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1. UuvOD

Zabe roda Pelophylax (Fitzinger, 1843) pripadaju jednoj od najproucavanijih skupina Zaba u
Europi. Njihova je posebnost u tome sto se jedinke nekih vrsta unutar roda Pelophylax, na mjestima
gdje se njihovi areali preklapaju, mogu medusobno razmnozavati i davati plodno potomstvo, sto je

vrlo rijetka pojava u zivotinjskom svijetu.

Zabe imaju vaznu ulogu u ekosustavima koje nastanjuju. Spona su izmedu vodenih i kopnenih
ekosustava (Unrine i sur. 2007) te ¢ine velik dio biomase okolisa (Gibbons i sur. 2006). Vazne su i
zato Sto prenose nutrijente s nizih na vise razine hranidbene mreze. Punoglavci i veéina odraslih zabe
hrane se beskraljeznjacima i stoga su energetski ucinkovita veza izmedu beskraljeznjaka i drugih

kraljeznjaka koji se hrane Zabama (Sparling i sur. 2000).

Brojnost vodozemaca na globalnoj je razini u opadanju (Houlahan i sur. 2000.), stoga postoji
sve veca potreba za razumijevanje uzroka tog problema kroz proucavanje njihove ekologije i
ekotoksikologije. Polupropusna koza i slozeni zivotni ciklus ih ¢ini vrlo osjetljivima na promjene u
okolisu (Sparling i sur. 2000). Odredene vrste zaba imaju razli¢ite pragove tolerancije na razliCite
ekoloske faktore (Leuenberger i sur. 2014). Njihova prisutnost na stanistu moze biti pokazatelj stanja
okolisa zbog smanjene moguénosti Sirenja I Ovisnosti 0 pogodnim stanistima (Mayer i sur. 2013).
Stoga vodozemci mogu biti osjetljivi pokazatelji promjena u biogeografskim procesima (Dzuki¢ i sur.
2003). Svaki poremecaj u okoliSu moZe utjecati na populaciju zaba stoga su zabe dobri pokazatelji
normalnog funkcioniranja ekosustava, ali i negativnog antropogenog ucinka, tj. one¢i§¢enja okolisa
(Nowakowski i sur. 2010, Unrine i sur. 2007). Medutim, zbog smanjenja brojnosti, velik broj zabljih

vrsta postao je ugrozen i zakonski zasti¢en, §to oteZava njihova istrazivanja (Simon 2011).

Kompleksnost medusobnog razmnozavanja razli¢itih vrsta roda Pelophylax koje mogu, u
vecem ili manjem omjeru, dati plodno potomstvo, odrazava se na izgled Zaba. Izgled hibrida je vrlo
varijabilan, $to otezava determinaciju Zaba na temelju morfoloskih karakteristika te zahtijeva uporabu
molekularnih metoda. Takve metode se danas sve viSe koriste u odredivanju vrsta zbog male, ali
postojane genske razlike (Domeneghetti i sur. 2013). Razjasnjenje nejasnih filogenetskih odnosa medu
vrstama roda Pelophylax i njihova to¢na determinacija vrlo su bitni za razumijevanje i ocuvanje

njihove raznolikosti koja je unutar roda jos nedovoljno istrazena (Pyron i Wiens 2011).

Na Mediteranu, a tako i na Balkanskom poluotoku, doslo je divergencije unutar roda
Pelophylax, koja je dovela do velike raznolikosti vrsta (Pl6tner 2010). Balkanska batrahofauna stoga
je bogata vrstama, ali je slabo proucavana (Dzuki¢ i Kalezi¢ 2004). Tako su zelene Zzabe zbog
hibridizacije jedne od najproucavanijih skupina zaba, na podru¢ju Hrvatske su relativno slabo
istrazene. Hibridna zelena zaba Pelophylax Kl. esculentus najistrazivanija je hibridna vrsta i ujedno

jedini takav kompleks u Hrvatskoj. Nastao je krizanjem vrsta P. lessonae i P. ridibundus koje se



takoder nalaze u Hrvatskoj (Holsbeek i Jooris, 2010). Dosadasnja istrazivanja upucuju na to da se na
podru¢ju sjeverne Hrvatske nalaze mjeSovite populacije P. ridibundus — P. Kkl. esculentus - P.
lessonae, a na krajnjem jugu Ciste populacije P. ridibundus. U Hrvatskoj su provedena lokalizirana
istrazivanja zelenih Zaba na podru¢ju Crne Mlake (Koska 2016., Korlevi¢ 2012.) i Bjelovarsko-
bilogorske Zzupanije (Karaica i sur. 2016) koja su ukljucivala molekularnu identifikaciju vrsta. Ova
istrazivanja su obuhvatila relativno mala podru¢ja, stoga nedostaju podatci o zabama s veéeg podrucja

Hrvatske.

Mali broj provedenih molekularno-filogenetickih istrazivanja zaba roda Pelophylax u Hrvatskoj
zahtijeva intenziviranje takvih istrazivanja kojima ¢e se obuhvatiti ve¢i dio areala na kojem dolaze
zabe ovog roda s ciljem potpunijeg uvida u vrste zaba roda Pelophylax koje nalazimo u Hrvatskoj,

njihovu rasprostranjenost te tipove i ucestalost njihove hibridizacije.

1.1. Razred Amphibia

Vodozemci predstavljaju jedinstveni evolucijski model koji prikazuje prelazak Zivotinja iz vode
na kopno i time prikazuje evolucijski polozaj izmedu riba i gmazova i na¢in na koji je skupina postala
prilagodena na nove uvjete. Potomci su prvih kopnenih kraljeznjaka i fizioloski se izrazito razlikuju od
ostalih kraljeznjaka. Ime su dobili po gré¢im rije¢ima ,,amphi* i ,,bios®, §to znaéi dvostruki Zivot jer su
tijekom zivota vezani za kopno i za vodu te se oslanjaju na vodu vise od ostalih skupina kopnenih
kraljeznjaka. Svi vodozemci su monofiletska skupina, $to je dokazano morfoloskim i molekularno
filogenetickim istrazivanjima i dijele zajedni¢ke karakteristike, kao $to je vlazna i permeabilna koza
(Hillman 2009). Rasprostranjeni su na svim kontinentima osim Antarktike, a bogatstvo vrsta je
predodredeno regionalnom povijesti i utjecajem voda i temperature (Buckely i Jetz 2007). Zajedni¢ko
je ime svih modernih vodozemaca Lissamphibia (,,/iss“ na gr¢kom znaci glatko). Svi vodozemci u
skupini Lissamphibia dijele svojstvo glatke koze koje ih razdvaja od ostalih tetrapoda koji su u doba
njihovog razvoja imali dermalni oklop (Pough 2009). Danasnji vodozemci su podijeljeni u tri skupine:
Anura (Bezrepci, zabe), Caudata (repasi) i Gymnophiona (beznosci). Poznato je oko 7,800 vrsta
(Amphibia web; https://amphibiaweb.org/, sije¢anj 2018). San Mauro i sur. (2005) zakljucuju da svi
danas zivu¢i vodozemci potjecu iz paleozoika, prije raspada Pangee i nakon divergencije mesoperki-
Sarcopterigii. Beznosci su se vjerojatno odvojili od zajednickog pretka prije otprilike 367 milijuna
godina, dok su se repasi odvojili prije otprilike 357 milijuna godina, $to se slaze sa ,,Batrachia“
teorijom da su beznosci i bezrepci sestrinski taksoni (Frost 2006, Pyron i Wiens 2011). Tu teoriju uz
molekularne markere potvrduju i morfoloske analize (Meyer i Zardoya 2003). Preko fosila i zivih
vrsta znanstvenici danas pokusSavaju prikazati srodstvo danasnjih vrsta uz pomo¢ morfologije, a zatim
sve vise | preko molekularnih analiza, pokusavaju¢i shvatiti koji mehanizmi dovode do ubrzavanja ili

usporavanja divergencije izmedu srodnih Zivotinja (Bromham 2009). Vrste vodozemaca su brzo
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divergirale (nakon raspada Pangea-e), stoga se ne nalazi veliki broj fosila iz toga doba (San Mauro i
sur. 2005). Brza divergencija potaknuta klju¢nim morfoloskim promjenama stvorila je ,,rupe” u
fosilnom zapisu, stoga je otezana interpretacija njihovih odnosa i nuzno ju je nadopuniti preko

molekularnih metoda (Mayer i Zardoya 2003.).

1.2. Red Anura

Rijetki fosili iz trijasa kao §to su Triadobatrachus massinoti iz Madakaskara (Ascarrunzo i sur.
2016, Piveteau, 1936) i Czatkobatrachus polonicus iz trijasa iz Poljske (Evans i Borsuk-Biatynicka,
1998) pokazuju kako su izgledali preci vodozemaca koji dijele dugu evolucijsku povijest.
Triadobatrachus pokazuje sli¢nost grade kostura s danasnjim bezrepcima, ali je imao prekratke noge

pa nije imao sposobnost skakanja kao danasnji bezrepci.

San Mauro i sur. (2005) isticu da se prvo razdvajanje danas zivu¢ih taksona dogodilo takoder
prije razdvajanja Pangee, gdje su se odvojile zabe podreda Archacobatrachia i Mesobatrachia. Ostale
porodice su svrstane u podred Neobatrachia, ¢ije se odvajanje dogodilo prije otprilike 200 milijuna
godina (lritsari 2012). Taj podred broji najvise zivu¢ih vrsta unutar reda Anura, preko 96%
raznolikosti bezrepaca. Podijeljen je u dvije nadporodice (Ranoidea i Hylodea). Nastanak tih porodica
se dogodio prije oko 65 milijuna godina za Ranoidea i 95 milijuna godina za Hylodea, dakle nakon
razdvajanja Gondvane (San Mauro i sur. 2005).

Morfoloske razlike kao $to su izgled pojedinih kraljezaka, izgled prsnog kos$a, raspored misica,
morfologija punoglavaca i razlike u ponasanju, kao i ekoloske razlike koriste se za definiranje razlika
izmedu odredenih rodova i vrsta ove skupine (Pough i sur. 1998). Danas se usporedbom molekularnih
metoda moze doéi do to¢nijih podataka o srodstvu koji daju potpuniju sliku njihovih odnosa (Frost
2006).

Bezrepci su zasigurno najuspjesnija skupina unutar razreda Amphibia, $to mozemo povezati s
boljim lokomotornim sustavom i morfologijom koja im omogucava bolje kretanje. Bezrepci su dobili
ime zbog Cinjenice da u odrasloj fazi zivota nemaju rep (gr¢. ,,an“ - bez i ,oura® - rep). Glavna
karakteristika koja ih odvaja od drugih vodozemaca je sposobnost skakanja. Za to imaju mnoge
prilagodbe, kao Sto su produljeni udovi, jaki misici i spojene Kosti donjeg dijela kraljeznice - urostil.
O¢i su im velike i smjeStene naprijed $to im omogucéuje binokularni vid. Za razliku od repasa i
beznosca koji plivaju kao ribe, bezrepci plivaju kretanjem udova, dok se na kopnu kre¢u skakanjem ili
,hodanjem® §to im daje prednost u usporedbi sa bezrepcima i repaSima. Unutar same skupine postoji
velika raznolikost, $to se odrazava i na njihovu Siroku rasprostranjenost diljem svijeta, od tropskih
Suma do nekih pustinjskih regija (Pough 2009). Za razliku od manjeg broja vrsta beznosca i repasa,

bezrepci broje 42 porodice i oko 5300 vrsta (Frost i sur. 2006).



Reprodukcijska specijalizacija je vrlo velika. Oplodena jaja se razvijaju u li¢inke ili punoglavce
prilagodene na zivot u vodi. Kasnije se razviju u kopneni oblik gdje su im dostupni novi resursi.
Tijekom li¢inackog stadija nemaju noge nego samo rep koji gube u metamorfozi kada dobivaju prvo
straznje pa onda i prednje noge. Svi odrasli vodozemci su mesojedi i imaju raznoliku prehranu (Pough,
2009). Mogu c¢ak pojesti zabe iste ili druge vrste, ali i Zivotinje viSe taksonomske razine kao $to su
glodavci (Ruchin i Ryzhov, 2002). Sirina &eljusti vazna je karakteristika za izbor plijena (Pough,
2009).

Oblik zabe varira o njenom stanistu i prehrambenim navikama. Vrste s kra¢im nogama krecu se
skokovima manjih duzina u potrazi sa plijenom, dok su vrste duzih nogu sjedilacke i tako ¢ekaju
plijen. Hrane se uz pomo¢ snaznog ljepljivog jezika koji je spojen s prednje strane ¢eljusti. Neke vrste
su vjesti penjaci i imaju adhezivne prste. 1zgled vrste moze se razlikovati po duljini njihovih prednjih i
straznjih nogu. Tijekom sezone parenja muZjaci se glasaju da bi privukli Zenke, ali se na taj nacin
izlazu opasnosti od predatora. Muzjaci se tokom sezone parenja uhvate za zenku i ostaju na njoj dok

nije spremna za parenje. Taj polozaj se zove ampleksus (Pough, 2009).

1.3. Porodica Ranidae

Porodica Ranidae (prave zabe) je najrasprostranjenija porodica s 1400 opisanih vrsta, svrstanih
u 13 potporodica (Pyron i Wiens, 2011). Fosilni nalazi datiraju iz Oligocena (Hollman 1998), a
prisutni su na svim kontinentima, osim Antartici. U Europi, Africi i Aziji nalazimo najveée bogatstvo

fosilnih vrsta, dok je porodica Hylidae bogatija na ostalim kontinentima (Wiens i sur. 2009).

Zelene zabe bile su svrstane sa smedim Zabama unutar roda Rana, gdje su bile smjestene u
podrod Pelophylax (Fitzinger 1843). Danas su one, prvenstveno zahvaljuju¢i molekularnim analizama,
izdignute na razinu roda, Sto je potvrdilo Fitzingerovu hipotezu (Frost i sur. 2006). Stuart (2008) tvrdi

da zelene zabe uopce ne pripadaju potporodici Raninae, no to jo$ uvijek nije potvrdeno.

Europske vrste zaba imaju uzak struk, glatku kozu i duge noge. Sve nativne vrste mozemo
podijeliti u dvije skupine: zelene i smede zabe. Zelene zabe, kao i smede, dobro su prilagodene za
plivanje, dok se na kopnu kre¢u skakutanjem (Holman 1998). Zelene Zabe su drustvenije u odnosu na
smede Zabe pa tako i glasnije. Uobicajeno su akvati¢ne ili ih moZemo naéi u blizini vodenih tijela
zbog Cega su dobile i ime vodene zabe (eng. ,water frogs®), dok smede Zzabe preferiraju vlazna
terestri¢na stanista. Zelene zabe otpornije su na antropogeni utjecaj te ih stoga mozemo naci i u
urbaniziranijim dijelovima (Nowakowski i sur. 2010). Po izgledu se razlikuju od smedih Zaba pa im
tako nedostaje tamna maska s obje strane glave i imaju vanjske zvu¢ne mjehure postavljene postrano

na glavi muzjaka. Te karakteristike nisu izraZene kod mladih metamorfoziranih jedinki, stoga ih je



teze determinirati (Arnold i Ovenden 2004). Odrasle Zenke su u prosjeku veée od muzjaka, dok

obojenja zelenih zaba znaju izrazito varirati, $to oteZava njihovu determinaciju.

1.4. Rod Pelophylax

Fosilni nalazi roda Pelophylax datiraju jo§ od oligocena. Medutim, fosile je tesko razlikovati i
zbog velike osteoloske sli¢nosti i zbog postojanja hibrida izmedu vrsta, stoga su nalazi imenovani pod
Rana (Pelophylax) sp., kada se determiniraju vrste R. ridibunda, R .esculenta i R. lessonae. Vrste
unutar roda Pelophylax, ali i Rana usporedno su se razvijale na podrucju velikog dijela Europe te
stoga njihove fosile nalaze nalazimo u pliocenu i pleistocenu, kao $to je vrsta P. lessonae, ali i R.
arvalis i R. temporaria. U Hrvatskoj je poznato vise fosilnih nalaza vrsta Rana sp., kao $to su $pilje

Veternica, Velika i Romualdova (Hollman 1998).

Kompleksna geoloska povijest istoénog Mediterana zasigurno je odigrala veliku ulogu u
rasprostranjenosti zivotinja. Geoloski dogadaji kao S$to su razdvajanje ili spajanje kopna mogu
uzrokovati Sirenje ili izolaciju razlicitih taksona, pa tako i zelenih Zaba. Nemogu¢nost prelaska preko
mora jedna je od karakteristika zaba i ostalih vodozemaca, koja ih ¢ini dobrim modelima za
biogeografska istrazivanja i hipoteze o nastanku vrsta specijacijom. Takva specijacija u miocenu (prije
otprilike 15 milijuna godina) dovela je do nastajanja triju linija unutar vrsta zelenih Zaba koje su
rasprostranjene u Europi. To su perezi linija, lessonae linija i ridibunda/bedrigae linija (Lymberakis i
sur. 2007).

