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Kratice

16S rTRNA — 16S ribosomska RNA

Apr — broj privatnih alela

Ag — alelno bogatstvo

COI — citokrom c oksidaza podjedinica 1

D4 — Nei genetske udaljenosti
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ESU — engl. Evolutionary Significant Unit, evolucijski znacajna jedinica
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Fsr — fiksacijski indeks
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Hp — uocena heterozigotnost

HWE — Hardy-Weinbergova ravnoteza

IAM — engl. infinite allele model

ITS2 — engl. internal transcribed spacer 2, unutarnja transkribirajuca razmaknica 2

IUCN - engl. International Union for Conservation of Nature, Medunarodne unije za

ocuvanje prirode

MCMC — engl. Monte Carlo Markov chain, Monte Carlo markovljevi lanci
mtDNA — mitohondrijska DNA

MU - engl. management unit, jedinica upravljanja

Na — broj alela

NGS - engl. Next Generation sequencing, sekvenciranje novih generacija

PCoA — analiza glavnih koordinata



SMM - engl. stepwise mutation model

SNP — engl. Single Nucleotide Polymorphism, polimorfizmi pojedina¢nog nukleotida

SSR — engl. Simple Sequence Repeat, jednostavne ponavljajuce sekvence

STR — engl. Short Tandem Repeats, kratke uzastopno ponavljajuce sekvence

TPM — engl. two phase model

VNTR - engl. Variable Number Tandem Repeat, varijabilni uzastopno ponavljajuci slijed

VU — engl. vulnerable, osjetljiva vrsta



1. Uvod

1.1. Slatkovodni rakovi

Slatkovodni rakovi porodice Astacidae pripadaju podredu Astacidea (red Decapoda,
deseteronozni rakovi) koji ukljucuje pet porodica s 38 rodova te preko 640 opisanih vrsta
(Crandall i De Grave 2017). Porodica Astacidae prirodno je rasprostranjena u Europi, Aziji i
Sjevernoj Americi, a Cine ju cCetiri roda: Austropotamobius (Skorikov, 1907), Astacus
(Fabricius, 1775), Pontastacus (Bott, 1950) 1 Pacifastacus (Bott, 1950) (Crandall i De Grave
2017). Na podruc¢ju Europe, jedina je autohtona porodica slatkovodnih rakova. Vrste ove
porodice nastanjuju slatkovodne vodotoke od Urala do Iberijskog poluotoka te Skandinavskog

poluotoka do Balkana (Kouba 1 sur. 2014).

Na podru¢ju Hrvatske obitavaju Cetiri autohotne vrste: potoCni rak Austropotamobius
torrentium (Schrank, 1803), bjelonogi ili primorski rak Austropotamobius pallipes
(Lereboullet, 1858), rijecni ili plemeniti rak Astacus astacus (Linnaeus, 1758) te uskoskari,
turski ili barski rak Pontastacus leptodactylus (Eschscholtz, 1823). Vrsta A. torrentium
rasprostranjena je u potocima kontinentalne Hrvatske na vi§im nadmorskim visinama; A.
pallipes na podrucju Istre, Like 1 Dalmacije; A. astacus u kontinentalnom dijelu Hrvatske u
rijekama dunavskog sliva te P. leptodactylus u isto¢noj i srediSnjoj Hrvatskoj (Maguire i sur.

2011).

Slatkovodni rakovi su klju¢ne vrstama slatkovodnih ekosustava. Odrzavaju ravnotezu stanista
zbog veli€ine tijela, duljine zivota, brojnosti, nacina hranjenja. Vazni su zbog svog utjecaja i
promjena koje unose u strukturu i funkciju ekosustava, a gubitak populacija moze ugroziti
bioraznolikost cijelog staniSta (Reynolds 1 Souty-Grosset 2012). Razli¢iti faktori utjeCu na
rasprostranjenost i brojnost populacija. Najve¢u ugrozu predstavljaju negativan antropogeni
utjecaj: onecis¢enje voda, uniStavanje stanista te unos stranih invazivnih vrsta slatkovodnih
rakova. Unesene strane vrste potiskuju autohtone vrste te prenose patogen Aphanomyces
astaci Shikora, 1906 koji uzrokuje bolest racju kugu. Europske autohtone vrste rakova
najceSce nisu otporne na patogen Sto je uzrokovalo veliki pad broja populacija (Holdich i sur.

2009).



1.2. Poto¢ni rak

Potoc¢ni rak najmanja je vrsta porodice Astacidae (Slika 1). Rasprostranjena je u centralnoj i
jugoistoénoj Europi od Njemacke i Ceske na sjeveru, Luksemburga na zapadu, Gréke na jugu
te Turske 1 Bugarske na istoku (Kouba i sur. 2014). Nastanjuje vodotoke na visSim
nadmorskim visinama te je u Hrvatskoj rasprostranjen u rijekama crnomorskog i jadranskog
sliva. Prirodna staniSta vrste nalaze se u izvorisnim te gornjim dijelovima potoka prosje¢ne
godis$nje temperature vode do 10 °C, brzog strujanja i kamenitog dna. Poto¢ni rak preferira
staniSta s puno zaklona (kamenje, korijenje, rupe u obali...) 1 razvijenom obalnom vodenom
vegetacijom za sakrivanje tijekom dnevnog mirovanja, hladnog zimskog perioda i perioda
suSe (Maguire 2014). Brojnost jedinki u odredenom staniStu proporcionalna je kolicini

zaklona koji pruzaju zastitu od predatora i odnosenja strujanjem vode (Vlach 1 sur. 2009).
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Slika 1. Poto¢ni rak, Austropotamobius torrentium (autor fotografije: D. LeSi¢).

Nedavnim istrazivanjima u Europi 1 Hrvatskoj, kao 1 kod ostalih autohtonih vrsta, zabiljezen
je znacajni pad broja jedinki potocnog raka. Prirodna staniSta ove vrste su izolirana,
medusobno odvojena §to onemogucuje prirodnu rekolonizaciju kada dode do nestanka lokalne
populacije (Maguire i sur. 2018). Uzroci smanjenja broja populacija su mnogobrojni, a

najces¢i je negativni antropogeni utjecaj na staniSte ove vrste (Maguire 1 sur. 2011).



OneciSc¢enje vodotoka i1 njihova regulacija, unistavanje obalne vegetacije procesi su koji prate
urbanizaciju, a onemogucavaju prezivljavanje ove vrste. Potocni rak je vrsta osjetljiva na
promjene u kvaliteti i temperaturi vode. Iz tog razloga, klimatske promjene koje se
manifestiraju kao periodi ekstremne i1 dugotrajne suSe, predstavljaju izazov za prezivljavanje

populacija ove vrste (Kouba 1 sur. 2016).

Ugrozu vrsti predstavljaju 1 invazivne strane vrste slatkovodnih rakova koji se Sire prirodno ili
potpomognuto nezakonitim unosima od strane ljudi. Invazivne strane vrste utjeCu na
rasprostranjenost autohtonih populacija, dominiraju u kompeticiji za hranom i staniStem
(Holdich 1 sur. 2009). Njihova uspjeSnost omogucena je velikom sposobnosc¢u prilagodbe i
prezivljavanja okoliSnih ekstrema, kao $to su suSa, temperaturni ekstremni ili smanjena
kvaliteta vode. Uz to, brzo rastu, rano postizu spolnu zrelost i posjeduju veci fekunditet od
autohtonih vrsta (Souty-Grosset 1 sur. 2004). Takoder, strane vrste su prijenosnici patogena 4.

astaci koji uzrokuje bolest racje kuge koja je najcesce letalna za autohtone vrste.

Poto¢ni rak je ugrozena vrsta zaSti¢ena nacionalnim i medunarodnim zakonima. Na
nacionalnoj razini zasti¢ena je Zakonom o zastiti prirode (NN 80/13) 1 Pravilnikom o strogo
zasticenim vrstama (NN 144/13) te je uvrStena kao osjetljiva vrsta (VU, engl. vulnerable) u
Crveni popis rakova slatkih i bo¢atih voda Hrvatske (Gottstein i sur. 2011). Na medunarodnoj
razini, poto¢ni rak se nalazi na Crvenom popisu ugrozenih svojti Medunarodne unije za
ocuvanje prirode (IUCN) kao nedovoljno istrazena vrsta (DD, engl. data deficient) (Fiireder i
sur. 2010) te je uvrStena u Dodatak III Konvencije o zastiti europskih divljih vrsta i prirodnih
staniSta 1 u Dodatak II i Dodatak V Direktive o zastiti prirodnih stanista i divlje faune i flore

(Council directive 92/43/EEC, 2000).

Jugoisto¢na Europa predstavlja jednu od vruéih tocaka (engl. hot spots) europske
bioraznolikosti vrsta. Balkanski poluotok, koji je tijekom glacijacija bio utoCiSte za mnoge
taksone je u postglacijalnom periodu bio izvor rekolonizacije srediSnje i1 sjeverne Europe za
mnoge terestricke 1 vodene vrste (Hewitt 2011). Danas regiju karakterizira visoka
endemicnost slatkovodne i subterestricke faune lokalizirane u uskim/malim podruc¢jima i s
malim veliCinama populacija (Banarescu 2004). Potocni rak je vrsta prilagodena na uvjete u
hladnim vodotocima te je njena rasprostranjenost usko povezana s krskim reljefom (Klobucar
1 sur. 2013). Fragmentirana paleohidrografija dinarskog krSa omogucila je stvaranje

biogeografskih barijera, zaStitu tijekom glacijacija 1 staniSte s konstantnim uvjetima



temperature vode Sto je dovelo do velike raznolikosti i filogeografske strukturiranosti

potocnog raka, ali i mnogih drugih taksona (Hewitt 2011; Lovrenci¢ i sur. 2020a).

Na temelju analize mitohondrijskih gena citokrom c¢ oksidaze podjedinice 1 (COI) 1 16§
rRNA gena te nuklearne regije ITS2 (engl. internal transcribed spacer 2) utvrdeno je
postojanje devet filogrupa unutar vrste A. torrentium koje predstavljaju zasebne evolucijski
znacajne jedinice (engl. Evolutionary Significant Unit, ESU) (Lovrenci¢ i sur. 2020a).
Takoder, izmedu jedinki razlicitih filogrupa nisu pronadene jasne razlike u morfometrijskim
karakteristikama (Maguire 1 sur. 2017; Lovrenci¢ 1 sur. 2020b) zbog ¢ega je predloZeno da ih
se smatra kripticnim podvrstama (Lovrenci¢ i sur. 2020a). Kripticke podvrste, odnosno ESU
nazvane su prema geografskim podruc¢jima na kojima su populacije rasprostranjene: Banovina
(BAN), Sredisnja 1 jugoistocna Europa (CSE), Gorski kotar (GK), Kordun (KOR), Lika i
Dalmacija (LD), juzni Balkan (SB), Zeleni vir (ZV), Zumberak, Plitvice i Bjelolasica (ZPB) i
Apuzeni (APU) (Slika 2).

