
Molekularna filogenetika pauka roda Nesticus
(Arachnida, Araneae, Nesticidae)

Gajski, Domagoj

Undergraduate thesis / Završni rad

2016

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / stručni stupanj: University of 
Zagreb, Faculty of Science / Sveučilište u Zagrebu, Prirodoslovno-matematički fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:943600

Rights / Prava: In copyright / Zaštićeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-13

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Science - University of 
Zagreb

https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:943600
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:2555
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:2555
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:2555


SVEUČILIŠTE U ZAGREBU 

PRIRODOSLOVNO-MATEMATIČKI FAKULTET 

BIOLOŠKI ODSJEK 

 

 

 

 

MOLEKULARNA FILOGENETIKA PAUKA RODA NESTICUS 
(ARACHNIDA, ARANEAE, NESTICIDAE)  

 

MOLECULAR PHYLOGENETICS OF SPIDERS FROM THE 
GENUS NESTICUS (ARACHNIDA, ARANEAE, NESTICIDAE) 

 

SEMINARSKI RAD 

 

 

 

Domagoj Gajski 

Preddiplomski studij molekularne biologije 

(Undergraduate Study of Molecular Biology) 

Mentor: izv. prof. dr. sc. Damjan Franjević  

 

Zagreb, 2016. 

 

 



SADRŽAJ 

1 UVOD                                                                                                                                                   
Pogreška! Knjižna oznaka nije definirana. 

2 TEORIJSKA POZADINA MOLEKULARNE FILOGENETIKE                                                        5 

   2.1     Povijesni pregled                                                                                                                  5 

   2.2  Teorijska pozadina                                                                                                                  5  

        2.2.1 Molekularni biljezi                                                                                                          6 

        2.2.2 Postupci izrade stabla nakon sekvencioniranja                                                               7 

       2.2.3 Modeli evolucije                                                                                                             8 

        2.2.4 Metode za izradu evolucijskih stabla                                                                             8 

2.3  Filogenetsko stablo                                                                                                                 10 

 2.4  Ograničenja molekularne filogenetike                                                                                   11 

3 BIOLOGIJA ŠPILJSKIH PAUKA RODA NESTICUS                                                                       13 

4 PRIMJENA MOLEKULARNE FILOGENETIKE U DOKAZIVANJU NOVE VRSTE     15 

4.1 Materijali i metode                                                                                                                  15 

    4.1.1 Taksonomsko uzimanje uzoraka; skladištenje uzoraka i ekstrakcija DNA                 15 

            4.1.2 PCR-amplifikacija i sekvenciranje                                                                                         16  

            4.1.3 Sravnjivanje                                                                                                                            17 

            4.1.4  Filogenetska analiza                                                                                                               17 

5 ZAKLJUČAK                                                                                                                                    19 

6 LITERATURA                                                                                                                                   21 

7 SAŽETAK                                                                                                                                          23 

8 SUMMARY                                                                                                                                       24 

 

 

 

 

 

2 
 



1 UVOD 
     Mo l ek u l a rn a  f i l o ge n e t i k a  j e  g ra n a  f i l o ge n i j e  ko j a  a n a l i z i r a  

s r od s tv e n e  r az l i k e  n a  mol e ku l a r no j  r az i n i ,  u g l a vn om  se  o b az i ru ć i  n a  

D N A  i  RN A  s e kve n c e ,  k a ko  b i  d ob i l a  i n f o r m ac i j e  o  e v o l u c i j sk om  

o d nos u  o r gan iz am a  i  n j i ho vo j  e v o lu c i j sk o j  po v i j e s t i .  T i j e k  

i s t r až iv a n j a  m ol eku l a r n e  f i l o ge ne t i ke  j e  do br o  d e f i n i r an .  I s t r a ž iv a n j a  

k r e ć u  s  i z bo r om p r o b l em a  i  n as t av l j a j u  s e  n j e gov im d i z a j n i r an j em,  

uz o rk ov a n j em ,  u tv r đ i va n j em  mol e ku l a r n i h  p r o f i l a ,  f i l o ge n e t s k im  

a n a l i z am a ,  u t v r đ i va n j em  s r ods tv e n ih  o d nos a ,  a  z a v rš av a ju  r a sp r av om  i  

z ak l ju č iv an j em  o  p o v i j es t i  ev o lu c i j e  i s t r až iv an e  sk up in e ,  t o  j e s t  

n j e gov om  f i l o ge n i jom .  K on a č n i  r e z u l t a t  k o j i  do b i j e mo  p r e ko  

f i l o ge n e t s k i h  i s t r až i v an j a  j e  p r i k az a n  f i l o ge n e t sk i m s t ab lom .  

 

    R az r ed  A r a ch n id a  j e  d ru g i  n a j v eć i  r a z r ed  n a ko n  In s e c t a  p o  b r o j u  i  

r a z n o l i ko s t i  v r s t a  (S a vo r y,  1 9 7 7) .  T a ko đ e r  j e  m eđ u  v až n i j im  g ru p am a 

b e sk r a l j ež n j a ka  k o j e  s e  po j a v l j u j u  u  š p i l j am a ,  s a  ča k  9  o d  1 1  

p os to j e ć ih  r ed ov a  k o j i  s ad rž e  n e ko l i c i nu  v r s t a  k o j i  su  t r o g l ob io n t i .  

R e d  A r an e a  ( Pa u c i )  s ad rž i  m no go  po rod i c a  ko d  ko j ih  su  po j ed i n e  v r s t e  

i  ro do v i  u s ko  p ov ez an i  s a  š p i l j a ma  ( t r o g l ob i on t i  i  t r o g lo f i l i )  o d  k o j i h  

j e  j ed a n  od  n a jp oz n a t i j i h  po ro d i c a  N e s t i c i d a e .  P r ip a dn i c i  

t r o g l ob io n a t a  u nu ta r  t e  p o r od i ce  su  e f i ka sn o  p r i l a god i l i  ž i vo t u  u  t am i  

t a ko  š t o  s u  r ed u c i r a l i  b ro j  o č i ju  i  p i gme n t a c i ju ,  p r oduž i l i  d u l j i nu  

p r iv j e s ak a ,  po v e ća l i  b ro j  i  v e l i č i nu  o s j e t i l n i h  s t r uk tu r a ,  sm a n j i l i  

s t o pu  m e ta bo l i z m a  t e  s m an j i l i  op ć i  b ro j  j a j a š a c a  (R ed d e l ,  20 12 ) .   Ro d  

N e s t i cu s  T ho r e l l ,  18 6 9  j e  g lo b a ln o  r as p ro s t r an j e n  ( os i m  A us t r a l i j e )  i  

u k l ju ču j e  12 5  v r s t a .  U  E u r op i  j e  Ne s t i c u s  p re ds t av l j en  p re k o  23  v r s t e  

o d  č e ga  s u  č e t i r i  p r e ds t a v l j e n e  ka o  e nd emi č n e  n a  P i r i n e j s ko m 

p o l uo to ku .   

 

     C i l j  ov o g  r ad a  j e  o p i sa t i  s t a nd a rd n i  p r oc e s  mo l ek u l a rno  

f i l o ge n e t s ko g  i s t r až i v an j a .  U  o vom  ra d u  j e  p r o c es  op i sa n  p r im je r om 
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d o kaz iv an j a  no ve  v r s t e  š p i l j sk o g  p a uk a  N es t i cu s  ba e t i cu s  Ló p e z -

P a nc o rb o  & R i b er a ,  2 01 1    i  n j e go vog  u s p o re đ i v an j a  p o  f i l o ge n i j i  s a  

o s t a l im  v r s t am a  r o d a  N es t i cus  ko j e  s u  en d emi č ne  z a  p ro s t o r  

P i r i n e j sk o g  p o lu o to k a  k ak o  b i  u s tv r d i l i  n j i ho vu  s ro dn os t .   
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2 TEORIJSKA POZADINA MOLEKULARNE FILOGENETIKE 

    M ol e ku l a r na  f i l o ge n e t ik a  j e  j ed no  o d  g l ed i š t a  m ol e ku l a rn e  s i s t em at i k e ,  

š i r e g  p o j ma  k o j i  uk l ju ču j e  k o r i š t e n j e  m ol ek u l a rn ih  po d a ta k a  u  t a ks on omi j i  

i  b i o ge o gr a f i j i .  O n a  p ro u č av a  e vo lu c i j s ku  p ro š l os t  i  o dn os e  m eđu  

o r ga n iz mim a  n a  m ol ek u l a rn o j  r az in i .  Za  c i l j  im a  r ek o ns t r u i r a t i  t o č n e  

ge n e a lo šk e  v ez e  m e đu  o r ga n iz m im a i  p r o c i j e n i t i  v r i j e m e  d i v e r ge n c i j e  

i z m e đu  o r ga n iz ma  o d  t r e n u tk a  k a da  s u  s e  od vo j i l i  d o  z a j ed n i č ko g  p re tk a .  

