanca (dps) najkraca (CV1
o0sa), sa priblizno istom Sirinom u nivou primarnih 1 sekundarnih tuberkula 1 uzim posteriornim
delom (CV3 = 6,17%)). Duz CV1 ose, kod vrste B. heraclei petiolusi su najSiri u nivou
primarnih tuberkula (CV1) 1 sa uzim posteriornim delom (CV3). Sa druge strane, petiolusi vrste
B. acalephae su najsiri u nivou sekundarnih tuberkula i imaju veoma Sirok posteriorni deo
(CV3). Binodoxys similis pokazuje veliku unutar grupnu varijabilnost duz tre¢e kanonijske ose
(CV3) (Slika 24).
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Slika 24. Distribucija Binodoxys vrsta na osnovu morfologije petiolusa u morfoprostoru
definisanim: a) CV1 i CV2 osama; b) CV1 i CV3 osama. Elipse predstavljaju 90% intervala
pouzdanosti za srednje vrednosti vrsta. Promene u obliku petiolusa prikazane su outline
graficima; crnom bojom oznacene su promene (jedinke sa najve¢im vrednostima duz CV 0sa),

dok su sivom bojom oznacene srednje vrednosti oblika petiolusa.
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4.1.2.2 Geometrijska morfometrija krila

Analiza glavnih komponenti (PCA) je ukazala na postojanje 18 PC osa, pri cemu prva
osa opisuje najvecu varijabilnost, dok poslednje ose gotovo i da ne objasnjavaju varijabilnost
(Tabela 9).

Tabela 9. Prikaz rezultata PCA analize dobijene na osnovu polozaja 11 specifi¢nih tacaka koje

opisuju oblik i veli¢inu krila.

Sopstveni vektori
PC osa (eignevalues) % varijabilnosti Kumulativni %
1 0.00042246 25.079 25.079
2 0.00029754 17.663 42.741
3 0.00021951 13.031 55.772
4 0.00018408 10.927 66.699
5 0.0001179 6.999 73.698
6 0.00011333 6.727 80.426
7 0.00006171 3.663 84.089
8 0.00005334 3.167 87.256
9 0.00004827 2.865 90.121
10 0.00003541 2.102 92.224
11 0.00002946 1.749 93.973
12 0.00002247 1.334 95.306
13 0.00002173 1.29 96.597
14 0.00001447 0.859 97.455
15 0.00001356 0.805 98.26
16 0.00001084 0.644 98.904
17 0.00000936 0.556 99.46
18 0.0000091 0.54 100

Analiza glavnih komponenti (PCA) prednjih krila odvaja dve morfoloske grupe. U
pozitivnom delu PC1 ose, koja objaSnjava 25,07% ukupne varijabilnosti, nalaze se B.
angelicae, B. centaureae i B. similis, vrste kod kojih su krila i stigma uze, sa duzim radijalnim
(LM2 1 3) i r&RS nervima (LM4 i 5). Unutar ove grupe, duz PC2 ose (17,66%) odvaja se B.
similis sa izduzenim krilima (LM6), dok se preostale dve vrste razdvajaju duz trece PC ose
(13,03%), na osnovu distalnog dela krila; kod B. angelicae je krilo uze, dok je kod B.
centaureae ovaj deo krila izduzen. Vrste koje se nalaze u negativnom delu PCI1 ose, B.

acalephae, B. brevicornis i B. heraclei, poseduju Siroka krila, sa Sirokom stigmom, kra¢im
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radijalnim i r&RS nervima. U okviru ove grupe, B. acalephae ima najkraca krila, dok su kod

B. heraclei krila najduza (Slika 25).
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Slika 25. Distribucija vrsta na osnovu morfologije krila u morfoprostoru definisanim PC
osama: a) morfoprostor definisan prvim dvema osama; b) morfoprostor definisan prvom i
trecom osom. Elipse predstavljaju 90% intervala pouzdanosti za srednje vrednosti vrsta.
Promene u obliku krila prikazane su outline graficima; crnom bojom oznafene su promene
(jedinke sa najve¢im vrednostima skorova na PC osama), dok su sivom bojom oznacene

srednje vrednosti oblika krila.

Postojanje statisticki znacajnih razlika u veli¢ini krila testirano je analizom varijanse
(ANOVA na CS, F 5, 179) = 8,94; P < 0,001). Rezultati Tuckey Post-hoc testa su statisti¢ki
znacajni za neSto manje od polovine parova (Tabela 6). Na osnovu srednje vrednosti veliine
centroida najveca krila su kod vrste B. centaureae, a zatim B. angelicae i B. heraclei. Kod
preostale tri vrste, krila B. acalephae i B. brevicornis su sli¢ne veli¢ine, dok je B. similis sa

najmanjim krilima (Tabela 7).

Utvrdeno je 1 postojanje statisticki znacajne razlike u obliku krila (MANOVA na
Prokrastovim koordinatama , Willks’A = 0,025656; F (90, 790) = 10; P < 0,001). Razlike u obliku
krila izraCunate su kao Prokrastove distance. Permutacioni testovi pokazali su da se sve vrste
statisti¢ki znacajno razlikuju u obliku krila (P < 0,0001) osim B. acalephae — B. brevicornis za

koji, nakon korekcije za multipna poredenja, nije utvrdena statisticka znacajnost..

Uticaj veli¢ine na oblik krila analiziran je pooled within species regresijom na log CS,
pri éemu procenat promena u obliku izazvanih razlikama u veli¢ini iznosi 0,9% i statisti¢ki nije

znacajan (P = 0,1084) (Slika 26).
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Slika 26. Pooled within species regresija na logaritmovane vrednosti veli¢ine centorida (CS).

Posto regresija nije pokazala statisticku znacajnost, kanonijska diskriminantna analiza je
uradena na Prokrastovim koordinatama. Kako je analizirano Sest vrsta, ukupna
dimenzionalnost CVA analize se je iznosila 5 osa. Prva osa objasnjava najveci procenat
varijabilnosti izmedu analiziranih vrsta, dok poslednja osa (CV5) objasnjava oko 3% ukupne

varijabilnosti (Tabela 10).