B
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Slika 2. Geografska distribucija razli¢itth mtDNA filogrupa, odnosno predlozenih ESU,
preuzeto iz Lovrenci¢ i sur. 2020a. Razlicite boje oznacavaju razli¢ite ESU: Banovina (BAN),
SrediSnja 1 jugoisto¢na Europa (CSE), Gorski kotar (GK), Kordun (KOR), Lika i Dalmacija
(LD), juzni Balkan (SB), Zeleni vir (ZV), Zumberak, Plitvice i Bjelolasica (ZPB) i Apuzeni
(APU)



1.3. Istrazivanja populacijske genetike

Populacijska genetika proucava genetsku strukturu populacija, njihovu distribuciju, analizira
ucestalost gena i genotipova te promjene u frekvenciji genotipova unutar i izmedu populacija.
Istrazivanja populacijske genetike otkrivaju uzorke raznolikosti u prostoru te uzorke
evolucijske raznolikosti i adaptacije (Sunde i sur. 2020). Precizno odredivanje genetskih
karakteristika populacije vazno je u stvaranju planova konzervacije vrsta (Zimmerman i sur.

2020).

Kako bi se istrazila genetska raznolikost populacija, u istrazivanjima se koriste razli¢iti
genetski markeri. Markeri mogu biti proteinski ili DNA (molekularni) markeri. Proteinski
markeri podrazumijevaju koriStenje alozima, alelnih forma protein kodiraju¢ih lokusa
detektiranih elektroforezom (Allendorf 2017). Molekularni markeri ukljuc¢uju mitohondrijske
markere te nuklearne markere. Koristeni nuklearni markeri u populacijskim istrazivanjima su
polimorfizmi pojedina¢nog nukleotida — SNP (engl. Single Nucleotide Polymorphism) i
varijabilni uzastopno ponavljajuéi sljedovi — VNTR (engl. Variable Number Tandem Repeat)

od kojih razlikujemo mikrosatelite i minisatelite.

1.3.1. Mikrosateliti

Mikrosateliti su najceS¢e koriSteni markeri u istrazivanjima strukture populacija i
konzervacijskoj genetici. Takoder se nazivaju jednostavne ponavljaju¢e sekvence — SSR
(engl. Simple Sequence Repeats) ili kratke uzastopno ponavljaju¢e sekvence — STR (engl.
Short Tandem Repeats). Sastoje se od motiva duljine od jednog do Sest nukleotida
ponovljenih do 100 puta (Guichoux 1 sur. 2011). Mikrosatelitni lokusi su karakterizirani
odredenom sekvencom DNA. Sekvenca se sastoji od dijela jedinstvene DNA koja definira i

omeduje lokus 1 ponavljaju¢eg motiva (Zardoya i sur. 1996) (Slika 3).
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Slika 3. Struktura mikrosatelitnog lokusa s dva alela, s tri, odnosno pet ponavljanja motiva i
omeden jedinstvenom sekvencom.

Mikrosatelitne lokuse karakterizira visoka stopa mutacija i polimorfnost. Polimorfnost
proizlazi iz varijacije duljine alela koja je posljedica razli¢itog broja ponavljanja
mikrosatelitnog motiva (Ellegren 2000). Promjena u broju ponavljaju¢ih jedinica dogada se
uslijed insercije ili delecije jedne ponavljaju¢e jedinice zbog replikacijskog proklizavanja.
Tijekom replikacije molekule DNA, lanac kalup i1 pocetnica se ne sparuju pravilno sto dovodi
do delecije ako se nespareni nukleotidi nalaze na lancu kalupu ili insercije ako se nalazi na
lancu pocetnice (Levinson i Gutman 1987). Stope mutacija u mikrosatelitnim sekvencama
iznose od 10 do 10” mutacija po lokusu po generaciji, takva visoka stopa mutacija uzrokuje

prisutnost velikog broja 1 raznolikosti alela u populaciji (Ellegreen 2000).

Mikrosatelitne sekvence su rasprSene po genomu, a najceS¢e se nalaze u dijelovima
nekodiraju¢e DNA, u intergenskim sekvencama ili intronima. U tim dijelovima genoma,
mutacije nisu Stetne za organizam i ne dovode do promjene u fenotipu. Manji dio
mikrosatelita u genomu, ve¢inom trinukleotidna i heksanukleotidna ponavljanja, nalazi se u
kodiraju¢im regijama. U kodiraju¢im regijama, za razliku od nekodirajucih, postoji kontrola
mutacija koje uzrokuju pomak okvira ¢itanja. lako su mikrosateliti evolucijski neutralni DNA
markeri te na njih ne utjece prirodna selekcija, dio mikrosatelita pokazuje i ulogu u
organizaciji kromatina, regulaciji metabolickih procesa DNA, te u regulaciji gena (Li 1 sur.
2002). Za istrazivanja populacijske genetike, najeS¢e su koriSteni mikrosateliti u
nekodiraju¢im regijama genoma jer pokazuju veéi stupanj polimorfnosti, koji je

proporcionalan stopi mutacija (Ellegren 2004; Guichoux i sur. 2011).



Odredivanje veliCine alela mikrosatelitnih lokusa provodi se umnazanjem mikrosatelitne
regije lancanom reakcijom polimeraze — PCR (engl. polimerase chain reaction). Produkti
umnazanja razdvajaju se kapilarnom elektroforezom prema veli¢ini, a detekcija se temelji na
oznacavanju pocetnica fluorescentnim bojama (Flores-Renteria i Krohn 2013). Pocetnice su
sintetizirane prema konzerviranim sekvencama koje omeduju mikrosatelitne lokuse. Te
sekvence mogu biti konzervirane izmedu jedinki unutar vrste, ali i unutar roda ili porodice.
Takvo svojstvo omogucuje koriStenje istih pocetnica za umnazanje mikrosatelitnih lokusa u

razli¢itim vrstama (engl. cross-amplification) (Salkoe 1 Toonen 2006).

1.4. Primjena mikrosatelitnih markera u konzervaciji vrste

Primjena molekularno - genetickih alata omogucuje istrazivanje genetske i populacijske
raznolikosti vrsta. Razli¢ite genetske znaCajke (genetska varijabilnost, heterozigotnost,
frekvencija alela, populacijska struktura, veli¢ina populacije) dobivene analizom koristenih
genetskih markera omogucuju razvoj adekvatnih planova konzervacije ugrozenih vrsta i
njihovih prirodnih populacija (Schwartz 1 sur. 2007). Cilj planova upravljanja je
prepoznavanje i odrZzavanje genetske varijabilnosti (Moss 1 sur. 2003). Genetska raznolikost
pozitivno je korelirana s velicinom populacije i staniSta, veca je kod vrsta sa $irim arealom, a
manja kod izoliranih populacija te ugrozenih vrsta (Frankham 1996). Neutralna genetska
varijabilnost populacija odrazava evolucijski 1 posredno, adaptivni potencijal populacije.
Smanjenje broja jedinki u populaciji, moze dovesti do manje genetske varijabilnosti. Gubitak
varijabilnosti dogada se naj¢e$¢e kod malih, izoliranih populacija i populacija koje su prosle
kroz ucinak uskog grla (engl. bottleneck), dolazi do parenja u bliskom srodstvu (engl.
inbreeding) zbog Cega populacije gube stabilnost 1 brojnost jedinki pada. Takve populacije
imaju ograni¢enu mogucnost prezivljavanja i adaptacije na promjene u okoliSu (Frankham
2003). Mikrosatelitni lokusi, zbog brze evolucije, sluze u analizi nedavnih i trenutnih
evolucijskih dogadaja, a takoder omoguc¢avaju detekciju strukture blisko srodnih populacija

(Chistiakov 1 sur. 2006).

Do sada je vecina istrazivanja populacijske strukture slatkovodnih rakova u Europi provedena
na rije¢nom 1 bjelonogom raku (Baric 1 sur. 2005; Koiv i sur. 2008; Schrimpf i sur. 2014;
Gross 1 sur. 2017). Rezultati istih pokazuju veliku genetsku varijabilnost na podruc¢ju
jugoistocne Europe dok je wvarijabilnost u srediSnjoj te sjevernoj Europi znatno manja

(Schrimpf i sur. 2014; Laggis 1 sur. 2017; Berger 1 sur. 2018).



Dosadasnja istrazivanja genetske raznolikosti populacija na vrsti A. torrentium temeljena su
na koristenju pocetnica za mikrosatelitne lokuse iz blisko srodnih vrsta (Iorgu i sur. 2011;
Berger i sur. 2018; Parvulescu i sur. 2020). Mali broj istrazivanja proveden je koriStenjem
vrsno specificnih pocetnica (Vorburger 1 sur. 2014) koji nisu pokazivali visoku razinu

polimorfnosti po alelu u istrazivanim populacijama potoénog raka u Svicarskoj.

OgranicCenje koristenja mikrosatelitnih markera u istrazivanju nemodelnih organizama je dug
proces identifikacije i razvoja specifiénih markera, no taj je proces ubrzan koriStenjem
sekvenciranja novih generacija — NGS (engl. Next Generation Sequencing) (Guichoux 1 sur.
2011). Razvoj novih mikrosatelitnih pocetnica specifi¢nih za vrstu omogucuje odredivanje
genetskih znacajki populacija, utvrdivanje njihove raznolikosti i srodstvenih odnosa te
identifikaciju evolucijski znacajnih jedinica, kao i jedinica upravljanja - MU (engl.

management units) ugrozenim vrstama.



2. Ciljevi istrazivanja

Op¢i cilj rada je doprinijeti spoznajama o raznolikosti populacija poto¢nog raka u Hrvatskoj u

svrhu izrade adekvatnih planova zastite i upravljanja ovom ugrozenom i zasticenom vrstom.

Specifi¢ni ciljevi rada su:

L.

1l

testirati 1 optimizirati nove mikrosatelitne lokuse kako bi se povec¢ao broj dostupnih
markera za istrazivanje strukture i raznolikosti populacija vrste Austropotamobius
torrentium.

primijeniti set novo razvijenih dobroumnazajucih i polimorfnih markera te istraZziti
genetsku raznolikost i1 strukturu populacija ove vrste kako bi se utvrdile populacije i
podrucja najvece genetske raznolikosti vrste, a kojima je potrebno dati prioritet u

zastiti.

