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1. UvOD

,, Moze se sumnjati postoje li jos puno drugih Zivotinja koje su odigrale tako
vaznu ulogu u povijesti svijeta, kao ta jednostavno organizirana stvorenja."
Charles Darwin, 1881

Gujavice (Lumbricidae) su medu najrasirenijim i najdominantnijim zivotinjama tla i imaju
najveéi udio u biomasi beskraljeSnjaka u tlima umjerenih kopnenih ekosustava (Lavelle i Spain,
2001; Dominguez i sur., 2018). Aristotel i Darwin naglasavali su vaznost gujavica u prirodi.
Darwin (1881) smatra kako gujavice imaju puno vazniju ulogu, nego $to bi se isprva pretpostavilo.
Smatraju se najvaznijim organizmima tla jer imaju znacajan uc¢inak na fizikalna, kemijska i
bioloska svojstva tla, igraju kljuénu ulogu u modifikaciji strukture tla, ubrzavanju raspadanja
organskih tvari, prometu hranjivih tvari i klju¢na su karika u ciklusu ugljika i dusika tla (Lee, 1985;
Edwards i Bohlen, 1996). Zbog svoje iznimne ekoloSke vaznosti, gujavice su medu najbolje

istrazenim zivotinjskim skupinama.

Gujavice su uz pijavice najpoznatija skupina koluticavaca. Michaelsen (1903) i
Cernosvitov (1935) smatraju da je za vrijeme posljednjeg ledenog doba prvobitna fauna gujavica
bila unistena na podru¢jima prekrivenim ledom. Podrucje Balkanskog poluotoka, pa tako i teritorij
Republike Hrvatske, nije bilo zahva¢eno oledbom, fauna tla je ostala o¢uvana, a podrucje je bilo
svojevrsni refugij za terestricke organizme, ¢ime je ostvaren Visok stupanj bioraznolikosti gujavica

(Hewitt, 1999; Halavuk, 2013) i opéenito visok udio endemskih vrsta (Stojanovi¢ i sur., 2008).

Od objavljivanja Mrsiceve (1991) monografije gujavica Balkana do danas provedeno je tek
nekoliko istrazivanja raznolikosti faune gujavica u Hrvatskoj (Hackenberger K., 2012;
Hackenberger K., D. i Hackenberger K., B., 2013). Medu 68 dosad opisanih i zabiljezenih svojti
porodice Lumbricidae na teritoriju Republike Hrvatske (Hackenberger K., D. i Hackenberger K.,
B., 2013), mnoge su endemske, posebice vrste rodova Octodrilus i Octodriloides. Nedavna
molekularna istrazivanja na europskoj razini dokazuju postojanje kripti¢nih vrsta unutar pojedinih
rodova, odnosno visoku geneti¢ku varijabilnost medu ve¢ opisanim vrstama (James i sur., 2010).
Molekularno-filogenetska analiza rodova Lumbricus i Aporrectodea u kontinentalnoj Hrvatskoj

pokazala je veliku gensku divergenciju, a prisustvo vise linija unutar vrsta ukazuje na postojanje
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kriptiénih vrsta (Hodak, 2018). Prema tome, moze se pretpostaviti da u Hrvatskoj postoje vrste

gujavica koje jos nisu opisane.

Vecina znanstvenika naglaSava vaznost pouzdane taksonomije, bez koje su ekoloske
spoznaje uglavnom beznacajne (Dominguez, 2004). Buduéi da gujavice imaju znacajnu ulogu u
ekosustavima koji ukljucuju tlo, taksonomija i to¢na identifikacija vrsta neophodna je za veéinu
ekoloskih i ekotoksikoloskih istrazivanja. DNA barkodiranje je univerzalni sustav za
determinaciju bioloskog materijala u smislu identifikacije vrste. Metodom DNA barkodiranja
mogu se otkriti nove, jo§ neopisane vrste, a izvrsna je metoda otkrivanja bioraznolikosti sitnijih
organizama kod kojih postoje morfometrijska ogranic¢enja (Laforest i sur., 2013). Koristenjem BIN
registra (BIN — Barcode Index Number) (Ratnasingham i sur. 2013) u DNA barkodiranju olaksana
je sistematizacija i revizija postojecih taksona te otkrivanje novih linija u geneticki raznolikim
kompleksima vrsta. Morfoloska identifikacija, odnosno identifikacija prema gradi tijela gujavica
prili¢no je zahtjevna, pa je analiza sekvenci odredenih gena korisno sredstvo za identifikaciju vrsta
ne samo odraslih, ve¢ i juvenilnih, loSe oCuvanih i o$te¢enih primjeraka te njihovih ostataka
(Chang i sur., 2009; Porco i sur., 2013). Sekvenca koja se najvise koristi za identifikaciju
zivotinjskih vrsta, tzv. DNA barkodiranje, je fragment gena na mitohondrijskoj DNA (mtDNA)
veli¢ine oko 650 pb koji kodira podjedinicu I mitohondrijskog proteina citokrom c oksidaze (COIl)
(Folmer i sur., 1994; Klarica i sur., 2011).