Tabela 10. Rezultati CVA analize na osnovu 11 LM definisanih na krilnoj ploci

Sopsteveni vektori %
CV osa (eignevalues) varijabilnosti Kumulativni %
1 2.49943256 41.13 41.13
2 1.72819237 28.438 69.568
3 1.11018532 18.269 87.837
4 0.5513826 9.073 96.91
5 0.18777711 3.09 100

Prve dve kanonijske ose opisuju 69,56% ukupnih razlika izmedu analiziranih taksona.

Tri vrste se jasno izdvajaju: B. acalephae, B. brevicornis i B. centaureae. Binodoxys acalephae,
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se izdvaja u pozitivnom delu CV1 po tome Sto prednja krila imaju uzu stigmu (LM 1,2 14) 1
kra¢i r&RS nerv (LM 4 i 5), dok se u negativnom delu ove ose nalaze tri vrste: B. angelicae,
B. heraclei i B. similis. Pomenute tri vrste imaju krila sa duzom stigmom i duzim RS nervom
a razdvajaju se duz CV3 ose (18,26%) po duzini krila. Relativno izduzeniji distalni deo krila
ima B. similis i nalazi se u negativnhom delu ose; centralno je pozicionirana vrsta B. heraclei,
dok najkraca krila ima B. angelicae. Duz CV2 (28,43%) odvajaju se B. brevicornis u
pozitivnom delu sa nesto Sirim krilima, odnosno B. centaureae u negativnom delu ose sa uzim

krilima (LM 2, 3, 10 i 11) (Slika 27).
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Slika 27. Distribucija Binodoxys vrsta na osnovu morfologije krila u morfoprostoru
definisanim: a) CV1 i CV2 osama; b) CV1 i CV3 osama. Elipse predstavljaju 90% interval
pouzdanosti za srednje vrednosti vrsta. Promene u obliku krila prikazane su outline graficima;
crnom bojom oznacene su promene (jedinke sa najvecim vrednostima duz CV osa), dok su

sivom bojom oznacene srednje vrednosti oblika krila.
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4.1.3 Diskriminantna analiza

Razdvajanje evropskih vrsta roda Binodoxys na osnovu morfologije petiolusa potvrdili
su 1 rezultati diskriminantne analize (Sika 28; Tabela 11). Promene su najuocljivije kod vrsta
,,angelicae*“ morfo-grupe, koji poseduju petioluse sa jasno vidljivim primarnim i sekundarnim
tuberkulama, ali 1 uzim posteriornim delom petiolusa u odnosu na petioluse ,,acalephae*
morfo-grupe (Slika 28), $to je potvrdeno procentima ispravne klasifikacije (veéi od 97%) i
rezultatima cross validation testa, gde su za obe vrste, B. angelicae i B. centaureae procenti
veéi od 88%. Sirina u nivou primarnih tuberkula razdvaja vrste ,,angelicae* morfo-grupe;
petiolusi vrste B. centaureae su uzi u nivou primarnih tuberkula u poredenju sa B. angelicae

vrstom.

Tabela 11. Rezultati diskirminantne analize i validacionog testa eng. cross validation test
(brojevi u zagradi) prikazani u procentima tacne klasifikacije za svaki par vrsta. Iznad
dijagonale su rezultati za petioluse, dok su ispod dijagonale prikazani rezultati analiza na

osnovu oblika prednjih krila.

Petiolus
Grupa B. B. B. B. B. heraclei B. similis
acalephae | angelicae brevicornis centaureae
B. acalephae 100 92.68 100 (100) 93.02 97.42 (82.85)
(95.52) (85.36) (86.04)
B. angelicae 95.49 100 (98) 96 (96) 98.14 97.42 (90.90)
(90.99) (94.23)
< | B- brevicornis 95.23 93.97 100 (100) 100 (100) 100 (88.88)
= (83.33) (85.54)
X
B. centaureae 98.71 | 98.7 (92.2) 100 (96) 100 (96.15) 100 (100)
(92.31)
B. heraclei 100 97.14 97.67 100 (91.89) 95 (76.19)
(98.59) (91.42) (90.69)
B. similis 100 98.43 100 (86.48) 100 (90.32) 100 (79.16)
(96.92) (92.18)

Rezultati korektne Klasifikacije (92,68%) i validacionog testa (85,36%) ukazuju da je

.....

se vrsta B. brevicornis moze razlikovati po veoma blisko postavljenim primarnim i
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sekundarnim tuberkulama, po ¢emu se moze odvojiti i od preostale dve vrste ,,acalephae*
morfo-grupe (Slika 28). Binodoxys acalephae se od preostale dve vrste ,,acalephae* grupe
odvaja po Sirem posteriornom kraju petiolusa, narocito u poredenju sa B. heraclei (Slika 28d),
ali i po tome §to je distanca izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula ve¢a nego kod pomenute
dve vrste (B. heraclei i B. brevicornis). Na osnovu rezultata validacionog testa najsli¢nije
petioluse poseduju vrste B heraclei i B. similis, sa procentom ispravne klasifikacije od 76,19%,
koji se razdvajaju na osnovu Sirine posteriornog dela petiolusa, koji je uzi kod B. heraclei, i

Sirine u nivou primarnih tuberkula (veca kod B. similis) (Slika 280).
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Slika 28. Promene u obliku petiolusa izmedu parova vrsta na osnovu DA: (a) B. acalephae —
B. angelicae, (b) B. acalephae — B. brevicornis, (c) B. acaelphae — B. centaureae, (d) B.
acalephae — B. heraclei, (e) B. acalephae — B. similis, (f) B. angelicae — B. brevicornis, (g) B.
angelicae — B. centaureae, (h) B. angelicae — B. heraclei, (i) B. angelicae — B. similis, (j) B.
brevicornis — B. centaureae, (k) B. brevicornis — B. heraclei, (I) B. brevicornis — B. similis, (m)

