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Dinarski kr$ jedna je od svjetskih to¢aka najvece Spiljske bioraznolikosti. Kao i ostali Spiljski
organizmi, odredene skupine pauka takoder pokazuju karakteristicne prilagodbe na zivot u
Spiljskim uvjetima kao §to su depigmentacija i redukcija o¢iju. Jedan od takvih pauka je vrsta
Stalagtia hercegovinensis iz porodice Dysderide, potporodice Harpacteinae. Rasprostranjena
je u juznim Dinaridima, od Nacionalnog parka Krka na sjeveru do Crne Gore na jugu. Ovako
veliki areal nekarakteristi¢an je za potpuno prilagodenu $piljsku vrstu Sto podize sumnje da je
S. hercegovinensis zapravo kompleks vrsta. Za potvrdu ove hipoteze, izolirana je DNA te su
umnozeni i sekvencirani geni COI, 16S, 18S, 28S i H3 od 68 jedinki S. hercegovinensis koje
su prikupljene u cijelom njezinom arealu. Filogenetske analize i delimitacijske metode
potvrdile su postojanje Sest podrzanih, monofiletskih i geografski razdvojenih skupina.
Detaljnim morfoloskim analizama jedinki svake skupine utvrdene su razlike u morfologiji
spolnih organa, broju i rasporedu ¢etina na segmentima prvog para nogu te stupnju redukcije
ostataka ociju. Utvrdeni morfoloski karakteri pokazali su se ve¢inom konzistentni za
razlikovanje pojedinih skupina. U jednom S$piljskom lokalitetu otkrivena je sintopija dvije
razli¢ite skupine, pojava koja je izuzetno rijetka za $piljske pauke. Ovim istrazivanjem stvoreni
su temelji za buduéi opis novih vrsta iz kompleksa S. hercegovinensis.
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PCA — analiza glavnih komponenti (engl. principal component analysis)
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1. UvOD

1.1. Podzemna staniSta

Dinarski kr$ jedna je od svjetskih to¢aka najvece bioraznolikosti Spiljskih organizama (Sket
2012). Na podruéju Dinarida nalazi se minimalno 20 000 poznatih $piljskih i jamskih objekata
(Zupan-Hajna 2012). Unutar dinarskih S$piljskih sustava pronadeno je skoro 1000
troglobiontnih vrsta, od kojih u prosjeku 40 do 60 % ¢ine endemske vrste ogranicene iskljucivo
na podrucje Dinarida ili uze, nerijetko vezane samo za jedan $piljski objekt (Sket 2012). NeKi
od poznatih dinarskih $piljskih endema su jedini europski $piljski kraljeznjak, ¢ovjecja ribica
(Proteus anguinus), $piljska kongerija (Congeria spp.), mestrovljeva pijavica (Croatobranchus
mestrovi) te Ogulinska $piljska spuzvica (Eunapius subterraneus), jedna od svega nekoliko

Spiljskih slatkovodnih spuzvi u svijetu.

Krajnji jug Dinarida, odnosno podrucje granice Hrvatske, Crne Gore i Bosne i Hercegovine,
posebno se odlikuje raznolikos¢u $piljskih organizama. Ova ¢injenica najbolje se moze vidjeti
na primjeru Spilja Vjetrenice i BjeluSice u Popovom polju koje tvore $piljski kompleks unutar
kojeg je nadeno sveukupno 93 obligatnih $piljskih vrsta, od kojih je 48 vodenih, a 45 kopnenih
vrsta. Ovako velik broj vrsta u jednoj Spilji postavlja Vjetrenicu na drugo mjesto U svijetu
prema raznolikosti podzemnih vrsta (Deli¢ i sur. 2023). Pretpostavlja se da je ovako velika
raznolikost vrsta na malom podruc¢ju uzrokovana relativno visokom godiSnjom stopom
padalina, viSim temperaturama nego u ostatku regije te blizinom mora, koje je u geoloskoj
proslosti bilo izvor organizama koji su mogli kolonizirati podzemne ekosustave (Deharveng i
sur. 2024).

Zbog specificnih okolisnih uvjeta u podzemnim sustavima, kao $to su konstantan nedostatak
svjetla, male promjene okoli$nih uvjeta poput temperature i vlage te slaba dostupnost hrane,
organizmi koji cijeli svoj zivot provode u Spiljama razvijaju posebne prilagodbe koje se grupno
nazivaju troglomorfije (Christiansen 2012). Neke od najpoznatijih promjena su redukcija ociju
(anoftalmija), nedostatak pigmenta, izduzivanje tjelesnih nastavaka (udova, osjetilnih organa),
usporeni metabolizam 1 sli¢no (Culver i Pipan 2019). Visoko prilagodene vrste koje viSe ne
mogu prezivjeti u vanjskim staniStima nazivaju se troglobionti ili obligatni Spiljski stanovnici.
Oni su ogranieni na podzemna staniSta koja naj¢eS¢e medusobno nisu povezana (npr.
podzemna stani$ta Dinarida i Alpa) te je ta izoliranost razlog visokog stupnja endemizma
(Culver i Pipan 2019).



1.2. Raznolikost $piljskih pauka u Hrvatskoj
Kao i ostali troglobiontni organizmi, troglobiontni pauci imaju prilagodbe na $piljske uvjete:
redukcija ili potpuni nedostatak ociju, redukcija ili potpuni gubitak kutikularnog pigmenta,
stanjenje integumenta, elongacija tjelesnih nastavaka u usporedbi s nadzemnim srodnicima,
usporeni metabolizam, promjene cirkadijanog ritma te usporeni razvoj i odrastanje (Mammola
i sur. 2018).

Na Dinaridima je opisana prva vrsta $piljskog pauka u svijetu: Stalita taenaria, Schigdte 1847.
Od tada su na podrucju Dinarida zabiljezene 132 vrste $piljskih pauka iz 32 roda i 10 porodica,
od Cega je 71 vrsta zabiljezena u Hrvatskoj (Mammola i sur. 2022). Od 132 vrste, 63 su
troglobionti tj. obligatne Spiljske vrste, 1 one sve su endemicne za Dinaride, tj. za neko podrucje
unutar Dinarida. Vecina Spiljskih pauka potjece od vrsta ili grupa koje preferiraju stanista s
uvjetima sli¢nima $piljskim kao $to su no¢na aktivnost te zivot u uskim, vlaznim i mra¢nim
prostorima u blizini tla (Arnedo i sur. 2007). Najveci broj $piljskih vrsta pauka u Europi pripada
porodicama Dysderidae, Agelenidae, Pholcidae, Nesticidae, Leptonetidae te Linyphiidae
(Mammola i sur. 2018).

1.3. Porodica Dysderidae

Dysderidae (na hrvatskom Sesterookci) su porodica pauka koji se Cesto hrane kopnenim
rakovima iz reda Isopoda, tocnije porodice Oroniscidae (Pekar i Toft 2015) od kuda dolazi
engleski naziv porodice woodlouse spiders. Osim kopnenih rakova, hrane se kornjaSima,
ostalim paucima te ostalim ¢lankonoScima. Posebnom strukturom ¢eljusti mogu probiti oklop
kornjasa i kopnenih rakova s ventralne strane te na taj nacin usmrtiti svoj plijen (Rezac i sur.
2008). Karakterizira ih tamno crvena boja prednjeg tijela i nogu te blijedozuta do siva boja
straznjeg tijela. Za razliku od mnogih ostalih skupina pauka, pauci ove porodice imaju 6 o¢iju,
najcesc¢e poslozenih u dva polukruzna reda. Najces¢e zive na mra¢nim i vlaznim staniStima,
skrivajuéi se u suhom lis¢u na tlu, ispod trulog drva ili ispod kamenja. Ovi pauci ne pletu mreze,
nego aktivno love svoj plijen na tlu. Ova porodica sastoji se od potporodica Dysderinae,
Harpacteinae i Rhodinae, a vrstama najbrojniji rodovi su Dysdera i Harpactea. Sve tri
potporodice sadrze troglobiontne vrste, a postoje 1 rodovi koji sadrze isklju¢ivo troglobiontne
vrste kao $to su Stalita, Mesostalita, Parastalita, Stalitella ili Minotauria (Adrian-Serrano i
sur. 2024).

1.4. Stalagtia hercegovinensis, morfologija i problem klasifikacije
Stalagtia hercegovinensis, Nosek 1905 vrsta je troglobiontnog pauka iz potporodice

Harpacteinae, porodice Dysderidae. Rasprostranjena je od Nacionalnog parka Krka na sjeveru
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do sjevernog dijela Crne Gore na jugu, na podrucju duljine oko 260 km i povrsine 13 000 km?
(Mammola i sur. 2019). Posjeduje sve karakteristike troglobiontne vrste kao §to su redukcija

o¢iju, tijelo bez pigmenta te izduzene tjelesne nastavke u usporedbi s povrSinskim srodnicima.

Umyjesto ociju, kod pojedinih jedinki pojavljuju se bijele mrlje kao svojevrsni ostatak u razvoju
o¢i, no nemaju ulogu funkcionalnih o¢iju (Slika 1.B), dok je kod pojedinih jedinki prisutan
potpuni nedostatak ociju (Slika 1.A). Prema polozaju oci se nazivaju anteriorne lateralne (AL),

posteriorne lateralne (PL) i posteriorne medijalne (PM) (Slika 1.B).

N

Slika 1. Ostaci o¢iju kod vrste Stalagtia hercegovinensis. A — glava jedinke bez ostataka o¢iju. B —

glava jedinke s jasno vidljivim i oznaCenim ostacima o€iju; AL — anteriorne lateralne oci, PL —

posteriorne lateralne o¢i, PM — posteriorne medijalne oci.

Kao i kod ostalih vrsta pauka, imaju osam nogu od kojih je svaka podijeljena na 7 segmenata:
kuk (coxa), prstenak (trochanter), bedro (femur), iverak (patella), goljenica (tibia), baza stopala

(metatarsus) i stopalo (tarsus) (Slika 2.).



tarsus”

metatarsus -~

trochanter tibia

|
coxa / \

femur patella
Slika 2. Oznaceni segmenti noge pauka, preuzeto sa: Araneae: Spiders of Europe (Nentwig i sur. 2025),

https://araneae.nmbe.ch/glossary

Na vrhu stopala svake noge nalaze se po dvije tarzalne kandzice prekrivene gustim dlacicama.
Na nogama imaju brojne sitne osjetilne dlacice (trihobotriji) te dulje 1 ¢vrS¢e cetine. Na
anteriornim tibijama (prva i druga noga) imaju 0-10 cetina ventralno, na anteriornim
metatarsusima 0-8 Cetina ventralno, a patelle, coxe i tarsusi svih nogu su iskljucivo bez Cetina
(Deeleman-Reinhold 1993). Cetine na femurima, tibijama i metatarsusima posteriornih nogu
(treca i1 Cetvrta noga) rasporedene su naizgled nasumicno i nalazi ih se prosjecno od 15 do 30.
Kao i kod drugih pauka, tijelo im je podijeljeno na dva dijela: prednje tijelo (prosoma) i straznje
tijelo (opistosoma). Prednje tijelo i noge ovih pauka naran¢aste su do crvene boje (Deeleman-
Reinhold 1993). Duljina prednjeg tijela veéa je od Sirine prednjeg tijela te omjer duljine i Sirine
iznosi oko 1,3. Ukupna duljina tijela (prednje i straznje tijelo) je od 6,5 do 12,0 mm, pri cemu
je duljina prednjeg tijela do 4,5 mm (Kratochvil 1970) dok duljina straznjeg tijela varira te ne

ovisi o duljini prednjeg tijela. Usni aparat slicnog je oblika kao kod roda Harpactea te se koristi


https://araneae.nmbe.ch/glossary

kao determinacijsko svojstvo za razlikovanje potporodica Harpacteinae (Slika 3.A) i Rhodinae
(Slika 3.B).

