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BLAST Basic Local Alignment Search Tool

NCBI National Center for Biotechnology Information

BIC Bayesian informacijski kriterij (Bayesian Information Criterion)

PD nekorigirane genetske udaljenosti (eng. uncorrected pairwise distance)

K2P korigirane genetske udaljenosti (eng. Kimura 2-parameter genetic distances)



1. UVOD

1.1. OSNOVNE ZNACAJKE KOLJENA MEKUSCI (MOLLUSCA)

Koljeno mekusci (Mollusca) predstavlja iznimno raznoliku i mnogobrojnu skupinu
zivotinja s 81 000 opisanih vrsta. Najveci broj pripada morskim vrstama (55 000), manji broj
je kopnenih (20 000), a samo 6 000 pripada slatkovodnim vrstama (Bouchet, 2007). To je
stara skupina Zzivotinja s dugom evolucijskom povijesti i bogatim fosilnim nalazima

vapnenackih ljustura kambrijske starosti (Habdija i sur., 2011).

Struktura tijela mekuSaca rezultat je evolucije koja je trajala vise od 500 milijuna
godina i omogucila im prilagodbu na gotovo sva stanista na Zemlji. Postoje znacajke koje su
uglavnom prisutne u svim razredima, ali mogu biti i reducirane tijekom evolucije (Habdija i
sur., 2011). Mekusci su bilateralno simetri¢ne ili sekundarno asimetri¢ne Zivotinje Cije je
tijelo podijeljeno na ventralno smjesteno misi¢avo stopalo za pokretanje te dorzalno smjesteni
plast i utrobnu vre¢u s unutra$njim organima. Kod jednostavnijih mekusaca plast na povr§inu
tijela izluCuje kutikulu s ulozenim vapnenim iglicama ili plo¢icama koje su kod odvedenijih
skupina evoluirale u cjelovitu ljusku. Ljuska je sekundarno reducirana kod nekih puZzeva i
glavonozaca. Kod viSih mekuSaca izmedu plasta i stopala nalazi se plastana Supljina s
respiratornim organima te izvodima reproduktivnog, ekskrecijskog i probavnog sustava.
Puzevi pluénjaci koji zive na kopnu umjesto perastih Skrga imaju razvijena 'pluca' u obliku
razgranjene mreze krvnih Zila u epitelu plaStane Supljine. Svi mekuSci, osim Skoljkasa, u
zdrijelu imaju radulu koja je gradena od sitnih hitinskih zubi¢a za usitnjavanje hrane i usko je
specijalizirana ovisno o tipu prehrane. Prisutan je tetraneuralni ZivCani sustav koji se sastoji
od 4 uzduzne Ziv€ane vrpce i1 ganglijskog prstena. Sekundarna tjelesna Supljina ili celom je
jako reduciran i ogranicen na perikard i gonocel. Optjecajni sustav je otvoren i oksigenirana

hemolimfa se izljeva u hemocel oko tjelesnih organa (Habdija i sur., 2011).

Mekusci su sistematski podijeljeni u sedam razreda: Aplacophora (bezljusturasi),
Polyplacophora (mnogoljusturasi), Monoplacophora (jednoljusturasi), Gastropoda (puzevi),
Cephalopoda (glavonosci), Bivalvia (Skoljkasi) 1 Scaphopoda (koponosci). Puzevi i Skoljkasi
su jedini koji su se uspjeli prilagoditi zivotu u slatkim vodama, ostali razredi su iskljucivo

morski, a samo puZevi su se prilagodili Zivotu na kopnu (Habdija i sur., 2011).



1.2. OSNOVNE ZNACAJKE RAZREDA PUZEVI (GASTROPODA)

Etimolosko znaenje naziva gastropoda proizlazi iz grcke rijeéi ,.gaster™ (gen.
gastros) sto znaci Zeludac i ,,pous* (gen. podos) §to znaci stopalo. Puzevi (Gastropoda) su
jedna od faunisticki najraznovrsnijih skupina Zzivotinja i ujedno najbrojniji razred unutar
koljena mekusci (Mollusca). Nastanjuju Sirok spektar staniSta i ekoloskih nisa te su jedina
skupina mekuSaca koja je uspjela osvojiti kopno (Ponder i Lindberg, 2008). Najstariji fosilni
nalazi puzeva potjecu iz ranog kambrija i ukazuju da su primarno zivjeli u bentosu morskih
staniSta gdje su se uspjeli prilagoditi razliCitim tipovima morskog dna. Tijekom svoje
evolucije razvili su brojne morfoloske, anatomske, fizioloske i etoloske prilagodbe na razli¢ite
zivotne uvjete. Danas najve¢i broj vrsta Zivi u moru, manji broj na kopnu, a najmanji broj

vrsta zastupljen je u slatkovodnim staniStima.

Recentni puzevi podijeljeni su u dva podrazreda: Eogastropoda i Orthogastropoda
(Ponder i Lindberg, 2008), ali i dalje se najces¢e koristi stara podjela na 3 skupine prema
stupnju torzije (Slika 1). Torzija je zajednicka karakteristika svih puzeva, a predstavlja
zakretanje utrobne vreée i plastanog kompleksa za 180° tijekom embrionalnog razvoja
(Habdija 1 sur., 2011) (Slika 2). Torzija rezultira drugacijim rasporedom unutrasnjih organa u
razli¢itih vrsta stoga je prema njenom stupnju napravljena podjela recentnih puzeva na
prednjoskrznjake (Prosobranchiata), straznjoskrznjake (Opistobranchiata) i1 pluénjake
(Pulmonata) (Matonickin 1 sur., 1998; Habdija 1 sur., 2004). PrednjoskrZnjacima je plastani
kompleks pomaknut naprijed ¢ime je par Skrga doSao u polozaj ispred srca (Zygobranchia), a
zadrzali su obje pretklijetke (Diotocardia). U drugih prednjoSkrznjaka plastani kompleks se
jos viSe pomicao u lijevo tako da se zadrZala samo jedna Skrga (Azygobranchia) i samo jedna
pretklijetka (Monotocardia). Kod straznjoSkrznjaka dolazi do odredenog stupnja detorzije pa
su jedna Skrga (Azygobranchia) i jedna pretklijetka (Monotocardia) dosle u polozaj iza srca.
Torzija plastanog kompleksa prisutna je i kod pluénjaka, samo $to su kod njih Skrge
reducirane i zamijenjene spletom krvnih Zila (Matonic¢kin i sur., 1998; Habdija i sur., 2004).
Vaznost torzije je u povoljnijem anteriornom polozaju organa plastane Supljine ¢ime Zivotinja

dobiva €istu vodu za disanje, ali i u koncentraciji osjetilnih organa u prednjem dijelu tijela.
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Vecina puzeva ima spiralno savijenu jednodijelnu kuéicu koja se sastoji od razli¢itog
broja zavoja, od kojih je posljednji zavoj najveéi i na njemu se otvara uSce (apertura). Usce
kucice prednjoskrznjaka zatvara operkulum, tj. poklopac kojeg izluCuje straznji dio stopala, a
sluzi kao zastita od predatora i isuSivanja. Vrsni dio kuéice je najstariji, a bazalni dio je
najmladi. Ako se zavoji doti¢u u osi spirale nastaje vreteno (columella), a ako se ne doticu,
nastaje Suplje vreteno koje s donje strane ima pupak (umbilicus) (Matonickin i sur., 1998;
Habdija i sur., 2004). Stijenka kucice gradena je od tri sloja: vanjskog sloja (periostracum)
koji je izgraden od organske tvari konhina te srednjeg (ostracum) i unutarnjeg sloja

(hypostracum) koji su vapnenacki (Habdia i sur., 2011). Kucicu izlu¢uje rubni dio plasta.

Plast (pallium) obavija cijelo tijelo, osim glave i stopala, a budu¢i da izluéuje kucicu
prirastao je uz njezni rub poput nabora. Kod nekih morskih vrsta koje se ukopavaju u supstrat
postoji sifon koji predstavlja produzetak plasta kroz koji voda ulazi u plastanu Supljinu.
Izmedu plasta i tijela smjeStena je plaStana Supljina u kojoj se kod vodenih vrsta nalaze
peraste Skrge za disanje ili ktenidije. Puzevi pluénjaci nemaju prave Skrge, ve¢ prokrvljen
plast preuzima ulogu diSnog organa (Habdija i sur., 2004, 2011). Izmedu plasta i kucice je

izvanplastana tekucina.

Tijelo puza prekriva jednoslojni epiderm koji se sastoji od trepetljikavih epitelnih i
zljezdanih stanica koje su izrazito vazne zbog lucenja sluzi. Sluz Stiti od isuSivanja, a
kopnenim puzevima pomaze u kretanju (Habdija i sur., 2011). Epiderm je s ku¢icom srastao

samo na dva mjesta, na rubu plasta i na najstarijem zavoju s unutrasnje strane.

S ventralne strane tijela, puZevi imaju dobro razvijeno misSi¢no stopalo s trepetljikavim
epidermom koji je bogat zlijezdama. Iz stopala izlazi dorzoventralni misi¢ koji je pri¢vrsc¢en
za vrh kucice, a njegovim stezanjem dolazi do savijanja i uvlacenja stopala u kucicu. Neki
puzevi na stopalu imaju bisusne Zlijezde koje luce bisusne niti za pricvri¢ivanje za podlogu

(Matonickin i sur., 1998; Habdija i sur., 2004).

U epidermu se nalaze osjetne stanice koje reagiraju na mehanicke i kemijske
podraZaje, a smjestene su po cijeloj povrsini koze, najgusée na rubovima stopala i ticalima
(Matonickin i sur., 1998). Vrste koje zive u vodi imaju kemoreceptore u obliku osfradija u
blizini Skrga. Fotoreceptori su smjesSteni u jamicastim ili mjehurastim o¢ima na ticalima ili
blizu njih. Organi za ravnotezu su statocisti i nalaze se na stopalu puza (Habdija i sur., 2004).
Ziv&ani sustav ¢ini pet pari ganglija: cerebralni, pedalni, pleuralni, visceralni i parijetalni
(Matonickin, 1998).



Optjecajni sustav je otvoren i njime struji hemolimfa koja prenosi hranjive tvari,
metabolicke plinove i ekskrete. Hemolimfa djeluje kao hidroskelet i svojim turgorom
sudjeluje u izvlacenju i1 uvlacenju tijela u kucicu. U hemolimfi je otopljen respiratorni
pigment hemocijanin (Habdija i sur., 2004). Srce se nalazi u Supljini koja je obavijena
perikardom, a sastoji se od jedne ili dvije pretklijetke koje su zaliscima povezane s miSicavom

klijetkom (Habdija i sur., 2011).

U zdrijelu puZeva nalazi se radula ili trenica koja je specijalizirana i prilagodena
naCinu prehrane Zzivotinje. Sastoji se od hitinske membrane s brojnim redovima
mikroskopskih zubic¢a te hrskavi¢ne podloge i miSica. Kod plu¢njaka se zubi¢i gotovo ne
razlikuju jedan od drugog, a u drugim skupinama postoje razlike koje su vazne pri
odredivanju vrsta (Matonickin, 1998). Prema vrsti prehrane puzevi se dijele na biljojede,

mesojede, svejede i detritivore (Habdija i sur., 2004).

Ekskretorni organi su metanefridiji. Vodene vrste izlu¢uju amonijak preko koze, Skrga
i metanefridija. Amonijak je topljiv u vodi, a zbog otrovnog ucinka odstranjuje se iz tijela u
velikim razrjedenjima. Kopneni puzevi su razvili sposobnost resorpcije vode i soli te tako
nakupljaju mokraénu kiselinu koja nije otrovna i izlucuje se iz tijela u krutom stanju (Habdija

i sur., 2011).

Prednjoskrznjaci su veéinom razdvojena spola, a straznjoskrznjaci i pluénjaci su
dvospolci. Oplodnja je vanjska ili unutarnja. Nakon gastrulacije razvija se plivaju¢a li¢inka

trohofora koja sazrijevanjem prelazi u veliger licinku (Habdija 1 sur., 2011).

1.2.1. Slatkovodni puzevi

Puzevi su u viSe navrata kolonizirali kontinentalne vode. Procjenjuje se da je najmanje
33 - 38 nezavisnih linija puZeva uspjesno osvojilo slatkovodna stanista (Strong i sur., 2008).
Osnova za njihov prelazak iz mora u slatku vodu bila je sposobnost osmoregulacije, ali i
sposobnost prilagodbe na stalne promjene u temperaturi, koli€ini 1 strujanju vode u
slatkovodnom okoliSu, koje su u suprotnosti s prilicno stabilnim uvjetima Zivota u moru.
Globalne vruce tocke (eng. hot-spots) raznolikosti slatkovodnih puzeva mogu se klasificirati u
Cetiri glavne kategorije: izvori i podzemna voda, velike rijeke i njihovi pritoci prvog i drugog

reda, stara oligotrofna jezera, monsunske mocvare i s njima povezane rijeke i pritoci (Strong 1



sur., 2008). Najveca raznolikost slatkovodnih puzeva je u tropskim podrucjima, a smanjuje se

prema vis$im geografskim $irinama (Slika 3) (Strong i sur., 2008).

Slika 3. Vruce to¢ke raznolikosti slatkovodnih puzeva. A-H: lzvori i podzemna voda; 1-Q: Jezera; R-

X: Rijeke; Y: Monsunske moc¢vare. E: Juzni dio Alpi i Balkan; V: Zrmanja. Preuzeto iz Strong i sur.
(2008).

Slatkovodna fauna broji oko 4 000 opisanih vrsta puzeva koji su prilagodeni Sirokom
spektru staniSta (Strong 1 sur., 2008). U slatkovodnim ekosustavima prisutni su
prednjoskrznjaci koji uzimaju otopljeni kisik iz okolne vode i pluénjaci koji izlaze na
povrsinu vode kako bi uzeli atmosferski kisik. Uglavnom se radi o vrstama bentosa koje
nastanjuju razli¢ite tipove tekucica ili stajacica. Slatkovodni puzevi Zive uglavnom na dnu,
blizu ruba plitke vode (Pfleger, 1999). Malo je vrsta koje zive u dubokim jezerima ili velikim

rijekama, odnosno rijetke su vrste koje dolaze u ve¢im populacijama na dubini ve¢oj od 4 m
(Pfleger i Chatfield, 1988).

