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Doktorska disertacija

XIl, 92 str., 14 pregl., 22 sl., 3 pril., 252 vir

sl

sl/en

Poznavanje genetske raznolikosti klomakov v evropskih morjih intudi v ostalif
svetovnih morjih je razmeroma skromno. Namen teiskaze je bil ugotoviti
filogeografsko strukturo izbranih vrst kloinjakov v evropskih morjih. Meduze megek
(Pelagia noctilucy, velikih klobuinjakov Rhizostoma pulmoin uhatih klobdnjakov
(Aurelia auritg) so bile vzokene na raztnih geogafskin obmdjih Sredozemskega
Crnega morja, severnega Atlantskega oceana, SeweriegBaltskega morja.V
filogeografskih analizah smo uporabili tri genetskarkerje: prvo podenoto citokromske
oksidaze (COI) in medgenski regiji v rRNA operondS1 in ITS2). V prowevanit
taksonih nismo zasledili razlik v dolzini pomnozZzgadragmenta COI (655 bpiRazlike \
dolzini smo ugotovili v regijah ITS. NajdaljSe rggiTS in velik dolzinski polimorfizem
smo nasli pri meroplanktonskin uhatih in velikih oBlenjakih  (767-843p),
holoplanktonske megmke imajo krajSe regije ITS bredolZinskega polimorfizm
(645 bp). Najvejo raznolikost v haplotipin COIl smo ugotovili prioloplanktonskih
meseinkah, medtem ko imajo meroplanktonski uhati in ikielklobu¢njaki nizjo
haplotipsko raznolikost COI (0,958 > 0,921 > 0,910) regijah ITS pa smo odkr
najvetjo haplotipsko (0,952) in nukleotidno (0,134) raltdkmst v vzorcih uhatih
klobunjakov. S filogeografskimi analizami na osnovi jegOl, ITS1 in ITS2 smov
evropskih morjih odkrili raztine filogeografske vzorce klobonjaskih meduz
Holoplanktonske mesgike nimajo motno podprte genetske in geografske strul
populacij v Sredozemskem morju in severnem Atlamtskoceanu. Nasprotno jeip
uhatem klobtnjaku filogeografska analiza z vsem tremi markgojkazala méno podprto
genetsko strukturiranost glede na geografska ¢fan®&azlike v nukleotidnih zaporedji
med posameznimi filogenetskimi skupinami so zelbkee(> 10%),tako visoki dele:
razlik nakazujejo na mozne kriptie vrste znotraj rodAurelia. Filogeografska analiza z
markerjem COI je odkrila slabo podprto strukturam populacij velikega klokunjakana
obmaiju Sredozemskega morja. Analize regij ITS1/ITS2 haZzejo geografsk
strukturiranosti — vsi haplotipi iz Sredozemskegarjmse razvrstijo v eno mino podprb
filogeografsko skupino. NaSi rezultati skupaj zuléati ostalih raziskovalcev nakazujejo
da so pri klobanjaskih meduzah filogeografski vzorci verjetno v@zaa zn&ilnosti
Zivljenjskega cikla — velike genetsko enotne pogigav holoplanktonskih in Je
geografsko stukturiranih kladov v meroplanktonskistah.
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AB In European seas and worldwide little is known abgenetic diversityof scyphozoa

jellyfish. In this respect, the aim of research o evaluate the phylogeographic struc
of selected scyphozoan species in European seadudsle of mauve stingePéglagic
noctilucg, barrel jellyfish Rhizostoma pulmoand moon jelly Aurelia aurita) were
sampled in different geographic regions of the Nadanean and Black Sea, nc
Atlantic Ocean, North and Baltic Sea. In phylogegit analyses of selected scypho:
jellyfish we used three genetic markers: cytochroma&ase subunit one (CORnc
intergenic regions of rRNA operon (ITS1 and ITS8equence analyses of partial (
region revealed no indels and lenght polymorphiégbpp) in all three species. Higl
variability between species was found in ITS regiobfhe longesITS regions with hig
rate of length polymorphism were in meroplanktdoéerel jellyfish and moon jelly (767-
843bp), whereas in mauve stinger ITS regions weretesoand very uniform with r
length polymorphism (645 bp). Mauve stinger hashéig haplotype diverssi thar
meroplanktonic barell jgiffish and moon jelly (0,958 > 0,921 > 0,910, resipety). The
highest haplotype (0,952) and nucleotide (0,134gmdity in ITS regions was found
moon jelly. Phylogeographic analyses with COIl, IT&&d ITS2 markers reveale
different patterns of genetic structuring of tax@mong scyphozoans irubpean sea
Analysis in holoplanktonic mauve stinger revealedgenetic and geographic popula
structuring in Mediterranean Sea and North Atla@imean. Onhte other hand in mor
jelly high genetic structuring according to geodmapregions was observe Sequenc
difference among phylogenetic groups is very high (> 10%), high percentage
difference suggesting new cryptic species in geAuselia In barel jellyfish the
phylogeographic analyses with COI marker revealedknstructure in the Mediterrane
Sea. Analysis with ITS1 and ITS2 markers revealedtnucturing of populations -all
haplotypes from the Mediterranean Sea are groupedone strong portec
phylogeographic group. Our results together with dkher scyphozoan studies res
indicate that shape of scyphozoan jellyfish phytmgapic patterns are proba
dependent on life-cycle characteristics — biggenetie homogene populationim
holoplanktonic and many geographically structudeds in meroplanktonic species.
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1 UuUvOD

V obalnih obmgjih po vsem svetu so opazena vedno pogostejSa timzopbjavljanja meduz
iz razreda klobénjakov. V evropskih morjih so poznana Stevilna mtwd pojavljanja
meduz velikih klobtinjakov Rhizostoma pulnme uhatih klobdnjakov (Aurelia auritg) in
meseink (Pelagia noctiluca Veliki in uhati klob&njak sta po nanu Zzivljenja
meroplanktonski vrsti in prisotni v obalnem morMese&inka je holoplanktonska vrsta, ki
nima polipov in jo najdemo tako v obalnem kot tudjlobljem ter odprtem morju.

Klobu¢njaki (Medusozoa: Scyphozoa: Cnidaria) imajo razme enostavno zgradbo telesa
in za razldevanje vrst je na voljo malo morfoloSkih taksonorhsknakov. Tezave pri
identifikaciji vrst, kjer je diagnostnih znakov za razlikovanje med vrstami zelo maabkb
razjasnimo z uporabo molekularnih metod. Primegamjormacij iz nukleotidnega zaporedja
mitohondrijske in/ali jedrne DNA je preprostaiinkovita in zelo priljubljena molekularna
metoda. Potencialno primerna zaporedja so Steinliraajo v genomu raznolike funkcije ter
nukleotidno sestavo (introni, eksoni, nekoditajaaporedja, mikrosateliti, itd.). Zaporedja so
bolj ali manj evolucijsko ohranjena, zato v skladnamenom raziskave izberemo zaporedje
Z najprimernejSimi lastnostmi. Mitohondrijska DNA y raziskavah Zivalskih populacij zelo
priljubljena, ker je njena izolacija razmeroma pospa in @dinkovita, ima relativnho visoko
frekvenco mutacij in maternalno dedovanje. Mitohdjsklo nukleotidno zaporedje prve
podenote citokromske oksidaze (COIl) je najbolj mdgouporabljen genetski marker v
filogenetskih raziskavah visjih metazojskih skufitebert in sod., 2003). V jedrnem genomu
se za filogenetske analize pogosto uporabljajo eunildna zaporedja med geni za
ribosomalne RNA (ITS1 in ITS2). Za ugotavljanje wzev prostorske genetske raznolikosti
pa filogenetske analize dopolnimo s filogeografakalizo.

Odnosi med posameznimi razredi znotraj debla oZagplv so kljub filogenetskim
raziskavam Se vedno dvoumni, ker obstaja xazlicnih razlag sorodnosti med razredi.
Razline filogenetske Studije so med glavnimi skupinarnigalkarjev potrdile, da lahko
razdelimo deblo ozigalkarjev na dve poddebli Antiegkoralnjaki) in Medusozoa; poddeblo
Medusozoa vkljauje trdozivnjake, klobtnjake, kubomeduze in staurozoje (Collins, 2002).
Na nivoju vrst je pri klobénjakih Stevilo filogenetskih Studij zelo skromnekaj raziskav je
bilo narejenih le pri redovih Semaeostomeae in &dt@meae - korenousti kloénjaki
(Schroth in sod., 2002; Dawson in sod., 2005; DawX@05 a, b, d). Za posamezne rodove in
vrste klobinjakov pa skoraj ni objavljenih filogenetskih inlofjeografskih Studij.
Raziskovalci so v vrsti uhati klobojak (A. auritd) po analizah nukleotidnih zaporedij
mitohondrijske DNA in genov za ribosomalne RNA atikre¢ kripti¢nih linij (Dawson in
Jacobs, 2001; Schroth in sod. 2002, Dawson in sB@Q5). Take filogenetske in
filogeografske analize pa bi bilo nujno narediii yseh tistih rodovih klobtnjakov, kjer za
identifikacijo vrst obstaja malo zanesljivih diagtionin morfoloSkih znakov. Npr. zaradi
pomankanja zanesljivih diagnastih znakov je vprasljiva taksonomska razdelitev ybta
1910; Kramp, 1961) v rodRhizostomaned vrstamd&. pulmoin R. octopusy roduPelagia
med vrstamP. noctiluca, P. cyanellan P. perla,itd.

Glede nacedalje StevilnejSe in redno pojavljanje da@lenih vrst klobdnjaskin meduz so
raziskovalci prodili in izpostavili v dejavnikov, ki verjetno vplivajo na Steslost meduz:
evtrofikacija obalnega morja, klimatske spremenyreov rib, Stevilne umetne strukture v
morju, ki so dodaten substrat za naselitev poligpeeracije. MnoZni pojavi klobwnjaskih
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meduz imajo Stevilne negativnéinke naclovekove dejavnosti, ker otezijo ribolov, nekatere
vrste klobwnjakov povzréajo neprijetne ozige, toksini meduz povam pomore rib v
akvakulturah, agregacije meduz lahko zamasijo dotokske vode v elektrarnah in v obratih
za razsoljevanje. Prav tako so pomembni in daljpms@eposredni vplivi mnoZnega
larvami, kar posledno vodi v zmanjSanje ribjih populacij. Zaradi teigaajo ribici man;jSi
ulov, kar se v ribisSki panogi odraza kot gospodarskoda (Purcell in sod., 2007; Richardson
in sod., 2009). Ker mno&na pojavljanja meduz klobnjakov v danasSnjerdasu povzréajo
vedno veéjo Skodo v gospodarstvu in turizmu, se v zadnasu vse bolj pojavlja potreba po
celostnem razumevanju ekologije meduz, kar vkij@ tudi populacijske raziskave
klobu¢njakov. Poznavanje filogeografske strukture kkopaskin meduz in polipov je
vsekakor pomembno in nujno, da lahko razlozimo rapatstne odnose in dejavnike, ki
omogaajo povezanost med geografskimi olifino

1.1 NAMEN DELA

V obdobjih mnoznih pojavov klobdnjakov v razlénih geografskih obmigih
Sredozemskega i@rnega morja, severnega Atlantskega oceana, Sewvernegaltskega
morja so bile vzarene klobdnjaske meduze (medeke —P. noctiluca uhati klobinjaki —
A. auritain veliki klobuenjaki —R. pulmq. Iz vzorcev meduznih tkiv smo izolirali genomsko
DNA. V izbranih delih mitohondrijske in jedrne DNAMmMoO opredeliti polimorfizem
nukleotidnih zaporedij. Izbrani deli DNA so dovaplimorfni, da jih lahko uporabimo za
genetske markerje v filogenetskih in filogeogrdfskinalizah vzarevanih klobdnjaskih
meduz.

Namen dela je opredeljen v naslednjitkih:

(i) Ugotoviti filogeografsko strukturo mesak, uhatih in velikih klobdnjakov v evropskih
morjih; na osnovi razlik v nukleotidnih zaporedf@Ol, ITS1 in ITS2 s filogenetskim
pristopom znotraj posameznega taksona najprej wuigotgenetsko raznolikost in
sorodnost med populacijami z rd&rih geografskih obmu. Glede na razvrstitev
filogeografskih skupin opredeliti populacije terdivphidrogeografskih pregrad na genski
pretok med populacijami. Med geografsko bolj odelalni mesti vzatevanja
pricakujemo viSjo stopnjo genetske diferenciacije.

(i) Rezultate filogenetskih in filogeografskin analizinperjati z razvrstitvijo vrst po
taksonomski klasifikaciji klobtnjakov, ki je zasnovana na osnovi morfoloSkih zvako

(i) Primerjati filogeografske vzorce treh taksonov kiégakov (mesé&nk, uhatih in
velikih klobunjakov) na obmgu evropskih morij ter izpostavili njihove posebtiasz.
skupne znélnosti.

Ugotavljanje filogeografske strukture meéisdk in velikih klobwnjakov v evropskih morjih
bo prva raziskava, ki bo opravljena na teh vrstabknjakov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KLOBUCNJASKE MEDUZE

Vecina klobwnjakov ima metagenetski Zivljenjski cikel sestavljg plavajée meduzne
(spolne) in pritrjene polipne (nespolne) generadeste, ki imajo metagenetski zivljenjski
cikel, imenujemo meroplanktonske vrste. Po oploddée embrio razvije v plavajo
omigetateno Icinko (planulo), ki se pritrdi na primeren substmatrazvije v polip. V
neugodnih razmerah se bazalni del polipa odcepiboie s hitinom, tako nastane mirgo
oblika (podocista). V ugodnih razmerah se polignmaozujejo nespolno z brstenjem v nove
polipe ali s strobilacijo v efire. Efire so plava@in se razvijejo v odraslo meduzo. Nekatere
vrste so holoplanktonske, to so vrste brez poligeeeracije. Dolzina zivljenjske dobe
odraslih meduz se razlikuje od vrste do vrst&in@ma je v razponu od nekaj mesecev do
enega leta. Obe generaciji imata potencial, daab&ol v zelo kratkemtasu izjemno
namnozita. Odrasle meduze sefimema ne pojavljajocez celo leto, ampak je njihovo
pojavljanje bolj sezonsko in takrat so @jno prisotne v izredno velikem Stevilu. Prav zarad
tezko predvidljivega pojavljanja so ekolosSke inofjeografske Studije na klotnjaskih
meduzah redke. Tako imamo zac¢we vrst klobwnjakov pomanjkljive podatke o
pojavljanju, razSirjenosti, populacijski dinamiki €kologiji (povzeto po Arai, 1997).

NESPOLNO
RAZMNOZEVANJE _
b ’ @ =T SPOLNO_
< planula 1\ RAZMNOZEVANJE
strobile 1 ‘;? Wy
#* ?J‘ff"*
e efira "'":":,! o
- g-' o “—k_,:;_ -

mlada meduza
odrasla meduza

Slika 1: Zivljenjski cikel klobwnjakov (Arai, 1997).

Figure 1:  Life cycle of scyphozoans (Arai, 1997).

Klobu¢njaki se prehranjujejo z raznovrstnim zooplanktonptanktonskimi rakci, dinkami
nevretekarjev, ribjimi jageci, larvami in mladicami ter ¢asno tudi z efirami in meduzami
drugih klobwnjakov in trdozivnjakov, rebtami (Purcell, 1991; Mills, 1995; Sabatés in sod.,
2010). V neugodnih razmerah se meduze lahko hiitagodijo razmeram v okolju npte
primanjkuje hrane, se velikost meduze zmanjSa rataaldanja, nato v ugodnih razmerah
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spet rastejo in ponovno doseZejo spolno zrelossg&l 1970; Hamner in Jenssen, 1974;
Arai, 1997; Ishii in Bamstedt, 1998). Najpogostgjinilci odraslih meduz so morske Zelve,
priloZznostno pa se z njimi hranijo tudi fitisesalci in morske vetrnice (Ates, 1991; Fautin i

Fitt, 1991; Omori in Nakano, 2001).

Meduze niso aktivni plavalci, premikajo jih morgkkovi. Vseeno pa niso povsem negibne,
kréenje roba klobuka jim omoga hranjenje ter lokalno horizonzalno ali vertikalno
migracijo (Mackie in sod., 1981; Hamner in sod. 498urcell in sod., 2000; Dawson in
Hamner, 2003). Tako preprosto gibanje potrebujegonastanek in vzdrzevanje lokalnih
agregacij meduz, ki so pogoj za uspesno reprodukcij

2.1.1 Mnozi¢na pojavljanja klobu énjaskih meduz

Opazovanja v zadnjih dveh desetletjih kaZzejo ndalu trend pogostejSega mnaiega
pojavljanja Zelatinoznega planktona - meduze okagy@v in rebrae (UNEP, 1991; CIESM
2001; Uye in sod., 2003; Xian in sod., 2005; Pdritekod., 2007; Gibbons in Richardson,
2009; Baxter in sod., 2010; Fuentes in sod., 2W&dymyrov in sod., 2011). Ali mno&a
pojavljanja nastajajo le lokalno ali so posledieanja izvornih populacij, ki se Sirijo v
obalna obmga bolj ali manj skoraj vseh morij, Se ni pojasmen

Raziskovalci sklepajo, da biotske in abiotske sgmme v morskih ekosistemih, ki so
predvsem posledica Stevilniblloveskih aktivnosti in globalnih klimatskih spremlem
posredno vplivajo na pogostejSa mroa pojavijanja klobénjaskin meduz (Slika 2).
Cloveske aktivnosti (turizem, ribistvo, onesnaZeejusio povzrdile spremembe, ki ugodno
vplivajo na Stevidnost populacij meduz. Onesnazevanje lahko prisgevavtrofikaciji
obalnih ekosistemov in intenzivna ribiSka dejavnpstzraia prelov ribjinh populacij (Arai,
2001; Mills, 2001; Purcell in sod., 1999; Purc@l05; Purcell in sod., 2007; Richardson in
sod., 2009). Poleg antropogenih vplivov pa naj disteviEnost populacij meduz ugodno
vplivali tudi spremenjeni okoljski dejavniki (kliatske spremembe z dvigom temperature,
spremembe slanosti in pH) (Dawson in sod., 200X¢dd) 2005; Brodeur in sod., 2008;
Richardson in Gibbons, 2008; Richardson in sod0920Spremembe okoljskih dejavnikov
omoga@ajo ugodnejSe pogoje za prezivetje meduz, verjgiaotudi stimulirajo v&o
produkcijo polipov in efir (Purcell, 2005; Holst ilarms, 2007; Liu in sod., 2009). Poleg
vsegaclovesSki posegi v morski ekosistem (smeti in podwwdmadbene strukture) hkrati
nudijo nove ugodne substrate za polipe (Miyakeoih,s2002; Holst in Jarms, 2007; Hoover
in Purcell, 2009). Gotovo pa k &mnju Stevila podatkov o mn&nih pojavljanjih
klobu¢njaSkih meduz poleg antropogenih in okoljskih dejkev prispevajo tudi nove
izpopolnjene metode monitoringa (Houghton in s@006; Baxter in sod., 2010J\loveske
aktivnost imajo praviloma pozitivertimek na mnozina pojavljanja meduz, ravno nasprotno
pa imajo mno&ina pojavljanja meduz negativne posledicetloaesSke dejavnosti (turizem,
ribiStvo, ribogojnice, elektrarne). Tako je v zaemjcasu mogoe zaslediti vedno weporcil,

ki porctajo o problemih in gospodarski Skodi, ki nastaj@gada mnoztnega pojavljanja
meduz (Burnett, 1991; Lynam in sod., 2006; Purtekod., 2007; Doyle in sod., 2008) in
razprav o dejanski vlogi kloknjaskih meduz v morskem ekosistemu (Hay, 2006;l/Aitr
sod., 2007; Boero in sod., 2008; Pauly in sod.92&ichardson in sod., 2009).
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Slika 2: Mnozkna pojavijanja klob&énjaskih meduz: A - letalski posnetek oblaka medimtega
klobwnjaka na morski gladini (foto: Boris Suligoj), B mnoZini pojav meduz uhatega
klobwnjaka (foto: Tihomir Makovec), C — ¥ma ulova v ribiSki mrezi so meduze velikega
klobwnjaka (foto: Robert Radolog).

Figure 2:  Massive outbreaks of scyphozoans: A — airplaneupcbf moon jelly bloom at sea level (foto:
Boris Suligoj), B — bloom of moon jelly (foto: Tilhar Makovec), C — most of the catch in fishing
net are medusae of barrel jellyfish (foto: Robeati®ovi).

V evropskih morjih se zelo pogosto mnoi pojavljajo klobdnjaSke meduze mesek
(Pelagia noctilucg uhatih klobdnjakov Aurelia aurita) in velikih klobwnjakov
(Rhizostoma pulmo(UNEP, 1991; CIESM, 2001; Doyle in sod., 2008¢dndro in sod.,
2010; Nastasi, 2010). MnaZii pojavi mes&inke so bili v zadnjih desetletjih zabeleZzeni v
Sredozemskem morju in severnem Atlantskem ocealNER) 1991; CIESM, 2001; Doyle
in sod., 2008; Baxter in sod., 2010; Daly Yahiasod., 2010; Licandro in sod., 2010). V
Sredozemskem morju so mn&Za pojavljanja v zadnjih 100 letih natao zabelezili in
preili Goy in sodelavci (1989). Za obmye Jadranskega morja so v zadnjih 100 letih
zabeleZena tri obdobja mnéiega pojavljanja: 1910-1914, 1976-1986 in 2004-2007
(Kogovsek in sod., 2010). V bolj zaprtih obalnimudgjih vseh evropskih morij se v izredno
velikem Stevilu pojavljajo meduze uhatih kl@gpjakov (Schneider in Behrends, 1994;
CIESM, 2001, Kideys, 2002; Lynam in sod., 2004; tdas 2010). Stalna populacija meduz
uhatega klobtnjaka je v slanem Velikem jezeru na otoku Mljet iBei¢ in sod., 2000;
CIESM 2001). MnoZina pojavljanja velikega klolkinjaka so zabelezZili v Sredozemskem
(vkljuéno z Jadranskim morjem) idrnem morju (Morand in Dallot, 1985; CIESM, 2001;
Kideys, 2002; Nastasi, 2010). Psago tudi o pojavljanju velikih klobtnjakov v Indijskem
oceanu (Muhammed in Sultana, 2007). Stalna popalaelikega klobtnjaka je v zadnjih
dveh desetletjih prisotna v Spanski laguni Mar Me(fRerez-Ruzafa in sod., 2002; Fuentes in
sod., 2011). V severnih evropskih morjih pa se mim¥ pojavljajo meduze vrste
Rhizostoma octopusilley in sod., 2009).
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2.2 SISTEMATIKA KLOBUCNJASKIH MEDUZ

Deblo: ozigalkarji — Cnidaria (Hatschek, 1988)
Poddeblo: Medusozoa (Petrsen, 1979)
Razred: klobtinjaki — Scyphozoa (Goette, 1887)

Ozigalkarji so stara, preprosta in zelo raznolikapsna zivali. Vsem je skupno, da imajo
ozigalke (Hessinger in Lenhoff, 1988). Deblo oZkgajev sestavlja pet razredov: koralnjaki
(Anthozoa), trdozivnjaki (Hydrozoa), kubomeduze §Gmoa), klobunjaki (Scyphozoa) in
stavrozoji (Staurozoa) (Dunn, 1982). Glede na &lugiske anlize deblo ozigalkarjev nadalje
razdelimo na dva monofiletska klada — Anthozoa iedMsozoa (Bridge in sod., 1992,
Collins 2002). V klad Medusozoa uvesno stavrozoje, trdozZivnjake, kubomeduze in
klobu¢njake. Predstavnikom Medusozoa je skupno, da impmdobno strukturo
mitohondrijskega genoma in da dédémo obdobje Zivljenjskega cikla prezivijo v obliki
meduze (Daly in sod., 2007).

Sistematika klob&njaskih meduz temelji na opisih raziskovalcev izjgmjega stoletja
(Mayer, 1910; Kramp, 1961; Russell, 1970). Novgjggleden in zg@&n taksonomski
povzetek klobtinjakov in kubomeduz sta objavila Mianzan in Connel{1999). Po njunih
podatkih razred klohinjakov sestavlja priblizno 200 morfoloskih vrst. Qaktalih
predstavnikov Medusozoa se razlikujejo pakratni pre&ni delitvi polipa (strobilaciji),
prisotnosti ropalijev in efir.

Klobu¢njaki imajo zelo velik potencial morfoloSke (Luc&01; Dawson, 2003; Bolton in
Graham, 2004; Dawson, 2005a) in ekoloSke prilagedfi (Lesh-Laurie in sod., 1991;
Greenberg in sod., 1996; Dawson in Martin, 2001w&m in Hammner, 2003), kar
posledéno v tradicionalni taksonomiji povzta veliko tezav. Zato je v zadnjem desetletju
mogae zaslediti vé predlogov novih opisov vrst (Dawson 2005 b, e;gBein in Collins,
2002), ki jih ve&inoma poleg natamega opisa morfoloskih znakov dopolnjujejo tudi
molekularne analize. Razvoj molekularnih tehnilojeogdil, da lahko preverimo ujemanje
morfoloSkih taksonomskih znakov z molekularnimi knaMolekularne raziskave tako
odkrivajo vse vé novih vrst v razinih taksonomskih skupinah in zivljenjskih okoljih
(Knowlton, 1993; Bickford in sod., 2007), ki se m&eboj na osnovi morfoloSkih znakov ne
razlikujejo in so bile prej opisane kot ena nommaalrsta, to so t.i. kripthe vrste. S
filogenetskimi raziskavami so raziskovalci znotpgjsameznih rodov kloknjakov odkrili
veliko kripti¢nih vrst (Dawson in Jacobs, 2001; Schroth in sp@02; Holand in sod, 2004;
Dawson in sod., 2005). Med morskimi organizmi paasledili tudi doléena neskladja, kot
npr. morfoloSko raznoliki taksoni se genetsko skara razlikujejo (Bolton in Graham,
2004), medtem ko lahko kazejo morfoloSsko podobksadai veliko genetsko raznolikost
(Knowlton, 2000). Tako je verjetno ocena biodivesta klobénjakov na osnovi klagnih
taksonomskih znakov zaradi pomankanja zanesljividgribsténin znakov podcenjena
(Dawson 2004 in 2005f). Treba je biti zelo pazijpx podajanju sklepowe filogenetske
raziskave ne dopolnjuje tudi skrbna morfoloSka izaalBrez novih morfoloskih raziskav pa
zaenkrat vrste, ki so opisane le na osnovi filogekile raziskav, ostajajo krigtne (Holand in
sod., 2004; Dawson in sod., 2005).

Na osnovi najnovejSih filogenetskih raziskav razidobuinjakov sestavljajo trije redovi
(Coronatae, Rhizostomeae, Semaeostomeae), Cubokolbon{eduze) in Staurozoa
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(stavrozoji) pa sta tena razreda (Marques in Collins, 2004; Collinsad.s2006; Daly in
sod., 2007). Razred klobojakov se deli na dve monofiletski skupini: Cor@eatin
Discomedusae (slednja vkijuje Semaeostomeae in Rhizostomeae). Semaeostorneae s
parafiletske glede na monofiletske Rhizostomeadli{tSp 2002; Dawson, 2004; Collins in
sod., 2006; Bayha in sod., 2010).

2.2.1 Mesefinka (Pelagia noctiluca)

Razred: klobtnjaki - Scyphozoa
Podrazred: Discomedusae (Maas, 1907)
Red: Semaeostomeae (Agassiz, 1862)
Druzina: Pelagiidae (Gegenbaur, 1856)

V druzino Pelagiidae se poleg rotelagia (Peron in Lesueur, 1810) uveia Se rodova
Chrysaorain Sanderia(Kramp, 1961). Znalnosti meduz roduPelagiaso 16 robnih krp,
med katerimi se izmenjuje 8 ropalijev in 8 tentaklm 16 gastralnih zepov, ki se kanejo v
kanalih gastrovaskularnega sistema. Taksonomskastdaev med raziskovalci ni poenotena
in razreSena. Mayer (1910) je v rétklagia uvrstil 13 vrst:P. noctiluca P. cyanella P.
panopyra P. flaveola P. tahitiang P. discoideaP. denticulataP. perla P. phosphoraP.
placenta P. neglectaP. crassaP. minuta Kramp (1961) v roduwPelagia priznava le eno
vrsto —P. noctiluca vse ostale vrste po Mayerju (1910) war&ot morfoloSke razlice vrste
P. noctiluca Russell (1970) za obmye otatja Velike Britanije navaja tri vrstd®. noctiluca
(Forskal, 1775)P. flaveola(Eschscholtz, 1829) iR. colorata(Russell, 1964)Gershwin in
Collins (2002) sta po morfoloski analizi 20 taksorskih znakowP. coloratarazporedila v
rod Chrysaorain jo preimenovala ¥hrysaora colorataNjuna primerjava me®. noctiluca

in P. flaveolaje pokazala, da je obarvanost edini izmed 20 tadsskih znakov, ki ju
razlikuje. Drugih razpoznavnih taksonomskih znakawazlikovanje med vrstama ni, zato je
vecina sodobnih raziskovalcev predvsem naklonjena itmiego Krampu (1961) - ena
nominalna vrstaK. noctiluca) ki poseljuje topla in zmerno-topla morja.

P. noctilucaje vrsta brez polipne generacije — holoplanktongksta. Planula se preko
vmesnih planktonskih stadijev razvije neposredmdino (Rottini Sandrini in Avian, 1983).

Slika 3: Mese&inka (Pelagia noctiluck A — meduza (foto: Tihomir Makovec), B — efireofp: TjaSa
Kogovsek).

Figure 3:  Mauve stinger Relagia noctiluck A — medusa (photo: Tihomir Makovec), B — ephyphoto:
TjaSa Kogovsek).
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2.2.2 Uhati klobu¢njak (Aurelia aurita)

Razred: klob&njaki - Scyphozoa
Podrazred: Discomedusae (Maas, 1907)
Red: Semaeostomeae (Agassiz, 1862)
Druzina: Ulmaridae (Haeckel, 1879)

Poddruzina: Aureliinae (Agassiz, 1862)

V druzino Ulmaridae je poleg roddurelia (Péron in Lesueur, 1810) u¢ehih Se 14 rodov
(Kramp, 1961). Znélnosti meduz roduAurelia so Stevilni tanki kratki tentakli na robu
klobuka, ki je razdeljen na 8-16 plitkih in Sirokibbnih krp, ustna ramena v obliki stoZca in
radialnih kanalov, ki se vejijo in so povezani astomozami (Kramp, 1961). Mayer (1910)
je 13 morfoloSkih razéic v rodu Aurelia razvrstil v tri vrste:A. aurita (vkljucujoc A.
cruciata A. colpota A. flavidulag A. hyalina, A. dubia, A. vitiana, A. marginglig\. labiata
(vkljucujo¢ A. limbata, A. clausa, A. maldivensia A. solida.Kramp (1961) navaja sedem
vrst: A. aurita (Linnaeus, 1746)A. labiata (Chamisso in Eysenhardt, 18213, solida
(Browne, 1905)A. limbata (Brandt, 1835)A. colpota(Brandt, 1838)A. coerulea(von
Lendenfeld, 1884)A. maldivensis(Bigelow, 1904). Russell (1970) je za obfaootdij
Velike Britanije natatino opisal meduzd. aurita, v rod Aurelia pa je uvrstil dve vrstiA.
limbata (borealno-arktina vrsta) inA. aurita (kozmopolitska vrsta). Gershwin (2001) v rodu
Aurelia predlaga drugmo taksonomsko razvrstitev ma aurita in A. labiata Predlagani
taksonomski znaki za razlikovanje obeh vrst son&irin dolZina ustnega stozca, dolzina
ustnih ramen, Stevilo radialnih kanalov in anastorter Stevilo robnih krp na klobukw.
limbata je po njenih trditvah le ena izmed ra&mi A. aurita V rodu Aurelia so s
filogenetskimi raziskavami (Dawson in Jacobs, 20®dhroth in sod., 2002; Dawson in sod.,
2005) ugotovili, da se v vrsA. aurita skriva v& kripti¢nih vrst (glej poglavje 2.5.2.1). Na
podlagi filogenetskih dognanj je Dawson (2003) @yl dopolnjen seznam diagnadstih
morfoloSkih znakov, ki naj bi sluzili za razevanje vrst v rodéurelia

Slika 4: Uhati klob&njak (Aurelia auritg): A — meduza (foto: Tihomir Makovec), B — efira{b: TjaSa
Kogovsek), C — polipi (foto: Tihomir Makovec).

Figure 4:  Moon jelly (Aurelia aurite): A — medusa (photo: Tihomir Makovec), B — ephfphoto: TjaSa
Kogovsek), C — polyps (photo: Tihomir Makovec).
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Vrste v roduAurelia imajo meduzno in polipno generacijo, so t.i. méaoktonske vrste.
Straehler-Pohl in Jarms (2010) sta natenspremljala in opisala razvoj efir viAt auritain
A. limbatg vendar nista uspela délt zanesljivih diagnostinih znakov za razlikovanje med
vrstama. Polipi imajo enostavno zgradbo telesé#ifejSe tezje l&ti glede na vrsto (Calder,
1971; Morales-Alamo in Haven, 1974). Do sedaj soorju nahajali&a polipov odkrili le v
pristani§ih (Miyake in sod., 2002; Matsumura in sod., 2068pbjavljeni podatki Morska
bioloSka postaja Piran).

2.2.3 Veliki klobu énjak (Rhizostoma pulmo)

Razred: klobénjaki - Scyphozoa

Podrazred: Discomedusae (Maas, 1907)

Red: korenousti klokunjaki — Rhizostomeae (Cuvier, 1799)
Podred: Daktyliophorae (Stiasny, 1921)

Naddruzina: Scapulatae (Stiasny, 1921)

Druzina: Rhizostomatidae (Cuvier, 1799)

V druzino Rhizostomatidae se poleg roRhizostomaCuvier, 1799) uvi&jo Se rodovi
Eupilema,Rhopileman NemopilemgKramp, 1961). Znélnosti meduz roduRhizostomao
majhne epolete na bazi ustnega stoZcagamtlh oblikovani kordiasti priveski na koncu
ustnih ramen in dobro razvit gastrovaskularni smstevelikim kroznim kanalom in Stevilnimi
stranskimi kanali (Russell, 1970). Mayer (1910)d Rhizostomaivr&a pet vrstR. pulmo
R.luteg R. octopusR. corona R. capensisTaksonomska razvrstitev po Krampu (1961)
navaja tri vrsteR. pulmo(Macri, 1778),R. octopugLinnaeus, 1788) iR. luteum(Quoy in
Gaimard, 1827). Russell (1970) v svoji razpravijekiosredotbena predvsem na opis vrst
prisotnih v ot@ju Velike Britanije, v roduRhizostomanavaja isto razvrstitev vrst kot Kramp
(1961). Verodostojnost taksonomske razdelitve mavriste med sodobnimi raziskovalci
vzbuja pomisleke o obstoju vrsR. luteumob obalah zahodne Afrike in jugozahodne
Evrope, ki prekinja areal sorodnih vt pulmoin R. octopusVrsti R. pulmoin R. octopus
sta si zelo podobni, razlikujeta se le po Stevdbrnih krp na klobuku meduze in obdtpo
razsirjenosti. Vrst&R. pulmoima na osmini klobuka osem robnih krp in je prigov Crnem

in Sredozemskem morju. VrsR. octopuspa ima v povprgu deset robnih krp na osmini
klobuka in se pojavlja ob severozahodni obali Eerap Severnem morju (Russell, 1970).
Holst in sodelavci (2007) so naredili nov opis netwEkih znilnosti vrste R. octopus
Natartno so opisali znalnosti planule, polipa, efire in mlade meduze, draslih spolno
dozorelih meduzah so med spoloma zasledili razlikdoarvanosti gonad. Paspaleff (1938)
pri R. pulmone por@a o razléni obarvanosti gonad.

Predstavniki rodiRhizostomamajo meduzno in polipno generacijo — meroplangkanvrste.
Efire vrst R. pulmoin R. octopussta natatno opisala Straehler-Pohl in Jarms (2010),
zanesljivinh znakov za njuno identifikacijo nista gte dolaiti. MorfoloSki opisi polipov so
zelo redki (Paspaleff, 1938; Holst in sod., 200detites in sod., 2011). Naravna nahajalis
polipov niso poznana. Vse dosedanje raziskave ko rarejene le na polipih, ki so jih
vzgojili v laboratoriju.
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Slika 5: Veliki klobuénjak (Rhizostoma pulmo A — meduza (foto: Jernej Sedmak), B — efira dfot
Valentina Turk).

Figure 5:  Barrel jellyfish Rhizostoma pulmo A — medusa (photo: Jernej Sedmak), B — ephyhot(p
Valentina Turk).

2.3 GENETSKI MARKERJI

Genetski markerji so fragmenti DNA, ki jih uporabtjo za ugotavljanje raznolikosti
dednega zapisa pri rashih stopnjah organizacije (celice, osebki, popygacvrste). Za
najbolj priljubljene in dinkovite genetske markerje veljajo tisti, ki so Kahdolcljivi in
polimorfni. Mnozino se uporabljajo predvsem v medicinskih, for&mhi in filogenetskih
raziskavah. Glede na izvor fragmenta DNAitoo mitohondrijske in jedrne markerje. Vsak
genetski marker ima dalene prednosti in omejitve, zato pri raziskavah gle vrsto
analize izberemo marker z ustreznimi lastnostmiosladja in polimorfizma (Zhang in
Hewitt, 2003).

Za klobuwnjaske meduze, ki jih obravnavamo v tej raziskgviznanih zelo malo genetskih
markerjev. Iz predhodnih filogenetskih raziskawjgavljenih nekaj nukleotidnih zaporedij
mMtDNA in jedrne DNA uhatega klobnjaka (Dawson in Jacobs, 2001; Schroth in sod.2200
Dawson in sod., 2005; Ki in sod., 2008).¢@ma so to zapisi za delna zaporedja gena COl,
16S rDNA, 18S rDNA, ITS1, 5.8S, ITS2, 28S rDNA. @eseinko in velikega klobtinjaka
smo prva nukleotidna zaporedja COI, ITS1 in ITSRqwili tekom te raziskave (Stopar in
sod., 2010; Stopar in sod., 2011).

2.3.1 Mitohondrijski markerji

Mitohondriji imajo obtajno v matriksu 5-10 molekul mtDNA. Evkariontskdica normalno
vsebuje veé sto mitohondrijev in tako je Ze v eni sami celiglo veliko Stevilo mtDNA
molekul. Ce so v organizmu vse mtDNA molekule idéng v nukleotidnem zaporedju, to
stanje imenujemo homoplazmija. V primeru, da zngimsameznega organizma zasledimo
razlicne nukleotidne zapise MtDNA, temu stanju pravimdetoplazmija. Oldajno v
mitohondrijskem genomu prevladuje homoplazmija, jeamdobro za filogenetske analize,
druga&e moramo pri analizah upoStevati dedoe omejitve zaradi pojava heteroplazmije
(Avise, 2000).
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Med vsemi klobtnjaki je edini v celoti poznan samo mitohondrijgsggnom uhatega
klobuwnjaka, ki obsega 16.937 bp (Shao in sod., 2006). nhondrijskih genomov
koralnjakov se razlikuje po obliki. Koralnjaki inmjkrozno mtDNA, medtem ko imajo
klobu¢njaki linearno mtDNA, ki je razmeroma redka v zalkah mitohondrijskin genomih
(Bridge in sod., 1992; Boore, 1999). V mtDNA uhaeglobwnjaka je zapis za 13
beljakovin, ki sodelujejo v dihalni verigi, malo weliko podenoto ribosomalne RNA, 2
transportni RNA (tRNA za metionin in triptofan) thzaporedji ORF. Geni so organizirani v
dve skupini in vsaka skupina se prepisuje v svmjes. Prepisovanje poteka v smeri proti
koncu molekule mtDNA, sprememba smeri prepisa seliag93 bp dolgi nekodirajo regiji
med genoma za COI in COIl. Prvo zaporedje ORF jga®69 bp in je zelo podobno
zaporediju iz druzine B DNA polimeraz, ki jih najdem linearni mtDNA protistov, rastlin in
gliv. Gen za malo ribosomalno podenoto (rns) in garveliko ribosomalno podenoto (rnl)
sta 7000 bp narazen in imata vsak svojo smer trgnagle (glej Slika 6). Taka ureditev
ribosomalnih genov je relativno redka pri zivalskaitohondrijskin genomih, oB&jno
ribosomalni geni lezijo skupaj in prepisovanje gempoteka v isti smeri. V krozni mtDNA
koralnjakov so opazili relativno velike nekodir&goregije, pri uhatem klokknjaku pa le par
kratkih  medgenskih regij. Razen ozigalkarjev nobewdlauga skupina Zivalskih
mitohondrijskih genomov ne vsebuje tujih genov. Nidnim in mitohondrijskim genomom
ozigalkarjev je ¢itno veija izmenjava kot med ostalimi skupinami Zivali. §shjo, da bi
temu lahko bil vzrok v§a frekvenca nehomolognih rekombinacij kot pri tktaivalih ali
da mehanizem, ki transportira tRNA v mitohondrp@maga transportirat tudi drugo DNA
(povzeto po Shao in sod., 2006).
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Slika 6: Organizacija mitohondrijskega genoma uhategawiojaka (Shao in sod., 2006).

Figure 6:  Organisation of mitochondrial genome in moonyjéBhao et al., 2006).

V filogenetskih Studijah je pri zivalskih taksonitajbolj priljubljen mitohondrijski genom.
Mitohondrijska DNA (mtDNA) je priljubljena v raziskah predvsem zaradi razmeroma
preproste izolacije DNA, relativno visoke frekvernoatacij in maternalnega dedovanja. Pri
enostarSevskem dedovanju ni rekombinacije in tatorazlike med osebki predvsem
posledica komienja mutacij, selekcije in genetskega drifta. Zaratzke frekvence
rekombinacij so ocene genetske variabilnosti lahldi viSje od primerljivih ocen jedrnih
lokusov z vé&jim Stevilom alelov. Taka velika variabilnost pa @draza kot pomanijkljivost,
ker zaradi hitre evolucije mtDNA lahko prihaja donkergence, kar lahko vodi do népe
interpretacije filogenetskih in filogeografskih azbov. Poleg tega je mitohondrijski genom
pogosto podvrzen ¥gEmu genetskemu driftu kot jedrni genom, ker hapioi stanje zaradi
enostarSevskega dedovanja zmanjSa efektivho veligopulacije. 1z tega izhaja, da je
evolucija mtDNA né&eloma lahko tudi do desetkrat hitrejSa od jedrneAdBrown in sod.,
1979; Avise in sod., 1987), seveda pa to ni absoldejstvo, saj na potek evolucije vplivajo
tudi pretekli demografski procesi v populacijahgeinzije, tinki ozkega grla, kolonizacija,
fragmentacija). Zhang in Hewitt (2003) sta primkjahitrost evolucije v raznih
mitohondrijskih in jedrnih markerjih in ugotovilaja evolucija v jedrni DNA ni vedno
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pocasnejSa od mitohondrijske DNA. Za variabilnost midNukleotidnih zaporedij je dolgo
casa veljalo, da je selektivno nevtralna (BallardKieitman, 1995). NovejSe raziskave pa
nakazujejo, da razlike v mtDNA vplivajo na Zivljekg strategije in prilagoditveno
sposobnost osebkov ter mitohondrijsko-jedrno kagsi (Dowling in sod., 2008).

Maternalno dedovanje in odsotnost rekombinacije groimo vpliva na evolucijo mtDNA in
zato predpostavljamo, da vsi haplotipi mtDNA nakeju sled do skupnega prednika.
Koalescenca je izraz, ki ozhge tako zdruzitev genetskih linij v preteklosti.aNej
predpostavki temelji koaleso&ma teorija, ki jo podpira model nevtralne evolu@mpulaci.
Na osnovi razlinih metod se ocenjujéas cepitve populacij (Edwards in Beerli, 2000).
Variacije izhajajo le iz substitucij na raglih mestih zaporedja. Znotraj vrste so si linije
MtDNA namre& zelo podobne in zaradi skupnega izvora ohranijoiszaki so ga imeli
predniki. Bolj kot so si nukleotidna zaporedja ariganov podobna, krajSi jgas do skupnega
prednika, to j&as koalescence (Avise, 2000).

Za filogenetske raziskave se lahko uporablja celataporedje mtDNA ali le posamezni
odseki. Najpogosteje se v Studijah uporabljajo reghja velike (16S) in male (12S) rDNA,
prve podenote citokromske oksidaze (COI), citokrdman D-zanke. Predvsem pri visjih
metazojskih skupinah je regija COl med mtDNA edemed najbolj pogosto uporabljenih
markerjev za molekularno identifikacijo (angl. DNvarcoding) (Hebert in sod., 2003; Frézal
in Leblois, 2008; Ortman in sod., 2010). Erpenbieckod. (2005) so ugotovili, da je odsek
na 5' koncu COI gena (t.i. 5' Folmerjev del) priarerza rekonstrukcijo nizje nivojskih
odnosov (populacijske Studije) pri visjih metazojiri koralnjakih in spuzvah je ta del
preve konzervativen in zato ni primeren za rekonstrukoginosov znotraj populacij, ampak
je za tovrstne Studije bolj primeren odsek 13-MHilje 23 aminokislin stran od 5'COI dela.