Hipoteze:

1.

il.

dizajnom 1 optimizacijom novih pocetnica, bit ¢e razvijeni adekvatni lokusi, specifi¢ni
za vrstu koji mogu zamijeniti koriStenje pocetnica iz drugih vrsta

prethodnim istrazivanjima na temelju mitohondrijske i nuklearne DNA utvrdena je
velika raznolikost vrste Austropotamobius torrentium na podrucju dinaridskog krsa te
ocekujemo da ¢e, primjenom novorazvijenih markera, biti potvrdena velika

raznolikost populacija



3. Materijali i metode

3.1. Kemikalije i pribor

Laboratorijski materijal:

Mikroepruvete 0,2 mL, 1,5 mL
Nastavei za mikropipete 10 pL, 200 pL, 1000 pL
Zastitne rukavice

Stalci

Elektroforetski standard:

Quick-Load 100pb DNA ladder Thermo Scientific

Oligonukloetidne pocetnice (Prilog 1.):

35 parova pocetnica za umnozavanje mikrosatelitnih lokusa ATM50 — ATM84
par pocetnica za umnozavanje mikrosatelitnog lokusa AT1

par pocetnica za umnozavanje mikrosatelitnog lokusa AT37

par pocetnica za umnozavanje mikrosatelitnog lokusa ATOR37

par pocetnica za umnozavanje mikrosatelitnog lokusa Aas3040

fluorescentno obiljezene M13 univerzalne pocetnice

Kemikalije:

Etanol

Promega GoTaq Mix

Agaroza

TAE pufer

Midori Green Advance DNA Stain Nippon Europe Genetics

Tehnicki pribor 1 uredaji

Mikropipete

VrtloZna mijesalica

Centrifuga

PCR uredaj

Kadice za pripremu agaroznog gela

Analiticka vaga
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e Mikrovalna pe¢nica

e Racunalo

3.2. Podrudje istrazivanja i materijal

Materijal koriSten u ovom radu prikupljen je prethodnim terenskim istrazivanjima poto¢nog
raka u potocima Like, Gorskog Kotara, Banovine, Korduna, Zumberka, Prigorja te Zumberka
1 Samoborskog gorja. Ukupno je prikupljeno 468 uzoraka iz 17 populacija. Uzorci (po jedan
pereopod svakog ulovljenog raka) su bili pohranjeni u 96% alkoholu u oznacenim zasebnim
bocicama koje su do izolacije cuvane u hladnjaku. Ukupna genomska DNA iz tkiva izolirana

je komercijalnim kitom GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich).

N
A L L L
s 0 35 70 140 km

Slika 4. Podruc¢ja uzorkovanja poto¢nog raka. Kruzi¢ima su oznacene populacije (oznake
prema Tablici 1.). Populacija CRN (Rijeka Crnojevi¢a, Crna Gora) nije prikazana na karti.
Razlicite boje oznacavaju mtDNA filogrupe: crvena — BAN, narancasta — CSE, zelena — GK,
plava — KOR, svijetlo plava — LD, ljubi¢asta — ZPB, ruzi¢asta — ZV.
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Tablica 1. Popis populacija s oznakom, pripadnost filogrupi i broj uzoraka po populaciji
koriStenih u analizama populacijske genetike. (BAN — Banovina; CSE — srediSnja i1
jugoistocna Europa; GK — Gorski kotar; KOR — Kordun; LD — Lika i Dalmacija; SB — juzni
Balkan; ZV — Zeleni vir; ZPB — Zumberak, Plitvice i Bjelolasica).

Populacija Oznaka j uzoraka
Bruéina BRU BAN 31
Maja MAJ BAN 30
Bliznec BLI CSE 29
Dolje DOLJ CSE 31
Okiénica OKI CSE 32
Stojdraga STOJ CSE 21
Delnicki potok DEL GK 29
Vele vode VEL GK 31
Kordun KOR KOR 11
Krasulja KRA LD 30
Orasnica ORA LD 33
Prijeboj PRI LD 24
Rijeka Crnojevica CRN SB 15
Zeleni vir VAY VAY 29
Jarak JAR /PB 10
Sartuk SAR 7/PB 27
Sopotski slap SOP /PB 24

3.3. Dizajn i odabir pocetnica

Dizajn po&etnica napravljen je u laboratoriju Ecologie et Biologie des Interactions Sveuéilista
u Poitiersu, Francuska prema metodologiji Grandjean i sur. 2017. Sekvence koje su koristene
za dizajn pocetnica, dobivene su low coverage sekvenciranjem nove generacije (NGS). Na taj
nacin izdvojene su sekvence koje su zastupljene u velikoj koli¢ini u ukupnoj genomskoj
DNA: genomi organela, nuklearne ribosomske DNA i repetitivni elementi medu kojima su
satelitne 1 mikrosatelitne sekvence. Selekcija mikrosatelita i dizajn pocetnica izraden je
pomocu programa QDD 3.1 (Meglécz i sur. 2014).

Odabir prikladnih pocetnica za umnozavanje mikrosatelitnih lokusa napravila sam prema

protokolu Meglécz 1 sur. 2014.

3.4. Testiranje novorazvijenih mikrosatelitnih lokusa

Ukupno 35 novorazvijenih mikrosatelitnih pocetnica sam testirala na polimorfizam i
uspjesnost amplifikacije na osam jedinki, po jednoj iz svake filogrupe (BAN, CSE, GK, KOR,
LD, SB, ZV, ZPB). Znacajke pocetnica prikazane su u Prilogu 1.
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Reakcijska smjesa za umnazanje fragmenata DNA PCR reakcijom u ukupnom volumenu 10
uL, sadrzavala je 1x GoTaq Mix, 75 nM uzvodne (engl. forward) pocetnice koja na 5' kraju
sadrzi sekvencu komplementarnu slijedu nukleotida fluorescentno obiljezene M13
univerzalne pocetnice, 300 nM nizvodne (engl. reverse) pocetnice, 300 nM fluorescentno
obiljezene M13 univerzalne pocetnice 1 1 uL DNA. M13 univerzalna pocetnica obiljezena je
jednom od Cetiri boje: 6-FAM (plava), NED (zuta), VIC (zelena), PET (crvena). PCR reakcija
zapocinje pocetnom denaturacijom 3 min na 95 °C, slijedi 20 ciklusa koji se sastoje od:
denaturacije 30 s na 95 °C, prijanjanja pocetnica 90 s na 60 °C sa snizavanjem temperature
0,5 °C svaki ciklus do 50 °C i elongacije 30 s na 72 °C, zatim slijedi 12 ciklusa koji se sastoje
od: denaturacije 30 s na 95 °C, prijanjanja pocetnica 90 s na 50 °C i elongacije 30 s na 72 °C
te na kraju zavrsne elongacije 30 min na 60 °C. UspjeSnost umnozavanja DNA provjerila sam
gel elektroforezom na 1%-tnom gelu koji je pripravljen otapanjem agaroze u 1x TAE puferu,
a elektroforeza se odvijala 13 min pri 100 V. Za odredivanje veli¢ine DNA fragmenata na
gelu koristila sam elektroforetski standar Quick-Load 100pb DNA ladder, a za vizualizaciju
sam koristila boju Midori Green Advance DNA Stain.

Analiza umnozenih fragmenata kapilarnom elektroforezom provedena je u komercijalnom
servisu Macrogen Inc. Za odredivanje veli¢ine fragmenata DNA koriSten je unutrasnji
standard veli¢ina GeneScan 600 LIZ Size Standard. Dobivene elektroferograme analizirala
sam racunalnim programom GeneMapper v.5 (Life Technologies, USA) koji omogucava

odredivanje duljine mikrosatelitnih alela odredenih lokusa.

3.5. Selekcija najprikladnijih mikrosatelitnih lokusa za koriStenje u

analizi populacijske genetike poto¢nog raka

Za umnoZavanje na svim uzorcima izabrala sam cetiri dobroumnazajuca i polimorfna lokusa
ATMS57, ATM64, ATM78 i ATM79 te sam koristila Cetiri para po€etnica ranije koriStenih u
drugim istrazivanjima AT1, AT37 (Vorburger i sur. 2014), ATOR37 (Berger i sur. 2018) i
AAS3040 koja je specificna za vrstu 4. astacus (Koiv 1 sur. 2008).

Sekvence koriStenih pocetnica prikazane su u Tablici 2. KoriStene pocetnice su za
genotipizaciju podijeljene u dva seta (Tablica 2.) na na¢in da ne dolazi do preklapanja
fluorescentnih boja i veli¢ine umnozenh fragmenata. Nakon umnozavanja DNA fragmenata

(opisano u poglavlju 3.4.) slijedila je genotipizacija.
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Tablica 2. Karakteristike mikrosatelitnih lokusa za lancanu reakciju polimerazom (PCR):
naziv lokusa, motiv ponavljanja, fluorescentna oznaka M13 univerzalne pocetnice, sekvenca
uzvodne i nizvodne pocetnice u 5' — 3' smjeru (sekvenca komplementarna M13 oznacena je
podebljanim slovima) te set kojem pripada pocetnica tijekom genotipizacije.

Lokus \% (\% Fluorescentn Sekvenca uzvodne pocetnice Sekvenca nizvodne
ponavljanja a oznaka pocetnice
ATMS7 AAGG 6-FAM TGTAAAACGACGGCCAGTTC TGGCAAATGGTG I
TGGGTCTAGAGCAGCGG AGGAGGAT
ATM64 AGG PET TGTAAAACGACGGCCAGTTA TGACAAAGGTGG I
CTTGAGGGATCGACCAGC CTCGTGAT
ATM78 AGGC VIC TGTAAAACGACGGCCAGTGC CATCTTCTGTGGT I
GTCCGGGATACTCTTGAA GCCACCT
ATM79 ACG NED TGTAAAACGACGGCCAGTTA TTGATTCTCAAGG 1
CGACTCTCCTGGACCTCC AGCGGCC
AT1 (AGQG)... NED TGTAAAACGACGGCCAGTG CAAGTAAGGGCC 1II
(AGC) AGGTCTAAGGCGACGAGG GGGTGAG
AT37 TAACC 6-FAM TGTAAAACGACGGCCAGTAC ACAGAACCGATT 1II
TATCCGACCGAACGAACC CTTGGCAT
ATOR3 AC PET TGTAAAACGACGGCCAGTGT TGTTGTGCTAACT 1I
7 GCTTCTGTTGTTCGCTCTT GTTGTGAGTCC
AAS304 TA VIC TGTAAAACGACGGCCAGTGT CAATCGTATCCCA 1I
0 TGTGTGGTAACTCCTGACGA CATGCAG

Uzorke u kojima viSe od dva lokusa nisu umnoZena PCR-om izbacila sam iz daljnjih analiza

te je set uzoraka Cinilo 437 jedinki iz 17 populacija (Tablica 1.).

Nakon odredivanja veliine alela u programu GeneMapper, koristila sam program TANDEM
(Matschiner 1 Salzburger 2009) koji svakoj realnoj vrijednosti veliine alela pridruzuje
diskretnu vrijednost (engl. allele binning) te su u daljnjim analizama koriSteni cijeli brojevi

veliCine alela, tzv. binovi (engl. bin).

Kako bi provjerila prisutnost gresaka tijekom genotipizacije zbog nul-alela (engl. null alleles),
izostanka alela (engl. allele dropout), izostanka duljih alela (engl. large allele dropout) i
postojanja dodatnih fragmenata (engl. stutter bands) koristila sam program MICRO-
CHECKER v2.2.3 (Van Oosterhout i sur. 2004). Frekvencije nul-alela izracunala sam u
programu FreeNA (Chapuis i Estoup, 2007). Za analizu je koristeno 10 000 ponavljanja.

Sljedec¢e analize napravila sam s dva seta podataka: jedan je sadrzavao osam mikrosatelitnih
lokusa (ATMS57, ATM78, ATM79, ATM64, ATI1, AT37, ATOR37, AAS3040), a drugi, iz
kojeg su maknuti lokusi s najviSe nul-alela, Sest mikrosatelitnih lokusa (ATMS57, ATM78,
ATM79, ATM64, AT37, AAS3040).
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3.6. Genetska raznolikost populacija

Genetska raznolikost jedinki opisuje se kao udio heterozigotnih alela po svakom lokusu. Na
razini populacije, genetska raznolikost procijenjena je statistickim pokazateljima: broj alela po
lokusu (N,), frekvencija alela, uocena heterozigotnost (Ho, engl. observed heterozygosity),
oc¢ekivana heterozigotnost (Hg, engl. expected heterozygosity), broj privatnih alela (Apr) koji
su jedinstveni samo za jednu populaciju. Kako bih procijenila navedene parametre, koristila
sam GenAlEx 6.5 dodatak u programu MO Excel (Peakall 1 Smouse 2012). Indeksi parenja u
bliskom srodstvu (Fis) 1 alelno bogatstvo (Ag, engl. allelic richness) izraCunati su u programu

FSTAT 2.9.4. (Goudet 2003).

