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REZIME:
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ABSTRACT:

The main aim of this study was to to test the efficiency od DNA barcoding for the
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Our new DNA barcode library was shown to have a high identification efficiency. With
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Montenegro, a good basis has been laid for the further studies on DNA barcoding in
Montenegro.
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Ovom doktorskom disertacijom obuhvacene su dvije grupe beski€menjaka: pijavice 1
vodene grinje. U carstvu zivotinja (lat. regnum Animalia), one pripadaju razli€itim
razdjelima: Clankovitim crvima (lat. phylum Annelida) 1 zglavkarima (lat. phylum
Arthropoda). Njihova zajednic¢ka karakteristika je parazitski na¢in zivota u odredenim
zivotnim stadijumima, usljed Cega su razvile razliite adaptacije kako bi prezivjele na

svojim domacinima (Mehlhorn 2016).

Predstavnici porodice Glossiphoniidae (Hirudinea, Annelida) hrane se krvlju vodenih

gmizavaca, vodozemaca, kao 1 riba 1 vodenih ptica, ali ima 1 predstavnika koji parazitiraju
na sisarima (ukljucujuci i ¢ovjeka) (Siddall & Bowerman 2006, Vamberger & Trontelj
2007, Moser 1 sar. 2010, Oceguera-Figueroa 1 sar. 2011, Cichocka 1 sar. 2021). Pored
naina ishrane, na znacajan uticaj pijavica u slatkovodnim ekosistemima ukazuje i
karakteristika da su pojedine vrste (npr. Placobdella costata) vektori prenosa krvnih

parazita, kao §to su hemogregarine 1 tripanozome.

Pijavice porodice Glossiphoniidae znacajan su dio slatkovodne bentoske faune svih
kontinenata (izuzev Antarktika) (Kaygorodovai sar. 2020). Podru¢je Crne Gore naseljava
veci broj taksona, medu kojima je Siroko rasprostranjena Glossiphonia complanata
(Grosser 1 sar. 2015a). Usljed opstih morfoloskih karakteristika ove kosmopolitske vrste,
vrlo Cesto su i druge vrste roda Glossiphonia: G. elegans, G. nebulosa, G. pulchella i G.
verrucata inicijalno prepoznate kao G. complanata. To je jedan od razloga zbog kojeg se
razlikovanje taksona unutar porodice Glossiphoniidae, na osnovu malog broja
morfoloskih karakteristika znacajnih za taksonomiju, pokazalo nedjelotvornim, a Cesto

dovodi i do pogresnih taksonomskih zakljuc¢aka (Kaygorodova i sar. 2020).

Da bi se rijeSile nedoumice prilikom procjene vrsta, molekularno-geneticke analize
integrisane su sa klasicnom morfoloskom analizom. Jedna od najce§¢ih molekularno-
genetickih metoda u brojnim istrazivanjima, DNK barkoding, omogucila je uocavanje i
otkrivanje kripticnih vrsta unutar ove grupe pijavica (Pfeiffer i sar. 2004, Siddall i sar.
2005, Oceguera-Figueroa i sar. 2011, Kaygorodova & Mandzyak, 2014, Kaygorodova
2020, Darabi-Darestani i sar. 2021). U ovoj disertaciji, standardni filogenetski marker —
fragment mitohondrijskog gena za podjedinicu 1 citohrom c oksidaze (COI), koriscen je
zarazdvajanje vrsta pijavica unutar porodice Glossiphoniidae u slivu Skadarskog jezera,

ali 1 na Sirem podrucju zapadnog Balkana.
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Vodene grinje (Hydrachnidia, Acari, Arthropoda) kosmopolitska su grupa

slatkovodnih paukolikih zglavkara, mada ima i vrsta koje su se prilagodile zivotu u moru,
poput predstavnika porodice Pontarachnidae (D1 Sabatino 1 sar. 2008, 2010). Prisutne su
na skoro svim kontinentima (izuzev Antarktika). Naseljavaju razli¢ite tipove stanista:

lenticka, lotiCka, intersticijalna i temporalne vode.

Hydrachnidia imaju slozen zivotni ciklus, koji ukljuuje dva neaktivna stadijuma:
protonimfu (izmedu larve 1 deutonimfe) 1 tritonimfu (izmedu deutonimfe i adulta); 1 tri
aktivna stadijuma: larvu, deutonimfu i odrasle jedinke (adulte) (Davids 1 sar. 2010). Larva
skoro uvijek parazitira, dok su adulti predatori sitnih beskicmenjaka. S obzirom da su
vodene grinje u larvenom stadijumu obligatni paraziti, njthovi domacini imaju vaznu
ulogu u disperziji 1 dinamici populacija. Poznato je da veliki broj larvi, manje ili vise
selektivno, za domacina bira predstavnike dvokrilaca (Chironomidae), ali parazitiraju 1

na drugim grupama insekata (Odonata, Trichoptera i sl.) (Bartsch 1 sar. 2007).

Novija istrazivanja pokazala su da vodene grinje mogu biti dobri pokazatelji stanja
ekosistema, posebno onih koji su zavisni od podzemnih voda (PeSi¢ 1 sar. 2019¢).
Medutim, dugotrajna taksonomska identifikacija predstavlja glavnu prepreku za njihovo

znacajnije ucesce u programima brze procjene stanja ekosistema (Weigand 1 sar. 2019).

Tradicionalna morfoloska analiza Cesto potcjenjuje pravu raznolikost vodenih grinja.
Posljednjih godina, istrazivanja ove grupe beski¢menjaka unaprijedena su koriS¢enjem
molekularnih tehnika. Pokazalo se da je primjena integrativnog pristupa, koji ukljucuje
morfoloske karakteristike i molekularne podatke pogodna za: a) identifikaciju vrsta,
posebno u slu€aju kripticnih vrsta, b) povezivanje neopisanih stadijuma sa opisanim
stadijumima odredene vrste i ¢) rekonstrukciju filogenetskih odnosa izmedu i/ili unutar
kompleksa vrsta (Martin i sar. 2010, Fisher i sar. 2017, Pesi¢ i sar. 2017, 2019a, 2020a,
b, c, 2021a, b).

U ovoj doktorskoj disertaciji, pomocu standarnog COI barkoding regiona analizirane su
vodene grinje sakupljene na teritoriji Crne Gore, sa posebnim akcentom na podrucje sliva
Skadarskog jezera. U Crnoj Gori, u poredenju sa drugim zemljama na Balkanu, ova grupa
beskicmenjaka je medu bolje istrazenim. Sa druge strane, ovim radom vodene grinje

analizirane su iz molekularne perspektive. Stvaranjem prve DNK barkod biblioteke
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vodenih grinja Crne Gore, postavljena je dobra osnova za buduca istrazivanja ove grupe

1 poredenje sa drugim javno dostupnim bazama.

1.1. Opste karakteristike pijavica (Hirudinea, Annelida)

Pijavice su €lankoviti crvi sa oko 680 opisanih vrsta (Sket & Trontelj 2008, Minelli 1 sar.
2014). Najveci broj vrsta naseljava slatkovodna stanista, a oko 15% naseljava more (Sket

& Trontelj 2008). Pored toga, poznat je jedan broj (~100) terestricnih vrsta.

Zajednicke karakteristike svih pijavica su: prisustvo pijavki (jedna na zadnjem 1 jedna na
prednjem kraju tijelu) 1 konstantan broj tjelesnith segmenata (33), koji su dodatno
podijeljeni na obi¢no tri do pet, a ponekad na viSe od 10 prstenova (lat. anulus) (Sket &
Trontelj 2008). Tijelo je podijeljeno na pet regiona: glaveni, prekliteralni, kliteralni,
trupni 1 repni region (Sawyer, 1986, Nessemann & Neubert 1999). Glava je gradena od
protostomijuma (lat. protostomium) 1 pet segmenata koji su stopljeni sa glavom. Na glavi
se nalaze o€i, a njithov broj moze biti razli¢it, od 1 do 5 pari. Pored o€iju, na
protostomijumu su razvijena hemijska cula koja omogucavaju pronalazak hrane (Sawyer,
1986). Kranijalna (prednja) pijavka smjestena je na trbusnoj strani glavenog regiona. U
prekliteralnom regionu nalaze se zdrijelo 1 prednji nefridijumi. Kliteralno podrucje sadrzi
jako razvijene bjelancevinaste Zlijezde, a u sredini tog podru¢ja su jedan muski i jedan
zenski polni otvor. Trupni region zauzima najveci dio tijela, a na njega se nastavlja region

kaudalne (repne) pijavke.

Tjelesni zid pijavica prekriven je kutikulom koju izlucuje epidermis. Ispod epidermisa su
misicni slojevi koji su kod pijavica gradeni na poseban nacin. Izmedu slojeva uzduznih i
kruznih misSic¢a nalaze se kosi misi¢i koji pojacavaju rad ostalih misi¢a i omogucavaju
kretanje pijavica (crvoliko puzanje, hodanje ili plivanje). U epidermisu su smjestene
brojne zlijezde. One luce sluz ili stvaraju pigmente i time uslovljavaju razli¢itu obojenost
pijavica (Mann 1962, Marinkovi¢ 2020). Nacin ishrane uticao je na gradu crijevnog
sistema, zdrijela (lat. pharynx) 1 prisustvo rilice (lat. proboscis), pa se ove osobine

smatraju najbitnijim taksonomskim karakterima pijavica (tabela 1).

Tako su hermafroditi, kod pijavica ne dolazi do procesa samooplodnje. Muski polni sistem
sacinjen je od 4 do10 serijalno rasporedenih, okruglih testisa. Od njih vode kratke cjevcice

(lat. vas efferens) koje se spajaju u dva sjemevoda (lat. vassa deferentia). Otvor muskog
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polnog sistema nalazi se na 9. segmentu u kliteralnom regionu. Neke vrste posjeduju
kopulatorne organe, dok druge pakuju spermatozoide u spermatofore koje lijepe na tijelo
druge jedinke tokom parenja (Sawyer, 1986). Zenski polni sistem uvijek ima dva jajnika
koji se nalaze ispred testisa. 1z jajnika izlaze dva jajovoda, spojeni u vaginu koja se otvara
na 11. segmentu. Nakon kopulacije ili razmjene spermatofora, oplodene jajne celije se
odlazu u kokone koje lu€e jednocelijske zlijezde kliteluma. Pijavice koje zive na kopnu
kokone polazu u vlaznu zemlju, a ostale vrste ih lijepe za vodene biljke ili neku drugu

¢vrstu podlogu (Marinkovi¢ 1 sar. 2020).

Odstupanje od ovog pravila javlja se kod pojedinih predstavnika porodice
Glossiphoniidae, koje ¢uvaju kokone na trbusnoj strani tijela do izlijeganja mladih.

Razvice je direktno, bez larvenih stadijuma (Sket & Trontelj, 2008).

Tabela 1: Podjela pijavica prema nacinu ishrane

Predstavnici Nacin ishrane

Rhynchobdellida (najveéi broj vrsta porodice | Izboceni proboscis (rilica) pomodu kojeg probijaju
Glossiphoniidae, Piscicolidae) kozu svog plijena (hladnokrvnih i toplokrvnih
ki¢menjaka, mekuSaca, larvi insekata itd.) i sisaju

njihove tjelesne te¢nosti ili tkiva.

Arhynchobdellida (brojni  predstavnici reda | MiSicave ,mandibule“ Kkoriste za stvaranje
Hirudiniformes) povrSinskih rana na kozi ki¢menjaka, ¢ijom krvlju
se hrane. U zdrijelu se nalaze pljuvacne Zlijezde
koje luce ,hirudin“, enzim koji spreCava
zgrusavanje krvi. Crijevo posjeduje brojne
divertikulume za skladiStenje hrane na duzi

vremenski period.

Predstavnici porodica Haemopidae, Xerobdellidae | Makrofagi, gutaju cio plijen npr. larve insekata,
i reda Erpobdelliformes (u Evropi samo | rakove, oligohete. Kod ovih pijavica crijevo je u

predstavnici porodice Erpobdellidae) obliku cijevi bez divertikuluma.

Glavni faktori ugrozavanja pijavica su: unistavanje stanista, zagadenje i prekomjerno
sakupljanje iz prirode u zdravstvene svrhe (npr. vrste iz roda Hirudo). Gajenje pijavica u
razli¢itim djelovima svijeta obuhvata i1 viSe rodova sangvivornih pijavica (Kutschera,
2012). Zbog upotrebe u medicini, vrste iz ovih rodova bile su 1 predmet mnogih

istrazivanja, iako slobodnozivece pijavice imaju znatno veéi udio u cjelokupnoj fauni.
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1.1.2. Klasifikacija pijavica

Klasifikacija pijavica predstavljena je prema Nessemann & Neubert (1999), koji su je
preuzeli od Sawyera (1986) uz odredene modifikacije. Prema njoj Hirudinea imaju status
klase 1 predstavljaju pijavice u uzem smislu. Potom se one dijele na dva reda:

Rhynchobdellida i Arhynchobdellida (tabela 2).

Red Rhynchobdellida obuhvata pijavice kod kojih se zdrijelo moze ispruziti u proboscis
(rilicu), a ona sluzi za probijanje koze domacina/plijena 1 usisavanje hrane. Ovaj red

obuhvata tri porodice: Glossiphoniidae, Ozobranchidae 1 Piscicolidae (tabela 2).

Predstavnici reda Arhynchobdellida ne posjeduju proboscis 1 podijeljeni su na dva
podreda: Hirudiniformes i1 Erpobdelliformes (tabela 2). Podred Hirudiniformes obuhvata
hematofagne predstavnike koji su svrstani u porodice: Hemadipsidae 1 Hirudinidae.
Podred Erpobdelliformes obuhvata makrofagne predatore, svrstane u dvije porodice:

Erpobdellidae i Salifidae.

Tabela 2: Klasifikacija pijavica (modifikovano prema Nessemann & Neubert, 1999)

Klasa Hirudinea Lamarck, 1816

porodica Glossiphoniidae Vaillant. 1890

Red Rhynchobdellida R. Blanchard, 1894 porodica Ozobranchidae Pinto, 1921

porodica Piscicolidae Johnston, 1865

Red Arhynchobdellida R. Blanchard, 1894 podred Hirudiniformes Cabalero, 1952

podred Erpobdelliformes Sawyer 1986

1.1.3. Opste karakteristike porodice Glossiphoniidae Vaillant. 1890

Porodica Glossiphoniidae druga je najbrojnija porodica pijavica u Evropi (Sket &
Trontelj 2008). Ukljucuje ~ 208 vrsta iz 25 rodova koje naseljavaju skoro sva slatkovodna
staniSta na svim kontinentima (osim Antarktika) (Nessemann & Neubert 1999, Sket &

Trontelj 2008, Kaygorodova i sar. 2020).
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Taksonomiia porodice Glossiphoniidae (prema Nesemann & Neubert. 1999)
Phylum: ANNELIDA
Classis: HIRUDINEA
Ordo: RHYNCHOBDELLIDA

Familia: Glossiphoniidae

Genera: Alboglossiphonia’
Batracobdella
Batracobdelloides
Glossiphonia
Helobdella
Hemiclepsis
Placobdella

Theromyzon

Pijavice koje pripadaju ovoj porodici uglavnom su dorzoventralno spljoStene 1 dostizu
manje dimenzije. Najveci broj predstavnika parazitira na ki€menjacima: vodozemcima,
vodenim pticama, barskim kornjaCama, sisarima 1 ribama, ali ima 1 predatora
makroinvertebrata (Nessemann & Neubert 1999, Sidall i sar. 2005, Chiangkul 1 sar. 2021,
Kwak 1 sar. 2021). Najveca poznata pijavica, Haementeria ghilianii (Juzna Amerika),
parazitira na sisarima. Sa druge strane, Helobdella stagnalis hrani se oligohetama,
mekuscima, izopodama i hironomidama, dok je Glossiphonia complanata specijalista,

koja se prvenstveno hrani mekuscima (Kwak i sar. 2021).

Pijavice porodice Glossiphoniidae siSu tjelesne tecnosti domacina zahvaljujuéi
proboscisu, muskularizovanom organu koji li€i na cijev koji prodire u tjelesni zid
domacina. Theromyzon tessulatum, pijavica koja parazitira u nazalnim kanalima vodenih
ptica i Placobdella costata, ektoparazitska pijavica vodenih kornjaca, imaju proboscice

slicne grade, izgradene od uzduznih, kruznih i radijalnih misi¢nih vlakana.

Zanimljivo je da porodica Glossiphoniidae sadrzi i predatorske vrste, koje se hrane

¢itavim plijenom ukoliko je on dovoljno mali (Sket & Trontelj 2008). Ovakav makrofagni

! evropski rodovi (izvor: Fauna Europea ; www.fauna-eu.org)
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tip ishrane pokazuje A/boglossiphonia sp., tako §to proboscisom obavija i guta cio plijen

(Kwak 1 sar. 2021).

