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1. UvOD

Gujavice pripadaju koljenu Annelida (koluti¢avci), razred Clitellata (pojasnici),
podrazred Oligochaeta (malocetinasi). One su medu najrasirenijim 1 najdominantnijim
zivotinjama koje zive u tlu i imaju najvec¢i udio u biomasi beskraljesnjaka u tlima umjerenih
kopnenih ekosustava (Lavelle i Spain, 2001; Dominguez i sur., 2018). Smatraju se
najvaznijim organizmima tla jer imaju znacajan ucinak na njegova fizikalna, kemijska i
bioloSka svojstva te igraju klju¢nu ulogu u modifikaciji strukture tla, ubrzavaju raspadanje
organske tvari i promet hranjivih tvari (Lee, 1985; Edwards i Bohlen, 1996; Dominguez i sur.,
2018). Zbog svoje iznimne eckoloske vaznosti, gujavice su medu najbolje istrazenim
zivotinjskim skupinama. U svijetu je opisano vise od 3000 vrsta, a koriStenje molekularno-
filogenetickih analiza upucuje na postojanje novih vrsta i podvrsta. Postoji niz vrsta na
globalnoj razini koje su zapravo vise od jedne vrste, ali taksonomski jo§ nisu opisane. Cesto
se svrstavaju u kompleks vrsta §to znac¢i da molekularne analize ukazuju da se odredena, ve¢

opisana vrsta gujavice zapravo sastoji od nekoliko vrsta i/ili podvrsta.

Porodica Lumbricidae jedna je od najpoznatijih i najbrojnijih skupina malocetinasa
zbog svoje dominacije u europskoj fauni. Razlog tome je i njihovo ubrzano Sirenje svijetom
uzrokovano antropogenim djelovanjem. Unutar porodice Lumbricidae izdvajaju se rodovi
Lumbricus i Aporrectodea kao heterogene skupine s velikim brojem vrsta. Fauna Hrvatske
vrlo je bogata i raznolika gujavicama, ali relativno slabo istrazena. Od objavljivanja
monografije gujavica Balkana koju je objavio MrSi¢ (1991) do danas provedeno je tek
nekoliko istrazivanja raznolikosti faune gujavica u Hrvatskoj (Hackenberger Kutuzovi¢, 2012;
Hackenberger Kutuzovi¢ i Hackenberger Kutuzovi¢, 2013). Prema Michaelsenu (1903) i
Cernosvitovu (1935) smatra se da je za vrijeme ledenog doba prvobitna fauna Lumbricidae
bila unistena na podrucjima koja su bila prekrivena ledom. S obzirom da podrucje Balkanskog
gujavice ostala je oCuvana i odrzala visok stupanj bioraznolikosti (Hewitt, 1999; Halavuk,
2013) Sto je rezultiralo visokim udjelom endemskih vrsta (Omodeo, 1952; Stojanovi¢ i sur.,
2008). Na temelju dosadasnjih preliminarnih istrazivanja u kojima je utvrdena relativno velika
raznolikost gujavica na ograni¢enom broju lokaliteta moze se pretpostaviti da u Hrvatskoj
postoje vrste koje joS nisu zabiljezene. U Hrvatskoj je do sada zabiljeZzeno 12 vrsta iz roda
Aporrectodea i 5 vrsta roda Lumbricus (Hackenberger Kutuzovi¢ i1 sur. 2015). U

kontinentalnom dijelu Hrvatske unutar roda Aporrectodea najrasprostranjenija je vrsta



Aporrectodea rosea (Savigny, 1826), dok je unutar roda Lumbricus najrasprostranjenija vrsta
Lumbricus rubellus (Hoffmeister, 1843) (Halavuk, 2013). Mnoga nedavna istrazivanja na
europskoj razini navode postojanje kriptickih vrsta unutar navedenih rodova, odnosno visoku

gensku varijabilnost (James i sur., 2010).

Buduéi da gujavice imaju znacajnu ulogu u ekosustavima, taksonomija i toc¢na
identifikacija vrsta neophodna je za veéinu ekoloskih istrazivanja. Problemi u identifikaciji
vrsta znatno smanjuju napredak u istrazivanju biologije 1 ekologije gujavica. Identifikacija
vrsta pomocu analize DNA moze ponuditi rjeSenje ovog problema i pruziti sredstvo za
prepoznavanje ne samo odraslih, ve¢ i1 juvenilnih jedinki, kao i loSe o¢uvanih primjeraka i
ostataka dijelova gujavica (Admassu i sur., 2006; Chang i sur., 2009; Porco i sur., 2013).
Genska sekvenca koja se najviSe koristi za identifikaciju zivotinjskih vrsta je fragment od oko
700 pb mitohondrijske citokrom C oksidaze podjedinica | gena (COI) (Folmer i sur., 1994;
Klarica i sur., 2011).

1.1. Ekologija gujavica

Brojnost gujavica u tlu varira ovisno o stanistu, od 10 do nekoliko stotina gujavica po
m? (Lee, 1985; Halavuk, 2013), a najvise ih ima u tlima koja su bogata organskim tvarima.
Nastanile su se diljem svijeta, no rijetko nastanjuju podrucja u kojim vladaju ekstremni uvjeti,
poput podru¢ja prekrivenih ledom ili pustinja. Najvazniji ¢imbenici koji utjeCu na
rasprostranjenost gujavica su vlaznost tla te kvaliteta 1 koli¢ina organske tvari §to je u izravnoj
vezi s vrstom stani$ta (Edwards i Bohlen, 1996). Gujavice imaju vaznu ulogu u kopnenim

ekosustavima te je njihova raznolikost indikator stanja tih ekosustava.

Bouché (1977) 1 Lee (1985) su podijelili gujavice s obzirom na nacin zivota u tri

ekoloske kategorije - epigejne, endogejne i aneci¢ne gujavice (Paoletti, 1999) (Slika 1).

Epigejne gujavice zive na povrsini tla, ispod biljnih ostataka te ne buse hodnike u tlu.
Vecinom su tamnijeg obojenja (crvene, ljubicaste ili smede) i male veli¢ine. Hrane se liS¢em i
organskim tvarima. Najpoznatiji predstavnici iz Hrvatske su Dendrobaena octaedra (Savigny,
1826), Dendrodrilus rubidus (Savigny, 1826), Eisenia fetida (Savigny, 1826) i L. rubellus.

Endogejne gujavice zive i1 hrane se na tlu, ali stvaraju vodoravne hodnike dubine 10 do
15 cm od povrsine tla. Cesto su nepigmentirane, no mogu biti i ruzi¢aste, zelene ili plave boje,

razli¢itih veli¢ina. Sporo se krecu te su relativno pod niskim pritiskom predacije. Najvazniji



predstavnici iz Hrvatske su Allolobophora chlorotica (Savigny, 1826), Aporrectodea

caliginosa (Savigny, 1826), A. rosea i Octolasion lacteum (Rosa, 1884).

Aneci¢ne gujavice stvaraju trajne vertikalne hodnike u mineralnom sloju tla do 3 m
dubine u kojima Zive. Na povrsini zemlje hrane se li¢éem koje povlade u svoje hodnike. Cesto
se na otvoru hodnika moze zamijetiti sadrzaj probavila koji izbacuju na povrsinu tla. Vrste iz
ove skupine tamnije su boje na dorzalnoj strani tijela, a najpoznatiji predstavnici su

Lumbricus terrestris (Linnaeus, 1758) i Aporrectodea longa (Ude, 1885).

Epigejne: L. rubellus

- Endogejne: A. rosea

Dubina tla (cm)

Anecicne: L. terrestris

Anecic¢ne

Slika 1. Podjela gujavica prema nacinu Zivota. Izvor:

https://www.sciencelearn.org.nz/resources/7-niches-within-earthworms-habitat.

Gujavice se smatraju inZenjerima ekoloskih sustava jer svojim na¢inom zivota stvaraju
slojeve tla 1 povecavaju poroznost tla. One imaju vaznu ulogu u razgradnji mrtve organske
tvari iz uginulih Zivotinja 1 biljaka. MijeSanjem slojeva tla povecava se plodnost tla te se
organske tvari razlazu u tvari kojima se hrane gljive i bakterije kojih ima viSe na mjestima
gdje su gujavice aktivnije. S druge strane, bakterije i gljive odgovorne su za oslobadanje
hranjivih tvari koje postanu dostupne biljkama. Takoder, izmet koje gujavice izbacuju vrlo je

vazan za finu strukturu tla.

Gujavice su najaktivnije tijekom proljeca i jeseni. Previsoke ili preniske temperature
im ne odgovaraju, stoga tijekom ljeta mogu smanjiti svoju aktivnost dok se ne uspostave
povoljni uvjeti, a zimi ulaze u stanje hibernacije. Tijekom cijele godine u populaciji ima vise

juvenilnih u odnosu na odrasle jedinke.


https://www.sciencelearn.org.nz/resources/7-niches-within-earthworms-habitat

1.2. Koljeno: Annelida (koluti¢avci)

Koljeno Annelida obuhvaéa dva razreda: Polychaeta (mnogocetinasi) koji su
najbrojniji vrstama i Clitellata (pojasnici) medu kojima su najbrojnije gujavice, a manji broj
pripada pijavicama te branhiobdelama. Mnogocetinasi uglavnom nastanjuju mora, dok vec¢ina

pojasnika zivi u vodama na kopnu i vlaznim stanistima.

Koluti¢avci su bilateralno simetri¢ne zivotinje ¢ije je tijelo produljeno i gradeno od
kolutica. Na koluti¢ima se mogu nalaziti parapodiji (mnogocetinasi), Cetine za kretanje
(maloCetina$i) ili dvije prianjaljke (pijavice). Na tijelu se razlikuju prostomij (akron),
peristomij (koluti¢i na kojima su usta), trupni koluti¢ te analni koluti¢ (pigidij). Na povrsini se
nalazi jednoslojni epiderm koji izlucuje tanku kutikulu. Ispod jednoslojnog epiderma i
kutikule nalazi se bazalna lamina i mi$i¢ni snopovi od kruznih i uzduznih misi¢a koji
omogucuju peristalticke pokrete. Imaju sekundarnu tjelesnu Supljinu, celom, koja je nastala
puknué¢em mezoderma, a nalazi se izmedu kozno-misiénog sloja i probavila. Puknuc¢a koja su
se Sirila formirale su dvije celomske vreéice. Celom je ispunjen tjelesnom tekué¢inom koja
sluzi kao potpora organizmu (hidroskelet), prenosi hranjive tvari i metabolite. Mjesto na
kojem se celomske vrecice spajaju razvile su se ledna i trbusna mezentera unutar koje su se
smjestile krvne Zile i Ziv€ani sustav. Kolutiavost je jednolika (homonomna metamerija), a
izmedu koluti¢a nalazi se pregrada. Optjecajni sustav im je zatvoren, a organi za izlucivanje
(protonefridiji i metanefridiji) su koluticavo rasporedeni pa se nazivaju i segmentalnim
organima (Matonickin 1 sur., 2010). Koluti¢avci imaju ljestvicast Ziv€ani sustav koji se nalazi

na trbuSnoj strani, dok se na prednjem dijelu tijela nalazi cerebralni ganglij.

1.3. Razred: Clitellata (pojasnici)

Unutar razreda razlikuju se dva podrazreda: Oligochaeta (malocetinasi) i
Hirudinomorpha (pijavice). Kao §to i ime govori, pojasnici su specificni po tome §to imaju
prisutan pojas ili clitellum koji ¢ini niz kolutica na prednjem dijelu tijela sa zadebljanom
zljezdanom epidermom. Pojas izlu€uje sluz koja pomaze pri kopulaciji i oplodnji te hranjive
tvari za jajne stanice 1 kokon (ovojnicu oko jaja) u koji se pohranjuju oplodena jaja. To
podrucje istie se kod malocetinasa Citav Zivot, a kod pijavica samo za vrijeme spolne
aktivnosti. Dvospolci su, a razlikuju se od mnogocetinasa po tome $to nemaju izrazenu glavu,
parapodije, pipala ni ticala, a neki ¢ak ni Cetine (pijavice). Mozak se nalazi na prednjim

koluti¢ima tijela. Koluticavo rasporedena tjelesna Supljina potpuno je razvijena kod
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malocCetinaSa, dok je kod pijavica stisnuta vezivnim tkivom na uske cijevi koje nisu

podijeljene (Matonickin i sur., 2010).

1.4. Podrazred: Oligochaeta (malocetinasi)

Tijelo maloc¢etinasa gradeno je od koluti¢a €iji broj varira ovisno o vrsti. Na svakom
koluti¢u nalazi se Cetiri snopa jednostavnih Cetina, po dva snopa ¢etina na bo¢noj i ventralnoj
strani. Broj i oblik Cetina ovisi o vrsti, kod terestrickih vrsta one su kratke i moze ih biti do
osam po koluti¢u, dok su kod akvatickih vrsta dugac¢ke. Na prednjem dijelu tijela razlikuje se
prostomij ispod kojeg se nalaze usta na peristomiju, nakon ¢ega se kroz nekoliko kolutic¢a
proteze pojas koji se nalazi blize glavi. Kod ovih skupina prisutna je potpuna vanjska i

unutrasnja koluti¢avost.

Na povrsini tijela nalazi se tanka kutikula koja prekriva epidermalni sloj stanica sa
sluznim zljezdanim stanicama. Ispod epidermalnog sloja nalazi se sloj prstenastih i uzduznih
misica, dok koluti¢e odvajaju celomske pregrade. Svaki koluti¢ sadrzi pore koje se nalaze u
zljebovima izmedu koluti¢a te se kroz njih na povrsinu tijela izlucuje celomska tekucina koja

sluzi podmazivanju tijela ili odbijanju predatora.