Patasna evolucija mtDNA (Shearer in sod., 2002; Hetjpb&€006) in majhna medvrstna
raznolikost v mitohondrijskem zaporedju COI (Scleean Coffroth, 2008; Martinez in sod.,
2010) je verjetno zrgdna samo za koralnjake. Pri klotnjaskih meduzah (Holland in sod.,
2004; Dawson 2005 a, b; Dawson in sod., 2005) ztwagakih (Govindarajan in sod., 2005
in 2006; Hemmrich in sod., 2007) in kubomeduzahlugotovili vejo genetsko raznolikost
markerja COI (Ortman in sod., 2010), ki je primigdjz ostalimi viSjimi metazoji (Huang in
sod., 2008).

2.3.2 Jedrni markerji

V jedrnem genomu je teor&tio ogromno Stevilo nukleotidnih zaporedij, ki bin jlahko
uporabili za filogenetske in filogeografske razigka Vendar nam Stevilne tekine in
bioloSke omejitve ne dopédjo, da bi vsa potencialna nukleotidna zaporedgd hila
ucinkoviti jedrni markerji (Dunn in sod., 2008). Pklobu¢njakih je od jedrnega genoma
poznano le nukleotidno zaporedje rDNA operonahatega klobénjaka (Ki in sod., 2009).
Velikost rDNA operona je 7731 bp, sestava in orgacija genov je enaka kot pri ostalih
metazojih (Slika 7).
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Slika 7: Geni za ribosomalne RNA uhatega klohjaka (Ki in sod., 2009).

Figure 7. Genes for ribosomal RNA of moon jelly (Ki et,&2009).

Za Stevilne jedrne lokuse je zlaa razmeroma p@sna evolucija. Jedrna DNA ima natre
ve¢ in bolj winkovite mehanizme popravijanja DNA kot mtDNA. Vdm je DNA
izpostavljena tudi bistveno manjSemu oksidativnestresu in je obdana z beljakovinami
histoni. Ve&ina lokusov je v genomu prisotna le v eni kopijgt@ je njihova izolacija
relativno tezavna. Dedovanje jedrne DNA je spoleaano, tako na genetsko variabilnost
jedrnega genoma polegit@stih mutacij vpliva tudi rekombinacija alelov (&e, 2009).

Med nukleotidnimi zaporedji jedrnega genoma se ikagdnetske analize najpogosteje
uporabljajo zaporedja v delu, kjer so kodirani gdRiNA. Geni za ribosomalne RNA (18S,
5.8S in 28S) so v jedrnem genomu evkariontov zapmave: sto kopijah, zato je njihova
izolacija lazja in precej dinkovita. I1GS, ITS1 in ITS2 so medgenski odsekitrulsturnih
rRNA genih. Organizirani so v ¢ao dol@&enem zaporediju t.i. rDNA operonu: IGS - 18S -
ITS1 - 5.8S - ITS2 - 28S. Celoten operon se prgpikot ena prepisovalna enota. Dolge
tandemske ponovitve rDNA operonov so &@ipno prisotne na e mestih v genomu
(Lafontaine in Tollervey, 2001). Nekodir&m regije IGS, ITS1 in ITS2 niso izpostavljene
tako ma&nim selekcijskim pritiskom kot kodiraje regije, zato so otajno bolj variabilne in
informativne.

Veliko raznolikost v regijah ITS1 in ITS2 so ugotiowri koralnjakih (Chen in sod., 1996;
Forsman in sod., 2005) pri klo#njakih (Schroth in sod., 2002; Dawson 2005 a; Dawiso
sod., 2005) in trdozivnjakih (Meroz-Fine in sod003; Martinez in sod., 2010). Raznolikost
zaporedij ITS je primerljiva z ostalimi visjimi nmeeoji.

Pri regijah ITS se ob préavanju njihove variabilnosti sémo z dvema povsem
nasprotujéima vzorcema genetske raznolikosti. Na ravni papulae v regijah ITS

substitucije lahko hitro fiksirajo, zato med Stewihi populacijami zasledimo veliko
variabilnost. Znotraj populacij pa hkrati lahko ecvgenskih druzinah, med katere se
uvr&ajo tudi geni za rRNA, prihaja do usklajene evgki¢angl. concerted evolution; Dover,
1982). Tako v primeru neenakega prekrizanja in kenkonverzije prihaja do hitre
homogenizacije nukleotidnih zaporedij znotraj pagije (Polanco in sod., 1998; Liao,
1999). Na stopnjo homogenizacije regij ITS dodatiabko zelo vpliva Se polozaj
ponavljaj&ih ribosomalnih operonov v genomu, saj so intrakseamalne rekombinacije
pogostejSe od rekombinacij med kromosomi (Schiétter Tautz, 1994).
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2.4 MOLEKULARNA FILOGENETIKA

Molekularna filogenetika rekonstruira sorodstve@ase med skupinami zivih ali izumrlih
organizmov veéinoma na podlagi informacij iz genomov. Tovrstned§e postajajo vedno
bolj pomembne, saj lahko pojasnijo marsikatere smeati, s katerimi se s@&@mo pri
klasicnih metodah dokanja sorodnosti (paleontologija, morfoloSke Stydiferedvsem pa
omoga@ajo razjasnjevanje sorodstva med populacijami isliami, ki na fenotipski ravni ne
izrazajo razlik (kripténe vrste). Sorodstvene povezave prikazemo s filsig&im drevesom
(povzeto po Avise, 2001).

2.4.1 Metode za izdelavo filogenetskih dreves

Podatke, ki jih pridobimo iz nukleotidnih zaporedinaliziramo z metodami molekularne
filogenetike, ki vkljiEujejo metode za iztamnavanje genetskih razdalj, metode za izdelavo
filogenetskih dreves ter metode za analizo mre¥s&kem primeru vzamemo za temeljno
razliko med taksoni Stevilo nukleotidnih ali amimgkskih substitucij. Analiine metode za
izdelavo dreves lahko uvrstimo v dve skupini: distee metode (angl. distance matrix
methods) in metode z znaki (angl. character basettiods). Pri distamih metodah najprej
izratunamo evolucijske razdalje med vsemi pari taksonov nato rekonstruiramo
filogenetsko drevo na podlagi algoritmov, ki temjeljna funkcijskin odnosih med
izratunanimi razdaljami. Pri metodah z znaki na podlagedhodno izvedene ocene
rekonstruiramo filogenetsko drevo tako, d&mo najkrajSo ali najbolj verjetno pot, ki vodi
do opazenih genetskih sprememb. Najbolj znane metahaki so: metoda vawosti (angl.
Maximum Parsimony — MP), metoda najjega verjetja (angl. Maximum Likelihood — ML)
in Bayesov pristop. Analithe metode za izdelavo filogenetskih dreves lahkoottomo z
metodami ponovnega va@nja. To so metode, ki izvedejo naklpa vzotenja, nato na
osnovi analiz izdelajo konsenzusno drevo (anglsensus tree) in ga statésto ovrednotijo.
Najbolj znani metodi ponovnega vZenja sta: "bootstrap” in "Jackknife" (povzetoHall,
2008, Whelan in sod., 2001).

2.4.2 Filogenetska drevesa

Evolucijske odnose predstavlamo s filogenetskintevdsi. Filogenetsko drevo je
sestavljeno iz ttk (razcepiga) in daljic (veje). Zunanje e drevesa predstavljajo taksone
ali tako imenovane obravnavane taksonomske endi&;(@ngl. operational taxonomic units
— OTU). Vzorec razporeditve OTE imenujemo topolaggrevesa. Dol@anje topologije
drevesa je najbolj zahteven proces pri nastajaipgenetskega drevesa in ga zato
ugotavljamo z ve statistétnimi metodami. Filogenetska drevesa so lahko berkne ali
koreninjena. Korenina drevesa je razcépiki je skupno vsem OTE, ob tem pa je lahko med
OTE in korenino Se poljubno Stevilo notranjih rgzée Pri drevesih brez korenine vidimo
samo sorodstvene odnose med OTE, nimamo pa vpogledalucijska razmerja. Drevesa
lahko ukoreninimo po razinih metodah, najbolj obajna je obravnava drevesa skupaj z
neko zunanjo referéno skupino (angl. outgroup). Primerna zunanja skape takson, ki ni
evolucijsko preve oddaljen od OTE in hkrati ni soroden nobeni OTH, kot so si sorodne
OTE med sabo. V primerih, ko uprégno domnevamo, da je hitrost evolucije pri vseh OTE
priblizno enaka, lahko brez zunanj skupine dmiw lego korenine drevesa kar na polovici
najdaljSe poti med dvema OTE. Drevo, ki smo ga umerzunanjo skupino, imenujemo
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umerjeno drevo ali filogram. Na umerjenem drevesudslZine vej sorazmerne Stevilu
sprememb. Drevo brez umerjenih dolzin vej je nejenerdrevo ali kladogram (povzeto po
Hall, 2008; Whelan in sod., 2001). Pri vsaki filogéski raziskavi je pripogdjivo
preverjanje veé lokusov, predvsem zaradi stattstega ovrednotenja moznih nihanj v
pogostosti nakljgno ponavljajéih se nukleotidnih zamenjav pri enakih lokusih. Pri
konstrukciji filogenetskega drevesa nikoli ne moeoerhiti povsem preptani, katera
filogenija je prava. Zato verodostojnost rekonstipkodpremo predvsem z analizamicve
daljsih lokusov in z uporabo ¥eazlicnih metod hkratiCe pridemo do enake resitve paive
poteh, je rekonstrukcija sorodnosti zanesljiva gatw po Hall, 2008).

2.5 FILOGEOGRAFIJA

Filogeografija je raziskovalna smer, ki ptoje prostorsko razvéanje haplotipov znotraj
vrst ali med sorodnimi vrstami. Avise in sodelayt®87) so bili z&etniki tega podrga.
Filogeografija je hitro postala vodilno orodje zaziskovanje prostorskih igasovnih
razseznosti mikroevolucije. Predstavlja podlagopagasnjevanje vzrokov in procesov, Ki
dolocajo geografsko razSirjenost genetskih linij, zanmcepliva recentnega genskega pretoka
in preteklih demografskih procesov v populacijahbigtvu je filogeografija veznilen med
dvema poprej povsemdenima disciplinama populacijsko genetiko in filogesko biologijo
(Avise, 2009).

Na mitohondrijskih in/ali jedrnih zaporedjih DNAnelji vetina filogeografskih raziskav, ki
ugotavljajo stopnjo genskega pretoka med populacijaz. filogenetsko in geografsko
¢lenjenost znotraj vrst. Ofajno je filogenetsko drevo osnova za filogeografakalizo, v
kateri nadalje statistho dobro podprte filogenetske skupine povezemo datko o
razSirjenosti organizmov. Po fragmentaciji popylati nujno, da so vedno vse skupine
monofiletske (skupine organizmov, ki vidujejo najblizje skupne prednike in vse njihove
potomce).Ce je do fragmentacije populacij prislo nedavno,laicko v Iatenih genskih
skladih Se vedno prisotni enaki haplotipi in soozdblaiene novonastale filogeografske
skupine parafiletske (Avise, 2000).

Naraganje Stevila filogeografskih raziskav v zadnjih dvaesetletjin je omogdo razvoj
primerjalne filogeografije. To je nadgradnja filaggafskih raziskav, ki primerja geografske
vzorce genetske raznolikosti (filogeografske vzpmoed taksoni s podobno razSirjenostjo.
Primerjalna filogeografija tako nudi vpogled v bemgrafsko zgodovino obmj@a in
razumevanje viloge geoloskih, klimatskih in ekolbskdejavnikov na oblikovanje
znotrajvrstne variabilnosti in geografske razSiggintaksonov (Wares in Cunningham, 2001;
Avise, 2009).Ce razltni taksoni s podobno razsirjenostjo kaZejo sklafilogeografske
vzorce, to potrjuje hipotezo, da je zaporedje pdtedogodkov podobno vplivalo na
oblikovanje njihove filogeografske razporeditve {#&, 1992; Bowen in Grant, 1997;
Dawson 2001). Neskladje med filogeografskimi vzaagisonov z istega obrja pa kaze na
neodvisen odziv posameznih vrst 0z. organizmowkoare evolucijske procese zaradi razlik
v ekologiji in biologiji posamezne vrste ali raglih demografskih procesov znotraj vrst
(Bremer in sod., 2005; Patarnello in sod., 2007 Fesod., 2009).
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2.5.1 Dejavniki, ki vplivajo na filogeografske vzorce

Potek evolucije je odvisen od dejavnikov naravniekafie, mutacij, genetskega drifta,
genskega pretoka in nenakipega parjenja. Vikarianca in disperzija pa sta @sa¢ Ki
vplivata na geografsko strukturiranost genetskihy.liVikarianca je proces fragmentacije
vrste zaradi ekoloSke ali geografske pregrade, dtegmogda genski pretok in vodi v
izolacijo genetskega sklada. Disperzija je procgsmga vrste na nova obmyja, kar vodi do
diferenciacije zaradi izolacije z razdaljo, nakhega genetskega drifta in raziagja linij
(angl. lineage sorting). Oba procesa vodita v mestaloienih populacij z razthimi
genetskimi skladi, ki se nadalje lahko razvijejsamostojne vrste ali pa ponovno vzpostavijo
stik (sekundarni stik). Evolucija vrste ¢bjno ne poteka samo z vikarianco ali samo z
disperzijo, temve se v evolucijskih procesih pogosto oba procesplgtaa (Avise, 2000).

Stopnja genskega pretoka med populacijami oprgdedielez osebkov iz ene populacije, ki
se parijo v drugi populaciji in s tem prenesejojevgene v drugo populacij@e je stopnja
genskega pretoka visoka, so take populacije v cegma sama, panmikta populacija.
Genski pretok med populacijami lahko poteka nanaginov: (i) enosmeren pretok iz velike
populacije v majhne izolirane populacije, (ii) nakken pretok med sosednjimi populacijami,
(iif) postopni pretok znotraj Wge populacije, v kateri se frekvence alelov sprgapmnzvezno
vzdolZ areala populacije (Avise, 2000).

V morskem okolju je oldajno manj geografskih ovir kot na kopnem. Tako @e&dezno zdi,
da v morskih ekosistemih skoraj ni ovir za gensketgk in je panmiksija zelo verjeten
scenarij pri vrstah z veliko sposobnostjo razsjga@owen in sod., 2000§:e ovir za genski
pretok ni, pa med genskimi skladi populacij skariajazlik. Vendar Stevilne filogeografske
Studije pri morskih organizmih kazejo razie vzorce geografske strukturiranosti. Patarnello
in sodelavci (2007) so na podlagi 20 filogeogrdisktudij ocenjevali vlogo Gibraltarske
ozine na genski pretok. Odkrili so celo paleto nasthod popolne do delne in nikakrSne
genetske izoliranosti. Kljub nasprotdjm dejstvom raziskovalci priznavajo, da fizikalno-
oceanografski dejavniki in zivljenjske strategijgivajo na genetsko strukturo morskih vrst,
vendar relativna vloga teh dejavnikov ostaja negggna (Neethling in sod., 2008). Dolgo
casa je veljalo, da imajo vrste z veliko zmoznosijgenja majhno ali nikakrSno genetsko
strukturiranost na velikih obndph oceanov in obalnih morij. Vrste s kratkoZéumi
planktonskimi larvalnimi stadiji pa imajo ¥@ genetsko strukturiranost (Palumbi, 1994).
Patarnello in sodelavci (2007) so po né&tanprimerjavi v& morskih vrst z razéinimi
zivljenjskimi strategijami dobili precej nasprotug@si rezultate, ko so primerjali populacije v
Sredozemskem morju in Atlantiku, kjetimo oviro predstavlja Gibraltarska ozina. lzrazite
korelacije med zivljenjskimi strategijami in strukd populacij namre niso odkrili. Tako
postaja vse bolj@tno, da so znotrajvrstni filogeografski vzorci aelrstno specitini in jih

ne moremo posploSevati niti na sorodne taksonéepiav imajo enake zivljenjske strategije
in sposobnosti Sirjenja (Burton, 1998).

Pri klobwnjaskih meduzah pa moramo biti pozorni Se na eavdéy, ki lahko potencialno
tudi vpliva ne filogeografski vzorec. To je sposobn periodinin mnozénih pojavljani
klobu¢njakov. Vpliv obdobij mnoZinih pojavljanj na genski pretok Se ni razjasnjeravP
tako tudi ni jasnega odgovora, kako peréo@i nihanja v velikosti populacij vplivajo na
genetsko raznolikost in efektivno velikost popula@ie). Klobwnjaki v svoji evoluciji
namré€ izmentno menjujejo oba procesa — doseganje velikin pagula obdobjih
mnoZzinega pojavljanja in velike populacijske redukcij@bdobjih po mnoZnem pojavu.
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Za vrste, ki imajo velike populacije, se po nevirakeoriji evolucije préakuje, da imajo
veliko genetsko raznolikost (Kimura, 1983). Naspomotse priakuje, da se genetska
raznolikost zmanjSa v primeru zelo velikih redukpppulacijske velikosti (Nei in sod.,

1975).

2.5.2 Filogeografske raziskave klobdnjaskih meduz

Filogeografskih raziskav pri klonjakih je razmeroma malo. Verjetno je to dejstvo

posledica nepredvidljivega pojavljanja kl@maskin meduz in nepoznavanja nahagalis
polipov v naravnem okolju. Tako je zelo tezko phbdbvzorce iz vé razlicnin obmaij, kar

je bistveno za verodostojno filogeografsko raziskaMed vsemi klobénjaki je Se najbolje
raziskan uhati klobtnjak (Dawson in Jacobs, 2001; Schroth in sod., 20@&vson in sod.,
2005; Matsumura in sod., 2005; Ki in sod., 2008 Pnéglednici 1 je pregled filogeografskih
raziskav, ki so bile do sedaj narejene na kioigskih meduzah.

Preglednica 1: Pregled filogeografskih raziskav klammjaskih meduz.

Table 1: Review of phylogenetic analysis in soypoans.
Znadilnosti Zivljenjskega [Vrsta GenetskiGeografska obmdja Geografska Reference
cikla marker |vklju éena v raziskavc strukturiranost
Aurelia COl, [Tihi ocean, Atlantski ocear|, da Dawson in
meroplanktonski aurita ITS1 |Sredozemsko morje, Seve Jacobs 2001
morje,Crno morje Dawson in
Martin 2001
Aurelia 16S, |Atlantski ocean, Tihi ocear|, da Schroth in sod.
aurita ITS1 |Indijski ocean, Sredozems| 2002
morje,Crno morje, Rdee
morje, Baltsko morje,
Severno morje
Aurelia COl, |Atlantski ocean, Tihi ocear|, da Dawson in socl.
aurita ITS1, [Sredozemsko morjé:rno 2005
ITS2 |morje, Rdée morje, Severr Ki in sod. 2008
morje
Aurelia COl, |obalno morje Japonske da Matsumura in
aurita ITS1 sod. 2005
Mastigias COl |jezera na otju Palau, Papt da Dawson in
paupe ITS1 |Nova Gvineji Hamner 2005
Dawson 2005
_________________________________________________________________________ be .
Cyanea COl, |Jugovzhodni Tihi ocean, da Dawson 2005&a
capillata ITS1 |Severovzhodni Tihi ocean,
Severno morje
Catostylus| COI, [Jugovzhodni Tihi ocean da Dawson 2005
mosaicus ITS1 d, e
Cassiopea| COIl [Tihi ocean, Rd&e morje da Holland in sod.
andromeds 2004
Cassiopea| COI |Zahodni Atlantik da Holland in sod.
frondos: 2004
Pelagia COl, |Severni Atlantik, ne Stopar in sod.
holoplanktonski noctiluca ITS1, |Sredozemsko morje 2010
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2.5.2.1 Filogeografske raziskave uhatega kltmaka

Uhati klobwnjak (Aurelia auritg) je med klobinjaki najbolje progena vrsta. Do prvih
filogeografskih raziskav (Dawson in Jacobs, 200BwBon in Martin, 2001) je uhati
klobu¢njak veljal za ekoloSko zelo prilagodljivo kozmopsko vrsto z velikim arealom
pojavljanja. V zadnjem desetletju so znotraj vistauritana podlagi markerjev COIl in ITS1
ugotovili vet genetsko zelo raznolikih linij. Nove linije uhattiobucnjakov sta Dawson in
Jacobs (2001) dodda in poimenovala kar kot nove kriptie vrsteAureliasp. 1 -Aurelia sp.

6 ter jih uvrstila poleg prej poznanih viAt aurita, A. limbatain A. labiata. Med novimi
kripticnimi vrstami so bile razlike v nukleotidnem zapquedTS1 od 10 % do 40 %, v
zaporedju COI pa od 13 % do 24 %. Nadaljnje ramska markerjema 16S rDNA in
ITS1/5.8S rDNA, ki so jih naredili Schroth in sodeti (2002), so tudi potrdile veliko
genetsko raznolikost v roddwrelia. Dolocili so osem linij:A. limbatg A. labiatg A. aurita
(UBI), A. borealis(BOR),Aurelia TET (Rde&e morje)Aurelia MKL (Mljet), Aurelia ARAB
(Rdete morje),Aurelia MCA (neznan tropski izvor). Razlike v nukleotidneraporedju so
bile ugotovljene od 7.8 % do 14 % v COIl in od 5@ 3P % v ITS1/5.8S. NajobseznejSa
filogeografska raziskava z markerjema COI in ITS8SBITS2 (Dawson in sod., 2005) je
vsebovala osebke iz obgip Atlantskega oceana, Tihega oceana, Indijskegaana.
Sredozemskega morj@rnega morja, Rd®@ga morja, Baltskega morja in Severnega morja.
Na osnovi te raziskave so poimenovali Se Stiri nlovige oz. kripticne vrste Aureliasp. 7 —
Aurelia sp. 10). Rezultati raziskav na meduzah uhatih Wiojakov iz obalnega morja ob
Koreji in Japonski so pokazali najje podobnost Aureliasp. 1 (Matsumura in sod., 2005;
Ki in sod., 2008).

Glede na rezultate filogeografskih raziskav Dawsamasodelavcev (2005) rodurelia

sestavlja najmanj 13 krigtiih vrst:

- A. aurita - (linija A. borealis- BOR po Schrothu in sod., 2002) - Severni AtlanBaltsko
in Severno morjeCrno morije,

- A. limbata- severozahodni Tihi Ocean,

- A. labiata- severovzhodni Tihi Ocean,

- Aurelia sp. 1 - (linijaA. aurita- UBI po Schrothu in sod., 2002) Tihi ocean, zateodbala
Atlantskega oceana (Francija), severozahodna &aldozemskega morja (Francija),

- Aurelia sp. 2 - Brazilija,

- Aureliasp. 3 - jezera na atju Palau,

- Aureliasp. 4 - jezera na atju Palau, Borneo, Hawaii,

- Aurelia sp. 5 - (linijjaAureliasp.- MKL po Schrothu in sod., 2002) jezeri na otoku Nllje

- Aureliasp. 6 - jezera na atju Palau, Papua Nova Gvineja,

- Aurelia sp. 7 - juzni Tihi Ocean,

- Aurelia sp. 8 - (linijaAureliasp. - TET po Schrothu in sod., 2002) - Sredozenskdee
morije,

- Aurelia sp. 9 - Mehiski zaliv, zahodni Atlantski ocean,

- Aureliasp. 10 — severni Tihi ocean.
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3 MATERIALIIN METODE

3.1 VZORCEVANJE

V raziskavo smo Vkljgili vzorce klobi&njaskih meduz (mesmke, uhati in veliki

klobu¢njaki) iz razlénih geografskin obmij evropskih morij: Atlantskega oceana,
Severnega, Baltskega, Sredozemskeg&rimega morja (Slika 8). \tna vzorcev je bila
nabranih v obdobju mnaiiega pojavijanja meduz. Nat@am popis vzorcev, datumov
vzortevanja in vzatevanih mest je v Prilogi A.

Za analize smo izolirali genomsko DNA iz k&& gonad ali roba klobuka v velikosti
priblizno 0,5 cm. Vzorce smo do izolacije DNA hranili zamrznjene #8°C v raztopini
DMSO/NaCl (Seutin in sod., 1991) ali 96 % etandi®8 % acetonu.
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Slika 8:

Figure 8:
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Zemljevid Sredozemskega morja in severnega Atl@gakoceana z oz&enimi mesti
vzorevanja za mesike (A), uhate klob&njake (B) in velike klobtnjake (C): krogi -
lokacije, s katerih smo pridobili osebke in nukldot zaporedja regij COI in ITS, kvadrati —
lokacije, na katerih so vzésvali tudi drugi raziskovalci in so nukleotidna pagpdja COIl in ITS
Ze objavljena v javni podatkovni zbirki GenBank.

Map of the Mediterranean Sea and North Atlantic@cghowing sampled locations for mauve
stinger (A), moon jelly (B) and barrel jellyfish Yircles — sampling locations of samples from
which sequences of COI and ITS regions were acgjudtging this study, squaressampling
locations of other researchers, whose sequencdsQidfand ITS regions are published in
GenBank database.
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3.2 METODE DELA

Pri delu smo se drzali tel dobre laboratorijske prakse, ki so uveljavljangostopkih
molekularne biologije: uporabljali smo zZ#&a sredstva, sterilen pribor, steklovino in
plastiko. Delovne raztopine kemikalij smo sterilii z avtoklaviranjem (12C, 20 min;
avtoklav Kambi, Slovenija) ali s filtriranjem (premer por v filtr0,22um). Prostorsko smo
locili izolacijo DNA in njeno pomnoZevanje s PCR. PCGReSanice smo pripravljali v
asepttni komori (M15, Iskra P1O, Slovenija), ki smo joeggor in po uporabi ®&stili z 70 %
etanolom in sterilizirali z UV obsevanjem.

3.2.1 lzolacija genomske DNA

Za izolacijo genomske DNA smo &iaoma uporabljali dva protokola: protokol CTAB
(Winnepenninckx in sod., 1993) ali komercialni DNgaBlood and Tissue Kit (Qiagen,
Nemdija). Protokol CTAB temelji na uporabi kationskedatergenta v raztopini z visoko
ionsko ma&jo (> 0,7 M NaCl). V teh pogojih tvori cetiltriméaimonijev bromid (CTAB)
komplekse z beljakovinami in z &eo kislih polisaharidov, medtem ko nukleinskihlkisne
obori (Sambrook in Russell, 2001). V DNeasy Blood dissue Kitu se DNA v prisotnosti
pufra z visokimi koncentracijami kaotropnih solizeena silikatno membrano. Na membrano
vezano DNA gistimo s pufri z dodanim etanolom in speremo DN&embrane z vodo ali
Tris-EDTA (TE) pufrom.

Ucinkovitost izolacije DNA smo testirali Se z dvemeofpkoloma: Chelex 100 (Walsh in
sod., 1991) in Wizard Magnetic DNA Purification 8m for Food (Promega, ZDA).

Protokol Chelex 100 temelji na vezavi ionov in pola celiénih komponent na polarni

polimer divinilbenzen stiren, nepolarna DNA ostane@aztopini. Wizard Magnetic DNA

Purification System for Food temelji na vezavi DA magnetne delce v pufrih z visoko
ionsko jakostjo. Na magnetne delce vezano DN&tomo s pufri, ki vsebujejo etanol. V
zadnjem koraku z vodo ali pufrom TE speremo veZaNé z magnetnih delcev.

Za pripravo vseh potrebnih raztopin smo uporabijaliQ vodo (Millipore, Billerica, ZDA).
Vse kemikalije potrebne za pripravo raztopin see ld proizvajalca SIGMA (St. Luis,
ZDA), razen etanola (MERCK, Darmstadt, Ngjm) in CTAB (Calbiochem, CA, ZDA).
Vzorce smo tehtali na tehtnici BP211D (Sartoriusn®ija) in suSili v inkubatorju (Kami
Slovenija). Vse raztopine smo premesSali na meSail NMinishaker - IKA, Nemija) in
centrifugirali v hlajeni centrifugi 5417R (EppenfloNentija) ali namizni centrifugi 5415D
(Eppendorf, Ner@ja). Inkubacije so potekale v vodni kopeli WB-458Tambi, Slovenija)
ali termo bloku BioTDB-120 (Biosan, Latvija).

3.2.1.1Protokol CTAB

(a) Manj$o koltino (priblizno 0,5 crm 0z. 25 mg) konzerviranega meduznega tkiva (rob
klobuka ali gonade) smo dali v 1,5 ml-mikrocentgifiko. Ce je bilo tkivo konzervirano
v 96 % etanolu, smo najprej v suSilniku pri 60°@aidli etanol iz tkiva.
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(b) Tkivu smo dodali 60@l 2x CTAB [2-odstoten (w/v) CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mEDTA,
100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,2-odstoten (v/@ymerkaptoetanol] in 3 pl proteinaze K
(zalozne raztopine v koncentraciji 20 mg/ml).

(c) Vzorce smo premesSali na mesalu in jih inkubiraliodni kopeli ali termo bloku na 55°C
preko n@i.

(d) Po inkubaciji smo vzorcem dodali 6@ meSanice kloroforma in izoamilalkohola
pripravljene v razmerju 24 : 1 in jih dobro preniesa

(e) Nastalo suspenzijo smo centrifugirali 10 minut @entrifugalni sili 14000 g na
temperaturi 18C.

() Supernatant smo previdno prenesli v novo 1,5 mkoadntrifugirko, dodali 60l
meSanice kloroforma in izoamilalkohola pripravljeno razmerju 24 : 1 in dobro
premesali.

(g) Nastalo suspenzijo smo centrifugirali 5 minut @ntifugalni sili 14000 g na temperaturi
4°C.

(h) Supernatant smo previdno prenesli v novo 1,5 mkoaéntrifugirko in DNA oborili z
dodatkom 1/10 volumna 3 M natrijevega acetata (p Gravnan z ocetno kislino) in
enim volumnom ledenohladnega izopropanola (hrapjea2dC). Vzorce smo premesali
in inkubirali eno uro na -2C.

(i) Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 20 minuti @#4000 g in 4C. Supernatant smo
zavrgli in spirali DNA v 50Qul hladnega 70 % etanola (hranjen pri 20

() Vzorce smo centrifugirali 2 minuti pri 14000 g iriCl Etanol smo previdno odlili in
posusili vzorce na sobni temperaturi.

(k) DNA smo raztopili v 5QI TE raztopine [10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDT#H
8,0)] in vzorce shranili na —20 ali —=80°C.

3.2.1.2Protokol za DNeasy Blood and Tissue Kit

Komercialni komplet DNeasy Blood and Tisssue Kihgamenjen izolaciji DNA iz razinih
tkiv. Za izolacijo DNA iz meduz smo uporabili prétm, ki je namenjen izolaciji DNA iz
zivalskih tkiv in je opisan v navodilih proizvajal¢Purification of Total DNA from Animal
Tissues, Qiagen, Nefijg). Imena uporabljenih reagentov so komercialmabrazlozena v
navodilih proizvajalca.

(a) Manj$o koltino (priblizno 0,5 cm 0z. 25 mg) konzerviranega meduznega tkiva (rob
klobuka ali gonade) smo razrezali mém manjSe koike in ga dali v 1,5 ml-
mikrocentrifugirko. Ce je bilo tkivo konzervirano v 96 % etanolu, smojprng v
inkubatorju odparili etanol iz tkiva.

(b) Tkivu smo dodali 18@l pufra ATL (vsebuje SDS in EDTA) in 20 pl protereaK.

(c) Vzorce smo premesSali na meSalu in jih inkubiraliodni kopeli ali termo bloku na 56°C
3 ure ali preko na.

(d) Po inkubaciji smo dodali gl RNaze A [zalozna raztopina v koncentraciji 100/ mmid
dobro premeSali na meSalu in inkubirali 2 minuti stbni temperaturi (ta korak ni bil
obvezen, lahko smo ga tudi izpustili).

(e) Dodali smo 20Qul pufra AL, dobro premesSali 1,5 ml-mikrocentrifuigar in dodali Se
200l 96 % etanola ter ponovno dobro premesSali mikrordengirko
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() MeSanico smo nanesli na DNeasy Mini spin kolonaéntrifugirali 1 minuto pri 6800 g
na sobni temperaturi (vsa nadaljnja centrifugirasija pri sobni temperaturi).

(g9) Na kolono smo nanesli 5@0 pufra AW1 in jo sprali z 1 minutnim centrifugirggm pri
6800 g.

(h) Pri drugem spiranju smo na kolono nanesli pDpufra AW2 in centrifugirali 1 minuto
pri 20000 g.

(i) Na kolono smo nanesli 10 pufra AE, p@&akali 1 minuto, nato smo zbrali vzorec z 1
minutnim centrifugiranjem pri 6800 g v 1,5 mI-mikentrifugirko.

(i) Vzorce izolirane genomske DNA smo hranili na 2@li —80°C.

3.2.1.3Protokol z magnetnimi delci

Komercialni komplet Wizard Magnetic DNA Purificatidcsystem for Food (Promega, ZDA)
je namenjen izolaciji DNA iz razinih vrst hrane. Izolacijo DNA iz tkiva meduz smdale
po protokolu, ki je prilozen v navodilih proizvagal in je namenjen izolaciji DNA iz tkivnih
vzorcev, ki tehtajo do 200 mg. Uporabljali smo wrigetu prilozene magnetne delce in
reagente.

(a) Manj$o koltino (0,5 cni 0z. 25 mg) konzerviranega meduznega tkiva (robuda ali
gonade) smo razrezali gan manjSe ko&e in ga dali v 2 ml-mikrocentrifigirkoCe je
bilo tkivo konzervirano v 96 % etanolu, smo najprénkubatorju na 60°C odparili etanol
iz tkiva.

(b) Tkivu smo dodali 50@l pufra A za lizo celic in 5 pl RNaze A.

(c) Vzorce smo dobro premesali na meSalu.

(d) Dodali smo 25Qu pufra B za lizo celic.

(e) Vzorce smo dobro premesali na meSalu in jih inlalbifO minut na sobni temperaturi.

() Po inkubaciji smo dodali 750 raztopine za obarjanje, dobro premesali 2 ml-
mikrocentrifugirko na mesSalu.

(9) 2 ml-mikrocentrifugirke smo centrifugirali na sobniemperaturi 10 minut pri
centrifugalni sili 13000 g.

(h) Supernatant smo s pipeto prenesli v novo 2 mil-nesgnérifugirko.

() Na meSalu smo ndoo mesSali steklenico s suspenzijo delcev Magne&iafagnetic,
dokler niso bili delci dobro resuspendirani. Talsjpo iz steklenice odvzeli 50
suspenzije magnetnih delcev in jih dodali supetnatdMeSanico supernatanta in
magnetnih delcev smo dobro premesali na meSalu.

() MeSanici smo dodali 4/5 volumna izopropanola idgdro premesali.
(k) 5 minut smo meSanico inkubirali na sobni temperatyo vmes vékrat premesali.

(I) 2 mI-mikrocentrifugirko smo postavili v magnetnojsio (Promega, ZDA) in pustili pri
miru 1 minuto, da so se magnetni delci zbrali olgmnedu.

(m)Tekato fazo smo odpipetirali od magnetnih delcev.

(n) 2 ml-mikrocentrifugirko z magnetnimi delci smo vized magnetnega stojala in dodali
250ul pufra B za lizo celic ter dobro premesSali, da s® magnetni delci ponovno
popolnoma resuspendirali v suspenziji.

(o) Ponovili smo postopek poddkama (1) in (m).



24
Stopar K. Genetska diferenciacija kl@bjasSkih meduz z analizo genetskih markerjev iz hatarijske in jedrne DNA.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Podiplomski Studij bioloSkihhbiotehniSkih znanosti, 2011

(p) 2 ml-mikrocentrifugirko z magnetnimi delci smo vizel magnetnega stojala, dodali 1 ml
70 % etanola in dobro premesSali, da so se magnédiii ponovno popolnoma
resuspendirali v suspenziji.

(q) Postopek pod tikami (1), (m) in (p) smo Se dvakrat ponovili.

(r) V zadniji ponovitvi smo s pipettimbolj, kolikor je bilo mog@e, odstranili tek®o fazo in
preostale magnetne delce posusili 10 minut v tdsloku na 65°C.

(s) Magnetnim delcem smo dodali 1QDpufra TE, dobro premesSali na meSalu in inkubirali
5 minut v termo bloku na 65°C.

() 2 ml-mikrocentrifugirko smo postavili v magnetnmjsio in pustili 1 minuto, da so se
magnetni delci zbrali ob magnetu.

(u) Pufer TE z raztopljeno genomsko DNA smo prenesiovo 1,5 ml-mikrocentrifugirko in
shranili na —28C ali —80°C.

3.2.1.4Protokol Chelex 100

Delali smo po rahlo modificiranem protokolu kot \Bfalin sodelavci (1991). Uporabljali smo
polimere velikosti 200 — 400 mesh Chelex 100 (Ribtelogy Grade, Bio-Rad, ZDA). Pred
izolacijo smo pripravili 5 % raztopino Chelex 1@@Helex 100 v dkD].

(a) ManjSo kokino (0,5 cni 0z. 25 mg) konzerviranega meduznega tkiva (robua ali
gonade) smo razrezali gem manjSe ko&e in ga dali v 1,5 ml-mikrocentrifugirko.

(b) Tkivu smo dodali 20QI 5 % raztopine Chelex 100.

(c) Vzorce smo premesali na mesSalu in jih inkub28l minut v termo bloku na 99°C.

(d) Po inkubaciji smo 1,5 ml-mikrocentrifugirke pesli v ohlajeno centrifugo in 10 minut
centrifugirali na 4°C pri 7000 g.

(e) Raztopino z raztopljeno genomsko DNA smo prenesovo 1,5 ml-mikrocentrifugirko
in shranili na —2€C ali —80°C.

3.2.1.5Razgradnja RNA v vzorcih genomske DNA

V vzorcih, kjer v postopku izolacije DNA nismo raadili RNA, smo le to razgradili
naknadno z dodatkom encima RNazaA.

(@) V 50ul izolirane genomske DNA smo dodalu2RNaze A (Qiagen, zalozna raztopina v
koncentraciji 100 mg/ml), premeSali na meSalu irkubirali 2 minuti na sobni
temperaturi.

(b) DNA smo oborili z dodatkom 1/10 volumna 3 M nijavega acetata (pH 5,2, uravnan z
ocetno kislino) in enim volumnom ledenohladnegapippanola (hranjen pri —20).
Vzorce smo premesali in inkubirali 1 uro na Q0

(c) Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 20 mima 4£C pri 14.000 g. Supernatant smo
zavrgli in spirali DNA v 50Qul hladnega 70 % etanola (hranjen pri 220

(d) Vzorce smo centrifugirali 2 minuti pri 14.000 g 45C. Etanol smo previdno odlili in
posusili vzorce na sobni temperaturi.
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(e) DNA smo raztopili v 5Qul TE pufra in vzorce shranili na —20D ali —80°C.

3.2.2 Merjenje koncentracije DNA

Koncentracije DNA smo izmerili z mini fluorometror@ubit (Invitrogen, ZDA). Za
dolocanje koncentracije v vzorcih z genomsko DNA smorapiti Quant-iT dsDNA BR
Assay Kit (Invitrogen, ZDA). Koncentracije fragmentPCR smo merili v Quant-iT dsDNA
HS Assay Kitu (Invitrogen, ZDA). Za meritev smo w@bili 1 ul genomske DNA ali vzorca
PCR in 199l delovne raztopine (pripravljene po navodilih gr@jalca z Ze dodanim
fluorokromom). Za umeritev aparata smo uporabl@lia standarda, ki sta prilozena
kompletu reagentov.

3.2.3 Agarozna elektroforeza

Vzorce smo analizirali v horizontalni agarozni etekorezi v 1x elektroforetskem pufru
TAE [44,5 mM Tris (SIGMA, ZDA), 44,5 mM ledocetnaskna (MERCK, Nentija) in

1 mM EDTA (SIGMA, ZDA]. Agaroza (SIGMA, St. Luis, [ZA) je bila raztopljena v
1 x TAE. Koncentracijo agaroze v gelu smo prilagodiede na dolzino fragmentov in je
navedena v nadaljevanju pri opisanih postopkihktibéoreza je potekala pri napetosti
7 Vicm. Uporabljali smo elektroforetske banjice ralad Compact M in Agagel maxi
(Biometra, Neniija). Na gel smo v razmerju 1:1 nanesli meSanicorsa DNA (PCR
fragmenti ali genomska DNA) in nanaSalnega barjd@-odstotna (w/v) saharoza, 0,25-
odstoten (w/v) brom fenol modro]. Poleg vzorcev smagel nanesli tudi ustrezen velikostni
standard.

Za PCR fragmente smo nanasSali velikostni stand@@dop DNA marker (Promega, ZDA). V
jamico na gelu smo nanesli 200 ng markerja. Maj&ena gelu razvil 11 fragmentov v
velikosti: 1500 bp, 1000 bp, 900 bp, 800 bp, 700640 bp, 500 bp, 400 bp, 300 bp, 200 bp
in 100 bp. Za genomsko DNA smo nanaSali velikostisindard Lambda DNA/Hind IlI
marker (Promega, ZDA). V jamico na gelu smo nan230 ng markerja. Marker je na gelu
razvil 8 fragmentov v velikosti: 23.130 bp, 9416, 1557 bp, 4361 bp, 2322 bp, 2027 bp,
564 bp in125 bp.

DNA smo obarvali z etidijevim bromidom (SIGMA, Stuis, ZDA), ki smo ga predhodno
dodali v agarozni gel v koncentraciji u8/ml [iz zaloZne vodne raztopine s koncentracijo
10 mg/ml]. Gele smo pregledovali na transiluminjatdfVisafe (UVitec, Velika Britanija) in
jih fotografirali z digitalno kamero UVisave GAS2QUVItec, Velika Britanija).

3.2.4 Pomnozevanje in doldanje nukleotidnega zaporedja mitohondrijskih in jedrnih
markerjev

Zatetni oligonukleotidi za PCR so bili sintetizirani podjetju Jena Bioscience (Jena,
Nemtija). Za PCR smo uporabljali DNA polimeraze raalh vrst in proizvajalcevTaq
(Fermentas, Litva)Go-Taqin Pfu (Promega, ZDA),Top Taq(Qiagen, ZDA) in ustrezne
priloZzene reagente (pufer PCR, Mg@I dodatki). MeSanica dNTP-jev je bila proizvajalca
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Promega (Madison, ZDA). Uporabljali smo dvakrat tdiesno in sterilizirano vodo
(SIGMA, St. Luis, ZDA).

3.2.4.1 PomnoZzevanje mitohondrijskega markerja (regija COIl)

Regijo COI smo v vrstah maseka in veliki klobwtnjak pomnozevali s parom univerzalnih
nevretedarskih zgetnih oligonukleotidov LCO1490 in HCO2198 (Folmarsod., 1994), ki
omoga@ata pomnoZevanje dela gena COI. V 1580 bp dolgegmszaa gen COI (Shao in
sod., 2006), vodilni zgetni oligonukleotid LCO1490 nalega na 57. nuklemgich mestu,
povratni z&etni oligonukleotid pa nalega na 711. nukleotidneestu. V vzorcih uhatega
klobuenjaka smo regijo COI pomnozevali zéetnima oligonukleotidoma AU-LCO in AU-
HCO, ki smo ju sami oblikovali. To sta nekoliko sprenjena zgtna oligonukleotida
LCO1490 in HCO2198 (spremenjeni nukleotidi so obansivo).

vodilni zatetni oligonukleotid 1 CO1490 55 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3'
-AU-LCO 5TCTCAACTAACCACAAAGATATAGGS

povratni z&etni oligonukleotid HCO21985 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAS
-AU-HCO 5TACACTTCTGGGTGTCCAAAAAACCA3'

Kot izhodi€e smo za pomnozevanje regije COIl pri vseh vzorcédum vzeli naslednje
pogoje pomnozevanja:

(a) Reakcijski volumen meSanice za PCR je bilubn je vseboval 50 — 100 ng genomske
DNA, 1x pufer PCR, 0,2 mM vsakega dNTP-ja, 1,5 n#gCl,, 0,5uM vsakega
zaetnega oligonukleotida in 1,25 endiag DNA polimeraze.

