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Poto�ni rak ( Austropotamobius torrentium) jedna je od �etiri au tohtone vrste rakova porodice
Astacidae na podru�ju Hrvatske, a nastanjuje hladnije potoke na vi�im nadmorskim visinama.
Filogeneti�ki odnosi unutar populacija ove vrste jo� nisu potpuno razja�njeni.

U ovom diplomskom radu ispituju se morfolo�ka obilje�j a i filogeneti�ki odnosi 61 jedinke (37
mu�jaka i 24 �enke) prikupljene na devet lokacija na podruju Parka prirode �umberak �  Samoborsko
gorje. Molekularno filogeneti�ke analize provedene su na mitohondrijskim genima za 16S rRNA i
podjedinicu I citokrom oksidaze (COI). Izra�unata je geneti�ka udaljenost me�u sekvencama, a kako
bi se dobili filogrami, izolirane sekvence su Bayesian analizom korelirane me�usobno i sa
sekvencama poto�nog raka iz drugih dijelova Hrvatske i Europe te sekvencama preuzetima iz
internetske baze podataka. Izra�unato je vrijeme razdvajanja prema mithondrijskom genu za COI.
Tako�er, izmjerene su 23 morfometrijske i pet meristi�kih zna�ajki, koje su zatim grupirane prema
rezultatima geneti�kih analiza i uspore�ene statisti�kim testovima .

Dobiveni rezultati pokazali su vrlo veliku geneti�ku raznolikost poto�nih rakova na podru�ju PP
�umberak -Samoborsko gorje. Populacije se mogu odijeliti u �etiri geneti�ki distinktivne haplogrupe
(Dunav, Gorski Kotar, Zeleni Vir i �umberak/Plitvice/Bjelol asica), a njihovo naseljavanje ovog dijela
Europe nakon Pleistocenskih ledenih doba rekonstruirano je pomo�u vremena razdvajanja i geneti�kih
udaljenosti me�u populacijama. Statisti�kom obradom izmjerenih morfolo�kih vrijednosti uo�ene su
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iz razli�itih populacija nisu vidljive na prvi pogled nego tek nakon mu ltivarijantne diskriminantne
analize, vrlo je vjerojatno da se radi o tzv. kripti�nim vrstama/podvrstama.

Velika geneti�ka raznolikost i morfolo�ka varijabilnost populacija poto�nih rakova na podru�ju
Parka prirode �umberak �  Samoborsko gorje zahtijevat �e  u neposrednoj budu�nosti i posebnu brigu
u vidu za�tite i odr�anja ovog jedinstvenog biolo�kog fenomena na Europskoj razini.
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The stone crayfish (Austropotamobius torrentium) is one of four native Croatian crayfish species
that inhabits mainly cold brooks on higher altitudes. Phylogenetic relationships among different
populations of this species are not yet completely resolved.

In this research we have studied morphological characteristics and phylogenetic relationships of
61 individuals (37 males and 24 females) that have been collected from nine sites situated in
�umberak - Samoborsko gorje Nature Park. For molecular phylogenetic analyses we used
mitochondrial genes for large ribosomal unit (16S rRNA) and for subunit I of citocrom oxidase (COI).
Sequence divergences and nucleotide diversity were calculated and Bayesian analysis was applied
for constructing filogenetic trees and correlating these sequences with sequences of stone crayfish
from other parts of Croatia and Europe and those retrieved from on-line data-bases. Time of
divergence was calculated according to the molecular clock for mitochondrial COI gene. In
morphological aspect of research we measured 23 morphometrical and five meristic characteristics,
which were then grouped in accordance with the results of previous genetic analyses and processed
with statistical methods.

Obtained results show a large genetic diversity of populations of stone crayfish in the area of
�umberak �  Samoborsko gorje Nature Park. Populations can be divided into four distinctive
haplogroups (Dunav, Gorski Kotar, Zeleni Vir and �umberak/Plitvice/Bjelolasica), and the colonization
of these part of Europe that followed the Pleistocenic ice ages can be retraced by consulting times of
divergence and genetic diversity. Statistical analyses of morphological data shows significant
differences for geographically separated populations, and discriminant analysis yielded a very high
percent of correct classifications. However, since these differences were apparent only after grouping
and statistically analizing the data, it is possible that this is a case of cryptic species/subspecies.

Such high genetic diversity and morphological variation in populations of stone crayfish in
�umberak �  Samoborsko gorje Nature Park represents an unique phenomenum on the European
scale and will demand special care and protection in the near future.
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1.1. PORODICA ASTACIDAE

Porodica Astacidae je jedina porodica podreda Astacida �iji pripadnici se autohtono

pojavljuju na Euroazijskom kontinentu zapadno od Urala (Holdich, 2002).

1.1.1. Sistematski polo�aj porodice Astacidae i njena taksonomija

Podred Astacida iz reda Decapoda obuhva�a 593 vrste slatkovodnih rakova (Sinclair i

sur., 2004), koje su podijeljenje u dvije nadporodice: Astacoidea i Parastacoidea (Hobbs,

1998). Natporodica Astacoidea podijeljena je u dvije porodice: Astacidae i Cambaridae.

Porodica Astacidae sadr�i tri roda i dva podroda, a porodica Cambaridae uklju�uje tri

podporodice, 12 rodova i 46 podrodova. Natporodica Parastacoidea sadr�i samo jednu

porodicu Parastacidea s 14 rodova (Taylor, 2002).

Sistematika:

Koljeno: ARTHROPODA �  �lankono�ci
Razred: CRUSTACEA �  rakovi

Red: DECAPODA �  deseterono�ci
Podred: ASTACIDA

Natporodica: ASTACOIDEA
Porodica: CAMBARIDAE
Porodica: ASTACIDAE

Rod: ASTACUS
Rod: AUSTROPOTAMOBIUS

Natporodica: PARASTACOIDEA
Porodica: PARASTACIDAE

Od 17.st., kada je Linne rakove opisao kao kukce neprikladne za prehranu, otkrivene

su i ispravljene mnoge gre�ke u klasifik aciji, me�utim slatkovodni rakovi Europe ostaju

predmetom brojnih taksonomskih revizija. U najjednostavnijim slu�ajevima bili su svrstani u

jedan rod (Astacus) s pet vrsta (Albrecht, 1983), a u najslo�enijim slu�ajevima u pet rodova s

19 vrsta (Starobogatov, 1995).

Do sada je opisano nekoliko desetaka podvrsta i varijeteta unutar oba roda porodice

Astacidae, ali mnogi problemi o taksonomskim odnosima unutar pojedinih rodova jo� nisu

rije�eni, a nema ni dogovora o to�nom broju europskih autohtonih rodova i v rsta (Holdich,

2002; Taylor, 2002).

Iako se na temelju molekularno filogeneti�kih istra�ivanja predla�u nove taksonomske

podjele u kojima bi neke podvrste bile podignute na razinu vrste, primjerice

Austropotamobius italicus (Grandjean i sur, 2002), danas najra�ireniji stav je priznavanje pet

vrsta unutar dva roda: Austropotamobius pallipes (Lereboullet, 1858) i Austropotamobius
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torrentium (Schrank, 1803) unutar roda Austropotamobius, te Astacus astacus (Linne, 1758),

Astacus leptodactylus (Eschscholtz, 1823) i Astacus pachypus (Rathke, 1837) unutar roda

Astacus.

Status vrsta Austropotamobius torrentium i A. pallipes posebno je zamr�en, �to je

vjerojatno posljedica nedovoljne istra�enosti u cijelom njihovom arealu (Trontelj i sur., 2005),

a neki autori (Baric i sur., 2005a; Grandjean i sur., 2002; i Trontelj i sur., 2005) predla�u da

se obje vrste roda Austropotamobius smatraju kompleksima.

1.1.2. Filogenetsko podrijetlo porodice Astacidae i naseljavanje voda na
kopnu

Zadnjih stotinu godina me�u astakolozima se vodi rasprava da li slatkovodni rakovi

dijele zajedni�ko filogenetsko podrijetlo i u koliko su navrata naselili slatke vode.

Autori koji se zala�e za polifiletsko podrijetlo smatraju da se naseljavanje kopnenih

voda odvijalo u nekoliko navrata (Huxley, 1880; Bott, 1950; Albrecht, 1983; Starobogatov,

1995). Dokaze koji idu u prilog njihovoj teoriji nalazimo u nekoliko razli�itih podru�ja znanosti,

primjerice zoogeografiji (Huxley, 1880; Starobogatov, 1995), fiziologiji (Greenaway i Lawson,

1982) i paleontologiji (Glaessner, 1969; Feldmann i Pole, 1994; Hasiotis, 1999).

Prve teorije o monofiliji i jednom ulasku u kopnene vode iznosi Ortmann (1897). On je

stavio naglasak na sli�nosti Astacida i razvio je mogu�e na�ine njihovog globalnog prijelaza

u slatke vode, te daljnje putove migracija u slatkim vodama. U to vrijeme jo� nije bila poznata

teorija kontinentskog drifta, pa je Ortmann za svoje teorije koristio postojanje kopnenih

mostova izme�u kontinenata zbog niske razine svjetskog mora. U novije vrijeme detaljnijim

istra�ivanjem u podru�ju razmno�avanja i embriologije slatkovodnih rakova otkrivene su

dodatne karakteristike koje upu� uju na monofiliju Astacida (Scholtz, 1993; Maguire,2002), a

molekularno filogenetska istra�ivanja tako�er ukazuju na monofiletsko podrijetlo porodice

Astacidae (Crandall i sur., 2000; Sinclair i sur., 2004).

Danas je u svijetu opisano oko 600 vrsta slatkovodnih rakova i nema sumnje da su sve

potekle od pretka koji je �ivio u moru. Veliko bogatstvo vrsta posljedica je disperzije nakon

naseljavanja kopnenih voda, pa je poznavanje tog procesa va�no za razumijevanje evolucije

slatkovodnih rakova. Naseljavanje kopnenih voda odigralo se, prema nekim autorima

(Ortmann, 1897) u jednom naletu i to prije razdvajanja superkontinenta Pangee (Trijas, 245-

200 milijuna godina). Razlike koje postoje izme�u Astacoidea i Parastacoidea razvile su se

nakon raspadanja Pangee na sjevernu Laurasiu i ju�nu Gondwanu. Dana�nju

rasprostranjenost rakova mogu�e je objasniti kroz povijest Zemlje iako postoje neke

nelogi�nosti npr. za�to rakovi naseljavaju Madagaskar, a Afriku i Indiju ne, te disjunktivna
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rasprostranjenost  porodica Astacidae i Cambaridae (Slika 1). Pojedini autori to obja�njavaju

neovisnim vi�ekratnim ulazom rakova u kopnene vode (Huxley, 1880; Bott, 1950; Albrecht,

1983; Karaman, 1962; Cukerzis, 1988; Starobogatov, 1995).

SLIKA 1. Rasprostranjenost porodica Astacidae, Cambaridae i Parastacidae (Hobbs, 1988)

1.1.3. Astacidae u Europi

Astacidae naseljavaju sjevernu hemisferu, pretpostavlja se da je sredi�te njihova

razvoja bila isto�na Azija odakle su se pro�irili u Europu i Sjevernu Ameriku. Na predstavnike

Astacidae u Sjevernoj Americi mo�emo gledati kao na glacijalne relikte.

Na podru�ju Europe danas �ivi pet vrsta autohtonih slatkovodnih rakova iz porodice

Astacidae: Astacus astacus (rije� ni ili plemeniti rak), Astacus leptodactylus (dunavski, turski,

usko� kari ili barski rak), Astacus pachypus, Austropotamobius pallipes (bjelonogi ili primorski

rak) i Austropotamobius torrentium (rak kamenjar ili poto� ni rak) (Slika 2).

Filogenetski mla�i rod Astacus rasprostranjen je kroz cijelu Europu izuzev Iberijskog

poluotoka. Areal roda Astacus se prostire na istok do Rusije, na sjever do Skandinavije, jug

do Turske, a na zapad do Francuske. Rod Austropotamobius ima manji areal, granice su mu

Balkanski poluotok na istoku, Britansko oto�je na sjeveru, Italija na jugu i Iberijski poluotok

na zapadu (Hobbs, 1988).
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SLIKA 2. Rasprostranjenost autohtonih vrsta slatkovodnih rakova iz porodice Astacidea diljem
Europe (Holdich i Lowery, 1988).

U Europi, osim autohtonih, danas �ive i alohtone vrste. Naj�e��e su to ameri�ke vrste

Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852) tako�er iz porodice Astacidae, za tim pripadnici

porodice Cambaridae: Orconectes limosus (Rafinesque, 1817) i Procambarus clarkii (Girard,

1852) i neke vrste australskog roda Cherax (Erichson, 1846) iz porodice Parastacidae.

Ameri�ke vrste unesene su u 19. i 20. stolje�u zbog uzgoja, a kas nije kako bi obnovile

ra�jom kugom pogo�ene populacije autohtonih vrsta (Ackefors, 1998; Holdich, 2003). Tada

se znalo da su ameri�ke vrste otporne na uzro�nika ra�je kuge �  gljivicu Aphanomyces

astaci, ali se nije znalo da su upravo oni i prijenosnici. Zbog toga, kao i zbog njihove

agresivnosti i fekunditeta, ubrzo su istisnuli autohtone vrste u kompeticiji za prostor i hranu.

Pribrojimo li ovome i promjene stani�ta, ometanje rakova ljudskim aktivnostima i pretjeran

izlov, razumljivo je zbog �ega su popula cije autohtonih rakova u stalnom opadanju (Holdich,

1999; Taugb�l i Skurdal, 1999).