U okviru klase Hirudinea, jedino predstavnici porodice Glossiphoniidae pokazuju visok
stepen brige o potomstvu. Prema Sawyeru (1971), postoje dva nacina na koji §tite svoje

mlade:

(a) kokone pri€vrs¢uju na supstrat 1 pokrivaju ith svojim tijelom do izlijeganja mladih

(Glossiphonia, Placobdella, Theromyzon 1 Hemiclepsis).

(b) kokone pri¢vrscuju direktno na trbusnu stranu tijela do izlijeganja mladih (Helobdella

1 Batracobdella).
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1.2. Pregled istrazivania faune pijiavica u Crnoi Gori

Istorija istrazivanja pijavica u Crnoj Gori relativno je duga. Najranije publikacije objavili
su Blanchard 1 Augener (prva polovina XX vijeka). Blanchard je objavio prvu listu sa 7
vrsta pijavica Crne Gore (1905), a Augener je pisao o pijavicama Balkanskog poluostrva

(1925, 1936.1 1937).

Prvu sveobuhvatnu publikaciju, koja se bavi pijavicama tadasnje Jugoslavije, objavio je
Sket (1968) pod naslovom ,,K poznavanju favne pijavk (Hirudinea) v Jugoslaviji“. Prvi
katalog pijavica Crne Gore napravio je Sapkarev (1984). Ova dva autora postavila su

osnove za istrazivanje faune pijavica na ovim prostorima.

Pocetkom 2000-ih povecava se broj istrazivanja posvecen ovoj grupi beski¢menjaka.
Zabiljezene su nove vrste za Crnu Goru (Grosser & Pesi¢ 2005, Grosser i sar. 2007,

Utevsky 1 sar. 2013), a sa¢injena je 1 lista pijavica Crne Gore (Grosser i sar. 2015a).

Od ukupno 29 vrsta pijavica u Crnoj Gori, na podru¢ju Skadarskog jezera zabiljezeno je
52% (Pesic¢ 1 sar. 2018c). lako je najviSe nalaza pijavica potvrdeno na lokalitetima iz
samog jezera, jedan broj vrsta naden je u sublakustricnim izvorima (Glossiphonia
paludosa, G. cf. pulchella). Posljednjih godina, znacajan doprinos proucavanju podreda
Erpobdelliformes u Crnoj Gori (i na cjelokupnom zapadnom Balkanu), dao je Marinkovi¢
(2020).

Porodici Glossiphoniidae pripada skoro 50% faune pijavica Crne Gore, §to je Cini
najbrojnijom na ovom podrucju (Grosser i sar. 2015a). Do sada je potvrdeno 14 vrsta iz
sedam rodova: Alboglossiphonia, Glossiphonia, Helobdella, Hemiclepsis, Placobdella,
Batracobdelloides 1 Theromyzon (tabela 3). Najveci broj vrsta (Sest) pripada rodu
Glossiphonia, rod Alboglossiphonia sadrzi tri vrste, a svi preostali rodovi predstavljeni

su sa po jednom vrstom.
Na podrudju sliva Skadarskog jezera nema zabiljezenih endemicnih vrsta pijavica.

U ovom poglavlju, pored liste svih opisanih vrsta pijavica u Crnoj Gori, predstavljen je
kratak pregled istrazivanja i osnovne karakteristike rodova i vrsta koje pripadaju porodici

Glossiphoniidae.
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Tabela 3: Lista svih pijavica koje su do sada zabiljezene na podrucju Cme Gore (prema Sket

(1968), Grosser & Pesi¢ (2015a), Marinkovi¢ (2020)). Vrste zabiljezene na podruéju sliva

Skadarskog jezera oznacene su zvjezdicom (*).

Broj Vrsta Blanchard (1905) | Augener Sket (1968) | Ostali
(1936-1937) autori
Porodica Glossiphoniidae Vaillant, 1890
1 Alboglossiphonia hyalina + + Grosser i
Lukin, 1976 * sar.
(2015a)
2 Alboglossiphonia striata Grosser i
(Apathy, 1888) * sar.
(2015a)
3 Alboglossiphonia Grosser i
heteroclita (Linnacus, sar.
1761) * (2015a)
4 Glossiphonia complanata + + +
(Linnaeus, 1758) *
5 Glossiphonia balcanica Grosser i
(Grosser & Pesi¢ 2016) sar. (2016)
6 Glossiphonia concolor +
(Apathy, 1888) *
7 Glossiphonia nebulosa +
Kalbe, 1964 *
8 Glossiphonia paludosa Grosser i
(Carena, 1824) * sar.
(2015a)
9 Glossiphonia cf. pulchella +
Sket, 1968 *
10 Helobdella stagnalis + Grosser i
(Linnaeus, 1758) * sar.
(2015a)
11 Hemiclepsis marginata (O. +
F. Miiller, 1774) *
12 Placobdella costata (Fr. Sapkarev
Miiller, 1846) * (1984)
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Broj Vrsta Blanchard (1905) | Augener Sket (1968) | Ostali
(1936-1937) autori
13 Batracobdelloides moogi Grosser &
Nesemann & Csanyi, 1995 Pesi¢
* (2005)
14 Theromyzon tessulatum +
(Miiller, 1774)
Porodica Piscicolidae Johnston, 1865
15 Piscicola pawlowskii Grosser i
(Sket, 1968) * sar.
(2015a)
16 | Piscicola respirans Grosser i
Troschel, 1850 sar.
(2015a)
Porodica Haemopidae Richardson, 1969
17 Haemopis sanguisuga + +
(Linnaeus, 1758) *
Porodica Hirudinidae Whitman, 1886
18 Hirudo verbana Carena, Grosser i
1820 * sar.
(2015a)
19 Hirudo medicinalis + +
(Linnaeus, 1758)
Porodica Erpobdellidae R. Blanchard, 1894
20 Dina absoloni Johansson, +
1913 *
21 Dina lineata dinarica Sket, +
1968 *
22 Dina cf. lineata montana + +
Sket, 1968
23 Dina minuoculata Grosser, Grosser i
Moritz & Pesi¢, 2007 * sar. (2007)
24 Dina prokletijaca Grosser Grosser i
& Pesic, 2016 sar. (2016)
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Broj Vrsta Blanchard (1905) | Augener Sket (1968) | Ostali
(1936-1937) autori
25 Erpobdella octoculata + + +

(Linnaeus, 1758) *

26 | Erpobdella nigricollis Grosser i
(Brandes, 1900) * sar.
(2015a)
27 | Erpobdella testacea Utevsky 1
(Savigny, 1822) * sar. (2013)
28 | Erpobdella vilnensis Grosser i
(Liskiewicz, 1925) * sar.
(2015a)
29 Trocheta dalmatina +

(Trocheta subviridis

dalmatina) Sket, 1968 *

Rod Alboglossiphonia Lukin. 1976

Vrste roda Alboglossiphonia, jedini su predstavnici porodice Glossiphoniidae koji

posjeduju makrofagni nacin ishrane (Kwak i sar. 2021).

U Crnoj Gori, potvrdene su tri vrste iz ovog roda: A/boglossiphonia heteroclita (Linnaeus,
1758), Alboglossiphonia hyalina (O.F Miiller, 1774) i Alboglossiphonia striata (Apathy,
1888). Vrsta A. heteroclita bila je u proslosti podijeljena na tri varijeteta, ali oni se sada
tumace kao tri razli¢ite vrste unutar ovog roda (4. heteroclita (Linnaeus, 1761) (syn. G.
h. var. papillosa (Braun, 1805)), A. hyalina (O. F. Muller, 1774) i A. striata (Apathy,
1888)).

Alboglossiphonia heteroclita nadena je na podrucju Skadarskog jezera (Blanchard, 1905)
i uizvoru Mrzoviéi u Pljevljima (Sket, 1968), pod nazivom Glossiphonia heteroclita. Ova
vrsta ima veoma §irok areal rasprostranjenja koji ukljucuje: Evropu, Sjevernu Ameriku,

Indiju 1 Isto¢nu i Centralnu Afriku (Sket, 1968, Grosser i sar. 2015a).

Prvi nalaz vrste Alboglossiphonia hyalina za Crnu Goru potvrden je na podrucju sliva
Skadarskog jezera (Virpazar, rijeka Orahovstica) tokom 2005. godine. Ova vrsta

naseljava Centralnu i Istocnu Evropu (Grosser i sar. 2015a).
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Dvije jedinke vrste Alboglossiphonia striata nadene su u sublakustricnom izvoru Karu¢
2006. godine, §to je bio prvi nalaz za Crnu Goru. Taksonomski status ove vrste nije u
potpunosti jasan, jer se dugo smatrala varijetetom vrste A. heteroclita. Ova vrsta naseljava

Centralnu 1 Istocnu Evropu (Grosser 1 sar. 2015a).

Rod Helobdella R. Blanchard. 1896

Rod Helobdella obuhvata uglavnom male dorzoventralno spljoStene pijavice, €iji su preci
odustali od parazitskog nacina zivota u korist predatorstva na vodenim beski¢menjacima

(Sidall & Borda, 2003).

Helobdella stagnalis je jedina vrsta iz ovog roda koja je nadena u Crnoj Gori. To je jedna
od pijavica sa najSirim arealom rasprostranjenja. Osim u Holartiku, nadena je u Juznoj
Aziji, Etiopiji, Kongu 1 Juznoj Americi (Sket, 1968). Prvi nalaz za Crnu Goru objavio je
Sket (1968) na Stavni (Komovi), a kasnije je njeno prisustvo potvrdeno i u slivu
Skadarskog jezera (Rijeka Crnojevica), okolini Crnog jezera 1 PoS¢enskim jezerima

(Grosser 1 sar. 2015a).

Rod Hemiclepsis Veidovsky. 1884

Rodu Hemiclepsis pripada 15 razlicitih vrsta ektoparazitskih pijavica (Bolotov i sar.
2019). U Crnoj Gori nadena je Hemiclepsis marginata (Miller, 1774). Rasprostranjena
je u cijeloj Evropi i veCem dijelu Azije. Sket (1968) je potvrdio nalaz ove vrste u
Plavskom jezeru. Nakon toga, Grosser i sar. (2015a) objavili su novi nalaz H. marginata

sa podruc¢ja Podgorice (izvor Crno oko).

Rod Placobdella R. Blanchard. 1893

Predstavnici roda Placobdella rasprostranjeni su na teritoriji Sjeverne Amerike, sa
izuzetkom dvije vrste: jednom u Evropi, a drugom u Centralnoj Americi. Jedina vrsta iz

roda Placobdella koja je prisutna u Evropi je Placobdella costata (Muller, 1774).

Ovu vrstu je prvi put na podru&ju Crne Gore (u okolini Virpazara) zabiljezio Sapkarev
(1984). Nakon toga, P. costata registrovana je na vise lokaliteta u slivnom podrucju

Skadarskog jezera (Grosser i sar. 2015a).
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Rod Batracobdelloides Qosthuizen in Sawyer

Donedavno je smatrano da rod Batracobdelloides sadrzi tri vrste, ali Bolotov i sar. (2019),

utvrdili su da ovaj rod sadrzi najmanje devet vrsta.

Jedina evropska vrsta Batracobdelloides moogi Nesemann & Csanyi, 1995 nadena je u
lokvi pored Danilovgrada, §to je bio prvi nalaz ove rijetke pijavice u Crnoj Gori 1 na

Balkanskom poluostrvu (Grosser & Pesi¢, 2005).

Rod Theromyzon Philippi. 1867

Rod Theromyzon obuhvata sangvivorne pijavice koje parazitiraju na vodenim pticama.
Vrsta Theromyzon tessulatum (Muller, 1774) ima Siroko geografsko rasprostranjenje

(Sket, 1968). Prisutna je 1 Evropi 1 Aziji, nadena je 1 Africi 1 Sjevernoj 1 Juznoj Americi.

U Crnoj Gori, njeno prisustvo zabiljezio je Sket (1968), opisujuci “veoma brojnom”

populaciju ove vrste u Plavskom jezeru.

Rod Glossiphonia Johnson. 1816

Nominalni rod ove porodice, Glossiphonia, u Crmoj Gori sadrzi najveci broj vrsta
pijavica. Ovom rodu pripada i nekoliko endemicnih taksona, poput podvrste Glossiphonia
complanata subsp. maculosa i vrste G. pulchella, koje su nadene i opisane prvi put u
Ohridskom jezeru. Jedina vrsta iz ove porodice koja je endem Balkanskog poluostrva, G.

balcanica, opisana je na tipskom lokalitetu na Kosovu (Grosser i sar. 2016).

Do sada je u Crnoj Gori registrovano Sest vrsta pijavica koje pripadaju rodu Glossiphonia:

1. G. complanata 4. G. concolor
2. G. nebulosa 5. G. balcanica
3. G. paludosa 6. G. pulchella

1) Glossiphonia complanata (Linnaeus . 1758)

Glossiphonia complanata subsp. complanata Linnaeus 1758 1 Glossiphonia complanata
subsp. maculosa Sket, 1968, dvije su opisane podvrste pijavica . complanata (slike 1 i
2).
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G. c¢. complanata je Siroko rasprostranjena i moze se na¢i u svim tipovima tekucih i
staja¢ih voda (Nesemann & Neubert 1999). Dostize dimenzije oko 20 mm, a najvise 40
mm. Tijelo je ovalnog oblika i u regionu glave izdvajaju se tri para o€iju, od kojih je prvi
par manjih dimenzija (slika 1). Puzevi Bithynia tentaculata L., Sphaerium spp. 1 Pisidium

spp. glavni su plijen ove predatorske pijavice.

Od 1905. godine, G. c. complanata zabiljezena je Sirom Crne Gore u viSe navrata
(Blanchard 1905, Augener 1936-37, Sket 1968, Grosser i sar. 2016).

Glossiphonia complanata subsp. maculosa prvi put je opisana na lokalitetu izvori Sv.
Nauma kod Ohridskog jezera (Sket, 1968). Dostize dimenzije do 17 mm. Za razliku od
nominalne podvrste, odlikuje je izostanak dorzalne papilei smede, asimetri¢ne i mrezaste

Sare koje potpuno pokrivaju tijelo (slika 2) (Sket 1968, Nesemann & Neubert 1999).

Slika 1. Glossiphonia complanata subsp. complanata 1a — dorzalno (jedinka sakupljena u

Njemackoj), 1b — dorzalno (jedinka sakupljena u Austriji), lc — polozaj o¢iju na glavi, 1d -
ventralno, polozaj usta 1 genitalnih pora. Slika 2. Glossiphonia complanata subsp. maculosa 2a,
b — dorzalno (jedinka sakupljena u Ohridskom jezeru, S. Makedonija) (preuzeto 1 modifikovano
1z Nesemann 1 Neubert (1999)).

1) Glossiphonia nebulosa Kalbe. 1964

Distribucija vrste Glossiphonia nebulosa nije najjasnija, jer se moze lako zamijeniti sa G.

complanata, G. verrucata i G. concolor (Nesemann & Neubert 1999). Prema istim
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autorima, rasprostranjenost ove vrste vezuje se za centralnu Evropu (cjelokupna duzina

rijeke Dunav), a samo jedan nalaz je vezan za jugozapadnu Tursku.

Na podruc¢ju Crne Gore, ova vrsta nadena je po prvi put u Plavskom jezeru (Sket, 1968).
Nakon toga, prema Grosser i sar. (2015a) zabiljezena i u slivu Skadarskog jezera, ali i na
drugim lokalitetima (izvor Prkos u Pljevljima, izvor u blizini Crnog jezera). Prisustvo u
slivu Skadarskog jezera, predstavlja najjuzniju tacku distribucije ove vrste u Evropi
(Utevsky 1 sar. 2013). Osnovne morfoloske karakteristike G. nebulosa su: tijelo manjih
dimenzija (do 25 mm), repna pijavka manjih dimenzija i gusto zbijena 2 do 3 para ociju

(slika 3).

i) Glossiphonia paludosa (Carena. 1824)

Vrstu  Glossiphonia paludosa od ostalih vrsta roda Glossiphonia odvaja broj
divertikuluma na zdrijelu (kod njih je 7, a kod ostalih vrsta po 6 parova). Glossiphonia
paludosa predator je brojnih puzeva. StaniSta ove vrste su sporo tekuce rijeke, nerijetko i
preko 200 mn.v. (Nesemann & Neubert 1999). Na teritoriji Crne Gore, prema Grosser 1
sar. (2016), prvi put je zabiljezena u slivu Skadarskog jezera (slika 4).

iv) Glossiphonia concolor (Apathy. 1888)

Glossiphonia concolor relativno je §iroko rasprostranjena vrsta i zabiljezena je u
sjevernoj, centralnoj 1 isto¢noj Evropi (Grosser i sar. 2015a). Srije¢e se u jezerima,
barama, rijekama i izvorima na nizim nadmorskim visinama (Nesemann & Neubert
1999). Tijelo dostize dimenzije do 35 mm. PovrSina tijela je glatka, pa je jedna od glavnih
morfoloskih karakteristika izostanak dorzalnih papila (slika 5). Sket (1968) je objavio
prvi nalaz ove vrste za Crnu Goru (Plavsko jezero). Kasnije su jedinke ove vrste

pronadene i u slivu Skadarskog jezera (Grosser i sar. 2015a).
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Slika 3. G. nebulosa 3a — dorzalno (jedinka sakupljena u Madarskoj). Slika 4. G. paludosa 4a -

dorzalno (jedinka sakupljena u Madarskoj) Slika 5. G. concolor 5a— dorzalno (jedinka sakupljena
u Madarskoj) (preuzeto 1 modifikovano iz Nesemann (1990)).

v) Glossiphonia balcanica Grosser & Pesic¢. 2016

G. balcanica prvi put je sakupljena na izvoru Topla na Kosovu 2014. godine, a zatim su
nalazi ove vrste potvrdeni na brojnim stanistima u Crnoj Gori (Grosser i sar. 2016). Osim
toga, jedinka koja je opisana u litoralnoj zoni Skadarskog jezera kao G. nebulosa
(Utevsky i sar. 2013), naknadnim pregledom je preimenovana u novoopisanu vrstu G.
balcanica (Grosser i sar. 2016).

