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REZIME

U ovom radu prikazana je primena mitohondrijalnog markera citohrom-oksidaze I kod tri vrste
slatkovodnih prilepaka, Ferrissia fragilis (Tryon, 1863), Ferrissia rivularis (Say 1817) i Ancylus
Sfluviatilis (O.F. Miiller, 1774), za potrebe procene autohtonog statusa istrazivanih vrsta na podrucju
Palearktika. Analiza je uradena na osnovu sekvenci COI gena 17 jedinki pomenutih vrsta, preuzetih
izbaze podataka ,,GenBank“. Analize su radene na sekvencama duzine 612 bp. Poredenje je vrSeno
izmedu jedinki poreklom iz Severne Amerike (nativne za podrucje) i i alohtonih evro-azijskih
populacija. Vrsta Ancylus fluviatilis je uzeta kao ,,udaljeni® (eng. outgroup) takson. Sekvence za analizu
preuzete su u FASTA formatu i poravnate su pomocu programa ClustalW, sa ve¢ zadatim parametrima.
Filogenetske analize su izvrSene koris¢enjem programa MEGA 6. Za izradu filogenetskih stabala
kori§¢ene su dve metode: metoda najblizeg suseda ,Neighbour-Joining* i ,,Maximum Likelihood* —
metoda maksimalne verovatno¢e. Konsenzus stabla iz obe primenjene metode pokazale su da izmedu
jedinki severno americke i evro-azijske populacije postoji veliki stepen srodnosti, §to potvrduje hipotezu
da su analizirane vrste unete iz Severne Amerike, a da su alohtone za podrucje Palearktika.

KLJUCNE RECI: molekularne metode, DNK barkoding, identifikacija vrsta, alohtone vrste, geneticki
diverzitet

USING MOLECULAR METHODS IN IDENTIFICATION
SPECIES OF FRESHWATER ECOSYSTEMS

ABSTRACT

The paper describes the use of mitochondrial markers cytochrome oxidase I of three freshwater limpet
species, Ferrissia fragilis ( Tryon , 1863 ) , Ferrissia rivularis (Say 1817 ) and Ancylus fluviatilis (OF
Miiller , 1774 ), for the assessment of the indigenous status of the investigated species in the Palearctic.
The analysis is based on COI gene sequences of 17 individuals from above mentioned species, taken
from the database "GenBank ". Analyses were performed on sequences of length 612 base pairs (bp).
The specimens used in the analysis originated from North America (native for the area) and Eurasia
(non’native populations for the area). Ancylus fluviatilis was used as outgroup taxon. Sequences were
download in FASTA format and aligned using the ClustalW program with predefined parameters.
Phylogenetic analyses were conducted using MEGA 6 software. For making phylogenetic trees we used
two methods: "Neighbour - Joining™ and ,,Maximum Likelihood“. Consensus trees from both applied
methods showed that individuals of North American and Eurasian populations had high degree of
similarity, which confirms the hypothesis that analysed species have been introduced from North
America and that they are alien for the Palearctic.

KEYWORDS: molecular methods, DNA barcoding, species identification, non-native species, genetic
diversity
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UvOD

DNK barkoding je taksonomski metod koji je zasnovan na koris¢enju kratkih genetickih markera
DNK koji se koristi za identifikaciju pripadnosti datog uzorka odredenoj vrsti. Ovakav pristup se
razlikuje od molekularne filogenije, pre svega, $to je glavni cilj barkodinga identifikacija nepoznatog
uzorka u odnosu na ve¢ poznatu klasifikaciju. Sa druge strane, molekularna filogenija opisuje odnose
izmedu datih uzoraka u svetlu evolucije. Najcesce korisé¢en isecak DNK je deo mitohondrijalnog gena
citohrom oksidaze I (COI).