 

2.1 Povijesni pregled 
    M no ga  m eto do lo šk a  d os t i gnu ća  su  b i l a  v až an  p r e t ho dn ik   

o mo gu ć a va n j u  i s t r až i v an j a  u  p od ru č ju  m ol ek u l a rn e  f i l o ge n e t ik e .  O p ć en i to  

o tk r i ć e  n ov ih  m et od a  i s t r až iv a n j a  i   u n ap r e đe n j e  u  m e to d am a  k a o  š t o  su  

s e kv e n c i r an j e  ( F .  Sa n ge r ,  1 97 5 . ) ,  e l ek t r o f o r ez a  ge l a  ( O .  Sm i th i es ,  19 55 . ) ,  

s o f t ve r i  z a  ob r a du  f i l o ge n e t s k i h  po d a ta k a  ( J . Fe l s e ns t e in ,  1 97 3 . )  i  l a n č ana  

r e a k c i j a  p o l im e raz o m –  P CR ( K.  M ul l i s ,  1 98 3 . ) .   

     Sv a  t a  do s t i gn u ć a  s u  o mo gu ć i l a  z na č a jn a  o tk r i ć a  u  po d ru č j u  

m ol ek u l a rn e  f i l o gen e t ik e  k a o  š t o  su  m ol ek u l sk i  s a t  ( E .  Zu c k e rk a nd l  i  L .  

P a u l i n g ,  19 62 . )  i  f i l o ge n e t sk u  r ek on s t r uk c i ju  (W al t e r  F i t c h ) .  D ov e l a  s u  i  

d o  d an a s  n a j z n a č a jn i j e g  r a d a  u  e vo lu c i j i  ho min id a  ( A .  W i l so n  i  V .  S a r i ch ,  

1 9 69 . )  ko j a  j e  po d up i r a l a  p r i j e d log  d a  s e  o g r a n ak  k o j i  p r e ds t a v l j a  

d a n aš n j e  l j u d e  odv o j io  o d  o g r a n k a  k o j i  vo d i  p re m a  da n a šn j im  a f r i č k ih  

m aj mu n a  p r i j e  4  do  5  mi l i j u n a  go d i n a .  

 

2 .2Teorijska pozadina i postupak izrade filogenetičkog stabla 

      S v ak i  ž iv i  o rga n iz am  s ad rž i  DN A  i  R N A  uz  p ro t e in sk e  mo le ku l e .  

G e n e r a ln o  g l e d a j uć i ,  u s ko  po vez a n i  o r ga n iz mi  im a ju  v i s ok  s tu p an j  

s l i čn os t i  u  m ol ek u la r n o j  s t ru k t u r i  t i h  t v a r i ,  d ok  mol e ku le  u  o r ga n iz mim a 

d a l ek e  s ro dn os t i  o b i čn o  p ok az u ju  r az l i č i t e  uz o rk e .  Ko nz e rv i r a ne  
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s e kv e n ce ,  k ao  š to  j e  mi t oh on d r i j sk a  DN A ,  po k az u ju  a kum ul a c i j u  mu ta c i j a  

u  ov i sn os t i  s  v r eme n om .  P r e t po s t av ka  o  k ons t an t no j  s t op i  mu t a c i j a  p ruž a  

m ol ek u l sk i  s a t  z a  d a t i r an j e  d i ve r ge n c i j e  v r s t a .  Mol e ku l a r n a  f i l o ge n i j a  

k o r i s t i  t e  p od a t ke  z a  i z r ad u  f i l oge n e t i č ko g  s t ab l a  k o j e  p r i k az u j e  

v j e r o j a t nu  e v o lu c i ju  r az l i č i t i h  v r s t a .  O t k r i ć e m  s e kv e n c i r a n j e ,  po s t a l a  j e  

k o r i sn a  i z o l a c i j a  i  m o gu ćn os t  i d en t i f i k a c i j e  t i h  m ol ek u l a r n ih  s t r uk t u r a .   

 

2 . 2 . 1  Mo l eku l a rn i  b i l j e z i  

        I  s u v r em en im m et od am a  se kv e n c i r an j a ,  p r o c es  s e kve n c i r a n j a  č i t a vo g 

ge n o m a  n ek o g  o r ga n iz m a  j e  i  da l j e  d u g  i  s ku p  p ro c e s .  Za t o  se  ko r i s t e  

f i l o ge n e t s k i  m ar k er i .  T o  s u  f r a gm e n t i  ( l ok us i )  ko d i r a j u će  i l i  ne ko d i r a j u će  

D N A  z a  ko j e  s e  z na  d a  n em aj u  v a r i j a c i j e  un u t a r  t e  v r s t e  i  č i j e  su  s e kv e n ce  

d os tu pn e  z a  s ve  v r s t e  un u t a r  ro d a .  F i l o ge n e t s k i  b i l j ez i  n a  os no v i  k o j i h  s e  

k o ns t r u i r a ju  s t a b l a  m o r a j u  b i t i  va r i j a b i l n i ,  j e r  s u  s a mo  v a r i j a b i l n e  

k a r a k t e r i s t i k e  on e  k o j e  su  ev o l u i ra l e .  N i su  sv i  b i l j ez i  p r ik l ad n i  z a  

r e k on s t ru k c i j u  f i l o ge n e t s k ih  od no sa  i z m e đu  b i lo  k o j i h  s ku p in a  

o r ga n iz a ma .  Za  one  s ku p in e  ko je  su  e v o l u i r a l e  j ak o  d av n o ,  t j .  z a  v e l i k e  

t a ks on oms k e  k a t e go r i j e  p o t r eb no  j e  ko r i s t i t i  k onz e r v i r an i j e  b i l j e ge ,  po pu t  

h i s t o nsk ih  ge n a  i  1 6S  rR N A,  do k  s u  z a  m la đ e  e vo lu c i j s k e  do ga đ a je ,  

o d nos no  z a  r j e š av a n j e  f i l o ge n e t i č k i h  o dn os a  n a  n i ž i m  s i s t em at sk im 

r a z in a ma ,  p r i k l ad n i  b i l j ez i  s  v e ćom  v ar i j a b i l no s t i ,  p r im je r i c e  mt DN A .   

     Mo l ek u l a rn i  f i l o ge n e t s k i  b i l j ez i  s u  s up e r i o rn i  u  s l u ča ju  k on f l i k t a  

p o da t ak a  d ob iv e n ih  po mo ć u  a n a l i z e  m ol ek u l a rn ih  i  mor f o l oš k i h  b i l j e ga ,  

j e r  s u  po go dn i j i  z a  s t a t i s t i čk u  a n a l i z u  i  m an j e  po d lož n i  su b j e k t i vn o j  

i n t e rp r e t a c i j i  i s t r a ž i va č a .  M i to ho on d r i j sk a  D N A  (m tD N A )  n a l ik  j e  

p r ok a r i o t sk o j  D N A j e r  j e  n a j č eš ć e  k ov a l en t no  z a t vo r en a  k r už n a  mo le k u la  

( c c c D N A,  co v a l en t l y  c l o s ed  c i r cu l a r  D NA ) .  Im a j u  j e  go to vo  s v e  

e u k a r io t s ke  s t a n i ce  a  k o d i r a  z a  p ro t e i n e ,  n e ke  tR N A i  r R NA  ( S yk e s ,  

2 0 03 . ) .  O v a  j e  mo l ek u l a  p op u l a ra n  b i l j e g  u  f i l o ge n i j i  j e r  j u  j e  l a ko  
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i z o l i r a t i ,  n a l az i  s e  u  v e l i ko m b ro ju  k o p i j a ,  n em a  ge nsk e  r ek om bi na c i j e ,  

n a s l j e đu je  s e  p o  maj č i no j  l i n i j i  i  r e l a t i v n o  b rz o  e vo l u i r a .  

 

2 .2 .2   Pos tupc i  izrade  s tabla  nakon  sekvenc ion iranja   

      N ak on  i z o l a c i j e  i  s e kv e n c i r an j a  D N A  i l i  p r o t e i n a  ko j i  s e  ko r i s t e  k ao  

f i l o ge n e t s k i  b i l j ez i ,  s l i j ed i  a n a l i z a  p od a t a k a .  Osn o vn i  ko r a c i  u  

m ol ek u l a rn o j  f i l o ge n e t sk o j  an a l i z i  su :   

1 .  U nos  se kv en c i  u  ba zu  –  do b i j e  s e  b ro j  z a  s v ak u  s ekv e n cu .  T ak ođ e r  s e  

i s t r až u j u  b az e  po da t a ka  n a  s l i čn os t  i z o l i r an ih  s ek ve n c i  s a  s ek v en c ama 

u n es e n im  u  b az e  p o da t ak a  p r i j e .  Na j č eš ć e  s e  k o r i s t e  E M BL FA S T A  i  

N C BI B LA S T  b a z e  p o da t ak a  ko j e  h eu r i s t i čk im  m e to da ma  p ok uš a v a ju  n a ć i  

„ s a v rš en a “  p o r a vn an j a .   

2 .  Glo ba l no  s ra vn j i van j e  –  t e m el j  i  o s no v a  s v ako g  f i l o ge n e t sk o g 

i s t r až iv a n j a ,  s vo đ en j e  s e kv e n c i  n a  z a j e dn i č k i  n az i vn i k  p r e ko  a l go r i t am a .  

