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SAZETAK

Upotrebljivost gena za ribosomsku RNA i gena koji kodiraju proteine u
rekonstrukciji filogenetskih odnosa unutar porodice EImidae (Coleoptera)
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Elmidae (Coleoptera) je porodica vodenih kornjasa koji se Cesto koriste kao bioindikatori u
tekucicama, no filogenetski odnosi unutar porodice su dosada slabo istrazeni. U ovom radu
analizirana je upotrebljivost gena za ribosomsku RNA i odabranih gena koji kodiraju proteine
za pouzdanu rekonstrukciju filogenetskih odnosa vrsta, rodova i podporodica unutar porodice
Elmidae. Filogenetske analize pokazale su da su geni za COl i 12S rRNA vrlo varijabilni, a
gen za 18S rRNA je izuzetno konzerviran te ovi markeri ne daju pouzdane rezultate.
Nuklearni geni za 28S rRNA, CAD i Arg daju bolje razlu¢ivanje i podrsku za topologiju.
Kombiniranjem vefeg broja markera postignuti su znatno bolji rezultati, posebice
kombinacijom nuklearnih gena. U vecini analiza podporodice Elminae i1 Larainae su
medusobno parafiletske, te ovo istrazivanje upucuje na potrebu revizije taksonomskog statusa
skupina unutar porodice Elmidae.
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Phylogenetic utility of ribosomal and protein-coding genes for
reconstructing the phylogeny of EImidae (Coleoptera)
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Elmidae (Coleoptera) is a family of water beetles which are often used as bioindicators
in running waters. The phylogenetic relationships within the family are not very well studied.
In this study we analysed the usefulness of ribosomal RNA coding genes and protein coding
genes in the reconstruction of phylogenetic relationships within Elmidae. Phylogenetic
analyses of COI and 12S rRNA genes have shown that these genes have to much variability,
while the gene for 18S rRNA is too conserved to give reliable results. Nuclear genes for 28S
rRNA, CAD and ArgK give substantially better results. The best results were obtained by
combinig different genes, especially nuclear genes. In most analyses subfamilies EIminae and
Larainae are shown to be paraphyletic. This study shows the need for revising the taxonomic
status of taxa within the family Elmidae.

(72 pages, 49 pictures, 43 tables, 80 references, original in Croatian)
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1. Uvod 1

1. UVOD

Pripadnici porodice EImidae nastanjuju sve kontinente. Do sada je opisano oko 1330
vrsta rasporedenih u 146 rodova. U Europi je opisano 11 rodova s oko 50-tak vrsta.
Procjenjuje se da je dosada otkriveno samo 70 % postojecih vrsta i predvida se da ¢e konacan
broj vrsta iznositi 1850. Ova porodica je slabo proucena, a na temelju standardnih
morfoloskih znacéajki nemogucée je razlikovati i odrediti pojedine vrste pa se smatra da unutar
ove porodice postoje mnoge kripti¢ne vrste. Za sada ih se dijeli u dvije podporodice: Larainae
(26 rodova, 130 vrsta) i EIminae (120 rodova, 1200 vrsta), no upitan je monofiletski status
ovih podporodica. Najvecéa raznolikost vrsta porodice Elmidae zabiljezena je u planinskim
podru¢jima tropskih i suptropskih kisnih Suma jugoistocne Azije, pri ¢emu se isti¢e otok
Borneo.! Tropska podrugja Afrike i Juzne Amerike kao i Sjeverna Amerika jo§ uvijek su
podrudja relativno slabe istrazenosti. Cini se da je zapadni dio ekoloske regije Palearktika
(unutar koje spada i podruc¢je Balkana i Hrvatske) bogat kompleks vrstama zbog Cega e
buduca istraZivanja na ovom podrucju zasigurno doprinijeti taksonomskim revizijama unutar
ove porodice.’

Do sada je provedeno vrlo malo istrazivanja filogenetskih odnosa ove porodice? te
postoji potreba za razja$njenjem statusa dviju podporodica i odnosa izmedu i unutar rodova,
kao 1 taksonomskih statusa brojnih kripti¢nih vrsta.

Svrha ovog rada je pridonijeti boljem razja$njavanju statusa podporodica te odnosa
izmedu i unutar rodova. KoriStenjem viSe razlicitih vrsta gena te njihovom kombinacijom
nastojalo se odrediti najoptimalnije gene za pojedine vrste analiza te poboljsati metodologiju i

odrediti optimalne parametre za njihovu analizu.
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2. Literaturni pregled 2

2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Molekularna filogenetika

Filogenetika proucava evolucijsku povijest i odnose medu skupinama organizama (npr:
vrstama ili populacijama). Ti odnosi se rekonstruiraju metodama filogenetske inferencije
kojima se promatraju opazene naslijedne osobine poput slijedova DNA ili morfologije, po
modelu evolucije tih karakteristika. Filogenetska istrazivanja omogucuju razumijevanje
bioraznolikosti, evolucije, ekologije i genoma.®

Tradicionalna filogenetika temelji se na morfoloskim obiljezjima dobivenim
opazanjima i kvantificiranjem fenotipskih obiljezja reprezentativnih organizama.* U moderno
vrijeme, filogenetske molekularne metode sve vise koriste nukleotidne sekvence koje kodiraju
gene ili aminokiseline kao bazu za klasifikaciju. Da bi se morfoloska ili molekularna obiljeZja
mogla Koristiti u istrazivanjima moraju imati svojstvo homologije.’

Homologija izmedu parova struktura ili gena u razli¢itim taksonima podrazumijeva
njihovo porijeklo od zajedni¢kog pretka. Evolucijska biologija objasnjava homologne
strukture koje su prilagodene razli¢itim svrhama kao rezultat prilagodbe na razliCite Zivotne
uvjete.® Prikladan primjer homologne strukture je zapesce kraljeznjaka, gdje su krila $ismisa,
ruke primata, prednje peraje Kitova, prednje noge pasa i konja sve izvedene iz zajedni¢kog
pretka tetrapodne strukture, a tijekom evolucije su se prilagodile razli¢itim na¢inima kretanja

pojedinih organizama. Primjeri homolognih organa prikazani su na slici 1.

Slika 1. Homologne strukture (udovi). S lijeva na desno prikazane su:

ruka primata, noga macke, peraja kita, krilo §i¥misa.

Tin Tomas Diplomski rad



2. Literaturni pregled 3

Suprotna od homologije je homoplazija (analogija). To su analogni organi koji imaju istu
funkciju u razli¢itim organizmima no nisu bili prisutni u njihovom posljednjem zajednickom
pretku.” Primjer takvih organa su krila kukaca i krila ptica koji su evoluirali neovisno, u
razli¢itim odvojenim grupama te su konvergirali zbog funkcionalnosti da bi omogucili letenje.
Takvi se primjeri organa nazivaju analognim. Primjeri analognih organa prikazani su na slici
2.

morski pas (riba) pingvin (ptica) dupin (sisavac)
,_.AA“ /7 [~ e -
; 5 2 # = R
B\ of > E sl
| [ |
.-’1\:- <\€;\, ¥ /\\—‘. \ \'»-;\\ 3 o » ‘;};v,.
DN 2 . | b N . ‘»‘]"J.'
RS =D SR

)
T — )

Slika 2. Prikaz analognih organa. Sve ove strukture imaju sli¢nu funkciju, ali nisu

nastale iz istog pretka.®

Homologija izmedu sekvenci proteina ili DNA podrazumijeva zajednicko porijeklo zbog
specijacijskog dogadaja (ortologija) ili duplikacijskog dogadaja (paralogija) (slika 3). Samo

ortologni geni se mogu koristiti u filogenetskim analizama.®

Homaolozi
A
s o
Paralozi
W /_A—\ 1
~ N -~ ~~
jaba (O pile O mis mis [I) pile J*) taba [}
(1= lantani gen [j- lantani gen
\[Z"”: kacija gena/
Raniji gen za glohin

Slika 3. Primjer paralogije-ortologije kod gena za alfa i beta globin

Tin Tomas Diplomski rad



2. Literaturni pregled 4

Homologija medu proteinima i DNA se procjenjuje na temelju sli¢nosti njihovih sekvenci.
Jako preklapanje sekvenci upucéuje na to da su takve dvije sekvence povezane divergentnom
evolucijom iz zajedni¢kog pretka. Poravnanja vise sekvenci se koriste da bi se otkrile

homologne regije.

ANVA-USAL ARF A
£p812260.1 Eub -
£P812278.1 Hel -
535173.1 Lim -
£P8 1 8te - GG,
CBSP-NV3 BRE  ovvvvvvivnnnns BaiBiaCuilvnnnnnilininilimiinins
ER2-NO4 2FF  -.oonlavininns ..0..6 vennniCy P 19 P
EB-124 R oo Tuins
EML-FRT ARF  |oeoeuTuunns 6.6 TP S
Em-'[’:‘g ARF elesBA oIVl vesBeoscninseBosennnaBoserelonsnnnselbosensnnnnnnes

MC3P1-C025 ARF
MESP-0025 2 P S e
OR-115 A
BA-NOL ARF
2088-E127
PESP-BAL ARF |---eeveeTRuriiiBnniConnniBen,
BRSEL-HET ARF Ao Tls clin bl

RW3L-NO5 2RF - ToonToiiiiiiiiiiiiii, 6 - o P
SC1-IT4 AKF  |svevvvsrnnnnnn SN - T L - S AP o
EPA12352.1 Opt -+ vveveeBunnn T B0 Tl Bl C L Sl

Slika 4: Primjer prvih 150 parova baza poravnanih sekvenci za gen koji kodira arginin
kinazu dobivenih koristenjem programa Clustal u BioEditu. Promjene u odnosu na prvi

uzorak su prikazane slovima, a sauvana mjesta su prikazana tockama.

2.1.1. Filogenetska stabla

Rezultati filogenetskih analiza prikazuju se u obliku takozvanog filogenetskog stabla.
Filogenetsko ili evolucijsko stablo je dijagramski prikaz hipoteze o povijesti evolucijskih
poveznica grupa organizama. Vrhovi filogenetskog stabla mogu biti zivu¢i organizmi ili
fosili. Oni predstavljaju terminalne taksone tj. sadasnjost u evolucijskoj liniji dok unutarnja
grananja (Cvorovi) predstavljaju njihove pretke, a "korijen" stabla je predak svih organizama

ukljugenih u analizu.® Primjer filogenetskog stabla prikazan je na slici 5.

Tin Tomas Diplomski rad



2. Literaturni pregled

Grana  —————————p
(Rub)

Terminalni——
(Vanjski)
Cvor

Interni
(LCA)
Cvor

>~ -

@ «— Korijen

Slika 5. Filogenetsko stablo s oznacenim bitnim karakteristikama

Konstruiranje filogenetskog stabla zahtijeva homologiju karakteristika koje dijele taksoni koji

se usporeduju. U morfoloskim studijama, to zahtijeva eksplicitne odluke o odredivanju

parametara i nacinima na koji ¢ée se ti parametri mjeriti, dok je kod molekularnih studija

primarni problem u stvaranju poravnanih slijedova (eng. Multiple sequence alignment

(MSA)) izmedu gena ili sekvenca aminokiselina.® Filogenetska stabla koja su konstruirana

racunalnim metodama ne predstavljaju stvarnu sliku povijesti veza izmedu vrsta koje su

analizirane, ve¢ predstavljaju hipotezu o evolucijskim odnosima temeljenu na analizi

pojedinog filogenetskog markera ili kombinacije vise filogenetskih markera. Na slici 6.

prikazan je primjer filogenetskog stabla konstruiranog na temelju nukleotidnih slijedova

DNA.
X X L
- " Sadasnjost
AGGGCAT TAGCCCA TAGACCT AGCACAA AGCGCTT
A
AGGGCAT TAGCCCT AGCACTT =121 o
E
&
.2 &
AAGGCCT TGGACTT 2
=
AAGACTT -1-3
Slika 6. Filogenetsko stablo evolucije DNA sekvence
Tin Tomas Diplomski rad



2. Literaturni pregled 6

Filogenetska stabla mogu biti ukorijenjena ili neukorijenjena. U ukorijenjenom filogenetskom
stablu, svako grananje s precima predstavlja pretpostavljenog najblizeg pretka te duljine grana
kod nekih stabala predstavljaju procjenu godina divergencije. Svako grananje sa naziva
taksonomskom jedinicom. Interna grananja se opcéenito nazivaju hipotetskim taksonomskim
jedinicama, zato S§to ne mogu biti direktno uocena. Stabla su korisna u podrucjima biologije
poput bioinformatike, sistematike i filogenetskih komparativnih metoda.® Primjer
ukorijenjenog filogenetskog stabla se moze vidjeti na slici 7.
Archaea Eukarya
NEOMURA

Actinobacteria
Endobacteria

Eurybacteria

Cyanobacteria Gracilicutes

Hadobacteria

Chlorobacteria

LUCA

Slika 7. Primjer ukorijenjenog filogenetskog stabla koji pokazuje kako su eukarioti i
arheje u blizem srodstvu od bakterija (temeljeno na Cavalier-Smith's teoriji bakterijske
evolucije). Neomura je skupina koja se sastoji od dvije domene Zivota, Archaea i Eukaryota.
LUCA je kratica za zadnjeg poznatog pretka (engl. last universal common ancestor) svih

organizama.!

Neukorijenjena stabla prikazuju svezu grananja i ne zahtijevaju pretpostavljanje i poznavanje

zajednickog pretka.'® Primjer neukorijenjenog stabla se moze vidjeti na slici 8.

Tin Tomas Diplomski rad
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Slika 8. Primjer neukorijenjenog filogenetskog stabla nadporodice miozina®?

U taksonomiji postoji podjela na 3 razli¢ite grupe: monofiletske, parafiletske i polifiletske.
Monofiletske grupe su taksoni (grupe organizama) koji se sastoje od svih potomaka zadnjeg
zajedniCkog pretka. Parafiletske grupe ukljucuju potomke zajednickog pretka iskljucujuci
tipi¢no jednu ili dvije monofiletske podgrupe. Polifiletske grupe su karakterizirane jednim ili
vise tipova homoplazije tj. fenotipova koji su konvergirali ili revertirali tako da izgledaju isto,
ali nisu naslijedeni, pa ukljucuju i pojedine taksone koji ne potjecu direktno od zadnjeg

zajednickog pretka.'® Primjer monofilnosti, parafilnosti i polifilnosti prikazan je na slici 9.
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Moncfiletska skupina

Parafiletska skupina
. Polifiletska skupina

Lorisi Tarsier

Majmuni novog Majmuni starog Veliki majmuni Ljudi
svijeta svijeta

NN

Slika 9. Skica filogenetskog stabla primata sa obojanim primjerima za monofilnost,
parafilnost i polifilnost. Zuto je oznadena monofiletska skupina, plavo je oznacena parafiletska

skupina, a crveno je oznacena polifiletska skupina.

2.1.2. Molekularni markeri u filogenetskim istraZivanjima

Molekularni markeri su specificne molekule koje su sadrzane u uzorku uzetom iz organizma
(bioloski markeri) i koriste se pri otkrivanju pojedinih karakteristika izvora uzorka te pri
identifikaciji izvora. Postoje mnogi tipovi molekularnih markera te oni mogu biti organske
(ve¢inom bioloske) ili anorganske molekule. Ovisno o svojstvima molekula i svojstvima
izvora mogu imati razli¢ite primjene. Primjer ¢esto koristenog bioloskog markera je molekula
DNA koja sadrzi informacije o genetskim poremecajima, genealogiji i evolucijskoj povijesti
zivota. Specificne regije DNA (geneticki markeri) koriste se za dijagnozu autosomalnih
poremecaja recesivnih gena, taksonomska istrazivanja, filogenetska istrazivanja te pri
identificiranju vrsta (DNA barkodiranje). Koristenjem molekularnih bioloskih markera poput
mitohondrijske ili nuklearne DNA 1/ili proteina moguce je napraviti filogenetsku analizu.
Razvitak metode lancane reakcije polimerazom (PCR) omogucio je puno iskoriStavanje
potencijala mitohondrijske i nuklearne DNA kao molekularnog markera za evolucijska i
bioloska istrazivanja. Do danas je objavljen veliki broj univerzalnih 1 specifi€énih pocetnica
koje omogucuju umnazanje razlicitih dijelova genoma za filogenetska istrazivanja u velikom
broju skupina eukariotskih organizama. U filogenetskim istrazivanjima koriste se npr. geni

koji kodiraju za proteine kao i geni za ribosomske RNA.®
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2.1.2.1. Mitohondrijska DNA

Vrlo ¢esto koriSteni molekularni bioloSki markeri su mitohondrijski geni. Mitohondrijska
DNA (mtDNA) je kruzna dvolanc¢ana molekula veli¢ine od 15-20 tisu¢a parova baza, te se
nalazi unutar mitohondrija. Primjer molekule mtDNA se moze vidjeti na slici 10. Ona se
sastoji od nekodirajuc¢e kontrolne regije (D-petlja) koja sadrzi ponavljajuce dijelove te
kodirajuc¢eg dijela u kojem se nalazi 37 gena razli¢itih funkcija 1 brzine evoluiranja, od ¢ega
su 22 gena za tRNA (transfer RNA), 2 gena za rRNA (ribosomsku RNA) i 13 gena Koji

kodiraju proteine ukljudene u transport elektrona za oksidativnu fosforilaciju.'*

Pyrocoelia rufa
Mitochondrial Genome
17,739 bp

-

Slika 10. Mapa mitohondrijskog genoma vrste Pyrocoelia rufa.'®

Krajem 1970-ih primijeCena je vaznost mtDNA kao dobrog molekularnog markera. Za
filogenetska istrazivanja Cesto su koriSteni geni za citokrom oksidazu (COI, COII i COIIl) te
geni za ribosomske DNA poput gena za 12S rRNA i 16S rRNA. Osim njih ¢esto se koriste i
geni za Cyth, NADH te kontrolna regija (tzv. D-loop).®

MtDNA ima mnoge karakteristike koje ju ¢ine dobrim kandidatom za filogenetska
istrazivanja. Ona je mala kruzna molekula jednostavne strukture i organizacije te je prisutna u
svim stanicama u velikom broju kopija §to omoguéuje njezinu jednostavnu izolaciju. Pojava
haploidije, nasljedivanja po majci, neposjedovanje rekombinacije kao ni introna i ostalih
nekodirajucih slijedova takoder olakSavaju molekularni pristup u analizama u kojima se
MtDNA Koristi kao marker.