Zbog navedenih prijetnji opstanku europskih vrsta, Astacus astacus, Austropotamobius

torrentium i  Austropotamobius pallipes uvr�teni su i IUCN -ovu crvenu listu ugro�enih vrsta

(IUCN - International Union for Conservation of Nature). Svrstani su u katagoriju rizi�nih

vrsta (VU � vulnerable), �to zna�i da nisu kriti�no ugro�ene, ali postoji visoki rizik od

izumiranja u ne tako dalekoj budu�nosti. Sve tri vrste su uvr�tene u  Apendiks br. III Bernske

konvencije po kojem je njihovo iskori�tavanje pod strogom kontrolom i nadzorom svake

dr�ave (Taylor, 2002), a vrste A. torrentium i A. pallipes uvr�tene su i u Direktivu o

stani�tima Europske unije.
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1.1.4.Astacidae u Hrvatskoj

Hrvatsku karakterizira velika raznolikost ekolo�kih sistema i stani�ta. Obzirom da je

smje�tena na granici nekoliko biogeografskih regija, obuhva�a dijelove s razli�itim geolo�kim,

pedolo�kim, hidrolo�kim i klimatskim uvjetima (Radovi�, 2000). Kao posljedi ca toga, na

teritoriju Hrvatske obitavaju �ak �etiri vrste iz porodice Astacidae: Astacus astacus,

Astacus leptodactylus, Austropotamobius pallipes i  Austropotamobius torrentium.

Zabilje�eno je prisustvo i invazivnih ameri�kih vrsta: Orconectes limosus (porodica

Cambaridae) u mo�varama Parka prirode Kopa�ki rit (Maguire i Klobu�ar, 2003) te vrste

Pacifastacus leniusculus u Muri (Maguire i sur., 2008).

Kako su rije�ni rakovi i u Hrvatskoj ugro�eni zbog razli�itih negativnih utjecaja, ali

ponajvi�e zbog de gradacije stani�ta na kojima obitavaju, pod zakonskom su za�titom jo� od

1998. godine. Vrste Astacus astacus, Austropotamobius pallipes i A. torrentium za�ti�ene su

Pravilnikom o progla�avanju divljih svojti za�ti�enim i strogo za�ti�enim, (Narodne novine

07/06), i Zakonom o za�titi prirode (Narodne novine 70/05) te ih je zabranjeno namjerno

hvatati, dr�ati ili ubijati.

1.1.5. Austropotamobius torrentium �  poto�ni rak ili rak kamenjar

Od svih Europskih slatkovodnih rakova Austropotamobius torrentium ima najmanji

areal. Nastanjuje prostor koji se prote�e na sjever do Njema�ke i �e�ke, zapadno do

Luksemburga i Francuske, ju�no do Gr�ke i isto�no do Bugarske (Holdich, 2002). Nedavno

je prona�en u Turskoj (Harhoglu i G�nern, 2006), ali se ne zna sa sigurno��u da li je to

njegovo prirodno stani�te ili je unesen (Slika 3).

SLIKA 3. Rasprostranjenost vrste Austropotamobius torrentium. Crne to�ke su regije na kojima je
prona�en, a naran�asta boja ozna�ava regije za koje se pretpostavlja da je nastanjivao
(peuzeto iz Atlas of Crayfish in Europe, 2006)
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U Hrvatskoj se nalazi u vodotocima koji pripadaju Crnomorskom slivu (Maguire i

Gottstein-Mato�ec, 2004), a nedavno je utvr�en i u Jadranskom slivu (Maguire i sur, 2006).

Populacije su prona�ene u rijekama i potocim a Hrvatskog zagorja, Slavonije, Gorskog

kotara, Like i Dalmatinske zagore.

Zahvaljuju�i �injenici da stani�te raka kamenjara uglavnom ne odgovara drugim

vrstama slatkovodnih rakova, populacije su manje pogo�ene ra�jom kugom koju prenose

alohtone vrste rakova (Bohl, 1999.; Renz i Breithaupt, 2000). Tako�er su nepogodni za

komercijalnu eksploataciju zbog male veli�ine (Laurent, 1998), tako da je njihova

rasprostranjenost u Europi uglavnom nepromijenjena ljudskim djelovanjem (Troschel i sur.,

1995; Kappus i sur., 1999).

Najve�i izmjereni primjerci raka kamenjara bili su dugi svega 11cm (Troschel i Dehus,

1993), pa je ovo najmanja vrsta porodice Astacidae. Na gornjoj strani karapaksa postoji

samo jedan par postorbitalnih grebena, �to je ujedno i karakteristika c ijelog roda

Austropotamobius. Strane karapaksa su glatke i nema trnova iza cervikalne brazde. Rostrum

je kratak i ima oblik jednakostrani�nog trokuta, a njegov oblik je promjenjiv. U odnosu na

druge vrste, rostrum ima manje rostralne trnove. Klije�ta poto� nog raka su kod starijih

mu�jaka debela i �iroka, dok su kod �enki ne�to u�a. Na nepokrenom prstu klije�ta nalazi se

jako udubljenje, koje je kod regeniranih klije�ta slabije izra�eno. Regenirarana klije�ta su,

osim toga, uvijek u�a. Povr�ina klije�ta prek rivena je velikim i grubim granulama (Slika 4).

SLIKA 4. Austropotamobius torrentium - oblik rostruma i granulirana klije�ta

Rakovi su no� ne � ivotinje, tako da se tijekom dana skrivaju u skloni� tima, a po no� i

izlaze van i tra� e hranu. No� ni na� in � ivota prilagodba je na izbjegavanje predatora, ali i na

dnevni ciklus njihovog plijena (Skurdal i Taugb� l, 2002). Osim beskralje� njaka bentosa,

detritusa i vodene vegetacije, mogu konzumirati i drugu vrstu hrane, te su klju� ni organizmi u
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mnogim hranidbenim lancima kopnenih voda i va� na su karika u kru� enju organskih tvari

(Creed, 1994; Nystr� m i sur., 1996). Razmno�avanje se odvija u jesen, a reprodukcijski

ciklus ovisi o klimi i uvjetima stani�ta. Tipi� no stani� te poto� nog raka smje� teno je na vi� im

nadmorskim visinama u hladnim, ne� to br� im potocima, a najbitniji faktor pri biranju stani� ta

upravo je supstrat na dnu vodotoka (Stucki i Romer, 2001). Ova vrsta preferira stani� ta s

mno� tvom zaklona ili mogu� no�� u da ih rakovi sami iskopaju. Glavni uzroci nestanka

poto�nog raka posljedica su ljudskog djelovanja �  uni�tavanje stani�ta i geografska

separacija i izolacija stani�ta. Naj�e��e nema rekolonizacije nakon �to nestane lokalna

populacija (Bohl, 1997). Pri izradi planova za o�uvanje ili ponovno uno�enje vrste na neko

podru�je treba �to to�nije odrediti geneti�ku strukturu populacija, kako bi se sprije�ilo

uno�enje geneti�ki razli�itih grupa jedinki u isti hidrogeografski bazen (Grandjean i Souty -

Grosset, 2000). Tako�er, dobri rezultati se posti�u ako su j edinke izabrane za reintrodukciju

najbolje prilago�ene stani�tu.

1.2. FILOGENIJA

Filogenija je znanstvena disciplina koja se bavi prou�avanjem evolucijskog srodstva

izme�u razli�itih grupacija organizama. To je hijerarhijska klasifikacija prema kojoj je  svaki

oblik �ivota na neki na�in povezan sa svim ostalim oblicima �ivota. Prou�avanje se zasniva

na morfolo�kim, fiziolo�kim, geneti�kim i etolo�kim obilje�jima pojedinih taksona.

Poznato je da se organizmi prilago�avaju uvjetima u okoli�u na razli�ite n a�ine, a

neke od tih prilagodbi imaju utjecaj na morfologiju organizma. Iako postoje prilagodbe koje se

mogu objasniti samo genotipskom, odnosno fenotipskom varijabilno��u, u ve�ini slu�ajeva

oba ova mehanizma imaju bitni zna�aj i treba ih uzeti u obzir. P rema Swain i Foote (1999)

varijacije u morfologiji nisu nu�no povezane s varijacijama genotipa, ali fenotipske promjene

mogu ukazivati na dulju odvojenost i po�etak diferencijacije i prilagodbe specifi�nim novim

uvjetima i to bez promjene genotipa. Zbog toga se morfometrijske metode mogu pokazati

pogodnijima za istra�ivanje kratkoro�nih posljedica utjecaja okoli�a ili po�etka diferencijacije

nego �to su geneti�ka istra�ivanja. Rezultati morfometrijskih mjerenja mogu se koristiti za

odvajanje populacija ili djelova populacija, a multivarijantna diskriminantna analiza mo�e se

primijeniti kako bi se izdvojile one morfolo�ke zna�ajke koje karakteriziraju pojedinu

populaciju i na temelju kojih se populacije jasno razdvajaju (Sint i sur., 2005).

Me�utim, iako je s pecijacija proces u kojem su geneti�ke razlike izme�u srodnih

populacija usko vezane uz sekundarno stjecanje morfolo�kih razlika, u nekim slu�ajevima

srodne vrste mogu nakupljati geneti�ke razlike bez istovremenih morfolo�kih promjena. U

takvim slu�ajevima , razlikovanje vrsta prema morfolo�kim karakteristikama mo�e biti ote�ano

ili nemogu�e, te je potrebno upotrijebiti molekularne metode (Franjevi�, 2006). Time se bavi
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molekularna filogenija. U posljednje vrijeme je upotreba molekularnih metoda za stvaranje

filogenetskih stabala stekla mnoge poklonike me�u biolozima i �esto se koristi uz morfolo�ke

metode kako bi se �to detaljnije prou�ili odnosi me�u jedinkama koje se istra�uju

(Vandamme, 2004).

O prednostima morfolo�kog, odnosno molekularnog pristupa u rj e�avanju pojedinih

evolucijskih pitanja vode se rasprave ve� nekoliko desetlje�a (Patterson, 1987).

Za opisivanje stupnjeva srodnosti vrsta koje se istra�uju, koristi se nekoliko mogu�ih

odnosa izme�u njihovih karakteristika. Najva�nije su sinapomorfne osobine, odnosno

karakteristike koje dijele svi potomci nekog zajedni�kog pretka, a prvi puta su se pojavile

upravo kod toga pretka. Pojednostavljeno, to su homologne osobine koje definiraju pojedine

grane filogenetskog stabla (Plechenik, 2002). Jo� jedan b itan pojam kod filogenije je i

homoplazija �  sli�nost koja je  rezultat konvergencije, paralelizma i reverzne evolucije, �ime

je poreme�en linearan odnos izme�u vremena evolucije i divergencije pojedinih sekvenci

(Vandamme, 2004). Ukratko, te sli�nosti nisu  rezultat naslje�ivanja od zajedni�kog pretka.

1.2.1. Filogenetska stabla

Prema evolucijskoj teoriji svi organizmi evoluirali su od jednog zajedni�kog pretka

gledaju�i unatrag do pojave �ivota , dok su do pojave dana�nje biolo�ke raznolikosti doveli

razli�iti evolucijski mehanizmi. Na taj su na�in svi oblici �ivota me�usobno povezani. Srodniji

organizmi povezani su mla�im zajedni�kim pretkom od nesrodnih organizama s kojima su

povezani preko starijeg zajedni�kog pretka.

Filogenetsko stablo grafi�ki je prik az evolucijskih odnosa me�u pojedinim

taksonomskim jedinicama ili samim genima, s glavnim zadatkom rekonstrukcije to�ne

genetske veze izme�u organizama i odre�ivanja vremena koje je proteklo od  trenutka kada

su ti organizmi dijelili zajedni�kog pretka. Va� no je naglasiti da �pravo� filogenetsko stablo

uvijek ostaje nepoznato; svako dobiveno stablo predstavlja samo odre�enu hipotezu �ija je

vjeojatnost proporcionalna koli�ini raspolo�ivih podataka.

Svako filogenetsko stablo sastoji se od �vorova i grana, a n a�in grananja odre�uje

topologiju stabla. �vorovi na filogenetskom stablu predstavljaju taksonomske jedinice ili

taksone koji mogu biti vrste, populacije, jedinke ili geni. Postoje dva tipa �vorova: vanjski
(krajnji) i unutarnji �vorovi .

a) vanjski �vorovi �   predstavljaju taksonomske jedinice koje prou�avamo ( operational

taxonomic units -OTU)

b) unutarnji �vorovi �  predstavljaju hipotetske zajedni�ke pretke taksonomskih jedinica

koje prou�avamo( hypothetical taxonomic units - HTU)
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Grane ili ogranci predstavljaju topologiju stabla. Razlikujemo dva tipa ogranaka: vanjski ili
periferni i unutarnji ogranci:

a) vanjski ogranci �  zavr�avaju opisanim grupama

b) unutarnji ogranci �  povezuju hipotetske pretke

Duljina ogranka nam govori o trajanju evolucijskih procesa u toj razvojnoj liniji. �to je

ogranak dulji proteklo je vi�e vremena od po�etka divergencije i nakupilo se vi�e promjena

na makromolekulama organizama.

Postoje dva osnovna tipa filogenetskih stabala, ukorijenjeno i neukorijenjeno
filogenetsko stablo (Slika 5). Kod ukorijenjenih stabala postoji jedinstveni �vor kojeg

nazivamo korijen. On predstavlja pretka svih taksonomskih jedinica koje prou�avamo.

Neukorijenjena filogenetska stabla nam govore o odnosima taksonomskih jedinica koje

prou�avamo, ali nam ni�ta ne go vore o njihovim precima.

SLIKA 5. (a) ukorijenjeno i (b) neukorijenjeno filogenetsko stablo. Strelice pokazuju jedinstveni put
koji vodi od korijena R do taksonomske jedinice D. Preuzeto iz Lia (1997).

Za ukorjenjivanje filogenetskih stabala naj�e��e se  koristi vanjska grupa (outgroup

rooting). Ona nije �lan analizirane grupe taksonomskih jedinica, nego je to neka

taksonomska jedinica za koju sa sigurno��u znamo da se odvojila u evolucijskoj pro�losti

ranije od taksonomskih jedinica koje prou�avamo. Vanj sku grupu izabiremo proizvoljno

vode�i ra�una da ne bude u predalekoj vezi s ostalim taksonomskim grupama, ali i da ne

bude previ�e srodna sa taksonomskim grupama koje prou�avamo, jer tada gubi svoju

funkciju. Filogenetsko stablo mo�emo ukorijeniti i bez u potrebe vanjske grupe pomo�u

srednje to�ke ( midpoint rooting). Polazi se od pretpostavke da je u�estalost evolucijskih

promjena sli�na za sve promatrane taksonomske jedinice du� stabla. Ukorjenjivanje

filogenetskog stabla bitan je proces jer nam omogu�ava razlikovanje pleziomorfnih

(ancestralnih) osobina od apomorfnih (izvedenih) osobina. Ako na ukorijenjeno filogenetsko

stablo ukomponiramo potdake dobivene pomo�u molekularnog sata, a prou�avane jedinice
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su organizmi, onda govorimo o kladogramu koji jasno pokazuje odnose predak-potomak

me�u organizmima ili grupom organizama (Vandamme, 2004).