Rijec je o vrsti varijabilnih dimenzija (5-10 mm), koja se od G. nebulosa razdvaja na
osnovu boje (svijetlo braon u odnosu na sivkasto obojene jedinke G. nebulosa) i odsustvu
dorzalnih papila. Osim toga, isti autori izmedu ove dvije vrste navode razliku u srednjem
naboru na prednjoj pijavki. Ovaj nabor je odlika populacije G. nebulosa sa Kosova, ali je
slabo razvijen kod populacija ove vrste sa tipskog lokaliteta u Njemackoj, dok kod

predstavnika vrste G. balcanica uopste nije razvijen (slika 6) (Grosser i sar. 2016).

16|str.



Jovanovi¢ M. Filogenija, filogeografija i distribucija vrsta Glossiphoniidae (...) 1 Hydrachnidia (...) na
podrucju sliva Skadarskog jezera. Doktorska disertacija, UCG, PMF, Studijski program Biologija, 2022.

S
A ! B~ \\\\

A AT AN G
/ / i find \\ e
Ea Frieis o NS=2
o d frishiaiiias
&"g v g P \ ‘::
\ e ¢ / X /

> JJ \
N ,"“ ’4; —'$4/}.}} % \ / D
\-\‘ e Mgt )
of= 1y QL

Slika 6. G. balcanica A - dorzalno, B — ventralno, C — prednja pijavka, D — raspored ociju

(jedinka sakupljena u De¢anima, Kosovo) (preuzeto iz Grosser 1 sar. 2016).

vi) Glossiphonia pulchella Sket. 1968

Vrsta G. pulchella nadena je 1 prvi put za nauku opisana u litoralnoj zoni Ohridskog jezera
(Sket 1968). Tijelo dostize dimenzije do 6 mm, a boja tijela varira od bijele do rozo-sive
(slike 7 1 8) (Nesemann & Neubert 1999). Jedinke ove vrste zabiljezene su i u slivu

Skadarskog jezera (Grosser i sar. 2016).
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Slika 7. G. pulchella 3 — ventralno, 4 1 5 dorzo-marginalno, m — marginalne, p — paramedijalne
bradavice (preuzeto 1 modifikovano prema Sket (1968)). Slika 8. Glossiphonia pulchella (lijjevo)

1 Glossiphonia complanata subsp. complanata (desno) (preuzeto 1z Minelli 1 sar. (2014)).

Osim pomenutih, ovdje navodimo i vrste koje nijesu nadene u Crnoj Gori, a Cije su
sekvence ukljucene u filogenetsku analizu u ovoj doktorskoj disertaciji: G. verrucata
Miiller, 1844 i1 G. elegans (Verrill, 1872).
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G. verrucata prvi put je opisana 1884. u disertaciji njemackog biologa Frica Milera (Fritz
Muller). Predstavlja rijetku vrstu sa distribucijom ograni¢enom na sjeverni Palearktik
(Jueg 2013). U Centralnoj Evropi, nekoliko populacija ove vrste zabiljezeno je na
Dunavu, od Bavarske do Madarske (Nesemann 1997, Nesemann & Neubert 1999, Jueg
& Michalik 2018). Na osnovu zelenkaste boje tijela sa tamnim mrljama 1 grubim ivicama

tijela, ova vrsta se odvaja od drugih 1z ovog roda.

G. elegans naseljava iskljucivo Sjevernu Ameriku (Mack & Kvist, 2019).
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1.3. Primiena molekularne filogeniie u taksonomiii piiavica Glossiphoniidae

Sistematika pijavica zasniva se na morfoloSkim osobinama (grada zdrijela, prisustvo ili
odsustvo proboscisa 1 segmentacija), vrsti ishrane i geografskoj rasprostranjenosti

(Nessemann & Neubert 1999, Saglam 2018).

Nedostatak taksonoma specijalizovanih za determinaciju ove grupe beski¢menjaka
znacajno usporava proces morfoloske identifikacije. Osim toga, ponekad je teSko
isklju¢ivo na osnovu morfoloskih karakteristika prepoznati odredenu vrstu. Zbog toga se
posljednih decenija biljezi porast studija koje koriste integrativni pristup, koji kombinuje

morfoloSku analizu 1 molekularno-geneticke podatke.

Integrativnom metodom, rasprostranjenost i granice vrsta roda Glossiphonia ispitivalo je
viSe autora (Siddall 1 sar. 2005, Oceguera-Figueroa & Leon-Regagnon 2014, Pérez-Flores
1 sar. 2016, Mack & Kvist 2019, Kaygorodova 1 sar. 2020, Darabi-Darestani 1 sar. 2021).

Na taj nacin rijeSen je taksonomski status 1 distribucija jednog broja vrsta.

Sveobuhvatnom filogenetskom analizom unutar roda Placobdella (de Carle 1 sar. 2017),
na osnovu vise molekularnih markera (COI, ND1, 125 RNK 1 ITS), utvrdeno je da je rijeC
o monofiletskoj grupi koja se pokazala kao sestrinska kladi rodova Haementeria i
Helobdella.

Mack & Kvist (2019), utvrdili su da je distribucija vrste G. complanata ograniCena na

evropski kontinent, dok G. elegans (Verrill, 1872) naseljava Sjevernu Ameriku.

Nedavnom studijom Kvista 1 sar. (2022), utvrdeno je postojanje sedam nezavisnih

filogenetskih linija unutar dosadasnje poznate vrste Placobdella costata.

Medutim, raznolikost i razgraniCenje vrsta unutar ove grupe beskicmenjaka jos su slabo
izucavani u mnogim djelovima njihovog areala, naro€ito na podru¢ju Balkanskog

poluostrva.
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1.4. Opste karakteristike vodenih grinia Hydrachnidia (Acari. Trombidiformes)

Hydrachnidia, poznate kao vodene grinje, predstavljaju najraznovrsniju 1 najzastupljeniju
grupu paukova (Arachnida) u slatkovodnim stani§tima (Davids 1 sar. 2007). Do sada je
Sirom svijeta opisano oko 7 500 vrsta, grupisanih u 550 rodova (Smit, 2020). Naseljavaju
Sirok spektar staniSta: lotiCka, lentiCka, intersticijalne 1 temporalne vode. Jedna od
karakteristika ove grupe je veliko bogatstvo zajednica, najceSce praceno izrazito malom
gustinom populacija 1 uskim arealom rasprostranjenja. Naime, od 970 vrsta zabiljezenih
na podrudju cijele Evrope, 25% (245 vrsta) zabiljezeno je samo sa jednog lokaliteta i/1li

samo sa jednom jedinkom (Gerecke 1 sar. 2018).

1.4.1. Klasifikaciia vodenih grinia

U tabeli 4. prikazana je podjela vodenih grinja na porodice 1 podporodice (“subfamilia™).
Podjela na viSe taksonomske kategorije - nadporodice (“superfamilia”) data je na osnovu
filogenetskih analiza, a porodice su poredane prema alfabetskom redu. Izostavljene su
one porodice koje se ne srijecu na podru¢ju Evrope. Navedena je podjela vodenih grinja

prema Bartsch 1 sar. (2007).

Tabela 4: Klasifikacija vodenih grinja na podrucju Evrope (modifikovano prema Bartsch 1 sar.

2007).

Nadporodica Porodica Podporodica
Stygothrombioidea Stygothrombiidae
Acherontacaridae
Hydrovolziidae
Eylaioidea Limnocharidae Limnocharinae
Eylaidae
Piersigiidae Piersigiinae
Hydrachnoidea Hydrachnidae
Hydrophantoidea Hydrodromidae
Hydryphantidae Diplodontinae
Hydryphantinae
Protziinae
Pseudohydryphantinae
Tartarothyadinae
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Nadporodica Porodica Podporodica
Euthyadinae
Wandesiinae
Lebertioidea Anisitssiellidae Anisistsiellinae
Nilotoniinae
Bandakiopsidae
Lebertiidae
Oxidae
Rutripalpidae
Sperchontidae Sperchontinae
Teutoniidae
Torrenenticolidae Torrenticolinae
Hygrobatoidea Aturidae Albiinae
Aturinae
Axonopsinae
Feltriidae
Frontipodopsidae
Hygrobatidae Hygrobatinae
Lethaxonidae
Limnesiidae Kawamuracarinae
Limnesiinae
Pionidae Foreliinae
Huitfeldtiinae
Tiphyinae
Pontarachnidae
Unionicolidae Pionatacinae
Unionicolinae
Wettinidae
Arrenuroidea Acalyptonotidae
Arrenuridae
Athienemanniidae Athiennemanniidae
Bogatiidae Bogatininae
Chappuisididae Chappuisidinae
Hungarohydracaridae Hungarohydracarinae
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Nadporodica Porodica Podporodica

Balcanohydracarinae

Krendrowskiidae

Mideidae

Momoniidae Momonidinae
Momoniinae
Stygomomoniinae

Mideopsidae Mideopsinae

Neoacaridae

Nudomideopsidae

1.4.2. Zivotni ciklus

Vodene grinje imaju slozene zivotne cikluse koji ith povezuju sa nizom vodenih

beski¢menjaka (slika 9).

Nakon embrionalnog razvi¢a oplodenih jaja i izlijeganja, ulaze u larvenu fazu. U ovoj
fazi krecu se plivajuci u vodi ili puze¢i po sedimentu, u aktivnoj potrazi za domacinom
(Martin, 2000). Samim tim, vodene grinje su obligatni paraziti u larvenoj fazi, koji
parazitiraju uglavnom na vodenim insektima. Uloga larve je pronalazak insekta koji je u
procesu emergencije, odnosno prelaska iz larvenog stadijuma u odraslu jedinku (Martin,
2003). Zahvaljujuc¢i ovom stadijumu, vodene grinje su danas rasprostranjene u svim

slatkovodnim ekosistemima umjerenog i tropskog pojasa (Dabert i sar. 2016).

Nakon larvene faze, pocinje faza protonimfe, koja predstavlja prvu latentnu fazu vodenih
grinja, tokom koje se protonimfa zakopava u sediment i razvija u deutonimfu. Ova faza
moze trajati 1 do nekoliko mjeseci, ako su uslovi nepovoljni (Belozerov, 2009). U fazi
deutonimfe vodene grinje izlaze iz sedimenta i zive kao aktivni predatori (Smith i sar.
2001). Tritonimfe su druga latentna faza vodenih grinja, u kojoj prelaze iz deutonimfe u

odrasle (adultne) jedinke.

U adultnom stadijumu aktivni su predatori, 1 hrane se oportunisticki, tj. konzumiraju
raznovrsnu hranu zivotinjskog porijekla. Najces¢i plijen su larve dvokrilaca
(Chironomidae) ili oligoheta, a Cesto i ostrakode (Ostracoda), raci¢i (Copepoda i

Cladocera), kao 1 jaja raznih makroskopskih beski¢menjaka (Martin, 2005).
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Slika 9. Zivotni ciklus vodenih grinja (preuzeto i modifikovano iz Martin & Gerecke, 2009)

1.4.3 Morfoloske karakteristike

Dimenzije adultnih jedinki Hydrachnidia krecu se u rasponu od 0,2 do 10 mm (Davids i

sar. 2007), mada najveci broj vodenih grinja dostize dimenzije od 0,5 do 2 mm.

Tijelo je podijeljeno na dva regiona: gnatozomu (prednji dio) i idiozomu (zadnji dio).
Tijelo prekriva integument koji se sastoji iz egzo-, endo- i epikutikule (Davids i sar.
2007). Sete 1 bodlje su strukturni djelovi integumenta. Sete su glavni taktilni receptori, a

dobili su sekundarnu funkciju u kretanju, ishrani i parenju.

Gnatozoma se sastoji od kapituluma (gnatozomalne baze) i dodataka, odnosno helicera i
pedipalpi (Mitchell 1962, Davids i sar. 2007). Helicere sluze za probijanje integumenta
plijena i zavrSavaju se klijeStima (Davids i sar. 2007). Pedipalpi imaju taktilnu i
raptorijalnu ulogu (prilikom hvatanja plijena). Sastoje se od pet pokretnih segmenata
(redom od prvog do petog): trohanter, femur, genu, tibija i tarzus (Davids i sar. 2007, Di
Sabatino i sar. 2010).

Idiozoma je okruglog ili ovalnog oblika, blago dorzoventralno spljostena i vecinom

nesklerotizovana (Smith i sar. 2001).
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Dorzalni integument sadrzi neparno srednje oko, parne lateralne oci, parne preokularne i
okularne sete, uzduzno rasporedene parne glandularne (odbrambene) zlijezde (Sest
dorzalnih i pet lateralnih) (Smith i sar. 2001). Ventralni integument sadrzi parne koksalne
ploce, genitalno podrucje, pet pari ventralnih glandularnih Zzlijezda i ekskretornu poru
(slika 10).

Slika 10. (lijevo) Torrenticola barsica - ventralno (1 - koksalne ploce, 2 - genitalno podrucje — 3
- noge). Slika 11. (desno) Atractides inflatipalpis - noga (1- peti segment (tibia), 2 - Sesti segment
(tarzus), 3 - sete) (fotogratija: V. Pesic)

Noge vodenih grinja su razliCite, zavisno od njihove namjene — da li sluze za hodanje,
plivanje ili za prihvatanje. Sastoje se od Sest pokretnih segmenata, redom: trochanter,
basifemur, telofemur, genu, tibia i tarzus. Prvi bazalni segmenti (kokse), inkorporisani su
na ventralnoj strani tijela. Kod onih vrsta vodenih grinja koje su bolji plivaci noge imaju

duze segmente prekrivene nizovima tankih seta (slika 11) (Smith i sar. 2001).
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1.4.4. Anatomske karakteristike

Sistem organa smjesten je u hemocelu okupaniom hemolimfom, koja cirkuli§e pokretima

tjelesne muskulature (Schmidt 1935, Mitchell 1962, Smith 1 sar. 2001).

Digestija zapo€inje vec¢ unutar plijena. Vodene grinje helicerama hvataju zrtvu 1 u nju
1izlu€uju produkte pljuvaénih Zzlijezda, a zatim pomocu zdrijelne pumpe uvlace te¢nu
hranu. Nakon toga ona se transportuje kroz usta, muskulozno zdrijelo 1 jednjak, do
srednjeg crijeva, gdje se odvijaju procesi digestije 1 apsorpcije (Bader 1938, Smith 1 sar.
2001). Svi divertikulumi srednjeg crijeva zavrSavaju se slijepo, nema povezanosti izmedu

crijeva i ekskretorne pore (Smith 1 sar. 2001).

Ekskretorni sistem predstavljen je sistemom cjevcica koje su smjeStene u neposrednoj
blizini srednjeg crijeva. Konacne ekskretorne produkte apsorbuje hemolimfa 1 skladisti u
ekskretorne cjev€ice u vidu bijelih ili zutih nerastvorljivih kristala nepoznatog hemijskog

sastava (Smith 1 sar. 2001).

Mnoge grupe vodenih grinja zadrzale su parne stigme (smjeStene izmedu bazalnih osnova
helicera) koje vode u traheje, a one se mrezom cjevcica granaju po cijelom tijelu (Smith
1 sar. 2001). Medutim, one su nefunkcionalne kod deutonimfi 1 adutnih jedinki, pa se
respiracija odvija difuzijom kroz integument. Kod adultnih jedinki, mnogih vrsta vodenih
grinja koje naseljavaju stajace vode, razvijen je zatvoreni sistem cjev€ica. On je smjeSten
neposredno ispod integumenta i ima ulogu transporta gasova do unutrasnjih organa

(Mitchell 1970, Smith i sar. 2001).