Slika 3. Usni aparat gledan s trbusne strane. A — potporodica Harpacteinae, B — potporodica Rhodinae.
Preuzeto iz Heimer i Nentwig 1991.

Na cetvrtom koluti¢u prednjeg tijela nalaze se celjusne nozice (pedipalpi) gradene od 6
dijelova: kuk (coxa), prstenak (trochanter), bedro (femur), iverak (patella), goljenica (tibia) i
stopalo (tarsus) te sluze kao osjetilni organ dodira i kao pomo¢ u pridrzavanju plijena. Kod
odraslih muzjaka zadnji ¢lanak Celjusne nozice preobrazen je u spolni organ te je kao takav
jedan od glavnih determinacijskih svojstava opcéenito kod pauka. Preobrazeni ¢lanak naziva se
cimbij (cymbium) te na sebi nosi strukturu zvanu bulbus, koja sluzi za pohranjivanje i prijenos
sperme. Na izbocenom vrhu bulbusa nalaze se embolus, na vrhu kojeg je otvor sjemenovoda,
1 konduktor (Slika 4.) te se njihov izgled i poloZaj koristi kao determinacijsko svojstvo. Ostatak
bulbusa na kojemu se ne nalaze strukture naziva se tegulum (Slika 4.). Bulbus je simetri¢an,
oblika kugle ili limuna. Embolus je duljine jednake Sirini bulbusa te zakrivljen pri vrhu, a

konduktor je malen te esto teZak za uociti (Deeleman-Reinhold 1993).
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Slika 4. Struktura muskog spolnog organa vrste S. hercegovinensis s ozna¢enim dijelovima. Preuzeto i

prilagodeno prema Kratochvil 1970.

Zenski spolni organ nalazi se na ventralno-anteriornoj strani straznjeg tijela, ispred tzv.
epigastrickog zlijeba. Za razliku od mnogih drugih skupina pauka, kod kojih je otvor spolnog
organa modificiran u sklerotizirani poklopac, odnosno epigin (epigynum), kod porodice
Dysderidae to nije slucaj, pa tako ni kod vrste S. hercegovinensis. Lateralno, s obje strane
spolnog organa, nalaze se sklerotizirani i jasno vidljivi otvori diSnog organa, odnosno
lepezastih uzdusnica (Slika 5.). Kada se izdvoji povrsinski dio straznjeg tijela koji sadrzi spolni
otvor i otvore uzdusnica, uocavaju se specifi¢ne strukture Zenskog spolnog organa. Na samom
vrhu nalazi se sklerotizirana spermateka koja sluzi za pohranu sjemena muzjaka nakon parenja.
Ventralno i posteriorno od spermateke prolaze dvije sklerotizirane popreéne ploce, a ispod ili
ispred epigastrickog zlijeba nalazi se straznji divertikul. Spermateka je varijabilne morfologije,
oblika obrnutih slova V ili Y, a straznji divertikul je oblika Siroke membranozne vrecice
(Deeleman-Reinhold 1993).
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Slika 5. Unutrasnje strukture zenskog spolnog organa vrste S. hercegovinensis s oznacenim dijelovima.

Preuzeto i prilagodeno prema Kratochvil 1970.

Vrstu Stalagtia hercegovinensis opisao je Anton Nosek pod imenom Stalita hercegovinensis
na temelju Zenke iz S$pilje Vjetrenice u Popovom polju u Bosni 1 Hercegovini (Nosek 1905).
Kasnije, 1970., Joseph Kratochvil opisuje rod Stalagtia, u njega stavlja Nosekovu vrstu
hercegovinensis (i ranije opisanu vrstu Stalita monospina (Absolon i Kratochvil 1932)) te
opisuje nove vrste Stalagtia purkrabeki iz Hrvatske (tipski lokalitet $pilja Sipun u Cavtatu) te
Stalagtia folki iz Crne Gore (tipski lokalitet Bobjerska peé¢ina) (Kratochvil 1970). U svojoj
reviziji dinarskih harpacteina iz 1993. Christa Deeleman-Reinhold sinonimizira obje
Kratochvilove vrste sa S. hercegovinensis. Razlog sinonimizacije je prevelika i nepravilna
varijacija morfoloskih obiljeZja, kao §to su raspored Cetina 1 izgled muskih i zenskih spolnih
organa (Slika 6.), zbog koje je nemoguce konzistentno razlikovati vrste. Deeleman-Reinhold
(1993) navodi da postoji varijacija u obliku bulbusa kod muzjaka, no budu¢i da bulbus ne ulazi
u vulvu tijekom kopulacije te ¢injenice da obrazac varijacije oblika vulve ne odgovara obrascu
varijacije oblika bulbusa, oblik bulbusa odreden je kao morfoloski neinformativan. Dodatni
razlog sinonimizacije vrsta bio je nemoguénost proucavanja holotipova svojti folki i purkrabeki
jer sunazalost izgubljeni, vjerojatno u pozaru prirodoslovnog muzeja u Brnu za vrijeme drugog

svjetskog rata (Ruzicka i sur. 2005).



Slika 6. Glavna morfoloSka obiljeZja vrste S. hercegovinensis. Izgled muskog spolnog organa (10),
izgled Zenskog spolnog organa (11, 12, 16), varijabilnost oblika spermateke (13, a — g) te izgled
prednjeg tijela (14) i usnog aparata (15). Preuzeto iz Deeleman-Reinhold (1993).

Iz nedavno objavljene molekularne filogenije porodice Dysderidae, u koju je ukljuceno
nekoliko uzoraka vrste S. hercegovinensis, vidi se postojanje 4 nezavisne evolucijske linije u
grupi s nominalnim vrstama S. hercegovinensis i S. monospina (Adrian-Serrano i sur. 2024).
Takoder, neobjavljene analize mentorice Martine Pavlek, u koju je bilo ukljuc¢eno preko 50
uzoraka vrste Stalagtia hercegovinensis, pokazuju potencijalno postojanje 6 nezavisnih linija

za koje nisu bile poznate morfoloske razlike niti to¢ne granice rasprostranjenja.



1.5. DNA barkodiranje
U zadnjih 20 godina, filogenetske analize pojedinih gena, kao sto je DNA barkodiranje (Hebert

i sur. 2003a), postale su brze, jednostavne, lako dostupne te, najvaznije, precizne u odredivanju
1 razgraniavanju pojedinih vrsta, a imaju 1 moguénost detekcije kripticnih vrsta (vrste koje su
morfoloski identi¢ne, ali se genetski znacajno razlikuju). Buduéi da vrsta S. hercegovinensis
ima neobi¢no velik areal te povijest naizgled pogresnih klasifikacija i revizija vrste zbog vrlo
varijabilne morfologije, ¢ini se kao idealan kandidat za filogenetske analize i DNA
barkodiranje kojima bi se mogla razjasniti morfoloSka varijabilnost te bolje taksonomski

definirati ovu vrstu.

Kao dodatan alat u taksonomiji, uz morfolosku identifikaciju, 2003. godine predlozeno je
koriStenje sekvenci molekule DNA odredenih genetskih biljega kao “barkod” regija za
odredivanje pojedinih vrsta, pri cemu bi svaka vrsta imala svoj “barkod” (Hebert i sur. 2003a).
Da ova metoda bude uspjesna, bilo je potrebno odabrati adekvatan genetski biljeg, tj. regiju
genoma, koja ¢e biti relativno jednostavna za analizu, ukljucujucéi laboratorijsku izolaciju gena
1 bioinformaticku analizu, no, vaznije od svega, pomocu koje ¢e biti moguce razlikovati vrste
pojedinih organizama. Takav genetski biljeg trebao bi biti dovoljno vrsno specifican da bude
gotovo identiCan za jedinke iste vrste, ali razli¢it izmedu jedinki dvije razli¢ite vrste te po
mogucénosti primjenjiv za razlikovanje S§to veceg broja organizama. Takoder, u svrhu
jednostavne laboratorijske analize, duljina genetskog biljega trebala bi biti umjerena da
umnazanje fragmenta bude S§to uspjesnije, a mjesta za vezanje pocetnica trebala bi biti
konzervirana u vecini organizama tako da se mogu koristiti iste robusne pocetnice za sve

organizme. (FiSer Pe¢nikar i Buzan 2014; Trivedi i sur. 2018)

Genetski biljeg koji ima pribliZzno sva navedena svojstva je mitohondrijski gen za podjedinicu
| citokrom c oksidaze (COIl) duljine 658 pb (Hebert i sur. 2003a). Budu¢i da je COI
mitohondrijski gen, nije podlozan rekombinaciji kao jezgreni geni te postoji samo u jednoj
kopiji, jer je mitohondrijski genom haploidan, Sto smanjuje greske kod sekvenciranja
uzrokovane heteroplazmijom (dvije razli¢ite kopije gena unutar istog diploidnog organizma).
Gen COI takoder je manje podlozZan insercijama i delecijama te nema introne $to olakSava
bioinformaticke analize (Hebert i sur. 2003b). Gen COIl ve¢ se godinama uspjesno koristi za

razlikovanje vecine skupina zivotinjskih organizama (FiSer Pe¢nikar i Buzan 2014).



2. CILJ ISTRAZIVANJA
S obzirom na navedenu problematiku vrste S. hercegovinensis, ovim istrazivanjem nastojat ¢e
se razrijesiti njen status kroz detaljnu filogenetsku i morfolosku analizu. U skladu s time, ciljevi

ovog istrazivanja su:

e |zraditi filogenetsku hipotezu kompleska vrste S. hercegovinensis koriste¢i standardne

gene za rekonstrukciju filogenije pauka
e RazgraniCiti potencijalne vrste delimitacijskim metodama uz pomo¢ gena COI
e Napraviti kartu rasprostranjenja potencijalnih novih vrsta
e (Odrediti spolna i somatska morfoloska obiljezja specificna za potencijalne nove vrste

e Na temelju genetickih, geografskih i morfoloSkih dokaza definirati potencijalne nove

vrste

Prema ve¢ poznatim podacima o vrsti S. hercegovinensis pretpostavlja se da je vrsta S.
hercegovinensis zapravo kompleks nekoliko vrsta koje se mogu razgraniCiti genetski i

morfoloski.

3. MATERIJALI | METODE

3.1. Podrugdje istraZivanja
Materijal pauka vrsta Stalagtia hercegovinensis i Stalagtia monospina koristen u izradi ovog
diplomskog rada dio je zbirke Hrvatskog biospeleoloskog drustva iz Zagreba (HBSD) te je
prikupljen tijekom brojnih istrazivanja od 1985. do 2024. godine u 196 $piljska lokaliteta na
podrucju sredisnje 1 juzne Dalmacije, juga Bosne 1 Hercegovine te na sjeveru Crne Gore (Slika
7.) Pauci su prikupljeni pincetom ili ekshaustorom te potom pohranjeni u 70%-tni ili 96%-tni

etanol.

Na temelju podataka iz zbirke HBSD-a i literaturnih nalaza izradio sam kartu rasprostranjenja
vrsta S. hercegovinensis i S. monospina (Slika 7.) u programu QGIS (QGIS 2025., verzija
3.22.5-Biatowieza).
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Slika 7. Prikaz poloipgjgﬂsvih speleoloskih objekata u jugoisto¢nim Dinaridima u kojima su zabiljezene
jedinke vrsta S. hercegovinensis (crvene tocke) i S. monospina (ljubicaste tocke). Podaci su iz zbirke
HBSD-a (196 nalaza) i literature (dodatnih 47 nalaza).