(b) Vzorce smo pomnozevali po naslednjem protokoldetra 3-minutna denaturacija na
95°C, kateri je sledilo 35 ciklov: denaturacija 98°C (1 minuta), prileganje na 40°C (1
minuta), podaljSevanje na 72°C (90 sekund) in macko7-minutna inkubacija na 72°C.
Pomnozevanje smo izvajali v ciétiih termostatih PTC-200 DNA (MJ Research, ZDA)
in GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, YDA

(c) Vzorcem, ki jih ob izhodi&ih pogojih pomnozevanja nismo uspeli pomnoziligi je
bilo pomnozene DNA zelo malo, smo spreminjali pegppmnoZzevanja. Izhodisim
pogojem pomnozevanja smo (posamezno ali v kombihaci
- povetali ali zmanjSali koncentracijo Zetnih oligonukleotidov,

- povetali ali zmanjSali koncentracijo Mgégl

- povetali ali zmanjSali koncentracijo genomske DNA,

- zamenjali vrsto polimeraze (drugi proizvajalec latalitetnejSi tip polimeraze istega
proizvajalca),

- zamenjali pufer PCR s pufrom, ki je vseboval aijemsulfat,

- izvedli re-amplifikacijo (produkt izhodi®iega PCR je bil matma DNA v naslednjem
PCR),

- izhodigni temperaturni profil pomnoZevanja spremenili autth down' protokol (v
prvin 15 ciklih smo v vsakem ciklu za 1°C znizadéintperaturo prileganja &etnih
oligonukleotidov, prvi cikel se je Zal na 55°C, zadnji cikel se je k&l na 40°C), nato
je sledilo Se 20 ciklov pomnozevanja pri tempeiliatateganja zé&tnih oligonukleotidov
na 40°C,
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- izhodi&ni temperaturni profil pomnozevanja spremenilioutth up' protokol (v prvih
desetih ciklih smo v vsakem ciklu za 1°C zviSalmperaturo prileganja zatnih
oligonukleotidov, prvi cikel se je 2al na 40°C, zadnji cikel se je k&ad na 50°C), nato
je sledilo Se 25 ciklov pomnozevanja pri tempeifiatateganja zé&tnih oligonukleotidov
na 50°C.

3.2.4.2 PomnoZevanje markerjev ITS1, ITS2, 28S in 12S rDNA

Regijo ITS1 smo pri vseh meduzah pomnozevali s rpaumiverzalnih nevrete&arskih
zatetnih oligonukleotidov itsl in its2 (White in sod.990), ki omogdata pomnoZevanje
celotne regije ITS1. Vodilni Z&tni oligonukleotid its1 je nalegal na koncu ge8& YDNA,
povratni zgetni oligonukleotid its2 je nalegal na¢edéku gena 5.8S rDNA.

vodilni zatetni oligonukleotid sl 5 GTTTCCGTAGGTGAACCTGC 3
povratni z&etni oligonukleotid its2 5' GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3

Regijo ITS2 smo pri vseh treh vrstah pomnozevatiasom univerzalnih nevretéarskih
zatetnih oligonukleotidov its3 in its4 (White in sod.990), ki omogdata pomnoZevanje
celotne regije ITS2. Vodilni Zatni oligonukleotid its3 je nalegal na sredini g&dS rDNA,
povratni zgetni oligonukleotid its4 je nalegal nacedku gena 28S rDNA.

vodilni zatetni oligonukleotid #s3 5 GCATCGATGAAGAACGCAGC 3
povratni z&etni oligonukleotid its4 5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3

Regijo 28S rDNA smo pomnozevali s parom nevredeskin z&etnih oligonukleotidov
28Slev2 in 28Sdes2 (Verovnik in sod., 2005; Zakedod., 2007).

vodilni zatetni oligonukleotid 28Slev2 5 CAAGTACCGTGAGGGAAAGTT 3'
povratni z&etni oligonukleotid 28Sdes25' GTTCACCATCTTTCGGGTC 3

Regijo 12SrDNA smo pomnozevali s parom univerdalmevretedarskih zaetnih
oligonukleotidov 12Sa in 12Sb (Kocher in sod., 1989

vodilni zatetni oligonukleotid 12Sa 5' AAAACIIGGATTAGATACCC 3'
povratni zgetni oligonukleotid 12Sb 5' GAGAGTGACGGGCGATGTGT 3

Kot izhodi&e za pomnoZevanje vseh markerjev z jedrne DNA spah waslednje pogoje

pomnozevanja:

(a) Reakcijski volumen in sestava meSanice za PCRilst@iiaka, kot je opisano v poglavju
3.2.4.1 (a).

(b) Vzorce smo pomnozevali po naslednjem protokoldetra 3-minutna denaturacija na
95°C, kateri je sledilo 35 ciklov sestavljenih paslednji shemi: denaturacija na 95°C (1
minuta), prileganje na 48°C (1 minuta), podaljSegara 72°C (90 sekund) in na koncu
eno minutna inkubacija na 72°C. Pomnozevanje smajali v ciklicnin termostatih
PTC-200 DNA (MJ Research, ZDA) in GeneAmp PCR Swyst8700 (Applied
Biosystems, ZDA).
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(c) Vzorcem, ki se ob z&tnih pogojih pomnozevanja niso pomnozili ali pa Qio
pomnozene DNA zelo malo, smo spreminjali pogoje pomevanja, kot je opisano v
poglavju 3.2.4.1 (c).

3.2.4.3 Cistenje produktov PCR, dolevanje in sestavljanje nukleotidnih zaporedij

Cistenje produktov PCR in dalevanje nukleotidnega zaporedja (sekvenciranje)asedili
v podjetju Macrogen (Koreja). Pri sekvenciranjuugmrabili enake zstne oligonukleotide,
kot smo jih uporabili v PCR za pomnozevanje reddICITS1 in ITS2 (poglavje 3.2.4.1 in
3.2.4.2). Rezultate sekvenciranja smo dobili v eteiski obliki v razlénih ratunalniskih
formatih.

Nukleotidna zaporedja obeh mamh verig (veriga narejena z vodilnim ¢&nim
oligonukleotidom in veriga narejena s povratnimgofiukleotidom) smo s programom
ChromasPro 1.34 (Technelysium Pty Ltd, QueenslArdiralija) zdruzili v eno sestavljeno
zaporedje (angl. contig). Vsako sestavljeno zaperetho pregledali in &mo popravili
nukleotidni zapis v primerih, kjer je bilo ob ne&agih nedvoumno mozno daidi pravi
nukleotid. V vsakem sestavljenem zaporedju smo euikino zaporedje vodilnega in
povratnega zsetnega oligonukleotida odstranili, tako da je vsa#pis vseboval le
nukleotidno zaporedje med obemaeaaima oligonukleotidoma. Za vse nadaljne analize
smo za vsak osebek uporabljalisten zapis sestavljenega zaporedja.

3.2.5 Analize nukleotidnih zaporedij

Za analize genetske diferenciacije klobaskih meduz smo uporabljakie¢ena nukleotidna
zaporedja mitohondrijske DNA (regija COI) in jedrB®&A (regiji ITS1 in ITS2). Analize
smo delali Ideno za vsako regijo posebej in z zlepljenimi nutttomi zaporedji obeh regij
ITS in vseh treh regij COI-ITS1-ITS2.

3.2.5.1 Iskanje podobnih nukleotidnih zaporedij v podatkibuvmazah

Nukleotidna zaporedja smo pregledali z orodjem BTA®Basic Local Alignment Search
Tool) (Altschul in sod., 1997) dosegljivim na stnéki Nacionalnega centra za biotehnoloske
informacije (NCBI, ZDA). V privzetih nastavitvah BASTN algoritma smo nase nukleotidno
zaporedje primerjali z nukleotidnimi zaporedji viatai podatkovni zbirki nr (angl. Non-
Redundant). Program v podatkovni zbirki nr NCBIeinajbolj podobna zaporedja. Poleg
izpisa najbolj podobnih nukleotidnih zaporedij, gr@m izr&una in izpiSe tudi bitne
vrednosti (angl. bit scores) in E-vrednosti (alghalues).

Bitne vrednosti so iztanani rezultati poravnav, ki upoStevajo statisti lastnosti (parametra
k, ) ocenjevanih matrik poravnave.

E = kmne’® S - rezultat poravnave
m,n - dolZina zaporedij
k, A - parametra odvisna od sestave nukleotidov oz.
aminokislin in ocenjevalne matrike .. (1)
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E-vrednost predstavlja verjetnost, da po nakljinajdemo zaporedje z enakim rezultatom
poravnave v enako veliki podatkovni zbirki. E > D.[@ statisitno neznéilen, E < 0.01
nakljiina podobnost zelo redka in statisth znailna, E < e velika verjetnost, da sta
zaporedji evolucijsko povezani.

3.2.5.2 Poravnava zaporedij

Nabor nukleotidnih zaporedij smo poravnali v praguaClustal X 1.8 (Thompson in sod.,
1997), uporabljali smo nastavitev "multiple sedqeeralignment”. Program temelji na
distartni metodi izr&unavanja razdal] (Needelman in Wunsch, 1970) irbalpjverjetna

poravnava je tista, ki ima najmanjSo razdaljo (miaino Stevilo neujemanj in vrzeli). Za
dolccitev najprimernejSe poravnave lahko spreminjama@iut@ ujemanja, neujemanja in
vrzeli. V primeru tezavnejSih poravnav z zunanjskupinami (poravnave z veliko vrzeli)
smo za uskladitev zaporedij uporabili program MAKK&toh in sod., 2005). Po potrebi smo
dolocene sklope poravnav Se dodatnénm popravili v programu BioEdit 7.0.9 (Hall, 1999).

Pri kodirajaih regijah COI smo funkcionalnost nukleotidnih parav potrdili s pretvorbo v
aminokislinski zapis. Nukleotidne poravnave smosline program DAMBE 5.0.10 (Xia in
Xie, 2001) in izbrali primeren genetski kod za psel primeru klobdnjaskih meduz je za
regijo COIl pravilen mitohondrijski genski kod za dlenterata (MoldMtDNA ali
Trans_Table=4), kjer se v 655bp dolgih nukleotidaigporedjih zé&ne bralni okvir na
drugem mestu. Nukleotidna poravnava je primeteaaminokislinsko zaporedje ne vsebuje
stop kodonowv.

3.2.5.3 Filogenetske analize

S filogenetskimi analizami smo rekonstruirali s@tv@ne odnose znotraj izbranih vrst
klobu¢njaskih meduz. Filogenetska drevesa smo izdelatrgdo metodah: metoda vaosti,
metoda najv§ega verjetja in Bayesovim pristopom.

Za vse filogenetske metode je Zit@o, da Stevilo moznih dreves izjemno n&a& ve&anjem
Stevila OTE (Hall, 2008). Filogenetske analize tikno postanejo zahtevne in zato iskanje
najboljSega drevesa z izbiro ra&rih algoritmov skrajSamo, da v nekem razumn&su
dobimo najboljSo rekonstrukcijo sorodstvenih odmoso

Stevilo dreves brez korenine: E_Zas——S)' s = Stevilo OTE
253(s-3)

Stevilo dreves s korenino: 5_228—_3)' . (2)
252(s-2)

Metoda vagnosti (Fitch, 1971) rekonstruira drevo iz neposeginprimerjanja nukleotidnih
zaporedij. Temelji na realu, da je najbolj verjetna evolucija tista z napdan Stevilom
substitucij. V privzeti nastavitvi so vse substifecenako verjetne, lahko pa nastavitve
uskladimo z ugotovljenimi odstopanji posameznihssitocij ter jih temu primerno obtezimo.
Za ra&unanje vzamemo le informativha mesta. Nukleotidrestm je informativho¢e daje
prednost doléenemu drevesu v primerjavi z ostalimi drevesi. Zelavo dreves po metodi
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varcnosti smo uporabljali program MEGA 5 (Tamura in s&f11). Drevesa smo iskali po
hevristtnem n&inu z izgradnjo izhodishega drevesa z nak§nim dodajanjem haplotipov
(angl. random addition). Hevrigtii n&in iskanja uporabljamo zato, ker je pri vzorcu, ki
Steje ve deset haplotipov Stevilo vseh moznih dreves talik3a jih ne moremo preveriti.
Pri tem n&inu iskanja, preverimo podmnozico moznih dreves panju, da bomo z
zadovoljivo verjetnostjo naSli drevo nafye vaknosti (Swofford in Sullivan, 2003).
Rezultati iskanja so pokazali ¥anoznih dreves, zato smo izdelali drevo 50 odstne
vecinskega soglasja. Na drevesuimskega soglasja so prikazane samo dihotomne egpitv
ki se pojavljajo pri veé kot 50 % dreves, ostale veje so zdruzene v poijgonPodporo
posameznih razvejitev na naj¥aejSih drevesih smo preverjali z "bootstrap” rdeto
ponovnega vz@éenja. Podporo razvejitev na osnovnem dreveséneati smo ocenili s 500
ponovitvami.

Za izr&unavanje dreves po metodi najjema verjetja in Bayesovem pristopu smo s
programom Modelgenerator (Keane in sod., 2006) rapjglolctili najbolj primeren
evolucijski model. Za nadaljnje analize smo upgedblnajbolj primeren model po
Akaikovem informacijskem kriteriju (ACI; Akaike, 7). Najbolj primeren model je tisti, ki
¢imbolj to¢no opiSe stanje podatkov. Model vsebuje informaoijisekvencah nukleotidov,
verjetnosti posameznih substitucij, porazdelitvgpstosti substitucij vzdolz nukleotidnega
zaporedija in delezu nespremenljivih mest.

Metoda najvéjega verjetja (Felsenstein, 1981)caSdrevo, ki po vnaprej datenem
evolucijskem modelu z naji¥p verjetnostjo ustreza podatkom. Metoda je bill p@¢asna

in zaradi tega dolga leta nepriljubljena, doklerir@@on in Gascuel (2003) nista razvila
algoritma, ki je zelo skrajS&hs izr&unavanja. Statistha osnova metode je zastavljena na
racunanju verjetja dreves in za kom rezultat izbere drevo z najgjen verjetiem. Zaradi
velikega Stevila moznih dreves, je nemégamceniti vsa drevesa, zato ponovno uporabimo
hevristéni naiin iskanja dreves. Za izdelavo dreves po metodvedpgga verjetja smo
uporabljali program MEGA 5 (Tamura in sod., 2011hastavitvijo hevristinega naéina
iskanja dreves po metodi izmenjave najblizjih sose@ngl. nearest neighbor interchange).
Za vsak set podatkov smo predtuaanjem nastavili najprimernejSi model substitunij
diskretno aproksimacijo distribucije gamma (paranet Yang, 1994). Program je izdelal
zaetno drevo, ki je bilo izhodi& pri iskanju najbolj verjetnega drevesa. Podporo
posameznim razvejitvam na drevesih ngj@ga verjetja smo preverjali z "bootstrap” metodo
ponovnega vza@enja. Podporo razvejitev na osnovnem drevesu jeergato ocenili s 1000
ponovitvami.

Bayesov pristop je novejSa raztia metode najwgega verjetja. Namesto iskanja drevesa, ki
poveuje verjetje glede na opazovane podatkee iflrevesa z najviSjo posteriorno
verjetnostjo. Metoda dotd mnozico dreves s priblizno enakimi verjetji. Bage pristop
iskanja filogenetskega drevesa temelji na Bayesaeenmemu (Rannala in Yang, 1996):

P(T|x ) =[P(X[T)x P(T)]/ P(X) e

P(T) je apriorna verjetnost, ki jo pripiSemo dt#ai topologiji drevesaP(X|T) je verjetje
drevesa, ki je izkainano na podlagi najbolj primernega modela sulzsguv nasi analizi
predhodno doken s programom Modelgenerator). Pri danih podat(i|X) nato po
Bayesovi enébi izratunamo posteriorno verjetnost drevé¥X). NajboljSe drevo je drevo z
najvetjo vrednostjo posteriorne verjetnosti. Dejanskongmogde izra&unati posteriorne
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verjetnosti vsem moznim drevesom, zato uporabimmkgimacijski algoritem MCMC
(angl. Monte Carlo Markov Chain; povzeto po Huelsmk in sod., 2001). Za izdelavo
dreves po Bayesovem pristopu smo uporabljali progisirBayes 3.1 (Ronquist in
Huelsenbeck, 2003) z nastavitvijo¢imaa iskanja dreves po zdruzeni metodi Metropolis —
MCMC (Metropolis in sod, 1953; Hastings, 1970).o¢stsno smo izvajali dve iskanji s
hkratnim vzogenjem dreves iz &tirih verig po 2 x®1@eneracij, z nastavitvijo zapisa
vzortenja na vsakih 100 generacij. VZenje posteriornih verjetnosti dreves se lahkinea
ko veriga doseze stacionarnost 0z. ko se ocenerpwsih verjetnosti ne spreminjajo &ve
bistveno. Stacionarnost posteriornih verjetnosto goneverili s programom TRACER 1.4
(Rambaut in Drummond, 2009). Drevo 50 odstotneg@sgkega soglasja smo izwmali na
osnovi zadnjih 25 % dreves iz vzorca 20000 drewkssake simulacije. 1z preostalih 10000
dreves (5000 dreves od vsake simulacije) smocumai posteriorno verjetnost drevesa
soglasja. Sorodstvene odnose med haplotipi, ki jgmiaracunali v programu MrBayes 3.1,
smo graféno izrisali s programom FigTree 1.2.2 (Rambaut,6200

3.2.5.4 Mreze haplotipov

Sorodstvene odnose znotraj vrste smo lahko tag predstavili z mrezami haplotipov, ki
smo jih izdelali s programoma Network 4.5.0 (wwwxilis-engineering.com) in TCS 1.21
(Clement in sod., 2000).

Sorodstveni odnosi znotraj vrste so pogosto bslpgain nataétno predstavljeni z mrezami
haplotipov. V primeru znotraj vrstnih zaporedij DNitnamo obtajno veliko podobnih
zaporedij, med katerimi so nekateri haplotipi lalgtedniski haplotipi. Bolj verjetno je, da
genski pretok znotraj vrste poteka v obliki mredt ga v obliki hierarline drevesu podobne
strukture. Mreze haplotipov so grafi sestavljentaZk in daljic. Take lahko predstavljajo
hipotetine prednike ali dejansko opazene haplotipe. Velikaske je premosorazmerna s
frekvenco haplotipa in z razho obarvanostjo tik obicajno ponazarjamo geografski izvor
haplotipov (povzeto po Posada in Crandall, 200Xer(evanje sorodstvenih odnosov med
geni na nivoju populacij s filogenetskimi metodafmetoda vatmnosti, metoda najgega
verjetja, itd.) je lahko tezavno in nepopolno (Cé&min sod., 2000). Filogenetske metode
namre zahtevajo vge Stevilo variabilnih znakov za nataro rekonstrukcijo sorodstvenih
odnosov (Huelsenbeck in Hillis, 1993). Zato jeelama njihova uporaba v populacijskih
Studijah neprimerna, ker je variabilnost na popijdkem nivoju manjSa. Poleg tega je na
populacijskem nivoju rekombinacija precej pogosvemjeten pojav, medtem ko filogenetske
metode predpostavljajo, da se rekombinacija nevfjajéClement in sod., 2000).

TCS 1.21 je programski paket, ki temelji na metddmpeltona in sodelavcev (1992) za
dolocevanje sorodstvenih odnosov med populacijami nawasiukleotidnih zaporedij, kadar
je v populaciji manjSa raznolikost. Program iznseezo haplotipov po stati§tiem kriteriju
varcnosti. Naredili smo lkene mreze haplotipov za COI in ITS sklope podatkalede na
rezultate iz filogenetskih analiz smo naredili Se@ebe za posamezne tmm podprte
filogenetske skupine. Za izfanavanje smo uporabili privzete nastavitve prograiraake
sklope podatkov smo vnesli tudi v program Network.@, ki je naredil "median-joining”
mreze haplotipov. Za &ananje mrez smo enako obtezZili vsa mesta, sprelinpgasmo
vrednosti parametra za nivo homoplazie Mreze, ki so kljub spreminjanju parametrov Se
vedno kazale veliko stopnjo zamreZenosti, smo Ealkwoino razresiti s popravki, ki jih
predlagata Pfenninger in Posada (2002). Na tamrlahko razreSimo mrezo, ki ima manjSe
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Stevilo enostavnih zank, tako da pri tem upoStevdrekvenco, topologijo in geografski
izvor haplotipov. V naSem primeru je bilatuea mrez prevé zamrezenih, da bi jih lahko
razresSili.

3.2.5.5 Analize nukleotidnih zaporedij in populacijsko geske analize

Analize, s katerimi smo testirali genetsko struké&unje populacij, smo delali é&no na
mitohondrijskih (COIl) in jedrnih (ITS1, ITS2) gews&th markerjih. V analizah moramo
uposStevati njihov raztien n&in dedovanja: regije COI imajo klonsko, maternadlealovanje
brez rekombinacij, regije ITS imajo visoko stopmgkombinacije. Genetski markerji se
razlikujejo glede na stopnjo substitucij in nukidab sestavo zaporedij, zato smo za vsak
marker uporabili model, ki najbolje opiSe podatkrograma za iztanavanje genetskih
parametrov ARLEQUIN 3.1 (Excoffier in sod., 1998)DAMBE 5.0.10 (Xia in Xie, 2001)
imata omejeno Stevilo modelov, zato na osnovi poedb izr&gunanega optimalnega modela
v programu Modelgenarator, med podanimi modeli ey najbolj podoben model. Tako
smo pri nastavitvah parametrov izuaavanja za COIl uporabljali Kimurin dvoparamgtri
model, za regije ITS pa model po Tamura in Nei. #im dvoparameténi model (K80;
Kimura, 1980) predvideva enake frekvence nukleatitdiodopuga moznost, da se frekvence
tranzicij in transverzij lahko razlikujejo. Qf@jno so tranzicije pogostejSe od transverzij.
Model zato izraunava genetske razdalje po dveh gk stopnjaho — stopnja tranzicijf -
stopnja transverzij. Model TN93 (Tamura in Nei, 3Pf bolj kompleksen model od modela
K80, saj predvideva razhe frekvence nukleotidov in upoSteva ré&zé stopnje substitucij
tako med tranzicijami in transverzijami kot Se dmdamed purini in med pirimidini.

V programu DAMBE 5.0.10 (Xia in Xie, 2001) smo n@&jps spreminjanjem Stevila opazenih
substitucij glede na genetske razdalje K80 oz. Th@8icno preverili nagienost sekvenc s
substitucijami. Nato smo Se dodatno preverili fasdst nukleotidnih zaporedij s testom za
izratunavanje indeksa substitucijske rasiosti (Iss), ki primerja opazen Iss s knt
vrednostjo Iss (Iss.c.). Pri nukleotidnih zaporedki niso nasiena s substitucijami, je Iss
zn&ilno statisttno manjsi od Iss.c. (Xia in sod., 2003). Prav take v programu DAMBE
5.0.10 s testomy’ primerjali $e skladnost nukleotidnih zaporedij dgena frekvence
pojavljanja posameznih nukleotidov. Podatke o motidimi sestavi zaporedij in Stevilu
variabilnih mest znotraj geografsko ali filogen&tskolatenih skupin smo izeanali s
programom DNAsp v5 (Librado in Rozas, 2009). V tpnogramu smo izcaunali tudi
osnovna indeksa genetske raznolikosti — nukleoti¢ijoin haplotipsko Kf) raznolikost.
Deleze razlik v nukleotidnih zaporedjih med filogéskimi skupinami smo izéanali s
programom BioEdit 7.0.9, Se boljSe pa genetsko algarst podatkov opiSemo s parnimi
genetskimi razdaljami (angl. pairwise differenc&programom ARLEQUIN 3.1 (Excoffier
in sod., 1992) smo izéanali parnedst vrednosti na osnovi 10000 permutacij in z analizo
molekulske variance (AMOVA) dotdi delez variacije znotraj in med geografskimi ali
filogenetskimi skupinami. V programu MEGA 5 (Tamunasod., 2011) smo za regije COI
na osnovi razmerja med sinoniminimi in nesininiminisubstitucijami s testom Z preverili
selekcijsko nevtralnost zaporedia.

Vzorec demografske preteklosti populacij na tamhi geografskih obmigih smo ugotavljali
s testi za nevtralno evolucijo. V programu DNAsp sfSo izrgunali vrednosti TajimaD
(Tajima, 1989) Fu Fs (Fu, 1997) inR, (Ramos-Onsins in Rozas, 2002). Statistitest
TajimaD primerja Stevilo polimorfnih mest in povgreo Stevilo mutacij med pari zaporedij.
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Ce sta vrednosti podobni, potem lahko potrdimo képoto nevtralni evoluciji. Testa Fgin

R, sta Se ménejSi orodji za testiranje stabilne velikosti pamije vs. populacijske rasti

(Ramos-Onsins in Rozas, 2002). Razporeditev neujgrhaplotipov (angl. mismatch
distribution) je Se dodatna mera, ki ponazarja @zaasti oz. stabilne velikosti populacije
(Rogers in Harpending, 1992). Grafe razporediteujemeanj smo naredili v programu
DNAsp v5.

Pri mitohondrijskih haplotipih lahko informacijo @emografski preteklosti populacij
razberemo tudi iz efektivne velikosti populacii) Vendar je efektivna velikost populacije
odvisna od hitrosti mutacij, ki pa pri meduzah nama (Dawson in Jacobs, 2001; Holland in
sod., 2004; Huang in sod., 2008). Zaradi zgoragdawih omejitev, ne moremo verodostojno
dolciti efektivnih velikosti populacij, lahko pa prewero, ¢e imamo pristransko uporabo
kodonov (angl. codon usage bias). Na pristranskwalym kodonov lahko vplivajo selekcija,
genetski drift in mutacije (McVean in Vieira, 2001)¢cinek genetskega drifta je &ev
majhnih populacijah, medtem ko v&jid populacijah prevladujedinek selekcije (Bulmer,
1991). Tako naj bi v manjSih populacijah zaslediltjo pristransko uporabo kodonov, v
vecjin populacijah pa wgo. Za merilo pristranske uporabe kodonov smo vgmou
DNAsp V5 izr&unali efektivno Stevilo kodonov (ENC; Novembre, 2D0

Skladnost populacij oz. filogenetskih skupin z gedgko razporeditvijo smo testirali z
modelom izolacije zaradi oddaljenosti (angl. IsolatBy Distance — IBD: Kimura in Weiss,
1964) v programu ARLEQUIN 3.1. Z Mantelovim test@mo testirali izolacijo glede na
geografske razdalje in parnést vrednosti na osnovi 1000 permutacij. Za &
Mantelovega testa smo potrebovali matriko z gesggrafi koordinatami vzamih mest. Pri
uhatem klobtnjaku smo dodatno testirali Se korelacijo med geketi razdaljami in
najnizjo temperaturo morja na geografskem ofme zimskem obdobju. Pripravili smo
izracunali korelacijo na osnovi 1000 permutacij. Pri st@i nobena od zgoraj navedenih
analiz ni pokazala geografske strukturiranosti pe@jy zato smo s programom SAMOVA
1.0 (Dupanloup in sod., 2002) naredili Se dodaest.tS prostorsko analizo molekulske
variance (SAMOVA) smo s spreminjanjem parametravilgteskupin K = 2,3,4) iskali
morebitne moZne wge skupine populacij. Program je zacumanje korelacije med
genetskimi in geografskimi razdaljami potrebovaltmka z geografskimi koordinatami
vzorenih mest in Arlequinovo obliko datoteke.
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4 REZULTATI

4.1 OPTIMIZACIJA IZOLACIJE DNA IZ TKIVA MEDUZ

UspesSno smo izolirali DNA iz tkiva gonad in robalkika odraslih klobtnjaskih meduz iz
naslednjih vrst: meseka, uhati in veliki klobdanjak. Kvaliteta in kokina izolirane DNA je
primerljiva med obema tkivoma, saj po pregledu vigellacij DNA klobunjaskih meduz v
zbirki vzorcev MBP nismo zasledili¢cgnih razlik. Majhne kokine DNA pa smo izolirali iz
mezogleje (notranji del obustnih ramen ali klobukaduze).

Kot konzervans, v katerem so bili hranjeni &Smeduz pred izolacijo DNA, smo
uporabljali v€inoma 96 % etanol. Nekaj vzorcev je bilo shranjemifdi v raztopini

DMSO/NaCl in 100 % acetonu. KvalitetnejSo DNA smzolirali iz vzorcev, ki so bili takoj
po vzokevanju hranjeni v tek@m dusSiku ali na -80°C. Pri v@i tako hranjenih vzorcev
smo ne glede na uporabljeni konzervans izolirdikeevisoko molekularne DNA. Vzorci, ki
so bili dalj¢asa hranjeni na sobni temperaturi, so imeli balééacije, e so bili hranjeni v
96 % etanolu ali v 100 % acetonu kot pa v raztopMSO/NaCl. Zelo slabo kvalitetne
DNA (fragmenti majhne velikosti) smo dobili pri ila@ijah vzorcev, ki so bili dalfasa

hranjeni na sobni temperaturi zaradi dolgega trarapz tujine.

Primerjava uspesnosti ragiih metod za izolacijo DNA je prikazana na SlikiNa desetih
odraslih osebkih mes&mke (na Sliki 9 ozn&ni pod Stevilkami od 1 — 10; v zbirki MBP kot
vzorci pod oznako 16/06/PN 18-27) smo testirali likg in kolicino izbranih metod
izolacije. Kot zelo ginkovite in primerljive metode izolacije DNA so sgazale metode s
CTAB (Slika 9A, 1,18 — 2,97.g DNA), DNeasy Blood and Tissue Kitom (Slika 9B71 -
3,14ug DNA) in Chelex 100 (Slika 9C, 1,93 — 4,18 DNA), medtem ko z izolacijo DNA
na osnovi magnetnih delcev pridobimo zéisto in kvalitetho DNA, vendar v zelo nizkih
koncentracijah (Slika 9D - slabo opazne lise naaa@em gelu in izmerjene kéihe DNA v
obsegu 0,03 — 0,4dg). Najbolj uspesno smo s PCR pomnozevali vzoroirane z DNeasy
Blood and Tissue Kitom, medtem ko smo v vzorcihiraaih po metodi s CTAB \krat
imeli tezave pri pomnozevanju v PCR (slabo pomnaagy ali neuspesSno pomnozevanje).
Vzorci DNA izolirani po metodi s CTAB so bili prodateni tudi zaradi slabSega

.....

klobu¢njaskih meduz izolirali po metodi z DNeasy Bloodidnssue Kitom.
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Slika 9:

Figure 9:

Velikostni
standard 1 2 3 4 5 B T 8 9 10

A

B
sandrd 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

c
Velikostni
sandard 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10

D

Primerjava izolacij DNA iz desetih masek: (A) z metodo CTAB, (B) z metodo DNeasy
Blood and Tissue Kit, (C) z metodo Chelex 100, @)metodo Wizard Magnetic DNA
Purification System for Food. Na prvi stezi agaega gela je naloZzen velikostni standard
Lambda DNA/Hind Il (Promega). Na preostalih stepahaloZeno pod DNA.

Comparison of DNA isolations from ten medusae oluweastinger: (A) CTAB method, (B)
DNeasy Blood and Tissue Kit, (C) Chelex 100 meth@), method Wizard Magnetic DNA
Purification System for Food. On all agarose ghks first line contain size marker Lambda
DNA/Hind 11l (Promega) and the rest lines contaji 6f DNA.
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Nato smo preverili ali so nizko molekularni fragniencelokupnem izolatu DNA res nizko
molekularni fragmenti DNA ali so ostanki RNA. Naiksl 10 je prikazana izolacija
genomske DNA pred dodatkom encima RNaze A (Slik&d) 1 po obdelavi z RNazo A
(Slika 10B). Ugotovili smo, da se poleg DNA oborielike kolcine RNA (po dodatku
RNaze A na agaroznem gelu nicMa@ajSih fragmentov). Merjenje koncentracije DNAebr
dodatka RNaze A pokaze tudi od 2,5 do 3 krat wgpelnosti gDNA kot po dodatku RNaze
A (brez RNaze A: 1,04 — 6,324 DNA, z RNazo A: 0,43 — 2,229 DNA).

Velikostni
standard 1 2 3 4 5 b T 8 3 10

Slika 10: Primerjava izolacij fragmentov DNA iz tkiv desetihes€ink z metodo DNeasy Blood and
Tissue Kit: (A) brez dodatka RNaze A, (B) po dodaBNaze A. Na prvi stezi agaroznega gela
je naloZzen velikostni standard Lamba DNA/Hind IPrémega). Na preostalih stezah je
naloZzeno po o DNA.

Figure 10: Comparison of DNA fragments isolation from tissugfisten mauve stingers with method
DNeasy Blood and Tissue Kit: (A) without RNase B) vith RNase A. On both agarose gels
the first line contain size marker Lambda DNA/Himhd(Promega) and the rest lines contajd 5
of DNA.

Za izolacijo genomske DNA smo pri sedmih vzorcihseimk (24/09/PN 11 - 17) poleg v
96 % etanolu konzerviranega tkiva z roba klobukalima razpolago tudi liofilizirane vzorce
celotne odrasle meduze. Primerjali smo kvaliteaminentov DNA po izolacijah DNA iz
25 mg vzorcev liofiliziranih meduz (Slika 11A) in52ng vzorcev konzerviranega tkiva
(Slika 11B). Ugotovili smo, da iz liofiliziranih vorcev dobimo fragmente DNA primerljive
kakovosti kot po izolaciji iz konzerviranih tkiv.dfcentracije izolirane DNA iz liofiliziranih
meduz so lahko tudi do 5 krat viSje od koncentr@A po izolaciji DNA iz enake teze
konzerviranih tkiv (0,8 — 17,.u,g DNA iz liofiliziranih vzorcev, 0,16 — 3,54g DNA iz
konzerviranih tkivnih vzorcev).
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Velikostni
standard 1 2 3 4 5 6 T

Slika 11: Primerjava kvalitete fragmentov DNA iz sedmih oseblodraslih mesgnk po izolaciji z
metodo DNeasy Blood and Tissue Kit in dodatkom RNAz (A) iz 25 mg vzorca liofilizirane
meduze, (B) iz 25 mg konzerviranega tkiva. Na gtezi agaroznega gela je naloZen velikostni
standard Lamba DNA/Hind Ill (Promega). Na preohtatezah je naloZzeno pplDNA.

Figure 11: Comparison of DNA fragments quality from seven adukdusae of mauve stinger after
isolation with DNeasy Blood and Tissue Kit and aiddi of RNase A: (A) from 25 mg of
liophilised medusae sample, (B) from 25 mg of pnesg tissue. On both agarose gels the first
line contain size marker Lambda DNA/Hind Il (Proga¢ and the rest lines contaipl5of
DNA.

4.2 VARIABILNOST NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ

Najprej smo na vzorcih meseke testirali variabilnost petih razhih genetskih markerjev
(COlI, ITS1, ITS2, 12S in 28S rDNA). Test smo deladi osebkih iz severnega Jadrana
(vzorec PN1107), juznega Jadrana (vzorca PNO8(3NBG804) in zahodnega Sredozemlja
(vzorec PN1307). Uspesno smo pomnozili in sekvahd@b5 bp dolg fragment COI, 280 bp
dolg fragment ITS1, 365 bp dolg fragment ITS2, B6dolg fragment 12S in 630 bp dolg
fragment 28S. V regijah COI, ITS1 in ITS2 smo zdsievariabilnost v nukleotidnih
zaporedijih, medtem ko v regijah 12S in 28S rDNAmoszasledili nobene variabilnosti in so
bila vsa nukleotidna zaporedja popolnoma enaka.oblzovi teh rezultatov smo za vse
filogenetske in populacijske analize uporabili detohondrijskega gena COl in regiji ITS1
in ITS2, ki sta zapisani na operonih za ribosom&n& v jedernem genomu.

Na Sliki 12 je prikazano razmerje med substitucijanregijah COIl in ITS pri vseh treh
prowevanih vrstah meduz. Stevilo obeh tipov substit{itgnsverzij in tranzicij) linearno
naraga z vé&éanjem genetske razdalje, kar kaze na to, da nutlfeokzaporedja niso nésna
S substitucijami.
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Meseinka —Pelagia noctiluca
COol ITS1-ITS2
0.14 -
0.20 -
0.12 - ﬁﬁ
0.17 - X
X )
010 |- X's sl ﬂx g‘ .
> b 3 X
c >
w %orr E 010 X
0.05 - 007 |
0.02 - 0,03
0.003 1 L L 1 L | 0.003,” L L L L | |
0.0000 0.0518 0.1037 0.1555 0.2074 0.2592 0.3110 0.0000 0.0881 0.1761 0.2642 0.3522 0.4403 0.5283
genetske razdalje TN93 genetske razdalje K80
Uhati klobwnjak —Aurelia aurita
COl ITS1-ITS2
0.15 0.25 —
013 1= 021
0.10 |- Xs 017 L X's
> >
c
£ oosf § % 013
0.05 - X 0.08 |-
0.03 |- §K>X 0.04 |- N,
0,00 | | | | | ] "—g\&
. P 0.00%= < L L L L L I}
0.0000 0.0477 0.0954 0.1431 0.1907 0.2384 0.2861 0_(’)000 0.1043 0.2085 0.3128 0.4170 0.5213 0.6255
genetske razdalje TN93 genetske razdalje K80
Veliki klobu¢njak —Rhizostoma pulmo
COl ITS1
011 - %g 0.25 2 X
23
0.09 - 0.21 [ X
0.07 - X's 0.17 F X's
> > >§
£ 05t £ o1}
(] 2]
0.04 - 0.08 [
0.02 - 0.04
0.00 x 1 1 1 1 1 | 0.00‘?\&% | 1 1 1 1 |
0.0000 0.0356 0.0712 0.1069 0.1425 0.1781 0.2137 0.0000 0.1034 0.2067 0.3101 0.4135 0.5168 0.6202
genetske razdalje TN93 genetske razdalje K80
Slika 12: Stevilo substitucij — tranzicij (Xs) in transvertijv) - glede na genetske razdalje med haplotipi:
levo - Tamura in Nei genetske razdalje (TN93) megldtipi COIl in zunanjimi skupinami,
desno - Kimura dvoparametne genetske razdalije (K80) med haplotipi ITS in anjimi
skupinami.
Figure 12: Number of substitutions — transitions (Xs) and $xaarsions Av) —based on genetic differences

among haplotypes: left - Tamura and Nei genetifedthces (TN93) among COI haplotypes
and outgroups, right - Kimura twoparametric gendifferences (K80) among ITS haplotypes
and outgroups.
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Test Iss (Xia in sod, 2003) je pri méskah potrdil nenagenost nukleotidnih zaporedij s
substitucijami v COI (Iss = 0,020, Iss.c. =0,7&4p. =654, P=0) in ITS (Iss = 0,007,
Iss.c. = 0,722, s.p. =576, P = 0). Prav tako smegikih klobunjakih v COI (Iss = 0,006,
Iss.c. = 0,765, s.p. =654, P=0) in ITS (Iss¥Q, Iss.c. =0,729, s.p. =416, P = 0) potrdili
nenasienost nukleotidnih zaporedij s substitucijami. Rrhatih klobinjakih smo
nenasienost nukleotidnin zaporedij s substitucijami pibtre regiji COI (Iss = 0,547,
Iss.c. = 0,763, s.p. =247, P =0). Regije ITS pas uhatih klobdnjakih bolj nastiene s
substitucijami (Iss = 0,882, Iss.c. = 0,792, s.p183, P > 0.1) in zato niso najbolj primerne
za filogenetske analize.

4.3 GENETSKA DIFERENCIACIJA V MESEINKI (Pelagia noctiluck

Pri 144 osebkih mesmk iz 13 lokacij smo z zZgtnima oligonukleotidoma LCO1490 in
HCO2198 (Folmer in sod., 1994) uspesSno pomnozikakvencirali 655 bp dolg fragment
mitohondrijskega gena COI (Preglednica 2). Vsa ewnfidina zaporedja COIl so po
preverjanju podobnosti nukleotidnih zaporedij zdjpemn BLAST kazala najvwgo podobnost

Z regijo COI kompasne meduze in uhatega kiofka. Po usklajevanju nukleotidnih
zaporedij smo dotali 108 razlicnih haplotipov (Priloga A). V tej regiji je bilo dimenih 110
variabilnih mest, od tega 62 informativnih po kiijie varcnosti (Priloga B1). Nadaljnje
preverjanje pravilnosti nukleotidne poravnave zodahjem aminokislinske identitete po
kodu za mtDNA "Coelenterata" je bilo uspeSno sa waporedja, saj zaporedja niso
vsebovala stop kodonov.

Ugotavljanje podobnosti nukleotidnih zaporedij IZ9rodjem BLAST je pokazalo najgje
podobnost z regijami ITS kompasne meduzaihatega klobtnjaka. V poravnavah obeh
zaporedij ITS nismo zasledili nobenega dolzinskpgimorfizma. K variabilnosti regij so
prispevale le ttkovne mutacije (Priloga B2 in B3). V 280 bp dolggiji ITS1 je bilo v 103
osebkih doleenih 14 razlinih haplotipov, v 365 bp dolgi regiji ITS2 pa v 18%ebkih 23
razlicnin haplotipov. ZdruZeni regiji ITS1-ITS2 sta tvor28 razlicnih haplotipov enotne
dolzine 645 bp z 22 variabilnimi mesti, od teh i@ I8 informativnih po kriteriju vamosti.

Analize molekulske variance (AMOVA) v regijah COh ITS kazejo v&o raznolikost
znotraj populacij kot med populacijami (glej % ralikosti znotraj/med skupinami
geografskih obm#j v Preglednici 4). Rezultati izéanov genetske raznolikosti meésee
med Sestimi geografskimi obijo v evropskih morjih in severozahodnem Atlantika s
prikazani v Preglednici 2. Vse mere genetske rakzosti (h, = in Stevilo privatnih
haplotipov) kazejo na ¥@ raznolikost regije COI kot regij ITS. Nukleotidraznolikosti
COIl in ITS sta v méni korelaciji (Spearmanov korelacijski koefficiegt= 0,83), medtem ko
haplotipski raznolikosti COIl in ITS nista v koreiac(rs = -0,2). Skupna haplotipska
raznolikost v regiji COI je 0,958, v regijah ITS Par23. Najvéja haplotipska raznolikost
COIl'In ITS je bila najdena na obijo severnega Atlantika (COI: 0,991, ITS: 0,895)ufshka
nukleotidna raznolikost v regiji COIl znaSa 1,16 foje veja kot v regijah ITS (0,31 %).
Najveijo nukleotidno raznolikost COI zasledimo na ol#oojuznega Jadrana (1,82 %),
najvejo nukleotidno raznolikost ITS na obijo severnega Atlantika (0,69 %). Klad | in
klad IlI, ki izhajata iz rezultatov filogenetske #ma COI (Slika 20), imata zelo podobno
haplotipsko (I: 0,949, II: 0,989) in nukleotidno: @,64, II: 0,59) raznolikost¢eprav se
ob¢utno razlikujeta v velikosti vzorca (14 proti 134).
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Preglednica 2: Meseginka - raznolikost v nukleotidnih zaporedijih COIITS glede na geografske regije.

Table 2: Pelagia noctiluca- genetic diversity in COIl and ITS sequences atiogrto geographic
region.
geografska Stevilo osebkov  Stevilo haplotipov* haplotipska nukleotidna
regija raznolikost raznolikostr
h [%0]
Col ITS COl ITS COl ITS CoOl ITS
Severni Jadran 40 36 32 (26) 15 (6) 0,963 0,835 8 0,60,26
Juzni Jadran 23 13 18 (13) 8 (2) 0,957 0,800 1,82,250
Zahodno Sredozemlje 43 40 33 (31) 15 (10) 0,949 406 1,26 0,31
Azori, Atlantik 20 16 16 (12) 7 (3) 0,947 0,671 8,1 0,22
Severni Atlantik 22 18 21 (20) 12 (6) 0,991 0,895 ,04 0,69
Klad | 134 - 91 - 0,949 - 0,64 -
Klad Il 14 - 13 - 0,989 - 0,59 -
Skupaj 148 131 104 36 0,958 0,723 1,16 0,31

* v oklepajih je navedeno Stevilo privatnih haplotipo

Za koreninjenje dreves smo uporabili homologna megja sorodnih taksonov:
Chrysaorasp. (Pelagiidae),Cyanea capillata(Cyaneidae),Aurelia aurita (Ulmaridae).
VKlju¢ujo¢ zunanje skupine je analiza variabilnih pozicij Gadlkrila 234 variabilnih mest,
od tega je 150 mest informativnih po kriteriju &@wsti. Za mesenke je v regiji COI
zn&ilna nukleotidna sestava z visoko zastopanostjanam(34,9 %), v primerjavi z
adeninom (29,2 %), citozinom (18,4 %) in gvanindi,b %). Razlike v nukleotidni sestavi
med haplotipi COI niso statigtio znilne (¢° = 6,41, s.p. = 321, P = 1). Ocenjena vrednost
parametran. je bila 0,16. Kot najboljSi evolucijski model stihscije je bil dolaen model
K81. Ta model uposSteva razlike v frekvencah nukékxt, enak nivo tranzicij in dva nivoja
transverzij (Kimura, 1981).

Pri regijah ITS je vkljdujo¢ z zunanjimi skupinami analiza variabilnih pozioglkrila 213
variabilnih mest, od tega je 59 mest informativnpo kriteriju vagnosti. Zn&ilna
nukleotidna sestava regij ITS ima uravnotezeno opastost vseh nukleotidov: timin
(29,0 %), adenin (25,5 %), citozin (22,1 %) in gva(23,4 %). Nukleotidna sestava med
haplotipi ITS je homogeng{= 6,41, s.p. = 321, P = 1). Ocenjena vrednostrpeli@o, je
bila 0,34. Za najboljSi evolucijski model substifage bil dolaten preprost model K80+G, ki
upoSteva razlike v frekvencah tranzicij in trangyewob upoStevanju razlik v hitrosti
substitucij med posameznimi pozicijami v zaporg#jumura, 1980).