Korigirane vrijednosti frekvencije alela s obzirom na prisutnost nul-alela izracunate su u

programu FreeNA (Chapuis 1 Estoup 2007) s 10 000 ponavljanja.

Testiranje Hardy-Weinbergove ravnoteze (HWE) provela sam koriStenjem programa
GENEPOP v4.7.5 (Rousset 2008). Hardy-Weinbergova ravnoteza podrazumijeva da su
frekvencije alela 1 genotipova u populaciji konstantne tijekom generacija. Nulta hipoteza (HO)

glasi: ne postoji odstupanje od ravnoteze.

Procjenu neravnoteze vezanosti gena (engl. linkage disequilibrium) izraCunala sam u
programu GENEPOP v.4.7.5 (Rousset 2008). Neravnotezu vezanosti gena potrebno je testirati
kako bi se provjerilo jesu li koriSteni lokusi neovisni genetski markeri. S obzirom da
kromosomske lokalizacije lokusa nisu poznate, vezani geni mogu utjecati na rezultate
populacijsko-genetickih istrazivanja. Nulta hipoteza (HO) glasi: genotipovi jednog lokusa ne

ovise o genotipovima drugog lokusa.

Testovi vjerojatnosti za procjenu Hardy-Weinbergove ravnoteZe i neravnoteze vezanosti gena
temeljeni su na metodi Markovljevih lanaca (Guo i Thompson 1992; Raymond i Rousset
1995) uz 10 000 dememorizacija, 100 obrada (engl. batch) i 1000 iteracija. Zbog velikog
broja provedenih statistickih testiranja, primijenjena je Bonferroni korekcija (Rice 1989)

grani¢ne vrijednosti statisticke znac¢ajnosti rezultata, koja je postavljena na p < 0,05.

Za detekciju mogucih nedavnih smanjenja efektivne veli¢ine populacije koristila sam program
Bottleneck 1.2.02 (Cornuet i Luikart 1999). Program rafuna distribuciju ocekivanih
heterozigotnosti simulacijom procesa koalescencije pod tri modela mutacija: IAM (engl.
Infinite Allele Model), SMM (engl. Stepwise Mutation Model) 1 TPM (engl. Two phase
model).
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Za izracun znacajnosti viSka heterozigotnosti program provodi tri testa: sign test, standardized
differences test 1 Wilcoxon sign-rank test. Distribucija frekvencije alela prikazana je mode-
shift indikatorom. Na taj je nacin moguce utvrditi pomak u L-distribuciji frekvencija koja je

ocCekivana.

3.7. Genetska struktura populacija

Fiksacijski indeksi (Fsr) izracunati su u programu FSTAT 2.9.4. (Goudet 2003). Korigirane
vrijednosti Fsr s obzirom na prisutnost nul-alela izracunate su u programu FreeNA s 10 000
ponavljanja. StatistiCka znacajnost razlike Fst vrijednosti testirana je t-testom u programu MO

Excel.

Kako bi procijenila postotak ukupne molekularne varijance rasporeden na tri hijerarhijske
razine (izmedu filogrupa, izmedu populacija unutar filogrupe i unutar populacija) provela sam
analizu molekularne varijance (AMOVA) u programu Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier i sur.

2005).

Genetsku strukturu populacija procijenila sam analizom glavnih koordinata (PCoA) pomocu
GenAlEx 6.5 dodatka u programu MO Excel (Peakall i Smouse 2012) koja se temelji na Nei

genetskim udaljenostima.

Odnose izmedu populacija sam istrazila koriste¢i neukorijenjeni dendrogram napravljen
metodom susjednog sparivanja (Saitou i Nei 1987) temeljen na matrici D, genetske distanci
(Nei 1 sur. 1983). Analiza je provedena u programu POPULATIONS v.1.2.32 (Langella
1999). Rezultate sam vizualizirala u programu MEGA X (Kumar i sur. 2018) te graficki

doradila programom Inkscape 0.92.

Procjenu postojanja genetske strukture unutar populacija, odnosno odredivanje pripadnosti
jedinki pojedinoj genetskoj grupi (klasteru) analizirala sam pomocu programa STRUCTURE
2.3.4 (Pritchard 1 sur. 2000). Pretpostavljene K vrijednosti definirala sam od 1 do 17 s 10
ponavljanja za svaku vrijednost. Parametri programa su: burn-in period 200 000 te broj
MCMC (engl. Monte Carlo Markov chain, Monte Carlo markovljevi lanci) ponavljanja 1 000
000. Za odredivanje najvjerojatnije K vrijednosti koristila sam program STRUCTURE
HARVESTER (Earl i vonHoldt 2012) dok sam za vizualizaciju rezultata koristila programe
CLUMPP (Jakobsson i Rosenberg 2007) i distruct (Rosenberg 2004).
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4. Rezultati

4.1. UspjeSnost amplifikacije mikrosatelitnih lokusa

Od 35 testiranih lokusa, 11 se pokazalo dobroumnazaju¢e i polimorfno, bez dodatnih
umnozenih fragmenata (stutter) i fragmenata nastalih nespecificnim vezanjem pocetnica, od
cega su Cetiri s najveéim brojem alela koristena u analizama. Ukupno devet lokusa pokazalo
se nevarijabilno te su medu testiranim jedinkama pronadeni samo homozigoti ili jedan do dva
alela. Na preostalim lokusima uoceno je puno dodatnih fragmenata i fragmenata nastalim
nespecifiénim umnazanjem §to je onemugucilo pravilno odredivanje veli¢ine alela. Detalji o

svim testiranim mikrosatelitnim lokusima prikazani su u Prilog 1.

4.2. Genotipizacija

Genotipizacija je provedena na 437 uzoraka iz 17 populacija na osam lokusa. Ukupno je
zabiljezeno 98 alela na 8 mikrosatelitnih lokusa, s prosjecnim brojem od 14,25 alela po
lokusu. Najmanji broj alela zabiljeZen je na lokusima ATM78 i ATM79 (sedam alela), a
najveci na lokusima ATM57 i ATM37 (22 alela) (Tablica 3).

Prisutnost nul alela, zabiljeZena je na Sest od osam koristenih lokusa (Tablica 3). Frekvencije
nul alela po lokusu iznose od 0,012 (AT37) do 0,146 (ATOR37). Isto tako visoka frekvencija
nul alela zabiljeZzena je 1 za lokus ATI (0,143). Na lokusima ATM78 1 AT37 program
MICRO-CHECKER nije zabiljezio prisutnost nul alela, dok je program FreeNA izracunao
malu frekvenciju nul alela na tim lokusima, 0,014, odnosno 0,012. Rezultati t-testa nisu
pokazali znacajnu razliku (p = 0,2) izmedu Fgr vrijednosti i Fsr vrijednosti korigiranih na nul
alele. Nisu zabiljezene greske tijekom genotipizacije zbog umnozavanja dodatnih fragmenata

1 izostanka alela.
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Tablica 3. Naziv lokusa, raspon duljina alela, ukupan broj alela po lokusu, broj nul alela
(izracunat u programu MICRO-CHECKER) i frekvencija nul alela (izracunata u programu
FreeNA).

Lokus Raspon duljina Ukupan broj Broj nul Frekvencija nul
alela alela alela alela
ATMS57 303-459 22 3 0,058
ATM78 236-264 7 0 0,014
ATM79 184-205 7 1 0,044
ATM64 281-308 10 5 0,072
AT1 209-257 12 9 0,143
AT37 252-362 22 0 0,012
ATOR37 156-184 15 9 0,146
AAS3040 224-260 19 4 0,087

S obzirom da nisam znala kako veliki broj nul alela moZe utjecati na rezultate, daljnje analize
sam provela na dva seta podataka: prvi set sa Sest lokusa (bez AT1 1 ATOR37) i drugi sa svih
osam lokusa. Rezultati analiza provedenih na setu podataka s osam lokusa prikazani su u

prilozima (Prilog 3 - 8).

4.3. Genetska raznolikost populacija

Parametri genetske raznolikosti populacija poto¢nog raka prikazani su u Tablici 4. Udio
polimorfnih lokusa za sve populacije iznosi prosjecno 0,902. Najmanja vrijednost zabiljeZena
je za populacije DEL, JAR i SOP, odnosno za filogrupe GK i ZPB (Tablica 4). Prosje¢an broj
alela po populaciji je 3,62. Najmanja vrijednost 2,167, prisutna je u populaciji CRN, a najveca
4,833 u populaciji OKI. Najveca vrijednost alelnog bogatstva iznosi 4,385 za populaciju
KOR, a najmanje 1,923 za populaciju CRN. Za filogrupe, najvece alelno bogatstvo pokazuju
KOR i ZV, a najmanju GK, SB i ZPB. Ukupan broj detektiranih privatnih alela je 25, s
najve¢im brojem u populacijama koje pripadaju filogrupi ZV (sedam privatnih alela) i CSE
(BLI, 4 1 OKI, 5 privatnih alela). Vrijednosti o¢ekivane heterozigotnosti iznose od 0,183 do
0,691, najmanja je zabiljeZena u populaciji SOP, a najveca u populaciji (kao 1 filogrupi) KOR.
U svim populacijama, osim populacija koje pripadaju GK filogrupi (DEL 1 VEL) i1 PRI,
o¢ekivana heterozigotnost veca je od uocene heterozigotnosti. Genetska raznolikost izraZzena
kao udio polimorfnih lokusa, alelno bogatstvo i ocekivana heterozigotnost veéa je u
populacijama KOR i ZV, za razliku od populacija SOP i CRN u kojima su nize vrijednosti
Koeficijent parenja u bliskom srodstvu (Fis) vec¢i je od nule u svim populacijama, osim DEL,

VEL 1 PRI. Nakon Bonferroni korekcije, u devet populacija je zabiljeZeno znacajno
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odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze. Niti jedan lokus u niti jednoj populaciji ne
pokazuje znacajnu vezanost s drugim lokusom, odnosno nije uocena neravnoteza vezanosti

gena.

Tablica 4. Genetska raznolikost populacija i1 prosjecna vrijednost po filogrupama. P — udio
polimorfnosti, Ny — prosjecni broj alela, Ar — alelno bogatstvo, Apg — broj privatnih alela, Hg
— oc¢ekivana heterozigotnost, Hp - uocena heterozigotnost, Fis — koeficijent parenja u bliskom
srodstvu, pauwe — vjerojatnost Hardy-Weinbergove ravnoteze nakon Bonferronijeve korekcije
uz razinu znacajnost a = 0,05. Znacajne vrijednosti oznacene su zvjezdicom *.