Od svih vrsta roda Pelophylax u Europi je prisutno 10 ,,¢istih® vrsta i 3 hibridne vrste (Arnold i
Ovenden 2004). Na podruc¢ju Balkana prisutno je 6 vrsta. P. lessonae (Camarano, 1882) mala zelena
zaba i P. Kkl. esculentus (Linnaeus, 1758) naseljavaju ve¢inu Europe, a juzni dio njihovog areala dolazi
do kontinentalne Hrvatske. Velika zelena zaba P. ridibundus (Pallas, 1771) naseljava cijeli balkanski
poluotok, dok P. shqipericus, (Hotz, Uzzell, Guenther, Tunner & Heppich, 1987) albanska zelena zaba
naseljava Crnu Goru i Albaniju. P. kurtmuelleri (Gayda, 1940) naseljava Gréku i Albaniju (Amphibia
web) i jedan manji dio sjeverne Italije (Bellati i sur. 2001), a P. epeiroticus (Schneider, Sofianidou and
Kyriakopoulou-Sklavounou,1984) zapadnu obala Grcke i juzni dio Albanije (Speibroeck i sur 2016)
(Slika 1).
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Slika 1: Geografska distribucija ,,¢istih* vrsti roda Pelophylax u Europi i Bliskom Istoku (A), P.
bergeri, P. bedriagae, P. kurtmuelleri, P. lessonae i P. perezi; B), P. cerigensis, P. cretensis, P.

epeiroticus, P. ridibundus and P. shqipericus). Preuzeto iz Dubey i sur. 2014

Rod Pelophylax ima posebnost §to postoje 3 tri hribridna kompleksa unutar roda. Hibridni
kompleksi su: P. kl. esculentus, P. kl. grafi i P. kl. hispanicus (Arnold i Ovenden 2004) (Slika 2, 3). Ti
hibridi mogu stvarati plodno potomstvo s roditeljskim jedinkama. Hibridna jedinka, prilikom parenja s
roditeljskom vrstom, odbacuje jedan set kromosoma te stoga spolne stanice sadrze samo kromosome
(genom) jedne vrste. Budu¢i da u takvom parenju nema rekombinacije genoma, takvo je
razmnoZzavanje hemiklonalno. Takve jedinke zapravo nisu prave vrste jer su ovisne o roditeljskim
vrstama te im se stoga ne daje dvoimeno nazivlje, a izmedu imena roda i vrste se stavlja dodatak , k1.
(gré. kiépt(és) ,Jopov™). Zabe koje se pare hibridogenetski ,.kradu“ kromosone od vrste s kojom se
pare jer u takvom parenju nastaje samo hibridogenetska vrsta (Arnold i Ovenden 2004).
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Slika 2: Geografska distribucija hibridnih vrsti, u Europi, od P. kl. grafi i P. kl. hispanicus, te

njihovih roditeljskih vrsti, P. perezi i P. bergeri. Preuzeto i prilagodeno iz Holsbeek i Jooris 2010.

Do sada su u Hrvatskoj provedena molekularno-filogeneticka istrazivanja zelenih zaba na
podru¢ju Crne Mlake i Bjelovarsko-bilogorske Zupanije. Korlevi¢ (2012) i Koska (2016) su na
podru¢ju Crne Mlake Zabe determinirali analizom jezgrine DNA. Korlevi¢ (2012) je potvrdila da se na
podru¢jima Crne Mlake nalaze vrste male i velike zelene Zabe, dok je Koska (2016), uz navedene
vrste, potvrdila i prisutnost balkanske i albanske zelene Zabe, P. kurtmulleri i P. shgipericus te hibrida
P. kurtmuelleri x P. shqipericus. Nove vrste takoder su stvarale hibride koji su jo§ neopisani za ovo
podrugje, a to su P. shqgipericus x P. ridibundus, P. ridibundus x P. kurtmuelleri te P. lessonae x P.
kurtmuelleri. Uz velik broj razli¢itih hibrida na lokalitetu su potvrdene i jedinke koje pripadaju

roditeljskim vrstama.

Karaica i sur. (2016.) su utvrdili P. lessonae, P. ridibundus i P. kl. esculentus na podrué¢ju
Bjelovarsko-bilogorske Zupanije preko molekularnih metoda i usporedili morfoloske i morfometrijske
karakteristike zaba, kao i analizirali sadrzaj prehrane. Zakljucuju da roditeljske vrste imaju razlicite
morfoloske karakteristike dok hibridna vrsta ima veliku varijabilnost koja se preklapa s roditeljskim
vrstama, dok pojedine karakteristike hibrida mogu sliciti samo jednoj roditeljskoj vrsti. Analizom
prehrane zakljucuju da su kukci glavni dio njihove prehrane i da preferencija plijena P. Kkl. esculentus

sli¢i P. lessonae.

1.5. Sistematika roda Pelophylax

Drugo ime za zelene Zabe roda Pelophylax je paleoarkticke vodene Zabe (eng. Paleoarctic
water frogs). Rod se moze podijeliti na dalekoisto¢nu i na zapadnu (europsku) skupinu koja je i
najistrazivanija unutar porodice Ranidae. Svi filogeneti¢ki odnosi unutar skupine nisu razrijeSeni,

stoga je status nekih vrsta jo§ upitan (Lymberkais i sur. 2007).

Sistematika roda Pelophylax, Fitzinger 1843, prikazana je prema National Center for

Biotehnology Information — NCBI:



e Koljeno Chordata — svitkovci

e Potkoljeno Craniata — lubanjci Vertebrata, Gnatostomata — Celjustousti, Teleostomi,

Euteleostomi, Sarcopterygii, Dipnotetrapodomorphy, Tetrapoda
e Razred Amphibia — Vodozemci
e Nadred Batrachia
e Red Anura — Bezrepci
e Podred — Neobatrachia
e Nadporodica — Ranoidea
e Porodica — Ranidae — prave zabe

e Rod - Pelophylax — zelene Zabe

Starija literatura svrstava sve vrste roda Pelophylax kao rod Rana (primjerice Rana ridibunda ili
Rana lessonae), medutim molekularnim metodama se dokazalo da zelene Zabe spadaju u poseban rod,
stoga ¢e se u ovom radu tako navoditi (P. ridibundus i P. lessonae). Do sada je opisano 23 vrsta unutar

roda Pelophylax te tri klepton vrste (Amphibia web 2017)
Pelophylax bedriagae (Camerano,1882) — (eng. Levant water frog)

(Pelophylax bergeri (Gunther In Engelmann, Fritzsche, Gunther i Obst, 1986) — (eng. Italian
pool frog))

Pelophylax caralitanus (Arikan, 1988)

Pelophylax cerigensis (Beerli, Hotz, Tunner, Heppich i Uzzell, 1994) — (eng. Karpathos frog)
Pelophylax chosenicus (Okada, 1931) — (eng. Seoul frog)

Pelophylax cretensis (Beerli, Hotz, Tunner, Heppich i Uzzell, 1994 ) — (eng. Cretan frog)

Pelophylax cypriensis (Plotner, Baier, Akin, Mazepa, Schreiber, Beerli, Litvinchuk, Bilgin,
Borkin, and Uzzell, 2012)

Pelophylax demarchii (Scortecci, 1929) — (taksonomski status upitan, moguca klepton vrsta)



Pelophylax epeiroticus (Schneider, Sofianidou i Kyriakopoulou—Sklavounou, 1984) — (eng.

Epirus water frog)
Pelophylax fukienensis (Pope, 1929) — (bivsi P. plancyi)
Pelophylax hubeiensis (Fei i Ye, 1982) — (mozda pripada u P. plancyi)
Pelophylax kurtmuelleri (Gayda, 1940) — (eng. Balkan frog)

Pelophylax lateralis (Boulenger, 1887) — (eng. Kokarit frog, yellow frog, "wood frog") (mozda
pripada u Hylarana)

Pelophylax lessonae (Camerano, 1882) — mala zelena zaba

Pelophylax nigromaculatus (Hallowell, 1861) — (eng. dark—spotted frog) (mozda ukljucuje i P.

tenggerensis)
Pelophylax perezi (Lopez—Seoane, 1885) — (eng. Perez's frog)

Pelophylax plancyi (Lataste, 1880) — (eng. ecastern golden frog) (mozda ukljucuje i P.
hubeiensis)

Pelophylax porosus (Cope, 1868) — (eng. Daruma pond frog)
Pelophylax ridibundus (Pallas, 1771) — velika zelena zaba
Pelophylax saharicus (Boulenger, 1913) — (eng. Sahara frog)

Pelophylax shqipericus (Hotz, Uzzell, Guenther, Tunner i Heppich, 1987) — (eng. Albanian
water frog)

Pelophylax tenggerensis (Zhao, Macey i Papenfuss, 1988) — (mozda pripada u P.

nigromaculatus)
Pelophylax terentievi (Mezhzherin, 1992) — (taksonomski status upitan, moguca klepton vrsta)
Klepton vrste (hibridne forme) su:
Pelophylax kl. esculentus (Linnaeus, 1758) — zelena zaba (P. lessonae x P. ridibundus)

Pelophylax kl. grafi (Crochet, Dubois, Ohler i Tunner, 1995) — (eng. Graf's hybrid frog) (P.

perezi x P. ridibundus)

Pelophylax kl. hispanicus (Bonaparte, 1839) — (eng. Italian edible frog) (P. bergeri x P.

ridibundus / P. kl. esculentus)



1.6. Hibridogeneza

Pojam hibridogezena oznaCava nalin razmnozavanja zivotinja krizanjem roditeljske vrste s
hibridom gdje se stvara plodno hibridno potomstvo. Taj pojam je uveo Schultz (1969) u svom radu o
ribama roda Poeciliopsis koje posjeduju takav nacin razmnozavanja. Potomci takvog interspecijesnog
razmnozavanja imaju razli¢ite reproduktivne sposobnosti. Moguca je sterilnost hibrida, iskljucivanje
jednog parentalnog genoma gdje ne dolazi do rekombinacije ili normalna gametogeneza s
rekombinacijama (Quilodran i sur. 2014). Razmnozavanje izmedu vrsta pri ¢emu nastaju fertilni
hibridi, moze vise povecati gensku raznolikost nego §to se ona povecava kroz mutacije (Holsbeek i
Jooris 2010). Takva prirodna hibridizacija dovodi do uvodenja novih gena i mijeSanja sa genskim
zalihama i genskom raznolikosti (Hofmann i sur. 2015). Smatra se da populacije s poveéanom
genskom raznoliko$¢u mogu bolje podnositi i prilagoditi se na razli¢ite bolesti i negativne promjene u
okolisu (Holsbeek i Jooris 2010).

Hibridi nastali evolucijskim procesima kvalificirani su za zastitu u slucaju ugrozenosti, dok
hibridi koji su nastali posredovanjem ¢ovjeka nisu, te je stoga bitno razlikovanje prirodnih i
antropogenih hibrida (Allendorf i sur. 2001). Antropogeni hibridi nastaju premjestanjem vrsta u novo
staniSte gdje se nalazi njihova blisko srodna vrsta. Na taj na¢in, neprikladnom hibridizacijom, stvara se
pritisak na autohtonu vrstu, $to moZe dovesti do njezinog nestanka (Rhymer i Simberloff 1996), a to
pogotovo utjece na vrste s lokalnom distribucijom (Domeneghetti i sur. 2013). Unutar takvih hibridnih
populacija moze se javiti pad u brojnosti, jer se reproduktivna energija trosi na potomke smanjene

sposobnosti za prezivljavanje ili sterilne potomke (Rhymer i Simberloff 1996).

Pelophylax kl. esculentus hibridni kompleks je primjer prirodnog hibridogenetskog
razmnoZavanja. Sa¢injavaju ga roditeljske vrste P. lessonae (genotip LL) i P. ridibundus (genotip RR)
i hibridna vrsta P. Kl. esculentus (genotip LR). Gametogeneza unutar tog kompleska nije uvijek
jednaka jer pokazuje geografske varijacije i moze se podijeliti na 3 sustava razmnozavanja (Holsbeek i
Jooris 2010):

e L —E sustav: P. lessonae — P. Kkl. esculentus
e R —E sustav: P. ridibundus — P. kl. esculentus

e E sustav: P. Kkl. esculentus (¢iste hibridne populacije)

LE sustav razmnozavanja sadrzi vrste P. lessonae i P. kl. esculentus, a nastao je hibridizacijom
izmedu vrsta P. ridibundus i P. lessonae i danas je najSiri i najprouéavaniji sustav unutar hibridnog
kompleksa (Slika 3). Tokom hibridogenze P. Kkl. esculentus ne stvara gamete vrste P. lessonae, ve¢
samo gamete vrste P. ridibundus tako da sa razmnozavanjem s vrstom P. lessonae nastaju samo
jedinke P. KI. esculentus. Hibridi tako nastaju svaki put povratnim krizanjem s roditeljskom vrstom

koja je u ovom slucaju P. lessonae. Posljedica toga je izostanak promjene genoma P. ridibundus koji
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se uvijek prenosi iz hibridnih jedinki i ne mijenja se geneticki, tj. prenosi se klonalno (Holsbeek i
Jooris 2010). Tijekom parenja dviju hibrida u 97% slucajeva dolazi do nastanka P. ridibundus
punoglavaca s teSko¢ama u razvoju, Koji zavrSavaju smrcéu prije spolne zrelosti (Graf i Polls Pelaz
1989), sto je rezultat nakupljanja recesivnih delecija. Javljaju se zato jer se P. ridibundus genom
prenosi klonalno i ne postoje rekombinacije tijekom spolnog razmnozavanja. U ostalih 3% slucajeva
punoglavci P. ridibundus prezive i dosegnu spolnu zrelost. Svi punoglavci su zenke buduéi da se
prvobitna hibridizacija dogodila izmedu muzjaka P. lessonae i zenke P. ridibundus (Berger 1970),
gdje se prenosi X kromosom unutar R genoma. Takav postotak od 3% se odnosi na razmnozavanje
hibrida s istim klonalnim genomom, dok u slu¢aju razmnozavanja hibrida razli¢itog genoma, u ovom
slucaju P. ridibundus, punoglavci prezivljavaju (Vorburger 2001, Geux i sur. 2002). P. ridibundus
jedinke, nastale od hibrida s klonalnim genomom nadalje se razmnozavaju s P. kl. esculentus ili P.
lessonae muzjacima buduéi da u LE sustavu nema P. ridibundus muzjaka. S time se javlja nova linija
R genoma i hibrida obzirom da se u P. ridibundus jedinkama tijekom gametogeneze dogada
rekombinacija i smanjuje se postotak recesivnih delecija, §to ¢e se daljnjim razmnoZavanjem odraziti

na bolji fitnes cijele populacije (Som i Reyer 2006).

Budu¢i da se prvobitna hibridizacija dogodila izmedu P. ridibundus Zenke i P. lessonae
muzjaka, o¢ekuje se da ¢e hibridne jedinke imati P. ridibundus mitohondrijsku DNA (Berger 1970),
medutim to nije uvijek slucaj, jer veéina sadrzi mitohondrijsku DNA P. lessonae (Spolsky i Uzzell
1984). Moguca su dva objasnjenja te pojave. Prva je da se prvobitna hibridizacija dogodila izmedu P.
lessonae Zenke i P. ridibundus muzjaka $to je suprotno oCekivanju zbog veli¢inske razlike, dok je
druga mogué¢nost da je unutar LE populacije Ce$¢e krizanje izmedu P. lessonae zenke i P. KI.
esculentus muzjaka. Obje moguénosti u konacnici rezultiraju sa hibridnim jedinkama P. lessonae
mitohondrijske DNA (Spolsky i Uzzell 1984) te je takva introgresija nepovratna (Pl6tner i sur. 2008).
Preko hibrida sa mitohondrijskom DNA P. lessonae se dogodila daljnja introgresija u P. ridibundus
jedinke. Prva mogucénost jest krizanje izmedu dva hibrida s P. lessonae mitohondrijskom DNA gdje
nastane mali broj prezivjelih P. ridibundus jedinki, dok je druga krizanje izmedu Zenke hibrida s P.

ridibundus muzjakom.
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Slika 3. Geografska distribucija razli¢itih sustava krizanja zaba roda Pelophylax. a) L — E
sustav: Hibridne jedinke stvaraju iskljuéivo P. ridibundus gamete, b) R — E sustav: Hibridne jedinke
stvaraju P. lessonae i P. ridibundus gamete u omjeru 3:1, ) i d) E sustav: Ciste hibridne linije gdje se
javljaju diploidne i triploidne jedinke (RRL i LLR). Triploidi proizvode haploidne gamete dok diploidi

mogu proizvoditi diploidne i haploidne gamete. Preuzeto i prilagodeno iz Holsbeek i Jooris, 2010.

RE sustav sadrzi vrste P. ridibundus i P. KI. esculentus (Slika 3). Sli¢an je LE sustavu, samo §to
se ne dogada potpuna ekskluzija drugog genoma (kao LE sustavu P. lessonae genom), nego se
odbacuje u omjeru 3:1. To znaci da ¢e se ve¢inom proizvoditi P. lessonae gamete i nastajati muzjaci
hibridi, dok ¢e se u manjem dijelu proizvoditi P. ridibundus gamete, gdje ¢e nastati P. ridibundus
zenke (Uzzell i sur. 1977). Za taj fenomen u RE sistemu Vinogradov i sur. (1991) su predlozili ime

amfispermija.
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E sustav sadrzi samo hibridne jedinke koje se medusobno razmnozavaju (Slika 3). Prilagodba
na nedostatak roditeljskih jedinki je postojanje triploida koji su preuzeli ulogu roditeljskih jedinki. U
hibridnoj populaciji najées¢e se nalaze diploidne zenke i triploidni muzjaci (Christiansen 2009). LLR
triploid, najcesée muzjak, donira P. lessonae gamete jer se u njima P. ridibundus genotip odbacuje, a
P. lessonae dalje mitotski dijeli i stvara nove kombinacije genoma. (Christiansen i sur. 2005; Uzzell i
sur. 1980). Diploid stvara diploidne gamete genotipa RL i haploidne R gamete. Obje gamete se dalje
pare sa L gametama gdje nastaje nova generacija diploidnih i triploidinih jedinki. Roditeljske vrste su
pronadene medu takvim hibridnim populacijama, medutim samo u juvenilnom stanju, jer nikad ne
dosegnu metamorfozu (Berger 1988). lako hibridne populacije mogu opstati bez roditeljskih jedinki,
protok gena izmedu hibrida i njih postoji jer se u blizini nalaze populacije sa LE, RE ili REL
jedinkama (Plétner 2005).

REL sustav sadrzi sve 3 vrste P. esculentus kompleksa. One se mogu medusobno razmnozavati
i stoga je mogucée da unutar populacije postoji i do 5 razli¢itih genotipova: LL, LLR, LR, LRR i RR
(Hofmann i sur. 2015).