B. centaureae — B. heraclei, (n) B. centaureae — B. similis, (0) B. heraclei — B. similis.

Promene u obliku krila su manje uocljive u poredenju sa petiolusima. Vrednosti
diskriminantne anlize i validacionog testa su veoma visoke (oko 80%), §to se smatra veoma
visokim procentima korektne klasifikacije (Tabela 11) . Vrsta koja se moze odvojiti od svih
ostalih je B. similis, koja poseduje najuza prednja krila sa veoma izduzenim distalnim delom
(Slika 29), pa su i procenti ispravne klasifikacije najveci, osim validacionog testa koji pokazuje
najmanju vrednost za par B. heraclei — B. similis (79,16%). Ostale vrste imaju veoma sli¢na
krila, pri ¢emu se razlike javljaju u $irini krila i duzini r&RS nerva. Binodoxys centaureae
poseduje uza krila sa duzim r&RS nervom u odnosu na preostale Cetiri vrste, stoga su procenti

ispravne klasifikacije ve¢i od 90% (Tabela 11).
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Slika 29. Promene u obliku krila izmedu parova vrsta na osnovu DA: (a) B. acalephae — B.
angelicae, (b) B. acalephae — B. brevicornis, (c) B. acaelphae — B. centaureae, (d) B. acalephae —
B. heraclei, (e) B. acalephae — B. similis, (f) B. angelicae — B. brevicornis, (g) B. angelicae — B.
centaureae, (h) B. angelicae — B. heraclei, (i) B. angelicae — B. similis, (j) B. brevicornis — B.
centaureae, (K) B. brevicornis — B. heraclei, (I) B. brevicornis — B. similis, (m) B. centaureae — B.

heraclei, (n) B. centaureae — B. similis, (0) B. heraclei — B. similis.

4.2 Molekularne analize

4.2.1 Ekstrakcija, amplifikacija i sekvenciranje DNK

Sekvence su bile duzine od 570bp za vrstu B. similis do 585 bp koliko je sadrzala sekvenca
vrste B. acalephae. Najveci procenat nukleotida je utvrden za timin, koji ¢ini oko 45% sekvenci.
Najmanje je zastupljen citozin, sa oko 10% ucestalosti u sekvencama. Analizom sekvenci utvrdeno
je 168 varijabilnih mesta od ¢ega je 64 mesta informativno za parsimoniju. Sekvence B. angelicae
I B. centaureae se na nekoliko mesta znacajnih za parsimoniju razlikuju od preostalih analiziranih
vrsta roda Binodoxys, $to ukazuje na razlicite pravce evolutivne divergencije ove dve vrste (Tabela
12)

Tabela 12. Sema nukleotidnih supstitucija zna¢ajnih za parsimoniju

Binodoxys angelicae

Binodoxys centaureae

Binodoxys similis

Binodoxys heraclei

Binodoxys brevicornis

Binodoxys acalephae

Ephedrus persicae
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4.2.2 Filogenetska rekonstrukcija

Analizom sekvenci za COI gen, konstruisano je filogenetsko stablo metodom Maximum
Likelihood koje ukazuje na postojanje dve filogenetske klade (Slika 30). Prvu kladu ¢ine Cetiri
vrste: Binodoxys acalephae koja se odvaja sa podrskom od 57%; zatim se odvaja vrsta B. heraclei
koja je najsrodnija vrstama B. brevicornis i B. similis, koje ¢ine jednu kladu. Drugu kladu ¢ine dve
vrste, B. angelicae i B. centaureae. Vrsta Ephedrus persicae je koris¢ena kao ,,outgroup takson

pri rekonstrukciji filogenetskih odnosa.

Binodoxys similis
61 Binodoxys brevicornis
off L— Binodoxys heraclei
Binodoxys acalephae
Binodoxys angelicae
~ 65— Binodoxys centaureae
Ephedrus persicae

78

0.05

Slika 30. Filogenetsko stablo evropskih vrsta roda Binodoxys konstruisano metodom Maximum

Likelihood na osnovu sekvenci COI gena. Brojevi iznad grana predstavljaju bootstrap podrsku.

Razlika izmedu vrsta je kvantifikovana Kimurinim dvoparametarskim (K2P) distancama
(Tabela 13). Na osnovu distanci, evropske vrste roda Binodoxys se dosta razlikuju. Kod vrste B.
centaurae prosec¢na geneti¢ka distanca iznosi viSe od 11%, osim u poredenju sa B. angelicae, gde
je geneticka distanca 8,6%. Najveca razlika je uo¢ena izmedu vrsta B. acalephae i B. centaureae

(12,1%), dok se najmanje geneticki razlikuju B. brevicornis i B. similis (6,3%).
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Tabela 13. Matrica K2P distanci unutar i izmedu vrsta roda Binodoxys. Podvuéene vrednosti

oznacavaju unutargrupne geneticke distance.

B. acalephae | B. angelicae B. B. B. heraclei B. similis | E.
brevicornis centaureae persicae
B. acalephae
B. angelicae 0,094
B. brevicornis 0,098 0,102
B. centaureae 0,121 0,086 0,119
B. heraclei 0,088 0,106 0,086 0,115
B. similis 0,09 0,106 0,063 0,117 0,08
E. persicae 0,2 0,2 0,2 0,211 0,207 0,202

4.3 Evolucione promene u obliku 1 veli¢ini petiolusa 1 krila

Mapiranje rezultata filogenije na rezultate PCA obe analizirane strukture, pokazano je da

postoje dve filogenetske i morfoloske grupe u okviru analiziranih evropskih vrsta roda Binodoxys.

Rezultati pokazuju da filogenetski signal postoji jedino za oblik petiolusa (P = 0,0483), gde se

vrste B. angelicae i B. centaureae (,,angelicae* grupa) izdvajaju po duzim i uzim petiolusima kod

kojih je intertuberkularna distanca veéa (Slika 31A). Filogenetski signal za CS nije pokazao

statisticku znacajnost u veli¢ini petiolusa (Slika 31C)

Filogenetski signal nije ukazao da su filogenetski srodnije vrste medusobno sli¢nije u obliku

(P=0.3699) i veli¢ini krila (P=0.1889) izmedu analiziranih vrsta. Vrste ,,angelicae* morfo grupe

su ponovo grupisane zajedno, ali je na osnovu oblika krila B. similis sli¢nija ovoj grupi nego

,,acalephae“ grupi (Slika 31B i D).
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Slika 31. Raspored vrsta u filo-morfoprostoru definisanom prvim dvema PC osama na osnovu
morfologije petiolusa (A) i krila (B). Distribucija vrsta u odnosu na srednju veli¢inu petiolusa (C)

i krila (D) nakon mapiranja filogenije.