Populacija Filogrupa P Na AR Apr Hg Ho Fis  puwe
%

BRU BAN 1 4,667 3,607 1 0,541 0,478 0,118
MAJ BAN 1 4,167 3,274 1 0,468 0,345 0,267 *
prosjek BAN 1 4,417 3,441 2 0,505 0,412 0,193

BLI CSE 1 4,167 3488 4 0504 0437 0,135
DOLJ CSE 1 4167 3520 1 0548 0448 0,184
OK1 CSE 1 4833 3565 5 0501 0412 018  *
STOJ CSE 1 4167 3,061 3 0418 0396 0,054
prosjek CSE | 4334 3434 13 0493 0423 0,138
DEL GK 0,667 2,667 2419 0 0375 0379 -001
VEL GK 0,833 3,067 2464 0 0336 036 -0074
prosjek GK 0,75 20917 2442 0 0356 0369 -0,042
KOR KOR 1 45 4385 1 0,691 0606 0,129
KRA LD 1 35 2992 0 053 0481 0,093
ORA LD 0,833 3,333 2429 0 0259 0232 0,103
PRI LD 1 35 3,088 0 0561 0591 -0056 *
prosjek LD 0,044 3444 2836 0 045 04347 0,047
CRN SB 0,833 2,167 1923 0 0223 0156 0306 *
ZV ZV I 4667 4028 7 0576 045 0223  *
JAR 7PB 0,667 2333 2282 0 0283 0267 0,062
SAR 7PB 0,833 3 2633 1 0449 042 0,067
SOP 7ZPB 0,667 25 1982 1 0,183 0,077 0,583 *
prosjek ZPB 0,722 2,611 2299 2 0305 0255 0,237
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Analizom ocekivane i1 uoCene heterozigotnosti mogucée je procijeniti postajanje recentnog
efekta uskog grla u populaciji. Testiranjem tri razli¢ita modela (IAM, TPM, SMM) pomocu
Wilcoxon sign-rank testa utvrdeno je odstupanje od ravnoteze (p < 0,05) izmedu mutacija i
genetickog drifta po dva mutacijska modela u populacijama SAR i KOR (Tablica 5). Ovaj
rezultat ukazuje na postojanje viska heterozigota i moguce usko grlo kroz koje su te dvije

populacije nedavno prosle.

Osim Wilcoxon sign-rank testa primijenjeni su i sign test, standardized differences test i Two

tail Wilcoxon sign-rank test , a rezultati su prikazani u Prilog 2.

Tablica 5. Vjerojatnost odstupanja od ravnoteze izmedu mutacija i genetickog drifta testiran
Wilcoxon sign-rank testom na tri modela pri znacajnosti a = 0,05. IAM — infinite allele
model, TPM — two phase model, SMM — stepwise mutation model. Statisticki znaCajne
vrijednosti pri p < 0,05 oznacene su crvenom bojom.

Populacija IAM TPM SMM
BLI 0,023 0,578 0,984
BRU 0,219 0,5 0,961
DEL 0,031 0,062 0,438
JAR 0,844 0,906 0,938
STOJ 0,922 0,961 0,984
KRA 0,016 0,055 0,344
MAJ 0,079 0,656 0,961
OKI 0,079 0,281 0,5
ORA 0,953 0,984 0,984
DOLJ 0,023 0,219 0,578
PRI 0,008 0,055 0,5
CRN 0,891 0,954 0,953
SAR 0,016 0,016 0,406
SOP 1 1 1
VEL 0,5 0,891 0,953
A% 0,023 0,281 0,578
KOR 0,008 0,023 0,055

S obzirom da nije zabiljeZeno odstupanje od ravnoteze genetickog drifta i mutacija u svim
simuliranim modelima, dodatno je napravljen mode-shift test distribucije frekvencije alela
(Slika 5). Za svaku populaciju mode-shift test pokazuje tipi¢nu L-distribuciju frekvencija alela
populacija u ravnotezi mutacija i drifta. Iz grafickog prikaza je vidljivo da u svim
populacijama postoji veca koli¢ina rijetkih alela (frekvencija < 0, 1) nego u ostalim klasama

frekvencija iz Cega ne mozemo zakljuciti da su populacije nedavno prosle kroz usko grlo.
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Slika 5. Distribucija frekvencija alela u razlicitim klasama frekvencije za svaku populaciju
dobivene mode-shift testom Populacije su razvrstane prema filogrupama kojima pripadaju.
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4.4. Genetska struktura populacija

Za analizu genetske strukture populacija izracunati su fiksacijski indeksi (Fsr) (Tablica 6).
Globalna razina genetske diferencijacije izmedu istrazivanih parova populacija je visoka te
iznosi 0,462 s vrijednostima za parove populacija koje se krec¢u u rasponu od 0,053, izmedu
populacija VEL i DEL (obje populacije unutar filogrupe GK), do 0,764, izmedu populacija
SOP i ORA koje pripadaju razli¢itim filogrupama (redom ZPB i LD). Opéenito, populacija
ORA koja je najjuznije pozicionirana 1 najudaljenija od svih ostalih populacija, pokazuje
najvise vrijednosti Fsr. Isto tako, uocCljivo je da izmedu populacija unutar iste filogrupe Fsr

vrijednosti su manje nego izmedu populacija razli¢itih filogrupa.
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Tablica 6. Fiksacijski indeksi (Fst) izmedu parova populacija. Tamnija boja oznacava vecu vrijednost Fgr.

BLI BRU DEL JAR STOJ KRA MAJ OKI ORA DOLJ PRI CRN SAR SOP VEL ZV KOR

BRU
DEL
JAR
STOJ

MAJ
OKI
ORA
DOLJ
PRI
CRN
SAR
SOP
VEL
VA%
KOR 0,260 0,299 0,321
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Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA) prikazani su u Tablica 7. Rezultati
ukazuju da je najveci postotak genetske varijacije prisutan unutar populacija, zatim slijedi
postotak varijacije izmedu populacija unutar filogrupa, dok je najmanji zabiljezeni postotak
varijacije prisutan izmedu razlic¢itih filogrupa.

Tablica 7. Rezultati analize molekularne varijance. Postotak varijance na tri hijerarhijske
razine.

Razina Postotak varijance / %
Izmedu filogrupa 34,25
Izmedu populacija unutar filogrupe 15,30
Unutar populacija 50,45

Analiza glavnih koordinata grupira populacije koje su jasno odvojene prema filogrupama
kojima pripadaju. Prva os objasnjava 44,46% varijacije, a druga os 22,47%. Prva os odvaja
populacije filogrupa LD (populacije KRA, ORA i PRI), KOR i BAN (populacije BRU i
MAL), a druga os ZV i ZPB (populacije JAR, SAR i SOP) od ostatka populacija.

o VEL
MAJ
® DEL BAN B
@ BRU Ok CSE ®
BLI GK @
ORA PRI
STOJ
® KOR | @ can KOR @
S LD ®
S DOLJ
e KRA SB @
v e
® 2V JPB @
® SAR
® JAR
® sop

PCol

Slika 6. Analiza glavnih koordinata (PcoA). RazliCite boje oznacavaju razlicite filogrupe
kojima populacije pripadaju.

NJ dendrogram temeljen na D, genetskim udaljenostima takoder pokazuje odvajanje
populacija prema pripadajuc¢im filogrupama te visoku razinu diferencijacije izmedu populacija
(Slika 7.) na Sto ukazuju duge grane koje vode vanjskim ¢vorovima prema kratkim granama
izmedu unutarnjih ¢vorova. Rezultati obiju metoda, PcoA i NJ dendrogram ukazuju na
grupiranje populacija prema njihovom geografskom poloZaju, odnosno pripadnosti odredenoj

filogrupi te je vidljiva diferencijacija populacija.
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Slika 7. Neukorijenjeni dendrogram napravljen metodom susjednog sparivanja temeljen na
matrici D genetskih distanci izmedu populacija. Razli¢ite boje oznacavaju razlic¢ite filogrupe
kojima populacije pripadaju. Imena populacija navedena su u Tablici 1.
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Pripadnost jedinki pojedinim klasterima, analizirana pomocu programa STRUCTURE,
pokazuje da je najvjerojatniji broj genetskih grupa (K) za istrazivane jedinke 15. Rezultati su
prikazani na slici 8. Populacije BLI, OKI, CRN, VEL i KOR ¢ine zasebne klastere te njihovoj
strukturi malo pridonose genotipovi drugih klastera. Populacije BRU 1 MAIJ (koje su
geografski blizu 1 pripadaju istoj filogrupi BAN) ¢ine zajedno jedan klaster, kao 1 JAR, SAR 1
SOP (populacije koje pripadaju filogrupi ZPB) te KRA i PRI (populacije koje pripadaju
filogrupi LD). Svaku od populacija DEL i ORA nije moguce svrstati u samo jedan klaster ve¢
polovi¢no pripadaju u svaka po dva klastera. Populacije OKI i DOLJ pripadaju dvama
razli¢itim klasterima no vidljivo je da odredene jedinke tih populacija pripadaju treem,
zajedni¢kom klasteru tih dviju populacija. Jedinke iz populacije ZV jasno su podijeljenje u

dva klastera.
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Slika 8. Populacijska struktura analizirana programom STRUCTURE. Oznake iznad grafa oznaCavaju filogrupe kojima pripadaju populacije.
Oznake ispod grafa oznacavaju populacije. Svaka jedinka prikazana je kao jedan stupac. RazliCite boje predstavljaju razlicite klastere.
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5. Rasprava

Istrazivanja populacijske genetike potocnog raka do sada su bila temeljena ve¢inom na
mikrosatelitnim lokusima specifi¢nima za druge vrste (Iorgu i sur. 2011; Berger 1 sur. 2018;
Parvulescu 1 sur. 2020). U ovom istrazivanju dizajniran je i testiran set pocetnica za 35
potencijalnih mikrosatelitnih lokusa specificnih za vrstu A. forrentium. lako je pocetni broj
mikrosatelitnih lokusa bio velik, tijekom genotipizacije su uoceni nedostaci odredenih lokusa.
Neki od markera su bili dobroumnazajuéi, ali su se pokazivali monomorfnima dok je kod
drugih tijekom umnozavanja doslo do nespecifi¢nog vezanja pocetnica §to je uzrokovalo vise
detektiranih fragmenata. Takoder, na nekim lokusima, ve¢inom dinukelotidnog ponavljanja,
uoceno je stvaranje dodatnih fragmenata koji nastaju tijekom umnoZzavanja zbog
proklizavanja polimeraze Sto oteZava genotipizaciju. Nakon testiranja i optimizacije, odabrana
su Cetiri nova mikrosatelitna lokusa te su uz njih koriStena jo§ Cetiri dodatna mikrosatelitna
lokusa koja su po prvi puta primijenjena u istrazivanju populacija ove vrste na podrucju
Hrvatske. Svi istrazivani lokusi pokazali su se polimorfnima. Podaci o broju alela (na 8 lokusa
zabiljezeno je ukupno 98 alela (Tablica 3.)) dobivenih u ovom istrazivanju su visoki $to je
vazno za precizno odredivanje svih genetickih parametara i provodenje analiza s obzirom na
mali broj koriStenih lokusa (Kalinowski 2002). S obzirom da su lokusi ATI, AT37 i
AAS3040 koriSteni u prethodnim istrazivanjima na vrsti A. torrentium (Koiv i sur. 2008;
Torgu i sur. 2011; Vorburger i sur. 2014) mozemo usporediti dobivene rezultate. Uocljivo je
da je broj alela utvrdenih u ovom istrazivanju trostruko veéi od brojeva dobivenih u
prethodnim istrazivanjima, npr. za lokus AAS3040 je u ovom istrazivanju utvrdeno 19 alela,
dok je u istrazivanju lorgu i sur. (2011) utvrdeno Sest, a u istrazivanju Koiv 1 sur. (2008) samo
tri alela. Razlika u duljini alela u razli¢itim populacijama daje nam uvid u genetsku udaljenost
1 raznolikost populacija. Mikrosatelitni lokusi karakterizirani su visokom stopom mutacija te
procesima koji uzrokuju postepene promjene u broju ponavljanja (stepwise mutation model).
Stoga, veca razlika u veli¢ini alela upucuje na vec¢i broj mutacija koji se dogodio tijekom

perioda koji je protekao od odvajanja od zajednickog pretka (Hardy i sur. 2003).

