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Molekularno-filogenetske raziskave evropskih jamskih zivali kaZejo, da imajo te zivali
razmeroma majhna obmocja razsirjenosti in precejSnjo stopnjo prikrite diverzitete. V zadnjem
casu se kot nacin dolocanja zivalskih skupin s tezavno morfologijo uveljavlja doloCanje na
podlagi kratkih, standardiziranih zaporedij DNA (¢rtnih kod DNA). Pri treh rodovih rakov
(Asellus, Niphargus in Troglocaris) z jamskimi predstavniki v Sloveniji in SirSem obmocju
Dinarskega krasa je bilo pred nedavnim odkritih in opisanih ve¢ novih taksonov. Na podlagi
uveljavljenih genetskih oznacevalcev, COI pri rodovih Asellus ter Troglocaris in 28S rDNA
pri rodu Niphargus, smo s primerjanjem znotrajvrstnih in medvrstnih genetskih razdalj ter
analizo po metodi zdruzevanja sosedov opredelili primernost teh oznacevalcev za dolocanje
vrst v obravnavanih rodovih. Zaporedja se v vseh primerih razlikujejo med taksoni in njihova
raznolikost je znotraj taksonov v povprecju manjSa od raznolikosti med taksoni, torej je
dolo¢anje mozno. Vrsta Asellus aquaticus je z vidika COI nenavadno raznolika, ena od vrst
rodu Troglocaris pa je razmeroma slabo lo¢ena od bliznjih taksonov, kar lahko zahteva
prilagojen pristop k doloCanju. Genetske razdalje med nekaterimi pari taksonov rodu
Niphargus so razmeroma nizke, kar lahko otezuje doloCanje, vendar to ni nujno. Predlagali

smo protokole za doloc¢anje vrst.
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Molecular phylogenetic studies have recently shown relatively small distribution areas and
numerous cases of cryptic diversity in European subterranean fauna. The appliance of short,
standardized DNA sequences for species identification (DNA barcodes) has been used to
identify morphologically problematic taxonomic groups. In three Dinaric crustacean genera
with subterranean representatives (4sellus, Troglocaris and Niphargus) a number of cryptic
taxa have recently been discovered. Established genetic identification markers, COI in Asellus
and Troglocaris, and 28S rDNA in Niphargus, have been tested for their ability to distinguish
species in these groups. Neighbor joining analysis was used and inter- and intraspecific
distances were compared to test the feasibility of such an approach. All sampled taxa can be
distinguished on the basis of their COI or 28S rDNA sequences. Asellus aquaticus shows
unusually high COI variability, whereas one Troglocaris clade is vaguely separated from its
nearest taxa; such cases may require a modified approach to identification. Genetic
divergences in some Niphargus species pairs were relatively low, which may or may not make
the 28S rDNA-based identification of these few species difficult. We developed protocols for

identification of selected genera.
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1. UVOD

1.1 ZGODOVINA CRTNIH KOD DNA

Izraz »értna koda DNA« (DNA barcode; od tu CKD) je sicer nekoliko starejsi (Floyd in sod.,
2002), kot tudi ni tako nov molekularni pristop k doloCanju organizmov, vsekakor pa je
uveljavljanje dolo¢anja na podlagi kratkih zaporedij DNA, znanega kot dolocanje s Crtnimi
kodami DNA (DNA barcoding’), dobilo zagon z delom Paula Heberta in njegovih
somisljenikov po letu 2003 (Valentini in sod., 2008). Hebert in sod. (2003a) so predlagali
sistem taksonomskega dolocanja, temelje¢ na mitohondrijskem genu za podenoto I citokrom c
oksidaze. Za to nukleotidno zaporedje se je prijela kratica COI. Mitohondrijske gene so
izbrali zaradi haploidnega znacaja mitohondrijskega genoma in odsotnosti intronov, COI pa iz
naslednjih razlogov (po Hebert in sod., 2003a): zaporedje je mocno variabilno, mutacije so
vec¢inoma substitucijskega tipa in ne insercije ali delecije, ki bi otezile uskladitev zaporedij,
aminokislinska sestava produkta pa se pri COI spreminja pocasneje kot pri drugih
mitohondrijskih proteinih. Ob tem naj bi se zaradi robustnih univerzalnih zacetnih
oligonukleotidov s PCR dalo iz Sirokega nabora organizmov uspeSno pomnoziti zaporedje
COLI. To nukleotidno zaporedje — standardno je 648 bp dolgo zaporedje na 5' koncu gena
(Kerr in sod., 2007) — se je v poznejSih preverjanih pri mnogih skupinah izkazalo kot
uporaben oznacevalec za dolocanje vrst (Hebert in sod., 2004; Hogg in Hebert, 2004), ¢eprav
to ne velja povsod (Hebert in sod, 2003b; Blaxter in sod., 2005, Neigel in sod., 2007).

Hebert in sod. (2003a) so predlagali zacetno izdelavo »profila COl« — drevesa zaporedij COI
na podlagi zdruzevanja sosedov (neighbor joining). Ce zaéetnemu naboru zaporedij dodamo
neznano zaporedje, bi se to po predpostavkah Heberta in sod. moralo uvrstiti najblizje najbolj
sorodnemu taksonu. Zdruzevanje zaporedij poteka na podlagi genetskih razdalj, ra¢unanih po
Kimurinem dvoparametricnem modelu (Kimura, 1980), ker bi naj bil ta najprimernejs$i, ko so
razlike med zaporedji majhne (Hebert in sod., 2003a), in kadar so razlike med pogostostjo

tranzicij in transverzij velike, kar velja za mitohondrijski genom (Brown in sod., 1982).

'7di se, da sta v istem izrazu zaobjeta tako pridobivanje, shranjevanje in analiza zaporedij kot njihova dejanska
uporaba za dolo¢anje organizmov. Paul Hebert (Hebert in sod., 2003a) pristop imenuje tudi mikrogenomska
identifikacija (mikrogenomic identification); ta izraz je morda primernejsi za uporabo v slovenskem besedilu,
vendar se nekaterim zdi zgresen (Will in Rubinoff, 2004).
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Po zacetnih konferencah v Cold Spring Harborju v letu 2003 je bil leta 2003 zacet projekt
1BOL (International Barcode of Life; http://www.dnabarcoding.org/). Leta 2004 (Savolainen
in sod., 2005) je s financiranjem Alfred P. Sloan Foundation in pod okriljem Smithsonian
Institution sledila Se wustanovitev CBOL (Consortium for the Barcode of Life;
www.barcoding.si.edu), ki zdruzuje organizacije, vkljuéene v projekt CKD. Od ustanovitve je
CBOL organiziral dve mednarodni konferenci na temo CKD; prvo leta 2005 v Londonu ter
drugo v Taipeiju leta 2007. CBOL je zacel ve¢ obseZnejsih kampanj pridobivanja CKD,
usmerjenih zlasti v ekonomsko in druzbeno pomembne skupine zivali, npr. ptice (ABBI, All
Birds Barcoding Initiative, http://www.barcodingbirds.org/), ¢ebele (Bee-BOL, Bee Barcode
of Life Initiative, http://www.bee-bol.org/), ribe (Fish-BOL, http://www.fishbol.org/, ve¢ v
Ward in sod., 2009) in druge (www.barcoding.si.edu).

Hebertova skupina je predvidela, da je za potrebe dolo¢anja s CKD potrebno vzpostaviti novo
podatkovno bazo (Hebert in sod., 2003a, Hajibabaei in sod., 2005). Za uporaben globalen
sistem, ki bi omogocal §iroko aplikacijo je namre¢ pomembno, da sta taksonomska natan¢nost
in kakovost zaporedij preverjeni, zahteva pa se tudi povezava vneSenih zaporedij s
shranjenimi izvornimi vzorci (voucher specimens). 1z teh razlogov je bila vzpostavljena
podatkovna baza BOLD (Barcode of Life Data Systems, http://www.barcodinglife.org;
Ratnasingham in Hebert, 2007). Baza omogo&a hrambo podatkov o CKD ter vzorcih, iz
katerih so bile pridobljene, obenem pa tudi analizo podatkov (tvorbo drevesa za izbrana
zaporedja po metodi zdruZevanja sosedov, analizo distanc, analizo nukleotidne sestave
zaporedij) ter iskalnik (identification engine), ki omogoca doloCanje organizmov preko
njihovih zaporedij COI (Ratnasingham in Hebert, 2007, http://www.barcodinglife.org).
Iskalnik je najprej uporabljal algoritem BLAST (Hajibabaei in sod., 2005), kar pa so pozneje
nadomestili z linearnim iskanjem (Ratnasingham in Hebert, 2007). Zacetni (Hebert in sod.,
2003a) pristop z dendrogramom za sam pripis zaporedja vrsti ni privzeta moznost, je pa
mogo¢ naknadno. Ce neznano zaporedje divergira od najbolj podobnega v bazi za manj kot 1
%, se ga dodeli vrsti (¢e je vrsta v bazi), ¢e med 1 % in 3 %, rodu, ¢e od ostalih vnosov
divergira za ve¢ kot 3 %, pa iskalnik poda taksonomsko uvrstitev 100 najbliZjih sosedov. V
primeru, da so divergence ve¢ vrst od neznanega zaporedja manjse kot 1 %, so prikazane vse
mozne uvrstitve novega zaporedja (Ratnasingham in Hebert, 2007). Dolocanje je trenutno
mozno preko COI ter jedrnih ribosomskih nukleotidnih zaporedij ITS (internal transcribed

spacer).



Vittori M. Moznost dolo¢anja nekaterih problemati¢nih skupin slovenskih jamskih rakov na podlagi kratkih zaporedij DNA. 3
Dipl. delo. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

Za minimalni vnos v sistem sta potrebna le oznaka vzorca ter taksonomska uvrstitev do debla,

za pridobitev statusa CKD pa je bilo predvideno, da bi bili posredovani naslednji podatki
(Ratnasingham in Hebert, 2007):

vrstno ime,

podatki o izvornem vzorcu (njegova oznaka in naziv ustanove, kjer je shranjen),
podatki o vzoréenju (oseba, ki je vzorCenje opravila, datum in lokaliteta s
koordinatami),

dolocevalec vzorca,

zaporedje COI, dolgo vsaj 500 bp,

zacetni oligonukleotidi za PCR, s katerimi je bilo nukleotidno zaporedje pomnozeno
(ti morajo biti predhodno registrirani),

kromatogrami sekvenciranja (frace files); v bazo jih je mozno zaenkrat vnesti le kot
.abl datoteke, dodane pa bi naj bile tudi datoteke phred, preko katerih se tockuje
kakovost kromatograma, vendar to ovrednotijo tudi brez omenjenih datotek, zato niso

nujne.

Trenutno so kriteriji nekoliko prilagojeni: koordinate lokalitete, datum vzorcenja ter oseba, ki

je vzorcila, niso ve¢ obvezni, dodan pa je kriterij, da mora nukleotidno zaporedje vsebovati

manj kot 1% neidentificiranih baznih parov. Vsaj za Zivalske CKD je obvezno zaporedje COI,

ki je primarni oznaCevalec za Zzivalsko kraljestvo, sistem pa dopusca tudi drugotne

oznacevalce (http://www.barcodinglife.org/). Zaenkrat lahko v bazi najdemo kot drugotna

oznacevalca Se ITS in 28S rDNA. Verjetno bodo sistem v prihodnosti Se dopolnili

(Ratnasingham in Hebert, 2007).

Nukleotidna zaporedja lahko dobijo oznako ¢rtne kode ("BARCODE) tudi v bazi GenBank.

Kriteriji so podobni tistim v BOLD (Hanner, 2005), vnos pa je mozen preko posebnega

spletnega orodja (Barcode Submission Tool; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/WebSub/

index.cgi?tool=barcode). Oznako lahko dobijo le zaporedja COI.
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1.2 KONCEPT CKD

V zadetnem ¢lanku Heberta in sod. (2003a) se CKD nanasajo na taksonomski identifikacijski
sistem, slone¢ na zaporedjih COIL Tak$no opredelitev CKD lahko najdemo tudi drugje
(Neigel in sod., 2007). Kljub temu pa je dolo¢anje s CKD ponekod definirano le kot
taksonomska identifikacija na podlagi kratkih, standardiziranih zaporedij DNA
(Dasmahapatra in Mallet, 2006; Hajibabaei in sod., 2005; Ward in sod., 2009; Kress in
Erickson, 2008) oz. le enega standardnega zaporedja (Rubinoff in sod., 2006, Hajibabaei in
sod., 2007).

Valentini in sod. (2008) pojem dologanja s CKD delijo na dolo¢anje s CKD v §irSem in oZjem
smislu. Dolo¢anje s CKD v oZjem smislu (sensu stricto) se nana$a na identifikacijo vrst na
podlagi enega samega standardnega zaporedja DNA (pristop Hebertove skupine), medtem ko
dolo¢anje s CKD v $irSem smislu (sunsu lato) oznatuje identifikacijo na kakr$nemkoli
taksonomskem nivoju na podlagi kateregakoli zaporedja DNA, tudi ¢e ni priznana standardna
CKD. Za dolo¢anje organizmov so bila uporabljena tudi druga nukleotidna zaporedja, npr.
jedrno zaporedje ITS ter jedrni in mitohondrijski geni za razne podenote ribosomske RNA
(Blaxter, 2004). Drugi menijo, da preveliko posplosevanje lahko vodi v zamenjevanje pojma
uporabe CKD z molekularno sistematiko na splosno (Hebert in Gregory, 2005; Brower,

2006).

Po Vences in sod. (2005) mora zaporedje DNA zadovoljiti naslednje kriterije, da je uporabno
kot ¢rtna koda za dolocanje organizmov:
- Dbiti mora dovolj variabilno, da omogoca loCevanje vrst med sabo, ter dovol]
ohranjeno, da je znotrajvrstna variabilnost manjSa od medvrstne;
- vezavna mesta zacetnih oligonukleotidov pri pomnozevanju s PCR morajo biti dovolj
ohranjena, da je ampflikacija izvedvljiva za vse vrste ciljne taksonomske skupine;
- vsebovati mora dovolj filogenetske informacije, da je mozno pripisati osebek Sirsi
skupini s preprostimi distanénimi metodami’;

- pomnozevanje in sekvenciranje morata biti ¢im bolj robustna (konsistentna);

“Distanéne metode so bile za dologanje obi¢ajno predlagane v literaturi in uporabljene pri $tudijah primernosti
dolocanja s CKD, se pa omenja tudi moznost uporabe metod, ki slonijo na znakih (DeSalle in sod., 2005; Sarkar
in sod., 2008).
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- uskladitev zaporedja mora biti mozna tudi z oddaljenimi taksoni.

Podobne kriterije za primernost uporabe nekega zaporedja kot CKD so ponudili tudi drugi

(Hebert in sod., 2003a; Blaxter, 2004; Kress in sod., 2005).

COI se je pri zivalih kot oznaevalec uveljavil, medtem ko so za rastline in glive predlagali
druga zaporedja DNA; pri glivah je to ITS (Nilsson in sod, 2008), se pa tudi tu omenja COI
(Seifert in sod., 2007), medtem ko pri rastlinah glede oznacevalcev ni dogovora. Sprva je bila
za rastline predlagana kombinacija ITS in kloroplastnega gena trH-psbA (Kress in sod, 2005),
pozneje pa so bili objavljeni drugi predlogi, npr. kombinacija trH-psbA ter rbcL (vec
predlogov je povzetih v Pennisi in sod., 2007 ter Lahaye in sod., 2008). Nekateri avtorji so
tudi pri zivalih predlagali uporabo drugih oznacevalcev namesto COI, ker so se pri nekaterih
skupinah izkazali za uporabnejSe od COI, npr. pri dvozivkah (Vences in sod, 2005).
PomnoZevanje COI s PCR tudi ni dovolj uspe$na pri vseh skupinah (Blaxter, 2004, Kress in
sod., 2005; Bhadury in sod., 2006; Vences in sod., 2005; Blaxter in sod., 2005). Zaporedje
COI se je izkazalo za neuporabno pri dolocanju ozigalkarjev zaradi premajhne variabilnosti
mitohondrijskega genoma pri tej skupini (Hebert in sod., 2003b, Shearer in Coffroth, 2008), z
zaporedji ribosomskih genov je nadomeS¢eno pri glistah, kjer je dolocanje taksonov na
podlagi zaporedij DNA precej uveljavljeno (Floyd in sod., 2002; Holterman in sod., 2008).
Pojavlja se tudi mnenje, da bi mitohondrijske oznacevalce morali dopolniti z jedrnimi, ker
spremembe v mitohondrijskemu genomu ne odsevajo nujno dejanskih filogenetskih procesov
(Dasmahapatra in Mallet, 2006; Will, 2005). Kljub vsemu se zdi, da Hebertova skupina vsaj
konceptualno vztraja pri COI kot enotnem oznacevalcu, pa Ceprav na raun nezmoznosti
lo¢evanja nekaterih taksonov (Hebert in Gregory, 2005; Hajibabaei in sod., 2007). CBOL
sicer na svojih straneh priporo¢a uporabo dodatnega oznacevalca, ce COI ni zadosten za
dolocitev do vrste, in dopuS¢a moznost dodelitve drugacnega standardnega oznacevalca pri
skupinah, za katere COI ni uporaben kot CKD; objavili so tudi kriterije za dodelitev drugih
oznacevalcev in priporocila za objavo argumentov za tak korak (http://www.barcoding.si.edu/

PDF/Guidelines%20for%20non-CO1%20selection%20FINAL.pdf).