Najbolji geneticki lokus koji se potencijalno koristi u identifikaciji vrsta treba da ima sledece osobine:
da bude standardizovan, $to znaci da postoje velike baze deponovanih sekvenci za taj lokus, da bi se
dobijeni uzorak mogao uporediti sa velikim brojem drugih uzoraka; da bude prisutan kod vecine
taksona koji se obraduju i sekvencioniran bez species-specifi¢nih PCR prajmera (prajmeri moraju biti
univerzalni); da bude dovoljno kratak (maksimum 700 baznih parova) da bi se lako sekvencionirao; da
obezbedi veliku geneticku varijabilnost izmedu vrsta, a u isto vreme malu geneticku varijabilnost u
okviru vrste. Nekoliko lokusa je preporuceno i izdvajamo sledece:

e za7Zivotinje i mnoge ostale eukariote najbolji je mitohondrijalni COI gen,

e zabiljke se koristi kombinacija rbcL i matK hloroplastnih gena i

e za gljive se najcesce koristi internal transcribed spacer (ITS) region.

DNK barkoding se oslanja na relativno jednostavan koncept. Sve éelije eukariota sadrze mitohondrije,
a samim tim i mitohondrijalnu DNK. Mitohondrijalna DNK (mtDNK) ima relativno brzu stopu
mutacije, a time je i varijabilnost u mitohondrijalnim sekvencama izmedu vrsta. U okviru COI gena
Folmerov region, duzine 658 baznih parova, je predlozen kao barkoding gen. Uporedivanjem datog
uzorka sa ve¢ deponovanim podacima dolazimo do odgovora o sli¢nosti sekvenci. Baza barkoding
uzoraka i gena trenutno sadrzi vise od 2,000,000 barkoding sekvenci od preko 160,000 vrsta zivotinja,
biljaka i gljiva. Potrebno je voditi raCuna o tome da se svi mitohondrijalni geni nasleduju bez
rekombinacija, obi¢nim umnozavanjem materinskom linijom, te pojava hibridizacije, horizontalnog
transfera gena ili drugih evolucionih ,fenomena“ u evolucionoj liniji moze dovesti do greske u
identifikaciji datog uzorka.

Baze gena, kao recimo GENBANK sadrze mnoge sekvence koje nisu vezane za dokazne primerke (na
primer herbarijumske primerke, preparirane zivotinje, fiksirane skoljke i puzeve). Ovakav trend moze
dovesti do pogresSne interpretacije rezultata,ako se sekvence za dati materijal razlikuju dovoljno da bi
se opisala nova vrsta. Zbog toga je najbolje sekvencionirati dokazne primerke koji se Cuvaju u
zbirkama Instituta ili Prirodnjackih muzeja.

Cilj rada je da se na osnovu odabranih nukleotidnih sekvenci doprinese povecanju preciznijih
podataka o identifikaciji vrsta roda Ferrissia (filogenetski odnosi u okviru roda Ferrissia), a nakon
toga da se utvrdi stepen srodnosti nativne severno-americke populacije sa populacijama u Evroaziji, u
cilju potvrde Sirenja areala visoko invazivne vrste Ferrissia fragilis Sirom ekozone Palearktika
(filogeografski odnosi dveju populacija).