Nervni sistem je predstavljen nediferenciranom ganglijskom masom koja okruzuje
jednjak. Od nje polaze dorzalni nervi ka ¢ulnim organima i usnim djelovima, a ventralni

nervi inervisu noge i genitalne regione (Smith i sar. 2001).

Muski polni sistem Cine parni testisi i sjemevodi, koji vode u ejakulatorni kompleks (Barr
1972, Smith i sar. 2001), odnosno sistem membranoznih komora koji sluzi za skladistenje
spermatozoida. Ovaj kompleks podsjeca na Spric, pomocu kojeg se spermatozoidi
izbacuju iz genitalnog trakta kroz gonoporu (Davids i sar. 2007). Zenski polni sistem &ine
parni jajnici koji su djelimi¢no povezani i parni jajovodi koji se spajaju u jedinstven kanal

koji vodi do gonopore (Smith i sar. 2001, Davids i sar. 2007).
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1.5. Pregled istrazivania faune vodenih grinia u Crnoi Gori

Istrazivanje faune vodenih grinja u Crnoj Gori pocelo je prije viSe od jednog vijeka,
odnosno 1903. godine. Veliki broj studija doprinio je opisivanju 201 vrste, koliko je do
sada poznato u Crnoj Gori (prilog 1). To €in1 50% od 400 vrsta opisanih na Balkanu (Pesi¢

1 sar. 2018a).

Najraniju publikaciju o vodenim grinjama sa podruc¢ja bazena Skadarskog jezera objavio
je Ceski zoolog Thon (1903). Sadrzala je listu od 13 vrsta vodenih grinja. One su bile dio

materijala, koji je sakupio Ceski profesor Mrazek (1903).

Nakon toga, Muzelijus je saCinio listu od sedam vrsta iz bazena Skadarskog jezera
(Musselius, 1912). Tokom istrazivanja vodenih grinja Jugoslavije, Viets (1936) je

zabiljezio devet vrsta sa ovog podrudja.

Nakon duze pauze, poCetkom 2000-ih, istrazivanje vodenih grinja nastavio je Pesic.
Objavio je listu od 49 vrsta vodenih grinja iz stajacih voda Skadarskog jezera (2002¢). U
posljednje dvije decenije, samostalno ili u koautorstvu, publikovao je viSe od 20 radova

sa podacima o vodenim grinjama iz sliva Skadarskog jezera (Pesi¢ 1 sar. 1999-2022).
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1.6. Primiena molekularnih metoda u taksonomiii vodenih grinia

Najveci broj poznatith vrsta vodenih grinja opisan je na osnovu morfoloskih
karakteristika, a broj radova koji ukljucuju molekularno geneticke metode, u cilju
provjere i dopune ovih opisa, 1 dalje je relativno oskudan (Blattner i sar. 2019). Bez obzira
na to, brojne studije pokazale su da geneti¢ko razdvajanje vrsta koje se temelji na upotrebi
mitohondrijskog COI gena, ima veliki potencijal u otkrivanju novih vrsta, rjeSavanju
taksonomskih pitanja 1 daje znac€ajan doprinos procjenama biodiverziteta (Machler 1 sar.
2014, Montagna i sar. 2016, Elbrecht 1 sar. 2017, Blattner 1 sar. 2019). Metode koje su
nedavno razvijene, poput metabarkodinga (eng. metabarcoding, istovremena
identifikacija veceg broja jedinki) 1 metode eDNK (eng. environmental DNA; DNK
prikupljena u zivotnoj sredini), zasnivaju se na prethodno uspostavljenim 1 pouzdanim
referentnim bazama podataka. Treba ista¢i da je, u cilju postizanja najboljih rezultata,

neophodno ispravno taksonomsko znanje 1 postojanje preciznih opisa vrsta.

Molekularno geneticke analize vodenih grinja baziraju se na analizi mitohondrijskog
plazmida (mtDNK), koji ukljuCuje uniparentalno nasljedivanje, ili jedarnom genomu
(nDNK) kada ispitujemo biparentalno nasljedivanje (Stryjecki 1 sar. 2016). Studija
Blattnerai sar. (2019), pokazala je da pri odabiru molekularnih markera treba biti obazriv,
u skladu sa ciljevima istrazivanja. Analiza fragmenta COI gena mtDNK, kao standardnog
barkoding markera, pokazala se uspjeSnom kod odredivanja vrsta vodenih grinja, ali nije
pogodna za njihovo svrstavanje u vise taksonomske kategorije (npr. rodove, porodice ili

nadporodice).

Istrazivanja u kojima je morfologija zamijenjena integrativnom metodom koja kombinuje
morfoloske karakteristike i molekularne podatke (Martin i sar. 2010, Dabert i sar. 2016,
Fisher i sar. 2017, Pesi¢ 1 sar. 2017, Pesi¢ 1 sar. 2019a, b, Pesi¢ 1 sar. 2020b, ¢, d),
omogucila je otkrivanje prethodno zanemarenih ili pogresno identifikovanih vrsta
vodenih grinja. Na osnovu molekularnih analiza, Martin 1 sar. (2010) utvrdili su da se
kompleks vrsta oznacen kao Hygrobates nigromaculatus sastoji od dvije odvojene vrste.
Oni su predlozili da se populacije koje naseljavaju jezera i rijeke rangiraju na nivou vrsta:
H. nigromaculatus u jezerima i H. setosus u potocima. Dabert 1 sar. (2016) koristili su
viSe molekularnih markera na osnovu kojih su izveli zakljucke o filogenetskim odnosima

unutar visih taksonomskih kategorija (nadporodica) vodenih grinja. PeSi¢ i sar. (2017)
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istrazivali su kompleks Hygrobates fluviatilis 1 dosli do zakljuaka da je u pitanju
kompleks od Sest vrsta, a naknadno su u ovom kompleksu opisane dvije nove vrste sa
podrucja Balkanskog poluostrva (Pesic i sar. 2020a). Osim toga, unutar kompleksa vrsta
H. nigromaculatus opisane su dvije nove vrste H. lacrima i H. limnocrenicus (PeSi¢ 1 sar.

2020c).

1.7. Filogeniia

Filogenija je nau¢na disciplina koja se bavi 1zuavanjem evolutivne proslosti razli€itih
taksonomskih kategorija (Whiley & Lieberman, 2011). Prou¢ava odnose izmedu 1 unutar
pojedinih taksona na osnovu morfoloskih, anatomskih, fizioloskih, etoloskih, ekoloskih,

biogeografskih 1 paleontoloskih karakteristika.

Osnove za proucavanje filogenije su homologije, odnosno sli¢nosti izmedu organizama
koje su posljedica nasljedivanja od zajednickog pretka. Prilikom rekonstrukcije
filogenetskih odnosa bitno je razlikovati homologije od homoplazija. Homoplazije
predstavljaju sli€nosti izmedu pojedinih taksona koji nijesu rezultat nasljedivanja od
zajednickog pretka, ve¢ su posljedica paralelne, reverzne ili konvergentne evolucije

(Kalafati¢, 1998).

Molekularna filogenija proucava srodnicke odnose izmedu i unutar pojedinih taksona na
nivou makromolekula, odnosno, na nivou DNK, RNK 1 proteina. Molekularno-
filogeneticka analiza spoj je molekularno-bioloskih i bioinformatickih tehnika. Obuhvata
izolaciju i umnozavanje DNK iz odabranog organizma, sekvencioniranje, poravnavanje
sekvenci proucCavanih grupa, odredivanje supstitucionog modela za konstruisanje

filogenetskog stabla, rekonstrukciju tog stabla i njegovu analizu.

Najbitniji element u proucavanju srodnickih intra- i interspecifi¢cnih odnosa je odabir
adekvatnog molekularno-genetickog markera. U filogenetskim rekonstrukcijama
preporucuje se koricenje vise markera koji imaju varijabilnu brzinu mutacija i razliCitog
su porijekla (nuklearni, citoplazmatski, polno vezani itd.) (Emerson & Hewitt, 2005).
Upotreba veceg broja markera doprinosi vjerodostojnosti podataka i olaksava otkrivanje
hibridizacije, lateralnog prenosa gena, umnozavanja pseudogena i sli¢nih procesa koji

mogu dovesti do pogresnih zakljuc¢aka (Berminngham & Moritz, 1998).
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Cilj molekularno-filogenetickih analiza je rekonstrukcija srodnickih odnosa i1 odredivanje
vremena koje je proteklo od trenutka kada su organizmi dijelili zajednickog pretka.
Konaéni rezultat analiza je dvodimenzionalni grafik, tzv. filogenetsko stablo, koje
prikazuje odnose izmedu organizama i sastoji se od &vorova i grana. Cvorovi mogu biti
spoljasnji (OTU - eng. Operational taxonomuc wunits) 1 unutrasnji (HTU - eng.
Hypothetical taxonomic units). Spoljasnji ¢vorovi predstavljaju taksone koje
prouCavamo, a unutraSnji njithovog hipotetickog pretka (Hall, 2007). Nacin grananja

predstavlja topologiju stabla, odnosno odnose izmedu potomaka i pretka.

Filogenetska stabla mogu biti ukorijenjena 1 neukorijenjena. Ukorijenjeno stablo sadrzi
¢vor (korijen) koji predstavlja zajednickog pretka. Stabla se ukorjenjuju pomocu
spoljasnje grupe (eng. outgroup). Ona nije Clan analiziranog taksona, ali je sa njim blisko
povezana. Neukorijenjena stabla predstavljaju srodnicke odnose izmedu taksona bez

stvaranja hipoteza o zajedni¢kim precima 1 evolutivnom putu (Hall, 2007).

U opisivanju filogenetskih odnosa i1zmedu taksonomskih jedinica razlikujemo
monofiletsku, parafiletsku i polifiletsku grupu. Monofiletska grupa se u sistematici naziva
klada (eng. clade), 1 €ine je Clanovi koji poti€u od zajednickog pretka, karakteristicnog
samo za tu grupu. Parafiletska grupa sadzrzi naymladeg zajedniCkog pretka 1 neke (ali ne
sve) njegove potomke. Polifiletska grupa sadrzi taksone koji nijesu evoluirali od
zajedniCkog pretka i nastaje kao rezultat konvergentne evolucije (Whiley & Lieberman,
2011). Osim koriS¢enja veceg broja molekularno-genetickih markera, veca
vjerodostojnost molekularno-filogenetickih analiza postize se i upotrebom veceg broja
razliCitih metoda za rekonstruisanje filogenetskih stabala. Metode za rekonstrukciju
filogenetskih odnosa mogu se podijeliti na metode bazirane na distanci (eng. distance

matrix) 1 metode bazirane na stanjima karaktera (eng. character state).
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Najcesce koriScene metode filogenetske rekonstrukcije (Baxevanis & Oullette, 2001) su:

e Metoda susjednog sparivanja (NJ, eng. Neighbor joining) (Saitou 1 Nei, 1987)
bazira se na matrici udaljenosti 1 koristi strategiju postepenog grupisanja u
klastere. Princip podrazumijeva pronalazenje susjednih taksonomskih jedinica
kako bi se na kraju minimalizovala ukupna duzina stabla.

e Metoda najvece ustede (MP; eng. Maximum parsimony) (Swoford, 2001) ) bazira
se na stanjima karaktera 1 koristi strategiju iscrpnog pretrazivanja. Algoritam tezi
pronalasku stabla za €iju je topologiju odgovoran minimalan broj evolutivnih
promjena.

e Metoda najvece vjerovatnoce (ML; eng. Maximum likelihood) (Felsenstein, 1973,
1981) bazira se na stanjima karaktera kao 1 MP. Algoritam prou¢ava vjerovatnocu
pojavljivanja svake nukleotidne baze ili aminokiseline u predackom izvoru.

e Bajesijanska analiza (BA; eng. Bayesian analysis) (Mau 1 sar. 1999) relativno je
nova metoda stanja karaktera, a bazira se na vjerovatnoci koja su procijenjena na

osnovu nekog evolutivnog modela (eng. prior expectation).

Metoda DNK barkodinga u rekonstrukciii filogenetskih odnosa

U klasicnoj morfoloskoj identifikaciji vrsta postoje Cetiri osnovna nedostatka
(ograniCenja): fenotipska i geneticka plasti¢nost, problem kripti¢nih vrsta, morfoloske
osobine karakteristicne samo za odredeni stadijum razvi¢a i stru¢nost taksonoma
(Waterton i sar. 2013). Otkako je 2003. godine metoda DNK barkodinga predlozena kao
pouzdan nacin odredivanja vrsta (Hebert i sar. 2003), otkriveno je prisustvo novih ili
ranije nezabiljezenih vrsta protista, biljaka, gljivai zivotinja. Metoda je uspjesno zazivjela
u naucnoj zajednici, §to je dovelo do stvaranja brojnih medunarodnih inicijativa kao sto
je npr. International Barcode of Life (iBOL), koja obuhvata brojne institute, univerzitete

1 prirodnjacke muzeje Sirom svijeta (preko 150 zemalja) (Valentini i sar. 2009).

Kako bi metoda DNK barkodinga uspjesno funkcionisala, a u cilju boljeg uporedivanja
podataka, neophodna je opsezna baza DNK barkodova sa prilozenom morfoloskom
identifikacijom jedinki. Ratnasingham i1 Hebert (2007) uspostavili su BOLD bazu, koja
korisnicima omoguc¢ava odredivanje populacija, upravljanje podacima, analizu sekvenci

1 upotrebu bioinformaticke platforme za rekonstrukciju filogenetskih odnosa.
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1.8. Filogeografiia

Filogeografija je oblast biogeografije pomocu koje objasnjavamo uzroke 1 procese koji
odreduju geografsku distribuciju populacija unutar vrsta ili srodnih vrsta (Avise 1 sar.
1987). Pomocu filogeografije pokuSavamo da zaklju€imo kakav uticaj imaju istorijski 1
demografski procesi u populacijama na sadaSnju distribuciju genetskih osobina
organizama. Iz tog razloga, u filogeografske analize treba ukljuciti znanja iz molekularne
genetike, paleontologije, filogentske biologije, istorijske geografije 1 geologije (Avise,

2000).

Osnovna jedinica u filogeografskim studijama je monofiletska grupa ili klada, koja je
dobijena filogenetskom analizom. Medu najCeS¢e koriS¢enim markerima su segmenti
mitohondrijske DNK, ali se mogu koristiti 1 drugi markeri. Mitohondrijska DNK se lako
izoluje, ima jednostavnu genetsku strukturu, visoku stopu mutacije 1 nasljeduje se
majCinski. Zbog toga je vrlo upotrebljiv marker za rekonstrukciju filogeografske istorije

vrsta 1 za rekonstrukciju evolutivnih dogadaja (Avise, 2000).

Jedan od temelja upotrebe mitohondrijske DNK u filogeografskim studijama je teorija
slivanja 1li srastanja (eng. coalescent theory). To je populacioni model neutralne
evolucije, na osnovu kojeg svi mitohondrijski haplotipovi poti¢u od zajednickog pretka.
Koalescenca je model iskljucivanja linija iz genetiCkog drifta, a on omogucéava pogled u
prosle dogadaje koji vode do zajednic¢kih predaka (Harding 1996). Sto su organizmi ili
geni sli¢niji, krace je vrijeme koalescence 1 samim tim vrijeme do zajednickog pretka. Na

vrijeme koalescence uti¢u veliCina recentne populacije i prethodni demografski dogadaji.

Geografski raspored populacija mozemo objasniti pomocu dvije pojave: vikarijantnosti i
disperzije. Usljed vikarijantnosti dolazi do izolacije genetskih klada zbog geografskih
prepreka. Pomocu ovog procesa dobijamo odvojene populacije sa razliCitim genetskim
sastavom, koje se mogu razviti do samostalnih vrsta ili ponovo uspostaviti kontakt.
Pomocu disperzije, vrste se §ire na podrucja koja su primjerenija za prezivljavanje. U tom
slucaju dolazi do diferencijacije vrsta zbog razvrstavanja linija i/ili genetickog drifta, ali
1 do izolacije zbog udaljenosti. U evolucionim procesima, pojave vikarijantnosti i

disperzije se preplicu.
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1.9. Cilievi rada

Porijeklo faune sliva Skadarskog jezera jo§ je neistrazeno. Glavna hipoteza, koju su
nedavno formulisali Grabowski 1 sar. (2018), pretpostavlja da je “jezero 1 njegov bazen
mogao biti kolonizovan setom S§iroko rasprostranjenih linija sa visokim disperzivnim
sposobnostima koje nastanjuju lakustricna staniSta Sirom Balkana, ili da je bilo
kolonizovano uglavnom iz malih lokalnih vodenih tijela povezanih sa limnokrenim

izvorima ili mocvarama”.

