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Astacopsis tricornis

Euastacus eungella
Euastacus robertsi

Cambaroides japonicus
— Cambaroides schrenckii
Pacifastacus gambelii
Pagi r

Astacus astacus

Engaewa reducta
——{ Engaewa similis

e T@NUIDrANchiurus glypticus

Engaeus fossor
Engaeus sericatus

Clawed Lobsters

Parastacidae

Gramastacus insolitus

Geocharax falcata
‘—— Geocharax gracilis

Tree scale: 0.1—

Por us leptodactylus
Austropotamobius pallipes
otamobius torrenti
artonii

Cami

Cambarus maculatus
Orconectes australis

Orconectes pellucidus
Cambarus diogenes
Cambarus miltus
Creaserinus byersi
Creaserinus danielae
Barbicambarus cornutus
Barbicambarus simmonsi
axonius macrus
Faxonius ronaldi
Faxonius deanae
Faxonius virilis
Cambarellus montezumae
—— Cambarellus shufeldtii

Hobbseus petilus
'obbseus prominens
Procambarus barbatus
Procambarus clarkii
rocambarus franzi
Troglocambarus maclanei

Faxonella blairi
Bouchardina robisoni
-Faxonella clypeata

Fallicambarus houstonensis
allicambarus jeanae

Distocambarus carlsoni
Distocambarus devexus
Procambarus liberorum

Cambaroididae

Cambaridae
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Figure 2. Phylogenetic
estimate of the freshwater
crayfishes based on a
subset of data from Stern et
al. (2017). Family clades of
freshwater crayfish are
shown in distinct colors with
lobster outgroups shown in
black.
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Filogenija (grc. phylon i phyle — vrsta, rod, podrijetlo, srodstvo, genesis- nastajanje,
postanak, rodenje) je znanstvena disciplina koje se bavi proucavanjem evolucijske
(razvojne) povezanosti pojedinih skupina (taksa), koristeci se pri tome morfoloskim,
anatomskim, embrioloskim, fizioloskim, genetskim, molekularnim, fosilnim i
geografskim homologijama. Krajnji cilj filogenetskih istrazivanja jest rekonstrukcija
rodoslovnog stabla nekog organizma (filogram).

Filogeografija je znanstvena disciplina koja uz pomoc filogenetskih metoda nastoji
rekonstruirati povijesne promjene rasprostranjenosti vrsta na Zemlji.

Populacijska genetika je grana genetike koja proucava nasljedne pojave i procese na
razini reprodukcijski povezanih grupa organizama — populacija. Istrazuje mogucde
odnose u genetickoj strukturi populacije, faktorima odrzavanja i narusavanja njene
ravnoteze, dinamiku i prirodu tih promjena. Ukratko, to je disciplina koja proucava
gensku raznolikost jedinki u populaciji.

Modeli distribucije vrsta ( eng. SDM), ili modeli okolisnih (ili ekoloskih) nisa (eng.
ENM), ili modeli stanista, ili predikcijski modeli distribucije u okoliSu - koriste
racunalne algoritme kako bi predvidjeli distribuciju vrste u geografskom prostoru
koristeci okoliSne podatke (i distribuciju vrste)




Kladogram — dijagram evolucijskog odnosa potomci—predak (nema info. o evolucijskoj udaljenosti
Filogram — daje informaciju o evolucijskim udaljenostima (na to ukazuje duljina grana)
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Filogenija, filogeografija i populacijska genetika & buduénost




Molekulama filogenija

M, MP, BA
filogenetsko
stablo

moekulama haplotipsia MITES
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Populacijska genetika

N, - prosjecan brgj alela

A;- alelno bogatstvo

Ax-brg privatnih alela

H: - ocekivana heterozigotnost
H, - uotena heterazigotnost
Fs—k parenja usrodstvu