Pojava nukleotidnih supstitucija ¢eS¢a je u mtDNA nego u jezgrinoj DNA. MtDNA ne

kodira proteine koji su direktno ukljuceni u njezinu replikaciju, transkripciju ili translaciju Sto
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uzrokuje brzu evoluciju mtDNA. MtDNA takoder ne posjeduje gene koji kodiraju enzime s
lektoriraju¢om aktivno$¢u koji su vazni za pravilno umetanje nukleotida tijekom DNA
replikacije, odnosno popravak nakon oSteCenja, Sto kumulativnho povecava broj mutacija.
Posebno treba naglasiti da je mtDNA mozai¢na tj. posjeduje regije sa razli¢itom brzinom
stope evolucije $to omogucuje dizajniranje vise ili manje konzerviranih pocetnica. To
svojstvo omogucuje filogenetske analize na raznim taksonomskim razinama.’® Zbog tih
svojstava pokazano je da je mtDNA vrlo mo¢no orude u intraspecijskim analizama vezanim
uz geografske varijacije populacijske strukture i zoogeografiju.’

Nedostaci koriStenja mtDNA u evolucijskoj biologiji su: heteroplazmija, slucajevi
biparentalnog nasljedivanja, neujednaceni molekularni sat, te postojanje paralognih kopija
mtDNA u genomu jezgre (tzv. Numt-ova).'® Heteroplazmija je naziv za prisutnost vise od
jednog tipa genoma u organelima (mitohondrijski ili plastidni DNA). Biparentalno
nasljedivanje je tip medustani¢nog nasljedivanja u kojemu su stanice naslijedile organele od
oba roditelja. NUMT (engl. "new might)” je akronim za nuklearni mitohondrijski DNA
segment. On opisuje transpoziciju bilo kojeg tipa DNA citoplazmatskih mitohondrija u
nuklearnom genomu eukariotskih organizama.’® Sve vise NUMT sekvenci razlicitih veli¢ina i
duljina je detektirano u raznim eukariotima, a gotovo sve regije mitohondrijskih genoma se
mogu integrirati u nuklearni genom. NUMTovi variraju u brojevima i veli¢ini ovisno o vrsti.
Nakon $to je mtDNA otpuStena u citpolazmu te prenesena u jezgru, eventualno se ugraduje u
nuklearnu DNA pri popravljanju dvostrukih prijeloma. Ovisno 0 mjestu umetanja NUMT
pseudo gena moZe se dogoditi izmjena funkcije gena.'® Tijekom evolucije NUMT sekvence se
mijenjanju razli¢itom brzinom od originalnih mitohondrijskih gena, pa, ukoliko ne budu
uocene, mogu uzrokovati neto¢nu filogenetsku interpretaciju.

Od mitohondrijskih gena koji se jos$ koriste za filogenetska istrazivanja najvazniji su
ribosomski geni za 12S rRNA, 16S rRNA koji kodiraju gene za podjedinice mitohondrijskog
ribosoma (slika 11).
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Slika 11. PoloZaj rRNA gena (osjen¢ano) u mitohondrijskom genomu pcele i genomu

artropodnog pretka. Razlike izmedu genoma su prikazane ravnim linijama.®
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Citokrom oksidazna podjedinica | (COI) je protein koji je biokemijski jako dobro
istrazen, a njegova veliCina 1 struktura dobro su ocuvane kod svih aerobnih organizama.
Posjeduje vaznu ulogu u procesu oksidativne fosforilacije te tako sudjeluje u transportu
elektrona i protona na unutarnjoj membrani mitohondrija.?® Struktura COI podjedinice se

moze vidjeti na slici 12.

Slika 12. Kvaterna struktura COI podjedinice?!

Posjeduje nekoliko tipova funkcionalnih domena unutar kojih se nalaze dobro ocuvane
aminokiseline ¢ija je brzina supstitucije jako mala, Sto u svjetlu filogenetskih istrazivanja
omogucuje rjesavanje odnosa na vis§im taksonomskim razinama (koljena i redovi). Upotreba
robustnih univerzalnih pocetnica za 5' kraj gena za COI pokazuje moguénost identifikacije
gotovo svih koljena Zivotinja.?> Medutim unutar gena za ovaj protein postoje i izrazito
varijabilna mjesta s visokom mutacijskom stopom (mjesta tihih mutacija), $to ga cini
pogodnim za detektiranje mladih evolucijskih dogadaja.?® Gen za COI je heterogen u smislu
da sadrzi mjesta Sirokog spektra brzina mutacije. Takoder, COI je najveca od tri podjedinice
gena za citokrom oksidaze kodirane mitohondrijskim genomom. Ujedno je i jedan od najvecih
mitohondrijskih gena u podcarstvu Metazoa $to je povoljno za detektiranje filogenetski vaznih
signala jer je tako znatan broj informativnih mjesta smjesten unutar samo jedne funkcionalne
cjeline.?® Usporedbom s genima za rRNA gen za COIl pokazuje prednost u procesu
poravnavanja zbog smanjene koli¢ine insercija i delecija. Brzina molekularne evolucije je
takoder 3 puta veca u odnosu na gene za rRNA. Pravilna identifikacija vrsta klju¢na je za
kvalitetna ekoloska i1 evolucijska istrazivanja. Gen za COI pokazao se izuzetnim orudem u

projektima DNA barkodiranja.
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DNA Dbarkodiranje je sustav koji Kkoristi varijabilnost nukleotidnog slijeda
mitohondrijskog gena za COI kako bi se identificirale vrste unutar carstva zivotinja. Ovakvi
vrsno specifi¢ni fragmenti DNA nazivaju se ,,barkodovi*.?* Razlog upotrebe ovakvog pristupa
U bio-identifikaciji nije samo Cinjenica da se iz dana u dan broj novo otkrivenih vrsta
drasti¢no povecava, ve¢ i Cetiri glavna ogranicenja u klasi¢noj, morfoloskoj determinaciji
vrsta: fenotipska i geneticka plasticnost, problem kripti¢nih vrsta, morfoloska svojstva
karakteristicna samo za jedan zivotni stadij. Ovakav sustav se pokazao vrlo efikasnim
prilikom detekcije srodnih vrsta za $§to su zasluzna gore navedena svojstva COIl. Postoje
neslaganja u svezi tehnologije barkodiranja vezane uz opravdanost koriStenja jednog gena
(COI).>2% Neka alternativna rjeSenja prikazana su upravo na primjerima kornjasa. Zbog tih
nedostataka dolazi do potrebe za dodatnim analiziranjem jezgrinih gena kako bi se rijesio
problem kompleksnosti vrsta.

12S ribosomska RNA je mitohondrijski kodirana komponenta male podjedinice
(engl. Smal subunit (SSU)) ribosoma. Kod ljudi je kodiran sa MT-RNR1 genom te ima
duljinu od 951 parova baza. 12S rRNA je mitohondrijski homolog prokariotske 16S i
eukariotske 18S ribosomske DNA.?” Sekundarna struktura prikazana je na slici 13. Polozaj

gena u ljudskom mitohondrijskom genomu prikazan je na slici 15.
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Slika 13. Sekundarna struktura 12S rRNA.X°
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16S ribosomska RNA je mitohondrijski kodirana komponenta velike podjedinice
(engl. large subunit (LSU)) ribosoma. Kod ljudi je kodiran sa MT-RNR2 genom. 16S rRNA
je mitohondrijski homolog prokariotske 23S i eukariotske 28S ribosomske DNA. Predvidenu
sekundarnu strukturu se moze vidjeti na slici 14., a polozaj gena na mitohondrijskoj DNA se

moze vidjeti na slici 15.%°
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Slika 14. Prikaz predvidene sekundarne strukture 16S rRNA vrste Radopholus
similis.?®
Regija u kojoj se nalaze MT-RNR1 i MT-RNR2 geni ima vrlo sporu evoluciju te je zbog toga
pogodna za izradu filogenetskih stabala.

TRF

e
H strand

-----

Slika 15. Polozaj MT-RNR1 i MT-RNR2 gena na ljudskom mitohondrijskom

genomu. Geni za 16S rRNA i 12S rRNA se nalaze u plavo obojanim poljima.?®
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2.1.2.2. Nuklearna DNA

Kao molekularni markeri takoder su koristeni razni protein kodiraju¢i geni (npr. za ArgK i
CAD) te geni za ribosomske podjedinice 18S i 28S (slika 16). Prednost nuklearnih gena nad
mitohondrijskim genima je manja brzina (stopa) mutacija. Zbog toga su ti markeri pogodniji

za odredivanje daljnjih predaka.?®

coding region IGS

oNA | | [ ]

1

1 ® iption) (includes promoter, enhancer and repetitive regions) /
ranscription

1

v start of next
re-RNA |E| |é|la I rDNA gene

not located

! % % (splicing) within arrays eukaryotic ribosome
1

A
rRNA | | [l I I -+ + ~50 proteins = Lsu
1
188 5.?5 2:|;s 1 58
1

el i il >+ .35 proteins = 408 Ssu

Slika 16. Tipi¢na raspodjela nuklearnih rRNA gena kod eukariota. IGS, intergenski
"spacer"; SSU, mala podjedinica; LSU, velika podjedinica.t®

18S ribosomska RNA (slika 17) je strukturna RNA za malu podjednicu eukariotskih
citoplazmatskih ribosoma (40S) te je stoga vazna komponenta svih eukariotskih stanica. 18S
rRNA ima jako sporu evoluciju pa je vrlo dobro konzervirana i stoga je pogodna za ,,duboku‘

filogeniju.®!

Slika 17. Sekundarna struktura 18S rRNA kvasca Sacharomices cerevisiae.*?
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28S ribosomska RNA (slika 18) gradi veliku podjedinicu eukariotskih
citoplazmatskih ribosoma, pa je jedna od bazi¢nih komponenti svih eukariotskih stanica.®
Ona je eukariotski nuklearni homolog prokariotskog 23S i mitohondrijskog 16S rRNA.3* Za
razliku od 18S rRNA, 28S rRNA je puno varijabilnija pa je stoga pogodna za bliza
filogenetska istrazivanja (npr. unutar porodica).
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Slika 18. Sekundarna struktura 28S rRNA ¢ovjeka®

2.1.3. Racunalne metode u molekularnoj filogenetici
Prvi korak ¢ini ekstrakcija DNA Zeljenog organizma. Nakon ekstrakcije DNA, Zeljeni DNA
fragment se umnaza lanCanom reakcije polimeraze, PCR reakcijom. Za pocetnice se obi¢no
koriste univerzalne pocetnice koje su karakteristicne za onaj dio gena koji zelimo analizirati.
Nakon provjere uspje$nosti PCR-a umnoZenim fragmentima se odreduje slijed nukleotida te
se analiziraju raCunalnim metodama.

Racunalna filogenetika koristi racunalne algoritme, metode i programe za filogenetsku
analizu. Cilj raCunalne filogenetske analize je konstruirati filogenetsko stablo koje

reprezentira hipotezu o evolucijskim precima vrsta.>*
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Poravnanje (eng. “alignment ) sekvenci je metoda koja se koristi u bionformatici i ona
ukljucuje poravnanje sekvenci DNA, RNA ili proteina u svrhu identificiranja regija sli¢nosti.
Te regije mogu biti posljedica funkcionalne, strukturne ili evolucijske veze medu
sekvencama. Poravnane sekvence nukleotida ili aminokiselina su tipi¢no prikazane kao redovi
u matrici (slika 19). Prorezi su ¢esto umetnuti izmedu ostataka tako da su sli¢ne karakteristike
poravnane u pojedina¢ne stupce.3

Histone H1 (residues 120-180)

HUMAN KKASKPKKAASKAPTKKPKATPVKKAKKK LAATPKKAKKPK TVKAKPVKASKPKKAKPVK
MOUSE KKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKKAKKPKVVKVKPVKASKPKKAKTVK
RAT KKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKKAKKPK IVKVKPVKASKPKKAKPVK
COW KKAAKPKKAASKAPSKKPKATPVKKAKKKPAATPKKTKKPK TVKAKPVKASKPKKTKPVK
CHIMP KKASKPKKAASKAPTKKPKATPVKKAKKK LAATPKKAKKPK TVKAKPVKASKPKKAKPVK
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Slika 19. Primjer poravnanja sekvenci histonskog H1 proteina kod sisavaca (Covjek,
mi$, Stakor, govedo, ¢impanza). Poravnanje sekvenci je dobiveno koriStenjem programa
ClustalO. Dijelovi koji su sacuvani kod svih uzoraka su oznaceni sivo. Ispod sekvenci se
nalaze oznake koje oznaCavaju saCuvanu sekvencu (*), konzervativna supstitucija (:), polu
konzervativna supstitucija (.) i ne-konzervativna supstitucija.®’

Filogenetska stabla koja se sastoje od netrivijalnog broja sekvenci se konstruiraju
racunalnom filogenetikom. Metode koje raCunaju genetsku udaljenost iz viSe sekvenci poput
sparivanja susjeda (engl. Neighbor Joining) ili UPGMA su najlakse za izvodenje, medutim
one ne pretpostavljaju evolucijski model.® Mnoge metode poravnanja sekvenci poput
CustalW-a takoder stvaraju stabla koristenjem jednostavnih algoritama. Metoda maksimalne
parsimonije (engl. "Maximum parsimony" (MP)) je jo§S jedna jednostavna metoda
rekonstrukcije filogenetskih stabala, ali ona ukljuc¢uje implicitni model evolucije. Naprednije
metode koriste kriterij optimalnosti maksimalne vjerojatnosti, vrlo ¢esto u Bayesian-ovom
okviru te primjenjuju eksplicitni model evolucije na procjenu filogenetskog stabla. Metoda
maksimalne vjerojatnosti (eng. "Maximum likelihood" (ML)) koristi standardne statisticke
tehnike za pronalazenje distribucije vjerojatnosti za pojedinacno filogenetsko stablo. Ova
metoda zahtijeva model supstitucije da bi procijenila vjerojatnost pojedine mutacije.