Isti autori ukazuju da je Skadarsko jezero mlado vodeno tijelo, koje nema endema ni na

nivou vrsta ni na nivou intraspecifi¢ne raznolikosti.

Sa druge strane, bazen Skadarskog jezera sa sistemom okolnih kraskih izvora, bio je
1izolovan tokom veceg dijela svoje istorije. U tom periodu, koji je procijenjen na vise od
2,5 miliona godina, stvorili su se uslovi za prisustvo velikog broja endema, kako na nivou
vrsta tako 1 na nivou filogenetskih linija (potencijalno kripti¢ne 1 pseudokripti¢ne vrste).
Smatra se da su kraski izvori u ovom podrucju vjerovatno izolovani stotinama hiljada
godina, §to je pojacalo nastanak divergentnih i lokalnih endemskih linija, potencijalno i

vrsta (Grabowski 1 sar. 2018).

Da bi se utvrdio stvarni nivo endemizma lokalne faune neophodno je izvrsiti detaljne
filogeneticke 1 filogeografske analize kod brojnih grupa zivotinja (npr. riba, pijavica,
akvati¢nih insekata itd.). Ove grupe do sada su gotovo iskljucivo proucavane na
morfoloskom nivou, ali se malo zna o njihovoj] molekularnoj raznovrsnosti i

filogenetskim / biogeografskim afinitetima.

Iako je znanje o rasprostranjenosti i diverzitetu pijavica i vodenih grinja u Crnoj Gori
unaprijedeno u posljednjih dvadeset godina, malo se zna o njihovom populaciono
molekularnom diverzitetu. U ovoj disertaciji, pijavice porodice Glossiphoniidae
(Hirudinea) 1 vodene grinje Hydrachnidia (Acari) predstavljaju model organizme u
procjeni diverziteta lokalne faune primjenom integrativnog pristupa, koji kombinuje

morfoloske i molekularne podatke.
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Ova analiza sprovedena je sa sljede¢im postavljenim ciljevima:

e Objasniti filogenetske 1 filogeografske odnose istrazivanih populacija pijavica i
vodenih grinja na osnovu analize fragmenata mitohondrijskog COI gena.

e Testirati primjenjivosti molekularnih metoda, prvenstveno DNK barkodinga na
rasvjetljavanju filogenetskih odnosa ovih grupa beski¢menjaka.

e Dopuniti javno dostupnu BOLD bazu podataka sa DNK barkodovima pijavica i
vodenih grinja sa podru¢ja Crne Gore 1 uporediti 1h sa drugim javno dostupnim
barkodovima.

e Stvoriti pouzdanu DNK bazu podataka, koja je preduslov za primjenu savremenih

metoda procjene stanja slatkovodnih ekosistema.
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2. MATERIJALI Il METODE
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2.1.1. Podrudie istrazivania

Sliv Skadarskog jezera predstavlja jedan od najraznovrsnijih i najinteresantnijih prostora
Balkanskog poluostrva (slike 12 1 13). Osim toga, jedno je od najbogatijih slatkovodnih
podru¢ja na svijetu, sa prosjeénom izdasnoséu od 54 1/s/km? (Radulovi¢ M. i sar. 2015,
Radulovi¢ M. 2018). Povrsina sliva Skadarskog jezera iznosi 5.631 km? od ¢ega 81 %
pripada teritoriji Crne Gore, a nesto vise od 1.000 km? Albaniji (Radulovié¢ M. i sar. 2015).
Prema jugozapadu i zapadu grani€i se sa slivom Crnogorskog primorja i slivom rijeke
Trebisnjice; prema sjeveru i sjeveroistoku sa slivovima rijeke Pive, Tare i Lima, a sa

jugoistoka sa slivom rijeke Drim (Radulovi¢ V. 1983).

Slika 12. Pogled sa Bobije na Skadarsko jezero (fotografija: Zlatko Pavicevic)

Za danasnju geomorfologiju bazena Skadarskog jezera od znaCaja su mnoge rijeCne
doline, a najveci priliv jezeru daje rijeka Moraca sa pritokama (oko 63%) (Radulovi¢ M.
1 sar. 2015). Znatne koliCine vode jezero dobija i podzemnim putevima, preko niza

(15

sublakustri¢nih izvora, tzv. ,oka“. Praznjenje jezerskog bazena vrsi se direktno
isparavanjem i rijekom Bojanom, kojom voda otice u Jadransko more. Pod odredenim
hidroloskim uslovima, neposredno slivno podrucje Skadarskog jezera uvecava se vodama

iz slivova rijeka Drima i Bojane.

Skadarsko jezera smatra se kriptodepresijom jer su mu djelovi povrSine dna ispod
morskog ogledala (Besi¢ & Mihailovi¢, 1983), sa najnizom tackom oko 2,5 m ispod nivoa
mora (ne racunajuc¢i dubinu ,,oka“) (Radojic¢i¢ 2005). Najdublje je Radusko oko, Cija

najdublja tacka iznosi 72,5 m (Barovic i sar. 2018). Prosjecna dubina jezera krece se

35|str.



Jovanovi¢ M. Filogenija, filogeografija i distribucija vrsta Glossiphoniidae (...) i Hydrachnidia (...) na
podrucju sliva Skadarskog jezera. Doktorska disertacija, UCG, PMF, Studijski program Biologija, 2022.

izmedu 4,4 1 8,3 m (Radulovi¢ M. i sar. 2015). Skadarsko jezero je suptropsko, sa
najnizom prosje¢nom vrijednoscu temperature vode 4,2 °C, i najvisom 27,5 °C (Karaman

& Beeton, 1981).
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Slika 13. Mapa sliva Skadarskog jezera

(autor: Peter Gloer, preuzeto 1 modifikovano iz Pesic 1 sar. 2018b)
2.1.2. Paleogeografska istraZivania

Relativno veliko slivno podru¢je Skadarskog jezera obuhvata sve tipske geoloske
karakteristike cijelog prostora juznih Dinarida: od vrlo starih paleozojskih i mezozojskih
sedimentnih 1 metamorfnih stijena sa brojnim magmatskim eruptivima (na sjevernom
dijelu sliva), do iskljuivo karbonatnih stijena u njegovom centralnom i juznom dijelu
(Karaman & Beeton, 1981; Glavatovi¢ & Radusinovi¢, 2011). Poznavanje geoloske
istorije sliva Skadarskog jezera od posebnog je znaCaja za razumijevanje geoloSkog
sastava 1 tektonskog sklopa, a samim tim i za oCuvanje biodiverziteta i upravljanje

hidroloskim rezimom ovog podrucja.
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Bez obzira na brojne studije kojima se doslo do podataka o geoloskoj gradi, shvatanja o
paleogeografskoj evoluciji ovog terena znacajno su se mijenjala tokom posljednjih

decenija (Radulovi¢ V. 1983, Radulovi¢ M. 2018, Grabowski 1 sar. 2018).

Nedavna studija od strane Mazzini i sar. (2015) pokazala je da se Skadarsko jezero moze
smatrati veoma mladim vodenim tijelom, koje je nastalo prije 1.200 godina od
slatkovodnih mocvara 1 izvora koji su bili na njegovom sadasnjem mjestu. U doba
Rimljana, a vjerovatno i ranije, mo¢varno podru¢je zauzimalo je danasnji polozaj jezera.
Prema istim autorima, evolucija do trajnog jezera nije povezana sa globalnim ili lokalnim
klimatskim dogadajima, ve¢ sa povecanjem nivoa mora duz istocne obale Jadrana i
varijacijama toka rijeke Drim. Rekonstrukcija koju su predlozili Mazzini 1 sar. (2015),
poklapa se sa istorijskim zapisima o ovom podru¢ju. Italijanski humanista 1 istoricar
Merula (1474), u svojim zapisima prvi navodi postojanje Skadarskog jezera. Od 1513.
godine, ono je uvijek zastupljeno na geografskim kartama, kako navodi 1 JireCek (1916)

u eseju o 1storiji Skadra tokom srednjeg vijeka.

Sa druge strane, nesumnjivo je da bazen Skadarskog jezera sa sistemom okolnih kraskih
1zvora mnogo stariji 1 da postoji mnogo duze od danasnjeg jezera (Grabowski 1 sar. 2018).
Prema pomenutim autorima, nastao je prije vise od 2,5 miliona godina 1 tokom istorije
bio je izolovan, §to je uslovilo postojanje velikog broja krenalnih i fluvijalnih endema, na
nivou morfo-vrsta a i na nivou genetickih linija (eventualno kripti¢ne 1 pseudokriptic¢ne

vrste).

2.1.3. Limnolos§ka istrazivania

Prva kontinuirana istrazivanja Skadarskog jezera zapocela su 1952. godine, osnivanjem
Ribarske stanice Narodne Republike Crne Gore, sa ciljem monitoringa i naucnog
proucavanja (Pesic¢ i sar. 2018b). Ona je 1965. godine transformisana u biolosku stanicu
Instituta za bioloska i medicinska istrazivanja. Od 1973. godine, ova naucna jedinica
djeluje u okviru Univerziteta ,,Veljko Vlahovi¢“, a devedesetih godina proslog vijeka
transformisana je u Odsjek za biologiju Prirodno-matematickog fakulteta, Univerziteta
Crne Gore, koji je osim naucnih istrazivanja preuzeo i obrazovnu ulogu (Pesi¢ i sar.

2018b).
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Limnoloska istrazivanja 1 procjena biodiverziteta Skadarskog jezera, kroz saradnju SFR
Jugoslavije i Sjedinjenih Americ¢kih Drzava, zapoceti su 1972. godine, u okviru projekta
,Limnolo§ka istrazivanja Skadarskog jezera“. Projekat je trajao pet godina (1972-1977)
1 doprinio je objavljivanju publikacije ,,The Biota and Limnology of Lake Skadar“, koja
sadrzi fundamentalne informacije o ovom podrucju (Karaman & Beeton, 1972). Tokom
posljednje Cetiri decenije prikupljena su dodatna znanja o hidrologiji 1 biodiverzitetu
bazena Skadarskog jezera (Radulovi¢ V. 1997, Boskovi¢ 2004, APAWA & CETI 2007).
Najnovija knjiga ,, The Skadar/Skodra Lake Environment“, koja je objavljena 2018.
godine, sadrzi sistematizovane podatke o ovom podrucju kroz 23 poglavlja iz razli€itih

naucnih disciplina (Pesic 1 sar. 2018b).

2.1.4. Filogenetska istrazivania

Na podru¢ju sliva Skadarskog jezera detaljne taksonomske/filogenetske analize, koje
uklju¢uju morfoloske 1 molekularne analize, radene su za samo nekoliko grupa

beski¢menjaka.

Najveci broj studija vezan je za faunu rakova iz grupe Malacostraca (Sworobowicz 2015,

Wysocka 1 sar. 2017, Jabtonska 2018) i hidrobidne puzeve (Falniowski 1 sar. 2012).

Sworobowicz (2015) 1 Wysocka 1 sar. (2017) proucavali su evropskog slatkovodnog
izopodnog raci¢a Asellus aquaticus i utvrdili da je bazen Skadarskog jezera kolonizovan
u kasnom pliocenu/ranom pleistocenu od lokalne jugoistocno-evropske mitohondrijske
DNK linije.

Grabowski i sar. (2018) utvrdili su da je Siroko rasprostranjeni balkanski amfipodni raci¢

Gammarus roeselii u Skadarskom bazenu predstavljen sa dvije linije, jednom lokalnom

endemskom i drugom koja je vjerovatno porijeklom iz Ohridskog jezera.

Jabtonska i sar. (2018) opisali su novu vrstu slatkovodnih kozica, Atyaephyra viadoi, ¢ija

je distribucija povezana sa sublakustricnim izvorima u Crnoj Gori.

Sve navedene studije pokazale su odsustvo tipicnih lakustricnih endema.
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2.2. Uzorkovanje i morfoloSke analize pijavica

U periodu od 2018. do 2019 godine, sakupljanje pijavica porodice Glossiphoniidae u slivu
Skadarskog jezera sprovedeno je na sedam lokaliteta (tabela S, slike 14, 15. 1 16). Tokom
terenskog istrazivanja zabiljezeni su podaci o prikupljenim vrstama, podru¢ju istrazivanja
1 koriS§¢enoj metodi sakupljanja. Mjesta uzorkovanja su fotografisana i zabiljezene su
geografske koordinate. Svi sakupljeni uzorci konzervirani su u 96% etanolu, kako bi se

omogucile morfoloske i molekularno-geneticke analize.

Tabela S: Nazivi lokaliteta, nadmorska visina 1 tip stanista na kojima su sakupljene pijavice.

Oznaka Naziv (grad / naselje / lokalitet) Nadmorska visina | Tip staniSta

1 Danilovgrad, Dobro polje 56 m reo-limnokreni izvor
2 Danilovgrad, Oraska jama 56m pecinski izvor

3 Podgorica, Crno oko 38m limnokreni izvor

4 Danilovgrad, Mareza 38 m limnokreni izvor

5 Cetinje, Rijeka Crnojevica 9m loti¢ko staniste

6 Cetinje, Karu¢ 12 m sublakustri¢ni izvor
7 Tuzi, Vitoja 9m reo-limnokreni izvor

18] 3 X P13 2074

18,574 19121 19467 20013 20 Jél

Slika 14. Mapa Crne Gore sa oznacenim lokalitetima u slivu Skadarskog jezera na kojima su

sakupljeni uzorci pijavica (oznaceno tackama; popisi lokaliteta su u tabeli 4). Mapa je kreirana u
softveru QGIS ver. 2.8.11.
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Slika 15. (lijevo) Karu¢, sublakustriéni izvor (fotografija: M. Jovanovi¢) Slika 16. (desno) Cmo

oko, limnokreni izvor (fotografija: M. Jovanovi¢)

Pijavice koje pripadaju porodici Glossiphoniidae prikupljene su ru¢no pomocu pinceta ili
pomocu ruc¢nih mrezica sa tvrde podloge (kamenje, drvece), biljaka potopljenih u vodi
i/ili sa obala (slika 17). Morfoloska analiza do nivoa vrste izvr§ena je pomocu

identifikacionih kljuceva (Nesemann & Neubert, 1999, Grosser i sar. 2016).
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Slika 17. Sakupljanje pijavica (slika lijevo — ru¢no sakupljanje (fotografija: Ana Manovi¢), slike

¥

desno 1 dolje — sakupljanje ruénom mrezicom (fotografije: A. Manovi¢, M. Jovanovi¢).
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Osim u slivnom podru¢ju Skadarskog jezera, pijavice su sakupljane sa petnaest lokaliteta
1z Sest evropskih zemalja: Albanije, Austrije, Bosne 1 Hercegovine, Kosova, Njemacke 1
Sjeverne Makedonije (slika 18). Neki od navedenih lokaliteta su tipski (lat. locus typicus),
sa kojih su vrste G. nebulosa (potok Nieplitz, Berlin, Njemacka) i G.balcanica (izvor
Toplla, Decani, Kosovo) prvi put opisane za nauku (Nesemann & Neubert 1999, Grosser
1 sar. 2016). Znacajan dio materijala prikupljen je na podru¢ju Ohridskog i Prespanskog
jezera (Sjeverna Makedonija i Albanija) u septembru 2019. godine. Ovo podrucje je
odabrano jer ga odlikuje nekoliko endemicnih taksona pijavica (npr. G. complanata
maculosa 1 G. pulchella). Osim toga, od posebnog znacaja je dio morfoloski
identifikovanog materijala pijavica iz roda Glossiphonia, koji je preuzet iz zbirke
Prirodnjackog muzeja u Becu (NHM) kako bi se obezbijedio pouzdan set podataka za
dalje molekularno-geneticke analize. Na kraju, u konacan set podataka uvrstene su i javno
dostupne sekvence iz banke gena (eng. GenBank) kako bi se uporedile sa sekvencama

dobijenim u ovom istrazivanju (slika 18).

Slika 18. Mapa Sireg podrucja sa lokalitetima na kojima su sakupljane pijavice (crvene tacke oznaCavaju
nalaze iz ovog rada, a plave iz prethodnih radova (gdje su koordinate bile dostupne)). Istaknuti su kodovi
zemalja (ALB-Albanija, BiH-Bosna i1 Hercegovina, KOS-Kosovo, MK-Sjeverna Makedonija, CG-Crna
Gora, AUS-Austrija, GER-Njemacka). Mapa je kreirana u softveru QGIS ver. 2.8.11.

41 str.



Jovanovi¢ M. Filogenija, filogeografija i distribucija vrsta Glossiphoniidae (...) i Hydrachnidia (...) na
podru¢ju sliva Skadarskog jezera. Doktorska disertacija, UCG, PMF, Studijski program Biologija, 2022.