1.7. Pregled ocekivanih vrsta i hibrida na podrucju istraZzivanja

Prema literaturnim podacima (Holsbeek i Jooris 2010) u Hrvatskoj se nalaze 2 vrste, Pelophylax
lessonae i P. ridibundus i jedan hibridni kompleks, Pelophylax Kkl. esculentus. Recentna molekularna
istrazivanja (Koska 2016, Korlevi¢ 2012) ukazala su na postojanje P. shgipericus i P. kurtmuelleri,
njihovih medusobnih hibrida kao i njihovih hibrida s nativnim vrstama na Crnoj Mlaci, ali i
potencijalno na drugim lokalitetima. Ponadeni hibridi su P. kurtmuelleri x P. shqipericus, P.

shqgipericus x P. ridibundus, P. ridibundus x P. kurtmuelleri te P. lessonae x P. kurtmuelleri.

1.7.1. Pelophylax lessonae

Mala zelena Zaba je rasprostranjena diljem Europe. Areal joj seZe od Francuske i Italije s
istoéne strane pa sve do Rusije i Latvije na sjeveru (Slika 1). Postoje i izolirane populacije u Svedskoj,
Norveskoj i Finskoj. Juzni dio areala seze sve do Italije i sjevernog dijela Balkana gdje i zavrSava kod
Hrvatske, Srbije i Rumunjske (Speibroeck 2016). Moguce je da je nativna vrsta u Engleskoj, ali je

vjerojatnije da je tamosnja vrsta introducirana (Arnold i Ovenden 2004).
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Slika 4. Pelophylax lessonae (mala zelena zaba)

Odrasle jedinke su obi¢no do 8 cm duZzine i o$tre njuske, $to ih ¢ini manjima od vrsta
Pelophylax Kl. esculentus, iako su sli¢ne po izgledu (Slika 4). Rezonatori su bijele boje, dok bedra
mogu biti Zuta, narancasta, smeda ili crna. Straznje noge su krace i peta ne dolazi preko ociju ako se
ispruzi za determinaciju (Slika 5). Metatarzalna kvrzica velika, tvrda i polukruzna, obi¢no vise od pola
duljine prvog palca (Slika 6). Tijelo zabe je dorzalno obojeno razli¢itim tonovima zelene boje, a
ponekad i smeda na donjem dijelu tijela, ovisno o jedinci, proSarana sa tamnim mrljama na nogama i
donjem dijelu tijela i ima glatku i sjajnu kozu. Populacije u sjevernom dijelu areala su tamnije
obojene. Dorzolateralni nabori su bljedi, a na nekim jedinkama se vidi i ledna pruga. Ventralna strana
je obojena bijelo,ponekad sa sivim mrljama, dok je oko podrucja kukova zuc¢kasta. MuZjaci za vrijeme

parenja mogu poprimiti uniformno zeleno Zuto obojenje i zlatnozute o¢i (Arnold i Ovenden 2004).
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Slika 5. Odredivanje duljine noge zaba roda Pelophylax. Kra¢e noge koje sezu do oka obi¢no

imaju P. lessonae dok noge koje sezu do njuske i preko nje imaju jedinke vrste P. ridibundus.

Moze ih se na¢i do 1500 m nadmorske visine i najviSe obitavaju u dobro osun¢anim malim
vodenim tijelima kao §to su mala jezera, potopljeni jarci ili rubovi mo¢vara. Imaju diurnalni ritam,
iako ponekad znaju biti i aktivne no¢u kada se hrane izvan vode. Najéesce zive u simpatriji S
Pelophylax kl. esculentus, iako ih ponekad mozemo naci i s P. ridibundus. Glasaju se sli¢no kao P.
ridibundus, ali s manje rezonacije i jasnije. Zive 6-12 godina i hiberniraju na kopnu (Arnold i
Ovenden 2004).Prema IUCN-u vrsta je pod kategorijom LC (eng. least least concern), dok u

Hrvatskoj ima status strogo zasti¢ene vrste.
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Slika 6. Prikaz razli¢itih oblika metatarzalnih kvrzica straznjih nogu kod P. ridibundus, P. K.

esculentus, P. lessonae. Preuzeto iz Arnold i Ovenden 2004.

1.7.2. Pelophylax ridibundus

Areal velike zelene Zzabe (P. ridibundus) seze od isto¢ne Europe i Balkanskog poluotoka pa sve
do zapadnoga dijela Francuske (Slika 1). Postoji i introducirana populacija u Engleskoj (Arnold i
Ovenden 2004).

Odrasle su jedinke prosje¢no duge 15 cm, ali mogu dosezati i do 18 cm (Slika 7). Velika zelena
7aba je najveca i najrobusnija nativna zaba u Europi. Rezonatori su tamni, dok su im bedra obojana
sivo ili bijelo. Straznje noge su duge i mogu se ispruziti preko njuske, ako se ispruzi za determinaciju
(Slika 5). Metatarzalna kvrzica je niska i manja od pola duZine prvog palca (Slika 6). Varijabilno je
smede ili zeleno obojana s dorzalne strane sa tamnim mrljama i grubom kozom. Prisutni su
dorzolateralni nabori i ponekad ledna pruga. Varijacije su inducirane okoliSem, stoga razli¢ite veli¢ine

ili obojenja iste vrste nisu rijetke (Speibroeck 2016).
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Slika 7. Pelophylax ridibundus (velika zelena Zzaba)

Drustvena je zivotinja i Zivi U jezerima, rijekama i velikim vodenim tijelima gdje ju Cesto
mozemo naéi kako se sun¢a uz vodu. Zivi do 2000 metara nadmorske visine. Glasa se danju i no¢u
tijekom reproduktivne sezone u proljece, ali i tijekom ljeta. Diurnalna je, iako se mozZe naci tijekom
no¢i u blizini vodenog tijela. Teritorijalna je, hibernira u vodi i zivi do 11 godina (Arnold i Ovenden
2004).Prema IUCN-u vrsta je pod kategorijom LC (eng. least concern), dok u Hrvatskoj nema status

strogo zaSti¢ene vrste.

1.7.3. Pelophylax kl. esculentus

Zelena zaba (P. kl. esculentus) je hibridna vrsta nastala krizanjem wvrsta P. ridibundus i
Pelophylax lessonae. Njezin genotip je RL (krizanje RR x LL), no uz diploidan oblik mozemo je naci
u triploidnom obliku (RRL ili RLL) (Holsbeek i Jooris 2010). Nalazimo je od isto¢ne Europe i sjevera
Balkanskog poluotoka pa sve do sredisnjeg i sjevernog dijela Francuske (Slika 3). Cesto dijeli staniste

s jednom ili obje roditeljske vrste, no mozemo je i na¢i samostalno u ,,¢istim* hibridnim populacijama.
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Slika 8. Pelophylax Kl. esculentus (zelena zaba)

Zaba je srednje veli¢ine i moZe narasti do 10 cm (Slika 8). Glatke i sjajne koze s bijelim, sivim
ili crnim rezonatorima kod muzjaka. Obojenje moZe znatno varirati. Ledna pruga obi¢no prisutna, dok
je boja tijela svijetlo ili tamno zelena ili smede s crnim mrljama po tijelu i nogama. Straznja noga

obi¢no seze do njuske, a metatarzalna kvrzica je asimetri¢na (Slika 6).

Moze se naci od malih do velikih vodenih tijela do 1500 m nadmorske visine. Tijekom dana
Cesto izlazi van, ali je aktivna i nocu. Moze hibernirati u vodi i na kopnu. Glasanje je po akusticnim

karakteristikama izmedu roditeljskih vrsta.

1.7.4. Pelophylax shqipericus

Albanska zelena Zaba (P. shqipericus, Slika 9) naseljava vrlo malo podruc¢je na zapadnoj obali
Albanije i juzni dio Crne Gore (Speibroeck 2016) (Slika 1), a donesena populacija postoji u sredi$njoj
Italiji (Domeneghetti i sur. 2013.) i u Hrvatskoj na podrucju Crne Mlake (Koska 2016, Korlevi¢ 2012).
Naraste do 7.5 cm i sli¢na je P. lessonae (Slika 4). Rezonatori su sivi ili maslinasto zeleni. Noge su
umjereno duge. Metatarzalna kvrzica velika, zaobljena i nagnuta prema stopalu. Velika je otprilike
40% duzine prvog palca. Dorzalna strana je kod muzjaka zelena ili smeda dok su Zenke svjetlosmede
ili maslinaste. Oba spola imaju tamne mrlje na ledima, a ponekad se javi i ledna pruga. Koza im je
glatka i sjajna. Ventralna strana je bijela s tamnim mrljama, dok po kukovima ima Zuto obojenje. U
vrijeme sezone parenja, muzjaci znaju poprimiti travnato zelenu ili maslinasto zutu boju (Arnold i
Ovenden 2004).
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Slika 9. Pelophylax shqgipericus

StaniSte joj se nalazi 60 kilometara od obale, gdje obitava u nizinama unutar vodenih tijela kao
§to su mocvare, potopljeni jarci i spore rijeke. Speibroek i sur. (2016) tvrde da vrsta samo zivi s
vrstom P. ridibundus, iako je Vuci¢ (2015.) utvrdio da vrsta zivi na podrucju Skadarskog jezera sa
vrstom P. kurtmuelleri i da stvaraju hibride. Naseljava vodene kanale s puno vegetacije do 500 m
nadmorske visine, ali i rijetko obrasla jezera. Moze se ¢esto na¢i uz vodu gdje se sunc¢a (Arnold i

Ovenden 2004). Prema IUCN-ovoj listi P. shgipericus ima status ugrozene vrste (EN — Endangered).

1.7.5. Pelophylax kurtmuelleri

Status balkanske zelene zabe (P. kurmuelleri) je jos uvijek upitan jer neki autori tvrde se radi 0
podvrsti P. ridibundus (Speibroeck 2016, Jablonski 2011). Medutim P. kurtmuelleri je od vrste P.
ridibundus odvojena na temelju akusti¢nih razlika i morfoloskih karakteristika (Dzuki¢ i sur. 2003).
Vrlo je sliéna vrsti P. ridibundus pa je tako i prvi put bila razlikovana tek na temelju glasanja

(Schneider i sur. 1993), stoga ¢e se i u ovom istrazivanju smatrati vrstom.
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Slika 10. Pelophylax kurtmuelleri

Rasprostranjena je na jugu Balkanskog poluotoka u Grckoj i Albaniji, ali je takoder potvrdena
kao invazivna vrsta u Sjevernoj Italiji (Bellati i sur. 2011) (Slika 10). Veli¢ine je do 10 cm i posjeduje
tamne rezonatore i malu metatarzalnu kvrzicu (Slika 9). Noge su joj relativno duge bez zuckastog
obojenja. Moze biti obojana zeleno i smede s crnim mrljama po ledima i takoder moze imati svijetlu
lednu prugu. Budu¢i da dijeli sliéne morfoloske karakteristike s P. ridibundus, moze se razlikovati po

arealu gdje se nalazi i glasanju, a najpouzdanije po molekularnim analizama.

Prema IUCN-ovoj listi P. kurmuelleri ima status najmanje zabrinjavajuce vrste (LC- least

concern).

1.8. Molekularna filogenija

Srodstveni odnosi izmedu zivog svijeta su oduvijek bili predmet proucavanja unutar biologije.
Ernest Haeckel je 1866. godine uveo pojam ,,filogenija“ koja oznacava znanstvenu disciplinu koja se
bavi istrazivanjem evolucijske proslosti razlicitih taksonomskih kategorija. Na temelju morfoloskih,
anatomskih, fizioloskih, ekoloskih, biogeografskih i paleontoloskih karakteristika proucavaju se
srodstveni odnosi izmedu i unutar pojedinih taksona. Posebnu granu filogenije ¢ini molekularna
filogenija koja proucava odnose unutar i izmedu taksona na temelju makromolekula, DNA i proteina.
Svaka analiza sadrzi viSe razliCitih koraka na odabranom ili odabranim taksonima. Oni ukljucuju
umnazanje DNA (ili neke druge makromolekule) lan¢anom reakcijom polimeraze (eng. Polymerase
chain reaction), sekvenciranja, sravnjivanja sekvenci u racunalnim programima i izrade filogenetskog

stabla.
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Genski markeri su dijelovi DNA koji su varijabilni te se lako izoliraju i identificiraju (Shulman i
sur. 2004), stoga su kljuéni element u filogenetickoj analizi. Koriste se u detekciji genske
varijabilnosti koja nastaje u promjenama u nukleotidnom slijedu, tj. supstitucijama. Takve promjene se
nakupljaju linearno prema teoriji evolucijskog sata (Zuckerkandl i Pauling 1965) i one se u konaénici
koriste za rekonstrukciju filogeneticke povijesti organizma, tj. moze se odrediti vrijeme divergencije
pojedinih taksona. Stopa promjena moze znaajno varirati s veli¢inom organizma i dinamikom
populacije (Bromham 2000). Proucavajuéi vise taksonomske kategorije, odnosno udaljenije skupine,
prikladnije je Koristiti visoko konzervirane markere, dok je za nize taksonomske kategorije, 0dnosno
srodnije skupine, prikladnije koristiti vise varijabilne markere (Hwang i Kim, 1999). Jezgrina DNA je
primjer visoko konzervativnog markera pos$to ima sporiju stopu mutacije, tj. promjena na
nukleotidnom slijedu, dok je mitohondrijska DNA zbog svoje manje veli¢ine i veée stope mutacija, tj.
brze evolucije, prikladnija kao visoko varijabilni marker (Tzgaloff i Myers, 1986). | jezgrina i
mitohondrijska DNA se mogu koristiti kao markeri za zoologijska istrazivanja, iako se mitohondrijska
vise koristi za istraZivanja populacija (Moritz, 1998) zbog lake izolacije, velikog broja kopija i brze
evolucije. Nedostaci koristenja mitohondrijske DNA kao markera jesu pracenje isklju¢ivo majéinske
linije zbog nasljedivanja DNA od jednog roditelja. Moguce je i krivo interpretirati filogeneticke
odnose zbog umnazanja nuklearnih mitohondrijskih sekvenci. Mitohondrijski genom se moze ugraditi
u genom jezgre te se ponasati kao pseudogen ¢ime se smanjuje brzina evolucije mitohondrijskog gena
i postaje slicna onoj okolnih jezgrinih sekvenci (Bermingham i Moritz 1998). Nije nuzno koristiti
samo jedan marker u istraZivanju, nego se preporuca koriStenje viSe markera varijabilne brzine
mutacija i razli¢itog porijekla (jezgrini, spolno vezani, citoplazmatski...) (Emerson i Hewit, 2005).
Time raste vjerodostojnost podataka i olakSava se otkrivanje hibridizacije, lateralnog prijenosa gena,
umnazanja pseudogena i sli¢cnih procesa koji mogu rezultirati krivim zakljuécima (Bermingham i

Moritz 1998).

Evolucijski odnosi izmedu odredenih taksona prikazuju se kroz filogeneti¢ko stablo. To je
rezultat filogenetiCkih analiza i ono vizualno rekonstruira srodnost i vrijeme kada su organizmi dijelili
zajednickog pretka. Za konstrukciju filogenetskog stabla treba zadovoljiti odredene pretpostavke.
Jedna od njih je da proucavani taksoni imaju zajednickog pretka koji se razdvojio tijekom vremena
(homologija). Druga pretpostavka je da raznolikost izmedu nukleotidnih slijedova pokazuje dovoljno
informacija za konstrukciju nedvosmislenog filogenetickog stabla (Xiong 2006). Sastavni dijelovi
filogeneti¢kog stabla su &vorovi i grane. Cvorovi su proucavane taksonomske jedinice, dok grane
spajaju te jedinice i predstavljaju njegovu topologiju. Cvorovi mogu biti unutarnji ili vanjski. Vrici
grana na takvom stablu spadaju u vanjske ¢vorove (OTU, eng. Operational taxonomic units) koji
oznacavaju taksonomske jedinice koje prou¢avamo, dok unutarnji ¢vorovi (HTU, eng. Hypothetical
taxonomic unists) predstavljaju zajedni¢ke hipotetske pretke. Na dnu stabla se nalazi korijen koji

predstavlja sve taksonomske jedinice u stablu (Hall 2007). Odnosi medu taksonomskim jedinicama, tj.
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¢vorovima Su predstavljeni topologijom stabla, §to oznacava uzorak grananja stabla. Stabla mogu biti
dihotomska gdje su sve grane bifurkalne, sto znaci da svaki predak daje dva potomka. Mjesto grananja
gdje nastaje viSe od jednog potomka naziva multifurkalni ¢vor i oznacava politomiju, $to moze biti

rezultat radijacije ili nerazrijeSene filogenije (Xiong 2006).

Svi taksoni koji pripadaju istoj grani potje¢u od zajednickog pretka i imaju monofiletsko
podrijetlo, Sto se naziva klaster ili sestrinske grupe. Parafiletska skupina sadrzi ¢lanove koji dijele
porijeklo od najmladeg zajednickog pretka, ali ne sadrzi sve potomke toga pretka, dok su u

polifiletskoj skupini ¢lanovi koji evolucijski srodni i imaju viSe zajednic¢kih predaka.

Filogeneti¢ka stabla se mogu i podijeliti po evolucijskoj udaljenosti na filograme i kladograme
(Slika 11). Duljina grana u filogramu odraZzava evolucijsku udaljenost i trajanje evolucijskih procesa
izmedu taksona pa tako dulja grana oznacava da je proslo vise vremena i da se dogodilo vise promjena
u makromolekuli, tj. markeru kojeg proucavamo. Za razliku od filograma, kladogram ne pokazuje
koliko je vremena proslo izmedu evolucijskih promjena, stoga su grane i ¢vorovi postavljeni na

jednake duljine ¢ime se prikazuje samo topologija (Xiong 2006).
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a) Kladogram

b) Filogram

Slika 11. Prikaz filogeneti¢kog stabla. Slika a) prikazuje kladogram dok slika b) prikazuje
filogram. Grane mogu biti prikazane u kvadratnom obliku (desno) ili u obliku s kutovima izmedu

grana (lijevo). Preuzeto i prilagodeno od Xiong 2006.