Povoljnost staniSta za normalan rast i razvoj puzeva ovisi o brojnim abiotickim i
biotickim faktorima - temperaturi, salinitetu, pH vrijednosti, koncentraciji kalcijevih iona,
koli¢ini otopljenog kisika, supstratu, strujanju vode, kompeticiji za hranu, predatorima i
parazitima (Gloer, 2002). Slatkovodne puzeve karakterizira visoka tolerancija na promjene
pH vrijednosti vode, prilagodba na nisku koncentraciju natrijevog klorida u vodi (Glder,
2002), razlicita tolerancija na temperaturu, Zivot na manjim dubinama i u vodi s ve¢om
kolic¢inom kalcijevih iona te u staniStima s gustom vegetacijom (Pfleger, 1999). Kisik je vazan
¢imbenik za prednjoskrznjake jer oni uzimaju otopljeni kisik iz vode, a za razliku od njih,
pluénjaci mogu uzimati atmosferski kisik s vodene povrSine penjuci se na vodenu vegetaciju
ili samo plutajuci na povrsini (Gloer, 2002). Tekucice imaju vise kisika nego vode stajacice
(Gloer, 2002) stoga prednjoskrznjaci uglavnom Zive u tekuéicama s puno kisika, a pluénjaci

preferiraju stajace ili slabo tekuce vode (Pfleger, 1999).



Slatkovodni mekusci predstavljaju jednu od ugroZenijih skupina zivotinja (Lydeard i
sur., 2004). Glavni razlozi smanjenja broja vrsta i pada gusto¢e populacija mogu se pripisati
osobinama njihovog zivotnog ciklusa i antropogenim utjecajima (Strong i sur., 2008).
Karakteristike koje Cine osjetljive vrste teSko prilagodljivima na promjene u okoliSu su slaba
pokretljivost, uska vezanost za to¢no odredeni tip staniSta, ogranicen areal, dugo vrijeme
spolnog sazrijevanja, niska plodnost i relativno dug Zivotni vijek (Strong i sur., 2008). Stetni
antropogeni utjecaji podrazumijevaju intenzivnu poljoprivredu, povecano KkoriStenje
kemijskih gnojiva 1 pesticida, urbanizaciju, pretjerano iskoristavanje i preoblikovanje vodenih
povrSina, invazivne vrste te klimatske promjene popracene povecanom ucestaloséu i

intenzitetom susa (Cuttelod i sur., 2011).

Taksonomija i sistematika slatkovodnih puzeva Europe bila je predmetom brojnih
revizija tijekom godina. Klasifikacija slatkovodnih puzeva kao i klasifikacija zivog svijeta
opcenito, temelji se isklju¢ivo na morfoloskim karakteristikama. Osnovni determinacijski
kriterij su karakteristike kucice. Problem s kojim se suo€avaju znanstvenici je sistematika
bazirana ve¢inom na morfologiji koja nije u skladu s rezultatima molekularno-genetickih
analiza. Puzevi su poznati po velikoj varijabilnosti u obliku, boji 1 morfometrijskim
znacajkama svojih kucica. Povijesno gledajuéi, karakteristike i morfologija kucica igrale su
znacajnu ulogu u opisivanju vrsta. Danas je koriStenje samo osobina kuéica u svrhu
taksonomije 1 sistematike kontraverzno jer one mogu biti pod utjecajem brojnih ¢imbenika te
ovisiti o kompeticiji, parazitizmu, dostupnosti hrane 1 kalcijevih iona u staniStu, tipu supstrata
ili salinitetu (Wilke i Falniowski, 2001). Zbog navedenih razloga, razvoj i primjena
molekularnih biljega je vrlo bitna u istrazivanju taksonomije i sistematike slatkovodnih
puzeva, ali i puZeva opcenito. Pri tome se filogenetski odnosi unutar vrste, kao i unutar visih
taksonomskih kategorija, pokusavaju razrijesiti koriStenjem modernih molekularno-bioloskih

metoda.

1.2.2. Vrsta Holandriana holandrii (C. Pfeiffer 1828)

Slatkovodna vrsta puza Holandriana holandrii (C. Pfeiffer, 1828) Siroko je
rasprostranjena u tekucicama jugoistotne Europe. Podrucje rasprostranjenosti obuhvaca
slatkovodna staniSta u Albaniji, Austriji, Bugarskoj, Madarskoj, Rumunjskoj, Makedoniji,
Sloveniji, Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini, Crnoj Gori i Gr¢koj (Slika 4). U Hrvatskoj je

rasprostranjena u vecini rijeka crnomorskog sliva (Dunav, Sava, Drava, Kupa, MreZnica,
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Korana, Dobra, Lonja, Ilova i dr.), dok je u jadranskom slivu zabiljezena samo u rijeci Cetini
(Habdija i sur., 1995; Bozak, 2010; Kerovec i sur., 2008; Mihaljevi¢ i sur., 2011; Beran,
2013).

Vrsta preferira ¢vrsti supstrat (kamenje, stijene, drvo) u rijekama, potocima i jezerima

sa srednjim ili jakim strujanjem vode (Gléer, 2002).

Slika 4. Zemljopisna karta rasprostranjenosti vrste Holandriana holandrii (Pfeiffer, 1828) u Europi.
Zelena boja: drzave u kojima je zabiljeZena prisutnost ove vrste. Preuzeto i prilagodeno prema

Www.faunaeur.org.

Kucica ove vrste je Cunjasto-jajastog oblika s prosjecnom visinom od 15 mm i Sirinom
od 9 mm. Ima 4 - 6 zavoja i ¢vrstu stijenku. Boja je zuckasta ili zuckasto zelena s 3 - 4 crno-
smede pruge, koje su narocito vidljive kroz prozirno usce. UsCe je jajastog oblika, vece visine
nego Sirine. Operkulum je relativno malen i zaobljen. Karakteristike kucice s prednje i

straznje strane prikazane su na Slici 5.

Slika 5. Osnovne karakteristike kucice s prednje i straznje strane vrste H. holandrii.

Preuzeto sa www.biolib.cz.



Iako je glavna prijetnja staniStu oneciS¢enje koje naruSava njegovu kvalitetu, H.
holandrii je relativno otporna u odnosu na druge slatkovodne vrste. Na europskoj razini
svrstana je u kategoriju najmanje zabrinjavajuée vrste (LC, eng. Least Concern) zbog Siroke
rasprostranjenosti na podruc¢ju Balkana (Tomovi¢ i sur., 2011). Zasti¢ena je u Madarskoj, u
Sloveniji se smatra osjetljivom vrstom (VU, eng. Vulnerable), a u Austriji je izumrla uslijed
degradacije staniSta. Vrsta je oznacCena kao dobar indikator organskog oneciS¢enja (Moog,
2002), a moze se koristiti i kao biomarker oksidativnog stresa u okolisu (Vrankovi¢ i sur.,

2012).

Spada u porodicu Melanopsidae koja je vrstama i brojnoS¢u dominirala Panonskim
jezerom koje je prekrivalo znac¢ajan dio Europe prije 12 - 4 milijuna godina za vrijeme kasnog
miocena i pliocena (Geary i sur., 2000; Harzhauser i Mandic, 2008). Recentni predstavnici
ove porodice vjerojatno su ostaci te radijacije (Smolen i Falniowski, 2009). Panonsko jezero
nastalo je izolacijom od okolnog morskog podru¢ja (Rogl, 1998), a jedna od njegovih
ostavstina je bogata endemska malakofauna s preko 900 opisanih vrsta (Geary i sur., 2000).
Dugi zivotni vijek jezera te porijeklo faune u reliktnim morskim i okolnim slatkovodnim
sustavima smatra se razlogom visoke raznolikosti i velikog broja endema (Geary i sur., 2000).
Glavna radijacija melanopsidnih puZeva u jezeru odvijala se prije 10 i 8 milijuna godina
(Harzhauser i Mandic, 2008). Od ostalih vrsta u porodici H. holandrii odvojila se prije oko
9.5 - 10.7 milijuna godina §to se poklapa s periodom glavne radijacije melanopsidne faune u
Panonskom jezeru. Razmatraju¢i podrucje recentne rasprostranjenosti pretpostavlja se da je
predak H. holandrii zivio u juznom ili jugozapadnom dijelu jezera, a predak ostalih vrsta u

sjeveroistocnom (Smolen i Falniowski, 2009).

Filogenetski odnosi unutar porodice Melanopsidae i njen polozaj u kontekstu visih
taksonomskih kategorija nije u potpunosti razjaSnjen, ali veéina autora slaze se s
monofiletskim porijjeklom 1 poloZajem unutar natporodice Cerithioidea koja se smatra

bazalnom skupinom Caenogastropoda (Smolen i Falniowski, 2009).

Prema danas vazecoj sistematici vrsta H. holandrii svrstana je u sistematske kategorije
prikazane u Tablici 1. Filogenetski i filogeografski odnosi populacija ove vrste na podrucju
rasprostranjenja, ali i na podrucju Hrvatske, su neistrazeni. S obzirom da se kr§ko podrucje
zapadnog Balkana smatra vru¢om tockom slatkovodne bioraznolikosti moguée je da pojedine
populacije predstavljaju divergentne, dugotrajno izolirane genetske linije 1 kao takve znacajno

pridonose ukupnoj genetskoj raznolikosti vrste.



Tablica 1. Sistematski polozaj vrste Holandriana holandrii (Pfeiffer, 1828) prema www.faunaeur.org.

CARSTVO Animalia
PODCARSTVO Eumetazoa
KOLJENO Mollusca
RAZRED Gastropoda
PODRAZRED Orthogastropoda
NADRED Caenogastropoda
2=D) Neotaenioglossa
NATPORODICA Cerithoidea
PORODICA Melanopsidae
ROD Holandriana
VRSTA Holandriana holandrii C. Pfeiffer, 1828

1.3. FILOGENIJA

Filogenija je znanstvena disciplina koja se bavi istrazivanjem evolucijske proslosti
razlicitih taksonomskih kategorija. Proucava srodstvene odnose izmedu i unutar pojedinih
taksona na temelju njihovih morfoloskih, anatomskih, fizioloskih, etoloskih, ekoloskih,

biogeografskih i paleontoloskih karakteristika.

Osnova za proucavanje filogenije su homologije, odnosno sli¢nosti izmedu
organizama koje su posljedica nasljedivanja od zajedni¢kog pretka. Prilikom opisivanja
stupnjeva srodnosti istrazivanih taksona, filogenija koristi nekoliko moguéih odnosa izmedu
njihovih karakteristika. Apomorfija je izvedeno karakterno stanje koje nije prisutno kod
zajednickog pretka taksona koji se istrazuje. Autapomorfija predstavlja izvedeno karakterno
stanje specifi¢no za jedan takson, a sinapomorfija je izvedeno karakterno stanje koje dijele
dva ili viSe taksona potomaka, a naslijedili su ga od posljednjeg zajednickog pretka.
Pleziomorfija je ancestralno karakterno stanje prisutno kod zajednickog pretka taksona koji se
istrazuje, a simpleziomorfija predstavlja ancestralno karakterno stanje koje dijele dva ili vise
taksona potomaka. Homoplazija predstavlja slicnosti izmedu pojedinih taksona koje nisu
rezultat nasljedivanja od zajednickog pretka, ve¢ su posljedica paralelizma, reverzne ili
konvergentne evolucije (Kalafati¢, 1998). Konvergentna evolucija oznacava pojavu da
razli¢iti organizmi uslijed sli¢nih selektivnih pritisaka neovisno razvijaju slicne prilagodbe.
Prilikom rekonstrukcije filogenetskih odnosa bitno je razlikovati homologije od homoplazija

jer mogu rezultirati krivom interpretacijom rezultata.
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1.4. MOLEKULARNA FILOGENIJA

Molekularna filogenija proucava srodstvene odnose izmedu i unutar pojedinih taksona
na razini makromolekula, tj. DNA, RNA i proteina. Molekularno-filogeneti¢ka analiza je spoj
molekularno-bioloskih i bioinformatickih tehnika te obuhvaca izolaciju i umnazanje DNA iz
odabranog organizma, sekvenciranje, viSestruko sravnjivanje sekvenci proucavanih skupina,
odredivanje supstitucijskog modela za konstruiranje filogenetskog stabla, rekonstrukciju

filogenetskog stabla i u konac¢nici njegovu analizu.

Klju€an element u proucavanju srodstvenih intraspecifi¢nih i interspecificnih odnosa
jest odabir prikladnog genskog biljega. Genski biljezi su najcesc¢e varijabilni dijelovi
molekule DNA Kkoji se lako identificiraju i izoliraju (Schulman i sur., 2004). Mogu se Koristiti
u detekciji genetske varijabilnosti koja nastaje zbog promjena u nukleotidnom slijedu uslijed
djelovanja mutacija. Varijabilnost korisStenih genskih biljega mora biti u skladu s
taksonomskom razinom na kojoj se analiza provodi. Postoje dva osnovna tipa biljega: visoko
konzervirani i varijabilni. Visoko konzervirani genski biljezi prikladniji su u istrazivanjima na
vis§im taksonomskim kategorijama, odnosno Kkorisniji su u otkrivanju filogenetskih odnosa
izmedu udaljenijih skupina. Izrazito varijabilni biljezi koriste se u istraZivanjima na niZim
taksonomskim razinama, u otkrivanju filogenetskih odnosa nedavno odvojenih, blisko srodnih
skupina (Hwang i Kim, 1999). U filogenetickim rekonstrukcijama preporuca se koriStenje
viSe biljega koji su varijabilne brzine mutacija i razlicita porijekla (jezgrini, citoplazmatski,
spolno vezani...) (Emerson i Hewitt, 2005). Upotreba veceg broja genskih biljega doprinosi
vjerodostojnosti podatka i1 olakSava otkrivanje hibridizacije, lateralnog prijenosa gena,
umnozavanja pseudogena i slicnih procesa koji mogu rezultirati krivim zakljucima

(Bermingham i Moritz, 1998).