P oš uš av a  s r a vn a t i  s v ak i  d io  s e kve n c e  u  s v ak o j  s e k v en c i .  T a j  t i p  

s r a vn j iv a n j a  j e  p r ak t i č an  k ad a  j e  i sp i t i v an i  t i p  s ek v en c i  s l i č an  i l i  g r ub o  

j e dn a ge  v e l i č in e .  Č e s to  t u  mo gu  n a s t a t i  p r az n in e  i z m eđ u  s r av n an ih  

s e kv e n c i .  Iz m e đu  os t a lo g  j e  po t r e bn o  m a kn u t i  po č e t a k  ( t u  su  s e  t ek  v ez a l i  

p r im e r i )  i  k r a j  s l j e do v a  ( t u  o b i č no  d o l az i  do  o pa d an j a  p r o c es i vn os t i  

p o l im e raz e ) .   

3 .  l oka lno  sr av nj iv an j e–  f l e ks i b i l n i j e  o d  t eh n i k e  g l ob a ln o g  s r av n j i va n j a ,  

m ož e  p r on a ć i  r e g i j e  k o j e  s e  po j a v l ju j u  u  r az l i č i t o m r e d o s l i j e du  i l i  

o r i j en t a c i j i  u  r az l i č i t im  s ek v en c am a  z a  ko j e  s e  v j e r u j e  d a  im a j u  s l i č ne  

r e g i j e  i l i  s ek v en c i j s k e  mot iv e  u nu t a r  č i t a v e  s ek v en c e .  

4 .  od ab i r  e vo lu c i j s ko g  mod e la  –  f i l oge n e t s k a  r e ko ns t r uk c i j a  b az i r a  s e  na  

s t a t i s t i č ko j  ob r ad i  p od a t a k a  t e  j u  j e  n em o gu ć e  p ro v es t i  b ez  p r i mj ene  

o d r eđ e n ih  mo d e l a  v j e ro j a tn os t i ,  bu du ć i  d a  r az l i č i t i  t i p ov i  s up s t i t u c i j a  n i su  

n už n o  j ed na ko  uč e s t a l i .  
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5 .  od ab i r  me t o de  za  i z g radn ju  s ta b la  na  t e me l ju  mod ela  

 

2 .2 .3  Model i  evo luc i je  

      M od e l i  ev o lu c i j e  DN A  s u  f e nom en o l oš k i  o p i s i  e vo luc i j e  D NA  k a o  n i z  

o d  4  o dv o j en ih  s t a n j a  i  z o vu  s e  j o š  i  m ar ko v l j e vs k i  m od e l i .  U  t e o r i j i  

v j e r o j a t no s t i ,  t i  ma r k ov l j ev sk i  mo d e l i  su  s to h as t i čk i  mo d e l i  ko r i š t e n i  z a  

p o de š av a n j e  n as um ič no  p rom j en j iv ih  su s t av a  gd j e  s e  p r e t po s t av l j a  da  

b u du ć a  s t a n j a  o v i se  s am o  o  t r e nu tn i m s t an j im a ,  a  n e  o  do ga đ a j im a  ko j i  su  

s e  po j a v i l i  p r i j e  t o ga .  T i  m a rk ov l j ev sk i  mo d e l i  n e  p r i k az u j u  d i r e k tn o  

m e h an iz me  m ut a c i j e  n i t i  a k c i j u  p r i ro d ne  s e l e k c i j e ,  n ego  v i š e  op i su ju  

r e l a t i vn e  s to p e  r az l i č i t i h  p r omj en a .  T i  m od e l i  s ub s t i t u c i j e  r az l i ku j u  s e  u  

u s l ov im a  p a r am et a ra  k o j e  k o r i s t e  z a  op i s  s t op e  uz  k o j u  se  j e d an  nu k l e o t i d  

m i j en j a  u  d ru g i  t o k om e vo lu c i j e .  Ko r i s t e  s e  t o k om  k a l ku l a c i j e  

v j e r o j a t no s t i  n ek o g s t ab l a  i l i  z a  p ro c j e n u  ev o l uc i j s k e  u da l j e no s t i  i z m eđu  

s e kv e n c i  i z  p r om at r a n i h  r az l i k a  i z m eđu  s e kv e n c i .  

 

2 .2 .4  Metode  za  izradu  f i logene t i čk ih  s tab la  

       R ep r ez en t a t i vn o  f i l o ge ne t i čk o  s t a b lo  m o gu ć e  j e  d o b i t i  p r imj e nom  

r a z l i č i t i h  m et od a  k o j e  im a j u  m at ema t i č k i  i  s t a t i s t i čk i  p r i s t up  o b r a d i  

p o da t ak a .  O v e  me to d e  mo gu  s e  po d i j e l i t i  n a  dv a  r az l i č i t a  n a č i n a  u  po  

d v i j e  s ku p in e :  1 )  ov i s no  o  t om e  p r ou ča v a ju  l i  s t an j a  k a rak t e r a  i l i  m a t r i c e  

u d a l j e no s t  i  2 )  o v i sn o  o  t o m e  r ad e  l i  i s c rp no  i s t r až iva n j e  i l i  p os t up no  

k l as t e r i r a n j e .  N a j če š ć e  ko r i š t en e  m eto d e  z a  k on s t ru k c i ju  f i l o ge n e t i čk ih  

s t ab a l a  d an a s  su  m et od a  n a j v e ć e  š t e d l j i vo s t i  ( M ax imu m  P a rs im on y)  i  

m e t od a  n a jv e ć e  v j e r o j a tn os t i  ( Max im um  Li k e l ih oo d) .  

      Ia k o  im a  m no go  m et od a  z a  i z r a đ iv a n j e  s t a b l a ,  u  o vom  ra du  ću  o p i s a t i  

s a mo  m e to du  n a jve ć e  š t e d l j i v os t i .  U  f i l o ge n i j i ,  n a jve ć a  š t e d l j i v os t  j e  

k r i t e r i j  op t im al nos t i  un u t a r  k o j e g  f i l o ge n e t i č ko  s t ab l o  s a  n a jm a n j i m  
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b r o j em  p ro mj en a  s t an j a  ka r a k t e r a  s e  o d ab i re  k a o  n a j bo l j e  s t ab l o . 

A l go r i t a m po č i n j e  p ro r a ču n e  n a  osn o v i  p ed e f i n i r an o g s t a b l a  od r e đe n e  

t op o l o gi j e .  To  s t a b l o  se  z a t im  n as to j i  r e k on s t ru i r a t i  up o t r e b om  n a jm a n j e g  

m o gu ć e g  b ro j a  p rom je n a  k a r ak t e r a  po t r eb n i h  d a  b i  s e  o b j a s n i l i  sv i  čv o ro v i  

s t ab l a  n a  s v ak o j  p oz i c i j i  s e kv e n ce .  Za t i m  s e  p r ov j e r a v a  s l j ed e ća  

t op o l o gi j a  n a  i s t i  na č i n .  N ak on  š t o  su  s v e  smi s l en e  t o po lo g i j e  p r ov j e r en e ,  

o d ab i r e  s e  on o  s t ab lo  z a  ko j e  j e  b i o  p o t r eb a n  n a jm a n j i  b r o j  p ro mj en a .  

K a k o  p ro n a l az ak  na j k r a ć e g  s t a b l a  mož e  t r a j a t i  du go ,  ova  m et od a  s e  č es to  

p r e po r uč u j e  z a  ma l i  b r o j  t a ks on a  ( m an j e  od  9 ) ,  a  z a  v eć i  b r o j e  s e  

z n a ns t v en i c i  u g l av n om ok r e ć u  h eu r i s t i č k i m me to d am a  i s t r až iv a n ja .  

M e to da m a  n a j v e će  š t ed l j i v os t i  s e  z ap r a vo  sm an ju j e  ko l i č i n a  h om opl az i j e  

( k on v e r gen tn e  ev o l u c i j e ) .  K ak o  j e  s t ab l o  n a j v eć e  š t e d l j i vo s t i  u v i j ek  

n a jk r a ć e  s t ab lo ,  č es to  p od c j e n j u j e  s t va r n e  ev o lu c i j s k e  p ro mj en e  k o j e  s u  se  

d e s i l e .  N a  t a j  n a č in  s t a b l o  n a j v e ć e  š t e d l j i vo s t i  n i j e  s t a t i s t i č k i  do s l j e dn o  

p r i  v eć e m b ro j u  po d a t a ka  pa  m ož e  b i t i  p ro tu r j e čn o  p od  n ek im  u v j e t i ma  

k a o  š t o  j e  p r i v l a čno s t  d u g ih  o g r a n ak a  .   