Ovisno o nacinu zivota, malocetinasi se sluze peristaltiCkim kontrakcijama prilikom
puzanja i rovanja. Prilikom gibanja duzina tijela se skracuje ili poveéava, no volumen
pojedinog kolutiéa ostaje stalan. Cetine se izvlate pri skra¢ivanju tijela $to omoguéuje

kretanje prema naprijed (Habdija i sur., 2011).

Malocetinasi imaju ljestvicast Ziv€ani sustav §to znaci da su ziv€ane vrpce ljestvicasto
gradene 1 medusobno srasle, a sastoji se od velikog cerebralnog ganglija koji je okozdrijelnim
prstenom povezan podzdrijelnim ganglijem. Podzdrijelni ganglij sluzi za motoricke 1
refleksne radnje, a o€i im nisu razvijene, ve¢ imaju jednostani¢ne fotoreceptore na lednoj

strani tijela u epidermi.

Hrane se detritusom na povrSini, a organske tvari gutaju dok ruju. Probavilo je
jednostavno, zapocinje ustima koja se nalaze ispod prostomija. Na Zzdrijelo se nastavlja
jednjak koji moze posteriorno biti zamijenjen voljom koja sluzi za spremanje hrane ili
miSi¢nim Zelucem koji sluzi za usitnjavanje hrane. Mnoge vrste unutar jednjaka sadrze
vapnene zlijezde koje izlucuju kristalie kalcita za koje se smatra da sluZze izbacivanju

ugljikova(lV) oksida koji je u tlu prisutan u visokim koncentracijama (Habdija i sur., 2011). U
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prednji dio crijeva izlucuju se enzimi, dok straznje crijevo sluzi za apsorpciju hranjivih tvari.

Posljednji koluti¢ je analni koluti¢, pigidij.

Za izluCivanje koriste metanefridijski sustav u kojem se metanefridiji nalaze na
bocnim stranama svakog koluti¢a. Krvotok je zatvoren te se razlucuju dvije krve zile, ledna i
trbusna koje su u svakom koluti¢u spojene kruznim krvnim zilama. Nemaju srce, ve¢ kruzne
zile koje imaju moguénost kontrakcije pa se nazivaju laznim ili bo¢nim srcima kojih obi¢no

ima po pet (Matonickin i sur., 2010).

Zive u vodama na kopnu ili u vlaznoj zemlji gdje prave cjevaste hodnike, a postoji i
nesto morskih 1 nametnickih vrsta. Izmjena plinova odvija se preko povrsine tijela, a mali broj
ima Skrge u obliku izvrata koze na straznjem dijelu tijela. DiSni pigment je hemoglobin
pomocu kojeg se prenosi oko 20% kisika. Nakon kiSe gujavice izlaze na povrSinu jer padne

parcijalni tlak kisika, dok vodene vrste podnose niske koli¢ine kisika (Habdija i sur., 2011).

Rasplodni sustav gujavica ogranicen je na nekoliko koluti¢a u prednjem dijelu tijela.
Dva para sjemenika nastavljaju se u sjemene vrecice s kojima su povezani sjemeni mjehurici.
Iz sjemenih mjehurica nastavlja se sjemenovod s otvorima na petnaestom koluti¢u kod veéine
vrsta porodice Lumbricidae. Zenski spolni sustav je manji te ga ¢ini jedan par kratkih
jajovoda koji se otvara na ¢Cetrnaestom kolutic¢u (ovisno o vrsti). Sjemena spremista odvojena
su od jajnika i nalaze se na prednjem djelu rasplodnog sustava. Kopulacije se zbiva tokom
cijele godine.

1.5. Porodica Lumbricidae

Porodica Lumbricidae je najpoznatija i dobro proucena monofiletska skupina gujavica
koja je prirodno rasprostranjene na podruc¢ju Holarktika. Unutar ove porodice opisano je oko
670 vrsta unutar 63 roda (Blakemore, 2009). Vecina vrsta 1 rodova prirodno su rasprostranjeni
u Palearktickoj regiji, a velik broj vrsta unutar ove porodice smatra se peregrinim vrstama §to
znali da su te vrste Siroko rasprostranjene i na geografski udaljenim lokacijama (Blakemore,
2009). Gujavice porodice Lumbricidae obicno se koriste kao modelni organizmi u
istrazivanjima ekologije tla, bioraznolikosti, biogeografije, evolucije i1 ekotoksikologije
(Pérez-Losada i sur., 2009). Unato¢ njihovom bioloSkom i ekoloskom znacaju, taksonomski i
evolucijski odnosi jos§ su uvijek predmet rasprave nekih rodova unutar ove porodice (Pérez-

Losada i sur., 2011).



Identifikacija odraslih jedinki temelji se na izgledu prostomija, rasporedu kolutica,
polozaju i obliku pojasa te nekih unutarnjih organa poput sjemenih vreéica ili sjemenih
spremista (Pérez-Losada i sur., 2009). Medutim, ovi morfoloski i anatomski karakteri vrlo su
varijabilni. Kod gujavica je uoceno da razliciti taksoni mogu pokazivati preklapanje veceg
broja karaktera $to otezava njihovu morfolosku determinaciju (Pérez-Losada i sur., 2009).
Unutar porodica Lumbricidae, u Hrvatskoj su najcesce vrste A. rosea, O. lacteum, L. rubellus,
Dendrodrilus rubidus rubidus i Eiseniella tetraedra (Savigny, 1826) (Hackenberger

Kutuzovi¢ i Hackenberger Kutuzovi¢, 2013).

1.6. Rod Aporrectodea

Gujavice roda Aporrectodea ¢ine vrlo heterogenu skupinu s velikim brojem vrsta te su
jedne od najzastupljenijih gujavica travnjaka i poljoprivrednih ekosustava Palearkticke regije.
Najcesce vrste ove regije su A. caliginosa, A. trapezoides (Duges, 1828), A. tuberculata
(Eisen, 1874) i A. nocturna (Evans, 1946) koje ¢ine kompleks vrsta A. caliginosa (Pérez-
Losada i sur., 2009). Ove cetiri vrste morfoloski su vrlo sli¢ne i tesko ih je razlikovati zbog

njihove morfoloske varijabilnosti.

Duzina tijela kao i broj koluti¢a varira ovisno 0 vrsti. Neke mogu biti vrlo male, tek 20
mm, dok postoje vece vrste do 500 mm duljine. Pigmentacija nedostaje, ali mogu biti sive,
smede ili Cak ljubiCasto obojene. Muski spolni otvor nalazi se na 15. koluti¢u, dok se
sjemenici nalaze u 10. 1 11. koluti¢u. Tri ili Cetiri para sjemenih vre¢ica smjesteni su od 9. do

12. koluti¢a. Cetine su usko sparene, a prostomij je epiloban.

1.6.1. Pregled ocekivanih vrsta roda Aporrectodea na podrudju istraZivanja
1.6.1.1. Aporrectodea caliginosa

Aporrectodea caliginosa jedna je od najraSirenijih invazivnih vrsta gujavica u
podrucju umjerene zone. Smatra se da se antropogenim djelovanjem rasprostranila iz Europe
po svim kontinentima osim Antarktike (Shekhovtsov i sur., 2015). Palearkticka je vrsta, jedna
je od najces¢ih gujavica u Hrvatskoj (Slika 2). Jedinke se mogu na¢i u Sumama, na
paSnjacima ili u vrtovima, ali 1 u najsiromasnijim pjeskovitim tlima. S obzirom na nacin
Zivota, spada u skupinu endogejnih gujavica §to znaci da se hrani 1 Zivi u mineralnom sloju tla

gdje stvara vodoravne hodnike. Unutar vrste postoje razliciti poliploidni oblici opisani kao



zasebne vrste (Hackenberger Kutuzovi¢ 1 sur., 2015). Novija istrazivanja pokazala su da
postoji velika genska raznolikost unutar kompleksa vrsta A. caliginosa (Pérez-Losada i sur.,
2009; Fernandez i sur. 2012). Za A. caliginosa dokazano je da postoje dvije (Pérez-Losada i
sur., 2009; Fernandez i sur., 2012) ili ¢ak tri (Porco 1 sur., 2013) vrlo divergentne genske linije
(Klarica i sur., 2011). Determinacija jedinki ove vrste vrlo je zahtjevna te su mnogi
znanstvenici odredivali nove vrste na osnovu polozaja zljezdanih papila Sto je vrlo
nepouzdano s obzirom da se polozaj papila mijenja unutar populacije i ovisi o spolnoj

aktivnosti jedinke (Hackenberger Kutuzovi¢ i sur., 2015).

Duzina tijela moze varirati od 59 do 164 mm s oko 100 do 180 koluti¢a (Mrsi¢, 1991).
Slabe su pigmentacije, a boja je smeda, zelenkasta, siva ili ruzicasta. Cetine su usko sparene, a
prostomij je epiloban i zatvoren. Pojas je sedlastog oblika koji se proteze od 25.-29. do 34.-
35. koluti¢a, dok su pubertetske izboCine u obliku ovalnih kvrzica koje mogu biti spojene

(Hackenberger Kutuzovi¢ i sur., 2015).

Slika 2. Geografska rasprostranjenost vrste A. caliginosa u Hrvatskoj. Plave tocke

oznacavaju podruc¢ja u kojima je zabiljeZzena ova vrsta. Izvor: Hackenberger Kutuzovi¢ i sur.

(2015).



1.6.1.2. Aporrectodea rosea

Aporrectodea rosea je nativna palearkticka vrsta koja je antropogenim utjecajem
raSirena diljem svijeta (Europa, Sjeverna i Juzna Amerika, Azija i Australija). Kao A.
caliginosa jedna je od najce$¢ih vrsta kontinentalne Hrvatske, ali moze biti prisutna u
podrucju cijele Hrvatske (Slika 3). Jedinke je moguce prona¢i u Sumama, vrtovima i na
paSnjacima. NajviSe im odgovara vlazno tlo, no nema sklonosti prema odredenom tipu tla
(Hackenberger Kutuzovié i sur., 2015). Zivi i hrani se u mineralnom sloju tla §to znadi da

pripada kategoriji endogejnih vrsta.

Jedinke mogu biti razli¢ite veli¢ine, od 20 do 80 mm, a tijelo im se sastoji od 98 do
170 kolutica (Mrsi¢, 1999). Slabo su pigmentirane, ali mogu biti ruziasto obojene na
dorzalnom anteriornom djelu. Pojas je sedlastog oblika i proteze se od 23.-26. do 31.-33.
koluti¢a te moze biti tamnije obojan, ali i zuti ili narancasti. Prostomij je epiloban, a na

dorzalnoj strani lako su uocljive velike ledne pore (Hackenberger Kutuzovi¢ i sur., 2015).

Slika 3. Geografska rasprostranjenost vrste A. rosea u Hrvatskoj. Plave toc¢ke

oznacavaju podrucja u kojima je zabiljeZena ova vrsta. Izvor: Hackenberger Kutuzovi¢ i sur.

(2015).



1.6.1.3. Aporrectodea smaragdina

Aporrectodea smaragdina (Rosa, 1892) ima alpsko-dinarsko-karpatski tip
rasprostranjenosti te se nalazi u zapadnom dijelu Hrvatske (Slika 4). Nastanjuje travnjake i
vlazne Sume te zivi u mineralnom sloju tla, ali i ponekad na povrsini tla pa je stoga epigejna i

endogejna vrsta. Mjesto nalaza ove vrste (locus typicus) zabiljezen je u Austriji (MrSi¢, 1991).

Duzina tijela varira od 40 do 90 mm, a tijelo se sastoji od 65 do 120 koluti¢a (MrSi¢,
1991). Smede su ili zelene boje. Pojas je sedlastog oblika i nalazi se od 24.-26. do 33.

koluti¢a, a prostomij je epiloban (Hackenberger Kutuzovi¢ i sur., 2015).

Slika 4. Geografska rasprostranjenost vrste A. smaragdina u Hrvatskoj. Plave tocke

oznacavaju podrucja u kojima je zabiljeZena ova vrsta. Izvor: Hackenberger Kutuzovi¢ i sur.

(2015).

1.7. Rod Lumbricus

Gujavice roda Lumbricus pripadaju Palearkti¢koj regiji, ali su se antropogenim
utjecajem raSirile po cijelom svijetu. Unutar roda opisan je neSto manji broj vrsta, a u

Hrvatskoj su najbrojnije L. rubellus te L. terrestris kao tipic¢an predstavnik gujavica.

Duzina tijela varira ovisno o vrsti (od 30 do 500 mm) te mogu biti crveno-ljubiCaste
do ljubicaste boje. Muski spolni otvor nalazi se na 15. koluti¢u, dok su sjemenici smjeSteni u

subezofagalnu testikularnu vreéicu. Cetine su usko sparene, a prostomij je taniloban.

10



1.7.1. Pregled ocekivanih vrsta roda Lumbricus na podrudju istraZivanja
1.7.1.1. Lumbricus terrestris

Lumbricus terrestris nativna je palearkticka invazivna vrsta koja je rasirena gotovo po
Citavom svijetu. Jedna je od najéescih vrsta kontinentalne regije (Slika 5), pronadena u alpskoj
regiji, ali nedostaju nalazi iz mediteranske regije (Hackenberger Kutuzovi¢ i sur., 2015).
Smatra se da je vjerojatno nastala tijekom posljednjeg ledenog doba prije 150 000 godina
(Bouché, 1969, 1972; Richter, 2010). Jedinke ove vrste stvaraju duboke vertikalne hodnike u
mineralnom sloju tla i imaju vaznu ulogu u razgradnji otpalog liS¢a. Jedina je aneci¢na vrsta
koja se uspjela rasprostraniti po ¢itavom svijetu (Hackenberger Kutuzovi¢ i sur., 2015). Zivi u
kultiviranim tlima, a manjim djelom u listopadnim Sumama. L. terrestris zauzima vazno
mjesto u nomenklaturi gujavica jer je bila jedna od prvih imenovanih gujavica te ima visoki
zna€aj u bioloSkoj znanosti i znanstvenoj edukaciji. Koristi se u mnogim istrazivanjima
anatomije gujavice, kao 1 fiziologije i ekologije ¢ime je stekla status modelnog organizma

(James i sur., 2010).