U zooloskim istrazivanjima koriste se genski biljezi iz jezgrine ili mitohondrijske
DNA (mtDNA). Najces¢e koriStena metoda za proucavanje animalnih populacija je analiza
mtDNA (Moritz,1994). MtDNA je kruZna dvolan€ana molekula veli¢ine izmedu 15 000 1 20
000 parova baza (pb), a nalazi se u matriksu mitohondrija. Funkcionalno se dijeli na
kodiraju¢u i nekodirajucu regiju. Kodiraju¢a regija mitohondrijskog genoma Zivotinja sadrzi
37 gena: dva za rRNA, 13 za proteine 1 22 za tRNA (Tzgaloff i Myers, 1986). Nekodirajuci
segment mitohondrijskog genoma je kontrolna regija, tzv. D-petlja, koja sadrzi ponavljajuce
sljedove i vazna je za inicijaciju transkripcije i replikacije. Naziva se i hipervarijabilnom

regijom jer akumulira toCkaste mutacije deset puta viSe nego jezgrina DNA (Hwang 1 Kim,
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1999). Karakteristike koje mtDNA ¢ine pogodnom za filogeneti¢ke analize su laka izolacija,
velik broj kopija, nasljedivanje po maj¢inoj liniji, nepostojanje rekombinacije i brza evolucija
u odnosu na jezgrinu DNA. Smatra se selekcijski neutralnom, a jednostavna geneticka
struktura bez ponavljaju¢e DNA, introna, transpozona i pseudogena pogodna je za razliCite
molekularne analize (Avise, 1987). Za filogeneticka istraZivanja od posebnog je znacaja da
mtDNA moze osigurati tzv. molekularni sat kojim se mjeri vrijeme proteklo od razdvajanja
taksona. Vrijeme divergencije taksona na temelju stupnja genetske divergencije moguce je
odrediti jer prema teoriji molekularnog sata, DNA sekvence nakupljaju promjene linearno u
vremenu (Zuckerkandl i Pauling, 1965). Medutim, postoje odstupanja od te teorije jer na
evolucijsku ratu odredenog organizma djeluje niz ¢imbenika. Bioloski ¢imbenici koji utjecu
na odstupanje od konstantne evolucijske rate su generacijsko vrijeme, veli¢ina populacije,
metabolizam, promjena u funkciji prouc¢avanih proteina, vrsno specifi¢ne razlike u svojstvima
koja utjeCu na replikaciju DNA, promjene u intenzitetu prirodnog odabira, veliina
organizma, temperatura tijela i nacin razmnozavanja (Wilke i sur., 2009). Stoga se u svrhu
to¢nije procjene vremena divergencije koriste modeli koji uzimaju u obzir razlike u
evolucijskoj rati izmedu pojedinih linija, tzv. relaksirani molekularni sat. Upotreba jezgrine
DNA ograni¢ena je sporijom evolucijom i rekombinacijama koje znacajno kompliciraju
analize podataka (Bermingham i Moritz 1998). Eventualni nedostaci koriStenja mtDNA u
filogenetic¢koj analizi su pracenje iskljucivo Zenske linije zbog uniparentalnog nasljedivanja te
moguénost krive interpretacije filogenetskih odnosa zbog umnaZanja nuklearnih
mitohondrijskih sekvenci (numt, eng. numts) koje su nehotice uvrstene u analizu. Nuklearne
mitohondrijske sekvence predstavljaju dijelove mitohondrijskog genoma koji se ugraduju u
genom jezgre. Nakon integracije mitohondrijske sekvence u genom jezgre ona se ponasa kao
pseudogen i brzina njene evolucije se smanjuje i postaje slicna onoj okolnih jezgrinih

sekvenci.

1.5. FILOGENETSKO STABLO

Cilj molekularno-filogenetickih analiza je rekonstrukcija srodnosti i odredivanje
vremena koje je proteklo od trenutka kada su organizmi dijelili zajedni¢kog pretka. Konacni
rezultat analiza je taksonomski dijagram poznatiji kao filogenetsko stablo koje prikazuje
evolucijske odnose izmedu odredenih taksona. Filogenetsko stablo predstavlja najvjerojatnije

stablo na osnovu unesenih parametara, modela i pretpostavki.
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Filogenetsko stablo sastoji se od &vorova i grana (Slika 6a). Cvorovi predstavljaju
taksonomske jedinice koje prou¢avamo, a mogu biti unutarnji (HTU, eng. hypothetical
taxonomic units) ili vanjski (OTU, eng. operational taxonomic units). Vanjski ¢vorovi
predstavljaju taksone koje proucavamo, a unutarnji njihove hipotetske zajednicke pretke.
Razlikujemo vanjske grane koje zavrSavaju taksonima koje proucavamo i unutarnje koje
povezuju taksone i njihovog hipotetskog pretka (Hall, 2007). Nacin grananja predstavlja
topologiju stabla tj. odnose medu jedinicama u smislu potomka i pretka. Filogenija s
bifurkatnim grananjima naziva se dihotomija, a filogenija s multifurkatnim grananjima
oznaCava politomiju. Politomija moze biti rezultat procesa radijacije u kojem je iz
ancestralnog taksona istovremeno evoluiralo vise razlicitih potomaka ili je znak nerazrijeSene

filogenije (Xiong, 2006).

Postoje dva osnovna tipa taksonomskih dijagrama: filogram i kladogram. U filogramu
duljina grana odrazava evolucijsku udaljenost, tj. predstavlja trajanje evolucijskih procesa u
razvojnoj liniji. Dulja grana oznacava da je od vremena odvajanja proslo vise vremena i da se
u makromolekuli nakupilo vise promjena. U kladogramu nema informacija o evolucijskoj
udaljenosti; vanjski ¢vorovi su postavljeni na jednakoj udaljenosti stoga takvo stablo

prikazuje samo topologiju (Xiong, 2006)

Filogenetsko stablo moze biti ukorijenjeno i neukorijenjeno (Slika 6b). Ukorijenjeno
stablo sadrzi jedinstveni ¢vor (korijen) koji predstavlja pretka svih taksonomskih jedinica koje
proucavamo. Stabla se ukorjenjuju pomocu vanjske skupine (eng. outgroup). Vanjska skupina
nije ¢lan analiziranog taksona, ali je s njim blisko srodna. Neukorijenjena stabla predstavljaju
srodstvene odnose izmedu taksona bez stvaranja hipoteza o zajednickim precima (Hall, 2007).
Ukorjenjivanje stabla je vazno jer omogucava razlikovanje ancestralnih (pleziomorfnih) i

izvedenih (apomorfnih) osobina, a vazno je i u objaSnjavanju karaktera evolucije.

a) taksoni b) C D
— e B
A C
A : : A
grana a B D
korijen
/e— Korijen Neukorijenjeno Ukorijenjeno

Slika 6. a) Osnovna shema i nazivlje filogenetskog stabla. b) Ukorijenjeno i neukorijenjeno stablo.

Preuzeto i prilagodeno iz Xiong (2006).
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U opisivanju filogenetskih odnosa izmedu taksonomskih jedinica filogenetskog stabla
razlikujemo monofiletsku, parafiletsku i polifiletsku grupu. Svi ¢lanovi unutar monofiletske
grupe potjecu od istog zajednickog pretka koji je karakteristican samo za tu grupu.
Monofiletska grupa definirana je sinapomorfijama i u sistematici se jo$ Cesto naziva kladij
(eng. clades). Parafiletska grupa definirana je pleziomorfijama i sadrzi najmladeg zajednickog
pretka, ali ne sadrzi sve potomke tog pretka. Polifiletska grupa sadrzi taksone koji nisu
evoluirali od istog zajednickog pretka i nastaje kao rezultat pogresne upotrebe homoplazijskih

karakteristika u izradi filogenetskih stabala (Li, 1997).

Veca vjerodostojnost rezultata molekularno-filogeneticke analize postize se
koristenjem veceg broja genskih biljega, ali i koriStenjem razli¢itih metoda za rekonstruiranje
filogenetskog stabla. Cetiri osnovna koraka u filogeneti¢koj analizi su visestruko sravnjivanje,
odredivanje supstitucijskog modela, rekonstrukcija filogenetskog stabla i analiza dobivenog
stabla (Baxevanis i Oullette, 2001). Metode za rekonstrukciju stabla mogu se podijeliti na
metode bazirane na matrici udaljenosti (eng. distance matrix) i metode bazirane na stanjima
karaktera (eng. character state). Mectode bazirane na matrici udaljenosti izraCunavaju set
udaljenosti medu parovima sekvenci i koriste samo te fiksne udaljenosti u daljnjim
proracunima. Metode bazirane na stanjima karaktera proucavaju nukleotide i aminokiseline
(stanja) na pojedinoj poziciji u sravnjenju (karakteri), kao i pojavu insercija i delecija (Li,
1997). Metode prema primijenjenoj strategiji za rekonstrukciju stabla dijelimo na metode koje
koriste strategiju postepenog Klasteriranja (eng. stepwise clustering) ili strategiju iscrpnog
pretrazivanja (eng. exhaustive research) (Baxevanis i Oullette, 2001). Sve metode ovise 0
postavljenom matemati¢kom modelu koji opisuje evoluciju proucavanih skupina. Najcesce

koristene metode filogenetske rekonstrukcije (Baxevanis i Oullette, 2001):

e Metoda susjednog sparivanja (NJ, eng. neighbor joining) (Saitou i Nei, 1987)
temelji se na matrici udaljenosti i koristi strategiju postepenog klasteriranja.
Princip podrazumijeva pronalazenje susjednih taksonomskih jedinica kako bi
se na kraju minimalizirala ukupna duljina stabla.

e Metoda najvece Stedljivosti (MP, eng. maximum parsimony) (Swoford, 2001)
temelji se na stanjima karaktera i1 koristi strategiju iscrpnog pretrazivanja.
Zasniva se na principu Okamove ostrice kod kojeg se najjednostavnija hipoteza
uvijek uzima kao najbolja tj. u okviru filogenetskog stabla nastoji pronaci

stablo za ¢iju je topologiju odgovoran minimalan broj evolucijskih promjena.
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e Metoda najvece vjerojatnosti (ML, eng. maximum likelihood) (Felsenstein,
1973, 1981) temelji se na stanjima karaktera i koristi strategiju iscrpnog
pretrazivanja kao i MP. Algoritam proucava vjerojatnost pojavljivanja svake
nukleotidne baze ili aminokiseline u ancestralnom izvoru i iz tih vrijednosti
rekonstruira vjerojatnost strukture stabla.

e Bayesian analiza (BA, eng. Bayesian analysis) (Mau i sur., 1999) je relativno
nova metoda stanja karaktera, a temelji se na spoznaji o tzv. naknadnim
vjerojatnostima (eng. posterior probabilities) tj. vjerojatnostima koje su

procijenjene na osnovu nekog evolucijskog modela (eng. prior expectation).

Koristenjem tradicionalnih filogeneti¢kih metoda, evolucijski odnosi izmedu taksona
prikazuju se pomocu filogenetskog stabla koje je dobar odabir za prikaz interspecificnih
evolucijskih odnosa. Medutim, osim standardnog prikaza pomocu stabla, odnosi se mogu
rekonstruirati izradom filogenetske mreze koja je bolji odabir za prikazivanje intraspecifi¢nih
evolucijskih odnosa (Posada 1 Crandall, 2001). Instraspecifi¢ni set podataka karakterizira
nizak stupanj razlicitosti koji rezultira manjim brojem znacajki za filogeneticke analize i
smanjenom statistickom snagom tradicionalnih filogenetickih metoda. Takoder su prisutni
ancestralni haplotipovi koji koegzistiraju s haplotipovima koji su iz njih nastali, ali i stvarna
politomija jer iz pojedina¢nog ancestralnog haplotipa Cesto nastaje vise razlicitih haplotipova
potomaka. Filogenetske mreZe uzimaju u obzir pretpostavke populacijske genetike u vezi
ucestalosti 1 geografske distribucije haplotipova. KoriStenjem haplotipske mreze izbjegnuto je
prisilno uklapanje podataka u dihotomsku strukturu, a moguce je dobiti uvid u ukupnu
raznolikost haplotipova, ucestalost pojedinog haplotipa, razli¢itost izmedu haplotipova

(genetska udaljenost) te uvid u izumrle ancestralne ili neuzorkovane haplotipove.

1.6. FILOGEOGRAFIJA

Filogeografija je ,podrucje istraZivanja koje se bavi principima 1 procesima koji
upravljaju geografskom distribucijom genealoskih linija unutar vrste te izmedu usko srodnih
vrsta® (Avise, 2000). Razvila se iz spoznaje da linije mtDNA u prirodnim populacijama ¢esto
imaju karakteristicnu geografsku distribuciju. Za analizu i1 interpretaciju koristi spoznaje iz
razli¢itih grana biologije, ali primarno se temelji na rezultatima molekularno-filogenetickih

analiza preko kojih proucava evolucijske odnose u geografskom kontekstu. Istrazivanjem
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genealogije gena mtDNA unutar vrsta postavljene su tri osnovne hipoteze filogeografije
(Avise, 1987):

1. ,,Vecina vrsta sastoji se od geografskih populacija ¢iji ¢lanovi zauzimaju

razli¢ite grane na intraspecificnom filogenetskom stablu.*

2. ,,Povijesnu pozadinu vrsta s ogranicenom ili plitkom filogeografskom
strukturom c¢ine uvjeti koji su pogodovali rasprostranjivanju te naseljavanje

regija u kojima nije bilo ¢vrstih, dugotrajnih zapreka toku gena.*

3. ,.Monofileticke grupe s izrazenim prekidima filogenetskog kontinuiteta
(filogenetskim jazovima) obi¢no nastaju zbog dugotrajne vanjske

(zoogeografske) barijere toku gena.*

Komparativna filogeografija pokuSava objasniti mehanizme koji su odgovorni za
filogeografske uzorke razlicitih vrsta na odredenom podru¢ju i utvrditi utjecaj zajednickih
povijesnih faktora. Usporedivanje uzoraka razlicitih vrsta i traZzenje podudaraju¢ih uzoraka
moze znacajno pomoc¢i u razrjeSavanju povijesti biogeografskih regija (Moritz i Faith, 1998).
Komparativna filogeografija smatra se jednim od nacina koji omogucava utvrdivanje utjecaja
geografije na genetsku komponentu raznolikosti kao jednog od elemenata pri odredivanju
prioriteta zaStite 1 gospodarenja (Moritz 1 Faith, 1998). Genetska raznolikost priznata je kao
komponenta prirodne bioloske raznolikosti i $titi je nekoliko medunarodnih konvencija i
zakona. Filogeneticke i filogeografske analize su odli¢ne za otkrivanje procesa koji su utjecali
ili utjeCu na genetski sastav vrste i njihovim ulaskom u polje konzervacijske biologije
omogucena je detekcija evolucijski znacajnih jedinica (ESU, eng. evolutionary significant
units), tj. populacija koje su reciproéno monofiletske za alele mtDNA i pokazuju znacajnu

divergenciju frekvencije alela na jezgrinom lokusu (Moritz, 1994).
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2. CILJEVI

e Utvrdivanje molekularno-filogenetskih odnosa populacija vrste H. holandrii analizom
nukleotidnih sekvenci mitohondrijskih gena za COIl i 16S rRNA.

e Utvrdivanje genetske udaljenosti izmedu razli¢itih populacija vrste H. holandrii.

e Metodom molekularnog datiranja procijeniti vremena medusobnog odvajanja

populacija vrste H. holandrii u evolucijskoj proslosti.
e Utvrdivanje filogeografskog uzorka vrste H. holandrii u Hrvatskoj te njegova

usporedba s filogeografskim uzorcima dosad analiziranih slatkovodnih vrsta na istom

podrudju.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Zivotinjski materijal

Molekularno-filogeneticke analize provedene su na uzorcima vrste Holandriana
holandrii sakupljenima na 11 lokaliteta terenskim istrazivanjima 2014. godine (Slika 7 i 8§,
Tablica 2). Za izradu ovog diplomskog rada prvotno su koriStene jedinke puza sakupljene na
terenskim istrazivanjima od 2006. do 2010. godine, ali zbog niza razloga, poput starosti
materijala, njegovog neadekvatnog skladiStenja, neprikladnosti kita i/ili postupka za izolaciju
DNA, oni nisu mogli biti koriSteni u daljnjoj analizi i time je koli¢ina i raznolikost uzoraka s

obzirom na lokalitete smanjena.