Pomen uporabe zaporedij DNA za dolocanje bioloSkega materiala je v moznosti zanesljivega
dolocanja taksonov, med katerimi ni jasno opredeljivih morfoloskih razlik ter dolocanja

organizmov v vseh razvojnih stopnjah (Hebert in sod., 2003a; Savolainen in sod., 2005; Floyd
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in sod., 2002). Uporaben je tudi pri analizi prehrane Zivali, zlasti ¢e se hranijo s teko¢o hrano
(Valentini in sod., 2008), ter pri nadzoru zivil (Valentini in sod., 2008; Ward in sod., 2009) in
trgovine z ogrozenimi vrstami (Savolainen in sod., 2005, Valentini in sod., 2008). Precej se
omenja Se moznost ugotavljanja diverzitete v okoljskih vzorcih na podlagi analize

oznacevalskih zaporedij DNA (Holterman in sod., 2008; Neigel in sod., 2007)

1.3 PROBLEMATIKA UPORABE CKD

Meyer in Paulay (2005) sta zakljuéila, da se uporaba CKD za dolo&anje vrst obnese pri dobro
preucenih taksonomskih skupinah, medtem ko pri skupinah z manj doreceno taksonomijo ni
uspesna — za ucinkovito dolo¢anje morajo torej biti v skupini najprej pravilno definirane vrste.
Slabo dolocljive so tudi »mlade vrste« (Meyer in Paulay, 2005; Kerr in sod., 2007). Da je
dolocanje na podlagi zaporedij DNA ucinkovito, je nujna jasna meja med znotrajvrstno in
medvrstno variabilnostjo zaporedja in preprost test za ta pogoj bi naj bilo primerjanje
genetskih razdalj znotraj vrst in med njimi. Ce so genetske razdalje med zaporedji znotraj vrst
manjSe od razdalj med zaporedji razlicnih vrst, prekrivanja variabilnosti ni (Kerr in sod.,
2007). Prekrivanje znotrajvrstne in medvrstne raznolikosti zaporedij COI je bilo sicer ze
opazeno (Moritz in Cicero, 2004; Meyer in Paulay, 2005; Vences in sod, 2005).
Najpomembneje je, da si pari vrst ne delijo identi¢nih zaporedij, kar pa se tudi dogaja (Kerr in

sod., 2007, Ward in sod., 2008).

V povezavi s CKD je tudi predlog DNA-taksonomije (Tautz in sod., 2003; Blaxter, 2004),
¢eprav avtorji, ki so jo predlagali, zagovarjajo drugacne metode in sisteme oznacevalcev. Po
Tautzu in sod. (2003) bi bila vsaki bioloski vrste pripisana referen¢na zaporedja DNA, vlogo
tipskih primerkov bi dopolnili tipski izolati DNA, vsi potrebni podatki pa bi bili dostopni
preko spleta, medtem ko bi Blaxterjeva DNA-taksonomija slonela na molekularnih
operativnih taksonomskih enotah (MOTU; molecular operational taxonomic unit), ki bi
ustrezale vrstam tradicionalne taksonomije (Floyd, 2002; Blaxter 2004). Tak$nim predlogom
nekateri mo¢no nasprotujejo in se zavzemajo za integrativno taksonomijo, ki bi poleg
molekularnih podatkov upostevala tudi morfoloske, ekoloske in druge pristope k opisovanju
pestrosti (Will in Rubinoff, 2004; Will in sod., 2005). CBOL se je odmaknil od idej o DNA-
taksonomiji in zagovarja stali§¢e, da so CKD zgolj uporabno orodje znotraj obstojete

taksonomske prakse (Schindel in Miller, 2005). Predlog uporabe CKD kot pripomocka za
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oddeljevanje novih vrst (npr. na podlagi divergen¢nega praga — desetkratna povprecna
znotrajvrstna divergenca v taksonomski skupini je prag za oddelitev vrste), kot to predlagajo
Hebert in sod. (2003a; 2004), je sprozil veliko polemik. Kritike letijo tako na metodologijo
(distan¢ne metode iskanja filogenij so fenetske) kot na nezadostnost COI za definiranje
taksonov (DeSalle in sod., 2005; Will in sod., 2005), prag divergence pa se ne obnese zaradi
velikih razlik v znotrajvrstni in medvrstni variabilnosti med taksonomskimi skupinami (Will
in sod., 2005; Nilsson in sod., 2008) ter ker je Stevilo obravnavanih zaporedij pogosto
prenizko, geografsko obmocje vzorcenja pa premajhno, da bi bi bila mozna zadostna ocena
znotrajvrstne raznolikosti (Will in sod., 2005; Dasmahapatra in Mallet, 2006, Meyer in
Paulay, 2005). Odgovor zagovornikov je, da CKD ne pomagajo pri ugotavljanju globljih
filogenetskih odnosov, kar tudi ni njihov namen, da pa lahko pokazejo na genetsko locene
skupine organizmov (Hebert in Gregory, 2005; Hajibabaei in sod., 2007). Za opis vrste naj
zgolj CKD ne bi zadosale (Hebert in sod., 2003, Hebert in Gregory, 2005), mnoZica
zaporedij COI, pridobljena za namene dolocanja, pa je lahko uporabna v filogenetskih

Studijah (Hajibabaei in sod., 2007).

1.4 OBRAVNAVANE ZIVALSKE SKUPINE

V zadnjem casu so molekularno-filogenetske raziskave skupin velikih jamskih vodnih zivali
(makrostigobiontov) z nenavadno obseznimi areali razkrile precej prikrite diverzitete jamske
favne. Prej neopisane, vendar molekularno locene geografske skupine so bile odkrite pri
vodnem oslicku (rod Asellus; Verovnik in sod., 2005, 2009), slepih postranicah (rod
Niphargus, Trontelj in sod., 2009), jamskih kozicah (rod Troglocaris; Zaksek in sod., 2007,
2009) ter pri mocerilu (rod Proteus; Trontelj in sod., 2009).

1.4.1 Rod Troglocaris

Taksonomija rodu 7Troglocaris (Decapoda, Atyidae) je bila nestabilna ze v preteklosti (Zaksek
in sod., 2007), molekularno-filogenetski pristop na podlagi COI, ITS ter 16S in 28S rDNA
(Zak3ek in sod., 2007, 2009) pa je pokazal naslednje: Troglocaris inermis, vrsta z juga
Francije, predstavlja neodvisno skupino in je sorodnejSa Spanski povrSinski kozici Dugastella
valentina kot kateri od drugih vrst rodu Troglocaris; rod Spelaeocaris iz Bosne in

Hercegovine je del rodu Troglocaris, ta rod pa se deli na dve geografski skupini, tipsko
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»Anophthalmus« (zajema nekdanji kompleks 7. anophthalmus in ima holodinarsko
razSirjenost (Sket in ZakSek, 2009)) ter dinarsko-kavkaSko, ki zdruzuje ostale balkanske
taksone (Spelaeocaris pretneri, T. hercegovinensis, T. intermedia) ter skupino vrst s Kavkaza
(T. katussiana, T. ablaskiri, T. fagei, T. osterloffi). Ob tem se T. anophthalmus razdeli v vec¢
kladov ki so v ZakSek in sod. (2007, 2009) imenovani bosanski (»Bosnian, ta je sestrski
vsem ostalim), vzhodnoslovenski (»E-slo«), zahodnoslovenski (»W-slo«), jadranski
(»Adriatic«) in »Soca«, mozen pa je tudi obstoj dodatnega klada (»Istra«, Zaksek in sod.,
2009). Ti kladi, razen bosanskega, so molekularno sicer le nekoliko lo¢eni, geografsko pa
dobro (Sket in ZakSek, 2009). Poleg teh so ZakSek in sod. (2007) ugotovili obstoj jasno
lo¢enega klada, sestrskega S. pretneri (»Para-pretneri« v Zaksek in sod., 2007). Novi podatki
so upostevani v reviziji taksonomije rodu (Sket in Zaksek, 2009); bivsi T. inermis je oddeljen
od rodu Troglocaris in nosi novo ime Gallocaris inermis; v skupini »Anophthalmus« je klad
»Bosnian« Zaksek in sod. (2007) opisan kot nova vrsta 7. bosnica, klad »W-slo« pa
poimenovan kot — nekoc Ze opisana — vrsta 7. planinensis (vrsta morfoloSko ni dolo€ljiva in je
zelo variabilna). Dodatne vrste so Se 7. prasence (ustreza »Para-pretneri« kladu Zaksek in
sod.), T. kapelana, T. neglecta (obe vrsti sta v molekularnih analizah zastopani s sicer
neobjavljenimi zaporedji avtorjev D. Franjevica in S. Gottstein), lo¢ena pa je tudi neopisana
vrsta, oznaCena le kot Troglocaris sp. Molekularna filogenija za skupino sovpada z
geografsko razsirjenostjo posameznih kladov (Sket in ZakSek, 2009). Tudi drugi kladi
skupine »Anophthalmus« izpolnjujejo ve¢ kriterijev za njihovo oddelitev kot locene vrste, Ce
ne drugega predstavljajo vsaj naravovarstveno pomembne evolucijske enote (Zaksek in sod.,
2009) oz. ESU (evolutionary significant units; gre za skupine osebkov, ki kazejo mocno

omejen genski pretok med njimi in drugimi skupine znotraj vrste; Frasier, 2001)

Pri rodu Troglocaris so morfoloske razlike med taksoni nejasne, dolocCevalni znaki pa
malostevilni in pogosto homoplasticni, ¢eprav niso v nesoglasju z molekularnimi podatki.
Nekateri znaki, ki so bili prej za sistematiko rodu pomembni, na primer dolzina rostruma in
stopnja redukcije o€i, so brez prave vrednosti za dolocanje jamskih kozic. Skupina
»Anophthalmus« je morfolosko variabilna, vendar ta variabilnost ne sovpada niti z

molekularno niti z geografsko delitvijo skupine (Sket in Zak3ek, 2009).
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1.4.2 Rod Asellus

Vodni osli¢ek (Asellus aquaticus; Isopoda, Asellidae) je razSirjen po vecjem delu Evrope, na
obmod¢ju Dinaridov pa je zastopan z ve¢ morfolosko utemeljenimi podvrstami (Sket, 1994).
Molekularne raziskave na podlagi COI, 28S rDNA ter RAPD (Verovnik in sod., 2003, 2004,
2005) so pokazale, da je morfolosko utemeljena delitev na podvrste umetna ter da so
troglomorfne znacilnosti podzemeljskih populacij (podvrste A. aquaticus cavernicolus iz
Postojnsko-planinskega jamskega sistema ter severa Italije) tudi na omejenem obmocju
severozahodnih Dinaridov najverjetneje nastale veckrat neodvisno. Obsezna filogeografska
Studija na podlagi COI ter 28S rDNA, ki je vkljucila vzorce iz prakti¢no celotnega obmocja
razSirjenosti vrste v Evropi in vseh vecjih porecij, kjer je vrsta prisotna (Verovnik in sod.,
2005), je pokazala veliko pestrost zaporedij COI (celo znotraj populacij) in jasno genetsko
lo¢enost populacij severozahodnih Dinaridov ter populacije iz jame Labodnice (Grotta di
Trebiciano) v Italiji od ostalih evropskih populacij. Obstajajo tudi druge skupine zaporedij
COl iz srednje in jugovzhodne Evrope, ki pa jih filogenija na podlagi 28S rDNA ne podpira
kot loCene evolucijske enote. Troglomorfna populacija iz Labodnice je bila pred kratkim

opisana kot lo¢ena vrsta, A. kosswigi3 (Verovnik in sod., 2009).

1.4.3 Rod Niphargus

Rod Niphargus (Amphipoda, Niphargidae) je vrstno najbolj pester rod sladkovodnih postranic
(Viino6la in sod., 2008), njegova taksonomija pa je potrebna revizije (FiSer in sod., 2008). Rod
je bil obsezno preucen tako morfolosko (FiSer in sod, 2008) kot molekularno (Lefébure in
sod., 2006, 2007, Fiser in sod., 2008; Trontelj in sod., 2009). Globlji filogenetski odnosi
znotraj rodu so v veliki meri Se neznanka (FiSer in sod., 2008), se je pa pokazalo, da so
morfolosko utemeljene skupine znotraj rodu umetne (Fiser in sod., 2008), ter da Ze tako pester
rod skriva tudi precej prikrite diverzitete (Lefébure in sod., 2006, 2007; Fiser in sod., 2008,
Trontelj in sod., 2009). Vec vrst sestavlja zahoodnoevropska taksona N. virei in N.
rhenorhodanensis (Lefébure in sod., 2006, 2007), ter N. aquilex, N. longicaudatus, N.
longidactylus, N. fontanus in N. tauri, ¢e nastejemo le tiste, pri katerih je bilo ugotovljeno

najve¢ prej neznanih kladov (Trontelj in sod., 2009; pri teh skupinah je potrebno Se

3Vrsta Zivi v podzemeljskem toku Reke, primerki so bili izven Labodnice najdeni tudi v izviru Timave pri
Trbizu, kjer sobiva z vrsto A. aquaticus.
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natanc¢nejSe sistematsko delo). Verjetno je, da drugi, manjsi, rodovi druzine niso lo¢eni od
rodu Niphargus, kar vsekakor velja za rod Niphargopsis. Tudi bodoca sistematika je verjetno
odvisna v najvecji meri od molekularnih podatkov, saj filogenija tudi tu bolj odraza

geografsko distribucijo kot morfologijo (Fiser in sod., 2008).

Pri rodu Niphargus so molekularne raziskave temeljile v glavnem na 28S rDNA (FiSer in
sod., 2008; Trontelj in sod., 2009; Lefébure in sod., 2006, 2007), dodatno pa so uporabili Se
mitohondrijske oznacevalce 12S rDNA (Fiser in sod., 2008), 16S rDNA (Lefébure in sod.,
2007) in COI (Lefébure in sod., 2006, 2007). COI in mitohondrijske gene nasploh je pri tem
rodu tezavno pomnoziti s PCR, pri taksonih, kjer je pomnozevanje uspelo, pa je bilo to
nekonsistentno in so bile zanj potrebne razliéne kombinacije posebej oblikovanih zacetnih

oligonukletidov (FiSer in sod., 2008; Lefébure in sod., 2007).

1.5 POMEN PRIKRITE DIVERZITETE STIGOBIONTOV, UPORABNOST CKD IN CILJI
NALOGE

Vse omenjene molekularne raziskave sistematike stigobiontov kazejo, da so areali
posameznih taksonov obravnavanih skupin manj$i in da sta stopnja endemizma ter
biodiverziteta v podzemnem vodnem okolju vecji, kot je bilo znano prej. Ta spoznanja so
pomembna z naravovarstvenega vidika. Ne samo, da so podzemeljske vrste zaradi svojega
ozkega endemizma in vezanosti na omejen zivljenjski prostor bolj ranljive (Lefébure in sod.,
2007), za ohranjanje podzemeljske biodiverzitete so potrebne drugacne, bolj globalne
varstvene strategije (Lefébure in sod., 2006, Trontelj in sod., 2009). Stevilna skupine teh
zivali so evolucijsko mlade, kar otezuje tako morfolosko kot molekularno taksonomsko delo s

temi skupinami, to pa govori v prid integrativnemu pristopu k sistematiki (Trontelj in sod.,

2009).