2.3. Molekularno geneticke analize pijiavica

Sa ciljem utvrdivanja filogenetskih odnosa odabranih vrsta pijavica, izvrSene su
molekularno-geneticke analize u Laboratoriji za molekularnu sistematiku Prirodnjackog
muzeja u Becu (NHM). 1z prikupljenih uzoraka izdvojene su jedinke iz kojih je izolovana
DNK. DNK ekstrakti, nakon izvrSene izolacije, zamrznuti su na - 80°C u Laboratoriji za
molekularnu sistematiku, a vauceri (eng. vaucher — pojedinacna zivotinja koja sluzi kao
dokazni materijal), sacuvani u DNK zbirci Prirodnjackog muzeja u Becu, kao dokazni

muzejski materijal (slika 19).

Odabran je gen koji kodira subjedinicu citohrom oksidaze mitohondrijske DNK (eng.
COI), a koji je ve¢ koriscen u sli¢nim istrazivanjima. Mitohondrijski fragment gena za
podjedinicu 1 citohrom ¢ oksidaze (COI) predlozen je kao standardan region za DNK

barkoding unutar carstva zivotinja.

Mitohondrijska DNK (mtDNK) smjestena je unutar mitohondrija koje nalazimo u svim
¢elijama zivotinjskog tkiva. U pitanju je dvolancani kruzni molekul koji sadrzi
nekodirajudi region (“D-petlja”) i kodirajuci region, na kome se nalazi 37 gena razlicite
funkcije 1 brzine evolucije (Wolstenholme 1992). Prednosti CO/ gena u odnosu na druge
molekularno-geneticke markere su izostanak introna (za razliku od nuklearne DNK), kao

1to $to nema insercije i delecije (za razliku od 125, 12S RNK).

Slika 19. Lijevo — pojedinaéni vaucer. Slika desno — skladi$tenje vaucera koji €ine zbirku vaucera
NHM.

Za sve jedinke iz kojih je uspjesno izolovana DNK, podaci sa svim relevantnim
informacijama uneseni su u BOLD bazu (The Barcode of Life Data Systems — BOLD
Systems ver. 4; http://www.boldsystems.org).
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2.3.1. Izolaciia DNK. PCR amplifikaciia. elektroforetsko razdvaianie fragmenata DNK i

sekvencioniranie gena mtDNK pijavica

Pijavice fiksirane u 96% etanolu ¢uvane su na temperaturi 4 °C do izolacije DNK. Uzorci
misi¢nog tkiva (priblizno 2 x 2 x 2 mm), odvojeni su pomocu sterilnih skalpela 1 pinceta
sa zadnjeg dijela tijela odabranih jedinki. Pri tome se vodilo racuna da se ne presijeku
unutras$nji organi pijavica, jer mogu sadrzati tkiva drugih vrsta, Sto bi dovelo do
kontaminacije DNK. Prije pocCetka izolacije DNK iz svake pojedinacne zivotinje, uzet je
novi sterilni skalpel, po potrebi 1 nove rukavice, a pincete smo neprekidno Cistili 96 %
etanolom 1 papirnim ubrusima. Izolacija genetickog materijala izvrSena je pomocu
DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) prema prilozenim uputstvima

proizvodaca. Konacna zapremina rastvora DNK iznosila je 40 pL.
Liza tkiva:

e uzorke miSi¢nog tkiva lizirali smo u 180 pL pufera za liziranje (ATL),
e lizatu smo dodali 20 pL proteinaze K (20 mg/ml), vorteksovali 1 1 inkubirali u

termomikseru na 56 °C do kompletnog liziranja tkiva.
Nastavak protokola DNK izolacije:

e ulizat smo dodali 200 puL pufera AL i vorteksovali sadrzaj 10-15 sekundi,

e ulizat smo dodali 200 uLL 96 % etanola 1 vorteksovali sadrzaj 10-15 sekundi,

e smjesu lizata prenijeli smo u u kolone sa silikatnom gel membranom (DNeasy
Mini spin column) i tubicama (centrifugirkama) od 2 ml,

e sadrzaj je centrifugiran jedan minut na 8.000 obr/min, filtrat je odstranjen,

e gomnji dio kolone (spin column) prenijeli smo u novu centrifugirku od 2 ml,

e kolone smo isprali sa 500 puL pufera za ispiranje (AW 1) (»Wash Solution 1«),

e sadrzaj je centrifugiran jedan minut na 8000 obr/min, filtrat je odstranjen,

e gomnji dio kolone (spin column) prenijeli smo u novu centrifugirku od 2 ml,

e kolone smo isprali sa 500 puL pufera za ispiranje (AW2) (»Wash Solution 2«),

e sadrzaj je centrifugiran tri minuta na 14.000 obr/min, filtrat je odstranjen,

e centrifugiranje je ponovljeno jos jednom (»dry centrifugation«),

e posljednji korak je ispiranje sa 30 uL. pufera AE (»Elution Solution«); inkubacija

jedan minut na sobnoj temperaturi; centrifugiranje jedan minut na 8.000 obr/min.
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Umnozavanje (eng. amplification) izolovanog genetiCkog materijala izvrSeno je
lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR eng. Polymerase Chain Reaction). PCR
predstavlja brzu, specifi¢nu i osjetljivu metodu umnozavanja odabranih DNK fragmenata
u in vitro uslovima. Umnozen je COI region ukupne duzine ~ 708 baznih parova (eng.

base pair - bp).

Oligonukleotidni prajmeri (poCetnice) koriS¢eni za umnozavanje fragmenta DNK su:
LCO1490, 5 ' GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3 '1

HCO2198, STAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3 ' (Folmer i sar. 1994).
Prajmer za smjer 5' prema 3’ predstavlja “forward”, a u smjeru 3' prema 5' “reverse”.

Amplifikacija fragmenta DNK PCR reakcijom odvija se u nekoliko koraka. U prvom
koraku dolazi do denaturacije dvolancanog molekula DNK pod uticajem visoke
temperature (94 °C). U drugom koraku temperatura se snizava do 52 °C i prajmeri nalijezu
na kompatibilna mjesta na jednolancanoj DNK. U treCem koraku, pomocu enzima
polimeraze umnozava se komplementarni lanac DNK pri 72 °C. Ova tri koraka ponavljaju
se cikli¢no 35 puta, Sto rezultira velikim brojem kopija Zeljenog PCR produkta zbog
eksponencijalne prirode reakcije. Posljednji korak je hladenje uzoraka, kojim se
omogucava kratkorocno Cuvanje reakcijske smjese dok se epruvete ne preuzmu iz PCR

uredaja (tabela 6).

Tabela 6: Uslovi PCR reakcije

Korak PCR reakcije Temperatura / °C Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 94 3min 1
Denaturacija 94 30s 35
Hibridizacija 52 30s
Elongacija 72 Imin
Konacna elongacija 72 7min
Hladenje 10 o0
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Svaka PCR reakciona smjesa sastojala se od 1 uL destilovane vode (eng. nuclease free
water), 0,1 uL TopTaq DNK polimeraze, 2,5 uL 10x TopTaq PCR pufera, 10 mM svakog
dNTP (dezoksiribonukleotid trifosfat), SO pM svakog prajmerai 1 uL DNK za 25 uL
ukupne zapremine reakcione smjese (tabela 7). Ukoliko PCR produkt nije dobijen ovim
odnosom zapremine standarda za PCR 1 zapremine DNK, povecana je zapremina DNK.
Prilikom svake PCR reakcije, kori§€ena je negativna kontrola koja je umjesto DNK
sadrzala vodu, a sluzila je kao kontrola potencijalne kontaminacije pojedinih hemikalija
1 pribora.

Tabela 7: Sastav PCR reakcione smjese od 25 ul

Reagensi Zapremina
ddH.0 (AD) 20,4 nl
10xTopTaq PCR Pufer 25l
dNTP miks (10 mM po jednom) 0,5 ul
Prajmer A (50 uM) 0,25 ul
Prajmer 2 (50 uM) 0,25 ul
TopTaq DNK Polimeraza 0,1 ul
'DNK Tpl
UKUPNO: 25l

Uspjesnost PCR reakcije provjerena je metodom elektroforeze u agaroznom gelu.
Elektroforeza je metoda koja omogucava razdvajanje molekula DNK po duzini pod
uticajem jednosmjernog elektri¢nog polja. Negativno naelektrisani DNK molekuli krecu

se od negativne katode prema pozitivnoj anodi, pri cemu kraci molekuli putuju brze kroz

gel.

Za potrebe ovog rada koriscen je jednoprocentni agarozni gel, koji je pripremljen
rastvaranjem 1 g agaroze u 100 ml 1x TBE pufera (tris-borat etilendiamintetraoktena
kiselina) sa 100 pl etidijum bomida koncentracije 0,5 pg/ml. Etidijum bromid je boja koja
interkalira u molekul DNK i omogucava vizuelizaciju fragmenata DNK pod uticajem UV

zraCenja.
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Na gel se nanosilo 5 pg pojedinacnog uzorka. Elektroforeza se odvijala u 1 x TBE puferu
na 120 V, u trajanju od 30 minuta. Veli¢ina DNK fragmenata odredivana je pomocu
elektroforetskog standarda poznate veliCine fragmenata. Nakon elektroforeze gel je

vizueliziran na UV transluminatoru i fotografisan digitalnim foto-aparatom (slika 20).

Slika 20. Provjera kvaliteta dobijenih PCR produkata pijavica nakon elektroforeze.

Za preciscavanje proizvoda amplifikacije koris¢en je QIAquick PCR komercijalni kit za

prec€iscavanje (Qiagen, Hilden, Njemacka) prema prilozenim uputstvima proizvodaca.

Sekvencioniranje je izvedeno u oba smjera (smjer “forward” 1 “reverse”) u
komercijalnom servisu Microsynth-u (Balgach, Svajcarska), pomoéu forward (LCOI) i

reverse (HCOI) prajmera, koji su kori§ceni u amplifikaciji fragmenata DNK.
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2.4. Uzorkovanie i morfoloske analize vodenih grinia

U periodu od 2018. do 2021. godine, vodene grinje sakupljane su na lentickim i loti¢kim
staniStima na podrucju sliva Skadarskog jezera. Uzorkovanje je vrseno na 28 lokaliteta
(slika 21). Mjesta uzorkovanja su fotografisana i zabiljezene su geografske koordinate
(slike 22, 23. 1 24). Sakupljanje vodenih grinja sprovedeno je u okviru projekta ,, DNA-
Eco“ (,,DNA barkod referentna biblioteka kao alat za odrzivo upravljanje ugrozenim
slatkovodnim ekosistemima u slivu Skadarskog jezera®), podrzanog od strane

Ministarstva nauke Crne Gore.

Slika 21. Mapa Cme Gore sa lokalitetima u slivu Skadarskog jezera na kojima su potvrdeni nalazi
vodenih grinja (oznaceno tackama; nazivi lokaliteta navedeni su u tabeli 7). Mapa je kreirana u
softveru QGIS 2.8.11.
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Slika 22. (lijevo gore) Moromis, temporalna bara (fotografija: M. Jovanovi¢) Slika 23. (lijevo
dolje) Rijeka Cmojevica, donji tok rijeke (fotografija: M. Jovanovi¢) Slika 24. (desno) Donja
Plavnica (donji tok rijeke) (fotografija: V. Pesi¢)

Uzorkovanje je vrSeno pomoc¢u ru¢nih mrezica promjera okaca S00 um. Materijal je
saCuvan u 96% etanolu i transportovan u Laboratoriju za biodiverzitet Prirodno-
matematickog fakulteta, gdje je prema dostupnoj literaturi (Bartsch i sar. 2007, Di
Sabatino 1 sar. 2010, Gerecke 1 sar. 2016), identifikovan do nivoa morfo-vrsta. Jedinke

vodenih grinja fotografisane su prije molekularno-genetickih analiza.
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Tabela 8: Nazivi lokaliteta, nadmorska visina 1 tip stanista u slivu Skadarskog jezera na kojima

su sakupljane vodene grinje.

Oznaka Naziv (grad / naselje / lokalitet) Nadmorska Tip staniSta
visina

1 Niksi¢, Vidrovan, Vukovo vrelo 663 m reo-limnokreni izvor

2 Niksié, 1zvor u selu Milocani 620 m reokreni izvor

3 Niksi¢, planina Lukavica, izvor ,,.Babino | 1607 m limokreni izvor
sicelo®

4 Niksi¢, planina Lukavica, bare 1497 m limnokreni izvor

5 Kolasin, izvor kod Manastira Moraca 295 m reokreni izvor

6 Danilovgrad, rijeka Zeta, Slap 38m reo-limnokreni izvor

7 Danilovgrad, izvor ispod gradskog mosta | 43 m reokreni izvor

8 Danilovgrad, rijeka Zeta, Spuz 39m reokreni izvor

9 Danilovgrad, izvor Mareza 31m reokreni izvor

10 Podgorica, Mareza, kanal 32m limnokreni izvor

11 Danilovgrad, Svinjiska vrela 94 m reokreni izvor

12 Danilovgrad, bara Moromis 53 m temporalna bara

13 Podgorica, rijeka Zeta, Pricelje 38m reo-limnokreni izvor

14 Danilovgrad, rijeka Zeta, Vranjske Njive | 34 m reokreni izvor

15 Podgorica, rijeka Moraca 24 m donji tok rijeke

16 Tuzi, rijeka Cijevna, Dinosa 80 m donji tok rijeke

17 Tuzi, rijeka Cijevna, Trgaja 78 m donji tok rijeke

18-19 Cetinje, Rijeka Crnojevica 9m donji tok rijeke

20 Bar, Poseljanski izvor 19m reokreni izvor

21 Bar, Poseljanski potok 1l m potok

22 Bar, rijeka Orahovstica 5m donyji tok rijeke

23 Bar, izvor u selu Godinje 91 m reokreni izvor

24 Bar, Skadarsko jezero, Muriéi 8m litoralna zona jezera

25 Podgorica, Skadarsko jezero, donja | 6 m donyji tok rijeke
Plavnica

26 Podgorica, Skadarsko jezero, gornja | 9 m donji tok rijeke
Plavnica

27 Tuzi, Vitoja, izvor 9m reo-limnokreni izvor

28 Tuzi, Vitoja, bazen 9m limnokreni izvor
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2.5. Molekularno-geneti¢ke analize vodenih grinia

Molekulamo-geneticke analize vecéeg dijela prikupljenog materijala vodenih grinja
1zvrSene su prateci standardni protokol za DNK ekstrakciju (Ivanova 1 sar. 2007), PCR
reakciju (Ivanova & Grainger 2007a) 1 sekvencioniranje (Ivanova & Grainger 2007b) u
Kanadskom centru za DNK barkoding - CCDB (Guelf, Kanada; http://ccdb.ca/, slika 25).
Manyji dio prikupljenog materijala vodenih grinja analiziran je tokom studijskog boravka
u Laboratoriji za biogeografiju 1 ekologiju invertebrata Univerziteta u Lodu (Lodz)

Poljska, u februaru 2020. godine.
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Microbisium parvulum
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Slika 25. Sematski prikaz toka DNK barkodinga (1. DNK izolacija, 2. PCR amplifikacija, 3.
sekvencioniranje PCR produkata, 4. poredenje dobijenih sekvenci sa referentnom bazom

podataka) (preuzeto od IBOL - International Barcode of Life https://ibol.org/about/dna-

barcoding).

Ciljan je region mitohondrijske DNK koji kodira citohrom oksidazu I (COI), a on se uz
18S 1 28S ribozomalne jedarne markere najéesce koristi za rekonstrukciju filogenetskih
odnosa unutar grupe Hydrachnidia (Dabert 1 sar. 2016, Blattner 1 sar. 2019). DNK
ekstrakti, nakon izvrSene izolacije, zamrznuti su na — 80 °C u Centru za Biodiverzitet 1
genomiku (CBG; www.biodiversitygenomics.net), a vauceri vra¢eni Studijskom
programu za biologiju Prirodno-matematickog fakulteta, gdje su skladisteni. Izolacija
DNK vodenih grinja je nedestruktivna metoda, $to je od posebnog znaéaja u slu¢ajevima
dodatne morfoloske provjere barkodiranog materijala. Pojedini vaucer secirani su prema
Davids 1 sar. (2007), a preostali su skladiSteni u “Koenike” medijumu. Ova smjeSa
glicerina — glacijalne sircetne kiseline — destilovane vode, u odnosu 5:2:3, predstavlja

najcesce upotrebljavani fiksativ za dugotrajno ¢uvanje vodenih grinja.
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2.5.1. Izolaciia DNK. PCR amplifikaciia. elektroforetsko razdvaianie fragmenata DNK i

sekvencioniranje gena mtDNK vodenih grinija

U Laboratoriji za biogeografiju 1 ekologiju invertebrata u Lodu, DNK je ekstrahovana
neinvazivnom metodom pomocu Gene MATRIX Tissue DNA Purification Kit (EURx),

prema uputstvima proizvodaca.
Liza tkiva:

Jedinke su odvojene od 96% etanola i isuSene pomocu filter papira. Inkubacija pomocu

pufera T, proteinaze K 1 Rnaze A izvrSena je u trajanju od 3 h na 56 °C.