Iz sakupljenih jedinki sekcijom je izolirano tkivo stopala. Uzorci tkiva su konzervirani
u mikroepruvetama s 96 %-tnim etanolom i pohranjeni na +4 °C. Svakom uzorku tkiva
dodijeljena je jedinstvena oznaka u obliku slova i broja. Dio tkiva koriSten je za izolaciju
DNA, a ostatak je pohranjen na -80 °C u ,,Zbirku tkiva za geneticke analize® Hrvatskog

prirodoslovnog muzeja.
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Slika 7. Karta s ozna¢enim lokalitetima na kojima je provedeno skupljanje uzoraka.
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Slika 8. Pregled lokaliteta na kojima je vrseno uzorkovanje: a-Bregana; b-Cetina; c-Korana, d-Kupa;

e-Kupcina; f-Maja; g- Mreznica; h-Petrinj¢ica; i-Sava; j-Sutla; k-Una. Autor fotografija: I. Lajtner.
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Tablica 2. Popis populacija i uzoraka vrste H. holandrii koji su kori$teni u istraZivanju.

Vodotok

Lokalitet

GPS koordinate

Oznaka uzorka

Bregana

Grdanijci

5077313,35

432249,7

HGRD-2

HGRD-3

HGRD-4

HGRD-5

Cetina

Radmanove Mlinice

4810748,95

521204,5

HCET-1

HCET-2

HCET-3

HCET-4

Korana

Vukmanicki Cerovac

5030251,175

430455,35

HKOR-1

HKOR-2

HKOR-3

Kupa

Ozalj

5053250,45

420424,85

HKUP-1

HKUP-2

HKUP-3

Kupcina

Svrzevo

5060864,4

422618,725

HKPC-1

HKPC-2

HKPC-3

HKPC-4

HKPC-5

HKPC-6

Maja

Dolnjaki

5017448,7

470970,85

HDOL-1

HDOL-2

HDOL-3

HDOL-4

HDOL-5

MrezZnica

Generalski Stol

5023652,8

414430,45

HMRE-1

HMRE-2

HMRE-3

HMRE-4

HMRE-5

Petrinj¢ica

Prnjavor Cunti¢ki

5023160,95

483667,9

HPET-2

HPET-3

HPET-4

HPET-5

Sava

Klu¢ Brodovecki

5080774,15

436631,25

HSAV-1

HSAV-2

HSAV-3

HSAV-4

HSAV-5

10

Sutla

Zelenjak

5102478,4

4392541

HZEL-1

HZEL-2

HZEL-3

HZEL-4

HZEL-5

11

Una

Kozibrod

5001741,85

497615,9

HKOZ-1

HKOZ-2

HKOZ-3

HKOZ-4

HKOZ-5
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3.1.2. Kemikalije koriStene u molekularnim analizama

e Tag DNA polimeraza (Promega)

e 1 X GoTaq pufer (Promega)

e dNTP mixture (10mM) (Biobasic)

e agaroza: SeaKem LE agarose (Biozym)

o etidijev bromid (EtBr) (Amersham)

e TBE pufer za (0.089M Tris-HCI, 0.098 borna kiselina, 2 mM EDTA, pH 8.4)

e DNA standard za duljinu odsje¢aka DNA: SimplyLoad®100 bp DNA Ladder

(Lonza)

3.1.3. Kitovi za izolaciju dna

e EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit (BioBasic)

e One-Tube Tissue DNA Extraction Kit (BioBasic)

e GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
e QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

3.1.4. Oligonukleotidne pocetnice

Za uspjesno umnazanje odredenog odsjecka DNA lananom reakcijom polimeraze
(eng. Polimerase Chain Reaction, PCR) potrebno je prethodno odabrati pocetnice (eng.
primers) koje se dizajniraju pomocu rafunalnih programa ili ,,ruéno® (prema slijedu).
Pocetnice su kratke oligonukleotidne sekvence koje uokviruju odsjecak DNA kojeg Zelimo
umnoziti. Komplementarne su to¢no odredenom slijedu nukleotida u DNA 1 oznacavaju
mjesto na kojem ¢e DNA polimeraza zapoceti sintezu novog lanca. UspjeSno dizajnirane
pocetnice duljine su izmedu 18 do 24 pb, sadrzavaju oko 45 - 55 % G i C nukleotida te
zapocinju i zavrSavaju G ili C nukleotidom kako bi se osiguralo snaZnije sparivanje pocetnica
1 DNA kalupa. Prilikom njihove izrade potrebno je izbje¢i ponavljanja purinskih 1
pirimidinskih slijedova nukleotida te komplementarne sekvence dulje od 3 pb unutar samih
pocetnica i izmedu para pocetnica. Temperatura sparivanja (Ta, eng. annealing temperature)
treba iznositi izmedu 50 - 65 °C i biti manja za 5 °C od temperature taljenja (Tm, eng. melting

temperature) (He¢imovi¢, 2007).
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Univerzalne poc¢etnice LCO-1490 i HCO-2198 koristene u PCR reakciji za umnazanje
mitohondrijskog gena COIl preuzete su iz literature (Folmer i sur., 1994), a za 16S rRNA
koriStena je pocetnica LR-J-12887 (Simon i sur., 1994) te dizajnirana vrsno specifi¢éna
pocetnica Hol_16S_fw (Tablica 3).

Tablica 3. Pocetnice koristene u PCR reakcijama za COI i 16S rRNA.

Gen  Naziv pocetnice ‘ Sekvenca pofetnice 5'-3' Literatura
LCO-1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG FO'E‘;BL;““
col :
HCO-2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA FO'?&SU“’
Hol _16S_fw GTACTTTTTGCATCACGATTTAGC oo
16S istraZivanje
Simon i sur.,
LR-J-12887 CCGGTCTGAACTCAGATCACG (100
3.2. METODE

3.2.1 lIzolacija ukupne genomske i mitohondrijske DNA

Ukupna genomska DNA izolirana je iz tkiva stopala nekoliko jedinki po populaciji
koriStenjem tri razliCita kita za izolaciju zbog varijabilne kvalitete rezultata i prisutnosti
inhibitora: EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit (BioBasic), One-Tube Tissue
DNA Extraction Kit (BioBasic) i GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-
Aldrich). Kao najbolji kit za izolaciju ukupne genomske DNA pokazao se EZ-10 Spin
Column Genomic DNA Minipreps Kit (BioBasic) stoga je njime izolirana DNA iz veéine

uzoraka.

Prilikom umnazanja mitohondrijskih gena iz ukupne genomske DNA postoji opasnost
od umnazanja eventualno prisutnih nuklearnih paraloga, a time 1 pogreSne interpretacije
filogenetskih odnosa. Problem se moZe izbje¢i ukoliko se kao kalup za lancanu reakciju
polimerazom koristi pro¢is¢ena mitohondrijska DNA (Slika 9). U ovom istrazivanju mtDNA
izolirana je iz 1 jedinke po populaciji kombinacijom diferencijalnog centrifugiranja (Beckman
i sur., 1993) i komercijalnog kita. Prilikom diferencijalnog centrifugiranja potrebno je raditi
na ledu s otopinama koje su prethodno ohladene na +4 °C. Prvi korak u izolaciji bila je
homogenizacija tkiva u 1 ml otopine za homogenizaciju (25 mM saharoza, 100 Mm Tris-HClI,
10 mM EDTA, pH 7,4). Potom je uslijedilo centrifugiranje pri 1500%g/10min nakon ¢ega se

supernatant s mitohondrijima prenio u ¢istu mikroepruvetu i ponovno centrifugirao pod istim
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uvjetima. Nakon centrifugiranja i prenasanja supernatanta, mitohondriji su se istalozili
centrifugiranjem pri 13000%g/20 min. Zavr$ni korak bio je resuspendiranje taloga
mitohondrija u puferu za resuspendiranje stanica iz komercijalnog kita QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen). U svim izolacijama, ukupna genomska i mitohondrijska DNA eluirane

su u 50 ul pufera i spremljene na -20 °C do daljnje upotrebe.

Slika 9. Prikaz SCF dijagrama dobivenih odredivanjem slijeda nukleotida produkata reakcije PCR koji
su umnozeni iz istog uzorka (HCET-4). Kao kalup za PCR koriStena je ukupna genomska DNA (gore)

i pro¢is¢ena mtDNA (dolje). Strelice prikazuju dvostruke linije koje su posljedica prisutnosti numt-a.

Ukupna genomska DNA izolirana je iz tkiva stopala 51 jedinke puza, a mtDNA
izolirana je iz 13 jedinki. Elektroforezom na gelu provjerena je koli¢ina i kvaliteta izolirane
genomske DNA (Slika 10). U pojedinim uzorcima koncentracija inhibitora PCR reakcije bila
je previsoka stoga su za umnazanje putem PCR metode koriStene 10x razrijedene radne
otopine izolirane DNA. Vec¢ini uzoraka uspjesno je izolirana DNA zadovoljavajuce kvalitete i
koli¢ine.

HKOR-1 HKOR-2 LLULS S HKUP-2

u----

25_6_2014: genomska DNA

Slika 10. Agarozni gel nakon elektroforeze izolirane genomske DNA iz jedinki puzeva. DNA uzorci
pomijeSani su s bojom kako bi se lakSe pratio tijek elektroforeze. KoriSten je DNA standard

SimplyLoad®100 bp za odredivanje veli¢ine i kvalitete DNA.
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3.2.2. Lancana reakcija polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction)

Molekularno-filogenetski odnosi odredeni su na temelju analize fragmenata dva
genska biljega, mitohondrijskih gena za 16S rRNA i podjedinicu 1 citokrom C oksidaze
(COI). Pri tome su se fragmenti najprije umnozili putem lancane reakcije polimerazom
(PCR). PCR predstavlja brzu, specifi¢nu i osjetljivu metodu umnazanja odabranih sljedova
DNA u in vitro uvjetima, a odvija se u ciklusima koji ukljuuju tri osnovna koraka:
denaturacija kalupa DNA, specificno vezanje oligonukleotidnih pocetnica na jednolancane

DNA te sinteza komplementarnih lanaca DNA.

Reakcijska smjesa ukupnog volumena 50 pl sadrzavala je 1 X GoTaq pufera, 0.2 mM
svakog ANTP, 0.4 uM obje pocetnice, 1.25 U Taq DNA polimeraze i DNA kalup. Koli¢ina
DNA kalupa koja je koristena za PCR, nakon razrjedenja radne otopine 10x, iznosila je
otprilike 10 ng. Reakcijska smjesa nadopunjena je destiliranom vodom kako bi ukupni
volumen iznosi 50 pl. Prilikom svake PCR reakcije koristena je negativna kontrola koja nije
sadrzavala DNA kalup nego vodu, a sluzila je kao kontrola potencijalne kontaminacije

pojedinih kemikalija i pribora.

Prvi korak u PCR reakciji je razdvajanje komplementarnih lanaca DNA denaturacijom
pri temperaturi 95 °C. Slijedi sparivanje pocetnica s kalupom pri temperaturi 50 °C te
produljivanje lanaca pri 72 °C koja je optimalna za djelovanje Taqg polimeraze. Ova tri koraka
ponavljaju se ciklicki 35 puta Sto rezultira velikim brojem kopija Zeljenog produkta zbog
eksponencijalne prirode reakcije. PCR uvjeti prikazani su u Tablici 4. Posljednji korak je
hladenje uzoraka na temperaturu 4 °C kojim se omogucuje kratkoro¢no pohranjivanje

reakcijske smjese dok se reakcijske epruvete ne izvade iz PCR uredaja.

Tablica 4. Uvjeti PCR reakcije

Korak reakcije Temperatura/Trajanje
Pocetna denaturacija 95 °C/ 120s
Denaturacija 95°C/30s
Sparivanje pocetnica 50 °C/30s
Produljivanje lanca DNA 72 °C/90s
Zavr$no produljivanje lanca DNA 72 °C / 420s
Hladenje 4°C/ o
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3.2.3. Elektroforetsko razdvajanje fragmenata DNA

Uspjesnost reakcije PCR 1 veli¢ina dobivenih fragmenata DNA provjeravani su
elektroforezom u gelu agaroze. Elektroforeza je metoda koja omogucuje razdvajanje molekula
DNA pod utjecajem istosmjernog elektri¢nog polja. Negativno nabijene DNA molekule krecu
se od negativne katode prema pozitivnoj anodi. Na pokretljivost DNA utjeCe njena
molekularna masa i konformacija, koncentracija agaroze u gelu, jakost i smjer elektricnog

polja, prisutnost interkalirajucih boja te sastav pufera za elektroforezu.

Za potrebe ovog rada koristen je 1 %-tni gel agaroze pripravljen otapanjem 1 g
agaroze u 100 ml 1xTBE pufera uz dodatak 100 pl etidij bromida koncentracije 0,5 pg/ml.
Etidij bromid je boja koja omoguduje vizualizaciju fragmenata DNA pod UV svjetlom.

Njegove se molekule interkaliraju u DNA te pod UV svjetlom fluoresciraju narancasto.