Filogenetsko analizo smo izvedli po Bayesovi metotitodi vagnosti in metodi najwgega
verjetja za vse tri kombinacije nukleotidnih zambydCOI, ITS1-ITS2, COI-ITS1-ITS2).
Drevesa po metodi vamosti in metodi najwgega verjetja niso posebej prikazana, ker imajo
podobno topologijo in podporo razvejitev kot drevg® Bayesovem pristopu. Filogenetska
analiza na osnovi nukleotidnih zaporedij COI je ridkjasno dvodelno strukturo drevesa
(Slika 13),¢eprav ne ena ne druga razvejitev ni najnepe statistino podprta (76/78 %).
Vecjo skupino, poimenovali smo jo klad I, sestavlj&iaa haplotipov COI (90,5 %) iz vseh
petih geografskih obnég. ManjSa skupina — klad Il — je sestavljena izgstalih 9,5 %
haplotipov iz Stirih geografskih obrjo(brez severnega Atlantika).
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Slika 13: Meseinka - filogenetsko
drevo rekonstruirano z Bayesovim
statistEnim pristopom na osnovi
nukleotidnih  zaporedij COIl in
evolucijskega modela K81uf+G.
Stevilke na razcepith prikazujejo
posteriorno verjetnost, skupine z
vrednostjo verjetia pod 50% so
zdruzene. Oznake haplotiov
ustrezajo osebkom v Prilogi A.
Geometrijski znaki ozrajejo
geografski  izvor  haplotipov.
Stevilke ponazarjajo frekvence
haplotipov.

Figure 13: Mauve stinger -

phylogenetic tree reconstructed
with Bayesian inference based on
COlI sequences under a K81luf+G
model of evolution. Numbers at
nodes indicate posterior
probabilities. Groups with

posterior probabilities under 50%
are collapsed to form polytomies.
Haplotypes are labeled as in
Appendix A. Symbols represent
the geographic location  of
haplotypes along with their
frequency.
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= PN1101 10 O severni Jadran
= PN0902 10 O juzni Jadran
- PN1305 1@ @® zahodno Sredozemlje
- PN_ITO3 2 OA A Azori, Atlantski ocean
L PN IT04 11 OO@AA A SV Atlantski ocean
— PN2414 1@
- PN_ITO5 4 O0A
- PN_IT06 2 0
- PN1829 1A
- PN_IT09 2 0
- PN2012 1 A
o PN_ITO1 5 O0A
t PN2201 10
t PN1701 1 0
PN_060S 1 @
CPNUIT11 42 O00A A
.[75PN16°2 10
PN1302 1@
PN1804 1 A
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PN_ITR2 2 O®
-EPNJTW 13 O00LAA
PN2006 1 A
PN_ITI0 2 @
PN2008 1 A
4= PN2011 1 A
PN2013 1 A
-—
0.7 substitucij/mesto
Slika 14: Filogenetski odnosi pri me&eki rekonstruirani z Bayesovim statigtim pristopom na osnovi

nukleotidnega zaporedja ITS in evolucijskega moda. Stevilke na razcepith prikazujejo
posteriorno verjetnost, skupine z vrednostjo vijpbd 50% so zdruZzene. Oznake haplotipov
ustrezajo osebkom v Prilogi A. Geometrijski znakikazujejo geografski izvor haplotipov.
Stevike ponazarjajo frekvence haplotipov.

Figure 14: Mauve stinger - phylogenetic tree reconstructedh witayesian inference based on ITS
sequences under a K80 model of evolution. Numbersdes indicate posterior probabilities.
Groups with posterior probabilities under 50% askapsed to form polytomies. Haplotypes are
labeled as in Appendix A. Symbols represent theggaguhic location of haplotypes along with
their frequency.

Na vsakem geografskem ob&uwosmo nasli enega ali ¥draplotipov, ki se pojavljajo Se vsaj
na enem ali veobmajih. To so haplotipi pod oznakami PN_CO1 — PN_CQQd.tega je
Sest haplotipov skupnih tako sredozemskim kot tgkam obmdjem. Najpogostejsi
haplotip PN_CO4 je bil odkrit v 28 osebkih in jeigmten v skoraj vseh geografskih
obmaijih (razen severnem Atlantiku). Ostali skupni haiplioso bistveno manj Ste¥vihi,
najdeni le v Stirih do dveh osebkih. Preostalihi@®lotipov je unikatnih, najdeni so le v
enem osebku.

Drevo ITS1-ITS2 (Slika 14) je po strukturi podobti@vesu COI-ITS1-ITS2 (ni prikazano).
Obe drevesi se strukturno razlikujeta od drevesd, G@@ata namré neizrazito in slabo

pojasnjeno topologijo, brez statisto podprtih razvejitev. Haplotipi se prav tako kot

drevesu COI ne zdruzujejo glede na geografski izvor
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Filogenetske analize mesek iz evropskih morjih in severozahodnega Atlaatike
podpirajo nobene strukturiranosti na geografsko jenge populacije. Na osnovi teh
rezultatov gre sklepati, da je¢imo med vsemi praievanimi obmgji velik in skoraj
neomejen genski pretok.

Mreze haplotipov prav tako ne podpirajo geografskeikturiranosti mesenk, kar je v
skladu z vsemi filogenetskimi analizami. Tako mréaplotipov COI kot ITS ne razjasnijo
sorodstvenih odnosov, ker imajo veliko zamrezendsir predstavlja dvoumne in
nerazresljive sorodstvene odnose in zato niso gpseikazane. V mrezah haplotipov COI
smo ne glede na metodo za izdelavo mrez haplotipawnetoda po kriteriju statistie
varcnosti in "median-joining” metoda — opazili is@@azdelitev na klad | in klad 1. Mreza
haplotipov COI iz klada | je zvezdaste oblike (zpogostejSim haplotipom PN_CO4 je
povezana M&na haplotipov, ki pa imajo nato Se dodatne Stevinedsebojne povezave).
Verjetno veliko Stevilo recentnih haplotipov oneroég jasno rekonstrukcijo zgodovine
klada 1. MreZza na osnovi haplotipov COI iz kladek#éize bolj nedvoumne in jasne odnose
(Slika 15). Veina haplotipov klada Il (10) je sredozemskih, dwegplbtipa sta atlantska, en
haplotip pa je skupen Sredozemlju in Atlantiku. Hazi mreze sta dva sredozemska
haplotipa (PNO608 in PN2425), kar verjetno nakazsjedozemski izvor haplotipov iz
klada II.

O Sredozemsko morje

‘ Atlantski ocean

PN2101

PN0815 PN2403

PN_CO7

PN0902 PNO0814 PN2412

Slika 15: "Median-joining" mrezag(= 0) haplotipov COI iz klada 1. Velikosti krogaso v sorazmerju s
frekvenco haplotipov. Barva krogov ozwge geografski izvor haplotipov. Male sive pike
simbolizirajo hipotetine predniSke haplotipe, ki jih vammje ni zajelo. Oznake haplotipov
ustrezajo osebkom v Prilogi A.

Figure 15: Median-joining network § = 0) for mauve stinger COI haplotypes of CladeTlhe sizes of
circles are proportional to the haplotype frequescand the colors of circles indicate the
geographic origin. Small grey circles hypothetiGicestral haplotypes, which were not
sampled. Haplotypes are labeled as in Appendix A.

V Preglednici 3 so prikazane genetske razdalje perd geografskih obnmig meseink v
evropskih morjih. Za regijo COI je bil najprimerBekriterij za izr&unavanje po modelu
Tamura in Nei (1993), za regijo ITS pa po Kimurinéroparamettinem modelu (Kimura,
1980). V zgornjem desnem kotu so predstavljenealgzadned pari geografskih obwipv
regijah ITS, v spodnjem levem kotu pa razdalje mpad geografskih obnig v regijah COI.
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Tako parnebstvrednosti COIl kot ITS so pri mesekah zelo nizke in statigiho neznailne.
Edino statistino podprto genetsko raznolikost smo opazili meddtggd COl iz severnega in
juznega Jadranadsr= 0,095 = 0,01).

Preglednica 3: Meseginka - parnebsrvrednosti med geografskimi regijami na osnovi IMP@rmutacij.

Table 3: Mauve stinger - pairwisedsr values between geographic regions based on 10000
permutations.

severni juzni zahodno Azori severni

Jadran Jadran Sredozemlje Atlantik
severni Jadran - -0,025 0,004 -0,024 -0,021
juzni Jadran *0,095 - -0,019 -0,028 -0,029
zahodno Sredozemlje 0,029 -0,004 - -0,004 -0,006
Azori 0,024 -0,015 -0,025 - -0,036
severni Atlantik 0,015 0,045 0,017 0,009 -

*statisticno zndilna razlika £<0,01);_pod diagonalabsrvrednosti za COIl;_nad diagonatbsr vrednosti za ITS

V skladu s parnimidsy vrednostmi so tudi rezultati prostorske analizdakulske variance
(SAMOVA). Skoraj vsa genetska raznolikost v mitotdojgkm markerju (95% in W9 in
100% jedrne raznolikosti ITS pripada variabilnastotraj posameznih geografskih olfijo
Preostali zanemarljiv delez odpade na variabilmostd alternativnimi skupinami SirSih
geografskin obm#j (Preglednica 4). Alternativno tedovanje gnezditve (angl. nesting
design), ki smo ga testirali s SAMOVA analizo, rolatilo nobenih statistino podprtih
grupiranj geografsko omejenih populacij, raznoltkeed obmgji znotraj SirsSih skupin je v
nekaterih primerih celo negativna. Alternativnegke geografskih obnig tudi ne odrazajo
zdruzevanja na osnovi geografske blizine. Zelo &ipvezanost se kaze med populacijami
severnega Jadrana, zahodnega Sredozemlja in sgaerAdantika. Presenetljivo se
populacija iz juznega Jadran ne zdruzuje niti ses®@mn Jadranom niti zahodnim
Sredozemljem.

Preglednica 4: Prostorska analiza molekulske variance (SAMOVA)ka= 2,3,4 alternativna grupiranja
geografskih obmgj. OkrajSave geografskih obrtii SJ — severni jadran, JJ — juzni Jadran,
ZS — zahodno Sredozemlje, AZ — Azori, SAO — sevAttantski ocean.

Table 4: Spatial analysis of molecular variance (SAMOVAY K = 2,3,4 alternative groupings of
geographic regions. Geographic abbreviations: 8drth Adriatic, JJ — south Adriatic, ZS —
western Mediterranean, AZ — Azores, SAO — nortlaitic Ocean.

Stevilo Genetski Sestava skupin Raznolikost med Raznolikost znotraj
skupin  marker skupinami geografskih  geografskih obmaj
obmaij (%) (%)

2 Col {SAO, ZS, AZ, SJ} {33} 3,67 95,7
_____________ TS {SA0,2zS,Az,S}} {3} -3 1026

3 Col {SAO, ZS} {AZz, SJ} {33} 2,80 97,3
_____________ ITS __ {SA0,ZzS,AZ} {S3}{3} _ __ -067 1047

4 Col {SAO, ZS} {AZ} {SJ} {33} 0,04 98,0

ITS {SAO, ZS} {AZ} {SJ} {1J} -1,85 101,7

Pri vseh testih je verjetnost strukture, ki bi iene&jo varianco med skupinami, statisto neznailna (p > 0,05; ocenjene na osnovi
1023 nakljgnih permutacij).
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Izratuni z Mantelovim testom prav tako niso potrdili pdgrcijske strukturiranosti. Korelacija
med genetskimi razdaljami (parnimbPsrt vrednostmi) in geografskimi razdaljami je
statisttno neznailna in rahlo negativha (rY = -0,062 = 0,531). Tako na osnovi
filogenetskih analiz, parnildst vrednosti, SAMOVA rezultatov in stopnji izolacigaradi
oddaljenosti nismo odkrili nobene podpore za stmiinost na geografsko omejene
populacije. Vsi rezultati nakazujejo na veliko nmgéahaplotipov tako po Sredozemskem
morju kot tudi severnem Atlantiku.

Razporeditev neujemanj haplotipov je eden izmedrpatrov, ki pojasnjujejo demografsko
preteklost populacij. Na Sliki 16 je predstavljaaaporeditev neujeman; haplotipov COI in
ITS pri meseinki. Skupna razporeditev neujemanj haplotipov @@ dvojno modalnost in
odstopa od krivulje razporeditve ob populacijslstréSlika 16A). Dva vrhova na krivulji sta
posledica dihotomnega filogenetskega vzorca v roidhijski DNA (Slika 13). Prav tako
imajo dvojno modalnost tudi razporeditve neujemiaaplotipov COIl iz vseh geografskih
obmaij, saj so haplotipi COIl iz obeh filogenetskih ktadrazporejeni po vseh geografskih
obmajih. Loceni razporeditvi neujemanj za klad I in klad Il glaomodalni (Slika 16C in
16D) in podobni priakovani krivulji ob hitri populacijski rasti v preklosti. Verjetno je vsak
klad posebej imel obdobje ekspanzije pred ali po,tko so haplotipi prisli v sekundarni
kontakt. Razporeditve neujemanj haplotipov ITS soneodalne tako za vsa obuj® skupaj
kot za posamezna geografska objagSlika 16B).
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Slika 16: Meseinka - razporeditvi neujemanj za celoten set hgmbet COl (A) in ITS (B) ter

razporeditvi neujemanj haplotipov COI v kladu | () kladu 1l (C). Ravnairta prikazuje
pricakovano razporeditev, prekinjetida prikazuje dejansko opazeno razporeditev.

Figure 16: Mauve stinger - mismatch distributions for théatset of sequences: COI (A), ITS (B). COI
mismatch distributions for Clade | (D) and Clad€@). The_solid line represents the expected
distribution and the dashed line represents therobd distribution.
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Za pojasnitev demografske preteklosti ntgde v evropskih morjih smo izéanali Se
dodatne parametre, ki testirajo teorijo nevtraln@teglednica 5). V kladu | smo opazili
nizke in statistino zn&ilne vrednosti FuFs (-153,6,p < 0,01) in TajimaD (-2,468,p <0,01).
Take vrednosti so zidne za populacije, ki so prezivele nedavno demisgraekspanzijo,
kar podpira tudi enomodalna razporeditev neujenranjzka vrednost statistiki, (0,021).
Vrednosti vseh treh parametrov za testiranje nkdsti v COIl in ITS regijah pri zdruzenih
sredozemskih in zdruZenih atlantskih vzorcih sogboe (Preglednica 5). Ti rezultati kazejo
ali na podoben vzorec demografske preteklosti @muly Sredozemlju in Atlantiku in/ali
recentno mesanje haplotipov med obema afpenaa.

Preglednica5:  Meseinka - testi nevtralnosti za nukleotidna zaporegial in ITS.

Table 5: Mauve stinger - tests of neutrality for COI afiélsequences.
TajimaD FuFg R,

COl

Klad | -2,484*** -153,8** 0,019

Klad Il -1,594 -9,3** 0,069

Sredozemlje -1,980* -34,3** 0,037

Atlantik -1,939* -28,1** 0,045

Skupaj -2,103* -139,4** 0,031

ITS

Sredozemlje -1,808* -11,3% 0,037

Atlantik -1,838 -9,3** 0,045

Skupaj -2,044* -22,0%* 0,027

Zvezdiceozn&ujejo statisttno zn&ilne rezultate: p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

V mitohondrijskem fragmentu gena COIl v m&skah smo ugotovili visoko efektivho
Stevilo kodonov (ENC). Vrednost ENC od vseh haploiije visoka (52,3) in tudi vrednosti
ENC med obema filogenetskima kladoma se bistven@zié&ujeta (50,5 v kladu 1 in 52,1 v
kladu II). Relativno veliko efektivno Stevilo kodow (teorettni minimum je 20 in
maksimum je 61) kaze na nizko pristransko uporaiokov (angl. codon usage bias) in s
tem verjetno na majhno efektivno populacijsko vesik

4.4 GENETSKA DIFERENCIACIJA V UHATEM KLOBUNJAKU (Aurelia aurita)

V analizo genetske diferenciacije uhatih kldijakov v evropskih morjih je bilo vkigenih

60 osebkov iz 7 lokacij. Z zatnima oligonukleotidoma AU-LCO in AU-HCO smo uspes
pomnozili in sekvencirali 43 nukleotidnih zapore@! dolZzine 655 bp, preostala zaporedja
smo uporabili iz javne podatkovne zbirke GenBankidBa B4). Vsa nukleotidna zaporedja
COI so po preverjanju podobnosti nukleotidnih zaplgrz orodjem BLAST bila najbol
podobna regiji COIl uhatega kloinjaka. V teh regijah je bilo datenih 184 variabilnih
mest, od tega 173 informativnih po kriteriju &aosti. Preverjanje pravilnosti nukleotidne
poravnave z dolk@anjem aminokislinske identitete po kodu za mtDN2oélenterata” je za
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vsa zaporedja bilo uspesno, brez stop kodonovsRklajevanju nukleotidnih zaporedij je bilo
dolocenih 30 razlinih haplotipov (Priloga A), od tega 27 haplotip&vso bili najdeni le na
enem geografskem obwjo. Preostali trije haplotipi so bili prisotni naveh ali treh
obmazjih.

Po preverjanju podobnosti nukleotidnih zaporedijomdjem BLAST so bila nova
nukleotidna zaporedja ITS najbolj podobna regijdr8 Lhatega klohinjaka. V poravnavah
obeh zaporedij ITS smo zasledili veliko nukleotidrariabilnost in dolzinski polimorfizem
(Priloga B5 in B6). V regiji ITS1 je bilo pri 44 ebkih dol@enih 21 razkinih haplotipov, v
regiji ITS2 pa v 39 osebkih 21 raatih haplotipov. Zdruzeni regiji ITS1-ITS2 sta tvMo&24
privatnih haplotipov raztinih dolzin (767 bp - 842 bp) s 205 variabilnimi iesed teh 169
informativnih po kriteriju vatnosti.

Preglednica 6: Uhati klobinjak - raznolikost v nukleotidnih zaporedijih COI iTS glede na geografska

obmaja.

Table 6: Moon jelly - diversity in COIl and ITS sequencesading to geographic region.

geografsko Stevilo osebkov  Stevilo haplotipov* haplotipska nukleotidna

obmaije raznolikost raznolikost

Col ITS Col ITS h 7 [%]
COl ITS COl ITS

Jadransko morje 13 9 5(5) 5(5) 0,756 0,583 0,54 630

Mljet 8 6 6 (4) 6 (6) 0,893 1,000 4,55 4,49

*Mljet 7 5 5 (4) 5(5) 0,857 1,000 0,20 1,16

borealis 39 20 21(20) 12(12) 0,862 0,956 1,55 4,84
borealis 38 17 20(19) 9(9) 0855 0934 068 101

Crno morje 21 11 9 (7) 9(9 0,653 0,917 2,42 9,63

** Crno morje 20 9 8 (7) 6 (6) 0,490 0,847 0,15 0,29

Baltsko morje 4 3 2(1) 1(1) 0,500 0,420 0,78 0

Severno morje 6 5 5@13) 4 (4) 0,900 0,900 0,85 0,69

SV Atlantik 5 / 4 (4) / 0,900 / 0,56 /

SZ Atlantik 3 / 3(3) / 1,000 / 0,93 /

Skupaj 60 39 30 24 0,921 0,952 9,85 13,44

* v oklepajih je navedeno Stevilo privatnih haplotipo
** jzracuni parametrov glede na razporeditev haplotipoklpdih na filogenetskih drevesih (glej Slika 179lka 18)
Pod prekinjendrto v poSevnem tisku so izfanani parametri za geografske regije, ki sodijéadkorealis.

Analize molekulske variance (AMOVA) nakazujejo, j@atako v regijah COI kot v regijah
ITS vetja raznolikost med geografskimi obtio(COI: 87,1 % , ITS: 77,9 %). Zelo nizek
deleZz odpade na raznolikost znotraj geografskih agn{COIl: 12,9 %, ITS: 22,1 %).
Rezultati izréunov genetske raznolikost med sedmimi geografskibomaji v evropskih
morjih in zahodnem severnem Atlantiku so prikazarfPreglednici 6. Vse mere genetske
raznolikosti {, m in Stevilo privatnih haplotipov) kazejo na¢y@ raznolikost regij ITS kot
regij COIl. Skupna haplotipska raznolikost v regijdts je 0,952, v regiji COI pa 0,921.
Najvetja haplotipska raznolikost COI je bila najdena banaiju severozahodnega Atlantika
(1,0), medtem ko je najé haplotipska raznolikost ITS (1,0) odkrita na adju Mljeta. Ce
upoStevamo razporeditev glede na filogenetske skype najveéja haplotipska raznolikost
ITS in COI najdena v kladu Mljet (1,0 in 0,857).Upkia nukleotidna raznolikost jeda v
regijah ITS (13,44 %) kot v regiji COIl (9,85 %)'e upoStevamo razporeditev glede na
geografska obmija, najve&jo nukleotidno raznolikost ITS zasledimo na okjnoCrnega
morja (9,63 %), najwgo nukleotidno raznolikost COI pa na ob&o Mljeta (4,55 %). Ob
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upoStevanju razporeditve glede na filogenetske iskuig najvéja nukleotidna raznolikost
ITS najdena v kladu Mljet (1,16 %), medtem ko jgvega nukleotidna raznolikost COI v
kladuborealis(0,68 %).

Zaradi velike variabilnosti regij ITS uhatih klotnjakov smo podrobneje pregledali tudi
variabilnost znotraj posamezne regije ITS1 in IT®2eglednica 7). Mgo haplotipsko in
nukleotidno raznolikost smo zasledili v regiji ITSGlede na rezultate haplotipske in
nukleotidne raznolikosti v Preglednici 7 tetémih filogenetskih dreves za ITS1 (Priloga C2)
in ITS2 (ni prikazano) se je izkazalo, da odstopamed geografsko in filogenetsko
razporeditvijo haplotipov nastaja zaradi haplotig@%2, medtem ko se pri haplotipih ITS1
geografska in filogenetska razporeditev haplotipovsem ujemata.

Preglednica 7: Uhati klobwnjak - raznolikost v nukleotidnih zaporedijih IT81LITS2 glede na geografska

obmasja.

Table 7: Moon jelly - genetic diversity in ITS1 and ITS@qiences according to geographic region.
geografsko Stevilo osebkov Stevilo haplotipska nukleotidna
obmaje haplotipov* raznolikost raznolikost

h 7 [%0]
ITS1 ITS2 ITS1 ITS2 ITS1 ITS2 ITS1 ITS2
Jadransko morje 12 11 6 (6) 5 (5) 0,600 0,491 1,150,35
Mijet 7 6 6 (6) 5(3) 0,806 0,867 0,89 6,11
**Mljet n.s. 5 n.s. 4 (4) n.s. 0,800 n.s. 0,56
borealis 25 22 9(9) 13(11) 0,628 0,848 1,34 6,56
** horealis n.s. 19 n.s. 10(10) n.s. 0,824 n.s 0,47
Skupaj 44 39 21 21 0,908 0,897 14,71 10,65

* v oklepajih je navedeno Stevilo privatnih haplotipo
** jzracuni parametrov glede na razporeditev haplotipoklpdih na filogenetskih drevesih (glej Priloga C2)
n.s. ni spremembe

Za koreninjenje dreves smo uporabili homologni zadp sorodnih taksonovPelagia
noctiluca(Pelagiidae)Cyanea capillatgCyaneidae). VKljgujo¢ zunanje skupine je analiza
variabilnin mest COI odkrila 256 variabilnih mesi] tega je 162 mest informativnih po
kriteriju varcnosti. Za uhate klokinjake je v regiji COIl zndlna nukleotidna sestava z
visoko zastopanostjo timina (36,4 %), v primerjaddeninom (32,3 %), citozinom (19,1 %)
ter zelo nizka zastopanost gvanina (12,2 %). KijdnjSi zastopanosti gvanina pri nekaterih
haplotipin razlike v nukleotidni sestavi med hapbtCOIl niso statistino zn&ilne
(¢’ = 102,22, s.p. =417, P =1). Ocenjena vrednosanpetrac je bila 1,48 z delezem
nespremenljivin mest 0,61. Kot najboljSi evoluaijskodel substitucije je bil doten model
HKY+I+G (Hasegawa-Kishino-Yano, 1985). To je Sesfpaetrten model, ki upoSteva Se
delez nevariabilnih mest (Gu in sod., 1995) initamd pogostost substitucij na razlih
pozicijah vzdolz zaporedja (Yang, 1994). Pri regif&S je vkljuujo¢ z zunanjimi skupinami
analiza variabilnih pozicij odkrila 243 variabilnthest, od tega je 153 mest informativnih po
kriteriju varnosti. Zndilna nukleotidna sestava regij ITS ima skoraj uedeno
zastopanost vseh nukleotidov: timin (28,2 %), ad€@6,7 %), citozin (22,5 %) in gvanin
(22,6 %). Nukleotidna sestava med haplotipi IT®igenogenar¢ = 67,67, s.p. = 99, P = 1).
Ocenjena vrednost parametrge bila 0,51. Za najboljSi evolucijski model suhstije je bil
dolocen model TVMef+G, ki upoSteva enake frekvence mtidev, razléne hitrosti
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substitucij med posameznimi pozicijami v zaporedoak nivo tranzicij in razine nivoje
transverzij (Posada in Crandall, 1998).

Filogenetsko analizo uhatega kléhgaka smo izvedli po Bayesovem pristopu, metodi
varcnosti in metodi najuwgega verjetja za vse Stiri kombinacije nukleotidméporedij (COl,
ITS1-ITS2, COI-ITS1-ITS2, ITS1). Drevesa po metodrcnosti in metodi najwgega
verjetja niso posebej prikazana, ker imajo podobmmologijo in podporo razvejitev kot
drevesa po Bayesovem pristopu. V vseh filogenetak#dizah so se tako v regijah COI kot
ITS haplotipi iz evropskih morji razporedili v tiobro (Bayesova posteriorna verjetnost 98 —
100 %) statistino podprte klade: klad Jadransko md#eirelia sp. 8), klad Mljet(Aurelia
sp. 5) inklad borealis (severni Atlantik, Severno in Baltsko morjérno morje). Imena
kladov so povzeta po predhodnih raziskavah (Schrosod., 2002; Dawson in sod., 2005).
Na podlagi razporeditev haplotipov po filogenetskitevesih se nadalje uporablja skupni
izraz borealis (Schroth in sod., 2002) za naslednja geografskaodjamseverni Atlantik,
Severno in Baltsko morj€rno morije.

Drevo COI-ITS1-ITS2 (Slika 17) ima podobno topojogin podporo razvejitev kot drevo
ITS1-ITS2 (ni prikazano). Na obeh drevesih je khegblotipov iz Velikega jezera na otoku
Mljet (Aurelia sp. 5) sestrski kladorealister predstavnikom kriptnih vrstAureliasp. 2 in
Aurelia sp. 9 (Dawson in sod., 2005), medtem ko je klgaldigov iz Jadranskega morja
(Aurelia sp. 5) postavljen bazalno glede na oba klada édgtavnike petih kriptnih vrst
(Aureliasp. 3,Aureliasp. 4,Aureliasp. 6,Aureliasp. 7,Aureliasp. 9 inAurelia labiatg, ki
so jih dol@ili Dawson in sodelavci (2005). Razvejitve so dobstatisttno podprte
(Bayesova posteriorna verjetnost 75 - 100 %olirevesu COI (Slika 18) je klad Mljet blizu
kladu Jadransko morje, medtem ko je klaarealis blizje predstavnikom kripthih vrst
Aurelia sp. 2,Aurelia sp. 3,Aurelia sp. 4,Aurelia sp. 6,Aurelia sp. 7,Aurelia sp. 9 in
A. labiata Nobena od teh dveh razporeditev pa v drevesu ri€@bbro statistino podprta
(Bayesova posteriorna verjetnost 50/55 %).

Filogenetska razporeditev haplotipov se skoraj popoa ujema z razporeditvijo po
geografskih obmgih. 1zjemi sta le haplotipa AA_CO2 in AA_CO6 naetlesu COl, ki se
pojavljata tako na obntu Mljeta kot Crnega morja. Druga izjema so trije haplotipi iz
Crnega morja (AA2711, AA2714, AA2721) in haplotip R210 z Mljeta na drevesu COI-
ITS1-ITS2, ki se razporejajo samostojno in ne wpklkladaborealisoz. klada Mljet Tretja
izjema je haplotip AA2501 iz jugozahodnega Atlaatiki se na drevesu COI razporedi po
pricakovanjih ob haplotipAurelia sp. 2 inAureliasp. 9, ki sta ravno tako iz jugozahodnega
Atlantika, medtem ko je na drevesu COI-ITS1-ITS2loap AA2501 iz jugozahodnega
Atlantika blizu haplotipa AA2210 z Mljeta.

Filogenija celotnega rodAurelia je predstavljena v Prilogi C. Na osnovi vseh ojestb
nukleotidnih zaporedij COI je v Prilogi C1 preddjama novejSa rekonstrukcija sorodstvenih
odnosov med vsemi Stirinajstimi kladi in haplotipoAA2501. V Prilogi C2 je nova
dopolnjena rekonstrukcija sorodstvenih odnosov srewi nukleotidnega zaporedja ITS1. V
drevesu ITS1 je predvsem zanimivo to, da je klaget{Aurelia sp. 5) zraven klada
A. labiata.Razporeditev je 100 % statistp podprta.

Sorodstvenih odnosi med vzewanimi populacijami uhatih kloBojakov v evropskih
morjih in tudi SirSe v ostalih svetovnih morjih leggd strukturiranost na geografsko omejene
linije, izjema so le posamezni redki haplotipi, 4@ pojavljajo na dveh obr&th hkrati.
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Genski pretok med préevanimi obmgji tako verjetno ni povsem onemagm, ampak je
izrazito omejen in izjemen. Nekateri raziskovalBagson in Jacobs, 2001; Dawson in sod.,
2005) so zaradi dotenega zelo velikega deleza razlik v nukleotidniparadjih COl in ITS

(> 10 %, glej Se Preglednica 9) filogenetske linie klade uhatih klokunjakov poimenovali
kot kripticne vrsteAureliasp. 1 -Aureliasp. 10.

92 AA1705 severni Jadran
0 AA1711 severni Jadran
94 AA_SAT juzni Jadran klad Jadransko morje
1001l AA_MIX2 severni Jadran | (durelia sp. 8)
AA_NA2 severni Jadran
AA1712 severni Jadran
08 AA2210 Mijet
AA2501 JZ Atlantik

9

AA_ML1 Mijet

AA2204 Mijet .

oz [0
AA2202 Mijet P

AA2205 Mijet

AA2721 Crno morje

100

100 100r—Aurelia sp. 2 | jugozahodni

L— Aurelia sp. 9 | ‘Atlantik

AA2714 Crno morje
'AA2711 Crno morje

AX1902 Severno morje
AA_MIX1 Crno morje

874AA2722 Cmomorje | klad borealis
100, [ o8|l AX0807 Erno morje (Severno morje,
] AA_Gul Sevemo morje (B:alts];(i mp;]q
AX0801 Crno morje o morje
AA0802 Crno morje
AA0803 Crno morje

100 Aurelia sp. 4
ﬂ‘_—: Aurelia sp. 3
100 Aurelia sp. 6

Aurelia sp. 7
Aurelia labiata
100y AA_1WP zahodni Tihi ocean | Aurelia sp. 1
AA_1EP vzhodni Tihi ocean | Tihi ocean
Aurelia limbata
L— Aurelia sp. 10

jezera Palau

|75

0.2 substitucij/mesto

Slika 17: Uhati klobwnjak — filogenetsko drevo rekonstruirano z Bayesostatisténim pristopom na
osnovi zdruzenih nukleotidnih zaporedij COI-ITS1SH in evolucijskega modela HKY+I+G
(COI) ter TVMef+G (ITS). Stevilke na razcepil§ prikazujejo posteriorno verjetnost. Oznake
haplotiov ustrezajo osebkom v Prilogi A. Poudarjeaplotipi so novi haplotipi, pridobljeni v
okviru te raziskave, ostali haplotipi so vzeti@ne zbirke GenBank.

Figure 17: Moon jelly - phylogenetic tree reconstructed withyBsian inference based on COI-ITS1-ITS2
sequences under a HKY+I+G (COIl) and TVMef+G (ITS)dal of evolution. Numbers at nodes
indicate posterior probabilities. Haplotypes ateelad as in Appendix A. Bolded haplotypes are
new haplotypes, retrieved during this study, arddthers are from GenBank public database.
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Slika 18:

Figure 18:

Aurelia limbata

Uhati klobwnjak — filogenetsko drevo rekonstruirano z Bayesosiatisttnim pristopom na
osnovi nukleotidnih zaporedij COI in evolucijskeg@dela HKY+I+G. Stevilke na razcepit
prikazujejo posteriorno verjetnost. Oznake hapiotistrezajo osebkom v Prilogi A. Poudarjeni
haplotipi so novi haplotipi, pridobljeni v okvire traziskave, ostali haplotipi so vzeti iz javhe
zbirke GenBank.

Moon jelly - phylogenetic tree reconstructed with Bayesian ariee based on COI sequences
and HKY+I+G model of evolution. Numbers at nodegli¢ate posterior probabilities.
Haplotypes are labeled as in Appendix A. Boldedldtgpes are new haplotypes, retrieved
during this study, and the others are from GenBariKic database.

V skladu s filogenetskimi analizami tudi mreze Iodiplov podpirajo geografsko
strukturiranosti populacij uhatega klaimjpka v evropskih morjih. MreZze posameznih
filogenetskih skupin na osnovi zaporedij COIl in If&krivajo nedvoumne in jasne odnose.
Na Sliki 19 so predstavljene mreze haplotipov C@®fitogenetske skupine: klad Jadransko
morje (Aureliasp. 8), klad Mlje{Aurelia sp. 5) klad borealis
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klad Mljet
(Aurelia sp. 5)

AA_AN1 AA GUL

klad borealis

AA_CO6

AA_AN5

AU_ML2

AX1903 .

AA1225
AA2709

AA_CO1

AA_BH2 @

AX0811 O AX1901

AA_BH3

ﬁ)
AA2721 O
. e AA_BH1
AA_BOS ‘
AA0803 O severni Jadran
' juzni Jadran

. AA0803
‘ jezeri Mijet

AA1220 AU CO8
‘ Crno morje

AA Co4 . SZ Atlantik
klad Jadransko morje  ~
(Aurelia sp. 8)
Slika 19: Mreza haplotipov COIl uhatega klaimjaka po kriteriju vainosti. Velikosti krogov so v

sorazmerju s frekvenco haplotipov. Obarvanost kvogpna&uje geografski izvor haplotipov.
Vsaka veja v mreZi odgovarja eni mutaciji. Maleespike simbolizirajo hipotatne predniske
haplotipe, ki jih vzokenje ni zajelo. Oznake haplotipov ustrezajo osebkdimlogi A.

Figure 19: Parsimony network of COI haplotypes from mootyjelhe sizes of circles are proportional to
the haplotype frequencies and the colors of cirgldgate the geographic origin. Each branch
represents a one mutation. Small circles symbdiigeothetical ancestral haplotypes, which
were not sampled. Haplotypes are labeled as in AgipeA.
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Genetske razdalje med geografskimi objinion filogenetskimi skupinami v evropskih morjih
in severozahodnem Atlantiku so prikazane v Pregtedh V zgornjem desnem kotu so
predstavljene razdalje med pari geografskih ozgéhetskih skupin v regijah ITS, v
spodnjem levem kotu pa razdalje med pari geogrhafski filogenetskih skupin v regijah
COl. Za regijo COI je bil najprimernejSi kriteripzazratunavanje po modelu Tamura in Nei
(1993), za regijo ITS pa po Kimurinem dvoparantegm modelu (Kimura, 1980). Parne
genetske razdalje COI in ITS v uhatem kldmaku so velike in statistho zn&ilne za
geografska obmga: Mljet/Jadransko morje, Mljgtfno morje, Mljet/Severno morje,
Mljet/Baltsko morje, Jadransko moNzho morje, Jadransko morje/Severno morje,
Jadransko morje/Baltsko morje. Ob uposStevanju neptev na osnovi filogenetskih dreves,
S0 parne genetske razdalje COIl in ITS med vsemitkdadi velike in statistino zn&ilne.

Po prtakovanjih pa so nizke in statistio neznalne parne genetske razdalje med vsemi
geografskimi obmdji, ki se uvr&ajo v kladborealis(Crno morje, Severno in Baltsko morije,
severozahodni in severovzhodni Atlantik). Glede filagenetsko razporeditev skupin je
najvetja parna®st vrednost COI bila dokena med kladom Jadransko morje in kladom
borealis (0,935), najv&a parna®st vrednost ITS pa med kladom Mljet in kladdrarealis
(0,899).

Preglednica 8: Uhati klobinjak - parne®st vrednosti med geografskimi objo na osnovi 10000

permutacij.

Table 8: Moon jelly - pairwise®st values between geographic regions based on 108@upations.
Jadransko Mljet borealis | Crno Baltsko Severno SV SZ
morje ' mori®  morj  morj  Atlantik®  Atlantik®

Jadransko morje i
- *0,899  *0,802 : *0,799  *0,982  *0,977 / /
Mljet ;
: *0,885 - *0,696 : *0,653 *0,856 *0,861 / /

_borealis *0,935  *0.865 - i - - - - -

Crno morjé

*0,933 *0,825 - - 0,029 0,030 / /
Baltsko morjé

*0,976 *0,797 - -0,169 - 0,444 / /
Severno morjg

*0,948 *0,821 - 0,143 -0,169 - / /
SV Atlantik®

*0,978 *0,807 - -0,057 0,461 0,389 - /
SZ Atlantik®

*0,977 *0,766 - 0,029 0,489 0,460 0,172 -

*statisticno zndilna razlika £<0,01) na osnovi 10000 permutacij; pod diagon@ig:vrednosti za COI;_nad diagonatbsr vrednosti za ITS
B haplotipi iz teh geografskih regij so uvehi v kladoorealis

Nadaljnje testiranje izolacije zaradi oddaljenastMantelovim testom po giakovanjih na
osnovi filogenetskih razporeditev in parnibst vrednosti ni bilo podprto. Korelacija med
genetskimi in geografskimi razdaljami je statist neznailna in rahlo negativha (rY =
-0,217,p = 0,723). Bolj v podporo zgoraj omenjenim filogestem skupinam (kladom)
uhatega klobtnjaka je izolacija glede na najnizjo temperatur@ggafskega obmga v
zimskem obdobju. Mantelov korelacijski koeficienedngenetskimi razdaljami in najnizjo
zimsko temperaturo na vaorem mestu kaze pozitivno in statisio zn&ilno korelacijo (rY
=0,903,p=0,043).
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Upostevajo filogenetsko razdelitev uhatega kl@dbjpka na veé linij oz. kladov (t.i.
kripticnih vrst po Dawsonu in sodelavcih, 2005) smo durali razlike v nukleotidnih
zaporedij COl in ITS. V Preglednici 9 so podaniekelrazlik v nukleotidnih zaporedjih med
vsemi linijami v roduAurelia. Pri zaporedjih COI je dodan Se osebek AA2501jekbil
vzorkevan Vv juznem Atlantiku na obr&ja argentinskih obalnih voda in se po filogenetskih
analizah ne uvt& v nobeno od predhodno poznanih linij uhategauiofaka. V regiji COI
so razlike med linijami v razponu od 14 — 48,5 ®yV&ji je deleZ razlik v regijah ITS (11,8
— 59,2 %). Na podlagi razlik v regiji COI izstopaija Aurelia sp. 10, ki se od vseh ostalih
razlikuje za 35,5 — 48,5 %. Med vsemi preostalimijdmi (brez Aurelia sp. 10) je delez
razlik manjSi, v razponu od 14,0 — 26,1 %. V povprée delez razlik vgi v regijah ITS kot

v regiji COLl. V regijah ITS najbolj izstopata linifurelia sp. 2 (49,1 — 57,8 %) iAurelia
sp. 9 (49,4 — 59,2 %), ki se sicerkamo razlikujeta od vseh ostalih linij, med sebajgta si
bolj podobni (14,1 %). Delez razlik med preostaliemajstimi linijjami je manjsi (11,8 —

38,9 %).
Preglednica 9: Razlike v nukleotidnih zaporedijih COI in ITS migijami v rodu Aurelia: pod diagonalo
% razlik v nukleotidnih zaporedij COI, nad diagan&b razlik v nukleotidnih zaporedjih
ITS.
Table 9: COl and ITS sequence divergences among lineaggsnusAurelia: below diagonal % of
COlI sequence differences, above diagonal % of Elfsisnce differences.
SP_1 SP2 SP3 SP4 SP5 SP6 SP7 SP8 SPO9 SPE)%*';\e LAALé LA”\le
SP_1 49,1 27, 27,9 31,0 26,6 3,1 20,7 49,4 20,823,8 32,5 20,2
SP_2 21,0 50,2 52,0 50,9 52,0 51,7 49,8 14,1 51,749,6 57,8 51,0
SP_3 18,6 22,4 23,9 38,2 26,6 3,3 23,8 50,8 30,830,5 38,3 30,7
SP_4 18,0 21,8 15,4 37,3 26,8 32,8 27,9 51,0 30,730,9 36,4 29,8
SP_5 17,4 21,9 16,8 16,9 35,3 38,9 25,9 50,8 33,526,9 35,3 33,9
SP_6 22,5 24,7 20,4 21,5 22,2 31,8 25,8 51,9 24,830,2 33,7 26,3
SP_7 17,8 21,2 15,9 15,1 14,0 19,2 33,5 50,5 33,134,3 355 33,2
SP_8 15,6 20,5 18,5 18,6 16,2 22,5 15,5 49,8 21,819,7 26,5 21,6
SP_9 24,8 16,5 25,9 24,2 24,2 26,1 23,8 24,1 50,949,7 59,2 51,0
SP_10 39,7 44,9 42,3 435 42,9 48,5 42,1 42,3 45,6 29,2 30,5 11,8
AUBOR 17,8 21,2 16,3 17,1 17,4 20,4 14,0 18,6 23,5 42,0 - 33,3 29,1
AULAB 16,2 20,5 15,4 17,3 18,6 16,5 14,7 15,0 22,3 41,7 16,5 - 30,9
AULIM 192 27,7 21,9 21,9 22,8 28,2 22,2 21,5 24,9 355 21,3 20,6
AA2501 20,0 16,5 20,3 20,6 20,3 18,8 18,5 20,2 19,9 44,3 17,9 19,2 25,8

AU_BOR je okrajSava za linijaorealis

Demografski izrauni na osnovi geografskih obripin filogenetskih skupin so podani v
Preglednici 10. Vse vrednosti upoStevajazporeditev na osnovi filogenetskih dreves so
statisttno neznailne. Statisttno zn&ilne so le vrednosti Tajim® in Fu Fs za COI na
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obmaiju Mljet in na geografskih obngph, ki jih uvr&¢amo v kladborealis ¢e v izra&unu
uposStevamo izkljtno geografsko razporeditev haplotipov. Vse preestarednosti
izratunanih testov nevtralnosti se tako v regijah CQlkdTS od obméja do obmdja oz.

od klada do klada izrazito ne spreminjajo, kar ptadja podoben vzorec demografske
preteklosti teh obmij. Razporeditve neujemanj haplotipov kaZejo takeseh nukleotidnih
zaporedjin COIl kot ITS enak vzorec ¢keatne modalne razporeditve. Razporeditve
neujemanj haplotipov COI in ITS po posameznih f#ogtskih skupinah pa so enomodalne.

Preglednica 10: Uhati klobwnjak - testi nevtralnosti za nukleotidna zaporegifal in ITS.

Table 10: Moon jelly - tests of neutrality fa€OI and ITS sequences.

Tajima'sD Fu'sF¢ R,
CoOl
Jadransko morjeAurelia sp. 8) -0,428 1,345 0,157
Mljet (Aurelia sp. 5) -1,884** (-0,876)  3,319** (-2,476) 0,318137)
borealis(klad borealig -2,559** (-1,571) -2,532** (-8,149) 0,126 (0,0p4
Skupaj 0,982 0,722 0,171
ITS
Jadransko morjeAurelia sp. 8) -1,387 5,063 0,186
Mljet (Aurelia sp. 5) -1,347 (-0,573) 0,675 (-0,435) 0,30078)1
borealis klad borealis) -1,625 (-1,371) 1,583 (-1,207) 0,107 (0,165)
Skupaj -1,312 0,179 0,096

Zvezdiceozna&uijejo statisttno zn&ilne rezultate: p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
V oklepajih so vrednosti skupin osnovanih na podidagenetskih dreves (Slika 17 in Slika 18).

V mitohondrijskem fragmentu gena COI smo za filagiske skupine uhatih klobujakov
dolcili efektivno Stevilo kodonov (ENC). V uhatih klobuojakih je celokupno ENC visoko
(51,5) in tudi vrednosti ENC znotraj posameznihdkla so visoke (39,6 — 60,1). Relativho
veliko efektivno Stevilo kodonov kaze na nizko passko uporabo kodonov in s tem
verjetno na majhno efektivho populacijsko velikost.