3.2. Izolacija DNA, umnaZanje i sekvenciranje gena

U svrhu provedbe filogenetskih analiza odabrano je 67 jedinki vrste S. hercegovinensis na
nacin da se pokrije cijelo njeno rasprostranjenje te tri jedinke vrste S. monospina. Genomska
DNA izolirana je iz tkiva noge pauka uz pomo¢ komercijalnih kompleta za izolaciju genomske

DNA, specificno DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) i Quick DNA Miniprep (Zymo).

Nakon toga su u lancanoj reakciji polimerazom (skra¢eno PCR) i koristenjem specifi¢nih
pocetnica (Tablica 1.) umnozeni sljede¢i geni: COIl (mitohondrijski gen za podjedinicu I
citokrom c oksidaze), 16S, 28S, 18S i H3 (gen za histon H3). Metoda PCR provedena je u
toplokruzniku (eng. thermocycler) pri uvjetima navedenima u Tablici 2. Uvjeti su bili
specifi¢ni za svaki gen, a temperatura vezanja pocetnica je po potrebi snizavana, tj. ako na visoj
temperaturi nije umnoZen Zeljeni produkt snizili bi je za do 6°C. Ukupni volumen svake

reakcije bio je 20 pl.
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Tablica 1. Popis svih pocetnica koristenih u reakciji PCR za umnazanje gena COIl, H3, 16S, 18S i 28S

te njihove sekvence i izvor.

Gen vlme. Tr|\_/|JaIn Smjer Sekvenca 5'- 3' Literatura
pocetnice 0 Ime
GGTCAACAAATCATAAAGATA
LCO-1490 |LCO uzvodno |TTGG Folmer i sur. 1994
CCCGGTAAAATTAAAATATAA
ol C1-N-2191 [Nancy nizvodno |ACTTC Simon i sur. 1994
TAAACTTCAGGGTGACCAAAA
C1-N-2198 [HCO nizvodno |AATCA Folmer i sur. 1994
GGAGGATTTGGAAATTGATTA
C1-J-1718 |mt6 uzvodno |GTTCC Simon i sur. 1994
ATGGCTCGTACCAAGCAGACV
H3 H3aF uzvodno |GC Colgan i sur. 1998
ATATCCTTRGGCATRATRGTGA
H3aR nizvodno |C Colgan i sur. 1998
LR-N-
13398 16SA uzvodno |CGCCTGTTTATCAAAAACAT  |Arnedo isur. 2001
165 |LR-J-12864|16SB2  |nizvodno |CTCCGGTTTGAACTCAGATCA |Amedo i sur. 2001
LR-N- TGTGCTAAGGTAGCATAATCA
13317 16Sany |uzvodno |TTTG Ceccarelli i sur. 2019
5F uzvodno |GCGAAAGCATTTGCCAAGAA |Giribeti sur. 1996
18S GATCCTTCCGCAGGTTCACCTA
9R nizvodno |C Giribet i sur. 1996
GAAACTGCTCAAAGGTAAACG [Hedin i Maddison
o8 [28S-0 uzvodno |G 2001
285-B nizvodno |TCGGAAGGAACGAGCTAC Platania i sur. 2020

Tablica 2. Uvjeti temperature i vremena trajanja pojedinih faza u reakciji PCR prema koristenim

pocetnicama za navedene gene.

COl 16S 18S 28S H3

TCO 1 ocy fvrijeme| TCO | TCOT | TEC)/

vrijeme vrijeme vrijeme vrijeme
Pocetna denaturacija| 94 /5 min 94 /5 min 94/5min | 94/5min | 94/5 min
Denaturacija| 94/30s 94/30s 94/30s 94/30s 94/30s

Cikgii . p(\)/ceezti:‘g: 39-45/35s | 40-45/35s | 55/35s |42-48/35s|45-48/355s

Produljenje| 72/45s 72145s 721455 72/160s 72/45s
Zavr$no produljenje| 72 /5 min 72 /5 min 72/5min | 72/10min| 72/5 min
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Nakon reakcije PCR, provedena je gel elektroforeza u svrhu potvrdivanja uspjeSnog umnaZanja
ciljanih gena. Iz svakog uzorka uzet je alikvot dobivenih umnozenih DNA molekula od 5 pL i
analiziran je elektroforezom na 1 %-tnom agaroznom gelu u puferu TAE s dodatkom etidijevog
bromida pri naponu od 90 V u trajanju od 30 minuta. PCR produkti su potom vizualizirani pod
UV svjetlom pomocu etidijevog bromida koji se veze za molekulu DNA i fluorescira pod UV
svjetlom (Slika 8.). Ostatak uspjeSno umnoZene DNA poslan je na obostrano Sangerovo

sekvenciranje u institut Macrogen (Nizozemska).

M12345678910111213143

500 pb W

100 pb

Slika 8. Primjer agaroznog gela pod UV svjetlom nakon elektroforeze. U jazicama 9 -14 pri veli¢ini
na oko 600 pb uocava se fluorescencija $to potvrduje uspjeSno umnazanje gena 16S, dok se u

jazicama 1-8 ne uocava fluorescencijski signal $to ukazuje na neuspjesnu reakciju PCR za uzorke 1-8.

Od 67 uzoraka vrsta S. hercegovinensis i S. monospina ukljuc¢enih u DNA analizu, sekvence
od 56 uzoraka je prethodno dobiveno u istrazivanju mentorice Martine Pavlek, dok sam ja
obradio 9 dodatnih uzoraka od identifikacije vrste do umnazanja gena i uredivanja dobivenih
sekvenci. Od tih 9 dodatnih uzoraka dio je odabran jer su bili na grani¢nom podrucju izmedu
genetskih skupina, a dio ih pripada genetickoj skupini sp. 5 za koju je do sada bio umnozen
samo gen za COI te sam ja umnozio ostale gene (16S, 18S, 28S i H3) da bi se mogao testirati

njen status zasebne genetske skupine.
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3.3. Filogenetske analize

Sekvence sam uredivao u programu Geneious v. 8.1.9 (Kearse 1 sur. 2012). Sve gene sam
sravnio zasebno algoritmom MAFFT v. 7.017 (Katoh i sur. 2002) koriste¢i standardne postavke
te sam ih nakon toga spojio (opcija concatenate) u supermatriks sa 332 terminala. Da budem
siguran da ¢u dobiti dobru topologiju stabla, u analizu sam ukljuc¢io sekvence mnogih vrsta iz
porodice Dysderidae (252 uzorka), ali i iz srodnih porodica (13 uzoraka) preuzete iz objavljenih
radova (Platania i sur. 2020; Adrian-Serrano i sur. 2024) ili od mentorice Martine Pavlek.
Finalni supermatriks, na kojem sam radio Maximum Likelihood i MrBayes analizu, bio je
ukupne duljine 5618 parova baza i sadrzavao je sljedece gene i duzine: COI 279 sekvenci (676
pb), 16S 142 sekvence (521 pb), 18S 103 sekvence (1765 pb), 28S 148 sekvenci (2328 pb) i
H3 180 sekvenci (328 pb).

Maximum Likelihood analizu proveo sam u programu 1Q-TREE v. 2.0 (Minh i sur. 2019).
Najprije sam upotrijebio algoritam ModelFinder (Kalyaanamoorthy i sur. 2017), koji je
inkorporiran u IQ-TREE, da odaberem najbolju shemu dijeljenja supermatriksa i odgovarajuce
evolucijske modele za svaku particiju u supermatriksu, a zatim sam proveo samu Maximum
Likelihood analizu s ciljem dobivanja najbolje topologije stabla uz procjenjivanje podrske
granama pomocu 1000 ponavljanja ultrafast bootstrap metodom u kojoj vrijednosti jednake ili

iznad 95 znace da je grana podrzana.

MrBayes analizu proveo sam u programu MrBayes v3.2.6 (Ronquist i Huelsenbeck 2003).
Najbolju shemu dijeljenja supermatriksa i odgovarajuce evolucijske modele za svaku particiju
procijenio sam uz pomo¢ programa Partition Finder v2.1.1 (Lanfear i sur. 2017). MrBayes
analiza je provedena za 18 milijuna generacija, uzorkovanjem svake 1000-ite, s osam
simultanih Markov Monte Carlo lanaca (MCMC) temperaturom zagrijavanja (temp) od 0,15 i
relativnim pocetnim izgaranjem (burn-in) od 25%. Vrijednosti podrske izraunate su kao
posteriorne vjerojatnosti (posterior probabilities), $to znaci da su grane s vrijednosti jednake
ili iznad 75 podrzane. Konvergencija lanaca, ispravno mijeSanje i broj odbacenih (burn-in)
generacija praceni su programom Tracer v. 1.7 (Rambaut i sur. 2018). MrBayes analizu proveo
sam na internetskom portalu CIPRES Science Gateway (Miller i sur. 2010). Filogenetska stabla

sam estetski uredio pomocu programa FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) i

pomocu internetskog alata iTOL (Letunic 1 Bork 2021).

Za odredivanje potencijalnih novih vrsta (eng. putative species) unutar kompleksa vrste S.

hercegovinensis koristio sam sljedete metode za razgraniCavanje vrsta (eng. Species
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delimitation methods): ASAP (Puillandre i sur. 2020), ABGD (Puillandre i sur. 2012) i bPTP
(Zhang i sur. 2013), uz evolucijske statisticke modele Kimura (K80), Simple Distance (p-
distance) i Bayesian analysis (BA). Sve tri metode za razgraniCavanje vrsta provedene su sa
68 sekvenci gena COI duljine 658 pb. Metode ABGD i ASAP bazirane su na genetskim
udaljenostima izmedu sekvenci te daju opcije za podjelu originalne skupine sekvenci u zasebne
grupe prema statistickoj vjerojatnosti da je pojedina grupa zaista nova vrsta, odnosno prema
otkrivanju takozvanog ,,barcode gap‘ koji predstavlja nedostatak preklapanja u distribucijama
unutarvrsnih i meduvrsnih genskih udaljenosti (Puillandre i sur. 2012; Puillandre i sur. 2020;
Hubert i sur. 2024). Metoda ASAP naprednija je implementacija metode ABGD te svakoj
podjeli dodjeljuje vrijednost ,,asap-score* kao procjenu vjerojatnosti podjele. Najvjerojatnija
podjela ima najnizu vrijednost ,,asap-score* (Puillandre 1 sur. 2020). Metoda bPTP bazira se
na razlikovanju mutacijskog obrasca unutar i medu vrstama (speciations ili branching events)
na ve¢ postojeCem ukorijenjenom filogenetskom stablu koriStenjem viSe kombiniranih
evolucijskih modela te Maximum likelihood i Bayesian algoritama za odabiranje statisticki

najznacajnije podjele (Zhang i sur. 2013; Hubert i sur. 2024).

Za metodu ASAP Kkoristio sam modele Kimura (K80) i Simple Distance (p-distance), a za
metodu ABGD model Kimura (K80) uz modificiranu postavku X (relative gap width) = 1.0.
Za metodu bPTP najprije je bilo potrebno napraviti ML stablo sa svih 68 sekvenci gena COI,
Sto sam napravio u programu IQ-TREE v. 2.0. S takvim ML filogenetskim stablom proveo sam

analizu metodom bPTP uz zadane postavke.