Na gel se nanosilo 5 pl pojedinog uzorka. Elektroforeza se provodila u 1X TBE
puferu pri 120 V, u trajanju 30 minuta. Veli¢ina DNA fragmenata odredivana je pomocu
elektroforetskog standarda poznate veliCine fragmenata. Nakon elektroforeze gel je

vizualiziran na UV transiluminatoru i fotografiran digitalnim fotoaparatom (Slika 11 i 12).

T 89 10 K=

Slika 11. PCR produkti za gen za COI veli¢ine otprilike 700 pb nakon elektroforeze. U prvoj jazici
nalazi se DNA standard SimplyLoad®100 bp. U sljede¢im jazicama nalaze se PCR produkti.

Negativna kontrola K- nalazi se u posljednjoj jazici.

Slika 12. PCR produkti za gen za 16S rRNA veli¢ine otprilike 1100 pb nakon elektroforeze. U prvoj
jazici nalazi se DNA standard SimplyLoad®100 bp. U sljede¢im jazicama nalaze se PCR produkti.

Negativna kontrola K- nalazi se u posljednjoj jazici.
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3.2.4. Procis¢avanje i sekvenciranje

PCR produkti poslani su na proc¢is¢avanje i sekvenciranje u komercijalni servis
Macrogen Inc. (Amsterdam, Nizozemska). Sekvenciranje se odvijalo upotrebom LCO-1490 i
Hol 16S fw pocetnica koje su koriStene u amplifikaciji gena. Poslana su ukupno 63 PCR

produkta - 19 za 16S rRNA i 44 za COLl.
3.2.5. Racunalne analize nukleotidnih sekvenci
3.2.5.1. Uredivanje i sravnjivanje nukleotidnih sekvenci

Sekvence dobivene eksperimentalnom obradom oznacene su jedinstvenim oznakama
kao 1 u procesima izolacije i umnazanja. Autenti¢nost umnozenih i sekvenciranih nukleotidnih
sljedova provjerena je koriStenjem programa za lokalno sravnjenje BLAST (eng. Basic Local
Alignment Tool) (Altschul i sur., 1999). BLAST usporeduje eksperimentalno dobivenu
sekvencu sa sekvencama koje su dostupne u bazi NCBI. U filogeneticke analize i prikaz
evolucijskih odnosa uklju¢ene su i sve homologne sekvence vrste H. holandrii dostupne u
banci gena (www.ncbi.nlm.nih.gov.), kao i sekvence vrsta Melanopsis costata, Melanopsis
praemorsa, Melanopsis parreyssii, Semisulcospira libertina i Fagotia acicularis koje su

koriStene kao vanjska grupa, a pripadaju istoj natporodici kao i H. holandrii (Tablica 5, 6).

Tablica 5. Nukleotidne sekvence vrste H. holandrii i vanjskih grupa za gen COI, preuzete iz baze

GenBank, koristene u molekularno-filogenetickim analizama.

Naziv sekvence Pristupni broj Literaturni navod
Skadarsko jezero (MONF01) FJ652189 Falniowski i Smolen, (2009)
Skadarsko jezero (MONF02) FJ652190 Falniowski i Smolen, (2009)
Melanopsis costata FJ652186 Falniowski i Smolen, (2009)
Melanopsis parreyssii FJ652185 Falniowski i Smolen, (2009)
Melanopsis parreyssii FJ652186 Falniowski i Smolen, (2009)
Fagotia acicularis FJ652187 Falniowski i Smolen, (2009)
Fagotia acicularis FJ652186 Falniowski i Smolen, (2009)

Tablica 6. Nukleotidne sekvence vrste H. holandrii i vanjskih grupa za gen 16S rRNA, preuzete iz

baze GenBank, koriStene u molekularno-filogenetickim analizama.

Naziv sekvence Pristupni broj Literaturni navod
HolAlb,Skadarsko jezero AY010314 Lydeard i sur., (2002)
Melanopsis parreyssii FJ652186 Falniowski i Smolen, (2009)
Melanopsis praemorsa AY010315 Lydeard i sur., (2002)
Semisulcospira libertina NC_023364 Zeng i sur., (2013)
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Za pregledavanje i uredivanje eksperimentalno dobivenih sekvenci koristen je program
Bioedit 7.2.4. (Hall, 1999). Uredivanje sravnjenih sekvenci koriStenih u analizi ukljucivalo je
uklanjanje pocetnica te loSe o€itanih pocetaka i krajeva varijabilnih duljina kako bi u daljnjoj
analizi ostale samo filogeneticki informativne regije. Razlike u ocitanim nukleotidima
provjerene su pregledavanjem kromatograma pojedinih sekvenci. Sve pogreske sekvenciranja
su rucno ispravljene, a prisutne su u obliku pogresno ocitanog signala, preklapanja signala
dviju baza ili izostavljanja neke od baza. Sekvence lose kvalitete ili nedovoljne duljine

izostavljene su iz daljnje filogeneticke analize.

Nukleotidni sljedovi medusobno su sravnjeni u programu Bioedit 7.2.4 pomocu
ClustalW visestrukog sravnjivanja (Larkin i sur., 2007). Sravnjenja su napravljena zasebno za
grupu sekvenci za gen COI i 16S rRNA te za zdruzeni set podataka koji obuhvaca
konkatenirane sekvence dva razli¢ita mitohondrijska gena dobivena iz istih jedinki (COI+16S
rRNA). Nakon viSestrukog sravnjenja i uredivanja svih sekvenci utvrdeni su haplotipovi za
sva tri seta podataka. Haplotip predstavlja skupinu sekvenci s identicnim nukleotidnim
slijedom. Za filogeneticke analize, ovisno o genskom biljegu, pripremljena su tri seta

podataka: 16S rRNA, COI te 16S rRNA+COI.

Nakon pregleda dobivenih nukleotidnih sekvenci, u daljnjim analizama koristeno je
ukupno njih 12 za 16S rRNA i 44 za COI (Tablica 7 i 8). Ostale nukleotidne sekvence nisu

koristene zbog lose kvalitete ili prekratke duljine.

Nakon viSestrukog sravnjenja sekvence iz sva tri seta podataka (COI, 16S rRNA i
COI+16S rRNA) kolabirane su u jedinstvene haplotipove koriStenjem opcije ,,DNA fo
haplotype collapser and convertere online servisa FaBox v.1.41 (Villesen, 2007). Svaki
haplotip karakterizira jedinstveni nukleotidni slijed te izmedu sekvenci unutar istog haplotipa
ne postoji nikakva genetska udaljenost. U daljnjim molekularno-filogenetickim analizama
koriSteni su samo karakteristicni haplotipovi kojima su dati nazivi za lakSi prikaz na

filogenetskim stablima 1 mreZama.
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Tablica 7. Eksperimentalno dobivene nukleotidne sekvence za gen COI koriStene u molekularno-
filogenetickim analizama. Sekvence za koje je kao PCR kalup koriStena i genomska i procis¢ena

13

mtDNA oznacene su oznakom ,,*.

Broj Vodotok Naziv sekvence
1 Bregana HGRD-3
2 Bregana HGRD-4*
3 Bregana HGRD-5
4 Cetina HCET-2

5 Cetina HCET-3

6 Cetina HCET-4*
7 Korana HKOR-1*
8 Korana HKOR-2*
9 Korana HKOR-3
10 Kupa HKUP-1*
11 Kupa HKUP-2*
12 Kupa HKUP-3
13 Kupéina HKPC-4
14 Kupcina HKPC-5
15 Kupcina HKPC-6
16 Maja HDOL-3*
17 Maja HDOL-4
18 Maja HDOL-5

19 Mreznica HMRE-1
20 Mreznica HMRE-4
21 Mreznica HMRE-5
22 Petrinj¢ica HPET-3*
23 PetrinjCica HPET-4
24 PetrinjCica HPET-5

25 Sava HSAV-3
26 Sava HSAV-4*
27 Sava HSAV-5
28 Sutla HZEL-3*
29 Sutla HZEL-4
30 Sutla HZEL-5
31 Una HKOZ-1
32 Una HKOZ-3
33 Una HKOZ-5
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Tablica 8. Eksperimentalno dobivene nukleotidne sekvence za gen 16S rRNA koriStene u

molekularno-filogeneti¢kim analizama.

Broj AV/ol0[0)10] ¢ Naziv sekvence
1 Bregana HGRD-3
2 Cetina HCET-1
3 Korana HKOR-2
4 Kupa HKUP-1
5 Kupcina HKPC-5
6 Maja HDOL-3
7 MreZnica HMRE-4
8 PetrinjCica HPET-3
9 Sava HSAV-3
10 Sutla HZEL-3
11 Una HKOZ-3
12 Una HKOZ-5

3.2.5.2 Filogeneticke i filogeografske analize sekvenci

Filogeneticke analize provedene su na sva tri seta podataka sljede¢im statistickim
metodama: metoda Bayesian-ovog zaklju¢ivanja (BA, eng. Bayesian analysis), najvece
Stedljivosti (MP, eng. maximum parsimony), analiza najveée vjerojatnosti (ML, eng.
maximum likelihood te susjednog sparivanja (NJ, eng. neighbour joining). Programi koristeni
za analize sravnjenih sekvenci i rekonstrukciju filogenetskih stabala su MEGA6 (Tamura i
sur., 2013) za NJ, ML i MP analize te MrBayes (Ronquist i Huelsenbeck, 2003) za BA

analizu.

Rekonstrukciji filogenetskog stabla prethodi odabir optimalnog evolucijskog modela
za svaki genski biljeg. Evolucijski ili nukleotidni supstitucijski modeli pretpostavljaju kojim
je nacinom doSlo do nukleotidnih promjena u sekvencama tijekom evolucijske proslosti.
Primjena razlicitih evolucijskih modela rezultira razliitim rezultatima filogenetickih analiza.
Statisticka testiranja odabiru model koji najbolje pristaje uz analizirane podatke, a mogu se
podijeliti u dvije skupine: hijerarhijski test udjela vjerojatnosti (hLRT, eng. hierarchical
likelihood ratio test) te informacijski kriterij (IC, eng. inforamtion criteria). U ovom radu
najpovoljniji evolucijski model za sva tri seta podataka odabran je u programu jModelTest
2.1.5. (Darriba i sur., 2012) prema Bayesian informacijskom kriteriju (BIC, eng. Bayesian
information criterion) (Tablica 7). Odabrani modeli koriSteni su u ML i BA analizi, prilikom

izracuna nekorigiranih 1 korigiranih udvojenih distanci te u procjeni vremena divergencije.
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Tablica 9. Evolucijski modeli za COI, 16S rRNA i COI+16S rRNA. HKY (Hasegawa-Kishino-Yano)

i TPM3 (Tamura 3 - parameter) uz predlozenu G (gama distribucija ucestalosti varijacija medu

ostacima).
Set podataka Evolucijski model Literaturni navod
Ccol HKY+G Hasegawa i sur., (1985)
16S rRNA TPM3+G Tamura (1992)
COI+16S TPM3+G Tamura (1992)

Unutarvrsne nekorigirane udvojene (PD, eng. p-distance, uncorrected pairwise
distance) i korigirane (K2P, eng. corrected distances, Kimura two-parameter distance )
genetske udaljenosti izracunate su za svaki set podataka u programu MEGAG6. Udvojene
distance prikazuju genetske udaljenosti izmedu populacija i predstavljaju udio nukleotidnih
mjesta na kojima se usporedivane sekvence razlikuju. Racunaju se dijeljenjem broja razlika s
ukupnim brojem nukleotida u usporedivanim sekvencama (Nei i Kumar, 2000). Takoder, uz
pomo¢ programa MEGAG6, odredene su vrijednosti sacuvanih mjesta (C; eng. conserved
sites), varijabilnih mjesta (V, eng. variable sites) te parsimonijski informativnih mjesta (Pi,

parsimony informative sites) za svaki set podataka.

U provedenim filogenetickim analizama kao podr$ka grananja unutar stabla koriStena
je metoda bootstrap. Podrska za grananja unutar filogenetskih stabala odredena je na temelju
1000 bootstrap ponavljanja za MP i ML analizu te na 5000 bootstrap ponavljanja za NJ

analizu. Kao podrska u BA analizi koristena je metoda posterior probability.

Parametri analiza za sva tri seta podataka postavljeni su na isti na¢in. U NJ metodi
koriStene su udvojene distance, a kao tipovi mutacija u analizu su uklju€ene tranzicije 1
transverzije. Filogenetsko stablo u MP metodi dobiveno je Subtree-Pruning-Regrafting (SPR)
algoritmom pri ¢emu je razina pretrage iznosila jedan, a inicijalno drvo dobiveno nasumi¢nim
dodavanjem sekvenci u 10 replika. U analizi statistictkom metodom ML za sva tri seta
podataka koriSteni su prethodno navedeni supstitucijski modeli, a heuristicka metoda odabira
stabala je Nearest-Neighbor-Interchange (NNI). U BA metodi prvih 20 % stabala iskljuceno
je iz analiza kao burn in. Frekvencija baza, uestalost supstitucije, gamma shape parametar te

udio nepromjenjivih mjesta, podeseni su prema vrijednostima dobivenim jModelTest-om.

U tradicionalnim filogenetskim metodama evolucijski odnosi izmedu taksona
prikazuju se pomocu filogenetskog stabla, medutim za prikazivanje intraspecificnih

evolucijskih odnosa €esto je prikladniji 1 to¢niji prikaz u obliku filogenetskih mreza (Posada 1
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Crandall, 2001). U ovom istrazivanju filogenetske mreze konstruirane su metodom statisticke
parsimonije (eng. statistical parsimony) (Templeton i sur., 1992) u programu TCS1.21
(Clement i sur., 2000) i u Network v.4.613 programu koriStenjem median-joining (MJ)
metode (Bandelt i sur., 1999).