4.5 GENETSKA DIFERENCIACIJA V VELIKEM KLOBUCNJAKU (Rhizostoma
pulmo

Z univerzalnima nevreteéarskima z&etnima oligonukleotidoma LCO1490 in HC0O2198
(Folmer in sod., 1994) smo uspesSno pomnozili irverkirali 13 nukleotidnih zaporedij COI
enotne dolzine 655 bp (Priloga B7). Vsa nukleotidaporedja COI so bila po preverjanju
podobnosti nukleotidnih zaporedij z orodjem BLAS®dpbna regiji COIl sorodne vrste
Rhopilema esculentumPo usklajevanju nukleotidnih zaporedij smo dio7 razli¢nih
haplotipov COI (Priloga A), vsi haplotipi so privait V tej regiji je bilo doléenih 9
variabilnih mest, od tega 8 informativnih po krijgrvarcnosti. Preverjanje pravilnosti
nukleotidne poravnave z ddanjem aminokislinske identitete po kodu za mtDNA od
"Coelenterata” je bilo za vsa zaporedja funkdimmebrez stop kodonov.
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Nukleotidna zaporedja ITS so bila po iskanju podsinnukleotidnih zaporedij z orodjem
BLAST podobna regijam ITS sorodnih viRhopilema esculentum uhatega klobtnjaka.
Zaporedji ITS1 in ITS2 se zelo razlikujeta v stopgriabilnosti. Regija ITS1 je variabilna in
ima dolzinski polimorfizem (38 bp dolga delecija meestih od 151 do 189 in 10 bp dolga
insercija na mestih od 288 do 298; Priloga B8), immdko je 499bp dolga regija ITS2
povsem nevariabilna (vseh 26 osebkov ima isti hgpRP2_01; Priloga B9). V regiji ITS1
je bilo pri 24 osebkih dot@enih 9 razkénih haplotipov (Priloga A) s 6 variabilnimi mestigl
teh je eno mesto informativno po kriteriju ¥:aosti. Sedem haplotipov ITS1 je privatnih, dva
haplotipa smo nasli na ¥eobmajih: haplotip RP1_01 je prisoten v vzorcih iz sewega
Jadrana, vzhodnega in zahodnega Sredozemlja, ipaR&tL_02 pa je prisoten v vzorcih
severnega Jadrana in juznega Sredozemlja.

Preglednica 11: Veliki klobu¢njak - raznolikost v nukleotidnih zaporedijin COh iITS glede na

geografska obmga.

Table 11: Barrel jellyfish - diversity in COIl and ITS sesnpces according to geographic regions.
geografska Stevilo osebkov Stevilo haplotipska nukleotidna
regija haplotipov* raznolikost raznolikost

h 7 [%]
Col ITS COl ITS Col ITS Col ITS
Jadransko morje 8 11 5(5) 5(@3) 0.893 0.618 0.27 .140
juzno Sredozemlje 5 9 2(2) 3(2) 0.600 0.667 0.27 0.03
zahodno Sredozemlje  / 5 / 3(2) / 0.800 / 0.52
Skupaj 13 26 7 9 0.910 0.806 0.48 0.18

* v oklepajih je navedeno Stevilo privatnih haplotipo

Analize AMOVA nakazujejo, da je v regiji COI razmadst znotraj geografskih obriip
(53.5 %) priblizno enaka kot med geografskimi obin@t6,5 %), medtem ko je v regijah
ITS veija raznolikost znotraj geografskih obano(88,7 %) kot med geografskimi obrjo
(11,3 %). Rezultati izéunov genetske raznolikost med tremi geografskimmaij v
Sredozemskem morju so prikazani v Preglednici 1ske Mere genetske raznolikodij £ in
Stevilo privatnin haplotipov) kazejo na &e raznolikost regij COIl kot ITS. Skupna
haplotipska raznolikost v regiji COI je 0,910, \giah ITS pa 0,806. Najw@ haplotipska
raznolikost COI je bila najdena v obtio severnega Jadrana, medtem ko je bila kggve
ITS haplotipska raznolikost najdena na objuo zahodnega Sredozemlja. Skupna
nukleotidna raznolikost je prav tako&e v regiji COI (0,48 %) kot v regiji ITS (0,18%).
Najvesjo nukleotidno raznolikost COI zasledimo na oluguznega Sredozemlja, najyje
nukleotidno raznolikost ITS pa na ob#wzahodnega Sredozemlja.

Za koreninjenje dreves smo uporabili homologno raghe sorodnih taksonowRhopilema
esculentum (Rhizostomatidae) inNemopilema nomurai(Rhizostomatidae). Vklgujo¢
zunanje skupine je analiza variabilnih mest COIrdaKL58 variabilnih mest, od tega je 51
mest informativnih po kriteriju vanosti. Za velikega klohinjaka je v regiji COIl znélna
nukleotidna sestava z visoko zastopanostjo timid@5( %), v primerjavi z adeninom
(25,3 %), citozinom (18,5 %) in gvaninom (19,7 %Jjub vecji zastopanosti timina pri
nekaterih haplotipih razlike v nukleotidni sestawed haplotipi COIl niso statigtio zn&ilne
(x> = 0,15, s.p. =18, P =1). Ocenjena vrednost pait@w je bila 0,61. Kot najboljsi
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evolucijski model substitucije je bil dalen model K81uf+G, ki upoSteva razie frekvence
nukleotidov in razkino pogostost substitucij na razlih pozicijah vzdolz zaporedja (Kimura,
1981). Pri regiji ITS1 je vkljgujo¢ z zunanjimi skupinami analiza variabilnih poziegkrila
161 variabilnih mest, od tega je 32 mest infornmativpo kriteriju va&énosti. Zngilna
nukleotidna sestava regije ITS1 ima skoraj uraviete zastopanost vseh nukleotidov: timin
(30.1 %), adenin (22,4 %), citozin (23,1 %) in gwa(l4,4 %). Nukleotidna sestava med
haplotipi ITS1 je homogenay(= 0,80, s.p. =24, P =1). Za najboljsi evoludijskodel
substitucije je bil doleen model K80 (Kimura, 1980).

Vsa filogenetska drevesa velikih Kklalmjakov imajo ne glede na metodo kmaavanja
dreves (Bayesov pristop, metoda dreosti, metoda najwgega verjetja) in vrste
nukleotidnega zaporedja (COlI, ITS, COI-ITS) podolmsmovno topologijo, brez z&iih
razvejitev (Slika 20). Drevesa po metodi draosti in metodi najwgega verjetja zato niso
posebej prikazana. Rekonstrukcije sorodstvenih samomed velikimi klobanjaki na
obmaiju Sredozemskega morja ne kazejo strukturiranogjengrafsko omejene populacije,
ampak nakazujejo genski pretok med gexanimi obmgji (skupni haplotipi med we
obmaji).

— RP2008 10 O severni Jadran

65-[ RPITOS 2 @ @ zahodno Sredozemlie
RP2207 10 @ juzno Sredozemlje RPCO3 3 ©
100l RP_ITO1 10 09 @® vzhodno Sredozemlje 6I§P_C04 2 @
L RP0501 10 8I§P1801 10
_ RP2205 10 RPCco2 2O
L RP_IT02 6 ®O = B 20
i L RP_IT04 2 @ RP2202 10
g ) @ . RPCOI 20O
Rhopilema esculentum = Rhopilema esculentum

Nemopilema nomurai Nemopilema nomurai

0.05 substitucij/mesto 0.03 substitucij/mesto

Slika 20: Veliki klobu¢njak — filogenetski drevesi rekonstruirani z Bay@so statisttnim pristopom na
osnovi: levo nukleotidnih zaporedij ITS (evolucijskodel K80), desno nukleotidnih zaporedij
COI (evolucijski model K81uf+G). Stevilke na razc®ih prikazujejo posteriorno verjetnost,
skupine z vrednostjo posteriornih verjetnosti p@&65so zdruzene. Oznake haplotiov ustrezajo
osebkom v Prilogi A. Geometrijski znaki nakazujejeografski izvor haplotipov. Stevilke
ponazarjajo frekvence haplotipov.

Figure 20: Phylogenetic relationships within barrel jellyfisterived by Bayesian inference: left ITS
sequences (K80 model of evolution), right COl seges (K81uf+G model of evolution).
Numbers at nodes indicate posterior probabilit®soups with posterior probabilities under
50% are collapsed to form polytomies. Haplotypes labeled as in Appendix A. Symbols
represent the geographic location of haplotypesgaleith their frequency.
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V skladu s filogenetskimi analizami tudi mrezZe ludjplov ne podpirajo izrazite geografske
strukturiranosti velikin klob&énjakov. Mreza na osnovi zaporedij ITS je pokazaddike
zamrezenost, kar predstavlja dvoumne in nerazreSprodstvene odnose, zato ni prikazana.
Mreza na osnovi zaporedij COl kaze bolj nedvounmj@asne odnose, ki nakazujejo n&joe
sorodnost haplotipov iz severnega Jadrana éjpvwaznolikost med haplotipoma iz juznega
Sredozemlja (Slika 21).

RP2202 RP_CO2

O severni Jadran

‘ juzno Sredozemlje

RP_CO4

Slika 21: Mreza haplotipov COI velikega klobojaka po kriteriju vainosti. Velikosti krogov so v
sorazmerju s frekvenco haplotipov. Obarvanost kvogpna&uje geografski izvor haplotipov.
Vsaka veja v mrezi odgovarja eni nukleotidni mytaMale sive pike simbolizirajo hipoteine
predniSke haplotipe, ki jih vzdenje ni zajelo. Oznake haplotipov ustrezajo osebkom
Prilogi A.

Figure 21: Parsimony network of COI haplotypes frinarrel jellyfish. The sizes of circles are propomtl
to the haplotype frequencies and the colors oflesriéndicate the geographic origin. Each
branch represents a one nucleotide mutation. Somrales symbolize hypothetical ancestral
haplotypes, which were not sampled. Haplotypedadreled as in Appendix A.

V Preglednici 12 so prikazane genetske razdalje mpead geografskih obnig v
Sredozemskem morju. V zgornjem desnem kotu so f{adgme razdalie med pari
geografskih skupin v regijah ITS, v spodnjem levieotu pa razdalje med pari geografskih
skupin v regijah COI. Za vsako nukleotidno regijncs parne®st vrednosti izréaunali po
najprimernejSem modelu: za regijo COIl po modelu ia@rin Nei (1993), za regijo ITS pa
po Kimurinem dvoparametmem modelu (Kimura, 1980). Med obtjema Jadransko morje
in juzno Sredozemlje je velika genetska razdaljal @Q@534) in je statistho zndilna.
Statisttno znd&ilna je tudi genetska razdalja ITS med juznim ima@nim Sredozemljem
(0,303). Genetske razdalje med preostalimi ajinmsm manjSe in statisino neznailne, kar
podpira zgoraj navedene rezultate iz filogenetskializ in mrez haplotipov.
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Preglednica 12: Veliki klobu¢njak - parne®sr vrednosti med geografskimi ob&jpna osnovi 10000
permutacij.

Table 12: Barrel jellyfish - pairwise &5t values between geographic regions based on 10000
permutations.

Jadransko morje juzno Sredozemlje zahodno Sredozemlje

Jadransko morje - 0,048 0,032
juzno Sredozemlje *0,534 - *0,303

zahodno Sredozemlje / / -

*statisticno zndilna razlika £<0,01); pod diagonalabsrvrednosti za COI; nad diagonatbsrvrednosti za ITS

Demografski izrauni glede na pratevana geografska obija so podani v Preglednici 13.
Vse vrednosti razen celokupna vrednost kwz#& ITS (-0,718) so statigtio neznailne.
Vrednosti se, ne glede katero nukleotidno regifeiemo, od obmiga do obmdja izrazito
ne spreminjajo, kar lahko predstavlja ali podobeorec demografske preteklosti teh oldifjo
ali recentno mesanje haplotipov med vsemi ojmdudi razporeditev neujemanj haplotipov
kaZze tako v regijah COIl kot v regijah ITS enak \emoenomodalne razporeditve.

Preglednica 13: Veliki klobu¢njak - testi nevtralnosti za nukleotidna zaporedial in ITS.

Table 13: Barrel jellyfish - tests of neutrality for COl @hTS sequences.
TajimaD FuF< R,

Col

Severni Jadran 0,586 -1,449 0,205

juzno Sredozemlje 1,641 3,022 0,300

Skupaj 0,344 -0,969 0,169

ITS

Severni Jadran -0,778 -0,659 0,165

juzno Sredozemlje 1,754 2,302 0,278

zahodno Sredozemlje -0,562 0,804 0,326

Skupaj -1,726 -0,718* 0,133

Zvezdiceozn&ujejo statistino zndilne rezultate: p<0,05

V mitohondrijskem fragmentu gena COI velikega klatjaka smo za obe geografski
obmaiij v Sredozemskem morju dalii visoko efektivno Stevilo kodonov (ENC).
Celokupno ENC je visoko (59,3) in tudi vrednosti ENnotraj posameznih obwrip so
visoke (60,6 v severnem Jadranu in 57,2 v juznemdd@&emlju). Relativno veliko efektivho
Stevilo kodonov kaze na nizko pristransko uporalbdokov in s tem verjetho majhno
efektivno populacijsko velikost.



6C
Stopar K. Genetska diferenciacija kl@bjasSkih meduz z analizo genetskih markerjev iz hatarijske in jedrne DNA.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Podiplomski Studij bioloSkihhbiotehniSkih znanosti, 2011

5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 PRIMERJAVA GENETSKE DIFERENCIACIJE V HOLOPLANKTONSK IN
MEROPLANKTONSKIH KLOBUCNJASKIH MEDUZAH

V analizah z dvema neodvisnima genetskima markexjenitohondrijskim fragmentom COI
in jedrnim fragmentom ITS1/ITS2, smo v evropskihrjimodkrili razlicne vzorce genetske
strukturiranosti populacij v izbranih taksonih kighjaskih meduz. Filogeografske analize v
holoplanktonskih mes@kah niso pokazale nobene &no podprte genetske in geografske
strukture populacij v Sredozemskem morju in severn&lantskem oceanu. S tem smo
razreSili dvoumnosti, ki so nastale v tradicionataksonomski ureditvi (Mayer, 1910;
Kramp, 1961), in dokazali, da je v evropskih mormbseverozahodnem Atlantiku prisotna le
ena vrsta mesgak - Pelagia noctiluca Veliko meSanje haplotipov mesek kaze na velik
genski pretok med vsemi geografskimi ol@ndrako Gibraltarska ozina kot Otrantska vrata
za populacije mesek ne predstavljajo nepremostljive geografske padg za genski
pretok. Pri meroplanktonskih uhatih klaimjakih so filogeografske analize na vzorcih iz
severnega Atlantskega oceana, Severnega in Badtskemja, Sredozemskega {frnega
morja pokazale wgo genetsko strukturiranost glede na geografska odjan Tako
mitohondrijski kot jedrni podatki podpirajo enakéofeografske skupineieprav ostajajo
odnosi med njimi nerazreSeni. Genetska diferenjeiatied kladi uhatih klokinjakov v
evropskih morjih in severozahodnem Atlantiku je adakelika, da bi si lahko zasluZili
obravnavo kot léene vrsteCe povzamemo nade rezultate in rezultate filogeskitafStudij
ostalih raziskovalcev, ki so préevali uhate klobénjake, vidimo, da so v evropskih morjih
prisotne vsaj Stiri razline in geografsko dobro opredeljene linije/kdpg vrste uhatih
klobu¢njakov: klad borealis klad UBI (Aurelia sp. 1), klad Mljet Aurelia sp. 5), klad
Jadransko morjeAurelia sp. 8). Na osnovi filogegrafskih analiz tako lahlgntovimo, da za
uhate klobdnjake Otrantska vrata, Sueski prekop in pas ozid @evernim in Baltskim
morjem ne predstavljajo geografske in ekoloSke nad® za genski pretok. Pri
meroplanktonskih velikih klobinjakih filogeografske analize na vzorcih iz Sredogkega
morja niso pokazale takatitne genetske strukturiranosti glede na geografskge kot pri
uhatem klobtinjaku, slabo podprto strukturiranost populacij seasledili v analizah regij
COIl. Za velike klobuanjake visoka slanost v Spanski laguni Mar Mengaitno ni
nepremostljiva ekoloSka pregrada za genski pretakse populacija v laguni Mar Menor ne
razlikuje od ostalih populacij v Sredozemskem mofpasotnost globokih cepitev, @
podprtih in genetsko zelo raznolikih kladov v fiemgrafskih analizah velikih kloknjakov
potrjuje skladnost s tradicionalno taksonomsko iwvgd (Mayer, 1910; Kramp, 1961;
Russel, 1970), da je v Sredozemskem morju pristdnena vrsta velikih klohkinjakov -
Rhizostoma pulmo

Mitohondrijsko (COIl) in jedrni (ITS1 in ITS2) nukdtidni zaporedji so lahko primerni
polimorfni genetski markerji za filogeografske amalklobwnjakov. Z grafénim prikazom
razmerja med substitucijami in s testom Iss smoreauiokazali, da nukleotidna zaporedja
niso nasiena s substitucijami. Izjema so le regije ITS vtithklobucnjakih, ki po rezultatih
testa Iss niso najbolj primerne za filogenetskdiamaPrimerjava nukleotidnih zaporedij COI
pri vseh treh protevanih vrstah ni pokazala vrzeli in polimorfizmalado (655 bp).
Nasprotno pa je bila viSja variabilnost dolzin medtami najdena v regijah ITS1 in ITS2
operonov rRNA. NajdaljSe regije ITS z visoko staprgolzinskega polimorfizma so v
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meroplanktonskih uhatih in velikin klobojakih (767-843 bp), medtem ko imajo
holoplanktonske megmke citno krajSe regije ITS brez polimorfizma dolzin GB8p). Tako
nizke genetske divergence regij ITS in popolno tasst dolzinskega polimorfizma nismo
opazili pri nobeni do sedaj préevani meroplanktonski vrsti klobnjakov (Dawson, 2005 a
- e; Dawson in sod., 2005), zasledili so jo lerphraah v roduBeroe(Bayha in sod., 2004),
ki so po n&inu zivljenja prav tako holoplanktonski organizrRioleg tega imajo me&eke
vi§jo haplotipsko raznolikost COI kot meroplanktkinshati in veliki klobw&njaki (0,958 >
0,919 > 0,910). Ravno obratno pa je v regijah IKj8¢ imajo viSjo haplotipsko raznolikost
meroplanktonski uhati in veliki kloknjaki kot holoplanktonske mesake (0,952 > 0,806 >
0,723). Nizja genetska raznolikosti fragmentov RSOl pri velikem klobdnjaku bi lahko
bila artefakt zaradi manjSega Stevila zaporedijrapigenih pri analizi. Presenetljivo regija
ITS2 velikega klobénjaka sploh ni variabilna, vsi osebki imajo istiphatip. Uniformnost
regije ITS2 je ¢itno posebnost predstavnikov druzine Rhizostomatidsaj pri drugih
druzinah klobanjakov take uniformnosti regije nismo zasledilii Rres€inki smo sicer v
regijah ITS1 in ITS2 tudi zasledili veliko uniforrast regij, ki se kaze v nizki haplotipski in
nukleotidni variabilnost regij ITS, vendar ne takgitno kot v regiji ITS2 velikega
klobu¢njaka. Verjetno taka homogenizacija nukleotidnilparadij nastane zaradi procesa
usklajene evolucije, ki je dobro poznan molekularmghanizem in lahko poteka zelo hitro
(Elder in Turner, 1995). 1z primerjave regij ITSokleénjakov lahko povzamemo, da so v
meroplaktonskih vrstah (uhati in veliki klotnjak) regije ITS1 bolj variabilne kot ITS2,
medtem ko so v holoplaktonski vrsti (me&sdka) bolj variabilne regije ITS2 kot ITS1.

5.1.1 Genetska diferenciacija v holoplanktonskih klob&njaskih meduzah

V holoplanktonskih mes@kah iz razlénih lokacij v Sredozemskem morju in severnem
Atlantiku smo na osnovi filogeografskih analiz adkeno genetsko zelo enotno populacijo.
Rezultati vseh analiz ndno podpirajo izmenjavo haplotipov més& med Sredozemljem in
severnim Atlantikom. Tako homogen filogeografski okec brez geografsko dobro
opredeljenih filogeografskih skupin je verjetno leoéca velikega potencial Sirjenja, ki ga
ima meseinka kot holoplanktonska vrstacldkovito razsSirjanje na daljSe razdalje omogo
dobro meSanje populacij in velik genski pretok Eljparavnim pregradam, kot so Otrantska
vrata, Siciljski prag in Gibraltarska oZina (Patdlm in sod., 2007). Stevilne morske pelaske
vrste z velikim potencialom Sirjenja imajo podoberorec nizke genetske diferenciacije na
veliki prostorski skali kljub potencialnim geogrkii® pregradam za genski pretok
(Patarnello in sod., 2007; Luttikhuizen in sod.,02)) kar podpira zanesljivost takega
filogeografskega migracijskega modela. Po drugirstso raziskovalci na obrjo evropskih
morij pri mnogih pelaskih morskih vrstah dokazafivmo nasprotno, veliko genetsko
strukturiranost populacij in zaznali pregrade zasye pretok, ki so v skladu z razdelitvijo
geografskih regij (Borsa in sod., 1997; Peijnenburgod., 2004; Dawson in sod., 2005;
Debes in sod., 2008).

Velik potencial Sirjenja in okoljski dejavniki veno odl@ujoce vplivajo na tako uniformen
genetski vzorec me&ek v Sredozemlju in severnem Atlantiku. Spremembe
hidrografskem rezimu povezane s klimatskimi spretveemi ugodno vplivajo na boljSe
prezivetje meduznih larv in populacijsko rast Zel@nega planktona vklfwjo¢ larve in
meduze mesak (Molinero, 2008; Licandro in sod., 2010). Ndeth in sod. (2008) so
potrdili, da Zivljenjske strategije vrste zao vplivajo na filogeografijo morskih vrst in da
potencialne oceanografske ovire vedno ne zavir&jokavitega Sirjenja. Dokani sklep o
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najbolj odla@dujocem dejavniku je tezko podati, kljub temu da so P in sodelavci
(2007) natatno preuili sredozemsko-atlantsko prehodno ol#eooz. viogo Gibraltarske
ozine kot pregrade za genski pretok na primeru bj@ujenih raziskav. Odkrili so namre
nasprotujoéa si dejstva, kar nakazuje, da filogeografski vearso samoumevno odvisni od
Zivljenjske strategije, reprodukcije, ekoloSke radiedrugih biolosSkih dejavnikov. Ta dejstva
so Patarnella in sodelavce (2007) vodila do zakjuda bioloSke zr@nosti vrste ne igrajo
samoumevno tako odigjo¢e vloge na strukturiranje populacij, kot so v pkédsti trdili
Stevilni raziskovalci.

EkoloSke in bioloSke lastnosti meéggk npr. oportunistino hranjenje s skoraj vsemi
zooplanktonskimi skupinami, tudi z jajci in larvamektona (Zavodnik, 1991; Malej in sod.,
1993; Sabatés in sod., 2010), dolgo razmnozZevaidolge s holoplanktonskim Zivljenjskim
ciklom (Rottini Sandrini in sod., 1984), Sirok raxp vertikalne migracije (Franqueville,
1970) in sposobnost preZivetja v zelo raznolikitolegkih pogojih (UNEP, 1991) so
dejavniki, ki ugodno vplivajo na Sirjenje osebkav velik genski pretok. Nasprotno pa so
nase filogeografske analize in tudi analize drugihiskovalcev (Dawson in Jacobs, 2001,
Schroth in sod., 2002; Dawson in sod., 2005; Ksad., 2008) pri uhatem klobujaku in Se
na nekaterih drugih meroplanktonskih vrstah kloipakov (Preglednica 1) pokazale bolj
geografsko strukturirane genetske linije. Filogedgki vzorci z razlinimi in geografsko
dobro opredeljenimi filogeografskimi skupinami scerjetno nastali kot posledica
meroplanktonskega Zivljenjskega cikla, predvsemadigoritrjene polipne generacije. Schroth
in sodelavci (2002) so v raziskavi na uhatih kiofjakin namré opazili, da ekoloSke
adaptacije polipov (frekvenca strobilacije in opdima temperatura za peitek strobilacije)
sovpadajo s klimatskimi in genetskimi diferenciamj. Tako je verjetno, da ima més&ka
kot holoplanktonska vrsta brez pritrijene polipn@egacije sposobnost za kolonizacijoi ve
morskih ekosistemov, kar vodi v p@ano homogenizacijo genskih skladov v primerjavi s
preostalimi meroplanktonskimi klobajaki. Vzorec skoraj popolne panmiksije namne bil
ugotovljen v nobeni meroplanktonski vrsti kl@njaskih meduz, ampak so bile odkrite bolj
geografsko opredeljene genetske strukture ptinvevrst celo z znaki nove speciacije
(Dawson in Jacobs, 2001; Schroth in sod., 2002jaddl in sod., 2004; Dawson in sod.,
2005; Dawson, 2005 a-e).

Filogeografske analize zaporedij COl m#sk so odkrile dva klada, ki oba vsebujeta
haplotipe iz ve razlicnih geografskih obmij, kar kaze, da recentne oceanografske lastnosti
omoga@ajo dobro meSanje haplotipov in velik genski pretokd obmgji Sredozemskega
morja in severnega Atlantika. Filogenetska cepitawdva klada je verjetno nastala na osnovi
razlicnin prelomnih dogodkov v geoloski zgodovini Sredoz&ega morja, verjetno med
obdobji poledenitev v pleistocenu (Thiede, 1978&). matatinejSo umestitewasa cepitve
obeh kladov bi potrebovali dobro umerjeno molekutauro, ki pa za klokinjake ni
dolocena (Holland in sod., 2004). Dékvanjecasa cepitve je pri kloknjakih nezanesljivo
zaradi pomanjkanja fosilnih dokazov, ki jih potrghuo za pravilno umerjanje molekularne
ure (Waggoner in Collins, 2004). Hitrost substifwako ni jasno doléena. Najprej so trdili,
da imajo vsi ozigalkarji nizjo stopnjo mitohondkigsraznolikosti kot visji metazoji (Shearer
in sod., 2002). NajnovejSe analize (Huang in sdd08) nakazujejo, da je verjetnogasna
evolucija mitohondrijskih zaporedij z&itna le za spuzve in koralnjake, medtem ko naj bi
imeli predstavniki Medusozoa podobno evolucijskérdst mitohondrijskih zaporedij kot
viSji metazoji. Zaradi omenjenih omejit¢as cepitve mesak na dva mitohondrijska klada
ostaja nepojasnjen. Med Atlantikom in Sredozemlgmtekom geoloSke preteklosti bila
Stevilna obdobja prekinitev in ponovnih povezavgdavo je bila izolacija najuga v ¢asu
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Mesinske krize pred 5,5 miljoni let (Krijgsman iads, 1999). Na genetsko strukturcive
danes ziv&h vrst na kopnem in v morju so predvsem vplivaladabja ledenih dob v
pleistocenu (Hewitt, 2000). Serije habitatnih pieienskih fragmentacij so v evoluciji
Stevilnih vrst predstavljale obdobja s spremenjeimnzredno omejenim genskim pretokom
med Sredozemljem in Atlantikom (Bargelloni in so@Q03 in 2005). Verjetno so isti
dejavniki takrat sprozili tudi sortiranje mitohomdkih linij pri mese&inkah v prednike
vecjega klada (1), verjetno atlantskega izvora, in jfega klada (1), verjetno sredozemskega
izvora. Po zadnji ledeni dobi so se povezave zapBmenjenih klimatskih pogojev med
sredozemskim in atlantskim bazenom verjetno spréejekar je lahko vplivalo na novo
shemo tokovanja, ki je atlantskim in sredozemskiopypacijam ponovno omogida
ucinkovito meSanje. Sodobna hidrografija Sredozemskagrja (Millot in Taupier-Letage,
2005; Demirov in Pinardi, 2002; Manca in sod., 20G&i¢ in sod., 2010) in Atlantskega
oceana (Reid, 1994; Pingree, 2002) kaZze na tokeydij omogda meSanje populacij
meseink med Sredozemskim morjem in Atlantskim oceandi@ko predpostavljen potek
sortiranja linij lahko pojasni tudi nizko pristramws uporabo kodonov in s tem verjetno
majhno efektivho velikost populacij v pretekloddirav tako s takim preteklim scenarijem
pojasnimo statistno zna&ilne negativne vrednosti Tajinfain FuFs ki v obeh kladih kazejo
na populacijsko ekspanzijo. Nenadno populacijskepahkzijo v obeh kladih potrjujejo tudi
posamezne enomodalne razporeditve neujeman; hagloti

Pri meseéinki smo odkrili veliko Stevilo zelo sorodnih hagiflwov COI z majhno frekvenco
pojavljanja. Visoka znotrajvrstna haplotipska rdiémst COI pri mesé&nki (0,96) je
primerljiva z vrednostmi pri drugih kloknjaskih meduzah npr. 1.0 pri vrdfiatostylus
mosaicus(Dawson, 2005d). Zelo visok delez privatnih COpleéipov (73,2 %) pa ni bil
odkrit pri nobenih drugih klokinjakih. So pa podoben vzorec raznolikosti COI zdikleri
sardinah $ardinops spp, ki so bile izpostavljene ekstremnim populagiskihanjem in so
kazale Se w8 delez privatnih haplotipov (96,3 %) (Bowen in &, 1997). Takim
populacijskim fluktuacijam pa so periédo izpostavljene tudi me&ieke, ko izmenjujejo
obdobja mnoZinega pojavljanja z obdobiji nizke abundance (Gogoid., 1989; Kogovsek in
sod., 2010). Raziskovalci nandrerdijo, da se vzorec velikega Stevila nizkofrekimih
alelov in zelo sorodnih haplotipov verjetno ustagsjedvsem v vrstah, ki so v svoji evoluciji
prezivele obdobja wkratnih spreminjanj populacijske velikosti (Maruyanm Fuerst, 1984;
Rogers in Harpending, 1992).

Kljub zelo veliki homogenizaciji genskih skladov sa&ink v Sredozemlju in Atlantiku, ki jo
podpirajo prav vse analize, pa vseeno izstopaumraenetskih razdalj med severnim in
juznim Jadranom, ki je edina statistd zn&ilna vrednost med vsemi rezultati. Statist
zn&ilna genetska razdalja je bila odkrita ravno mefinaaj oddaljenima obnigema, ki
mejita drug na drugega. Glede na rezultate iz aigrafiskega modela transporta miaske
(Malagi¢ in sod., 2007) smo v Jadranskem morjugkovali najbolj homogeno genetsko
strukturo mes#nk, saj je iz njihovega modela razvidno, da tokomoga@ajo genski pretok
med jadranskimi in tudi ostalimi sredozemskimi p@pigami meseéink. Tako se zdi Se
najbolj verjetno, da bi raznolikost bila posledioloskih dejavnikov. Avtorji analize 200
letnega pojavljanja mes&eke v Sredozemskem morju sklepajo, da se ftielse v
Sredozemlju stalno vzdrzujejo le v nekaj izvornibmmijin (angl. source regions), ob
ob¢asnih hidro-klimatskih dejavnikih so pogoji dovaligodni, da se lahko populacije
namnozijo in jih tokovi naplavijo v bolj produktianobalna obmga (Kogovsek in sod.,
2010). Velika produktivnost lokalnih obalnih habata (D'Ortezio in Ribera d'Alcala, 2009)
omoga@a pospeseno rast in pa@amo reprodukcijo mesgmk (Larson, 1987; Rottini Sandrini
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in Avian, 1991), kar se odraza kot lokalno miodi pojavljanje mesgnk. V Jadranskem
morju so na osnovi terenskih opazovanj in rezutatwdeliranja sklepali, da se velikost
takih lokalnih mnozinih populacij mesgnk v enem letu prepolovi in populacija ne more
obstati brez dotoka novih osebkov z vodnimi masarsredozemskega morja (Malej in
Malej, 2004), zato se zdi severni Jadran kot ohenponora (angl. sink area) (Kawecki,
2004). Vsi osebki za genetske analize sicer nido rabrani v istem letu, vendar
predpostavljamo, da so bili del istegatletnega mnoZnega pojava (Goy in sod., 1989;
Kogovsek in sod., 2010). V obmja juznega Jadrana je bila odkrita n&aenukleotidna
raznolikost COI. Tako visoka raznolikost m&sé& iz juznega Jadrana bi magolahko bila
posledica: (i) zelo spectinih lokalnih tokov in razlinega vzorca vertikalnih in horizontalnih
migracij, ki lahko omoge&ajo ekolosko izolacijo in zadrZzevanje mé&s& na specitthem
obmaju, ¢etudi niso geografsko zelo oddaljene od drugih fapu(Cowen in sod., 2000)
ali (ii) dotoka osebkov z vodnimi masami iz vzhogaesredozemlja (Zore-Armanda in sod.
1991), ki ima verjetno indopacifiski izvor. Za &) razjasnitev visoke variabilnosti juzno
Jadranskih mesak bi potrebovali Se dodatne vzorce iz Jadranaahénskega bazena in
Rdetega morja. Prav tako bi za opredelitev geografskagaa in mej populacij mesmk v
prihodnje morali izvesti bolj R&tno in obsezno vzoenje in testirati tudi nove genetske
markerje (npr. mikrosatelite).

5.1.2 Genetska diferenciacija v meroplanktonskih klob&njaskih meduzah

Nasprotno kot pri holoplanktonskih mé&s&ah so filogeografske analize na osnovi zaporedij
COIl in ITS pri meroplanktonskih uhatih klodnjakih v evropskih morjih razkrile
geografsko bolj opredeljene filogeografske skupifdede na ugotovljeno zelo veliko
genetsko diferenciacijo med kladi (velika genetskadalja, > 10 % razlik v nukleotidnih
zaporedijih) bi te dobro podprte linije morda lahd&oaili s kripticnimi vrstami. Tako so
nekateri raziskovalci Ze predlagali razdelitev &t auritana Se 10 novih kriptnih vrst in

jih poimenovaliAurelia sp. 1 —Aurelia sp. 10 (Dawson in Jacobs, 2001; Dawson in sod.,
2005).

Na obmaju evropskih morij smo pri uhatih klobajakih nizko haplotipsko raznolikost COI
(0,756) in ITS (0,583) ugotovili v kladu Jadranskmrje Aurelia sp. 8), kar je verjetno
posledica Zivljenja v robnem habitatu, saj je Jaska morje (Se posebej severni Jadran)
zakljuceno obmeoje z bolj zaostrenimi in spreminjajoni se klimatskimi in fizikalnimi
pogoji, z ozino Otrantska vrata pa Se dodatnoraolod osrednjega Sredozemskega morja.
V filogeografski Studiji na pelaskih ribah vrs&prattus sprattuso zelo nizko genetsko
raznolikost na obmigu evropskih morij tudi ugotovili v populaciji izesernega Jadranskega
morja (Debes in sod., 2008). Se niZjo haplotipskanolikost ima populacija uhatih
klobu¢njakov iz Baltskega morja, ki je tudi v primerjaxiostalimi obmgji precej izoliran
habitat s Se bolj zaostrenimi pogoji (visoka slanesliko nihanje v letnih temperaturah).

Na filogenetskih drevesih na osnovi nukleotidnipa&dij COI in ITS uhatih klobinjakov

iz evropskih morij smo prepoznali tri klade, ki ijpaazlicno velike areale razSirjenosti: klad
Jadransko morje, klad Mljet, kldabrealis(po Schrothu in sod., 2002). Glede na ugotavitve
iz Dawsonove makro-morfoloSke Studije (2003) hapiatvrsieni v kladborealis (haplotipi

iz severnega Atlantskega oceana, Severnega inkBgiismorja,Crnega morja) pripadajo
vrsti A. aurita Sklicuje se na prvi taksonomski opis vrataurita (Linnaeus, 1758), ki je bil
narejen na osnovi meduz iz Baltskega morja. Skéeptiidije je, da je vrsta pod imenom
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A. aurita borealni endemit Atlantskega oceana in severniopskih morij. V nasprotju s
klasikno taksonomsko ureditvijo, kjer je vrsta auritaobravnavana kot kozmopolitska vrsta,
so filogenetske Studije vrst iz roddurelia (Schroth in sod., 2002; Dawson in sod.,2005)
razkrile, da bi po novem status kozmopolitske vigti@adal kripténi vrsti Aurelia sp. 1.
Schroth in sodelavci (2002) so v filogenetski aniataporedij ITS1 ugotovili, da primerki
uhatih klobinjakov iz atlantske in sredozemske obale Francigadajo kripténi liniji/vrsti
Aurelia sp. 1, primerki iz Rdega morja (skupina haplotipov poimenovanaelia TET) in
sredozemske obale Francije pa liniji/vréturelia sp. 8. Na osnovi nasih rezultatov lahko
zakljwimo, da imamo v Sredozemskem morju najmanj tri tkite linije/vrste: Aurelia
aurita (klad boreali9, Aureliasp. 5 (klad Mljet) Aurelia sp. 8 (klad Jadransko morj€)e pa
upoStevamo rezultate Schrotha in sodelavcev (2@82)azlago filogenije rodéurelia po
Dawsonu in sodelavcih (2005) so v evropskih magjiisotne Stiri kripttne vrste:A. aurita
Aurelia sp. 1,Aurelia sp. 5,Aurelia sp. 8 (glej Preglednico 14). Sorodstveni odnosd me
njimi pa ostajajo nepojasnjeni, saj se rezultatdtzelo razlikujejo. Dawson in sodelavci
(2005) so na osnovi haplotipov COI déilg da sta si bolj sorodna kladbrealis (A. aurita)

in klad Jadransko morjeA(relia sp. 8), medtem ko smo v nasi Studiji haplotipovICO
ugotovil, da sta si bolj sorodna klad Jadranskojen@urelia sp. 8) in klad Mljet Aurelia
sp. 5).

Preglednica 14: Pregled kriptnih linij/vrst v roduAurelia iz evropskih morij in povzetek uporabljenih
genetskih markerjev.

Table 14: Review of cryptic species in gendsirelia from european seas with summary of used
genetic markers.

Geografsko obmije Kripti¢na linija/vrstd Genetski marker
COl ITS1 16S rRNA | ITS1/ITS2
Crno morje Aurelia aurita B,C A,B*,C A C
Baltsko morje Aurelia aurita C A,B*,C A C
Severno morje Aurelia aurita B,C AB,C A B,C
SZ Atlantik Aurelia aurita B,C** A,B A -
SV Atlantik Aureliaauita || BC* __[AB* A T o
Aureliasp. 1 - A,B* A -
jezero Mljet Aureliasp. 5 B,C AB,C A B,C
Jadransko morje Aureliasp. 8 B,C B,C - B,C
zahodno Sredozemlid Aureliasp8 |- S ABCH A T S
Aureliasp. 1 - A,B* A -
Rde&e morje Aureliasp 8 - AB*C* |A -

# poimenovanje po Dawsonu in sod. (2005), A - Sthimsod. (2002), B - Dawson in sod. (2005), Ctepar
in sod. (2011) , * podatki povzeti po raziskavi 8itha in sod. (2002), ** podatki povzeti po razigkBawsona
in sod. (2005)

Na filogenetskih drevesih COIl in ITS se haplotipiatih klobwnjakov iz Crnega morja
zdruzujejo v isti klad kot haplotipi geografsko atjdnih obmgaij severnega Atlantskega
oceana, Severnega in Baltskega morja (Kadealig. Glede na tako homogeno genetsko
strukturo geografsko precej oddaljenih populacip@pacija, ki danes naseljuf&rno morje,
namre& ni neposredno geografsko povezana s populacijevereem Atlantiku, ampak je
njun areal razSirjenosti prekinjen z drugimi geketsliferenciranimi linijami/kriptnimi
vrstami — Aurelia sp. 8, Aurelia sp. 1) se seveda zastavlja vpraSanje, kateri wi&av
omogaajo in vzdrzujejo takdno strukturo populacij. Skeviaziskovalci se v primerih, ko
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razSirjenost filogeografskih linij ne upoSteva lografskin meja, najraje in najpogosteje
sklicujejo na antropogene dejavnike prenosa, knaervi pogled zdijo Se najbolj lagin
nain za vzdrzevanje takega strukturiranja in sposstingenskega pretoka (Greenberg in
sod., 1996; Holland in Dawson, 2004; Dawson in ,sBd05). Veliko pordil sicer kaze, da
sta Sredozemsko i€'rno morje zaradi intenzivne pomorske trgovine pre&dijskega
prometa povezani z ¥mo svetovnih regij (CIESM, 2002; Gollasch, 200®)vedno vé je
tudi primerov, ki pordajo o uspesni reprodukciji vrst klotnjakov, ki jih ladje z balastnimi
vodami prenesejo na novo ob&w (Dumont in sod., 2004; Dawson in sod., 2005;ilGal
sod., 2009). Vendar v naSem primeru to verjetnaadovoljiva razlaga, saj prav tako kot
poteka ladijski transport z Atlantskim in Indijskioceanom, Se intenzivneje poteka med
Sredozemskim irCrnim morjem, pa genetske analize med sleda obmdjema kaZejo
statisttno zn&ilne in filogenetsko méno podprte razlike. Zato je bolj verjetno, da impjo
meroplanktonskih vrstah kljub potencialnemu antggyemu prenosu odiojoco viogo na
strukturiranje populacij ekoloski dejavniki, ki yetno vplivajo predvsem na polipno fazo
(Schroth in sod., 2002). Dawson in sodelavci (208®)za razlago svojih filogeografskih
analiz uhatih klobénjakov, ki vkljuuje tudi nekaj osebkov iz evropskih morij, sklopili
genetske podatke s simulacijo migracije osebkogymiovnih morjih in oceanih. Analiza je
sicer bila bolj osredot®na na filogeografijo uhatih klobojakov v Tihem oceanu. Pri
razlagi rezultatov filogenetske raziskave uhatedablknjaka so upoStevali rezultate
simulacije migracije meduz uhatega klohjaka z globalnim Lagrangianovim modelom
upoStevajo Stevilne fizikalno-oceanografske in bioloSke pagtner S simulacijo so daloi
skrajne meje mozne migracije uhatih klohjakov (Slika 22). Kljub temu, da imajo uhati
klobu¢njaki zelo veliko sposobnost Sirjenja, pa se vzosagenja po predvidevanjih
globalnega biofizikalnega oceanskega modela ne aljjpavsem z dejansko filogeografsko
strukturo. Avtorji v svoji Studiji neujemanja ragl@o z antropogenim ladijskim prenosom.
Njihov model migracije na obndu evropskih morij vsebuje le podatke za Severnogjena
severni Atlantski ocean, zal pa ne vsebuje podatkounozni stopnji migracije v
Sredozemskem, Rdem in Crnem morju. Zato zaenkrat nimamo popolnega modgla,
katerim bi lahko pojasnili dejanski &aa Sirjenja uhatih klobinjakov po Sredozemskem
morju. Tako dejavnik, ki bi pojasnil disperzijo afranjanje genskega pretoka med haplotipi
iz klada borealis katerih razSirjenost ne upoSteva hidrografskihjamestaja neznan.
Zanimivo je tudi dejstvo, da so genetske razdakes mpopulacijo iZrnega morja in obema
atlantskima populacijama zelo nizke, medtem koedike genetske razdalje med geografsko
blizjima populacijama iz vzhodnega in zahodnegas®ga Atlantika in med populacijama
iz Severnega morja in severovzhodnega Atlantikaodeovi tega dejstva lahko sklepamo, da
so populacije v severnem Atlantiku in Severnem mapostavljene manjSim selekcijskim
pritiskom, med tem ko je populacijaGrnem morju verjetno zaradi bolj zaostrenih ekolb3ki
pogojev manj variabilna (zelo nizka haplotipskan@ikost 0,653) in verjetno tudi najbolj
podobna skupni izvorni populaciji 0z. skupnemu prkd.

Moc¢no podprte genetske linije (globoko razvejani fdografski vzorci) uhatih kloldmjakov

v evropskih morjih so tako verjetno odraz alogaiei speciacije zaradi divergentne selekcije
in ekoloSke adaptacije, saj med genetskimi linijaimatin klob@njakov ni zaznati izolacije z
razdaljo (Schroth in sod., 2002). NaSe rezulta&ji(\nabor podatkov in uporaba drugih
genetskih markerjev) smo primerjali z rezultatis&ijih objavili Schroth in sodelavci (2002):
(i) Preverili smo korelacijo med genetskimi in gesfgkimi razdaljami in izréunali nizek
Mantelov korelacijski koeficient (r = 0,21), kar je skladu z njihovimi rezultati. Model
izolacije z razdaljo po pfakovanjih ni mogel zaznati nikakrSne korelacije ngghetsko
diferenciacijo populacij in geografsko razdaljor feestatisttno mano podprt kladorealis
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Slika 22: Simulacija migracije meduz iz vrst rod@urelia z globalnim Lagrangianovim modelom
uposStevajo Stevilne fizikalno-oceanografske in bioloSke pagtin Rdée sekena obmgja
predstavljajo izhodi¥e za z#etek simulacije, rno ¢rto so ozn&ene skrajne meje mozne
migracije, sivo setenje predstavlja inverzno stopnjo umrljivosti zar@anperaturnih omejitev.
Rdee pike predstavljajo lokacije, kjer so po raalh virih opazili pojavljanje vrst iz rodu
Aurelia (povzeto po Dawson in sod., 2005).