P,y viergatnost odstupanja od

' genetska Hardy-Weinberg ravnateze
ﬂ raznolikost
S g e &
izoladija umazanje A populadijska
Y mikrosatelitrih genatipizadija genetika
lousa SIEES
U ) struktura
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AMOVA
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Modeli povaljnosti stanista

e

Okalisne varijable
Podaci o
rasprostranjenosti .
Varijabla | Opis varijable (jedinica) Mtfleelnll:ta:ée
bio2 Sredhy d:‘ev” raspan rasprostranjencsti
tenperatua (0
biok Sezonska  tenperatua (D
Nor. patocni rak 124 x100)
lokaliteta _ yr— t — .
RN B | rejtoplijegrieseca (Q e
%"-?"" 5 bigl4 Gborine mjeseca s najmanje raqomstra“rfjimi
K AR padalina (mm)
biol5 Sezonska kolicina dborina (O
s bicla KoliGina dbarina u najtoplijem
kvartalu (nm)
bidl9 Kalicina obarina u ngjhladnijem
kvartalu (nm)
alt Nadnorska visina (m)
Nagib izveden iz nadmorske
slope visine (%)

metode modeliranja
RF, GBM Maxent

\J

4 opéa Kiretska modela (GOMs)
OCSV4, MROCS, MA-ESVHLR HadGEVR-CC

2 scenarija emisije staklenickih plinova za
razdablje 2070
unrjereni scenarij RCP 45 (4.8°0)
visoki scenarij RCP85 (+3.7°0



Rekonstrukdija filogenetskih odnosa () filogenetsko stablar BA M., MP
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@ Zumberak, Plitvice and Bjelolasica ZPB
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() haplotipska nreza: MJ
Hvatska: 7 filogrupa =+ 7 evolucijski znacajnih jedinica (E3)

CSE

s

- Najveca raznolikost u Alpinskoj biogeo. DAY
regiji (dinaridski krs) N | e~

1‘1:, . : 1 106_35
v

Lovrencic et al. BMC Evol Biol ~ (2020) 20:146



Procjena vremena odvajanja filogrupa

paleo-Tisza - paleo-Danube connection (5.3 Ma) 12500.76.1.85]
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3.67[2465.22] 171 o SB

1.83[[1.02.2.88]
BAN
5.06[3.63,6.80]
e 051024088 4
3.62[2.26,531] '(l ZPB
4.38[2.84[5.98] |_<u_5?[625,1.05] | KOR
6.13[4.64,821]

0.82[0.40,1.42)
H LD

0.35[0.16.0.62
l 2 GK

5.7314.37,7.25) N
13.24 [8.55,18.70] i S 0.21[0.10,0.5011 "
0.41(050,0.77]
5.4004.11,6.07] q AU
[
L
2.0
20 15 10 5 0

I HPD for A. forrentium - A. pallipes divergence

HPD for NCD+APU - BAN+SB+CSE divergence
HPD for BAN - SB+CSE divergence
[ HPD for SB - CSE divergence
HPD 0 10 20 30 40 50 60

"..slozena filogeografska struktura i danasnja
rasprostranjenost filogrupa odraz
paleoklimatskih i paleageolaskih procesa

» alpskai dinardska orogeneza

> proces okrsavanja Dinarida

> pleistocenske izmjene glacijala |
interglacija
postpleistocenska rekolonizacija kraz
dunavski dliv

g) Apuseni mountains [5]
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Formiranje Dunava — pre-
pleistocensko Siranje na jug
(SB) i post-glacijalno Sirenje na

sjever (CSE)
Q A. torrentium
12.19
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— fragemntirana
paleohidrografija
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Panonsko jezero (bocato) (NCD izoliran s juga Dinaridima, sa sjevera brakicnom vodom)

BEAST molecular clock estimate

Klobucar et al., 2013



Metode razgranicavanja potencijalnih vrsta

*  rjesavanje taksonomskog statusa filogrupa

 nolekulame: ABGD GWYC bPTP, nPTP, TCS
 nekongruetni rezultati
* nerealnovelik brgj potendijalnih vrsta

 norfoloske GM ™ nreristika
*  Velika morfoloska varijabilnost
* ne postoji determinacijska znacajka
koja bi pomogla razlikovanju filogrupa
i omogudila opis novih vrsta

VRSTE U NASTANKU — ESU (evol.signif.jedinice)

)

I N P hylogeny mtDNA
I P hylogeny nuDNA
I  ABGD lumper
IMIEEENEIIn ABGD splitter
IIINE RIIN NN N GMYC

bPTP

mPTP

TCS
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Populacijska genetika - mikrosateliti
Cesto se usporeduje zabiljezeni stupanj heterozigotnosti (Ho) s ocekivanim (He) (prema