V nekaterih primerih so z molekularnimi metodami odkriti taksoni morfolosko dolo€ljivi in so
bili spregledani zaradi posvecanja pozornosti neustreznim morfoloSkim znakom, spet drugje
pa ni znanih na¢inov morfoloSkega doloCanja Zivali do zazelenega nivoja (Sket in Zaksek,
2009, Trontelj in sod., 2009). V primeru, da se diverzitete resni¢no ne more spoznavati preko
morfologije, so za natanéno dolo¢anje materiala potrebni molekularni pristopi. Uporaba CKD

pri tukaj obravnavanih skupinah stigobiontov je glede na trenutno stanje njihove taksonomije
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primerna iz dveh razlogov: prvi¢, omogoca lahko zanesljivo doloCanje sicer nedolocljivega ali
tezko dolocljivega materiala, tudi ¢e je poSkodovan ali ¢e gre za spolno nezrele osebke;
drugi¢, v skupinah, ki so z molekularnega vidika $e nepopolno raziskane, bi lahko CKD

pokazale na primere morebitne prikrite diverzitete, vredne nadaljnje pozornosti.

V diplomski nalogi poskusamo ugotoviti, ali se CKD dobro obnesejo pri dolo¢anju treh rodov
jamskih rakov — Niphargus, Troglocaris ter Asellus, kak$ne so moznosti za uporabo CKD v
praksi ter ali obstajajo posebnosti obravnavanih skupin, ki jih je treba pri takSnem delu

upostevati. Predlagamo tudi protokole za taksonomsko dolo¢anje na podlagi CKD.
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2. MATERIALI IN METODE

2.1 UPORABLJENA ZAPOREDJA DNA

2.1.1 Rod Troglocaris

Taksonomija rodu v tej nalogi sledi taksonomiji v Sket in Zaksek, 2009; uposStevane so tam
opisane vrste. Obenem smo kot loene enote ekvivalentne vrstam upostevali tudi vse klade iz
Zaksek in sod. (2009), pri ¢emer je v tej nalogi zahodnoslovenski klad (»W-slo«) poimenovan
Troglocaris planinensis v skladu s Sket in ZakSek (2009). Uporabili smo 73 zaporedij COI
rodu Troglocaris iz dveh predhodnih raziskav (Zaksek in sod., 2007, 2009). Zastopane so bile
vrste T. planinensis (9 zaporedij), T. hercegovinensis (3 zaporedja), T. bosnica (3 zaporedja),
T. pretneri (2 zaporedji), T. prasence (2 zaporedji), neopisan takson Troglocaris sp. (1
zaporedje) ter kladi 7. anophthalmus »E-slo« (8 zaporedij), »Adriatic« (12 zaporedij), »Istra«
(1 zaporedje) in »Soca« (1 zaporedje). Eno od zaporedij klada »E-slo« je v Sket in Zaksek
(2009) oznaceno kot T. anophthalmus intermedia, zato mu je dodana ta oznaka. Zaporedje
vzorca iz KrSana, ki v ZakSek in sod. (2009) ni pripisan nobenemu kladu in se tudi
prepricljivo ne zdruzuje z nobeno od skupin, je oznaceno le kot 7. anophthalmus. Poleg teh
smo uporabili Se 3 zaporedja COI vrste Gallocaris inermis (= Troglocaris inermis). Primerki
G. inermis izvirajo iz jugovzhoda Francije, ostali vzorci so iz obmocja nekdanje Jugoslavije
in severovzhoda Italije (slika 1). Zaporedja iz Zaksek in sod. (2007) so bila dolga 617 bp in so
Ze bila vneSena tako v GenBank kot v BOLD, vendar imena Se ne upoStevajo revidirane
taksonomije (Sket in Zaksek, 2009), vnosom v BOLD pa so manjkali tudi vsi dodatni podatki,
novejSa zaporedja (Zaksek in sod., 2009) v BOLD Se niso bila vnesena. Ta zaporedja so bila
daljSa, dolga do 1235 bp. StarejSa zaporedja smo zaradi enostavnosti naloZili iz baze BOLD,
novejSa pa iz GenBank. Iz celotnega nabora smo izlocili zaporedja, ki niso predstavljala
lo¢enih haplotipov (so bila identi¢na drugemu zaporedju v celotnem obmocju prekrivanja),
kar velja tako za starejSa kot novejSa zaporedja. Preglednica vseh uporabljenih zaporedij s

pripadajo€imi oznakami v GenBank in ter to¢nimi lokalitetami je v prilogi A.
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Slika 1: Lokalitete vzoréenja rodov Troglocaris in Gallocaris. Vecji krozci predstavljajo lokalitete, s katerih je

vec kot pet uporabljenih zaporedij.
2.1.2 Rod Asellus

Pri rodu Asellus smo uporabili 211 zaporedij COI, pridobljenih v predhodnih raziskavah
(Verovnik in sod., 2004; Verovnik in sod., 2005), od tega 198 zaporedij vrste Asellus
aquaticus, 7 zaporedij vrste Asellus kosswigi ter 6 zaporedij ukrajinskega prestvanika rodu
(Asellus sp.). Vzorci A. aquaticus izvirajo z razli¢nih delov Evrope, medtem ko so vzroci 4.
kosswigi iz jame Labodnice (Grotta di Trebiciano) pri Trebcah v Italiji (sliki 2 in 3), vzorci
Asellus sp. pa iz blizine Kharkiva v Ukrajini. Zaporedja so na voljo v GenBank in so bila tudi
ze vneSena v BOLD, vendar brez pripadajocih podatkov in pod imenom A. aquaticus. Poleg
teh zaporedij smo uporabili e 4 zaporedja COI A. aquaticus iz neotipske lokalitete (Ulva,
blizu Uppsale na Svedskem; za analize smo od teh uporabili le 1 zaporedje (FJ749276), ker
ostala ne predstavljajo novih haplotipov) ter 1 zaporedje 4. kosswigi iz izvira San Giovanni al
Timavo v Italiji. Ta zaporedja so bila pridobljena v novejsi raziskavi (Verovnik in sod., 2009).
Tudi ta zaporedja so na voljo v GenBank, niso pa Se bila vneSena v BOLD. Vsa zaporedja, ki
so ze bila vneSena, smo nalozili iz baze BOLD, novejSa zaporedja pa iz GenBank.
Preglednica vseh uporabljenih zaporedij s pripadajo¢imi oznakami v GenBank in to¢nimi

lokalitetami je v prilogi B. Zaporedja so bila dolga 653 bp.
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Slika 2: Lokalitete vzoréenja rodu Asellus. Vecji krozci predstavljajo lokalitete, s katerih je ve¢ kot pet
uporabljenih zaporedij. Zgoraj so prikazane lokalitete vzorcenja v Evropi, spodaj pa, podrobneje, lokalitete

vzorcenja v Sloveniji in okolici.

2.1.3 Rod Niphargus

Uprabili smo 59 zaporedij 28S rDNA 55 vrst rodu Niphargus, pridobljenih v prej$njih
raziskavah (FiSer in sod., 2008; Trontelj in sod., 2009), ve€inoma iz tipskih lokalitet. Vzorci
so iz razli¢nih delov Evrope, vecinoma pa iz Slovenije in drugih drZzav nekdanje Jugoslavije.
Seznam vrst, lokalitet in oznak v GenBank je v prilogi C. Tri vrste (N. zagrebensis, N.

hvarensis, N. arbiter) so bile zastopane z dvema ali ve¢ razli¢nimi zapored;ji. Kot pri rodovih
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Troglocaris in Asellus smo tudi tu uporabili le po eno zaporedje, Ce so bila ta enaka.

Zaporedja smo nalozili iz baze GenBank. Zaporedja so razli¢no dolga, vsa pa dalj$a od 800

bp.

Tabela 1: Seznam obravnavanih taksonov

Troglocaris §t. zaporedij | Niphargus $t. zaporedij
Troglocaris anophthalmus 1| Niphargus illidzensis 1
Troglocaris anophthalmus "Adriatic” 12 | Niphargus karamani 1
Troglocaris anophthalmus "E-slo” 24 | Niphargus kenki 1
Troglocaris anophthalmus "Istra" 1| Niphargus kochianus 1
Troglocaris anophthalmus "Soca” 1| Niphargus krameri 1
Troglocaris bosnica 1| Niphargus labacensis 1
Troglocaris hercegovinensis 3 | Niphargus lessiniensis 1
Troglocaris planinensis 23 | Niphargus longicaudatus 1
Troglocaris prasence 3 | Niphargus longiflagellum 1
Troglocatris pretneri 2 | Niphargus lourensis 1
Troglocaris sp. 1| Niphargus maximus 1

Niphargus novomestanus 1
Gallocaris inermis 3 | Niphargus orcinus 1

Niphargus pachytelson 1

Niphargus pasquinii 1
Asellus Niphargus pectinicauda 1
Asellus aquaticus 202 | Niphargus podpecanus 1
Asellus kosswigi 8 | Niphargus polymorphus 1
Asellus sp. 6 | Niphargus pupetta 1

Niphargus puteanus 1
Niphargus Niphargus rejici 1
Niphargus aberrans 1| Niphargus salonitanus 1
Niphargus aquilex 1| Niphargus sanctinaumi 1
Niphargus arbiter 2 | Niphargus scopicauda 1
Niphargus balcanicus 1| Niphargus slovenicus 1
Niphargus boskovici 1| Niphargus sphagnicolis 1
Niphargus carniolicus 1| Niphargus spinulifemur 1
Niphargus dalmatinus 1| Niphargus spoeckeri 1
Niphargus dimorphopus 1| Niphargus stenopus 1
Niphargus dobati 1| Niphargus stygius 1
Niphargus dolichopus 1| Niphargus tatrensis 1
Niphargus elegans 1| Niphargus timavi 1
Niphargus factor 1| Niphargus trullipes 1
Niphargus fongi 1| Niphargus valvasori 1
Niphargus grandii 1| Niphargus vinodolensis 1
Niphargus hadzii 1| Niphargus vjetrenicensis 1
Niphargus hrabeij 1| Niphargus wolfi 1
Niphargus hvarensis 3 | Niphargus zagrebensis 2
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2.2 VNOSI V BOLD

Uporabljena zaporedja COI se v BOLD nahajajo v projektu Genbank Crustacea Malac. -
University of Ljubljana [GBCUL]. Oznake primerkov (specimen ID) so enake oznakam v
GenBank (GenBank accession). Zaporedja, ki so bila v BOLD Ze prisotna, so bila v projekt
prestavljena na zahtevo, nova zaporedja pa dodana v projekt preko spletnega obrazca. Vecina
podatkov o zaporedjih rodu Asellus je bila zaradi obsega podatkov posredovana preko
preglednice (specimen data spreadsheet). Preko taksne preglednice smo posredovali tudi vse
spremembe taksonomije, ker je imena taksonov pri vnosu podatkov preko spletnega obrazca

mozno le izbrati. Ostale podatke smo vnesli posamic¢no preko spletnih obrazcev.

Nekatera zaporedja COI rodu Troglocaris so bila ze vneSena v BOLD. Dodali smo vsa
zaporedja iz ZakSek in sod. (2009), ki so bila v ¢lanku poimenovana. V bazo smo vnesli

podatke o lokalitetah s koordinatami GPS.

Pri zaporedjih COI rodu Asellus, ki so bila ze vneSena v BOLD, smo vnesli podatke o
vzorcenju — nabiralca, dolo¢evalca, lokaliteto s koordinatami GPS in datum vzorcenja. V bazo
smo vnesli tudi $tiri nova zaporedja vrste A. aquaticus iz tipske lokalitete in eno vrste A.
kosswigi iz izvira Timave (glej zgoraj). Pri petih novih zaporedjih smo ob prej navedenih
podatkih o vzorCenju v bazo vnesli tudi podatke o spolu in razvojni stopnji osebkov,
kromatograme ter podatke o =zacetnih oligonukleotidih. Pripadajoce datoteke .abl
(kromatograme) smo poslali v arhivu .zip skupaj z excellovo preglednico o pripadajocih

podatkih, kot je opisano v protokolu na straneh BOLD (http://www.barcodinglife.org/).

Ker BOLD Se ne dopusca uporabe 28S rDNA kot primarnega oznacevalca, zaporedij rodu

Niphargus vanj nismo vnesli.



Vittori M. Moznost dolo¢anja nekaterih problemati¢nih skupin slovenskih jamskih rakov na podlagi kratkih zaporedij DNA. 17
Dipl. delo. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

2.3 TESTIRANJE PRIMERNOSTI ZAPOREDIJ ZA DOLOCANJE VRST

Za uskladitev zaporedij smo uporabili algoritem ClustalW v programu MEGA 4.0 (Tamura in
sod., 2007) s privzetimi parametri (teza odpiranja vrzeli 15, teza podaljSevanja vrzeli 6,66).
Uskladitve zaporedij COI so bile brez vrzeli, kar pa ne velja za 28S zaporedja. V programu
MEGA 4.0 smo izracunali parne genetske razdalje znotraj vrst po Kimurinem
dvoparametricnem modelu (K2P). Povpre¢ne vrednosti in standardne napake (SE) smo
izracunali naknadno v programu Microsoft Excel. V programu MEGA 4.0 smo po modelu
K2P izracunali tudi povprecne genetske razdalje med vrstami. Pri rodu Niphargus, kjer smo
analizirali 28S rDNA, smo vrzeli izlocali paroma (pairwise deletion), pri zaporedjih COI pa
insercij ali delecij, razen pri enem zaporedju Asellus aquaticus (DQ144763), ni bilo, in
uporabili smo privzeto popolno izlo¢anje (complete deletion). Za posamezne skupine rakov
(rod Asellus, Troglocaris in Niphargus) smo poiskali filogenetska drevesa po metodi
zdruZevanja sosedov v programu MEGA 4.0. Za dolocanje genetskih distanc smo uporabili
model K2P. Metoda zdruzevanja sosedov je hiter pristop, ki je primeren za velike nabore
podatkov (Hebert in sod., 2003a) in je pri delu s CKD pogosto uporabljena. Statistiéno
podporo filogenetskih dreves smo dolocili z metodo samovzoréenja (bootstrap) s 1000

ponovitvami.
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3. REZULTATI

3.1 ROD Troglocaris

Z zdruZevanjem sosedov pridobljeno drevo rodu Troglocaris kaze slika 5. Zaporedja se pri
skupinah Troglocaris bosnica, T. hercegovinensis, T. pretneri, T. prasence ter Gallocaris
inermis zdruzujejo z mocno statisticno podporo (¢ez 99 %), skupina 7. planinensis je
nekoliko slabse podprta (96 %), z zelo Sibko podporo pa se zdruzujejo zaporedja T.
anophthalmus. T. anophthalmus in T. planinensis se prepricljivo (z 99 % podporo) zdruzujeta
v sestrski odnos. Znotraj 7. anophthalmus je skupina »Adriatic zmerno podprta (82 %),
vzhodnoslovenska skupina (»E-slo«) pa na racun treh zaporedij iz lokalitete Mikasinovic¢a
Pecina (DQ621551, FJ426039, FJ426042) ni jasno oddeljena, pri Cemer se s temi zapored;ji
(seveda z enako slabo podporo) zdruzuje tudi zaporedje iz tunela Cepi¢ (Krsan, Hrvaska;
DQ641552), ki sicer ni pripisano nobeni skupini. Zelo dobro (99 %) je podprta skupina
zaporedij znotraj klada »E-slo«, ki zdruzuje zaporedja osebkov iz drugih lokalitet. Zaporedje
skupine 7. anophthalmus »Soca« se uvrs¢a lo¢eno od ostalih skupin s precejSnjo genetsko

razdaljo, zaporedje skupine »Istra« pa se s Sibko podporo zdruzuje s skupino »Adriatic«.
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Slika 3: Drevo rodu Troglocaris, pridobljeno z metodo zdruzevanja sosedov. Dolzine vej prikazujejo genetske
razdalje po modelu K2P. Prikazana je statistina podpora razvejitev, pridobljena z metodo samovzorcenja s 1000

ponovitvami v odstotkih. Zaradi preglednosti podrobni odnosi v skupinah, zastopanih z ve¢ kot 10 predstavniki,

niso prikazani.
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Slika 4: Razsirjeno razvejisce skupine »E-slo« - ostala zaporedja. Dolzine vej prikazujejo genetske razdalje po
modelu K2P. Prikazana je statisticna podpora razvejitev po metodi samovzoréenja s 1000 ponovitvami v

odstotkih.