Figure 22: Simulation model of jellyfish migration for spesi of genusAurelia with global Lagrangian
model incorporating many physical-oceanographic #@nulogical parameters. Red shaded
regions indicate release sites, the black contudicates extreme migration limits, grey shading
indicates inverse mortality rates due to tempeeatuesholds. The red dots shows localities,
where in different publications species of geugelia has been reported to be occurred
(reviewed in Dawson et al., 2005).

sestavljen iz uhatih kloldnjakov z razknih geografsko tudi precej oddaljenih obifo
(severni Atlantik, Severno in Baltsko morjérno morje). Nasprotno je na dveh sosednijih
med seboj povezanih obiin (otok Mljet in Jadransko morje) opazena velig@anetska
diferenciacija obeh populacij. (ii) Preizkusili sthgpotezo ali okoljski dejavniki (minimalna
zimska temperatura na vzaem mestu) pojasnjujejo filogeografijo rodwurrelia. Z izratuni
razdaljami (r = 0,903) smo potrdili njihovo hipotezVerjetno pri meroplanktonskih
klobu¢njakih ekoloske prilagoditve polipov (frekvencaaodiitacije in sprozilna temperatura
za z&etek strobilacije) vplivajo na reprodukcijsko prago, ki nadalje vodi v genetsko
diferenciacijo (Schroth in sod., 2002). Zdi se, sdapritrjeni polipi meroplanktonskih vrst
bolj okiutljivi na ekoloSke dejavnike (Schroth in sod., 2PRot pelaske meduze. To je lahko
vzrok za nastanek klada Jadransko morje (0z. seedsko-rdéemorskega kladage
vklju¢imo Se podatke drugih raziskovalcev) in klda@ealis vendar s tem ne pojasnimo
nastanka ldenega genetskega sklada v jezerih na otoku Migts& Sredozemsko morje in
jezeri na Mljetu med seboj nandrae razlikujejo v fizikalno-oceanografskih dejavhiksaj
imajo podoben razpon letnih temperatur, slanopHr(Benove in sod., 2000).

Kateri dejavniki so potem vplivali na nastanek ddmgrafske skupine iz Velikega in Malega
jezera na otoku Mljet? Meduze so v velikem Stevilobeh jezerih prisotne tekom celotnega
leta, medtem ko jih v Jadranskem morju opazimodddobju od marca do julija (Bendvn
sod., 2000). Podobne fizikalno-oceanografskesiimasti ter 10 m Siroka in 2,5 m globoka
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povezava jezer z Jadranskim morjem na prvi pogkedmedstavljata pregrade za genski
pretok. Dejansko pa temu ni tako, kajti med obemaupacijama je velika in z vsemi
analizami statistho mano podprta genetska raznolikost. Slani med sebegzami Veliko

in Malo jezero na otoku Mljet sta po nastanku razm® novi obmgji, morska voda ju je
napolnila pred cca. 7000 leti (Schmidt, 1993). Outllet je neposredno izpostavljen in pod
vplivom morskega toka, ki prihaja iz Jonskega m@fare-Amanda in sod., 1991). Verjetno
pa vhodni tok iz Jonskega morja ne zajame plitkgpiobalnih in povrSinskih voda, ki jih
naseljujo uhati klobtnjaki, in je tako onemogen genski pretok z jadransko populacijo.
Zato so mogte mljetski haplotipi geografsko izolirani, Zze odk&ta jezeri nastali in je z
disperzijo tu nastal genetsko izoliran sklad. P@obzorec geografske izoliranosti mljetske
populacije od zunanje-jadranske populacije so nedasbjavili tudi za nekatere druge
zooplanktonske vrste. Npr. Peijnenburg in sod. 20 tako izolacijo opisali Se za dve
planktonski vrsti &tinateljustnico Sagitta setosain kopepodaCalanus helgolandicys
Benovk in sod. (2000) pa so v Velikem jezeru odkrili nousto hidromeduze iz rodlima,

ki je tudi niso zasledili na nobeni drugi lokachi Sredozemlju. Med filogenetskimi
skupinami uhatih klohtnjakov so raziskovalci zasledili tudi znake hibzaitije (Gershwin,
2001; Schroth in sod., 2002). Nasprotno Dawsonoktekavci (2005) v svoji Studiji med
kripticnimi vrstami v roduAurelia niso odkrili nobenih sledov hibridizacije. Pri itas
analizah regij ITS smo opazili, da je proces hilzadije potekal med mljetsko t#frnomorsko
populacijo. Haplotipa AA2210 (Mljet) in AA2721C¢(no morje) imata naméezapis v regiji
ITS1 soroden haplotipom iz klada Mljet ter zapigegiji ITS2 soroden haplotipom klada
borealis Schroth in sodelavci (2002) pa so odkrili hikzalijo med linijoborealisin vrsto
A. limbatater med linijo Mljet in vrstoA. limbatg ki ju v nasi raziskavi nismo zasledili.
Rezultati analiz Dawsona in sodelavcev (2005) lazdp jeA. limbata najbolj sorodna
linijamaAurelia sp. 10 inAureliasp. 1. Verjetno je ohlajanje Sredozemskega mdrjeomcu
pleistocena (Hewitt, 1996) omogto invazijo hladnejSih atlantskih linij (borealnilnij)
uhatih klob&njakov v Sredozemlje in nato v obdobju postgla@ghn obdobja zaradi viSanja
morske gladine tudi ¢rno morje (pred cca. 10000 leti) in v jezeri nakotd/ljet (pred cca.
7000 leti). Tako je linija Mljet verjetno v jezeritia otoku Mljet ostala geografsko izolirana
do danes, linijaborealis pa se je ohranila ’rnem morju, ker je bila boljSe ekolosko
prilagojena na nizke zimske temperature, ki so greizje kot v Sredozemskem morju
(Schroth in sod., 2002). Haplotipi iz Jadranskegajanso verjetno ostanek populacije, ki je
Sredozemsko morje naseljevala ze v obdobju pleastanc

Na filogenetskih drevesih uhatih klalnjakov se Se nekaj drugih haplotipov ni razvrstilo
skladu s svojim geografskim izvorom. Haplotipa AOZin AA_COG6 sta prisotna tako na
obmaiju Crnega morja kot Mljeta. Genetska razdalja (0,82b)razlike v nukleotidnih
zaporedjin (17,4 %) med obema ohfjemna so velike. Zaradi tako velike genetske
diferenciacije med obema populacijama so raziskowglredelili, da naj bi bile to dvedeni
kripti¢ni vrsti (Dawson in sod., 2005), zato bi mégamenjena skupna haplotipa lahko bila
posledica hibridizacije, ki smo jo opazili tudi agiotipih ITS, ali recentne speciacijée
predpostavimo, da je do fragmentacije populacglpréele nedavno, je vdenih genetskih
skladih Se vedno lahko prisotnih nekaj podobnihldtgmoyv. Zato sta lahko novonastali vrsti
v prvi fazi zaradi nepopolnega razta$ja haplotipov parafiletski. Z vednodien casovnim
odmikom od fragmentacije pa sklepamo, da bosta xasadi izplavljanja haplotipov postali
monofiletski (Avise, 2000). Razwénje haplotipov AA2501, AA2711, AA2714urelia
sp. 2 inAureliasp. 9 med haplotipe kladmrealisin klada Mljet na drevesih COI-ITS1-ITS2
in ITS1-ITS2 je lahko posledica hibridizacije ak pelike variabilnosti regij ITS, ki tudi
lahko onemogé verodostojno rekonstrukcijo sorodstvenih odnosBegije ITS uhatih
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klobu¢njakov namreé glede na rezultate testa Iss niso najbolj primezaefilogenetske
analize, ker so ze pre¥@astene s substitucijami. Tudi pri nekaterih drugihtahsso regije
ITS zaradi neustrezne (prevelike/premale) variasiinbile potencialno neprimereni genetski
markerji za filogenetske Studije (Shearer in s8@Q2; Calderén in sod., 2006).

V meroplanktonskih velikih klohtnjakih v Sredozemskem morju genetsko strukturiranje
populacij ni tako méno podporto kot pri uhatem klotnjaku, vendar pa bolj kot pri
holoplanktonskih megekah, med katerimi nismo zaznali nikakrSne strudtpopulacij v
Sredozemskem morju in severnem Atlantiku. Rezulilatjeografskih analiz haplotipov ITS
velikih klobunjakov iz Sredozemskega morja odkrivajo eno¢moopodprto filogenetsko
skupino. Analize z markerjem COI pa nakazujejo dalmukturiranost populacij iz severnega
Jadrana in juznega Sredozemlja, vendar je ta deldefilogenetskem drevesu slabo podprta,
bolje je vidna v mrezi haplotipov COIl in izanu genetskih razdalj.

Glede na trenutno razpoloZljive genetske podatkerjmerjava filogeografije vseh treh
prowevanih vrst mogta le za obmge Sredozemskega morja. Primerjava z
meroplanktonskimi uhatimi kloknjaki iz Sredozemskega morja odkriva dva kladad kla
Jadransko morjeAurelia sp. 8) in klad Mljet -Aurelia sp. 5. Schroth in sodelavci (2002) pa
so na obmgu sredozemske obale Francije zasledili poegelia sp. 8 (prisotna je tudi v
Rdeem morju) Se obstoj kozmopolitskkurelia sp. 1, ki je prisotha tudi na obijo
atlantske obale Francije in je verjetno bila v $mgimsko morje nedavno vneSena z ladijskim
prenosom (Dawson in sod., 2005). Poudariti moradaoyeliki klobwnjaki niso prisotni v
jezerih na otoku Mljet, zato je vpraSanje le, kak3ge genetska diferenciacija velikih
klobunjakov vCrnem, Rd&em in Severnem morju v primerjavi z uhatimi klghjaki. Ce

je lastnost meroplanktonskih vrst resjaeekoloska prilagodljivost predvsem polipov, potem
bi v prihodnje z novimi vzorci iz teh obrtip morali zaznati vé&jo genetsko strukturiranost,
tako kot je to opazno pri uhatih klolnjakih iz kladaborealis ki zdruzuje haplotipe iz
severnega Atlantika, Severnega, BaltskegaCinega morja. NovejSe raziskave so med
vrstamaR. pulmoin R. octopusrazkrile nekaj morfoloskih razlik med polipi iz 8¥nega
morja R. octopusHoilst in sod., 2007) in zahodnega Sredozen®jap{iimo Fuentes in sod.,
2011) terCrnega morjaR. pulmo Paspaleff, 1938). Polipi iz vseh treh olifijse med seboj
razlikujejo po velikosti telesa, Stevilu tentaklmvStevilu strobil na polip. Sele z nadaljnimi
raziskavami pa bo moge potrditi,ée se opazene morfoloSke razlike med vrst&nmpulmo

in R. octopusdrazajo tudi na genetskem nivoju.

Primerjava filogeografskih vzorcev uhatega in vedjia klobdnjaka kaze, da slanost verjetno
ni odlotujoci dejavnik, ki bi vplival na strukturiranje in gets&o raznolikost populacij
meroplanktonskih klobinjakov. Uhati klobdanjaki iz Baltskega morja, kjer je slanost zelo
nizka (4 — 10 %o), so uwv&eni v isto filogeografsko skupino kot uhati kl@mjaki iz obmdij

z vigjo slanostjo{rno morje — 18,5 %o, Severno morje - 30 %o in Atl&htscean - 36,15 %o;
Sorokin, 2002). Prav tako so pri velikih klaimjakih haplotipi iz obmaj z razlicno
slanostjo zdruzeni v isto filogegrafsko skupino. Sfredozemskem morju je namires
povpre&ju slanost 37 - 39 %o, medtem ko je v laguni Mar Mefod tam so vzorci velikih
klobu¢njakov iz zahodnega Sredozemlja) viSja slanost8(40,44,8 %.; Fuentes in sod.,
2011).

Za meroplanktonske klobnjaSke meduze so v raatih svetovnih morjih na osnovi
filogeografskih analiz zri@ne geografsko dobro opredeljene filogeografskeupgke
(Holland in sod., 2004; Dawson in sod., 2005; Daw2005a), Se vedno pa niso dobro
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pojasnjeni dejavniki, ki vplivajo na oblikovanjekth filogeografskih vzorcev. Ali ekoloSki
dejavniki odl@ujoce vplivajo na filogeografijo klobtnjakov in kako moni so lahko njihovi
vpliv na raznolikost COI haplotipov? Fragmenti C@orabljeni v naSih analizah so del
funkcionalnega gena za prvo podenoto citokromslsgadiaze in pri uhatih kloldajakih niso
selekcijsko nevtralni (Z =10,052; p=0), ampak pod pozitivno selekcijo (Stevilo
nesinonimnih substitucij je statigtio pomembno Wge od Stevila sinonimnih substitucij).
Raziskovalci so pri drugih vrstah dokazali prilafjedst encima COI na lokalno okolje
glede na razéine okoljske temperature (Blier in Lemieux, 2001fe00, 2002). Pri razpravi
o ekoloski prilagodljivosti COIl vsekakor moramo iimes mislih celostno delovanje
mitohondrija in vseh procesov v njem. Ballard inl¥ie (2010) trdita, da mitohondriji s
sposobnostjo hitre fiksacije mutacij lahko Kijw dol@ajo prilagoditev organizmov na
doloceno okolje. Tako prilagojeni genotipi so konkufeejSi v danih razmerah okolja, zato
se v vejem Stevilu prenesejo v naslednjo generacijo. Njugetovitve tako dopolnjujejo
vrzel v povezovanju mitohondrijskih genotipov sdépi organizmov in zmoznost prezivetja
le-teh v posebnem okolju. To pa so dejavniki, Kikia imajo vpliv tudi na oblikovanje
filogeografskih vzorcev.

Ali pa na veéje filogeografsko strukturiranje populacij klalmjakov vpliva néin, kako
odrasle meduze poskrbijo za svoje planule? Znandgenekatere klokmjaske meduze po
oploditvi planule Se par dni prenasajo v notramjkistbuka. Posledno ima odrasla planula
krajSi planktonski larvalni stadij in se hitrejeitpdti na substrat. KrajSanje planktonskega
larvalnega stadija pa lahko vpliva na zmanjSanjéepoala Sirjenja. Vrste s slabSim
potencialom Sirjenja imajo okajno bolj genetsko strukturirane populacije (Palyriib94).
Skrb za planule je zddna pri Stevilnih meroplanktonskih vrstalAurelia aurita (Ishii in
Bamstedt, 1998)Catostylus mosaicu@Dawson, 2005e)Mastigias papua(Sugiura, 1965),
Phyllorhiza punctatgRippingale in Kelly, 1995)Cotylorhiza tuberculatgKikinger, 1992),
Cephea cephedSugiura, 1966) inCassiopea andromedéGohar in Eisawy, 1960). Pri
meseinkah in velikih klobénjakh taka skrb za planule ni poznana (Rottini $iandn
Avian, 1983; Holst in Jarms, 2007). Geografsko dotpredeljene filogeografske vzorce so
namre& poleg uhatih klob&njakov ugotovili tudi v drugih meroplanktonskih tak, ki kazejo
skrb za svoje planule in imajo zaradi tega verjdialp omejen potencial Sirjenj&Latostylus
mosaicus(Dawson, 2005d)Cassiopea andromedéHolland in sod., 2004) irMastigias
papua(Dawson, 2005 b, c)).

Nasi rezultati skupaj z rezultati ostalih raziskoea (glej Preglednico 1) nakazujejo, da so
pri klobwnjaskih meduzah filogeografski vzorci verjetno v@zaa zndilnosti Zivljenjskega
cikla — velike genetsko enotne populacije v hologtanskih in vé geografsko stukturiranih
kladov v meroplanktonskih vrstah. V prihodnje biobza trdnejSo podkrepitev te hipoteze
smiselno opraviti $e dodatne raziskave velikih kiotiakov na vzorcih i£ rnega in Rd&ega
morja in na vzorcih vrst®hizostoma octopug Severnega morja. Prav tako bi bilo dobro
narediti filogeografsko Studijo Se na vzorcih méaogtonskih vrstCotylorhiza tuberculata
in Chrysaora hysoscel&i sta tudi prisotni klobtnjaski vrsti v evropskih morjihceprav se
obicajno ne pojavljajo v tako velikem Stevilu kot velikn uhati klob&njaki. Med
holoplanktonskimi vrstami klokiunjaSkih meduz pa bi zagotovo bilo vredno naredii S
filogeografsko raziskavo v vrsReriphylla periphylla,ki se mnozino pojavlja v Severnem
morju in severnem Atlantskem oceanu (Jarms in 4€99).

Filogeografske raziskave klotmjaskih meduz nam omogao dodaten vpogled v
razumevanje njihove biotske raznovrstnosti. Prienexjrezultatov Studij klokmjakov na
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osnovi filogenetskih analiz s klgsio taksonomsko ureditvijo nakazuje, da je zaradi
pomankanja diagnostiih morfoloskih znakov verjetno ocena biodiveratédobiEnjakov
(Dawson, 2003) in tudi ostalih ozigalkarjev (Mouira sod., 2008) m&no podcenjena.
Filogeografske analize pri uhatem kigéhjaku (Schroth in sod., 2002; Dawson in sod., 2005;
ta raziskava) so to potrdile. V poprej kozmopolitgksti A. aurita so ugotovili Se vsaj 10
novih kripticnih linij/vrst. Nove kriptEne vrste so dol#li tudi v rodu Mastigias (Dawson,
2005b) inCatostylus(Dawson, 2005d). Nasprotno so Miranda in sodel&@i0) na osnovi
analiz z genetskimi markerji dokazali ravno obratda imamo po klasni taksonomski
ureditvi na osnovi morfoloskih zt@nosti opisani dve vrsti (trdozZivnjakdicrohydrula
limopscicolain stauromeduzélaliclystus antarcticus ki pa imata idengni genetski zapis.
Avtorji zato predpostavljajo, da so verjetno vsester ki so uvi&ne v druzino
Microhydrulidae, v resnici polipna generacija odwbzojskih meduz (Staurozoa). Skupne
analize morfoloskih in molekulskih z&fnosti polipnih in meduznih generacij kloknjakov

in sploh vseh ozigalkarjev so trenutno maloStevilvendar pa za boljSo razreSitev
sorodstvenih odnosov med klaimjaki nujno potrebujemasim vet raziskav s skrbno
primerjavo morfoloskih in molekulskih analiz polipnin meduznih generacij iZim ved
geografskih obmgj. Sele tako bomo dobili celovit vpogled v dejansstanje endemizma,
kripti¢nih vrst in verodostojnost morfoloske taksonomsieglitve vrst klobanjakov.
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5.2 SKLEPI

Za kvalitetno izolacijo DNA iz tkiva klobinjaskih meduz je najbolje takoj po vZevanju
tkivo shraniti v tekei duSik ali zmrzovalnik na -80°C. Kotcinkovit konzervans se lahko
uporablja absolutni etanol, aceton ali raztopinaFINaCl. Najbolj dinkovita in preprosta
metoda za izolacijo DNA iz k¢é&a odrasle meduze (gonade, rob klobuka) je metddieaBy
Blood and Tissue Kit z dodatkom RNaze A (Qiagennilg).

V vrstah klobinjakov v zaporedjin COIl ni vrzeli in polimorfizmaoktin (655bp). V
medgenskih regijah rRNA operonov (ITS1 in ITS2) edji polimorfizem v dolzinah
zqaporedij znotraj in med vrstami. Meroplanktonghkati in veliki klobwnjaki imajo daljSa
zaporedja ITS z visoko stopnjo dolZzinskega polinzong (767-843bp), medtem ko imajo
holoplanktonske mesmke krajSe regije ITS brez polimorfizma dolzin §xp). Meseéinke
imajo visjo haplotipsko raznolikost COI kot merapktonski uhati in veliki klob&njaki
(0,958 > 0,921 > 0,910).

Analiza z mitohondrijskimi (COIl) in jedrnimi (ITSIn ITS2) markerji odkriva razine
filogeografske vzorce v izbranih vrstah klébjaskin meduz (Scyphozoa) v evropskih
morjih:

() Filogeografske analize v holoplanktonskih ni@&skah (Pelagia noctiluca ne kazejo
nobene méno podprte genetske in geografske strukture popwa&redozemskem morju in
severnem Atlantskem oceanu. Veliko meSanje haplotyaze na velik genski pretok med
geografskimi regijami.

(i) V meroplanktonskih uhatih kloknjakih (Aurelia auritg) filogeografske analize v
evropskih morjih in severozahodnem Atlantskem oueanino podpirajo razdelitev na ¥e
geografsko strukturiranih kladov. Genetska diferacia med kladi je velika in zelo visoke
vrednosti vseh izgnanih parametrov genetske raznolikosti zato ngkprzwna Stevilne
kripticne linije/vrste znotraj rodAurelia.

(i) Slabo podprta geografska strukturiranost gdapii meroplanktonskih velikih
klobu¢njakov Rhizostoma pulmaia obmdoju Sredozemskega morja je opazna v analizah na
osnovi regij COIl, medtem ko se v filogeografskilal@ah na osnovi regij ITS vsi haplotipi
razvrstijo le v eno mio podprto filogeografsko skupino.

NaSi rezultati skupaj z rezultati ostalih raziskoea, nakazujejo, da so pri kloénjaskih
meduzah filogeografski vzorci verjetno vezani nadnosti zivljenjskega cikla — velike
genetsko enotne populacije v holoplanktonskih id geografsko stukturiranih kladov v
meroplanktonskih vrstah.
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6 POVZETEK

6.1 POVZETEK

V evropskih morjih so pogosti mn&hi pojavi velikih klobinjakov Rhizostoma pulmo
uhatih klobénjakov Aurelia auritg) in meseéink (Pelagia noctilucgd Poznavanje njihove
genetske raznolikosti in genetske raznolikostildstast klobwnjaskih meduz (Scyphozoa)
je v evropskih morjih, pa tudi ostalih svetovnih g zelo skromno. Namen te raziskave je
bil ugotoviti filogeografsko strukturo v izbranihrstah klobdnjaskih meduz (mesmka,
uhati in veliki klobinjak), ki so bile vzarevane v razlinih geografskih obmgih
Sredozemskega i@rnega morja, severnega Atlantskega oceana, Sewvernegaltskega
morja.

Optimizirali smo izolacijo genomske DNA iz tkivaddunjaskih meduz (gonade ali rob
klobuka). Ce je le bilo mogde, smo takoj po odvzemu vzorce shranili v tékausik ali
zamrzovalnik na -80°C. Kot¢inkovit konzervans smo uporabljali absolutni etaraaeton
ali raztopino DMSO/NaCl. Ugotovili smo, da je ndjbacinkovita in preprosta izolacija
genomske DNA iz ka%ka odrasle meduze po protokolu DNeasy Blood angduEiKit z
dodatkom RNaze A (Qiagen, Néija), obasno pa smo uporabljali tudi protokol s CTAB in
kloroform/izoamil alkoholom.

Iz delov mitohondrijskih (prva podenota citokromskesidaze — COI) in jedrnih (medgenski
regiji v operonu rRNA - ITS1 in ITS2) DNA smo pribidi polimorfna nukleotidna
zaporedija, ki smo jih uporabili kot genetske mgeker filogeografskih analizah izbranih
vzorgevanih vrst klobtnjaskih meduz. Za regijo COI v meseki in velikem klobwnjaku
smo v PCR uporabljali par &tnih oligonukleotidov LCO1490 in HCO2198 (Folmer i
sod., 1994), prirejen par AU-LCO in AU-HCO pa zgije COI v uhatem klobtnjaku. Za
regijo ITS1 smo v vseh treh vrstah uporabljali st in its2, za regijo ITS2 pa par its3 in
its4 (White in sod., 1990).

Pri vseh treh pratevanih vrstah v zaporedjih COI nismo zasledili \irze polimorfizma
dolzin (655bp). Vé&ja variabilnost v dolZini zaporedij znotraj in merstami je bila najdena
v regijah ITS1 in ITS2. NajdaljSe regije ITS z vksostopnjo dolzinskega polimorfizma so
pri meroplanktonskima uhatem in velikem kldhjaku (767-843bp), medtem ko ima
holoplanktonska mesmka krajSe regije ITS brez polimorfizma dolzin §p). Meséinka
ima viSjo haplotipsko raznolikost COI kot meropl#orkska uhati in veliki klobtnjak (0,958

> 0,921 > 0,910). V regijah ITS je bila odkrita vigja haplotipska (0,952) in nukleotidna
(13,44%) raznolikost v uhatih klobnjakih.

V analizah z dvema neodvisnima genetskima markerjemtohondrijski fragment COI in
jedrni fragment ITS1/ITS2, smo v evropskih morjihtreh vrstah klobénjaskin meduz
odkrili razlicne filogeografske vzorce. Filogeografske analizeoloplanktonski mesenki
niso pokazale nobene 1 podprte genetske in geografske strukture populac
Sredozemskem morju in severnem Atlantskem oceaplikd/meSanje haplotipov kaze na
velik genski pretok med geografskimi regijami. Giltarska ozina in Otrantska vrata za
meseinke ne predstavljata nepremostljive geografskgnaiae za genski pretok. Na osnovi
rezultatov te raziskave smo lahko razreSili dvoustine tradicionalni taksonomski ureditvi
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(Mayer, 1910; Kramp, 1961) in dokazali, da je vapskih morjih in severozahodnem
Atlantiku prisotna le ena vrsta meése - Pelagia noctiluca

V meroplanktonskih uhatih klobojakih (Aurelia auritg so filogeografske analize na
vzorcih iz severnega Atlantskega oceana, SeverimeBaltskega morja, Sredozemskega in
Crnega morja pokazale &e genetsko strukturiranost glede na geografskaosfamMed
kladi uhatih klobdnjakov iz evropskih morjih in severozahodnega Atlan je velika
genetska diferenciacija. Genetske razdalje in kazlv nukleotidnih zaporedjih med
filogenetskimi skupinami so zelo velike in zelooke vrednosti vseh izéananih parametrov
genetske raznolikosti zato nakazujejo na Stevih@ikne linije/vrste znotraj rodAurelia. V
nasprotju s klagsno taksonomsko ureditvijo, kjer je vrst&. aurita obravnavana kot
kozmopolitska vrsta, so filogeografske Studije mahte, da bi po novem status
kozmopolitske vrste pripadal kriptii vrsti Aurelia sp. 1.Ce povzamemo nase rezultate in
rezultate filogeografskih Studij ostalih raziskaal, ki so protevali uhate klobénjake,
vidimo, da so v evropskih morjih Stiri rastie in geografsko dobro opredeljene
filogeografske skupine/linije/kriptne vrste uhatih kloknjakov: klad borealis klad UBI
(Aurelia sp. 1), klad Mljet Aurelia sp. 5), klad Jadransko morje/TEAUrelia sp. 8). Tako
mitohondrijski kot jedrni podatki podpirajo enakd@eografske skupingeprav so odnosi
med kladi nerazreSeni. Med filogeografskimi skupinaismo ugotovili genskega pretoka in
opazili smo, da za uhate klahnake Otrantska vrata, SueSki prekop in pas ozim me
Severnim in Baltskim morjem ne predstavljajo getgka in ekoloSke pregrade za genski
pretok.

V meroplanktonskih velikih klobinjakih (Rhizostoma pulmofilogeografske analize v
vzorcih iz Sredozemskega morja niso pokazale t&gkoegenetske strukturiranosti glede na
geografske regije kot v uhatih klobwakih, slabo podprto geografsko strukturiranost
populacij smo zasledili v analizah regij COI. Zdike klobunjake visoka slanost v Spanski
laguni Mar Menor ¢itno ni nepremostljiva ekoloSka pregrada za genskiok, saj se
populacija v laguni Mar Menor ne razlikuje od ostgbopulacij v Sredozemskem morju.
Odsotnost méno podprtih in zelo genetsko raznolikih kladov lodieografskin analizah
velikih klobuwnjakov potrjuje skladnost s tradicionalno taksonkongireditvijo (Mayer,
1910; Kramp, 1961; Russel, 1970), da je v Sredokemsnorju prisotna le ena vrsta velikih
klobu¢njakov -Rhizostoma pulmo

NaSi rezultati skupaj z rezultati ostalih raziskoea nakazujejo, da so pri klotnjaskih
meduzah filogeografski vzorci verjetno vezani na#dnosti Zivljenjskega cikla — velike
genetsko enotne populacije v holoplanktonskih id geografsko stukturiranih kladov v
meroplanktonskih vrstah. V prihodnje bi bilo zanegso podkrepitev te hipoteze smiselno
opraviti Se dodatne raziskave na velikem ktoaku. Predvsem bi morali pridobiti vzorce iz
Crnega in Rd&ga morja, pa vzorcRhizostoma octopu Severnega morja ter narediti
raziskave na Se kaksSni holoplanktonski vrsti klohaskih meduz, kot je na primer
Periphylla periphylla.

6.2 SUMMARY

In European seas blooms of barrel jellyfisthizostoma pulmomoon jelly Aurelia aurita
and mauve stingePglagia noctiluca are frequently observed. But little is known abtheir
genetic diversity and about genetic diversity dfestscyphozoans too. In this respect, aim of



Stopar K. Genetska diferenciacija kl@bjasSkih meduz z analizo genetskih markerjev iz hatarijske in jedrne DNA.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiehniSka fakulteta, Podiplomski Studij bioloSkihhbiotehniSkih znanosti, 2011

research was to evaluate genetic differentiatiorsetected scyphozoan jellyfish (barrel
jellyfish, moon jelly and mauve stinger), which wesampled in different geographic regions
of the Mediterranean and Black Sea, the north Aitadcean, the North and Baltic Sea.

We have optimized the isolation of genomic DNA frdiesue of scyphozoan jellyfish
(gonads, bell margin). Wherever possible we stdregslie immediately after sampling in
liquid nitrogen or freezer at -80°C. As a presameatvas used absolute ethanol or acetone or
solution of DMSO/NaCl. According to preliminary dysis as the most simple and efficient
method for isolation of genomic DNA from a piece adult jellyfish a protocol DNeasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen, Germany) was seleatetioccasionally protocol with CTAB
chloroform/isoamil alcohol was used.

From parts of mitochondrial (cytochrome oxidasewuibl - COI) and nuclear (intergenic
region of rRNA operon - ITS1 and ITS2) DNA polymbrp sequences were amplified,
which were used as genetic markers in phylogeographalysis of selected sampled
scyphozoan species. In PCR we used a pair of mitn@€01490 and HCO2198 (Folmer et
al., 1994) for the COI region in mauve stinger &adrel jellyfish, modified pair AU-LCO
and AU-HCO for the COI region in moon jelly. A paisl and its2 for ITS1 region and a
pair its3 and its4 for ITS2 region were used (Whital., 1990).

In all three species no gaps and length polymonph{655 bp) were detected in COI
sequences. Higher variability in the length of sempe among and between species was
found in the ITS1 and ITS2 regions of rRNA operofise longest ITS regions with a high
level of length polymorphism were observed in theroplanktonic moon jelly and barrel
jellyfish (767-843 bp), while holoplanktonic maustnger has obviously shorter ITS regions
without length polymorphism (645 bp). Mauve stingass a higher COI haplotype diversity
than meroplanktonic moon jelly and barrel jellyfigh958 > 0,921 > 0,910, respectively).
The highest haplotype (0,952) and nucleotide (1%¢#4diversity was observed in ITS
regions of moon jelly.

Analysis with mitochondrial (COI) and nuclear (IT&hd ITS2) markers revealed different
patterns of genetic structuring in selected taxafrecyphozoan jellyfish from European seas.
Phylogenetic analysis of holoplanktonic mauve sgimghowed no strongly supported genetic
and geographic structuring of populations in thedlgranean Sea and the northern Atlantic
Ocean. Good mixing of haplotypes indicates highegBow between geographic regions.
The Strait of Gibraltar and the Otranto Strait fieauve stingers do not serve as geographic
barriers to gene flow. Results help us to resoheomsistent differences within traditional
taxonomic classification (Mayer, 1910; Kramp, 196@Wje find out, that in European seas
and northwestern Atlantic exist only one nominaa@es -Pelagia noctiluca

The phylogeographic analysis of samples from theheon Atlantic Ocean, the North and
Baltic Sea, the Mediterranean and Black Sea shayeeetic structuring according to the
geographic regions in meroplanktonic moon jeRyielia auritg). Among moon jelly clades
from European seas and northwestern Atlantic veigh hgenetic differentiation was
observed. Genetic distances and sequence differeamoeng phylogenetic groups are very
high and very high values of all genetic parameseiggesting many cryptic lineages/species
in genusAurelia. In contrast to classical taxonomic status, whareelia auritatreated as a
cosmopolitan species, the phylogeographic studiesoon jelly now indicate, that the status
of cosmopolitan species should belong to the gespecies oRAureliasp. 1. A review of all
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moon jelly phylogeographic studies revealed, thduropean seas four genetic different and
geographical well defined phylogeographic groupsAiges/cryptic species of moon jelly are
present: cladéorealis clade UBI Aurelia sp. 1), clade MljetAurelia sp. 5), clade Adriatic
Sea/TET Aurelia sp. 8). Mitochondrial and nuclear data revealedséime phylogeographic
groups, but relationships among clades could natebelved. No gene flow was observed
among phylogeographic groups and the Otranto Stitat Suez Canal zone and straits
between the North and Baltic Sea do not preseribghggraphic break for moon jelly.

In meroplanktonic barrel jellyfishRhizostoma pulnothe phylogeographic analyses with
ITS marker in the Mediterranean Sea were not dedesd obvious structuring of populations
according to geographic region as in moon jellylyon analysis of COI region weak

structure was observed. High salinity in Spanigiodan Mar Menor for barrel jellyfish do not

serve as ecological barrier to gene flow, as pdamuidrom Mar Menor does not genetically
differ from other populations in Mediterranean Sleaphylogeographic analysis no strongly
supported and genetically very diverse clades wavserved, this is consistent with
traditional taxonomic classification (Mayer, 19Kdamp, 1961; Russel, 1970), which for the
Mediterranean Sea reported one specRisizostoma pulmo

Our results together with results of other reseanchsuggest, that shape of scyphozoan
jellyfish phylogeograpic patterns are dependentifercycle characteristics - bigger genetic
homogene populations in holoplanktonic and manygogahically structured clads in
meroplanktonic species. Therefore in future, furte&ort should be involved to obtain
samples of barrel jellyfish from the Black and R&eh and the samples Rf octopudrom

the North Sea. Also in holoplanktonic species ofpbozoan jellyfish (for example
Periphylla periphylla, etc.yome further phylogoeograpic research would beesjmted.
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PRILOGE
Priloga A: Seznam osebkov klobuojaskih meduz glede na mesto Wa&wanja in
haplotipov s pripadajm kodo iz zbirke GenBank.

Appendix A:  List of scyphozoan specimens according to samgpboalities and haplotypes
with corresponding GenBank Accession Number.

VRSTA ID GEOGRAFSKO OZNAKA HAPLOTIPA /
OSEBKA | OBMOCJE KODA V ZBIRKI GENBANK
col/
Col ITS1 ITS2 ITSINTS2 | ITS1/ITS2
Aurelia / AAl 01 AAQ0713 / AA0713
aurita AA0713 Severno morje HQ913992 | HQ913957
AA CO1 |/ / / /
AA0736 Severno morje HQ913913
AA CO2 |/ / / /
AX0703 Crno morjé HQ913945
AA_CO2 | AA1 02 AA2_04 AX0801 AX0801
AX0801 Crno morjé HQ913946 | HQ914019 | HQ913986
AA CO2 |/ / / /
AX0805 Crno morjé HQ913947
AA_CO2 | AA1 02 AX0807 AA_MIX1 |AX0807
AX0807 Crno morjé HQ913948 | HQ914020 | HQ913987
AA_CO2 | AA1 02 AA2_02 AA _MIX1 |[AA_ITO1
AX0808 Crno morjé HQ913949 | HQ914021 | HQ913988
AA _CO2 | AA1 02 AA2_02 AA MIX1 |[AA_ITO1
AX0809 Crno morjé HQ913950 | HQ914022 | HQ913989
AA_CO2 | AA1 02 / / /
AX0810 Crno morjé HQ913951 | HQ914023
AX0811 AA1l 02 / / /
AX0811 Crno morjé HQ913956 | HQ914024
AA_CO1 | AA1 02 / / /
AA0801 Baltsko morjé HQ913914 | HQ913993
AA _CO1 | AA1 01 AA2_01 AA0802 AA_ITO3
AA0802 Baltsko morjé HQ913915 | HQ913994 | HQ913958
AA0803 AA1 01 AA2 01 AA0803 AA_ITO3
AA0803 Baltsko morjé HQ913916 | HQ913995 | HQ913959
/ AAl 01 AA2_01 / AA_ITO3
AA0808 Baltsko morjé HQ913996 | HQ913960
/ / AA2_01 / /
AA0809 Baltsko morjé HQ913961
AA_CO1 | AA1 01 / / /
AA0810 Baltsko morjé HQ913917 | HQ913997
AA_CO2 | AA1 02 / / /
AA1203 Crno morjé HQ913918 | HQ913998
AA CO2 |/ / / /
AA1204 Crno morjé HQ913919
AA_CO2 |/ AA2_02 / /
AA1205 Crno morjé HQ913920 HQ913962
AA CO2 |1/ / / /
AA1213 Crno morjé HQ913921
AA1220 / AA1220 / /
AA1220 Crno morjé HQ913922 HQ913963
AA_CO2 |/ AA2_02 / /
AA1224 Crno morjé HQ913923 HQ913964
AA1225 / AA2_02 / /
AA1225 Crno morjé HQ913924 HQ913965
/ AA1l 02 AA2_02 / AA_ITO1
AA1231 Crno morjé HQ913999 | HQ913966




VRSTA ID GEOGRAFSKO OZNAKA HAPLOTIPA /
OSEBKA OBMOCJE KODA V ZBIRKI GENBANK
Aurelia AX1901 / / / /
aurita AX1901 Severno morje HQ913952
AA_CO1 AX1902 AA2_02 AX1902 AX1902
AX1902 Severno morje HQ913953 | HQ914025 | HQ913990
AX1903 AAl 02 / / /
AX1903 Severno morje HQ913954 | HQ914026
AA_CO2 AA1_02 AX1904 AX1904 AX1904
AX1904 Severno morje HQ913955 | HQ914027 | HQ913991
AA2709 / / / /
AA2709 Crno morjé HQ913940
AA2711 AA1_02 AA2711 AA2711 AA2711
AA2711 Crno morjé HQ913941 | HQ914015 | HQ913982
AA_CO6 AA1_02 AA2714 AA2714 AA2714
AA2714 Crno morjé HQ913942 | HQ914016 | HQ913983
AA2721 AA2721 AA2_05 AA2721 AA2721
AA2721 Crno morjé HQ913943 | HQ914017 | HQ913984
AA_CO2 AA1_02 AA2722 AA2722 AA2722
AA2722 Crno morjé HQ913944 | HQ914018 | HQ913985
Severno morje, AA_GUL AA_GUL AA_GUL AA_GUL AA_GUL
AA_GUL Gullmar fijord AY903118 | AY935206 | AY935206
severovzhodni AA_AN1 / / / /
AA_AN1 Atlantik, Wales AY903208
severovzhodni AA_CO7 / / / /
AA AN2 Atlantik, Wales AY903209
severovzhodni AA_AN3 / / / /
AA_AN3 Atlantik, Wales AY903210
severovzhodni AA_CO7 / / / /
AA AN4 Atlantik, Wales AY903211
severovzhodni AA_AN5 / / / /
AA_AN5 Atlantik, Wales AY903212
Bospor,Crno AA BOS |/ / / /
AA BOS morje AY903117
severozahodni / AA RIS AA RIS / AA_RIS
AA RIS Atlantik AY935205 | AY935205
severozahodni AA_BH1 / / / /
AA_BH1 Atlantik AY903093
Severozahodni AA_BH2 / / / /
AA BH2 Atlantik AY903094
severozahodni AA_BH3 / / / /
AA BH3 Atlantik AY903095
Aurelia severovzhodni Tihi| AU_1EP AU_1EP AU_1EP AU_1EP AU_1EP
sp. 1 AU _1EP ocean AY903186 | AY935203 | AY935203
severozahodni AU_1WP AU_1WP AU_1WP AU_1WP AU_1WP
AU_1wWP Tihi ocean AY903091 | AY935214 | AY935214
Aurelia jugozahodni AUsp02 AUsp02 AUsp02 AUsp02 AUsp02
sp. 2 AUsp02 Atlantik, Brazilja | AY903122 | AY935204 | AY935204
Aurelia jezera Palau, AUsp03 AUsp03 AUsp03 AUsp03 AUsp03
sp. 3 AUsp03 Tihi ocean AY903115 | AY935209 | AY935209
Aurelia jezera Palau, AUsp04 AUsp04 AUsp04 AUsp04 AUsp04
sp. 4 AUsp04 Tihi ocean AY903136 | AY935208 | AY935208
Aurelia Mijet, AA_ML1 AA_ML1 AA_ML1 AA_ML1 AA_ML1
sp. 5 AU ML1 Jadransko morje | AY903123 | AY935210 | AY935210
Mijet, AA_ML2 / / / /
AU ML2 Jadransko morje | AY903124
Mijet, AA_CO6 / / / /
AU ML3 Jadransko morje | AY903125
Mijet, AA_CO5 AA2201 AA2201 AA2201 AA2201
AA2201 Jadransko morfe | HQ913934 | HQ914009 | HQ913976
Mijet, AA_CO5 AA2202 AA2_05 AA2202 AA2202
AA2202 Jadransko morfe | HQ913935 | HQ914010 | HQ913977
Mijet, AA_CO5 AA2204 AA2204 AA2204 AA2204
AA2204 Jadransko morfe | HQ913936 | HQ914011 | HQ913978




VRSTA ID GEOGRAFSKO OZNAKA HAPLOTIPA /
OSEBKA OBMOCJE KODA V ZBIRKI GENBANK
Aurelia Mijet, AA2205 AA2205 AA2_05 AA2205 AA2205
sp. 5 AA2205 Jadransko morfe | HQ913937 | HQ914012 | HQ913979
Mijet, AA_CO2 AA2210 AA2_04 AA2210 AA2210
AA2210 Jadransko morfe | HQ913938 | HQ914013 | HQ913980
jugozahodni AA2501 AA2501 AA2501 AA2501 AA2501
AA2501 Atlantik, Argentina | HQ913939 | HQ914014 | HQ913981
Aurelia jezera Palau, AUsp06 AUsp06 AUsp06 AUsp06 AUsp06
sp. 6 AUsp06 Tihi ocean AY903129 | AY935207 | AY935207
Aurelia juzni Tihi ocean, AUsp07 AUsp07 AUsp07 AUsp07 AUsp07
sp. 7 AUsp07 Tasmanija AY903141 | AY935217 | AY935217
Aurelia TrZzaski zaliv, AU_NA1 / / / /
sp. 8 AU_NA1 severni Jadran AY903132
Trzaski zaliv, AU_NA2 AU_NA2 AU_NA2 AU_NA2 AU_NA2
AU NA2 severni Jadran AY903133 | AY935212 | AY935212
AU_CO8 AU_SA1 AU_SA1 AU_SA1 AU_SAl1
AU SA1 juzni Jadran, Ston | AY903134 | AY935213 | AY935213
AU_CO8 / / / /
AU SA2 juzni Jadran, Ston | AY903135
AA_CO3 / AA2_03 / /
AA1701 severni Jadrdh HQ913925 HQ913967
AA_CO3 / AA2_03 / /
AA1702 severni Jadrdh HQ913926 HQ913968
AA_CO4 AA1 03 AA2_03 AA _MIX2 |AA_ITO2
AA1703 severni Jadrdh HQ913927 | HQ914000 | HQ913969
AA_CO4 AA1 03 AA2_03 AA _MIX2 |AA_ITO2
AA1704 severni Jadrdh HQ913928 | HQ914001 | HQ913970
AA_CO3 AA1_03 AA2_03 AA1705 AA_IT02
AA1705 severni Jadréh HQ913929 | HQ914002 | HQ913971
AA_CO3 AA1l 04 / / /
AA1706 severni Jadrdh HQ913930 | HQ914003
AA_CO4 AA1_03 / / /
AA1707 severni Jadréh HQ913931 | HQ914004
AA_CO3 AA1_03 AA1711 AA1711 AA1711
AA1711 severni Jadréh HQ913932 | HQ914005 | HQ913972
AA_CO3 AA1l 04 AA1712 AA1712 AA1712
AA1712 severni Jadrdh HQ913933 | HQ914006 | HQ913973
/ AA1_03 AA2_03 / AA_IT02
AA1725 severni Jadréh HQ914007 | HQ913974
/ AA1 03 AA2_03 / AA_IT02
AA1731 severni Jadrdh HQ914008 | HQ913975
Aurelia zahodni Atlantik, | AUsp09 AUsp09 AUsp09 AUsp09 AUsp09
sp. 9 AUsp09 Mehiski zaliv AY903172 | AY935216 | AY935216
Aurelia AUspl0 AUspl0 AUspl0 AUspl0 AUsp10
sp. 10 AUsp10 severni Tihi ocean | AY903067 | AY935211 [ AY935211
Aurelia AUspll / / / /
sp. 11 AUspl11l Tihi ocean AY903213
Aurelia severozahodni AU_LIM AU_LIM AU_LIM AU_LIM AU_LIM
limbata AU_LIM Tihi ocean AY903189 | AY935215 | AY935215
Aurelia severovzhodni Tihi| AU_LAB AU_LAB AU_LAB AU_LAB AU_LAB
labiata AU LAB ocean AY903073 | AY935202 | AY935202
Pelagia PEL_NO PEL_NO PEL_NO PEL_NO PEL_NO
noctiluca PEL NO zunanja skupina | GQ376005 | GQ368916 | GQ383937
Cyanea CYA _CA CYA_CA CYA _CA CYA_CA CYA_CA
capillata CYA CA zunanja skupina | AY902911 | U65481 U65481
Pelagia zahodno PN0601 PN1_01 PN2_02 PNO0601 PN_IT11
noctiluca PNO0601 Sredozemlj GQ375903 | GQ368906 | GQ383926
zahodno PN0602 PN1_05 PN2_03 PNO0602 PN_IT02
PN0602 Sredozemlj@ GQ375904 | GQ368907 [ GQ383927
zahodno PN_CO6 PN1_01 PN2_02 PN_MIX1 | PN_IT11
PNO0603 Sredozemlj2 GQ375905 | GQ368908 [ GQ383928
zahodno PN0604 PN1 01 PN2_02 PN0604 PN_IT11
PNO0604 Sredozemlj2 GQ375906 | GQ368909 [ GQ383929