1.1. Molekularna filogenija

Filogenija je grana prirodnih znanosti koja se bavi rekonstrukcijom filogenetskih odnosa
medu organizmima proucavajuc¢i evoluciju pojedinih svojti te odredivanjem stupnja medusobne
srodnosti pojedinih svojti organizama na temelju taksonomskih karaktera (morfoloskih,
anatomskih, ekoloskih, fizioloskih, biogeografskih i paleontoloskih). Cilj filogenije je
rekonstruirati genealogiju medu organizmima i odrediti vrijeme divergencije od vremena kada su
dijelili zajednickog pretka. Pojam ,.filogenija®“ prvi je upotrijebio Ernst Haeckel pokusavajuci
konstruirati razvojno stablo zivoga svijeta. S obzirom da se evolucija tradicionalno temelji na
paleontoloskim nalazima i komparativnoj morfologiji i anatomiji koje se nisu pokazale kao
najpouzdanije metode, istrazivanja i utvrdivanja filogenetskih odnosa medu taksonima sve vise
ukljucuju analize sljedova nukleotida rRNA i DNA molekula. lako se evolucija i filogenija
naizgled Cine vrlo slicne, medu njima postoje znacajne razlike. Evolucija proucava zakonitosti
koje su zajedni¢ke svim zivim bi¢ima, dok filogenija opisuje proces razvoja i podrijetla neke
svojte. Molekularna biologija danas je neizostavna u mnogim taksonomskim istrazivanjima, stoga
vazno mjesto u analizi srodstvenih odnosa zauzima grana filogenije tzv. molekularna filogenija

koja proucava evolucijsku proslost i odnose medu organizmima na molekularnoj razini pomocu

DNA, RNA i proteina).

Molekularno-filogenetska analiza temelji se na umnozavanju i odredivanju redoslijeda
nukleotida malog dijela DNA ili RNA molekule, te medusobnoj usporedbi tih sekvenci koja na
temelju razlika u sljedovima nukleotidnih baza odreduje filogenetske hijerarhijske odnose medu
jedinkama, te u kona¢nici konstruira filogenetska stabla. Pomoc¢u ra¢unalnih programa i dostupnih
modela statisticke obrade razmatraju se, definiraju i konstruiraju srodstveni odnosi medu
organizmima. Rezultati dobiveni molekularno-filogenetskim analizama daju hipoteze o
evolucijskoj povezanosti taksona, a njihova medusobna divergencija u kontekstu evolucijske stope
mutacija moze dati vremenski okvir evolucije organizama. Kod filogenetskih analiza DNA se
koristi vise od proteina, jer DNA pruza vise informacija ili signala od proteina. Tihe tockaste
mutacije detektiraju se na DNA sekvenci, ali ne i na izgledu proteina zbog degeneriranog
geneti¢kog koda, gdje vise kombinacija kodona moze kodirati jednu te istu aminokiselinu (Lemey
i sur., 2009).



U procesu sekvenciranja koriste se molekularni biljezi ili markeri, odnosno fragmenti
kodirajuce ili nekodiraju¢e DNA, s obzirom da je sekvenciranje Citavog genoma vrlo skup i
dugacak proces. Za proucavanje srodstvenih odnosa odabir molekularnog biljega temelji se na
njihovoj veli¢ini, konzerviranosti i varijabilnosti. Visoko konzervirani molekularni biljezi, poput
histonskih gena, koriste se kod proucavanja filogenetskih odnosa izmedu udaljenih skupina, dok
varijabilni biljezi otkrivaju filogenetske odnose bliskih srodnih skupina koje su se nedavno
odvojile (Hwang i Kim, 1999). Najcesce se koriste varijabilni biljezi poput mitohondrijske DNA
jer se lako izoliraju i mogu se koristiti u detekciji genske varijabilnosti nastale zbog promjena u
slijedu nukleotida djelovanjem mutacija (Schulman i sur., 2004). Takoder, odabir molekularnog
biljega ovisi o skupini organizma pa se u zoologijskim istrazivanjima najéesc¢e koriste biljezi
nuklearne ili mitohondrijske DNA. Mitohondriji se umnozavaju ¢e$¢e od stanica, pa su spontane
mutacije, nastale kao greska rada DNA-polimeraze tijekom replikacije mtDNA, ucestalije nego
kod nuklearne DNA. Npr., molekularno-filogenetske analize gujavica na razli¢itim molekularnim
biljezima pokazale su da nuklearna 18S rRNA ima manju stopu mutacija od 28S rRNA, a obje su
pak konzervativnije od mitohondrijskih 16S i 12S rRNA biljega, dok geni koji kodiraju
mitohondrijske proteinske podjedinice (COI, COII 1 ND1) imaju najvecu stopu mutacija i najvecu

varijabilnost (Chang, 2011).

1.1.1. Mitohondrijska DNA

Prema teoriji molekularnog sata, Zuckerkandle i Pauling (1965) zakljucili su da je
“evolucijska stopa konstantna u vremenu za svaku promatranu evolucijsku liniju”. To znaci da se
mutacijske promjene javljaju uvijek odredenom konstantnom brzinom pa se na osnovu
kvantifikacije razlika u strukturi odredenih proteina moze procijeniti kada su se vremenski
odvojili. U molekularno-filogenetickim istrazivanjima posebno su korisne mitohondrijska DNA i
ribosomska RNA. S obzirom da molekularni sat mitohondrijske DNA “kuca brze* i nasljeduje se
putem citoplazme, odnosno maj¢inskom linijom, mtDNA koristi se za proucavanje relativno

recentnijih filogenetskih dogadaja, starosti do 20 milijuna godina.

Mitohondrijska DNA je kruzna dvolan¢ana molekula DNA koja se nalazi u matriksu
mitohondrija i ima vrlo visoku stopu mutacije, zbog ¢ega je varijabilnost medu sekvencama

MtDNA ve¢a medu razliitim vrstama, a manja unutar jedne vrste. Organizmi Kkoji su u



srodstvenom odnosu imaju DNA koja potjece od zajednickog pretka, Sto znaci da su im geni
konstante stope mutacije (molekularnog sata), moze se dobiti procjena vremena koje je proteklo

od odvajanja dva taksona od zajedni¢kog pretka.