Filogeneticka stabla se mogu podijeliti na ukorijenjena ili neukorijenjena. Kod ukorijenjenog
stabla sve grane potjecu iz jednog Cvora i taj ¢vor se ukorjenjuje uz pomoc¢ vanjske skupine (eng.
Outgroup). Vanjski takson je taksonomska jedinica blisko srodna s taksonima koje proucavamo, ali
nju samu ne proucavamo. S druge strane, neukorijenjena stabla prikazuju odnose izmedu odredenih
taksona bez stvaranja pretpostavke o zajedni¢kim predcima (Hall, 2007). Nakon odabira tipa stabla
slijedi izrada koja je raCunalno zahtjevna jer broj mogucih stabala raste s brojem taksona koji su
ukljuceni u analizu. U slucaju da analiza rezultira s viSe optimalnih stabala, moze se napraviti
konsenzusno stablo. Jedno rjesenje za stvaranje optimalnog stabla jest da se svi bifurkalni ¢vorovi koji
se ne slazu spoje u jedan politomni ¢vor. Drugo rjeSenje je da se bifurkalni ¢vorovi koji se slazu u
50% slucajeva ostavljaju, dok se ¢vorovi koji se ne slazu stavljaju u politomne ¢vorove (Xiong 2006).
Osim uobicajenog prikaza stablom, filogenetski odnosi mogu se prikazivati filogenetskom mreZom

koja je bolji odabir za prikaz odnosa medu taksonima i unutar taksona (Posada i Crandall, 2001).
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Svaka filogenetska analiza ima Cetiri koraka: 1) Visestruko sravnjivanje; 2) Odredivanje
supstitucijskog modela; 3) Rekonstrukcija filogenetskog stabla; 4) Evaluacija dobivenog stabla
(Baxevanis i Oullette 2001).

Visestruko sravnjivanje povezuje poravnate nukleotidne sljedove koji su genealoski povezani i
uspostavlja njihovu pozicijsku evoluciju. Nukleotidni nizovi se usporeduju nalazenjem homolognih
dijelova te se tako stavljaju u medusobni odnos. Algoritmi tako pronalaze dva najsli¢nija slijeda pa
dodaju ostale po redu sli¢nosti (Vandamme 2009). Jedna od takvih metoda je metoda BLAST (eng.
Best Local Alignment Search Tool) kojom se provodi lokalno sravnjivanje elemenata nukleotidnih
sljedova pronalaskom sli¢nih slova unutar slijeda koji se potom nazivaju rije¢i (eng. words). Nakon
prolaska rijeci, algoritam pronalazi se vise sli¢nih regija i slaze dalje homologni niz. Medutim, u
nukleotidnom nizu, rezultat viSestrukih supstitucija i konvergencija mogu dovesti do neto¢nih
rezultata filogenetkickog stabla Sto se zove homoplazija. Metode kao $to je BLAST sluze da bi se

preko statistickih izracuna ispravili Krivi rezultati i dobila toéna homologija. (Xiong, 2006)

Metode za rekonstrukciju stabla mogu se podijeliti na metode temeljene na matrici udaljenosti
(eng. Distance matrix) i metode temeljene na stanjima karaktera (eng. Character state). Prema
primijenjenoj strategiji za rekonstrukciju stabala dijele na strategije stupnjevitog Klasteriranja i
strategije iscrpnog pretrazivanja. Ne postoji jedinstvena metoda za rekonstruiranje filogenetickog
stabla, ve¢ se koristi model s kojim se najbolje opisuje evolucija proucavanih taksona (Baxevanis i

Oullette, 2001).

Metoda susjednog sparivanja (NJ, eng. Neighbor joining) koristi matricu udaljenosti i
strategiju postepenog klasteriranja. Metoda postepeno pronalazi susjedne parove operacijskih
taksonomskih jedinica i tako rekonstruira stabla koja onda odvaja iz nerazrjeSivog “zvjezdanog"

klastera.

Metoda najvece Stedljivosti (MP, eng. Maximim parsimony) koristi stanja karaktera i strategiju
iscrpnog pretrazivanja. Temelji se na principu Okamove oS$trice gdje je najjednostavnija hipoteza
najbolja pa je po takvoj hipotezi najbolje ono filogenetsko stablo za koji je topologiju odgovoran
najmanji broj promjena. Algoritam koristi samo informativna mjesta zbog optimizacije racunalnog

vremena.

Metoda najveée vjerojatnosti (ML, eng. Maximum likelihood) Koristi stanja karaktera i
strategiju iscrpnog pretrazivanja. IzraCunava se vjerojatnost pojavljivanja nukleotidnih baza ili
aminokiselina u unutarnjim ¢vorovima. Potom se rekonstruira vjerojatnost strukture stabla iz tih

podataka.

Bayesian analiza (BA,eng. Bayesian analysis) je vrlo kvalitetha metoda, ali racunalno

zahtjevna. Koristi spoznaju o naknadnim vjerojatnostima koje su procijenjene po nekom evolucijskom
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modelu koji se zove prethodno ocekivanje. Na temelju odredenih spoznaja o podacima rekonstruira se
stablo. Metoda Metropolis-coupled Markov Chain Monte Carlo provodi se na temelju niza neovisnih

potraga za najboljim stablima.
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2. Ciljevi istrazivanja

Cilj ovog istrazivanje je molekularno-filogenetickim metodama, koristeé¢i jezgrine (Serum
albumin intronske regije, SAI-1) i mitohondrijske molekularne biljege (podjedinica | citokrom c
oksidaze, COIl), analizirati veéi broj populacija zelenih zaba na podru¢ju Hrvatske. Na taj nacin ¢e se
dobiti potpuniji uvid u prisutnost svih vrsta zaba roda Pelophylax koje nalazimo u Hrvatskoj, njihovu

rasprostranjenost te tipove i uéestalost njihove hibridzacije.

Rezultati molekularno-filogentickih analiza usporedit ¢e se s rezultatima morfoloskih i
morfometrijskih analiza uzrokovanih jedinki §to ¢e omoguciti odredivanje najboljih svojstva za to¢niju

morfolosku determinaciju.
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3. Materijali i metode
3.1. Podruéje istraZivanja

Uzrokovanje jedinki izvr$eno je na podrucju Republike Hrvatske na 7 lokaliteta (Slika 12), 4 u
kontinentalnoj Hrvatskoj (Zagreb 1, Medimurje 1 i 2, lokacije kod Crne Mlake), 2 u Dalmaciji (Otri¢ i
Biskupija) i jedno u Lici (Podlapacko polje).

Legenda

—— By A Lokacija uzorkovanja
0 50 100 200 Kilometers
*  Zagreb

Slika 12. Pregled lokacija uzorkovanja zaba roda Pelophylax: 1. Zagreb, 2. Otri¢, 3. Biskupija,
4. Podlapacko polje, 5. Crna Mlaka 1, 6. Crna Mlaka 2, 7. Medimurje.

1.  Zagreb: lokalitet se nalazi unutar grada Zagreba tj. sjevernog dijela gradske cetvrti Gornja
Dubrava. Staniste je manji meandriraju¢i potok imenom Reka, s betoniranim stranama. Okruzen
je naseljem i cestom s jedne, dok su s druge strane poljoprivredne povrSine (Slika 13).

Vegetaciju sacinjavaju Sasevi i alge. Antropogeni ucinak je velik zbog blizine naselja pa je
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unutar potoka i pronaden otpad, ali je moguée i kemijsko onecisCenje zbog blizine

poljoprivrednih povrsina. S lokaliteta su prikupljeni podaci od 32 jedinke.

Slika 13: Lokalitet 1 u Zagrebu

2. Otri¢: lokalitet se nalazi unutar Zadarske zupanije. Staniste je bara okruZena travnjacima i s
prometnom cestom u neposrednoj blizini (Slika 14). S lokaliteta su prikupljeni podaci od 25
jedinki.
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Slika 14: Lokalitet 2 u Otri¢u

3. Biskupija: lokalitet se nalazi u Sibensko-kninskoj Zupaniji. Staniste je smjesteno na najnizem
dijelu udoline gdje se nalazi bara koja je obrasla sa algama (Slika 15). U blizini je manje
naselje. S jedne strane se nalazi obronak brda, dok su s druge travnjaci. S lokaliteta su
prikupljeni podaci od 15 jedinki.

Slika 15: Lokalitet 3 u Biskupiji
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4. Podlapaca: lokalitet se nalazi u Licko-senjskoj Zzupaniji. StaniSte je bara obrasla SaSevima i
vodenim biljem. Bara je okruzena travnjacima i poljoprivrednim povrS§inama. Cijelo podrucje je

u kotlini. S lokaliteta su prikupljeni podaci od 22 jedinke.

5.1 6. Crna Mlaka 1 i 2: lokalitet se nalazi unutar Zagrebacke Zzupanije, u opcini Jastrebarsko.
Lokalitet se nalazi usred mocvarnog podrucja gdje se sama jezera koriste kao ribogojilista (Slika
16). Mjesto je takoder posebni ornitoloski rezervat i ima bogatu floru i faunu. Lokalitet A se
nalazi uz makadamsku cestu u blizini Sumskog potoka, dok su jedinke pronadene skrivene u
vegetaciji. Lokalitet B su sama jezera koja se koriste kao ribogojilista i obliznji potok. Na
Lokalitetu A prikupljeni su podaci od 7 jedinki, dok su na lokalitetu B prikupljeni podaci od 29
jedinki.

Slika 16: Lokalitet 6 u Crnoj Mlaki

7. Medimurje: lokalitet se nalazi kod Dragoslavec sela u Medimurskoj Zupaniji. Staniste je jezero koje
se koristi kao ribnjak a obraslo je SaSom (Slika 17). OkruZzeno je Sumom, travnjacima i

makadamskom cestom. S lokaliteta su prikupljeni podaci od 32 jedinke.
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Slika 17. Lokalitet 7 u Medimurju

3.2. Materijali
3.2.1. Zivotinjski materijali

Uzorci tkiva zelenih Zaba skupljeni su tijekom terenskog rada. Jedinke su uhvacene na terenu
izmedu 04. svibnja i 29. lipnja 2017. godine. Svakoj uzorkovanoj jedinci dodijeljena je pripadajuca
oznaka, mjesto i vrijeme uzrokovanja. Zabe nisu morfoloski determinirane, nego im je odredena
pripadnost rodu Pelophylax. Oznaka se sastoji od slova HRWF i ¢etiri znamenke od kojih su prve
dvije redni broj lokacije, a druge dvije redni broj uzorka zabe po lokaciji. Uzet je uzorak tkiva (prst
straznje lijeve noge) i spremljen u mikroepruvetu s 96% alkoholom za DNA analizu. Uzorci tkiva su
potom spremljeni u hladnjak na +4°C na Bioloskom odsjeku Prirodoslovno—matemati¢kog fakulteta u
Zagrebu. Jedinke su fotografirane i izmjerene te su im odredene morfoloske karakteristike. Dozvola za

uzorkovanje je izdana od strane Ministarstva za zastitu okoliSa i energetike.

3.2.2. Kemikalije i laboratorijski pribor
Kemikalije
Agaroza
Chelex, 100 sodim form
Proteinase K (Tritirachium album) lyophilized powder, > 30 units/mg protein
DreamTaq Green PCR Master MIC
Osnovni materijal:

Mikroepruvete 1.5 2 mL
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PCR mikroepruvete 0.2 mL

Poklopci za PCR 0.2 mL mikroepruvete
Nastavci za mikropipete 10 puL, 200 pL, 1000 puL
Zastitne rukavice

Tehnicki pribor:

Centrifuga

Digitalni fotoaparat

Kadice za elektroforezu

Kadice za pripremu agaroznih gelova
Mikrovalna pecnica

Mikropipete

Nanodrop spektrofotometar

PCR uredaj

PCR ploce s 96 jazica

Transiluminator

VVodene kupelji

Vorteks mijesalica

Zamrzivac i hladnjak

3.3. Metode
3.3.1. Vanjska morfologija

Zabe su fotografirane tijekom terenskog dijela istrazivanja za analizu morfoloskih
karakteristika. Fotografirane su ledna, trbusna i bo¢na obojenja, obojenja bedra i oblik glave.
Karakteristike kao $to su obojenje rezonatora i oblik metatarzalne kvrzice nisu u svakom slucaju

mogle biti precizno fotografirane stoga su takoder zabiljeZene na terenu radi potpunijih podataka. Sve
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zabe su fotografirane s DSLR fotoaparatom marke Nikon tipa D3200. Svi rezultati opisa morfoloskih

karakteristika su upisani u Microsoft Excel tablicu.

Usporedba vanjskih svojstva zaba temelji se na vanjskim karakteristikama koje je koristio
Krizmanic¢ (2008):

I. Zvuéni mjehuri: 1.Bijeli, 2. Svijetlo sivi, 3. Tamno sivi, 4. Bez mjehura;

II. Glavna boja vanjske povrSine straznjih nogu: 1. Bez boje, 2. Maslinasta i zelena ili smeda, 3.

Potpuno Zuta, 4. Djelomi¢no Zuta, 5. Zuta u tragovima;

III. Zuto obojenje na bokovima: 1. Prisutno, 2. Zuto-zeleno, 3. Nije prisutno;

IV. Crne pruge na nogama: 1. Prisutne, 2. Nisu prisutne; 3. Pruge diferencirane u tocke;
V. Obojenje na unutrasnjoj strani straznjih nogu: 1. Zuto, 2. Zuto zelena, 3. Bez Zute:
V1. Dorzalna pruga: 1. Prisutna, 2. Nije prisutna;

VII Ventralna strana tijela i vrata: 1. Bijela, 2. Slabo tockasta, 3. Tockasta:

VIII. Oblik metatarzalne kvrzice 1. Simetri¢na polukruzna, 2. Asimetricna, viSa tocka rema

prvom prstu, 3. Asimetri¢na, viSa to¢ka prema zglobu, 4. Niska i ravna;
IX. Prednja strana glave: 1. Elipti¢na, 2. OStra;

X. Pregib noge: 1. Do oka, 2. Izmedu oka i njuske, 3.1znad njuske;

XIl. Povrsina koze: 1. Hrapava, 2. Glatka;

XI1. Boja bubne opne:1. Bron¢ana/smeda, 2.Zelena.

Od 10 karakteristika koje koristio Krizmani¢ (2008) ne koristi se veli¢ina metatarzalne kvrzice
iz razloga $to se to obiljezje detaljnije analiziralo u morfologijskom dijelu istrazivanja. Karakteristika
kao §to je obojenje na bokovima je podijeljeno na 3 tipa umjesto 2, kao §to je koristio autor, zbog
zamijecenih vecih razlika. Nadalje, dodane su tri nove promatrane karakteristike. Prva je duljina
straznje noge kada se polozi uz tijelo za §to se smatra da se razlikuje od vrste do vrste. Druga je
povrsina dorzalne strane, tj. da li je koza hrapava ili glatka prema Arnold i Ovenden (2004), a treca je

povrsina bubne opne.
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3.3.2. Morfometrija

Sve jedinke su izmjerene digitalnom pomi¢nom mjerkom to¢nosti 0.01 mm. Mjere su odredene
po Plétner (2010) te ukljuc¢uju: SVL - duZina tijela, HW - §irina glave; TiL - duZina goljeni¢ne kosti;
LFT - duljina prvog noznog palca; LMtT - duljina metatarzalne kvrzice; LNPoE - duljina izmedu
nosnice i posteriornog kraja oka. Sve mjere je provodila ista osoba kako bi se minimalizirala

statistiCka pogreska i sve su mjere izvodene na desnoj strani tijela osim SVL i HW.

Medusobno usporedujuéi mjere sa svakom dobiveno je 15 omjera koji ¢e se koristiti za daljnje
statisticke analize. Omjeri su SVL/HW, SVL/Til, SVL/LFT, SVL/LMtT, SVL/LNPoE, HWI/Til,
HW/LFT, HW/LMtT, HW/LNPoE, Til/LFT, Til/LMtT, Til/LNPoE, LFT/LMtT, LFT/LNPoOE i
LMtT/LNPoOE. Podaci su omjerima standardizirani i pokazuju normalnu distribuciju. Odredeni omjeri
su ve¢ koriSteni za determinaciju roda Pelophylax (Krizmani¢ 2008, Karaica i sur. 2016), no u ovom
istraZivanju nisu ukljueni omjeri koji koriste veli¢inu natkoljeni¢ne kosti (F - femur) jer ta mjera nije
bila odredivana tokom terenskog dijela istraZivanja. Svaki omjer je analiziran koriste¢i Kruskal-Wallis
test statistiCke znacajnosti u programu PAST (https://folk.uio.no/ohammer/past). Svaka jedinka unutar
analize varijance oznaCena je sa genotipom i sa omjerom. Sve jedinke kojima je potvrden genotip i
sadrze sve morfoloske mjere su koriStene u analizi varijance, osim P. shqipericus jer je pronadena
samo jedna jedinka. Jedinke sa ostec¢enim ekstremitetima, gdje nije bilo moguce izmjeriti sve mjere,

nisu uzete u obzir.

3.3.3. lzolacija DNA

Izolacija DNA je napravljena metodom Chelex uz koriStenje protokola opisanog u Casquet i
sur. (2012). Po&etni postupak je izrezivanje 1-2 mm? tkiva s vrha prsta Zzabe koji je pohranjen u 96%-
tnom etanolu. Tkivo se stavi na dno jaZice na PCR ploci. Postupak se nastavlja dok se ne popuni svih
96 jazica na PCR plo¢i. PCR ploca se stavi u termostat s cirkulacijom zraka i temperaturom
postavljenom na 25 °C dok ne ispari sav etanol iz tkiva. Zatim se u svaku jaZicu dodaje 160 pL
otopine u kojoj je pomijeSano 10 uL Proteinaze K (>600 mAU/mL, Sigma-Aldrich) i 150 pL 10%-tne
otopine Chelex 100 resin (Sigma-Aldrich) u vodi slobodnoj od nukleaza. Jazice se zatvore poklopcima

1 inkubiraju preko no¢i u PCR uredaju na 55°C. Izolat DNA se ¢uva tako da se zamrzne na -20°C.