Jedinke mogu narasti do 300 mm, a tijelo se sastoji od 110 do 180 koluti¢a. Dorzalno
obojenje je crveno do crveno-ljubicasto, a ventralno je Zuckasto. Pojas je sedlastog oblika koji
se proteze od 31. (32.) do 37. (38.) koluti¢a, dok je prostomij taniloban (Hackenberger

Kutuzovi¢ i sur., 2015).

Slika 5. Geografska rasprostranjenost vrste L. terrestris u Hrvatskoj. Plave tocke

oznacavaju podrucja u kojima je zabiljeZena ova vrsta. Izvor: Hackenberger Kutuzovi¢ i sur.

(2015).
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1.7.1.2. Lumbricus polyphemus

Lumbricus polyphemus (Fitzinger, 1833) ima srednjoeuropski tip rasprostranjenosti,
dok je u Hrvatskoj najrasprostranjenija u kontinentalnoj regiji (Slika 6). Zivi u Sumama ili
kultiviranim tlima u dubokim okomitim hodnicima. Poput vrste L. terrestris, ima znaéajnu
ulogu u razgradnji biljnih ostataka. Locus typicus ove vrste zabiljezen je u Austriji (Be¢)
(Mrsi¢, 1991).

Tijelo je dugacko od 150 do 450 mm te se sastoji od 90 do 182 koluti¢a. Jedinke mogu
biti crveno-ljubicaste boje, dok su dorzalno vidljive pruge. Pojas je sedlastog oblika koji se
proteze od 37.-39. do 43.-47. koluti¢a. Prostomij je taniloban te nema prisutnih lednih pora

(Hackenberger Kutuzovi¢ i sur., 2015).

Slika 6. Geografska rasprostranjenost vrste L. polyphemus u Hrvatskoj. Plava tocka

oznacava podrucje u kojima je zabiljeZena ova vrsta. Izvor: Hackenberger Kutuzovi¢ i sur.
(2015).

1.7.1.3. Lumbricus rubellus

Lumbricus rubellus nativna je palearkti¢ka vrsta rasprostranjena po Citavom svijetu, a
U Hrvatskoj je jedna od najceS¢ih (Slika 7). Ova vrsta Siroko je koriStena u podrucju
ekotoksikologije tla (Spurgeon i sur., 2003; Franzle, 2006; Bundy i sur., 2007; Sechi, 2013).
Tipican je primjer epigejne vrste te preferira vlazna tla bogata organskim tvarima tolerirajuci

pH vrijednost od 3,5 do 8,4 (Sims i Gerard, 1999; Sechi, 2013). Moze se pronaci u Sumi pod
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otpalim liS¢em, trulim panjevima i deblima te u vrtu u kompostistu. Locus typicus ove vrste

zabiljezen je u Njemackoj (Berlin) (Mrsi¢, 1991).

Tijelo je dugacko od 33 do 150 mm te se sastoji od 56 do 145 koluti¢a. Prepoznatljiva
je po svom tamno-crvenom do crveno-smedem obojenju, dok je ventralno obojenje blijedo-
zuto. Pojas je sedlastog oblika te se proteze od 26. (27.) do 32. (33.) koluti¢a. Cetine su usko
sparene, a prostomij je taniloban (Hackenberger Kutuzovi¢ i sur., 2015).

Slika 7. Geografska rasprostranjenost vrste L. rubellus u Hrvatskoj. Plave to¢ke oznacavaju

podrudja u kojima je zabiljeZena ova vrsta. Izvor: Hackenberger Kutuzovic i sur. (2015).

1.8. Molekularna filogenija

Filogenija je grana prirodnih znanosti koja se bavi rekonstrukcijom filogenetskih
odnosa medu organizmima proucavajuéi evoluciju pojedinih svojti te odredivanjem stupnja
medusobne srodnosti pojedinih svojti organizama na temelju taksonomskih karaktera
(morfoloski, anatomski, ekoloski, fizioloski, biogeografski i paleontoloski). Cilj filogenije je
rekonstruirati genealogiju medu organizmima 1 odrediti vrijeme divergencije od vremena kada
su dijelili zajednickog pretka. Pojam ,,filogenija“ prvi je upotrijebio Ernest Haeckel koji je
pokusao konstruirati razvojno stablo Zivoga svijeta. S obzirom da se evolucija temelji na
paleontoloskim nalazima i komparativnoj morfologiji i anatomiji koje se nisu pokazale

najpouzdanije, istrazivanja i utvrdivanja filogenetskih odnosa izmedu vrsta, odnosno skupina
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zapocela je na osnovi analize sljedova nukleotida rRNA 1 DNA. Iako se evolucija i filogenija
naizgled ¢ine vrlo sli¢ne, medu njima postoje znacajne razlike. Evolucija proucava zakonitosti
koje su zajedni¢ke svim zivim bi¢ima, dok filogenija opisuje proces razvoja i podrijetla neke
svojte. Molekularna biologija danas je neizostavna u mnogim taksonomskim istrazivanjima,
stoga vazno mjesto u analizi srodstvenih odnosa zauzima grana filogenije - molekularna
filogenija koja proucava evolucijsku proslost i odnose medu organizmima na molekularnoj
razini (DNA, RNA i proteina). Molekularno-filogeneti¢ka analiza ukljucuje lan¢anu reakciju
polimerazom (PCR), sekvenciranje i viSestruko sravnjivanje sekvenci ¢ime se omogucava
konstrukcija najtoc¢nijih filogenetskih odnosa medu Zivim organizmima te u konacnici analiza
filogenetskog stabla. Uporabom statistickih metoda i racunalnih programa te metodom
sekvenciranja i analizom sekvenci DNA razmatraju se, definiraju i konstruiraju srodstveni
odnosi medu organizmima. Rezultati dobiveni molekularno-filogenetickim analizama
predstavljaju hipotezu o evolucijskoj povezanosti taksonomskih grupa. Kod filogenetickih
analiza najCeS¢e se koristi DNA koja sadrzi viSe podataka od proteina jer mutacije koje
rezultiragju sinonimnim promjenama mijenjaju DNA sekvencu, ali ne utjeCu na
aminokiselinske sekvence (tj. dolazi do promjene nukleotida, ali aminokiselina ostaje ista).
Prednost proteinskih sekvenci je u tome $to se efikasnije poravnavaju od sekvenci molekule

DNA.

U procesu sekvenciranja koriste se molekulski biljezi, odnosno fragmenti kodirajuce
ili nekodiraju¢ée DNA s obzirom da je sekvenciranje ¢itavog genoma vrlo skup 1 dugacak
proces. Za proucavanje srodstvenih odnosa vazan je odabir molekulskih biljega koji mogu biti
varijabilni i1 visoko konzervirani. Razlika je u tome $to se visoko konzervirani molekulski
biljezi, poput histonskih gena ili 16S RNA koriste kod proucavanja filogenetskih odnosa
izmedu udaljenih skupina, dok varijabilni biljezi otkrivaju filogenetske odnose bliskih srodnih
skupina koje su se nedavno odvojile (Hwang i Kim, 1999). NajceS¢e se koriste varijabilni
biljezi poput mitohondrijske DNA jer se lako izoliraju i mogu se Koristiti u detekciji genske
varijabilnosti nastale zbog promjena u slijedu nukleotida djelovanjem mutacija (Schulman i
sur., 2004). Takoder, odabir molekulskog biljega ovisi o skupini organizma pa se u
zoologijskim istraZivanjima najc¢eS¢e koriste biljezi jezgrine ili mitohondrijske DNA. Za
proucavanje odnosa medu vrlo srodnim organizmima koriste se nukleotidne sekvence

mitohondrijske DNA zbog toga Sto one evoluiraju brze od proteina.
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1.8.1. Mitohondrijska DNA (mtDNA)

Prema teoriji molekularnog sata, Pauling i Zuckerkandle (1965) zakljucili su da je
“evolucijska stopa konstantna u vremenu za svaku promatranu evolucijsku liniju”. To znaci
da se mutacijske promjene javljaju uvijek odredenom konstantnom brzinom pa se na osnovu
kvantifikacije razlika u strukturi odredenih proteina moZze procijeniti kada su se vremenski
odvojili. U molekularno-filogenetickim istrazivanjima posebno su korisne mitohondrijska
DNA i ribosomska RNA. S obzirom da molekularni sat mitohondrijske DNA “kuca brzo* te
se nasljeduje putem citoplazme, odnosno majc¢inskom linijom, koristi se za proucavanje
relativno mladih filogenetskih dogadaja. Mitohondrijska DNA je kruzna dvolan¢ana molekula
DNA koja se nalazi u matriksu mitohondrija i ima vrlo visoku stopu mutacije, stoga je
varijabilnost medu sekvencama mtDNA velika medu razli¢itim vrstama, a mala unutar jedne
vrste. Organizmi koji su u srodstvenom odnosu imaju DNA koja potjece od zajednickog
temelju analize sljedova nukleotida i odredivanja konstante stope mutacije (molekularnog
sata), moze se odrediti vrijeme koje je proteklo od odvajanja dva taksona od zajednickog

pretka.

Mitohondrijska DNA koristi se kao molekularni biljeg u filogeniji zbog lake izolacije,
velikog broja kopija i vrlo brze evolucije u odnosu na jezgrinu DNA. Predlozeno je da DNA
barkodiranja budu provedena s mitohondrijskim genom za COI (podjedinica 1 citokrom C
oksidaze) jer je visoko konzervirana medu koljenima §to omogucuje jednostavno sravnjivanje
sekvenci (Matonickin i sur., 2010). S druge strane, ribosomska RNA se koristi uglavnom za
proucavanje filogenetskih odnosa unutar protista, sporo se mijenja tijekom vremena te je zato
najpouzdanija metoda za istrazivanje skupina koje su se razdvojile u davnoj evolucijskoj

proslosti.
1.8.2. Filogenetsko stablo

Filogenetsko stablo predstavlja model evolucijske povijesti 1 prikazuje odnose izmedu
razliCitih vrsta 1 taksona za koje se pretpostavlja da imaju zajednicke pretke. Filogenetska
stabla mogu biti ukorijenjena i neukorijenjena. Za ukorijenjivanje stabla koristi se vanjska
grupa ili skupina (engl. outgroup) koja nije ¢lan analizirane grupe, ve¢ moze biti sestrinska
grupa. Kod neukorijenjenih stabla ne moze se definirati vanjska grupa ili je stablo ne

posjeduje. Ukorijenjena stabla vazna su jer govore o precima, objasnjavaju karakter evolucije
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te sadrze jedinstveni ¢vor (korijen) koji predstavlja najstariji dio stabla, odnosno posljedn;ji

zajednicki predak svih taksonomskih jedinica u stablu.

Kod svakog filogenetskog stabla razlikujemo ¢vorove koji predstavljaju taksonomske
jedinice 1 ogranke ili grane koji predstavljaju odnose medu jedinicama u smislu potomaka i
pretka. Cvorovi mogu biti unutarnji (HTU, engl. Hypothetical Taxonomic Unit) te
predstavljaju hipotetskog pretka cije su karakteristike nepoznate za razliku od krajnjih
(vanjskih) ¢vorova (OTU, engl. Operational Taxonomical Unit) koji opisuju taksone Cije su
karakteristike poznate. Unutar filogenetskog stabla moze se vidjeti i jedan jedinstveni interni
¢vor koji je predstavlja korijen stabla, odnosno predak je svih ¢vorova. Ogranci mogu biti

periferni koji zavrSavaju opisanim skupinama ili unutarnji koji povezuju hipotetske pretke.

Proucavaju¢i odnose izmedu taksonomskih jedinica na filogenetskom stablu, taksoni
mogu imati monofiletsko, parafiletsko i polifiletsko podrijetlo. Monofiletsko podrijetlo imaju
taksoni koji potjecu od zajednickog pretka i pripadaju istoj grani. Monofiletska grupa Cesto se
u sistematici naziva kladij (engl. clades). Polifiletsko podrijetlo imaju taksoni koji imaju vise
zajedni¢kih predaka, evolucijski su srodni, ali ne predstavljaju filogenetsku grupu. Clanovi
parafiletska skupina sadrze najmladeg zajednic¢kog pretka, ali mnogi potomci tog pretka jos

nisu opisani ili su uvrSteni u druge skupine.

Stabla se mogu konstruirati na razli¢ite nacine, poput kladograma i filograma (Slika
8). U filogramu duljine grana predstavljaju iznos evolucijske divergencije, odnosno govore o
trajanju evolucije izmedu taksona. Dulje grane govore da se dogodilo viSe promjena u
proucavanoj molekuli DNA za razliku od kra¢ih ogranaka. U kladogramu vanjske su grupe,
odnosno ogranci u ravnini, no njihove duljine grana ne govore o broju promjena koje su se
dogodile tijekom evolucije. Kladogram prikazuje samo topologiju stabla u kojima je vazan

samo poredak taksona (Xiong, 2006).
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Slika 8. Filogeneticko stablo: a) filogram b) kladogram. Izvor: Xiong (2006).