U svrhu vizualizacije unutarvrsnih odnosa napravljena je filogenetska TCS mreza (Clement i
sur. 2002) metodom statistiCke parsimonije (eng. statistical parsimony). Filogenetska TCS
mreZa napravljena je u programu PopART (Leigh i Bryant 2015) koriste¢i set podataka od 60
sekvenci gena COI duljine 387 pb. Sve sekvence su skracene te je sacuvan najinformativniji
srediS$nji dio sekvenci gena COI od 387 pb zbog konstantnog rusenja programa PopART pri
radu sa sekvencama vece duljine te ve¢im brojem sekvenci. Izbacene su sekvence koje nisu

imale potpune krajeve nakon rezanja sekvenci na duljinu 387 pb.

3.4. Morfoloske analize

Na temelju Maximum likelihood, MrBayes i analiza razgrani¢avanja vrsta koriste¢i genetske
podatke te na temelju prostornog rasprostranjenja geneti¢kih skupina, odredio sam skupine
(potencijalne vrste) unutar kompleksa vrste S. hercegovinensis za koje sam onda napravio

detaljnu morfolosku analizu s ciljem pronalazenja morfoloskih karaktera za njihovo
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odjeljivanje. MorfoloSke analize radio sam pod binokularnom lupom Zeiss Stereo Discovery
V20 na kojoj montirana digitalna kamera Zeiss Axiocam 105 color. Od morfoloskih znacajki
gledao sam oblik muskih i1 zenskih spolnih organa, prisutnost 1 raspored ostataka ociju, broj 1
raspored Cetina na svakoj nozi te vrijednosti linearnih mjerenja koja su ukljucivala: duljinu i
sirinu prednjeg tijela pauka, Sirinu glavenog podrucja i duljinu i Sirinu goljenice prve i Cetvrte
noge. Jedinke koje sam izabrao za morfoloske analize bile su odrasle jedinke s jasno
definiranim 1 razvijenim ¢etinama 1 spolnim organima. Broj analiziranih jedinki po skupini
prikazan je u Tablici 3. Broj analiziranih jedinki nejednolik je zbog nedostatka odraslih jedinki

pojedinih skupina, prvenstveno muzjaka.

Tablica 3. Broj jedinki svakog spola izabran za morfoloske analize prema skupini; opisi i crtezi muzjaka

skupine sp. 3 uzeti su iz literature (Kratochvil 1970).

Skupina Broj muzjaka Broj Zenki
sp. 1 4 4
sp. 2 3 6
sp. 3 0 2
sp. 4 4 6
sp. 5 6 6
S. hercegovinensis | 5 6
S. monospina 1 1

Za analizu spolnih organa, muzjacima sam odvojio desnu ¢eljusnu nozicu, s nje sam 0dvojio
bulbus te ga fotografirao s dorzalne i lateralne strane pod lupom na poveéanju 55X. Zenkama
sam izolirao vulvu te sam je stavio na nekoliko sekundi u 20%-tnu vodenu otopinu kalijeve
luzine radi otapanja i lakSeg uklanjanja okolnog nesklerotiziranog tkiva. Tako pripremljene
vulve fotografirao sam s ventralne i dorzalne strane pod pove¢anjima od 55X 1 112X. Pomocu

programa ZEN (verzija 3.1. blue edition) proveo sam linearna mjerenja na fotografijama.

[zmjerene vrijednosti somatskih znacajki (Tablica 4.) koristio sam za statisticke analize u
programu RStudio (verzija 2024.4.2.764, Posit team 2024) u svrhu pronalaska statisticki
znacajnih razlika medu pojedinim skupinama, statisticki znacajnih varijabli za razlikovanje

skupina 1 vizualizaciju grupiranja skupina prema somatskim znacajkama.
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Tablica 4. Popis i objasnjenje svih mjerenih somatskih znacajki; broj €etina racunat je kao prosjek broja

cetina na paru nogu.

Varijabla

Objasnjenje

F1 dorzalno

Broj ¢etina na dorzalnoj strani femura prve noge

F1 prolatdorz

Broj ¢etina na prolateralno - dorzalnoj strani femura prve noge

F1 prolateralno

Broj ¢etina na prolateralnoj strani femura prve noge

F1 retrolatdorz

Broj ¢etina na retrolateralno - dorzalnoj strani femura prve noge

F1 retrolateralno

Broj Cetina na retrolateralnoj strani femura prve noge

F1 ventralno

Broj ¢etina na ventralnoj strani femura prve noge

F1_prolatven

Broj ¢etina na prolateralno - ventralnoj strani femura prve noge

F1_retrolatven

Broj ¢etina na retrolateralno - ventralnoj strani femura prve noge

T1 ventralno

Broj ¢etina na ventralnoj strani tibije prve noge

MT1 ventralno

Broj ¢etina na ventralnoj strani metatarsusa prve noge

F2_dorzalno

Broj ¢etina na dorzalnoj strani femura druge noge

F2_prolatdorz

Broj ¢etina na prolateralno - dorzalnoj strani femura druge noge

F2_prolateralno

Broj ¢etina na prolateralnoj strani femura druge noge

F2_retrolatdorz

Broj ¢etina na retrolateralno - dorzalnoj strani femura druge noge

F2_retrolateralno

Broj Cetina na retrolateralnoj strani femura druge noge

F2_ventralno

Broj Cetina na ventralnoj strani femura druge noge

F2_prolatven

Broj ¢etina na prolateralno - ventralnoj strani femura druge noge

F2_retrolatven

Broj ¢etina na retrolateralno - ventralnoj strani femura druge noge

T2_ventralno

Broj Cetina na ventralnoj strani tibije druge noge

MT2_ventralno

Broj Cetina na ventralnoj strani metatarsusa druge noge

F3_random Broj ¢etina na femuru tre¢e noge

T3 _random Broj ¢etina na tibiji tre¢e noge
MT3_random Broj ¢etina na metatarsusu tre¢e noge
F4_random Broj ¢etina na femuru Cetvrte noge

T4 _random Broj Cetina na tibiji Cetvrte noge

MT4 _random Broj ¢etina na metatarsusu Cetvrte noge
pl Duljina prednjeg dijela tijela (prosome)
pw Sirina prednjeg dijela tijela (prosome)
ph Visina prednjeg dijela tijela (prosome)
hw Sirina glavenog dijela

til L Duljina tibije prve lijeve noge

tiw_L Sirina tibije prve lijeve noge

17



Tablica T4. Nastavak.

t4l L Duljina tibije ¢etvrte lijeve noge

tdw_L Sirina tibije prve &etvrte noge

pl_adj Prilagodena duljina prednjeg dijela tijela (prosome)
pw_adj Prilagodena Sirina prednjeg dijela tijela (prosome)
ph_adj Prilagodena visina prednjeg dijela tijela (prosome)
hw_adj Prilagodena Sirina glavenog dijela

t1l_L_adj Prilagodena duljina tibije prve lijeve noge
tiw_L_adj Prilagodena Sirina tibije prve lijeve noge

t4l_L_adj Prilagodena duljina tibije ¢etvrte lijeve noge
t4w_L_adj Prilagodena Sirina tibije prve Cetvrte noge

Mjerljive somatske znaCajke uvrStene su u tablicu na nacin da svaki stupac predstavlja
morfolosku znacajku (npr. F1_retrolateralno za broj ¢etina na retrolateralnoj strani femura prve
noge, Sirina i duljina prednjeg tijela, duljina tibije prve i Cetvrte noge, itd.), a svaki red
analiziranu jedinku. Segment noge i poloZaj na kojem se nalaze ¢etine uvrSteni su u zasebne
stupce za prve dvije noge te su zadrzani stupci samo za polozaje na kojima se kod svih skupina
konzistentno pojavljuju cetine. Linearna mjerenja takoder su uvrStena u analizu i1 to
nemodificirana, “sirova” mjerenja te mjerenja normalizirana s obzirom na Sirinu prednjeg tijela
(svaka varijabla podijeljena je s vrijednosti Sirine prednjeg tijela za pojedinu jedinku) koja sluzi

kao procjenitelj opCenite veli¢ine tijela pauka (Moya-Larafio i sur. 2008).

3.5. Statisticke analize

U svrhu vizualizacije razli¢itih skupina prema morfoloSkim znacajkama koristio sam metodu
PCA (engl. principal component analysis) za redukciju dimenzionalnosti podataka na dvije
glavne komponente. PCA je metoda nenadziranog strojnog ucenja Sto znaci da, bez znanja o
prethodnoj klasifikaciji pojedinih skupina, moze grupirati podatke prema zadanim varijablama.
Ovom metodom dobiva se uvid u racunalni nacin grupiranja skupina prema zadanim
morfoloskim zna¢ajkama ¢ime se podaci objedinjuju i postize se jednostavnija interpretacija
morfoloskih podataka. Moze se uociti i koje skupine se bolje odvajaju od drugih, Sto ukazuje

na potencijalnu problematiku kod determinacije skupina koje su blisko grupirane.

Zarazliku od metode PCA, za obradu navedenih morfoloskih podataka koristio sam i algoritme

nadziranog strojnog ucenja kao S$to su decision tree i Boruta (Kursa i sur. 2010). Ove metode
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imaju informaciju o prethodnoj klasifikaciji (koje znacajke pripadaju jedinki koje skupine) te
na temelju toga racunaju statisticki bitne znacajke za odvajanje i razlikovanje skupina. Za
pronalazenje statisticki najinformativnijih morfoloskih znacajki koristio sam algoritam Boruta.
Ova metoda pomocu algoritma nasumicne Sume (engl. random forest) racuna koje varijable
najvise pridonose klasifikaciji u skupine, odnosno prepoznaje varijable unutar kojih postoji
dovoljno znacajnih razlika medu skupinama da bi se mogle smatrati vaznima za daljnje analize
te pomaze u odabiru bitnih varijabli za daljnje statistiCke analize, ali i za odabir potencijalno
bitnih znacajki u morfoloskoj identifikaciji. Naposljetku, algoritam decision tree sam koristio
u svrhu vizualizacije raCunalnog procesa klasifikacije te stvaranje svojevrsnog
determinacijskog kljuca za razlikovanje pojedinih skupina. Ova metoda ne daje definitivan i
toCan determinacijski klju¢, ali uvelike pomaze u identifikaciji znacajki vaznih za odvajanje

skupina.

Najprije sam napravio selekciju znacajnih varijabli pomocu algoritma Boruta koriste¢i zadane
postavke funkcije Boruta iz paketa Boruta (Kursa i sur. 2010) u programu R. Nakon selekcije
varijabli s odabranim varijablama napravio sam analize PCA i decision tree. Za metodu PCA
koristio sam funkciju prcomp nad odabranim varijablama uz opciju scale=TRUE te za
vizualizaciju rezultata, funkciju ggord iz paketa ggord (Beck 2024). Decision tree napravio
sam pomocu funkcije rpart iz paketa rpart (Therneau i sur. 2015) uz parametre: method =
"class", control=rpart.control(minsplit=1, minbucket=1, cp=0.001), a vizualizirao sam ga

pomocu funkcije rpart.plot iz paketa rpart.plot (Milborrow 2019).