Vrijeme divergencije odredeno je koriStenjem programskog paketa BEAST v1.7.4
(Drummond i sur., 2012) na temelju Bayesian evolucijske analize. Procjena vremena
divergencije radena je za COI set podataka s obzirom da za taj gen u Gastropoda postoje
objavljene substitucijske rate (molekularni sat) s intervalima 95 % pouzdanosti pod razli¢itim
evolucijskim modelima (Wilke 1 sur. 2009). Najpovoljniji evolucijski model HKY+G odreden
je u programu jModeltest prema BIC kriteriju. Medutim, za taj model ne postoji kalibracija
stoga je koriSten sljede¢i optimalan model HKY (Hasegawa-Kishino-Yano). Hipoteza
molekularnog sata testirana je metodom najvece vjerojatnosti u programu MEGAG. S obzirom
da je hipoteza molekularnog sata bila odbacena, koriSten je model nekoreliranog relaksiranog
molekularnog sata (Lognormal uncorrelated relaxed clock). Primjenjena je prosje¢na
substitucijska rata od 0,0132 mutacije/mjestu/milijun godina uz standardnu devijaciju od
0,0022, HKY substitucijski model, te coalescent constant size tree prior. Analiza je
provedena tijekom 10 milijuna generacija s uzorkovanjem svakih 1000 generacija, a prvih
1000 (10 %) uzorkovanih stabala izbaceno je iz analize (burn-in). Pouzdanost analize
provjerena je u programu Tracer v.1.5 (Rambaut i Drummond, 2009). Programom
TreeAnnotator v1.7.2 (Drummond i sur., 2012) generirano je konsenzus filogenetsko stablo s

izraCunatim vremenima divergencije.

Nakon provedenih analiza, dobivena filogenetska stabla su vizualizirana i uredivana

racunalnim programom FigTree 1.4.2. (Rambaut, 2012) te medusobno usporedena.
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4. REZULTATI

4.1. SRAVNJIIVANJE NUKLEOTIDNIH SEKVENCI

Ukupne duljine sravnjenih nukleotidnih sljedova iznosile su: 631 nukleotid za COl,
917 nukleotida za 16S rRNA i 1548 nukleotida za konkatenirani set COI+16S rRNA.
Vrijednosti sacuvanih, varijabilnih te parsimonijski informativnih mjesta za svaki set
podataka navedene su u Tablici 10.
Tablica 10. Broj analiziranih nukleotida za svaki set podataka (COI, 16S rRNA, COI+16S rRNA) s

pripadaju¢im vrijednostima sacuvanih mjesta (C, eng. conserved sites), varijabilnih mjesta (V, eng.

variable sites) te parsimonijski informativnih mjesta (Pi, eng. parsimony informative sites).

Broj analiziranih

Genski biljeg nukleotida
Col 631 590 41 32
16S rRNA 917 884 24 12
COI+16S rRNA 1548 1485 | 54 33

Utvrdeno je ukupno devet razli¢itih haplotipova gena 16S rRNA te 17 haplotipova
gena COl, dok su konkatenirani COI1+16S rRNA sljedovi rezultirali s 11 razli¢itih haplotipova.
(Tablica 11, 12 i 13). Geografska rasprostranjenost i ucestalost pojedinih haplotipova za gen

COI prikazana je filogenetskom mrezom izradenom u programu TCS.
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Tablica 11. Haplotipovi gena za COI

Broj Oznaka haplotipa Sekvence
HKUP-2
HKPC-6
1 Al HKPC-4
HKPC-5
HKOZ-5
2 A2 HKUP-1
3 A3 HKUP-3
HKOR-1
HKOR-2
4 Ad HKOR-3
HMRE-5
HKOZ-3
HMRE-4
5 AS HMRE-1
6 A6 HKOZ-1
7 A7 MONFOL
8 A8 MONFO02
HZEL-5
HGRD-5
9 B1 HGRD-4
HGRD-3
HSAV-5
HZEL-3
10 B2 HZEL -4
HPET-3
11 B3 HPET-4
HPET-5
12 B4 HDOL-3
HDOL-4
13 BS HDOL-5
14 B6 HSAV-3
15 B7 HSAV-
HCET-3
16 1 HCET-2
17 C2 HCET-4
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Tablica 12. Haplotipovi gena za 16S rRNA

Broj  Oznaka haplotipa Sekvence

HKOZ-5
1 al HKPC-5

HMRE-4
2 a2 HKUP-1
3 a3 HKOZ-3
4 ad HKOR-4

HGRD-3
S bl HSAV-3
6 b2 HZEL-3
7 b3 HPET-3
8 b4 HDOL-3
9 cl HCET-1

Tablica 13. Haplotipovi konkateniranih COl i 16S rRNA sekvenci

Broj ‘Oznakahaplotipa Sekvence

HKPC-5
1 Alal HKOZ-5
2 A2a2 HKUP-1
3 Ada3 HKOZ-3
4 Adad HKOR-2
5 Ab5al HMRE-4
6 Blb1 HGRD-3
7 B2b2 HZEL-3
8 B3b3 HPET-3
9 B4b4 HDOL-3
10 B7b1 HSAV-3
11 Clcl HCET-3




4.2. FILOGENETICKE I FILOGEOGRAFSKE ANALIZE SEKVENCI

Analizom dobivenih filogenetskih stabala i mreza uoceno je da se haplotipovi
analiziranih sekvenci grupiraju u tri grupe kod gena za COIl i u cetiri grupe kod gena za 16S
rRNA. Grupama haplotipova proizvoljno su dodijeljena imena A, B, C i D.

4.2.1. Analiza gena za COI

Za izradu filogenetskih stabala temeljenih na genu za COI koriSteni su
eksperimentalno dobiveni haplotipovi i sekvence preuzete iz banke gena. U analizu su
ukljucene i sekvence vrsta Melanopsis costata, M. praemorsa, M. parreyssii i Fagotia

acicularis koje su koristene za ukorjenjivanje stabla.

Sve cetiri metode (NJ, MP, ML i1 BA) rekonstrukcije evolucijskih odnosa na temelju
molekularnog biljega COI rezultirale su filogenetskim stablima sa slicnom topologijom,
podrzanos$cu i duljinom grana. U rezultatima je prikazano stablo konstruirano NJ metodom
koje prikazuje vrijednosti bootstrap podrske vece od 70 % za NJ, MP, ML metodu i
vrijednost posterior probability podrske vece od 90 % za BA metodu (Slika 13).

Topologiju stabala karakterizira postojanje tri, uglavnom dobro podrzane, grupe
unutar vrste H. holandrii: grupa A koja obuhvaca uzorke iz Kupe, Kup¢ine, Korane, Mreznice
1 Une, grupa B koja obuhvaca uzorke iz Maje, PetrinjCice, Bregane, Sutle 1 Save te grupa C
koja obuhvaca uzorke iz rijeke Cetine. B grupa nije podrzana samo u BA, a grupa A u MP i
BA analizi. Filogenetski odnosi izmedu tri glavne grupe nisu se uspjeli razrijesiti niti jednom
koriStenom filogenetskom metodom pa se mogu opisati kao nerazrijeSena trihotomija. Unutar
filogenetske grupe B, s visokom podrzanos$cu, jasno se odvajaju dvije evolucijski odijeljene
podgrupe BI (Maja, Petrinj¢ica) i BII (Bregana, Sutla, Sava). Sekvence uzoraka H. holandrii
iz Skadarskog jezera preuzete iz banke gena predstavljaju u svim metodama i na svim
stablima visoko podrzanu odijeljenu podgrupu unutar grupe A. Filogenetski odnosi unutar
grupe A nisu razrijeSeni, tj. odvajanje podgrupa je jako slabo podrzano. S izuzetkom
podgrupe iz Skadarskog jezera, haplotipovi unutar grupe A nisu geografski korelirani -

haplotipovi s istih lokaliteta pojavljuju se unutar razlic¢itih podgrupa.
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Filogenetska mreza konstruirana je metodom statisticke parsimonije s grani¢nom
vrijednosti vjerojatnosti od 95 % na uzorku istrazivanih haplotipova i sekvenci vrste H.
holandrii iz Skadarskog jezera koje su preuzete iz banke gena. Na TCS filogenetskoj mrezi
jasno se moze vidjeti postojanje tri zasebne skupine haplotipova koje odgovaraju grupama A,
B i1 C (Slika 14). Jedna skupina povezuje jedinke iz BI i BII podgrupe koje su medusobno
odijeljene sa sedam mutacijskih koraka. Druga skupina povezuje haplotipove grupe A i u njoj
je izrazeno izdvajanje haplotipa iz Skadarskog jezera s pet mutacijskih koraka. Haplotipovi iz
rijeke Cetine jasno se izdvajaju kao zasebna tre¢a skupina. Geografska rasprostranjenost i
ucestalost haplotiva prikazana je na Slici 15. Isti rezultati dobiveni su koriStenjem MJ metode
koja rezultira povezivanjem svih haplotipova u jedinstvenu mrezu unutar koje se moze
izdvojiti postojanje tri odvojene skupine koje odgovaraju trima evolucijski odijeljenim
grupama A, B i C (Slikal6).
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A2 (Kupa) ]

COI 90/86/87/- A3 (Kupa)

A4 (Korana, Mreznica, Una)
99/99/99/0.97 A
A8 (Skadarsko jezero, FJ652190)

A6 (Una)
86/82/86/-
P A1 (Kupa, Kupc€ina, Una)

A5 (Mreznica)

C1 (Cetina)
—{1 00/99/99/0.97

C2 (Cetina)
B3 (Petrinjcica)
B4 (Maja)

A7 (Skadarsko jezero, FJ652189)
96/-/89/- +
—

100/100/100/1.0

99/90/98/- B1 (Bregana, Sutla, Sava)

98/97/98/0.93] B2 (Sutla)
B6 (Sava)
B7 (Sava)

100/100/100/1.0 I Melanopsis parreyssii (FJ652186)

100/100/100/1.0 Melanopsis parreyssii (FJ652185)
r Fagotia acicularis (FJ652187)
AR Fagotia acicularis (FJ652188)

Melanopsis costata (FJ652186)

w8

o

23

&S

Vm
T (O] ]

0.02

Slika 13. NJ filogenetsko stablo dobiveno analizom gena COI. Na granama su redom oznacene:
bootstrap vrijednosti za NJ, MP, ML metodu te vrijednosti posterior probability podr§ske BA metode.
Pri tome ,,** oznacava da grananje ne postoji u odredenoj metodi, a ,,-* da grananje nije podrzano u
odredenoj metodi. Duljina grana sukladna je broju supstitucijskih promjena (mjerna crta oznacava

0,02 supstitucije).
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Kupc€ina, Svrzevo

Kupa, Ozalj

Una, Kozibrod

Mreznica, Generalski Stol
Korana, Vukmanicki Cerovac
Skadarsko jezero, Donji Murici
Cetina, Radmanove mlinice

Petrinjgica, Prnjavor Cunticki

L N NORCRONONCN X J

Maja, Dolnjaki

@ Sutla, Zelenjak

@ Bregana, Grdanjci
@ Sava, Kljué Brdovecki

C2

Slika 14. Filogenetska mreza konstruirana metodom statisticke parsimonije (TCS mreza) prikazuje

geografsku rasprostranjenost i ucestalost pojedinih haplotipova gena za COI.
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Slika 15. Filogenetska mreza dobivena metodom statisti¢ke parsimonije (TCS mreZa) na temelju
haplotipova gena za COI. Veli¢ina ovala odgovara ucestalosti haplotipa, bijele tocke predstavljaju
haplotipove koji nedostaju (heuzorkovane ili izumrle haplotipove), a crtice oznafavaju broj
mutacijskih koraka.
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Slika 16. Filogenetska mreza dobivena metodom MJ na temelju haplotipova gena za COI. Veli¢ina
ovala odgovara ucestalosti haplotipa, crne toCke predstavljaju ancestralne ¢vorove koji nisu prisutni u

uzorku (eng. median vectors) , a brojevim oznacavaju broj mutiranih pozicija u sekvencama.
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Iz dobivenih vrijednosti nekorigiranih udvojenih (PD) i korigiranih (K2P) genetskih
udaljenosti izracunat je njihov raspon unutar i izmedu pojedinih grupa te podgrupa koje su se
na filogenetskom stablu odvojile kao zasebne skupine (Tablica 14). Vrijednosti PD i K2P
gotovo su jednake. Raspon unutargrupne vrijednosti PD i K2P prema genu za COl iznosi 0,0 -
1,8 %, pri ¢emu je najvisa vrijednost genetske udaljenosti zabiljeZena unutar grupe B (1,8 %).
Raspon medugrupnih vrijednosti PD i K2P u genu za COI je od 2,1 - 3,3 %, pri ¢emu su
najvise vrijednosti genetske udaljenosti izmedu grupe A i B (3,3 %) te grupe B i C (3,2 %).

Najniza vrijednost genetske udaljenosti od 2,1 % uocena je izmedu grupe A 1 C.

Na filogenetskom stablu, unutar grupe B, uoceno je visoko podrzano razdvajanje
podgrupa BI i BII stoga je izmedu njih izraCunat raspon vrijednosti PD 1 K2P genetskih
udaljenosti koji iznosi 1,1 - 1,8 % (Tablica 15).

Tablica 14. Prikaz raspona vrijednosti (u postotcima) nekorigiranih (ispod dijagonale) i korigiranih

genetskih udaljenosti (iznad dijagonale, osjenc¢ane plavo) unutar i izmedu grupa A, B i C.

A B C
A 00-13 2133 2129
0,0-1,3
B 0,2-1,7 2,7-3,2
2,1-33 0,2-1,7
C 0,2

2,129 2,7-32 0,2

Tablica 15. Prikaz raspona vrijednosti (u postotcima) nekorigiranih (ispod dijagonale) i korigiranih

genetskih udaljenosti (iznad dijagonale, osjenc¢ane plavo) unutar i izmedu podgrupa Bl i BII.

Bl Bl
BI 0203 11-18
0,2-0,3
Bl 0,3-0,6
1,1-1,7 0,3-0,6
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4.2.2. Analiza gena za 16S rRNA

Za izradu filogenetskih stabala koja se temelje na genu za 16S rRNA koriSteni su
eksperimentalno dobiveni haplotipovi i sekvence preuzete iz banke gena. U analizu su
ukljucene i sekvence vrsta Melanopsis praemorsa, M. parreyssii i Semisulcospira libertina

koje su koriStene za ukorjenjivanje stabala.

Sve Cetiri metode (NJ, MP, ML i BA) rekonstrukcije evolucijskih odnosa na temelju
molekularnog biljega 16S rRNA rezultirale su filogenetskim stablima sa slicnom topologijom,
podrzanoscu i duljinom grana. U rezultatima je prikazano stablo konstruirano NJ metodom
koje prikazuje vrijednosti bootstrap podrske veée od 70 % za ML, MP i NJ metodu te
vrijednost posterior probability podrske vec¢e od 90 % za BA metodu (Slika 17).