Za opisivanje filogenetskih odnosa izme�u pojedinih taksonomskih jedinica

filogenetskog stabla  upotrebljavamo sljede�e pojmove:

monofiletska grupa -sve jedinke unutar te grupe potje�u od istog pretka, a grupa

ujedinjuje sve potomke toga pretka

parafiletska grupa- tako�er sve jedinke potje�u od istog pretka, ali nisu svi njegovi potomci

unutar grupe

polifiletska grupa - sadr�i vrste koje su evoluirale od dva ili vi�e za jedni�ka pretka

(Pechenik, 2002) (Slika 6).

SLIKA 6. Prikaz filogenetskih odnosa me�u pojedinim taksonomskim jedinicama filogenetskog stabla.

1.2.2. Rekonstrukcija filogenetskog stabla

Na osnovi evolucijske teorije smatramo da su sva �iva bi�a potek la od istog

zajedni�kog pretka koji je �ivio prije oko 3,8 milijardi godina. Zbog dugotrajnih evolucijskih

procesa nekada srodni geni postanu toliko razli�iti da pomo�u njih ne mo�emo izvr�iti

pouzdanu filogenetsku rekonstrukciju. Za takve gene ka�emo da s u nehomologni. Velika

sli�nost nekih nehomolognih gena posljedica je sli�nih evolucijskih procesa tj. sli�nog

selekcijskog pritiska �to dovodi do konvergentne ili paralelne evolucije. Osim toga ve�a

sli�nost sekvenci od o�ekivane mo�e se pojaviti i zbog po vratnih mutacija, vi�estrukih

mutacija na jednom lokusu ili paralelnih supstitucija.
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Geni usko srodnih vrsta zovu se homologni geni i obi�no se razlikuju  samo u to�kastim

mutacijama koje su naj�e��e na poziciji tre�eg kodona. Iz toga proizlazi �injenica da tre�a

pozicija na kodonu ima br�u evolucijsku stopu od prve i druge pozicije i iz tog razloga ima

ve�e zna�enje u filogeneti�kim istra�ivanjima. Mutacijska stopa kod nukleotidnih sekvenci i

proteina je razli�ita. Nukleotidne sekvence mutiraju br�e, pa s u bolje za odre�ivanje

evolucijskih odnosa me�u srodnim vrstama, dok su proteinske sekvence bolje za utvr�ivanje

srodstvenih odnosa na vi�im sistematskim kategorijama (Vandamme, 2004).

Za rekonstrukcije filogenetskih stabala ne postoji jedinstvena metoda koja bi bila

prihvatljiva u svim slu�ajevima niti najbolja metoda za pojedini slu�aj. Umjesto toga koristi se

nekoliko razli�itih metoda i pristupa u filogenetskoj rekonstrukciji kako bi se pove�ala

vjerodostojnost dobivenih rezultata. Metode filogenetske rekonstrukcije mo�emo podijeliti u

�etiri glavne grupe, ovisno o tome koriste li se diskretni podaci (� Character-state� metode) ili

matrice udaljenosti (Distance Matrix) me�u parovima, te grupiraju li se pojedini podaci

postepeno (uzastopno grupiranje -  Stepwise clustering)  i tako daju samo jedno mogu�e

stablo, ili se u obzir uzimaju sva teoretski mogu�a stabla (iscrpna pretraga - Exhaustive

search).

Prikaz naj�e��e k ori�tenih metoda dan je u T ablici 1.

TABLICA 1. Prikaz naj�e��e kori�tenih metoda u mo lekularnoj filogeniji(preuzeto iz Vandamme, 2004)

Exhaustive search Stepwise clustering

Character State Maximum parsimony (MP)

Maximum likelihood (ML)

Distance Matrix Fitch- Margoliash UPGMA

Neighbour �  joining

Bayesian analiza � Zaklju�ivanje  pomo�u Bayesian teorema relativna je novost u

filogeniji (Rannala i Yang, 1996; Mau i Larget, 1997; Li i sur., 2000). Zaklju�ak se temelji na

prethodnim spoznajama o podacima i njihovoj distribuciji (prior expectation/ prior

distribution), koriste�i nakna dne vjerojatnosti (posterior probabilities) koje su procijenjene na

osnovi nekog modela. Ova analiza provodi se upotrebom Markov Chain Monte Carlo

(MCMC) metoda koje se baziraju na nizu neovisnih potraga za skupom najboljih stabala, s

povremenim izmjenama informacija me�u potragama. Tako se stvara naknadna distribucija

(posterior distribution).
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1.3. MITOHONDRIJSKI GENOM

Mitohondriji su stani�ni organeli koji se mogu na�i u ve�ini eukariotskih stanica. Iako je

ve�ina stani�ne DNA sadr�ana u stani�noj jezg ri, mitohondriji imaju svoj vlastiti genom.

Eukariotska stanica sadr�i od nekoliko stotina do nekoliko tisu�a mitohondrija svaki sa

nekoliko kopija vlastite DNA. Smatra se da su mitohondriji rezultat endosimbiontskog

doga�aja koji se odigrao prije vi�e od milijardu godina (Margulis, 1970) u kojem je

prokariotska stanica, sposobna za oksidativnu fosforilaciju u�la u endosimbiontski odnos s

arhealnom stanicom. Mitohondrijska DNA ima oblik kru�ne dvolan�ane molekule �iji je

sastav gena gotovo identi�an kod svi h organizama. Veli�ina mtDNA varira od 14 -42 kb.

Mitohondrijske DNA iz �ivotinjskih stanica kodiraju 13 proteinskih molekula (me�u

ostalima i podjedinicu I citokrom oksidaze: COI), 22 molekule tRNA i dvije molekule rRNA

(16S rRNA i 12S rRNA). Iako geni zauzimaju ve�inu mitohondrijskog genoma, postoji

nekodiraju�a regija veli�ine oko 1200 parova baza tzv. d -Loop ili kontrolna regija koja se

nalazi s obje strane dogovorene pozicije �0�. U toj se regiji nalaze signali koji kontroliraju

sintezu molekula RNA i DNA. Zbog toga �to akumulira to�kaste mutacije 10 puta vi�e nego

jezgrina DNA naziva se jo� i hipervarijabilnom regijom (Hwang i Kim, 1999) (Slika 7).

Zbog lako�e izolacije, velikog broja kopija (tisu�e do stotine tisu�a kopija po stanici),

nepostojanja genske rekombinacije i introna, naslje�ivanja po maj�inoj liniji i time manje

efektivne veli�ine populacije (Moore, 1995), te relativno brze evolucije u odnosu na jezgrinu

DNA (Brown i sur., 1982), mitohondrijska DNA se �esto koristi za odre�ivanje filogenet skih

odnosa na razli�itim taksonomskim razinama (Yamauchi i sur., 2002).

SLIKA 7. Prikaz �ivotinjske mitohondrijske DNA s izvori�tima replikacije i transkripcije, te genima koji
se naj�e��e koriste kao filogenetski biljezi
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Razvoj tehnike lan�ane reakcije  polimerazom (PCR) i postojanje vi�e konzerviranih

po�etnica za amplifikaciju specifi�nih gena na na mitohondrijskoj DNA kod razli�itih rodova, u

kombinaciji sa sekvenciranjem DNA i bioinformatikom, pove�alo je upotrebu mtDNA u

filogenetskim istra�ivanjima  (Palumbi i Benize, 1991, Simon i sur., 1994, Verovnik i sur.,

2004; Trontelj i sur., 2005, Schubart i Hubert, 2006)

1.3.1. Gen za 16S rRNA

Gen za 16S rRNA kodira RNA velike podjedinice mitohondrijskih ribosoma. Velik je

1,542 parova baza, te je konzerviran u primarnoj strukturi. To zna�i da se nije puno mijenjao

tokom evolucijske pro�losti mitohondrijske DNA.

Ovaj gen za rRNA �esto se upotrebljava u molekularno filogenetskim istra�ivanjima,

usprkos toga �to se zna�ajan broj razli�itih gena nalazi i u sas tavu jezgrine DNA. Razlog

tome je �to za razliku od jezgrinih gena mitohondrijski gen za rRNA je mnogo jednostavnije

gra�e i nalazi se samo u jednoj kopiji u genomu. Osim toga jezgrina rRNA evoluira

mehanizmom uskla�ene evolucije �to zna�i da se supstituci ja u jednoj kopiji brzo �iri na

ostale, te dovodi do znatnih problema u filogenetskim istra�ivanjima i ponekad navodi na

krive zaklju�ke o filogeniji pojedinih organizama (Hanckok i sur. 1988, Hillis i Dixon 1991).

Neke prednosti kori�tenja 16S rRNA gena:  ima ve�u mo� rezolucije u odnosu na

alozime (Crandall, 1996), potencijal za otkrivanje geneti�kih razlika u rakova, pogotovo

slatkovodnih (Crandall, 1996) te �injenica da je taksonomija roda Austropotamobius jednim

dijelom bazirana na ovom geneti�kom mark eru (Grandjean i sur., 2000, 2002, Fratini i sur.,

2005).

1.3.2 Gen za podjedinicu I citokrom-oksidaze (COI)

Gen za citokrom-oksidazu I kodira podjedinicu I kompleksa citokrom-oksidaze c koja je

dio elektronskog transportnog lanca u procesu oksidativne fosforilacije. Njegova

aminokiselinska sekvenca je visoko konzervirana me�u koljenima �to omogu�ava

jednostavno sravnjivanje sekvenci i izradu univerzalnih po�etnica. Aminokiselinske sekvence

citokrom-oksidaze I korisne su za istra�ivanje davnih evolucijskih  doga�aja.

Ovaj gen se smatra jednim od najkorisnijih molekularnih filogenetskih biljega iz nekoliko

razloga. Kao terminalni katalizator u mitohondrijskom respiratornom lancu, citokrom-oksidaza

I je dobro biokemijski istra�ena te je zaklju�eno da je njena  veli�ina i struktura sa�uvana kod

svih aerobnih organizama (Saraste, 1990). Druga bitna karakteristika ovog gena kao

filogenetskog biljega je da kodira najve�u od tri proteinske podjedinice kompleksa citokrom -

oksidaze c (Clary i Wolstenholme, 1985). Time je omogu�ena amplifikacija i sekvenciranje
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puno ve�eg broja nukleotida unutar istog funkcionalnog kompleksa �to je izuzetna prednost u

filogenetskim istra�ivanjima.

Gen za COI ima dvije bitne prednosti. Kao prvo, univerzalne po�etnice za ovaj gen su

vrlo stabilne, omogu�uju�i dobivanje njihovog 5� dijela iz pripadnika ve�ine, ako ne i svih,

�ivotinjskih vrsta. Isto tako, COI vjerojatno ima ja�i filogenetski signal (odnosno pokazuje bolji

omjer stvarnog signala u odnosu na pozadinski, tj. �noise�  signal) od svih mitohondrijskih

gena. Zbog visoke konzerviranosti aminokiselinske supstitucije su rijetke me�u vrstama, ali

tihe (istozna�ne) promjene imaju jednaku u�estalost kao i u svim ostalim genima

mitohondrijske DNA. S ostalim genima koji kodiraju proteine zajedni�ko mu je da nukleotidi

na tre�oj poziciji kodona pokazuju veliku sklonost baznim supstitucijama. Ipak, promjene u

aminokiselinskim sekvencama se doga�aju sporije nego kod ostalih mitohondrijskih gena.

Verovnik i sur. (2004) uspje�no su iskoristili CO I geneti�ki marker za filogeografsku analizu

vodenbabure (Asellus aquatica, Crustacea: Isopoda), a Trontelj i sur.(2005) upotrijebili su

COI sekvence za odre�ivanje filogeneti�kih i filogeografskih odnosa vrsta roda

Austropotamobius na ve�em dijelu njihovo g areala.

1.4. FILOGEOGRAFIJA

Filogeografija je najmla�a i najbr�e razvijaju�a grana evolucije koja se razvila iz

spoznaje da linije mitohondrijske DNA u prirodnim populacijama �esto imaju karakteristi�nu

geografsku distribuciju. Za�etnik ovog podru�ja u evoluciji je John Avise, a njegove

pretpostavke i zaklju�ci temelje se na jasno izra�enoj vezi izme�u geografske strukturiranosti

vrsta i filogenetske pro�losti mitohondrijske DNA, koja je prisutna kod mnogih vrsta (Avise i

sur. 1987).

Filogeografija je mo�no oru�e za identifikaciju procesa koji su utjecali na geneti�ki

sastav vrsta ili skupine vrsta. Primjenu mo�e na�i u rasvjetljavanju povijesnih doga�aja,

primjerice fragmentacija stani�ta ili pro�irenje areala, koji su utjecali na populacijsku strukturu

vrste ili su bili uzrok specijaciji. Jedan od ciljeva filogeografije je rekonstrukcija povijesnih

demografskih procesa odgovornih za nejednoliku raspodijeljenost genskih linija (Ronquist

1997).

Zahvaljuju�i prihva�anju biomoloekularnih metoda u polju konz ervacijske biologije,

filogeografska istra�ivanja omogu�ila su identifikaciju evolucijski zna�ajnih jedinica

(Evolutionary Significant Unit - ESU) (Moritz, 1994) na koje treba posebno obratiti pozornost

pri izradi plana za za�titu neke vrste ili podru�ja.