VRSTA ID GEOGRAFSKO OZNAKA HAPLOTIPA /
OSEBKA OBMOCJE KODA V ZBIRKI GENBANK
Pelagia zahodno PN0606 PN0606 PN2_01 PN0606 PN_ITO4
noctiluca PN0606 Sredozemlj GQ375907 | GQ368910 | GQ383930
zahodno PN_CO4 PN1_01 PN2_02 PN_MIX3 | PN_IT11
PNO607 Sredozemlj% GQ375908 | GQ368911 | GQ383931
zahodno PNO0608 PN1_03 PN2_02 PNO608 PN_ITO1
PNO0608 Sredozemlj2 GQ375909 | GQ368912 | GQ383932
zahodno PN_CO4 PN1_06 PN2_10 PNO0609 PN0609
PN0609 Sredozemlj2 GQ375910 | GQ368913 | GQ383933
zahodno PNO0610 / / / /
PN0610 Sredozemlj2 GQ375911
zahodno PN0611 / PN2_02 / /
PN0611 Sredozemlj GQ375912 GQ383934
zahodno PN0612 / / / /
PN0612 Sredozemlj2 GQ375913
zahodno PN0613 PN1_03 PN2_02 PNO0613 PN_ITO1
PN0613 Sredozemlj% GQ375914 | GQ368914 | GQ383935
PN_CO1 | PN1 01 PN2_02 PN0801 PN_IT11
PN0801 juzni Jadraf? GQ376003 | GQ368915 | GQ384036
PN0802 / / / /
PN0802 juzni Jadraff GQ376004
PN_CO4 | PN1_01 PN2_02 PN_MIX3 [ PN_IT11
PN0803 juzni Jadraff GQ376005 [ GQ368916 | GQ383937
PN0804 PN1 01 PN2_07 PN0804 PN_ITO5
PN0804 juzni Jadraf? GQ376006 | GQ368917 | GQ383938
PNO0805 PN1_01 PN2_02 PNO0805 PN_IT11
PNO0805 juzni Jadraff GQ376007 | GQ368918 | GQ383939
PN_CO7 PN1_01 PN2_06 PNO0806 PN_ITO6
PNO0806 juzni Jadrat? GQ376008 | GQ368919 | GQ383940
PN0807 PN1 01 PN2_02 PN0807 PN_IT11
PN0807 juzni Jadraf? GQ376009 | GQ368920 | GQ383941
PNO0808 / PN2_05 / /
PN0808 juzni Jadraff GQ376010 GQ383942
PNO0809 / PN2_01 / /
PN0809 juzni Jadraf? GQ376011 GQ383943
PN0810 / / / /
PN0810 juzni Jadraff GQ376012
PN_CO4 [/ / / /
PN0811 juzni Jadraff GQ376013
PNO0812 / / / /
PN0812 juzni Jadrat? GQ376014
PNO0813 / / / /
PN0813 juzni Jadraff GQ376015
PN0814 / / / /
PN0814 juzni Jadrat? GQ376016
PNO0815 / / / /
PN0815 juzni Jadraf? GQ376017
PN_CO1 |/ / / /
PN0816 juzni Jadraff GQ376018
PN_CO4 | PN1_02 PN2_01 PN0901 PN_ITO4
PN0901 juzni Jadrafh* GQ376019 | GQ368921 | GQ383944
PN0902 PN1_01 PN0902 PN0902 PN0902
PN0902 juzni Jadraft GQ376020 | GQ368922 | GQ383945
PN_CO02 PNO0903 PN2_04 PNO0903 PN_ITO8
PN0903 juzni Jadraft GQ376021 | GQ368923 | GQ383946
PN1001 PN1 01 PN2_02 PN1001 PN_IT11
PN1001 severni Jadrah GQ375915 | GQ368924 | GQ383947
PN1002 PN1 01 PN2_08 PN1002 PN_IT10
PN1002 severni Jadrdh GQ375916 | GQ368925 | GQ383948
PN_CO1 PN1_01 PN2_06 PN1003 PN_ITO6
PN1003 severni Jadrdh GQ375917 | GQ368926 | GQ383949
PN1004 PN1 01 PN2_07 PN1004 PN_ITO5
PN1004 severni Jadrah GQ375918 | GQ368927 | GQ383950
PN1005 PN1_01 PN1005 PN1005 PN1005
PN1005 severni Jadrdh GQ375919 | GQ368928 | GQ383951




VRSTA ID GEOGRAFSKO OZNAKA HAPLOTIPA /
OSEBKA | OBMOCJE KODA V ZBIRKI GENBANK
Pelagia PN_CO8 | PN1_02 PN2_01 PN1006 PN_ITO4
noctiluca PN1006 severni Jadrah GQ375920 | GQ368929 | GQ383952
PN1007 PN1_01 PN2_02 PN1007 PN_IT11
PN1007 severni Jadrdh GQ375921 | GQ368930 | GQ383953
PN1008 PN1_01 PN2_01 PN1008 PN_ITO7
PN1008 severni Jadrdh GQ375922 | GQ368931 | GQ383954
PN_CO6 |/ PN2_02 / /
PN1009 severni Jadrah GQ375923 GQ383955
PN1010 PN1_02 PN2_01 PN1010 PN_ITO4
PN1010 severni Jadrdh GQ375924 | GQ368932 | GQ383956
PN1101 PN1_01 PN1101 PN1101 PN1101
PN1101 severni Jadrah GQ375925 | GQ368933 | GQ383957
PN1102 PN1_01 PN2_02 PN1102 PN_IT11
PN1102 severni Jadrah GQ375926 | GQ368934 | GQ383958
PN_CO4 | PN1_01 PN2_01 PN_MIX2 | PN_ITO7
PN1103 severni Jadrdn GQ375927 | GQ368935 | GQ383959
PN_CO4 | PN1 01 / / /
PN1104 severni Jadrah GQ375928 | GQ368936
PN_CO4 | PN1_05 PN2_03 PN1105 PN_IT02
PN1105 severni Jadrdn GQ375929 | GQ368937 | GQ383960
PN_CO1 |/ / / /
PN1106 severni Jadrdn GQ375930
PN_CO4 | PN1 01 PN2_01 PN_MIX2 | PN_ITO7
PN1107 severni Jadrah GQ375931 | GQ368938 | GQ383961
zahodno PN_CO4 | PN1_01 PN2_02 PN_MIX3 [ PN_IT11
PN1301 Sredozemlj¥ GQ375932 | GQ368940 | GQ383963
zahodno PN_CO4 | PN1_01 PN2_05 PN1302 PN1302
PN1302 Sredozemlj¥ GQ375933 | GQ368942 | GQ384064
zahodno PN1303 PN1_02 PN2_01 PN1303 PN_ITO4
PN1303 Sredozemlj¥ GQ375934 | GQ368942 | GQ383965
zahodno PN1305 PN1305 PN1305 PN1305 PN1305
PN1305 Sredozemlj¥ GQ375935 | GQ368943 | GQ383966
zahodno PN1306 / / / /
PN1306 Sredozemlj¥ GQ375936
zahodno PN_CO2 | PN1_03 PN2_02 PN1307 PN_ITO1
PN1307 Sredozemlj¥ GQ375937 | GQ368944 | GQ383967
zahodno PN1308 PN1_01 PN2_02 PN1308 PN_IT11
PN1308 Sredozemlj¥ GQ375938 | GQ368945 | GQ383968
zahodno PN_CO4 / PN2_01 / /
PN1309 Sredozemlj¥ GQ375939 GQ383969
PN1401 PN1_01 PN2_10 PN1401 PN_ITO3
PN1401 severni Jadrdn GQ375940 | GQ368946 | GQ383970
PN_CO4 | PN1_04 PN2_09 PN1402 PN_IT09
PN1402 severni Jadrdn GQ375941 | GQ368947 | GQ383971
PN1403 / / / /
PN1403 severni Jadrdn GQ375942
PN1404 PN1_01 PN2_02 PN1404 PN_IT11
PN1404 severni Jadrdn GQ375943 | GQ368948 | GQ383972
PN_CO4 |/ / / /
PN1405 severni Jadrdn GQ375944
PN_CO5 | PN1_01 PN2_01 PN1406 PN_ITO7
PN1406 severni Jadrdn GQ375945 | GQ368949 | GQ383973
PN1501 PN1_01 PN2_07 PN1501 PN_ITO5
PN1501 severni Jadrdn GQ375946 | GQ368950 | GQ383974
PN1502 PN1_01 PN2_02 PN1502 PN_IT11
PN1502 severni Jadrdn GQ375947 | GQ368951 | GQ383975
PN1503 PN1_01 PN2_01 PN1503 PN_ITO7
PN1503 severni Jadrdn GQ375948 | GQ368953 | GQ383976
PN_CO4 | PN1_01 PN2_01 PN_MIX2 | PN_ITO7
PN1504 severni Jadrdn GQ375949 | GQ368953 | GQ383977
PN_CO4 | PN1 01 PN2_02 PN_MIX3 [ PN_IT11
PN1505 severni Jadrdn GQ375950 | GQ368954 | GQ383978
PN1506 PN1_01 PN2_01 PN1506 PN_ITO7
PN1506 severni Jadrdn GQ375951 | GQ368955 | GQ383979




VRSTA ID GEOGRAFSKO OZNAKA HAPLOTIPA /
OSEBKA | OBMOCJE KODA V ZBIRKI GENBANK
Pelagia PN1507 PN1_01 PN2_02 PN1507 PN_IT11
noctiluca PN1507 severni Jadrdn GQ375952 | GQ368956 | GQ383980
PN1508 PN1_01 PN2_02 PN1508 PN_IT11
PN1508 severni Jadrdn GQ375953 | GQ368957 | GQ383981
PN1601 PN1_01 PN2_08 PN1601 PN_IT09
PN1601 severni Jadrdn GQ375954 | GQ368958 | GQ383982
PN1602 PN1602 PN2_01 PN1602 PN1602
PN1602 Severni Jadrdn GQ375955 | GQ368959 | GQ383983
PN1603 PN1_02 PN2_01 PN1603 PN_ITO4
PN1603 severni Jadrdn GQ375956 | GQ368960 | GQ383984
PN1604 PN1_01 PN2_02 PN1604 PN_IT11
PN1604 severni Jadrdn GQ375957 | GQ368961 | GQ383985
PN1605 / / / /
PN1605 severni Jadrdn GQ375958
PN1701 PN1701 PN2_02 PN1701 PN1701
PN1701 severni Jadrdfi GQ375959 | GQ368962 | GQ383986
PN1702 PN1_01 PN2_02 PN1702 PN_IT11
PN1702 severni Jadraf GQ375960 | GQ368963 | GQ383987
PN_CO3 | PN1_01 PN2_09 PN1703 PN_IT09
PN1703 severni Jadrdfi GQ375961 | GQ368964 | GQ383988
PN1704 PN1_03 PN2_02 PN1704 PN_ITO1
PN1704 severni Jadrdfi GQ375962 | GQ368965 | GQ383989
vzhodni Atlantik, | PN1802 PN1802 PN2_04 PN1802 PN1802
PN1802 Azorit’ GQ375963 | GQ368966 | GQ383990
vzhodni Atlantik, | PN_CO4 | PN1_01 PN2_01 PN_MIX2 | PN_ITO7
PN1803 Azorit? GQ375964 | GQ368967 | GQ383991
vzhodni Atlantik, | PN_CO4 | PN1_04 PN2_01 PN1804 PN1804
PN1804 Azorit? GQ375965 | GQ368968 | GQ383992
vzhodni Atlantik, | PN1805 / PN2_02 / /
PN1805 Azorit’ GQ375966 GQ383993
vzhodni Atlantik, | PN1806 / PN2_02 / /
PN1806 Azorit? GQ375967 GQ383994
vzhodni Atlantik, | PN_CO4 / PN1809 / /
PN1809 Azorit’ GQ375968 GQ383995
vzhodni Atlantik, | PN_CO4 / PN2_02 / /
PN1810 Azorit’ GQ375969 GQ383996
vzhodni Atlantik, |/ PN1_02 PN2_01 / PN_ITO4
PN1811 Azorit? GQ368969 | GQ383997
vzhodni Atlantik, | PN1812 PN1_01 PN2_02 PN1812 PN_IT11
PN1812 Azorit’ GQ375970 | GQ368970 | GQ383998
vzhodni Atlantik, | PN1813 / PN2_01 / /
PN1813 Azorit? GQ375971 GQ383999
vzhodni Atlantik, | PN_CO4 | PN1_01 PN2_02 PN_MIX3 | PN_IT11
PN1814 Azorit? GQ375972 | GQ368971 | GQ384000
vzhodni Atlantik, | PN1815 PN1_01 PN2_02 PN1815 PN_IT11
PN1815 Azorit’ GQ375973 | GQ368972 | GQ384001
vzhodni Atlantik, | PN1818 PN1_01 PN2_02 PN1818 PN_IT11
PN1818 Azorit? GQ375974 | GQ368973 | GQ384002
vzhodni Atlantik, | PN_CO5 | PN1_01 PN2_02 PN1819 PN_IT11
PN1819 Azorit’ GQ375975 | GQ368974 | GQ384003
vzhodni Atlantik, | PN_CO6 / PN2_01 / /
PN1820 Azorit’ GQ375976 GQ384004
vzhodni Atlantik, | PN_CO7 | PN1_01 PN2_02 PN1822 PN_IT11
PN1822 Azorit? GQ375977 | GQ368975 | GQ384005
vzhodni Atlantik, | PN1825 PN1_02 PN2_01 PN1825 PN_ITO4
PN1825 Azorit’ GQ375978 | GQ368977 | GQ384007
vzhodni Atlantik, | PN1826 PN1_01 PN2_02 PN1826 PN_IT11
PN1826 Azorit’ GQ375979 | GQ368979 | GQ384008
vzhodni Atlantik, | PN1827 PN1_02 PN2_01 PN1827 PN_ITO4
PN1827 Azorit? GQ375980 | GQ368978 | GQ384009
vzhodni Atlantik, | PN1828 PN1_01 PN2_02 PN1828 PN_IT11
PN1828 Azorit’ GQ375981 | GQ368980 | GQ384010
vzhodni Atlantik, | PN1829 PN1_01 PN1829 PN1829 PN1829
PN1829 Azorit? GQ375982 | GQ368981 | GQ384011




VRSTA ID GEOGRAFSKO OZNAKA HAPLOTIPA /
OSEBKA OBMOCJE KODA V ZBIRKI GENBANK
Pelagia severovzhodni / PN1 01 PN2_04 / PN_ITO8
noctiluca PN2001 Atlantik® GQ368983 | GQ384012
severovzhodni PN2002 PN1_01 PN2_01 PN2002 PN_ITO7
PN2002 Atlantik® GQ375983 | GQ368984 | GQ384013
severovzhodni PN2003 PN1_01 PN2_01 PN2003 PN_ITO7
PN2003 Atlantik® GQ375984 | GQ368985 | GQ384014
severovzhodni PN2004 PN1_01 PN2_02 PN2004 PN_IT11
PN2004 Atlantik'® GQ375985 | GQ368986 | GQ384015
severovzhodni PN2005 PN1_03 PN2_02 PN2005 PN_ITO1
PN2005 Atlantik® GQ375986 | GQ368987 | GQ384016
severovzhodni PN2006 PN1_01 PN2006 PN2006 PN2006
PN2006 Atlantik'® GQ375987 | GQ368988 | GQ384017
severovzhodni PN2007 PN1_02 PN2_01 PN2007 PN_ITO7
PN2007 Atlantik'® GQ375988 | GQ368989 | GQ384018
severovzhodni PN2008 PN1_02 PN2008 PN2008 PN2008
PN2008 Atlantik® GQ375989 | GQ368990 | GQ384019
severovzhodni PN2009 / / / /
PN2009 Atlantik'® GQ375990
severovzhodni PN_CO8 PN2011 PN2011 PN2011 PN2011
PN2011 Atlantik® GQ375991 | GQ368991 | GQ384020
severovzhodni PN2012 PN1_01 PN2012 PN2012 PN2012
PN2012 Atlantik® GQ375992 | GQ368992 | GQ384021
severovzhodni PN_CO9 PN1_02 PN2013 PN2013 PN2013
PN2013 Atlantik'® GQ375993 | GQ368993 | GQ384022
severovzhodni PN2014 PN1 01 PN2_02 PN2014 PN_IT11
PN2014 Atlantik® GQ375994 | GQ368994 | GQ384023
severovzhodni PN2015 PN1_01 PN2_02 PN2015 PN_IT11
PN2015 Atlantik® GQ375995 | GQ368995 | GQ384024
severovzhodni PN_CO9 PN1_01 PN2_02 PN2016 PN_IT11
PN2016 Atlantik'® GQ375996 | GQ368996 | GQ384025
severovzhodni PN2017 PN1_01 PN2_10 PN2017 PN_ITO3
PN2017 Atlantik® GQ375997 | GQ368997 | GQ384026
severovzhodni PN2018 PN1_01 PN2_02 PN2018 PN_IT11
PN2018 Atlantik'® GQ375998 | GQ368998 | GQ384027
severovzhodni PN2019 PN1_01 PN2_02 PN2019 PN_IT11
PN2019 Atlantik'® GQ375999 | GQ368999 | GQ384028
severovzhodni PN2020 PN1_01 PN2_07 PN2020 PN_ITO5
PN2020 Atlantik® GQ376000 | GQ369000 | GQ384029
Alboransko PN2101 PN1 01 PN2_02 PN2101 PN_IT11
PN2101 morje'® GQ376001 | GQ369001 | GQ384030
Alboransko PN2102 PN1 01 PN2_01 PN2102 PN_ITO7
PN2102 morje'® GQ376002 | GQ369002 | GQ384031
PN2201 PN1_06 PN2_01 PN2201 PN2201
PN2201 juzni Jadraff GQ376022 | GQ369003 | GQ384032
PN_CO4 | PN1 01 PN2_02 PN_MIX3 | PN_IT11
PN2202 juzni Jadraf? GQ376023 | GQ369004 | GQ384033
PN_CO3 PN1_01 PN2_01 PN2203 PN_ITO7
PN2203 juzni Jadraff GQ376024 | GQ369005 | GQ384034
PN_CO4 | PN1_01 PN2_02 PN_MIX3 [ PN_IT11
PN2204 juzni Jadraf? GQ376025 | GQ369006 | GQ384035
zahodno / PN1 01 PN2_02 / PN_IT11
PN2301 Sredozemlj& HM358357 | HM358360
zahodno PN_CO10 | PN1_01 PN2_01 PN2302 PN_ITO7
PN2302 Sredozemlj%l HM358383 | HM358358 [ HM358361
zahodno PN_CO4 / PN2_02 / /
PN2401 Sredozemlj& HM358384 HM358362
zahodno PN2402 / PN2_02 / /
PN2402 Sredozemlj& HM358386 HM358363
zahodno PN2403 / PN2_02 / /
PN2403 Sredozemljé2 HM358385 HM358364
zahodno PN2404 / PN2_04 / /
PN2404 Sredozemlj& HM358387 HM358365
zahodno PN2405 / PN2_02 / /
PN2405 Sredozemljé2 HM358388 HM358366




VRSTA ID GEOGRAFSKO OZNAKA HAPLOTIPA /
OSEBKA OBMOCJE KODA V ZBIRKI GENBANK
Pelagia zahodno PN_CO11 |/ PN2406 / /
noctiluca PN2406 Sredozemlj& HM358389 HM358367
zahodno / / PN2_07 / /
PN2407 Sredozemlj# HM358368
zahodno PN_CO4 / PN2_01 / /
PN2408 Sredozemljé2 HM358390 HM358369
zahodno PN2409 / PN2_02 / /
PN2409 Sredozemlj& HM358391 HM358370
zahodno PN_CO4 / PN2_02 / /
PN2410 Sredozemljé2 HM358392 HM358371
zahodno PN_CO4 / PN2_02 / /
PN2411 Sredozemlj& HM358393 HM358372
zahodno PN2412 / PN2_10 / /
PN2412 Sredozemlj& HM358394 HM358373
zahodno PN2413 / PN2413 / /
PN2413 Sredozemljé2 HM358395 HM358374
zahodno PN_CO4 PN2414 PN2_04 PN2414 PN2414
PN2414 Sredozemlj& HM358396 | HM358359 [ HM358375
zahodno PN2415 / PN2_02 / /
PN2415 Sredozemljé2 HM358397 HM358376
zahodno PN2416 / PN2_02 / /
PN2416 Sredozemljé2 HM353398 HM358382
zahodno PN2417 / PN2_09 / /
PN2417 Sredozemlj& HM358399 HM358377
zahodno PN2421 / PN2_02 / /
PN2421 Sredozemljé2 HM358400 HM358378
zahodno PN2422 / PN2_02 / /
PN2422 Sredozemljé2 HM358401 HM358379
zahodno PN2424 / PN2_01 / /
PN2424 Sredozemlj& HM358402 HM358380
zahodno PN2425 / PN2_02 / /
PN2425 Sredozemljé2 HM358403 HM358381
Peno01 / / / /
Peno01 zahodni Atlantik® | GQ120093
Peno05 / / / /
Peno05 zahodni Atlantik® | GQ120094
Peno45 / / / /
Peno45 zahodni Atlantik® | GQ120095
Peno51 / / / /
Peno51 zahodni Atlantik® | GQ120096
Chrysaora CHR_SP | CHR_SP CHR_SP | CHR_SP
sp. CHR_SP zunanja skupina | DQ083524 | DQ083525 | /
Cyanea CYACA |CYACA |[CYACA |CYACA |CYACA
capillata CYA CA zunanja skupina | AY902911 | U65481 U65481
Aurelia AUR_AU | AUR_AU | AUR_AU | AUR_AU | AUR_AU
aurita AUR_AU zunanja skupina | AY903133 | AY935212 | AY935212
|
Rhizostoma / RP0501 RP2_01 / RP0501
pulmo RP0501 severni Jadréf GQ999573 | GQY99573
/ RP1_01 RP2_01 / RP_ITO3
RP0502 severni Jadr&f GQ999574 | GQY99574
RP_CO1 | RP1 01 RP2_01 RP1403 RP_ITO3
RP1403 severni Jadréf GQ999568 | HQ902072 | HQ902092
RP_CO2 |/ RP2_01 / /
RP1404 severni Jadr&f HQ902114 HQ902093
RP_CO1 |/ RP2.01 [/ /
RP1407 severni Jadréf HQ902115 HQ902094
RP_CO2 RP1_02 RP2_01 RP1408 RP_ITO4
RP1408 severni Jadr&f HQ902116 | GQ999575 | GQY99575
juzno RP_CO3 | RP1_02 RP2_01 RP_MIX1 | RP_ITO4
RP1501 Sredozemlj& GQ999570 | HQY902073 | HQ902095
juzno RP_CO3 | RP1 02 RP2_01 RP_MIX1 | RP_ITO4
RP1502 Sredozemljé‘3 HQ902117 | HQ902074 | HQ902096




VRSTA ID GEOGRAFSKO OZNAKA HAPLOTIPA /
OSEBKA OBMOCJE KODA V ZBIRKI GENBANK
Rhizostoma juzno RP_CO3 | RP1_02 RP2_01 RP_MIX1 | RP_ITO4
pulmo RP1503 Sredozemlj& HQ902118 | HQ902075 | HQ902097
juzno / RP1_02 RP2_01 / RP_ITO4
RP1505 Sredozemljé5 HQ902076 | HQ902098
juzno / RP1 02 RP2_01 / RP_ITO4
RP1506 Sredozemlj& HQ902077 | HQ902099
juzno / RP1_03 RP2_01 / RP_ITO1
RP1601 Sredozemljé5 GQ999577 | GQY99577
juzno RP_CO4 | RP1_04 RP2_01 RP_MIX2 | RP_ITO2
RP1602 Sredozemlj& GQ999571 | GQ999578 | GQY99578
juzno / RP1_03 RP2_01 / RP_ITO1
RP1604 Sredozemlj& HQ902078 | HQ902100
juzno RP_CO4 RP1_04 RP2_01 RP_MIX2 | RP_ITO2
RP1605 Sredozemljé5 HQ902119 | HQ902079 | HQ902101
RP1801 RP1_01 RP2_01 RP1801 RP_ITO3
RP1801 severni Jadraf HQ902120 | HQ902080 | HQ902102
RP_CO5 RP1_01 RP2_01 RP_MIX3 | RP_ITO3
RP1802 severni Jadr&f GQ999569 [ HQ902081 | HQRY02103
/ RP1 01 RP2_01 / RP_ITO3
RP1803 severni Jadraf HQ902082 | HQ902104
RP_CO5 | RP1_01 RP2_01 RP_MIX3 [ RP_ITO3
RP1804 severni Jadr&f HQ902121 | HQ902083 | HQ902105
zahodno / RP1_05 RP2_01 / RP_ITO5
RP2005 Sredozemlj& GQ999576 | GQY99576
zahodno / RP1_01 RP2_01 / RP_ITO3
RP2007 Sredozemljé7 HQ902084 | HQY02106
zahodno / RP2008 RP2_01 / RP2008
RP2008 Sredozemlj& HQ902085 | HQ902107
zahodno / RP1_01 RP2.01 |/ RP_ITO3
RP2013 Sredozemljé7 HQ902086 | HQ902108
zahodno / RP1_05 RP2.01 |/ RP_ITO5
RP2014 Sredozemlj& HQ902087 | HQ902109
vzhodno / RP1_01 RP2.01 |/ RP_ITO3
RP2101 Sredozemljé8 HQ902088 | HQY02110
RP2202 RP1_01 RP2_01 RP2202 RP_ITO3
RP2202 severni Jadran HQ902122 | HQ902089 | HQ902111
/ RP2205 RP2.01 |/ RP2205
RP2205 severni Jadran HQ902090 | HQY02112
/ RP2207 RP2.01 |/ RP2207
RP2207 severni Jadran HQ902091 | HQY902113
Nemopilema NEM_NO | NEM_NO |/ NEM_NO
nomurai NEM_NO zunanja skupina | EU373728 | AB377548 /
Rhopilema RHO_ES RHO _ES |/ RHO_ES
esculentum || RHO_ES zunanja skupina | EU373723 | AB377589 /

!Kiel, Nentija / Severno morje (N-54°25'23",

®Trabzone, Tutija / Crno morje (N-41°0'20", E-39°44'58"), april 2010

E-10°12'41'9yember 2005
“Gelendzhik, Rusijarno morje (N-44°34'19", E-38°03'04"), junij 2005
3Gdynia, Poljska / Baltsko morje (N-54°35'40", &38'47"), avgust 2005
“*Gelendzhik, Rusijarno morje (N-44°34'19", E-38°03'04"), septemt@0&
°Sylt, Nentija / Severno morje (N-54°54'27", E-08°25'20U)ij 2007

"Mljet, Hrvaska / juzni Jadran (N-42°46'17", E-17%56"), maj 2008
®Trzaski zaliv, Slovenija / severni Jadran (N-45780/E-13°34'27"), februar 2008

*Malta / zahodno Sredozemlje (N-36°54' 32", E-1438L), januar 2006

%ol na Brau, Hrvaska / juzni Jadran (N-43°15' 44", E-16%8"), april 2006
“Dubrovnik, Hrvaska / juzni Jadran (N-42°38' 25*1&06' 37"), marec 2006
20lib, Hrvaska / juzni Jadran (N-44°21' 02", E-1&°44"), julij 2006

¥premuda, Hrvadka / juzni Jadran (N-44°20'10", E35438"), julij 2006

“Villefranche-sur-Mer / Lyonski zaliv, Francija /tmadno Sredozemlje (N-43°42'45", E-7°18'10"), at@006
portoroz / Trzaski zaliv, Slovenija / severni Jaufii-45°30'70",E-13°34'27"), oktober — decemt@0o&




®Trst / Trzaski zaliv, Italija / severni Jadran (§238'57", E-13°46'11"), januar 2007
S50 Miguel, Azori / Atlantski ocean (N-37°44' 3W;25°'35' 16"), julij 2007
¥severovzhodni Atlantski ocean (N-56°50', W-17°28Ktober 2007

¥Alboransko morje, zahodno Sredozemlje (N-36°06'941°40"), april 2008

Duzni Jadran (N-42°21'03", E-17°26'55"), avg3d

Zjugovzhodna Spanija / zahodno Sredozemlje, ap€iB20

#Messina, Italija / zahodno Sredozemlje (N-38°11'4€215°33'53"), marec 2009

BGulf of Maine/ zahodni Atlantik (N-42°18', W-67°20")

%*Trzaski zaliv, Slovenija / severni Jadran (N-45780,E-13°34' 27"), februar 2005, 2007
“Tunizija, Severna Afrika / juzno Sredozemlje (N-B@%1", E-10°28'09"), julij 2007
®Benetke, Italija / severni Jadran (N-45°23'38'2223'35"), avgust 2007

#"Mar Menor, Spanija / zahodno Sredozemlje (N-3713'8V-0°49'39"), september 2008
B)zrael / vzhodno Sredozemlje (N-32°22'20", E-343@8), oktober 2009

*Trzaski zaliv, Slovenija / severni Jadran (N-45780,E-13°34' 27"), februar 2010



Priloga B:  Poravnave nukleotidnih zaporedij COl, ITS1, ITS2.

Appendix B: Sequence alignments of COI, ITS1, ITS2.

Priloga B1: Poravnava nukleotidnih zaporedij C@iseiink (Pelagia noctiluci

Appendix B1:  COI sequence alignment of mauve stirf@elagia noctiluca
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PN0604 ACTTTATTTAATATTCGGGGCT TTCTCCGCTATGGT TGGGACAGCCT TCAGCATGAT TATAAGACT AGAAT TGT CTGGACCAGGGT CAATGCT TGGAGAT
PN1818 ... ... .. G A AT
PNL101 ... G A AT
PN1827 ... . G A AT
PN _CO2 .. G G....oou A AT
PN1825 ... . . . G G....oou A AT
PNO809 ... ... . .. G A A.T
PN1305 ... . G A A.T
PNL401 ... G A A.T
PN2020 ... ... G A A.T
PNO813 ... ... G A A.T
PN1506 A G A A.T
PN2416 A G A A.T
PN0606 A G G.G............. A.T
Peno51  -------ieiimeeeeee G Ao, A A.T
PNOGOL ... . G A A.T
PN CO5 ... . G A A.T
PN10O02 ... .. G A A.T
PNCOL1 ... G A AT
PN1802 ... ... G A AT
PN2421 .. G A AT
PN2402 ... G A AT
PN2006 ... ... . G A AT
PNO810 ... ... G A AT
PNO808 ... ... .. G A AT
PNO8O7 ... . G A AT
PN1829 ... .. . G A AT
PN CO4 . G A AT
PN2005 ... ... G A AT
PNO613  ......... G G A AT
PN1704 ......... G G A AT
PN1502  ......... G G A A.T
PN2404  ......... G G A A.T
PNCO1O0  ......... G G A A.T
PN2014  ......... G G A A.T
PNOGL11 ... G A A.T
PN2201 ... G A A.T
PN1O08 ... .. . G A A.T
PN2422 . G A A.T
PN2413 ... G A A.T
PN1308 ... .. . G A A.T
PN COL ... G A A.T
PNIOOL ... G A A.T
Peno01 ... .. . Ao G A AT
PN1805 ... ... . . G A AT
PN1812 ... .. . G A AT
PN1508 . ... ... G A AT
PN2415 ... G A AT
PNLOO7 ... G A AT
PN COB ... . G A AT
PENOAS - - - e e e e A AT
PN1605 ... ... G A AT
PN2008 ... ... . G A AT
PN2405 .. ... G G AT
PN1102 ... G A AT
PNL507 ... G......... T G A A.T
PN2004 .. ... G......... T G A A.T
PN2018 .. ... G......... T G A A.T
PN2019 ... .. G......... T G A A.T
PN1503 ... .. G A A.T
Peno05 - ... .. Ao G Ao A .T
PN2007 ... G AA.G....... A.T
PN1403 ... . G A A.T
PN1OO4 ... .. G A A.T
PNOBO2Z o A A.T
PN1815 ... .. . G A A.T
PNOG12 ... .. G A AT
PN1501 ... G A AT
PN_COB ... G A AT
PN1603 ... . G A AT
PNO802 ... .. .. G A AT
PN2409 ... .. G A AT



PNL701 .. G A AT
PNO812 ... G G.A ... ... AT
PN2012 . G A AT
PN_COB ..o G A AT
PNL1303 .. G A AT
PN2417 G A AT
PNLIO10 ... G A AT
PNL1604 ... G A AT
PNLBO2 A AT
PNOG10 ... . G AL AT
PN CO9 .. G AL AT
PNL601 ... .. G AL AT
PN1806 ... ... e G AL AT
PN1OO5 ... .. G AL AT
PN2003 ... .. G AL AT
PNL702 ... G AL AT
PNO805 ... ... .. G AL G....... AT
PN1I306 ... .. G G.A . ............. AT
PN2009 ... ... . G G.A . ............. AT
PN2017 ... G G.A . ............. AT
PN2015 ... .. G AL AT
PNL1813 ... . G G... ... AT
P2 24 A AT
PN L CO7 G ... A
PNOOO 2 G ... A
PNOBO8 .. G ... A
PN210L G ... A
PN24d2 G ... A
PNOB LA G ... A
PNLAOA A
PNLB26 . .o A
PN 2425 A
PNO815 ... ... ... A A
PN2002 A
PNOBOA oo G A
PN2A03
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
e S e P e e L e O I [ I I I I |
PNO604 GACCAAATATATAATGT TGTGGT CACGGCT CACGCCCTAATAATGATTTTCTTCTTCGT AATGCCTGTACTAATAGGAGGT TTTGGBCAATTGGT TTGTAC
PNLBL8 .. o o C.......... A
PNLLIOL o o C.......... A
PNLB27 . o C.......... A
PN _CO2 o o C.......... A
PNLB25 . o C.......... A
PNOBOO . o Co.ii A
PNL305 . o [ A
PNLAOL . o [ A
PN2020 . o [ A
PNOBL3 . o [ A
PNLS06 . oo o Cooiii
PN2416 . o Cooiii
PNOBO6G . .o o Cooiii
PENOS L o [ A
PNOBOL . o [ A
PN _COS o Co..i. A
PNLOO2 o [ A
PNCOLL .o o C.......... A
PNLBO2 ..o o C.......... A
PN2421 o Co G....... C.......... A
PN2402 . o C.......... A
PN2006 . ..o o C.......... A
PNOBLO ..o C.G C.......... A
PNO808 ... ... G o C.......... A
PNOBO7 . o o C.......... A
PNLB29 . o C.......... A
PN COA o C.......... A
PN2005 ..o o C.......... A
PNOBL3 .o C....... A C.......... A
PNL704 . C....... A C.......... A
PNLS02 o Co..ii. A
PN2404 o Co..ii A
PNCOLO ..ot [ G .. Co..ii A
PN2014 o Co..ii. A
PNOBLL . [ G .. [ A
PN2201 . o Co..ii A
PNLOO8 ..o o Co..ii A
PN2422 o Co..ii A
PN2413 o Co..ii A
PNL308 .. o [ A
PN COL . o [ A
PNLOOL . o Co..ii A
Pen00 L o A
PNLBO5 ..o G C.......... A
PNLBL2 . G C.......... A
PNL508 .. G C.......... A
PN2415 o G C.......... A
PNLOO7 .o o C.......... A

PNLODB oottt e Gt Covvvn, A



Peno45
PN1605
PN2008
PN2405
PN1102
PN1507
PN2004
PN2018
PN2019
PN1503
Peno05
PN2007
PN1403
PN1004
PN0602
PN1815
PN0612
PN1501
PN_CC6
PN1603
PN0802
PN2409
PN1701
PN0812
PN2012
PN_CC3
PN1303
PN2417
PN1010
PN1604
PN1602
PNO610
PN_C09
PN1601
PN1806
PN1005
PN2003
PN1702
PNO805
PN1306
PN2009
PN2017
PN2015
PN1813
PN2424
PN_CO7
PN0902
PNO608
PN2101
PN2412
PNO814
PN1404
PN1826
PN2425
PNO815
PN2002
PNO804
PN2403

PNO604
PN1818
PN1101
PN1827
PN_CO2
PN1825
PNO809
PN1305
PN1401
PN2020
PNO813
PN1506
PN2416
PNO606
Peno51
PNO601
PN_CO5
PN1002
PNCOL1
PN1802
PN2421
PN2402
PN2006
PNO810
PNO80S
PNO807
PN1829
PN_CO4
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.......................... A e e G Gl A
....................... T e G G A
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........................................................ Y cE Y
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........................................................ Y cE Y
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........................................................ Y R
........................................................ Y cE Y
........................................................ Y o H Y
........................................................ Y cE Y
........................................................ Y cE Y
........................................................ Y cE Y
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........................................................ Y S
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CATTGTATATCGGAGCCCCAGACATGEOGT TCCOGAGGRCT TAATAACAT TAGCT TCTGGT TACT TCCTCOCGCCCTACT TTTGT TGTTAGSGT CATCT
A B G e e G
CB G...oo. .. e G..oo. .
CB G...oo. . e Gt
CB G...oo. . e Gt
G G...oo. . e G
CB G...oo. . e G
CB G...oo. . e G
CB G...oo. . e G
G G....... e G.G.......
G G....... e AG .......
G G....... e G.......
G G....... e G.......
G G....... e G.......
G G....... Covteee G G.......
G L R o G.......
[ LR o G.......
oG A LR SR G.......
T S LR SR G.......
< LR SR G.......
G LR o G.......
CB L SN o Gt
G G LR O o Gt
CB LR O o G
CB LR O o G
CB LR O o G
CB LR O o G
CB LR O o G



PN2005
PN0613
PN1704
PN1502
PN2404
PNCO10
PN2014
PNO611
PN2201
PN1008
PN2422
PN2413
PN1308
PN_COL
PN1001
Peno01
PN1805
PN1812
PN1508
PN2415
PN1007
PN_CC8
Peno45
PN1605
PN2008
PN2405
PN1102
PN1507
PN2004
PN2018
PN2019
PN1503
Peno05
PN2007
PN1403
PN1004
PN0602
PN1815
PN0612
PN1501
PN_CC6
PN1603
PN0802
PN2409
PN1701
PN0812
PN2012
PN_CC3
PN1303
PN2417
PN1010
PN1604
PN1602
PNO610
PN_C09
PN1601
PN1806
PN1005
PN2003
PN1702
PNO805
PN1306
PN2009
PN2017
PN2015
PN1813
PN2424
PN_CO7
PN0902
PNO608
PN2101
PN2412
PNO814
PN1404
PN1826
PN2425
PNO815
PN2002
PNO804
PN2403

G . L G.......
G . L G.......
G . L G.......
G . G G G G.......
G . L G.......
G . G G G G.......
G . L G.......
G . G G G G.......
G.. . C....... L G.......
G . T G.......
G . T G.......
G . G G G G.......
..................................... G ... ..C . C e G
G . T G.......
G O G.......
G . O G.......
G G....C.C................... G G.......
G T G.......
G G....C.C................... A G.......
G . G....C.C................ C.A G.......
G G....C.C................... G G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G G G G.......
G . L G.......
G . G....C..C.......... A G.......
G . G G G G.......
G . (O G.......
G....... G.. .. G G G G.......
G . (O G.......
G . G....C.C..... ... . T G.......
G . (O G.......
G . (O G.......
G . (O G.......
G . G G G G.......
G . (O G.......
G . (O G.......
G . G....C.C..... ... . T G.......
G . G G G G.......
G . G....C.C. T G.......
G.. AL, G....C.C.. T G.......
G . G....C.C. T G.......
G....... G G G G G.......
G....... G G....C.C.. T G.......
G . L G.......
G . G G G G.......
G . L G.......
G . G G G G.......
G . G....C.C.. .. T G.......
G . G G G G.......
G O G.......
G O G.......
G G....C.C............. Gl G.......
G O G.......
G O G.......
G . T G.......
G G....C.C . C...G.......
G . T G.......
G . T G.......
..................................... G
..................................... G
..................................... G
T G
..................................... G
..................................... G
..................................... G
..................................... N O3
..................................... G
..................................... G
..................................... G
..................................... G
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PNO604 GATAGA GGGGCCGGAACCGGCT GAACAATATACCCT CCTCTCTCGT CGATTCAATCACAT TCAGGAGGGT CTGT TGATATGGCCATATTTAGCTTG
PNL818 ... T A
PNL101 . T A
PNL827 T A
PN CO2 T A
PNL825 .. T A
PNOB09 ... T A T
PNL305 ... T A G T
PNL401 . T A T
PN2020 ... T A T
PNO813 .. T A T
PNL506 ... T A
PN2416 ... T A
PNOBO6 ... T A
Penob5l L T A
PNOBOL ... T..Coovii A
PN _CO5 .. T..Coovii A G
PNLIOO2 ... T..Coovii A Gl
PNCOLL .. T..Coovii A Gl
PNL802 .. T.Cooo AL G
PN2421 T.Coooi Ao G
PN2402 . T.Cooo AL G
PN2006 ... T.Cooo AL G
PNO8L10 ..o T.Coooi Ao G
PNOB08 ... T.Coooi AL G
PNOBO7 . T.Cooo AL G
PNL829 .. T.Cooo AL G
PN COd T.Coooi Ao G
PN2005 .. T.Cooo AL G
PNO613 ... ... A T.Cooo AL G
PN1704 ...... A T.Coooi Ao G
PN1502  ...... A T.Coooi Ao G
PN2404 ... ... A T..Cooviii A G
PNCO1O  ...... A T..Cooviii A G
PN2014 .. T..Cooviii A G
PNOBLL .. T..Cooviii A G
PN2201 .. T..Cooviii A G
PNLIOO8 ... T..Cooviii A G
PN2422 T..Cooviii A G
PN2413 T..Cooviii A G
PNL308 ... T..Cooviii A G T
PNCOL .......... .. ... ... ... ... T T..Cooviii A G
PN10O1  ............... ... ... T T..Cooviii A G
Peno01 ... ... . ... ... T T..Cooi Ao G
PN1805 ... ... .. T T..Coooi AL G
PNL812 .. T..Coooi AL G
PNL508 ... T..Coooi AL G
PN2415 T.Coooi AL G
PNLOO7 . T..Coooi AL G
PN COB . T..Coooi AL G
PeN045 T..Coooi AL G
PNLBO5 .. T..Coooi AL G
PN2008 ... T..T..C...ii AL G
PN2405 .. T.Coooii AL G
PNL102 . T..Coooi Ao G
PNLS07 T.Coooii Ao G
PN2004 ... T..Coovii A G
PN2018 ... T..Coovii A G
PN2019 ... T..Coovii A G
PNL503 .. T..Coovii A G
Peno05 .. T..Cooi Ao G
PN2007 .. T..Coovii A G
PNL403 . T..Coovii A G
PNLIOO4 .. T..Coovii A G
PNOBO2 ... Coovinii A G
PNL815 ... . Cooviiiii A G
PNOBL2 .. T A G
PNL501 .. T..Cooviii A G
PN COB .. Coovinii A G
PNLBO3 . Coiviieii AL G
PNOB02 .. T..Coooi AL G
PN2409 .. T..Coooi AL G
PNL701 Coiviiiii AL G
PNO812 .. T..Coooi AL G
PN2012 T..Coooi AL G
PN COB . T..Coooi AL G
PNL303 . T..Coooi AL G
PN2417 Coiviieii AL G
PNLIOL10 ..o T..Coooi AL G
PNLBO4 . T..Coooi AL G
PNLB02 . T..Coooii AL G
PNOBLO .. T..Cooviii A G
PN _COD . T..Coovii A
PNLBOL .. T..Coovii A G
PNI8O6 ... i T..Coovii A G
PNLIOO5 ... T..Co....o G A
PN2003 ... T..Coovii A

PNL702 T..C..ooi A



PNO805
PN1306
PN2009
PN2017
PN2015
PN1813
PN2424
PN_CO7
PN0902
PNO608
PN2101
PN2412
PNO814
PN1404
PN1826
PN2425
PNO815
PN2002
PNO804
PN2403

PNO604
PN1818
PN1101
PN1827
PN_CO2
PN1825
PNO809
PN1305
PN1401
PN2020
PN0813
PN1506
PN2416
PNO606
Peno51
PNO601
PN_C05
PN1002
PNCO11
PN1802
PN2421
PN2402
PN2006
PNO810
PNO808
PNO807
PN1829
PN_CO4
PN2005
PN0613
PN1704
PN1502
PN2404
PNCO10
PN2014
PNO611
PN2201
PN1008
PN2422
PN2413
PN1308
PN_COL
PN1001
Peno01
PN1805
PN1812
PN1508
PN2415
PN1007
PN_CC8
Peno45
PN1605
PN2008
PN2405
PN1102
PN1507
PN2004
PN2018
PN2019
PN1503
Peno05
PN2007
PN1403
PN1004
PN0602
PN1815
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.................................................................... AL .. ... . .............T.G
.................................................................... A..........C................G
.................................................................... AL ...........G
.............. CoiG Tt T A .G
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................................................................................................. G
................................................................................................. G
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................................................................................................. c
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................................................................................................. G
......................................................................................... G......G
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................................................................................................. G
................................................................................................. G
.............................................................................. Tooiiiiiiiiii .G
........ e e A ....G
.................................................................... AL .............G
.................................................................... AL .............G
.................................................................... AL .............G
.................................................................... A.........G...............G
.................................................................... AL .............G
.................................................................... AL .............G
.................................................................... AL .............G
.................................................................... AL .............G
........... Gl A6
.................................................................... AL .............G
.................................................................... AL .............G
............................................... A A .G
............................................... A A .G
............................................... A A G
................................................................................................. G
........... Gt A G
................................................................................................. G
.............. et A G



PNO612  .................... A A G

PNLSOL o A G
PN COB A G
PNLBO3 . A G
PNOBO2 A G
PN2409 A G
PNL70L A G
PNOBL2 A G
PN2012 A G
PN _COB .o A G
PNL303 o A G
PN2A L7 A G
PNLOLO oo A G
PNLBO4 o A G
PNLBO2 . A G
PNOBLO .o A G
PN GO0 A G
PN1601 ... . G A G
PN1806 ... ... e G A G
PNLOOS A G
PN2003 .o A G
PNL702 A C.G
PNOBOS . A G
PNL306 .ot A G
PN2009 . A G
PN20L7 A G
PN2015 A G
PNLBL3 A
PN2424 ... G oo C........ G.. ... ... ... G G
PN COT
PNOO0 2
PNOBO8 . o
PN2L0L
PN24d2 C...
PNOB LA
PNLAOA C...
PNLB26 . oo
PN 242G
PNO815 ... e o
PN2002 o
PNOBO4 ... G
PN2A03
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

T e P e e L e e O I [ I I I I |

PNO604  TTGITTGGICTGITCTTGITACTGCTATTTTACTACTACTGICTCTCCCAGT TCTAGCAGGT GCTATAACCATGCTATTGACTGATAGGAACTTTAACAC
PN1818 . ............... T T e
PN1101 ... .. T e
PN1827 ... .. T e
PN.CO2 ... T e
PN1825 . ... ... T Gt
PNO809 . ... ... T e
PN1305 . ... ... T e
PN1401 . ... ... T e
PN2020 . ... T G
PNO813 ... ... T T G
PN1506 . ... ... ... T ot T. .
PN2416 ... ... T ot
PNO606 . ... ... T ot
Peno51 ... ... T G A
PNO6O1 . ... T ot
PN.CO5 ... . T ot
PN1002 . ... ... T ot
PNCOL1 ... T ot
PN1802 o G T o
PN2421 ... T ot
PN2402 ... .. A, T ot
PN2006 . ... ... T ot
PNO810 . ... ... T ot
PNO808 . ... ... T ot
PNO8O7 ... .. T o A
PN1829 . ... ... T o T
PN.CO4 . T Gt
PN2005 . ... .. T e T. .
PNO613 . ......... Cooii T Gt
PN1704 ... .. .. T o
PN1502 ... ... T o
PN2404 ... T o
PNCOLO . ..o T o
PN2014 ... T o
PNO611 ... ... T o
PN2201 ... T C......... G
PN1008  ........... ... T C......... G
PN2422 . T ot
PN2413 ... T ot
PN1308 . ... ... T ot
PN.COL ... T G G
PN1001 . ... T G G

Peno01 . ... . ... . T G G o



PN1805
PN1812
PN1508
PN2415
PN1007
PN_CC8
Peno45
PN1605
PN2008
PN2405
PN1102
PN1507
PN2004
PN2018
PN2019
PN1503
Peno05
PN2007
PN1403
PN1004
PNO602
PN1815
PN0612
PN1501
PN_CO6
PN1603
PN0802
PN2409
PN1701
PN0812
PN2012
PN_CC3
PN1303
PN2417
PN1010
PN1604
PN1602
PNO610
PN_CO9
PN1601
PN1806
PN1005
PN2003
PN1702
PNO805
PN1306
PN2009
PN2017
PN2015
PN1813
PN2424
PN_CO7
PN0902
PNO608
PN2101
PN2412
PNO814
PN1404
PN1826
PN2425
PNO815
PN2002
PNO804
PN2403

PNO604
PN1818
PN1101
PN1827
PN_CO2
PN1825
PNO809
PN1305
PN1401
PN2020
PNO813
PN1506
PN2416
PNO606
Peno51
PNO601
PN_CO5
PN1002
PNCOL1
PN1802
PN2421
PN2402

610 620 630

T R T P P P R
CTCTTTCTTCGATCCTGCTGRGEGAGGAGATCCTATACTGT TCCAGCATTTGTTT

640
[

650
|.