FJ426005.1| T. anophthalmus Adriatic

FJ425921.1| T. anophthalmus Adriatic
54 FJ426004.1] T. anophthalmus Adriatic

G0 C DQ641543(T. anophthalmus Adriatic|

FJ425961.1| T. anophthalmus Adriatic

ng( FJ425960.1| T. anophthalmus Adiatic
5 FJ425994.1| T. anophthalmus Adriatic

34

£4 | FJ425993.1| T. anophthalmus Adriatic
40 4 1

o

DQ641542|T. anophthalmus Adriatic|

DQB41541|T. anophthalmus Adriatic|
s — FJ425918.1| T. anophthalmus Adriatic

— FJ425918.1| T. anophthalmus Adriatic

61 DQB41538|T. anophthalmus Adriatic|
76 l— DQ641540(T. anophthalmus Adriatic|

73

genetska razdalja
b
0.1 %
Slika 5: Razsirjeno razvejis¢e skupine »Adriatic«. Dolzine vej prikazujejo genetske razdalje po modelu K2P.

Prikazana je statisticna podpora razvejitev po metodi samovzoréenja s 1000 ponovitvami v odstotkih.
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Slika 6: Razsirjeno razvejisce vrste 7. planinensis. Dolzine vej prikazujejo genetske razdalje po modelu K2P.

Prikazana je statisticna podpora razvejitev po metodi samovzoréenja s 1000 ponovitvami v odstotkih.

Povprecne znotrajvrstne razdalje znotraj rodu Troglocaris so prikazane v tabeli 2. Praviloma

so manjSe od 2 %, vecje so pri skupini »E-slo« ter 7. prasence, vendar je slednja vrsta

zastopana le z dvema zaporedjema. Priblizno 2 % znaSa tudi povpre¢na razdalja med

zaporedji Gallocaris inermis. Sicer je povprecna znotrajvrstna razdalja vecja od 1 % le Se pri

T. pretneri. Pri skupinah, zastopanih s po enim zaporedjem, znotrajvrstne raznolikosti ni bilo

mogoce opredeliti.

Medvrstne razdalje znotraj rodu Troglocaris v povprecju znasajo 16,8 %. Najmanjsa je

razdalja med zaporedjem skupine »lstra« ter zaporedji skupine »Adriatic« (2,8 %), sicer so

razdalje med vrstami v povpredju veéje od 4 %. Ce obravnavamo klade znotraj T.

anophthalmus lo€eno, znaSajo razdalje med njimi v povprecju 4,8 % in pri nobenem paru

skupin niso manjse od 2 %.
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Tabela 2: Povprecne znotrajvrstne razdalje rodu Troglocaris po modelu K2P.

povpre¢na razdalja SE
G. inermis 2.04% 0.45%
T. bosnica 0.71% 0.45%
T. hercegovinensis 0.47% 0.19%
T. pretneri 1.33% /
T. prasence 2.51% /
T. planinensis 0.95% 0.04%
T. a. "E-slo" 2.08% 0.07%
T. a. "Adriatic" 0.95% 0.07%

‘El znotrajwstne razdalje @ medwstne razdalje ‘

6

.

i . I ]

0 m N ‘ ‘ ‘ - ‘ ‘ -

<2% 2-4% 4-6% 6-8% 8-10% 10-12% 12-14% 14-16% 16-18% 18-20% 20-22% 22-24% 24-26% >26%

povpre¢na genetska razdalja

Slika 7: Primerjava znotrajvrstne in medvrstne variabilnosti rodu Troglocaris. Visina stolpcev predstavlja st.
taksonov (znotrajvrstna variabilnost) ali §t. parov taksonov (medvrstna variabilnost), katerih povpre¢na genetska

razdalja spada v dan interval.

3.2 ROD Asellus

Po metodi zdruzevanja sosedov se zaporedja COI vrst Asellus kosswigi ter Asellus sp.
zdruzujejo skupaj z mocno podporo (slika 10). Zaporedja COI parafiletskega (Verovnik in
sod., 2005) A. aquaticus oblikujejo Sest skupin, od katerih pa so le tri sprejemljivo podprte po
metodi samovzorcenja — te ustrezajo geografskim skupinam Severozahodnega Dinarskega
krasa, Velebita in Srednje Evrope (»NW Dinaric Karst«, »Velebit«, »Central Europe«) v
Verovnik in sod. (2005). Primerki iz neotipske lokalitete A. aguaticus (Ulva na Svedskem)
pripadajo skupini Srednje Evrope. Drugi, slabo podprti skupini zdruzujeta zaporedja
cezalpske ter balkanske skupine (»Trans-Alpine«, »Balkan«; Verovnik in sod., 2005), ¢eprav

z drugacno uvrstitvijo nekaterih bazalnih zaporedij. Znotraj posameznih skupin se zaporedja
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ve¢inoma zdruzujejo v Sibko podprte podskupine in skupke zaporedij iz iste ali bliznjih

9N : }
A, aguaticus Srednja Evropa
Ll

DQ144791|Asellus aguaticus|

lokalitet.

— - DQ144790|Asellus aquaticus|
12 33 _ A. aguaticus Velebit
] g5 || DQ144789|Asellus aquaticus|

85 L DQ144788|Asellus aquaticus|

A, aguaticus Balkan

—534
A aguaticus Trans-Alpine
—534

791 AY531791|Asellus kosswigi
AYS531792|Asellus kosswigi
AY531764|Asellus kosswigi

AY531793|Asellus kosswigi
FJ749275|Asellus kosswigi
AY531763|Asellus kosswigi
AY531765|Asellus kosswigi
3L AY531762|Asellus kosswigi

A, kosswigi

A aquaticus SZ Dinarski Kras

39

g5 - DQ144805|Asellus sp.|
DQ144806|Asellus sp.|
99|  DQ144825|Asellus sp.|
94 DQ144823|Asellus sp.|
51 DQ144824|Asellus sp.|
431 DQ144826|Asellus sp.|

Asellus sp.

genetska razdalja
i
1%
Slika 8: Drevo rodu Asellus, pridobljeno z metodo zdruzevanja sosedov. Dolzine vej predstavljajo razdalje po
modelu K2P. Prikazana je statisticna podpora razvejitev po metodi samovzoréenja s 1000 ponovitvami v

odstotkih. Zaradi preglednosti podrobni odnosi v skupinah z vec kot 10 predstavniki niso prikazani.
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Povprecen genetske razdalje znotraj vrst kaze tabela 4. Povprecna genetska razdalja znotraj
vrste A. aquaticus znasa 9,2 %, medtem ko je povprecna razdalja znotraj 4. kosswigi precej
manjsa, okoli 0,6 %, podobna je tudi povpre¢na genetska razdalja znotraj Asellus sp. (0,7 %).
Maksimalna znotrajvrstna genetska razdalja pri A. aquaticus znasa 16 %, pri A. kosswigi in
Asellus sp. le 1 %. Povprecna razdalja med A. aquaticus in A. kosswigi je 9,3 %, torej je
primerljiva s povprecno znotrajvrstno razdaljo pri A. aquaticus. Povprena razdalja med

Asellus sp. in obema drugima vrstama je okoli 20 %.

Tabela 3: Povprecne znotrajvrstne genetske razdalje pri rodu Asellus po modelu K2P.

povpre¢na razdalja SE
Asellus aquaticus 9.21% 0.05%
Asellus kosswigi 0.56% 0.03%
Asellus sp. 0.67% 0.10%
3
2
@ znotrajvrstne razdalje
B medvrstne razdalje
| I I
<2% 2-4%  4-6%  6-8%  8-10%  10-12% 12-14%  14-16%  16-18%  18-20%  20-2%  22-24%
povpre€na genetska razdalja

Slika 9: Primerjava znotrajvrstne in medvrstne variabilnosti rodu Asellus. ViSina stolpcev predstavlja St.
taksonov (znotrajvrstna variabilnost) ali §t. parov taksonov (medvrstna variabilnost), katerih povpre¢na genetska
razdalja spada v dan interval.
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3.3 ROD Niphargus

Pri vrstah rodu Niphargus, ki so zastopane z vsaj dvema razli¢nima zaporedjema 28S rDNA,
se zaporedja pri zdruzevanju sosedov zdruzujejo skupaj s prepri¢ljivo podporo, in sicer 100 %
(N. arbiter, N. hvarensis) ali 87 % (N. zagrebensis; slika 10). IzraCunane povprecne
znotrajvrstne genetske razdalje (tabela 5) znaSajo 0,36 % (N. zagrebensis) ter 0,48 % (N.
arbiter, N. hvarensis), v povprecju 0,44 %, medtem ko je povprecna medvrstna razdalja 10
%. Razdalje med pari vrst, ki se zdruzujejo skupaj, so v nekaterih primerih primerljive z
ugotovljenimi povpre¢nimi znotrajvrstnimi razdaljami — v parih N. dimorphopus-N.
kochianus, N. spoeckeri-N. hadzii ter N. polymorphus-N. vjetrenicensis znaSajo le 0,24 %.
Razporeditev medvrstnih in znotrajvrstnih genetskih razdalj kazeta sliki 11 in 12. Vecina
medvrstnih razdalj je za velikostni razred vecjih od znotrajvrstnih, ki nikoli niso presegle 0,5

%.
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&5 — EF617282.1| Niphargus polymorphus
100 | | EUB93329.1| Niphargus vjetrenicensis
EF617280.1| Niphargus balcanicus
] EF617281.1| Niphargus trullipes
EU693298. 1| Niphargus factor
EF617271.1| Niphargus boskowci

62

3 EF617272.1| Niphargus hvarensis
100 |:EF6172‘.’3‘1| Niphargus hvarensis
75! EUB93303.1| Niphargus hvarensis

EU693315.1| Niphargus orcinus
EU693323.1| Niphargus spinulifermur

96

EUBY3297.1| Niphargus dolichopus
EU693311.1| Niphargus longifiagellum

EUB93316.1| Niphargus pachytelson

EF617283.1| Niphargus rejici

EF617284.1| Niphargus stenopus

EF617289.1| Niphargus salonitanus
EF617288.1| Niphargus arbiter

100 L EF617287.1| Niphargus arbiter

EF&17274.1| Niphargus krameri
—90|:EU693305 1] Niphargus karamani
EUB93306.1| Niphargus kenki
EFB17302.1| Niphargus puteanus

EF617300.1| Niphargus lessiniensis
EUB93328.1| Niphargus valvasori
EUB93325.1| Niphargus stygius

EU693302.1 Niphargus hrabei

98

a7

EF617270.1| Niphargus sphagnicolus

o J{_j EU693304.1| Niphargus illidzensis
EUB93322. 1| Niphargus slovenicus

EUB93314.1| Niphargus novomestanus
EUB93317.1| Niphargus podpecanus

EFB17295.1| Niphargus zagrebensis
EUB93330.1| Niphargus zagrebensis
ag r EUB93301. 1| Niphargus hadzii
EU693324. 1| Niphargus spoeckeri
EF617298.1| Niphargus vinodolensis
EF617296.1| Niphargus dalmatinus
EF617297.1| Niphargus elegans

EUB93312.1| Niphargus lourensis

90 E EF617279.1| Niphargus maximus
100 EU693320.1| Niphargus sanctinaumi

H

EU693327.1| Niphargus timavi
— EF617241.1| Niphargus longicaudatus

ool — EF617244.1| Niphargus pasquinii

EF617261.1| Niphargus scopicauda
100 I: EF617263.1| Niphargus tatrensis

100 EUBA3286.1| Niphargus dimorphopus

L EUB93308.1| Niphargus kochianus

&0

EF617265. 1| Niphargus aquilex

80 EF617252.1| Niphargus camiolicus
72 E EF617253.1| Niphargus fongi
100 EF617250.1| Niphargus wolf

100

100
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EF617247.1| Niphargus dobati
EFB17258. 1| Niphargus pectinicauda
EF617257.1| Niphargus labacensis
EU693318.1| Niphargus pupetta
EF617260.1| Niphargus aberrans

48 EUB93300. 1| Niphargus grandii

genetska razdalja

2%

Slika 10: Drevo rodu Niphargus, pridobljeno z metodo zdruzevanja sosedov. Dolzine vej prikazujejo genetske

razdalje po modelu K2P. Prikazana je statisticna podpora razvejis¢ po metodi samovzorCenja s 1000

ponovitvami v odstotkih.
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Tabela 4: Povprecne znotrajvrstne genetske razdalje pri rodu Niphargus po modelu K2P.

povpre€na razdalja SE
N. zagrebensis 0,36 % 0,14 %
N. arbiter 0,48 % /
N. hvarensis 0,48 % /

400
350
300

250
200 O znotrajwrstne razdalje
m medwstne razdalje
150
100
50 I
0 ’_J T T T T T T - T

2% 2-4% 4-6% 6-8% 8-10% 10-  12- 14- 16- 18-
12% 14% 16% 18%  20%

povpre€ne genetske razdalje

Slika 11: Primerjava znotrajvrstne in medvrstne variabilnosti rodu Niphargus. ViSina stolpcev predstavlja St.
taksonov (znotrajvrstna variabilnost) ali §t. parov taksonov (medvrstna variabilnost), katerih povpre¢na genetska

razdalja spada v dan interval.
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3.4 PREDLAGANE METODE TAKSONOMSKEGA DOLOCANJA

V tem delu predlagamo postopek dolocitve taksonomske pripadnosti vzorca na podlagi
zaporedja DNA. Ce so na voljo registrirane CKD, je dologanje natanéno z uporabo spletis¢a
BOLD z identifikacijskim orodjem (identification engine). Pri takem doloCanju v temu
namenjeno polje vnesemo zaporedje v formatu FASTA, izberemo bazo, po kateri poteka
iskanje (na voljo so baza registriranih CKD, baza vseh do vrste natanéno poimenovanih
vnosov ter baza vseh vnosov) in zazenemo iskalnik. Ko je najdeno najpodobnejse zaporedje,
lahko izberemo tudi mozZnost identifikacije na podlagi drevesa (free based identification), ki
vrne drevo po metodi zdruZevanja sosedov, v katerega je umeSceno naSe zaporedje. Tukaj
predlagamo alternativo s samostojno bazo zaporedij in programom MEGA 4.0. Ta pristop k

doloc¢anju ne vkljucuje spleta.

3.4.1 PomnoZevanje

Predlagamo pomnozevanje zaporedij COI in 28S rDNA kot je opisano v Zaksek in sod.
(2007). Postopek je podrobneje naveden v prilogi D.

3.4.2 Sekvenciranje

Uporabi se lahko kakr§nakoli metoda; e je rezultat datoteka .abl, jo je moZno uporabiti

neposredno za dolo¢anje z uporabo programa MEGA.

3.4.3 Dolocanje vrst

V programu MEGA odpremo uskladitev referen¢ne baze zaporedij za rod, ki nas zanima.
Nova zaporedja (bodisi kot datoteke .ab1 bodisi kot datoteke FASTA) dodamo k uskladitvi in
jih uskladimo z referen¢no bazo s algoritmom ClustalW (predlagamo privzete nastavitve utezi
za odpiranje (15) in podaljSevanje vrzeli (6,66)). Uskladitev shranimo kot datoteko .meg in
odpremo. Izberemo Philogeny -> Construct Phylogeny -> Neighbor Joining. Odpre se
pogovorno okno, ki nas spraSuje o nastavitvah. Te ostanejo privzete razen modela — moznost
Model spremenimo v (Nucleotide ->) Kimura 2-Parameter. Pri rodu Niphargus je za zadostno

informativnost zaporedij potrebno izbrati Gaps/Missing Data -> Pairwise deletion. Ce
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zelimo, lahko program opravi tudi test podprtosti, vendar to praviloma ni potrebno. Vrstna

pripadnost neznanih zaporedij je enaka pripadnosti zaporedij, s katerimi se zdruzujejo.