`fig
fpqo^ƻfs^kg^
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Ciljevi ovog istra�ivanja su:

- utvr�ivanje stupnja geneti�ke raznolikosti populacija vrste Austropotamobius torrentium na

podru�ju Parka prirode ��umberak -Samoborsko gorje� i korelacija s drugim populacijama

ove vrste na podru�ju Europe

- poku�ati rekonstruirati doga�aje tijekom pliocena i pleistocena na podru�ju dana�nje

jugoisto�ne Europe koji su imali utjecaj na evoluciju i distribuciju vrste Austropotamobius

torrentium

- utvr�ivanje morfolo�kih (morfometrijs kih i meristi�kih) karakteristika populacija poto�nog

raka na podru�ju Parka prirode ��umberak -Samoborsko gorje� i izdvajanje onih

morfolo�kih zna�ajki po kojima se rakovih razli�itih populacija zna�ajno razlikuju

- povezati rezultate molekularno - filogeneti�kih i morfolo�kih analiza

- rezultate ovog istra�ivanja sagledati u kontekstu za�tite vrste Autropotamobius torrentium



j^qbofg^i
fjbqlab
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3.1. MATERIJAL

3.1.1. �ivotinjski materijal

U izradi eksperimentalnog dijela diplomskog rada kori�teni su uzorci vrste poto�ni rak,

Austropotamobius torrentium prikupljeni s 9 lokacija (Slika 8, Tablica 2) na podru�ju Parka

prirode ��umberak -Samoborsko gorje�.

SLIKA 8. Karta PP �umberak -Samoborsko gorje s upisanim lokacijama na kojima su sakupljene
jedinke rakova za morfometrijske-meristi�ke i molekularno -biolo�ke analize (preuzeto iz Pr�ir, 2005)

TABLICA 2 Lokaliteti i njihove koordinate te broj ulovljenih rakova i njihov spol

lokacija Koordinata
x

kooridnata
y

nm
visina/

m

broj i spol
analiziranih

rakova
potok Jarak (lijeva pritoka Bregane) 554 5858 507 6740 252 3m, 1�
potok Curak (Izvir, iznad sela Glu�inja) 553 7996 507 0725 594 2m, 1�
potok Jarak (pritoka �umbera�ke Slapnice, selo
   Jeleni�) 553 9043 506 6844 393 1m, 1�

potok Oki�nica 555 5132 506 7356 422 3m
ispod Sopotskog slapa 506 8913 553 1338 517 3m, 5�
potok Jarak (pritoka �umbera�ke Slapnice) 506 8686 552 8980 660 5m, 4�
potok Zeleni vir 506 4775 552 5047 546 7m, 1�
Izvor poslije Malinaca (pritoka Jamnika) 506 4737 552 7614 592 5m, 7�
potok Blate 506 6248 552 7626 654 8m, 4�
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Rakovi su lovljeni rukom i vr�ama koje smo napravili od plasti�nih boca i mre�ice (slika

9), a kao mamac poslu�ili su komadi kranjske kobase. Postavljeno je po �etiri do pet vr�a u

potoke u kojima je u prethodnom istra�ivanju (Pr�ir, 2005) utvr�eno prisustvo poto�nih

rakova i to u razmacima od nekoliko metara. Vr�e smo u�vrstili pomo�u kamenja ili granja, a

na lokacijama su ostavljene oko dva dana.

SLIKA 9. Ru�no izra�ena vr�a

3.1.2. Analizirane sekvence

Iz ulovljenih jedinki vrste A. torrentium izolirana je DNA (metodama opisanim u

poglavlju �Metode�) te je svakom uzorku dodijeljena oznaka i �ifra (Tablica 3).

Ovim sekvencama dodano je jo� 47 (22 za 16S rRNA i 25 za COI) sekvenci jedinki

sakupljenih ve�inom u Hrvatskoj te u Bosni i Hercegovini, Makedoniji, Rumunjskoj i

Bugarskoj te 35 (tri za 16S rRNA i 32 za COI) dodatnih sekvenci preuzetih iz baze podataka

GenBank (NCBI � National Centar for Biotechnology Information) (Tablica 4 i 5). Sekvence

su dodane kako bi se analizirani uzorci nadopunili sa svim dostupnim i poznatim

sekvencama vrste A. torrentium, te za utvr� ivanje filogenetskih odnosa populacija A.

torrentium sakupljenih u PP �umberak -Samoborsko gorje s ostalim populacijama A.

torrentium u ostatku Hrvatske i Europe.

Kao vanjska grupa za molekularno -filogenetske analize kori�ten je uzorak vrste rije�ni

rak Astacus astacus.

TABLICA 3. Lokacije u PP �umberak -Samoborsko gorje na kojima su sakupljane jedinke A.
torrentium �iji je gen z a 16S rRNA i COI sekvenciran, i njihov broj.

NALAZI�TE oznaka DNA �ifra haplotip 16S haplotip COI
potok Oki�nica 1zs okic1 okic1 /

2zs okic2 okic1 okic2
3zs okic3 okic3 /

potok Jarak 4zs jarakbr1 jarcur1 jarakbr1
5zs jarakbr2 jarakbr2 /
6zs jarakbr3 jarcur1 jarakbr3
7zs jarakbr4 jarakbr4 /

potok Curak 8zs curak1 jarcur1 /
9zs curak2 curak2 /
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10zs curak3 jarcur1 /
potok Jarak - selo Jeleni� 11zs jarakjel1 jarakjel1 jarakjel1

12zs jarakjel2 jarakjel1 jarakjel2
Sopotski slap 13zs sopot1 jarsopslp1 sopot2

14zs sopot2 jarsopslp1 sopot1
15zs sopot3 jarsopslp1 jaraksla1
16zs sopot4 jarsopslp1 sopot1
17zs sopot5 jarsopslp1 sopot1
18zs sopot6 jarsopslp1 sopot1
19zs sopot7 jarsopslp1 jaraksla1
20zs sopot8 jarsopslp1 sopot3

potok Jarak 33zs jaraksla1 jarsopslp1 /
34zs jaraksla2 jarsopslp1 /
35zs jaraksla3 jarsopslp1 jaraksla1
36zs jaraksla4 jarsopslp1 jaraksla1
37zs jaraksla5 jarsopslp1 jaraksla4
38zs jaraksla6 jaraksla5 jaraksla5
39zs jaraksla7 jarsopslp1 jaraksla1
40zs jaraksla8 / jaraksla1
41zs jaraksla9 jarsopslp1 jaraksla1

Zeleni vir 42zs zelvir1 zelvir1 /
43zs zelvir2 zelvir2 zelvir3
44zs zelvir3 zelvir3 zelvir1
45zs zelvir4 zelvir3 zelvir4
46zs zelvir5 zelvir1 zelvir1
47zs zelvir6 zelvir2 zelvir5
48zs zelvir7 zelvir2 zelvir6
49zs zelvir8 zelvir2 zelvir7

izvor poslije Malinaca 50zs izvmal1 blatizvm1 izvmal1
51zs izvmal2 blatizvm1 izvmal4
52zs izvmal3 blatizvm1 izvmal1
53zs izvmal4 blatizvm1 izvmal1
54zs izvmal5 blatizvm1 izvmal5
55zs izvmal6 blatizvm1 izvmal6
56zs izvmal7 blatizvm1 izvmal3
57zs izvmal8 blatizvm1 izvmal2
58zs izvmal9 blatizvm2 izvmal2
59zs izvmal10 blatizvm1 izvmal7
60zs izvmal11 blatizvm1 izvmal3
61zs izvmal12 blatizvm1 izvmal1

potok Blate 21zs blate1 blatizvm1 blate1
22zs blate2 blatizvm1 blate2
23zs blate3 blatizvm2 blate3
24zs blate4 blate4 blate4
25zs blate5 blatizvm1 blate2
26zs blate6 blatizvm1 blate2
27zs blate7 blatizvm1 blate5
28zs blate8 blatizvm1 blate1
29zs blate9 blatizvm1 blate1
30zs blate10 blatizvm1 blate1
31zs blate11 blatizvm1 blate6
32zs blate12 blatizvm1 blate7
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TABLICA 4. 16S sekvence prikupljene na podru� ju Austrije (AT), Bugarske (BG), Hrvatske (HR),
Makedonije (MK) i Rumunjske (RO) te sekvence preuzete s NCBI-a prikupljene na podru� ju
Austrije (AT), Bugarske (BG) i Slovenije (SI). Sekvence su svrstane po haplotip grupama (Dunav �
sredi� nja i jugoisto� na Europa, GK - Gorski Kotar, LD � Lika i Dalmacija, SM � ju� ni Balkan, � PB
�  � umberak/Ptlitvice/Bjelolasica). Pristupni broj (GenBank Accession number) sekvenci izoliranih
u laboratoriju Biolo� kog odsjeka Prirodoslovno-matemati� og fakulteta po� inje slovima �EF�.

Haplotip
Haplotip grupa NCA

 identifikacija Lokalitet
broj

jedinki
 GenBank

Accession number
Aarbach Dunav cse1 Aarbach, Reutte, AT 1 EF999959

CarasSeverin1 Dunav cse2 bezimeni potok, Dunavski sliv, Cerna, RO 2 EF999956
CarasSeverin2 Dunav cse3 bezimeni potok, Dunavski sliv, Cerna, RO 1 EF999955

Dolje Dunav cse4 Dolje, Podsused, HR 2 EF999954
Dolje Dunav cse4 Kraljevec, Zagreb, HR 1 EF999954
Dolje Dunav cse4 Dubravica, Pu��a, HR 1 EF999954
Dolje Dunav cse4 Sarni, Kraljev vrh, HR 2 EF999954
Dolje Dunav cse4 Mrzlak, Zagreb, HR 1 EF999954
Dolje Dunav cse4 bezimeni potok, Dunavski sliv, Cerna, RO 1 EF999954

Gracani Dunav cse5 bezimeni potok, Mrzlo polje �umber a�ko, HR 1 EF999957
Gracani Dunav cse5 Gra�anski potok, Zagreb, HR 1 EF999957
Gracani Dunav cse5 Mrzlak, Zagreb, HR 1 EF999957
Ivanec Dunav cse6 Ivane�ka �eljeznica, Ivanec, HR 1 EF999952
Ivanec Dunav cse6 Veliki potok, Zagreb, HR 1 EF999952

Logatec Dunav cse7 Reka, pritoka rijeke Loga��ica, Logatec, SI 3 AM181347
Lonja Dunav cse8 Lonja, Paka, HR 1 EF999953

RRositsa Dunav cse9 bezimeni potok, Dunavski sliv, Gorna Rositsa, BG 3 EF999958
SGermany Dunav cse10 ju�na Njema�ka, DE i AT 9+1 AM181346

Vrhovci Dunav cse11 bezimeni potok, Crkveni Vrhovci, HR 1 EF999960
CrniLug GK gk1 Gerov�ica, Gerovo, HR 1 EF999950
CrniLug GK gk1 bezimeni potok, Crni lug, HR 4 EF999950
CrniLug GK gk1 bezimeni potok, Risnjak, HR 1 EF999950
Kupjak GK gk2 bezimeni potok, Kupjak, HR 1 EF999951
Knin1 LD ld1 Rakov potok, Knin, HR 4 EF999968
Knin2 LD ld2 Rakov potok, Knin, HR 1 EF999967
Lika LD ld3 Prijeboj, Plitvica, HR 1 EF999969
Lika LD ld3 �ui�a kr�evine, Plitvica, HR 1 EF999969
Lika LD ld3 Plitvi�ka jezera, Plitvica, HR 3 EF999969
Lika LD ld3 Source Jezero, Cetina, Sinj, HR 1 EF999969
Lika LD ld3 pritoka Zrmanja, Knin, HR 4 EF999969
Lika LD ld3 bezimeni potok, pritoka rijeke Unac, Preodac, BA 2 EF999969

Bosava SB sb1 Bo�ava, planina Ko�uf, MK 3 EF999963
Jakupica SB sb2 bezimeni potok, Bitola, MK 1 EF999965
Jakupica SB sb2 bezimeni potok, planina Jakupica, MK 2 EF999965
RGornja SB sb3 bezimeni potok, Vasov grad, planina Ko�uf, MK 1 EF999964
RGornja SB sb3 bezimeni potok, Gorna Reka, planina Ko�uf, MK 1 EF999964
SBistrica SB sb4 Sandanska Bistrica, pritoka rijeke Struma, BG 2 AM181348
Sedrac1 SB sb5 bezimeni potok, sliv rijeke Mesta, Sedrac, BG 2 EF999961
Sedrac2 SB sb6 bezimeni potok, sliv rijeke Mesta, Sedrac, BG 1 EF999962
Vrljika SB sb7 Vrljika, kanal Badnjevice, Imotski, HR 1 EF999966

Bjelolasica ZPB zpb1 bezimeni potok, Bjelolasica, HR 1 EF999971
Zumberak ZPB zpb2 Suvaja, �umberak, HR 1 EF999970
Zumberak ZPB zpb2 Sartuk, Plitivica, HR 1 EF999970

OUTGROUP Astacus astacus DQ320033
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TABLICA 5. COI sekvence prikupljene na podru� ju Austrije (AT), Bugarske (BG), Hrvatske (HR),
Makedonije (MK) i Rumunjske (RO) te sekvence preuzete s NCBI-a prikupljene na podru�ju
Austrije (AT), Bugarske (BG) , Crne Gore (ME) , Francuske (FR), Gr�ke (GR), Luksemburga (LU),
Njema�ke (DE), Slovenije (SI), �vicarske (CH) i Turske (TR). Sekvence su svrstane po haplotip
grupama (Dunav � sredi� nja i jugoisto� na Europa, GK - Gorski Kotar, LD � Lika i Dalmacija, SM �
ju� ni Balkan, � PB �  � umberak/Ptlitvice/Bjelolasica). Pristupni broj (GenBank Accession number)
sekvenci izoliranih u laboratoriju Biolo� kog odsjeka Prirodoslovno-matemati� og fakulteta po� inje
slovima �EF�.