Metoda ML za razliku od MP metode ima dodatnu fleksibilnost jer dopusta razlicite

stope evolucije izmedu taksona i izmedu pojedinih dijelova poravnanja.®
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2.2. Kornjasi

Kornjasi (Coleoptera) su red ¢lankonozaca koje karakterizira velika raznolikost unutar carstva
zivotinja (slika 20). Unutar razreda kukaca predstavljaju najbogatiji red, uz redove Diptera,
Hymentoptera i Lepidoptera. Opisano je oko 400 000 vrsta kornjasa koji su rasporedeni u 170
porodica, no veliki broj vrsta je jo$ neopisan te moderne procjene entomologa ukazuju na ¢ak

milijun mogu¢ih vrsta.n:%
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Slika 20. Raznolikost kornjasa.>®

Kornjasi se dijele na Cetiri podreda: Polyphaga (raznojedi) s oko 370 000 opisanih vrsta,
Adephaga (grabezljivci) s oko 30 000 vrsta, Myxophaga sa 77 vrsta te Archostemata (jedini
red s isklju¢ivo kopnenim predstavnicima) s 50 vrsta. Kornjasi naseljavaju sve kontinente
osim Antarktike te naseljavaju sve biogeografske regije. Procijenjeno je da su se razvili
krajem perma (prije 285 miljuna godina) iz kopnenih predaka u podru¢ju Moravske i Urala
nakon &ega je brzo doslo do diferencijacije u osnovne podredove kornjasa.>*°

Na temelju analize morfologije i nekih DNA analiza zaklju¢eno je da su se
najvjerojatnije prvo odvojili redovi Archostemata, potom Adephaga, dok Myxophaga i

Polyhaga ¢ine sestrinsku skupinu.
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Medutim na temelju istrazivanja koja su isklju¢ivo koristila molekularne markere za
ribosomsku DNA (18S rRNA, 16S rRNA) i gena za citokrom oksidazu (COI) odreden je
drugaciji put dogadaja u evolucijskoj povijesti kornjasa. Archostemata je i dalje prvi podred
koji se odjeljuje, zatim ga slijedi Myxophaga te se na kraju odvajaju skupine Polyphaga i
Adephaga. Analize mitohondrijskog genoma ukazuju na to da su podredovi Myxophaga i
Adephaga sestrinski dok je podred Polyphaga zasebna skupina.® Slika 21 prikazuje navedene

hipoteze o evoluciji kornjaga.*

Slika 21. Hipoteze o filogenetskim odnosima podredova kornjasa, na lijevoj strani je

prikazana tradicionalna hipoteza, a na desnoj jedna od molekularnih hipoteza.38:3°

2.2.1. Vodeni kornjasi

Pretpostavlja se da danas na Zemlji postoji oko 18 000 vrsta vodenih kornjasa od cega je
opisano otprilike 12 600 vrsta (70 posto od ukupno pretpostavljenog broja). Zive u raznim
slatkovodnim vodenim stanistima. Takoder se mogu pronaci u slanim lokvama u obalnom
pojasu mora, ali ne i u morskoj vodi. Da bi prezivjeli u vodenom okruzju kornjasi su razvili
nekoliko prilagodbi u nacinu disanja. Jaech (1998) je utvrdio Sest tipova ekoloSkih grupa u
kojima mozemo nac¢i vodene kornjase. To su: pravi vodeni kornjasi (,,true water beetles®),
lazni vodeni kornjasi (,,false water beetles®), fitofilni vodeni kornjasi (,,phytophilous water
beetles®), parazitski vodeni kornjasi (,,parasitic water beetles*), fakultativni vodeni kornjasi
(,,facultative water beetles) i obalni vodeni kornjasi (,,shore beetles). Pravog vodenog
kornjasa definiraju prilagodbe na vodeni nacin zivota poput prisutnosti plastrona (zra¢nog
omotaca koji djeluje kao Skrge), modificiranog pokrilja, plivaju¢ih dlacica na nogama,
modificiranih ekstremiteta i hidrodinami¢nog tijela. Pravi vodeni kornjasi takoder moraju biti
uronjeni potpuno ili barem djelomi¢no u vodeni medij u jednom od stadija Zivotnog ciklusa.
U prave vodene kornjase ubrajaju se porodice Dytiscidae, Hydraenidae, Hydrophilidae,

Elmidae, Scirtidae i Gyrinidae, s ukupno vise od 10 000 opisanih vrsta.*3%1
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2.2.2. Porodica Elmidae

Porodica Elmidae (eng. "riffle beetles™) skupa s porodicama Dytiscidae, Hydraenidae,
Hydrophilidae, Scirtidae i Gyrinidae pripada u prave vodene kornjase, i to u podred
Polyphaga te nadporodicu Byrrhoidea. Licinke i odrasle jedinke smatraju se pravim vodenim
zivotinjama §to znaci da jednom kad udu u vodu ostaju u njoj do kraja Zivota, iako se neki
predstavnici podporodice Larainae mogu pronaci u obalnim zonama i zonama prskanja vode.
Radi se o malim vrstama s prosje¢nom duljinom tijela od 1 do 3 mm. Jedan od najvecih
rodova Macrelmis ima duljinu tijela do 5 mm, dok neke manje vrste imaju duljinu tijela
manju od 1 mm. Jaja legu pojedinac¢no ili u nakupinama ispod potopljenih stijena ili biljaka u
kasno proljece te tijekom ljeta. Razvitak jaja traje od 1 do 2 tjedna nakon Cega se izlegu mlade
licinke koje Zive od pola do tri godine ovisno o vrsti i temperaturi okoliSa. U kasno proljece
odrasla jedinka koja prvi i zadnji put leti do vode. Slika 22. prikazuje primjerak vrste Elmis

aenea, $iroko rasprostranjene u Europi.*°

Slika 22. Vrsta Elmis aenea*®

Ova porodica je jedinstvena, zato $to za razliku od ostalih porodica nastanjuje iskljucivo
trajno tekuca staniSta. Nastanjuju uglavnom podrucja u kojima voda struji preko kamene
podloge i koja su dobro prozracena. Pronadene su jedinke koje Zive na dubinama ve¢im od 10
metara.Vrste porodice Elmidae se sve viSe prepoznaje kao dobre pokazatelje kvalitete vode
(bioindikatori), tipova habitata, bioloske funkcionalnosti, te njihovo istrazivanje pomaze u

izradivanju konzervacijskih crvenih lista vrsta i stanista.*>4%
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Zivotinjski materijal

Uzorci kornjasa upotrijebljeni u ovom istrazivanju prikupljeni su tijekom provedbe projekta

"Taksonomija i filogeografija vodenih kornjasa roda Elmis, s osobitim naglaskom na vrste

Dinarskog kr§a" (MZOS, bilateralni projekt s Republikom Austrijom za 2016/2017 godinu) i

dobiveni su najve¢im dijelom od dr. M. Jaecha s Prirodoslovnog muzeja u Becu i dr. V.

Miceti¢-Stankovi¢ s Hrvatskog prirodoslovnog muzeja u Zagrebu

Tablica 1. Zivotinjski materijal kori$ten u analizama

Vrsta porodica / lokalitet datum sakupljanja/ | Sifra uzorka
podporodica sakupio

Ancyronyx Elmidae / SAD: Florida, Santa Rosa | 28.V111.2014. / leg. | ANVA-USA1

variegatus Elminae Hess & Heckes

Elmis aenea Elmidae / Austrija: Donja Austrija: 1. 2016. / leg. EA2-NO4
Elminae Bad Fischau Schonleithner

Elmis bosnica Elmidae / BiH: Livno: rijeka Sturba | V. 2012./Miceti¢ | EB102
Elminae Stankovié

Elmis latreillei Elmidae / Austrija: Donja Austrija, I11. 2015. / leg. EL-NO2
Elminae Uebelbach St. Anton Jaech

Elmis maugetii | EImidae / Francuska: Auvergne, VII. 2014. / leg. EM1-FR7
Elminae Allier Jaech

Elmis obscura Elmidae / Austrija: Gornja Austrija, | IV. 2015. / leg. EO1-00
Elminae Okrug. Braunau Jaech

Elmis perezi Elmidae / Spanjolska: provincija 27.V1.2015/ EP1-ES4
Elminae Leon Shaverdo

Elmis rioloides | Elmidae / Italija: Veneto-Treviso V1. 2014. / leg. ER1-IT3
Elminae Jaech

Elmis sp. Elmidae / Turska: Sapadere VII. 2015. / leg. ERAL-TR4
Elminae Jaech

Esolus Elmidae / Austrija: Donja Austrija, 25.04.2015/ leg. ESP1-NO3

parallelepipedus | Elminae Okrug.: Baden W. Schonleithner

Graphelmis Elmidae / Kina: Fujian, Mingxi 13.X11.2013 / leg. GEJA-CH2

jaechi Elminae County Tong

Limnius muelleri | ElImidae / Francuska: Burgundija, La | 17.VvV.2014 / LM-FR10
Elminae Charité sur Loire Shaverdo leg.

Macronychus Elmidae / SAD: Florida, Santa Rosa | 28.VI111.2014 / leg. | MAGL-USA1

glabratus Elminae Hess & Heckes

Microcylloepus | Elmidae / Kolumbija: rijeka Marayal | 3.111.2015 MCSP1-CO25

sp. Elminae
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Macrelmis sp. Elmidae / Kolumbija: rijeka Marayal | 3.111.2015 MESP-CO25
Elminae

Oulimnius Elmidae / Italija: Sardinija: Giaradi | 14.X.2015, leg. OR-IT5

rivularis Elminae Gesturi Kohler

Peloriolus sp. Elmidae / Juzna Afrika: Jonkerskoek | 8.11.2015. / leg. PESP-SA1l
Elminae Bilton

Riolus Elmidae / Austrija: Donja Austrija: leg. Schonleithner | RWS1-NO5

wichmanni Elminae Bad Fischau

Stenelmis Elmidae / Italija: Toskana, rijeka 10.1X.2015/ leg. SC1-IT4

consobrina Elminae Formone Komarek & Beutel

Potamophilinus | EImidae / Indonezija: Zapadna 2015/ leg. Kovacs | PPSP1-WP7

Sp. Larainae PapuaWest Papua, Batanta

Potamocares sp. | EImidae / Etiopija: rijeka Berga 25.11.2014 / leg. PCSP-ET27
Larainae Jach

Potamophilus Elmidae / Austrija: Donja Austrija V. 2015. / leg. PA-NO1

acuminatus Larainae Bez. Génserndorf Jaech

Parahelichus sp. | Dryopidae | Sjeverni Vijetham: Bac V.2015/ leg. Skale | PASP-NV4

Giang
Haplelmis sp. Protelmidae | Juzna Afrika: Jonkerskoek | 8.11.2015. / leg. HESP-SA1
Bilton

Cephalobyrrhus | Limnichida | Sjeverni Vijetnam, Cao V.2014. / leg. CBSP-NV3

sp. e Bang Weigel

Limnius opacus | Elmidae/El | Sanjolska: Cadiz: Arroyo | 20.11.2014, leg. LO-ES9
minae de los Bocaleones Kohler

Elmis bosnica Elmidae/El | Izvor Galicke rijeke 2010., Miceti¢ EB144
minae (Makedonija) Stankovié

3.1.2. Kemikalije upotrijebljene u molekularnim istraZivanjima

- agaroza: SeaKem LE Agarose (Cambrex)

- etidijev bromid (EtBr) 10 mg/ml

- pufer za elektroforezu u gelu agaroze:
a) koncentrirana otopina 50 x TAE pufer (2 M tris-acetat, 50 mM EDTA pH:8)

b) radna otopina 1 x TAE s etidijevim bromidom (0,5 ng/ml)
- standard za duljinu odsjeaka DNA: "O'Gene Ruler DNA ladder mix" (0,1 mg/ml)

(Fermentas)

- sastojci smjese za lan¢anu reakciju polimerazom (PCR master mix ): smjesa dNTP-ova 10
mM (Qiagen), PCR pufer 5 x green GoTaq flexi buffer (Promega), MgCL>, 25 mM
(Promega), DNA polimeraza "GoTaq Flexi DNA polymerase” 5U/ul (Promega), pocetnice

(Macrogen)
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- smjesa za direktno procis¢avanje PCR uzoraka: enzimi egzonukleaza (20 U/ul) i alkalna
fosfataza (1 U/ ul) (ThermoScientific)

Tablica 2. Pocetnice za razli¢ite markere koristene u analizi

gen pocetnica nukleotidni slijed 5' -> 3' izvor
Col TL2-N-3014 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA Simon et al 1994
(Pat)
COl C1-J-2441 CCAACAGGAATTAAAATTTTTAGATGATTAGC Simon et al 1994
(Dick)
125 rRNA SR-J-14233 AAGAGCGACGGGCGATGTGT Simon et al 1994
125 rRNA SR-N-14588 AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT Simon et al 1994
165 rRNA LR-N-13398 CGCCTGTTTAACAAAAACAT Simon et al 1994
165 rRNA LR-J-12887 CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Simon et al 1994
18S rRNA FO1 AACCTGGTTGATCCTGCCAGT Medlin at al 1988
185 rRNA RO1 TGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC Medlin at al 1988
28S rRNA 28SF GACTACCCCCTGAATTTAAGCAT Kim et al 2000
28S rRNA 28SR GACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAG Kim et al 2000
CAD CAD_743nF GGNGTNACNACNGCNTGYTTYGARCC Wahlberg & Wheat 2008
CAD CAD_1028R TTRTTNGGNARYTGNCCNCCCAT Wahlberg & Wheat 2008
ArgK AK168F CAGGTTTGGARAAYCACGAYTCYGG Wild & Maddison 2008
Argk AK939R GCCNCCYTCRGCYTCRGTGTGYTC Wild & Maddison 2008

3.1.3. Kompleti reagenasa upotrebljeni u molekularnim analizama

- I1zolacija DNA: "GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (70)" (Sigma)
- Pro¢is¢avanje DNA iz gela agaroze: "QIAquick Gel Extraction Kit (250)" (Qiagen)

3.1.4. Uredaji
- PCR uredaji: MyCycler, Thermal Cycler (Bio-Rad)
- gradijentni PCR uredaj: MyCycler T100 (Bio-Rad)

- UV transiluminator sa sustavom za snimanje agaroznih gelova: G:BOX (Syngene)

- uredaj za napajanje sustava za elektroforezu: Power Pac Basic (Bio-Rad)

- stolna centirfuga: AG minispin 5415 (Eppendorf)

- vaga: Libra (Sartorius Tec Elektronik)
- mijesalica: Biovortex V1(G-KISKER)

- termoblok: Major Science Elite
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3.2. Metode

3.2.1. lzolacija genomske DNA

Prije postupka izolacije genomske DNA, Zivotinje su namakane oko 5 minuta u 50 ul Re
vode da bi se smeksale te kako bi se olaksala ekstrakcija DNA iz tkiva s obzirom da su dugo
vremensko razdoblje uzorci drzani u etanolu. Izolacija genomske DNA izvrSena je pomocu
Sigma paketa prate¢i upute proizvodaca za postupak u kojem se koristi stolna centrifuga.
Tkiva uzoraka su prvo razgradena otopinom za razgradivanje nakon ¢ega je napravljena liza
stanica. Nakon lize stanica otopina je naneSena na kolonicu te je dva puta isprana puferom za
ispiranje, nakon ¢ega je eluirana. Jedina izmjena je u koraku elucije u kojem je volumen s
kojima se eluirala DNA s membrane smanjen sa preporuc¢enih 200 pl na 100 pl radi

povecanja koncentracije kona¢ne DNA.

3.2.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Nakon izolacije DNA uslijedilo je umnozavanje Zeljenih molekularnin markera procesom
lanane reakcije polimerazom (PCR). Prethodno su odredene optimalne temperature za

sparivanje pojedinog para pocentica s DNA kalupom.

Tablica 3. Uvijeti pri kojima su provedne PCR reakcije za gene COI, 12S rRNA i 16S rRNA

Faza PCR reakcije Temperatura/°C Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 5 min 1
Denaturacija 95 45 sec
Sparivanje pocetnica 56 45 sec 35
Produljivanje lanaca DNA 72 45 sec
Zavr$no produljavanje lanaca DNA 72 10 min 1

Tablica 4. Uvijeti pri kojima su provedne PCR reakcije za 28S rRNA

Faza PCR reakcije Temperatura/°C Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 5 min 1
Denaturacija 95 45 sec
Sparivanje pocetnica 56 45 sec 40
Produljivanje lanaca DNA 72 1 min 15 sec
Zavr$no produljivanje lanaca DNA 72 10 min 1

Tin Tomas Diplomski rad




3. Materijali i metode 24

Tablica 5. Uvjeti pri kojima su provedene PCR reakcije za 18S rRNA, ArgK i CAD

Faza PCR reakcije Temperatura/°C Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 95 5 min 1
Denaturacija 95 45 sec
Sparivanje pocetnica 52 45 sec 40
Produljivanje lanaca DNA 72 1 min 15 sec
Zavr$no produljivanje lanaca DNA 72 10 min 1

3.2.3. Razdvajanje fragmenata DNA u gelu agaroze

Uspjesnost PCR reakcije provjerena je elektroforezom u gelu agaroze. Koristen je 1%-tni
agarozni gel koji je pripravljen otapanjem 0.3 g agaroze u 30 ml 1X TAE elektroforetskog
pufera (radna koncentracija) s dodanim etidijevim bromidom koncentracije 5 pg/ml. Za
otapanje agaroze je koriStena mikrovalna pec¢nica. U jaZice je nanoSeno po 3 pl PCR produkta
za svaki uzorak. Elektroforeza je provodena u gore navedenom puferu u istosmjernom
elektri¢nom polju jakosti 60 V u trajanju od 45 minuta. Nakon elektroforeze, uspjesnost PCR-
a provjerena je UV transiluminatorom sa sustavom za snimanje agaroznih gelova. Duljina
odsjecaka DNA dobivenih PCR reakcijom usporedena je sa standardom za duljinu odsjecka

"O'Gene Ruler DNA ladder mix" koncentracije 1 pg/ml.

3.2.4. Procis¢éavanje PCR produkata

3.2.4.1. Procis¢avanje PCR produkta enzimatskom reakcijom

Ukoliko se utvrdilo da su nastali samo specifi¢ni PCR produkti, oni su pro¢is¢avani dodatkom
enzima egzonukleaze (0,4 U/ul PCR smjese) i alkalne fosfataze (AP; 0,1 U/ul PCR smjese).
Svrha dodataka tih enzima je procis¢avanje PCR smjese od preostalih neugradenih nukleotida
hidrolizom (enzimom alkalna fosfataza) i razgradnja jednolancanih pocetnica (enzimom

egzonukleaza).

3.2.4.2. Procis¢avanje fragmenta DNA iz gela agaroze

Ponekad nisu dobiveni potpuno Cisti produkti PCR reakcije. Uz Zeljene fragmente takoder su
nastajali nezeljeni, nespecificni DNA fragmenti razli¢itih duljina koji bi mogli smetati
prilikom odredivanja nukleotidnog slijeda (sekvenciranja). U takvim slucajevima radeno je

procisc¢avanje specificnog produkta iz gela agaroze.
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Ono je radeno tako da je preostali volumen PCR smjese (12-13 pl) naneSen na Sire i dublje
jazice te je opet izvrSena elektroforeza. Nakon nekog vremena tijek elektroforeze je snimljen
na UV transiluminatoru te ukoliko je procijenjeno da se Zeljeni i neZeljeni fragmenti nalaze na
dovoljno velikoj udaljenosti iz gela je pomocu skalpela izrezan komadi¢ agaroze koji sadrzi
specifi¢ni odsjeCak DNA. Ekstrakcija DNA iz komadi¢a agaroze je vrsena pomoc¢u kompleta
reagenasa "QIAqucik Gel extraction Kit" prema uputama proizvodaca. Kao finalni eluat

uzimao se volumen od 30 pl.