3.4.4 Referen¢na zaporedja

Ustvarjanje referentne baze zahteva nekoliko ve¢ dela, vendar je potrebno le enkrat. Pri
rodovih Troglocaris in Asellus se referentna zaporedja najenostavneje nalozijo iz baze
BOLD, kjer se nahajajo v projektu Genbank Crustacea Malac. — University of Ljubljana
[GBCUL]. Potrebna zaporedja za posamezen rod oznacimo in jih nalozimo kot eno samo
datoteko FASTA s povezavo (Downloads) sequences. Ker so oznake, ki jih ustvari BOLD
predolge, je dobro zaporedja preimenovati v skladu z imeni v seznamu. Pri rodu Niphargus je
zaporedja treba naloziti iz GenBank s povezavo (Download) FASTA. Tudi ta zaporedja je

pred poravnavo dobro preimenovati.

Referencno uskladitev dobimo tako, da vsa referencna zaporedja rodu odpremo v MEGA, jih
uskladimo, kot je opisano zgoraj in uskladitev shranimo kot datoteko .mas. Seznami oznak

GenBank (enako so vzorci oznaceni v BOLD) so v tabelah 5-7.
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Tabela 5: Seznam referenénih zaporedij za rod Troglocaris. V levem stolpcu so oznake zaporedij v GenBank.

DQ641561 Troglocaris prasence

DQ641559 Troglocaris prasence

DQ641562 Troglocaris sp.*

DQ641563 Troglocaris hercegovinensis
DQ641565 Troglocaris hercegovinensis
DQ641557 Troglocaris pretneri

DQ641558 Troglocaris pretneri

DQ641553 Troglocaris bosnica

DQ641555 Troglocaris bosnica

FJ425971 Troglocaris planinensis
DQ641537 Troglocaris planinensis
DQ641552 Troglocaris anophthalmus
DQ641551 Troglocaris a. anophthalmus »E-slo« (intermedia)
DQ641547 Troglocaris anophthalmus »E-slo«
FJ426005 Troglocaris a. » Adriatic«
DQ641541 Troglocaris a. » Adriatic«
FJ426038 Troglocaris a. »lstra«

FJ426035 Troglocaris a. »Soa«

* neopisan takson v Sket in ZakSek, 2009

Tabela 6: Seznam referencnih zaporedij za rod Asellus. V levem stolpcu so oznake zaporedij v GenBank.

AY531798 Asellus aquaticus SZ Dinarski Kras
FJ749278 Asellus aquaticus tipski

DQ144756 Asellus aquaticus »Trans-Alpine«
AY531793 Asellus kosswigi

AY531762 Asellus kosswigi

DQ144823 Asellus sp.

Tabela 7: Seznam referen¢nih zaporedij za rod Niphargus. V levem stolpcu so oznake zaporedij v GenBank.

EF617260 Niphargus aberrans
EF617265 Niphargus aquilex
EF617287 Niphargus arbiter
EF617287 Niphargus arbiter
EF617280 Niphargus balcanicus
EF617271 Niphargus boskovici
EF617252 Niphargus carniolicus
EF617296 Niphargus dalmatinus
EU693296 Niphargus dimorphopus
EF617247 Niphargus dobati
EU693297 Niphargus dolichopus
EF617297 Niphargus elegans
EU693298 Niphargus factor

(se nadaljuje)
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(nadaljevanje)

EF617253 Niphargus fongi
EU693300 Niphargus grandii
EU693301 Niphargus hadzii
EU693302 Niphargus hrabei
EF617272 Niphargus hvarensis
EF617273 Niphargus hvarensis
EU693304 Niphargus illidzensis
EU693305 Niphargus karamani
EU693306 Niphargus kenki
EU693308 Niphargus kochianus
EF617274 Niphargus krameri
EF617257 Niphargus labacensis
EF617300 Niphargus lessiniensis
EF617241 Niphargus longicaudatus
EU693311 Niphargus longiflagellum
EU693312 Niphargus lourensis
EF617279 Niphargus maximus
EU693314 Niphargus novomestanus
EU693315 Niphargus orcinus
EU693316 Niphargus pachytelson
EF617244 Niphargus pasquinii
EF617258 Niphargus pectinicauda
EU693317 Niphargus podpecanus
EF617282 Niphargus polymorphus
EU693318 Niphargus pupetta
EF617302 Niphargus puteanus
EF617283 Niphargus rejici
EF617289 Niphargus salonitanus
EU693320 Niphargus sanctinaumi
EF617261 Niphargus scopicauda
EU693322 Niphargus slovenicus
EF617270 Niphargus sphagnicolis
EU693323 Niphargus spinulifemur
EU693324 Niphargus spoeckeri
EF617284 Niphargus stenopus
EU693325 Niphargus stygius
EF617263 Niphargus tatrensis
EU693327 Niphargus timavi
EF617281 Niphargus trullipes
EU693328 Niphargus valvasori
EF617298 Niphargus vinodolensis
EU693329 Niphargus vjetrenicensis
EF617250 Niphargus wolfi
EU693330 Niphargus zagrebensis
EF617295 Niphargus zagrebensis
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4. RAZPRAVA IN ZAKLJUCKI

4.1 RAZPRAVA

4.1.1 Primernost dolo¢anja na podlagi kratkih zaporedij DNA

Pri rodu Troglocaris se z zdruzevanjem sosedov zaporedja vseh vrst v smislu tu obravnavane
taksonomije (po Sket in Zaksek, 2009) zdruzujejo skupaj in lo¢eno od drugih skupin z dobro
podprtostjo. Glede kladov znotraj Troglocaris anophthalmus (ZakSek in sod., 2009) pa je
situacija nekoliko bolj zapletena, ker so zaporedja COI posameznih kladov manj jasno
diferencirana. Skupina »Adriatic« je precej dobro loc¢ena tako glede podprtosti kot genetske
razdalje od drugih skupin, pri ¢emer ji je precej blizu skupina »lstra«, o kateri pa je tezko kaj
z gotovostjo zaklju€iti (ZakSek in sod., 2009). Skupina »E-slo« je sicer zelo dobro locena,
vendar odstopa nekaj bazalnih zaporedij; eden od teh osebkov je bil sicer oddeljen kot
podvrsta T. anophthalmus intermedia (Sket in Zaksek, 2009). Problematic¢no je tudi zaporedje
iz tunela Cepi¢ (T. anophthalmus), ki se ne loéi jasno od skupine »E-slo«. Zanimiv je poloZaj
zaporedij Gallocaris inermis, drugega rodu, ker se uvrScajo sestrsko skupini, ki jo tvorita T.
anophthalmus in T. planinensis. Tak$na uvrstitev seveda za namene dolocanja ni relavantna,
saj globlji odnosi med posameznimi vrstami niso tako pomembni kot pravilno zdruzevanje
zaporedij istih vrst (Hebert in Gregory, 2005). Znotraj taksonov so genetske razdalje
neobicajno visoke le pri 7. prasence (razdalja med obema zaporedjema je 2,5 %); Ce
upoStevamo, da je povprecna razdalja med obravnavanimi taksoni skoraj 17 %, najbliZji sosed

(Troglocaris sp.) pa je od T. prasence oddaljen vec kot 9 %, to za dolo¢anje ni problemati¢no.

Diverziteta rodu Troglocaris je sicer vecja, kot je zaobjeta v tej nalogi, vendar je bilo
vzorcenje nekaterih taksonov zelo obsezno in verjetno je, da je variabilnost znotraj taksonov
dobro opredeljena. Slovenske populacije rodu so dovolj jasno diferencirane, da so dolocljive
brez tezav, Ce to velja za vse klade znotraj trenutnega 7. anophthalmus, pa je tezko zakljuditi.
Problematicen je zlasti klad »E-slo«, ki je zelo variabilen, razdalje do sosedov pa so
razmeroma nizke; vendar tudi tu ni nujno, da je nedolocljiv zgolj s COI, saj se ob obstojecem.
naboru podatkov najverjetneje lahko zanesljivo uvrsti tudi nova zaporedja. Bliznji kladi so
temeljito pokriti in zato ni verjetno, da bi se neznano zaporedje uvrstilo napacno, v kolikor je

v referenéno bazo vkljucenih dovolj zaporedij skupine »E-slo«, da je njena celotna COI
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variabilnost dobro zastopana — uposStevana pa morajo biti tudi problemati¢na zaporedja. V tem
primeru bi bilo za dolocanje bolje uporabiti zdruzevanje sosedov, ker je iz drevesa bolje

razvidno, kam se uvr§¢a neznano zaporedje.

Rod Asellus je bil zastopan sicer le s tremi vrstami, vendar z zelo obseZnim vzorcem
zaporedij, zato lahko predpostavimo, da je variabilnost vrst zelo dobro opredeljena. A.
kosswigi se dobro loc¢i, genetske razdalje znotraj vrste pa so bistveno nizje od razdalj do
najblizjega soseda vrste A. aquaticus, zato tezav pri doloCanju te vrste ni pri¢akovati. Tudi
Asellus sp. se dobro loci. Bolj pester je 4. aquaticus, pri katerem se zaporedja COI zdruzujejo
v ve¢ skupin, od katerih so nekatere tudi zelo dobro podprte z metodo samovzorcenja. TeZava
se, ker je A. aquaticus parafiletski, lahko pojavi v primerih, ko so nekatera zaporedja, zlasti iz
skupine SZ Dinarskega krasa, podobnej$a zaporedjem A. kosswigi kot drugim zaporedjem
lastne vrste. Za zanesljivo dolo¢anje je tudi tu potrebna referencna baza, ki dobro predstavlja
celotno variabilnost A. aquaticus. Vecina skupin znotraj A. aquaticus ni podprtih z drugimi
podatki. Na podlagi 28S rDNA se loci le skupina SZ Dinarskega krasa (Verovnik in sod.,
2005) in verjetno tu nimamo opravka s prikrito diverziteto. Veliko variabilnost zaporedij COI
pri tej vrsti se mogoce lahko izkoristi, ker do neke mere omogoca pripis neznanega vzorca
SirSi geografski skupini, ko so referencna zaporedja ustrezno poimenovana. Podobno stanje,
kjer je ena od vrst parafiletska, teoreti¢no obravnavajo Will in sod. (2005). Na podlagi CKD
naj bi bilo v takem primeru nemogoce dolociti vzorec, katerega oznacevalno zaporedje DNA
se uvrs¢a med zaporedja obeh vrst v referencni bazi. Teoreticno stanje, ki ga predvidevajo
Will in sod., je dejansko problematicno le, ¢e obstaja med oznacevanimi zaporedji obeh vrst
zvezen prehod in torej vrsti na podlagi izbranega genetskega oznadevalca nista zaznavni. Ce
sta vrsti genetsko loCeni, je napacna uvrstitev novega vzorca le posledica pomanjkljivega
vzorcenja in vrsti sta dolocljivi, ¢e referencni nabor nukleotidnih zaporedij dobro predstavlja
njuno variabilnost. V tem primeru se bo novo oznacevalsko zaporedje uvrstilo najblizje

zaporedjem svoje vrste (Meyer in Paulay, 2005).

Rod Niphargus je bil sicer zastopan z najve¢ vrstami, le tri od teh pa z veC razlicnimi
zaporedji 28S rDNA, zato je znotrajvrstno raznolikost teZzko ovrednotiti. Gledano v celoti
rezultati kar dobro ustrezajo rezultatom podobnih raziskav pri nevretencarjih na podlagi COI
(npr. Cywinska in sod., 2006). Pri treh vrstah z ve¢ razlicnimi zaporedji so znotrajvrstne

genetske razdalje razmeroma nizke. Genetske razdalje med vrstami so razli¢ne — lahko so
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precej vecje od znotrajvrstnih (povpre¢no znaSajo okoli 10 %, kar je mnogo ve¢ od
znotrajvrstnih razdalj), v nekaterih primerih pa so zelo nizke (npr. pri parih N. spoeckeri —
N.hadzii, N. vjetrenicensis - N. polymorphus in N. dimorphopus — N. kochianus). Pri takSnih
parih vrst je lahko dolodanje do vrstnega nivoja preko CKD neuspesno, vendar to ni nujno, ¢e
je tudi znotrajvrstna variabilnost 28S rDNA pri takSnih skupinah vrst zelo nizka, kar pa velja
Se preveriti. 28S rDNA je oznacevalec, ki so ga do sedaj pri rodu Niphargus najbolj
konsistentno pomnozili s PCR (Lefébure in sod., 2007; Fiser in sod., 2008), kar govori v prid

njegovi uporabi za doloCanje vrst.

Kljub temu, da je bilo pri rodu Niphargus obravnavanih najvec vrst, je bila taksonomska
pokritost rodu v tej nalogi razmeroma nizka, ker je izredno pester — zlasti ¢e upoStevamo Se
neopisano prikrito diverziteto. Glede na rezultate v tej nalogi in predhodne ugotovitve
(Lefébure in sod., 2007; Fiser in sod., 2008), pa je verjetno, da je dolocanje vecine vrst rodu

na podlagi 28S rDNA pri tej skupini moZzno, tudi ¢e je nekaj vrst problemati¢nih.

Pri obravnavanih skupinah zivali ni nobenega primera, kjer bi dva ali ve¢ taksonov delilo
enaka zaporedja COI ali 28S rDNA, torej so na podlagi teh zaporedij dolo€ljivi vsi taksoni.
Pri rodovih Troglocaris in Niphargus so nekateri kladi §ibko diferencirani, medtem ko smo
pri rodu Asellus prica zelo veliki variabilnosti znotraj vrste, kar morda zahteva prilagojen
pristop k uporabi CKD pri teh skupinah. Pri nobeni od obravnavnavanih skupin, $e posebej
pri rodu Niphargus, taksonomija tudi Se ni povsem dorecena, kar otezuje rutinsko uporabo

CKD Ze na tej stopnji.

4.1.2 Metode taksonomskega doloc¢anja

Glede na primernost COI za dolo€anje vrst rodov Asellus in Troglocaris je za ta namen
ustrezna uporaba baze BOLD. Baza omogoca pripis novega zaporedja vrsti, ¢e od Ze znanih le
nekoliko odstopa ali umestitev v drevo preko zdruZevanja sosedov. Registriranih CKD
trenutno ni za nobenega od tu obravnavanih rodov, ¢eprav je dolocanje z BOLD vsaj pri rodu
Asellus trenutno natancno, ¢e se iSCe SirSe (lahko se iS¢e po celotni bazi, ne le med
registriranimi CKD z mozZnostjo Species Level Barcode Records namesto privzete Registered
Barcodes). Natan¢no pa ni dolo¢anje pri rodu Troglocaris, ker so v bazi prisotna tudi drugace

doloc¢ena zaporedja drugih avtorjev, nekateri kladi pa niso oddeljeni kot vrste. Pri vseh
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taksonih bi bilo za trajno zanesljivo dolo¢anje seveda treba pridobiti registrirane CKD, za to
pa so potrebna veljavna vrstna imena, kromatogrami sekvenciranja ter shranjeni izvorni
vzorci. BOLD je trenutno neprimeren za rod Niphargus, kjer je COI tezavno pomnozevati,
¢eprav je mozno, da bo baza v prihodnje sprejemala 28S rDNA kot enega primarnih

oznacevalcev. Pri tem rodu bi bilo to vsekakor koristno.