4. REZULTATI

4.1. Rezultati filogenetskih analiza
Rezultat Maximum likelihood analize prikazan je na Slici 9. Kompleks vrste S. hercegovinensis
podijeljen je u Sest geneti¢kih skupina, dok je vrsta S. monospina podrzana kao zasebna vrsta.
Svaka geneti¢ka skupina obojana je drugom bojom. Iako grupa vrsta sadinjena od vrste S.
monospina i kompleksa vrste S. hercegovinensis, koju sam nazvao Stalagtia sensu stricto, nije
podrzana, vrijednost je ipak dosta visoka (ultrafast bootstrap 87), a somatska morfologija i
morfologija spolnih organa (Deeleman-Reinhold 1993) neupitno podrzava njenu odvojenost
od grupe Folkia pauciaculeata — F. mrazeki — Stalagtia skadarensis. Unutar grupe Stalagtia
sensu stricto vrsta S. monospina i geneticka skupina sp. 3 ¢ine grupu koja je sestrinska vecoj
grupi koju ¢ine sve druge genetske skupine. Unutar te vece grupe vidi se podjela na dvije grupe:

jednu ¢ine genetske skupine sp. 1, sp. 2 i sp. 5, a drugu sp. 4 i nominalna S. hercegovinensis.
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MrBayes analiza dala je identi¢nu topologiju stabla kao Maximum likelihood (Slika P1.), s tim
da je ovdje Stalagtia sensu stricto grupa maksimalno podrzana (PP = 1.00). Podjela unutar
Stalagtia sensu stricto grupe je ista: S. monospina i sp. 3 ¢ine sestrinsku grupu ostatku skupina,
s tim da genetske skupine sp. 1, sp. 2 1 sp. 5 ¢ine jednu, a sp. 4 i nominalna hercegovinensis
drugu grupu. Posto je topologija MrBayes stabla ista kao u ML analizi, taj rezultat sam prikazao

u obliku posteriornih vjerojatnosti ozna¢enih na ML stablu uz ultrafast bootstrap vrijednosti

(Slika 9).
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Slika 9. Maximum likelihood filogenetsko stablo dobiveno iz supermatriksa od 5 gena. Brojevi iznad
grana oznac¢avaju njihovu podrzanost: prvi broj oznac¢ava ultrafast bootstrap vrijednost iz ML analize
gdje 95 ili viSe znaci da je grana podrzana, dok drugi broj oznacava posteriornu vjerojatnost iz MrBayes
analize gdje vrijednost 0,75 ili vise oznacava podrzanost grane. Sivo obojeni trokut oznacava sve
vanjske grupe, skupno prikazane. Desno od stabla prikazani su rezultati delimitacijskih metoda ASAP
(modeli Kimura 80 i Simple Distance), ABGD (model Kimura 80) i bPTP redom.
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Sve delimitacijske metode su preferencijalno, tj. s ve€om potporom, razdvojile kompleks vrste
S. hercegovinensis na viSe grupa nego $to su to prepoznale filogenetske metode (Maximum
likelihood i MrBayes).

Metoda ASAP uz model Kimura 80 kao najbolju podjelu daje podjelu na 37 grupa (asap score
= 4,0), a uz model simple distance kao najbolju podjelu daje 53 grupe (asap score = 5,5).
Najkonzervativnija podjela uz model Kimura 80 (rangirana na zadnjem, 8. mjestu, asap score
=8,5), tj. ona koja prepoznaje najmanje grupa, svrstava sve jedinke iz skupina hercegovinensis,
sp. 4 i sp. 5 u zasebne grupe, dok ostale razdvaja na podgrupe koje odgovaraju prostornom
rasporedu i topologiji na filogenetskim stablima (Slika 9). Sesta (asap score = 9,5) po redu
rangiranja podjela grupa prema modelu simple distance najbolje odgovara genetskim grupama
iz filogenetske analize: sve jedinke iz skupina hercegovinensis, sp. 4, sp. 5 i sp. 1 svrstava u
zasebne grupe, dok skupine sp. 3 i sp. 2 dijeli na podgrupe koje odgovaraju prostornom
rasporedu i topologiji na filogenetskim stablima. Rezultati ASAP analize prikazani su na
Slikama P2 i P3 u prilogu.

Metodom ABGD nije otkriveno potpuno razdvajanje genskih udaljenosti u sekvenci gena COl,
tj. vidi se preklapanje u distribucijama unutarvrsnih i meduvrsnih genetskih udaljenosti u
vrijednostima od 0.05 do 0.07 (Slika 10.). Sto se ti¢e podjele na grupe (Tablica P1.), sve grupe
odgovaraju genetskim skupinama u filogenetskom stablu, osim §to su skupine sp. 2 1 sp. 3

razdvojene na 2, odnosno 4 grupe $to odgovara ASAP simple distance podjeli.
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Slika 10. Histogram raspodjele genetskih udaljenosti u COI sekvenci dobiven metodom ABDG.
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Metoda bPTP daje informaciju da je optimalan broj grupa izmedu 11 i1 35 te kao najbolju
podjelu daje podjelu na 20 grupa prikazanu na Slici 9. Kao i ostale metode, sve grupe
odgovaraju skupinama na filogenetskom stablu, osim S§to vec¢inu skupina dijeli na podgrupe
koje odgovaraju topologiji stabla. Jedino skupina sp. 5 nije podijeljena na podgrupe. Rezultat
bPTP analize prikazan je na Slici P4.

Filogenetska TCS mreza izradena pomoc¢u programa PopART (Leigh i Bryant 2015) prikazana
je na Slici 11. Na mrezi su sve geneticke skupine identificirane filogenetskim analizama (Slika
9.) dobro odvojene s ve¢im brojem mutacijskih koraka. Izmedu skupina sp. 1 1 sp. 5 postoji
manja odvojenost, odnosno manji broj mutacija (minimalno 17) nego izmedu ostalih skupina
(minimalno 28). Unutar skupina sp. 3 i sp. 2 postoje pojedine jedinke koje se izdvajaju od
ostatka skupine sa znac¢ajnim brojem mutacijskih koraka, ukazuju¢i na jaku geneticku strukturu
(Sto se vidi 1 iz delimitacijskih analiza). Filogenetska mreza takoder pokazuje i da se sa setom
podataka skracenih sekvenci gena COI (387 pb) moze dobiti relativno velika razlucivost

odvajanja skupina.
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Slika 11. Filogenetska TCS mreza izradena pomoc¢u programa PopART (Leigh i Bryant 2015). Veli¢ina
obojenih tocaka u TCS mrezi odgovara ucestalosti pojedine sekvence, crne tocke predstavljaju
potencijalne uzorke koji nedostaju (neuzorkovane ili izumrle jedinke), dok okomite crtice oznacavaju
broj mutacijskih koraka. Boja grupa odgovara boji genetickih skupina u filogenetskom stablu na Slici
9.

4.2. Rasprostranjenje genetickih skupina
U svrhu vizualizacije prostornog rasporeda pojedinih skupina, napravio sam Kkartu

rasprostranjenosti prikazanu na Slikama 12 i 13. Na karti se jasno vidi geografska odijeljenost
pojedinih genetickih skupina dobivenih Maximum likelihood i MrBayes analizama te
delimitacijom vrsta (Slika 9). Skupina sp. 1 (crveno) smjestena je na krajnjem jugu Hrvatske
na podrucju Konavala. Skupina sp. 2 (zeleno) smjeStena je sjeverozapadno od sp. 1 1 proteze
se od planine Snijeznice iznad Konavala, preko podru¢ja juzno i zapadno od Trebinja u Bosni
i Hercegovini i okolice Dubrovnika (ukljucujuéi sjevernu stranu zaljeva Rijeka Dubrovacka),
pa sve do otoka Sipana. Nominalna skupina S. hercegovinensis proteze se od podruéja nekoliko
kilometara sjeverno od skupine sp. 2 na sjever do granice s BiH kod Neuma; od tamo na zapad
preko cijelog Peljesca, a na istok do istocnog ruba Popovog polja u BiH. Od tamo se spusta na

jug sve do sela Taleza, oko 10 kilometara zapadno od Trebinja. Brdovito podrucje oko granice
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izmedu Hrvatske 1 BiH koje se prostire izmedu Popovog polja u BiH i Jadranske obale naziva
se Grepci i na tom podrucju skupine sp. 2 i hominalna S. hercegovinensis dolaze jako blizu
jedna drugoj. Medutim, medu njih smjestila se je i skupina sp. 5 (ruziCasto), poznata iz 10
speleoloskih objekata na povrsini od svega 30 kvadratnih kilometara (Slika 13.). Iznenadujuce,
skupine hercegovinensis i sp. 5 se pojavljuju u istoj $pilji, Spilji za Gromaékom vlakom.
Skupina sp. 3 (ljubicasto) smjeStena je viSe u unutra$njosti, iskljucivo u juZnoj Bosni i
Hercegovini te u Crnoj Gori, a skupina sp. 4 (zuto) rasprostranjena je od granice Hrvatske 1
BiH kod Neuma, pa na sjever sve do kanjona rijeke Krke. Na karti je prikazano i
rasprostranjenje vrste S. monospina (plavo) koja je poznata samo iz tri speleoloska objekta uz

Kotorski zaljev u Crnoj Gori.
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Slika 12. Karta rasprostranjenosti kompleksa vrste S. hercegovinensis. Boje na karti odgovaraju bojama
genetic¢kih skupina u filogenetskom stablu: sp. 1 - crveno, sp. 2 - zeleno, sp. 3 - ljubi¢asto, sp. 4 - Zuto,
sp. 5 - ruZiGasto, hercegovinensis - tamno crveno, monospina - plavo. Tocke bijele boje oznacavaju
nalaze iz zbirke HBSD-a za koje nisam odredio pripadnost vrsti ili literaturne nalaze vrste S.

hercegovinensis izvan danas poznatog rasprostranjenja genetske grupe S. hercegovinensis.
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Slika 13. Uvecani prikaz rasprostranjenosti skupina sp. 1, sp. 2, sp. 5 i nominalne S. hercegovinensis.
Boje na karti odgovaraju bojama genetickih skupina u filogenetskom stablu: sp. 1 - crveno, sp. 2 -
zeleno, sp. 3 - ljubicasto, sp. 4 - zuto, sp. 5 - ruziCasto, hercegovinensis - tamno crveno, monospina -
plavo. Tocke bijele boje oznafavaju nalaze iz zbirke HBSD-a za koje nisam odredio pripadnost vrsti ili
literaturne nalaze vrste S. hercegovinensis izvan danas poznatog rasprostranjenja geneticke grupe S.

hercegovinensis.

Na temelju rezultata filogenetske analize, delimitacija, mreza i1 geografije definirali smo 6
skupina unutar kompleksa vrste S. hercegovinensis za koje smo dalje testirali morfoloske

karaktere.

4.3. Rezultati morfoloskih analiza

4.3.1. Morfologija spolnih organa
Analizom morfologije spolnih organa uoc¢io sam minimalne razlike u izgledu spolnih organa
izmedu skupina. Na Slici 14. prikazana je morfologija desnog bulbusa odabranih jedinki svake
skupine fotografirana s lateralne i dorzalne strane. Muzjaci skupine sp. 3 nisu prisutni u zbirci
HBSD-a te nisu uvrsteni u morfoloske analize, a po crtezu iz literature ne mogu se precizno
prepoznati bitne znacajke. Bulbusi muzjaka ve¢inom dijele isti ili sli€an izgled 1 raspored

elemenata, osim jedinki nominalne skupine hercegovinensis kod kojih sam uocio drugaciji
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polozaj embolusa, koji je viSe savinut prema tegulumu, znatno kraéi i jedva vidljiv konduktor
te drugaciji izgled dorzalne, vrSne strane bulbusa (Slika 14. E). Od ostalih razlika uocio sam
boc¢no spljosteniji izgled teguluma kod skupine sp. 5 (Slika 14. D) te znatno dulji konduktor
kod jednog uzorka skupine sp. 2 (Slika 14. B). Bitno je napomenuti da morfoloske razlike u
izgledu bulbusa ne prate genetske razlike u potpunosti. Za usporedbu, S. monospina ima

potpuno drugadiji izgled bulbusa, sa zna¢ajno duljim konduktorom i embolusom (Slika 14. F).
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hercegovinensis monospina

Slika 14. Bulbusi muzjaka iz skupina kompleksa vrste Stalagtia hercegovinensis (sp. 1, sp. 2, sp. 4, sp.
5, hercegovinensis) i vrste S. monospina slikani pod lupom. Na lijevoj slici svake skupine prikazan je
bulbus slikan s dorzalne strane, a na desnoj bulbus slikan lateralno.