3.2.5. Odredivanje nukleotidnog slijeda PCR produkata
Nakon procis¢avanja PCR produkata uzorci su poslani na odredivanje nukleotidnog slijeda
(sekvenciranje) u firmu Macrogen u Nizozemsku. Za sekvenciranje su koristene iste pocetnice

kao i za umnazanje lanéanom reakcijom polimeraze.

3.2.6. Bioinformatic¢ka analiza

Autenti¢nost nukleotidnih slijedova utvrdena je koriStenjem alata za pretrazivanje po sli¢nosti
("Basic local alignment search tool”, BLAST). Nukleotidnim slijedovima koji su uzeti za
istrazivanje uredeni su krajevi te je usporedena tocnost ocCitanih molekula obzirom na
dobivene kromatograme. Za pregledavanje i uredivanje nukleotidnih slijedova koristen je
program BioEdit. Svi uspjesno odredeni nukleotidni slijedovi su pohranjeni u bazu podataka

GenBank. Datoteke za unos u GenBank bazu podataka kreirane su pomoc¢u programa Sequin.

Popis svih uspjesno sekvenciranih uzoraka te pregled pristupnih brojeva nukleotidnih
slijedova koristenih za istrazivanje, kao i onih preuzetih iz GenBank baze podataka prikazani
su u tablicama 6-12.

Tablica 6. Analizirani uzorci uneseni u GenBank bazu podataka te njihovi pristupni brojevi

Sifra uzorka | ime vrste COl 12S ArgK CAD 18S 28S
MAGL- Macronychus MF470 | MF410 MF470
USA glabratus 082 372 027
ANVA- Ancyronyx MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF469 | MF470
USA1 variegatus 069 373 032 050 993 011

CBSP-NV3 | Cephalobyrrhus sp. | MF470 | MF410 | MF470
070 374 033

PCSP-ET27 | Potamocares sp. MF470 | MF410 | MF470 | MF470 MF470
088 375 045 064 016
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EA2-NO4 Elmis aenea MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF469 | MF470
071 376 034 051 994 019
ERA1-TR4 | Elmis sp. MF470 | MF410 | MF470 MF470
078 377 039 009
SC1-I1T4 Stenelmis MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF469
consobrina 092 378 049 049 998
PPSP1-WP7 | Potamophilinus sp. | MF470 | MF410 MF470 MF470
090 379 064 015
PA-NO1 Potamophilus MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF470 | MF470
acuminatus 086 380 044 063 005 015
MESP- Macrelmis sp. MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF469 | MF470
C0O25 084 381 042 062 996 019
PESP-SA1 | Peloriolus sp. MF470 | MF410 | MF570 | MF470 MF470
089 382 046 058 017
EB102 Elmis bosnica MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF470
072 383 035 052 002
EO1-00 Elmis obscura MF470 | MF410 MF470 | MF469 | MF470
075 384 054 997 024
EM1-FR7 Elmis maugetii MF470 | MF410 | MF470 MF470 | MF470
074 385 046 003 021
ER1-IT3 Elmis rioloides MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF470 | MF470
077 386 037 053 006 020
ESP1-NO3 | Esolus MF410 | MF470 | MF470 | MF470 | MF470
parallelepipedus 387 038 055 007 025
LM-FR10 Limnius muelleri MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF470
081 388 040 056 004
RWS1-NO5 | Riolus wichmanni MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF470 | MF470
091 389 048 057 000 026
OR-IT5 Oulimnius rivularis MF410 | MF470 MF470 | MF470
390 043 010 029
EP1-ES4 Elmis perezi MF470 | MF410 MF470
076 391 022
EL-NO2 Elmis latreillei MF470 | MF410 MF470 | MF470
073 392 001 023
MCSP1- Microcylloepus sp. | MF470 | MF410 | MF470 | MF470 | MF469 | MF470
C0O25 083 393 041 061 995 012
HESP-SAL1 | Haplelmis sp. MF470 | MF410 | MF470 | MF470 MF470
080 394 039 068 030
PASP-NV4 | Parahelichus sp. MF470 | MF410 MF469 | MF470
087 395 999 031

Tablice 7-12 prikazuju pristupne brojeve i sifre uzoraka iz GenBank baze podataka
analiziranih u ovom radu
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Tablica 7. Pristupni brojevi i pripadajuce Sifre vrsta preuzetih iz baze podataka GenBank za
analizu gena ArgK

Vrsta Sifra Pristupni broj
Optioservus sp. KP812352.1 Optioservus sp. KP812352.1
Lara avara KP812302.1 Lara avara voucher KP812302.1

analizu gena CAD

Tablica 8. Pristupni brojevi i pripadajuce Sifre vrsta preuzetih iz baze podataka GenBank za

Vrsta Sifra Pristupni broj
Simplocaria sp. KM364522.1 Simplocaria sp. KM364522.1
Nicrophorus apo JF319139.1 Nicrophorus apo JF319139.1

analizu gena COI

Tablica 9. Pristupni brojevi i pripadajuce Sifre vrsta preuzetih iz baze podataka GenBank za

Vrsta Sifra Pristupni broj
Ancyronyx tamaraw HF937373.1 Ancyronyx tamaraw HF937373.1
Ancyronyx minerva HF937372.1 Ancyronyx minerva HF937372.1
Ancyronyx patrolus HE588178.1 Ancyronyx patrolus HES88178.1
Ancyronyx schillhammeri | HF937371.1 Ancyronyx HF937371.1
schillhammeri
Ancyronyx schillhammeri | HF937370.1 Ancyronyx HF937370.1
schillhammeri
Cleptelmis sp. EF209564.1 Cleptelmis sp. EF209564.1
Grouvellinus nitidus sp. GU816135.1 Grouvellinus nitidus sp. | GU816135.1
Lucholelmis sp. EF209575.1 Lucholelmis sp. EF209575.1
Paramacronychus GU816171.1 Paramacronychus GU816171.1
granulatus granulatus
Stenelmis miyamotoi AB764150.1 Stenelmis miyamotoi AB764150.1
Zaitzevia sp. GUB16162.1 Zaitzevia sp. GU816162.1

analizu gena 12S rRNA

Tablica 10. Pristupni brojevi i pripadajuce $ifre vrsta preuzetih iz baze podataka GenBank za

Vrsta Sifra Pristupni broj
Cyparium concolor AF021058.1Cyparium concolor AF021058.1
Oxyporus stygicus AF021049.1 Oxyporus stygicus AF021049.1
Tachinus luridus AF021047.1 Tachinus luridus AF021047.1
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Tablica 11. Pristupni brojevi i pripadajuce $ifre vrsta preuzetih iz baze podataka GenBank za
analizu gena 18S rRNA

Vrsta Sifra Pristupni broj

Esolus parallelepipedus JN619138.1 Esolus parallelepipedus | JN619138.1

Riolus cupreus JN619139.1 Riolus cupreus JN619139.1

Lara avara KP419142.1 Lara avara KP419142.1

Platycotylus sp. KP829221.1 Platycotylus sp. KP829221.1

Bembidion quadrimaculatum | GU556133.1 Bembidion GU556133.1
quadrimaculatum

Tablica 12. Pristupni brojevi i pripadajuce $ifre vrsta preuzetih iz baze GenBank za analizu
gena 28S rRNA

Vrsta Sifra Pristupni broj
Ordobrevia foveicollis JN619138.1 Ordobreci foveicollis JN619138.1
Stenelmis miyamotoi JN619139.1 Stenelmis miyamotoi JN619139.1
Ordobrevia maculata KP419142.1 Ordobrevia maculata KP419142.1
Graphelmis shirahatai KP829221.1 Graphelmis shirahatai | KP829221.1
Graphelmis shirahatai GU556133.1 Graphelmis shirahatai | GU556133.1

3.2.6.1. Visestruko poravnanje nukleotidnih slijedova

Za visestruko poravnanje nukleotidnih slijedova gena koji kodiraju za proteine (COI, CAD i
ArgK) upotrebljen je program ClustalW (implementiran unutar programa BioEdit). Za
ribosomske gene (12S, 18S i 28S rRNA) upotrebljeni su programi MAFFT i LocARNA Kkoji
omogucavaju podesavanje uvjeta i algoritma poravnanja ovisno o strukturi gena. Ribosomski
geni su poravnani Koristenjem programa MAFT i LocARNA Kkoji prilikom poravhavanja
uzima u obzir mogucu sekundarnu strukturu ribosomskih RNA. Dijelovi koji nisu mogli biti
pouzdano poravnani odstranjeni su iz finalnih poravnanja programom GBlocks pod
standardnim uvjetima.

3.2.6.2. Filogenetske analize nukleotidnih slijedova

Unutarvrsne i meduvrsne nekorigirane geneticke medusobne udaljenosti (uncorrected
pairwise distance, p-distance) izracunate su za svaki set podataka u programu MEGA.

Takoder su u programu MEGA odredene vrijednosti sacuvanih mjesta (Conserved sites - C)
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varijabilnih mjesta (Variable sites — V) te parsimonijski informativnih mjesta (Parsimony
informative site - Pi).

Filogenetske analize provedene su na svakom setu podataka, pojedinacnih gena, te
ulancane analize za mitohondrijske gene (COI i 12S rRNA), protein kodiraju¢e gene (ArgK,
CAD, COl), nuklearne gene (18S rRNA, 28S rRNA, ArgK, CAD), ribosomske gene (12S
rRNA, 18S rRNA, 28S rRNA), te sve gene zajedno. Analize su napravljene metodama
zdruzivanje susjeda (engl. Neighbour Joining (NJ)), i maksimalne vjerojatnosti (engl.
Maximum Likelihood (ML)). Pri tome su koristeni slijede¢i programi: MEGA7 (Tamura i sur.,
2007) (za NJ, ML, i PD analize) te jModelTest (Posada, 2008) za odabir najpovoljnijeg
modela nukleotidne supstitucije za ML analizu za svaki od setova podataka prema tzv.
Bayesian information criteria (BIC) parametru.

Prilikom izrade filogenetskih stabala pojedina¢nih protein kodiraju¢ih gena (COl,
ArgK i CAD) analizirana su sva tri polozaja u kodonu, tre¢i i drugi, treci i prvi, drugi i prvi te
svaki pojedinacni polozaj zasebno. Odabrana su stabla s najboljom bootstrap podrskom za
pojedini tip metode i set podataka. Kod statisticke metode NJ koriStene su nekorigirane
medusobne udaljenosti (p-distance) pri ¢emu su kao tipovi mutacija u analizu ukljucene
tranzicije 1 transverzije. U analizi statistickom metodom ML za sva tri seta podataka koriSteni
su prethodno navedeni supstitucijski modeli, a heuristicka metoda odabira stabala je Nearest-
Neighbor-Interchange (NNI). Kod NJ i ML analize pretpostavljene su uniformne brzine
evolucije na svim analiziranim pozicijama. Podr$ka za grananja unutar filogenetskih stabala
(bootstrap ponavljanja) odredena je na temelju 1000 bootstrap ponavljanja za NJ analize te na
100 bootstrap ponavljanja za ML analizu.

Nakon analiza i provjere dobivenih filogenetskih stabala izabrana filogenetska stabla

su doradena u programu FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/)
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4. REZULTATI

4.1. Lanc¢ana reakcija polimeraze (PCR)

DNA je ekstrahirana iz Zeljenih uzoraka te su ciljani geni umnozeni PCR reakcijom (slike 23-
38).

PCR umnazanje 12S rRNA mitohondrijskog gena rezultiralo je specifi¢nim PCR produktima
duljine ~350 pb za sve uzorke (slike 23-37). PCR reakcija je bila uspjesna za sve uzorke te su

dobiveni rezultati bez nespecificnih nusprodukata.

10000 pb ——>

350pb —>

Slika 23. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za 12S rRNA. U oznacenim
jazicama se nalaze slijedec¢i uzorci: 1. EA2-NO4, 2. EB102, 3. EL-NO2, 4. EM1-FRY7, 5.
EO1-00, 6. EP1-ES4, 7. ER1-IT3.

350 pb—>

1 2 3 4.5 67 8

Slika 24. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za 12S rRNA. U oznacenim
jazicama se nalaze slijede¢i uzorci: 1. ANVA-USAL, 2. CBSP-NV3, 3. ERA1-TR4, 4. ESP1-
NO3, 5. HESP-SA1, 6. LM-FR10, 7. MCSP1-C025, 8. negativna kontrola.
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350 pb—>

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Slika 25. Fotografija gel eletroforeze PCR reakcije gena za 12S rRNA. U oznacenim jaZicama
nalaze se slijede¢i uzorci: 1. MESP-CO25, 2. OR-IT5, 3. PA-NO1, 4. PASP-NV4, 5. PCSP-
ET27, 6. PESP-SA1L, 7. PPSP1-WP7, 8. RWS1-NO5, 9. SC1-1T4, 10. negativna kontrola.

PCR umnazanje gena za 16S rRNA rezultiralo je specificnim PCR produktima duljine ~500
pb za sve uzorke (slike 26-27). 1z fotografija se moze vidjeti da osim specifi¢nih produkata,

gotovo svi uzorci sadrze i nespecifiéne produkte.

500 pp —>

Slika 26. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za 16S rRNA. U oznacenim
jazicama se nalaze slijedeéi uzorci: 1. ANVA-USAL, 2. EA2-NO4, 3. EM1-FR7, 4. EO1-00,
5. ERA1-TR4, 6. ESP1-NO3.
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Slika 27. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za 16S rRNA. U oznacenim
jazicama se nalaze slijede¢i uzorci: 1. HESP-SAL, 2. LM-FR10, 3. MCSP1-CO25, 4. OR-IT5,
5. PASP-NV4,6. PESP-SAL, 7. PPSP1-WP7, 8. SC1-1T4, 9. negativna kontrola

PCR umnazanje gena za COI rezultiralo je specifi¢cnim PCR produktima duljine ~560 pb za
sve uzorke (slike 28-29 ). PCR reakcija je bila uspjes$na za sve uzorke. Iz fotografija se moze
vidjeti da je kod nekih uzoraka doslo do nastajanja nespecifi¢nih produkata te je zbog toga

specifi¢ne produkte bilo potrebno izrezivati iz gela.

560pb —>

1 | 2 3 4 5 6 7 8 9 100 4 32 A3

Slika 28. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za COI. U oznacenim jaZicama se
nalaze slijede¢i uzorci: 1. ANVA-USA1L, 2. EA2-NO4, 3. EL-NO2, 4. EO1-00, 5. ER1-IT3,
6. ESP1-NO3, 7. HESP-SA1, 8. MAGL-USA1, 9. MESP-CO25, 10. PA-NO1, 11. PCSP-
ET27,12. PPSP1-WP7, 13. negativna kontrola.
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560pb —>

1 2 3 4. 5 ©& 7 8 9 10: 11, 12

Slika 29. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za COI. U ozna¢enim jazicama Se
nalaze slijedeé¢i uzorci: 1. CBSP-NV3, 2. EB102, 3. EM1-FRY7, 4. EP1-ES4, 5. ERAL-TR4, 6.
GEJA-CH2, 7. LM-FR10, 8. MCSP1-CO25, 9. OR-IT5, 10. PASP-NV4, 11. PESP-SA1, 12.
RWS1-NO5

PCR umnazanje 18S rRNA nuklearnog gena rezultiralo je specificnim PCR produktima
duljine ~1090 pb za sve uzorke (slike 30-31). PCR reakcija je bila uspjesna za sve uzorke. 1z
fotografija se moze vidjeti da je kod nekih uzoraka dosSlo do nastajanja nespecificnih

produkata te je zbog toga specifi¢ne produkte bilo potrebno izrezivati iz gela.

1090pb —>

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12

Slika 30. Fotografija gel elektroforeza PCR reakcije gena za 18S rRNA. U oznaCenim
jazicama se nalaze slijede¢i uzorci: 1. ANVA-USAL, 2. EA2-NO4, 3. EB102, 4. EL-NOZ2, 5.
CBSP-NV3, 6. EM1-FR7, 7. EO1-OO0, 8. EP1-ES4, 9. GEJA-CH2, 10. ER1-IT3, 11. HESP-
SA1, 12. ERAL-TR4
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1090 pb —>

r2 34 5 6 F 8 9 10:1% 12

Slika 31. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije za gen 18S rRNA. U oznacenim
jazicama se nalaze slijede¢i uzorci: 1. ESP1-NO3, 2. MAGL-USAL, 3. LM-FR10, 4. MCSP1-
CO25, 5. MESP-CO25, 6. OR-IT5, 7. PA-NO1, 8. PASP-NV4, 9. RWS1-NO5, 10. SC1-1T4,
11. PPSP1-WP7, 12. negativna kontrola

PCR umnazanje gena za 28S rRNA rezultiralo je specificnim PCR produktima duljine ~860
pb za sve uzorke (slike 32-33). PCR reakcija je bila uspjes$na za sve uzorke. Iz fotografija se
moze vidjeti da je kod nekih uzoraka doslo do nastajanja nespecifi¢nih produkata te je zbog

toga specificne produkte bilo potrebno izrezivati iz gela.