Iz teh razlogov za takoj$nje doloCanje predlagamo pristop s sestavo lo¢ene referencne baze in
iskanjem drevesa po metodi zdruzevanja sosedov s prosto dostopno programsko opremo
MEGA. Rezultat je filogram na podlagi zdruZevanja sosedov, taksonomska pripadnost novega
vzorca pa ustreza taksonomski pripadnosti njegovega najbliZjega soseda v drevesu. TakSen
pristop so uporabili Hebert in sod. (2003a). Kot trdijo Neigel in sod. (2007), je za uporabo
takSnega pristopa nujno, da je referencni nabor nukleotidnih zaporedij popoln — torej da
taksoni ne manjkajo in da so zastopani z vec zaporedji, ki kazejo celotno variabilnost vrste.
To prav tako velja za dolocanje z iskalnimi algoritmi, saj tudi ti kot rezultat ponudijo
najpodobnejsa zaporedja. Ce je na voljo ved referenénih nukleotidnih zaporedij, ki obsegajo
variabilnost vrste, je zanesljivo doloc¢en vzorec, katerega zaporedje se uvrsca znotraj skupine,
ki predstavlja vrsto. Zal ne moremo biti prepri¢ani, da je referenéna baza res popolna.
Problemati¢no je lahko zlasti, ¢e se sre€amo z le enim zaporedjem taksona, ki v bazi manjka,
ker je verjetno, da bo dolo¢en napac¢no. Tezavo lahko, po Neigel in sod. (2007) zaobide le
prazni pristop k identifikaciji vrste (podobno je v sistemu BOLD), pri katerem predpostavimo
mejo divergence, do katere neznano zaporedje z gotovostjo smatramo za pripadnika vrste, s
katero se uvr§¢a. V obravnavanih skupinah meja med variabilnostjo med taksoni in znotraj
taksonov ni enotna, zato praga ne moremo posplositi na vse taksone. Glede na povprecne
znotrajvrstne razdalje obravnavanih taksonov bi lahko za dvomljivo smatrali uvrstitev
zaporedja, ki od najblizjega zaporedja v bazi odstopa za ve¢ kot 2 % pri rodovih Troglocaris
in Niphargus oz. ve¢ kot 7 % pri rodu Asellus. Ce se zgodi, da se novo zaporedje ne uvriéa z
nizko razdaljo skupaj z nobenim zaporedjem v referencni bazi, to lahko pomeni, da pripada
vrsti, ki v bazi manjka, ali pa, da je ena od vrst v bazi bolj variabilna, kot je bilo prej znano.
Prednost pristopa s filogramom je, da je intuitivno lazje interpretirati kdaj se vzorec uvrsca
razmeroma dale¢ od referencnega taksona in bi lahko zato $lo za Se neznan takson ali
kontaminacijo. Pristop je manj primeren, e so genetske razdalje med sestrskimi vrstami zelo
nizke, ker lahko tudi zelo podobna zaporedja z referen¢nimi tvorijo v drevesu politomijo.

Vsekakor pa je za zanesljivo dolocanje potrebna dovolj popolna referencna baza.



Vittori M. Moznost dolo¢anja nekaterih problemati¢nih skupin slovenskih jamskih rakov na podlagi kratkih zaporedij DNA. 36
Dipl. delo. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

Druga moznost je uporaba samostojnega BLAST (»standalone BLAST«; ve¢ na
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast overview.shtml) pri ¢emer iskanje poteka z algoritmom
BLAST po bazah zaporedij, ki jih sestavi uporabnik. Potrebna programska oprema je prav
tako prosto dostopna, pristop pa je uporabniku manj prijazen ter nima nekaterih prednosti
pristopa z zdruzevanjem sosedov, ob dovolj popolni referen¢ni bazi pa je z njim verjetno
mozno natan¢no dolo¢iti tudi zelo slabo diferencirane vrste. Podoben pristop z uporabo ITS in
Se nekaterih oznacevalcev je na voljo tudi preko spleta za dolocanje rodov Trichoderma in
Hypocrea (http://www.isth.info/tools/blast/blast.php; Kopchinskiy in sod., 2005). Ce je na
voljo dovolj popolna baza, ki zaobjema vse vrste skupine, je tak pristop najbrz boljsi od

uvrs$€anja z drevesom, zlasti ¢e je taksonov veliko, npr. pri rodu Niphargus.
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4.2 ZAKLJUCKI

- Vrste rodov Troglocaris in Asellus, obravnavane v tej nalogi, so dolocljive na podlagi
zaporedij COI, saj si vrste ne delijo haplotipov COL. V primeru 7. anophthalmus »E-slo« in
Asellus aquaticus velika znotrajvrstna variabilnost zaporedij COI glede na razdaljo od bliZnjih

taksonov zahteva obseznejsi referencni nabor zaporedij, da je doloCanje lahko zanesljivo.

- Vrste rodu Niphargus, pri katerih je pomnozevanje COI s PCR tezavno, so dolo¢ljive na
podlagi 28S rDNA, vendar so genetske razdalje znotraj nekaterih parov vrst izredno nizke
(manjSe od 0,5 %). Pri teh vrstah je lahko 28S rDNA za doloc¢anje nezadosten oznacevalec,

razen Ce je znotrajvrstna variabilnost v teh primerih izredno nizka, ta pa Se ni raziskana.

- Doloc¢anje obstojecih taksonov je mogoce s pomocjo prosto dostopne programske opreme,
kot sta MEGA ali samostojni BLAST. Za zanesljivo dolo€anje vrst rodu Niphargus je treba Se
precej izpopolniti referenéni nabor zaporedij, taksonomija rodu pa je Se v spreminjanju, zato

je do konéne referencne baze Se dolga pot.



Vittori M. Moznost dolo¢anja nekaterih problemati¢nih skupin slovenskih jamskih rakov na podlagi kratkih zaporedij DNA. 38
Dipl. delo. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2009

5. POVZETEK

V zadnjem casu so Stevilne molekularno-filogenetske in filogeografske raziskave evropskih
makrostigobiontov pokazale na veliko mero prikrite in prezrte diverzitete v ve¢ skupinah teh
zivali. Uveljavljeni morfoloski taksonomski znaki pri teh skupinah pogosto ne slikajo
dejanskih sorodstvenih odnosov med taksoni, diagnoza je lahko tezavna ali pa diagnosti¢ni
morfoloski znaki niso znani, zato je doloCanje na podlagi morfologije tezavno. Zanesljivo
dolocanje prikritih taksonov podzemnih Zivali je pomembno z naravovarstvenega vidika, saj
je nujna natancna inventarizacija favne, ozko endemicni stigobionti s svojim specificnim

okoljem pa so z vidika posegov v okolje Se posebej ranljivi.

V zadnjem desetletju je veliko pozornosti zbudil pristop k dolo¢anju morfolosko tezavnih
skupin na podlagi kratkih, standardiziranih zaporedij DNA oz. ¢rtnih kod DNA (DNA
barcoding). Uveljavljen standardni oznacevalec za dolocanje zivali je 5' konec nukleotidnega
zaporedja mitohondrijskega gena za citokrom ¢ oksidazo, imenovan tudi COI. Doloc¢anje na
podlagi tega zaporedja je mozno preko spletne baze BOLD, ki hrani do sedaj zbrana

zaporedja COI in jam¢i za njihovo kakovost in pravilno taksonomsko uvrstitev.

Obravnavali smo tri rodove, ki na obmoc¢ju Dinaridov dosegajo povecano in tudi prikrito
diverziteto: povsem stigobiontski rod Troglocaris, pretezno stigobiontski Niphargus ter rod
Asellus, ki je na tem obmocCju zastopan z jamsko vrsto in ve¢ podobnimi jamskimi
populacijami. Pri rodovih Troglocaris in Asellus smo preverili moznost uporabe zaporedij
COI za doloCanje vrst, pri rodu Niphargus pa smo se osredotoCili na 28S rDNA kot
potencialni oznacevalec, ker je COI pri tem rodu tezko pomnoziti s PCR. Na podlagi
zaporedij iz predhodnih raziskav sistematike obravnavanih rodov, ki so na voljo v bazi
GenBank, smo za posamezne rodove poiskali drevesa po metodi zdruZevanja sosedov ter
izraCunali povprecne genetske razdalje po Kimurinem dvoparametricnem modelu znotraj
taksonov in med njimi. Rod Troglocaris je bil predstavljen z enajstimi taksoni pretezno iz
obmocja Dinaridov, rod Asellus s tremi taksoni in rod Niphargus s petinpetdesetimi taksoni;

vzorci za ta dva rodova izhajajo iz vecjega dela Evrope, Dinaridi pa so vzorceni poudarjeno.

Posamezni taksoni obravnavanih rodov ne delijo enakih zaporedij oznadevalca, torej je

doloCanje na podlagi predlaganih zaporedij zanesljivo. Pri rodu Troglocaris se vecina
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taksonov po metodi zdruzevanja sosedov zdruzuje skupaj s prepri¢ljivo podporo po metodi
samovzorcenja, izjema je le klad »E-slo« Troglocaris anophthalmus. Pri rodu Asellus se
zaporedja 4. kosswigi in Asellus sp. iz Ukrajine zdruzujejo z mo¢no podporo, zaporedja A.
aquaticus pa oblikujejo glede na A. kosswigi parafiletsko skupino, ki se deli na vec
podskupin. Pri rodu Niphargus se z dobro podporo zdruzujejo skupaj zaporedja vseh vrst,
zastopanih z ve¢ zaporedji. Do delnega prekrivanja znotrajvrstne in medvrstne variabilnosti
prihaja pri vseh rodovih, vendar to ni veliko, povprecne znotrajvrstne razdalje pa so pri
rodovih Niphargus ter Troglocaris mnogo manjSe od povpre¢nih medvrstnih v znotraj
posameznih rodov. Problemati¢ne so lahko nekatere vrste rodu Niphargus, pri katerih so
medvrstne genetske razdalje izredno nizke, vendar to ni nujno, ¢e je nizka tudi znotrajvrstna
variabilnost. Ena izmed vrst rodu Asellus kaze izredno variabilnost zaporedij COI s
povpre¢no znotrajvrstno genetsko razdaljo blizu 10 %. Med nekaterimi taksoni rodu
Troglocaris so razdalje razmeroma nizke, medtem ko je variabilnost znotraj posameznih
taksonov lahko precej$nja. S tega vidika je problematic¢en klad 7. anophthalmus »E-slo«. V
takSnih primerih utegne biti dolocanje zanesljivejSe, ¢e so taksoni zastopani z vzorcem

zaporedij, ki dobro odraza njihovo variabilnost.

Zanesljivo doloc¢anje obravnavanih rodov trenutno Se ni izvedljivo preko baze BOLD,
predlagamo pa dostopne protokole za dolocanje s pomocjo prosto dostopnega filogenetskega
orodja MEGA 4.0. Rod Niphargus je trenutno z diagnosticnimi zaporedji Se pomanjkljivo

zastopan, zato dolo¢anje na podlagi le-teh ni zanesljivo.
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Priloga A: Seznam uporabljenih zaporedij in lokalitet rodu Troglocaris

GenBank acc. | Takson Lokaliteta lat. long. drZava
DQ641552 Troglocaris anophthalmus Cepié tunel Kr§an 45.1563 | 14.1620 Hrvaska
FJ426042 | Troglocaris a.. "E-slo” Mikaginovica pecina Ogulin 45.2753 | 152902 | 1y a51a
FJ426039 | Troglocaris a.. "E-slo" Mikaginovica pecina Ogulin 45.2753 | 15.2902 | 1y a5q
FJ426031 Troglocaris a.. "E-slo" Jama v kamnolomu Vinica 454544 | 152443 Slovenija
FJ426029 Troglocaris a.. "E-slo" Jama v kamnolomu Vinica 454544 | 152443 Slovenija
FJ426025 Troglocaris a.. "E-slo" jama Stobe Crnomelj 456043 | 154707 Slovenija
FJ426022 Troglocaris a.. "E-slo" Simenkovo brezno Grosuplie 459607 | 14.8169 Slovenija
FJ426017 Troglocaris a.. "E-slo" Poltarica Krka 458871 | 147671 Slovenija
FJ425980 Troglocaris a.. "E-slo" Jama pod gradom Luknja Novo mesto 458184 150998 Slovenija
FJ425979 Troglocaris a.. "E-slo" Jama pod gradom Luknja Novo mesto 458184 | 15.0098 Slovenija
FJ425978 Troglocaris a.. "E-slo" Kuruzovi¢a pe¢ina Rakovica 44.9147 | 15.7024 Hrvaska
FJ425977 Troglocaris a.. "E-slo" Kuruzovi¢a pecina Rakovica 44.9147 | 15.7024 Hrvadka
FJ425956 | Troglocaris .. "E-slo" Jelsevnik Emomel 455732 | 151488 | 5, enija
FJ425948 Troglocaris a.. "E-slo" Crnigkova jama Dvor 458082 | 14.9627 Slovenija
FJ425946 Troglocaris a.. "E-slo" Crnigkova jama Dvor 45.8082 | 14.9627 Slovenija
FJ425033 | Troglocaris a.. "E-slo" Susica Dolenjske Toplice | 426781 18:555%6 | g5venia
FJ425923 Troglocaris a.. "E-slo" Jelovicka jama Colnarji 455204 | 14.3092 Slovenija
DQ641550 Troglocaris a.. "E-slo" JelSevnik Crnomelj 45.5732 | 151488 Slovenija
DQ641549 Troglocaris a.. "E-slo" JelSevnik Crnomelj 455732 | 151488 Slovenija
DQB41548 | Troglocaris a.. "E-slo" Kobiljaca Speharji 454437 | 151400 | g1, enija
DQ641547 Troglocaris a.. "E-slo" Kompoljska jama Kompolje 45.7995 | 14.7309 Slovenija
DQ641546 Troglocaris a.. "E-slo" Vrtage, Mobi brezno Ribnica 457082 | 14.7895 Slovenija
DQ641545 | Troglocaris a.. "E-slo" Jelovicka jama Colnarji 4552041 14.9092 | gy, enija
DQ641544 Troglocaris a.. "E-slo" Podpeska jama Videm, Dobrepolje 45.8393 | 14.6863 Slovenija
DQ641551 Troglocaris a.. "E-slo"/ intermedia | MikaSinovi¢a pecina Ogulin 45.2753 | 15.2902 Hrvaska
FJA26005 | Troglocaris a.. "Adriatic” Spilia kod Jurjevica Peljasac 429847 | 17.2121 | g
FJ426004 Troglocaris a.. "Adriatic" Markovac Otocac 44.8614 | 153044 Hrvadka
FJ425061 | Troglocaris a.."Adriatic” Karignica Donji Karin 44.0778 | 156505 | 1y agiq
FJ425960 | Troglocaris .. "Adriatic” Karisnica Donji Karin 44.0778 | 156505 | 1y oxg
FJ425921 Troglocaris a.. "Adriatic" Jama na Du¢acu Bra¢ 43.3634 | 16.6770 | Hrvaska
FJ425919 Troglocaris a.. "Adriatic" Bikovica Pirovac 438358 | 156500 Hrvadka
FJ425918 Troglocaris a.. "Adriatic" Bikovica Pirovac 138358 | 156500 Hrvadka
DQ641543 Troglocaris a.. "Adriatic" Pecina kod Vrane Biograd 43.9635 | 15.5464 Hrvadka
DQ641542 Troglocaris a.. "Adriatic" Vjetrenica Popovo polie 42,8457 | 17.9839 BiH
DQ641541 Troglocaris a... "Adriatic" Vjetrenica Popovo polje 428457 | 17.9839 BiH
DQ641540 Troglocaris a... "Adriatic" Bikovica Pirovac 438358 | 156500 Hrvadka
DQ641539 Troglocaris a.. "Adriatic" Bikovica Pirovac 43.8358 | 156500 Hrvaska
FJ426038 Troglocaris a.. "Istra" Klarica jama Vrsar 45.1925 | 13.6430 | Hrvaska
FJ426035 Troglocaris a.. "So¢a" Vogriéek (= Babja jama) Most na Sodi 46.1254 1 13.7123 Slovenija

(se nadaljuje)
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(nadaljevanje)