Genetska raznolikost moze se izraziti i kao alelno bogatstvo (Agr) koje ukazuje na adaptivni
potencijal populacije (Greenbaum i sur. 2014). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je
alelno bogatstvo vece za populacije iz filogrupa BAN, CSE, KOR i ZV (Tablica 4). Takoder,
Ar hrvatskih populacija veéi je u usporedbi s populacijama vrste A. torrentium u Svicarskoj,

Austriji 1 Njemackoj (Vorburger i sur. 2014; Berger i sur. 2018), a manje od populacija u
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Rumunjskoj (Parvulescu 1 sur. 2020). Populacije analizirane u ovom istrazivanju takoder
pokazuju veci broj privatnih alela (1-7) u odnosu na populacije iz drugih istrazivanja (1-2)
(Berger 1 sur. 2018, Parvulescu i sur. 2020). Privatni aleli su jedinstveni za svaku populaciju
te je njihova veli¢ina na rubovima distribucije veli¢ine alela kao S$to je 1 oCekivano (Szpiech i
Rosenberg 2011). Prisutnost velikog broja privatnih alela 1 alelnog bogatstva ukazuju na
podrucja velike raznolikosti koja su kroz duge periode bila stabilna i u kojima su postojali
uvjeti za kontinuirane evolucijske procese kao $to su npr. glacijalni refugiji (Hewitt 2011).
Rezultati dosadasnjih istrazivanja rakova porodice Astacidae (potocnog raka, bjelonogog raka
1 plemenitog raka) ukazali su da je podrucje zapadnog dijela Balkana poznato kao vruc¢a tocka
raznolikosti ovih vrsta (Klobucar i sur. 2013; Schrimpf i sur. 2014; Jeli¢ i sur. 2016;
Lovrenci¢ i sur. 2020a). Isto tako je utvrdeno da je to podrucje sluzilo kao njihov glacijalni
refugij (Trontelj 1 sur. 2005; Klobucar i sur. 2013; Schrimpf 1 sur. 2014; Jeli¢ 1 sur. 2016;
Lovrenci¢ 1 sur. 2020a) iz kojeg je krenula rekolonizacija sjevernih dijelova Europe, $to je
vidljivo 1 iz podataka o smanjenoj genetskoj raznolikosti rakova u tim sjevernijim podrucjima

(Gross i sur. 2017, Blaha i sur. 2016, Berger i sur. 2018).

lako je broj detektiranih privatnih alela u pojedinim populacijama visok (Tablica 4),
populacije DEL i VEL (GK), JAR (ZPB), KRA, ORA i PRI (LD) te CRN (SB) nemaju
detektiranih privatnih alela $to moZe smanjiti sposobnost jedinki iz ovih populacija da se
prilagode budu¢im promjenama u stanistu (Foulley 1 Olivier 2006). Iako postoji moguénost da
je dio privatnih alela ostao nedetektiran i ostali parametri genetske raznolikosti (smanjeni udio
polimorfnosti, mali broj alela, nisko alelno bogatsvo, smanjena heterozigotnost) ukazuju na

loSu adaptivnost i niski evolucijski potencijal ovih populacija.

Razina heterozigotnosti u populaciji govori o raznolikosti populacije. Niska heterozigotnost
ukazuje na snazan efekt male populacije, odnosno moguce je da je populacija prosla kroz
efekt uskog grla. Suprotno tome, visoka razina uocene heterozigotnosti (Hp) govori o visokoj
genetskoj varijabilnosti unutar populacije (Schwartz i sur. 2007). Prosje¢no najmanju Hg
pokazuju populacije iz filogrupe SB i ZPB. O&ekivana heterozigotnost veéa je od uoéene za
sve populacije (osim DEL, VEL i PRI) §to ukazuje na vecu prisutnost homozigota od
o¢ekivanog. Visak homozigota u populaciji moZe se pripisati prisutnosti nul alela. No, u
populacijama koje pokazuju viSak homozigota STOJ, KRA, ORA, SAR nije utvrdena
prisutnost nul alela, stoga viSak homozigota moze nastati zbog parenja jedinki u bliskom

srodstvu, na S§to ukazuju i vrijednosti Fig u tim populacijama, ili zbog postojanja
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subpopulacija, izoliranih dijelova populacija medu kojima ne dolazi do parenja (Garnier-Géré

1 Chikhi 2013).

Prosjecno najvecu genetsku raznolikost pokazuju populacije filogrupa BAN, CSE, KOR i ZV
s visokim brojem alela, vrijednostima alelnog bogatstva, ocekivane heterozigotnosti i uocene
heterozigotnosti. Najniza genetska raznolikost detektirana je u populacijima koje pripadaju
GK, LD, SB i ZPB s najmanjim brojem alela po lokusu, vrijednostima alelnog bogatstva,
oCekivane heterozigotnosti i uo€ene heterozigotnosti (Tablica 4). Razlog niske genetske
varijabilnosti ukazuje na vrlo vjerojatno male populacije koje su izolirane kroz duge
vremenske periode a izmedu njih nedostaje protok gena. Do gubitka genetske raznolikosti
najces¢e dolazi kod malih, izoliranih populacija 1 populacija koje su prosle kroz usko grlo
(Allendorf 2002). Pad brojnosti populacije dovodi do parenja u srodstvu i povecanja broja

homozigota u populaciji pa one gube stabilnost.

U ovom istrazivanju na Sest od osam lokusa zabiljeZena je prisutnost nul alela (Tablica 3).
Nul aleli su posljedica mutacija u regijama na koje se vezu mikrosatelitne pocetnice, a njihova
pojava dovodi do prividnog povecanja broja homozigota (von Oosterhout i1 sur. 2004). Pojava
nul alela je u sli¢noj frekvenciji zabiljezena za lokuse AT1, ATOR37 i AAS3040 i u

prethodnim istrazivanjima (lorgu i sur. 2011; Berger i sur. 2018, Parvulescu i sur. 2020).

Populacije koje pokazuju viSak heterozigota ili homozigota nisu u Hardy-Weinbergovoj
ravnotezi. Hardy-Weinbergova ravnoteza podrazumijeva vrlo velike populacije u kojima
dolazi do sluc¢ajnog parenja (engl. random mating) te nema mutacija, migracija, genetickog
drifta 1 prirodne selekcije. Testiranjem HWE utvrdeno je da devet populacija nije u HW
ravnotezi. Na dio rezultata mogla je utjecati i prisutnost nul alela koji prividno povecavaju
broj homozigota. Takoder, populacije koje nisu u HWE imaju vise vrijednosti koeficijenta
parenja u bliskom srodstvu Fis (> 0,1). Fis koeficijent ukazuje na parenje u bliskom srodstvu,
a predstavlja udio uoc€enih heterozigota u odnosu na ocekivani broj heterozigota u populaciji i
oznacava gubitak raznolikosti (Frankham 2005). Veéina populacija pokazuje vrijednost Fig ~
0 Sto znaci da efekti parenja u bliskom srodstvu i outbreedinga nisu znacajne. Najveca
vrijednost Fig utvrdena je kod populacije SOP (0,583). Takva visoka vrijednost moze
ukazivati na parenje u bliskom srodstvu, no ovakav rezultat moze biti 1 posljedica postojanja

nul alela koji su detektirani na tri od Sest lokusa testiranih na ovoj populaciji.

Smanjenje heterozigotnosti na polimorfnim lokusima moze se objasniti u¢inkom uskog grla

(Cornuet i Luikart 1997). Populacije u kojima dode do smanjenja broja jedinki, prenose na
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sljede¢e generacije manji broj alela. lako je ucCinak uskog grla vidljiv u smanjenju
heterozigotnosti koja se biljezi u populaciji, smanjenje u broju alela ukazuje na ¢injenicu da je
populacija recentno prosla kroz usko grlo (Luikart i sur. 1998a). Analiza prisutnosti uskog
grla u populacijama provedena je s Cetiri statistiCka testa pod pretpostavkom tri mutacijska
modela. Niti u jednoj populaciji (sva Cetiri testa pod pretpostavkom sva tri mutacijska
modela) nije otkriven viSak heterozigota koji ukazuje ucinak uskog grla u populacijama.
Kvalitativni opis distribucije alela koriSten je za utvrdivanje ucinka uskog grla. Mode shift test
pokazuje promjene u distribuciji alela kod populacija koje su prosle u¢inak uskog grla na
neutralnim lokusima (Luikart 1 sur. 1998b). U svim populacijama frekvencija rijetke klase
alela (<0,1) je veca od frekvencije ostalih klasa sto je ocekivano za populacije koje nisu prosle

recentni u¢inak uskog grla.

Wrightova F-statistika procjenjuje raznolikost i strukturu populacija, osim Fig vrijednosti, Fst
fiksacijski indeks, govori o varijaciji u frekvenciji alela u odnosu na cijelu populaciju.
Vrijednosti Fst koje su blize nuli upucuju na genetski bliske populacije, dok vrijednosti blize
jedan govore o potpuno diferenciranim populacijama izmedu kojih ne postoji protok gena. Fgrt
vrijednosti za istrazene populacije iznose od 0,053 do 0,764, a vise od 90% vrijednosti
usporedbi parova populacija je iznad vrijednosti 0,2 Sto ukazuje na visoku genetsku
diferencijaciju (Hamilton 2009). Kao §to je 1 oCekivano vrijednosti fiksacijskog indeksa su
najmanje izmedu populacija unutar iste filogrupe, a ve¢e su $to su populacije geografski
udaljenije. Vrijednosti fiksacijskog indeksa za hrvatske populacije vece su u odnosu na one
procijenjene u drugim istrazivanjima potocnog raka (Vorburger i sur. 2014; Berger i sur.
2018; Parvulescu 1 sur. 2020) §to ukazuje na dulju izoliranost populacija Sto je u skladu s
prethodnim istrazivanjima o vremenima razdvajanja filogrupa poto¢nih rakova (Klobucar i
sur. 2013; Lovrenci¢ i sur. 2020a). Rezultati analize molekularne varijance pokazuju da je
najveéa raznolikost sadrZzana unutar populacija, a najmanja izmedu populacija unutar
filogrupe. Tu pojavu moguce je objasniti dugom izoliranoS¢u populacija 1 geografskom

udaljenosti Sto je u skladu s visokim Fgt vrijednostima.