      N ak on  š t o  s e  s t a b lo  ko ns t r u i r a  j e dn om  o d  m et od a  i z ra d e  f i l o ge n e t sk o g 

s t ab l a ,  po t r e bn o  j e  i z v e de no  s t ab l o  t e s t i r a t i  n a  po uz d a no s t .  J e d an  od  

n a j če š ć i h  t e s to va  ko j i  s e  z a  t o  ko r i s t i  j e  Fe l s en s t e i no v  b oo t s t r a p  t e s t .  Ak o  

p os to j i  m  b r o j  s e kv e n c i ,  sv ak a  im a  n  b ro j  nu k l eo t id a .  Sa  sv a k e  s ek ve n ce  

j e  n as umi č no  uz e t o  n  b r o j  nu k l eo t i d a  k o j i  s e  r az l i č i t im  z am j en ama 

i z m j en e  t e  o nd a  sač i n j av a ju  no v i  s e t  s e kv e n c i .  S t ab lo  j e  o n d a  n a pr a v l j e no  

s a  no v i m  s ek v en c am a  ko r i s t e ć i  i s t u  me t od u  z a  i z r ad u  s t ab l a .  N ak on  i z ra d e  

t i h  s t ab a l a ,  t op o log i j a  s v ak o g  s t a b l a  s e  us po r e d i  s a  o r i g i n a ln im  s t ab l om .  

A k o  j e  sv a k i  čv or  n ov o g  s t a b l a  j ed n ak  o r i g i n a l nom s t a b l u ,  d a j e  s e  

v r i j ed no s t  1 ,  u  s up r o tn om j e  v r i j ed nos t  0 .  P ro c es  r ek ons t r uk c i j e  s t ab l a  s e  

p o na v l j a  n ek o l i ko  s to t i n a  p u t a  t e  s e  o nd a  z ap i š e  p os t o t ak  č vo ro v a  s a  

v r i j ed no š ću  1 .  T a j  p os to t a k  oz n a č a va  v r i j ed no s t  b oo t s t r ap - a .  A ko  s e  p r eko  

a n a l i z e  do b i j e  v e l ik i  po s t o t ak  p od r ške ,  s t ab l o  j e  r e l a t i vn o  d ob ro  i  m no go  

k a r a k t e ra  p od rž av a  t a j  čv o r  s t a b l a .  P os t o t c i  od  7 0  %  p a  n a  v i š e  s e  

s m at r a ju  umj e r e nom  po d rš kom  od  s t r a n e  z n an s tv e n ik a  (H i l l i s  i  Bu l l  1 99 3 ) .  
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T a j  t e s t  j e  d os t up an  z a  4  r az l i č i t e  m e to d e  i z ra d e  s t a b l a :  m e t od u  s us j e dn o g 

s p a r iv a n j a  ( N e i ghb o r  J o in i n g ) ,  m e to d u  m in im aln e  evo lu c i j e  ( Min imu m 

e v o l u t i on ) ,  m e to du  UP G MA  (U n w ei gh t  P a i r  G r ou p  M etho d  w i th  A r i tm e t i c  

M e a n )  i  z a  m et od u  k o ju  ko r i s t i mo  u  o vo m r a du  –  m et od a  n a j v e će  

š t ed l j i v os t i  ( M ax im um  P ar s im on y) . 

 

2.3 Filogenetičko stablo 

      R ez u l t a t i  f i l oge n e t i č k i h  i s t r až iv a n j a  p r i k az u j u  se  f i l o gen e t i čk im 

s t ab l im a .  F i l o gen e t i č k a   s u  s t a b l a  s toga  e f e k t i vn o  g r a fov i  k o j i  p r ik az u ju  

o d nos e  m e đu  o r ga n iz mi ma  i l i  ge n ima  r az l i č i t i h  o r ga n iz am a ,  p r i  č e mu  

d iv e r ge n c i j a  ge n a  i z  dv i j e  v r s t e  m ož e  b i t i  ev o lu c i j s k i  s t a r i j a  o d  

d iv e r ge n c i j e  s a mih  v r s t a .  Sv a ko  f i l o ge n e t i č ko  s t ab lo  s as t o j i  s e  od  

k a r a k t e r i s t i čn ih  d i j e l ov a  i  p os j e du j e  j e d i ns t v en u  t op o lo g i ju  –  čv o ro ve  i  

o g r a n k e .  Č vo r ov i  p r e ds t a v l j a ju  t a ks on om sk e  j e d i n i c e ;  m o gu  b i t i :  v an j sk i  

i l i  k r a j n j i  č vo r ov i  ( o p er a t i v n e  t ak son om s e  j ed in i c e ,  OT U s )   i  u nu ta r n j i  

č v o ro v i  (h ip o t e t s ke  t a kso no ms k e  j ed in i c e ,  HT Us ) .  Ogr a n c i  p ok az u ju  

o d nos e  me đu  t ak so n oms k im  j e d i n i c am a ,  mo gu  b i t i :  van j s k i  i l i  p e r i f e rn i  

o g r a n c i  ko j i  z av rš a v a ju  op i s a n im  g r u p am a  i  u nu t a rn j i  o g r an c i  ko j i  

p o vez u j u  h ip o t e t ske  p r e tk e .  

       Po s to j e  dv a  t i p a  f i l o ge n e t i č k i h  s t a b a l a .  A ko  j e  p oz n a t  z a j e dn i čk i  

p r e d ak  sv ih  o r ga n iz am a  č i j i  su  o dn os i  p r i k az a n i  n a  s t ab l u ,  k až em o  d a  j e  

t a kv o  s t a b l o  u ko r i j e n j en o ;  u  p ro t iv nom  j e  n eu ko r i j en j e no .  N a j l a kš i  n a č in  

z a  p r o c i j e n i t i  v r i j em e  d i v e r gen c i j e  p o j e d i n ih  s ku p ina  p r ik az an ih  n a  

f i l o ge n e i čk om  s t ab lu  j e  p r imj e nom  m ol e ku l sk o g  sa t a ,  od no sn o  uz  

p r e t po s t a vk u  d a  s ek v en c e  n ak up l j a ju  p r omj e n e  l i n ea r no  u  v r em en u .  D a  b i  

s e  m ol e ku l sk i  s a t  m o gao  p r imi j en i t i  ko d  i z r a d e  f i l o ge n e t i čk o g  s t ab l a ,  

v r em e ns k i  ok v i r  m o ra  b i t i  p oz n a t ,  š t o  z na č i  d a  s t a b lo  mo r a  b i t i  

u k or i j en j e no  p omoć u  j ed n e  i l i  v i š e  v a n j sk i h  g r up a  ( ou tg ro up ) ,  s ku p in a  

o r ga n iz a ma  k o j e  su  d ov o l jn o  s r od n e ,  a l i  n i s u  m e đu  o r ga n iz mi m a  č i j e  
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o d nos e  p r ou č a v amo .  T op o l o gi j a  ge n e t sk o g  s t ab l a  m ož e  s e  r az l i ko v a t i  o d  

t op o l o gi j e  s t a b l a  v r s t e ,  a  d a  b i  s e  i z b j e g l i  po gr e šn i  r ez u l t a t i  p o t r eb no  j e  

k o r i s t i t i  DN A  s ek ve n c e  r az l i č i t i h  l oku s a  ko j i  s u  e vo l u i ra l i  n e ov i sn o  j e d an  

o d  d ru go ga .  S  o bz i ro m  na  h om olo g i ju  un u t a r  ge n om a ge n i  m o gu  b i t i  

p a r a l o gn i  ge n i  ( n as t a l i  du p l i k a c i j om,  n a jv až n i j i m  p ro ce s om  u  e vo lu c i j i  

ge n a ;  t a kv i  ge n i  s e  n e  p r ou č a va j u  k ak o  b i  s e  o d r ed i l a  s ro dn os t  

o r ga n iz a ma )  i  o r to lo gn i  ge n i  ( n as t a l i  sp e c i j ac i j o m;  n j i ho vo m a n a l i z om 

o d r eđ u j e  s e  s r od nos t  o r gan iz a m a) .  

      G l ed a ju ć i  od no s e  i z m e đu  p od a t ak a  n a  f i l o ge n e t i č ko m  s t ab l u ,  mo gu  

b i t i  p od i j e l j e n i  u  m on o f i l e t sk e ,  p a r a f i l e t s ke  i  p o l i f i l e t sk e  g ru p e .  

E v o lu c i j s k i  t o čn i  o d no s i  do b i j u  s e  s v r s t a va n j em  o r ga n iz am a  u  

m on o f i l e t sk e  sk up i n e  ( sv i  č l an ov i  g r u p e  s u  p o r i j ek lo m  o d  j ed no g  

z a j ed n i č ko g  p r e t ka ) ,  n a  t em el j u  s i n apo mo r f i j e  ( i z v ed e no  k a r ak t e r no  s t an j e  

k o j e  d i j e l e  d v a  i l i  v i š e  t ak so na ,  r ez u l t a t  n a s l j e đ i va n j a  o d  n ep os r ed no g  

z a j ed n i č ko g  p r e t ka ) ,  š t o  j e  p rv i  uv id io  n j em a č k i  b io l o g  W i l l i  H en n i g .  O n  

j e  t a ko đ e r  sh v a t i o  i  d a  j e  p r i t o m  b i t an  p r i nc ip  p a r s i mo n i j e  (n a jb o l j a  

h ip o t ez a  j e  on a  k o j a  z a h j ev a  n a jm an je  e v o l u c i j sk i h  p r om je n a ) .  S m at ra  ga  

s e  u t em el j i t e l j em  m od e rn e  f i l o ge n e t i č ke  k l ad i s t i č k e  a n a l i z e .