860 pb —>

10 11 12 13

Slika 32. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za 28S rRNA. U oznacenim
jazicama se nalaze slijede¢i uzorci: 1. ANVA-USAL, 2. CBSP-NV3, 3. EA2-NO4, 4. EL-
NO2, 5. EM1-FR7, 6. EO1-OO, 7.EP1-ES4, 8. ER1-IT3, 9. ESP1-NO3, 10. GEJA-CH2, 11.
ERA1-TR4, 12. HESP-SAL, 13. MAGL-USA1
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860 pb —>

n | 2 3 4- 5 6 7 8 9 16 I A2

Slika 33. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za 28S rRNA. U oznacenim
jazicama se nalaze slijede¢i uzorci: 1. RWS1-NO5 , 2. MCSP1-CO25, 3. MESP-CQO25, 4.
OR-IT5, 5. ERAL-TR4, 6. LM-FR10, 7. PA-NO1, 8. PASP-NV4, 9. PCSP-ET27, 10. PESP-
SA1, 11. PPSP1-WP7, 12. SC1-IT4

PCR umnazanje gena za ArgK rezultiralo je specifi¢cnim PCR produktima duljine ~760 pb za
sve uzorke (slike 34-35). PCR reakcija je bila uspjesna za sve uzorke. Iz fotografija se moze
vidjeti da je kod nekih uzoraka doslo do nastajanja nespecifi¢nih produkata te je zbog toga

specifi¢ne produkte bilo potrebno izrezivati iz gela.

760ph —>

1 2 3 4% & 6 7 8 9 40 29 12 13

Slika 34. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za ArgK. U oznacenim jaZicama se
nalaze slijedeci uzorci: 1. ANVA-USA1L, 2. CBSP-NV3, 3. EA2-NO4, 4. EB102, 5. EM1-
FR7, 6. EO1-O0, 7. ER1-IT3, 8. ESP1-NO3, 9. HESP-SA1, 10. LM-FR10, 11. MCSP1-
CO25, 12. MESP-CO25, 13. MAGL-USA1
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760 pb—>

1 2 3 4 5 6 T 8 9 19

Slika 35. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za ArgK. U ozna¢enim jaZicama se
nalaze slijedeé¢i uzorci: 1. CBSP-NV3, 2. MCSP1-CO25, 3. OR-IT5, 4. PA-NO1, 5. PCSP-
ET27, 6. PESP-SAL, 7. PPSP1-WP7, 8. RWS1-NO5, 9. SC1-1T4, 10. negativna kontrola.

PCR umnazanje gena za CAD rezultiralo je specifiénim PCR produktima duljine ~860 pb za
vec¢inu uzoraka (slike 36-38). PCR reakcija je bila uspjesna za veéinu uzoraka. 1z fotografija
se moze vidjeti da je kod nekih uzoraka doslo do nastajanja nespecifi¢nih produkata te je zbog

toga specificne produkte bilo potrebno izrezivati iz gela.

860 pb—>

Slika 36. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za CAD. U oznaéenim jazicama se
nalaze slijedec¢i uzorci: 1. ANVA-USAL, 2. EL-NO2, 3. CBSP-NV3, 4. EA2-NO4, 5. EB102,
6. EM1-FR7, 7. EP1-ES4,8. EO1-0O0, 9. negativna kontrola.
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840 pb —>

1 2 3 < S 6 7 8 9

Slika 37. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije gena za CAD. U oznacfenim jazicama se
nalaze slijede¢i uzorci: 1. ER1-1T3, 2. ESP1-NO3, 3. HESP-SA1, 4. GEJA-CH2, 5. ERA1-
TR4, 6. LM-FR10, 7. MAGL-USAL1, 8. MCSP1-C0O25, 9. PASP-NV4

840 pb—

Slika 38. Fotografija gel elektroforeze PCR reakcije za protein kodiraju¢i gen za CAD. U
oznacenim jazicama se nalaze slijedeci uzorci: 1. MESP-CO25, 2. OR-IT5, 3. PA-NOL, 4.
PCSP-ET27, 5. PESP-SAL, 6. PPSP1-WP7, 7. RWS1-NO5, 8. SC1-1T4, 9. PASP-NV4

PCR reakcije za ve¢inu uzoraka i setova gena su bile uspjeSne. Kod nekih uzoraka je doslo do
nastajanja nespecificnih produkata te su morali biti izrezani iz gela. Nakon procis¢avanja
specificni produkti su poslani na sekvenciranje u Macrogen. UspjeSnost sekvenciranja
(veli¢ina 1 kvaliteta produkata) provjerena je analizom kromatograma. U prilozima su

prikazani reprezentativni kromatogrami za svaki od gena.
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4.2. BLAST analize

Nakon sekvenciranja svi su uzorci usporedeni s nukleotidnim slijedovima pohranjenim u
NCBI bazi podataka upotrebom BLAST alata. Za sve uzorke je ustanovljeno da odgovaraju
ciljanim genima porodice Elmidae (odnosno u slucaju vanjskih grupa odgovaraju¢im
porodicama), osim za gen 16S rRNA kod kojeg je za veliki broj uzoraka ustanovljena
kontaminacija stranom (bakterijskom) DNA, zbog ¢ega su nukleotidni slijedovi za gen 16S

rRNA izbaceni iz daljnih analiza.
4.3. Poravnanje nukleotidnih slijedova

Tablica 13. Broj analiziranih nukleotida i taksona za svaki set podataka (12S rRNA,18S
rRNA, 28S rRNA, COI, ArgK, CAD) s pripadajuéim vrijednostima saCuvanih mjesta
(Conserved sites-C), varijabilnih mjesta (Variable sites- V) te parsimonijski informativnih

mjesta (parsimony informative sites-Pi).

Gen Broj Broj Pi |V C
analiziranih | analiziranih
nukleotida | taksona
12S rRNA 319 27 117 | 195 | 124
18S rRNA 796 22 35 | 169 | 627
28S rRNA 572 25 153 | 253 | 319
COl 386 36 161 | 173 | 213
ArgK 677 20 256 | 313 | 364
CAD 740 21 317 | 356 | 358
Mitohondrijski geni (COI i 12S 749 24 261 | 363 | 366
rRNA)
Ribosomski geni (12S rRNA, 18S 1687 24 233 | 501 | 1186
rRNA i 28S rRNA)
Nuklearni geni (18S rRNA, 28S 2468 19 535|797 | 1671
rRNA, ArgK i CAD)
Protein kodirajudi geni (ArgK, CADi | 1775 19 677 | 799 | 976
COol)
Svi ulanéani 3461 20 866 | 1253 | 2028

Dijelovi poravnanja za pojedinacne gene su prikazani u prilozima 4-9, a prikazi sekundarnih
struktura za poravnane ribosomske gene 12S rRNA, 18S rRNA i 28S rRNA se nalaze u
prilozima 1-3.
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4.4. Filogenetske analize

4.4.1. Srodstvene analize gena za COI

Iz dobivenih vrijednosti medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti nukleotidnih slijedova gena
za COl izracunate su prosjecne vrijednosti unutar pojedinih grupa za sva 3 polozaja u kodonu
(Tablica 14), samo 1. poloZaj u kodonu (Tablica 15), samo 2. poloZaj u kodonu (Tablica 16) i
samo 3. polozaj u kodonu (Tablica 17). Takoder su izracunati prosjeci medusobnih
udaljenosti (PD) za set podataka gena za COI unutar i izmedu grupa za sva 3 polozaja u

kodonu (Tablica 18).

Tablica 14. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) za set podataka gena za COI (sva 3

polozaja u kodonu)

Grupa Prosjeci unutar grupa | Broj uzoraka
Elmidae/Elminae | 0.16 30
Elmidae/Laraine | 0.17 3

Vanjske grupe 0.23 3

Tablica 15. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) za set podataka gena za COI (samo 1.
polozaj u kodonu )

Grupa Prosjeci unutar grupa | Broj uzoraka
Elmidae/Elminae | 0.09 30
Elmidae/Laraine | 0.13 3

Vanjske grupe 0.17 3

Tablica 16 . Tablica: Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) za set podataka gena za COI

(samo 2. polozaj u kodonu)

Grupa Prosjeci unutar grupa | Broj uzoraka
Elmidae/Elminae | 0.06 30
Elmidae/Laraine | 0.08 3

Vanjske grupe 0.10 3
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Tablica 17. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) za set podataka gena za COI (samo 3.

polozaj u kodonu)

Grupa Prosjeci unutar gurpa | Broj uzoraka
Elmidae/EIminae 0.24 30
Elmidae/Laraine 0.27 3

Vanjske grupe 0.29 3

Tablica 18. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za COI unutar

1 izmedu grupa za sva 3 poloZaja u kodonu

Elminae Larainae Vanjske grupe
Elminae 0.16
Larainae 0.19 0.16
Vanjske grupe 0.21 0.21 0.23

Filogenetske analize statistiCkim metodama NJ, ML za gen COI ukljucivale su 1. polozaj u

kodonu posto je zaklju€eno da su preostala dva poloZaja u kodonu previse varijabilna te ne

daju dobre rezultate

ANVA-USA1_PAT
HF937372.1_Ancyronyx_minerva
5 HF937373.1_Ancyronyx_tamaraw
— HE588178.1_Ancyronyx_patrolus
E: 37371.1_Ancyronyx_schillhammeri
37370.1_Ancyronyx_schillhammeri
GEJA-CH2_PAT
EF209564.1_Cleptelmis_sp.

EP1-NO3_PAT
MESP-CO25_PAT
LM-FR10_PAT
GU816135.1_Grouvellinus_nitidus
PESP-SA1_PAT

RWS1-NO5_PAT

MAGL-USA1_PAT

SC1-IT4_PAT

AB764150.1_Stenelmis_miyamotoi
GU816162.1_Zaitzevia_rivalis

MCSP1-CO25_PAT

0.14

.42
0.07 8
0.28
0.74

OR-IT5_PAT
EO1_OO_PAT
EL_NO2_PAT
EM1-FR7_PAT
EP1-ES4_PAT
EB102_PAT

EA2-NO4_PAT
OE2ER1_IT3_PAT

— ERA1_TR4_PAT
CBSP-NV3_PAT
U816171.1_Paramacronychus_granulatus
EF209575.1_Lucholelmis_sp.
PCSP-ET27_PAT

PPSP1-WP7_PAT

PA-NO1_PAT

HESP-SA1_PAT
PASP-NV4_PAT

.28
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5 ANVA-USA1_PAT

HF937372.1_Ancyronyx_minerva

i §IZ§37373.1_Ancyronyx_tamaraw
'HE588178.1_Ancyronyx_patrolus

E: 37371.1_Ancyronyx_schillhammeri

937370.1_Ancyronyx_schillhammeri

) GEJA-CH2_PAT

'EF209564.1_Cleptelmis_sp.
MESP-CO25_PAT

0 EP1-NO3_PAT

MAGL-USA1_PAT
SC1-IT4_PAT
o AB764150.1_Stenelmis_miyamotoi
- &U81 6162.1_Zaitzevia_rivalis
LM-FR10_PAT
oy | BUB16135.1_Grouvellinus_nitidus
PESP-SA1_PAT
- RWS1-NO5_PAT

MCSP1-CO25_PAT
OR-IT5_PAT

CBSP-NV3_PAT
GU816171.1_Paramacronychus_granulatus
EF209575.1_Lucholelmis_sp.

PCSP-ET27_PAT
BEsp1.wp7_PAT
B T EO1_OO_PAT

Eh_NOZ_PAT

0.19 EM1-FR7_PAT
55’71 -ES4_PAT
’ EB102_PAT
EA2-NO4_PAT

E&_IT3_PAT

A1_TR4_PAT

PA-NO1_PAT

HESP-SA1_PAT
PASP-NV4_PAT

b)

Slika 39. Filogenetska stabla dobivena analizom 1. polozaja u kodonu gena za COI uzoraka
porodice Elmidae i vanjskih grupa te podataka iz GenBank baze podataka, metodama NJ (a)
("p-distances”) i ML (b) (model T92+G). Na granama su oznaene vrijednosti podrske za
¢vorove na temelju 1000 (NJ) odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava
podporodicu Elminae. Zelenom bojom je oznacena podporodica Larainae dok su vanjske

grupe oznacene crvenom bojom.

Iz rezultata analize COI gena (slika 39) vidljiva je vrlo slaba razlu¢enost unutar stabla koja se
ocituje u niskim vrijednostima podrske za vecinu grana, kao 1 u svrstavanju jednog od taksona
vanjske grupe (CBSP-NV3) unutar porodice Elmidae. Niti jedna od dviju podporodica
(Elminae i Larainae) nije monofiletska, kao niti rod Elmis, dok je rod Ancyronix monofiletski,

no uz vrlo nisku podrsku.
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4.4.2. Srodstvene analize gena za 12S rRNA

Iz dobivenih medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti nukleotidnih slijedova gena za 12S
rRNA izracunate su prosjecne vrijednosti unutar pojedinih grupa (Tablica 19). i prosjeci
medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za 12S rRNA (Tablica 20).

Tablica 19. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za 12S rRNA

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/EIminae 0.12 17
Elmidae/Laraiane 0.12 3

Vanjske grupe 0.18 6

Tablica 20. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za 12S rRNA
unutar i izmedu grupa

Elminae Larainae Vanjske grupe
Elminae 0.12
Larainae 0.12 0.12
Vanjske grupe 0.18 0.17 0.18
EB102_SR~J

EP1-ES4_SR4
E01-00_SR~J
EL-NO2_SR~J

EM1-FR7_SR~
" EA2-NO4_SR-N
ERA1-TR4_SRN
ER1-T3_SR
LM-FR10_SR
ESP1-NO3_SR
RWS1-NO5_SR~J

001 : OR-IT5_SR+

MAGL-USA1_SR-N
0 SC1-IT4_SR-N
0.13 — AF021058.1_Cyparium_concolor_12§
b AF021049.1_Oxyporus_stygicus
. AF021047.1_Tachinus_|uridus

PESP-SA1_SR-N

PASP-NV4_SR-N
PPSP1-WP7_SR-N

MCSP1-CO25_SR-N
MESP-C025_SR-N
PCSP-ET27_SR-N
ANVA-USA1_SR-N

; CBSP-NV3_SR-N
xR PA-NO1_SR-N
: HESP-SA1_SR-N
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EB102_SR~J
EP1-ES4_SR-J

E01-00_SR-J
EL-NO2_SR~J

EM1-FR7_SR-J

" |EA2-NO4_SR-N
ERA1-TR4_SR-N
ER1-IT3_SR~J
LM-FR10_SR~J
ESP1-NO3_SR~J
RWS1-NO5_SR~J

0.01 : OR-IT5_SR~J

MAGL-USA1_SR-N

0 SC1-IT4_SR-N
0.13 AF021058.1_Cyparium_concolor_12S

0 e ~ypanum_ "

| &00 m AF021049.1_Oxyporus_stygicus
: AF021047.1_Tachinus_luridus
L@s PA-NO1_SR-N
| : HESP-SA1_SR-N
PESP-SA1_SR-N
0.7 PASP-NV4_SR-N
- PPSP1-WP7_SR-N

MCSP1-C025_SR-N
MESP-C025_SR-N
PCSP-ET27_SR-N
023 ANVA-USA1_SR-N

CBSP-NV3_SR-N
b)

Slika 40. Filogenetska stabla dobivena analizom gena za 12S rRNA uzoraka porodice
Elmidae i vanjskih grupa te podataka iz GenBank baze podataka metodama NJ (a) ("p-
distances™) i ML ( b) (model HKY+G+I). Na granama su oznacene vrijednosti podrske za
¢vorove na temelju 1000 (NJ) odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznatava
podporodicu Elminae. Zelenom bojom je oznacena podporodica Larainae dok su vanjske

grupe oznacene crvenom bojom.

Kao i u slucaju rezultata analize COI gena, i za 12S rRNA (slika 40) topologija stabla je vrlo
slabo razlu€ena: prisutne su vrlo niske vrijednosti podrSke za veéinu grana, parafiletske
podporodice Elminae i Larainae, kao i vanjska grupa. Rod Elmis je monofiletski, uz umjerenu

podrsku.
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4.4.3 Srodstvene analize ulancanih mithondrijskih gena (COI i 12S rRNA)

Iz dobivenih vrijednosti medusobnih udaljenosti (PD) nukleotidnih slijedova ulancanih
mitohondrijskih gena izracunate su prosjecne vrijednosti unutar pojedinih grupa (Tablica 21).

Takoder su izracunati prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka ulancanih

mitohondrijskih gena unutar i izmedu grupa (Tablica 22).