GenBank acc. | Takson Lokaliteta lat. long. drZava
FJ426037 Troglocaris planinensis Malo okence Vrhnika 45.9514 | 14.2954 Slovenija
FJ426013 Troglocaris planinensis Planinska jama, Rak Planina 458199 | 142457 Slovenija
FJ426001 Troglocaris planinensis Jama kod Komune Novigrad 45.3643 | 13.5658 | Hrvaska
FJ425998 Troglocaris planinensis Najdena jama Planina 45.8763 | 14.2455 Slovenija
FJ425096 | Troglocaris planinensis Jama v Miaki Pivka 456633 | 142213 | 515 enija
FJ425995 Troglocaris planinensis Jama v Mlaki Pivka 456633 | 14.2213 Slovenija
FJ425991 Troglocaris planinensis Mejame Divaga 456515 | 13.9877 Slovenija
FJ425975 Troglocaris planinensis Cepi¢ tunel Krsan 45.1563 | 14.1620 Hrvaska
FJ425973 Troglocaris planinensis Cepié tunel Krdan 451563 | 14.1620 Hrvaska
FJ425971 Troglocaris planinensis Cepié tunel Krsan 451563 | 14.1620 Hrvaska
FJ425957 Troglocaris planinensis Kacna jama Divaca 456820 | 13.9565 Slovenija
FJ425945 Troglocaris planinensis Brezno pri Stivanu Monfalcone 45,7909 | 13.5915 Italija
FJ425943 Troglocaris planinensis Brezno pri Stivanu Monfalcone 45.7909 | 13.5915 Italija
FJ425937 Troglocaris planinensis Brezno pri Stivanu Monfalcone 45.7309 | 13.5915 Italija
DQ641538 Troglocaris planinensis Cepi¢ tunel Krsan 451563 | 14.1620 Hrvaska
DQ641537 Troglocaris planinensis Planinska jama Planina 458199 | 142457 Slovenija
DQ641535 Troglocaris planinensis Osapska jama Osp 45.5730 | 13.8620 Slovenija
DQ641534 Troglocaris planinensis Labodnica Trebiciano 456845 | 13.8286 Italija
DQ641533 Troglocaris planinensis Osapska jama Osp 45.5730 | 13.8620 Slovenija
DQ641532 Troglocaris planinensis Osapska jama Osp 45.5730 | 13.8620 Slovenija
DQ641531 Troglocaris planinensis Kaéna jama Divaga 456620 | 13.9565 Slovenija
DQ641530 Troglocaris planinensis Labodnica Trebiciano 456845 | 13.8286 Italija
DQ641529 Troglocaris planinensis Kaéna jama Divaca 456620 | 13.9565 Slovenija
DQ641565 Troglocaris hercegovinensis Obodska pe¢ina Rijeka Crnojevica 42.3527 | 19.0056 Crna Gora
DQ641564 Troglocaris hercegovinensis Obodska pecina Rijeka Crmojevica 42.3527 | 19.0056 Crna Gora
DQ641563 Troglocaris hercegovinensis Vjetrenica Popovo polje 428457 | 17.9839 BiH
DQ641558 Troglocaris pretneri Vjetrenica Popovo polje 428457 | 17.9839 BiH
DQ641557 Troglocaris pretneri Vijetrenica Popovo polje 428457 | 17.9839 BiH
DQ641561 Troglocaris prasence Obodska pecina Rijeka Crnojevica 42.3527 | 19.0056 Crna Gora
DQ641559 Troglocaris prasence Obodska pe¢ina Rijeka Crnojevica 42.3527 | 19.0056 Crna Gora
DQ641555 Troglocaris bosnica Dabarska peéina Sanski most 44.7107 | 16.6358 BiH
DQ641554 Troglocaris bosnica Dabarska pecina Sanski most 44.7107 ] 16.6358 BiH
DQ641553 Troglocaris bosnica Suvaja pecina 446981 164729 BiH
DQ641562 | Troglocaris sp. Suvaja pecina 446981 164729 | gy
DQ641568 Gallocaris inermis Grotte des Cent-Fons Montpellier 43.8044 | 3.6497 | Francija
DQ641567 Gallocaris inermis Sauve Montpellier 43.9408 | 3.9519 | Francija
DQ641566 Gallocaris inermis Sauve Montpellier 43.9408 | 3.9519 | Francija
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Priloga B: Seznam uporabljenih zaporedij in lokalitet rodu Asellus

GenBank
acc. Takson Lokaliteta regija lat. long. drzava
AY531825 Asellus aquaticus | Ga$pinova jama Logatec 45.9106 | 14.2406 | Slovenija
AY531824 Asellus aquaticus | GaSpinova jama Logatec 45.9106 | 14.2406 | Slovenija
AY531823 Asellus aquaticus | GaSpinova jama Logatec 45.9106 | 14.2406 | Slovenija
AY531822 Asellus aquaticus | Ga$pinova jama Logatec 45.9106 | 14.2406 | Slovenija
AY531821 Asellus aquaticus | Krdka jama Ivanéna Gorica 45.9106 | 14.7758 | Slovenija
AY531820 Asellus aquaticus | Otok Cerknica 45.8903 | 14.3808 | Slovenija
AY531819 Asellus aquaticus | Otok Cerknica 45.8903 | 14.3808 | Slovenija
AY531818 Asellus aquaticus | Sava, Zbilje 46.1567 | 14.4253 | Slovenija
AY531817 Asellus aquaticus | Sava, Zbilje 46.1567 | 14.4253 | Slovenija
AY531816 Asellus aquaticus | Sava, Zbilje 46.1567 | 14.4253 | Slovenija
AY531815 Asellus aquaticus | Sava, Zbilje 46.1567 | 14.4253 | Slovenija
AY531814 Asellus aquaticus | Sava, Zbilje 46.1567 | 14.4253 | Slovenija
AY531813 Asellus aquaticus | Otok Cerknica 45.8903 | 14.3808 | Slovenija
AY531812 Asellus aquaticus | Otok Cerknica 45.8903 | 14.3808 | Slovenija
AY531811 Asellus aquaticus | Otok Cerknica 45.8903 | 14.3808 | Slovenija
AY531810 Asellus aquaticus | Susje Ribnica 45.7536 | 14.6881 | Slovenija
AY531809 Asellus aquaticus | Susje Ribnica 45.7536 | 14.6881 | Slovenija
AY531808 Asellus aquaticus | Osdorf Hamburg 45.7536 | 14.6881 | Slovenija
AY531804 Asellus aquaticus | Planinska jama - Rak Planina 45.8161 | 14.2444 | Slovenija
AY531803 Asellus aquaticus | Planinska jama - Rak Planina 45.8161 | 14.2444 | Slovenija
AY531802 Asellus aquaticus | Planinska jama - Rak Planina 45.8161 | 14.2444 | Slovenija
AY531801 Asellus aquaticus | Planinska jama - Pivka Planina 45.8161 | 14.2444 | Slovenija
AY531800 Asellus aquaticus | Planinska jama - Pivka Planina 45.8161 | 14.2444 | Slovenija
AY531799 Asellus aquaticus | Planinska jama - Pivka Planina 45.8161 | 14.2444 | Slovenija
AY531798 Asellus aquaticus | Rakek Cerknica 45.8322 | 14.2639 | Slovenija
AY531797 Asellus aquaticus | Pivka jama Postojna 45.8044 | 14.2050 | Slovenija
AY531796 Asellus aquaticus | Veliki Otok Postojna 45.7881 | 14.1972 | Slovenija
AY531795 Asellus aquaticus | Crna jama Kocevje 45.7986 | 14.2081 | Slovenija
AY53179%4 Asellus aquaticus | Crna jama Kocevje 45.7986 | 14.2081 | Slovenija
AY531790 Asellus aquaticus | Lucka jama Grosuplie 459181 | 14.7208 | Slovenija
AY531789 Asellus aquaticus | Lucka jama Grosuplie 459181 | 14.7208 | Slovenija
AY531788 Asellus aquaticus | Lucka jama Grosuplie 45.9181 | 14.7208 | Slovenija
AY531787 Asellus aquaticus | Lucka jama Grosuplie 459181 | 14.7208 | Slovenija
AY531786 Asellus aquaticus | Novo Mesto River Krka 45.8228 | 15.1933 | Slovenija
AY531785 Asellus aquaticus | Novo Mesto River Krka 45.8228 | 15.1933 | Slovenija
AY531784 Asellus aquaticus | Homps, Lezignan 43.2669 | 2.7194 | Slovenija
szedaljuje)
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(nadaljevanje)

GenBank acc. | Takson Lokaliteta regija lat. long. drzava
AY531783 Asellus aquaticus | Homps, Lezignan 43.2669 | 2.7194 | Slovenija
AY531782 Asellus aquaticus | jama Vir§nica Grosuplie 45.9069 | 14.7033 | Slovenija
AY531781 Asellus aquaticus | jama Vir§nica Grosuplie 45.9069 | 14.7033 | Slovenija
AY531780 Asellus aquaticus | jama Vir§nica Grosuplie 45.9069 | 14.7033 | Slovenija
AY531779 Asellus aquaticus | Bakovci 46.6064 | 16.1656 | Slovenija
AY531778 Asellus aquaticus | Bakovci 46.6064 | 16.1656 | Slovenija
AYS31777 Asellus aquaticus | Bakovci 46.6064 | 16.1656 | Slovenija
AY531776 Asellus aquaticus | Bakovci 46.6064 | 16.1656 | Slovenija
AY531775 Asellus aquaticus | Planinska jama, Pivka Planina 458161 | 14.2444 | Slovenija
AY531771 Asellus aquaticus | Dolga vas Kocevje 45.9069 | 14.7033 | Slovenija
AY531770 Asellus aquaticus | Dolga vas Kocevje 45.9069 | 14.7033 | Slovenija
AY531769 Asellus aquaticus | Dolga vas Kocevje 45.9069 | 14.7033 | Slovenija
AY531768 Asellus aquaticus | Rakov Skocjan Cerknica 45.8322 | 14.2639 | Slovenija
AY531767 Asellus aquaticus | Pivka jama Postojna 45.8044 | 14.2050 | Slovenija
AY531766 Asellus aquaticus | Pivka jama Postojna 45.8044 | 14.2050 | Slovenija
AY531761 Asellus aquaticus | Otok Cerknica 45.8903 | 14.3808 | Slovenija
AY531760 Asellus aquaticus | Veliki Otok Postojna 45.7881 | 14.1972 | Slovenija
AY531759 Asellus aquaticus | Veliki Otok Postojna 45.7881 | 14.1972 | Slovenija
AY531758 Asellus aquaticus | Crna jama Kocevje 45.7986 | 14.2081 | Slovenija
AY531757 Asellus aquaticus | Crna jama Kocevje 45.7986 | 14.2081 | Slovenija
DQ144893 Asellus aquaticus | Hagymés-lapos Tiszafiired 47.5581 | 20.9247 | Madzarska
DQ144892 Asellus aquaticus | Hagymas-lapos Tiszafiired 47.5581 | 20.9247 | Madzarska
DQ144891 Asellus aquaticus | Hagyméas-lapos Tiszafiired 47.5581 | 20.9247 | Madzarska
DQ144890 Asellus aquaticus | Hagymés-lapos Tiszafiired 47.5581 | 20.9247 | Madzarska
DQ144888 Asellus aquaticus | Matelica Ancona 43.2550 | 13.0117 | ltalija
DQ144887 Asellus aquaticus | Matelica Ancona 43.2550 | 13.0117 | ltalija
DQ144885 Asellus aquaticus | Evros delta Feres 40.8508 | 26.1775 | Grcija
DQ144884 Asellus aquaticus | Evros delta Feres 40.8508 | 26.1775 | Grcija
DQ144883 Asellus aquaticus | Vryssia Farsala 39.2700 | 22.3161 | Gréija
DQ144882 Asellus aquaticus | Vryssia Farsala 39.2700 | 22.3161 | Gréija
DQ144881 Asellus aquaticus | Vryssia Farsala 39.2700 | 22.3161 | Gréija
DQ144880 Asellus aquaticus | Vryssia Farsala 39.2700 | 22.3161 | Gréija
DQ144879 Asellus aquaticus | jezero Paralimini Thiva 38.4469 | 23.3778 | Gréija
DQ144878 Asellus aquaticus | jezero Paralimini Thiva 38.4469 | 23.3778 | Gréija
DQ144877 Asellus aquaticus | jezero Paralimini Thiva 38.4469 | 23.3778 | Gréija
DQ144876 Asellus aquaticus | jezero Paralimini Thiva 38.4469 | 23.3778 | Gréija
DQ144875 Asellus aquaticus | jezero Paralimini Thiva 38.4469 | 23.3778 | Gréija
DQ144874 Asellus aquaticus | Sv. Naum Ohrid 40.9478 | 20.7817 | Makedonija
(se