Napredak tehnologije omogucio je noviji 1 pouzdaniji nafin obrade podataka 1 izradu
pouzdanih filogenetskih stabala. Prilikom izrade filogenetskog stabla potrebni su sljedeci

koraci:

1. Prikupljanje podataka: iz javnih baza podataka (GenBank, EMBL...), DNA ili
proteini

2. Visestruko poravnavanje sekvenci

3. Filogenetska rekonstrukcija: izbor analitickih modela i metoda

4. Testiranje filogenetskog stabla (metoda neparametrijskin  replikata
samoucitanja, engl. Bootstraping ili posteriorne vjerojatnosti)

5. Prikaz rezultata

U izradi filogenetskih stabla odabiru se metode koje mogu biti temeljene na

udaljenosti (engl. Distance methods) koje uklju¢uju metodu susjednog sparivanja (NJ, engl.
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Neighbor joining) te metode temeljene na karakteru (engl. character state) unutar koje su
najpoznatije metode najvece Stedljivosti (MP, engl. Maximum parsimony), metoda najvece
vjerojatnosti (ML, engl. Maximum likelihood) i Bayesova analiza (BA, engl. Bayesian
analysis). Metode temeljene na stanju karaktera proucavaju nukleotide i aminokiseline na
odredenoj poziciji sravnjene sekvence te pojavu delecije i insercije (Li, 1997). U
filogenetickim analizama za dobivanje najvjerodostojnijih rezultata danas se najc¢esce koristi

metoda Bayesove analize te metoda najvece vjerojatnosti i najvece Stedljivosti.

Metoda susjednog sparivanja (NJ) izraCunava set udaljenosti izmedu parova sekvenci i
koristi strategiju postepenog klasteriranja. Ova metoda pronalazi susjedne taksonomske
jedinice koje algoritam spaja kako bi se dobilo najkraée stablo (Saitou i Nei, 1987). Ova
metoda je brza i racunalno nije zahtjevna te se u kratkom vremenu moze obraditi veliki set

podataka. Nedostaci su u tome $to ne daje najpouzdanije stablo.

Metoda najveée Stedljivosti (MP) jedna je od najces¢ih metoda za konstrukciju
filogenetskog stabla i dobra je za vrlo sli¢cne sekvence ili grupe sekvenci s malim iznosom
varijacije. Ova metoda ne prikazuje duljine grana, ve¢ poredak ogranaka. Temelji se na
principu Okamove oStrice po kojoj je najjednostavnija hipoteza najbolja pa odabire stabla
koja imaju najmanji broj evolucijskih promjena ili najkrae ukupne duzine ogranaka
(Swoford, 2001). Cesto stablo najveée §tedljivosti zanemaruje evolucijske promjene koje su

se dogodile, stoga statisticki nije dovoljno pouzdano kod veéeg broja podataka.

Metoda najvece vjerojatnosti (ML) smatra se najboljom i najkorisnijom u konstrukciji
molekularno-filogenetskog stabla. Izraunava se vjerojatnost pojavljivanja nukleotidnih baza
ili aminokiselina u unutarnjim ¢vorovima. Potom se rekonstruira vjerojatnost strukture stabla
iz tih podataka. Isto kao MP, koristi metodu iscrpnog pretrazivanja, tj. izvodi svoje analize na
svakom myjestu (poziciji) viSestrukog poravnanja. Koristi model stabla za nukleotidne
supstitucije i pokusava nac¢i najsli¢nije stablo (izvan svih stabala koja se nalaze u bazi
podataka). Vrlo osjetljiva metoda na velikim evolucijskim udaljenostima te vremenski i

racunalno vrlo zahtjevna (Felsenstein, 1973, 1981).

Bayesova analiza (BA) je vrlo kvalitetna metoda, ali racunalno zahtjevna. Temelji se na
spoznaji 0 naknadnim vjerojatnostima, odnosno vjerojatnostima koje su procijenjene po
nekom evolucijskom modelu. Prednost ove metode je $to algoritam traZi grupu najpouzdanijih

stabala, a ne samo jedno najbolje stablo (Mau i sur., 1999).
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Iznos evolucijskog vremena koji je prosao tijekom razdvajanja dviju sekvenci nije
poznat, Sto znaci da analize pokazuju samo procjenu broja promjena koje su se dogodile od
vremena razdvajanja. Vazno je napomenuti da ne postoji tocno stablo, ve¢ samo
aproksimacije stabala te da nema idealne metode. Pri izradi stabla, nuzno je kombinirati
razli¢ite metode 1 usporedivati rezultate te koristiti metode za procjenu pouzdanosti stabla.
Takoder je kljucan izbor sekvenci te izbacivanje neodgovarajuc¢ih regija nakon visestrukog

poravnavanja kako bi se dobilo §to pouzdanije stablo.

1.8.3. Filogenetske mreze

Osim filogenetskog stabla, filogenetski odnosi medu organizmima mogu se prikazivati
pomocu filogenetske mreze kojom su bolje prikazani odnosi izmedu i unutar taksona.
Dobivene informacije korisne su u razgrani¢avanju vrsta i otkrivanju rekombinacije te govore
o nacinima specijacije (Posada i Crandall, 2001). Filogenetskim mrezama prikazani su
inraspecifi¢ni evolucijski odnosi koji ne prikazuju hijerarhiju za razliku od evolucijski odnosa
dobiveni klasi¢nim filogenetskim metodama. Evolucijski odnosi u filogenetskoj mreZi rezultat
su malog broja nedavnih mutacija, rekombinacija i seksualne reprodukcije. Filogenetske
mreze bolje su na razini populacija od tradicionalnih filogenetskih metoda iz razloga Sto
uzimaju u obzir nizak stupanj razliCitosti, prisutnost ancestralnih haplotipova koji
koegzistiraju s haplotipovima koji su iz njih nastali, pojavu politomije i prisutnost retikulacije.
Za izradu filogenetske mreze potrebno je uzeti u obzir frekvencije haplotipova te njihovu

geografsku distribuciju (Posada i Crandall, 2001).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj istrazivanja je medu gujavicama uzorkovanim u kontinentalnom dijelu
Hrvatske morfoloskom determinacijom izdvojiti jedinke koje pripadaju vrstama unutar rodova
Aporrectodea i Lumbricus te zatim molekularno-filogenetskim metodama provijeriti
prethodnu morfolosku determinaciju. Sljede¢i cilj je procijena genske raznolikosti gujavica
navedenih rodova analizom nukleotidnih sekvenci mitohondrijskih gena za COI i utvrdivanje

rasprostranjenost genskih linija rodova Aporrectodea i Lumbricus u Hrvatskoj.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Podrudje istraZivanja

Jedinke su uzorkovane na podru¢ju Republike Hrvatske na devet lokaliteta

kontinentalne Hrvatske: Zagreb, Samoborsko gorje, Sunger, Kalnik, Ivans¢ica, Lipik,

Orahovica, Osijek i Halasevo (Slika 9).

\‘) s

ol
®6 g

MJERILO 1:1.400.000

o/ %es5

Slika 9. Karta s oznakama lokaliteta uzorkovanja gujavica rodova Aporrectodea i Lumbricus:

1. Zagreb (kvart Sigecica), 2. Zumberak-Samoborsko gorje, 3. Kalnik, 4. Lipik, 5. Osijek, 6.

Sunger, 7. Orahovica, 8. Halasevo, 9. Ivans¢ica.
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3.2. Materijali

3.2.1. Zivotinjski materijali

Jedinke su prikupljene na terenu tijekom 2016. i 2017. godine. Na svakom lokalitetu
odabrano je mjesto uzorkovanja, zabiljezene su koordinate te se pomocu lopate iskopala
zemlja promjera oko 20 cm i dubine oko 50 cm. Prikupljene jedinke najprije su stavljene u
boce sa 70%-tnom otopinom etanola, isprane kako bi se maknuo zaostali uzorak tla s povrsine
tkiva te su zatim kasnije stavljene u 96%-tni etanol. Svakoj jedinki se dala Sifra (kratica
lokaliteta, broj lokacije i redni broj jedinke), uzeo uzorak tkiva za DNA analizu i stavio u
mikroepruvetu s 96%-tnim etanolom. Uzorci tkiva spremljeni su u hladnjak na +4 °C na
BioloSkom odsjeku Prirodoslovno—matematickog fakulteta u Zagrebu, a jedinke su poslane na
Odjel za biologiju Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku radi determinacije na
temelju morfoloskih karakteristika opisanih u Mr8i¢ (1991) i Hackenberger Kutuzovi¢ i sur.
(2015) (Tablica 1i 2).
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Tablica 1. Popis gujavica roda Aporrectodea uzorkovanih na podru¢ju kontinentalne

Hrvatske.

Zagreb (kvart
Sigecica) / SIG

Zumberak -
Samoborsko gorje /
ZUM

Kalnik / KAL

Ivanséica / JEL

Lipik / LAR

Osijek / 1B

Sunger

Orahovica / ORA

Halasevo / BAR

45.799529°N
16.002603°E

45.824965°N
15.647939°E

46.165297°N
16.515861°E

46.129475°N
16.289337°E

45.421424°N
17.144960°E

45.567833°N
18.687528°E
45.326861°N
14.809139°E

45.519733°N
17.862142°E

45.592436°N
18.639561°E

S1G0-12
SIG0-14
SIG0-15
S1G0-16
SIG0-17
SIG0-18
S1G0-20
SIG0-21
SI1G0-22
ZUM1-1
ZUM2-1
ZUM2-3
ZUM4-4
ZUM10-7
ZUM12-1
ZUM12-2
ZUM12-3
ZUM12-4
ZUM12-5
ZUM12-7
ZUM12-8
ZUM12-9
ZUM12-10

KAL1-6
KALS5-1
KALS-7
KALG6-9
KALG-11

JEL3-1

LAR4-1

IB-6

sunger-1
sunger-2
ORAO-7
ORAO0-8
ORAO0-9
ORAO0-10
BAR2-1
BAR2-2
BAR2-3
BAR2-4
BAR2-11
BAR3-3
BAR3-6

. caliginosa
. caliginosa
. caliginosa
. caliginosa
. caliginosa
. caliginosa
. caliginosa
. caliginosa
. caliginosa
. caliginosa

> rrrr

Aporrectodea sp.

A. rosea
A. caliginosa
A. caliginosa
A. caliginosa
A. caliginosa
A. caliginosa
A. caliginosa
A. caliginosa
A. caliginosa
A. caliginosa
A. caliginosa
A. rosea

A. caliginosa
A. caliginosa
A. rosea
A. rosea
A. rosea

A. caliginosa
A. rosea

A. rosea

A. smaragdina
A. rosea
A. caliginosa

Aporrectodea sp.
Aporrectodea sp.

A. rosea
A. georgii
A. georgii
A. caliginosa
A. rosea
A. caliginosa
A. rosea
A. rosea
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Vrsta na temelju

Lokalitet/ID GPS koordinate OaiEle morfoloskih

uzorka o
karakteristika

SIG0-1 L. terrestris
SIG0-2 L. terrestris
SIGO-3 L. terrestris
SIG0-4 L. terrestris
SIGO0-5 L. terrestris
Zagreb (kvart 45.799529°N S1G0-6 L. terrestris
Sigetica) / SIG 16.002603°E SIGO-7 L. terrestris
SI1G0-8 L. terrestris
SI1G0-9 L. terrestris
SIG0-10 L. terrestris
SIG0-11 L. terrestris
SI1G0-13 L. terrestris
SI1G0-19 L. terrestris
ZUM2-4 L. terrestris
ZUM3-3 L. rubellus
) ZUM4-1 L. terrestris
Zumberak - o ZUM4-2 L. terrestris
Samoborsko gorje / ﬁiﬁgggg ZUM4-3 L. terrestris
ZUM ’ ZUM7-1 L. terrestris
ZUM10-1 L. terrestris
ZUM14-1 L. terrestris
ZUM15-1 L. terrestris

KAL1-10 Lumbricus sp.
KAL2-1 L. rubellus
KAL2-2 L. rubellus
. 46.133372°N KAL2-4 L. rubellus
Kalnik / KAL 16.444165°E KALS3-1 L. terrestris
KAL3-4 L. terrestris
KALG-5 L. rubellus
KALG6-6 L. rubellus
JEL1-1 L. terrestris
JEL4-1 L. terrestris
JELA4-2 L. terrestris
o JEL4-3 L. terrestris
Ivansc¢ica / JEL Tg;ﬁg@;gg JEL4-4 L. terrestris
) JEL4-5 L. terrestris
JEL4-10 L. terrestris
JEL4-11 L. terrestris
JEL4-12 L. terrestris

.. 45.567833°N

Osijek / 1B 18.687528°E IB-1 L. rubellus
. 45.592436°N BAR2-10 L. rubellus
HalaSevo / BAR 18.639561°F BAR3-5 L. rubellus

Tablica 2. Popis gujavica roda Lumbricus uzorkovanih na podru¢ju kontinentalne Hrvatske.
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3.2.2. Kemikalije i laboratorijski pribor

Kemikalije

Agaroza

Chelex, 100 sodim form

Proteinase K (Tritirachium album) lyophilized powder, > 30 units/mg protein
DreamTaqg Green PCR Master MIC

Etanol (96%)

Osnovni materijal

Mikroepruvete 1.5 2 mL

PCR mikroepruvete 0.2 mL

Poklopci za PCR 0.2 mL mikroepruvete
Nastavci za mikropipete 10 pL, 200 pL, 1000 pL.
Zastitne rukavice

Pincete

Petrijeve zdjelice

Mini brener

Tehnicki pribor
Centrifuga

Digitalni fotoaparat

Kadice za elektroforezu
Kadice za pripremu agaroznih gelova
Mikrovalna peénica
Mikropipete

Nanodrop spektrofotometar
PCR uredaj

PCR ploce s 96 jazZica
Transiluminator

Vodene kupelji

Vorteks mijeSalica

Zamrzivac i hladnjak
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3.3. Metode
3.3.1. Vanjska morfologija

Prikupljene i Sifrirane jedinke poslane su na Odjel za biologiju Sveucilista Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku radi determinacije te su svi rezultati morfoloskih karakteristika

upisani u tablicu Microsoft Excel (Prilog 1 i 2).