Mitohondrijska DNA koristi se kao molekularni biljeg u filogeniji zbog jednostavne
izolacije, velikog broja kopija i vrlo brze evolucije u odnosu na jezgrinu DNA. Predlozeno je da
DNA barkodiranja budu provedena pomo¢u mitohondrijskog gena COI (podjedinica I citokrom ¢
oksidaze) jer je visoko konzervirana medu koljenima §to omogucéuje jednostavno sravnjivanje
sekvenci (Matonickin i sur., 2010). S druge strane, ribosomska RNA se koristi uglavnhom za
proucavanje filogenetskih odnosa unutar protista, sporije mutira tijekom vremena te je zbog toga

najpouzdanija metoda za istrazivanje skupina koje su se razdvojile u daljnjoj evolucijskoj proslosti.
1.1.2. Filogenetsko stablo

Filogenetsko stablo predstavlja model evolucijske povijesti i prikazuje odnose izmedu
razli¢itih vrsta i taksona za koje se pretpostavlja da imaju zajednicke pretke. Filogenetska stabla
mogu biti ukorijenjena i neukorijenjena. Za ukorjenjivanje stabla koristi se vanjska grupa (engl.
outgroup) koja nije Clan analizirane grupe, ve¢ moze biti sestrinska grupa. Ukorijenjena stabla
vazna su jer govore o precima, objasnjavaju karakter evolucije te sadrze jedinstveni ¢vor (korijen)
koji predstavlja najstariji dio stabla, odnosno posljednji zajednicki predak svih taksonomskih

jedinica u stablu.

Kod svakog stabla razlikujemo ¢vorove koji predstavljaju taksonomske jedinice i ogranke
ili grane koje predstavljaju vertikalne odnose medu jedinicama (predak-potomak). Cvorovi mogu
biti unutarnji (HTU, engl. Hypothetical Taxonomic Unit) te predstavljaju hipotetskog pretka ¢ije
su karakteristike nepoznate, i krajnji ili vanjski (OTU, engl. Operational Taxonomical Unit) koji
opisuju taksone ¢ije su karakteristike poznate (Slika 1.). Na drugom kraju filogenetskog stabla
nalazi se jedan jedinstveni interni ¢vor koji je predstavlja korijen stabla, odnosno pretka svih OTU-
a. Ogranci mogu biti periferni i zavrsavati opisanim skupinama ili unutarnji i predstavljati odnose

hipotetskih predaka.



Proucavajuc¢i odnose medu taksonomskim jedinicama na filogenetskom stablu, taksoni

mogu imati monofiletsko, parafiletsko i polifiletsko podrijetlo (slika 1.):

e Monofiletsko podrijetlo imaju taksoni koji potjec¢u od zajedni¢kog pretka i pripadaju
istoj grani ili liniji. Monofiletska skupina obuhvaca i zajedni¢kog pretka i Sve njegove
potomke. Takva grupa Cesto se u sistematici naziva kladij ili klad (engl. clade).

e Polifiletsku grupu Cine taksoni koji mogu dijeliti slicne osobine, ali ne 1 isto podrijetlo,
odnosno pretka s tim osobinama. Zajednicke osobine najcesce su rezultat konvergentne
evolucije.

e Parafiletsku skupinu ¢ine i taksoni i njihovi zajednicki preci, ali neki potomci tih

predaka uvrsteni su u druge skupine.

POLIFILETSKA MONOFILETSKA

) O OO ©0

PARAFILETSKA

Slika 1. Prikaz taksona i njihovih odnosa na filogenetskom stablu. Taksoni A, B, C, D, E
prikazuju krajnje, vanjske ili OTU ¢&vorove tj. ¢lanove poznatih osobina, a crveni unutarnje ili

HTU ¢vorove, tj. pretke.

Stabla se mogu konstruirati na razli¢ite nacine. U filogramu duljine grana predstavljaju
iznos evolucijske divergencije, odnosno govore o trajanju evolucije izmedu taksona. Dulja grana

od mjesta rac¢vanja prikazuje vecu divergenciju, odnosno vise promjena u prouc¢avanoj molekuli



DNA. U kladogramu duljine grana ne govore o broju promjena koje su se dogodile tijekom

evolucije, ve¢ samo topologiju stabla u kojima je vazan samo poredak taksona (Xiong, 2006).

Napredak tehnologije omogucio je noviji i pouzdaniji na¢in obrade podataka i izradu

pouzdanih filogenetskih stabala. Prilikom izrade filogenetskog stabla potrebni su sljede¢i koraci:

1. Prikupljanje podataka: iz javnih baza podataka (npr. GenBank, EMBL...), DNA ili
proteini

2. Visestruko poravnavanje sekvenci

3. Filogenetska rekonstrukcija: izbor analitickih modela i metoda

4. Testiranje filogenetskog stabla (metoda neparametrijskih replikata samoucitanja, engl.
Bootstraping ili posteriorne vjerojatnosti)

5. Prikaz rezultata

U izradi filogenetskih stabla odabiru se metode koje mogu biti temeljene na udaljenosti
(engl. Distance methods) koje uklju¢uju metodu susjednog sparivanja (NJ, engl. Neighbor joining)
te metode temeljene na karakteru (engl. character state) unutar koje su najpoznatije metode
najvece Stedljivosti (MP, engl. Maximum parsimony), metoda najvece vjerojatnosti (ML, engl.
Maximum likelihood) i Bayesova analiza (BA, engl. Bayesian analysis). Metode temeljene na
stanju karaktera proucavaju nukleotide ili aminokiseline na odredenoj poziciji sravnjene sekvence
te ukljucuju pojavu delecije i insercije (Li, 1997). U filogenetickim analizama za dobivanje
najvjerodostojnijih rezultata danas se najcesc¢e koristi metoda Bayesove analize, metoda najvece

vjerojatnosti i metoda najvece Stedljivosti.