 

2 . 4   Ograničenja  molekularne  f i logenet ike   

      M ol e ku l a r n a  f i l o ge n e t i k a  im a  e sen c i j a l no  k l ad i s t i čk i  p r i s t up  u  ko j e m 

s u  o r ga n iz m i  sv r s t a n i  ov i s no  o  z a j edn i čk i m i z v ed e n im  k a r a k t e r i s t i k a ma  

k o j e  s e  m o gu  p r a t i t i  d o  n a jm l ađ e g  z a j e dn i č ko g  p r e t ka  i  n i s u  p r i su t n e  u  

u d a l j e n i j im  p r e c im a .  On e  n e  p r i ka z u ju  n už n o  i sp ra v nu  ev o l u c i j s ku  

p o v i j es t  i s t r až iv an e  g r u p e  o r ga n iz a m a  ( t a kso n ) .  One  s u  z n a ns t v en e  

h ip o t ez e  i  su b j ek t  f a l s i f i k a c i j i  p r i  d a l j n j im  s t ud i j am a .  A n a l i z e  m o gu  b i t i  

z b un ju j u ć e  z bo g  ge n e t sk e  r ek om bin ac i j e ,  h i b r i d i z ac i j e  n e s r od n i h  v r s t a ,  

k o nv e r ge n tn e  e vo l u c i j e  i  ko nz e r v i r a n i h  s ek ve n c i .  N e d a vn o  o tk r i ć e  

o pš i rn o g  h o r i z o n t a ln o g  p r i j en os a  ge n a  i z m eđ u  o r ga n iz ama  s t v a r a  z n a č a j nu  

k om pl i k a c i j u  z a  mo l ek u l a rn u  f i l o ge ne t i ku ,  š t o  u k az u j e  d a  r a z l i č i t i  ge n i  
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u n u t a r  i s t o g  o r ga n iz m a  mo gu  ima t i  r az l i č i t o  p o r i j e k l o .  T a ko đ e r ,  

m o l ek u l a rn a  f i l o gen e t ik a  j e  o s j e t l j i va  n a  p r e t po s t av k e  i  m od e l e  p r e ko  

k o j ih  s e  p r e ds t a v l j a .  S uo č en i  s u  s a  p r o b l emi m a  k a o  š to  su  a t r ak c i j a  

d a l ek i h  o g r a n ak a ,  ge n e t s k a  z as i ć e nos t  t e  p ro b l emi  ko d  i z b o r a  uz o r a ka  z a  

i s t r až iv a n j e .  Zb o g  t o ga  m ož e  d oć i  d o  z n a tn o  d r u ga č i j i h  r ez u l t a t a  p r i  

p r imj e n i  r az l i č i t i h  mo d e l a  z a  i s t i  s ku p  p od a t a k a  (P h i l i p p e ,   B r in km a nn ,   

La v r o v ,   L i t t l e wo od ,  M an u e l ,  W ö r h e id e ,  Ba u r a in ,  20 1 1 . ) .  
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3  B IOLO GI JA  Š PILJ S KI H PA U KA  RO D A NES TI CUS  Th o re l l ,  1 86 9  
 

       K a o  š t o  j e  spo m en u to  v e ć  u  u vod u ,  r az r ed  Ar a c hn id a  j e  d r u g i  r az r ed  

p o  b ro j u  v r s t a  i  r a z n o l i ko s t i  o dm a h  i z a  In s e c t a  ( S a vo r y,  1 9 7 7 . )  

R a sp ro s t r an j e n  j e  g l o b a ln o  i  ve ć in om   su  k op n en i  o r ga n iz mi .  T a ko đe r  j e  

m e đu  v až n i j i m  g ru p am a  b es k r a l j ež n j a k a  ko j i  s e  p o j a v l ju j u  u  šp i l j am a .  

T r o g lo b io n t i  s u  v r s t e  k o j e  c i j e l i  ž i vo t  p r ov od e  u  š p i l j a m a  i  u s ko  s u  uz  

n j i h  v ez an e ,  do k  su  t r o g lo f i l i  v r s t e  ko j e  mo gu  z a l az i t i  u  šp i l j e  i l i  im  j e  

j e d an  d io  ž i vo tn og  c i k l us a  vez a n  uz  š p i l j e .  U  šp i l j am a  v r s t e  r az r e da  

A r a c hn id a  u g l av no m uz im a ju  p oz i c i j u  p r ed a to r a .  R od o v i  ko j i  s ad rž e  

t r o g l ob io n t e  u g l a vn om  s pa d a j u  u  po r od ic e  s a  po v rš in e .  V e ć i na  v r s t a  

t r o g l ob io n t a  im a  v r lo  o g r a n i č en u  d i s t r i bu c i ju   t e  s e  m n o g i  p o j a v l j u ju  

s a mo  u  p o j ed in a č n i m šp i l j am a .  N ek o l i ko  š i r ok o  r a sp ro s t r a n j e n i h  v r s t a  b i  

m o g lo  p r eds t av l j a t i  n ed a vn o  p r i l a gođe n e  t ro g lo b i on te  ko j i  n i su  do vo l jn o  

d u go  i z o l i r a n i  d a  b i  n a s t a l e  do vo l j no  v e l ik e  r az l i ke  m e đu  n j im a .  Č e s t o  i h  

s e  sm at r a  k r i p t i č n im  v rs t am a .  U  v e l ik om  b ro j u  s l u č a j eva  p oz n a t  j e  s amo  

j e d an  s po l  v r s t e  i l i  s am o  j ed n a  j e d in k a  z bo g  p ov rš n i h  i s t r až i v an ja  

( R ed d e l ,  20 12 . ) .  

      P r i l a go db a  o ko l in i  š p i l j a  z a h t j e v a  č e s to  r e du k c i j u  oč i j u  i  p i gm e n a t a ,  

i z duž en j e  u do v a  i  p o v e ć an j e  os j e t i l n i h  s t r uk tu r a  n a  p o v rš i n i  t i j e l a .  

T r o g lo b io n t sk e  v r s t e  u g l a vn om  pr o i z v o de  m an j i  b ro j  v e ć ih  j a j a š a ca  i  

s t o p a  m et a bo l i z m a  i m  s e  d r a s t i č no  sm a n ju j e  z b o g  č e ga  u g l a v nom  im a ju  

d už i  ž i vo tn i  v i j e k .  T r o g lo b io n t sk e  v r s t e  s u  č e s t o  os j e t l j i v e  n a  s m an j e n j e  

b r o j a  j ed i nk i  un u t a r  po pu l ac i j e  p a  č a k  i  n a  i z umi r a n j e .  Zb o g  k r č e n j a  šu ma  

d oš lo  j e  d o  gu b i tk a  s t an i š t a  z a  m no ge  b es k ra l j ež n j ake  i  š i š mi š e  k o j i  

p r už a ju  nuž n e  n u t r i j e n t e  z a  š p i l j s k i  ek os us t av  z b o g  č e ga  s u  m no ge  v r s t e  

u g r ož e ne  (R ed d e l ,  2 0 12 . )   

       Po ro d i c a  N es t i c i d a e  j e  u s ko  p ove z an a  s a  š p i l j am a  t e  j e  mn o go  v r s t a  

t r o g l ob io n t s ko g  i l i  t r o g lo f i l no g  t i p a .  P r i p ad n i c i  R o da  N es t i cu s  p r i s u tn i  su   

u  S AD - u ,  M eks ik u ,  K in i ,  Ko r e j i ,  J apa n u  i  E ur op i  t e  j e  o p i s an o  o ko  1 30  
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v r s t a  s a  po dv r s t ama  ( S l i k a  1 . ) .  U  Eu ro p i  j e  N es t i cu s  p r ed s t a v l j e n  s a  p r e ko  

2 3  v r s t e  od  č e ga  s u  č e t i r i  p r e ds t a v l j e n e  k a o  en d emi č ne  n a  P i r i n e j s kom 

p o l uo to ku .  V rs t a  i z  sp om e nu t o g  ro da  k o j a  s e  op i su j e  u  o vo m r ad u  j e  

N e s t i cu s  ba e t i cu s  s p .  n .  O n a  na s t a n ju j e  k r šn e  k r a j e v e  p l an i n a  Caz o r l a  I  

S e gu r a  t e  n a c io n a l n i  p a rk  La s  V i l l a s  gd j e  j e  p ro n ađe n a  u  8  š p i l j a .  

P od ru č j e  j e  v ap ne n a č ko g  p od r i j e t l a ,  bu jn o  i  v l až no  s a  ne ko l i c i nom 

h o r i z o n t a l n i h  i  v e r t i k a l n i h   š p i l j a  s red n j e  v e l i č i ne .  P r imj e r c i  t e  v r s t e  ko j i  

s u  k o r i š t e n i  k a o  uz o r c i  z a  o va j  r a d  s u  b i l i  ge ne r a l no  lo c i r a n i  n e ko l ik o  

m et a r a  u nu t a r  z on e  m r a k a  i l i  p r em a  du b l jo j  u nu t r a šn jos t i  š p i l j e  t e  su  s e  

i n t enz iv no  uz or ko va l i .    