Usporedba vanjskih svojstava gujavica temeljene na vanjskim karakteristikama koje je

koristio Mrsi¢ (1991) pri odredivanju jedinki:

PoloZaj pojasa

Oblik prostomija: epiloban zatvore, epiloban otvoren, taniloban
Duljina jedinke/mm

Sirina jedinke/mm

Broj koluti¢a

Polozaj ledne rupice

Polozaj pubertetskih izbocina

Oblik pubertetskih izboc¢ina: trakasta, razdvojena

© o N o g Bk~ w DN PE

Oblik cetina: usko sparene, Siroko sparene, razdvojene

=
o

. PoloZaj muskog spolnog otvora

-
-

. Atrij) muskog spolnog otvora

[EY
N

. Boja: pigmentirana, nepigmentirana, dorzalno smeda, ljubicasto-prugasta, plavo-siva
itd.

13. Napomene: juvenilna, poluodrasla

Oblik miSi¢nih snopova kao 1 neke unutarnje karakteristike opisane u Mrsi¢ (1991) poput
oblika nefridijalnog mjehura, polozaj sjemenih spremista 1 sjemenih vrecica u ovom radu nisu

odredivane.

3.3.2. Izolacija DNA

Za daljnja molekularna istrazivanja iz zbirke gujavica koje su uzorkovane na podrucju
kontinentalne Hrvatske izdvojene su vrste koje su morfoloski odredene da pripadaju rodovima
Aporrectodea i Lumbricus. Svakoj jedinki je odrezan dio integumenta (0.025 g muskulature
tjelesne stjenke) sa straznjeg dijela tijela koji je zatim pohranjen u mikroepruvete s 96%-tnim

etanolom. Iz tkiva gujavica DNA je izolirana pomoc¢u komercijalnih kitova i/ili Chelex
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metode prema protokolu u Casquet i sur. (2012). Iz tkiva se najprije odrezalo 1-2 mm? epitela
koji se stavio na dno jazice PCR ploce. Kada se popunilo svih 96 jazica na PCR plo¢i, PCR
ploca se stavila u termostat s cirkulacijom zraka i temperaturom postavljenom na 25 °C dok
nije ispario sav etanol iz tkiva. Nakon toga se u svaku jazicu dodalo 10 uL Proteinaze K
(>600 mAU/mL, Sigma-Aldrich) i 150 pLL 10%-tne otopine Chelex 100 resin (Sigma-Aldrich)
u vodi slobodnoj od nukleaza. Tkivo u Chelex otopini se inkubiralo preko no¢i na 55 °C

pomoc¢u PCR uredaja. Izolirana DNA se ¢uvala na -20 °C do primjene PCR metode.

3.3.3. Lancana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction — PCR)

Pomoc¢u lancane reakcije polimerazom umnozeni su dijelovi citokrom oksidaza
podjedinice I (COI) regije mitohondrijske DNA koji se koriste kod geneti¢kog barkodiranja

zivotinjskog organizma, tzv. ,,Folmerova regija“ (Folmer i sur. 1994; http://boldsystems.org/).

UmnoZavanje COI regije je izvedeno u 20 uL PCR smjese (DreamTaq polimeraze
(Termo-Scientific), 400 nM ,,forward“ pocetnice, 400 nM ,,reverse* pocetnice, 2 mM MgCly,
0.2 mM dATP, 0.2 MM dCTP, 0.2 mM dGTP, 0.2 mM dTTP, voda slobodna od nukleaza i 20
do 100 ng ukupne genomske DNA).

Pri  umnaZanju COI regije koriStene su pocetnice LCO1490 (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) i HC02198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) (Folmer i sur., 1994). Umnazanje DNA
zapocCinje denaturacijom na 95 °C tijekom 3 minute, zatim slijedi 35 ciklusa denaturacije na
94 °C tijekom 1 minute, sljepljivanje pocetnica na 46 °C tijekom 1 minute i sinteze na 72 °C
tijekom 1 minute i 10 sekundi. Slijede zavr$ne sinteze na 72 °C tijekom 10 min te hladenje
PCR uzorka na 10 °C nakon zavrSetka PCR-a.

3.3.4. Elektroforeza

Kako bi se utvrdila uspjes$nost PCR proizvoda, proizvodi PCR na COI regiji stavljeni
su na gel elektroforezu ¢ime se molekule DNA razdvajaju na temelju naboja i molekularne
mase. Tri mikrolitra PCR proizvoda je preneseno na 1%-tni agarozni gel. Veli¢ina amplikona
je utvrdena usporedbom s elektroforetskog standardima 100-bp Gene Ruler Plus DNA ladder
(Fermentas) i Gene Ruler 1kb DNA ladder (Fermentas) koji su se nalazili u rubnim jazicama
na gelu. PCR amplikoni su vizualizirani pomoc¢u boje Midori Green Advance DNA stain

(Nippon Genetics Europe GmbH) koja se izravno dodavala u gel. Elektroforeza je izvedena
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pomocu uredaja EP-2117: RunOne™ Electrophoresis Unit (EmbiTec), u TAE puferu na 100
V te je trajala 13 minuta. Vizualizacija amplikona na gelu pomoéu UV svjetla i
fotodokumentiranje rezultata su izvedeni upotrebom uredaja UV Transilluminator TR2000
(Bio-Rad, SAD) u kombinaciji s digitalnim fotoaparatom Camedia C-4000 Zoom (Olympus,
Japan).

3.3.5. Sekvenciranje

Proizvodi PCR-a procisceni su od ostataka pocetnica koriStenjem enzima Exonuclease
I i AnP (Antarctic Phosphatase) (New England Biolabs). Amplikoni COI regije poslani su u
tvrtku Macrogen Corporation (Amsterdam, Nizozemska) kako bi se odredio slijed
nukleotidnih baza (sekvenci) umnozenih gena. Sekvenciranje je provedeno s istim

pocetnicama koje su koristene i u PCR-u.
3.3.6. Analiza sekvenci

Datoteke sa sirovim podacima dobivene nakon sekvenciranja u Macrogen-u obradene
su u programu SEQUENCHER (version 5.3; Gene Codes Corp., Ann Arbor, USA) kako bi se
izrezali krajevi sekvenci i utvrdila kvaliteta ocitanja nukleotida u sekvencama. Nakon
provjere, obradene sekvence su izvedene iz programa SEQUENCHER u pojedinacne fasta
datoteke koje su nakon toga obradene u programskom paketu MEGA verzija 6.06 (Tamura 1
sur. 2013). Zavr$ni set COI sekvenci sa svim metapodacima bit ¢e ucitan u bazu podataka
Barcode of Life Database (BOLD; http://www.boldsystems.org/) te ¢e nakon objave buduceg

znanstvenog rada postati javno dostupni.

U BOLD bazi (http://boldsystems.org/) pronadene su sve javno dostupne COI
sekvence rodova Aporrectodea i Lumbricus iz Europe. Sve COI sekvence ujedinjene u skupnu
fasta datoteku 1 ucitane u programski paket MEGA 6.06. Kako bi poloZaji nukleotida u
sekvencama bili homologni, sve dostupne COI sekvence sravnjene su pomocu programa
MAFFT verzija 7 (Katoh, 2013). Sravnjene sekvence su medusobno usporedene pomocu
programa DnaSP verzija 5.10 (Librado i Rozas, 2009) kako bi se izdvojili jedinstveni
haplotipovi potrebni za filogenetske rekonstrukcije. Prije pokretanja filogenetskih
rekonstrukcija, odreden je evolucijski model uz koristenje programa JModelTest 2 (Darriba i
sur., 2012).
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U programu MEGA izradena su filogenetska stabla za COI regije rodova Lumbricus i
Aporrectodea uporabom statisticke metode najveée vjerojatnosti (ML). Pocetna stabla za
heuristi¢cku pretragu su dobivena metodom sparivanja susjeda (NJ) koja je bila primijenjena
na matricu uparenih udaljenosti procijenjenih pristupom ,,Maximum Composite Likelihood*.
Dobivena ML filogenetsko stablo je testirano pomocu 1000 neparametrijskih replikata

samoucitanja (engl. bootstrap) i evolucijskog modela GTR+G+1.

Koriste¢i program MrBayes 3.2 (Ronquist i sur., 2012), izradeno je filogenetsko stablo
pomoc¢u Bayesove metode. Dvije nezavisne analize s Cetiri ,,Metropolis-coupled Markov
Chain Monte Carlo* lanca su napravljene u trajanju 50 milijuna generacija. Uzorkovanje je
izvrSeno svaku pet tisuéitu generaciju, s temperaturnim parametrom postavljenim na 0.2 i
pocetnih 25% generacija/uzoraka koji su uklonjeni kao ,,Burn-in period*. Konvergencija dviju
analiza je testirana s programom AWTY (Nylander i sur. 2008) dok je efektivna veli¢ina

uzorka testirana pomoc¢u programa TRACER 1.5 (Drummond i Rambaut 2007).

Kod filogenetskih stabala dobivenih metodom najvece vjerojatnosti, podrzano grananje je sa

vrijednosti samoucitanja P > 70 i posteriorne vjerojatnosti (pp) > 0.90 u Bayesovoj metodi.

Hijerarhijski odnosi izmedu sekvenci unutar pojedinac¢nih genetickih linija analizirani
su upotrebom Median-Joining metode u programu PopART (Population Analysis with
Reticulate Trees) v1.7 (Leigh i Bryant, 2015) u kojem je napravljena Median-Joining (MJ)
(Bandelt i sur. 1999) filogenetska mreza.

Sve sekvence COI regije dobivene iz rodova Aporrectodea i Lumbricus koriStene su

kao vanjska grupa u filogenetskim konstrukcijama.
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4. REZULTATI

Uspjesnost PCR proizvoda provjerena je elektroforezom u agaroznom gelu (Slika 10).
Za rod Aporrectodea ukupno je 11 jedinki ¢ije se COI regije mtDNA nisu uspje$no umnozile
(SIG0-12, SIG0-18, SIG0-20, KAL1-6, KAL5-7, JEL3-1, BAR2-1, BAR2-2, BAR2-4,
BAR3-3, BAR3-6), dok je za rod Lumbricus zabiljezeno 16 jedinki neuspjesno umnozenih
COI regija mtDNA (SI1G0-5, SIGO0-9, SIG0-13, ZUM2-4, ZUM4-3, ZUM7-1, ZUM10-1,
ZUM14-1, KAL2-4, KAL3-4, KAL6-5, KAL6-6, JEL4-4, JEL4-11, BAR2-10, BAR3-5).

DNA 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

standard

Slika 10. Primjer gel elekroforeze izvedene s COIl PCR proizvodima duljine oko 700 pb. Prva
jazica predstavlja DNA standard (DNA ladder 250 pb). U ostalim jazicama nalaze se PCR
proizvodi. Mjesta bez vidljivog signala oznacavaju neuspjesnu PCR reakciju, tj. nedostatak

PCR proizvoda.

4.1. Sravnjivanje nukleotidnih sekvenci

Ukupni broj sravnjenih i obradenih sekvenci za gujavice roda Aporrectodea iz Europe
iznosi 318, medu kojima 33 sekvenci pripada podru¢ju kontinentalne Hrvatske. Za rod
Lumbricus ukupno je obradeno 254 sekvenci, medu kojima je 26 iz podruéja Hrvatske.
Utvrdeno je ukupno 115 haplotipova za gen COI roda Aporrectodea i 93 haplotipova za gen
COl roda Lumbricus. Iz podrucja Hrvatske zabiljezeno je 18 haplotipova roda Aporrectodea,

odnosno 16 haplotipova roda Lumbricus (Tablica 3 i 4).
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Tablica 3. Broj utvrdenih haplotipova za gen COI roda Aporrectodea u kontinentalnoj

Hrvatskoj.

Oznaka uzorka Oznaka haplotipa

SIG0-14, SIG0-21, SIG0-22, ZUM12-1, ZUM12-2, ZUM12-3,

! ZUM12-4, ZUM12-5, ZUM12-8, ZUM12-9 Hapas noe

2 SIG0-15 Hap99 cal

3 SIG0-16, SIG0-17, ZUM1-1, ZUM12-7 Hap100 cal
2 ZUM2-1 Hap101 sp.
5 ZUM2-3, ZUM12-10 Hap102 ros
6 ZUM4-4 Hap103 cal
7 ZUM10-7 Hap104 cal
8 KALS-1 Hap105 cal
9 KAL6-9 Hap106 ros
10 KAL6-11 Hap107 ros
1 LAR4-1 Hap108 ros
12 IB-6 Hap109 ros
13 sunger-1 Hap110 sma
14 sunger-2 Hap111 ros
15 ORAQ-7 Hap112 cal
16 ORAO0-8, ORA0-9 Hap113 sp

17 ORAO0-10 Hap114 ros
18 BAR2-3, BAR2-11 Hap115 cal
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Tablica 4. Broj utvrdenih haplotipova za gen COI roda Lumbricus u kontinentalnoj

Hrvatskoj.
1 KAL1-10 Hap46 pol
2 IB-1 Hap47 rub
3 KAL2-1, KAL2-2 Hap48 rub
4 ZUM3-3 Hap61 rub
5 SIG0-6 Hap72 ter
6 SIG0-3 Hap74 ter
7 SIG0-10 Hap75 ter
8 JEL4-1, KAL3-1, SIG0-11, SIG0-19, ZUM15-1, ZUM4-1, ZUM4-2 Hap77 ter
9 JEL1-1, JEL4-3 Hap78 ter
10 JEL4-10, JEL4-5 Hap85 ter
11 JEL4-12, JEL4-2 Hap86 ter
12 SIGO-1 Hap89 ter
13 SIG0-2 Hap90 ter
14 SIG0-4 Hap91l ter
15 SIGO-7 Hap92 ter
16 SIG0-8 Hap93 ter
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4.2. Filogeneticke analize sekvenci

Za izradu filogenetskog stabla za gen COI mtDNA koriStene su eksperimentalno
dobivene sekvence roda Lumbricus i Aporrectodea iz kontinentalne Hrvatske te sekvence iz

podrucja Europe preuzete iz BOLD baze podataka (http://www.boldsystems.org/).