nadaljuje)
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GenBank acc. | Takson Lokaliteta regija lat. long. drzava
DQ144873 Asellus aquaticus | Sv. Naum Ohrid 40.9478 | 20.7817 | Makedonija
DQ144872 Asellus aquaticus | Sv. Naum Ohrid 40.9478 | 20.7817 | Makedonija
DQ144871 Asellus aquaticus | Kozjak Prespa 41.0592 | 21.0408 | Makedonija
DQ144870 Asellus aquaticus | Kozjak Prespa 41.0592 | 21.0408 | Makedonija
DQ144869 Asellus aquaticus | Strimoniko Serres 41.0689 | 23.2892 | Grcija
DQ144868 Asellus aquaticus | Nestos delta Xerias 41.0011 | 24.7244 | Grcija
DQ144867 Asellus aquaticus | Nestos delta Xerias 41.0011 | 24.7244 | Grcija
DQ144866 Asellus aquaticus | Nestos delta Xerias 41.0011 | 24.7244 | Grcija
DQ144865 Asellus aquaticus | Provatonas Alexsandroupoli 41.0250 | 26.2442 | Gréija
DQ144864 Asellus aquaticus | Malecka Varazdin 46.3108 | 16.4772 | Croatia
DQ144863 Asellus aquaticus | Matelica Ancona 43.2550 | 13.0117 | ltalija
DQ144862 Asellus aquaticus | Babina Greda 45.0556 | 18.6400 | Hrvaska
DQ144861 Asellus aquaticus | Babina Greda 45,0556 | 18.6400 | HrvaSka
DQ144860 Asellus aquaticus | Babina Greda 45.0556 | 18.6400 | HrvaSka
DQ144859 Asellus aquaticus | Babina Greda 45.0556 | 18.6400 | Hrvaska
DQ144858 Asellus aquaticus | izvir Sum, Struga Ohrid 41.2261 | 20.5953 | Makedonija
DQ144857 Asellus aquaticus | izvir Sum, Struga Ohrid 41.2261 | 20.5953 | Makedonija
DQ144856 Asellus aquaticus | jezero Kastoria Kastoria 40.5161 | 21.2544 | Grcija
DQ144855 Asellus aquaticus | jezero Kastoria Kastoria 40.5161 | 21.2544 | Grija
DQ144854 Asellus aquaticus | Top€ider Beograd 447625 | 20.4675 | Srbija
DQ144853 Asellus aquaticus | TopCider Beograd 447625 | 20.4675 | Srbija
DQ144852 Asellus aquaticus | Wageningen 519678 | 5.6628 | Nizozemska
DQ144851 Asellus aquaticus | Wageningen 51.9678 | 5.6628 | Nizozemska
DQ144850 Asellus aquaticus | Malecka Varazdin 46.3108 | 16.4772 | HrvaSka
DQ144849 Asellus aquaticus | Malecka Varazdin 46.3108 | 164772 | Hrvaska
DQ144848 Asellus aquaticus | Rieti Lazio 424031 | 12.8611 | ltalija
DQ144847 Asellus aquaticus | Lonjica Zagreb 45.8575 | 16.3406 | Hrvadka
DQ144846 Asellus aquaticus | Lonjica Zagreb 458575 | 16.3406 | Hrvaska
DQ144845 Asellus aquaticus | Wageningen 519678 | 5.6628 | Nizozemska
DQ144844 Asellus aquaticus | Wageningen 51.9678 | 5.6628 | Nizozemska
DQ144843 Asellus aquaticus | Malecka Varazdin 46.3108 | 16.4772 | Hrvaska
DQ144842 Asellus aquaticus | Zirovnica Skofia Loka 46.0497 | 141272 | Slovenija
DQ144841 Asellus aquaticus | Zirovnica Skofja Loka 46.0497 | 141272 | Slovenija
DQ144840 Asellus aquaticus | Pevestorf Elbe 53.0692 | 11.4558 | Nemdija
DQ144839 Asellus aquaticus | Pevestorf Elbe 53.0592 | 11.4558 | Nemcija
DQ144838 Asellus aquaticus | Pevestorf Elbe 53.0592 | 11.4558 | Nemcija
DQ144837 Asellus aquaticus | Lonjica Zagreb 45.8575 | 16.3406 | Hrvadka
DQ144836 Asellus aquaticus | Lonjica Zagreb 45.8575 | 16.3406 I(-irvaéka
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DQ144835 Asellus aquaticus | Lonjica Zagreb 458575 | 16.3406 | Hrvaska
DQ144834 Asellus aquaticus | Neuville sur Saone Lyon 45.8667 | 4.8417 | Francija
DQ144833 Asellus aquaticus | Neuville sur Saone Lyon 45.8667 | 4.8417 | Francija
DQ144832 Asellus aquaticus | Ettringen Augsburg 48.1042 | 10.6533 | Nemcija
DQ144831 Asellus aquaticus | Ettringen Augsburg 48.1042 | 10.6533 | Nemcija
DQ144826 Asellus sp. River Kharkiv Kharkiv 50.0392 | 36.1617 | Ukrajina
DQ144825 Asellus sp. River Kharkiv Kharkiv 50.0392 | 36.1617 | Ukrajina
DQ144824 Asellus sp. River Kharkiv Kharkiv 50.0392 | 36.1617 | Ukrajina
DQ144823 Asellus sp. River Kharkiv Kharkiv 50.0392 | 36.1617 | Ukrajina
DQ144822 Asellus aquaticus | Olsztyn 53.8114 | 20.4367 | Poljska
DQ144821 Asellus aquaticus | Olsztyn 53.8114 | 20.4367 | Poljska
DQ144820 Asellus aquaticus | Pentling Regensburg 48.9806 | 12.0450 | Nemcija
DQ144819 Asellus aquaticus | Pentling Regensburg 48.9806 | 12.0450 | Nemcija
DQ144818 Asellus aquaticus | Alborg Nordjylland 57.0472 | 9.9194 | Danska
DQ144817 Asellus aquaticus | Alborg Nordjylland 57.0472 | 9.9194 | Danska
DQ144816 Asellus aquaticus | Alborg Nordjylland 57.0472 | 9.9194 | Danska
DQ144815 Asellus aquaticus | Tisza Kiskdre 475894 | 20.6831 | Madzarska
DQ144814 Asellus aquaticus | Tisza Kiskére 475894 | 20.6831 | Madzarska
DQ144813 Asellus aquaticus | Nyeki Duna - Oxbow Gemenc 46.1940 | 18.8600 | Madzarska
DQ144812 Asellus aquaticus | Nyeki Duna - Oxbow Gemenc 46.1940 | 18.8600 | MadZarska
DQ144811 Asellus aquaticus | Nyeki Duna - Oxbow Gemenc 46.1940 | 18.8600 | Madzarska
DQ144810 Asellus aquaticus | Nyeki Duna - Oxbow Gemenc 46.1940 | 18.8600 | Madzarska
DQ144809 Asellus aquaticus | Piispdkladany Hajdu-Bihar 47.3931 | 21.1103 | Madzarska
DQ144808 Asellus aquaticus | Piispokladany Hajdu-Bihar 47.3931 | 21.1103 | Madzarska
DQ144807 Asellus aquaticus | Piispokladany Hajdu-Bihar 47.3931 | 21.1103 | Madzarska
DQ144806 Asellus sp. Pionersky Kharkiv 49.9336 | 36.2308 | Ukrajina
DQ144805 Asellus sp. Pionersky Kharkiv 49.9336 | 36.2308 | Ukrajina
DQ144804 Asellus aquaticus | Popovo polie Trebinje 427139 | 18.3300 | BiH
DQ144803 Asellus aquaticus | Popovo polie Trebinje 427139 | 18.3300 |BiH
DQ144802 Asellus aquaticus | Popovo polie Trebinje 42.7139 | 18.3300 | BiH
DQ144801 Asellus aquaticus | Popovo polie Trebinje 42.7139 | 18.3300 | BiH
DQ144800 Asellus aquaticus | Jezerane Sen; 45.0467 | 15.2258 | Hrvadka
DQ144799 Asellus aquaticus | Jezerane Sen; 45.0467 | 15.2258 | Hrvadka
DQ144797 Asellus aquaticus | Prilipe Brezice 45.8789 | 15.6411 | Slovenija
DQ144796 Asellus aquaticus | Prilipe BreZice 45.8789 | 15.6411 | Slovenija
DQ144795 Asellus aquaticus | Prilipe BreZice 45.8789 | 15.6411 | Slovenija
DQ144794 Asellus aquaticus | S. Giovanni al Timavo Monfalcone/Trzi¢ 45.7883 | 13.5956 | ltalija
gsaiialjuje)
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DQ144793 Asellus aquaticus | S. Giovanni al Timavo Monfalcone/TrZi¢ 45.7883 | 13.5956 | ltalija
DQ144792 Asellus aquaticus | S. Giovanni al Timavo Monfalcone/Trzi¢ 45.7883 | 13.5956 | ltalija
DQ144791 Asellus aquaticus | Baske OStarije Karlobag 445267 | 151814 | Hrvaska
DQ144790 Asellus aquaticus | BaSke Otarije Karlobag 44.5267 | 15.1814 | Hrvadka
DQ144789 Asellus aquaticus | Baske OStarije Karlobag 445267 | 15.1814 | Hrvaska
DQ144788 Asellus aquaticus | Baske OStarije Karlobag 445267 | 151814 | Hrvaska
DQ144787 Asellus aquaticus | Dolenje Ajdovcina 45.8694 | 13.9197 | Slovenija
DQ144786 Asellus aquaticus | Dolenje Ajdovcina 45.8694 | 13.9197 | Slovenija
DQ144785 Asellus aquaticus | Dolenje Ajdovic¢ina 458694 | 13.9197 | Slovenija
DQ144784 Asellus aquaticus | Dolenje Ajdovcina 45.8694 | 13.9197 | Slovenija
DQ144783 Asellus aquaticus | Dolenje Ajdovcina 45.8694 | 13.9197 | Slovenija
DQ144782 Asellus aquaticus | San Pancrazio Verona 454356 | 11.0342 | ltalija
DQ144781 Asellus aquaticus | San Pancrazio Verona 454356 | 11.0342 | ltalija
DQ144780 Asellus aquaticus | San Pancrazio Verona 454356 | 11.0342 | ltalija
DQ144779 Asellus aquaticus | San Pancrazio Verona 454356 | 11.0342 | ltalija
DQ144776 Asellus aquaticus | Dobre polje 42.6589 | 18.9961 | Crna Gora
DQ144775 Asellus aquaticus | Dobre polje 426589 | 18.9961 | Cra Gora
DQ144774 Asellus aquaticus | Saint-Usage 471111 5.2653 | Francija
DQ144773 Asellus aquaticus | Saint-Usage 471111 | 5.2653 | Francija
DQ144772 Asellus aquaticus | Saint-Usage 471111 5.2653 | Francija
DQ144771 Asellus aquaticus | Osp Koper 455739 | 13.8514 | Slovenija
DQ144770 Asellus aquaticus | Osp Koper 455739 | 13.8514 | Slovenija
DQ144769 Asellus aquaticus | Osp Koper 455739 | 13.8514 | Slovenija
DQ144768 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144767 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144766 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144765 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144764 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144763 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144762 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144761 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144760 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144759 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144758 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144757 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144756 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144755 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144754 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 | Slovenija
DQ144753 Asellus aquaticus | Drava, Ptuj 46.3847 | 15.9364 (Slovenija
se

nadaljuje)
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AY531828 Asellus aquaticus | Malo okence Vrhnika 45.9514 | 14.2989 | Slovenija
AY531827 Asellus aquaticus | Malo okence Vrhnika 45.9514 | 14.2989 | Slovenija
AY531826 Asellus aquaticus | Malo okence Vrhnika 45.9514 | 14.2989 | Slovenija
AY531807 Asellus aquaticus | Veliki Otok Postojna 45.7881 | 14.1972 | Slovenija
AY531806 Asellus aquaticus | Planinska jama, Pivka Planina 458161 | 14.2444 | Slovenija
AY531805 Asellus aquaticus | Rakek Cerknica 45.8322 | 14.2639 | Slovenija
AY531774 Asellus aquaticus | Rinza KoCevje Slovenija
AY531773 Asellus aquaticus | RinZa Kocevje Slovenija
AY531772 Asellus aquaticus | RinZa Kocevje Slovenija
DQ144889 Asellus aquaticus | Cret Ptuj 46.4758 | 15.8031 | Slovenija
DQ144886 Asellus aquaticus | reka Don Sheffield 534944 | 1.2478 \éfig(r?ija
DQ144830 Asellus aquaticus | jama Zoodhos | Santorini 36.4528 | 25.5056 | Gréija
DQ144829 Asellus aquaticus | jama Zoodhos | Santorini 36.4528 | 25.5056 | Gréija
DQ144828 Asellus aquaticus | jama Zoodhos | Santorini 36.4528 | 255056 | Gréija
DQ144827 Asellus aquaticus | jama Zoodhos | Santorini 36.4528 | 25.5056 | Gréija
DQ144798 Asellus aquaticus | Dekmanca Kozje 46.9558 | 15.6322 | Slovenija
FJ749279 Asellus aquaticus | Ulva Uppsala 59.9128 | 175758 | Svedska
FJ749278 Asellus aquaticus | Ulva Uppsala 59.9128 | 175758 | Svedska
FJ749277 Asellus aquaticus | Ulva Uppsala 599128 | 175758 | Svedska
FJ749276 Asellus aquaticus | Ulva Uppsala 599128 | 175758 | Svedska
FJ749275 Asellus kosswigi S. Giovanni al Timavo Monfalcone/Trzi¢ 45.7883 | 13.5956 | ltalija
AY531765 Asellus kosswigi Labodnica Trieste/Trst 456842 | 13.9167 | Slovenija
AY531764 Asellus kosswigi Labodnica Trieste/Trst 45.6842 | 13.9167 | Slovenija
AY531763 Asellus kosswigi Labodnica Trieste/Trst 45.6842 | 13.9167 | Slovenija
AY531762 Asellus kosswigi Labodnica Trieste/Trst 456842 | 13.9167 | Slovenija
AY531793 Asellus kosswigi Labodnica Trieste/Trst 45.6842 | 13.9167 | Slovenija
AY531792 Asellus kosswigi Labodnica Trieste/Trst 45.6842 | 13.9167 | Slovenija
AY531791 Asellus kosswigi Labodnica Trieste/Trst 456842 | 13.9167 | Slovenija
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Priloga C: Seznam uporabljenih zaporedij in lokalitet rodu Niphargus

GenBank acc. Takson Lokaliteta regija drZava
EF617260 Niphargus aberrans Snebrie Lubljana Slovenija
EF617265 Niphargus aquilex Little stour Velika Britanija
EF617287, EF617288 | Niphargus arbiter Tounjcica Ogulin Hrvaska
EF617280 Niphargus balcanicus Vijetrenica Popovo Polie BiH
EF617271 Niphargus boskovici Bjelusica Popovo Polie BiH
EF617252 Niphargus carniolicus Lukenjska jama Novo mesto Slovenija
EF617296 Niphargus dalmatinus Vrana Zadar Hrvaska
EU693296 Niphargus dimorphopus Gulpen Limburg Nizozemska
EF617247 Niphargus dobati Rakov 8kocjan Rakek Slovenija
EU693297 Niphargus dolichopus Suvaja pecina BiH
EF617297 Niphargus elegans San Pancrazio Verona Italija
EU693298 Niphargus factor Vjetrenica Popovo Polje BiH
EF617253 Niphargus fongi Koblarska jama Slovenija
EU693300 Niphargus grandii potok Torre Ruda Italija
EU693301 Niphargus hadzii Vrhnika, izvir "Pod orehom" Lubljana Slovenija
EU693302 Niphargus hrabei Lupoglav, potok ob cesti Zagreb Hrvaska
EF617272 Niphargus hvarensis Milini Cavtat Hrvaska
EF617273 Niphargus hvarensis Trsteno, izvir ob spomeniku pri platani Dubrovnik Hrvaska
EU693303 Niphargus hvarensis Slano, izvir za cerkvijo Hrvaska
EU693304 Niphargus illidzensis vrelo Bosne Sarajevo BiH
EU693305 Niphargus karamani Fram 119, vodnjak Maribor Slovenija
EU693306 Niphargus kenki Sodna vas 25, izvir pod hiSo Podcetrtek Slovenija
EU693308 Niphargus kochianus St. Albans Velika Britanija
EF617274 Niphargus krameri potok Brestovac Pazin Hrvaska
EF617257 Niphargus labacensis Tomacevo Ljubljana Slovenija
EF617300 Niphargus lessiniensis Grotta dell Aqua, Ponte de Veja Verona Italija
EF617241 Niphargus longicaudatus potok ob cesti Monte Faito-Vico Equense Neapelj Italija
EU693311 Niphargus longiflagellum Podpeska jama Videm, Dobrepolie | Slovenija
EU693312 Niphargus lourensis izvir reke Louros Vouliasta Gréija
EF617279 Niphargus maximus Biljani izvori Ohrid Makedonija
EU693314 Niphargus novomestanus Tomincev studenec, Dvor Zuzemberk Slovenija
EU693315 Niphargus orcinus Krizna jama Loz Slovenija
EU693316 Niphargus pachytelson Podpeska jama Videm, Dobrepolie | Slovenija
EF617244 Niphargus pasquinii Sorgenti S. Vittorino Rieti Italija
EF617258 Niphargus pectinicauda Tomacevo Ljubljana Slovenija
EU693317 Niphargus podpecanus Podpeska jama Videm, Dobrepolje | Slovenija
EF617282 Niphargus polymorphus Obodska pecina Rijeka Crojevica | Crna Gora
EU693318 Niphargus pupetta Tomacevo Ljubljana Slovenija
izvir S od gosti§¢a Zur Walba; cesta Pentling -
EF617302 Niphargus puteanus Matting Regensburg Nemcija
EF617283 Niphargus rejici Podpesko jezero g Slovenija
EF617289 Niphargus salonitanus izvir pod cerkvijo Stomarija, Kastel Stari Split Hrvaska
EU693320 Niphargus sanctinaumi Sv. Naum Ohrid Makedonija
EF617261 Niphargus scopicauda Huda luknja G. Doli¢ Slovenija
EU693322 Niphargus slovenicus Strazisce Kranj Slovenija
EF617270 Niphargus sphagnicolis Mostec Ljubljana Slovenija
EU693323 Niphargus spinulifemur Hrastovlje Istra Slovenija

(se nadaljuje)
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EU693324 Niphargus spoeckeri Pivka jama Postojna Slovenija
EF617284 Niphargus stenopus jama pod gradom Luknja Novo Mesto Slovenija
EU693325 Niphargus stygius Predjama Postojna Slovenija
EF617263 Niphargus tatrensis Lodowe zrodlo Zakopane Poljska
EU693327 Niphargus timavi Trebicciano (Labodnica) Trieste/Trst Italija
EF617281 Niphargus trullipes Vjetrenica Popovo Polie BiH
EU693328 Niphargus valvasori Krizna jama Loz Slovenija
EF617298 Niphargus vinodolensis Cerovidi Novi Vinodolski Hrvaska
EU693329 Niphargus vjetrenicensis Vijetrenica Popovo Polje BiH
EF617250 Niphargus wolfi Krizna jama Loz Slovenija
EF617295, EU693330 | Niphargus zagrebensis Cugerje Hrvadka
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Priloga D: Pomnozevanje tarénih nukleotidnih zaporedij

- Rodova Asellus in Troglocaris

Zaporedja COI pomnozimo z zacetnima oligonukleotidoma LCO 1490 in HCO 2198 (Folmer
in sod., 1994);

HCO 2198: 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3'

LCO 1490: 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3'

Program je sledec¢ (po Zaksek in sod., 2007):
- zaCetna denaturacija 3 min pri 94°C;
- 34 ciklov po 45 s pri 94 °C, 45 s pri 48 °C, 1 min pri72 °C;

- zaklju¢no podaljSevanje 3 min pri 72 °C.

- Rod Niphargus

Zaporedja 28S rDNA pomnozimo z zacetnima oligonukleotidoma Verovnika in sod. (2005)
ter Zaksek in sod. (2007):

Fw: 5'-CAAGTACCGTGAGGGAAAGTT-3'

Rew: 5'-CAAGTACCGTGAGGGAAAGTT-3'

Program je sledec¢ (po Zaksek in sod., 2007):
- zaCetna denaturacija 3 min pri 94°C;
- 34 ciklov po 45 s pri 94 °C, 30 s pri 48 °C, 80 s pri72 °C;

- zaklju¢no podaljSevanje 3 min pri 72 °C.