Hardy-Weinbergovoj ravnotezi -1 gen, 2 alela A i a (u&estalostip + g = 1) ; Genotipovi:tAA Aa aa; p? + 2pq +

- ako je Ho manji od He — mozemo pripisati srodivanju (inbreeding)/gubitak
raznolikosti/veéi udio homozigota — pozitivne vrijednosti Fis
- ako je Ho veda od He — mozemo pripisati mijesanju dvije prethodno izol.
pop./vise hetrozigota — negativne vrijednosti Fis

No. of polymorphic

Population code N loci N, N, N, H., H, F..
KOz 30 6 2.44 1.89 0.44 0.15 0.16 -0.04
TOL 29 2 1.22 1.09 0.11 0.01 0.02 -0.03
GLI 30 8 2.56 2.12 0 0.34 0.33 0.02
REK 29 8 2.22 2.09 0.11 0.36 0.34 0.08
RJE 30 8 3.00 2.44 0.22 0.44 0.42 0.06
SKO 30 8 4.00 3.01 0.33 0.50 0.48 0.06
ARG 30 7 2.00 1.91 0 |0;29 0.24 0.17
BRA 39 8 4.89 3.44 0.56 0.53 0.51 0.05
PIV 26 5 1.67 1.60 0 0.18 0.21 -0.14
RAS 25 9 3.89 3.05 0.33 46 0.45 0.05

Reported values for intrapopulation measures of genetic variability. N — number of analysed crayfish, N, — mean number of
alleles per locus, N, — allelic richness, N, — mean number of private alleles per locus, H, — expected heterozygosity, H, —
observed heterozygosity, F,, — F;, estimate across all loci (inbreeding coefficient). Minimum and maximum are shown in red. NA

—notan

alysed

F s — koeficijent krizanja u bliskom srodstvu - pozitivan ako u populaciji postoji manje

heterozigota, a negativan ako se radi o velikom udjelu heterozigota



Genetska raznolikost populadija (mikrosateliti)

P =~
Pop. Abb. ESUAbb. N P No  Ax An uH,  Ho (Fs ) Pume
S—
Bru¢ina BRU  BAN 31 100 475 3.62 1(0.40) 0.551 0.473 0.144 ns
Maja MAJ  BAN 30 100 413 319 1(1.12) 0456 0.313 0.317* *
BAN average 1.00 4.44 341 1(0.76) 0.504 0.393 0.231
Bliznec  BLI CSE 29 100 413 348 5(2.72) 0.524 0.431 0.180* ns
Jarak JAS CSE 21 100 388 290 3(1.12) 0362 0351 0.032 ns
Okiénica OKI  CSE 32 100 500 3.84 5(2.88) 0.543 0.440 0.193* * . .
Dolje DOLJ | CSE 31 100 450 386 2(2.08) 0595 0.465 0.221* * > Lh]erena genGtSka raznollkost (na
CSE average 1.00 438 3.52 4(2.24) 0.506 0.422 0.157 terreljus\nh mran‘etara)
Delni¢cki DEL NGKm™ 29 075 275 250 0(0.64) 0393 0.349 0.113 *
V.Vode VEL |GK 31 088 313 249 0(0.24) 0344 0.363 -0.055 ns
GK average 0.81 294 249 0(0.44) 0369 0.356 0.029

Zrvnica ZRN  KORaverage 11 0.88 388 379 3(2.80) 0.585 0.455 0.232* ns

Krasulia KRA [LD 30 088 313 272 0(0.64) 0454 0.434 0.045 ns
Orasnica ORA 33 088 325 253 0(0.80) 0307 0.227 0.262* *
Prijeboj PRI LD 24 100 350 3.11 0(0.08) 0532 0.485 0.090 *
LD 092 329 279 0(0.51) 0.431 0.382 0.132 : .
average 10 niska genetska raznolikost
*
Zeleni Vir 2V Z\ average 29 1.00 450 3.89 (8.000 0.584 0.402 0.316* l
Jarak JAR - 10 075 238 232 0(0.08) 0307 0325 -0.061 ns
sartuk  SAR IZPBl 27 088 288 260 1(1.52) 0457 0315 0.315* * B
Sopotski  SOP - 24 075 263 218 2(0.88) 0262 0.058 0.782* *
7PB average 079 263 237 1(0.83) 0.342 0.233 0.345
> visoka  vrjednost  Fg
N, - prosjiecan brgj alela A;- alelno bogatstva Ay, - broj privatnih alela; H: Lkazuje na visak
— ocekivana heterazigatnost; H, - uocena heterazigotnost; Fs - k parenjau . ..
srodstvy, Py, ~ vjerojatnost odstupanja od Hardy-Weinberg ravnateze hon ngia u vedni