Haplotip Haplotip grupa Lokalitet
broj

jedinki
GenBank

Accession number
Bohinj Dunav Bohinjska Bela, Bled, SI 2 AY667124

Breisgau Dunav Aarbach, Reutte, AT 1 EF640357
Breisgau Dunav slivovi Rajne i Dunava, DE i CH 29 AM180942
Breisgau Dunav Alg�u, Haldensee, AT 11 AM180943
Breisgau Dunav Schlierbach, Bliesbruck, Sarreguemines, FR 1 AY667141
Breisgau Dunav Gailbach, Obergailbach, Sarreguemines, FR 1 AY667141
Breisgau Dunav Freiburg im Breisgau, DE 1 AY667141

CarasSeverin1 Dunav bezimeni potok, Dunavski sliv, Cerna, RO 1 EF640362
CarasSeverin2 Dunav bezimeni potok, Dunavski sliv, Cerna, RO 1  EF640363
CarasSeverin4 Dunav bezimeni potok, Dunavski sliv, Cerna, RO 1  EF640365

CentrSI Dunav Rakitna, Ljubljana, SI 1 AY667127
CentrSI Dunav rijeka I�ka, Ljubljana, SI 1 AY667127
CentrSI Dunav Hotenjka Creek, Logatec, SI 1 AY667127
CentrSI Dunav Jazbin�ki potok, �erjav, SI 1 AY667127
CentrSI Dunav Piano di Fusine, Tarvisio, IT 1 AY667127
Cerkno Dunav rijeka Cerknica, Cerkno, SI 1 AY667122
Dolje Dunav Dolje, Podsused, HR 1  EF640334
Dovje Dunav Dovje, Jesenice, SI 1 AY667142

Dubravica Dunav Dubravica, Pu��a, HR 1 AM180947
Dubravica Dunav Veliki potok, Zagreb, HR 1 AM180947
Dubravica Dunav Reka, pritoka rijeke Loga��ica, Logatec, SI 3 AM180947

Gail Dunav pritoka rijeke Slizza, Tarvisio, IT 1 AY667130
Gail Dunav Schinzengraben, Pressegger See, Hermangor, AT 1 AY667130
Gail Dunav Zainer Bach, Arnoldstein, AT 3 AY667130

GLazi Dunav Gorenji Lazi, Ribnica, SI 1 AY667144
Glinscica Dunav draga Glin��ica, Ljubljana, SI 1 AY667128
Gracani Dunav Gra�anski potok, Zagreb, HR 1  EF640346
Grapca Dunav Ba�ka grapa, Tolmin, SI 1 AY667121
Ivanec Dunav Ivane�ka �eljeznica, Ivanec, HR 1 EF640332

Kraljevec Dunav Kraljevec, Zagreb, HR 1 EF640341
Rakitna Dunav Rakitna, Ljubljana, SI 1 AY667126

Rouderbaach Dunav Alg�u, Auerberg, Bavaria, DE 1 AM180945
Rouderbaach Dunav Alg�u, Dachssee, Bavaria, DE 3 AM180944
Rouderbaach Dunav Rouderbaach, Grevenmacher, LU 1 AY667143

RRositsa1 Dunav bezimeni potok, Dunavski sliv, Gorna Rositsa, BG 2 EF640366
RRositsa2 Dunav bezimeni potok, Dunavski sliv, Gorna Rositsa, BG 1  EF640367

Sarni Dunav Sarni, Kraljev vrh, HR 1 EF640344
Velika Dunav Velika, Demirk�y, Kirklareli, TR 1 AY667131

VelikiPotok Dunav Veliki potok, Zagreb, HR 1 EF640349
Vrhovci Dunav bezimeni potok, Crkveni Vrhovci, HR 2  EF640342

Wienerwald Dunav Wienerwald, isto�na AT 1 AM180946
Zala Dunav draga Zala, Godovi�, Idrija, SI 1 AY667123

Zaplana Dunav Zaplana, Logatec, SI 1 AY667129
CrniLug GK bezimeni potok, Crni lug, HR 1 EF640338

GrivackiP GK Griva�ki potok, Grivac, Ko�evje, SI 1 AY667145
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Kupa GK Gerov�ica, Gerovo, HR 1  EF640336
Kupa GK rijeka Kupa blizu  Dolenja �aga, Ko�evje, SI 1 AY667140

Osilnica GK draga Belica, Ko�evje, SI 3 AY667125
Cetina LD Source Jezero, Cetina, Sinj, HR 1  EF640348
Prijeboj LD Prijeboj, Plitvica, HR 1 EF640340

Bosava1 SB Bo�ava, planina Ko�uf, mountain, MK 1 EF640352
Bosava1 SB Bo�ava, planina Ko�uf, MK 1 EF640352
Bosava2 SB Bo�ava, planina Ko�uf, MK 1 EF640353
Jakupica SB bezimeni potok, planina Jakupica, MK 1 EF640350
RGornja SB bezimeni potok, Gorna Reka, planina Ko�uf, MK 1 EF640355
Batania SB Batania, Ko�pa, Pol�kastro, GR 2 AY667138
Kefalari SB Ano Kefalari, Drama, GR 1 AY667132

Koursovit SB Koursovit, Karidoh�ri, Sidir�kastro, GR 1 AY667134
Maras SB Maras, Pige, Drama, GR 1 AY667133
Milli1 SB M�lli, Ang�stro, Sidir�kastro, GR 1 AY667135
Milli2 SB M�lli, Ang�stro, Sidir�kastro, GR 1 AY667137

Ramna SB Ramna, Akritoh�ri, Sidir�kastro, GR 2 AY667136
RCrnojevica SB Rijeka-Crnojevica, Cetinje, ME 1 AY667139

Struma SB pritoka rijeke Struma, Sandanska Bistrica, BG 2 AM180948
Vrljika VR Vrljika, kanal Badnjevice, Imotski, HR 1 EF640356

Bjelolasica ZPB bezimeni potok, Bjelolasica, HR 1 EF640358
Sartuk ZPB Sartuk, Plitvica, HR 1 EF640339
Suvaja ZPB Suvaja, �umberak, HR 1 EF640337

OUTGROUP Astacus astacus AY667146

3.1.3. Reagensi i laboratorijski materijal za molekularno filogeneti�ke
metode

Kemikalije

• KEMIKA (Hrvatska)
- Etanol
- Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA)
- Izopropanol
- Kloridna kiselina
- Natrijev klorid
- Octena kiselina

• SIGMA (SAD)
- Etidij �  bromid
- Natrij - dodecil sulfat (SDS)
- Orange G (boja)

• RIEDEL-deHA�N (Njema�ka)
- Tris-(hidroksimetil)-aminometan (TRIS)

• ROCHE (�vicarska)
- Agaroza LE
- mQ H2O (ultra�ista voda, filtrirana preko sustava milli -Q)
- DNA faga �
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Puferske otopine

• TAE pH 8,0 (Sambrook i Rusell, 2001) :
- 40 mM Tris-acetat
- 1 mM EDTA

• TE pH 8,0 (Sambrook i Rusell, 2001) :
- 10 mM Tris
- 1 mM EDTA

Osnovni laboratorijski materijali

• EPPENDORF (Njema�ka)
- Nastavci za mikropipete 10 mL, 200 mL i 1000 mL
- Mikroepruvete 1,5 mL
- Mikroepruvete 1,5 mL Safe-Lock
- PCR-mikroepruvete 0,5 mL Thin-Walled
- PCR-mikroepruvete 0,2 mL

• GILSON (SAD)
- Nastavci za mikropipete 10 mL, 200 mL, 1000 mL i 10 mL

• MOLECULAR BIOPRODUCTS (SAD)
- ART 10mL, 20 mL i 200 mL - nastavci za mikropipete s filterima

• PECHINEY PLASTIC PACKAGING (SAD)
- Parafilm M �  Laboratory film

• TROGE (Njema�ka)
- TRO-SENSOSOFT�  vinyl - za�titne r ukavice

Enzimi

• ROCHE (�vicarska)
- RNaza A
- proteinaza K

• QIAGEN (Njema�ka)
- proteinaza K

Po�etnice za lan�anu reakciju polimerazom

• INVITROGEN (SAD)
- Invitrogen Custom Primers

16Sar: 5’-  CGCCTGTTTATCAAAAACAT �  3’
16Sbr: 5’ �  CCGGTCTGAACTCAGATCACGT -3’
LCO-1490:  5’ �  GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG �  3’
HCO-2198: 5’ �  TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA -3’
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Elektroforetski standardi

DNA vrste Tenebrio molitor djelomi�no razgra�ena restrikcijskom endonukleazom EcoRI

koja daje ljestvicu fragmenata po�etnog monomera veli�in e 142 pb te njegovih vi�ekratnika.

Kompleti reagensa

� EPPENDORF (Njema �ka)
HotMasterMix (2.5X) - komplet reagensa za lan�anu reakciju polimerazom

� ROCHE (�vicarska)
High Pure PCR Product Purification Kit - komplet reagensa za pro�i��avanje produkata
lan�ane reakcije polimerazom (PCR) i izolaciju fragmenata DNA iz agaroznog gela

� QIAGEN (Njema �ka)
DNeasy Tissue Kit �  komplet reagensa za izolaciju ukupne genomske DNA iz �ivotinjskog
tkiva
QIAquick PCR Purification Kit �  komplet reagensa za pro�i��avan je produkata lan�ane
reakcije polimerazom (PCR)

Tehni�ka oprema i ure�aji

Adapteri za centrifugu: Adapteri za 0.2 mL PCR-mikroepruvete za 1.5/2.0 mL rotor
(Eppendorf, Njema�ka)
Adapter za digitalni fotoaparat: Adapter Ring for Olympus (Kenko, Japan)
Analiti�ka vaga:  EW 150-3M (Kern, Njema�ka)
Centrifuga: miniSpin plus (Eppendorf, Njema�ka)
Digitalni fotoaparat: Camedia C-4000 Zoom (Olympus, Japan)
Filter za etidij-bromid: Digital filter 590 nm (Peca Products Inc., SAD)
Kadice za elektroforezu: Mini-Sub Cell i Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad, SAD)
Kadice za pripremu agaroznih gelova: Gel Caster, GT UVTP Gel Tray i Fixed High Comb
(Bio-Rad, SAD)
Magnetska mije�alica: Bibby Sturat (Barloworld Scientific, UK)
Mikrovalna pe�nica:  Intellowave (LG, Republika Korea)
Mikropipete: Pipetman 2µL, 20 µL, 200 µL, 1000µL i 10 mL (Gilson, SAD)  i
Eppendorf Research 10 µL, 20µL, 100µL, 200µL i 1000µL (Eppendorf, Njema�ka)
Napajanje: Power Pac 300 (Bio-Rad, SAD)
pH metar: pH Meter 744 (Metrohm, �vicarska)
Reza� parafilma: Heathrow Scientific (SAD)
Termostat: TermoStat plus (Eppendorf, Njema�ka)
Thermal cycler: Mastercycler personal (Eppendorf, Njema�ka)
Transiluminator: UV Transilluminator  TR2000 (Bio-Rad, SAD)
Vodene kupelji: High Performance Water Bath 1225 (Shell Lab, SAD)
Vortex mije�alica :  Bibby Sturat Vortex Mixer SA7 (Barloworld, UK)
Zamrziva� -80 0C: Ultra Low Temperature Freezer U101-86 (New Brunswick Scientific, UK)
Zamrziva� -20 0C i  hladnjak +40C: Express Cool GR-282MF (LG, Republika Korea)
Zatvara� za PCR -mikroepruvete: Capping Aid (Eppendorf, Njema�ka)
Za�titni pokrov od UV zra�enja za transiluminator s nosa�em za digitalnu kameru:
Digital Hood DH-27 (Peca Products Inc., SAD)
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3.2. METODE

3.2.1. Izolacija DNA
DNA je izolirana pomo�u kompleta reagensa �DNeasy Tissue Kit� prema uputama

proizvo�a�a. Zavr�na elucija izolirane DNA provedena je sa 100 �L i 200 �L elucijskog

pufera �ime smo dobili dvije razli�ite koncentriracije DNA koje smo koristili u eksperimentu.

3.2.2. Umna�anje fragmenata DNA lan�anom reakcij om polimerazom
(PCR)

Reakcija umna�anja fragmenata DNA lan�anom reakcijom polimerazom izvedena je u

volumenu reakcijske smjese od 50 �L koja je sadr �avala pojedine reagense, u sljedecim

omjerima:

Enzim HotMasterTM Taq �  Taq 1,5U, PCR pufer 1 X,
dNTP 0,25 mM, MgCl2 2,5 mM, Po�etnice 0,4 �L, DNA kalup 25 -200 ng

Uz svaki niz PCR reakcija upotrebljavana je negativna kontrola koja sadr�i iste koli�ine

svih sastojaka kao i PCR smjesa izuzev prisutnosti kalupa DNA. Negativne kontrole u

svakom nizu PCR reakcija radimo kako bi ustanovili eventualnu kontaminaciju kompleta

reagensa ili pojedinih sastojaka PCR smjese.

Umna�anje fragmenata DNA lan�anom reakcijom polimerazom zapo�injalo je

dvominutnom preddenaturacijom kalupa DNA na 94 0C iz �ega je uslijedilo 30 do 35 ciklusa

programa. Svaki ciklus se sastoji od tri karakteristi�na koraka. Prvo se odvija denaturacija

kalupa DNA, nakon denaturacije dolazi do sljepljivanja po�etnica i DNA kalupa, te na kraju

do sinteze novih fragmenata DNA molekule. Ovisno o uporabljenom  kompletu reagensa ili

enzima pojedini koraci su imali razli�ita vremena trajanja (Tablica 6). Broj ciklusa (n) je bio 30

ili 35 ovisno o kori�tenom kompletu reagensa ili enzima.

Svaki program okon�an je zavr�nom reakcijom sinteze DNA u trajanju 7 minu ta na 65 0C

ili 72 0C ovisno o kompletu reagensa ili enzimu. Time je omogu�eno dovr�avanje sinteze svih

zapo�etih fragmenata DNA te dodavanje adenozina na 3’ kraj svakog fragmenata koji

omogu�ava, prema potrebi, kloniranje PCR produkata u T -plazmidni vektor.

TABLICA 6. Vremena trajanja (t/s) i temperature (T/�C) na kojima su se odvijali pojedini koraci ciklusa
umna�anja fragmenata lan�anom reakcijom polimerazom (PCR), n �  broj ciklusa

PRE-
DENATURACIJ
A

DENATURACI
JA

SLJEPLJIVA
NJE SINTEZA ZAVR�NA

SINTEZAKit/Enzim

T�C t/s T�C t/s T�C t/s T�C t/s T�C t/s

n

PCR Master 94 120 94 30 55 40-45 65 60 72 420 30

HotMasterMix 94 120 94 30 50 40-45 72 40 72 420 35
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U reakcijama lan�anom reakcijom polimezarom kori�tene su po�etnice za umna�anje

fragmenta 16S rRNA gena (Simon i sur. 1994) i po�etnice za umna�anje fragmenta gena za

podjedinicu I citoktom-oksidaze (COI) (Folmer i sur., 1991).