3.3.4. Lanc¢ana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction — PCR)

Upotrebom PCR-a umnozeni su dijelovi serum albumin intronske 1 (SAI-1) regije jezgrine

DNA prema uputama u Hauswaldt i sur. (2012). Takoder su umnoZeni dijelovi citokrom oksidaza I
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(COI) regije mitohondrijske DNA koji se koriste u geneticCkom barkodiranju zivotinjskih organizama,

tzv. ,,Folmerova regija“ (Folmer i sur. 1994; http://boldsystems.org/).

Nuklearni i mitohondrijski DNA biljezi su umnozeni u 20 uLL PCR smjese koja se sastojala od
DreamTagq polimeraze (Termo-Scientific), 400 nM ,,forward* pocetnice, 400 nM ,,reverse* pocetnice,
2 mM MgCl,, 0.2 mM dATP, 0.2 mM dCTP, 0.2 mM dGTP, 0.2 mM dTTP, vode slobodne od
nukleaza i 20 do 100 ng ukupne genomske DNA.

Za  umnazanje  SAI-1 regije  koriStene  su  pocetnice = Pel-SA-F1  (5'-
TCCATACAAATGTGCTAAGTAGGTT-3') i Pel-SA-R2 (5'-GACGGTAAGGGGACATAATTCA-
3") (Hauswaldt i sur. 2012) te sljedeci profil na termocikliraju¢em uredaju (Bio-Rad 96 Well MyCycler
Thermal Cycler): pocCetna denaturacija na 95°C tijekom 3 minute; 35 ciklusa denaturacije na 94°C
tijekom 30 sekundi, sljepljivanja pocetnica na 59°C tijekom 40 sekundi i sinteze na 72°C tijekom 1
minute i 40 sekundi; zavr$ne sinteze na 72°C tijekom 10 min; hladenja PCR uzorka na 10°C nakon

zavrSetka PCR-a.

Za umnazanje COl regije koriStene su pocetnice Chmf4 (5'-
TYTCWACWAAYCAYAAAGAYATCGG-3') i Chmr4d (5'- ACYTCRGGRTGRCCRAARAATCA-
3" (Che i sur. 2012) te sljedeci profil na termocikliraju¢em uredaju (Bio-Rad): poCetna denaturacija na
95°C tijekom 3 minute; 35 ciklusa denaturacije na 94°C tijekom 1 minute, sljepljivanja pocetnica na
46°C tijekom 1 minute i sinteze na 72°C tijekom 1 minute i 10 sekundi; zavr$ne sinteze na 72°C

tijekom 10 min; hladenja PCR uzorka na 10°C nakon zavrSetka PCR-a.

3.3.5. Elektroforeza

Proizvodi PCR na SAI-1 regiji su stavljeni na gel elektroforezu kako bi se prema duljinama
PCR amplikona odredile vrste prema metodologiji opisanoj u Hauswaldt i sur. (2012), gdje se
molekule DNA razdvajaju na temelju naboja ili molekularne mase. Na 1%-tni agarozni gel stavljeno je
3 uL PCR proizvoda. Za odredivanje veli¢ine amplikona koristeno je 3.5 pL elektroforetskog
standarda 100-bp Gene Ruler Plus DNA ladder (Fermentas) i 3.5 pL Gene Ruler 1kb DNA Ladder
(Fermentas) koji su stavljeni u rubne jaZice na gelu. Radi vizualizacije amplikona u gel se izravno
dodavala boja Midori Green Advance DNA stain (Nippon Genetics Europe GmbH). Elektroforeza je
provedena u TAE puferu na 100 V, u trajanju 23 minute, koriStenjem uredaja EP-2117: RunOne™
Electrophoresis Unit (EmbiTec). Vizualizacija amplikona na gelu i fotodokumentiranje gela je
provedeno koriStenjem UV svjetla u uredaju UV Transilluminator TR2000 (Bio-Rad, SAD) i
koristenjem digitalnog fotoaparata Camedia C-4000 Zoom (Olympus, Japan).
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Takoder, kraca elektroforeza (13 min) je provedena za COI amplikone kako bi se utvrdila

uspjesnost PCR i da li je veli¢ina PCR proizvoda oko 700 parova baza.
3.3.6. Sekvenciranje

Amplikoni SAI-1 regije nisu sekvencirani tj. nije im odreden slijed nukleotidnih baza, dok su
amplikoni COI regije poslani u tvrtku Macrogen Corporation (Amsterdam, Nizozemska) radi
odredivanja primarnog slijeda nukleotida umnozenih gena. Prije slanja u Macrogen, PCR proizvodi su
enzimatski procCiS¢eni od ostataka pocetnica koriStenjem enzima Exonuclease I i AnP (Antarctic
Phosphatase) (New England Biolabs). Reakcija sekvenciranja je napravljena s istim pocetnicama koje

su korisStene u PCR-u.

3.3.7. Analiza sekvenci

Datoteke koje sadrze sirove podatke dobivene nakon sekvenciranja u Macrogenu su obradene u
programu SEQUENCHER (version 5.3; Gene Codes Corp., Ann Arbor, USA). Nakon provjere
kvalitete ocCitanja nukleotida u sekvencama i rezanje krajeva sekvenci, obradene sekvence su izvedene
iz programa SEQUENCHER u pojedinacne fasta datoteke. Zatim su iz javnih baza GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) i BOLD (http://boldsystems.org/) skinute sve dostupne COI
sekvence koje se odnose na rod Pelophylax. Fasta datoteke su nakon toga ucitane u programski paket
MEGA 6.06 (Tamura i sur. 2013) gdje su ujedinjene u skupnu fasta datoteku. Sve dostupne sekvence
COl regije su sravnjene upotrebom programa MAFFT v7 (Katoh 2013) kako bi polozaji nukleotidnih
baza u sekvencama bili homologni. Sravnjene sekvence su medusobno usporedene pomocu programa
DnaSP v5.10 (Librado i Rozas 2009) kako bi se izdvojili jedinstveni haplotipovi potrebni za
filogenetske rekonstrukcije. Prije pokretanja filogenetskih rekonstrukcija, odreden je evolucijski
model uz koriStenje programa JModelTest 2 (Darriba i sur. 2012) i Bayesov informacijski kriterij
(BIC) kako je postavljeno na Cipres Science Gateway (version 3.1; http://www.phylo.org; Miller i sur.
2010).

Sekvence COlI regije koje su dobivene iz vrsta P. nigromaculatus i P. plancyi su koristene kao

vanjska grupa u filogenetskim rekonstrukcijama.

Upotrebom MEGA-e, izradena su filogenetska stabla za COI upotrebom statistickih metoda

najvece vjerojatnosti (eng. Maximum Likelihood) i najvece stedljivosti (eng. Maximum Parsimony).

U analizi najvece vjerojatnosti, pocetna stabla za heuristicku pretragu su dobivena metodom
sparivanja susjeda (eng. Neighbor-Joining) primjenjenom na matricu uparenih udaljenosti
procjenjenih pristupom ,,Maximum Composite Likelihood“. Rekonstruirana ML filogenija je testirana

pomocu 1000 neparametrijskih replikata samoucitanja (eng. Bootstrap).
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U analizi najveée Stedljivosti (MP), stablo je izradeno pomocu algoritma “Subtree-Pruning-
Regrafting” (Nei i Kumar 2000) s razinom pretrage 1 u kojoj su pocetna stabla dobivena nasumi¢nim
dodavanjem sekvenci (10 replikata). MP filogenija je testirana pomocu 1000 neparametrijskih

replikata samoucitanja.

Upotrebom programa MrBayes 3.2 (Ronquist i sur. 2012) na , izradeno je filogenetsko stablo
pomocu Bayesove metode. Dvije nezavisne analize sa Cetiri ,,Metropolis-coupled Markov Chain
Monte Carlo* lanca su izvedene na 50 milijuna generacija. Uzorkovanje je postavljeno na svakih 5000
generacija, temperaturnim parametar na 0.2 i pocetnih 25% generacija/uzoraka je uklonjeno kao
,Burn-in period“. Konvergencija izmedu dvije analize je provjerena pomocu programa AWTY
(Nylander i sur. 2008) dok je efektivna veliina uzorka provjerena pomoc¢u programa TRACER 1.5
(Drummond i Rambaut 2007)

Grananja u filogenetskim stablima su smatrana podrzanima ako imaju vrijednosti samoucitanja
P > 70 kod stabala dobivenih metodama najvece vjerojatnosti i najvece Stedljivosti, i posteriorne

vjerojatnosti (pp) > 0.95 u Bayesovoj metodi.

Odnosi medu haplotipovima su analizirani pomoc¢u programa PopART (Population Analysis
with Reticulate Trees) v1.7 (Leigh i Bryant 2015) u kojem je napravljena Median-Joining (MJ)
(Bandelt i sur. 1999) filogenetska mreza.
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4, Rezultati

Zbog velikog broja latinskih imena ¢istih vrsta, hibridnih vrsta i mitohondrijske DNA, imena su
skraéena samo na prva slova vrste. ,,Ciste” vrste ozna¢ava prvo slovo njihove vrste (P. ridibundus =
RR, P. lessonae = LL, P. shqipericus = SS i P. kurtmuelleri = KK). Hibridni oblici su prikazani kao
kombinacija dva slova od roditeljskih vrsta (npr. P. kl. esculentus = RL). Kada se oznacava koju vrstu
mtDNA jedinka ima, dodaje se prvo (malo) slovo od vrste mtDNA (npr. P. Kl. esculentus sa L mtDNA
se pise kao RLI).

4.1. Analiza PCR produkata SAI-1 regije na agaroznom gelu.

Jedinke nisu determinirane koriste¢i morfoloske osobine, nego analizom duljine PCR amplikona
serum albumin gen intronske 1 regije detektirane na agaroznom gelu. ZabiljeZzene su ukupno 4
razli¢ite duljine fragmenata. Dio jedinki posjeduje jednu duljinu fragmenta, ¢ime pripadaju ¢istim
jedinkama, dok drugi dio ima dvije duljine fragmenta $to oznaCava da su hibridi. Najkraéi fragmenat
od 306 parova baza (pb) pripada vrsti LL, dio fragmenta od 717 pb pripada KK, dio fragmenta od
839-843 pb pripada RR, dok najduzi fragment od ~1200 pripada SS (Hauswaldt i sur. 2012, Vuci¢
2016). Od 162 uzorka SAI-1 sekvenca je 156 uzorka davalo vidljivu sekvencu na elektroforezi.
Utvrdeno je da 48 jedinki pripada vrsti RR, 45 vrsti KK, 5 vrsti LL i jedna SS. Od hibridnih jedini je
utvrdeno 40 vrsti KR, 5 vrsti LK, 5 vrsti RL, 4 vrsti RS i 2 vrste KS. Produkta nije bilo u 6 uzoraka i
te jedinke nisu mogle biti determinirane (Slike 18, 19).

DNA ladder

RR RR KL RRRR LL KL 25040

Slika 18. Prikaz PCR produkata serum albumin gen intronske 1 regije na agaroznom gelu nakon
elektroforeze. Najkra¢i dio fragmenata od 306 pb pripada vrsti LL, dio fragmenta od 717 pb pripada
KK, dio fragmenta od 839-843 pb pripada RR. Uzorci koji sadrze dvije duljine fragmenata ukazuju na

postojanje hibrida izmedu dvije vrste s odgovaraju¢im duljinama fragmenta.
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mm - RRRRRR RRRR LR RR RS RR KK RR KL KS

RS RSRR RR KR RR KL KK KK RR KK RR SS DNG e

250 pb

Slika 19 a) i b): Prikaz PCR produkata serum albumin gen intronske 1 regije na agaroznom gelu
nakon elektroforeze. Najkraé¢i dio fragmenata od 306 pb pripada vrsti LL, dio fragmenta od 717 pb
pripada KK, dio fragmenta od 839-843 pb pripada RR i najduzi fragment od ~1200 pripada SS .
Uzorci koji sadrze dvije duljine fragmenata ukazuju na hibrida izmedu dvije vrste s odgovaraju¢im

duljinama fragmenta.

4.2. Analiza PCR produkata COI regije na agaroznom gelu.

Od 156 jedinki kojima je potvrdena SAI-1 regija, iz njih 149 je dobivena sekvenca gena COI
koja je uparena sa SAI-1 specificnom za pojedinu vrstu. Odredivanjem sekvence COI regije jedinki
zaba u ovom istrazivanju utvrdena je prisutnost 3 tipa mtDNA svojstvena za vrste P. ridibundus, P.
kurtmuelleri i P. lessonae, dok za P. shgipericus nije ustanovljena. Za 54 jedinke (36.24% ukupnog
uzorka) je utvrdeno da imaju mtDNA od iste vrste kao i jezgrenu DNA. Od 54 jedinki 11 je utvrdeno
kao RRr, 38 kao KKk i 5 kao LLI. Za 49 jedinki (32.88% uzorka) je utvrdeno da su hibridi koji imaju
mtDNA od jedne roditeljske: 14 ih je utvrdeno kao KRr, 23 kao KKk, 5 kao KLI, 1 kao KSk, 4 kao
RLI, te 2 kao RSr. Jedinke kod kojih se javlja mitohondrijska introgresija ¢ini 46 jedinki tj. 30.88%
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uzorka. Od 46 jedinki njih 22 su utvrdene kao RRI, 12 kao RRk, 4 kao KKr, 3 kao KKI, 2 kao RSk, 1
kao SSk, 1 kao KRI i 1 kao KSr.

Sljedovi nukleotidnih baza od 146 jedinki (odredeni u Macrogenu) su koriSteni za odredivanje
filogenetickog stabla i filogenetske mreze. Sravnjene COI sekvence analiziranih jedinki iz ovog
istrazivanja sadrze ukupno 17 razlicitih haplotipova (Slika 21). Mitohondrijsku DNA karakteristi¢nu
za RR posjeduje 31 jedinki, a sadrzi 3 razli¢ita haplotipa, tip 1 (17%), tip 2 (77%) i tip 11 (6%).
Mitohondrijsku DNA karakteristi¢nu za KK posjeduje 75 jedinki, a sadrzi 8 razlicita haplotipa, tip 3
(69%), tip 4 (10%), tip 5 (7%), tip 6 (1%), tip 7 (4%), tip 14 (1%), tip 15 (1%) i tip 17 (7%).
Mitohondrijsku DNA karakteristiénu za LL sadrzi 3 razli¢ita haplotipa, tip 8 (50%), tip 9 (2.5%), tip
10 (40%), tip 12 (2.5%), tip 13 (2.5%) i tip 16 (2.5%). Odnosi medu haplotipovima prikazani su na
filogenetickoj mrezi (Slika 20). Usporedujuc¢i COI sekvence iz ovog istrazivanja S javno dostupnim
sekvencama iz GenBank baze podataka prikazani su njihovi medusobni odnosi putem filogenetickog

stabla (Slika 21). Stablo prikazuje odvajanje vrste P. ridibundus, P. kurtmuelleri i P lessonae.
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Pelophylax ridibundus mtDNA linija
Pelophylax kurtmuelleri mtDNA linija Hap_11
Hap_15 Q}%l
“R/R:1 )
K/R:9
Hap_14 _ K R/R:6
"""" : R/S: K/K:2 ™

: , Y RIR:2
RIR:1 . RIS'2
K/K 1
K/R:1

Hap_1,/p.>
“R/R'2
KIK-1

......

Legenda:

Pelophylax lessonae ki
mtDNA linija ®

1 jédinka

Reka

Otri¢
Biskupija
Podlapaca
Medimurje
Crna Mlaka 1
Crna Mlaka 2

IR: J
L/L:1 RR:2 ™“L/L1

Slika 20. Filogeneti¢ki odnosi medu haplotipovima unutar jedinki roda Pelophylax iz ovog

istrazivanja prikazani kroz filogeneti¢ku mrezu.
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ML/MP/BI mtDNA linija P. ridibundus  JN627421: P. ridibundus, Poljska
JN627423: P. ridibundus, Poljska

L GBOL03578: P. esculentus, Njemacka
GBOL03544: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03543: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03542: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03541: P. ridibundus, Njemacka
92/94/0.98 | GBOL03540: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03539: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03538: P, ridibundus, Njemacka
& Hap 2

L GBOL03537: P. ridibundus, Njemacka
¢ Hap 1

GBOL03545: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03546: P. ridibundus, Njemacka
L ¢ Hap 11

mtDNA linija P. kurtmuelleri w. Hap 17

78/83/0.99 ' [fr® Hap 14
91/99/1 ||t Hap 15
L¢ Hap 7
& Hap 3
95/99/ ¢ Hap6
L GBOL03536: P. ridibundus, Njemacka
¢ Hap5b
99/99/1, JN700829: P. ridibundus, nepoznato

IJNTDOBSO: P, ridibundus, nepoznato

mtDNA linija P. lessonae ¢ Hap 13
99/99/1 J L e
L ¢ Hap 12
JN627425: P. ridibundus, Njemacka
JN627426: P, lessonae, Njemacka
JN627422: P. lessonae, Njemacka
¢ Hap 8

99/99/1 & Hap 10
BC 003 ZSM: P. lessonae, Njemacka
L ¢ Hap 16
GBOL03523: P. lessonae, Njemacka
GBOL03524: P. lessonae, Njemacka
GBOL03525: P. lessonae, Njemacka
GBOL03526: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03527: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03528: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03529: P. ridibundus, Njemacka
GBOL03531: P. lessonae, Njemacka
GBOL03532: P. ridibundus, Njemacka
GBOLO03533: P. ridibundus, Njemacka
GBOLO03530: P. ridibundus, Njemacka
JN627424: P, esculentus, Poljska
99/99/1 ——————— JQ844522: P. nigromaculatus
L_ JQ844518: P. plancyi

0.05

Slika 21: Filogeneti¢ki odnosi vrsta roda Pelophylax prema COI biljegu. Upotrebom MEGA-e,
izradena su filogenetska stabla za COI sekvence, koriStenjem statisti¢kih metoda najvece vjerojatnosti
(ML) i najveée Stedljivosti (MP). Sekvence COI regije vrsta P. nigromaculatus i P. plancyi su

koriStene kao vanjska grupa u filogenetskim rekonstrukcijama.
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4.3. Rasprostranjenost i raznolikost roda Pelophylax u Hrvatskoj/u ovom istrazivanju

Na podruc¢ju Hrvatske unutar ovog istrazivanja je utvrdena prisutnost 4 ¢iste linije i 5 hibridnih
vrsta. Prikupljanje jedinki na terenskom dijelu istrazivanja je bilo neselektivno s obzirom na vrste i
veli¢inske kategorije te nije rezultiralo u homogenom uzorku. Raznolikost stanista i medusobni

brojéani odnosi su prikazani su na slici 22.