 

 

Sl ika  2 . :  Ne s t i c us  c e l l u la nus  C l e r ck ,  1 75 7  .  P r ed s t a vn i k  ro d a  N e s t i c us .  
S l i k a  p r e uz e t a  s a  
s t r a n i c e  h t t p : / / www . e ur os p i d e r s . c om/ f a mi l y_ N e s t i c i d a e .h tm 
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4  PR I M JE N A MO LEKU L A RN E FIL O GE NET I KE  U  DO KA ZI V A NJ U 

N O VE V RSTE  (N es t i cus  b a e t i cu s  sp .  n . )  

P r ek o  r a da  o  o p i su  n o ve  v r s t e  šp i l j sk og  p a uk a  o p i sa t i  ć u  p r imj e nu  

m ol ek u l a rn e  f i l o gen e t ik e .  O va j  r ad  o p i su j e  n ov u  v r s t u  t ro g l ob io n t a  č i j a  

d i s t r i b uc i j a  ob uh v ać a  k r š na  p r e d j e l a  ne k o l i ko  p l an i n a  ko ja  s a č in j av a j u  

s us t av  Be t i c o ,  g r ebe n  n a  s am om  ju gu  P i r i n e j sk o g  p o lu o to k a  ( Ló p e z -

P a nc o rb o  & R ib e r a ,  2 01 1) .  

 4 .1  M a t er i ja l i  i  me t od e  

4 . 1 . 1  T aks ono ms k o  u z i ma n je  u zor a ka ;  sk l ad i š t en je  u z o rak a  i   

e ks t r ak c i ja  D N A 

T a ks on  an a l i z i r an  u  ve ć  s po m en u to m r a d u  s e  n a l az i  u  T ab l i c a  1 .  Za  s ve  

v r s t e  s a  P i r i n e j s kog  p o l uo t ok a  k o r i š t e n  j e  sv j ež i  uz o r a k  z a  a n a l i z u  DN A .  

N .  e re mi ta  Sim on ,  1 87 9  i z  H r v a t s k e  i  N.  io n es c u i  D um i t r es cu ,  19 79  i z  

R um unj sk e  su  u k l ju č e n i  u  i s t r až i v an je  z bo g  t e s t i r an j a  mo n of i l i j e  v r s t a  s a  

P i r i n e j sk o g  p o lu o to k a .  S ek v en c a  o d  N e s t i cu s  sp .  i z  Kin e  ( A r n ed o  e t  a l .  

2 0 04 ) ,  k o j a  j e  t ako đ e r  uk l ju č en a  u  i s t r až iv an j e  ka o  d a l e ko  s ro dn a  v r s t a  

r o d a  N e s t i c us t e ,  j e  k o r i š t en a  z a  k a ko  b i  s e  u ko r i j e n i l o  s t ab lo .  

P r i mj e r c i  su  b i l i  s a č u v an i  u  a ps o l u tno m  a lk oh o l u  ( 96 % )  i  s k l a d i š t e n i  

s u  n a  4°C .  Sv e uk up n a  ge no msk a  D NA  j e  b i l a  eks t ra h i ra n a  i z  no ge  j ed no g 

o d  p r im je r a k a  s v ake  v r s t e  k o r i š t e n j em Q Ia m p ®  D N A  Min i  Ki t  (Q IA G E N )  

s l j ed e ć i  p r o to ko l  p r i oz vo đ a č a .  P r ib l i ž n a  k on c e n t r ac i j a  i  č i s to ć a  d ob i v ene  

D N A  s u  b i l e  ov j e re n e  k o r i š t en j e m ge l  e l e k t ro fo r ez e  n a  1 %  a ga r oz i  i  T BE 

p u f e ru .   
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TABLICA 1. :Vrste uključene u kladističku analizu i brojevi pristupanja GenBank bazi 
podataka za cox1 i rrnL. Svi brojevi pristupanja koji počinju sa EU su nove sekvence dobivene u 
radu koji se opisuje. Prilagođeno na temelju Lopez-Pancorbo i Ribera (2011.)  

species Locality cox1 rrnL 
Nesticus obcaecatus Cueva del Molino de Aso, Valle de Añisclo, 

Huesca, Spain 
EU746428 EU746437 

Nesticus luquei Cueva de la Picona, San Pedro de Carmona, 

Cabuerniga, Cantabria, Spain 
EU746430 EU746439 

Nesticus lusitanicus Algar de Marradinhas II Concelho de Alcanena, 

Portugal 
EU746429 EU746438 

Nesticus baeticus Sima Irene, Hornos, Jaén, Spain EU746431 EU746440 
Nesticus baeticus Sima del Campamento, Hornos, Jaén, Spain EU746432 EU746441 
Nesticus baeticus Sima de los Alhaurinos, Hornos, Jaén, Spain EU746433 EU746442 
Nesticus ionescui Pestera Tismana, Tismana, Romania EU746434 EU746443 
Nesticus cellulanus Manantiales Monte Castro, Sueras, Castellón, 

Spain. 
EU746435 EU746444 

Nuesticus eremita Cave Pishurka (=Paganetijeva Pécina), Korcula Is., 

Croatia. 
EU746436 EU746445 

“Nesticus” X130 China AY231024 AY230941 

 

 4.1.2 PCR amplifkacija i sekvenciranje 

       S e l ek t iv no  s u  a mp l i f i c i r an e  d v i j e  r e g i j e  mi to ho nd r i j sk e  D NA   k o je  

o d go va r a j u  f r a gm en t im a  ge n a  c i t ok rom  oks id az e  I  ( c ox 1 )  i  16S  r  RN A 

( r r n l ) .  Za  am pl i f i ka c i j u  su  k o r i š t e n i  s l j e d e ć i  p a ro v i  p oč e t n i c a :  

 - cox1: - C1-J-1718 (5' GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC 3') (Simon et al. 1994) 

              - C1-N-2191(5' CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC 3') (Simon et al. 1994) 

- rrnL: - LR-N-13398 (5' CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3') (Simon et al. 1994)  

              - LR-J-12864(5' CTCCGGTTTGAACTCAGATCA 3') (Arnedo and Gillespie 2006) 

      R e a kc i j s k a  s mje s a  z a  PC R  j e  s a d rž av a l a  f i n a l nu  ko nc e n t r a c i ju  od  0 .2  

μ M   sv a k e  p o č e tn i c e ,  0 . 2  mM  sv a kog  d e o ks i r i b on uk le o t id a  (d N TP ) ,  0 .5  
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μ M  T a q  p o l i m er az e  s a  p u f e r om  i  1 . 5 -2 . 5  m M  M gCl 2  u  f i na l nom  v o lu m en u  

o d  2 5  μ L.   Za  i z vođ e n j e  PCR - a  s e  ko r i s t i o  P e r k in - E lm e rC e t us  M ol de l  48 0  

t h e r mo c yc l e r  s a  3 5  p on a v l j a n j a .  N amje š t e n i  su  b i l i  s l j e de ć i  c i k lu s i :  30s  

n a  95 °C ,  45 s  n a  45 °C ,  i  1  m in  na  72 °C ,  z a po č e vš i  s a  3  min  n a  9 5°C ,  a  

z av r š io  j e  p ro c es  s a  1 0  mi n  n a   72 °C .  PCR  r ez u l t a t i  s u  v i z u a l i z i r an i  1% 

a ga r oz n i m  ge lo m s a  T BE  p u f e rom .  Am pl i f i c i r a n i  p r o du k t i  s u  b i l i  

p r o č i š ć e n i  Mi c ro c on  PC R ko lo na m a p ra t e ć i  u pu t e  p r o i z vođ a č a .  P r o č i š ć e n i  

p r od uk t i  s u  b i l i  c i k lu sn o -s e kv en c i ra n i  s a  ob a  l a n c a  k o r i š t en j e m  A BI 

B i gD ye  ( A p p l i e d  B i os ys t e ms )  k e mika l i j a  p a  i s t a l ož e n i  D ye E x  S p in  k i t  

( Q i a ge n ,  C h a t sw o r t h ,  CA )  ko lo na m a I  s e k v e n c i r an e  na  A B I P r i s m  377  

( A p p l i e d  Bi os ys t em s )  –  u r eđ a j u  z a  a u tom a t s ko  s ek ve nc i r an j e .  R e a k c i j a  

s e kv e n c i r an j a  j e  b i l a  p ok r e nu t a  u  l abo r a t o r i j u  S er v e i s  C i e n t í f i c o -T è cn ics  

u  s v eu č i l i š t u  Ba r ce l on a .  

 

4.1.3 Sravnjivanje 

       S ek ve n c e  su  m an ip u l i r an e  i  k o ns t r u i r an a  su  p r e l i min a r na  ru č na  

s r a vn j iv a n j a  k o r i s t e ć i  B io Ed i t  V . 7 . 0 .5 . 3  .S r av n j iv an j e  f r a gm e n a t a  ge na  

c ox 1  b i l o  j e  t r i v i j a l no  z b o g  od su t no s t i  d u l j i h  p o l imo r f i z ma .  Me đu t im ,  b i l e  

s u  r az l i k e  u  d u l j i n i  i z m e đu  f ra gm e n a t a  r rn L,  s u ge r i r a ju ć i  po j a vu  

i n s e r c i j sk ih  i l i  de l e c i j sk ih  d o ga đ a ja  t o kom  e v o l u c i j e  t e  s e kv e n c e .  