Genetsku strukturiranost i diferencijaciju medu populacijama moguce je predstaviti i pomocu
D4 genetskih udaljenosti. Za razliku od Fgsr vrijednosti koje uzimaju u obzir usporedbu parova
populacija, DA udaljenosti racunaju se na nacin da se istovremeno uzimaju u obzir udaljenosti
izmedu svih populacija. Za izra¢un genetske diferencijacije model uzima u obzir 1 evolucijske
sile mutaciju 1 drift koje utjecu na lokuse (Takezaki i Nei 1996). Vrijednost D4 udaljenosti se

povecavaju sto je dulja vremenska odvojenost populacija. Dendrogram konstruiran metodom
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susjednog sparivanja temeljen na D, udaljenostima pokazuje grupiranje populacija prema
pripadnim filogrupama i veliku genetsku razli¢itost populacija na Sto ukazuju duge grane koje
odvajaju vanjske ¢vorove prema kra¢im granama izmedu unutarnjih ¢vorova (Slika 7).

Podudarne rezultate je dala 1 analiza glavnih koordinata (Slika 6).

Rezultati strukturiranja populacija pokazuju postojanje 15 razliCitith klastera. Vecina
populacija grupira se u klastere s populacijama koje pripadaju istoj filogrupi (Slika 8), §to je
podudarno s rezultatim analize molekularne varijance u kojoj je utvredno da je najmanja
varijabilnost medu populacijama unutar iste filogrupe. Za populaciju ZV utvrdeno je da dio
jedinki pripada jednom, a dio jedinki razli¢itom klasteru $to ukazuje na postojanje jedinki

koje su unutar populacije genetski vrlo razlicite.

Rezultati analiza genetske raznolikosti mogu se koristiti u svrhu konzervacije ove osjetljive i
zaSticene vrste jer omogucéavaju estimaciju adaptivnog i1 evolucijskog potencijala populacije
(Schwartz 1 sur. 2007). Konzervacija autohtonih populacija rakova nuzna je jer se u
slatkovodnim sustavima opaza kontinuirano opadanje u brojnosti populacija (Holdich i sur.
2009). Efikasne konzervacijske strategije zahtijevaju poznavanje ekologije (ekoloskih
zahtjeva), genetske raznolikosti i1 genetskih struktura samih populacija. Koristenjem
mikrosatelitnih markera u svrhu istrazivanja populacijskih istrazivanja moguce je dobiti uvid
u postojanje jedinstvenih i/ili posebno ugrozenih populacija (Schwartz i sur. 2007). Cilj
konzervacijskih planova je zastititi populacije koje pokazuju najvecu genetsku raznolikost,
kao 1 idenitificirati rizik populacija s najmanjom raznolikoS¢u i1 najmanjim adaptivnim
potencijalom (Moss 1 sur. 2003.). Uzimajuéi u obzir sve istraZene parametre genetske
raznolikosti populacija, populacije s najmanjom genetskom raznoliko$¢u 1 posljedicno
adaptivnim potencijalom su populacije iz filogrupa SB, ZPB, GK. Suprotno tome, genetski

raznolike su populacije koje pripadaju filogrupama KOR, ZV, LD, CSE i BAN.
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6. Zakljucak

Populacijsko geneticke analize provedene su na 12 mikrosatelitnih lokusa 437 jedinki iz 17

populacija.

Novorazvijeni lokusi pogodni su za koriStenje u daljnjim istrazivanjima populacijsko genetske
strukture potocnog raka. Markere ATMS57 1 ATM64 potrebno je dodatno optimizirati kako bi
se izbjegla/smanjila pojava nul alela i moguca pogreska u odredivanju genetske raznolikosti
populacija. Iako je velika pojava nul alela utvrdena na lokusima AT1 i ATOR37, njihovo

ukljucivanje u analize nije pokazalo znacajnu razliku u rezultatima.

Veliki broj privatnih alela i1 alelnog bogatstva te visoke razine ocekivane i1 uocene
heterozigotnosti te fiksacijskog indeksa pokazuju da je genetska raznolikost i diferencijacija

populacija poto¢nog raka u Hrvatskoj velika.

U vecini populacija uoc¢ena heterozigotnost je manja od ocekivane heterozigotnosti, no s
obzirom da nije potvrdeno da su populacije prosle kroz usko grlo, ove vrijednosti je moguce

objasniti blago pozitivnim vrijednostima koeficijenta parenja u bliskom srodstvu.

Prema analizama populacijske strukture, populacije su jasno odvojene prema geografskoj

poziciji 1 pripadaju¢im mtDNA filogrupama.

Populacije u Hrvatskoj pokazuju vecu genetsku raznolikost u odnosu na dosad istrazene

populacije poto¢nog raka u Europi.

Ovo istrazivanje pruza temelj za buduca istraZzivanja te omogucuje pracenje raznolikosti
potocnog raka tijekom vremena te daje doprinos saznanjima o genetskoj raznolikosti vrste u

Europi.

Rezultati istrazivanja bit ¢e koristeni u budu¢im planovima upravljanja ovom osjetljivom

vrstom.
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8. Prilozi

Prilog 1. Znacajke svih testiranih mikrosatelitnih lokusa za lancanu reakciju polimerazom
(PCR): naziv lokusa, motiv ponavljanja, sekvenca uzvodne i nizvodne pocetnice u 5' — 3'

smjeru.

Prilog 2. Vjerojatnost simulirana modelima 1AM — infinite allele model, TPM — two phase
model, SMM — stepwise mutation model 1zraCunata pomocu tri testa: Sign test, Standardized
differences test, Two tail Wilcoxon sign rank test. ZnaCajne vrijednosti oznacene su crvenom

bojom.

Prilog 3. Genetska raznolikost populacija i prosjecna vrijednost po filogrupama za osam
mikrosatelitnih lokusa. P — postotak polimorfnosti, Ny — prosjecni broj alela, Agx — alelno
bogatstvo, Apr — privatni aleli, uHg — ocekivana heterozigotnost, Hp - uocena heterozigotnost,
Fis — koeficijent parenja u bliskom srodstvu, pywg — vjerojatnost Hardy-Weinberg ravnoteze
nakon Bonferroni korekcije uz znafajnost a = 0,05. Znacajne vrijednosti oznacene su

zvjezdicom *.

Prilog 4. Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA) za osam mikrosatelitnih lokusa.

Postotak varijance na tri hijerarhijske razine.

Prilog 5. Vjerojatnost odstupanja od ravnoteze izmedu mutacija i geneti¢kog drifta za osam
mikrosatelitnih lokusa simulirana modelima IAM — infinite allele model, TPM — two phase
model, SMM — stepwise mutation model izraCunata pomocu cCetiri testa: Sign test,
Standardized differences test, One tail Wilcoxon rank test, Two tail Wilcoxon sign rank test.

Znacajne vrijednosti oznacene su crvenom bojom.

Prilog 6. Distribucija frekvencija alela u razli¢itim klasama frekvencije za svaku populaciju
dobivene mode-shift testom na osam mikrosatelitnih lokusa. Populacije su razvrstane prema

filogrupama kojima pripadaju.

Prilog 7. Fiksacijski indeksi (Fst) izmedu parova populacija za osam mikrosatelitnih lokusa.

Tamnija boja oznacava vecu vrijednost Fgr.

Prilog 8. Analiza glavnih koordinata (PcoA) na osam mikrosatelitnih lokusa. Razli¢ite boje

oznacavaju razliCite filogrupe kojima populacije pripadaju.
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Prilog 9. Neukorijenjeni dendrogram napravljen metodom susjednog sparivanja temeljen na
matrici Da genetskih distanci izmedu populacija na osam mikrosatelitnih lokusa. Razlicite
boje oznacavaju razli¢ite filogrupe kojima populacije pripadaju. Imena populacija navedena

su u Tablici 1.
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Prilog 1. Znacajke svih testiranih mikrosatelitnih lokusa za lancanu reakciju polimerazom
(PCR): naziv lokusa, motiv ponavljanja, sekvenca uzvodne i nizvodne pocetnice u 5' — 3'

smjeru.