Metoda najveée vjerojatmosti (ML) smatra se najboljom i najkorisnijom u konstrukciji
molekularno-filogenetskog stabla. IzraGunava se vjerojatnost pojavljivanja nukleotidnih baza ili
aminokiselina u unutarnjim ¢vorovima. Potom se rekonstruira vjerojatnost strukture stabla iz tih
podataka. Kao i MP, ML koristi metodu iscrpnog pretrazivanja, tj. izvodi svoje analize na svakom
mjestu (poziciji) viSestrukog poravnanja. Koristi model stabla za nukleotidne supstitucije i
pokusava naéi najsli¢nije stablo (od svih stabala koja se nalaze u bazi podataka). Vrlo je osjetljiva
metoda na velikim evolucijskim udaljenostima i vremenski i raCunalno vrlo zahtjevna
(Felsenstein, 1973, 1981). Kod velikih evolucijskih udaljenosti nece dati pouzdane hijerarhijske

odnose medu taksonima.



Bayesova analiza (BA) je vrlo kvalitetna metoda, ali ra¢unalno zahtjevna. Temelji se na spoznaji
0 naknadnim vjerojatnostima, odnosno vjerojatnostima koje su procijenjene po nekom
evolucijskom modelu (npr. modeli HKY, GTR, K2P, F81) (Ronquist i sur., 2011). Prednost ove
metode je Sto algoritam trazi grupu najpouzdanijih stabala, a ne samo jedno najbolje stablo (Mau

i sur., 1999).

Vazno je napomenuti da ne postoji tocno stablo, ve¢ samo aproksimacije stabala te da nema
idealne metode. Pri izradi stabla, nuzno je kombinirati razli¢ite metode, odabirati i konfigurirati
razliCite parametre te usporedivati rezultate kako bi se dobilo optimalno i podrzano stablo koje ¢e

dati najvise pouzdanih informacija o evolucijskim dogadajima u proslosti i genealogiji taksona.



1.1. Ekologija gujavica

Gujavice su biomasom dominantni beskraljeznjaci tla svugdje na Zemlji. Rijetko ih
nalazimo u podrué¢jima ekstremnih okoli$nih uvjeta, poput podrucja prekrivenih ledom ili pustinja.
Zbog antropogenog djelovanja, gujavice su nastanile gotovo sve ostale dijelove svijeta. Najvazniji
¢imbenici koji utje¢u na rasprostranjenost gujavica su vlaznost tla te kvaliteta 1 koli¢ina organske
tvari §to je u izravnoj vezi s vrstom stanista (Edwards i Bohlen, 1996). Gujavice imaju vaznu ulogu
u kopnenim ekosustavima, a njihova raznolikost indikator je onec¢is¢enja tla. (Friind i sur., 2010).
Brojnost gujavica u tlu varira ovisno o stanistu, od 10 do nekoliko stotina gujavica po kvadratnom

metru (Lee, 1985; Halavuk, 2013), a najvise ih ima u tlima koja su bogata organskim tvarima.

Gujavice svojim nacinom zivota i ishranom stvaraju slojeve i povecavaju poroznost tla,
zbog Cega ih se smatra inZzenjerima ekosustava (Joucquet i sur., 2006). Klju¢na su karika u kruzenju
tvari zbog razgradnje organske tvari uginulih mnogostani¢nih organizama. MijeSanjem, tj.
disperzijom organske tvari u razli¢ite slojeve tla povecava se plodnost, a razlaganjem organske
tvari nastaju produkti kojima se hrane gljive i bakterije koje obiluju na mjestima gdje su gujavice
aktivne. S druge strane, bakterije i gljive odgovorne su za oslobadanje hranjivih tvari koje postanu
dostupne biljkama. Takoder, izmet koje gujavice izbacuju vazan je za finu strukturu tla.
Najaktivnije su tijekom proljeca i jeseni. Temperaturni ekstremi, kao i nagle promjene temperature
i ostalih ekoloskih ¢imbenika im ne odgovaraju, stoga tijekom zime i susnih razdoblja ljeta mogu

smanjiti svoju aktivnost i uéi u stadij dijapauze dok se ne uspostave povoljni uvjeti.

Bouché (1977) i Lee (1985) podijelili su gujavice u tri osnovne ekoloske kategorije prema
nadinu Zivota: epigejne, endogejne i aneci¢ne (Slika 2.). Osim osnovnih, postoje i potkategorije
koje ne upadaju u okvire klasi¢ne ekoloske klasifikacije (Lavelle, 1988) kao §to su gujavice
arborealnih stanista ili tzv. kortikolne gujavice, koje se hrane i zive u raspadaju¢im trupcima

stabala.



Slika 2. Tri ekoloske kategorije gujavica; 1 — epigejne, 2 — anecicne, 3 - endogejne
(Hackenberger K. i sur., 2015)

1.1.1. Epigejne gujavice

Epigejne (gr¢. epigeios, ,,na“ + gé, ,,zemlja“) gujavice zive iznad mineralnog sloja tla, ispod
biljnih ostataka ili druge organske tvari. Male su veli¢ine, pigmentirane, brzo se kre¢u, te imaju
kratke zivotne cikluse. Ve¢inom su tamnijeg obojenja (crvene, ljubicaste ili smede). Pod velikim
su pritiskom predatora. Nepovoljne okolisne uvjete obic¢no prezivljavaju u stadiju kokona. Hrane
se lis¢em, organskim tvarima i/ili pridruzenom mikroflorom te probavljaju malo ili nista tla.
Najpoznatiji predstavnici u Hrvatskoj su vrste roda Dendrobaena (npr. Dendrobaena octaedra
(Savigny, 1826)) i Bimastos rubidus (Savigny, 1826) koje se mogu prona¢i u Sumi ispod ili u
trulim trupcima, Lumbricus castaneus (Savigny, 1826) koji preferira izmet te Eisenia andrei

(Bouché, 1972) koja je specijalizirana za stanista s puno organske tvari, npr. kKompost.