Analizom Zenskih spolnih organa uocene su vece razlike izmedu skupina nego kod muzjaka.
Na Slici 15. prikazane su fotografije zenskih spolnih organa (vulve) odabranih jedinki svake
skupine fotografiranih s dorzalne strane. Kod vrste S. monospina i grupa sp. 1 i sp. 3 prednja
popre¢na ploca ne dodiruje spremateku ve¢ se nalazi posteriorno od nje, dodirujuéi straznju
poprecnu plocu, dok su kod ostale Cetiri skupine poprecne ploce razdvojene, a prednja se
,preklapa“ sa posteriornim krajem spermateke i prekriva ga s dorzalne strane. Kod skupine sp.
1 uocava se znatno kraca i robusnija spermateka (Slika 15. A) nego kod ostalih skupina te se
ova znacajka konzistentno ponavlja kod svih pregledanih jedinki skupine sp. 1. Skupina sp. 3

(Slika 15. C) ima sli¢nu strukturu vulve kao S. monospina (Slika 15. G), s popre¢nim plo¢ama
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koje se dodiruju (i zato izgledaju kao jedna debela ploca) te su zakrivljene prema posteriornom
dijelu tijela (konkavno u odnosu na spermateku). Apikalni dio spermateke je kod vrste S.
monospina duZzi nego kod sp. 3. Kod skupine sp. 2 (Slika 15. B) uoc¢avaju se karakteristi¢ne,
anteriorono usmjerene izbocine na rubovima prednje poprecne ploce. Ova znacajka se takoder
ponavlja kod vecine jedinki skupine sp. 2. Skupine sp. 4 (Slika 15. D) i nominalna
hercegovinensis (Slika 15. F) dijele sli¢éne znacajke — izduzena spermateka (apikalni dio),
poprecne plo€e razdvojene, s prednjom koja prelazi preko spermateke. Skupina sp. 5 razlikuje
se prema izduzenom apikalnom djelu spermateke te manje sklerotiziranim popre¢nim plo¢ama,

no osim toga pokazuje sli¢cnu morfologiju kao nominalna hercegovinensis.
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Slika 15. Izolirane vulve Zenki iz skupina kompleksa vrste Stalagtia hercegovinensis (sp. 1, sp. 2, sp.

3, sp. 4, sp. 5, hercegovinensis) i vrste S. monospina fotografirane s dorzalne strane pod lupom.

4.3.2. Morfologija somatskih znacajki
Nominalna skupina hercegovinensis nema funkcionalne o¢i, ali ima jako reducirane ostatke

nekadasnjih oéiju, izgleda bijelih tocaka koje vjerojatno predstavljaju ostatke leca (Silka 1.).
Ovo svojstvo pojavljuje se kod vecine jedinki ove skupine, iako ne kod svih. Kod ostalih
skupina nema konzistentnog prisustva ili odsustva ostataka ociju, ali unato¢ tome, kod skupina
sp. 1, sp. 2 i sp. 5 ucestalija je odsutnost ikakvih ostataka oc¢iju, pogotovo kod skupine sp. 5
kod koje niti jedna pregledana jedinka nije imala ostatke o¢iju. Kod skupine sp. 4 uocena je
prisutnost ostataka o€iju te su kod vecine jedinki prisutni Samo ostaci anteriornih lateralnih
o¢iju. Kod nominalne skupine hercegovinensis uoc¢ena je prisutnost ostataka ociju gotovo kod

svake jedinke.
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Razlike u broju i rasporedu ¢etina na nogama su primjetljive, toliko da se pojedine skupine
mogu odvojiti samo prema broju ¢etina. Femur prve noge te tibija i metatarsus prve i druge
noge najvise pridonose razlikama u broju Cetina. Treca 1 Cetvrta noga najmanje pridonose
razlikama jer su kod svih skupina Cetine rasporedene nasumicno, a broj ¢etina po pojedinom
segmentu ne razlikuje se zna¢ajno, osim kod skupine sp. 1, kod koje se na tre¢oj i Cetvrtoj nozi
nalazi veci broj Cetina nego kod ostalih skupina. Najvece razlike uocavaju se kod skupine sp.
1, koja na femuru i tibiji prve noge ima znacajno veci broj Cetina nego ostale skupine te ima
specifi¢an, nasumican raspored ¢etina na ventralnoj strani tibije prve i druge noge. Kod skupina
sp. 3 i nominalne hercegovinensis pojavljuje se specifican, blago zakrivljeni oblik femura prve
noge (gledano s dorzalne strane) te su skoro sve Cetine na prolateralnoj strani rasporedene
apikalno, dok su kod drugih skupina éetine rasporedene ve¢im dijelom prolateralne strane
(Slika 16.). Kod skupine sp. 3 uocen je opéenito manji broj Cetina, a kod nekih jedinki ¢etina
uopcée nema na tibijama i metatarsusima prednjih nogu. Kod pojedinih muzjaka jedinki
nominalne hercegovinensis uocena je ista pojava manjka Cetina na tibijama i metatarsusima
prednjih nogu te ovo svojstvo moze posluziti za razlikovanje muzjaka nominalne skupine
hercegovinensis od ostalih skupina. Skupine sp. 2 i sp. 5 pokazuju vrlo sli¢an broj i raspored
¢etina na svim nogama. Razlike su takoder uocene u broju ¢etina na metatarsusu prve noge, na
kojem skupine sp. 1, sp. 21 sp. 5 imaju 6 do 7 ¢etina, dok skupine sp. 3, sp. 4 i hercegovinensis
imaju manje od 6 Cetina. (Slika 16.) Na dorzalnoj strani femura prve noge kod nekih jedinki
uocena je pojava jedne Cetine, no ovo svojstvo pojavljuje se sporadi¢no unutar skoro svih

skupina te vjerojatno nije znacajno za razlikovanje niti za determinaciju skupina.

Na uzorcima iz Spilje za Gromadkom vlakom uoéeno je da se u istoj $pilji pojavljuju dvije
skupine, sp. 5 i nominalna hercegovinensis. Primijeceno je da se jedinke ove dvije skupine
konzistentno mogu razlikovati prema broju Cetina na tibiji i metatarsusu prve noge (Slika 16.),
prisutnosti ostataka o€iju (sp. 5 nema ostatke ociju, a hercegovinensis ima) te prema

morfologiji bulbusa.
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Slika 16. Shematski prikaz okvirnog broja i rasporeda ¢etina na segmentima prve noge kod svih skupina
te shematski prikaz elemenata orijentacije segmenta prednje noge pri kojem crna strelica oznacava

polozaj prednjeg tijela pauka.

Mjerenjem je uoceno da su jedinke skupine sp. 1 opéenito veée od jedinki drugih skupina.
Primijeéeno je da kod skupina sp. 4 i nominalne hercegovinensis svi analizirani muzjaci imaju
femur prve noge duzi od duljine prednjeg dijela tijela. Pretpostavljam da kod skupine sp. 3
dolazi do iste pojave buduc¢i da morfoloski pokazuje slicnost sa skupinama sp. 4 i nominalnom
hercegovinensis, no buduci da muZzjaci te skupine nisu nadeni, to se trenutno ne moze potvrditi.
Ostale izmjerene vrijednosti zabiljezene su u tablici te su provedene statisticke analize (PCA,
selekcija znacajnih varijabli, decision tree) da se utvrdi izmedu kojih vrijednosti postoje

znacajne razlike medu skupinama.

4.4. StatistiCke analize

4.4.1. Selekcija znac¢ajnih varijabli
Nad svim varijablama iz Tablice 4. napravljena je selekcija znacajnosti pomocu algoritma
Boruta u programu RStudio. Metoda Boruta izabrala je broj cCetina na retlorateralnoj
(F1_retrolateralno) i retrolateralno-dorzalnoj strani femura prve noge (F1_retrolatdorz), broj
¢etina na ventralnoj strani tibije (T1_ventralno) 1 metatarsusa prve noge (MT1_ventralno), broj
Cetina na ventralnoj strani tibije (T2_ventralno) i metatarsusa druge noge (MT2_ventralno) kao
najznacajnije varijable koje opisuju najvise varijabilnosti u ovom setu podataka. Varijable:

F1 prolateralno, F2_retrolatdorz, F2_retrolateralno, F2_prolatven, T3 _random, T4 random,

retrolateralno



tll L, t41 L, t4w L, tlw L adj i t4w_L adj algoritam Boruta oznacava kao potencijalno

znacajne.

Broj ¢etina na segmentima trece i éetvrte noge te nemodificirana mjerenja pokazala su se kao

varijable bez znacajnosti za razlikovanje skupina.

44.2. PCA
Nad odabranim znac¢ajnim varijablama filtriranim kroz opciju feature selection napravljena je

analiza metodom PCA. Sve varijable su kondenzirane u dvije glavne komponente, od kojih
prva opisuje najve¢i dio varijabilnosti, 70,37 %, dok druga komponenta opisuje 21,35 %
varijabilnosti, §to je ukupno 91,90 % varijabilnosti. Prvoj komponenti najvise pridonose
F1 retrolateralno, MT1 ventralno, T1 ventralno, MT2_ventralno i T2_ventralno s pozitivnim
koeficijentom. Drugoj komponenti najvise pridonosi F1 retrolatdorz s negativnim
koeficijentom. Na grafickom prikazu s dvije glavne komponente na osima (Slika 17.), jasno se
vidi odvojenost skupine sp. 1 i vrste S. monospina dok je granica ostalih skupina relativno
nejasna. Djelomi¢na odvojenost ostalih skupina uocava se kod skupine sp. 4 te grupe sp. 2 i sp.
5, no buduci da se nominalna hercegovinensis nalazi u prostoru izmedu i da se grupira sa

skupinama sp. 4, sp. 5 i sp. 2, ne postoji jasno odvajanje ovih skupina.
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Slika 17. Grafi¢ki prikaz rezultata analize PCA s vrijednostima glavnih komponenti na osima.
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4.4.3. Analiza decision tree
Decision tree analiza, napravljena pomocu paketa rpart u programu R koriste¢i odabrane

varijable, dala je potencijalni determinacijski klju¢ prikazan na Slici 18.

= s5p1
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. ® s5p3
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Slika 18. Rezultat decision tree analize napravljene pomocu paketa rpart u programu RStudio, koristec¢i

varijable: F1_retrolateralno, MT1 ventralno, T1 ventralno, MT2_ventralno i T2_ventralno uz dodatne

postavke funkcije: method = “class", control=rpart.control(minsplit=1, minbucket=1, cp=0.001).