Pri rekonstrukciji filogenetskih odnosa koristene su metode NJ, ML i BA koje su pokazivale
stabla slicne topologije, no rezultati prikazuju filogenetsko stablo konstruirano pomocu
metode najvecée vjerojatnosti (ML) (Slika 11 i 12). Na granama stabla prikazane su vrijednosti
samoucitanja (bootstrap) ¢ija je podrzanost > 70 i posteriorne vjerojatnosti Bayesove analize
> 0.9. Uz svaku granu navedena je oznaka haplotipa (npr. Hap87 ict L1), iza Cega slijedi
pristupna Sifra iz Gen Bank-a (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/) (npr. MF121715),
zatim dvotocka i oznaka drzave prema dvoslovnom kodu 1SO 3166-1 (npr. :FR).

Ucestalost pojedinih haplotipova iz cijele Europe za gen COI vrste L. terrestris te njihova

geografska rasprostranjenost prikazana je pomocu filogenetske mreze u programu PopArt
(Slika 13).

4.2.1. Genska raznolikost gujavica roda Aporrectodea u kontinentalnoj Hrvatskoj u
ovom istraZivanju

Topologija stabla prikazuje minimalno 14 grupa sekvenci analiziranih haplotipova za
gen COI koje su naznacene razli¢itim bojama 1/ili imenom vrste. Filogeneticke analize

sekvenci pokazale su da gujavice roda Aporrectodea iz podrucja kontinentalne Hrvatske ulaze

u Cetiri grupe sekvenci: Aporrectodea sp. 2, A. smaragdina, Aporrectodea sp. 6 i A. rosea.

Filogenetsko stablo pokazuje da gujavice s oznakama haplotipova 85, 99, 100, 103 i
104 koje su morfoloski odredene kao A. caliginosa ne ulaze u grupu haplotipova A.
caliginosa, ve¢ upadaju u grupu haplotipova Aporrectodea sp. 2. U ovoj skupini vidljivo je
preklapanje haplotipa iz Francuske koji je odreden kao A. nocturna i haplotipa iz Hrvatske

koji je morfoloski odreden kao A. caliginosa.

Filogeneticke analize pokazuju da jedna COI sekvenca vrste A. smaragdina iz

Hrvatske ne pokazuje slicnost s ostalim haplotipovima, ve¢ ¢ini zasebnu grupu.

Haplotipovi oznake 105 1 112 iz Hrvatske koji su morfoloSki odredeni kao A.

caliginosa upadaju u skupinu Aporrectodea sp. 6 unutar koje je zabiljezena samo jedna COI
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sekvenca iz Francuske odredena kao A. icterica. Topologija stabla ukazuje jasno odvajanje

navedena dva haplotipa iz Hrvatske od skupine haplotipova A. caliginosa.

Najveci broj haplotipova iz Hrvatske ulazi u grupu sekvenci A. rosea, unutar koje se
nalaze jedinke koje su morfoloski odredene kao A. rosea, Aporrectodea sp. i A. caliginosa.
COI sekvence jedinka iz Hrvatske koje ulaze u ovu grupu razlikuju se od sekvenci jedinki

odredenih kao A. rosea iz Francuske, Norveske, Rumunjske, Danske i Austrije.
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Hap 26 lon JQ908910: FR

A) kompleks vrsta { Hap 59 gia lon JQ908913: FR
o Hap 58 lon JQ908921: FR
A. caliginosa 4 Hap 71 lon JO908947: FR

| Hap 34 lon JQ908927: FR
Hap 49 lon JQ908944: FR
Hap 43 lon JQ908945: FR
Hap 75 lon JQ908909: FR
Hap 1 lon JQ908912: FR A. longa
L Hap 88 lon JQ208928: FR
Hap 82 lon FN658816; UK
| Hap 48 lon FN658814: UK
L Hap 21 lon JQ908915: FR
| Hap 16 lon JQ908941: FR
Hap 4 lon JQ908908: FR
76/- | Hap 64 lon FN658812: UK
Hap 11 lon FJ214222: DK,NO
751093 | N\ Hap 62 lon FJ214221: DK
Hap 94 lon JQ908906: FR
95/1 Hap 39 lon: NO
Hap 3 ter MF121713: FR
99/1 |t Hap 13 ter GU013992: FR

Hap 36 gia: FR Aporrectodea sp. 1
71/0.99 Hap 20 ter gia MF121745: FR
Hap 44 gia: FR

Hap 37 noc: FR
93/1 99/1_Hap 40 lon GU013829: FR
Hap 97 lon GU013828: FR
Hap 27 lon HE611701: FR
.| ® Hap 103 cal ZUM4-4: HR
4 Hap 100 cal SIGO-16: HR Aporrectodea sp. 2
& Hap 104 cal ZUM10-7: HR
Hap 67 lon GU013826: FR
Hap 76 lon GU013827: FR
4 Hap 85 noc HEB11700: FR / cal SIG0-14: HR
& Hap 99 cal SIG0-15: HR
100/1 ; Hap 46 mer: FR
— — Hap 63 lon FNB58813: UK Aporrectodea sp. 3
Hap 60 mer: ES -wsmresssssmsssassssssssasessssssann Aporrectodea sp. 4
Hap 86 HEBT1696: FRxw--wsrrrrssssssssssissmisnsnsnininiesenns Aporrectodea sp. 5
Hap 70 cal L2 JQ908823: FR
Hap 83 cal L2 JQ908804: FR
Hap 15 cal L2 JQ908776: FR
Hap 96 cal L2 JQ908778: FR
Hap 92 cal L2 JQ908825: FR
Hap 50 tub FJ214223
Hap 72 cal: NO
07/1 } Hap 33 cal L2 JQ908828: FR
Hap 35 cal L2 JQ908783: FR
Hap 66 cal L2 JQ908782: FR
Hap 2 cal L2 JQ908800: FR
Hap 31 cal: NO
911 - Hap 56 cal: NO
L Hap 81 cal L3 FJ214218: DK
L Hap 95 jas DQ092892: AT or
Hap 7 cal L3 HM879978: FR A. caliginosa L2&L3
91/1 § Hap 98 cal: NO
Hap 65 cal: NO
Hap 80 han DQ092889: AT
7 L Hap 32 cal L3 HM879979: FR
Hap 90 cal: NO
L Hap 24 cal L3 GU013823: FR
Hap 45 cal L3 JQ908870: FR
L Hap 18 cal L3 JQ908902: FR
Hap 84 cal L3 JQ908849: FR
l Hap 73 cal L3 GU013821: FR
Hap 12 cal L3 HM417936: FR
Hap 23 cal L3 GU014059: FR,NO,UK
Hap 51 cal: NO
Hap 74 cal L3 JQ908852: FR
L Hap 17 cal L3 JQ908896: FR
Hap 91 cal L3 HM879980: FR

-/0.98 Hap 29 han DQQ092891: ATA handﬁrschi
— 98/1 [ Hap 53 cal L1 JQ908773: FR .
Hap 57 cal L1 GU013824: FR A. caliginosa L1

—
0.2

72/0.96

93/0.98

-/0.97

-/0.99

Slika 11. ML filogenetsko stablo za kompleks vrsta A. caliginosa roda Aporrectodea.



. B) druge vrste i kompleks vrsta A. rosea

Hap B9 Sin: HU wsreessreeessemesssmssmsssssmssssssssssssssssssssases A. sineporis

Hap 87 ict L1 MF121715; FR

Hap 93 ict L1 MF121695: FR

Hap 8 ict L1 MF121733: FR

Hap 30 ict FJ214220: DK L.
97/1 | Hap 77 ict L1 GU013888: FR A. icterica

Hap 52 ict L1 MF121769: FR
99/1 Hap 42 ict L1 MF121741: FR
Hap 68 ict: FR
Hap 25 ict L2 MF121750: FR
Hap 89 cup HE611690: FR

ﬂ[ Hap 22 cup MF121697: FR A. cupulifera

Hap 78 cup MF121775: FR

@ Hap 110 sma sunger-1: HR weemeneneseesensens A. smaragdina
Hap 38 ict: FR

99/1 4 Hap 105 cal KAL5-1: HR Aporrectodea sp. 6

& Hap 112 cal ORAO-7: HR
98/1 Hap 10 ros GU013832: FR
—IrHap 54 ros: FR

4 Hap 109 ros IB-6: HR

] 98/0.99, ¢ Hap 102 ros ZUM2-3: HR
87/0.99"1 @ Hap 108 ros LAR4-1: HR
& Hap 111 ros sunger-2: HR
89/0.98 Hap 55 ros L3 GU013834: RO
Hap 61 ros DQ092894: AT
100/1 Hap 9 ros L4 JQ908999: FR
4{ Hap 14 ros L4 GU013830: FR,DK,NO,RO
Hap 41 ros L4 JQ908963: FR,NO
100/1; Hap 19 ros L1 JQ908953 FR,NO
| Hap 47 ros DQ092893 AT,NO A. rosea
100/1, Hap 6 ros L2 JQ908958 FR,NO
—l Hap 28 ros HE611698: FR
— Hap 79 cal DQ092888: AT
901 & Hap 115cal BAR2-3: HR
99/1— 4 Hap 101 sp. ZUM2-1: HR
& Hap 113 sp. ORA0-8: HR
& Hap 114 ros ORA0-10: HR
& Hap 106 ros KAL6-9: HR

=z @ Hap 107 ros KAL6-11: HR

0.2

Slika 11. Nastavak slike 11: ML filogenetsko stablo za druge vrste i kompleks vrsta A. rosea
roda Aporrectodea. ML filogenetsko stablo izradeno upotrebom programa MEGA dobiveno

analizom gena COI. Na mjestu grananja naznacene su vrijednosti samoucitanja > 70 1

posteriorne vjerojatnosti Bayesove analize > 0.9. Duljina grana odgovara broju supstitucijskih

promjena (mjerna crta u kutu s lijeve strane oznacava broj supstitucija po nukleotidnom
polozaju). Sekvence su oznacene s oznakom haplotipa (npr. ,,Hap 1), morfoloSkom
identifikacijom (npr. ,,ros* za A. rosea), Sifrom uzorka iz ovog istraZivanja, genetickom
linijom (ako je poznata, npr. ,,L1*), GenBank pristupnom Sifrom (ako postoji, npr.

DQ092888), te dvoslovnom oznakom drzave prema kodu ISO 3166-1 (AT — Austrija, DK —

Danska, ES — Spanjolska, FR — Francuska, HR — Hrvatska, NO — Norveska, RO —

Rumunjska, UK — Ujedinjeno Kraljevstvo).
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4.2.2. Genska raznolikost gujavica roda Lumbricus u kontinentalnoj Hrvatskoj u ovom
istrazivanju

Filogeneticka analiza za rod Lumbricus prikazuje topologiju stabla s minimalno 8
Haplogrupe su oznaCene razli¢itim bojama, odnosno imenima vrsta. Barkodirane COI

sekvence roda Lumbricus kontinentalne Hrvatske upadaju u tri razli¢ite haplogrupe: L.

terrestris, L. polyphemus i L. rubellus.

Sa stabla se moze uociti preklapanje haplotipova L. terrestris oznake 72, 74, 751 78 u
Hrvatskoj i Svedskoj, te haplotipa 77 u Norveskoj i Hrvatskoj. Haplotipovi oznake 72, 77, 89,
90, 91 i 93 jasno su odvojeni od haplotipova oznake 74, 75, 78, 85, 86 i 92.

Medu analiziranim sekvencama koje pripadaju jedinkama roda Lumbricus iz Europe
do sada nije bila zabiljezena sekvenca za gen COI vrste L. polyphemus. Jedini primjerak ove
vrste kojoj je sekvencirana COI regija naden je na Kalniku. Iako se ne moze govoriti o
sigurnoj podrzanosti tog haplotipa, filogenetsko stablo prikazuje jasno izdvajanje ove vrste od

ostalih skupina.

Juvenilna jedinka oznake haplotipa 61 koja je morfoloski odredena kao Lumbricus sp.,
svrstana je u haplogrupu L. rubellus unutar koje se nalaze jo§ dva haplotipa oznake 47 i 48.
Vrijednosti samoucitanja i posteriorne vjerojatnosti ukazuju na podrzano razdvajanje linija
haplotipa oznake 47 od haplotipova oznake 48 i 61 kao i medusobno odvajanje haplotipova
oznake 48 i 61.