16Sar: 5’ - CGCCTGTTTATCAAAAACAT - 3’
16Sbr: 5’ - CCGGTCTGAACTCAGATCACGT - 3’
LCO-1490:  5’ �  GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG �  3’
HCO-2198: 5’ �  TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA -3’

Po�etnica 16Sar duga je 20 parova baza, a 16Sbr 22 parova baza. Obje su

uravnote�enog nukleotidnog sastava, te nemaju osi simetrije. Stupanj me�usobne sli�nosti u

nukleotidnom slijedu izme�u po�etnica specifi�ni h za umna�anje pojedinog fragmenta je

nizak. Ostale karakteristike po�etnica dane su u tablici.

Po�etnice za COI su duge 25 i 26 nukleotida, te su uravnote�enog nukleotidnog sastava.

Nemaju osi simetrije. Stupanj me�usobne sli�nosti u nukleotidnom slijedu me�u po�etnicama

specifi�nim za umna�anje pojedinog fragmenta je nizak (Tablica 7).

TABLICA 7. Karakteristike po�etnica 16Sar i 16Sbr
Po�etnica G + C % Tm Mr Pb

16Sar 35 51.2 5996.0 20
16Sbr 54.6 62.1 6631.4 22
LCO 32 56,4 7658,1 25
HCO 34,6 58,5 7916,3 26

G + C % - postotak udjela gvanina i citozina u po�etnici
Tm �  temperatura mek�anja po�etnice
Mr �  molekulska masa po�etnice
Pb �  broj parova baza po�etnice

3.2.3. Elektroforetsko odjeljivanje fragmenata DNA

Elektroforeza je standardna metoda za brzu i jednostavnu analizu DNA (identifikaciju,

razdvajanje, odre�ivanje koli�ine i pro�i��avanje DNA).

Fragmenti koji su dobiveni nakon lan�ane reakcije polimeraze razdvajani su na 1%

agaroznom gelu. Agarozni gelovi su pripremani u 1 X TAE puferu.

Elektroforeza je provo�ena u istom puferu pri jakosti struje od 70 do 120 mA i u

elektri�nom polje jakosti 5 V/cm. Radi pra�enja elektroforeze u uzorke smo dodali boju

orange G (1/3 ukupnog volumena).
Za odre�ivanje veli�ine fragmenata na gelu kori�teni je standard genomske DNA

Tenebrio molitor razgra�en pomo�u restrikcijske endonukleaze EcoRI

Da bi DNA u�inili vidljivo m pod UV svjetlom valne duljine 312 nm agarozne gelove smo

nakon elektroforeze uronili u 0,5 mg/ml vodenu otopinu etidij-bromida 15-20 minuta nakon
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�e ga su fotografirani na transiluminatoru pomo�u digitalnog fotoaparata spojenog na osobno

ra�unalo ( Slika 10).

SLIKA 10. Fotografija agaroznog gela nakon elektroforeze i bojanja u etidij bromidu

3.2.4. Odre�ivanje primarne strukture DNA (sekvenciranje)

Pro�i��eni fragmenti molekula DNA nakon lan�ane reakcije polimerazom poslani su u

tvrtku Macrogen inc. sa sjedi�tem u Ju�noj Koreji radi odre�ivanja primarne strukture

molekula DNA.

Nukleotidni sljedovi fragmenta molekula DNA u�itani su s korisni�ke strani ce Macrogen

inc. u obliku fasta, pdf i scf datoteka. Za �itanje scf datoteka upotrebljavan je ra�unalni

program Chromas LITE 2.0 u�itan sa internet stranice

www.technelysium.com.au/chromas.html.

3.2.5. Molekularno-filogeneti�ke analize

a) Sravnjivanje sekvenci i pretra�ivanje baze podataka
Sekvence su sravnjene globalno i lokalno.

Kvaliteta globalnog sravnjivanja sekvenci izravno utje�e na r ezultate molekularno

filogenetske analize jer se stope i uzorci promjena u sekvencama ne mogu analizirati osim

ako se one mogu sravniti.

U slu�aju da su sekvence evolucijski povezane, prilikom sravnjivanja njihovi �e se

ostaci slagati u iste kolone. Razlike koje su vidljive izme�u dvije sekvence posljedica su

insercija, delecija i/ili supstitucija u sekvenci tijekom evolucijske pro�losti.
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Primarni sljedovi nukleotida dobiveni sekvenciranjem gena za COI iz vrsta

Austropotamobius torrentium, Astacus astacus vi�estruko su sravnjeni i ure�eni pomo�u

programa ClustalX 1.83  (Thompson i sur., 1997) i BioEdit 7.0.5.2  (Hall, 1999).

Metode lokalnog sravnjivanja temelje se na pronala� enju homolognih regija izme� u

sekvenci koje se uspore� uju, s time da nije bitno na kojem se mjestu nalaze te homologne

regije (na primjer, pozicija od prvog do 20. nukleotidnog ostatka u sekvenci 1 mo� e se

sravniti s pozicijama 70 do 90 sekvence 2). Ova je metoda puno fleksibilnija od metode

globalnog sravnjivanja i omogu� uje pronala� enje homolognih regija koje se nalaze na

razli� itim mjestima u razli� itim sekvencama.

Konsenzus sekvenca gena COI i 16S uspore�ene su sa sekvencama dostupnima

preko baza podataka NCBI, EMBL (European Molecular Biology Laboratory) i DDBJ (DNA

Data Bank of Japan). Usporedbe su napravljene pomo�u programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) (Altchul i sur., 1990, 1997) koji slu�i za pronala�enje homologije

me�u sekvencama obra�enim u eksperimentalnom dijelu i sekvencama koje se nalaze u

bazama podataka. BLAST je postao de facto standard za pretra�ivanje i lokalno sravnjivanje

(Altschul i sur., 1990), a njegov se algoritam, koji je postao vrlo popularan zbog

pristupa�nosti, brzine i to�nosti, i dalje razvija.

Sekvence dobivene iz uzoraka vrste Austropotamobius torrentium, prikazane u tablici

3, unesene su u bazu podataka upotrebom programa Sequin 6.0.

b) Bayesian analiza
Ovo je relativno nova metoda u filogenetskoj analizi, koja postaje metodom izbora kod

ve�ine najnovijih filogenetskih istra�ivanja (Mallatt i sur., 2004, Utevsky i Trontelj, 2004,

Waters i Roy, 2004, Wahlberg i sur., 2005). Bayesian analiza (Rannala i Yang, 1996, Mau i

Newton, 1997, Mau i sur., 1999) temelji se na spoznaji o vjerojatnostima koje su procijenjene

na osnovi nekog modela tzv. naknadnim vjerojatnostima (posterior probabilities).

Bayesian analiza provedena je pomo�u programa Mr. Bayes 3.1.1  (Ronquist i

Huelsenbeck, 2003) upotrebom metode Metropolis-coupled Markov Chain Monte Carlo koja

se temelji na nizu neovisnih potraga za skupom najboljih stabala s povremenim izmjenama

informacija izme�u potraga. Dvije najve�e prednosti Bayesian analize, pred o stalim sli�nim

tipovima analiza, prije svega u odnosu na analizu metodom najve�e vjerojatnosti, le�e u

sposobnosti algoritma da tra�i grupe najboljih stabala, a ne jedno najbolje stablo, kao i

mogu�nost izmjene informacija tijekom analize me�u vi�e neovisn ih potraga za najboljom

grupom stabala.
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c) Izra�un avanje geneti�ke udaljenosti (p) i nukleotidne raznolikosti (π)

Geneti�ka udaljenost (p) je broj koji govori koliko se dvije uspore�ivane sekvence

razlikuju (Nei i Kumar, 2000). Sekvence koje su evoluirale od nekog zajedni�kog pretka

tijekom vremena nakupljaju promjene kao rezultat djelovanja evolucijskih procesa.

Najjednostavniji na�in za mjerenje divergencije me�u sekvencama je brojanje pozicija na

kojima se razlikuju nukleotidi. Ukoliko znamo geneti�ke  udaljenosti me�u svim parovima

sekvenci unutar skupa od N sekvenci, te udaljenosti pru�aju temelj za rekonstrukciju

evolucijskog stabla koje povezuje te sekvence, odnosno iz geneti�ke udaljenosti mo�e se

izra�unati vrijeme koje je proteklo od odvajanja se kvenci pod pretpostavkom djelovanja

molekulskog sata.

Nukleotidna raznolikost (π) je broj koji pokazuje raznolikost nukleotidnih sekvenci unutar

skupine haplotipova.

Geneti�ka udaljenost izra�unata je programom MEGA 3.1. (Kumar i sur., 2004), a kako

taj program nema HKY model s gama distribucijom, kori�ten je Tajima -Nei model s gama

distribucijom kao najsli�niji modelu HKY (Nei i Kumar, 2000).

3.2.6. Morfometrijska i meristi�ka mjerenja

Svakom ulovljenom raku su izmjerene, pomo�u digitalnog pomi�nog mjeri la, 23
morfometrijske zna�ajke  (od kojih neke i za desnu i za lijevu stranu �ivotinje) (Slika 11 i

Tablica 8) i zabilje�eno je 5 meristi�kih zna�ajki  za lijevu i desnu stranu �ivotinje (broj

trnova na telzonu, broj trnova na egzopoditu antena, broj i polo� aj trnova na merusu tre�eg

maksilipeda, prisutnost i veli�ina talona na drugom paru pleopoda u mu�jaka, prisutnost i

nagla�enost rostralne kreste) (Slika 12 i Tablica 9).

SLIKA 11. Mjerene morfometrijske zna�ajke (preuzeto iz Sint et al., 2005)
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TABLICA 8. Obja�njenje kratica kori�tenih u morfometrijskim mjerenjima.

KRATICA ZNA�AJKA
CLL Duljina nepomi�nog prsta
CFL Duljina pomi�nog prsta
CPL Duljina dlana
CLH Debljina klije�ta
APP Duljina apeksa
ROL Duljina rostruma
HEL Duljina glave
ARL Duljina prsa
CEF Duljina cefalotoraksa
CPH Debljina prsa
ABL Duljina repa
ABH Debljina repa
TEL Duljina telzona
TL Totalna duljina
CLW �irina klije�ta
HEW �irina glave iza o�iju
ROW �irina rostruma
CGW �irina glave ispred cerviklane brazde
CPW �irina prs a iza cervikalne brazde
ARW �irina areole
CEW �irina cefalotoraksa prije repa
ABW �irina prvog za�anog koluti�a
TEW �irina telzona

Obzirom da se morfolo�ka obilje�ja karapaksa mogu pokazati korisnima pri razlikovanju

populacija (Sint i sur., 2005), u daljnje analize uklju�ena je i bo�na zakrivljenost karapaksa

izra�ena kao kut � ( Slika 11). Bo�na zakrivljenost izra�ena je u stupnjevima (degrees), a

izra�unata je na naj�irem dijelu karapaksa kori�tenjem slijede�e formule:

Morfometrijska mjerenja su izvr�ena digitalnim pomi�nim mjerilom s to�no��u od 0,01

mm. Za svako mjereno morfometrijsko obilje�je populacije su opisane standardnim

deskriptivnim statisti�kim metodama (broj jedinki, srednja vrijednost, minimum, maksimum,

standardna devijacija), koje se upotrebljavaju kako bi se opisale zna�ajke neke skupine

rezultata. Nakon toga podaci za morfometrijska obilje�ja su normalizirani tako �to im je

vrijednost podijeljena s odgovaraju�om postorbitalnom duljinom (POL=HEL+ARL) i u

rezultatima koji se odnose na morfometrijske zna�ajke uzimali smo u obzir samo

normalizirane ulazne vrijednosti.

Morfometrijski i meristi�ki podaci su zatim obra�eni Mann -Whitney U testom kako bi se

utvrdile razlike me�u mu�jacima i �enkama, kao i me�u populacijama grupiranim prem a

rezultatima geneti�ke analize. Stepwise metodom izdvojena su morfometrijska obilje�ja koja

najvi�e doprinose diskriminaciji populacija te je provedena diskriminantna analiza.
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Cjelokupna statisti�ka obrada podataka izvedena je pomo�u programa Microsoft Excel i

Statistica, a u svim statisti�kim analizama kori�ten je nivo zna�ajnosti od 5% (p<0,05).

SLIKA 12. Bilje�ene meristi�ke zna�ajke.

TABLICA 9. Popis kratica i nazivi vezani uz meristi�ku zna�ajku merus 3. maksilipeda
kratica zna�enje
MxLDis (MLVD) Lijevi merus, pozicija trnova ventralna distalno
MxLProx (MLVP) Lijevi merus, pozicija trnova ventralna proksimalno
MxLCentr (MLVC) Lijevi merus, pozicija trnova ventralna centralno
MxLUbiq (MLVU) Lijevi merus, pozicija trnova ventralna ubikvitalna(posvuda)
MxDDis (MDVD) Desni merus, pozicija trnova ventralna distalno
MxDProx (MDVP) Desni merus, pozicija trnova ventralna proksimalno
MxDCentr
(MDVC)

Desni merus, pozicija trnova ventralna centralno

MxDUbiq (MDVU) Desni merus, pozicija trnova ventralna ubikvitalna (posvuda)
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3.3. PODRU�JE ISTRA�IVANJA

Park prirode � umberak - Samoborsko gorje obuhva� a oko 350 km2, a zakonom je

progla� en parkom prirode 28. svibnja 1999. Prema zakonu o za�titi prirode, park prirode je

prostrano prirodno ili dijelom kultivirano podru�je s nagla�enim estetskim, ekolo�kim,

odgojno-obrazovnim, kulturno-povijesnim i turisti�ko -rekreacijskim vrijednostima, a u njemu

su dopu�tene djelatnosti kojima se ne ugro�avaju njegove bitne zna�ajke i uloge (Zakon o

za�titi prirode, 2 005).