Tablica 21. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka mitohondrijskih

gena
Grupa Prosjeci unutar grupa | Broj uzoraka
Elmidae/Elminae 0.15 18
Elmidae/Laraiane 0.16 3
Vanjske grupe 0.19 3

Tablica 22. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka mitohondrijskih
gena unutar i izmedu grupa

Elminae Larainae
0.15
0.16

0.19

Vanjske grupe

Elminae
Larainae
Vanjske grupe

0.16
0.19

0.19

EB102
ER1_IT3
EA2-NO4

0.34

0.34

ERA1_TR4
EL_NO2
EM1-FR7

EP1-ES4
EO1_0O

EP1-NO3
LM-FR10
OR-IT5
RWS1-NO5
PESP-SA1
MCSP1-C0O25
MESP-CO25
ANVA-USA1

CBSP-NV3

SC1-IT4_PAT
MAGL-USA1

PA-NO1
PCSP-ET27
PPSP1-WP7

0.97
HESP-SA1

PASP-NV4
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EL_NO2
EM1-FR7
EP1-ES4
EO1_00
EP1-NO3
LM-FR10
MAGL-USA1
MCSP1-CO25
MESP-C025
OR-IT5
ANVA-USA1
CBSP-NV3

SC1-IT4_PAT

-PA-NO1

- - PCSP-ET27
- PPSP1-WP7
RWS1-NO5
PESP-SA1
HESP-SA1
PASP-NV4

b)

Slika 41. Filogenetska stabla dobivena analizom ulancanih mitohondrijskih gena uzoraka
porodice Elmidae i vanjskih grupa metodama NJ (a) ("p-distances™) i ML (b) (model TN+G).
Na granama su oznacene vrijednosti podrske za ¢vorove na temelju 1000 (NJ) odnosno 100
(ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava podporodicu Elminae. Zelenom bojom je

oznacena podporodica Larainae dok su vanjske grupe ozna¢ene crvenom bojom.

Zajedni¢ka analiza mitohondrijskih gena za COI i 12S (slika 41) rezultirala je nesto vi$im
vrijednostima podrske za pojedine grane u stablu nego pojedina¢ne analize ova dva gena, te
svrstavanjem taksona podporodice Laraine u monofiletsku skupinu, no uz nisku podrsku.
Umjerena je podrska prisutna za rod EImis. Medutim, podporodica Elminae je parafiletska, a

taksoni vanjske skupine nisu svrstani u zajedni¢ku grupu.
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4.4.4. Srodstvene analize gena za ArgK

Iz dobivenih medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti nukleotidnih slijedova gena za ArgK
izracunate su prosjecne vrijednosti unutar pojedinih grupa za sva 3 polozaja u kodonu
(tablica23) samo 1. polozaj u kodonu (Tablica ), i samo 3. polozaj u kodonu (Tablica 24).
Takoder su izracunati prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za

ArgK unutar i izmedu grupa za sva 3 polozaja u kodonu. (Tablica 25)

Tablica 23. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za ArgK (sva

3 polozaja u kodonu)

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/EIminae 0.14 14
Elmidae/Laraiane 0.17 4

Vanjske grupe 0.23 2

Tablica 24. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za ArgK

(samo 1. polozaj u kodonu)

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/EIminae 0.06 14
Elmidae/Laraiane 0.07 4

Vanjske grupe 0.10 2

Tablica 25. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za ArgK

(samo 3. poloZaj u kodonu)

Grupa

Prosjeci unutar grupa

Broj uzoraka

Elmidae/Elminae

0.34

14

Elmidae/Laraiane

0.42

4

Vanjske grupe

0.55

2

Tablica 26. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za ArgK

unutar 1 izmedu grupa za sva 3 polozaja u kodonu

Elminae Larainae | Vanjske grupe
Elminae 0.14
Larainae 0.17 0.17
Vanjske grupe 0.23 0.24 0.23
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oz EB-124_AKF

r_@m -IT3_AKF
1 EA2-NO4_AKF
 EM1-FR7_AKF
RWS1-NO5_AKF
LM-FR10_AKF
ESP1-NO3_AKF
KP812302.1_Lara_avara_voucher
PESP-SA1_AKF
KP812352.1_Optioservus_sp.
OR-IT5_AKF
ANVA-USA1_AKF
PA-NO1_AKF

PCSP-ET27_AKF
PPSP1-WP7_AKF
MCSP1-CO25_AKF
MESP-CO25_AKF
SC1-IT4_AKF

CBSP-NV3_AKF
HESP-SA1_AKF

a)

EB-124 AKF

o BR1-IT3_AKF
EA2-NO4_AKF
EM1-FR7_AKF
RWS1-NO5_AKF
LM-FR10_AKF
ESP1-NO3_AKF
KP812302.1_Lara_avara_voucher
PESP-SA1_AKF
KP812352.1_Optioservus_sp.

; OR-IT5_AKF
PA-NO1_AKF
0.31 0.58 g PCSP-ET27_AKF

PPSP1-WP7_AKF

ANVA-USA1_AKF

MCSP1-CO25_AKF
MESP-CO25_AKF

SC1-IT4_AKF
——— CBSP-NV3_AKF
a4

HESP-SA1_AKF

b)

Slika 42. Filogenetska stabla dobivena analizom gena za ArgK (slika 42) uzoraka porodice
Elmidae i vanjskih grupa te podataka iz GenBank baze podataka metodama NJ (a) ("p-
distances”) i ML (b; (model K2+G+I). Na granama su oznacene vrijednosti podrske za
¢vorove na temelju 1000 (NJ) odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava
podporodicu Elminae. Zelenom bojom je oznacena podporodica Larainae dok su vanjske

grupe oznacene crvenom bojom.
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Filogenetska stabla dobivena analizom ArgK gena (slika 42) imaju umjerenu do visoku
podrsku za vecinu grana. Podporodice Elminae i Larainae su parafiletske, a taksoni vanjske

grupe svrstani u monofiletsku skupinu.

4.4.5. Srodstvene analize gena za CAD

Iz dobivenih medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti nukleotidnih slijedova gena za CAD
izracunate su prosjec¢ne vrijednosti unutar pojedinih grupa za sva 3 polozaja u kodonu
(Tablica 27), samo 1. polozaj u kodonu (Tablica 28), samo 2. polozaj u kodonu (tablica 29) i
samo 3. polozaj u kodonu (Tablica 30 ). Takoder su izrac¢unati prosjeci medusobne
udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za CAD unutar i izmedu grupa za sva 3 kodona
(Tablica 31).

Tablica 27. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za CAD (sva
3 polozaja u kodonu)

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/Elminae | 0.19 14
Elmidae/Laraiane | 0.23 3

Vanjske grupe 0.26 4

Tablica 28. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za CAD (1.

poloZaj u kodonu)

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/Elminae | 0.07 14
Elmidae/Laraiane | 0.10 3

Vanjske grupe 0.15 4

Tablica 29. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za CAD (2.

polozaj u kodonu)

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/Elminae | 0.04 14
Elmidae/Laraiane | 0.06 3
Vanjske grupe 0.07 4
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Tablica 30. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za CAD ( 3.

polozaj u kodonu)

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/Elminae | 0.05 14
Elmidae/Laraiane | 0.05 3

Vanjske grupe 0.06 4

Tablica 31. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za CAD
unutar i izmedu grupa za sva 3 polozaja u kodonu

Elminae | Larainae Vanjske grupe
Elminae 0.19
Larainae 0.23 0.23
Vanjske grupe 0.26 0.26 0.26

EB144-MK_CAD-F
ER14T3_CAD-F
EA2-NO4_CAD-F
E01-00_CAD-F
RWS1-NO5_CAD-F
ESP1-NO3_CAD-F
LO-ES9_CAD-F
PESP-SA1_CAD-F
OR-T5_CAD-F
MCSP1-CO25_CAD-F
MESP-CO25_CAD-F
ANVA-USA1_CAD-F
SC1-T4_CAD-F
MAGL-USA1_CAD-F
PA-NO1_CAD-F
PCSP-ET27_CAD-F
PPSP1-WP5_CAD-F
CBSP-NV3_CAD-F

HESP-SA1_CAD-F

KM364522.1_Simplocaria_sp.

JF319139.1_Nicrophorus_apo
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! EB144-MK_CAD-F
ER1 -IT3_CAD-F
EA2-NO4_CAD-F
EO1-00_CAD-F
LO-ES9_CAD-F
RWS1-NO5_CAD-F
ESP1-NO3_CAD-F
PESP-SA1_CAD-F
OR-IT5_CAD-F

MCSP1-CO25_CAD-F
MESP-CO25_CAD-F
ANVA-USA1_CAD-F
SC1-IT4_CAD-F
MAGL-USA1_CAD-F
PA-NO1_CAD-F

PCSP-ET27_CAD-F

PPSP1-WP5_CAD-F

CBSP-NV3_CAD-F
KM364522.1_Simplocaria_sp.
HESP-SA1_CAD-F

JF319139.1_Nicrophorus_apo

b)

Slika 43. Filogenetska stabla dobivena analizom gena za CAD uzoraka porodice Elmidae i
vanjskih grupa te podataka iz GenBank baze podataka metodama NJ (a) ("p-distances™) i ML
(b) (model GTR+G+I). Na granama su ozna¢ene vrijednosti podr§ke za ¢vorove na temelju
1000 (NJ) odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava podporodicu
Elminae. Zelenom bojom je ozna¢ena podporodica Larainae dok su vanjske grupe oznacene

crvenom bojom.

Filogenetska stabla dobivena analizom CAD gena (slika 43) imaju umjerenu do visoku
podrsku za vecinu grana. Podporodice Elminae i Larainae su monofiletske (uz visoku podrsku

za Larainae i nisku podrsku za Elminae), kao i taksoni vanjske skupine.
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4.4.6 Srodstvene analize gena za 18S rRNA

Iz dobivenih medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti nukleotidnih slijedova gena za 18S
rRNA izracunate su prosjecne vrijednosti unutar pojedinih grupa (Tablica 32) Takoder su
izracunati prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za 18S rRNA
unutar i izmedu grupa (Tablica 33).

Tablica 32. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za 18S rRNA

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/Elminae | 0.01 17
Elmidae/Laraiane | 0.02 2

Vanjske grupe 0.05 3

Tablica 33. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza izmedu grupa za set podataka gena
18S rRNA unutar i izmedu grupa

Elminae | Larainae | Vanjske grupe
Elminae 0.01
Larainae 0.02 0.02
Vanjske grupe 0.05 0.05 0.05

JN619139.1_Riolus_cupreus
0.69
i £WS 1-NO5_Ro1

KE419142.1_Lara_avara

JBi619138.1_Esolus_parallelepipedus
MCSP1-CO25_RoO1

KP419202.1_Optioservus_sp.

ESP1-NO3_RoO1
EA2-NO4_RoO1

EP1-ES4_RO1

ERA1-TR4_RO1

EB102_RoO1

Ett1-FrR7 _RO1
0.03
EL-NO2_RO1

gESP—COZS_RO1

- SC1-IT4_RO1
ANVA-USA1T_RO1
PA-NO1_RO1

PASP-NV4_RO1

LM-FR10_RO1

KP829221.1_Platycotylus_sp._ Tenebrionidae

GUS556133.1_Bembidion_quadrimaculatum_Carabidae
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0/— EA2-NO4_RO1
N— EB102_RO1
0.11
EP1-ES4_RO1
0.48
ERA1-TR4_RO1

EM1-FR7_RO1
0.59
ER1-IT3_R01

dQZEL-Noz_Rm

N

\0-1§C1-IT4_R01

MESP-CO25_R01
0.08

~ KP419202.1_Optioservus_sp.

P |

(0=33- MCSP1-CO25_RO01

0.06 ESP1-NO3_Ro01

008

KP419142.1_Lara_avara

9/9619138.1_Esolus_parallelepipedus

0'.?)661 9139.1_Riolus_cupreus
0.71

0.27 RWS1-NO5_RO01

PA-NO1_RO01
0.27
PASP-NV4_R01

k ANVA-USA1_RO1

LM-FR10_RO1

KP829221.1_Platycotylus_sp._Tenebrionidae

GU556133.1_Bembidion_quadrimaculatum_Carabidae

b)

Slika 44. Filogenetska stabla dobivena analizom gena za 18S rRNA uzoraka porodice
Elmidae i vanjskih grupa te podataka iz GenBank baze podataka metodama NJ (a) ("p-
distances") 1 ML (b) (model T92+G+I). Na granama su oznacene vrijednosti podrske za
¢vorove na temelju 1000 (NJ) odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava
podporodicu Elminae. Zelenom bojom je oznafena podporodica Larainae dok su vanjske

grupe oznacene crvenom bojom.

Vecina grana u filogenetskim stablima dobivenim analizom 18S rRNA gena (slika 44) imaju
izuzetno nisku podrsku, ili su potpuno nerazluc¢ena. Podporodice Elminae i Laraine, kao i

taksoni vanjske grupe, su parafiletski.
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4.4.7 Srodstvene analize gena za 28S rRNA

Iz dobivenih medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti nukleotidnih slijedova gena za 28S
rRNA izracunate su prosjecne vrijednosti unutar pojedinih grupa (Tablica 34). Takoder su

izracunati prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za 28S rRNA

unutar i izmedu grupa (Tablica 35).

Tablica 34. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za 28S rRNA

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/EIminae 0.07 19
Elmidae/Laraiane 0.07 3

Vanjske grupe 0.17 5

Tablica 35. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena za 28S rRNA

unutar i izmedu grupa

Elminae Larainae

Vanjske grupe

Elminae

0.07

Larainae

0.07 0.07

Vanjskae grupe

0.16 0.17

0.17

EM1-FR7_28SF

0.69
5. FP1-ES4_28SF
EL-NO2_28SF
.98
EA2-NO4_28SF

)

0.97
£ ER1-IT3_28SF
EO1-0O0_28SF
RWS1-NOS5_28SF
ESP1-NO3_28SF
PPSP1-WP7_28SF
PCSP-ET27_28SF
PESP-SA1_28SF
PA-NO1_28SF
MAGL-USA1_28SF
OR-IT5_28SF
AB764159_Graphelmis_shirahatai_gene
MCSP1-CO25_28SF
g ,;;'M ESP-CO25_28SF
ANVA-USA1_28SF
AB764189_Ordobrevia_maculata

SC1-IT4_28SF
AB764185_Ordobrevia_foveicollis
°A§764 198Stenelmis_miyamotoi
CBSP-NV3_28SF

1

HESP-SA1_28SF
PASP-NV4_28SF

.70 KP829350.1_Platycotylus_sp._Tenebrionidae

GUS556087_Bembidion_quadrimaculatum_dubitans_Carabidae
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EM1-FR7_28SF
0.7
ER1-ES4_28SF

EL-NO2_28SF
0.94 i
EA2-NO4_28SF
0.95

ER1-IT3_28SF
06¥01-00_28SF

RWS1-NO5_28SF

1

ESP1-NO3_28SF
PPSP1-WP7_28SF
.79
0.3 CSP-ET27_28SF
PESP-SA1_28SF
0.24
PA-NO1_28SF
F@G L-USA1_28SF
0.5
OR-IT5_28SF
AB764159_Graphelmis_shirahatai_gene
ANVA-USA1_28SF
é) 41
ShESP-CO25_28SF
MCSP1-CO25_28SF
0.36
AB764189_Ordobrevia_maculata
08&C1-1T4_28SF

'AB7641 85_Ordobrevia_foveicollis
1

AB764198Stenelmis_miyamotoi
CBSP-NV3_28SF

0.99

HESP-SA1_28SF
PASP-NV4_28SF

0.76 KP829350.1_Platycotylus_sp._Tenebrionidae

GU556087_Bembidion_quadrimaculatum_dubitans_Carabidae

b)

Slika 45. Filogenetska stabla dobivena analizom gena za 28S rRNA uzoraka porodice

Elmidae i vanjskih grupa te podataka iz GenBank baze podataka metodama NJ (a) ("p-

distances”) i ML (b) (model TN+G). Na granama su oznacene vrijednosti podrske za ¢vorove

na temelju 1000 (NJ) odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava

podporodicu Elminae. Zelenom bojom je oznacena podporodica Larainae dok su vanjske

grupe oznacene crvenom bojom.

Analiza 28S rRNA gena (slika 45) rezultirala je filogenetskim stablima s umjerenom

podrskom za vecinu grana. Porodica Elmidae je monofiletska, taksoni porodice Elmidae

svrstani su u tri dobro podrzane skupine, a podporodice EIminae i Larainae su parafiletske.
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4.4.8. Srodstvene analize ulancanih nuklearnih gena (ArgK, CAD, 18S rRNA i 285 rRNA)

Iz dobivenih medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti nukleotidnih slijedova ulanc¢anih

nuklearnih gena izraCunate su prosjene vrijednosti unutar pojedinih grupa (Tablica 36).

Takoder su izraCunati prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka

nuklearnih gena unutar i izmedu grupa (Tablica 37).

Tablica 36. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka nuklearnih gena

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/Elminae 0.12 12
Elmidae/Laraiane 0.15 2

Vanjske grupe 0.21 2

Tablica 37. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza unutar i izmedu grupa za set
podataka nuklearnih gena

Elminae Larainae | Vanjske grupe
Elminae 0.12
Larainae 0.15 0.14
Vanjske grupe 0.20 0.19 0.21

EA2-NO4
ER1_IT3
EO1_0O0

ESP1-NO3
RWS1-NO5
PA-NO1

MCSP1-CO25
MESP-CO25
ANVA-USA1
SC1-IT4_PAT
OR-IT5

PESP-SA1

MAGL-USA1
PCSP-ET27
PPSP1-WP7

CBSP-NV3

HESP-SA1

0.02
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EA2-NO4
ER1_IT3
EO1_00

ESP1-NO3

0.94
RWS1-NOS

PA-NO1

MCSP1-CO25

2 MESP-CO25

! 0.66 ANVA-USA(

@ SC1-IT4_PAT
OR-ITS

PESP-SA1

MAGL-USA1

-_| 0.88 PCSP-ET27

PPSP1-WP7

HESP-SA1

0.76
CBSP-NV3

b)

Slika 46. Filogenetska stabla dobivena analizom ulan¢anih nuklearnih gena (ArgK, CAD, 18S
rRNA i 28S rRNA) uzoraka porodice Elmidae i vanjskih grupa metodama NJ (a) ("p-
distances") 1 ML (b) ML (model TN+G). Na granama su oznacene vrijednosti podrSke za
¢vorove na temelju 1000 (NJ) odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava
podporodicu Elminae. Zelenom bojom je oznacena podporodica Larainae dok su vanjske

grupe oznacene crvenom bojom.