Geografski i genetski prikaz putem filogenetske mreze za vrstu L. terrestris upucuje
na postojanje minimalno 5 zasebnih skupina haplotipova medu kojima su jedinke iz Hrvatske
prisutne ¢ak u cetiri skupine, dok u jednoj skupini s velikom ucestalosti francuskih
haplotipova i jednog haplotipa iz Svedske nije zabiljezen ni jedan primjerak iz Hrvatske.
Haplotipovi hrvatskih jedinki se preklapaju, odnosno ulaze u skupinu haplotipova u kojima su

jedinke iz Norveske i Svedske $to je vidljivo iz filogenetske mreZe (Slika 13).
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92/1;Hap 62 ter FJ937295: FR
Hap 79 ter HQ024563: FR
Hap 66 ter FJ937322: FR
Hap 63 ter FJ937305: FR
Hap 70 ter GU206213: FR
91/0.98f Hap 64 ter FJ937307: FR
Hap 68 ter GU014226: FR
Hap 69 ter GU014227: FR
Hap 81 ter HQ024586: FR
99/1, 9 Hap 72 ter HM388349; ter SIG0-6: HR
4 Hap 91 ter SIG0-4: HR
& Hap 77 ter HQ024542: NO; JEL4-1: HR
4 Hap 93 ter SIG0-8: HR
Hap 87 ter: NO
4 Hap 89 ter SIGO-1: HR L. terrestris
# Hap 90 ter SIG0-2: HR
99/1 B8/ Hap 73 ter HM388350: SE
4 Hap 78 ter HQ024543; SE; ter JEL1-1: HR
4 Hap 85 ter JEL4-10: HR

991

70/ e} |— 40 Hap 74 ter HM388351: SE; ter SIG0-3: HR
Hap 76 ter HM388353: NO
98/0.92... 1.1 @ Hap 75 ter HM388352: SE; ter SIG0-10: HR

@ Hap 92 ter SIG0-7: HR

Hap 67 ter FJ937325; FR

I efien Hap 84 ter HQ024840: FR; terl1 FJ937326: FR

@ Hap 86 ter JEL4-12: HR

Hap 71 ter GU206218: FR

Hap 83 ter HQD24637: FR

Hap 80 ter HQ024564: FR

Hap 65 ter FJ937320: FR

Hap 82 ter HQ024635: FR

Hap 88 ter: NO .

-/1 ——————Hap 19 cen GU013982: FR rreereeeeeees L. centralis
L Hap 26 fri GU014034: FR - L. friendi

Hap 21 fes FJ937288: FR
I/_tHap 24 fes FJ937303: FR

79/0.92 ... |

Hap 23 fes FJ937291: FR L. festivus
Hap 22 fes FJ937289: FR
Hap 20 fes FJ937287: FR
Hap 25 fes GU206165: FR
Hap 31 her GU206201: FR,SE
Hap 41 her HQ024659: FR
Hap 42 her HQ024660: FR
Hap 44 her HQ024667: FR
Hap 40 her HQ024657: FR
Hap 38 her HQ024654: FR
Hap 36 her HQ024652: FR
7/1|r Hap 27 her FJ937296: FR
Hap 37 her HQ024653: FR L h I
Hap 39 her HQ024656: FR - herculeus
Hap 45 her HQ024671: FR
Hap 33 her GU206237: FR
Hap 30 her FJ937314: FR
Hap 35 her HQ024646: SE,DK
Hap 43 her HQ024665: FR
Hap 29 her FJ937299: FR
Hap 32 her GU206232: FR
Hap 28 her FJ937297: FR
Hap 34 her HQ024645: SE
@ Hap 46 pol KAL1-10: HR -eeeaveeeeveee L. polyphemus
76/- —Hap 51 rubL1 GU206175: FR
991 Hap 52 rubL1 GU206178: FR
Hap 50 rubL1 GU206151: FR
Hap 60 rubL3 GU206186: FR
—991‘1L—0 Hap 48 rub KAL2-1: HR
@ Hap 61 sp ZUM3-3: HR
- 4 Hap 47 rub IB-1: HR
99 Hap 49 rub: NO L. rubellus
Hap 58 rubL2 MF121700: FR
Hap 59 rubL2 MF121766: FR
9971 e Hap 53 rubL2 GU014221: HU
Hap 54 rubL2 GU014222: HU
Hap 55 rubL2 GU206169: FR
Hap 56 rubL2 GU206170: FR
Hap 57 rubL2 JQ909122: FR
99/1; Hap 16 casL2 GU206163; FR
L Hap 17 casL2 MF121740: FR

971 99/1 Hap 10 cas L3 MF121692: FR
L Hap 18 casL3 MF121701: FR
Hap 7 cas JQ909094: FR
89/1p Hap 4 cas JQ909088: FR
Hap 6 cas JQ909093: FR
Hap 5 cas JQ909091: FR
Hap 3 cas JQ909087: FR
8/- - Hap 8 cas JQ909095: FR L. castaneus
Hap 9 cas JQ909097: FR
Hap 2 cas JQ909086: FR
Hap 1 cas GU013842; AD
Hap 14 casL1 GU206154: FR
Hap 15 casL1 GU206159: FR
Hap 12 casL1 FJ937285: FR
Hap 11 casL1 FJ937284: FR
Hap 13 casL1 GU206152: FR

91/-

95/0.97 vireeeerfes

-/0.93

73/0.95

99/1




Slika 12. ML filogenetsko stablo izradeno za rod Lumbricus upotrebom programa MEGA

dobiveno analizom gena COI. Na mjestu grananja naznacene su samo vrijednosti

samoucitanja > 70 i posteriorne vjerojatnosti Bayesove analize > 0.9. Duljina grana odgovara

broju supstitucijskih promjena (mjerna crta oznacava broj supstitucija po nukleotidnom

polozaju). Sekvence su oznacene s oznakom haplotipa (npr. ,,Hap 1), morfoloskom

identifikacijom (npr. ,,ter za L. terrestris), Sifrom uzorka iz ovog istrazivanja, genetickom

linijom (ako je poznata, npr. ,,L1%), GenBank pristupnom Sifrom (ako postoji, npr.

HQO024563), te dvoslovnom oznakom drzave prema kodu 1SO 3166-1 (AD — Andora, DK —
Danska, FR — Francuska, HR — Hrvatska, HU — Madarska, NO — Norveska, SE — Svedska).

Hap91: SIG Hap64
Hap87 f Hap72: SIG Hap70
Hap81
Hap93: SIG ap6
Hap77: JEL,KAL,SIG,ZUM
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Slika 13. Ucestalost haplotipova za gen COI vrste Lumbricus terrestris u Europi prikazani

Median-Joining filogenetskom mrezom. Veli¢ina kruznica odgovara ucestalosti haplotipova,

crni kruZi¢i predstavljaju posljednje zajednicke potomke koji nisu prisutni u uzorcima, a

kratke crtice okomite na grane prikazuju mutacijske korake (viSe crtica - dulje vrijeme

divergencije).
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5. RASPRAVA

U Hrvatskoj do sada nije provedena ni jedna filogeneticka analiza raznolikosti
gujavica Sto znaci da je to prvo takvo istrazivanje na ovom podrucju. Metoda DNA
barkodiranja danas je neizbjezna u mnogim molekularnim istrazivanjima gujavica jer za
razliku od determinacije vrsta uz pomo¢ morfoloSkih karakteristika omogucuje to¢niju
identifikaciju vrsta ukljucujuéi kripticke vrste te tako daje bolji uvid u cjelokupnu raznolikost
vrsta gujavica (Porco i sur., 2013). Na temelju dosadasnjih istrazivanja moze se zakljuciti da
je fauna Hrvatske vrlo bogata i raznolika vrstama gujavica (Mrsi¢, 1991; Hackenberger
Kutuzovi¢ i Hackenberger Kutuzovi¢, 2013). Rezultati filogenetickih analiza (Slika 11, 12 i
13) pokazali su da je raznolikost unutar istrazivanih rodova Lumbricus i Aporrectodea mnogo
veca nego Sto je to morfoloski bilo moguée odrediti te se moze govoriti o novim linijama
unutar ve¢ postojecih vrsta Sto je u slaganju sa prethodnim studijama (Chahartaghi 2007; King
i sur. 2008; Pérez-Losada i sur., 2009; James i sur., 2010; Porco i sur., 2013). Takoder,
rezultati molekularnih analiza pokazali su prednost u identifikaciji juvenilnih jedinki koje je
vrlo tesko determinirati na temelju morfoloskih karakteristika. Analizirane COI sekvence roda
Lumbricus iz sjevernog dijela Europe pokazuju sli¢nosti s hrvatskim §to se moze povezati s
dogadajima koji su se zbili za vrijeme Pleistocena 1 posljednje glacijacije. Obzirom na
mekano tijelo gujavica, postoje vrlo slabi fosilni zapisi pa je teSko razluciti pretke kao i
evolucijski karakter vrsta (Piearce i sur., 1990; Pérez-Losada i sur., 2009), ali se moze
pretpostaviti njihova povijest na temelju raznolikosti vrsta u podrucjima koja nisu bila
prekrivena ledom, a koja ukljucuju i nase prostore (Hewitt, 2000). Buduci da posljednje
ledeno doba nije zahvatilo Balkansko podrucje, ukljucujuéi 1 Hrvatsku, pretpostavlja se da su
Lumbricidae koje danas nalazimo u sjevernim podrucjima Europe migrirale tamo iz juZne
Europe nakon zadnjeg povlacenja ledenog pokrova (Hewitt, 2000). Ovu pretpostavku
potvrdili su Mathieu i Davies (2014) za prostor Francuske gdje su dokazali da je na sjevernom
podrucju koji je bio zahvacen ledenim pokrovom tijekom posljednjeg ledenog doba
zabiljezena manja raznolikost gujavica u smislu brojnosti vrsta, podvrsta i raznolikosti gena

(y-raznolikost) od juznog podrucja koje je bilo slobodno od leda.
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5.1. Genska raznolikost gujavica roda Aporrectodea u kontinentalnoj Hrvatskoj

Unutar roda Aporrectodea istice se kompleks vrsta A. caliginosa koji se javlja u
nekoliko linija koje pokazuju visoku gensku raznolikosti (King i sur., 2008; Novo i sur., 2010,
Pérez-Losada i sur., 2009; Shekhovstov i sur., 2015) te se smatraju dobrim organizmima za
proucavanje genskih promjena (Shekhovstov i sur., 2015). Gotovo sve vrste gujavica iz
podruc¢ja Hrvatske unutar navedenog kompleksa odredene su kao A. caliginosa §to nije u
suglasju sa molekularno-filogenetickim analizama u kojima ni jedan haplotip iz Hrvatske ne
ulazi u grupu haplotipova A. caliginosa sensu stricto. Ova vrsta tipi¢an je predstavnik na
podrucju Francuske (Mrsi¢, 1999) stoga nije ni ¢udno Sto je veéi broj sekvenci unutar ove
haplogrupe iz podru¢ja Francuske. Poznato je da vrste ovog kompleksa pokazuju malu
intraspecijsku varijabilnost u morfoloskim karakteristikama S§to otezava identifikaciju vrsta.
Prethodna istrazivanja pokazala su da unutar kompleksa vrsta A. caliginosa postoje dvije vrlo
odvojene genske linije. Jednu osnovnu liniju ¢ine A. tuberculata i A. caliginosa koje imaju
monofiletsko porijeklo te pokazuju visok stupanj divegencije od druge linije unutar koje se
razlikuju A. trapezoides, A. longa i A. nocturna, ¢ime je dokazano da je A. longa dio
kompleksa vrsta A. caliginosa (Pérez-Losada i sur., 2009). Stablo jasno prikazuje odvajanje
haplogrupa A. caliginosa od grupe Aporrectodea sp. 2 u koju ulaze sekvence iz Hrvatske.
Zabiljezeno je tek jedno preklapanje haplotipova iz Francuske i Hrvatske koji ulaze u skupinu
A. nocturna. Na temelju prijasnjih istrazivanja, filogenetskog stabla i podrzanosti divergencije
izmedu grupa A. longa i Aporrectodea sp. 2, moze se zakljuciti da haplogrupa Aporrectodea
sp. 2 zapravo predstavlja vrstu A. nocturna s§to bi potvrdilo njeno postojanje u Hrvatskoj. Na
temelju navedenog, otvara se pitanje o postojanju prave vrste, odnosno linije A. caliginosa u
kontinentalnoj Hrvatskoj. Sigurno je da se na temelju relativno malog broja obradenih
sekvenci jo§ uvijek ne moZe dobiti odgovor na to pitanje, ve¢ je potrebno obraditi puno veci
set podataka na podru¢ju kontinentalne Hrvatske pa i Sire kako bi se dobila potpunija slika o

navedenom kompleksu vrsta.

Na filogenetskom stablu prikazana je samo jedna COI sekvenca jedinke morfoloSki
odredene kao A. smaragdina (iz Sungera) koja ne ulazi ni u jednu haplogrupu pa se moze
govoriti o njenoj prisutnosti u Hrvatskoj. No s obzirom na nedovoljan broj podataka, ne moze

se na temelju topologije stabla zakljuciti dovoljno o samoj genskoj raznolikosti ove vrste.

Zanimljivo je da dva haplotipa (,,Hap 105 cal* 1 ,,Hap 112 cal®) iz Hrvatske za koje je
odredeno da pripadaju vrsti A. caliginosa (grupa Aporrectodea sp. 6) ne upadaju u haplogrupu
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A. caliginosa, ve¢ su u bliskom odnosu s haplotipom oznake ,,Hap 38 iz Francuske koji je
odreden kao A. icterica. S obzirom da COI sekvence ova dva haplotipa iz Hrvatske pripadaju
juvenilnim jedinkama, vjerojatno je doslo do pogreske prilikom morfoloske identifikacije. Na
temelju vrijednosti samoucitanja i posteriorne vjerojatnosti izmedu ova dva haplotipa iz
Hrvatske, moze se zakljuciti da ¢ine dvije vrlo odvojene linije. Jedinka oznake ,,Hap 112* iz
Orahovice i ,,Hap 105 iz Kalnika mogle bi pripadati vrsti Aporrectodea pannoniella (Mrsic,
1987) ili Aporrectodea papukiana (Mrsi¢, 1987) S§to se moze pretpostaviti na temelju
Mrsi¢eve monografije gujavica (1999) koji je prvi opisao ove vrste na podrucju Papuka,
odnosno Psunja. S obzirom da je prikupljen samo po jedan uzorak unutar svakog haplotipa,

potrebno je provesti analize na ve¢em broju uzoraka kako bi se mogla potvrditi navedena teza.