Sva filogenetska stabla karakterizira nerazrijeSena politomija dobro podrzane grupe B
koja obuhvaca uzorke iz Maje, Petrinjcice, Bregane, Sutle 1 Save te 1 svih ostalih haplotipova
unutar vrste H. holandrii (uzorci iz Kupe, Kupéine, Korane, Mreznice, Une, Cetine te
Skadarskog jezera). Podgrupe unutar grupe B, BI (Maja, Petrinj¢ica) i BII (Bregana, Sutla,
Sava) veé¢inom su nepodrzane ili tek slabo podrzane. Usporedbom filogenetskih stabala i
mreZa konstruiranih na temelju gena za 16S rRNA ipak je naznaceno izdvajanje triju zasebnih
grupa: grupe A s uzorcima iz Kupe, Kupcine, Korane, Mreznice i Une, grupe C s uzorkom iz

Cetine i grupe D koja predstavlja preuzetu sekvencu vrste H. holandrii iz Skadarskog jezera.

Za razliku od filogenetske mreze za gen COI, analiza gena za 16S rRNA u programu
TCS rezultirala je povezivanjem svih haplotipova u jedinstvenu parsimonijsku mrezu unutar
koje se moze vidjeti postojanje Cetiri skupine koje odgovaraju grupama A, B, C 1 D (Slika 18).
Analiza gena za 16S rRNA izdvojila je skadarski uzorak kao posebnu liniju koja je od ostalih
odvojena za osam mutacijskih koraka. Haplotip iz rijeke Cetine takoder se odvaja kao zasebna
linija. KoriStenjem MJ metode konstruirana je jedinstvena mreza unutar koje se moze izdvojiti
postojanje Cetiri odvojene skupine koje odgovaraju Cetirima evolucijski nezavisnim grupama

A, B, Ci D (Slika 19).
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1 68 rRNA a4 (Korana)
a2 (Kupa) A
a3 (Una)

a1l (Una, Kupgina, Mreznica)

TITel_ d1(Skadarsko jezero, AY010314)

-

-I-I*P,

— c1 (Cetina)
b4 (Maja)
76/84/-/0.92
b3 (Petrinjcica) (Petrinjcica)
100/98/99/0.99 b1 (Bregana, Sava)
-I-184/-
b2 (Sutla)

Melanopsis parreyssii (FJ652186)
+ M. praemorsa (AY010315)

Semisulcospira libertina (NC_023364)

100/100/100/1.0

]

0.02

Slika 17. NJ filogenetsko stablo dobiveno analizom gena 16S rRNA. Na granama su redom oznacene:
bootstrap vrijednosti za NJ, MP, ML metodu te vrijednosti posterior probability podr§ke BA metode.
Pri tome ,,** oznacava da grananje ne postoji u odredenoj metodi, a ,,-* da grananje nije podrzano u
odredenoj metodi. Duljina grana sukladna je broju supstitucijskih promjena (mjerna crta oznacava

0,02 supstitucije).
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B

Slika 18. Filogenetska mreza dobivena metodom statistiCke parsimonije (TCS mreza) na temelju
haplotipova gena za 16S rRNA. Veli¢ina ovala odgovara udestalosti haplotipa, bijele tocke

predstavljaju haplotipove koji nedostaju, a crtice oznacavaju broj mutacijskih koraka.
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Slika 19. Filogenetska mreza dobivena metodom MIJ na temelju haplotipova gena za 16S rRNA.
Veli¢ina ovala odgovara ucestalosti haplotipova, crne to¢ke predstavljaju ancestralne ¢vorove koji nisu

prisutni u uzorku (eng. median vectors), a brojevi ozna¢avaju broj mutiranih pozicija u sekvencama.
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Iz dobivenih vrijednosti PD 1 K2P izraunat je njihov raspon unutar i izmedu pojedinih
grupa te podgrupa koje su se na filogenetskom stablu odvojile kao zasebne skupine (Tablica
16). Vrijednosti PD i K2P gotovo su jednake. Raspon unutargrupne vrijednosti PD i K2P
prema genu za 16S rRNA iznosi 0,0 - 0,3 %, pri ¢emu je najvisa vrijednost genetske
udaljenosti zabiljeZena unutar grupe B (0,3 %). Raspon medugrupnih vrijednosti PD 1 K2P
prema genu za 16S rRNA je od 0,5 - 1,6 %, pri ¢emu su najvise vrijednosti genetske
udaljenosti izmedu grupe B 1 D (1,6 %) te grupe A i B (1,4 %). Najniza vrijednost genetske

udaljenosti od 0,5 % uocena je izmedu grupe A i C.

Na filogenetskom stablu, unutar grupe B, uo¢eno je visoko podrzano razdvajanje
podgrupa BI i BII stoga je izmedu njih izraCunat raspon vrijednosti PD 1 K2P genetskih
udaljenosti koji iznosi 0,3 - 0,4 % (Tablica 17).

Tablica 16. Prikaz raspona vrijednosti nekorigiranih (ispod dijagonale) i korigiranih genetskih

udaljenosti (iznad dijagonale, osjencane plavo) unutar i izmedu grupa A, B i C.

A B C D

A 0,1-02 1114 0506 0,6-0,7
0,1-0,2

B 0203 1113 15-16
1,1-1,4 0,2-0,3

C 0 0.8
0506 11-12 0

D 0
0,6-0,7 15-16 0.8 0

Tablica 17. Prikaz raspona vrijednosti nekorigiranih (ispod dijagonale) i korigiranih genetskih

udaljenosti (iznad dijagonale, osjencane plavo) unutar i izmedu podgrupa Bl i BII.

Bl =11
Bl 0,2 0,3-0,4
0,2
Bl 0,1
0,3-0,4 0,1
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4.2.3. Analiza konkateniranih COI+16S rRNA

Za izradu filogenetskih stabala, koja se temelje na konkateniranom setu COI+16S
rRNA, koristeni su eksperimentalno dobiveni haplotipovi i sekvence preuzete iz banke gena.
U analizu su uklju¢ene i sekvence vrsta Melanopsis praemorsa, M. parreyssii i

Semisulcospira libertina koje su koriStene za ukorjenjivanje stabala.

Sve Cetiri metode (NJ, MP, ML i BA) rekonstrukcije evolucijskih odnosa na temelju
spojenih molekularnih biljega COI+16S rRNA rezultirale su filogenetskim stablima sa
slicnom topologijom, podrzanos¢u i duljinom grana. U rezultatima je prikazano stablo
konstruirano NJ metodom koje prikazuje vrijednosti bootstrap podrske veée od 70 % za ML,
MP i NJ metodu te vrijednost posterior probability podrske vec¢e od 90 % za BA metodu
(Slika 20).

Topologiju svih filogenetskih stabala karakterizira nerazrijeSena trihotomija grupa A i
B te uzorka iz Cetine, s tim da je samo B grupa dobro podrZzana u svim metodama
filogenetske rekonstrukcije. Grupa A podrzana je samo u NJ metodi, dok se u stablu
konstruiranom BA metodom niti ne pojavljuje kao jedinstvena grupa. S obzirom na slabu
podrzanost A grupe, rezultat analiza 1 ovdje je nerazrijeSena politomija kao §to je ranije
opisano za 16S rRNA, za razliku od koje se ipak uocava visoko podrzano odvajanje grupe B u

dvije evolucijski odvojene podgrupe BI (Maja, Petrinj¢ica) i BII (Bregana, Sutla, Sava).

Na filogenetskoj mreZi koja je konstruirana metodom statisticke parsimonije moze se
vidjeti postojanje tri zasebne skupine haplotipova koje odgovaraju grupama A, B i C (Slika
21). Jedna skupina sadrzi jedinke iz BI i1 BII grupe, druga skupina obuhvacéa haplotipove
grupe A, a uzorak iz Cetine pojavljuje se kao neovisna linija. Isti rezultati dobiveni su
koriStenjem MJ metode koja je povezala sve haplotipove u jedinstvenu mrezu unutar koje se
moze izdvojiti postojanje dvije odvojene skupine 1 haplotipa iz Cetine koje odgovaraju trima

evolucijski nezavisnim grupama A, B i C (Slika 22).
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COIl + 16S rRNA [A4a3 (Una) —

93/-/190/- § Ada4 (Korana)
99/-/-*]- A2a2 (Kupa) A
rrr ) [ 1g3Kuptina, Una
A5a1(Mreznica)

C1c1 (Cetina)

B3b3 (Petrinjtica) [ |
-{99/99/99/1 0 BI
B4b4 (Maja)
100/98/95/99] B1b1(Bregana)
B2b2 (Sutla) BII
B7b1 (Sava) (-

Melanopsis parreyssii (FJ652186)
+ M. praemorsa (AY010315)

Semisulcospira libertina (NC_023364)

o)

100/100/100/1.0

99/95/99/1.0

0.02

Slika 20. NJ filogenetsko stablo dobiveno analizom spojenog seta podataka COI+16S rRNA. Na
granama su redom oznacene: bootstrap vrijednosti za NJ, MP, ML metodu te vrijednosti posterior
probability podrske BA metode. Pri tome ,,** oznaava da grananje ne postoji u odredenoj metodi, a
»— da grananje nije podrzano u odredenoj metodi. Duljina grana sukladna je broju supstitucijskih

promjena (mjerna crta oznacava 0,02 supstitucije).
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Slika 21. Filogenetska mreza dobivena metodom statistiCke parsimonije (TCS mreza) na temelju
haplotipova spojenog seta podataka COI+16S rRNA. Veli¢ina ovala odgovara udestalosti
haplotipova, kruzi¢i predstavljaju haplotipove koji nedostaju, a crtice oznacavaju broj mutacijskih
koraka.
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Slika 22. Filogenetska mreza dobivena metodom MJ na temelju haplotipova spojenog seta podataka
COI+16S rRNA. Veli¢ina ovala odgovara ucestalosti haplotipova, kruzi¢i predstavljaju ancestralne
¢vorove koji nisu prisutni u uzorku (eng. median vectors) , a brojevi oznacavaju broj mutiranih

pozicija u sekvencama.
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4.3. PROCJENA VREMENA DIVERGENCIJE

Vrijednosti procijenjenih vremena odvajanja izmedu grupa i podgrupa prikazana su u
Tablici 18. Na Slici 23 prikazano je vremenski kalibrirano filogenetsko stablo za COl. Prema
analizi gena za COI do odvajanja grupe B od grupa A i C doslo je prije oko 1,2 milijuna
godina. Razdvajanje izmedu A i C grupe nastupilo je prije oko 930 000 godina, a podgrupe BI
i BIl razdvoijile su se prije oko 600 000 godina.

Tablica 18. Procjena vremena divergencije (u milijun godina) na temelju molekularnog sata za COI.

5 Col

Cvorovi Medijan 95% interval
B/A+C 1,24 0,73-1,8
AIC 0,93 0,5-1,38
BI/BII 0,57 0,25-0,94
B3+B4/B5 0,13 0,02-0,29
B1+B2/B6+B7 0,18 0,05-0,35
Al+A5+AGB/A2+A3+A4+AT+AS 0,44 0,2-0,71
Al+A5/A6 0,17 0,03-0,33
A2+A3+A4/AT+A8 0,31 0,13-0,52
A2+A3/A4 0,16 0,04-0,3
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Slika 23. Filogenetsko stablo s procijenjenim vremenima divergencija u milijunima godina za COI.
Vrijeme divergencije izmedu grupa i podgrupa izracunato je za gen za COI prema molekularnom satu

od 1,32 % promjena po nukleotidu po milijun godina (Wilke i sur. 2009).
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5. RASPRAVA

Molekularno-filogeneticke analize populacija vrste Holandriana holandrii (Pfeiffer,
1828) pokazale su da je vrsta filogeografski izrazito strukturirana. Ustanovljeno je postojanje
tri geografski i genetski razli¢ite haplogrupe na istrazivanom podrucju: grupe A, B 1 C. U
grupu A spadaju populacije iz rijeke Korane, Kupe, Kupéine, Mreznice, Une i Skadarskog
jezera, a grupu B Cine populacije iz Maje, PetrinjCice, Sutle, Save 1 Bregane. Tre¢u grupu C
¢ine haplotipovi rijeke Cetine koja pripada jadranskom slivu za razliku od ostalih populacija
koje pripadaju rijekama crnomorskog sliva. Vecéina metoda pokazala je visoko podrzano
odvajanje dviju evolucijski odijeljenih podgrupa unutar grupe B: podgrupe Bl (Maja,
Petrinj¢ica) 1 BII (Bregana, Sutla, Sava). Ustanovljene genetske grupe geografski su
korelirane, odnosno grupiraju se u odredena geografska podrucja, s izuzetkom haplotipova iz
rijeke Une i Skadarskog jezera. Haplotipovi rijeke Une pripadaju grupi A, a ne geografski
bliZzoj grupi B. Jedno od mogucih objasnjenja takve distribucije jest da su jedinke u Unu stigle
iz Korane poniru¢im vodama koje otjeCu podzemljem prema nizvodnom dijelu njenog korita i
dijelom prema izvoristu Klokot u slivu rijeke Une. Analize su pokazale da populacija iz
Skadarskog jezera pripada grupi A, unato¢ velikoj geografskoj udaljenosti i1 izolaciji. Ne
postoji sigurno objasnjenje za prirodne putove rasprostranjivanja vrste prema Skadarskom
jezeru, ali neke od mogucih pretpostavki ukljucuju antropogenu introdukciju ili prijenos
puzeva pomocu ptica prilikom njihove migracije. Navedeni nacini Sirenja pretpostavljaju se
za slucaj neocekivano visoke genetske slicnosti izmedu geografski jako udaljenih 1 izoliranih
populacija puzeva roda Daphniola (Szarowska i sur. 2014). S druge strane, postoji mogucnost
da je u proSlosti postojala veza izmedu rijeka koje se ulijevaju u Skadarsko jezero i rijeka
crnomorskog sliva, S§to ¢e se nastojati razjasniti primjenom novih metoda u buduéim

istrazivanjima.