4.4 Skening elektronska i svetlosna mikroskopija

Elektronska mikroskopija je pokazala razlike izmedu vrsta. Broj flagelarnih segmenata
antena odvaja vrstu Binodoxys brevicornis kod koje se javlja 8 segmenata, dok taj broj kod ostalih
vrsta iznosi 9. Duzina antena 1 flagelarnih segmenata varira izmedu vrsta. Tako najduze antene 1
flagelarne segmente ima B. cenataurae, gde su prvi i drugi (F1 i F2) flagelarni segmenti skoro
duplo duzi od 100 pm. Dugacki prvi i drugi flagelarni segment ima i B. angelicae. Kod vrste B.
brevicornis antene su veoma kratke, sa F1 i F2 segmentima skoro loptastog oblika (Slika 32B).
Apikalni segment antena je veoma dugacak kod vrste B. brevicornis u poredenju sa ostalim

segmentima antene, dok je kod B. centaureae apikalni segment kraci od F1 segmenta.
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Slika 32. Skening elektronska mikrografija (A) antene, (B) prva dva flagelarna segmenta Zenki; 1)

B. acalephae, 2) B. angelicae, 3) B. brevicornis, 4) B. centaureae, 5) B. heraclei, 6) B. similis.

Pored antena, postoje razlike i u morfologiji glave. Naime, kod vrsta ,,angelicae* morfo-
grupe glava je izduZzena i segmenti maksilarnih palpusa su uzi (Slika 33). Pripadnici ,,acalephae‘
morfo-grupe imaju okrugle glave, sa kra¢im segmentima maksilarnih palpusa, narocito kod vrste
B. brevicornis kod koje su segmenti palpusa skoro okrugli (Slika 33c). Na osnovu obojenosti glave,
vrsta B. heraclei se moze izdvojiti od ostalih predstavnika (Slika 33e), posto je glava izmedu o¢iju

svetlija, dok je kod ostalih analiziranih vrsta glava uniformno obojena.
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Slika 33. Morfologija glave kod zenki vrsta roda Binodoxys: a) B. acalephae, b) B. angelicae, c)

B. brevicornis, d) B. centaureae, e) B. heraclei i f) B. similis.

Elektronska mikrografija petiolusa otkrila je postojanje sitnih brazdi na posteriornom delu,
koje su razlicito rasporedene kod vrsta (Slika 34). Tako na primer, kod B. angelicae ove brazde se
prostiru sve do sekundarnih tuberkula, dok su kod B. similis postavljene najdalje od sekundarnih
tuberkula. Najveéi petiolusi su kod vrste B. centaureae, dok su najsitniji kod B. similis. Centralna
brazda se javlja kod tri vrste: B. acalephae, B. angelicae i B. heraclei, ali se kod prve dve javljaju
i dve dlake dorzalno na posteriornom delu petiolusa. Kod vrste B. brevicornis petiolus je najsiri u
nivou primarnih tuberkula. Velike intertuberkularne distance se uocavaju kod pripadnika

,,angelicae*“ morfo-grupe, dok ovaj parametar veoma varira unutar ,,acalephae‘“ morfo-grupe.
p ] P

Propodeum je karakteristi¢no skulptuiran, tako da se moze uociti petougaona centralna ¢elija
razli¢itog oblika i veli¢ine, koja kod predstavnika vrste B. similis nije u potpunosti zatvorena (Slika

34Bf). Kod ostalih vrsta, propoduem ne predstavlja informativan karakter za razdvajanje.
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Slika 34. Skening elektronska mikrografija (A) petiolusa i (B) propodeuma Zenki vrsta: a) B.

acalephae, b) B. angelicae, c) B. brevicornis, d) B. centaureae, €) B. heraclei i f) B. similis.

Morfologija ovipozitora i parnih nastavaka osmog abdominalnog sternita su razli¢ite za vrste
(Slika 35). Najkrace i najsire korice ovipozitora se javljaju kod vrste B. centaureae, pripadnika
,,angelicae“ morfo-grupe (Slika 35Bd). Sa druge strane, B. angelicae ima nesto duze korice, ali
svakako krace i Sire u poredenju sa predstavnicima ,,acalephae“ morfo-grupe, koji se odlikuju
izduzenim 1 tankim koricama ovipozitora. Nastavci poslednjeg abdominalnog sternita su razli¢ito
gradeni kod vrsta, pre svega se razlikuju u zakrivljenju, kao i broju seta koje se nalaze na dorzalnoj
strani (Slika 34A, 33C). Najveci broj seta nose nastavci vrste B. centaureae (7), a sam nastavak
ima blago zakrivljenje (Slika 35Cd). Nastavak je sli¢ne grade i kod B. angelicae, ali se sa dorzalne
strane javlja 4-5 seta. B. acalephae i B. similis imaju skoro prave nastavke, dok su kod B. heraclei

i B. brevicornis nastavci zakrivljeni.
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Slika 35. Morfologija ovipozitora i korica ovipozitora vrsta roda Binodoxys: a) B. acalephae, b) B.

angelicae, c) B. brevicornis, d) B. centaureae, €) B. heraclei, i f) B. similis.
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5 Diskusija

Podfamilija Aphidiinaec je jedna od bolje proucenih u okviru familije Braconidae.
Geometrijska morfometrija je Cesto koris¢ena metoda za poredenje razlika u obliku i veli¢ini krila
pripadnika podfamilije Aphidiinae. Kao jednu od razlika izmedu vrsta rodova Binodoxys i Trioxys,
Marsh i sar. (1987) su naveli razlike u nervaturi krila, odnosno da li je prva subdiskoidalna éelija
otvorena ili zatvorena. Analizom prednjih krila dve vrste roda Trioxys i Cetiri vrste roda Binodoxys,
nije uocena navedena razlika. Kod svih analiziranih vrsta, ¢elija koju navode Marsh 1 sar. (1987)
je zatvorena. Sa druge strane, metodom geometrijske morfometrije primenjenom na prednjim
krilim ukazuje da se rodovi mogu razlikovati po Sirini krila i duzini nerva radijalni sektor. Vrste

roda Binodoxys imaju $ira krila sa kra¢im pomenutim nervom u poredenju sa krilima Trioxys vrsta.