Epi-endogejne gujavice prebivaju u plitkim vodoravnim hodnicima, netom ispod biljnih
ostataka. Srednje su veli¢ine (do 13 cm) i rijetko se uvlace dublje u tlo. Pigmentirane su. Tipi¢an
predstavnik je Lumbricus rubellus (Hoffmeister, 1843) koji se ¢esto moze naéi na pasnjacima

ispod izmeta.
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1.1.2. Endogejne gujavice

Endogejne (gré. éndon, ,,u“ + gé, ,zemlja“) gujavice kopaju vodoravne hodnike u tlu,
naj¢es$ée na dubini od 10-20 cm od povrsine tla. Uglavnom su nepigmentirane, a mogu se ¢initi
tamnijima zbog sadrzaja crijeva, ili slabo pigmentirane: ruzicaste, sivkaste, bjelkaste. Sporo se
gibaju. Mogu biti razli¢itih veli¢ina. Pod niskim su pritiskom predatora, ¢ak i od Zivotinja koje
ruju po povrsini tla. Po duzini Zivota i trajanju zZivotnog ciklusa nalaze se izmedu epigejnih 1
aneci¢nih. Kroz su$na razdoblja ulaze u dijapauzu. Geofagne endogejne vrste hrane se ¢esticama
tla, koje su obogacene organskom tvari. Najvazniji predstavnici iz Hrvatske su Allolobophora
chlorotica (Savigny, 1826), Aporrectodea caliginosa (Savigny, 1826), Aporrectodea rosea
(Savigny, 1826) i Octolasion lacteum (Rosa, 1884) i vecina pripadnika rodova Octodrilus
(Omodeo, 1956) i Octodriloides (Zicsi, 1986).

1.1.3. Aneci¢ne gujavice

Anecicne (gré. anékha. ,,koji dopire do gore®) gujavice zive U trajnim okomitim hodnicima
u mineralnom sloju tla, ¢ak do 3 m dubine. Pripadnici ove kategorije su veliki i tamnije
pigmentirani na dorzalnoj strani tijela, posebice na anteriornoj. Mogu se brzo uvuéi u svoje
hodnike, ali su opcenito relativno spori. Opéenito, dugozivuée Su vrste s dugim Zzivotnim
ciklusima. U svojim dubokim hodnicima zasti¢eni su od predatora i susnih razdoblja. Hrane se na
povrsini tla tako da uvlace otpalo li¢e i druge biljne ostatke u svoje hodnike, pri ¢emu probavljaju
i nesto tla. Preferiraju lis¢e bogato dusikom i bez tanina kao §to su lipa (Tilia sp.), jasen (Fraxinus
sp.) i javor (Acer sp.). Najpoznatiji predstavnici na podru¢ju Hrvatske su Lumbricus terrestris
(Linnaeus, 1758) i Aporrectodea longa (Ude, 1885).
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1.2. Biologija, sistematika i filogenija gujavica

Gujavice pripadaju koljenu Annelida (koluticavci), potkoljenu Clitellata (pojasnici), razredu
Oligochaeta (malocetinasi), redu Haplotaxida (syn. Opistophora), podredu Lumbricina (syn.

Crassiclitellata), natporodici Lumbricoidea (Blakemore, 2007).

1.2.1. Koljeno: Annelida (koluti¢avci)

Koluti¢avci su bilateralno simetri¢ne, prostomicne, triploblasti¢ne, shizocelne, koluticave
zivotinje raSirene po cijeloj biosferi. Na koluti¢ima se mogu nalaziti parapodiji (mnogocetinasi),
Cetine za kretanje (malocetinasi) ili dvije prianjaljke (pijavice). Na tijelu se razlikuju prostomij ili
akron, peristomij — prvi koluti¢ na kojem su usta, trupni koluti¢i te analni koluti¢ ili pigidij. Na
povrsini  kolutiavaca se nalazi jednoslojni epiderm koji izlucuje tanku kutikulu. Ispod
jednoslojnog epiderma i kutikule nalazi se bazalna lamina i misi¢ni snopovi od kruznih i uzduznih
miSi¢a koji omogucuju peristaltiCke pokrete. Unutar koluti¢avog tijela nalazi se razvijeni
ljestvicast Ziv€ani sustav S cerebralnim ganglijem, zatvoreni optjecajni sustav, celom koji je
ispunjen tjelesnom tekuc¢inom koja sluzi kao potpora organizmu (hidroskelet) i prenosi hranjive
tvari i metabolite, organi za izluCivanje (protonefridiji i metanefridiji), koji su koluti¢avo
rasporedeni pa se jo$ nazivaju i segmentalnim organima, te relativno razvijeni endokrini sustav.
Celom iliti sekundarna tjelesna Supljina nastala je puknu¢éem mezoderma, a nalazi se izmedu
kozno-misiénog sloja i probavila. Sire¢a puknuéa formirale su dvije celomske vrecice, po jedna s
lijeve i desne strane svakog koluti¢a, a na mjestima njihovog spajanja nalaze se ledna i trbusna
mezentera, unutar koje su se smjestile krvne Zile (ledna i trbuSna mezentera) i ziv¢ana vrpca
(trbusna mezentera). Koluticavost je jednolika, tzv. homonomna metamerija, a izmedu koluti¢a
nalazi se pregrada ili septa. Organi za izlu¢ivanje, pokretanje i disanje ponavljaju se u svakom

koluticu.

Koljeno Annelida ¢ini dva razreda (Slika 3.): Polychaeta (mnogocetinasi) koji su najbrojniji
vrstama i Clitellata (pojasnici) medu kojima su gujavice najbrojnije vrstama. Ukupno Annelida
broji oko 14 000 vrsta od kojih su oko 9 000 vrsta mnogocetinasi i oko 5 000 vrsta pojasnici.
Koljeno koluticavaca formirano je prema morfoloSkim obiljezjima svojti poput koluti¢avosti,

prisutnosti ¢etina i nuhalnih organa, no monofiletsko podrijetlo koluticavaca molekularno nije
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dokazano. Mnogocetinasi uglavnom nastanjuju mora, dok vecina pojasnika Zivi u vodama na

kopnu i vlaznim stani$tima. (Matonickin i sur., 2010; Rouse i Pleijel, 2006).