Zagreb N=30 Otrié N=25

ERR
m KK | KK
B KR m KR
| KS

Biskupija [N=15 Podlapacko polje | N=22

mRR
m KK m KK
m KR
Medimurje | n=2 n=35 | Crna mlaka g
? [ |
3 KK
| KK LL
LL = KR
= KR RL
= RS
RL m KL
KL | KS

Slika 22. Pregled brojnosti taksona roda Pelophylax na istrazivanim lokacijama
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4.4, Morfoloske analize
4.4.1. Vanjska morfologija

Tablica 1 i 2 prikazuju rezultate analize vanjskih svojstva prikupljenih Zaba. Prikazana je
ucestalost razli¢itih oblika 12 promatranih svojstva po taksonu. Sedam jedinki od ukupnog nije

uvrsteno jer im nisu utvrdene SAI-1 regije ili nije bilo moguce slikati morfoloske osobine.
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Tablica 1. Ucestalost vanjskih karkteristika (iz poglavlja 3.3.1.) vrsta P. kurtmuelleri, P.

kurtmuelleri x P. ridibundus, P. kurtmuelleri x P. shgipericus i P. kurtmuelleri x P. lessonae

Vrsta P. kurtmuelleri P. kurtmuelleri P. lessonae

P.kurtmuelleri X X X
P. ridibundus P. shqipericus P. kurtmuelleri
N 45/ M=18 41/ M=20 2/ M=0 5/ M=3
Osobina

1.1 2 1 0 1
1.2 7 7 0 0
1.3 9 12 0 0
1.1 0 0 0 0
1.2 35 28 0 0
1.3 1 0 1 2
1.4 3 4 0 3
1.5 6 9 1 0
1.1 0 0 0 0
1.2 8 8 2 4
1.3 37 33 0 1
V.1 40 33 1 4
V.2 0 0 0 0
V.3 5 8 1 1
V.1 0 0 0 1
V.2 6 9 2 3
V.3 39 32 0 1
VI.1 33 20 1 5
VI.2 12 21 1 0
VIl.1 29 25 1 1
VII.2 11 11 2 2
VII.3 5 5 0 2
VIIIL.1 0 0 0 1
VIII.2 40 35 1 3
VIIIL.3 0 0 0 0
VIIl.4 5 6 1 1
IX.1 7 15 1 2
IX.2 38 26 1 3
X.1 5 2 0 3
X.2 15 14 2 2
X.3 25 25 0 0
XI.1 42 38 2 4
XI.2 3 3 0 1
Xll.1 39 38 2 3
XI1.2 6 3 0 2

45



Tablica 2. Ucestalost vanjskih karkteristika (iz poglavlja 3.3.1.) vrsta P. lessonae, P. kl.

esculentus, P. ridibundus, P. ridibundus x P. shqipericus i P. shqipericus

Vrsta P. ridibundus

P. lessonae P. kl. esculentus P. ridibundus X P. shqipericus
P. shqipericus

N 5 4/ M=2 48 / M=20 4/ M=2 1/M=0
Osobina
1.1 4 2 9 0 0
1.2 0 0 8 2 0
1.3 0 0 3 0 0
1.1 0 0 0 0 0
1.2 0 0 15 3 0
1.3 5 3 17 0 0
1.4 0 1 5 0 0
1.5 0 0 11 1 1
.1 4 2 7 0 0
1.2 1 2 20 1 1
1.3 0 0 21 3 0
V.1 5 4 42 4 1
V.2 0 0 1 0 0
V.3 0 0 5 0 0
V.1 3 2 5 0 0
V.2 2 2 21 1 1
V.3 0 0 22 3 0
VI.1 5 4 32 2 0
VI.2 0 0 16 2 1
VIl.1 0 1 13 0 0
VII.2 3 0 21 0 0
VII.3 2 3 14 3 1
VIIIL.1 5 1 0 0 0
VIII.2 0 3 38 3 1
VIIIL.3 0 0 0 0 0
VIIl.4 0 0 10 1 0
IX.1 0 4 20 3 0
IX.2 5 0 28 1 1
X.1 5 2 6 0 0
X.2 0 2 31 4 0
X.3 0 0 11 0 1
XI.1 1 4 45 4 1
XI.2 4 0 3 0 0
Xll.1 4 4 43 4 1
XIl1.2 1 0 5 0 0
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Usporedujué¢i morfoloskia svojstva jedinki u odnosu na mtDNA jedino RR jedinke pokazuju
razlike u odnosu na mtDNA (Tablica 3). Jedinka sa LL mtDNA pokazuju razlike svojstva u odnosu
na jedinke sa RR ili KK mtDNA u obojenju na hogama (Slika 23) i duljini noge (Slika 24).

Tablica 3. Ucestalost razli¢itih duljina nogu i obojenja bokova P. ridibundus jedinki s P.

ridibundus P. kurtmuelleri ili P. lessonae mtDNA.

RRI RRr RRk
Duljina noge Do oka 6 0 0
Do njuske 15 1 11
Preko njuske 0 10 1
Obojenje bokova Bez Zutog obojenja 7 7
Zuta u tragovima 1 4 5
Djelomicno Zuta 0 0
Potpuno Zuta 15 0 0
16
14 -
12 -
10 -+
g - M RRI
M RRriRRk
6 -
4 -
2 .
0 T T T 1
Bez Zutog obojenja Zuta u tragovima Djelomi¢no Zuta Potpuno Zuta

Slika 23. Ucestalost zutog obojenja na nogama kod RRI (plavo) u odnosu na RRr i RRK (crveno).
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16

14

12

10
HRRI

M RRriRRk

Do oka Do njuske Preko njuske

Slika 24. Frekvencija razli¢itih duljina straznje noge taksona RRI (plavo), RRr i RRk

(crveno).

4.4.2. Morfometrija

Minimalne i maksimalne vrijednosti svih mjera za sve taksone dane su u slikama 25, 26, 27,
28, 29, 30. Vrste LL genoma prikazuju srednju vrijednost jednaku ili vi$u kao i jedinke sa RR ili KK
genomom §to nije bilo za oCekivati. Ta pojava se moze objasniti time da su KK ili RR uzorkovane u
svim veli¢inskim i starosnim kategorijama dok su LL jedinke uzorkovane samo u odraslom stadiju.

Ista ¢injenica vrijedi i za ostale skupine koje imaju manje od 10 jedinki unutar skupine.
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Slika 25. Raspon duljine tijela (SVL) promatranih taksona roda Pelophylax.
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Slika 26. Raspon $irine glave (HW) promatranih taksona roda Pelophylax
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Slika 27. Raspon duljine goljeni¢ne kosti (TiL) promatranih taksona roda Pelophylax
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Slika 28. Raspon duljine prvog noznog palca (LFT) promatranih taksona roda Pelophylax
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Slika 29. Raspon duljine metatarzalne kvrzice (LMtT) promatranih taksona roda Pelophylax
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Slika 30. Raspon duljine izmedu nosnice i posteriornog kraja oka (LNPoE) promatranih

taksona roda Pelophylax

Izmjerene vrijednosti jedinki roda Pelophylax postavljene su u 15 omjera. Omjeri su SVL/HW,
SVL/Til, SVL/LFT, SVL/LMLT, SVL/LNPoE, HW/Til, HW/LFT, HW/LMtT, HW/LNPoE, Til/LFT,
Til/LMtT, Til/LNPoE, LFT/LMtT, LFT/LNPoE i LMtT/LNPoE. Kruskal — Wallis test je bio proveden
na svim omjerima usporedujuc¢i sve jedinke podijeljene u taksone, radi izra¢una vrijednosti koje su
statisticki znacajne (Tablica 4). Rezultati prikazuju da je 8 omjera statisticki znacajno (p < 0.05)
izmedu svih taksona; SVL/HW, SVL/Til, SVL/LFT, SVL/LMtT, HW/LMtT, Til/LMtT, LFT/LMLT,
LMtT/LNPoE. Raspon 8 omjera prikazani su Slikama 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37 i 38. 4 dobivena
omjera sa statistickom zna¢ajnos¢u (p < 0.05) su dobiveni u prijasnjim radovima (Karaica i sur. 2016,
Krizmani¢ 2008) koriste¢i parametrijski test statisticke znacajnosti, ANOVA. Ti omjeri ukljucuju
Til/LMtT, LFT/LMtT, SVL/Til i SVL/LMLtT te su oni koristeni u daljnjim analizama. Usporedujuéi
dva omjera, koji sadrze jednu istu mjeru, preko rasprSenog grafikona se prikazalo odvajanje prosjecne

vrijednosti taksona (slike 39, 40, 41 i 42).
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Tablica 4. Rezultati Kruskal-Wallis statistickog testa za sve morfoloske omjere istrazivanih
vrsta roda Pelophylax. Omjeri uklju¢uju mjere SVL - duzina tijela, HW - Sirina glave; TiL - duZina
goljeni¢ne kosti; LFT - duljina prvog noznog palca; LMtT - duljina metatarzalne kvrzice; LNPoE -

duljina izmedu nosnice i posteriornog kraja oka Statisti¢ki znacajne vrijednosti (p < 0,05) su prikazane

u masno otisnutim slovima.

Omijer p vrijednost
SVL/HW 0,043
SVL/Til 0,000
SVL/LFT 0,049
SVL/LMLtT 0,000
SVL/LNPoE 0,218
HW/Til 0,060
HW/LFT 0,262
HW/LMtT 0,000
HW/LNPoE 0,285
Til/LFT 0,237
Til/LMtT 0,000
Til/LNPoE 0,562
LFT/LMtT 0,000
LFT/LNPoE 0,153
LMtT/LNPoE 0,000
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Slika 31. Raspon omjera SVL/HW (duljina tijela/ $irina glave) (p<0,05) za promatrane taksone
roda Pelophylax
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Slika 32. Raspon omjera SVL/Til (duljina tijela/duljina goljeni¢ne kosti) (p<0,05) za
promatrane taksone roda Pelophylax
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Slika 33. Raspon omjera SVL/LFT (duljina tijela /duljine prvog noznog palca) (p<0,05) za

promatrane taksone roda Pelophylax
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Slika 34. Raspon omjera SVL/LMtT (duljina tijela/duljina metatarzalne kvrzice) (p<0,05) za
promatrane taksone roda Pelophylax
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Slika 35. Raspon omjera HW/LMLT (Sirina glave/ duljina metatarzalne kvrzice)(p<0,05) za
promatrane taksone roda Pelophylax
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Slika 36. Raspon omjera Til/LMtT (duljina goljeni¢ne kosti/duljina metatarzalne kvrzice)
(p<0,05) za promatrane taksone roda Pelophylax
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Slika 37. Raspon omjera LFT/LMtT (duljine prvog noznog palca/duljina metatarzalne kvrzice)
(p<0,05) za promatrane taksone roda Pelophylax
| Il 27 I E—
| Medijan
R/R T s —
UR +—
" —
K HE—
ks | [
K/R —
KK —
0.15 0.20 0.25 0.30 035 0.40
Slika 38. Raspon omjera LMtT/LNPOE (duljina metatarzalne kvrzice/ duljina izmedu nosnice i

posteriornog kraja oka) (p<0,05) za promatrane taksone roda Pelophylax
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Slika 39. Odnosi aritmeti¢kih sredina omjera Til/LMtT (duljina goljeni¢ne kosti/duljina
metatarzalne kvrzice) i LFT/LMLT (duljine prvog noznog palca/duljina metatarzalne kvrzice) izmedu

vrsta i hibrida roda Pelophylax.
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Slika 40. Odnosi aritmetic¢kih sredina omjera SVL/LMLT (duljina tijela/duljina metatarzalne
kvrzice) i Til /[LMLT (duljina goljeni¢ne kosti/duljina metatarzalne kvrzice) izmedu vrsta i hibrida

roda Pelophylax.
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Slika 41. Odnosi aritmeti¢kih sredina omjera SVL/LMIT (duljina tijela/duljina metatarzalne

kvrzice) | LFT/LMLT (duljine prvog noznog palca/duljina metatarzalne kvrzice) izmedu vrsta i

hibrida roda Pelophylax.
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Slika 42. Odnosi aritmetickih sredina omjera SVL/LMtT (duljina tijela/duljina metatarzalne

kvrzice) i Til/LMtT (duljine prvog noznog palca/duljina metatarzalne kvrzice) izmedu vrsta i hibrida

roda Pelophylax.
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Usporedujuéi duljine goljeni¢ne kosti i metatarzalne kvrzice izmedu RRI i RRr + RRK jedinki

pokazuje se razdvajanje te dvije skupine (Slika 43).
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9.751
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Slika 43: Raspon omjera Til/LMtT usporedujuc¢i RRI i RRr + RRk
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5. Rasprava

U Hrvatskoj se unutar posljednjih desetak godina otkrila veca raznolikost unutar roda
Pelophylax nego Sto je to utvrdeno prijasnjim istrazivanjima. Prisutnost novih vrsta i njihovih hibrida
sa zabiljeZzenim vrstama, kao i utvrdena Siroka distribucija novih vrsta, stvara potrebu njihove to¢ne
determinacije morfometrijskom analizom, kako bi se terenskim istrazivanjem mogla procijeniti
njihova prisutnost. Najto¢nija metoda odredivanja vrste je molekularnim analizama, no one se ne
mogu izvoditi na terenu. Nuzno je zbog toga upotrebom molekularno-filogeneti¢kih i morfoloskih
analiza na istim jedinkama izdvojiti najbolje morfoloske karakteristike analiziranih zaba za njihovu $to

to¢niju determinaciju.

Na temelju rasprostranjenosti vrsta roda Pelophylax u Hrvatskoj, dobivenih ovim
istrazivanjima, moguce je podijeliti Hrvatsku na dvije regije: sjevernu i juznu. U juznu regiju spadaju
lokaliteti u Lici i Dalmaciji: Otri¢, Biskupija i Podlapacko polje, gdje su utvrdene jedinke Pelophylax
kurtmuelleri (KK), Pelophylax ridibundus (RR) i njihovi hibridi (KR) (Slika 22). Sjeverna regija
sadrzi 4 vrste, RR, KK, P. lessonae (LL) i P. shqipericus (SS) te njihove hibride RK, RL, RS, KL i KS
(Slika 22). Vrstu P. kl esculentus hibridnog kompleksa nalazimo na sjeveru Hrvatske $to se podudara s
literaturnim nalazima, i samo RR na jugu (Holsbeek i Jooris 2010). KK je jedina vrsta koja je
pronadena na svim istrazivanim lokalitetima. Uz Siroku distribuciju u Hrvatskoj, KK se po novijim
istrazivanjima nalazi i u drugim zemljama, kao §to su Poljska i Srbija (Kolenda i sur. 2017), iako
IUCN (2018) navodi da je nalazimo samo na jugu Balkanskog poluotoka i sjeverne Italije. Kolenda i
sur. (2017) su utvrdili prisutnost KK preko jezgrinih (SAI-1) i mitohondrijskih (cyt-b) markera.
Pretpostavili su da je do Sirenja P. kurtmuelleri moglo do¢i sluc¢ajnom translokacijom prilikom
transporta riba za potrebe uzgoja u akvakulturi ili recentnijim odvajanjem od P. ridibundus gdje dulje
vrijeme nije bila prepoznata zbog velike sli¢nosti. Stoga velika prisutnost P. kurtmuelleri u Hrvatskoj
upucuje na sli¢ne dogadaje koji upucuju na veliki migracijski potencijal. P. shqipericus i njeni hibridi
s P. ridibundus i P. kurtmuelleri su ponovo utvrdeni kao i u nedavnim istrazivanjima (Koska 2016), ali
pronalasci hibrida SK na lokalitetu u Zagrebu upuéuju na potencijalno Siru distribuciju SS u
Hrvatskoj. Moguénost da se P. shqgipericus utvrdi toliko sjeverno od svojeg prirodnog areala

podkrijepljuju i recentni nalazi iz Italije (Domeneghetti i sur. 2013).