Lokus Motiv Sekvenca uzvodne pocetnice Sekvenca nizvodne pocetnice

ATMS50 AG TGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAC AAGAGACGGTCAATGTCACGT
CCACTCCTGCTGCA

ATMS51 AGG TGTAAAACGACGGCCAGTGGAGG TGTACTGCTCAACACCACAAGT

ACAACTGGATAATGACGT

ATMS2 AGG TGTAAAACGACGGCCAGTCGGGTC GGGTCTTGTGAGGAACGAGG
ATCATGCCCAAGTT

ATMS3 AGC TGTAAAACGACGGCCAGTCTCCCA GAGGTGGACGTCCTTGCTAG
CAACCCATGGTACC

ATM54 AGGC TGTAAAACGACGGCCAGTGCCTAG CACACTCCTGCCTCCATTCA
CAACTAGAGCCACC

ATMSS AG TGTAAAACGACGGCCAGTGCCCTA AGAGATTCCTTGGTGACCGC
GAGGAAACGACTGG

ATM56 AACCT TGTAAAACGACGGCCAGTAGTCAG TCCTCTCACCTGTACACCGT
CCAGTCCTCTCGAT

ATMS7 AAGG TGTAAAACGACGGCCAGTTCTGGG TGGCAAATGGTGAGGAGGAT
TCTAGAGCAGCGG

ATMS58 AC TGTAAAACGACGGCCAGTCGATGG CGTGTGCGTTGTATGGTTGC
CGGCGTGAGAAATA

ATM59 AAGGC TGTAAAACGACGGCCAGTCAGTGT TGCTCCTTCACCTGCCTCTA
AAGGTAGGCAGCGT

ATM60 AC TGTAAAACGACGGCCAGTTAAGCA GCCTAACGGTCTGTGTTCGT
CAGCGACAGTTCCT

ATM61 AGG TGTAAAACGACGGCCAGTCAGGGC ACAACGGAACAGTGACACGT
AGGTCTACATTCCA

ATM62 ATC TGTAAAACGACGGCCAGTGAGAA CTGGTGATGGTCATTATGATGGTG
GGCCTGCGTTCTGTA

ATM63 AGCC TGTAAAACGACGGCCAGTCAGACA ATATGTGATGCCACGCTGCT
GCCAGCTAGCCAG

ATM64 AGG TGTAAAACGACGGCCAGTTACTTG TGACAAAGGTGGCTCGTGAT
AGGGATCGACCAGC

ATM65 AGCC TGTAAAACGACGGCCAGTGGGCA TATAACCAGCCTTGCCAGCC
ACTTGTCGGTTGAGA

ATMO66 AG TGTAAAACGACGGCCAGTAACTCC CCGGGATGTGTAAGTGTGGT
AGAGCCTCCTCAGT

ATM67 AAGG TGTAAAACGACGGCCAGTGTGACC AGGCATCTTCCGGTTCATCC
AGGGCTTCAAGTCA

ATM68 AGC TGTAAAACGACGGCCAGTGGCTTC GGAAGCTGGCTACAGGGTAC
TCAACCACCGGTTA

ATM69 AG TGTAAAACGACGGCCAGTATCCAT ATATGCTGGTGGCCTTCTGG
CATGCAACTGGTCC

ATMT70 AC TGTAAAACGACGGCCAGTCACGCA TGTGCGTGTCTGTCAGTCAA
CAAAGAATGACACGT

ATMT71 AG TGTAAAACGACGGCCAGTGTTTCC GGAGATCCTGTTGGCGTTCA
CGTCGTCCTCGTAA

ATMT72 AGG TGTAAAACGACGGCCAGTTAGTCC GCGATACTCATGCACACCAC
AGGCAACAATCGCT

ATMT73 AC TGTAAAACGACGGCCAGTTTAGGA CCCATGTCAAGTGCGCTCTG
CCCTGCTTGTGGTG

ATM74 AGGC TGTAAAACGACGGCCAGTTGTCTG CGACGTGTGGACCAGTTACA

CCTCCCTACCTACC




Prilog 1. Nastavak

Lokus Motiv Sekvenca uzvodne pocetnice Sekvenca nizvodne pocetnice

ATM75 AC TGTAAAACGACGGCCAGTGGACTC GCGCCGTATAATGCAGCTTG
CAGAACCGAGTGTT

ATM76 AGC TGTAAAACGACGGCCAGTGAGCAC CGATCTATCGGTGGTGCTGG
TCAGTCCCTTCGAG

ATM77 AGG TGTAAAACGACGGCCAGTTGCCGA TCCAGATGTGAACTCCCTGGT
ATGAAGAAATCGCG

ATM78 AGGC TGTAAAACGACGGCCAGTGCGTCC CATCTTCTGTGGTGCCACCT
GGGATACTCTTGAA

ATMT79 ACG TGTAAAACGACGGCCAGTTACGAC TTGATTCTCAAGGAGCGGCC
TCTCCTGGACCTCC

ATMRE0 CCG TGTAAAACGACGGCCAGTGTAGCA TTGTACCTGACGACAGAGCG
GAGGTGGGAAGACG

ATMS1 ACC TGTAAAACGACGGCCAGTCTGGAG CCGTGTCAATGCCTGTAGCT
GCCATACGAGACAC

ATMSE2 AGC TGTAAAACGACGGCCAGTATACCG GAGGAAGCTCTCAGGCAGTC
CTCATGCCACTACC

ATMS3 AC TGTAAAACGACGGCCAGTTAGAGA GTTCGTCCAACTGGCAGTCT
ATGTCACGCCCTCG

ATM84 AC TGTAAAACGACGGCCAGTCTACTG TCCCGCATCACCATTGTGTT
CCACTTGTGAACGC

Prilog 2. Vjerojatnost simulirana modelima IAM — infinite allele model, TPM — two phase
model, SMM — stepwise mutation model izraCunata pomocu tri testa: Sign test, Standardized
differences test, Two tail Wilcoxon sign rank test. ZnaCajne vrijednosti oznacene su crvenom

bojom.
Sign test Standardized differences test Two tail Wilcoxon signrank

IAM TPM SMM IAM TPM SMM 1AM TPM SMM
BLI 0,149 0,534 0,048 0,179 0,499 0,064 0,047 1,000 0,047
BRU 0375 0,275 0,243 0,101 0,443 0,026 0,438 1,000 0,109
DEL 0,075 0,401 0,593 0,021 0,082 0,290 0,063 0,125 0,875
JAR 0,623 0,232 0,196 0,355 0,114 0,025 0,875 0,313 0,188
STOJ 0,229 0,200 0,041 0,084 0,002 0,000 0,438 0,109 0,047
KRA 0,134 0,175 0,498 0,026 0,106 0,286 0,031 0,109 0,688
MAJ 0,373 0,563 0,062 0,258 0,346 0,028 0,156 0,844 0,109
OKI 0,105 0,382 0,402 0,165 0,366 0,012 0,156 0,563 1,000
ORA 0,143 0,129 0,107 0,063 0,001 0,000 0,156 0,063 0,063
DOLJ 0,167 0,505 0,542 0,069 0,260 0,313 0,047 0,438 1,000
PRI 0,024 0,469 0,212 0,021 0,107 0,430 0,016 0,109 1,000
CRN 0,519 0476 0421 0,271 0,107 0,023 0,625 0,156 0,156
SAR 0,038 0,052 0,379 0,023 0,100 0,349 0,031 0,031 0,813
SOP 0,055 0,047 0,047 0,093 0,021 0,001 0,063 0,063 0,063
VEL 0494 0,141 0,120 0,414 0,311 0,066 1,000 0,625 0,156
YAY 0,162 0,476 0,508 0,080 0,297 0,218 0,047 0,563 1,000
KOR 0,032 0,195 0,526 0,012 0,047 0,155 0,016 0,047 0,109

II




Prilog 3. Genetska raznolikost populacija 1 prosje¢na vrijednost po filogrupama za osam
mikrosatelitnih lokusa. P — postotak polimorfnosti, Ny — prosjec¢ni broj alela, Ag — alelno
bogatstvo, Apr — privatni aleli, uHg — o¢ekivana heterozigotnost, Hp - uocena heterozigotnost,
Fis — koeficijent parenja u bliskom srodstvu, pgwg — vjerojatnost Hardy-Weinberg ravnoteze
nakon Bonferroni korekcije uz znaajnost o = 0,05. Znafajne vrijednosti oznacene su
zvjezdicom *.

Populacija Filogrupa P NA AR APR llHE H() FIS HWE
BRU BAN 1,00 4,75 3,62 1 0,551 0473 0,144 *
MAJ BAN 1,00 4,13 3,19 1 0,456 0313 0,317 *

prosjek BAN 1,00 444 341 2 0,50 0,39 0,23
BLI CSE 1,00 4,13 348 4 0,524 0,431 0,18
DOLJ CSE 1,00 4,50 3,86 2 0,595 0465 0,221
OKI CSE 1,00 5,00 3,84 5 0,543 0,440 0,193
STOJ CSE 1,00 3,88 290 3 0,362 0,351 0,032
prosjek CSE 1,00 4,38 3,52 14 0,51 0,42 0,16
DEL GK 0,75 2,75 2,50 0 0,393 0,349 0,113 *
VEL GK 0,88 3,13 249 0 0,344 0,363 -0,055
prosjek GK 0,81 294 249 0 0,37 0,36 0,03
KOR KOR 0,88 3,88 3,79 3 0,585 0455 0,232 *
KRA LD 0,88 3,13 2,72 0 0,454 0434 0,045
ORA LD 0,88 3,25 2,53 0 0,307 0,227 0,262 *
PRI LD 1,00 3,50 3,11 0 0,532 0,485 0,09 *
prosjek LD 0,92 3,29 2,79 0 0,43 0,38 0,13
CRN SB 0,88 2,38 2,21 0 0,304 0,183 0,407 *
VA% VA% 1,00 4,50 3,89 10 0,584 0,402 0,316 *
JAR /PB 0,75 2,38 2,32 0 0,307 0,325 -0,061
SAR ZPB 0,88 2,88 2,60 1 0,457 0315 0,315 *
SOP /PB 0,75 2,63 2,18 2 0,262 0,058 0,782 *
prosjek ZPB 0,79 2,63 237 3 034 023 035

Prilog 4. Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA) za osam mikrosatelitnih lokusa.
Postotak varijance na tri hijerarhijske razine.

Postotak varijacije / %

Izmedu filogrupa 36,07
Izmedu populacija unutar filogrupe 14,91
Unutar populacija 49,03

II



Prilog 5. Vjerojatnost odstupanja od ravnoteze izmedu mutacija i genetickog drifta za osam mikrosatelitnih lokusa simulirana modelima IAM —
infinite allele model, TPM — two phase model, SMM — stepwise mutation model izraCunata pomocu cCetiri testa: Sign test, Standardized
differences test, One tail Wilcoxon rank test, Two tail Wilcoxon sign rank test. Znacajne vrijednosti oznacene su crvenom bojom.

Sign test Standardized differences test  One tail Wilcoxon rank test  Two tail Wilcoxon sign rank
IAM TPM SMM IAM TPM SMM IAM TPM SMM IAM TPM SMM

BLI 0,207 0,492 0,059 0,089 0,419 0,072 0,014 0,473 0,980 0,027 0,945 0,055
BRU 0,443 0,248 0,071 0,102 0,440 0,005 0,125 0,629 0,980 0,250 0,844 0,055
DEL 0,018 0,154 0,549 0,016 0,075 0,250 0,008 0,023 0,344 0,016 0,047 0,688
JAR 0,604 0,251 0,202 0,383 0,128 0,017 0,656 0,781 0,922 0,844 0,563 0,438
STOJ 0,082 0,061 0,009 0,022 0,000 0,000 0,963 0,986 0,996 0,195 0,039 0,012
KRA 0,087 0,107 0,626 0,026 0,092 0,326 0,008 0,039 0,406 0,016 0,078 0,813
MAJ 0,433 0,499 0,015 0,353 0,174 0,001 0,273 0,770 0,986 0,547 0,547 0,039
OKI 0,039 0,439 0,255 0,095 0,462 0,010 0,037 0,230 0,727 0,074 0,461 0,641
ORA 0,468 0,423 0,366 0,252 0,018 0,000 0,766 0,961 0,961 0,578 0,109 0,109
DOLJ 0,070 0,277 0,597 0,016 0,109 0,468 0,006 0,037 0,422 0,012 0,074 0,844
PRI 0,007 0,494 0,077 0,022 0,121 0,492 0,002 0,037 0,680 0,004 0,074 0,742
CRN 0,510 0,531 0,381 0,448 0,296 0,084 0,594 0,766 0,813 0,938 0,578 0,469
SAR 0,009 0,013 0,649 0,006 0,036 0,166 0,004 0,004 0,055 0,008 0,008 0,109
SOP 0,327 0,260 0,060 0,328 0,082 0,005 0,719 0,961 0,984 0,688 0,109 0,047
VEL 0,506 0,182 0,159 0,350 0,351 0,094 0,406 0,711 0,961 0,813 0,688 0,109
A% 0,061 0,265 0,272 0,029 0,159 0,324 0,006 0,098 0,371 0,012 0,195 0,742
KOR 0,015 0,131 0,421 0,009 0,052 0,164 0,004 0,020 0,055 0,008 0,039 0,109

IV



Prilog 6. Distribucija frekvencija alela u razli¢itim klasama frekvencije za svaku populaciju
dobivene mode-shift testom na osam mikrosatelitnih lokusa. Populacije su razvrstane prema
filogrupama kojima pripadaju.
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Prilog 7. Fiksacijski indeksi (Fsr) izmedu parova populacija za osam mikrosatelitnih lokusa. Tamnija boja oznacava vecéu vrijednost Fgr.
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Prilog 8. Analiza glavnih koordinata (PcoA) na osam mikrosatelitnih lokusa. Razli¢ite boje
oznacavaju razlicite filogrupe kojima populacije pripadaju.
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Prilog 9. Neukorijenjeni dendrogram napravljen metodom susjednog sparivanja temeljen na
matrici Da genetskih distanci izmedu populacija na osam mikrosatelitnih lokusa. Razlicite
boje oznacavaju razliCite filogrupe kojima populacije pripadaju. Imena populacija navedena
su u Tablici 1.
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