Na Slici 18. vidi se podjela na tri skupine: skupina sp. 1, skupine sp. 2 i sp. 5 te skupina sp. 4,
sp. 5, hercegovinensis i monospina. Skupina sp. 1 razdvaja se prema broju Cetina na
retrolateralnoj strani femura 1 jer jedinke skupine sp. 1 imaju viSe od 15 cCetina na
retrolateralnoj strani femura 1 i to nasumicno rasporedenih, za razliku od drugih skupina kod
kojih je uvijek prisutno manje od 15 Cetina koje su organizirane u pravilne redove. Nakon
odvajanja skupine sp. 1 prema F1_retrolateralno, dvije vece skupine, prva sp. 2 i sp. 5, i druga
sp. 3, sp. 4, hercegovinensis i monospina, odvajaju se prema broju Cetina na metatarsusu 1.
Ova raspodjela takoder ima smisla jer je razlika uoc¢ena u svim skupinama bez iznimaka:
skupine sp. 2 i sp. 5 konzistentno imaju 6 ili viSe cetina, dok skupine sp. 3, sp. 4 i
hercegovinensis imaju manje od 6 ¢etina na metatarsusu 1. Zaokruzena vrijednost broja ¢etina
(6) uzeta je umjesto vrijednosti 5,8 kao Sto je na Slici 18. jer vrijednost 5,8 bioloski nema smisla
za broj Cetina. Razlike medu skupinama sp. 3, sp. 4 i hercegovinensis u stablu imaju smisla, no
upitno je koliko bi budu¢em determinatoru bile od koristi upravo zbog velike varijabilnosti

unutar nominalne skupine hercegovinensis i bliskih vrijednosti broja ¢etina koje se mogu lako
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zamijeniti. Logi¢nija podjela izmedu ovih skupina bila bi prema broju vidljivih ostataka ociju,
obliku femura 1 te morfologiji spolnih organa. Skupine sp. 2 i sp. 5 takoder se teze odvajaju
prema broju Cetina tako da bi 1 u ovom slu¢aju bolja podjela bila prema morfologiji Zenskih

spolnih organa.

5. RASPRAVA

5.1. Distribucija skupina kompleksa vrste Stalagtia hercegovinensis
Zbog velike povrsine na kojoj je vrsta Stalagtia hercegovinensis rasprostranjena bilo je za

oc¢ekivati neku razinu diverzifikacije. Naime, za ve¢inu podzemnih vrsta s povijesno velikim
arealima (preko nekoliko stotina kilometara) se je upotrebom genetickih alata pokazalo da su
to u biti kompleksi vrsta (Trontelj 2018). Slikovit primjer toga dolazi iz Dinarida, i to za
najpoznatiju dinarsku vrstu, covjec¢ju ribicu, za koju je nedavno pokazano da je u biti kompleks
od ¢ak devet neovisnih populacija za koje postoji dovoljno genetickih dokaza da se mogu
smatrati odvojenim vrstama (Recknagel i sur. 2023). Ipak, Sest neovisnih genetic¢kih skupina

unutar vrste S. hercegovinensis je bilo pravo iznenadenje.

Prema rezultatima, uocljivo je da su geneticke skupine identificirane u filogenetskim analizama
jasno odvojene i geografski. To¢ne granice izmedu skupina nisu sasvim jasne zbog nedostatka
materijala u zbirci HBSD-a u grani¢nim podrué¢jima ili zbog nemoguénosti odredivanja novo
prepoznatih skupina samo na temelju opisa iz literature (bijele tocke na Slici 12). Ovo je
posebno izrazeno u podrucju oko grada Trebinja u BiH za koje postoji puno povijesnih nalaza,
a slabo je istrazivano recentno. Zanimljive su razlike u arealima pojedinih vrsta. Skupina sp. 4
ima areal ve¢i od svih drugih skupina zajedno (5000 km? naprema 3700 km?), dok se na
podrucju Grebaca na granici Hrvatske 1 BiH nalaze ¢ak tri skupine na povrsini od svega 100
kvadratnih kilometara. Podrucje krajnjeg juga Dinarida, na kojem se Grebci nalaze, prepoznato
je kao vruca tocka unutar vruée tocke svjetske podzemne bioraznolikosti (tj. cijelih Dinarida)

(Culver i sur. 2021) te se to o¢ito odrazava i na rod Stalagtia.

Na tom podru¢ju nalaze se skupine sp. 2, sp. 5 i nominalna hercegovinensis koje se genetski i
morfoloSki jasno odvajaju medusobno. Posebno je zanimljiva, i potpuno neocekivana,
¢injenica da skupine sp. 5 i hercegovinensis dolaze u istom speleoloskom objektu, u Spilji za
Gromackom vlakom. Pojava dvije srodne vrste na istom geografskom podru¢ju naziva se
simpatrija, no u ovom sluc¢aju moze se govoriti i o sintopiji, odnosno uzem pojmu od simpatrije,

gdje dvije srodne vrste dijele isti (Spiljski) lokalitet. Sintopija je poznata kod pojedinih vrsta
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Spiljskih Isopoda na ovom podrucju (Bedek 2019), no kod $piljskih pauka ova je pojava jako
rijetka i dogada se samo u specifi¢nim situacijama. U porodici Dysderidae (kojoj rod Stalagtia
pripada) do sada nije zabiljeZeno da vrste iz istog roda dolaze u istoj $pilji, ali na sjevernim
Dinaridima dolaze vrste iz sestrinskih rodova Stalita i Parastalita. One se morfoloski razlikuju
jedino u obliku celjusti $to se povezuje s moguc¢om trofickom specijalizacijom kod roda
Parastalita i posljedi¢no razli¢itim ekoloskim niSama koje ovi pauci zauzimaju i koje im
omogucuju sintopiju i simpatriju (Pavlek i Mammola 2021). Sintopija unutar istog roda
zabiljezena je samo kod roda Troglohyphantes (porodica Linyphiidae), i to uvijek izmedu vrsta
sa razli¢itim stupnjem troglomorfije (potpuno slijepa i vrsta s o¢ima) ili udaljenih vrsta tj. vrsta
koje ne pripadaju istoj grupi (Deeleman-Reinhold 1978). Pripadnost nesrodnim grupama
skupina sp. 5 i hercegovinensis (Slika 9.) moZe objasniti njihovu sintopiju, iako ne postoji
vidljiva razlika u ekoloskim nisama koje bi ove svojte zauzimale. Njihova sintopija vjerojatno
je posljedica sekundarnog kontakta i bilo bi zanimljivo detaljnije istraziti ovo podrucje da se

utvrdi dolaze li u jo§ nekom speleoloskom objektu zajedno.

Geografska granica izmedu skupina sp. 4 i hercegovinensis takoder nije potpuno jasna zbog
nedostatka istrazivanja Spilja 1 jama na podrucju Bosne 1 Hercegovine kod grada Neuma, no
sigurno je se da skupina sp. 4 nalazi s obje strane rijeke Neretve. U Bosni i Hercegovini, izmedu
skupina hercegovinensis i sp. 3 postoji veliko podru¢je bez ikakvih nalaza te je potrebno
provesti jo§ terenskih istrazivanja u ovom podrucju. Geografska odvojenost skupine sp. 1
jedina je uistinu jasna te je odvajanje od ostalih skupina dobro potvrdeno i genetski i

morfoloski.

5.2. Morfoloske znacajke u usporedbi sa starim radovima

Morfoloskom analizom ustanovljena je varijabilnost oblika spolnih organa zenki medu
skupinama te u puno manjoj mjeri medu muzjacima. Ovo je primijetila i Christa Deeleman-
Reinhold (1993), ali s obzirom na manji broj analiziranih uzoraka, na manju geografsku
pokrivenost, na relativnu raznolikost morfologije spolnih organa te raznolikost rasporeda i
broja Cetina na nogama, Deeleman-Reinhold nije mogla uo¢iti pravilnost u uzorcima nego je
zadrzala jednu vrstu, S. hercegovinensis, s komentarom da je iznimno varijabilna. Upotreba
rezultata DNA analiza pokazala se klju¢nom u prepoznavanju skupina za koje su se zatim

trazile morfoloske razlike.

Kratochvil (1970) je u svom znacajnom radu o dinarskim $piljskim vrstama iz porodice

Dysderidae opisao vrstu S. purkrabeki. Prema opisu i crtezu Zenskih spolnih organa te
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lokalitetu na kojem je nadena ($pilja Sipun u Cavtatu), odgovara skupini sp. 1, no spolni organ
skupini sp. 1 te se ¢ini da je Kratochvil opisao vrstu purkrabeki na temelju muZjaka i Zenke iz
razli¢itih, ¢ak jako udaljenih, lokaliteta, na $to takoder sumnja i Deeleman-Reinhold (1993).
Stoga zakljucujem da skupina sp. 1 odgovara zenki vrste S. purkrabeki, da bi to ime trebalo

ponovno postati valjano i da se muzjak vrste treba nanovo opisati.

Kratochvil (1970) opisuje i vrstu S. folki koja morfologijom i podru¢jem na kojem je tipski
lokalitet odgovara skupini sp. 3, no opisana je na temelju samo jednog muzjaka, Sto predstavlja
problem jer u materijalu zbirke HBSD-a ne postoji nijedan muzjak skupine sp. 3. Prilikom
opisa vrste S. folki, Kratochvil takoder spominje sli¢nost sa S. hercegovinensis, no spominje
razliku u broju Cetina na tibiji i metatarsusu prve i druge noge koja je primije¢ena i U ovom
radu kod skupine sp. 3. S obzirom da je kod skupine sp. 3 ipak zabiljezen razliCit broj Cetina
kod jedinke iz Radove pecine, a kod pojedinih jedinki S. hercegovinensis iz Taleze pecine
zabiljeZen raspored Cetina slican skupini sp. 3, valjanost ove morfoloske znacajke dovodi se u
pitanje jer se ne pojavljuje konzistentno. Ako ¢e skupina sp. 3 biti opisana kao zasebna vrsta,
trebalo bi prona¢i muzjaka te ga usporediti s opisom spolnog organa vrste S. folki (Kratochvil
1970). Budu¢i da se ne znaju to¢ne koordinate tipskog lokaliteta iz kojeg je opisana S. folki,
Bobjerske pecine u Crnoj Gori, bilo bi dobro pronadi taj lokalitet te iz njega prikupiti jedinke
roda Stalagtia. Ako se utvrdi definitivna razlika u strukturi muskih i Zenskih spolnih organa od
S. hercegovinensis, moze se vratiti vrsta S. folki sa spolnim organima kao glavnim
determinacijskim svojstvom. Uz genetske podatke, koji skupinu sp. 3 odvajaju kao zasebnu
vrstu te zabiljezene morfoloske razlike, argumenti za vracanje vrste S. folki postaju znacajno
jaci.

Skupine sp. 2, sp. 4 i sp. 5 nisu prepoznate od proslih autora kao razlic¢ite od nominalne
hercegovinensis, vjerojatno zbog velike morfoloske sli¢nosti s njom koja je bila pripisana
unutarvrsnoj varijaciji. Ovim radom ipak su utvrdene razlike izmedu ovih skupina, primarno
geneticki, ali i morfoloski. Na temelju broja Cetina na metatarsusu 1 te morfologiji spolnih

organa, skupine sp. 2 i sp. 5 mogu se odvojiti od ostalih skupina.

Velika morfoloska sli¢nost muskih spolnih organa takoder predstavlja zanimljiv aspekt ovog
rada. Kako navodi Deeleman-Reinhold (1993), oblik i veli¢ina bulbusa nisu vazne znacajke u
razlikovanju vrsta kod rodova potporodice Harpacteinae, jer u vulvu Zenke ne ulazi cijeli

bulbus. Budu¢i da je struktura bulbusa izmedu skupina vrlo sli¢na, postoji mogucénost da
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muzjaci mogu oploditi Zenke razli¢itih skupina. lako ovaj slucaj nije vjerojatan, jer su skupine
geneticki jako jasno odijeljene, mogao bi se dokazati uzgojem pauka razlic¢itih skupina u

laboratoriju te provjerom mogu¢nost medusobnog parenja izmedu skupina.
5.3. U¢inkovitost statisti¢kih analiza

Statisticke analize somatskih znacajki ¢ak i na malom broju uzoraka po skupini detektiraju
zna€ajnu razliku izmedu skupina. Do problema dolazi kada su skupine morfoloski previse
slicne prema analiziranim znacajkama (sp. 2 1 sp. 5) ili kada unutar skupine postoji previse
morfoloske varijabilnosti (nominalna hercegovinensis). U ovim slucajevima trebalo bi se
ukljuciti vise jedinki te analizirati viSe morfoloskih znac¢ajki ukljucujuci oblik spolnih organa,
utjecaj spola i1 koriStenje geometrijske morfometrije kao Sto je ve¢ prethodno uspjesno
koristeno na paucima (Sagastume-Espinoza i sur. 2024, Wilson i sur. 2021) te paucima

porodice Dysderidae (Minjares Grajeda 2024).