Nakon toga, jedinke vodenih grinja odvojene su od digestionog pufera i saCuvane u 96 %

etanolu za dalje morfoloske analize.
Nastavak protokola DNK izolacije vodenih grinja:

e u lizat je dodato 350 ul Sol T pufera, sadrzaj je promijeSan, vorteksovan i
inkubiran deset minuta na 70 °C,

e ulizat je dodato 350 ul 96% etanola,

e sadrzaj je vorteksovan i1 centrifugiran jedan minut na 10.000 obr/min ,

e 0600 ul ovog sadrzaja prenijeto je u tubice sa silikatnom gel membranom (spin
column), u koje je prethodno dodato 350 ul aktivacionog pufera T,

e sadrzaj je centrifugiran jedan minut na 10.000 obr/min; iz sabirne epruvete
odstranjen je filtrat,

e preostali lizat prenesen je u nove tubice i centrifugiran 2 minuta na 10.000
obr/min, zatim je jo§ jednom ponovljen postupak odlivanja filtrata,

e dodato je po 500 pl pufera za Cisc¢enje (Wash TX1) i (Wash TX2), koje je pratilo
centrifugiranje od 2 min na 10.000 obr/min i odlivanje filtrata,

e posljednji korak je dodavanje 50 ul prethodno ugrijanog pufera za ispiranje na
silikatnu gel membranu kolona. Nakon inkubacije od 2 minuta na sobnoj
temperaturi, tubice su centrifugirane jedan minut na 10.000 obr/min. Na kraju,

postupak centrifugiranja ponovljen je jos jednom.

Ekstrahovana DNK skladistena je u na temperaturi od 2 — 8 °C kako bi se omogucila PCR

amplifikacija ciljanog regiona.
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Lancana reakcija polimeraze (PCR reakcija) izvrSena je koriS¢enjem prajmera:
LCO1490-JJ (5'-CHACWAAYCATAAAGATATYGG-3") 1
HCO2198-1J (5-AWACTTCVGGRTGVCCAAARAATCA-3").

Protokol za pripremu PCR reakcione smieSe od 20 ul:

4,8 ul dd H O

10 pl 10 x PCR pufera

1,6 ul + 1,6 pl praymera (LCOJJ © HCOJJ)
2 ul ekstrahovane DNA

Vremensko temperaturni program PCR reakciie €inili su:

Pocetna denaturacija 94 °C 3 min

Denaturacija 94 °C 30s

Hibridizacija 45 °C 1 min 30's 5 ciklusa
Elongacija 72 °C 60 s

Denaturacija 94 °C 30s

Hibridizacija 51°C 1 min 30 s 35 ciklusa
Elongacija 72 °C 60 s

Kona¢na elongacija 72 °C 5 min

Hladenje e 10 min

Uspjesnost PCR reakcije provjerena je metodom elektroforeze u agaroznom gelu.
Koristen je jednoprocentni agarozni gel, koji je pripremljen rastvaranjem 1 g agaroze u
100 ml 1x TBE pufera (tris-borat etilendiamintetraoktena kiselina) sa 100 ul etidijum

bromida koncentracije 0,5 pg/ml.

Na gel se nanosilo 5 pg pojedinacnog uzorka. Elektroforeza se odvijala u 1 x TBE puferu

na 120 V, u trajanju od 30 minuta. Veli¢ina DNK fragmenata odredivana je pomocu
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elektroforetskog standarda poznate veliCine fragmenata. Nakon elektroforeze gel je

vizueliziran na UV transluminatoru i fotografisan digitalnim foto-aparatom (slika 26).

Slika 26. Provjera kvaliteta dobijenih PCR produkata vodenih grinja nakon elektroforeze.

PCR produkti poslati su na €is¢enje i sekvencioniranje (u jednom smjeru) u komercijalni
servis Naturalis Biodiversity Center (Lejden, Holandija). Analiza je izvedena
Sangerovom metodom, upotrebom prajmera koji su koris¢eni u amplifikaciji fragmenata

DNK.

2.6. Bioinformaticke analize

2.6.1. Bioinformati¢ke analize pijavica

2.6.1.1. Uredivanije i poravnavanie nukleotidnih sekvenci

Sekvence preuzete od komercijalnog servisa provjerene su u programu BLAST (eng.
Basic Local Alignment Tool) (Altschul i sar. 1990), koji poredi dobijene sekvence sa vec
postoje¢im sekvencama za istrazivanu vrstu u bazi NCBI (eng. National Center for

Biotechnology Information).

Pregledanje 1 sredivanje eksperimentalno dobijenih sekvenci pijavica vrSeno je u
programu Bioedit 7.2.4 (Hall 1999). Sredivanje poravnatih sekvenci podrazumijevalo je
uklanjanje prajmera, loSe ocitanih pocetaka i/ili krajeva varijabilnih duzina. Razlike u
oCitanim nukleotidima provjerene su pregledanjem hromatograma pojedina¢nih
sekvenci. Sve eventualne greske u sekvencioniranju ru¢no su ispravljene, bilo da je u

pitanju preklapanje signala ili izostavljanje neke od baza.

53|str.



Jovanovi¢ M. Filogenija, filogeografija i distribucija vrsta Glossiphoniidae (...) i Hydrachnidia (...) na
podru¢ju sliva Skadarskog jezera. Doktorska disertacija, UCG, PMF, Studijski program Biologija, 2022.

2.6.1.2. Filogeneticke 1 filogeografske analize

Konaéni set podataka za filogeneticke analize pijavica obuhvatio je 52 sekvence,

ukljucujuci podatke iz ovog istrazivanja i one dostupne u banci gena (GenBank).

Program koriscen za analizu poravnatih sekvenci 1 rekonstrukciju filogenetskih stabala je
MEGA X softver, verzija 10.1.7 (Kumar 1 sar. 2018). Analize su sprovedene
filogenetskim metodama: najvece vjerovatno¢e (ML; eng. maximum likelihood) 1

susjednog sparivanja (NJ; eng. neighbour joining).

Rekonstrukeiji filogenetskog stabla prethodio je izbor optimalnog evolutivnog modela za
svaki geneticki ,,biljeg™. Evolutivni ili nukleotidni supstitucioni modeli pretpostavljaju na
koji je nacin doslo do nukleotidnih promjena u sekvencama tokom evolutivne proslosti.
Najpovoljniji evolutivni model odabran je pomocu bajesijanske metode (BIC; eng.

Bayesian information criterion).

U sprovedenim filogenetiCkim analizama (ML, NJ 1 BI), kao statisticka podrska
grananjima unutar stabla koriS¢ena je metoda bootstrap. Podrska za grananje unutar
filogenetskih stabala odredena je na osnovu 500 bootstrap ponavljanja za ML 1 NJ
analizu. Parametri analiza za podatke postavljeni su na isti na€in. U NJ metodi koriS¢ene
su p-distance, a u analizu su ukljucene tranzicije i transverzije. U analizi statistickom
metodom ML koriSc¢eni su supstitucioni modeli TN93 + 1 +G) sa inicijalnim NJ modelom,
a heuristicka metoda odabira stabla je ,,Subtree-Prunung-Regrafting” (SPR). Bajesijanski
pristup rekonstrukcije (eng. Bayesian inference tree) izvrien je u programu MrBayes ver.
3.2.2 (Huelsenback & Ronquist, 2001, Ronquist i sar. 2012) sa 10° generacija.
Filogenetska stabla uredena su u programu CorelDRAW Graphics Suite X7

(http://www.coreldraw.com).

Nekorigovane genetiCcke udaljenosti (PD; eng. p-distance) i korigovane genetiCke
udaljenosti (K2P; eng. Kimura two-parameter distance), unutar i izmedu linija otkrivenih

filogenetskim analizama, procijenjenih u programu MEGA.

Sekvence roda Glossiphonia grupisane su u jedinstvene haplotipove pomocu softvera
DnaSP version 6.0 (Rozas 1 sar. 2017). U istom programu izracunati su i parametri

genetiCkog diverziteta iztrazivanih populacija: diverzitet haplotipova (Hd), diverzitet
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nukleotida (m), prosje€an broj nukleotidnih razlika (k), varijabilna (polimorfna) mjesta

(VPS) 1 informativna mjesta za parsimoniju (PIS) (Tab.11).

Mreza haplotipova konstruisana je u programu NETWORK 4.2.0.2 (Flexus Technologies
Ltd. SAD), pomocu median joining algoritma (Bandelt, Forster & Rohl, 1999). Za
prikazivanje rezultata mreze haplotipova oslanjamo se na nacela teorije slivanja ili

srastanja (Freelend 2005, Templeton 1998), koja predvidaju:

1. Da su najfrekventniji haplotipovi, po pravilu, najstariji.

2. U mrezi haplotipova najstariji su unutrasnji haplotipovi, a mladi haplotipovi
rasporeduju se po rubu mreze.

3. Haplotipovi sa visSe medusobnih povezivanja po pravilu su stariji.

4. Stariji haplotipovi su geografski bolje raSireni, jer su za Sirenje imali vise
vremena.

5. Haplotipovi iste populacije po pravilu imaju samo jednu vezu, jer su se razvili

kasnije 1 nijesu imali dovoljno vremena za Sirenje.

2.6.1.3. Razdvaianie vrsta

U cilju genetickog razdvajanja vrsta pijavica, koriStena je ASAP analiza (eng. Assemble
Species by Automatic Partitioning). Onlajn verzija
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/asapweb.html) je primijenjena, a za udaljenost je
izabran Kimura 2 parametar (K2P). Ova analiza bazira se na automatizovanoj metodi,
pomoc¢u koje se sekvence iz seta podataka razvrstavaju u hipoteticke vrste, odnosno
molekularne operativne taksonomske jedinice (eng. Molecular Operational Taxonomic
Units— MOTUs). Sto je niza vrijednost ASAP rezultata, to je uspjesnije razdvajanje vrsta
(Puillandre i sar. 2021).

Pored ASAP analize, u analizi pijavica kori§¢en je mPTP pristup za razdvajanja vrsta,
predlozen od strane Kapli i sar. (2017). Ova deliminaciona metoda bazira se na jednom

lokusu.

2.6.1.4. Analize pomoc¢u BOLD platforme

BOLD platforma predstavlja web okruzenje za koriscenje i analize DNK barkod

sekvenci. U vrijeme pisanja ove disertacije navedena platforma sadrzala je onlajn bazu
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DNK barkod sekvenci sa oko 330.244 zvani¢no opisanih vrsta zivotinja, biljaka, gljiva i

protista (~13.8 miliona jedinki).

Sekvence pijavica iz ove doktorske disertacije javno su dostupne u BOLD bazi, u
kreiranom projektu ,,WBGLS*“. Ovaj projekat sadrzi podatke o analiziranim jedinkama
(morfoloska identifikacija, osoba koja je morfoloski odredila jedinku, vrijeme i mjesto

uzorkovanja, geografske koordinate itd.).

Svim navedenim sekvencama dodijeljeni su BIN-ovi (eng. The Barcode Index Numbers),
na osnovu algoritma koji obuhvata sve COIl sekvence u BOLD bazi. Osim uloge
svrstavanja barkod sekvenci do hipotetickih vrsta, BIN-ovi imaju vaznu ulogu u
potvrdivanju unesenih podataka. Svaki BIN sadrzi jedinstveni kod koji sadrzi 3 slova
pracena sa 4 broja (npr. BOLD: AAA1111). BOLD stvara odvojenu stranicu za svaki
BIN, koji objedinjuje informacije o svojim ¢lanovima. Zbog znaajne podudarnosti
izmedu BIN-ova i1 morfoloski identifikovanih vrsta kod onih grupa organizama sa
naprednijom taksonomijom, BIN-ovi pruzaju dobre procjene vrsta. S obzirom da se
algoritam koji dodjeljuje BIN-ove pokrece jednom mjesecno, oni se ne dodjeljuju odmah

nakon unoSenja sekvenci u BOLD platformu.

2.6.2. Bioinformati¢ke analize vodenih grinja

2.6.2.1. Uredivanije i poravnavanie nukleotidnih sekvenci

Sekvence vodenih grinja preuzete od Macrogen Inc. provjerene su u programu BLAST
(eng. Basic Local Alignment Tool) (Altschul i sar. 1990), koji poredi dobijene sekvence
sa ve¢ postojec¢im sekvencama za istrazivanu vrstu u bazi NCBI (eng. National Center

Jor Biotechnology Information).

Pregledanje i sredivanje eksperimentalno dobijenih sekvenci vodenih grinja vrseno je u
programu Bioedit 7.2.4 (Hall 1999). Sredivanje poravnatih sekvenci podrazumijevalo je
uklanjanje prajmera, loSe ocCitanih pocetaka i/ili krajeva varijabilnih duzina. Razlike u
oCitanim nuleotidima provjerene su pregledanjem hromatograma pojedinacnih sekvenci.
Sve greske u sekvencioniranju su ruc¢no ispravljene, bilo da je u pitanju preklapanje

signala ili izostavljanje neke od baza.
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Za jedinke vodenih grinja koje se analizirane u CCDB-u, pregledanje 1 sredivanje
sekvenci 1 njihovo unoSenje u BOLD bazu dio je aktivnosti koje su sprovedene od strane

osoblja ovog istrazivackog centra.

2.6.2.2. Filogeneticke 1 filogeografske analize

Program kori§en za analizu poravnatih sekvenci odabranog roda Atractides i
rekonstrukciju filogenetskih stabala je MEGA X softver, verzija 10.1.7 (Kumar 1 sar.
2018). Analize su sprovedene metodom susjednog sparivanja (NJ;, eng. neighbour
joining).

Vrjeme divergencije vodenih grinja iz roda Atractides odredeno je korisc¢enjem
programskog paketa BEAST ver. 1.7.4 (Drummond 1 sar. 2012) na osnovu bajesijanske
evolutivne analize. Procjena vremena divergencije radena je za COI set podataka sa
intervalima 95% pouzdanosti pod razli¢itim evolutivnim modelima (Wilke 1 sar. 2009).
Kori§¢en je evolutivni optimalni model 1 model relaksiranog molekularnog sata (eng.
Uncorrelated lognormal relaxed molecular clock). Primijenjen je Yule proces specijacije
(Gernhard, 2008). Analiza je sprovedena tokom 10 miliona generacija, a prvih 1.000 (10
%) uzorkovanih stabala odbaceno je iz analize (burn-in). Pouzdanost analize provjerena
je u programu Tracer ver. 1.5 (Rambaut & Drummond, 2009). Programom TreeAnnotator
ver. 1.7.2 (Drummond 1 sar. 2012) generisano je konsenzus filogenetsko stablo sa
izraCunatim vremenima divergencije. Dobijeno stablo je uredeno programom FigTree

ver. 1.4.2 (Rambaut, 2012).

Sekvence roda Atractides grupisane su u jedinstvene haplotipove pomocu softvera DnaSP
verzija 6.0 (Rozas i sar. 2017). U istom programu izraCunati su i parametri genetickog
diverziteta istrazivanih populacija: diverzitet haplotipova (Hd), diverzitet nukleotida (m),
prosjeCan broj nukleotidnih razlika (k), varijabilna (polimorfna) mjesta (VPS) i

informativna mjesta za parsimoniju (PIS) (Tab.).

Mreza haplotipova konstruisana je u programu NETWORK 4.2.0.2 (Flexus Technologies
Ltd. SAD), pomoc¢u median joining algoritma (Bandelt, Forster & Rohl, 1999).
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2.6.2.3. Analize pomoc¢u BOLD platforme

U BOLD bazi kreirani su projekti sa DNK barkod sekvencama vodenih grinja
(morfolosko odredivanje, pol, osoba koja je morfoloski odredila primjerak, vrijeme 1i
mjesto sakupljanja, geografske koordinate itd.). Navedeni projekti mogu biti privatni —
dostupni samo osobi koja ih je kreirala (i osobama koje ona odabere) 1li javni — dostupni

svim korisnicima.

Sve DNK barkod sekvence vodenih grinja iz ove disertacije javno su dostupne u BOLD
bazi, u okviru seta podataka , MNEHYD*“—- DNK referentna biblioteka vodenih grinja
Crne Gore (slika 27).

Uz pomo¢ analitickog alata BOLD baze konstruisano je filogenetsko stablo svih DNK
barkod sekvenci dobijenih ovim radom. Za rekonstrukciju filogenetskog stabla unutar
BOLD baze koriscena je opcija,, Taxon ID tree” metodom susjednog sparivanja (NJ; eng.
neighbour joining). Sekvence su uskladene pomoc¢u MUSCLE tip poravnavanja sekvenci
(Edgar, 2004). Geneticke udaljenosti su izraCunate pomocu udvojenih distanci (eng.
Pairwise deletion), a uklju€ene su sve pozicije kodona. Kori§¢ene su samo pojedinacne

DNK sekvence nastale ovim radom, pa stoga nijesu stvoreni jedinstveni haplotipovi.

