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<= Uz primjenu morfoloskih metoda za dobivanje podataka
o raznolikosti, filogenetskim odnosima i taksonomskom
statusu vrsta koriste se i molekularne metode. Metoda

DNA-barkodiranja sluzi za determinaciju bioloskog
materijala u smislu identifikacije vrsta, a takoder i kao
metoda za otkrivanje kripticnih vrsta i utvrdivanje
prisutnosti invazivnih vrsta.

Metoda se temelji na odredivanju slijeda nukleotida
standardiziranog fragmenta mitohondrijskog gena za
podjedinicu citokromske oksidaze | (COIl) duljine oko 658
pb, tzv. DNA-barkoda koji se uz detalje o jedinci i lokaciji
sakupljanja upisuje u medunarodnu bazu podataka
(BOLD). [1]

DNA-barkodiranje  bioraznolikosti  hrvatske  faune
podrazumijeva DNA-barkodiranje predstavnika vrsta iz 15
skupina organizama (= 1500 wvrsta) iz 3 razlicite
biogeografske regije s prosjecno po 3 uzorka po vrsti
prikupljenih na 200 razlicitih lokacija.
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(od 5—-10 %) u odnosu na do sada opisane vrste (primjer slika 1.)
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< = Isoperla illyrica Tabacaru, 1971
=% Isoperla bosnica Aubert, 1964
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rvi rezultati DNA-barkodiranja bioraznolikosti hrvatske faune obalcara (Plecoptera) i lazistipavaca (Pseudoscorpionesj
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 suradnic METODE

| Predlozili mitohondrijski I

| gen COI kao standard za I /, —————————————————————————————————— ~q
| molekularnu 1 [ .. . . . : . : \
| identifikaciju 2003, IR 200 uzoraka Plecoptera (63 vrste) prikupljeno je u posljednjih 5 godina na 60-tak |
| razliCitih lokacija i DNA-barkodirano |
I  <'Z uzorci su konzervirani u 96 %-tnom etanolu i fotografirani |
| |
: = 150 uzoraka Pseudoscorpiones (. 70 vrsta) prikupljeno je tijekom zadnje 3 godine na :
I 40 razlicitih lokacija (ve¢inom tipski Spiljski lokaliteti) i DNA-barkodirano I
I < = uzorci su konzervirani u 96 %-tnom etanolu i fotografirani |
S ‘\ /l
{ International Barcode | N e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e === -
| of Life projekt I
| (iBOL) 2010.
Ve e = = 255 DNA je izolirana uzimanjem tkiva noge i koristenjem
l komercijalnih kitova za izolaciju (Sigma-Aldrich za
Py N g ) Plecoptera i Qiagen za Pseudoscorpiones) prema
I CFoBarFauna , standardnim protokolima.
Ve i J

'~ uoCavanje desetak potencijalno kripticnih vrsta i vrsta upitne determinacije

'~ 15 dobivenih sljedova karakterizira velika nekorigirana udvojena genetska udaljenost

prvi upisi u BOLD bazu za 20 vrsta Plecoptera i 60 vrsta pseudoskorpiona, poput:

~

/658 pb COI-5P DNA barkod regije dobivene su uporabom
standardnog seta pocetnica: LCO1490/HC02198. [2]

PCR amplifikacija izvedena je prema unaprijed odredenom
protokolu, a uspjesnost je provjerena metodom elektroforeze

u agaroznom gelu. [2]
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sekvenciranje u servis Macrogen, a za
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/Dobiveni sljedovi usporedeni su sa DNA-barkod sekvencamam
BOLD bazi podataka koristenjem alata BOLD platforme.
Filogenetske analize za uzorke Plecoptera provedene su
metodama najvece vjerojatnosti (ML) i susjednog sparivanja
(NJ) koristenjem programa MEGA 6. Takoder su odredene
nekorigirane (PD) i korigirane (K2P) udvojene genetske

\udaljenosti. [4]
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PCR produkti su enzimatski procis¢eni i poslani na obostrano

pregledavanje i

uredivanje sekvenci koristen je program Bioedit 7.2.4. [3]
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