Haplogrupa A. rosea prikazuje izrazitu gensku raznolikost. Sekvence oznake ,,Hap 101
sp“ 1 ,,Hap 113 sp* koje su zbog izrazito otezane identifikacije juvenilnih jedinki odredene
kao Aporrectodea sp., jasnu upadaju u haplogrupu A. rosea. Osim toga, unutar navedene
haplogrupe upada i sekvenca jedinke koja je morfoloski odredena kao A. caliginosa. S
obzirom da je ova jedinka opisana kao poluodrasla nije ni ¢udno $to je doSlo do pogreske u
identifikaciji na temelju morfoloskih karakteristika ¢ime je ponovno potvrdena prednost DNA
barkodiranja u odnosu na morfologiju. Topologija stabla takoder govori o velikom broju
mogucih linija unutar navedene grupe nastale zbog djelomi¢nog nedostatka reproduktivnih
barijera $to su potvrdila i prethodna istrazivanja (Porco i sur., 2013; Porco i sur., 2018) pa se

na temelju ovih analiza moze iskljuciti status vrste unutar ove haplogrupe.

Ovim istrazivanjem potvrdila se heterogenost unutar roda Aporrectodea kao i izrazita
kompleksnost u taksonomiji i identifikaciji na temelju morfoloskih karakteristika i
filogenetickih analiza. Takoder, na temelju istraZivanja moze se potvrditi postojanje

kompleksa vrsta i novih linija unutar navedenog roda u kontinentalnoj Hrvatskoj.
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5.2. Genska raznolikost gujavica roda Lumbricus u kontinentalnoj Hrvatskoj

Molekularno-filogeneticke analize za gen COI gujavica roda Lumbricus iz
kontinentalne Hrvatske pokazale su visoku raznolikost §to upucuje na prisutnost novih linija,
odnosno podvrsta unutar opisanih vrsta pa se moze govoriti o kriptickim vrstama koje je
nemoguce razlikovati na temelju mofoloskih karakteristika. Vrsta L. terrestris pokazuje visok
stupanj divergencije $to je zorno prikazano filogenetskom mrezom. Zanimljivo je da jedinke
iz Hrvatske determinirane kao L. terrestris dijele haplotipove s ostatkom Europe, to¢nije
skandinavskim podru¢jem (Norveska i Svedska) te pokazuje sli¢nosti s vrstama iz Francuske i
Danske. To se moZe objasniti ekoloskim 1 klimatskim promjenama koje su se zbile tijekom i
nakon kvartarnog ledenog doba (Hewitt, 2000). Naime, ciklus posljednjeg ledenog doba
obiljezile su velike klimatske oscilacije koje su dovele do velikih promjena u distribuciji
vrsta. Velik broj vrsta je nestao sa podrucja koja su bila prekrivena ledom, dok su se mnoge
rasirile na nove lokalitete s odgovaraju¢im klimatskim uvjetima (Hewitt, 2000). Tijekom
posljednjeg ledenog doba veliki ledeni sloj pokrivao je mnoge prostore na sjevernom dijelu
Europe kao §to je Skandinavija, Velika Britanija, sjeverna Njemacka i Poljska. Uz niske
temperature, u Europi je prevladavala i suha klima (Richter, 2010). Populacije koje su bile
rasprostranjene na sjevernim podrucjima, vjerojatno su se povukle prema juznim dijelovima
Europe pridruzivsi se vrstama koje su veé nastanjivale te predjele. Mjesta u kojima su sve te
vrste prezivjele zadnju glacijaciju nazivaju se refugijskim prostorima: Iberijski poluotok,
Italija, Kavkaz te Balkansko podru¢je (Sechi, 2013) ukljucujuéi 1 teritorij Hrvatske.
Pretpostavlja se da je L. terrestris izdrzao posljednje ledeno doba u refugijalnim podrucjima
Balkana (Bouché 1969, 1972; Richter, 2010) ukljucujuéi i teritorij Hrvatske. Prilikom
naseljavanja novih teritorija, populacije su prolazile kroz mnoge prilagodbe §to je rezultiralo
velikim genskim varijacijama, tj. razlikama u strukturi genoma. Hewitt (2000) smatra da je
topografija juznih dijelova Europe omogucila prikladna staniSta kroz nekoliko glacijalnih
ciklusa Sto je pak rezultiralo divergencijom vrsta u nove linije, odnosno podvrste. Nakon
povlacenja leda dogodila se brza ekspanzija populacija u sjever Europe. Budu¢i da su se
nakon zadnje oledbe vrste s refugijskog prostora, ukljucujuéi i Balkansko podru¢je mogle
nesmetano $iriti u pravcu sjevera (Slika 14) (Mathieu i Davies, 2014) kao i jugozapadne
dijelove Europe (Richter, 2010) nije iznenadujuce preklapanje haplotipova L. terrestris iz

Hrvatske sa onima iz Skandinavije (Svedske i Norveske).
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Skakavac lez Medvjed

Slika 14. Glavna podruéja refugija — Iberija, Italija, Balkansko podrucje (ukljucujuéi teritorij
Republike Hrvatske) i Kavkaz i tri modela postglacijalne kolonizacije iz juzne Europe na
temelju razlike u DNA sekvencama skakavaca (Chorthippus parallelus), jeza (Erinaceus

europeus / concolor) i medvjeda (Ursus arctos). Ovi migracijski putovi ne odgovaraju
gujavicama porodice Lumbricidae, veé¢ prikazuju moguée smjerove njihovih migracija. Izvor:
Hewitt (2000).

Filogenetska mreza (Slika 13) najbolje prikazuje prostornu i genetsku varijabilnost L.
terrestris u Hrvatskoj u odnosu na ostale dijelove Europe. Vidljivo je da u jednu haplogrupu s
jedinkama iz Francuske ne ulaze haplotipovi iz Hrvatske Sto je vjerojatno razlog razlicitih
migracijskih putova tijekom zadnje oledbe (Slika 14). S druge strane, haplotip iz Hrvatske
oznake 86 moZe se na temelju filogenetske mreZe tumaciti kao ishodisni iz kojeg su nastala
druga dva haplotipova iz Francuske. Poznato je da se aneci¢ne vrste vrlo sporo krecu, osobito
L. terrestris koji se Siri brzinom od 10 m po godini (Edwards i Bohlen, 1996; Richter, 2010).
Ako bi se pretpostavila dvostruka brzina Sirenja populacija od 20 m godiSnje, ova vrsta je
mogla proputovati samo 200 km u zadnjih priblizno 10 000 godina nakon posljednjeg ledenog
doba, $to je samo jedna desetina udaljenosti izmedu najjuznijih i najsjevernijih podrucja
Europe (Richter, 2010). To dovodi do upitnog aktivnog Sirenja navedene vrste te prijedloga da
njeno Sirenje snazno ovisi o drugim nacinima rasprSivanja kao $to je, primjerice ljudskom

aktivnoS$¢u, odnosno ljudskim migracijama (Richter, 2010).

Filogenetsko stablo ukazuje na moguce postojanje novih linija iz Hrvatske unutar vrste
L. rubellus, odnosno postojanje dviju divergentne monofiletske skupine. Na podrucju
kontinentalne Hrvatske prikupljeno je tek nekoliko jedinki vrste L. rubellus ¢ije sekvence
gena COI i filogenetska topologija ukazuje na visoku gensku raznolikost unutar ove

haplogrupe. Genski dokazi upucuju na to da je L. rubellus zapravo kripticni kompleks vrsta
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Cije su se klade medusobno razdvojile prije 15 milijuna godina (Sechi, 2013). Jedinke
determinirane kao vrsta L. rubellus iz Kalnika i Samoborskog gorja pokazuju medusobnu
podrzanu gensku divergenciju kao i divergenciju u odnosu na jedinke iz Osijeka. S obzirom
na mali broj uzorkovanja i uzorkovanih jedinki potrebno je provesti istrazivanje na veéem
broju jedinki kako bi se dobio bolji uvid u raznolikost linija. Na mnoge epigejne vrste
gujavica koje ovise o vlaznim staniStima i koje su prisutne na povrsini tla, kao Sto je L.
rubellus, utjecali su klimatski procesi vezani uz vecu koli¢inu oborina (Sechi, 2013).
Klimatske promjene, za razliku od uvjeta tla, imale su snaZan utjecaj na promjene ekosustava
tla te su bile najvazniji limitiraju¢i ¢imbenik u distribuciji epigejne vrste L. rubellus $to govori
o op¢oj preferenciji peregrinih vrsta gujavica za hladnijim i vlaznijim klimama (Rundgren,
1974; Edwards, 1996; Tiunov i sur. 2006; Sechi, 2013). Dogadaji iz kvartarnog ledenog doba
imali su znacajan utjecaj na distribuciju vrsta europske flore i faune, kao i na formiranje i
uspostavljanje velikog broja linija unutar vrsta (Hewitt 2000) ¢ime se mozZe objasniti uzrok

velike genske raznolikosti unutar kompleksa L. rubellus u Hrvatskoj.

Na podruc¢ju kontinentalne Hrvatske (Kalnik) pronadena je jedna jedinka koja je
morfoloski odredena kao L. polyphemus. Mjesto nalaza ove vrste, odnosno locus typicus je
Bec¢, Austrija (MrSi¢, 1999) pa se na temelju glacijalnih dogadaja takoder moze zakljuciti o
njenoj distribuciji prema juznim dijelovima Europe. U BOLD bazi podataka nije zabiljezena
ni jedna COI sekvenca koja pripada navedenoj vrsti §to znaci da je ovo prva zabiljeZzena L.
polyphemus sekvenca za gen COI. Filogeneticke analize i topologija stabla prikazuju jasno i
duboko razdvajanje ove vrste u odnosu na druge vrste roda Lumbricus. lako je potrebno
provesti istrazivanje na vecem broju uzorka, za sada se na temelju dobivenih rezultata

filogeneticke analize moze govoriti o morfoloski 1 molekularno podrzanoj vrsti.

Razumijevanje bioraznolikosti gujavica u kontekstu klimatskih promjena vazno je zato
Sto one imaju vaznu ulogu u funkcioniranju tla i1 odrZzavanju bioloSke raznolikosti tih
ekosustava (Bouché, 1977; Lavelle, 1988; Mathieu i Davies, 2014). S obzirom na klju¢nu
ulogu gujavica u ekosustavu tla, potrebno je bolje razumijevanje kripti¢ne raznolikosti kako bi
se istrazio znacaj divergentnih linija unutar svojih ekosustava (Sechi, 2013). Prema tome, na
prostoru Republike Hrvatske potrebno je provesti istrazivanja na daleko ve¢em broju uzoraka

u svrhu dobivanje Sire slike raznolikosti faune gujavica.
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6. ZAKLJUCAK

e Molekularno-filogeneticke analize u ovom istrazivanju pokazale su visoku gensku
raznolikost i postojanje novih linija gujavica rodova Aporrectodea i Lumbricus iz
kontinentalne Hrvatske

e Potvrdena je visoka genska divergencija unutar kompleksa vrsta A. caliginosa i A.
rosea.

e Filogenetsko stablo za rod Aporrectodea pokazalo je da u ovom istrazivanju nije
uzorkovana ni jedna jedinka vrste A. caliginosa. Unutar navedenog kompleksa A.
caliginosa iz podru¢ja Hrvatske primijenjenim molekularno-filogeneti¢kim metodama
utvrdena je samo A. nocturna.

e Molekularne analize potvrdile su A. smaragdina kao zasebnu vrstu.

e Dva haplotipa dobivena iz juvenilnih jedinki koje su morfoloski odredene kao A.
caliginosa ipak su na filogenetskom stablu izdvojeni u zasebnu novu skupinu koja
vjerojatno odgovara vrsti A. pannoniella ili A. papukiana.

e ZabiljeZen je veliki broj jedinki koje su morfoloski odredene kao Aporrectodea sp. $to
je jos jedan dokaz kompleksne identifikacije unutar roda Aporrectodea.

e Rezultati filogenetskog stabla i filogenetske mreze pokazali su izrazitu divergenciju i
velik broj linija unutar kriptickog kompleksa vrsta Lumbricus terrestris koje bi mogle
predstavljati nove podvrste.

e Postglacijalne migracije iz refugijskih prostora Hrvatske prema sjeveru Europe
najvjerojatniji su razlog preklapanja pojedinih haplotipova iz Skandinavije i Hrvatske.

e Potvrden je status vrste L. polyphemus c¢ija je sekvenca za gen COI prva i jedina
zabiljezena u Hrvatskoj 1 Europi.

e Utvrdene su najmanje dvije nove linije vrste L. rubellus iz kontinentalne Hrvatske koje
bi mogle predstavljati nove podvrste unutar ovog kriptickog kompleksa vrsta.

e Molekularno-filogeneti¢ke analize pokazale su prednost u identifikaciji vrsta u odnosu
na morfologiju. Da bi se dobio bolji uvid u raznolikost vrsta u Hrvatskoj i Sire te
potvrdili dosadasnji rezultati, potrebno je provesti istrazivanje na vecem broju

uzoraka.
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PRILOG

Prilog 1. Rezultati morfoloskih karakteristika za rod Aporrectodea.
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Prilog 2. Rezultati morfoloskih karakteristika za rod Lumbricus.
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