Alat ,BOLD Identification Engine* omogucio je uporedivanje dobijenih DNK barkod
sekvenci vodenih grinja sa postoje¢im (javnim 1 privatnim) u BOLD bazi. Rezultat je
prikazan pomocu procenta slicnosti (npr. 100 % znaci da je posmatrana DNK barkod

sekvenca u potpunosti identi¢na sa onom u bazi) (prilog 2).

U cilju procjene raznolikosti vodenih grinja u slivu Skadarskog jezera kori§¢ena je i
BOLD alat ,,Cluster Sequence”. Ona svrstava barkod sekvence u operativne taksonomske
jedinice (eng. Operational Taxonomic Units — OTUs) (Ratnasingham & Hebert 2013).
Pomoc¢u ovog alata, nepoznate jedinke Zivotinja razdvojene su u hipoteticke vrste, na
osnovu definisanih morfoloskih ili molekularnih udaljenosti (ili kombinacije navedenih
udaljenosti). Razvrstavanje sekvenci u OTU privremeno je i zasniva se isklju¢ivo na
kreiranim projektima u BOLD platformi. To znaci da, za razliku od BIN-ova za koje

BOLD platforma kreira trajne stranice, svrstavanje na OTU nije trajno.
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Slika 27. Prikaz seta podataka ,DS — MNEHYD* vodenih grinja u BOLD platformi.

Svim sekvencama vodenih grinja dodijeljeni su BIN-ovi, prema algoritmu koji poredi sve
COI sekvence u BOLD bazi. Izuzetak je jedna sekvenca Hygrobates longipalpis duzine
201 bp, kojoj BIN nije dodijeljen.
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3. REZULTATI
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3.1.1. Rezultati morfoloske analize piiavica

Prema morfoloskoj analizi 33 jedinke pijavica porodice Glossiphoniidae, otkriveno je
prisustvo tri roda: Helobdella, Glossiphonia 1 Placobdella. Rodovi Helobdella i
Placobdella predstavljeni su sa po jednom vrstom (svaka sa po dvije jedinke) H. stagnalis
1 P. costata. Najveci broj morfoloski analiziranih vrsta pripada rodu Glossiphonia: G.
complanata, G. nebulosa, G. balcanica 1 G. concolor. Kosmopolitska vrsta G.

complanata dominira po broju analiziranih jedinki (slika 28).

25
20
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0 - |
. M Brojnost
G. complanata G. nebulosa G. balcanica G. concolor rojnos

Slika 28. Rezultat morfoloske analize 29 jedinki pijavica roda Glossiphonia.

Osnovne morfoloske karakteristike najveceg broja vrsta roda Glossiphonia su prisustvo
Sest oCiju 1 1 istaknute papile na srednjem dijelu tijela (prstenu a2). Predstavnici roda

Placobdella imaju dva para ociju, a Helobdela samo jedan par.

Analizirane vrste pijavica iz roda Glossiphonia razlikuju se po sljede¢im

karakteristikama:

e (. complanata - istaknute papile samo na prstenu a2 srediSnjih somita; prisutna
zuta bocna linija; tamne paramedijalne pruge uvijek isprekidane na prstenu a2,
Sest jasno odvojenih oCiju.

e G. nebulosa - papile su istaknute na a2 i a3 prstenu sredisnjih somita; izostanak
zute boc¢ne linije; tamne paramedijalne pruge uglavnom neprekinute; najcesce
¢etvoro spojenih ociju.

e G. balcanica - paramedijalne pruge kontinuirane ili prekinute na prstenu a2; Sest
jasno odvojenih ociju.

e (. concolor — dorzalna povrsina glatka, bez vidljivih papila; tamne paramedijalne

pruge nepravilno isprekidane
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Unutar vrste G. complanata odvojene su jedinke koje pripadaju podvrstama G.
complanata complanata i G. complanata maculosa. Jedinke 1z Ohridskog i Prespanskog
jezeraidentifikovane su kao G. ¢. maculosa. Rijecje o podvrsti koja je do sada zabiljezena
samo u Ohridskom jezeru. Od nominalne podvrste, G. c¢. maculosa morfoloski se
diferencira po izostanku jasno vidljivih papila, kao 1 braon pigmentaciji koja formira

mrezaste Sare po cijelom tijelu (slika 29) (Sket 1968, Nesemann & Neubert, 1999).

Jedinke vrsta G. balcanica 1 G. nebulosa li¢e jedna na drugu, ali se mogu razdvojiti na
osnovu boje tijela. Kod G. balcanica boja tijela je svijetlo braon, dok su jedinke G.
nebulosa sa Balkana sive. Osim toga, razlika izmedu ove dvije vrste ogleda se u
medijalnom naboru na prednjoj pijavki. Ovaj nabor izostaje kod jedinki G. balcanica, a
izrazen je u populaciji G. nebulosa sa Kosova (mada je neznatno razvijen kod jedinke G.

nebulosa sa locus typicus-a u Njemackoj).

-
.
-
-
-
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-
-
..

Slika 29. Fotografije identifikovanih vrsta roda Glossiphonia A - G. c. complanata, rijeka Helme
(Njemacka), B - G. ¢. maculosa, Ohridsko jezero (Sjeverna Makedonija), C — G. nebulosa, rijeka
Helme (Njemacka), D — G. balcanica, izvor Toplla (Kosovo), E — G. cf. nebulosa, 1zvor Toplla
(Kosovo), (autori fotografija: C. Grosser (A, D, E), V. Pesi¢ (B), J. Handel (C), preuzeto iz

Jovanovic i sar. 2021).
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3.1.2. Rezultati molekularno-genetickih analiza piiavica

Ovim istrazivanjem generisana su 33 DNK barkoda (COI sekvence) koji pripadaju
porodici Glossiphoniidae, u punoj duzini od 658 baznih parova (Jovanovi¢ 1 sar. 2021).
Konaéni set podataka koji je koriS¢en za filogenetsku analizu, sa uvrStenim javno

dostupnim sekvencama iz baze GenBank, sadrzao je 52 sekvence.

Opsta topologija “maximum likelihood” 1 “neighbour joining” filogenetskih stabala
medusobno se podudarala (slika 30). Iako je bajesijanski pristup rekonstrukcije stabla
(eng. Bayesian Inference) slabo podrzan uz drugaciju topologiju, nekoliko klada bilo je u
skladu sa rezultatima ML 1 NJ metoda (takode prikazano na slici 30). Sve vrste roda
Glossiphonia ¢ine monofiletsku kladu, a Helobdella 1 Placobdella, koje su ukljucene kao
outgrupe, predstavljaju odvojene sestrinske klade (podrSka bootstrap ponavljanja > 96

%).

Iu ML i NJ filogenetskom stablu, CO/I sekvence roda Glossiphonia grupisane su u osam
filogenetskih klada (slika 30). Jedina vrsta koja naseljava sjevernoamericki kontinent, G.
elegans, sestrinska je grupa kladi koja je sacinjena od svih analiziranih evropskih
predstavnika ovog roda. Medutim, ova druga grupa podrzana je sa malim brojem
bootstrap ponavljanja (ML: 49%). U BI analizi, ovaj odnos sestrinske grupe nije bio
pronaden. Osim toga, odnosi medu kladama slabo su podrzani ovom filogenetskom
metodom (slika 30). Zbog toga su u daljem tekstu za evropske predstavnike roda

Glossiphonia opisani rezultati ML metode (slika 30).

Najveca klada, koja predstavlja vrstu G. complanata, podijeljena je na Cetiri subklade.
Jedinke sakupljene u Ohridskom jezeru (u Albaniji i Sjevernoj Makedoniji) oznacene su
kao G. ¢. maculosa (bootstrap podrska 97%). Zajedno sa G. c. complanata (MK479262),
sakupljene u rijeci Gacka (Otocac, Hrvatska) 1 G. c¢. maculosa, sakupljene u Prespanskom
jezeru (Sjeverna Makedonija) (LCHMEO024-20), ¢ine subkladu 1 (slika 30). Opisana
subklada, sa izuzetkom jedinke iz Hrvatske, ¢ini monofilum (iako sa slabom podrskom).
Opseg vrijednosti K2P distance izmedu G. c¢. maculosa iz balkanskih jezera i G. c.

complanata (sa izuzetkom jedinke MK479262 iz Hrvatske) iznosi 2,07 + 0,5%.

Preostale (slabo do umjereno podrzane) subklade predstavljene su geografski, do izvjesne

granice. Subklada 2 (pretezno zapadna) sadrzi jedinke sakupljene u Njemackoj,
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Francuskoj 1 Ujedinjenom Kraljevstvu. Subklada 3 sacinjena je od jedinki sakupljenih u
Austriji, Hrvatskoj 1 Sloveniji, a subklada 4 sadrzi jedinke sakupljene u Bosni i

Hercegovini, Hrvatskoj 1 Crnoj Gori.

G. balcanica, koja na filogenetskom stablu sadrzi dvije jedinke sa Kosova, predstavlja

sestrinsku kladu G. complanata kladi (uz visoku podrsku bootstrap ponavljanja).

Treca vrsta u ispitivanom setu podataka je G. concolor, a predstavljena je samo jednom
jedinkom (LCHMEO041-20) iz Njemacke (Mecklenburg-Vorpommern). Ova sekvenca
najsli¢nija je GenBank sekvenci G. concolor iz Svedske. Sa druge strane, javno dostupna
sekvenca iz Ukrajine (KM095097) znacajno je udaljena, a na filogenetskom stablu ¢ini
klaster sa sekvencom G. baicalensis (AY047329) iz Bajkalskog jezera u Rusiji. Jo§ jednu

udaljenu kladu formiraju dvije GenBank sekvence Glossiphonia verrucata iz Rusije.

Cetvrtoj vrsti koja je sekvencionirana u ovom radu, G. nebulosa, dodijeljene su dvije
subklade. Prvu formira jedinka sa locus typicus-a u Njemackoj (LCHMEO044-20), zajedno
sa jedinkom i1z Rusije (MN295412). Ova subklada predstavlja sestrinsku (sa visokom
podrskom 99%) preostaloj subkladi, koju Cine G. nebulosa 1z Bosne i Hercegovine i
Kosova (u stablu oznacene kao G. cf. nebulosa). Osim navedenih jedinki, posljednja
subklada sadrzi sekvence koje pripadaju vrsti G. verrucata, a porijeklom su iz Hrvatske
(MK479263-64) i Italije (AY96245). Zbog polozaja sekvenci G. verrucata unutar klade
G. nebulosa, posljednja vrsta postaje parafiletska (slika 30).

Vrste iz dva preostala roda, Helobdella i1 Placobdella, koje su analizirane u ovom radu
kao outgrupe, formiraju odvojene klade uz visoku vrijednost bootstrap podrske (99%).
Dvije jedinke vrste P. costata identi¢ne su i posjeduju istt BOLD BIN (AEC5178).
Nasuprot tome, dvije jedinke H. stagnalis predstavljene su razlic¢itim BIN-ovima u BOLD

bazi, a vrijednost p-distance iznosi 4,1 %.
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— ALB1a_1 G. complanata maculosa ALB
MAC2_2 G. complanata maculosa MAC
MAC1_1 G. complanata maculosa MAC
MAC3_1 G. complanata maculosa MAC
L MAC4_1 G. complanata maculosa MAC
AY047321 G. complanata UK

|- AF003277 G. complanata EU

= MF458715 G. complanata FR

95/96/- __|

[k MK479262 G. complanata CRO
HM246608 G. complanata GER

Gcomp1 G. complanata complanata GER
Gcomp2 G. complanata complanata GER
93/98/- {[ AUS2_1 G. complanata complanata AUS

75/78/- MAC2_1 G. complanata maculosa MAC
“ Gcomp3 G. complanata complanata GER| 2

]

MK479279 G. complanata CRO
MK479277 G. complanata SLO
MN5_1 G. complanata complanata MN
BH1_1 G. complanata compianata BH
83/86/-1— MK479278 G. complanata CRO
99/100/- MN7_1 G. compilanata complanata MN
MN2_1 G. complanata complanata MN 4
MN1_1 G. complanata compilanata MN
MN1_2 G. complanata complanata MN
MNG6_1 G. complanata complanata MN
MNB8_1 G. complanata compianata MN
_l Gbalc1 G. balcanica KOS *
10p/100/0.99' Ghalc2 G. balcanica KOS *
100/100; MHB70858 G. verrucata RUS
MHEB70857 G. verrucata RUS
KM095097 G. concolor UKR
AY047329 G. baicalensis RUS
AY962458 G. concolor SWE
Gconc1 G. concolor GER
MN295412 G. nebulosa RUS
Gnebu4 G. nebulosa GER *
7519010 \1KK479263 G. verrucata CRO
MK479264 G. verrucata CRO
AY962459 G. verrucata IT
BH3_1 G. cf. nebulosa BH
KOS1_1 G. cf. nebulosa KOS
KOS1_2 G. cf. nebulosa KOS
Gnebu1l G. cf. nebulosa KOS
Gnebu3 G. cf. nebulosa KOS
100/100/0.09 MK479253 G. elegans CAN
JQ073869 G. elegans USA
100/10011.0 | MN9_1 Placobdella costata MN
| MN4_1 Placobdella costata MN
— MAC4_2 Heiobdella stagnalis BH

100100M1.0 L—— BH3_2 Helobdella stagnalis MAC

70/68/-

99/100/1.0

69/60/-
99/100/1.0

99/100/1.0

99/98/0.99

—
0,050

Slika 30. Filogenetsko stablo “najvece vjerovatnoce™ (eng. maximum likelihood tree) porodice
Glossiphoniidae, koje ¢ine 52 COI sekvence. Vrijednosti bootstrap ponavljanja > 50% date su na
granama za obje filogenetske metode (ML/NJ). Osim toga, prikazane su BI vrijednosti
vjerovatnoce > 0,98 (treca vrijednost). Rezultati metoda za razdvajanje vrsta (ASAP 1 mPTP) date
su u vertikalnim stupcima. Samo podebljane sekvence predstavljaju rezultat ove disertacije.
Kodovi zemalja isti su kao u tabeli 5. Zvjezdicom su oznacene jedinke sa tipskih lokaliteta (/ocus

typicus) (preuzeto 1 modifikovano iz Jovanovié 1 sar. 2021).
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Tabela 9: Nazivi taksona, informacije o lokalitetima 1 BOLD / GenBank brojevi za jedinke
pijavica koriséene u filogenetskoj analizi. BOLD ID dati su za sekvence iz ove disertacije, dok je
za sekvence 1z prethodnih studija upisan GenBank ID
ID jedinke | Lokalitet (Staniste, Koordinate BOLD / Reference
(haplotip) drzava) GenBank ID
Glossiphonia verrucata
ROMIZ Neimenovana rijeka, 43.574722°N, MK479263 Mack & Kvist
111753 Hrvatska (CRO) 15.818889°E (2019)
ROMIZ Neimenovana rijeka, 43.574722°N, MK479264 Mack & Kvist
111755 Hrvatska (CRO) 15.818889°E (2019)
rijeka Sade, Italija (IT) AY962459 Siddall i sar.
(2005)
rijeka Chechuy, Rusija 58.194640°N MH670857 Kaygorodova i
(RUS) 109.294720°W sar. (2020)
jezero blizu Megeta, Rusija | 52.451440°N, MH670858 Kaygorodova i
(RUS) 104.027120°W sar. (2020)
Glossiphonia complanata complanata
BH1 1 rijeka Krupa blizu Vrbasa, 44.616°N, 17.1495°E | LCHMEO001-20 | Ova disertacija
Bosna i Hercegovina (BH)
MNI1 1 Karu¢, Podgorica, Crna 42.3585°N, LCHMEO008-20 | Ova disertacija
Gora (MN) 19.1064°E
MNI1 2 Karu¢, Podgorica, Crna 42.3585°N, LCHMEO009-20 | Ova disertacija
Gora (MN) 19.1064°E
MN2 1 Rijeka Crnojevica, Cetinje, | 42.3546°N, LCHME010-20 Ova disertacija
Cma Gora (MN) 19.0178°E
MNS5 1 Vitoja, Tuzi, Crna Gora 42.3251°N, LCHMEO013-20 | Ova disertacija
(MN) 19.3634°E
MNG6 1 izvor Dobro polje, 42.6305°N, LCHMEO014-20 | Ova disertacija
Danilovgrad, Crna Gora 19.0324°E
(MN)
MN7 1 izvor Mareza, Podgorica, 42.48°N, 19.1822°E LCHMEO015-20 Ova disertacija
Crna Gora (MN)
MNS 1 Karu¢, Podgorica, Crna 42.3585°N, LCHMEO016-20 | Ova diserta<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>