MATERIJAL I METODE

Izolacija DNK iz isecka tkiva vrSena je pomocu specijalizovanih kitova, prate¢i protokol za izolaciju
DNA iz zivotinjskih tkiva. Provera izolacije DNK u smesi sa amplifikacijskim puferom (0,25% brom
— fenol plavo, 0,25% ksilen cianol i 30% glicerol), vrsi se na 1% agaroznom gelu. Kada utvrdimo
koncentraciju izolovane DNK, napravi se radna koncentracija, dodavanjem Sigma vode x 10.
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Dobijeno razblazenje se dalje koristi za pripremu PCR reakcije (~ 10 - 50 ng/ul). Lan¢ana reakcija
sinteze DNA pomo¢u DNA polimeraze u in vitro uslovima je metoda za amplifikaciju nukleinskih
kiselina, PCR (eng. Polymerase Chain Reaction). Pomo¢u ove metode moze se umnoZiti Zeljeni
segment DNA u velikom broju kopija. Reakcija tee u tri koraka na razliCitim temperaturama. U
prvom koraku, pri visokoj temperaturi, dolazi do denaturacije dvolanéanog molekula DNA datog
uzorka. Snizavanjem temperature u drugom koraku, pocetni oligonukleotidi nalezu wuz
komplementarna mesta na jednolan¢anom molekulu DNK uzorka. U tre¢em koraku uz prisustvo
enzima polimeraze sintetizuje se komplementarni lanac DNA izmedu pocetnih oligonukleotida. Nakon
zavrSetka PCR reakcije, vrsi se provera kvaliteta i duzine PCR produkata na 1,5% agaroznom gelu u
0,5 x TBE puferu. Duzina fragmenata utvrduje se koris¢enjem markera razlic¢ite duzine baznih parova,
npr od 100 bp ili 1kb. Sekvencioniranje je metoda kojom se utvrduje redosled nuleotida na fragmentu
DNA odredene duzine. Za analizu dobijenih sekvenci postoji Citav niz razli¢itih programa, na primer
za utvrdivanje greSaka i polimorfnih mesta na 5'- kraju kontrolnog regiona mtDNA (561 bp) moze se
koristiti program Chromas 2.23 ©Technelysium Pty. Ltd. Uporedivanje dobijenih sekvenci sa
sekvencama koje postoje u bazi podataka “GenBank” radi se u programu BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) i softverskog paketa MEGA verzija 6.0 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis version 6.0.; Tamura i sar., 2013).

Analiza koja je prikazana u ovom radu uradena je na osnovu sekvenci COI gena 17 jedinki vrsta
Ferrissia fragilis, Ferrissia rivularis 1 Ancylus fluviatilis, preuzetih iz internet baze podataka
»GenBank* (www.ncbi.nlm.nih.gov, Tabela 1). Analize su radene na sekvencama duzine 612 bp.
Jedinke za analizu poreklom su sa podrucja Severne Amerike kao nativne populacije i poredene su sa
alohtonim evro-azijskim populacijama (Slika 1). Vrsta Ancylus fluviatilis je uzeta kao ,,udaljen (eng.
outgroup) takson. Sekvence za analizu preuzete su u FASTA formatu i poravnate su pomocu programa
ClustalW sa ve¢ zadatim parametrima (Tamura i sar., 2013). Filogenetske analize su izvrSene
kori§¢enjem programa MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 6.0.; Tamura i
sar., 2013).

Za ,pravljenje” filogenetskih stabala najbolje je kombinovati vise metoda, kako bi se povecala
verodostojnost dobijenih rezultata. U ovom radu su kori$¢ene dve metode molekularne filogenije za
dobijanje filogenetskih stabala. Metoda najblizeg suseda ,,Neighbour-Joining* — NJ metod (Saitou i
Nei, 1987; Felsenstein, 1985; Tamura, 2004, Tamura i sar., 2013) je algoritam za dobijanje
razgranatog stabla iz matrice udaljenosti. Druga metoda je ,,Maximum Likelihood“ (ML metod) —
metoda maksimalne verovatnoée (Tamura i Nei, 1993, Felsenstein, 1985, Tamura i sar., 2013)
odnosno, metoda koja pokazuje najverovatniji rezultat (stabla) za dati model evolucione promene
sleda DNK sekvenci. Program MEGAG6, poseduje opciju za testiranje modela koji najvise odgovara
ulaznim podacima (NJ metoda). U ovom slucaju to je HKY model (Hasegawa-Kishino-Yano model).
Kao rezultat, dobija se stablo koje predstavlja najverovatniji presek vise mogucih stabala koja mogu
biti konstruisana na osnovu zadatih parametara — konsenzus filogenetsko stablo. Kao test verovatnoce
takvog stabla radena je analiza podrske (eng. bootstrap) (Holmes, 2003). To je statisticka metoda koja
se Cesto koristi za procenu reproduktivnosti specificnih karakteristika filogenetskih stabala, odnosno
njome procenjujemo pouzdanost pretpostavljenih veza. U ovom slucaju konsenzus stablo (butstrap
konsenzus stablo) je izvedeno iz 1000 ponavljanja, odnosno mogucih stabala, a brojevi pored grana
predstavljaju procentualne vrednosti podrske ponavljanja grananja.
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Slika 1. Lokaliteti uzorkovanih vrsta Ferrissia fragilis, F. rivularis i Ancylus fluviatilis.
Figure 1. Localities sampled species Ferrissia fragilis, F. rivularis and Ancylus fluviatilis.