Prema analizi COI sekvenci, P. kurtmuelleri pokazuje veéu raznolikost s 8 haplotipa u odnosu
na samo 3 haplotipa utvrdenih u P. ridibundus (Slika 21). RR i KK se odvajaju kao zasebne vrste
prema filogenetiCkom stablu dobivenom u ovom istrazivanju (Slika 21), $to je i potvrdeno novijim

istraZivanjima (Hofman i sur. 2015, Plétner i sur. 2010).
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5.1. Geneticka raznolikost vrsta roda Pelophylax u Hrvatskoj

Lokaliteti unutar podru¢ja Dalmacije i Like pokazuju manju geneticku raznolikost vrsta zaba
roda Pelophylax od vrsta iz sjeverne Hrvatske. Uz odsutnost vrsta P. shqgipericus i P. lessonae, vrste P.
kurtmuelleri i P. ridibundus i njihovi hibridi dijele samo mtDNA P. kurtmuelleri, dok je u sjevernoj
Hrvatskoj prisutna mtDNA P. ridibundus i P. lessonae (Slika 20). Njihova mtDNA sadrzi samo 4
razli¢ita haplotipa (3, 5, 6 i 7) koji su jedino u dva druga slucaja utvrdeni u sjevernoj Hrvatskoj (1 KK
jedinka sa haplotipom u Zagrebu i jedna KK jedinka u Crnoj Mlaki) (Slika 20). Haplotip 3 sadrzi
vecina jedinki. Haplotipovi 3, 5, 6 i 7 prikazuju odvajanje od drugih KK haplotipova Crne Mlake po
filogenetickom stablu i mrezi (Slike 20, 21). Najjuznija lokacija, Biskupija, sadrzi samo KK jedinke,
dok sjevernija lokacija na Otri¢u sadrzi KR hibride i KK, a ona na Podlapa¢kom polju (Slika 22) KK,
RR i njihov hibrid. P. ridibundus stoga nije najée$¢a vrsta unutar juznih lokacija, iako je jedina
literaturno potvrdena te pokazuje pad brojnosti prema jugu. Sve jedinke sadrze mtDNA P.
kurtmuelleri $to upucuje na to da je P. kurtmuelleri ve¢ duze vrijeme prisutna na tom podrucju i
prevladava staniStem jer su se sva razmnozavanja morala razviti iz KK Zenki te da su RR muzjaci
preferirali KK zenke u odnosu na RR Zzenke. Na Podlapackom polju, usprkos prevladavanju mtDNA
P. kurtmuelleri, najéesce su jedinke ipak hibridi KR (59%), dok je KK najrjeda vrsta sa 14% jedinki.
Hibrid RK je utvrden u nedavnim istrazivanjima Kolende i sur. (2017) u Poljskoj i Koske (2016) u
Crnoj Mlaki. Poznato je da hibridi mogu imati odredene ekoloSke prednosti koje im mogu omoguditi
bolje prezivljavanje (Pl6tner 2008), $to je moguce i u ovom sluéaju. Suprotan slucaj nalazimo na
Otri¢u gdje je 36% hibrida i 64% KK, no moguce da bi udio hibrida bio ve¢i kada bi bila prisutna i
druga roditeljska vrsta RR.

Zagreb, tj. Reka dijeli sliénost s vrstama iz juzne Hrvatske po nuklearnoj DNA, ali ne i s
mtDNA. Ustanovljena je prisutnost vrsta RR, KK i njihovog hibrida, kao i na lokaciji Podlapacko
polje. Uz te vrste pronadena je i jedna jedinka KS hibrida (Slika 22). KS hibridi u prirodnim
populacijama su utvrdeni na Skadarskom jezeru (Vuci¢ 2015) te na lokalitetu Crna Mlaka u Hrvatskoj
(Koska 2016). Unutar veéine jedinki se nalazi mtDNA P. ridibundus (89%) dok 3 jedinke (11%)
imaju mtDNA P. kurtmuelleri (haplotip 4 i haplotip 3) (slika 21). Jedina KKKk jedinka u populaciji
dijeli haplotip 3 s najces¢im KK haplotipom iz juznih populacija. mtDNA P. ridibundus je zastupljena
s dva haplotipa, tip 2 (70.5%) koji imaju sve vrste na lokalitetu i rjedi tip 1 (18.5%). Jedina KS jedinka
u populaciji ima mtDNA P. ridibundus (tip 2) te tako predstavlja poseban nalaz jer sadrzi genetski
materijal tri vrste zaba. Jedan od predaka joj je morala biti vrsta RR koja je stvorila fertilni hibrid s
KK ili SS. Sli¢an slu¢aj gdje je u jednoj jedninci utvrden genetski materijal triju vrsta zaba, vec je
jednomutvrden unutar roda Pelophylax (Plotner 2008). Tip 2 haplotipa dijele jedinka KS s Reke i
dvije RS jedinke iz Crne Mlake, dok ostali RR haplotipovi nemaju jedinki sa genomom P. shqipericus
(Slika 20). Dvije KK jedinke dijele isti haplotip 4 kao i jedinke iz Crne Mlake, dok haplotip 3 dijeli

jedna jedinka s KK jedinkama iz juzne Hrvatske, Sto ukazuje da imaju malu, ali postojanu geneticku
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povezanost iz proslosti (Slika 20). U juznoj Hrvatskoj se ne ponavljaju RR vrste s mtDNA P.
ridibundus, dok se u Zagrebu javlja KK s mtDNA P. kurtmuelleri. P. ridibundus, iako srodna sa P.
kurtmuelleri, ¢esée ulazi u hibridizacije s drugim vrstama, stoga postoji veca Sansa da ,,izgubi* svoju
mtDNA. Hibride P. kurtmuelleri ne nalazimo toliko ¢esto te stoga ta vrsta ima veée Sanse da zadrzi
svoju mtDNA (Pl6tner 2008). U populacijama u Zagrebu takoder je najprisutniji hibrid KR u svim
haplotipovima §to potvrduje pretpostavku da su hibridi bolje prilagodeni (P16tner 2008).

Lokacija u Medimurju pokazuje veliku raznolikost s prisutnim ¢istim vrstama RR, LL, KK i
hibridnim vrstama RL, RK i RK (Slika 22). Polovica jedinki ¢ini RR jedinke 48%, dok su podjednako
zastupljene sve ostale vrste LL (14%), KK (10%), RL (10%), KL (10%) i KR (7%). Medutim, veéina
jedinki dijeli mtDNA P. lessonae (93%), podijeljenu u 4 haplotipa: 8, 9, 10 i 12. Prisutnost mtDNA P.
lessonae u drugim vrstama, kao $to je P. ridibundus, je pojava introgresije mitohondrijske DNA koja
je utvrdena u Njemackoj (Pl6tner 2008). Introgresija je uznapredovala buduci da vecina jedinki ima
mMtDNA P. lessonae te se smatra da ona daje ekoloSke prilagodbe zbog ¢ega je njihovo prezivljavanje
ucestalije. LL jedinke te populacije su muzjaci (100%). Ta ¢injenica se podudara s hipotezom da je
introgresija mtDNA P. lessonae u RR nepovratna jer je razmnozavanje ¢eS¢e izmedu LL muzjaka i
RR Zenki unutar kojih je ve¢ prisutna mtDNA P. lessonae (Spolsky i Uzzell 1984, Pl6tner i sur. 2008).
RR i KK jedinke ulaze u jednak broj hibrida, no na lokalitetu medutim nije prisutna mtDNA P.
kurtmuelleri, $to potvrduje fertilne hibride P. ridibundus (Holsbeek i Jooris 2010). Unutar jedne
hibridne jedinke KR, se nalazi mtDNA P. lessonae §to je primjer uznapredovale introgresije unutar
lokacije jer sadrzi gene 3 razliCite vrste zaba. Jedinke koje sadrze mtDNA P. ridibundus (7%) sadrze
isti haplotip 11 (jedna RR i jedna KR jedinka), a taj haplotip nije pronaden na drugim lokaciji u
Hrvatskoj. Prisutnost KK jedinki u populaciji moze prouzrociti pad populacije RL sustava jer se trosi
reproduktivni potencijal (Hotz i sur. 1985), medutim sve KK i KL jedinke u ovoj populaciji sadrze
mtDNA P. lessonae, stoga je nepoznato kakav utjecaj imaju na populaciju. Hibridi KL do sada su
utvrdeni samo u eksperimentalnim istrazivanjima (Hotz i sur. 1985), dok su u prirodnim populacijama
utvrdeni samo na ovom lokalitetu u ovom i prijasnjem istrazivanju Koske (2016). MtDNA P. lessonae
u Medimurju sadrzi 4 haplotipa od koja su dva najéesc¢a (10 i 8) i njih dijele s jedinkama u Crnoj
Mlaki koji takoder posjeduju iste haplotipove, dok za ostala dva haplotipa (9 i 12) postoji po jedna
jedinka. mtDNA P. lessonae tako ima povezanost s ostatkom Hrvatske, dok mtDNA P. ridibundus na

toj lokaciji nema.

Lokacije na Crnoj Mlaki (1 i 2) su se pokazale najbogatijima za ¢iste vrste i za hibride.
Utvrdene su vrste RR, LL, KK i SS. RR i KK stvaraju hibride sa svim ostalim vrstama i medusobno,
Sto ukupno ¢ini 9 genotipa na tom lokalitetu (hibridi su RL, RK, RS, KL i KS) (Slika 22). LL i
nekoliko RR jedinki je pronadeno na stanistu Crna Mlaka 1 koje je vise terestri¢no nego Crna Mlaka
2, §to se podudara s odabirom mikrostani$ta LL (Arnold i Ovenden 2004). Ostale vrste su nadene na

lokalitetu Crna Mlaka 1 koji je vise akvati¢ni. Najcesca ,,Cista* vrsta RR je zastupljena s 57%, dok P.
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kurtmuelleri ima 11% a P. shqipericus i P. lessonae po 3%. Sli¢ni odnosi u brojnosti ¢istih vrsta su
utvrdeni i u zadnjim istrazivanjima na tom podru¢ju (Koska 2016). Najveéu brojnost hibrida imaju
jedinke RS genotipa (11%), dok su drugi manje zastupljeni, KL sa 6% i KS, KL i RL sa 3%. Pojava
velikog broj RS hibrida je neoéekivana iz dva razloga. Prva je Cinjenica da je RL hibridogenetski
kompleks koji stvara plodno potomstvo, ustanovljen u manjem broju nego RS, $to je zamijeceno i u
prijasnjem radu (Koska 2016). U ovom istrazivanju utvrdeno je iznenadujuc¢e malo RL jedinki (3%) u
odnosu na ¢ak 11% RS jedinki. RS ne stvaraju hibridogenetski kompleks (za razliku od RL) pa se
postavlja pitanje zasto je utvrdeno vise RS jedinki. Osim toga druga najée$ca vrsta nije SS, nego KK i
stoga je realno ocekivati RK hibride u veéini. Treba takoder naglasiti da su hibridi RS po prvi puta
utvrdeni u prirodnim populacijama na Crnoj Mlaki upravo u prija$njem istrazivanju Koske (2016), kao
i ovim istrazivanjem. Hotz i sur. (1985) su ih prije utvrdili samo u eksperimentalnim istrazivanjima.
Visok udio RS hibrida otvara pitanje radi li se o novom hibridogenetskom kompleksu. Jedna od
mogucnosti je da se doista radi o hibridogenetskom kompleksu buduc¢i da ova vrsta hibrida
prevladava, dok je druga mogucénost da je P. shgipericus invazivna te da je njena prisutnost poremetila
ravnotezu svih drugih vrsta i hibrida na lokalitetu. MuZzjaci P. shqipericus vjerojatno biraju vece zenke
P. ridibundus zbog vece plodnosti. RS hibridi su prema nasim podacima ve¢i od ostalih taksona (Slika
25), sto im daje ekolosku prednost u prezivljavanju. Poznato je da druge vrste roda Pelophylax mogu
remetiti reproduktivnu ravnotezu unutar vrsta P. kl. esculentus sustava gdje se reproduktivni potencijal
tro$i na neplodne vrste (Holsbeek i Jooris 2010). RK je najéeséi hibrid ustanovljen kod Koske (2016.),
dok je u ovom istrazivanju ustanovljen samo jedan primjerak (3%), $to je i jedino neslaganje izmedu
brojnosti jedinki ova dva istrazivanja po brojnosti vrsta. KS i KL imaju malu brojnost (3%). kao i u
proslim radovima (Koska 2016). Koska (2016) je utvrdila prisutnost mtDNA P. kurtmuelleri i P.
ridibundus, dok je u ovom istrazivanju utvrdena i prisutnost mtDNA P. lessonae (Slika 21). MtDNA
P. lessonae prisutna je u svim LL, LR i LK, dok je u najve¢oj mjeri kao introgresija u RR jedinkama.
RR jedinke u Crnoj Mlaki imaju raznoliku mtDNA, koja moze biti P. lessonae (58%), P. kurtmuelleri
(31% ) ili P. ridibundus (11 %). Pretpostavka je da u ovom kompleksom stanistu RR jedinke koje
nemaju RR mtDNA imaju vece prilagodbe, posto ih je vise koje imaju mtDNA P. lessonae ili P.
kurtmuelleri. Cinjenica potvrduje da jedinke s introgresijom imaju veée prilagodbe od ne-
introgresiranih jedinki (Pl6tner 2008). Hibridi RS podjednako sadrze mtDNA P. ridibundus i P.
kurtmuelleri. lako je hibrid RS genotipa, vidljiv je veliki utjecaj KK jedinki na njih budu¢i da i SS
jedinka sadrzi mtDNA P. kurtmuelleri, a ucestalo se razmnozavaju posto su RS najcesc¢i hibridi.
Polovica KK jedinki ima mtDNA P. kurtmuelleri, dok druga polovica ima mtDNA P. ridibundus.
Jedina KS jedinka posjeduje mtDNA P. kurtmuelleri, dok jedina RK jedinka posjeduje mtDNA P.

ridibundus.

Rezultati pokazuju da je introgresija i hibridizacija u Zabama roda Pelophylax u Hrvatskoj vrlo

esta. Ciste jedinke &ine 36.24% uzorka, dok jedinke s vise genoma ¢&ine 69,13%. Prisutnost 8
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razli¢itih primjera introgresije dokazuje slabe reproduktivne barijere izmedu vrsta: s 2 vrste: RRI,
RRk, KKr, KKI, SSk; ali i s 3 vrste: KRI, KSr i RSk (Slika 20).

Juzne populacije pokazuju relativno veliku homogenost KK vrste, dok je na sjeveru uocena
velika razina introgresije i hibridizacije. Crna Mlaka pokazuje najvecu razinu mijeSanja zabljih
populacija. Pojava KK i SS vrsta uzrokuje poremecaj u populaciji gdje su dominirale RR i LL vrste.
Introgresija je zastupljena u gotovo pola populacije (45% jedinki). Takva visoka razina introgresije
pokazuje da je ona uznapredovala i postavlja se pitanje kako ¢e dalje utjecati na brojnost pojedinih
vrsta i hibrida. Minimalan broj jedinki vrste u populaciji se mora odrzati da bi vrsta preZivjela jer mora
sadrzavati dovoljan broj genetickih varijanti da se moze s vremenom prilagoditi (Jamieson i Allendorf
2012), no u Crnoj Mlaki je ve¢ uofen nesrazmjer domacih i stranih vrstama. Hibridizacije medu
domacim i stranim vrstama mogu pokrenuti biolosku invaziju koja za posljedicu moze imati pad

brojnosti ili izumiranje domacih vrsta (Hall i Ayres 2009).

5.2. Morfoloska raznolikost vrsta i hibrida roda Pelophylax u Hrvatskoj

Uobicajeno je odredivanje vrsta Zaba pomoc¢u morfoloskih karakteristika koje su navedene u
klju¢evima (Arnold i Ovenden 2004, Speibroeck 2016). Najc¢es¢i kriteriji su duljina noge, boja

rezonatora, oblik metatarzalne kvrzice i obojenja na tijelu.

Rezultati istrazivanja vanjskih karakteristika prikazuju zabe kao varijabilnu skupinu gdje se
njihove karakteristike izmedu taksona preklapaju. Sivi i tamno sivi rezonatori su najvise zastupljeni u
KR i KK jedinkama, dok i jedna druga vrsta imaju manji broj primjeraka s bijelim. Takoder se u RR
jedinkama javlja ista pojava bijelih rezonatora, ali u velikom broju, §to je suprotno literaturnim
nalazima. Pojava se, prema rezultatima ovog istaZivanja, moze pripisati posjedovanju mtDNA
razli¢itih vrsta unutar RR jedinki. Sve RRI jedinke posjeduju bijele rezonatore, dok sve RRr i RRk
imaju tamne. Ista pojava bijelih rezonatora se pripisuje KRI i KKI jedinkama. RSk i RSr jedinke imaju
sive rezonatore dok sve LL, RL, KL jedinke imaju bijele rezonatore (svi imaju mtDNA P. lessonae).
Krizmani¢ (2008) je takoder ustvrdio da se bijelo obojenje javlja u P. lessonae, ali da ima manji broj
jedinki P. lessonae s tamnim rezonatorima, $to u ovom istrazivanju nije utvrdeno. Krizmani¢ (2008) je
ustanovio da RR jedinke ve¢inom imaju tamno sive rezonatore dok u ovom istraZivanju postoje i
jedinke sa svijetlim, $to otvara mogucnost da je u ovom istrazivanju vise RRI jedinki, dok je
Krizmani¢ (2008) ustanovio vise RRr jedinki. Sve RL jedinke u ovom istraZivanju imaju bijele

rezonatore, $to se ponovno pripisuje mtDNA P. lessonae u njima (Tablice 1, 2; slika 23).

RR se pojavljuju sa i bez Zzutog obojenja ha bokovima i nogama. Vec¢ina RR jedinki (29) u
ovom istrazivanju ima zuto obojenje na bokovima i nogama sto je prema dostupnoj literaturi suprotno

oc¢ekivanjima. Usporedivanjem njihove mtDNA s obojenjima nogu i bedara, pokazuje se odvajanje
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7aba po mtDNA. Zabe s mtDNA P. lessonae pokazuju ve¢u tendenciju prema zutim obojenjima, dok
one s RR ili KK pokazuju suprotnu tj. bez zutog obojenja (Slika 23). Vecina nalaza RR, ali KK i KR
jedinki (sa mtDNA P. lessonae) ima zutu boju na bokovima i nogama, dok su KK i KR s RR ili KK
mtDNA bez zutog obojenja. Sve jedinke LL i RL imaju mtDNA P. lessonae te imaju zuto obojenje na
bokovima i nogama. Jedan primjerak SS je obojen zeleno s tragovima Zute na bokovima i nogama. RS
i KS jedinke su obojene zeleno ili u manjem broju sluéajeva zeleno u tragovima. Vidljivo je da jedinke
s mtDNA P. lessonae dobivaju zuto obojenje. Krizmani¢ (2008) uocava da pojava zutog obojenja na
bokovima i nogama postoji samo u LL, dok RR i RL nemaju Zuto obojenje, §to se ne slaze s
rezultatima iz ovog istraZivanja. Nasuprot tome Karaica i suradnici (2016) uocavaju Zzuta obojenja na

svim vrstama koje su proucavali (RR, LL i RL), $to se slaze s nasim rezultatima (Tablice 1, 2).