True earthworms: >20 families, with 3

Crassiclitellata  >s5000 families found in the British isles:
Lumbricidae
) Acanthodrilidae
il Alluroidida* n Sparganophilidae
(bp",'inChqeil:s) Capilloventrida 5 T
MSTE wor Enchytraeida >750 '
) Potworms: mostly terrestrial,
Oligochaeta Haplotaxida* 30 also freshwater, marine
5 Lumbriculida* >230
Annelida Moniligastrida 170 Terrestrial and earthworm-like
Narapida* 7 * Freshwater
Parvidrilida* 8 Marine
Clitellata Randiellida 4 Very diverse, freshwater and marine
Tubificida >7100 lincludes the sludge worms)
6 Hirudinida QR Ruelenches
Hirudinea Acanthobdellida 2 Oligochaete-like, on freshwater crayfish
(leeches) Number of described species

Branchiobdellida >160 worldwide indicated in italics

Slika 3. Sistematika koluticavaca prema Schmelz, R.M. i sur. (2021); Annelid Taxonomy
Diagram© Keiron Derek Brown, Riidiger Schmelz, Emma Sherlock & Dan Asaw, Licensed

under a Creative Common By Attribution 4.0 Licence (CC BY 4.0),
https://www.earthwormsoc.org.uk/index.php/earthworm-biology

1.2.2. Razred: Clitellata (pojasnici)

Clitellata ili pojasnici nazvani su po latinskom pojmu clitellum, $to je u prijevodu sedlasta
torba ili bisaga, a odnosi se na pojas koji je trajno ili povremeno vidljiv na spolno zrelim
jedinkama. Pojas pojasnika obuhvaca nekoliko koluti¢a uglavnom na anteriornom dijelu tijela s
zadebljalom zljezdanom epidermom. Uloga pojasa je izlucivanje sluzi koja pomaze pri kopulaciji
i oplodnji te pohranjivanju hranjivih tvari za jajne stanice i izlu¢ivanje kokona u kojem se
inkubiraju oplodene jajne stanice i u kojem se odvija embrionalni razvoj jedinki. Pojas je prisutan
kod adultnih malocetina$a ¢itav Zivot, a kod pijavica samo u vrijeme spolne aktivnosti (Matonickin

i sur., 2010)

Slika 4. prikazuje stablo konstruirano filogenomskom analizom u kojoj je utvrdeno
monofiletsko podrijetlo pojasnika i najblizi zajednicki predak koji je bio slatkovodan i koji je zivio
tijekom Devona (prije 419-359 milijuna godina). Sve vece skupine pojasnika oformile su se

tijekom sljede¢ih 150 milijuna godina u slatkovodnom stanistu ili na kopnu (Erséus i sur., 2020).
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Prisustvo kliteluma, specificna organizacija dvospolnog sustava i nedostatak nuhalnih organa
apomorfije su pojasnika koje ih odjeljuju od ostalih pripadnika koljena Anellida. Razred Clitellata

sastoji se od dva podrazreda: Oligochaeta (malocetinasi) i Hirudinea (pijavice) (Rouse and Pleijel,

2006).

sp. Randiellidae s
Parvidnius meyssonnieri  Parvidrilidae

Capillovents tralis 2 o :
— T oieer atitrall Capilloventridae
Phreodrilidae sp. A Phl'eodrllldae

Phreodrilidae sp. C
Phreodrilidae sp. B
<

G gavius Naididae

89.7

Clitellata
Pristina Ialdyil
Rhyacodrilus pigueti

98 Paranais sp.
184 e
36.1 P
Bathydrilus sp.
Bathydrilus rohdei

ilus sp.

Olavius sp.
Albanidrilus sp.
Lil o sp.

Troglodrilus jugeti
F ix nr
voii Propappidae

78 60j sp. i
SR PO e Enchytraeidae
71.8
519 b £
4‘_: Mesenchytraeus armatus
Mesenchytraeus pedatus

gordioides Haplotaxidae

L i . -
;3; Kincaidiana sp. Lumbriculidae
Phagodrilus sp.
49.8 Trichodrilus strandi

39.8] y 5 = z
EE— 7 ¥ | o b Branchiobdellida
e f ; Hirudinida

. 414
Hirudinea = sp.

i [ Jias 3
468 Th
_I_|— Helobdella robusta
93 : Pisci sp.

Delaya leruthi Haplotaxidae
Drawida sp. Moniligastridae

% cf. ol is  Haplotaxidae
yrowspitareli -~ Crassiclitellata

Sparganophilus sp.

Acanthodrilidae sp.

0.3

Slika 4. Filogram najvece vjerojatnosti iz filogenomske analize Clitellata (Erséus i sur., 2020)

14



1.2.3. Podrazred: Oligochaeta (malocetinaSi)

Malocetinasi obuhvacaju sve terestricke i vodene organizme s prisutnim pojasom
(klitelumom) i Cetiri snopa jednostavnih ¢etina na svakom koluti¢u, po dva snopa s lijeve i desne
strane tijela, bez jasno vidljive glave, bez parapodija i o¢iju. Broj, oblik i polozaj ¢etina na koluti¢u
specifican je kod pojedine skupine. Kod terestrickih malocetinasa Cetine su kratke 1 moze ih biti
do osam po koluti¢u, dok su kod vodenih vrsta duze. Za razliku od pijavica, kod malo¢etinasa
prisutna je potpuna vanjska i unutarnja koluti¢avost. Ovisno o na¢inu zivota malocetinasi se sluze
peristaltickim kontrakcijama prilikom plivanja, puzanja i rovanja, pri ¢emu se duzina tijela
skracuje ili poveéava, dok volumen celomske tekucine pojedinog koluti¢a ostaje stalan. Cetine se
izvlage pri skraéivaniju tijela §to omogucuje kretanje prema naprijed (Habdija i sur., 2011). Zive u
morskim vodama i vodama na kopnu (npr. rod Tubifex), u vlaznoj zemlji gdje prave cjevaste
hodnike, a postoji i nesto nametnickih vrsta. Izmjena plinova odvija se preko povrsine tijela, a mali
broj ima $krge u obliku izvrata koZe na straznjem dijelu tijela. DiSni pigment u celomskoj tekuéini
je hemoglobin pomocu kojeg se prenosi oko 20% kisika. Nakon vec¢ih kisa i pljuskova terestricke
vrste izlaze na povrsinu jer u tlu opada koncentracija kisika, dok vodene vrste podnose niske
koli¢ine kisika (Habdija i sur., 2011).