A u tom at sk a  s r a vn j i v an j a  z a  sk up  p od a t ak a  o d  r rn L s u  b i l a  i z r a đe n a  s a  

p r o gr am om  MAFFT v 6.240.  

 

4.1.4. Filogenetska analiza 

       K o r i š t e no  j e  n e ko l ik o  m e to d a  p r i  i z r ad i  s t a b a l a ,  a l i  j e  n a jb o l j e  

p r ih va ć e n a  me tod a  na jv e ć e  š t ed l j i vo s t i  ( Ma xi mu m  P ar s i mo n y ) .  

P a rs imo n i j sk e  an a l i z e  k om bin i ra n i h  p o da t ak a  m at r i c e s  u  b i l i  p ro ve den i  

p r o gr am om  W in cla d a  v .1 .0 0 . 08 .  K o r i š t en i  su  s l j e d e ć e  s t r a t e g i j e  
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i s t r až iv a n j a  h eu r i s t i č no g  s t a b l a :  1 000  po na v l j a n j a  s a  10  W a gn e r  s t ab a l a  

( e v o lu c i j s k a  s t ab l a  k o j a  z ah t j ev a j u  na jm a n j i  b r o j  e vo l uc i j sk ih  ko r a k a  z a  

o b j a sn i t i  p ro m at r an e  uz o rk e )  k on s t r u i r a n i h  s a  n as um ič no m a d i c i j om 

t a ks on a  i  k a sn i j im  i z mj en j i va n j em  g r a n a  m eto do m  T BR  ( T r ee  B i s ec t i on  

a n d  R e c on n ec t io n )  i ma ju ć i  t ak o  s v eu ku p n i  b r o j  od  1 00 00  s t ab a l a .  W i n c l ad  

p r o gr am  n a m j e  o l a kš a o  kom bi na c i j u  r az l i č i t i h  f r a gm e n a t a  ge n a  u  

p o j e d in a č no m  s kup u  po d a t ak a  z a  i s t ov r em e n e  an a l i z e  i  p r už io  n am  j e  

d o da tn e  s t a t i s t i č ke  p od a tk e  z a  t a  s t a b l e  ka o  š to  s u  C I  i  R I  k o j i  po k az u ju  

v r i j ed no s t  ho mo pl az i j e  s t a b a l a .  Po tp or a  k l ad i s t i č ko j  g r up i  j e  p r oc i j en j ena  

p r e ko  Bo o t s r a p  t e s t a  k o j i  s e  p ro vo d i  u  W i n c l ad a  p r o gr am u i  z as no v an a  j e  

n a  1 00 0  b oo t s t r a p  k o p i j a  s a  20  pon a v l j a n j a  i  1 0  poč e t n ih  s t a b a l a  po  

k o p i j i .  N ek or i g i r a ne  ge n e t s k e  u d a l j e no s t i  i z m eđ u  t a kso na  z a  ge n  c ox 1  od  

n a ju d a l j e n i j i h  t a kso n a  su  p ro c i j e n j e ne  p r o gr am om  M e ga  v . 3 . 0  .  R ez u l t a t i  

n e ko r i g i r an ih  ge n e t e t i č k i h  ud a l j en os t i  s u  u  T ab l i c a  2 .  

 

T a b l i c a  2 :  N e ko r i g i r a n e  g e n e t i č ke  u d a l j e n o s t i  ge n a  c o x 1  i z me đ u  k r a j n j i h  
t a k s o n a  k o j e  s u  a n a l i z i r a n  u  s p o me n u t o m r a d u .  K r a n j i  b r o j ev i  u p i s a n i  u z  v r s t u  
N .  b a e t i c u s  o z n a č u j u  r a z l i č i t e  l o ka l i t e t e  i s t e  v r s t e .  P r i l a g o đ e n o  n a  t e me l j u  
L o p e z -P a n c o r b o  i  R i b e r a  ( 2 0 1 1 . )  

 obcaeca lusitan luquei baet5014 baet3860 baet3812 ionescui cellula eremita 
lusitanicus 0.173         
luquei 0.180 0.143        
baeticus5014 0.197 0.144 0.153       
baeticus3860 0.199 0.143 0.155 0.002      
baeticus3812 0.199 0.143 0.155 0.002 0.000     
ionescui 0.159 0.164 0.170  0.160 0.161 0.161    
cellulanus 0.153 0.168 0.176 0.168 0.169 0.169 0.110   
eremita 0.159 0.155 0.161 0.153 0.151 0.151 0.115 0.117  
NesticusX130 0.169 0.193 0.195 0.204 0.206 0.206 0.174 0.184 0.170 
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5 ZAKLJUČAK 
 

      Uz o r c i  i  s ek v en c e  a n a l i z i r an e  u  p r e d s t av l j en om  č l a nk u  s u  n a v ed e ne  u  

t a b l i c a  1 .  S r av n j i va n j a  dv a j u  mi t oh on d r i j sk ih  ge na  i  r e z u l t a t i  p r az n ina  

p r ik az an ih  k a o  p r i su tn o  i l i  o ds u tn o  su  sp o j e n i  i  do v e l i  s u  d o  kom bi n i r an i h  

m at r i c a  po da t ak a  o d  9 50  k a r ak t e r a  ( c ox 1 = 47 2 ,  r rn L= 4 5 6  i  22  k a r ak t e ra  

p r az n in a ) .  An a l i z e  š t ed l j i vo s t i  k omb in i ra n i h  m a t r i ca  d a l e  s u  po j ed i n a čn o  

n a j š t e d l j i v i j e  ( mo s t - pa r s im on iu s )  s t ab lo  od  70 5  ko r ak a  ( C I  =  7 3  i  R I  =  

6 2 ) .  R ep r ez en t a t i vn o  s t a b lo  p r ik az an o  j e  n a  s l i c i  2 .  

 

Slika 2. : S t a b l o  n a j v e ć e  š t e d l j i v o s t i  u s t a n o v l j e n o  p r e k o  a n a l i z e  n a j ve ć e  
š t e d l j i vo s t i  ( M a x i mu m P a r s i mo n y)  k o mb i n i r a n i h  s k u p o v a  p o d a t a k a  ( c o x 1  =  4 7 2  
b p ,  r r n l  =  4 5 6  b p  i  2 2  k a r a k t e r a  p r a zn i n a )  v r s t a  r o d a  N e s t i c u s  s a  P i r i n e j s ko g  
p o l u o t o ka  ( o s i m  N . mu r g i s ) ,  N .  I o n e s c u i  i z  R u mu nj s ke  i  N .  E r e mi t a  i z  H r va t s k e .  
B r o j e v i  n a  č vo r o v i ma  p r e d s t a v l j a j u  v r i j e d n o s t i  p o d u p i r a n j a  b o o t s t r a p -a .  
V a n j s ka  g r u p a  N e s t i c u s  X 1 3 0  p o d r i j e t l o m j e  i z  K i n e .  K r a j n j i  b r o j e v i  k o d  v r s t e  
N .  b a e t i c u s  o zn a č u j u  u zo r k e  s a  r a z l i č i t i h  l o k a l i t e t a . 

       R ez u l t a t i  po ka z u ju  d a  v r s t e  s a  P i r i n e j sk o g  po l u o to k a  n e  s a č in j av a ju  

m on o f i l e t sk u  g r upu .  N .  l uq u e i ,  N.  l u s i t a n i c us  i  N.  b a e t i c us  sp .  n .  

f o rm i r a ju  k l a d i s t i čk u  g ru pu  sa  v i s oko m po d rš kom  bo o t s r a p - a  (9 9 %) ,  d ok  

j e  N.  c e l l u l an us  sm je š t e na  u nu t a r  g r u p e  ko j a  uk l ju č u j e  N .  i on e sc u i ,  i z  

R um unj sk e  i  N .  e re m i t a  i z  H r va t s k e .  N .  ob c a e ca t us  j e  s e s t r i n sk a  g r up a  
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o s t a l i h  v r s t a  u nu t a r  g r u pe .  T ak v a  r a s po d j e l a  uz  v i s ok u  ge n e t s ku  

d iv e r ge n c i j u  op až en u  i z m eđ u  N.  o b cae c a tus ,  N.  c e l l u l ans  p r e os t a l i h  v r s t a  

P i r i n e j sk o g  po lu o to k a  (T a b l i c a  2 )  s u ge r i r a  po s to j an j e  3  n ez av i s n ih  

k o l on iz a c i j a  P i r i n e j s ko g  p o lu o t oka .  N .  ob c a ec a t us  p ok az u je  n a  

p r e ds t a v l j e no m  s t ab lu  f i l o ge n e t sk u  j ed in s t ve no s t  z bo g  ba z a ln e  poz i c i j e  n a  

s t ab l u ,  d ub ok e  ge n e t s ke  u d a l j e no s t i  u  u s po r e db i  s a  o s t a l im  v r s t a m a ,  

t r o g l ob io n t s k i h  k a r a k t e r i s t i k a  i  p o j ed in a č no g  l ok a l i t e t a .  Zb o g  t o ga  s e  

p r e t po s t a v l j a  d a  j e  t a  v r s t a  p r e ds t av l j a  r e l i k t  s t a r e  k o l on iz a c i j e  

P i r i n e j sk o g  po l uo to k a  i  t r e ba l a  b i  s e  p ro g l as i t i  z aš t i ć e n om .  H ip o t ez a  

K l i ma t s k ih  r e l i k a t a  p r e tp os t a v l j a  d a  j e  p r i l a go db a  i  s pe c i j a c i j a  šp i l j ama  

b i l a  p o t ak nu t a  od  s t r an e  k l im a t s k ih  f ak to r a .  G l a vn i m k r iv c e m z a  ev o lu c i ju  

š p i l j s k e  f au n e  u  p o dr u č j u  P a l e a rk t ik a  s e  s ma t ra ju  g l a c i j a ln i  c i k l us i  

ge o l oš k e  ep oh e  P l e i s to c e n a  (Barr 1968; Vandel 1958, 1964).   