Park prirode smje�ten je 30 -ak kilometara jugozapadno od Zagreba (Slika 13) te

predstavlja izdvojeno brdsko ruralno podru�je koje u svom sastavu nema niti jednog

gradskog naselja.Obuhva�a najve�i dio prostora masiva Samoborskog i �umbera�kog gorja:

�umbera�ko gorje vi�e je i zapadnije, s najvi�im vrhom Sv. Gera (1178 m), a Samoborsko

gorje ni�e je i pitomije s najvi�im vrhom Japeti� (871 m).

SLIKA 13. Geografski polo�aj Parka prirode �umberak - Samoborsko gorje

Najve�i dio teritorija je podru�je  kr�kog reljefa s brojnim povr�inskim i podzemnim

kr�kim i fluviokr�kim reljefnim oblicima i kr�kom hidrologijom. Prema geolo�koj starosti

najstarije stijene na podru�ju Parka datiraju iz razdoblja paleozoika (perm - vi�e od 250

milijuna godina), a u gra�i  prevladavaju dolomiti trijaske starosti te jurske i kredne naslage

vapnenca, �to je uvjetovalo postanku kr�a koji prekriva �ak 90% povr�ine PP. Pojava,
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prostorni raspored i zna�ajke kr�kog reljefa u uskoj su vezi s uvjetima koji su utjecali na

njihovo stvaranje: geolo�kom gra�om (dolomiti/vapnenac) i tektonskom strukturom terena,

paleoklimatskim i recentnim klimatskim i hidrogeografskim uvjetima, biljnim pokrovom, a

posredno i antropogenim utjecajima (Buzjak, 2002).

Glavni vodotoci Bregane, Lipova�ke i Rud arske Gradne, Kup�ine i Slapnice tvore

morfolo�ki i biolo�ki zanimljive duboko usje�ene doline, a u nekima od njih nailazi se i na

slapove i jo� uvijek aktivne sedrene barijere.

Osim rijeka, podru�je Parka prirode karakterizira velik broj izvora. Do sada su

prikupljeni osnovni podaci za ukupno 337 izvora, a me�u njima se po svojoj izda�nosti isti�e

5 izvora koji uvijek daju od 10 do 100 litara vode u sekundi (Slika 14).

SLIKA 14. Potok Zeleni Vir na kojem je  ulovljeno 8 jedinki vrste A.torrentium

Raznolikost stani�ta uvjetovala je veliku biolo�ku raznolikost ovoga kraja.

Vegetacijski pokrov �ine ve�inom listopadne �ume, i to bukove, mije�ane hrastovo -

bukove i hrastovo-grabove �ume u ni�im predjelima. �umski pokrov izmjenjuje se s

vegetacijom travnjaka, polja, livada, pa�njaka, ali i kultiviranim povr�inama kao �to su polja,

vo�njaci i vinogradi.

Osim biljnim, ovo podru�je obiluje i �ivotinjskim vrstama, �to kralje�njacima, �to

beskralje�njacima, od kojih su mnoge i za�ti �ene Zakonom Republike Hrvatske

(http://www.pp-zumberak-samoborsko-gorje.hr).
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4.1. MOLEKULARNO � FILOGENETI�KE ANALIZE

4.1.1. Sravnjivanje i obrada sekvenci

Za sekvence kori�tene pri globalnom sravnjivanju smatra se da imaju zajedni�kog

pretka. Homologni ostaci sekvenci se poredaju u iste kolone, te je ponekad pri takvom

sravnjivanju potrebno uvesti razmake (gaps) jer su sekvence razli�itih duljina.

Primarni sljedovi nukleotida dobiveni sekvenciranjem gena za COI i 16S rRNA iz vrsta

Austropotamobius torrentium i Astacus astacus vi�estruko su sravnjeni i ure�eni. Prilikom

ure�ivanja izostavljeni su po�etci i krajevi sekvenci koji su bili puno du�i od ostataka

sekvenci ili su imali vrlo velika podru�ja insercija i delecija nakon sravnjivanja. Na ovaj na�in

su se analizirala jedino mjesta koja su filogenetski informativna.

Sekvence COI imale su duljinu 592 do 601 pb, a konsenzus sekvenca COI bila je

duga�ka 596 pb. Sekvence 16S imale su duljinu od 462 do 464 pb, a konsenzus sekvenci

16S bila je duga� ka 463 pb.

Analiza sravnjenih sekvenci pokazuje karakteristi�an nukleotidni sastav za

mitohondrijsku DNA beskralje�njaka (Wolstenholme, 1992). Nukleotidni sastav razli�itih

sekvenci vrlo malo varira oko srednje vrijednosti te pokazuje vrlo ujedna�en raspored baza.

Jedino uzorak A. astacus pokazuje ve�u varijabilnost prema ostalim uzorcima te je zbog toga

kori�ten kao vanjska grupa pomo�u koje su ukorijenjena filogenetska stabla.

Lokalno sravnjivanje provedeno je uspore� ivanjem konsenzusa sekvenci gena COI i

16S sa sekvencama dostupnima preko baza podataka NCBI, EMBL (European Molecular

Biology Laboratory) i DDBJ (DNA Data Bank of Japan). Kao i kod vi� estrukog sravnjivanja, i

ovdje je ponekad potrebno uvesti razmake (gaps) kao kompenzaciju za mogu� e insercije ili

delecije u sekvenci koja je relativna nekoj drugoj.

Rezultati pretra�ivanja pokazali su visoki stupanj homologije nukleotidnih sekvenci

dijelova gena COI i gena za 16S rRNA dobivenih u eksperimentalnom dijelu i sekvenci uzetih

iz baze podataka. Taj podatak sa sigurno��u pokazuje da su pokusima uspje�no izolirane i

umno�ene odre�ene regije gena COI, odnosno gena za 16S rRNA.

Sravnjivanje je pokazalo da su sekvence odre�enih jedinki identi�ne pa su takve

sekvence svedene pod zajedni�ki haplotip .
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Identi�ne 16S rRNA sekvence za jedinke A. torrentium iz PP �umberak -Samoborsko gorje

su :

   Haplotype1: >6ZS_16Sar - >8ZS_16Sar - >10ZS_16Sar - >4ZS_16Sar
   Haplotype2: >1ZS_16Sar - >2ZS_16Sar
   Haplotype3: >21ZS_16Sar - >22ZS_16Sar - >25ZS_16Sar - >26ZS_16Sar - >27ZS_16Sar

- >28ZS_16Sar - >29ZS_16Sar - >30ZS_16Sar - >31ZS_16Sar - >32ZS_16Sar -
>50ZS_16Sar - >51ZS_16Sar - >52ZS_16Sar - >53ZS_16Sar - >54ZS_16Sar -
>55ZS_16Sar - >56ZS_16Sar - >57ZS_16Sar - >59ZS_16Sar - >60ZS_16Sar -
>61ZS_16Sar

   Haplotype4: >23ZS_16Sar - >58ZS_16Sar
   Haplotype5: >11ZS_16Sar - >12ZS_16Sar
   Haplotype6: >13ZS_16Sar - >14ZS_16Sar - >15ZS_16Sar - >16ZS_16Sar - >17ZS_16Sar

- >18ZS_16Sar - >19ZS_16Sar - >20ZS_16Sar - >33ZS_16Sar - >34ZS_16Sar -
>35ZS_16Sar -  >36ZS_16Sar - >37ZS_16Sar - >39ZS_16Sar - >41ZS_16Sar

   Haplotype7: >42ZS_16Sar - >46ZS_16Sar
   Haplotype8: >43ZS_16Sar - >47ZS_16Sar - >48ZS_16Sar - >49ZS_16Sar
   Haplotype9: >44ZS_16Sar - >45ZS_16Sar

Identi�ne COI sekvence za jedinke A. torrentium iz PP �umberak -Samoborsko gorje su :

   Haplotype1: >50ZS_LCO - >52ZS_LCO - >53ZS - >61ZS_LCO
   Haplotype2: >21ZS_LCO - >28ZS_LCO - >29ZS_LCO - >30ZS_LCO
   Haplotype3: >22ZS_LCO - >25ZS_LCO - >26ZS_LCO
   Haplotype4: >57ZS_LCO - >58ZS_LCO
   Haplotype5: >56ZS_LCO - >60ZS_LCO
   Haplotype6: >44ZS_LCO - >46ZS_LCO
   Haplotype7: >15ZS_LCO - >19ZS_LCO - >35ZS_LCO - >36ZS_LCO - >39ZS_LCO -

>40ZS_LCO - >41ZS_LCO
   Haplotype8: >14ZS_LCO - >16ZS_LCO - >17ZS_LCO - >18ZS_LCO

Haplotipovi su imenovani ovisno o lokaciji gdje su jedinke ulovljene, uzimaju�i u obzir

da ponekad jedinke s razli�itih lokacija pripadaju istom haplotipu. Obzirom da su se 16S

sekvence grupirale razli�ito od COI sekvenca, ime 16S haplotipa ponekad ne odgovara

imenu COI haplotipa. Popis svih sekvenci s pridru�e nim haplotip imenom nalazi se u tablici

3.

Analiziraju�i sve kori�tene sekvence (Tablica 3 do 5), dvije 16s rRNA sekvence

izolirane u ovom istra�ivanju pokazale su se identi�nima sekvencama izoliranima u ranijim

istra�ivanja, �ine�i dva haplotipa:

   Haplotype1: >CrniLug - >Blatizvm1
   Haplotype2: >Dolje - >Jarcur1

Takvi rezultati odmah ukazuju na prisutnost barem dvije genetski distinktivne populacije

rakova na podru�ju PP �umberak -Samoborsko gorje: jedne vezane uz podru�je srednje i

jugoisto�ne Europe,  odnosno Dunavski sliv (Dolje - Jarcur1) i druge koji pripadaju populaciji

rakova iz Gorskog Kotara (CrniLug - Blatizvm1).

Za sekvence COI se nije pokazalo nikakvo preklapanje postoje�ih haplotipova.
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4.1.2. Bayesian analiza

Rezultat analize su ukorijenjeni filogrami odnosa sekvenci za gen 16S rRNA i gen

COI s vrijednostima naknadnih vjerojatnosti u �vori�tima grananja (Slika 1 5 - 18).

Iz filograma je vidljivo da se sekvence prikupljene s razli�itih lokacija unutar PP

�umberak �  Samoborsko gorje uglavnom grupiraju ovisno o lokaciji, primjerice sekvence iz

Zelenog vira jasno su odijeljene od ostalih (Slika 15 i 16). Kako bi imali bolji uvid u njihov

geografski i geneti�ki kontekst, ove sekvence korelirane su s onima preuzetima iz ranijih

istra�ivanja i iz in ternetske baze sekvenci, obzirom da su haplogrupe za te sekvence ve�

utvr�ene. Dobiveni filogrami nalaze se na slici 1 7 i 18.
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SLIKA 15. Ukorijenjeni konsenzus filogram odnosa sekvenci-haplotipova gena za 16S rRNA vrste Austropotamobius torrentium na podru�ju PP
�umberak Samoborsko Gorje dobiven Bayesian analizom prema HKY85 modelu s gama distribucijom (Hasegawa i sur. 1985) upotrebom metode
�Metropolis-coupled Markov Chain Monte Carlo. Kratice su obja� njene u Tablici 3.
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SLIKA 16. Ukorijenjeni konsenzus filogram odnosa sekvenci-haplotipova gena za COI vrste Austropotamobius torrentium na podru�ju PP �umberak
Samoborsko Gorje dobiven Bayesian analizom prema HKY85 modelu s gama distribucijom (Hasegawa i sur. 1985) upotrebom metode �Metropolis-
coupled Markov Chain Monte Carlo. Kratice su obja� njene u Tablici 3.
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SLIKA 17. Ukorijenjeni konsenzus filogram odnosa sekvenci-haplotipova gena za 16S rRNA vrste Austropotamobius torrentium na podru�ju Europ e
dobiven Bayesian analizom prema HKY85 modelu s gama distribucijom (Hasegawa i sur. 1985) upotrebom metode �Metropolis-coupled Markov Chain
Monte Carlo. Sekvence dobivene iz jedinki iz PP �umberak -Samoborsko gorje ozna�ene su crvenom to�kom. Kratice su ob ja�njene u tablicama 3 i 4.
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SLIKA 18. Ukorijenjeni konsenzus filogram odnosa sekvenci-haplotipova gena za COI vrste Austropotamobius torrentium na podru�ju Europe dobiven
Bayesian analizom prema HKY85 modelu s gama distribucijom (Hasegawa i sur. 1985) upotrebom metode �Metropolis-coupled Markov Chain Monte
Carlo. Sekvence dobivene iz jedinki iz PP �umberak -Samoborsko gorje ozna�ene su crvenom to�kom. Kratice su obja�njene u tablicama 3 i 5.
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Konstruirani filogrami pokazuju da sekvence-haplotipove mo� emo grupirati u pet (COI),

odnosno �est (16S) odvojenih haplotip tj. geografskih skupina:

• sredi�nja i jugoisto�na Europa (Dunav)
• ju�ni Balkan
• Gorski kotar
• �umberak/Plitvice/Bjelolasica (�/P/B)
• Zeleni vir
• Lika i Dalmacija (samo 16S rRNA)

Svaki haplotip karakterizira jedinstven slijed nukleotida. Izme�u sekvenci unutar istog

haplotipa ne postoji nikakva geneti�ka udaljenost ( engl. pairwise distance).

Jedinke ulovljene na podru�ju PP �umberak -Samoborsko gorje su se na osnovu

molekularnih analiza mitohondrijskih gena 16S i COI svrstale u �etiri od �est geografskih

skupina: Dunav, Gorski kotar, Zeleni vir i �umberak/Plitvice/Bjelolasica (Slika 19 i 20) �to je

predstavlja ogromnu geneti�ku raznolikost i bogatstvo na tako maloj geografskoj povr�ini u

odnosu na cjelokupni areal vrste.

SLIKA 19. Haplotip (geografske) skupine poto� nih rakova (A. torrentium) u PP �umberak -
Samoborsko gorje
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SLIKA 20. Haplotip (geografske) skupine poto� nih rakova (A. torrentium)  PP �umberak -
Samoborsko gorje u odnosu na ostatak europskih populacija.