5.4. Utjecaj na konzervaciju
Opisom prepoznatih genetickih skupina kao novih vrsta roda Stalagtia ustanovila bi se

endemicnost tih skupina, posebno na podrucju juzne Dalmacije oko Dubrovnika (sp.1, sp.2,
sp.5). Opisom prepoznatih genetickih skupina kao novih vrsta roda Stalagtia povecao bi se broj
vrsta roda Stalagtia na ovom podruéju s jedne vrste s jako velikim arealom na Sest vrsta sa
znacajno manjim arealima. To bi imalo znac¢ajan utjecaj na procjenu ugrozenosti tih svojti jer
su neke od njih poznate s jako malog podruc¢ja (npr. skupina sp. 5). Ova ¢injenica postaje
Znacajna s obzirom na planiranu gradnju autoceste do Dubrovnika koja ¢e proéi to¢no preko
podrucja gdje obitavaju tri skupine, od kojih su dvije (sp. 5 i sp. 2) poznate s malog broja

lokacija te ¢e planirana gradnja potencijalno znatno promijeniti okoli$ u kojem obitavaju.

Uz ve¢ mnoge druge nove i potencijalno nove vrste opisane s tog podruéja (Deli¢ i sur. 2023),
nove vrste roda Stalagtia pridonijele bi znacajnosti juznih Dinarida kao vru¢e tocke

raznolikosti podzemne faune u Hrvatskoj.

6. ZAKLJUCAK

Na temelju filogenetske analize konkateniranih sekvenci gena COI, 16S, 18S, 28S i H3
metodama Maximum likelihood i MrBayes te analize sekvenci gena COl metodama za
razgraniCavanje vrsta ASAP, BGD i bPTP moze se zakljuciti da se vrsta Stalagtia
hercegovinensis dijeli u 6 visoko podrzanih monofiletskih skupina: sp. 1, sp. 2, sp. 3, sp. 4, sp.

5 i nominalna hercegovinensis. Sve identificirane skupine geografski su odvojene s ve¢inom
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jasnim granicama. Skupine sp. 5 i nominalna hercegovinensis dolaze u bliski kontakt, a u

speleoloskom objektu Spilja za Groma¢kom vlakom dolazi do sintopije ove dvije skupine.

MorfoloSkom analizom utvrdene su razlike izmedu skupina identificiranih na filogenetskom
stablu. Prema morfologiji Cetina, skupine se dijele se u dvije vece grupe: sp. 1, sp. 2 i sp. 5 te
sp. 3, sp. 4 i nominalna hercegovinensis. Skupine sp. 1, sp. 2 i sp. 5 na metatarsusu prve noge
imaju barem 6 Cetina dok se kod ostalih skupina na metatarsusu prve noge pojavljuje manje od
Sest Cetina, naj¢esce Cetiri kod skupina sp. 4 te nominalne hercegovinensis, odnosno niti jedna
kod skupine sp. 3. Skupina sp. 1 se od ostalih izdvaja prema znatno ve¢em broju ¢etina na
femuru (viSe od 30) i tibiji prve noge (viSe od 8 nasumi¢no rasporedenih Cetina s ventralne
strane). Kod skupina sp. 3 i nominalne hercegovinensis zabiljezen je blago zakrivljeni oblik

femura prve noge.

Analizom muskih spolnih organa jedino su kod nominalne hercegovinensis ustanovljene
znacajne razlike u morfologiji bulbusa u odnosu na druge skupine. Analiza zenskih spolnih
organa pokazala je uocljive i jedinstvene razlike u skoro svim skupinama. Jedino se kod
nominalne hercegovinensis i skupine sp. 4 ne uo¢avaju jasne razlike u morfologiji zenskih

spolnih organa.

Linearna mjerenja duljine, Sirine i visine prednjeg tijela te duljine i Sirine tibije prve i Cetvrte

noge nisu se pokazala kao znacajne u razdvajanju skupina.

Zakljuéno, koriStenjem filogenetskih i morfoloskih analiza, prikupljeno je dovoljno dokaza da
je vrsta S. hercegovinensis zapravo kompleks od 6 vrsta koje su geografski jasno odvojene i
koje se mogu vec¢inom konzistentno morfoloski razlikovati. Ovim istrazivanjem postavlja se

temelj za buduci opis novih vrsta Spiljskih pauka iz roda Stalagtia.
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8. ZIVOTOPIS

Roden sam 2. rujna 2000. godine u Zagrebu. Zavrsio sam V. gimnaziju u Zagrebu. Tijekom
srednjoskolskog obrazovanja sudjelovao sam na drzavnom Natjecanju iz biologije (2017) u
kategoriji istrazivackih radova gdje sam osvojio drugo mjesto; te na Medunarodnoj
konferenciji mladih znanstvenika (ICYS, 2018) gdje sam osvojio srebrnu medalju. Dobitnik
sam nagrade Oskar znanja. Preddiplomski studij Molekularne biologije na Prirodoslovno-
matematickom fakultetu u Zagrebu zavrSio sam 2022. godine te sam iste godine upisao
Diplomski studij Molekularne biologije. Tijekom studija sudjelovao sam u provedbi
manifestacije No¢ u muzeju u Prirodoslovnom muzeju u Zagrebu. Dobitnik sam Rektorove
nagrade za istrazivacki rad koji je kasnije i oblavljen pod naslovom: ,,Utilising public sequence
databases to investigate genetic diversity of stoneflies in Medvednica Nature Park*. Rezultate
tog rada prezentirao sam na Simpoziju studenata bioloskih usmjerenja (SiSB, 2022),
Medunarodnoj konferenciji o DNA barkodiranju i bioraznolikosti (ICDBB, 2022) i Simpoziju
europskih studenata biologije (SymBioSE, 2023). Od 2021. godine ¢lan sam Udruge studenata
biologije — BIUS. Akademske godine 2023./2024. bio sam suvoditelj sekcije za pauke u
BIUSu. Sudjelovao sam u provedbi istrazivacko-edukacijskog projekta Histria 2022, Zagorje
zelene 2023, Karin 2024 te u studentskim projektima Podzemlje Ucke 2022 i Viridi Valle 2024.
Clan sam Hrvatskog biospeleoloskog drustva i Hrvatskog ekoloskog drustva. U sklopu
Hrvatskog ekoloSkog drustva sudjelovao sam u projektu Pauci i tréci Nacionalnog parka
Plitvicka jezera 2024. 2024. godine zavrsio sam speleoskolu u udruzi Breganja i stekao zvanje
Speleolog pripravnik. Od ostalih aktivnosti, &lan sam Sahovskog kluba Odra, a uz igranje $aha

hobi mi je i vrtlarenje.
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Slika P1. MrBayes filogenetsko stablo dobiveno iz supermatriksa od 5 gena. Brojevi iznad grana

oznacavaju njihovu podrzanost: vrijednost 0,75 ili viSe oznacava podrzane grane.
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Slika P2. Rezultati ASAP Kimura 80 analize.
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Slika P3. Rezultati ASAP simple distance analize.



Tablica P1. Rezultati ABGD Kimura 80 analize.

ABGD Kimura 80

Initial Partition with prior maximal distance P=7.74e-03 ; Barcode gap distance = 0.029
Distance K80 Kimura MinSlope=1.000000

Group[ 1] n: 16 ;id: sherM137 AR5511 Vjetrenica m sherM154 AR1756 Taleza m sherM156
AR2675 Poganjaca m sherM158 AR3688 Bjelusica j sherM173 AR5163 SpiljaUZarmi j sherM201
AR1752 Gromaca m sherM210 AR3700 Bjelusica j sherM215 AR4231 MarkovaPecina m
sherM221 AR5565 Deveterica j sherM228 AR4353 SinjiKuk j sherM236 AR5431 VranjaPec j
sherM240 R235 CrnolJezero f sherM405 AR189 Krivaca f sherM453 AR2478 Nakovana j
sherM509 AR5497 MlinSedlari j sherM619 AR5820 CrnoJezero j

Group[ 2] n: 8 ;id: sherM711 AR8605 Grbovica f ssp5M451 AR196 SvNikola j ssp5M472
AR4224 Mociljska j ssp5M674 AR6788 Aragonka j ssp5M675 AR6794 Debelal jut j ssp5SM676
AR6797 Banoval jut j ssp5M688 S10 Mrcine j ssp5M712 AR8686 Mociljska j

Group[ 3] n: 3 ;id: smonM130 AR4210 Golodraznica f smonM131 AR4210 Golodraznica f
smonM680 AR6939 PokljukaGornja j

Group[ 4] n: 6 ;id: ssplIL13HR AR5254 Bezdan m ssplM168 AR4346 Mjesecevica j ssp1M233
AR5151 Sipun j sspIM708 AR5153 Kaverna781 j sspIM710 AR6790 DjurovicaJama f sspIM713
AR8712 VilinaGruda j

Group[ 5] n: 6 ;id: ssp2M161 AR4136 VilinskaSipan j ssp2M162 AR4201 VilinaCicevo j
ssp2M172 AR5006 Skrabuljica j ssp2M203 AR1778 VilinaOmbla j ssp2M212 AR3761 Pavlova |
ssp2M471 AR4206 Debelin f

Group[ 6] n: 1 ;id: ssp2M452 AR528 SplspodKrsta j

Group[ 7] n: 2 ;id: ssp3M146 AR5343 Fatnica j ssp3M235 AR5351 VelikaFatnica j

Group[ 8] n: 1 ;id: ssp3M169 AR4347 Prosjecenica j

Group[ 9] n: 1 ;id: ssp3M175 AR5315 VojvodaDakovic j

Group[ 10 ] n: 2 ;id: ssp3M202 AR1761 RadovaPecina f ssp3M456 AR3489 Tuhor j

Group[ 11 ] n: 22 ;id: ssp4M128 AR4085 Jazinka j ssp4M129 AR4087 StaraJametina f ssp4M164
AR4286 CulinoveRaljevine j ssp4M167 AR4344 Tucepska j ssp4AM199 AR420 ZabljaJama j
sspAM200 AR424 PastirskiStan j ssp4AM208 AR3606 Strazbenica j ssp4M209 AR3608 Mandalina j
ssp4M214 AR3984 MalaAntunovici f ssp4AM225 AR4232 Visticina j sspAM226 AR4236
Kornjatusa m ssp4M227 AR4281 Gaznovac j sspAM229 AR4394 SpiljauGaju j ssp4M230 AR4906
Neoric j ssp4M231 AR5041 MilicevicaPecina j ssp4AM232 AR5087 Jamina j ssp4M237 AR5463
Baba j ssp4M238 AR5465 Stipkovac j ssp4M239 R204 Makeljina j ssp4AM656 AR6115 Golubinka
j ssp4M666 AR6592 VelikaJamaToranj f ssp4dM709 AR6514 lvanova j
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Slika P4. Rezultati bPTP MrBayes analize.