Zbog velikog broja opisanih vrsta podfamilije Aphidiinae, koji stalno raste, rod Binodoxys
je delimi¢no zapostavljen, te su poslednja istrazivanja roda bila Sezdesetih, sedamdesetih i
osamdesetih godina proslog veka (Mackauer, 1959a, 1959b, 1960; Stary, 1970, 1981c). Nakon
toga su nove vrste roda Binodoxys opisivane ili detektovane kao pripadnici tritrofi¢kih asocijacija
u drzavama Sirom sveta (Shuja-Uddin, 1973; Pike i sar., 1996, 2000a, 2000b; Akhart i Dey, 2011).
Pojedine vrste razmatrane su kao bioloSki agensi za upotrebu u bioloskoj kontroli; npr. B.
brevicornis kao potencijalni agens u bioloskoj kontroli Brachycorynella asparagi, kao i B.
communis u kontroli Aphis glycines, znacajne $tetoCine soje u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
(Stary, 1990; Aspelen i sar., 2011).

Kao najcesca taksonomska karakteristika za razlikovanje Bindoxys vrsta koriste se polozaji
primarnih 1 sekundarnih tuberkula petiolusa (Mackauer 1959a, 1960), broj seta na viljuskastim
nastavcima legalica Zenki, kao i sam oblik nastavaka (Stary, 1981c). U okviru ove studije,
analiziraju¢i oblik dorzalne strane petiolusa, odnosno poloZaja tuberkula na petiolusu, razlikuju se
dve morfoloske grupe u okviru Sest evropskih vrsta roda Bindoxys. Grupa kod koje su primarne
(spirakularne) i sekundarne tuberkule jasno razdvojene oznacena je kao ,,angelicae* morfo-grupa,
gde se nalaze dve vrste — B. angelicae, na osnovu koje je grupa i dobila ime, i B. centaureae.
Rezultati ove doktorske disertacije pokazali su da petiolusi ,,angelicae* morfo-grupe su izduzeni,
distanca izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula je veca od Sirine petiolusa u nivou tuberkula, i

posteriorni deo petiolusa (deo kojim se petiolus nastavlja na drugi metazomalni segment) je uzi od
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Sirine u nivou primarnih ili sekundarnih tuberkula. Sa druge strane, vrste koje imaju kratke 1 Siroke
petioluse, kod kojih je distance izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula manja od Sirine
segmenta u nivou spirakularnih tuberkula pripadaju ,,acalephae“ morfo-grupu, koju ¢ine B.
acalephae, B. brevicornis, B. heraclei i B. similis. U okviru ove morfo-grupe, vrste se mogu
razlikovati na osnovu distance izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula (dps), kao i na osnovu
Sirine petiolusa u nivou primarnih tuberkula. Binodoxys brevicornis se izdvaja kao vrsta kod koje
je distanca izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula na petiolusu najmanja i Sirina u nivou
spirakularnih (wp) i sekundarnih tuberkula (ws) je priblizno ista. Na osnovu ovih karakteristika
petiolusi vrste B. brevicornis su sli¢cne grade petiolusima vrsta roda Trioxys. Takode, petiolusi
pomenute vrste su jedni od najmanjih. Najvecéu distancu izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula
u okviru ,,acalephae“ grupe poseduju petiolusi vrste B. heraclei, koji su ujedno i najveéi u okviru
ove grupe. Najmanji petiolus se javlja kod B. similis po ¢emu je blizak petiolusu vrste B.
brevicornis, ali se jasno razlikuju po obliku i dps distanci. Na osnovu oblika petiolusa, odnosno
dps, wp 1 ws distanci, kao i Sirine posteriornog kraja, petiolusi vrste B. similis su sli¢ni onima kod
B. heraclei, ali se diskriminantnom analizom uocavaju razlike u Sirini posteriornog kraja i $irini u
nivou primarnih tuberkula. Najsiri posteriorni kraj petiolusa je prisutan kod vrste B. acalephae,
koja se ujedno odlikuje i veCom distancom izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula u poredenju
sa B. brevicornis vrstom. Dobro razdvajanje vrsta potvrduju i rezultati diskriminante analize sa
visokim procentima korektne klasifikacije (pozvati se na tabelu u kojoj se nalaze rezultati) kada se
porede parovi vrsta. Takode, visoke procente korektne klasifikacije pokazuju rezultati

validacionog testa, §to potvrduje postojanje dve morfoloski jasno odvojene grupe vrsta.

Rezultati ove doktorske teze ukazuju na postojanje razlika u obliku i nervaturi krila, ali da
su one manje u poredenju sa razlikama koje se javljaju u obliku petiolusa. Morfologija krila
razdvaja vrste na dve grupe. Analiza glavnih komponenti (PCA) sa jedne strane grupiSe pripadnike
»angelicae“ mofo-grupe i B. similis iz ,,acalephae* grupe, dok se sa druge strane nalaze ostali
pripadnici ,,acalephae“ morfo-grupe (B. acalephae, B. brevicornis i B. heraclei). Pripadnici
,,angelicae“ grupe imaju uza krila sa duzim radijalnim i r&RS nervom. Ove tri vrste se mogu
razlikovati po tome §to B. similis ima izduzen distalni deo Kkrila i najmanja krila, dok druge dve
vrste imaju najveca krila. B. centaureae i B. angelicae medusobno se razlikuju po tome $to su krila
B. centaureae nesto izduZenija (pogotovo u distalnom delu) 1 sa kra¢im radijalnim i r&Rs nervom

u poredenju sa krilima B. angelicae vrste. Krila ,,acalephae“ grupe se razlikuju u distalnom delu,
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koji je kod B. acalephae kratak, dok je najduzi kod B. heraclei. Kanonijska diskriminantna analiza
izdvaja krila vrste B. acalephae sa kratkim r&Rs nervom i dugackim radijalnim nervom, B.
brevicornis sa Sirokim krilima i B. centaureae sa uskim krilima. Sa druge strane, preostale tri vrste
(B. angelicae, B. heraclei i B. similis) se odlikuju dugackim r&RS nervom i kratkim radijalnim
nervom, pri ¢emu se B. similis izdvaja od druge dve po izduZenom distalnom delu krila. Rezultati
diskriminantne analize potvrduju postojanje razlika u obliku i nervaturi krila, pri ¢emu su procenti

ispravne klasifikacije manji u poredenju sa petiolusima.