Tabela 1. Pregled analiziranih individua pomo¢u COI markera.
Table 1: Overview of analyzed individuals with COI markers

ngnl Ime vrste Pristupni broj-GenBank Lokalitet Klada
1 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) DQ328263 Michigan
2 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) DQ328264 South Carolina
3 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) DQ328265 Alabama
4 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) DQ328266 Alabama
5 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) KF889402 Lebanon
6 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) KF889401 Iraq
7 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) KF889400 Iraq F. fragilis -
8 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) DQ452034 Michigan clade
9 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) DQ452033 Poland
10 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) DQA452032 Taiwan
11 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) DQ452031 Philippines
12 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) HQ732257 Italy
13 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) HQ732256 Italy
14 Ferrissia fragilis (Tryon, 1863) HQ732255 Italy
15 Ferrissia rivularis (Say, 1817) DQ328262 Alabama F. rivularis -
16 Ferrissia rivularis (Say, 1817) GU391063 New York clade
17 Ancylus fluviatilis (O.F. Miiller, 1774) DQ328270 Ireland outgroup
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REZULTATI I DISKUSIJA

Analizom mitohondrijalnog markera citohrom-oksidaze I pokazala se jasna izdvojenost prve klade (F.
fragilis — clade), koja obuhvata populacije F. fragilis Severne Amerike zajedno sa svim dostupnim
jedinkama evroazijskih populacija (Slika 2 i 3). Druga klada (F. rivularis — clade) jasno se odvojila od
prve, usled genetske udaljenosti medu vrstama F. fragilis i F. rivularis, sa dobro podrZzanim ¢vorovima
(Slika 2 i 3). Vrsta Ancylus fluviatilis jasno se izdvaja u obe analize i potvrduje pouzdanost analiza.
Rezultati analiziranog markera pokazuju da haplotipovi unutar klade - F. fragilis medu azijskim,
evropskim i ameri¢kim populacijama bez vec¢ih odvajanja.

Dobijeni rezultati iz obe analize pokazuju sa su se jedinke prema uporedenim sekvencama
pozicionirale gotovo identi¢no u oba stabla, jedino je stepen podrske u ¢voriStima neSto veéi na
,,Neighbor-Joining* konsenzus stablu. Osim odvojenih klada koje su zapravo posledica odvajanja dve
vrste, i u okviru samih klada postoje manje razlike medu analiziranim jedinkama. Unutar klade F.
fragilis izvaja se Sest podklada, odnosno uocavaju se manje razlike medu analiziranim jedinkama.

Medutim, kao potvrda o invazivnosti pomenute vrste moze se smatrati i to §to su jedinke iz
severnoamericke populacije u stablu pozicionirane tako da nemaju jasno izdvojenu podkladu, ve¢ suu
veéem ili manjem stepenu srodnosti sa jedinkama evroazijske populacije. Ocekivano je bilo da ¢e se
druga klada jasno odvojiti, jer je saCinjavaju jedinke druge vrste (F. rivularis), ali dobijeni podaci
svakako su veoma korisni u cilju dopune podataka o identifikaciji vrsta u okviru samog roda Ferrissia,
a u okviru koga su vrste veoma slicne morfologije i ¢esto je tokom istrazivanja dolazilo do greSaka u
identifikaciji. Medu jedinkama druge klade uocava se da postoje manja odvajanja, i ako su obe jedinke
sa podrucja Severne Amerike. Ovaj podatak moZe se protumaciti i kao potvrda o genetiCkom
diverzitetu nativne populacije.