Utvrdeno je ukupno 17 razli¢itih haplotipova za gen COI, 9 haplotipova za 16S rRNA
1 11 za konkatenirani COI+16S rRNA. Najucestaliji haplotipovi su Al (Kupa, Kup¢ina, Una),
A4 (Korana, Mreznica, Una) i B1 (Bregana, Sutla, Sava) (Tablica 12, Slika 14). Smatra se da
su haplotipovi koji dolaze u visokoj frekvenciji vjerojatno stariji i da od njih nastaje vecina
novih mutanata. Rijetke varijante predstavljaju nedavne mutante i vjerojatnije je da su
povezani s Cestim haplotipovima nego s ostalim rijetkim varijacijama. Stariji 1 ucestaliji

haplotipovi (A1, A4 i B1) imaju Sire geografsko rasprostranjenje.
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Za utvrdivanje molekularno-filogenetickih odnosa unutar vrste H. holandrii koriStene
su analize dva mitohondrijska genska biljega - za COIl i 16S rRNA. lako su kvalitetne
nukleotidne sekvence dobivene za oba biljega, rezultati su pokazali da je u odredivanju
evolucijskih odnosa na razini vrste korisniji gen za COI, dok gen za 16S rRNA nije dovoljno
varijabilan, odnosno brzina evolucije mu je otprilike 2 - 4 puta sporija. Gen za COI je
informativniji filogenetski biljeg jer sadrzi veéi broj varijabilnih mjesta koja osiguravaju
dovoljan broj informativnih znacajki za filogenetske analize pa time i bolje razlucivanje
filogenetskih odnosa. U prilog ¢injenici da je gen COI informativniji idu rezultati analize
vrijednosti saCuvanih mjesta (C), varijabilnih mjesta (V) te parsimonijski informativnih
mjesta (Pi). lako je analizirana regija gena za COI sadrzavala manje nukleotida od regije gena

za 16S rRNA, imala je vise Pii V mjesta (20, odnosno 17 vise).

Primjenom razli¢itih metoda konstruirana su stabla sa slicnom topologijom,
podrzanos$¢u 1 duljinom grana. Istrazivanje je obuhvacalo intraspecificni set podataka kojeg
karakterizira nizak stupanj razliCitosti 1 manji broj znacajki za analize, stoga je snaga
tradicionalnih filogenetskih metoda bila smanjena. U ovom slucaju upotreba kompliciranih
metoda i modela pokazala se kontraproduktivnom. Primjena jednostavne metode
rekonstrukcije (NJ) rezultirala je boljom razlu¢eno$c¢u filogenetskih odnosa. Kompliciranije
filogeneticke metode ucinkovitije su u rjeSavanju dubokih filogenetskih grananja, ali nisu
toliko uspjeSne u razlikovanju nedavno razdvojenih linija (Austerlitz 1 sur., 2009).
Konstrukcija filogenetske mreze pokazala se kao bolji odabir od filogenetskog stabla Sto je
bilo i1 oc¢ekivano s obzirom na mali broj razlika i intraspecifi¢an set podataka. Opcenito se
filogenetske mreZe smatraju metodom odabira za razrjeSavanje intraspecificnih filogenetskih
odnosa. Tradicionalne metode rekonstrukcije (npr. ML, MP) zakazuju na razini populacija jer
ne uzimaju u obzir nekoliko fenomena koji se ne uklapaju u njihove pretpostavke.
Intraspecificni fenomeni zbog kojih tradicionalne metode nisu toliko ucinkovite u
rekonstrukcije filogenetskih odnosa na razini populacija su nizak stupanj razlicitosti,
prisutnost ancestralnih haplotipova koji koegizstiraju s haplotipovima koji su iz njih nastali,
pojava stvarne politomije, prisutnost retikulacije (rezultat evolucijskih procesa koji djeluju na
razini populacije, npr. rekombinacija izmedu gena, hibridizacija i homoplazija) i velik set
podataka koji obuhvaca velik broj populacija i viSe predstavnika za svaku populaciju (Posada
i Crandall, 2001). Filogenetske mreze napravljene za sva tri seta podataka prikazale su

postojanje tri filogenetske grupe unutar vrste H. holandrii.
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Analiza genetske udaljenosti dala je sli¢ne rezultate koriStenjem genskih biljega za
COI1 16S rRNA, osim §to je COI dala vise vrijednosti u odnosu na 16S rRNA u sluc¢ajevima
gdje postoje znacajne unutargrupne i medugrupne razlike. Brzina evolucije gena za 16S rRNA
je niza stoga su i vrijednosti genetske udaljenosti nize. Nepodudarne vrijednosti genetskih
udaljenosti ta dva biljega dobivene su samo izmedu grupe A i C (COIl: 2.1 - 2,9; 16S rRNA:
0,5-0,6) te su rezultat sporije evolucije gena za 16S rRNA. Vrijednosti genetske udaljenosti
unutar i izmedu grupa ukazuju na relativno mlade evolucijske linije. Pretpostavlja se da
nukleotidni nizovi nisu stigli nakupiti znac¢ajnije mutacijske promjene i/ili su populacije
mogle komunicirati podzemnim vodenim tokovima. Vrijednosti genetske udaljenosti za COI
izmedu grupa krecu se u rasponu od 2,1 do 3,3 % izmedu grupa A i B, od 2,1 do 2,9 %
izmedu grupa A i C te od 2,7 do 3,2 % izmedu grupa B i C. Dobivene vrijednosti za gen 16S
rRNA su 2 - 4 puta niZze. Ustanovljena prosje€na intergenericka vrijednost genetske
udaljenosti izmedu Melanopsis parreyssii i Fagotia acicularis iznosi samo 5 % stoga se
predlaze da se obje vrste stave u rod Melanopsis (Smolen i Falniowski, 2009). Sukladno tome,
raspon vrijednosti medugrupne genetske udaljenosti od 2,1 do 3,3% kod vrste H. holandrii
definitivno nije zanemariv. Vrijednosti medugrupne genetske udaljenosti kod vrste H.
holandrii iznose polovicu intergenericke vrijednosti izmedu rodova Melanopsis i Fagotia,
stoga su grupe unutar H. holandrii dovoljno razli¢ite da bi se mogle smatrati evolucijski
znaCajnim jedinicama koje pridonose ekoloskoj ili evolucijskoj raznolikosti cijele vrste.
Prilikom definiranja vrsta unutar carstva za 5 COI regiju (658pb) uzima se standardna
vrijednost od 11,3£5,3 % interspecificne genetske udaljenosti (Hebert, 2003). Medutim
koriStenje samo jedne regije mitohondrijskog gena ne moze u potpunosti razluciti
kompleksnost zivota, pogotovo u slucaju mladih vrsta. Pojava visih intraspecificnih
udaljenosti mogla bi se objasniti geografskom izolirano$¢u u proslosti koja se reflektira na

fragmentiranje genskih skupova (Hebert, 2003).

Upotrebom molekularnog sata za mitohondrijski gen COI izracunato je vrijeme
divergencije izmedu grupa i podgrupa. Sva odvajanja analiziranih skupina dogodila su se u
geoloSkom razdoblju pleistocena koje traje od 2,59 milijuna do 11 700 godina. Razdoblje
pleistocena karakterizira konstantna promjena klimatskih i ekoloSkih uvjeta za vrijeme
glacijala i interglacijala. Najstarije odvajanje nastupilo je prije oko 1,2 milijun godina izmedu
grupe B i grupa A i C $to odgovara pocetku srednje pleistocenske tranzicije (SPT, eng. Middle
Pleistocene Transition). SPT oznacava granicu izmedu ranog i srednjeg pleistocena (1,25-

0,70 milijuna godina), a karakterizira je pocetak intenzivne glacijacije (Clark, 2012).
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Podgrupe BI i BII razdvojile su se prije oko 600 000 godina za vrijeme Giinz-Mindel
interglacijala. Moguce je da je odvajanje grupa povezano sa snaznim klimatskim oscilacijama
I promjenama reljefa tijekom glacijala i interglacijala u pleistocenu. Promjene klime i reljefa
utjecale su na gubitak kontakta izmedu rezidualnih slatkovodnih povrSina i na taj nacin

pridonijele genetskoj divergenciji vrste.

Geoloski procesi i hidrogeoloske promjene imale su velik utjecaj na distribuciju i
evoluciju slatkovodne faune u proslosti. Krsko podrucje Balkana smatra se jednom od vrucih
tocka slatkovodne bioraznolikosti. Dramati¢ne ekoloske promjene uslijed izmjena perioda
glacijala i interglacijala smatraju se uzrokom nastanka mnogih vrsta i podvrsta ha ovom
podru¢ju (Hewitt, 2000). Visoka genetska raznolikost rezultat je postojanja krskog reljefa
burne geoloske proslosti, hidrogeografskih promjena tijekom okrSavanja, fragmentacija i

izolacija stanista koje su u konacnici dovele do razdvajanja genetskih linija.

Analizom distribucije pojedinih grupa i podgrupa primjeéuje se postojanje odredenog
filogeografskog uzorka koji se podudara s filogeografskim uzorkom pronadenim kod

slatkovodnog raka vrste Austropotamobius torrentium (Slika 24).

Slika 24. Karta rasprostranjenosti haplotipova gena COI vrste H. holandrii i A. torrentium. Oznake
koriStene na karti za H. holandrii su kruziéi: rozi - grupa A (Kupa, Korana, Kup¢ina, Mreznica, Una,
Skadarsko jezero), zeleni - grupa B (tamnozeleni - podgrupa BI (Maja, Petrinj¢ica) i svjetlozeleni -
podgrupa BIl (Sava, Sutla, Bregana)) i plavi - grupa C (Cetina). Oznake koriStene na karti za A.
torrentium su kvadrati¢i: zeleni - CSE (srednja i jugoisto¢na Europa), crni - ZV (Zeleni Vir),
tamnoplavi - GK (Gorski Kotar), svijetloplavi - ZBP (Zumberak, Bjelolasica i Plitvice), crveni - LD
(Lika i Dalmacija), zuti - BAN (Banovina), ljubicasti - SB (juzni Balkan).
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Ustanovljene grupe i podgrupe unutar vrste H. holandrii podudaraju se s filogrupama
rakova, osim $to su posljednje puno starijeg postanka (Klobucar i sur., 2013). Najstarije
odvajanje kod vrste A. torrentium nastupilo je prije oko 5,6 milijuna godina izmedu filogrupa
GK (Gorski Kotar) i ZV (Zeleni Vir), a ostale filogrupe odvojile su se za vrijeme pliocena,
izmedu 2 1 5 milijuna godina. Diversifikacija najraSirenije filogrupe rakova CSE (srednja i
jugoisto¢na Europa) nastupila je u pleistocenu prije milijun godina. Geografski izolirane i
duboko divergentne filogrupe rakova nastale su kao rezultat intenzivnih neotektonskih
kretanja tijekom pliocena 1 pocetkom pleistocena te procesa okrSavanja koje je fragmentiralo
paleohidrografiju ovog podrucja (Klobucar i sur., 2013). Grupa A podudara se s grupama
ZBP (Zumberak, Plitvice, Bjelolasica) i GK (Gorski Kotar) slatkovodnog raka. Distribucija
grupe B poklapa se s distribucijom grupa CSE (srednja i jugoistotna Europa) i BAN
(Banovina) koje odgovaraju podgrupama puza BI (Maja, Petrinj¢ica) i BII (Sava, Sutla,
Bregana). Pritom se podgrupa BI podudara s BAN, a podgrupa BII s CSE. Na podrucju
Dalmacije, vrsta H. holandrii zasad je pronadena samo u rijeci Cetini, a ona se u analizama
pokazala kao zasebna grupa. Postojanje posebne haplogrupe na podrucju dalmatinskog krsa

podudara se s postojanjem haplogrupe LD (Lika i Dalmacija) kod rakova.

U buduéim istrazivanjima potrebno je povecati set podataka uvodenjem veceg broja
jedinki 1 lokaliteta na podrucju Hrvatske, ali 1 na podrucju cijelog areala vrste koji obuhvaca
jugoisto€ni dio Europe. Ovim istrazivanjem nije obuhvaceno cijelo podrucje rasprostranjenja
stoga se pretpostavlja postajanje veceg broja neustanovljenih haplogrupa. Daljnjem
razrjeSenju filogenetskih odnosa pomoglo bi dizajniranje para pocetnica koje bi rezultirale
duzim fragmentom COI sekvence te koriStenje dodatnih jezgrinih i/ili mitohondrijskih biljega
koji evoluiraju sliénom 1ili brZom ratom. Rezultate molekularno-filogenetickih analiza
potrebno je povezati s analizom morfometrijskih zna€ajki kucice puza 1 vidjeti mogu li se
geografski 1 genetski izolirane grupe povezati s eventualnim razlikama u morfologiji i

anatomiji.
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6. ZAKLJUCAK

e Molekularno-filogeneticke analize pokazale su da je vrsta Holandriana holandrii

(Pfeiffer, 1828) filogeografski izrazito strukturirana.

e Utvrdene su tri geografSki i genetski odijeljene grupe: grupe A (Korana, Kupa,
Kupcina, Mreznica, Una, Skadarsko jezero), B (Maja, PetrinjCica, Sutla, Sava i
Bregana) i C (Cetina). Unutar grupe B potvrdeno je postojanje dviju evolucijski
odijeljenih podgrupa: BI (Maja, Petrinj¢ica) i BII (Sutla, Bregana, Sava).

e Genetske udaljenosti unutar 1 izmedu grupa ukazuju na relativno mlade evolucijske

linije.

e Odvajanja grupa i podgrupa dogodila su se u geoloskom razdoblju pleistocena.
Procijenjena vremena divergencije u skladu su s promjenama klime i reljefa tijekom

pleistocenskih glacijala i interglacijala.

e Filogeografski uzorak vrste H. holandrii podudara se u velikoj mjeri s filogeografskim
uzorkom slatkovodnog raka vrste Austropotamobius torrentium. Rasprostranjenje
ustanovljenih grupa i podgrupa vrste H. holandrii podudara se, u podruc¢ju preklapanja,

s rasprostranjenjem pojedinih filogrupa rakova, osim §to su one starijeg postanka.

e Grupe 1 podgrupe mogu se smatrati evolucijski znac¢ajnim jedinicama jer vrijednosti
medugrupne genetske udaljenosti iznose ¢ak polovicu intergenericke vrijednosti

izmedu vrsta Melanopsis parreyssii i Fagotia acicularis.

e Mitohondrijski gen za COIl pokazao se prikladnijim filogenetskim biljegom od
mitohondrijskog gena za 16S rRNA zbog vefeg broja informativnih mjesta za

filogeneticka istraZivanja ove vrste.

e U buduéim istrazivanjima trebalo bi proSiriti analize na ve¢i broj lokaliteta kako bi se
obuhvatio cijeli areal vrste, analizirati veci broj jedinki po lokalitetu, produziti COI
sekvencu i koristiti dodatne jezgrine i/ili mitohondrijske biljege sli¢ne ili vece brzine
evolucije te rezultate molekularno-filogenetickih analiza povezati s rezultatima

mjerenja morfometrijskih znacajki.
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