Podfamilija Aphidiinae je cesto analizirana molekularnim metodama, pri ¢emu su
razjasSnjavani filogenetski odnosi razli¢itih taksonomskih kategorija primenom razli¢itih markera.
Takode, molekularne analize se koriste kao potvrda morfoloskim analizama prilikom opisivanja
nove vrste. U ovom radu, na osnovu COI gena identifikovane su vrste, ali i odnosi izmedu Sest
evropskih vrsta. Potvrdeno je postojanje dve ranije opisane filogenetske grupe: ,,angelicae i
,acalephae“ (Mackauer, 1959a). Takode, potvrdeno je postojanje vrste B. similis, koja je od
opisivanja od strane Mackauer-a zabelezena svega nekoliko puta. Iako je vrsta rasprostranjena
samo u nekoliko evropskih zemalja, smatra se da ima mnogo $iru distribuciju, ali je zbog slabog
taksonomskog poznavanja roda Binodoxys ¢esto pogresno identifikovana. Ostale analizirane vrste
se jasno izdvajaju na filogenetskom stablu i geneticke distance su velike, §to ukazuje da se radi o
dobrim vrstama. Posto je koris¢en samo jedan molekularni marker (COI), tumacenje rezultata
treba uzeti sa oprezom. Naime, za potvrdu vrsta rodova koji su filogenetski mladi, kao §to je slucaj
sa rodom Binodoxys, neophodna je analiza nekoliko molekularnih markera. Medutim, u vecini
analiza podfamilije Aphidiinae, vrste roda Binodoxys nisu ukljucivane ili je uklju¢en mali broj
vrsta. lako su B. acalephae i B. angelicae morfoloski razdvojene veoma davno (vrsta B. acalephae
je opisao Marshall 1890 na osnovu muzjaka), Mescheloff i Rosen (1993) navode da je B.
acalephae sinonim B. angelicae. Medutim sekvenciranjem gena za NADH1 dehidrogenazu, Smith
i sar. (1999) potvrdili postojanje dve vrste. Upotrebom 16S rRNK Kambhampati i sar (2000) su u
pokazali da su vrste B. angelicae i B. centaurae grupisane u jednu kladu, dok se u drugoj nalazi B.
acalephae. Analiziranjem odnosa Binodoxys i Trioxy vrsta primenom COI gena, Ckrki¢ i sar.
(2019) molekularnim metodama potvrduju status pet analiziranih vrsta roda Binodoxys, kao i dve
filogenetske linije. Medutim, Na osnovu svih uradenih analiza, status vrsta B. acalephae, B.

angelicae i B. centaureae je potvrden upotrebom dva ili tri molekularna gena.
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Skening elektronska mikroskopija je ukazala na postojanje razlika izmedu dve morfo-grupe.
Pripadnici ,,angelicae* morfo-grupe imaju izduzene glave na kojima se nalaze dugacke antene sa
izduzenim F1 i F2 segmentima. Petiolusi su izduZeni sa uskim posteriornim delom i velikim
razmakom izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula, koji je ve¢i od distance u nivou primarnih
tuberkula. U okviru ove grupe, i grada legalice je takode karakteristi¢na; legalica i korice legalice
su kratke, dok su viljuskasti nastavci dugacki i nose 4-5 (B. angelicae) ili 7 (B. centaureae) seta
sa dorzalne strane. U okviru ,,acalephae“ morfogrupe, vrste se odlikuju Sirokim, skoro okruglim
glavama sa kra¢im antenama, ¢iji F1 i F2 segmenti mogu biti veoma kratki, kao na primer kod
vrste B. brevicornis. Takode, u okviru ,,acalephae“ morfo-grupe obojenost glavenog regiona je
uniformna, osim kod B. heraclei. Petiolusi su kratki i Siroki, sa blisko postavljenim tuberkulama,

dok su legalice dugacke, a viljuskasti nastavci kratki u poredenju sa koricama legalice.

Zbog postojanja evidentnih razlika u obliku i veliini petiolusa analiziranih vrsta roda
Binodoxys moze se zakljuciti da je doslo do divergencije u rodu. Sa jedne strane se nalaze vrste
kod kojih su petiolusi dugacki i uski sa udaljenim primarnim i sekundarnim tuberkulama. Ove
vrste se odlikuju 1 ve¢im petiolusima. Drugu grupu ¢ine Cetiri vrste (B. acalephae, B. brevicornis,
B. heraclei i B. similis), kod kojih su petiolusi kratki, Siroki i sa blisko postavljenim tuberkulama.
Razlog javljanja divergencije joS uvek nije poznat, ali kako je petiolus zna€ajna struktura prilikom
parazitiranja vasi, postoji mogucnost da je doslo do razdvajanja vrsta kao odgovor na parazitiranje
odredene grupe ili odredenog stupnja biljnih vasi. Filogenetski signal nije pokazao da srodnije
vrste imaju sli¢an oblik krila, iako su vrste B. angelicae i B. centaureae ponovo grupisane zajedno.
Posto je vrsta B. similis morfoloski sli¢nija u obliku krila prethodno pomenutim vrstama, a
molekularno vrsti B. brevicornis, filogenetski signal nije statisticki znacajan. Vrsta B. similis je
najmanje zastupljena u analiziranom uzorku, ali je takode 1 najmanje proucena vrsta, tako da za

sada razlog njenog grupisanja sa vrstama ,,angelicae* grupe nije moguce utvrditi.

Da veli¢ina domacina uti¢e na veli¢inu parazitoida, a samim tim i na veli¢inu svih delova
tela pokazali su Villegas i sar. (2017). Oni su uo¢ili da kod vrste Aphidius ervi postoje razlike u
veli¢ini 1 obliku krila uslovljene razli¢itim domacinima koje parazitoid napada. Tako je kod
krupnijih vrsta biljnih vasi detektovano da su krila parazitoida veca. Na osnovu podataka ove
studije, moze se pretpostaviti da su se u analizi javile velike razlike unutar vrsta zbog razli¢itih

domacina sa koji su sakupljane vrste. Zbog ove konstatacije, moguée je da su opsezi variranja
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veli¢ine krila i petiolusa unutar grupa veci u poredenju sa variranjem izmedu grupa, odnosno vrsta.
Stoga, filogenetski signal nije pokazao statisticki znacajne rezultate, odnosno filogenetski srodnije

grupe ne pokazuju sli¢nost u veli¢ini krila.