Topologija dobijenih stabala za COI marker naglasava molekularnu homogenost evroazijskih
haplotipova (Iraq i Lebanon) sa severnoameri¢kim haplotipovima Ferrissia fragilis, ¢ime se
obezbeduje jedan od prvih dokaza o prisustvu ove invazivne vrste na podrucju Bliskog Istoka gde je
do sada zabelezena samo autohtona vrsta F. clessiniana (Jickeli, 1882),(Walther i sar., 2006).

Detaljnim molekularnim analizama populacija vrsta Ferrissia sp. zapadnog Palearktika omogucilo bi
otkrivanje puta kolonizacije kripto-invazivne severnoamericke vrste, a do tada se smatra da je put
Sirenja F. fragilis Evroazijom potekao od jedne nativne populacije iz Severne Amerike, preko
kontinenata zahvaljujuc¢i kombinaciji aktivno/pasivnog $irenja sa antropogenim pritiskom (Marrone,
2014).

Molekularnom identifikacijom jedinki prikupljenih sa podru¢ja Evroazije pokazano je da sve
analizirane jedinke pokazuju veliki stepen bliskosti sa severnoamerickom populacijom Ferrissia
fragilis, pa se mogu smatrati alohtonim za istrazivano podruc¢je. Nalazi prezentovani u ovom radu,
prema Marrone-u (Marrone, 2014), doprinose povecanju sumnje u postojanje autohtone vrste roda
Ferrissia na podrucju Palearktika, ali pokazuju i neophodnost opisa jedinki na molekularnom nivou i
revizije palearktickih vrsta roda Ferrissia.
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Slika 2. ,,Neighbor-Joining* konsenzus stablo (pun krug - F. fragilis - klada; pun romb - F. rivularis -
klada i pun kvadrat- Ancylus fluviatilis - outgroup)
Figure 2. "Maximum Likelihood" consensus tree (full circle - F. fragilis - clade, full rhombus - F.
rivularis - clade and full square - Ancylus fluviatilis - outgroup)
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Slika 3. ,,Maximum Likelihood* konsenzus stablo (pun krug - F. fragilis - klada; pun romb - F.
rivularis - klada i pun kvadrat - Ancylus fluviatilis - outgroup)
Figure 3. "Maximum Likelihood" consensus tree (full circle - F. fragilis - clade, full rhombus - F.
rivularis - clade and full square - Ancylus fluviatilis - outgroup)

ZAKLJUCAK

Za rasvetljavanje filogenetskih odnosa kori¢ene su nukleotidne sekvence gena za citohrom-oksidazu 1
(COI), na mtDNA, koja kodira podjedinicu I kompleksa citohrom-oksidaze ¢ kao dela elektronskog
transportnog lanca u procesu oksidativne fosforilacije, i zbog visoke konzerviranosti, ovaj gen se
smatra jednim od najkorisnijih molekularno filogenetskih markera. Aminokiselinske sekvence
citokrom-oksidaze I korisne su za istrazivanje davnih evolucionih dogadaja, jer su aminokiselinske
supstitucije retke medu vrstama, zato je ovaj region, tzv. barkoding region primenjiv u procesu
identifikacije alohtonih vrsta, odnosno preciznije identifikacije vrsta izrazene ekoplasti¢nosti
morfologije ljusture, odnosno utvrdivanje genetickog diverziteta nativnih populacija. Molekularno-
geneticke metode najvecu primenu imaju prilikom odredivanja konzervacionih jedinica, jer je koncept
vrste kao najnize kategorije u pogledu zastite odavno prevaziden i nedovoljan sa aspekta genetickog
diverziteta.
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