Analiza ulancanih nuklearnih gena (slika 46) rezultirala je stablima umjerene do visoke
podske za vec¢inu grana. Porodica Elmidae je monofiletska (uz visoku podrsku), a

podporodice Elminae i Laraine su medusobno parafiletske.
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4.4.9. Srodstvene analize ulan¢anih protein kodirajuéih gena (ArgK, COIl i CAD)

Iz dobivenih medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti nukleotidnih slijedova protein
kodirajucih gena izracunate su prosjecne vrijednosti unutar pojedinih grupa (Tablica 38).
Takoder su izracunati prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka protein

kodirajucih gena unutar i izmedu grupa (Tablica 39).

Tablica 38. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka protein kodirajucih
gena

Grupa

Prosjeci unutar grupa

Broj uzoraka

Elmidae/Elminae

0.17

13

Elmidae/Laraiane

0.19

3

Vanjske grupe

0.23

2

Tablica 39. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza izmedu i unutar grupa za set
podataka protein kodiraju¢ih gena

Elminae Larainae | Vanjske grupe
Elminae 0.17
Larainae 0.15 0.19
Vanjske grupe 0.20 0.21 0.23

EA2-NO4
ER1T3
EM1-FR7

EO1_OO
ESP1-NO3
RWS1-NO§

LM-FR10
PESP-SA1
OR-ITS
ANVA-USA1
SC1-IT4_AKF
MCSP1-C0O25
MESP-CO25
PA-NO1
PCSP-ET27
PPSP1-WP7

CBSP-NV3
HESP-SA1
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EA2-NO4
ER1-IT3

EM1-FR7

EO1_00

ESP1-NO3

RWS1-NO5

LM-FR10

PESP-SA1

OR-IT5

ANVA-USA1
SC1T4_AKF
MCSP1-C025

MESP-C025
- PA-NO1
e PCSP-ET27

PPSP1-WP7
\ CBSP-NV3

B

HESP-SA1

b)

Slika 47. Filogenetska stabla dobivena analizom protein kodiraju¢ih gena (ArgK, CAD, COl)
uzoraka porodice Elmidae i vanjskih grupa metodama NJ (a) (“p-distances”) i ML (b) (model
GTR+G+I). Na granama su oznacene vrijednosti podr§ke za ¢vorove na temelju 1000 (NJ)
odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava podporodicu Elminae.
Zelenom bojom je oznacena podporodica Larainae dok su vanjske grupe oznacene crvenom

bojom.

Analizom protein kodiraju¢ih gena (slika 47) dobivena su dobro razluc¢ena filogenetska stabla
s umjerenom do visokom podr§kom za veéinu grana. Porodica Elmidae, kao i podporodice

Elminae i Larainae, su monofiletske, uz visoku podrsku.

Tin Tomas Diplomski rad



4, Rezultati

59

4.4.10 Srodstvene analize ulancanih ribosomskih gena (128 rRNA,18S rRNA, 28S rRNA)

Iz dobivenih medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti ulan¢anih ribosomskih slijedova gena

izraCunate su prosjecne vrijednosti unutar pojedinih grupa (Tablica 40). Takoder su izracunati

prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka ribosomskih gena unutar i

izmedu grupa (Tablica 41)

Tablica 40. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka ribosomskih gena

Grupa Prosjeci unutar grupa | Broj uzoraka
Elmidae/EIminae 0.09 18
Elmidae/Laraiane | 0.10 3

Vanjske grupe 0.11 3

Tablica 41. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza unutar i izmedu grupa za set

podataka ribosomskih gena

Elminae Larainae Vanjske
Elminae 0.09
Larainae 0.11 0.10
Vanjske 0.15 0.12 0.11
EA2-NO4
0.5‘:‘86 ERA1-TR4
13- ER1-IT3
¢ EM1-FR7
EL-NO2
EB102
0.98(041 EP1-ES4
0.58 EO1-00
— ESP1-NO3
RWS1-NO5
0.68 LM-FR10
SC1-IT4
- 0.78 MCSP1-C025
g 0-329 ANVA-USA1
0.34 : MESP-CO25
OR-IT5
PA-NO1
CBSP-NV3
Q.1 MAGL-USA1
0.91 PESP-SA1
0.62 _
0 PCSP-ET27
PPSP1-WP7
- HESP-SA1
- PASP-NV4
a)
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ERA1-TR4

EL-NO2
EB102
EP1-ES4

ESP1-NO3
RWS1-NO5
LM-FR10
SC1-1T4
MCSP1-CO25
ANVA-USA1
MESP-CO25
OR-IT5S
CBSP-NV3
MAGL-USA1
PESP-SA1
PCSP-ET27
PPSP1-WP7
@ PASP-NV4
b)

HESP-SA1

Slika 48. Filogenetska stabla dobivena analizom ulanéanih gena za ribosomsku RNA uzoraka

porodice Elmidae i vanjskih grupa metodama NJ (a) (“p-distances™) i ML (b) ML (model

GTR+G). Na granama su oznacene vrijednosti podrske za ¢vorove na temelju 1000 (NJ)

odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava podporodicu EIminae. Zelenom

bojom je oznacena podporodica Larainae dok su vanjske grupe oznacene crvenom bojom.

Analiza zdruZzenih ribosomskih gena (slika 48) rezultirala je stablima niske do umjerene

podrske za vec¢inu grana, te parafiletskom porodicom Elmidae, kao i podporodicama Elminae

i Larainae.
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4.4.11 Analize ulan¢anih svih analiziranih gena

Iz dobivenih medusobnih udaljenosti (PD) vrijednosti svih zdruzenih slijedova gena

izracunate su prosjecne vrijednosti unutar pojedinih grupa (Tablica 42). Takoder su izracunati

prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka gena svih ulancanih analiziranih

gena unutar i izmedu grupa (Tablica 43).

Tablica 42. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka svih ulancanih

gena

Grupa Prosjeci unutar grupa Broj uzoraka
Elmidae/Elminae 0.11 15
Elmidae/Laraiane 0.15 3
Vanjske grupe 0.20 2

Tablica 43. Prosjeci medusobnih udaljenosti (PD) analiza za set podataka ulan¢anih svih
analiziranih gena unutar i izmedu grupa

Elminae

Larainae

Vanjskae

Elminae

0.11

Larainae

0.15

0.15

Vanjska

0.20

0.20

0.20

0.4

EM1-FR7

EA2-NO4
ER1-IT3

EO1_0O

LM-FR10
ESP1-NO3

RWS1-NO5

PA-NO1
ANVA-USA1

SC1-IT4_AKF
MCSP1-C0O25

MESP-CO25

OR-ITS
PESP-SA1
MAGL-USA1

PCSP-ET27
PPSP1-WP7

CBSP-NV3

HESP-SA1
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— EA2-NO4
f ER1-T3
0.8 EM1-FR7

LM-FR10

ESP1-NO3

RWS1-NO5

PA-NO1

ANVA-USA1
SC1-IT4_AKF
MCSP1-CO25
MESP-CO25

OR-IT5S

PESP-SA1

MAGL-USA1
PCSP-ET27
PPSP1-WP7

CBSP-NV3

b)

HESP-SA1

Slika 49. Filogenetska stabla dobivena ulan¢anom analizom svih koristenih gena (COI, ArgK,
CAD, 12S rRNA, 18S rRNA i 28S rRNA) uzoraka porodice Elmidae i vanjskih grupa NJ (a)

("p-distances") i ML (b) (model T+G+I ). Na granama su oznacene vrijednosti podrske za

¢vorove na temelju 1000 (NJ) odnosno 100 (ML) bootstrap ponavljanja. Crna boja oznacava

podporodicu Elminae. Zelenom bojom je oznacena podporodica Larainae dok su vanjske

grupe oznacene crvenom bojom.

Filogenetska stabla dobivena analizom svih koriStenih gena (slika 49) imaju umjerenu do

visoku podrsku za veéinu grana. Porodica EImidae je monofiletska, a podporodice Elminae i

Larainae su parafiletske.
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5. RASPRAVA

Iz dobivenih fotografija PCR reakcija moze se vidjeti da su mitohondrijski geni uglavnom
umnozeni za sve uzorke, dok su nuklearni geni bili teze amplificirani te iz pojedinih uzoraka
nisu ni mogli biti umnozeni. Nuklearna DNA kod nekih uzoraka je bila djelomi¢no (ili
znatno) degradirana, dok je mitohondrijska DNA zbog veceg broja kopija i strukture znatno
ocuvanija te je PCR mitohondrijskih gena bio znatno efikasniji. Takoder se moze primjetiti da
je kod nekih gena doslo do nastajanja manje nespecifi¢nih produkata (npr. 12S rRNA, ArgK i
CAD ) sto bi moglo upucivati na to da su njihove pocetnice specificnije nego kod ostalih

gena.

Dosadasnja istrazivanja unutar porodice Elmidae su malobrojna te je vecina radova
temeljena na morfoloskim istrazivanjima. Dosadasnje molekularne analize obuhvacale su
uglavnom istrazivanja filogenetskih odnosa vrsta unutar pojedinih rodova ili unutar pojedinih
geografskih regija, uz upotrebu malog broja molekularnih markera. 243454 U jednom
istrazivanju dobiveno je stablo u kojem su podporodice Larainae i Elminae medusobno
parafiletske no to istrazivanje je obuhvacalo vrlo mali broj rodova te neadvekatne markere
18S rRNA (koji je vrlo konzerviran unutar porodice) i COIl (koji je izuzetno varijabilan i
prezasi¢en supstitucijama).? Gen za citokrom oksidazu standardni je marker za barkodiranje,
pa je u sklopu projekta barkodiranja faune kornjasa Njemacke analizirana 21 vrsta iz 9
europskih rodova porodice Elmidae?® od kojih samo jedan pripada u podporodicu Larainae, te
iz ovog istrazivanja nije bilo moguce donijeti zakljucke o filogenetskim odnosima unutar

porodice.

Vecina istrazivanja su radena za druge porodice te su koristeni razni bioloski markeri i
njihove kombinacije.?>%%67 Najcesce koristeni bioloski markeri do sada su mitohondrijski geni
i to najvise COI te ribosomski geni poput 12S rRNA i 16S rRNA. lako su mitohondrijski geni
dobri filogenetski markeri, istrazivanja pokazuju da oni sami nisu dovoljni za detaljne
analize.*® Od nuklearnih gena najvise su koristeni geni za ribosomske RNA (18s rRNA i 28S
rRNA) te u manjem broju protein kodirajuci geni poput gena za ArgK, CAD, te mnogi drugi.
Istrazivanja i analize na pojedinim genima otkrili su da informacije dobivene njihovim

koristenjem ovise o njihovim svojstvima te su neki geni bolji, a neki losiji za razlicite tipove i
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metode analiza. U vecini istrazivanja najbolje rezultate dale su ulanc¢ane analize vise tipova
gena.>®®>% Zphog velike kompleksnosti vrsta istrazivanja su pokazala potrebu za veéom
kolicinom razli¢itih vrsta gena koji bi se Kkoristili u analizi. Takoder je potrebna procjena
njihove korisnosti obzirom na metode koriStene u analizi. Opsezno istrazivanje vise razli¢itih
gena koji kodiraju proteine® pokazalo je da su svi koristeni geni (ArgK, CAD, topizomeraza
1, PEPCK, RNA polimeraza, enolaza, wingless) dali dobre rezultate (70 posto i vise
maksimalne vjerojatnosti) u kasnijim divergencijama testirane grupe (Trechitae) $to pokazuje
da protein kodiraju¢i geni imaju o€uvane karakterstike pri analizama na nizim stupnjevima

divergencije.

U ovom istraZivanju, analizom gena za COI utvrdeno je da 1. poloZaj u kodonu daje
najbolje rezultate pri NJ i ML analizi iako su podrzane slabim bootstrap vrijednostima
vjerojatno zbog gore navedenih razloga (varijabilnost, zasi¢enost). Topologija stabla je dobro
razvrstana te su vanjske skupine dobro odjeljene kod NJ metode dok je kod ML metode
topologija loSija. Kod stabla dobivenog NJ metodom se moZe vidjeti da je ve¢ina Elminae (uz
neke izuzetke) monofiletska dok su neki taksoni porodice Elmidae svrstani sa vanjskim
grupama. Kod stabla dobivenog ML metodom topologija je loSija. Iz izraCunatih tablica
prosjecnih vrijednosti moZe se vidjeti da su prvi i drugi poloZaj u kodonu bolje sacuvani od
treeg polozaja. Koristenjem gena za COI u filogenetskom istrazivanju porodice Evanidae®!
ustanovljeno je da topologije koje su rezultat analiza nisu u potpunosti kongruentne te
procjenjene filogenije individualnih gena daju krivi signal na vis§im razinama. Poznato je da

COl evoluira vrlo brzo te je sklon preferenciji baza (bogatsvo AT) i zasi¢enju.

Detaljne analize modela primarne i sekundarne strukture 12S rRNA pokazale su da je
varijacija nukleotida rasirena u molekuli i nije ograni¢ena na specifi¢ne regije ili strukture.
Istrazivanja su pokazala da se boljim analizama i poravnanjima sekundarnih struktura moze
bolje prikazati hipotetski filogenetski model nego koristenjem samog poravnanja.>**®
Analizom 12S rRNA dijela gena dobiveno je stablo sa slabom bootstrap podrskom koje nije
dobro razluc¢eno sto upucuje na to da bi se trebalo koristiti dodatne detaljnije analize
sekundarnih struktura kao $to je gore navedeno. Stablo je svrstano u tri monofiletske skupine
koje nemaju raspodjelu koja je ocekivana tj. uzorci razliitih vrsta su svrstani naizgled

nasumicno.
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Analize ulan¢anih mitohondrijskih gena rezultirale su slabijom topologijom od one
koja je ofekivana obzirom na grupe medutim kod obje metode vanjska grupa CBSP-NV3 nije
najbolje odredena. Takoder dolazi do krivog svrstavanja nekih unutarnjih grupa medu
vanjske. Bootstrap vrijednosti kod NJ metode imaju vece vrijednosti unutar porodice EIminae
1 izmedu grupa. Vecina Elminae je svrstana kao monofiletska no neke Elminae su svrstane sa
vanjskim gupama i Larainama. lako nije preporucljivo kombinirati razlicite tipove gena
(ribosomske i protein kodirajuce) zbog razli¢itih evolucijskih pritisaka, u ovom radu je to ipak

napravljeno da bi se vidjeli rezultati takvih kombinacija.

ArgK analiza je dala stablo loSije ocekivane topologije sa dobrim bootstrap
vrijednostima. Kod obje metode dolazi do losijeg svrstavanja odredenih grupa. Vanjske grupe
I Larainae su dobro svrstane kao monofiletske skupa sa nekim Elminama. Analizom sva 3
polozaja u kodonu dobivene su najbolje topologije i bootstrap podrske.Obzirom na
konzerviranost gena, prijaSnja istrazivanja su pokazala da je ovaj gen pogodniji za

filogenetske analize na nizim razinama.>

CAD analiza rezultirala je dobrom topologijom filogenetskih stabala kod obje metode.
Sve grupe su dobro podjeljene - EImidae su dobro podjeljenje u monofiletske gupe isto kao i
vanjske grupe. Bootstrap vrijednosti su bolje kod ML metode koja ima jaku bootstrap
podrsku unutar grupa te manju podrsku za vanjske grupe. Iz izraGunatih PD vrijednosti kao i
kod do sada analiziranih protein kodiraju¢ih gena moze se vidjeti velika razlika u odabranim
polozajima u kodonu za analizu. Prijasnjim analizama pronadeno je da je CAD bolji za nize
razine analize te su dobiveni dobri rezultati §to se moze vidjeti i iz prijasnjih procjena CAD

gena kao markera za filogenetske analize.>

Analiza 18S rRNA gena pokazuje da je taj gen jako dobro ocuvan®® §to se moze vidjeti
iz njegovih prosjecnih vrijednosti medusobnih udaljenosti. Bootstrap vrijednosti su slabo
podrzane unutar grupa te topologija nije dobro razlucena. Kod 18S rRNA je takoder
primijeCeno da je potrebno detaljnije odredivanje sekundarne strukture rRNA molekula u
povezivanju nukleotidnih poravnanja. Analizama sekundarnih struktura otkriveno je da regije
heterogenih sekvenci ¢iju je homologiju natjeze uspostaviti sadrze vrijedne filogenetske
podatke.’”®® Stabla dobivena analizom 18S rRNA gena u ovom radu u potpunosti su
nerazluc¢ena zbog njegove izuzetne ocuvanosti koja je vidljiva i iz vrlo niskih PD vrijednosti

kako unutar tako 1 izmedu grupa unutar porodice Elmidae.
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Analiza 28S rRNA daje dobru topologiju obzirom na vanjske gupe koje su dobro svrstane kao
monofiletske dok medu porodicama ta razlika nije toliko vidljiva. Stablo ima dobre
vrijednosti bootstrapa za vanjske grupe, medutim te vrijednosti medu porodicama su slabije,
razlucivost je vrlo slaba s§to takoder upucuje na to da bi se detaljnijim poravnanjem

sekundarne strukture RNA dobili bolji rezultati.>®

Analiza zdruzenih nuklearnih gena daje dobru topologiju obzirom na grupe te dobru
bootstrap podrsku u obje metode. Veé¢ina uzoraka je svrstana u oc¢ekivane monofiletske grupe
uz neke iznimke (MAGL-USA i PA-NO3).