Primenom geometrijske morfometrije ukazano je da pored petiolusa, prednja krila su
taksonomski karakter za razdvajanje Binodoxys i Trioxys vrsta. Medutim, da bi se ovaj karakter
ukljucio u taksonomske kljuceve, neophodno je analizirati ve¢i uzorak, odnosno u analizu ukljuciti
viSe vrsta oba roda. Petiolus se pokazao kao dobar taksonomski karakter za razdvajanje na
specijskom nivou unutar Binodoxys roda. Pored distance izmedu primarnih i sekundarnih
tuberkula petiolusa i Sirine u nivou primarnih tuberkula, kao ¢esto koris¢enih karakteristika u
kljuCevima za identifikaciju, ovom analizom je ukazano na potrebu da se S$irina u nivou
sekundarnih tuberkula i Sirina posteriornog dela petiolusa ubace u kljuceve za identifikaciju. Sa
druge strane, krila analiziranih vrsta roda Binodoxys nisu toliko informativna, kao u nekim drugim
rodovima afidiina. Takode, analiziraju¢i ostale morfoloske strukture, moze se zakljuciti da je oblik

1 veli¢ina ovipozitora znacajan taksonomski karakter.
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6 Zakljucci

1. Krila predstavljaju taksonomski karakter za razdvajanje vrsta rodova Binodoxys i Trioxys.
Prednja krila Binodoxys vrsta su Sira i sa kra¢im nervom radijalni sektor.

2. Petiolus je najznacajniji taksonomski karakter, koji deli evropske vrste roda Binodoxys na
dve grupe: ,,angelicae“ i,,acalephae. Dve vrste, B. angelicae i B. centaureae su grupisane
u ,,angelicae” morfogrupu i odlikuju se dugackim, uskim petiolusima na kojima su
primarne i tuberkule jasno odvojene, a posteriorni deo je uzak. Medusobno se razdvajaju
na osnovu $irine u nivou sekundarnih tuberkula; petiolusi B. centaureae su najsiri u nivou
sekundarnih tuberkula. U ,,acalephae“ grupi su preostale Cetiri vrste, koje se odlikuju
kratkim i Sirokim petiolusima kod kojih veoma varira intertuberkularna distanca. Najmanja
distanca je kod vrste B. brevicornis, dok se najveca distanca javlja kod vrste B. heraclei.

3. Geometrijska morfologija krila je pokazala da oblik i veli¢ina krila nisu veoma
informativne za razdvajanje Binodoxys vrsta. Razlike postoje, ali su veoma male i tesko se
mogu ukljuciti u kljuéeve za determinaciju vrsta.

4. Analiza mitohondrijskog gena za citohrom oksidazu (COI) potvrdila je postojanje dve
filogenetske grupe: ,,angelicae* i ,,acalephae“. Prva klada grupise dve vrste, B. angelicae
I B. centaureae, dok se u drugoj filogenetskoj liniji nalaze cetiri vrste (B. acalephae, B.
brevicornis, B. heraclei i B. similis). Na osnovu geneti¢kih distanci utvrdeno je da su svi
analizirani taksoni ,,dobre vrste®.

5. Mapiranjem filogenije na morfologiju uoceno je da filogenetski srodne vrste, B. angelicae
i B. centaureae imaju sli¢an oblik petiolusa, ali ne i krila.

6. Analiziranjem filogenetskog signala na veli¢inu petiolusa i krila utvrdeno je da filogenetski
srodnije vrste nemaju petioluse i krila sli¢ne veli¢ine.

7. Skening elektronskom i svetlosnom mikroskopijom potvrdeno je postojanje razlika izmedu
filogenetskih grupa, ne samo u obliku petiolusa, nego i obliku glave, veli€ini antena i prva
dva flagelarna segmenta anatena, kao i duzini legalice. ,,Angelicae* grupa obuhvata vrste
kod kojih su glava i petiolusi izduzeni, dok su legalice krace. Vrste ,,acalephae‘ grupe se
odlikuju kra¢im petiolusima u poredenju sa B. angelicae i B. centaureae, ali imaju duze

legalice.
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8. Daljim istrazivanjima trebalo bi ukljuciti preostale dve evropske vrste (B. genistae i B.
minutus) i utvrditi kojoj morfo-grupi pripadaju i da li su u pitanju sinonimi ve¢ postojecih

vrsta.
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7 Kljuc za identifikaciju evropskih vrsta roda Binodoxys

1. Primarne i sekundarne tuberkule petiolusa jasno razdvojene; odnos dps/wp je pozitivan;
petiolus se sa drugim metazomalnim segmentom usko spaja (Slika 34Ab,d); glava izduzena
(Slika 33); antene sa dugackim F1 i F2 segmentom (Slika 32); korice ovipozitora kratke
(Slika 35Bb,d) ................. (,,angelicae* morfo-grupa) 2

- Primarne i sekundarne tuberkule blisko pozicionirane; odnos dps/wp negativan; petiolus je
posteriorno Sirok (Slika 34A); glava je Siroka (Slika 33); antene su sa kratkim F1 i F2
segmentima  (Slika 32); korice ovipozitora dugacke (Slika  35Bb,d)
............................................................................................. (,,acalephae* morfogrupa) 3

2. Sirina izmedu primarnih tuberkula je skoro ista kao irina izmedu sekundarnih tuberkula
(Slika33Ab); na parnim nastavcima legalice sa dorzalne strane nalazi se 3-4 dugackih seta
(Slika 35CDh)....coviiiiiiiiicr e, angelicae (Haliday 1833)

- Sirina petiolusa u nivou sekundarnih tuberkula je skoro duplo veéa nego u nivou primarnih

tuberkula (Slika 34Ad); parni nastavci legalice nose po 7-8 dugackih dorzalnih seta (Slika

35CA). i centaureae (Haliday 1833)

3. Uocljive su primarne i sekundarne tuberkule na petiolusu, antene su izgradene od 11
segmenata kod zenki, odnosno 13 kod muZjaka
....................................................................................................................................... 4