      I  m o r f o lo šk e  an a l i z e  s pom e nu te  u  r a d u  to  po t v rđ u ju  (  Lo p e z -P a co r bo  i  

R i b e r a ,  2 01 1 . ) .  Ip a k ,  d a  b i  p o tv r d i l i  i l i  o db a c i l i  p r e t po s t a vk u ,  mo r a  se  

n a p r av i t i  m o l e ku l a r n o  f i l o ge n e t i č k a  a n a l i z a  s v i h  m ed i t e r an sk ih  p au ka  

p o ro d i c e  N es t i c i d ae  n a  ko jo j  s e  t r en u tn o  i  r a d i .    
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7 SAŽETAK 

 

      M ol e ku l a r n a  f i l o ge n e t i k a  j e  g r a n a  f i l o ge n i j e  ko j a  a n a l i z i r a  

s r od s tv e n e  r az l i k e  n a  mol e ku l a r no j  r az i n i ,  u g l a vn om  se  o b az i ru ć i  n a  

D N A  i  RN A  s e kve n c e ,  k a ko  b i  d ob i l a  i n f o r m ac i j e  o  e v o l u c i j sk om  

o d nos u  o r ga n iz am a  i  n j i h ov o j  e v o lu c i j s ko j  po v i j e s t i .  Sv r ha  

m ol ek u l a rn e  f i l o ge n i j e  j e  i z r a d i t i  f i l oge n e t i č ko  s t ab lo  od  p r ik up l j en o g 

s ku p a  p od a ta k a  p r e k o  s e kv e nc i  gen a  poz n a t i h  k a o  m ol ek u l a rn ih  

b i l j e ga .  C i l j  o vog  r a d a  j e  o p i sa t i  p r i mj e rom  ka ko  t e č e  p ro c es  

m ol ek u l a rn o  f i l o ge n e t s ko g  i s t r až iv a n ja .  U  ov om r a du  j e  p r o c es  o p i s a n  

p r imj e ro m  d ok az i va n j a  n ov e  v r s t e  šp i l j s ko g  p a uk a  Ne s t i c us  ba e t i cu s  

Ló p e z -P a n co rb o  & R i b e r a ,  2 0 11    i  n j e gov o g  us por e đ i v an j a  p o  

f i l o ge n i j i  s a  o s t a l i m  v r s t am a  r od a  N e s t i cu s  ko je  s u  e n d emi č n e  z a  

p r os to r  P i r i n e j sk o g p o lu o t ok a  k ak o  b i  u s tv r d i l i  n j i ho vu  s r od no s t .  Za  

i z r ad u  s t a b l a  k o r i š t en a  j e  m e t od a  n a jv e ć e  š t e d l j i v os t i  ( Max i mum 

p a r s im on y)  gd j e  su  ko r i s t i l i  v r s t u  i z  r od a  N es t i cu s  Tho r e l l ,  1 86 9  s a  

p o dr u č j a  Ki n e  k ao  v an j s ku  g ru pu  t e  j e  bo o t s t r a p - t es tom  p r ov j e r en a  

p o uz d an os t  s v ak o g č v o r a .   K o d  an a l i z e  go to vo g  s t a b l a  d o š lo  s e  do  

z ak l ju č k a  da  v r s t e  r o d a  N e s t i c us  s a  P i r i ne j s ko g  p o l uo to ka  n i s u  un u t a r  

j e dn e  mo no f i l e t i čke  g r u p e  t e  s e  p r e tpo s t a v l j a  d a  su  n ez av i s no  t r i  pu t a  

k o l on iz i ra l i  P i r i n e j s k i  po lu o to k .  K ak o  b i  s e  p r e tp os t a vk a  p o t v rd i l a  i l i  

o d ba c i l a ,  t r eb a  se  n a p r av i t i  mo le ku l a rn o  f i l o ge n e t sk a  a n a l i z a  sv i h  

m e d i t e r an sk ih  p au k a  i z  p o ro d i c e  N e s t i c id a e  z a  b o l j i  p r i kaz  

e v o l u c i j sk i h  d o gađ a j a  i  k ak o  b i  s e  t e s t i r a o  m olo f i l e t i č k i  s t a tu s  

t r en u t no g  r od a .   
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8 SUMMARY 
 

M ol e cu l a r  p h yl o ge n e t i c s  i s  a  b r a n ch  o f  p h yl o ge n e t i c  a n a l yz e s  o f  

k in sh ip  d i f f e re n c es  a t  t h e  m ol e c u l a r  l e v e l ,  l a r ge l y c o n s i d e r in g  t h e  D NA 

a n d  R N A  s e qu en c es ,  i n  o r d e r  t o  ob t a in  i n f o r m at i on  a bo u t  t h e  e vo l u t i on a r y 

r e l a t i on sh ip  o f  o r ga n i sm s  a nd  t he i r  ev o l u t i on a r y h i s to r y .  Th e  p u r po s e  o f  

t h e  mol e c u l a r  ph yl o ge n y i s  t o  d r aw d es i gn  a  p h yl o ge n e t i c  t r e e  o f  t he  

c o l l e c t ed  d a t a  s e t  o f  s e qu e n ce s  o f  ge ne s  kn o wn  a s  m ol e cu l a r  m a rk e rs .  T he  

o b j e c t iv e  o f  t h i s  pa p e r  i s  t o  d es c r i b e  a n  ex amp l e  o f  t he  p r o ce du r e  o f  a  

s tu d y i n  mo l ec u la r  ph yl o ge n e t i cs .  In  t h i s  pa p e r ,  t h e  p ro c e du r e  i s  

d e s c r ib e d  b y h o w  t o  p ro v e  a  n e w  s p e c i es  o f  c av e  sp id e r s  -  N e s t i c us  

b a e t i cu s  Ló p e z - Pa nc o r bo  & R i b er a ,  201 1  a n d  i t s  com p a r i s on  i n  ph yl o ge n y 

w i t h  t h e  o th e r  s p e c i e s  o f  t h e  ge nu s  Ne s t i cu s  t h a t  a r e  end e mi c  t o  t h e  a r e a  

o f  t he  Ib e r i a n  P en in su l a .  To  c r e a t e  a  t r e e  t h e y  u s e d  t h e  m et ho d  o f   

M ax im um  p a rs i mon y w h e r e  t h e y u s e d  a  s p ec i es  fo r m  th e  ge n us  N e s t i c us  

w h ic h  i s  l o c a t e d  in  Ch in a  a s  a n  ou t g r o u p  an d   wi t h  t h e  bo o t s t r ap  t e s t  t h e y  

c h e c k ed  th e  r e l i ab i l i t y  o f  e a c h  n o de .  In  t h e  f i na l  a na l ys i s  o f  t h e  t r e e ,  t h e y  

c a m e  to  t h e  c on c l us io n  t h a t  a l l  t h e  s pe c i es  f r om  ge n us  Ne s t i cu s  l o c a t ed  on  

t h e  Ib e r i an  Pe n i nsu l a  a r e  no t  w i t h in  t h e  s am e  mo no ph yl e t i c  g r o up  a nd  i t  

i s  a s s um ed  t h a t  t he y c o l o n iz ed  th e  Ib e r i a n  P en i ns u l a  i n d ep e nd e n t l y  t h r e e  

t im es .  To  c on f i rm  o r  r e j e c t  t h e  h yp o th e s i s ,  t h e  f u tu r e  r es e a r ch  s ho u ld  b e  

f o c us e d  o n  r e so lv in g  t h e  p h i l o ge n y o f  t h e  M ed i t e r r a n e an  N e s t i c i d a e  and  

w i l l  i n c l u de  mo s t  o f  t h e  M e d i t e r r an ea n  sp e c i e s  t o  t e s t  t h e  mo lo ph yl e t i c  

s t a tu s  o f  c u r r e n t  ge n e r a .    

. 
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