Ulancane analize svih ribosomskih gena takoder daju losiju topologiju obzirom na
grupe te svrstavaju vise razlic¢itih grupa u jednu monofiletsku granu. Bootstrap podrska je
dobra u obje metode. Uzorak PA-NO3 nije najbolje odreden kod ribosomskih i zdruzenih

analiza te je svrstan u grupu Elminae.

Iz analize protein kodiraju¢ih gena moze se vidjeti da je dobivena ocekivana
topologija koja dobro odjeljuje grupe te ih svrstava u ocekivane monofiletske skupine, i dobro

je podrzana bootstrap vrijednostima.

Ulancana analiza svih koristenih gena rezultirala je dobrom topologijom i bootstrap
podrskom te su grupe dobro podijeljene, medutim uzorak PA-NO3 se svrstava kao
polifiletska skupina u odnosu na Larainae §to je jedino odstupanje u odnosu na océekivane

rezultate.

Analize ribosomskih gena i ulan¢anih mitohondrijskih gena COI i 12S rRNA dale su
losije topologije i slabije bootstrap podrske obzirom na ocekivane. Najbolje ocekivane
topologije i bootstrap podrske su dobivene kombinacijom ulancanih protein kodirajucih gena,

ulan¢anih nuklearnih gena, gena za CAD te ulancane analize svih gena.

Obzirom na dosad vrsena istrazivanja rezultati ovog rada dobro se uklapaju u prijasnje
dobivene rezultate. Ribosomski geni su koristeni vise za istrazivanja bazi¢nih veza dok su
mitohondrijski geni bolji za nize taksonomske razine.? lako su cesto koristeni, signal koji je
dobiven uporabom mitohondrijskih i ribosomskih gena je ogranicen. Istrazivanja pojedinacnih

ili ukupnih mithondrijskih gena su pokazala da oni sami ne daju dovoljno dobar filogenetski
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signal.®® Kod ve¢ine studija zakljuceno je da su najbolji podaci dobiveni kombinacijom vise

gena.®®

Zbog sve veceg broja dostupnih podataka o sekvencama cjelokupnih genoma velikog
broja organizama, te boljih metoda sekvenciranja i naprednih bioinformatickih analiza, u
novije vrijeme prelazi se na koristenje novih vrsta markera. Markeri su odredeni iz sekvence
genoma te ciljaju na mjesta koja imaju zeljena svojstva (konzerviranost, varijabilnost itd.).
Takvi markeri pokazuju bolja svojstva za filogenetske analize obzirom na tradicionalne

markere.5!
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6. ZAKLJUCAK

1. Upotrijebljeni molekularni markeri pokazali su razli¢ite razine (mogucnosti) razlucivanja
filogenetskih odnosa unutar porodice EImidae:

Mitohondrijski geni COI i 12S su vrlo varijabilni, te su "korisni" do razine roda i izmedu
bliskih rodova (npr. rodovi Elmis, Ancyronyx), a na nizim razinama su prezasiceni;

18S rRNA je izuzetno konzerviran i neupotrebljiv na razini porodice zbog premalog broja
informativnih karaktera;

28S rRNA daje prilicno dobre rezultate u odvajanju grupa unutar porodice i prilicno dobru
podrsku;

Ulancani nuklearni, ulan¢ani protein kodiraju¢i geni te ArgK i CAD daju najbolje
razluéivanje i podrske za topologiju;

2. Kombiniranje veéeg broja markera daje bolje rezultate, osobito kombinacija ulan¢anih
nuklearnih gena daje dobro podrzanu topologiju;

3. Usporedba metoda NJ i ML pokazala je da ML daje u prosjeku bolje podrzane topologije;

4. U vecini analiza podporodice Elminae i Larainae su medusobno parafiletske, no obzirom na
mali broj taksona (osobito podporodice Larainae) nije moguce donijeti konacan zakljucak o
njihovom medusobnom statusu;

5. Ovo pilot-istrazivanje upucuje na potrebu revizije taksonomskog statusa podporodica
Larainae 1 Elminae, no svakako je u daljnjim istrazivanjima potrebno postojec¢i set podataka
prosiriti ve¢im brojem taksona iz obje podporodice (0sobito Larainae) a takoder i uravnoteziti
ga s obzirom na geografsku rasprostranjenost rodova porodice Elmidae.
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8. PRILOZI

8. PRILOZI

8.1 Sekundarne strukture ribosomske RNA

Dodatak 1. Sekundarna struktura 12S rRNA dobivena koristenjem programa LocARNA
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N
'“ux\q\“
e,

Dodatak 2. Sekundarna struktura 18S rRNA dobivena koriStenjem programa LocARNA
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Dodatak 3. Sekundarna struktura 28S rRNA dobivnea koriStenjem programa LocARNA

¥
. L] . w . .
8.4 Reprezentativni isjecci poravnanja
Dodatak 4. Prvi dio (0 do 150pb) poravnanja gena za COI
T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey e e
e | 0 o 40 50 60 70 80 30 100 110 120 130 140
ANVA-USAL PAT (GTTTTTCTATTCACTGTAGGTGGATTAACAGGAGTAATTTTAGCAAATTCTTCTATTGACATCATTCTTCATGATACATATTACGTAGTTGCCCATTTCCATTATGTTTTATCAATAGGAGCAGTTTTTGCAATTATAGGAGGTTT
CBSP-NV3 PAT Ao T....T soBuansososnasssseBedssBocTonsscRealuossssTesPansosrsnsnassssssnssPososnsnn ..T. ssslunsases s sCasossaslunslhe
EA2-NO4 PAT [ 2 G T..T.. .7 . A,
EB102 PAT A .T.. T A,
EL NO2 PAT A ST T <A
EM1-FR7 PAT G T A.
EO1l OO PAT A
EP1-ES4 PAT 2 B
ER1 IT3 PAT G B
ERAl TR4 PAT 2 B
EP1-NO3 PAT G B
GEJA-CH2 PAT G B
HESP-SA1 PAT A -R.
LM-FR10 PAT G +G.
MAGL-USALl PAT G R
MCSP1-CO25 PAT G
MESP-CO25 BAT ]
OR-ITS PAT G
PA-NO1 PAT

PPSP1-WP7 PAT
RWS1-NOS FAT
ac1-1T4 PAT
[HF937373.
[HF937372
HES88178.
HF937371.
HF937370.
EF209564
GUB16135.
EF209575.
GUB16171.
[AB764150

mr1g1 9

A

PEEFPAAAAOAQE6 M.

HHEHHEAEEEEEEER

I I I e

e

e
15

TGTTC

AC.
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Dodatak 5. Prvi dio (0 do15pb) poravnanja gena za 12S rRNA

[T T e | e TR e [ [ T e s

=l 8o 90 100 110 120 130

MAGL-USAL SR-N  [ITTAGTATTAGTTATTIICTIGAARATTAAAGATTTTGECGGTAT T TATTCTGTTCAAAGGAACCTGCTCTGTCATTGATAGTCCACAATTAACTTTACTTGAATAGTTTGTATATCGTCGT  TTTTGAATATTT
ANVA-USAL SR-N  B..cocnns PAG. L. eCPuiuannnttatsnnansssssanasnnnan [ - P e e TR J ORI W 0 DO e
CBSP-NV3 SR-N T...T.A - WAL .
PCSP-ET27 SR-N TAG.T...CT .G...A. T.T.T.A

AF021058.1 Cyparifi. -..TAA .G...T. T...A.R LA

AFD21049.1 OxyporA. .. .G...T. <TC..A.A .G cee

AF021047.1 Tachinf@. .. -G...T. T...A.A -G

EA2-NO4 SR-N .. .G...A. T.. A -G e

ERA1-TR4 SR-N c. .G...A. T.. A -G -2

8C1-IT4 SR-N .. «G...A. T...RA.A .G .

EPSP1-WPT SR-N . LG...A. Te....B -G A,

PA-NO1 SR-N ‘e .G...A. T. A .G o

MESP-CO25 SR-N TA <G.. AL S P .G e

PESP-SAl SR-N .. .G...A. T. A -G cae

EB102 SR-J .. -G...A. T...A.A -G -B

EC1-00 SR-J .. «G...A. T.. A -G - A

EM1-FR7 SR-J .- «G...A.. T.. A -G T -2

ER1-IT3 SR-J .. -G...A. T. & -G...T .a

ESP1-NO3 SR-J .. -G...T. T.. A -G T A

LM-FR10 8R-J .. «G... A, aeaTe A -G T <A

RWS1-NO5 SR-J -e <G...A. T. A N-] T -A.

OR-ITS SR-J .. «G...A. T. A -G T

EP1-ES4 SR-J .- -G...A. T. A -G T -B

EL-NO2 SR-J .. TG.T.T. T. A. -G T A

MCSP1-C0O25 SR-N - . T. A .G...T. B

HESP-SA1 SR-N .- 2. G .G...T cT.

PASP-NV4_SR-N . “T.....A .G...T .C.

Dodatak 6. Prvi dio (0 do 150) poravnanja gen za ArgK

LTI s e

" i

=l 40 50 60 70 80 20 100 110 120 130
[ANVA-USAl ARATCATCGAAGACTACCATGGTGGATTCAAAAAAACTGATAAGCATCCACCTGCTAACTGGGGCGATACTAGTATTTTTGGARACCTAGACCCTGCTGGAGAATTTGTAGTATCTACCCGTGTACGATGTGGACGTTCGATGGARGGTTATCC
- c. .. .. .. .. N .c . C.. G.. . T..C B .C.G.. '

.TT.G..T..RA-.TCT.
«TT.G..T..RAR.TCT.
2TT.G..T..RAR.TCT.

[ESP1-NO3 AKE
HESP-SA1l AKE
LM-FR10 AKF
MCSP1-C025 A
IMESP-CO25 AF
OR-ITS AKF

PA-NO1 AKF

[PC3P-ET27 AR
[PESP-SA1 AKEF
PPSF1-WET AF
RWS1-NOS5 AKE
8C1-IT4 AKF
RPE12352.1 ¢
KP812302.1 I

-T..ARR.ARC.
a

Y
B0

Dodatak 7. Prvi dio (0 do 150) poravnanja gena za CAD

IR EREEIERERIR e gt e N ERR RN
= 10 &0 8o S0 100 110 130 140 150

[EAZ-NO4 CAD-/ggagaggtcatggctattggt tgegeatggtagatgaaaacgtaaaaggttttgatccataccttcaagetgtgaat ccgat gaatgtttgttgtage

EB144-MR CAL|« .- .. N - . . .. . .. .. . . . .. . .. . .. .

ER1-IT3 CAD-
[EO1-00 CAD-F
[ESP1-NO3 CAT|
LO-ES9 CAD-F
RWS1-NOS CAL

SC1-IT4 CAD- -
MCSP1-CO25 C
MESP-CO25 C2|
PA-NO1 CAD-F
PCSP-ET27 C2
PPSP1-WPS C2
MAGL-USAL CBA
(CBSP-NV3 CAL
HESP-SAl CAL
EM364522.1 &
[JF319139.1 K|

e TR

I |
130 140
tctoctcagagtegggtty

40

ANVA-USA1 288F tocttcttg
MCSP1-CO25 283t et
MESP-CO25 28SF |-
AB764185 Ordoba|-
AB7641983teneln|-
sC1-IT4 28SF |-
AB764189 Ordobal-
AB764159 Graphe -
PPSP1-WP7 285F -
PCSP-ET27 28SF |-
PESP-SAl 28SF
PA-NOl 28SF
EA2-NO4 2BSF
ER1-IT3 2BSF
EM1-FR7 2BSF
EP1-E34 28BSF
EL-NO2 2BSF
EO1-00 2BSF
ESP1-NO3 2BSF
RWS1-NOS 28BSF
MAGL-USAl1 288F -
CBSP-NV3 2BSF
OR-ITS 2B8F
HESP-3Al1 28SF
PASP-NV4 283F
KPB29350.1 Plat .
GUSEEOS?_BEmbi( ] . . . ++A.TAT.GTTA. .
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Dodatak 9. Prvi dio (0 do150pb) poravnanja gena za 18S rRNA

g e 1 1 ! 1 1 !
20 30 40 50 €0 70 80 30 100 110 130 140 150

e
10

=
[ANVA-USAL RO1 TCTAATGATCA GTCATCTTCCCAG ACGTARA ACH A TCCGAR ATCATTCAATCGGTAGTAGCGACGEGCGETGTGTACARAGGGCAGGGACE CGCGAGCTTATGAC!
JNE19138.1 EFCC'.‘A c ceeann - ..

EP1-ES4 RO1
PA-NOL RO1 eesaa
ERA1-TR4 RO1 |..-.-

PASP-NV4 RO1 |- -
LM-FR10 RO1 c.

KP829221.1 PLiCT
OR-ITS ROL [+ vcceeemmenenceoasnnensennsannaseencannancensesnannnnn Cavrrnncnnnnnnns
GUS56133.1_Ber

8.3 Reprezentativni isjecci iz kromatograma

Dodatak 10. Reprezentativni kromatogram od 50 do 150 pocetnih nukleotida za uzorak
ANVA-USA gena za ArgK

50 60 0 80 0 100 110 120 130 110 130 160
TTAT TTCACCCCATCATCG AAGACTACCATG G TG GAT TCAAAAAAACTGATAAGCATCCACC TG C TAAC TG GGGCGATACTAGTATTTTTG GAAACC TAGACCC TG C TGGAG

S

Dodatak 11. Reprezentativni kromatogram od 50 do 170 pocetnih nukleotida za uzorak
CBSP-NV3 gena za 12S rRNA

50 0 70 30 90 100 110 120 130 140 150 160 170
TAAAAGATTT TG GCGETOTTTTAGT CTATTCAGAGGAACCT GT TCT TTAAT TGATAT TCCACGATTTTTTTTACT TAATC TAAAGGT TTGTATATCGTCCOTAGATTTGAATATTTTATTAAAATT

—
—
—
—  —
—
——
—
P —
—

f
A
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Dodatak 12. Reprezentativni kromatogram od 50 do 160 pocetnih nukleotida za uzorak EA-
NO2 gena za 16S rRNA

9 100 110 120 130 140 150 160
TTAATCCAACATCOACGTCCCAACCCTTTATTTCGATAAGAACTC TC TAAAAACGATTACGC TG TTATCCC TAAGGTAATTTATTCTTATAATCATAAAAAATGGATCAAAAL

gt &ﬁ ngtididn \A M Mi U W\W it

Dodatak 13. Reprezentativni kromatogram od 50 do 160 pocetnih nukleotida za uzorak EM-
FR7 gena za 18S rRNA

50 60 110 120 130 140 150 16
CCAG CAACATCG G CG ACG TCG CGCC%CCGCG TACCAG TCCG AG # CC'IC CTAAATCATTCAATCGGTAGTAGCGACGGGCGCTGTGTACAAAGCGGCAGGG ACGTAATC

AL
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Dodatak 14. Reprezentativni kromatogram od 50 do 160 pocetnih nukleotida za uzorak
GEJA-CH2 gena za 28S rRNA

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
AGCG AACAG GG AAAAGCCCAGCACCGAATCCCGCGGCCGGCAACGG ACGCAGGG AAATG TGG TG TTTGGGAGGACCCGATTATCCCGTGG TCGTGCGGCGCG TCCAAGTCCT

b MWW“M@MMWW &M\M U\U M\Ml\f\/\f\/&fb%\ﬂ%nwﬁﬂm W\MWWML{

Dodatak 15. Reprezentativni kromatogram od 50 do 170 pocetnih nukleotida za uzorak
MCSP-CO25 gena za CAD rRNA

50 L) 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
ICGCAGAGTTAGCACCAAGATCGGTAGC TCCATGAAAAGCGTTGGAGAAGTAAT GGCAATAGGAAGAAAATTCGAAGAGGCCTTCCAAAAAGCCTTACGTATGGTAGACGAAAACGTAAAAGGCT

——

an | “ \ ) m

Jh IR L

il
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Dodatak 16. Reprezentativni kromatogram od 50 do 160 pocetnih nukleotida za uzorak OR-
ITS

gena za COl

30 60 70 30 90 100 1o 120 130 140 120 160
TG GCAGGCTTITGTAATCAT TCAACGGATG TAGTTATTTG TAGACTAGAAATTIC TTTTTCG TATGGAAGTTATTC TTTCTCAAATAATAAATAAGAGCATTAAGCTTCCAAAT
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