4.1.3. Geneti�ka udaljenost (p) i nukleotidna raznolikost ( � )

Geneti� ka udaljenost (p) je broj koji govori koliko se dvije uspore�ivane sekvence

razlikuju (Nei i Kumar, 2000). Zbog ovisnosti varijabilnosti sekvenci o mjestu u kodonu koristi

se kodon specifi� no izra� unavanje geneti� ke udaljenosti izme� u razli� itih sekvenci (Trontelj i

sur 2005).

Dobiveni rezultati su pokazali vrlo visoke geneti� ke udaljenosti izme� u haplotip

odnosno geografskih grupa (Tablica 10). Najve�e udaljenosti su ustanovljene izme�u

pojedinih grupa prisutnih u PP �umberak -Samoborsko gorje (Gorski kotar, Zeleni vir i

�umberak/Plitvice/Bjelolasica) te izme�u njih i haplogrupa sredi�nja i jugoisto�na Europa

(Dunav) i ju�ni Balkan. Najve�e geneti�ke udaljenosti za g en 16S rRNA ustanovljene su

izme�u haplogrupe Zeleni vir i Gorski kotar (0,044 -0,054), Gorski kotar i

�umberak/Plitvice/Bjelolasica (0,037 -0,048) i Zeleni vir i ju�ni Balkan (0,033 -0,044). Za

mitohondrijski gen COI ustanovljene su najve�e udaljenosti izme� u haplogrupe Gorski kotar i

Dunav odnosno ju�ni Balkan (0,077 -0,100 i 0,078-0,098) te Zeleni vir i Dunav (0,078-0,095).
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TABLICA 10. Geneti�ka udaljenost (p) za 16S i COI sekvence izme�u haplotip grupa:
�PB - �umberak/Plitvice/Bjelolasica, LD �  Lika i Dalmacija, JB �  ju�ni Balkan, Dunav �  sredi�nja i
jugoisto�na Europa, GK �  Gorski Kotar, ZV �  Zeleni vir

/ - haplogrupa LD nije zastupljena COI sekvencama

Nukleotidna raznolikost (� ) je broj koji nam pokazuje raznolikost nukleotidnih sekvenci

unutar skupine haplotipova. Zbog malih areala haplogrupa, gdje je bilo mogu�e izra�unali

smo i � /d, odnosno nukleotidnu raznolikost na rasponu od 100km, a rezultati su prikazani u

tablici 11. Nukleotidna raznolikost pokazala se najve�om za ju�ni Balkan (0,013 za 16S i

0,032 za COI), a najmanja za Gorski Kotar (0,003 za 16S) odnosno Zeleni vir (0,003 za

COI). Rezultati se mijenjaju kada nukleotidnu raznolikost koreliramo s promjerom areala, �to

je bilo mogu�e za sve populacije osim za Zeleni vir zbog toga  �to su jedinke ove haplogrupe

prona�ene u samo jednom potoku. Svedeno na zajedni�ki nazivnik od 100km, najve�u

nukleotidnu raznolikost za 16S sekvencu pokazuje haplogrupa �PB (0,0960) i GK (0,0865), a

za COI haplogrupa GK (0,01914) dok je najmanja nuklearna raznolikost zabilje�ena za

Dunav i to i za 16S (0,00049) i za COI sekvencu (0,00055).

TABLICA 11. . Nukleotidna raznolikost (�) i nukleotidna raznolikost na 100km (�/d) za 16S i COI
sekvence za pojedine haplotip grupe: �PB - �umberak/Plitvice/Bjelolasic a, LD �  Lika i Dalmacija,
JB �  ju�ni Balkan, Dunav �  sredi�nja i jugoisto�na Europa, GK �  Gorski Kotar, ZV �  Zeleni vir

/ - haplogrupa LD nije zastupljena COI sekvencama
* nije izra�eno zbog malog areala jedinki haplogrupe Zeleni vir (prona�ene u samo jednom
potoku duljine oko 100m)

16S COI
�PB �  LD 0,013 -  0,028 /
�PB - JB 0,020 �  0,037 0,069 �  0,097
�PB �  Dunav 0,018 �  0,031 0,067 �  0,090
�PB �  GK 0,037 �  0,048 0,066 �  0,078
� PB �  ZV 0,028 �  0,041 0,072 �  0,086
LD �  JB 0,015 �  0,031 /
LD �   Dunav 0,013 �  0,031 /
LD �  GK 0,028 �  0,037 /
LD �  ZV 0,028 �  0,039 /
JB �   Dunav 0,007 �  0,029 0,033 �  0,062
JB �  GK 0,031 �  0,044 0,078 �  0,098
JB �  ZV 0,033 �  0,044 0,078 �  0,090
Dunav �  GK 0,031 �  0,041 0,077 �  0,100
Dunav �  ZV 0,031 �  0,048 0,078 �  0,095
GK �  ZV 0,044 �  0,054 0,064 �  0,071

16S COI
� �/d � �/d

�PB 0,005 0,00960 0,014 0,00747
LD 0,004 0,00281 / /
JB 0,013 0,00252 0,032 0,00738

Dunav 0,007 0,00049 0,010 0,00055
GK 0,003 0,00865 0,005 0,01914
ZV 0,007 * 0,003 *
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4.1.4. Vrijeme razdvajanja

Vrijeme razdvajanja prema mitohondrijskom genu za COI izra�unato je prema

molekularnom satu temeljenom na prosje�noj stopi nukleotidnih supstitucija po milijun godina

kod dekapodih rakova, koji iznosi 0,020 (Wares i Cunningham, 2001).

Dobiveni podaci prikazani su u tablici 12.

TABLICA 12.  Vrijeme odvajanja izme�u haplotip skupina. Ra�unati su haplotipovi izme�u kojih je
geneti�ka udaljenost najve�a. Vrijednosti su izra�ene u milijunima godina; crvenom bojom
ozna�ena su najstarija razdvajanja po jedinih haplotipova, a plavom bojom najmla�a. (j.Balkan �
ju�ni Balkan; Dunav �  sredi�nja i jugoisto�na Europa; GK �  Gorski Kotar; �/P/B �
�umberak/Plitvice/Bjelolasica, Z.VIR �  Zeleni vir)

Najranije razdvajanje nastupilo je izme�u skupine haplogrupa Gorski kotar - Zeleni vir-

�umberak/Plitvice/Bjelolasica (�/P/B) i skupine haplogrupa Dunav - ju�ni Balkan, prije

izme�u 3,5 i 5 milijuna godina. Primjetno je da je do odvajanja unutar ovih grupa (Gorski

kotar - Zeleni vir-�umberak/Plitvice/Bjelolasica i Dunav - ju�ni Balkan) do�lo ne�to kasnije, a

najkasnije izme�u grupa ju�ni Balkan i Dunav koje s e je odigralo tek prije 1,65 do 3,1 mil

godina.

Mogu� i scenarij razdvajanja prvobitnih grupa poto� nog raka:

 1. Gorski kotar-Zeleni vir-�/P/B odvajanje od grupe ju�ni Balkan �  Dunav prije 3,4 - 5 mil g

 2. Gorski kotar-Zeleni vir odvajanje od grupe �/P /B prije 3,3 - 4,3 mil g.

 3. Gorski kotar se odvojio od grupe Zeleni vir prije 3,2 - 3,55 mil g.

  4.ju�ni Balkan se odvojio od grupe Dunav prije 1,65 - 3,1 mil.g.

K̈_~ª©~¬ a³¬~´ dh ƻLmL_
a³¬~ ŃKSRJ=PKN
dh PIV=QIV PIUR=R
ƻLmL_PIQR=QIURPIPR=QIRPIP=PIV
wKsfoPIV=QIRPIU=QITRPIO=PIRRPIS=QIP
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4.2. MORFOMETRIJSKE I MERISTI�KE ZNA�AJKE

Ukupno je izmjerena �ezdeset i jedna �ivotinj a; 37 mu�jaka i 24 �enke. Kako bismo utvrdili

razlikuju se me� usobno mu� jaci i � enke proveden je Mann-Whitney U test uz nivo

zna� ajnosti p< 0,05 (Tablica 13).

TABLICA 13. Rezultati Mann-Whitey U testa za razlike izme�u mu�jaka i �enki. Statisti�ki zna�ajn e
vrijednosti p su ozna�ne crvenom bojom. (Obja�njenja kratica za izmjerena morfometrijska
obilje�ja nalaze se u tablici 8.)

Ovdje treba napomenuti kako je upotrebom Spearmanovog koeficijenta korelacije

utvr� eno da je ve� ina morfometrijskih zna� ajki statisti� ki zna� ajno korelirana i za mu� jake i

za � enke (Prilog I i II), � to je uobi� ajeno za rakove iz porodice Astacidae (Streissl and H� dl,

2002). Ipak, kako bismo dobili � to bolji uvid u morfolo� ku varijabilnost populacija poto�nog

raka, obra� eni su podaci za lijevu i desnu stranu � ivotinja.

Kako je vidljivo iz Tablice 13, mu� jaci i � enke svih populacija najvi� e se me� usobno

razlikuju po izmjerenim vrijednostima za klije� ta (CLL, CFL, CLW, CLH) za lijevu i desnu

Morf.
zna�ajka

Broj
jedinki

(mu�jaci)

Broj
jedinki
(�enke)

U Z p-
vrijednost

dcll 36 24 142,0000 4,37589 0,000012
dcfl 36 24 210,0000 3,34982 0,000809
dcpl 36 23 384,0000 0,46625 0,641035
dclw 36 24 152,0000 4,22500 0,000024
dclh 36 24 128,0000 4,58714 0,000004
lcll 37 24 151,0000 4,32570 0,000015
lcfl 37 24 221,0000 3,29225 0,000994
lcpl 37 24 139,0000 4,50286 0,000007
lclw 37 24 193,0000 3,70563 0,000211
lclh 37 24 156,0000 4,25188 0,000021
dcef 37 24 406,0000 -0,56101 0,574790
lcef 37 24 396,0000 -0,70865 0,478545
rol 37 24 326,0000 -1,74209 0,081494

apex 37 24 416,0000 -0,41338 0,679331
row 37 24 404,0000 -0,59054 0,554830
hew 37 24 341,0000 1,52064 0,128352
cgw 37 24 430,0000 0,20669 0,836253
cpw 37 24 387,0000 0,84152 0,400059
hel 37 24 314,0000 -1,91925 0,054954
arl 37 24 314,0000 1,91925 0,054954
arw 37 24 388,0000 -0,82675 0,408377
cph 37 24 350,0000 -1,38777 0,165209
cew 37 24 360,0000 -1,24013 0,214928
abw 37 24 48,0000 -5,84633 0,000000
abl 37 24 191,0000 -3,73516 0,000188
abh 37 24 131,0000 -4,62096 0,000004
tel 37 24 197,0000 -3,64658 0,000266
tew 37 24 261,0000 -2,70171 0,006899
tl 37 24 183,0000 -3,85326 0,000117

alfa 37 24 339,0000 -1,55016 0,121103
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stranu tijela, abdomen (ABW, ABL, ABH), telzon (TEL, TEW) te ukupnu duljinu tijela (TL).

Razlike u veli� ini i obliku klije� ta i abdomena posljedica su spolnog dimorfizma koji je

prisutan u rakova porodice Astacidae (Streissl and H� dl, 2002) i zbog kojeg smo podatke za

mu� jake i � enke analizirali odvojeno.

Nakon podjele jedinki u odgovaraju� e grupe (Dunav: osam mu�jaka i dvije �enke,

� umberak/Plitvice/Bjelolasica: devet mu�jaka i deset �enki, Gorski Kotar: 13 mu�jaka i 11

�enki, Zeleni vir: sedam mu�jaka i jedna �enka), proveden je Mann-Whitney U test za one

grupe gdje je bilo dovoljno jedinki (� PB i GK) te su utvr� ene razlike me� u spolovima i unutar

grupa. Mu� jaci i � enke u vi� e se karakteristika razlikuju unutar grupe Gorski Kotar: skoro sve

vrijednosti izmjerene za klije� ta: DCLL, LCLL, DCFL, LCFL, DCLW, LCLW, DCLH, LCLH,

LCPL i sve vrijednosti za abdomen: ABW, ABL, ABH, duljina rostruma (ROL), � irina areole

(ARH), duljina telzona (TEL) i ukupna duljina jedinki (TL). Jedinke grupe

� umberak/Plitvice/Bjelolasica me� usobno se razlikuju po nekim karakteristikama klije� ta

(DCLW. LCLW, DCLH, LCLH, LCPL) i abdomena (ABW, ABL, ABH) te obliku karapaksa (kut

� ). Za grupe Dunav i Zeleni vir nije bilo mogu� e provesti statisti� ku analizu zbog ograni� enog

broja jedinki (dvije odnosno jedna � enka) (rezultati nisu prikazani).

Statisti�ki deskriptivno opisane izmjerene zna�ajke m u�jaka i �enki prikazane za svaku

populaciju zasebno prikazane su u tablicama 14 do 17.
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TABLICA 14. Deskriptivnom statistikom opisane morfometrijske i meristi�ke zna�ajke mu�jaka (a) i �enki (b) populacija grupe sredi�nja i jugoisto�na Europa
(Dunav). (Obja�njenja kratica za izmjerena morfometrijska obilje�ja nalaze se u Tablici 8.)

K



Rezultati
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TABLICA 15. Deskriptivnom statistikom opisane morfometrijske i meristi�ke zna�ajke mu�jaka (a) i �enki (b) populacija grupe �umberak/Plitvice/Bjelolasica
(�PB). (Obja �njenja kratica za izmjerena morfom etrijska obilje�ja nalaze se u T ablici 8.)



Rezultati
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TABLICA 16. Deskriptivnom statistikom opisane morfometrijske i meristi�ke zna�ajke mu�jaka (a) i �enki (b) populacija grupe Zeleni vir. (Obja�njenja kratica
za izmjerena morfometrijska obilje�ja nalaze se u T ablici 8.)



Rezultati
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TABLICA 17. Deskriptivnom statistikom opisane morfometrijske i meristi�ke zna�ajke mu�jaka (a) i �enki (b) populacija grupe Gorski Kotar (GK). (Obja�njenja
kratica za izmjerena morfometrijska obilje�ja nala ze se u tablici 8.)