PN2006
PNO810
PNO808
PNO807
PN1829
PN_CO4
PN2005
PN0613
PN1704
PN1502
PN2404
PNCO10
PN2014
PNO611
PN2201
PN1008
PN2422
PN2413
PN1308
PN_COL
PN1001
Peno01
PN1805
PN1812
PN1508
PN2415
PN1007
PN_CC8
Peno45
PN1605
PN2008
PN2405
PN1102
PN1507
PN2004
PN2018
PN2019
PN1503
Peno05
PN2007
PN1403
PN1004
PN0602
PN1815
PN0612
PN1501
PN_CO6
PN1603
PN0802
PN2409
PN1701
PN0812
PN2012
PN_CC3
PN1303
PN2417
PN1010
PN1604
PN1602
PNO610
PN_C09
PN1601
PN1806
PN1005
PN2003
PN1702
PNO805
PN1306
PN2009
PN2017
PN2015
PN1813
PN2424
PN_CO7
PN0902
PNO608
PN2101
PN2412
PNO814
PN1404
PN1826
PN2425
PNO815
PN2002
PNO804
PN2403

..................................... C......G.......
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..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
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..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
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........................... G........C......G........
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
T C...... G........
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G....A .
..................................... C......G....A .
..................................... C......G....A.
..................................... C......G....A.
..................................... C......G....A.
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... CG....G........
..................................... CG....G........
............... C....................CL.o .Gl
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... Co
..................................... Co
..................................... Co
..................................... Co
..................................... C......G.......
............ C.......................C......G........
..................................... C...T..G........
......... T G TG
..................................... C...T..G........
........................ G...........C......G........
........................ G...........C......G........
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... CG....G........
..................................... CG....G........
..................................... CG....G........
..................................... C......G.......
..................................... C......G.C.....
..................................... C......G.C.....
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
..................................... C......G.......
........................... G
........................... G
........................... G
........................... G
........................... G
........................... G.. ... To



Priloga B2: Poravnava nukleotidnih zaporedij ITi84se€ink (Pelagia noctiluc
Appendix B2:  ITS1 sequence alignment of mauvegstirfPelagia noctiluci

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R I I I I e T e e e e e e e

PNL_01 GGAAGGATCATTACCGATCGTGTTGCCTAACACACAGCT GCTACTGCCT TGCGCAGT TTGCACT GTACACTGTGAACT TGTAACGATCTGT GTTGAGGTG
PNL 05 ottt e
PNOBOB e oot e e e e P
PNLBO2 o vee et e e G e e
PNL 02 oot e et e
PN2OLL

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

R Rl REER BEER RS KERRN KRR Rl REEEl RERT] ERRRN ERREE RER] Rl BERES BTN CERRS ERRES Rl R
PN1_01 AGCAGAGCTGGTCGTCTGCGCTCGAATGACAGGOGCT CTCCT GTCGGCCT CACATGGAGCT TGT TTAGT TGT TTTTTGAAAACT TCTTTAAAACT TCCAG

210 220 230 240 250 260 270 280
R DU P PR DR DT PR B DT DU B DT BN DU DR B

PNL_01 AATTCTACGTCTCAACACTGTTGGGTCAGT TAGAAGAAA GAAGTACAACT TCTAACGGTGGATCTCTTGECT!

PNL OB o oottt e



Priloga B3: Poravnava nukleotidnih zaporedij ITi82se€ink (Pelagia noctiluc
Appendix B3:  ITS2 sequence alignment of mauvegstirfPelagia noctiluci

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

R R EREEE RERRE RENRS ERREN ERER R BREl RSl EEERE CRREN Rl R REEtl BERTE RERE SRt RERel RRr
PN2_02 CAGCTGCGATAAGTAATGT GAAT TGCAGAACT CAGOGAATCATCGAATCT T TGAACGCAAAT GEGCGCCCCCT GGT TCTCCAGGGAGCATGTCTGTCTGAG

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

U R PR PR DR DT PR B DS DU BV DUREE DS BT DR DU B DRSS DR B
PN2_02 CGTCATGTAACACTAGTACACGCACACTCTTCATGTGTGTGCGGOGT TGAGGCT TCATGGCT TGCTCTTAGT GAGCGAGCT GCGT GCCT TGAAGT GCA

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

AU RN PR DR DS PSR BT DRSS PR BN DUSEE DN BT DEUEE DU BN DRSS BN DU
PN2_02 ATATGACTGGGACCCTTGCACT TGCACACGAGT GTGAT AGGGGGCAGCAAAAAGAGT AATCTTGTCTGCT TGOCT GTCTCCACGT GCGAGT GCT!



310 320 330 340 350 360

R R R R R R R R e T e R e
PN2_02 CTCGITGGCTTATGOCAAACACT GACT TTGACCT CAGAT CAGGCAAGACTACCCGCTGAATTT
P2 OB o oot e e
PN2_04 8
PN2413 T
PN2_06 T
PN2_07 T
PNZ OB o vo et e e
PN200B . . vovee e e e e
PNZ 03 o vt e e
PN2Z 0D o vt
P2 L0 oot e
PNLITOL  oovove e e e e e Covoee
PN2OL2 o vet e e e e
PNODOZ . . vee e e e
PNLBOD .ottt
PNLB2D . oottt e
PNLB05 .. Teoe e e e e e e e
PN200B .. Teoee e e e e e e e
PN2OLL oo Too e e e e e e
PN20L3 oo Teo e e
PN2_01 T
PN1005 T
PN2406 T A

Priloga B4: Poravnava nukleotidnih zaporedij C@atih klob&njakov Aurelia auritd).

Appendix B4:  COI sequence alignment of moon jéyrelia aurita).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

RN ERREY RERN BERRS RERRS EERR R EERE RORl RERTE SR RERE R R PEEel IR REEE RN ERRel KR

AA_CO7  ACTATACTTAATATTTGGTGCTTTTTCOGCCATGGT GBGAACT GCCTTCAGT ATGAT TATAAGACT GGAACT ATCAGGOCCAGGAT CCATGT TGGBGGGA
BA BHL o C.

HHHAN PP



110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
SRR ERR EEE RERR RERRS CERE EREl Rl REENl RERE ERERS EERES Rl KRSl RERES PR RERR Tl R Renl
AA_CO7 GATCAACTATATAACGT TGTAGTGACCGCTCATGCTCTTATAATGATTTTCTTTTTCGTAATGCCCGT TTTGATAGGGGGATTTGGAAACTGACTAGITC
....................... A © S
..... G A G
....................... A © S
....................... A © S
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................. N € S
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
............................................................................................ G......
................................... e
...... T......T..A....T..T..C.....C...........C....C.............A A . ......G.......T...T.......
...... T......T..A....T..T..C.....C...........C....C.............A A . ......G.......T...T.......
...... T......T..A....T..T..C.....C...........C....C..A.........A A . ......G.......T...T.......
...... T......T..A....T..T..C.....C...........C....C.............A A . ......G.......T...T.......
...... T......T..A....T..T..C.....C...........C....C.............A A . ......G.......T...T.......
...... T......T........A.T..C.....T.C.......C....C.T........T... A...T..A.G.......T.....G..G
...... T......T........A.T..C.....T.C.......C....C.T........T.. A...T..A.G.......T.....G..G
...... T......T........A.T..C.....T.C.......C....C.T........T... A...T..A.G.......T.....G..G
...... T......T........A.T..C.....T.C.......C....C.T........T.. A...T..A.G.......T.....G..G
...... T......T........A.T.........T.C.......C....C.T........T.. A...T..A.G.......T.....G.G
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
-l |
AA_CO7 CCCT ATATATAG?AGCT CCAGATATGBCCT TTCCAAGGCT TAACAATATCAGT TTCT GATTATTACCT CCAGCT TTATTACT ATTATTAGBGT CT TCCCT
................................................. T T
................................................. TT
................................................................................................. T..
........................................................... G
............................... G G
T..... C.T........... C.... G....... AL ..C.A.C.T..... G.......... C..CTT.......... AL TT.
T..... C.T........... C.... G....... AL ..C.A.C.T..... G.......... C..CTT.......... AL TT.
T..... C.T........... C.... G....... ALl ..C.A.C.T..... G.......... C..CTT.......... AL TT.
T..... C.T........... C.... G....... ALl ..C.A.C.T..... G.......... C..CTT.......... AL TT.
T..... C.T........... C.... G....... ALl ..C.A.C.T..... G.......... C..CTT.......... AL TT.
T G.C....o ALl L CLTo ..G..CG.C.G..... CTT..C.C...A.... T
T G.C.... ALl L CLTo ..G..CG.C.G..... CTT..C.C......... T
T G.C....o ALl L CLTo ..G..CG.C.G..... CTT..C..C......... T
T G.C....o ALl L CLTo ..G..C...C.G..... CTT..C.C......... T
T G.C....o ALl LCLTo .G..CG.C.G..... CTT..C.C......... T



310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

IR R ERRl RERR PR EEREN Rl Rl SRRl REEE ERE CRTES RERRl EREE RRREl IEREN DR RRTRN RNREl PRl
AA_CO7  TATAGAACAAGGAGCAGGTACTGGT TGAACCATTTACCCTCCTTTAAGT TCAATACAAGCT CATTCTGGAGGT TCAGT AGATATGGCCATATTTAGTCTT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

U R T PR RN DTS PR B DEUEE PR BN DU DN DU DR DTN BV DRSS B B
AA_CO7  CATTTAGCAGGAGCTTCCTCTATTATGGGTGCTATTAACT TTATTACCACTATTTTAAATATGAGAGCCOCT GGTATGACCATGGATAGAATACCTTTAT



510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

Rl EER RERE EERR RERE RERE Rl EEER) SRR BRIl DR EETRS RERE KRRl DRl BERES REREE KT REREl Rer
AA_CO7 TCGTATGATCTGTATTAGT TACTGCAATCTTATTATTGT TGTCCTTACCCGT AT TAGCT GBGGECAAT TACCAT GT TGT TGACTGATAGAAATTTCAACAC

A A A A A A A

610 620 630 640 650

R DR D DU BN DR DR DS DN DR B
AA_CO7  ATCCTTCTTTGACCCTGCTGGGGGAGGAGATCCAATACTATTCCAACATTTATTT

O000000000
O000000000

=

—

(@]

>
A4
A4



Priloga B5:

Appendix B5:

AAL_01
AAL_02
AA_BOR
AX1902
AAO712
AA2721
AA_GUL
A RS
AAL_03
AU_SAL
AU_NA2
AAL_04
AU_TET
AU_M.1
AA2202
AU_MKL
AU2201
AA2205
AA2204
AA2501
AA2210

Poravnava nukleotidnih zaporedij ITi8tatih klob@njakov Aurelia auritg).

ITS1 sequence alignment of moon jélyrelia aurita).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R EEEE] REET] KTl EEREN RERES SERRS EERSH ERER] EEERA Rt ERTEN BRRRS REERS EEERS ERER KRS EREEl Ry Rrr
GGAAGGATCATTACCGAAT - - CTACTGTTATGT TGT TAGT CTCGACT GACA( CAAATCCCTGCTATTCTGI TGAGCTAACAACT CGGCACGAA
................................... G AL
................................... G AL
................................... G
................................... G
...................... G AL
........ ....CAC G TA L GA. T G
................... ACG .A .CGI..G..A CACT..CATT GCT .AGA ............C. G GICCT. GCCATTCG . A. C
...... ACG .A .CGI..G ..A CACT..CATT GCT .AGA ............C. G GICCT. GCCATTCG . A. C
...... ACG . A .CGTG GA. . A.C AC. T..CATT GCT .AGA ..............G GICCT. GCCATTCG . A. C
................... ACG . A .CGIG GA. . A.C. AC. T..CATT GCT .AGA ..............G GICCT. GCCATTCG . A. C
................... ACG .A .CGI..G..A CACT..CATT GCT .AGA ..............G GICCT. GCCATTCG . A. C
.CA T. ATTAACTT. A .. T AAATT. ... TTTCG .. A ...
............ C....AAGGTCA ...CA T ATTAACTT. A .. T AAATT..........TTTCG .. A ...
.................. AA- GG TCA. ... CA T. ATTAACTT. A .. T AAATT..........TTTCG .. A ...
.................. AA- GG TCA. .CA T. ATTAACTT. A .. T CAACATT. L LU TTTCG . . A ...
............ C.....AA GG TCA .CA. T. ATTAACTT.A. .. T DAATT L TTTCG . . A ...
.............. A. .. AA GG TCA .CA T.ATT-ACTIT.G. .. T LAAATT. LU TTTCG . . A ...
.................. AA- GG TCA. .CA T. ATTAACTT.G. .. T LAAATT. LU TTTCG . A ...
........... C.....AAGGTCA C..CA T.ATTAACTT.G .. T LAAATT. LU TTTCG . A ...
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
RS EER RERE] RERE] RETRN REERS EEREE CRES] CRRS] EEET] EREl KRR REERN BRERS RERES CEE Rt REEEl KR R

TAACAACCACTGTGAACTTGTACCAATCTGT GT GAGGT GGGCAGAGTATACATGCGT GTGTACGT CTGTGCTTAAATGACGGEGCGT TTTCCCA
................ P
G.T T G
G.T T G o
G.T T G
G.T T G
G.T T CCo...... T C
LT T G... T..... CC...... [ A C...
LT T G... T..... CCo. A C..o
LT T G... T..... CCo. A C..o
LT T G... T..... CCo. A C..o
LT T G... T..... CCo. A C..o
T T G... T..... CCoo A C...
T T G... T..... CCo. A C..o
LT T G... T..... CCo. A C...
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

..

(PR PR B
ATTCATTTAGOGCAA

el
AAATTTATTGIGIT

................ T A ACT .........
................ T A LG
T R T, AT..... T T T T,
......... TA...TG .. TT.T.CTA. . AT..... .C.C.T....... .. A A .C A CATACTT. A.. C AT. TTTG
......... TA...TG .. TT. T.CTA. . AT..... .C.C.T....... .. A A .C A CATACTT. A.. C AT. TTTG
......... TA ... TG...AACTT.T.CTA . AT....G LCLTo .. A AG C. A CATACTT. A.. C AT. TTTG
......... TA...TG. TT.T.CTA. .AT....G--....C..T....... A A .CACA T..T.CAT.TTTG
......... TA ... TG ... TT.T.CTA. . AT..... .C.C.T....... ... A AG CTA. CA T..T.CAT.TTTG
......... T......GGI.CGITTA. T. . CATTAC. . . .GCTTG T.........A . CTATAGGI...CG AC. .. C. T..T.G GI. TTTGG
......... T......GGI.CGITTA. T. . CATTAC. . . .GCTTG T.........A . CTATAGGI...CG AC...C. T..T.G GI. TTTGG
......... T......GGI.CGITTA. T. . CATTAC. . . .GCTTG T.........A . CTATAGGI...CG AC...C. T..T.G GI. TTTGG
......... T......GGI.CGITTA. T. . CATTAC. . . .GCTTG T.........A . CTATAGGI...CG AC. .. C. T..T.G GI. TTTGG
......... T......GGI.CGITTA. T. . CATTAC. . . .GCTTG T.........A . CTATAGGI...CG AC. .. C. T..T.G GI. TTTGG
......... T......GGI.CGITTA T.. CATTAC. CITTGT.........A .CTATAGGT...CG AC...C T..T.G GI. TTTGG
......... T......GGI.CGITTA T.. CATTAC. CITTGT.........A .CTATAGGT...CG AC...C T..T.G GI. TTTGG
......... T......GGI.CGITTA. T. . CATTAC. . . .G ATA. T.........A . CTATAGGI...CG AC. .. C. T..T.G GI. TTTGG



310 320 330 340 350 360

I e I e e e e e
AAL_ 01 TG AAGATGTTAAAAAAATGAAATACAACT TCTAACGGT GGATCTCTTGGCT
PAL 02 oo
AA BOR oo
AXIO02 oo
PAOTLI2 o
AB2T2L o
AA GUL oo
AA RIS o
AAL 03 . T L.TA-Coll. Gt
AUSAL . T TA - C...... Gt
AUNA2  CT TA - C...... Gt
AAL 04 CT TA - C...... Gt
AUTET CT L.TA-Coi... Gt
AU_M_1 . TATTTAT. . AGAGA -........ A
AA2202 . TATTTAT. . AGAGA -........ A
AU_MKL CTATTTAT. . AGAGA -........ A
AU2201 CTATTTAT. . AGAGA -........ A
AA2205 . TATTTAT..AG AGA —........ G....CT...... G
AA2204 CTATTTAT. AGTGA -........ A
AA2501 . TATTTAT. .AGTGA —........ Goee
AA2210 . TATTTAT. .AGTGA —........ G...Teeiii .. A .. Gl

Priloga B6: Poravnava nukleotidnih zaporedij ITiBtih klob@njakov Aurelia auritg).
Appendix B6:  ITS2 sequence alignment of moon jéNyrelia aurita).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

R R EREEE RERRE RENRE ERERN ERER R BREl RSl EERRE CRREN REERl RSl REEtl BEREE RERE SRt RERel RRr
AU_M.1  CAGCTGOGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAACT CAGCGAAT CATCGAATCTTTGAACGCAAAT GGOGCT CCCT GGT TCTCCAGGGAGCATGT CTGTCTGAG

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

R EERE] RER BERRS PEER EERES CRERY RERE) SRR RERT FENES RERES ERER KRRl DRl DR RREE Rt Rl Rerel
AU_M.1 CGTCATGTCAAGAATCT- - ACACACACTTACGITGITTTTG TAGCATCAAGT GT GTGGOGT TGAGATAT CACAGOCAAT CACT AAAAAAA

AR220L oo
AB2 05 oo o I
AMGUL .. T.Coini CGT. .. ... C. ACG GOG Tt C.... G...T....AG
AB2 04 .. T.Coiovn CGT. .. ... C. ACG [cecl C.... G...T....AG
AMOTL3 ... T.Coiovn CGT. .. ... C. ACG GOGAT. . veeeeeeee C.... G...T....AG
AR2 01 oo T.Coioin CGT. .. ... C. ACG GOG Tt C.... G...T....AG
AAL220 ..., T.Coioin CGT. .. ... C. ACG [cecl C.... G...T....AG
AR2 02 . T.Coioin CGT. .. ... C. ACG [cocl C.... G...T....AG
AA2501 ..., T.Coioin CGT. .. ... C. ACG [cocl C.... G...T....AG
AXO807  ............ T.Coioin CGT. .. ... C. ACG [cocl C.... G...T.T..AG
AX1904 ... .. C..... T.Coioin CGT. .. ... C. ACG [cecl C.... G...T....AG
AR2T22 T.Coioin CGT. .. ... C. ACG [cecl C.... G...T....AG
AUNAZ ..o Cove GILL.CCGGA CA....... C...AG
AALTL2 L. Cov GI.CC.GGA CA....... C...AG
AM2 03 ... Cove GT. C. C. GOC. AGTGCAG. GTA. G .« e eeeeeeeeee Cove C...AG
AUSAL .............. Cove GT. C. C. GOC. AGTGCAG. GTA. G .« e veeeeeeeeee Covve C...AG
AALTIL L. Cove GT. C. C. GOC. AGTGCAG. GTA. G .« e veeeeeeeeee Covve C...AG
AR2TL4 L. T. GACCAG . G . . . . CGTCAC. CGC. G. C GGG....Teovvvv... GC. A. . TGAG . GCG. AG.

AA2711 ... T. GACCAG. . G ....CGICAC. C&C. G C GGG....T.......... GC. A . TGAG . GCG AG



AU_M.1
AA2204
AA2201
AA2_05
AA_GUL
AA2_04
AAO713
AA2_01
AA1220
AA2_02
AA2501
AX0807
AX1904
AA2722
AU_NA2
AALT12
AA2_03
AU_SAL
AAL711
AA2714
AA2711

210 220 230 240 250 260 270

R KRR BRRE RE
TGATCTTTTTCGTGACTGACTGCGT GT CTCGAAATGAAGT ATCCAACGGCT CCAATCTCGT GCA

280
i

290 300
e

AR
" GTOGA - GTGAGOGCAGCATAACGT A

DAL G L C...TT..G ... ... T L DA, .CLLA L A ... A
DAL G TT..G . T L DA, .CLLA L A ... A
DAL G TT..G . T L D, .CLLA L A ... A
DAL G TT..G o A L.CLLA L A ... A
DAL G TT..G o A L.CLLA L A ... A
AL G TT..G o - N T T, .CLLA L A ... A
AL G TT..G o - N T T, .CLLA L A ... A
AL G TT..G o - N T T, .CLLA L A ... A
AL G TT..G o - N T T, .CLLA L A ... A
DAL G TT..G o A .CLLA L A ... A
CA..CG............ T...G.... - N AL A ...
CA..CG............ T...G ... o - N AL A ...
CA..CG............ T...G.... - N AL A ...
CA..CG............ T...G.... - N AL A ...
CA..CG............ T...G ... o Ao AL AL A ...
.G.C CTC..... C.T...G.C...GCA . T..... A . A ..AC. .. CAGCCAGIG RG] IR AL A ...AC
.G.C CTC..... C.T...G.C...GCA . T..... A A .. A ... CAGECAGIG LGTLLL L AL A ...AC
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
3 RS TR R REE DR RERR PRNE EREE R RERl RERES REREN ERREE R EEEEl Bl PRl CERn Ry
TTGC TTCACAGOAC AOATACT GCCT GCCT CT OATCT CAACGGOGAGATTGATTTTGACGACC‘AAGT GATAAAAGAACAAAAOAOQAATTTTTTTCC
B T T, A
..CC.AA A .... TAC. ... C....... A . ACC. [C CR T.CCTTTCG C.. G GA. A
..CC.AA A .... TAC. ... C....... A . ACC. [C R T.CCTTTCG C.. G GA. A
..CC.AA A .... TAC. ... C....... A . ACC. [C R T.CCTTTCG C.. G GA. A
..CC.AA A .... TAC. ... C....... A . ACC. . € C R T.CCTTTCG C.. G GA. A
..CCAAA ... TAC ... .o C....... A ACC. .. € R T.CCTTTCG C.. G GA. A
..CCAAA ... TAC ... .o C....... A ACC. .. € R T.CCTTTCG C.. G GA. A
..CCAAA ... TAC ... .o C....... A ACC. .. € R T.CCTTTCG C.. G GA. A
..CCAAA ... TAC ... .o C....... A ACC. .. € R T.CCTTTCG C.. G GA. A
..CCAAA ... TAC ... .o C....... A ACC. .. € R T.CCTTTCG C.. G GA. A
....CC.AGA .... TAC. ..o C....... A ACC. .. B C I T.CCTTTCG C.. G GA. A
C..TG.T....... .. ...... T ..o CTG........ .CC.. B C TCTTTTGTCAAGAT
C..TG.T....... ........ T ..o CTG........ .CC.. B C I TC.TTTTG T.CA ... A
C..TG.T....... .. ...... T ..o CTG........ .CC.. B C TC.TTTTGT.CA...AT
C..TG.T....... ........ T ..o CTG........ .CC.. B C TC.TTTTG T.CA. .
C..TG.T....... ........ T ..o CTG........ .CC.. B C I TC.TTTTG T.CA. .
AT G CGIGGT. . ... A...C...G. CAGTGCTTGG TT .GG..AGC.TG.C CC.G. GCGCAGBGAGA
A.T G CGIGG. .. ... A....C....G..C..GTGCTTGG.TT..GG..AGC.TG.C. GC. G . GC. GCAGGGAG. A
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
SRR RERNI RERE RERES EERES EERE RERRY TR DRl BERE REER CRTEE EERR) KTl BEEEl DRl RERRS RERE RERel Rl
AACTCTCATATTTCCTC OQAGGAACATGATTCGCT OQAGT TCGATC‘ATTTAGAGGAAGT AAAAGT TCT AAAAAAAGAGT TTTGT GATTTTGACCT C
................. LA
................. A
................. AT AT AT, A A e
.C..T.ACG G .G ATGITGA. . AC. .. AC.T...TTC L.CT.GCG TTTCAAA. .. ... ..
.C..T.ACG G . G ATGITGA. . AC. .. AC.T...TTC L.CT.GCG TTTCAA. . ...
.C..T.ACG G . G ATGITGA. . AC. .. AC.T...TTC LT - CGTTTCAA. ..o
.C..T.ACG G . G ATGITGA. . AC. .. AC.T...TTC LT - CGTTTCAA. ..o
.C..T.ACG G . G ATGITGA. . AC. . . LAC.T...TTC LCT- - TG TTTCAAG. . ... ...
.C..T.ACG G . G ATGITGA. . AC. .. LAC.T...TTC LCT- - - TG TTTCAAA. . ...
.C..T.ACG G . G ATGITGA. . AC. . . LAC.T...TTC LCT-- - TG TTTCAAA. . ...
.C..T.ACG G . G ATGITGA. . AC. . . LAC.T...TTC LCT- - - TG TTTCAAA. . ...
.C..T.ACG G . G ATGITGA. . AC. . . LAC.T...TTC LCT-- - TG TTTCAAA. . ...
.C..T.ACG G . G ATGITGA. . AC. . . LAC.T...TTC LCT-- TG TTTCAAG. . ... ...
CT.T.G.GA .GA TCAAAA . . TT.. TA. .G .. A CAA CAA. .GC..C AA L
CT.T.G.GA . GA TCAAAA . . TT.. TA. .G .. A CAA CAA . GC..C AA L
CT.T.G.GA . GA TCAAAA . . TT.. TA. .G .. A CAA CAA . GC..C AA L
CT.T.G.GA .GA TCAAAA . . TT.. TA. .G .. A CAA CAA . GC..C AA L
C T.T.G.GA . GA TCAAAA . . TT. TA. .G .. A CAA CAA . GC..C AA L
C. GTGBGBCCGATGCAAAGTGT G AG C...G T ATGA GGCGA. ............
C. . GTGECEL. C. G ATGCAAA. G. TGIT. G AG C...GT. ATGA GGCGA. ............



510 520 530
R R RERl REREN R R
AU_M.1 AGATCAGGCAAGACTACCOGCTGAATTT.
AA2204 ...l

ARDTIL o

Priloga B7: Poravnava nukleotidnih zaporedij C@likih klobu¢njakov Rhizostoma pulmo

Appendix B7:  COI sequence alignment of barreyjedh (Rhizostoma pulnjo

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
AU PR B B R DI DI DR DR D R DR DI DR B B DR DI DN DR

RP_COL AACACTATATTTAATATTTGGAGCCTTTT ATGATAGGAACTGCT TTCAGTATGATTATAAGAT TAGAAT TATCTGGTCCAGGATCCATGT T
RP_CO2 o vt e et e e e e
RPLBOL .« v vee e e e e e e e
RP.COB . .G oo o
RP_COE oot e
RP_COB oot e
RP2202 .« oot e e
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

T R R FE U FEE FEET R BEE EEET TRy FET) FEEEY P PR REREY R RErTl PETR e R
RP_COL GATGATCAACTATATAATGITGTAGTGACAGCCCACGCATTGATTATGATATTTTTCTTTGT TATGOCAGT GTTGATAGGAGGT TTTGGAAACTGGTTAG
RP OO o oo e e
RPIBOL o oot
RP_COB o oot

RP_ OO0 oot

RP OB o oot
RP2202 o oo e

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
AU PR B B B DR DN DR D B R DS DI DR B B DR DS DN DR
RP_COL TTCCTTTATATATAGGGGECACCAGACATGGOCT TCOCAAGGT TAAATAATATTAGT TTTTGATTACT TCCTCCTGCACTACTACTATTGCTAGGTTCTTC
RP_CO2 oot e e e e [
RPLBOL .. vovoe et e e e e e Gt
RP OB o ettt
RP_COA oottt e e
RP_COB o vt eeeeeeeee
RP2202 .« v e e

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

BRI R REEl RERTE BRI CERES RRTE) R BEEEl RERT CREE RERES ERRE KRRl RRRTl RERE RERRS EETE RREl RRRe
RP_COL TCTTGTAGAACAAGGT GOGGGAACAGGT TGGACAATTTATCCTCCTCTAAGT TCGATCCAGGBOCCAT TCAGGAGGT TCTGT GGAT ATGGCCATCT TCA(

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

R R RS R R DR ARl EREE KRR R ERRES KR DR Rt DRl DR ER KRt R
RP_COL  TTACACTTAGCAGGAGCTTCCTCTATAATGGGAGCTATTAATTTCATTACTACTATCTTGAATATGA CCOGGTATGACTATGGATAAAATTCCTT



510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

SRl ERRNY RERR RERRS PEERN CERRN REEl Rl REREl BERES CERE ERREN REER KRR BRI SRR CEEES KRR ERre RRre
RP_COL TGITTGIATGGICTGITCTAGT CACAGCAATATTATTGI TATTGTCCTTACCTGI TTTAGCT GBGECTATTACAATGCTACT TACAGATAGAAATTTTAA

610 620 630 640 650

RN DR T PN DR DR PR BT DR DS B B
RP_COL  TACTTCTTTCTTCGACCCAGCGGEGAGGAGGAGATCCTATTTTATTTCAGCATTTGTTT

Priloga B8: Poravnava nukleotidnih zaporedij IM&likih klobunjakov Rhizostoma pulmo
Appendix B8:  ITS1 sequence alignment of barrdyfish (Rhizostoma pulnjo

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
U EURRE DT PR RN DS PRSI BN DEUE PR BN PEREE DN BT DRSS DS BN DRSS BN DU
RP1_03 GGAAGGATCATTACTGATATATTGAGGATGACCGT TCGATCACGAACA CTGTCGATTGCT TGTCACACT GAT TGAAAAACCAGT TTTGA
RPL 04 .« oot e e e e
RPL 05 o oot e
T
RP2207 .« oot e e e e
RP2205 . oottt
RPOS0L .« v oot e e e e e e e e
RPL 02 oot e e
RP200B . o et e e

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

R EEEI RRRE REREE NERT EERRN R T RER RERTl RERRN EETRN Rl REREl RERE BERTN RERES REREN KRl RRRE
RP1_03 CCACTGIGAACCTGTACCCATCCGT GTGAGGT GRACAGAGT GCACGAAGAAGCACT ACATTGTACTCTCT TGTATTGGACT GT CGT GTACGT GTACGT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

AU RO DR PR DR DS PSRN BT DRSS PR BN PUREE DN BT DRSS DU BN DRSS BN DU
RP1_03 GTGCTTAAATGAAA TTCCCTTTCGEOCT CACATTGEAGT TTTCTTATATCGTAT TCGGTCGGT TGT TTTCGAAT TCGT TCGAATTCGT

RP2008 . ... Co LT

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

SRR R B BRI RERRE CERE REREY EREEl RERES BRIl RRERS RRRES REER R ROl IRt RN KT EERel RRrel
RP1_03 CAGTCAGCCACACTTTGCACACATAAATATTTACT GAATATTTTGGACGT GCTTGCT TTGCT GGCACGGEOGAT GGAAAAAT GAAATACAACT TCTAA

410

R DR P
RP1_03 TGGATCTCTTGGCT



Priloga B9: Nukleotidno zaporedje ITS2 velikegaldkknjaka Rhizostoma pulmo

Appendix B9:  ITS2 sequence of barrel jellyfigthfzostoma pulmo

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R R EREEE RERRE RENRE ERERN ERTRN R BREl RSl EEERE CRREN R Rl REEl BERTE RERE SRt REREl RRr
RP2_01 CAGCTGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAACCCA TCATCGAATCTTTGAACGCAAAT GBOGCT CCTTGGT TCTCCAGGGAGCATGTCTGTCTGAG

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

U R DR PR RN DT PR BT DRSS PR DU PUSEE DN BT DRSS PSRN BUREE DRSS PN DU
RP2_01 CGTCATGTCAAATACTAACACACTCACGTCCTTGTGGCGT ACGTGTGGOGT TGAGACT TCACGECAGAAGCAT GGACGAT CATCGT TCGOGOGGT

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
RP2 01 GTaT T T CANAT CONGT AT AT O BT G T G OAGCT T BT T 6T 6T ACEAT CCAGABA G CAABE T AT CAGCAT TGAAST CT GCTETE
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
RP2 01 GorT O AT ACCOAT ACT KT AT G CeAGOY Ta0eAT G BT CACAGT GACGEGT 06T LT T AT TG0 OBCCaOACT G F G T T GG GAGAT
410 420

R R R Rl R b
RP2_01 CAGGCAGGACTACCOGCTGAATTT.



Priloga C:  Rekonstrukcija filogenetskih odnosov v ro8iurelia.

Appendix C: Reconstruction of phylogenetic relationships withenusAurelia.

Priloga C1: Filogenetski odnosi v rodwrelia ugotovljeni z Bayesovim statigtiim pristopom na osnovi
nukleotidnih zaporedij COIl in evolucijskega modeHKY+I+G. Stevilke na razcepith
prikazujejo posteriorno verjetnost. V analizo sdabvklju¢ena nukleotidna zaporedja COI
pridobljena v okviru te raziskave in objavljena fadtidna zaporedja COI uhatih klainjakov
v podatkovni zbirki GenBank do 13/02/2011.

Appendix C1:  Phylogenetic relationships within geurelia derived by Bayesian inference based on COI
sequences and HKY+I+G model of evolution. Numbénsagales indicate posterior probabilities.
Analysis included COI sequences retrieved during $study and all moon jelly COI sequences
from GenBank up to 13/02/2011.

0.4 substitucij/mesto Aurelia sp. 1

Tihi ocean
100
Aurelia sp. 9 AA2501
zahodni Atlantk  jugozahodni Atlantik (Argentina)
(Mehiski zaliv)
100
Aurelia sp. 2 kil 8
jugozahodni Atlantik (Brazilija) 100 56
Aurelia limb
Aurelia sp. 10 severozahodni Tihi ocean

severni Tihi ocean
55

98 100

Aurelia labiata 99 7

severovzhodni Tihi ocean

85 100
100 Aurelia sp. 5
Aurelia sp. 8 00 jezeri Mijet
Jadransko morje Aureliasp.7
100 juzni Tihi ocean
98
A“i ‘_i’_’a sp- 11 Aurelia aurita
Thi ocean Severni Atlantik,
Severno morje,
Baltsko morje, 100

Crno morje

Aurelia sp. 6
jezera Palau

100 100

Aureliasp. 4 ~ Aureliasp.3
jezera Palau jezera Palau



Priloga C2:

Appendix C2:

Filogenetski odnosi v rodwrelia ugotovljeni z Bayesovim statigtiim pristopom na osnovi
nukleotidnih zaporedij ITS1. Uporablien evolucijskiodel je SYM+G. Stevilke na razcegil$
prikazujejo posteriorno verjetnost. V analizo sdabiklju¢ena nukleotidna zaporedja ITS1,
pridobljena v okviru te raziskave in vsa objavljeraporedja ITS1 uhatih klobnjakov v javni
zbirki GenBank do 13/02/2011. Haplotipi, ki so regmi poudarjeno, so pridobljeni tekom te
raziskave. Oznake haplotiov ustrezajo osebkomledirA ali kodi iz GenBank.

Phylogenetic relationships within geAurelia derived by Bayesian inference based on ITS1
sequences and SYM+G model of evolution. Numbensodes indicate posterior probabilities.
Analysis included ITS1 sequences retrieved durimg study and all publishedurelia COI
sequences from GenBank up to 13/02/2011. Boldedbtyges are new haplotypes, retrieved
during this study. Haplotypes are labeled as inekulix A or with GenBank Accession Number.

100 rAurelia sp. 8 (AA1_03) severni Jadran
761 & Aurelia sp. 8 (AU_SA1) juzni Jadran
100} Aurelia sp. TET (AF461407) Rdege morje
gs-Aurelia sp. 8 (AA1_04) severni Jadran
-Aurelia sp. 8 (AU_NA2) severni Jadran

Aurelia sp. 1 (AY319846) vzhodni Tihi ocean
Aurelia sp. 1 (AY319845) vzhodni Tihi ocean
Aurelia sp. MIZT1 (AB377597) Tihi ocean
100F Aurelia sp. 1 (EU332745) zahodni Tihi ocean
Aurelia sp. UBI (AF461405) vzhodni Atlantik
Aurelia sp. 1 (AU_1WP) zahodni Tihi ocean
69 Aurelia sp. 1 (EF010536) zahodni Tihi ocean
Aurelia sp. 1 (AU_1EP) vzhodni Tihi ocean

L 100 Aurelia sp. 10 (Usp10) severn Tini ocean
100 Aurelia sp. 10 (Ay319847) severni Tihi ocean
Aurelia limbata (AU_LIM) severozahodni Tihi ocean
Aurelia sp. BOR (AF461406) Severno & Baltsko morje, Crno morje
Aurelia aurita (AY319848) Severno morje
Aurelia aurita (AA_GUL) Severno morje
Aurelia aurita (AA1_01) Severno & Baltsko morje
SAurelia aurita (AX1902) Severno morje
96— Aurelia aurita (AA0712) Baltsko morje
Aurelia aurita (AA2721) €rno morje
100 Aurelia aurita (AA_RIS) Severno morje
Aurelia aurita (AY319849) severozahodni Atlantik
Aurelia labiata (AY319843) severovzhodni Tihi ocean

99
Aurelia labiata (AY319842) severovzhodni Tihi ocean
100 Aurelia labiata (AY319844) severovzhodni Tihi ocean
Aurelia labiata (AU_LAB) severovzhodni Tihi ocean
Aurelia labiata (AF461408) severovzhodni Tihi ocean
981 Aurelia sp. 5 (AU_ML1) Mijet
100 s¢| “Aurelia sp. 5 (AY319840) Mijet

= Aurelia sp. 5 (AA2205) Mijet
Aurelia sp. 5 (AA2202) Mijet

Aurelia sp. MKL (AF461409) Mljet

Aurelia sp. 5 (AY319841) Mijet

Aurelia sp. 5 (AA2204) Mijet

Aurelia sp. (AA2501) jugozahodni Atlantik

Aurelia sp. 5 (AA2210) Mljet

100}

100[Aurelia sp. 7 (AUsp07) juzni Tihi ocean
Aurelia sp. 7 (AY935217) juzni Tihi ocean

gorAurelia sp. 6 (AY319839) Palau
Aurelia sp. 6 (AUsp06) Palau

Aurelia sp. 6 (AY319838) Palau
Aurelia sp. ARAB (AF461410) Indijski ocean
Aurelia sp. 4 (AY319835) Palau
Aurelia sp. 4 (AY319834) Palau
Aurelia sp. 4 (AUsp04) Palau
Aurelia sp. 3 (AY319837) Palau
Aurelia sp. 3 (AY319836) Palau
Aurelia sp. 3 (AUsp03) Palau

Aurelia sp. MCA (AF461412) tropski izvor

Aurelia sp. 2 (AY319851) jugozahodni Atlantik
981 Aurelia sp. 2 (AY319850) jugozahodni Atlantik
100 Aurelia sp. 2 (AUsp02) jugozahodni Atlantik
A

urelia sp. 9 (AUsp09) jugozahodni Atlantik

Aurelia limbata (AF461411) severozahodni Tihi ocean

0.2 substitucij/mesto