U filogeniji, ,,malocetinasi* je naziv za parafiletsku skupinu pojasnika koji ne pripadaju
niti jednoj skupini pijavica tj. niti jednoj skupini podrazreda Hirudinea, koju ¢ine redovi
Acanthobdellida, Branchiobdellida, Hirudinida. Na filogenetskom stablu Clitellata dobivenom
molekularnom analizom 28S rDNA utvrdeno je da malocetinasi i pijavice nisu dvije monofiletske
skupine organizama, jer granjanje skupina Oligochaetae i Hirudinea nije podrzano (Rouse i Pleijel,
2006).

1.2.5. Podred Crassiclitellata (=Lumbricina)

Pripadnici skupine Crassiclitellata imaju viSeslojni klitelum. Molekularno je potvrdeno
monofiletsko podrijetlo Crassiclitellata, pa se smatra da se pojava viSeslojnog kliteluma dogodila
jedanput u evoluciji malocetinasa (Jamieson i sur., 2002). Dvadesetak porodica gujavica ¢ini

podred Crassiclitellata.
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1.2.4. Porodica Lumbricidae
Porodica Lumbricidae najpoznatija je i dobro prouena monofiletska porodica

malocetinasa. Opisano je oko 670 vrsta unutar 44 roda (Blakemore, 2007).

Na povrsini tijela gujavica nalazi se tanka kutikula koja prekriva epidermalni sloj stanica
sa sluznim zljezdanim stanicama. Ispod epidermalnog sloja nalazi se sloj prstenastih i uzduznih
misica, dok koluti¢e odvajaju celomske pregrade ili septe (Matonickin i sur., 2010). Svaki koluti¢
sadrzi pore koje se nalaze u zZljebovima izmedu koluti¢a te se kroz njih na povrsinu tijela izlucuje
celomska tekucina koja sluzi podmazivanju tijela ili ¢ak odbijanju predatora (Matonickin i sur.,
2010), kao kod roda Eisenia (Kobayashi i sur., 2001).

Zivéani sustav je ljestvi¢av, a sastoji se od cerebralnog ganglija koji je okoZdrijelnim
prstenom povezan s podzdrijelnim ganglijem 1 trbusnom zivéanom vrpcom. Podzdrijelni ganglij
sluzi za motoricke i refleksne radnje. lako im o¢i nisu razvijene kao kod mnogocetinasa, na lednoj
strani tijela imaju jednostani¢ne fotoreceptore (Matonickin i sur., 2010), tako da posjeduju

odredeni stupanj fotosenzibiliteta.

Za izlucivanje koriste metanefridijski sustav u kojem se metanefridiji nalaze na bocnim
stranama svakog koluti¢a. Krvotok je zatvoren i U njemu se razlucuju dvije krvne Zile: ledna i
trbusna. U svakom koluti¢u one su spojene kruznim krvnim zilama. Kruzne zile koje imaju
mogucnost kontrakcije igraju ulogu srca, pa se jo§ nazivaju laznim ili bo¢nim srcima. Bo¢nih srca
obi¢no ima pet parova u organizmu, a smjestene su u anteriornom dijelu tijela (Matonic¢kin i sur.,

2010).

Gujavice se hrane detritusom na povrsini, a organske tvari gutaju dok ruju. Probavilo je
jednostavno, zapocinje ustima koja se nalaze ispod prostomija. Na zdrijelo se nastavlja jednjak
koji moze posteriorno biti zamijenjen voljom (Zljezdani Zeludac) koja sluzi za spremanje hrane
i/ili misi¢nim Zelucem koji sluzi za usitnjavanje hrane. Mnoge vrste unutar jednjaka sadrze
vapnene zlijezde koje izluCuju kristalic¢e kalcita. Smatra se da one sluze izbacivanju ugljikova(IV)
oksida (Habdija i sur., 2011). U prednji dio crijeva izlu¢uju se enzimi, dok srednje crijevo sluzi za
apsorpciju hranjivih tvari (Bleidorn i sur., 2015). Radi povecanja povrSine za efikasnijom
apsorpcijom hranjivih tvari, uvratom gornje povrsine crijeva formiran je tiflozolis. Posljednji

koluti¢ je analni koluti¢, pigidij (Matonickin i sur., 2010).