Svi promatrani taksoni imaju prisutne pruge na nogama, uz nekoliko primjeraka gdje su
diferencirane u tocke, osim u LL, RL, RS, gdje nema jedinke bez pruga na nogama. Jedna jedinka SS
ima pruge na nogama. U svim taksonima je velikom veéinom prisutna ledna pruga. Jedna jedinka KS
ima lednu prugu dok druga nema, SS jedinka nema lednu prugu. Karakteristika ledne pruge je
varijabilna i ne pokazuje mogucnost za bolju determinaciju zaba (Tablice 1, 2). Krizmani¢ (2008)

takoder uocava prisutnost ledne pruge u svim vrstama iz njegovog istrazivanja.

Kod obojenja trbuha je zamijeéena pojava suprotna od oc¢ekivane. Vrste KK, RR i KR imaju sva
tri tipa trbusnog obojenja. RR jedinke su veé¢inom umjereno tockaste po dorzalnoj strani, dok su
podjednako bijelo obojane i jako tockaste. KK i RK imaju ve¢inom bijelo obojene trbuhe, dok su
manjim dijelom slabo obojani ili izrazito tockasti. Druga neocekivana pojava je neprisutnost bijelih
obojenja kod LL, dok RL isto tako nema bijeli trbuh. Nasuprot tome, sve jedinke LK imaju bijeli
trbuh. Svi RS imaju potpuno tockaste trbuhe. KS imaju bijele ili slabo tockaste trbuhe. Karaica i
suradnici (2016) su ustanovili pojavu LL i s bijelim i tockastim trbuhom, gdje se prisutnost obojenih
trbuha slaze s ovim istrazivanjem, ali pojava bijelih trbuha ne. Pretpostavlja se da nije zamije¢ena
pojavnost bijelog trbuha jer je uzorak LL jedinki mali (5) te se u prirodi ipak nalaze. Sve RR jedinke
su u istrazivanju Karaice i suradnika (2016) bile tockaste, dok su u ovom istrazivanju nadeni i bijeli
trbusi. Krizmani¢ (2008) je utvrdio sve varijacije obojenja na trbuhu kod RR i RL, §to se uocava i kod

nas, medutim kod LL nalazi ve¢inom bijeli trbuh, §to nije utvrdeno u ovom istrazivanju (Tablice 1, 2).

Svi taksoni koji imaju LL i LK imaju simetricnu i veliku metatarzalnu kvrzicu, §to je
karakteristika za LL. RL ima takoder simetri¢nu i veliku metatarzalnu kvrzicu, uz jedan primjerak koji
ima asimetri¢nu. Svi ostali taksoni imaju asimetri¢ne, a manjim dijelom niske i ravne kvrzice (Tablice
1, 2). Svim asimetri¢nim kvrzicama je veéi kraj bio usmjeren prema prstima. Ista zapaZanja su

ustanovili i Karaica i suradnici (2016) i Krizmani¢ (2008).

KR i RR mogu imati elipti¢ne, ali i oStre njuske jednake ucestalosti, dok KK takoder ima oba

tipa, ali je o$tra njuska zapazena u vecini jedinki. Sve jedinke LL imaju ostru njusku, $to se podudara s
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literaturnim podacima (Arnold i Ovenden 2004), dok sve RL imaju elipticnu njusku. Kod LK i RS su
uocene elipti¢ne i oStre njuske, dok SS ima elipti¢nu njusku. Svi taksoni ve¢inom imaju hrapavu kozu

i smedu bubnu opnu, uz iznimku da LL ima u veéini slu¢ajeva glatku kozu (Tablice 1 i 2).

KR i KK imaju noge koje se pruzaju do njuske ili preko, a u manjem broju sluc¢ajeva se noga
pruza do oka. LL uvijek ima kratke noge dok se RL i KL jedinkama pruza do oka ili izmedu oka i
njuske. KS i RS jedinkama je zamijec¢eno samo duljina noge do izmedu oka i njuske, dok SS jedinka
ima nogu koja seze do njuske. Unutar RR jedinki se ponovno javlja odstupanje po mtDNA. RRI u
prosjeku imaju krace noge u odnosu na RRr ili RRk (Slika 24). Hibridi pokazuju intermedijarna
svojstva izmedu roditeljskih jedinki (Tablice 1 i 2).

Determinacija vrsta samo preko morfoloskih osobina ne daje dovoljno precizan rezultat zbog
prevelikih varijacija karakteristika unutar pojedine vrste, ali i zbog preklapanja istih karakteristika
medu vrstama. Ne postoje osobine koje bi bile svojstvene samo za jednu vrstu. Moguce je samo
iskljuciti neke genotipove zbog karakteristika koje se u njima ne pojavljuju ili svesti determinaciju na
nekoliko opcija, kao $to je primjer simetri¢ne metatarzalne kvrzice koje samo imaju zabe LL, LK i
RL. Pregib noge takoder ukazuje na taksone KK, RR i RS s duljim nogama, dok kra¢e noge ima LL.
RRI pokazuje odstupanja od tog pravila u odnosu na RRr i RRK. Prisutnost strane DNA u njemu
potice osobine sli¢nije LL (Slika 24, Tablice 1 i 2).

Svi omjerni dokazani kao znacajni iz Kruskal — Wallis analize sadrze barem jedan od omjera
SVL i LMLT (Tablica 4). Sama duljina tijela ne moze biti faktor po kojem se odreduje vrsta roda
Pelophylax, jer sve vrste variraju po veli¢ini. DuZina tijela se tako mora postaviti u omjer s drugim
vrijednostima. Isto tako se veli¢ina metatarzalne kvrzice mora usporediti s drugim mjerama da bi se

postavili znacajni omjeri.

Usporedujuéi duzinu tijela (SVL) sa Sirinom glave (HW) dobiva se omjer u kojem najvece
minimalne vrijednosti imaju zabe sa L genomom (RL, LK i LL) (Slika 31). Ostali taksoni imaju nize
vrijednosti. UZa glava, a dulje tijelo bi LL genomima dalo ostrije njuske u odnosu na druge taksone,
Sto navode Arnold i Ovenden (2004) i Krizmani¢ (2008). Ostali taksoni imaju Sirok raspon ove
vrijednosti tako da ih mozemo naéi S manje ili viSe oStrijim njuskama, $to je takoder ustanovio

Krizmani¢ (2008) usporedujuci RR, LL i RL vrste.

LL genomi se odvajaju i u odnosima SVL/Til i SVL/LFT (slike 32, 33). Visok SVL/Til indeks
pokazuje da jedinke LL imaju dulja tijela u odnosu na goljeni¢ne kosti. Stoga zabe s LL genomom
ve¢inom imaju krace noge u odnosu na tijelo usporedujuéi ih s ostalim Zabama. Takav morfometrijski
indeks se podudara s podacima analize vanjske morfologije iz ovog istrazivanja, gdje LL zabama noga

ve¢inom seze do oc€iju, dok je kod Zzaba s RR, KK, SS kombinacija, koji imaju SVL/Til indeks nizi,
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noga seze ve¢inom do njuske ili preko nje, $to je takoder ustvrdio Krizmani¢ (2008) za RR, LL i RL

vrste i potvrdeno je literaturnim nalazima (Speibroeck 2016).

SVL/LFT (Slika 33) indeks pokazuje da zabe s LL genomom uz kraé¢e noge imaju i krace prste
u odnosu na tjelesnu duzinu, dok zabe sa KK i/ili RR genomom imaju duze noge i duze prste.
Zanimljivo je §to vrste KK i RR pokazuju veliko preklapanje u ovim vrijednostima, medutim KS i RS
pokazuju potpuno razdvajanje, iako obje sadrze SS genom i KK i RR genome koji su srodni. Omjer u

literaturi nije naveden kao znacajan.

Unutar vrijednosti SVL/LMtT, HW/LMLT, Til/LMtT, LFT/LMtT, LFT/LnPOE (Slike 34, 35,
36, 37, 38) pokazuje se odvajanje taksona. KK genomi (bez KL) i RS pokazuju razli¢ite vrijednosti u
odnosu na LL genome. Na razliku ukazuju njihove male metatarzalne kvrzice u odnosu na ostale
veli¢ine na tijelu. LL genomi imaju velike kvrzice u odnosu na ostale veli¢ine na tijelu kao $to su
duljina tijela, Sirina glave, duljine goljenic¢ne kosti, duljina prvog prsta i duljina od nosnice do kraja
oka. RR posjeduje veliki raspon u svim omjerima, ali po aritmetickoj sredini je blizak LL genomima,
$to po literaturnim podacima ne bi trebalo biti, budu¢i da RR ima malu metatarzalnu kvrzicu. Ta
Cinjenica bi se iznova mogla dokazati introgresijom gdje RRI posjeduju karakteristike sliéne LL u
odnosu na RRr i RRK. RRI jedinke posjeduju manje goljeni¢ne kosti i veCe metatarzalne kvrzice u
odnosu su na RRr i RRK jedinke (Slika 43).

lako unutar taksona postoje varijacije za sve vrijednosti, prosje¢ne vrijednosti ukazuju na
odvajanje taksona po morfoloskim karakteristikama (Slike 39, 40, 41, 42). Prikazano je u kojoj mjeri i
na koji nacin se taksoni odvajaju po omjerima Til/LMtT, LFT/LMtT, SVL/Til i SVL/LMtT. Svaki
graf ¢ine dva omjera unutar kojeg se ukupno nalaze tri karakteristike. Grafickim prikazom raspodjele
omjera mozemo uociti razlike u karakteristikama zaba po taksonima koji se ticu njihove veliCine,
veli¢ine noge i prsta te metatarzalne kvrzice. Raspodjela taksona u grafovima pokazuje gotovo
linearan raspored i vidljivo je odvajanje taksona po ,skupinama®“. LL je svakom slucaju krajnje
odvojeni takson nakon kojeg u svakom grafu slijede LK i LR. Ti taksoni imaju manje vrijednosti
omjera, $to ukazuje na krace noge i tijela u odnosu na veée metatarzalne kvrzice. RL posjeduje slicne
vrijednosti omjera na svakom grafu s RR jedinkama. Slicnost RL hibrida prema morfoloskim
karakteristikama jednoj roditeljskoj vrsti je i ve¢ prije zapazena (Karaica i sur. 2016, Krizmani¢ 2008)
te se i ovdje potvrdila. RR jedinke su zahvaéene s velikim postotkom introgresije $to objasnjava sli¢na
svojstva s RL hibridima s kojima dijele mtDNA P. lessonae, ali objasnjava i veéu razliku s RK
jedinkama koje imaju mtDNA P. ridibundus i P. kurtmuelleri. KR hibridi se na svakom grafi¢kom
prikazu uvijek nalaze izmedu KK i RR vrsta. Vizualno moZemo uociti njihovo jasno odvajanje po
morfoloSkim osobinama, a njihov hibrid kao inermedijarni tip. Prema morfoloskim karakteristikama

su bliskiji roditeljskoj vrsti RR, osim u slu¢aju usporedivanja omjera Til/LMtT i LFT/LMtT gdje se
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nalaze jednako udaljene izmedu roditeljskih vrsta. S najve¢im vrijednostima se uvijek nalaze SS

hibridi KS i RS, §to ih odvaja kao najvece jedinke s najmanjim metatarzalnim kvrzicama.

Usporedivanje razli¢itth mjera pokazuje moguénost odvajanja Zaba po njihovim
karakteristikama, ali potrebno je analizirati veci broj jedinki kako bi se potvrdile uocene pravilnosti.
Zabe sa LL genomima (nuklearna i mitohondrijska) pokazuju tendenciju da budu manje veli¢ine, a da
posjeduju vece metatarzalne kvrzice. KK i RR zabe su vecih tijela te imaju manje metatarzalne
kvrzice. KS i RS hibridi su se pokazali kao najvecée jedinke S najmanjim metarzalnim kvrzicama. S
jedinke prema literaturnim podacima imaju velike metatarzalne kvrzice i manje su veliine
(Speibroeck i sur. 2016), medutim ¢isti SS nije bio uvrSten u analizu pa se stoga moze pretpostaviti da
je unutar genoma hibrida prevladao KK ili RR genom, stvaraju¢i male metatarzalne kvrzice u

jedinkama.
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6. Zakljucak

Usporedbom nuklearne DNA i haplotipova roda Pelophylax u ovom istrazivanju vidljiva je
geneticka raznolikost sjevernih i juznih populacija zelenih zaba u Hrvatskoj. U juznoj regiji (Lika i
Dalmacija) nalazimo P. ridibundus i P. kurtmuelleri vrste s mtDNA P. kurtmuelleri. U Sjevernoj
Hrvatskoj nalazimo vrste P. ridibundus, P. lessonae, P. kurtmuelleri i P. shqgipericus s raznolikim
tipovima hibrida i mtDNA (P. ridibundus, P. lessonae ili P. kurtmuelleri), sto pridonosi velikoj
heterogenosti sjevernih populacija roda Pelophylax.

Vrste P. kurtmuelleri i P. shqgipericus, koje mozemo smatrati alohtonima, utjecu na autohtone
populacije. P. kurtmuelleri je prisutna na svim lokalitetima i ¢ini vrstu s najrasirenijim arealom roda
Pelophylax u Hrvatskoj. Genom vrste P. shgipericus je utvrden na dvije lokacije (Zagreb i Crna
Mlaka), $to otvara pitanje kolika je prisutnosti te vrste u ostatku Hrvatske. Utvrdeno je da P.
shqgipericus stvara poremecaj U autohtonim populacijama unutar Crne Mlake, mijenjajuéi ravnotezu i
brojnost drugih vrsta i hibrida.

Hibridne jedinke i jedinke sa introgresijom su u veéini u odnosu na zabe Cistog genoma.
Ustanovljena je prisutnost 5 razli¢itih hibrida: LR, LK, KR, RS i KS te 8 razli¢itih introgresija: RRI,
RRk, KKr, KKI, RSk, SSk, KRI i KSr. Ovakav rezultat upu¢uje na moguénost da zabe s genetskim

materijalom vise vrsta posjeduju neke prilagodbe u odnosu na ¢iste vrste.

Filogeneticka analiza fragmenata COI regije mitohondrijske DNA ukazuje na jasno odvajanje

vrsta P. ridibundus i P. kurtmuelleri.

Karakteristike P. lessonae su zuta obojenja bokova i nogu, krate noge te simetri¢na
metatarzalna kvrzica, dok P. ridibundus i P. kurtmuelleri nemaju Zuto obojenje, imaju duZze noge i

asimetri¢nu metatarzalnu kvrZicu.

Prema rezultatima morfometrijske analize vidljivo je razdvajanje svih taksa unutar roda
Pelophylax. Usporedivanje dvije ili tri mjere na tijelu Zaba u odredenim omjerima daje vrijednosti koje
se razlikuju unutar roda. Homogeniji ili ve¢i uzorak dao bi potpunije rezultate jer bi se mogle postaviti
toCnije granice odvajanja po morfometriji. Karakteristike P. lessonae su manja veli¢ina tijela,
goljeni¢ne kosti i prvog noznog prsta te velika metatarzalna kvrzica, dok P. ridibundus i P.

kurtmuelleri imaju vece tijelo, goljeni¢nu kost i prvi nozni prst, a manju metatarzalnu kvrzicu.

Hibridi pokazuju intermedijarna svojstva izmedu roditeljskih vrsta. U vrsti P. ridibundus vidljiv
je utjecaj introgresije P. lessonae mtDNA te stoga P. ridibundus morfoloski i mofometrijski postaje

slicnija P. lessonae.
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8. Zivotopis

OSOBNE INFORMACIE

Drzavljanstvo hrvatsko

RADNO ISKUSTVO

Schmidt Bruno

Spol Musko | Datum rodenja 04/10/1992 |

01/12/2014-18/06/2015

Pomoc¢nik u nastavi
Osnovna $kola Marije Juri¢ Zagorke, Zagreb (Hrvatska)

Rad s djetetom s teSkocama tokom $kolskog dana i pomaganje tokom nastave i skolskog

odmora.

OBRAZOVANIJE | OSPOSOBLIAVANJE

01/09/2007-31/08/2011

01/09/2011-danas

OSOBNE VJESTINE

DrZavna matura
XV. gimnazija, Zagreb (Hrvatska) Prirodne znanosti.

Student 5. godine

Prirodoslovno - matematicki fakultet, smjer Znanosti o okoliSu, Zagreb (Hrvatska)

razina 4 EKO-a

razina 4 EKO-a

Materinski jezik

Ostali jezici

engleski

njemacki

Komunikacijske vjestine

Projekti

hrvatski
RAZUMIJEVANJE GOVOR
Slusanje Citanje Govorna interakcija | Govorna produkcija
B2 B2 B2 B2
Visa razina drzavne
B2 B2 B2 B2

Dobre komunikacijske vjestine ste¢ene na poslu asistenta u nastavi u radu s djecom s
teSko¢ama. Dobre komunikacije vjestine u radu sa djecom nizih razreda osnovne
Skole steGene U radu u Skoli.

Sudionik uedukacijskoj radionici "Herpetoskolica" 2016. godine

Sudionik na manifestacijama "No¢ Biologije"-2012,2013,2015,2016 godine Sudionik
na Istrazivacko - edukacijskom projektu "Insula tilagus 2017" Sudionik na
Istrazivacko - edukacijskom projektu "Mura-Drava 2016" Organizator Istrazivacko —
edukacijskog projekta ,,Papuk 2015,

Sudionik na Istrazivac¢ko — edukacijskom projektu ,,Grabovaca 2014.“

Projekt integracije Eu Natura2000 (NIP za herpetofaunu), 2015. - sudjelovao na
istraZivanjima vodozemaca i gmazova u Lici.

PISANJE

B2

B2
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Istrazivanje i vrednovanje zute poljarice (Dolichophis caspius) na podrucju Osjecko —
baranjske zupanije .
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