- Primarne i sekundarne tuberkule veoma blizu pozicionirane, izgleda kao da je jedan par
EUDBIKUIA ...ttt ne e bbb e 7

4. Petiolus Sirok 1 kratak; Sirina u nivou primarnih tuberkula je identi¢na S$irini u nivou
sekundarnih  tuberkula; anteriorni deo petiolusa veoma S$irok (Slika 34Aa)
............................................................................................ acalephae (Marshall 1896)

- Petiolus izduZen i uzak; primarne i sekundarne tuberkule su pozicionirane u prve 2/3

SEOMENTA ...t 5
5. Glava je ispod antena zute boje (Slika 33€) .....ccceovvvvrirennnn heraclei (Haliday 1833)
- Glava Je Braon DOJE ...c..ee e ——— 6

6. Zenke su tamno obojene; na kuspisima volsela edeagusa nalaze se tri dugacke dlake, dok

se na paramerama nalazi 9 dlaka (Slika 16a) .............. genistae (Mackauer 1960)
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Bazni ¢lanci antena, petiolus 1 noge svetlije obojeni; na volseli aedeagusa nalaze se dve

dugacke  dlake, dok se na  digitusu nalazi  Sest dlaka  (Slika

LOD) et similis Mackauer 1959

. Antene su izgradene od 10 segmenata kod zenki, odnosno 12 kod muzjaka
............................................................................................. brevicornis (Haliday 1833)
Antene su izgradene od 11 segmenata kod Zzenki, odnosno 13 kod muzjaka
.................................................................................................. minutus (Haliday 1833)
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lzvod

Rod Biodoxys grupiSe oko 70 vrste pretezno holarktickog rasprostranjenja. Na osnovu
prisustva sekundarnih tuberkula na petiolusa, drugom metazomalnom segmentu, rod Binodoxys je
odvojen od roda Trioxys. Znacajni karakteri za identifikaciju vrsta unutar roda Binodoxys su
polozaji primarnih 1 sekundarnih tuberkula petiolusa. Na osnovu ovih, i drugih morfoloskih
karaktera, u Evropi je do danas opisano osam vrsta. Cilj ove studije je utvrdivanje molekularnih 1
morfoloskih razlika izmedu Sest evropskih vrsta roda Binodoxys, kao i pravljenje kljuca za
identifikaciju vrsta. Morfoloske analize (metoda geometrijske morofmetrije) obuhvatile su 111
petiolusa i 175 prednjih krila Zenki. Geneticke distance izmedu vrsta analizirane su uporedivanjem
barkoding sekvence COI gena. Geometrijska analiza petiolusa, ukazala je na postojanje dve morfo-
grupe: ,,angelicae* (B. angelicae u B. centaureae) i ,,acalephae* (B. acalephae, B. brevicornis, B.
heraclei u B. similis). Vrste iz ,,angelicae” morfo-grupe imaju izduzene petioluse sa velikom
distancom izmedu primarnih i sekundarnih tuberkula, dok su petiolusi ,,acalephae‘“ grupe kratki i
sa manjom pomenutom distancom. Medutim, analizom veli¢ine i oblika prednjih krila, utvrdeno
je da su krila B. similis sli¢nija krilima ,,angelicae morfo-grupe u poredenju sa krilima
,acalephae® morfo-grupe. Molekularnom analizom potvrdeno je Sest ,,dobrih® vrsta,
diskriminisanih u dve filogenetske klade. Prvu kladu ¢ine dve vrste, B. angelicae i B. centaureae,
dok su u drugoj filogenetskoj liniji grupisane ostale etiri vrste (B. acalephae + (B. heraclei + (B.
brevicornis + B. similis))). Mapiranjem filogenije na morfoloske podatke, ukarazlo je da
filogenetski srodne vrste imaju slicne oblike petiolusa, ali ne i krila. Elektronska i svetlosna
mikroskopija ukazale su i na znacajne razlike u obliku glava i legalica. Vrste ,,angelicae* filo-
morogrupe se odlikuju izduzenim glavama i petiolusima, ali kratim legalicama, kada se porede sa
vrstama ,,acalephae“ grupe. Na osnovu svih analiza, potvrdeno je svih Sest vrsta roda Binodoxys

razdvojenih u dve filo-morfogrupe: ,,angelicae u ,,acalephae“.
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Summary

The genera Binodoxys assembles 70 species of Holarctic distribution. Based on the presence
of secondary tubercles on the second metasomal segment (petiole), genera Binodoxys can be
discriminated from the Trioxys species. The position of the primary and secondary tubercles is
taxonomic character for the separation of Binodoxys species. Based on the morphology of the
petiole and other morphological characters, eight species have been described in European fauna.
The main objective of this study is to determent the molecular and morphological differences
between the six European species. Morphologically, using the geometric morphomterics method,
111 petioles and 175 forewings of females were analysed. Molecular analysis was applied using
the barcoding COI gene. The geometric morphometrics method of petioles showed the existence
of two morpho-groups: ,,angelicae“ (B. angelicae u B. centaureae) and ,,acalephae“ (B.
acalephae, B. brevicornis, B. heraclei u B. similis). Species from the ,,angelicae* morpho-group
have elongated petioles long distance between the primary and secondary tubercles, while the
petioles of “acalephae” morpho-group are short and with smaller intertubercular distance. The
geometric morphometrics of forewings, showed that the B. similis has similar wing morphology
to that in “angelicae” morpho-group. Forewings of “angelicae” morpho-group were narrowed, and
with longer radial sector vein, when compared to the members of “acalephae” group. Molecular
analysis confirmed the existence of six species, which are discriminated in two phylogenetic
clades. The first clade clusters two species (B. angelicae and B. centaureae), while the remaining
four species are grouped in the second lineage (B. acalephae + (B. heraclei + (B. brevicornis + B.
similis))). Mapping the phylogeny over the morphological data showed that phylogenetically
closer species have a similar petiole shape, but not forewings. Scanning electron microscopy
revealed differences in shape and size of the heads and ovipositor. Members of “angelicae” phylo-
morpho-group have long petioles and heads, but short ovipositors. Based on all the analyses
applied, the existence of six Binodxys species classified into two phylo-morpho groups

(,,angelicae* and ,,acalephae) was confirmed.
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