16



Gujavice su hermafroditi. Rasplodni sustav ograni¢en im je na nekoliko koluti¢a u
prednjem dijelu tijela gdje se nalaze muski i Zzenski spolni sustav. Muski i zenski spolni sustav
medusobno su odvojeni kako bi se izbjegla samooplodnja. Dva para sjemenika nastavljaju se u
sjemene mjehurice. Iz sjemenih mjehuri¢a pruzaju se dva sjemenovoda s po jednim otvorom s
lijeve i desne strane, koji je kod vecine vrsta porodice Lumbricidae smjesten na petnaestom
koluti¢u. Zenski spolni sustav &ini jedan par kratkih jajovoda koji se najées¢e otvara na
Cetrnaestom koluti¢u, a izvana je tesko vidljiv. Sjemena spremista (spermateke) primaju spermije
od druge jedinke tijekom kopulacije i odvojeni su od jajnika. Zivotni ciklus gujavice prikazan je
na slici 5. Tijekom kopulacije izmjenjuju se spermiji obje jedinke, a ona se odvija u povoljnim
uvjetima (Matonic¢kin i sur., 2010). Nakon kopulacije gujavice svlace kokon s zljezdanog
epidermalnog tkiva (pojasa) prema anteriornom dijelu tijela. U kokon se rasporeduju neoplodene
jajne stanice koje izlaze iz zenskog spolnog otvora. Kokon s neoplodenim jajnim stanicama zatim
dolazi do dijela sa spermatekama, gdje su pohranjeni spermiji druge jedinke. Oplodnja se odvijau
kokonu (vanjska oplodnja) kada gujavica izbaci spermije druge jedinke iz spermateka u kokon s

vlastitim neoplodenim jajnim stanicama (Barrett, 1948).
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Slika 5. Zivotni ciklus gujavice (Monroy i sur., 2007)

Vecina vrsta i rodova porodice Lumbricidae prirodno su rasprostranjeni u Holarktickoj
regiji. Velik broj vrsta Lumbricidae smatra se peregrinim, Sto znaci da Su Siroko rasprostranjene i
na geografski udaljenim lokacijama (Blakemore, 2009). Primjerice, vrste Lumbricus terrestris i

Lumbricus rubellus smatraju se invazivnim vrstama u fauni Nearktisa (Klein i sur., 2019).
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Gujavice porodice Lumbricidae obi¢no se koriste kao modelni organizmi u istraZivanjima
bioraznolikosti, biogeografije i evolucije. Gujavice vrste Eisenia andrei/fetida najéesce se koriste
kao modelni organizmi u ekotoksikoloskim istrazivanjima (Lee, 2008). Unato¢ njihovom
bioloskom i ekoloSkom znacaju, taksonomski, evolucijski i hijerarhijski odnosi jo§ su uvijek

predmet rasprave nekih rodova i vrsta (Pérez-Losada i sur., 2011).

Prema zadnjem popisu iz 2013. godine, u Hrvatskoj je zabiljezeno ukupno 68 vrsta gujavica
svrstanih u 17 rodova, od kojih su 19 vrsta hrvatski endemi, a 10 regionalni endemi Hrvatske s
susjednim zemljama. Najcesée vrste gujavica u Hrvatskoj su Aporrectodea rosea, Octolasion
lacteum, Lumbricus rubellus, Bimastos rubidus i Eiseniella tetraedra (Hackenberger K. i
Hackenberger K., 2013).

1.3. Identifikacija gujavica

Identifikacija gujavica temelji se na analizi vanjskih ili morfoloskih i unutarnjih ili
anatomskih osobina odraslih, spolno zrelih jedinki. Neke morfoloSke i anatomske osobine gujavica
prikazane su na slikama 6 i 7. Medutim, morfoloske i anatomske karakteristike varijabilne su kod
nekih taksona gujavica i mogu se dogoditi preklapanja, Sto otezava identifikaciju vrsta (Pérez-
Losada i sur., 2009). Mrsi¢ (1991) je u prvoj monografiji gujavica za podrucje Balkana, u kojem
je opisan veéi broj novih vrsta za znanost, iznio determinacijski klju¢ te objedinio svoje i
dotadasnje morfoloske i anatomske 0sobine za determinaciju vrsta. Za determinaciju vrsta rodova
Octodrilus i Octodriloides Csuzdi i sur. (2018) sluzili su se jo§ polozajem nefridiopora, a Pop
(1998) mjestom na kojem zavrSava tiflozolis. Pop (1991) je kao primarnu osobinu u razvrstavanju
gujavica roda Octodrilus s Karpata po vrstama Koristio smjestaj stidne izboc¢ine. Najznacajnije
osobine implementirane su u digitalnom klju¢u za odredivanje gujavica Hrvatske (ErlK)

(Hackenberger K. D. i sur., 2015), a navedene su u tablici 1.
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Tablica 1. Morfoloske i anatomske 0sobine gujavica koristene pri odredivanju gujavica Hrvatske

Morfoloske (vanjske) osobine

Anatomske (unutarnje) osobine

polozaj kliteluma

tip longitudinalnih misi¢a

oblik stidne izbo¢ine

oblik i orijentacija nefridijskih mjehura

polozaj stidne izbocine

oblik i poloZzaj vapnenih zlijezda

oblik prostomija

oblik tiflozolisa

pigmentacija

tip testikularne vrece

polozaj muskog spolnog otvora (m.s.o0.)

zadebljanje pregrada

razvijenost zljezdanog atrija oko m.s.o.

broj i veliCina sjemenih vrecica

prva ledna pora

broj parova sjemenih spremista (Spermateka)

duZina

polozaj otvora sjemenih spremista (Spermateka)

Sirina

broj koluti¢a

sparenost Cetina

Zljezdane papile
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Slika 6. Morfoloske osobine vrste Octolasion lacteum (HREW88-04):
1-36 — kolutic¢i; A — prostomij; B — (usko sparene) ¢etine; C — muski spolni otvor na 15. koluticu;

D — Zljezdani atrij oko m.s.0.; E — stidna izbo¢ina; F — klitelum (pojas); G — ledna (dorzalna) pora

Slika 7. Anatomske osobine vrste Octodrilus complanatus (HREW57-1)

A — sjemena spremista (spermateke); B — sjemene vrecice
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1.4. Rodovi Octodrilus i Octodriloides

Koljeno ANNELIDA de Lamark, 1803
Potkoljeno CLITELLATA Michaelsen, 1919
Razred OLIGOCHAETA Grube, 1850
Red HAPLOTAXIDA
Podred CRASSICLIT