populadija



Genetska diferencijacija populacija
» visoka razina diferencijacije izmedu

populacija
0.078
0385 0462 . o
D - » geografski i genetski izolirane
0339 042 0182 O populacije
o Ml » smanjeni protok gena
0479 0520 044 0446 > nisk bnost
0509 0S4 0476 o : niska sposobnos

0343 0398 0426 0377 O rasprostranjivanja
0381 0441 0496 0.480

0359 038 0522

0316 0359 0444 [ 0539 0426

0394 0451 0395 0457 0366 O 053 041

0478 0558 0473 | 057 0487 0492 0388

0441 0497 0445 0523 0439 0417 0352 O
0.526 gSI18s 0426 0089 032

EE*IZ2IPREESREED

BRU MU Bl JS O DU DB W ZAN KA GRA R 2V JR SR

01 0.2 03 04 05

» problem u prilagodavanju klimatskim

promjenama
» limitirana mogucénost migriranja
averagerr=0.l|63 i pomicanja rasprostranjenosti
prema klimatski povoljnijim
- Vrijednosti fiksacijskih indeksa (Fst) — to su stanistima

manje- povezanost kroz parenje; sto su
vece- manja povezanost kroz parenje



Genetska struktura populacija
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Potencijalna buduca (2070) rasprostranjenost (2 klim.scenarija)

2070 (180 2070 (370

@ BAN N
@ KOR * 00s8
QLD ® 0058-0.325

:é\/ ® 0325-0402 .
=E @ 0402-0454 Ay
02550 100

/? O GK
0 ZPB ‘ 0.454-0.485 v km

0 A. torrentium occurrences
Habitat suitability

.1(high) fer - St
02550 100
0 (low) T km

> Znacajno sanjenje povaljnih stanista zbog Klinetskih promjena
> ponricanje potendijalne buduce rasprostranjenosti prema Z



Preklapanje podataka o potencijalnoj trenutnoj i buducoj rasprostranjenosti

¢ KOR
% LD
& ZV
o CSE
o GK
o ZPB

A. torrentium
habitat suitability
Unsuitable
- Predicted to be lost
| Predicted to become suitable
- Predicted to remain stable

02550 100
T km

& .gubitak 807%

trenutno povajnih
stanista za patocnog

raka do 2070
(+37°0




Preklapanje potencijalne buduce rasprostranjenosti i genetske raznolikosti

___44% populacija s visokom

% SPan- % ili jedinstvenom genetskom
- 2t 3 razndlikesti  smjedtene U
| Mo o (R R ; podrudjima koja su predvidena

kao nepovoljna u buducnosti,
stoga patendijalno Izgubljena

Danube

A. torrentium
% LD habitat suitability

& 2V Unsuitable ) .. UKljucujuci
o CSE [ Predicted to be lost 3 evoludijski znaEajne
0 GK Predicted to become suitable

02550 100
o ZPB - Predicted to remain stable e km

jedinice (LD BAN KOR)




Potendijalni Klinetski refugi

> potendijalni gubitak velikog dijela genetske razndlikosti potocnog raka zbog Klimatskih promjena
> populacije s najvecomi jedinstvenom genetskom raznolikosti smjestene u podrudjima koja su
predvidena kao nepovaljna u buducnosti

> predlozeni Klimatski refugiji za potocnog raka Wz sjeverozapadnu granicu i prema stanistine na visim
nadmorskimvisinana
> nedostupni zbog prirodnih granica sirenja
» programi repopulacije i reintrodukdije

> prekogranicna suradnja u konzervadiji






Austropotamobius pallipes s. lato

» Heterogen (genetski i morfoloski)

* Prethodna istrazivanja (Grandjean & Souty-Grosset, 2000; Fratini et al., 2005; Cataudella et al.,
2010; Pedraza-Lara et al., 2010) Austropotamobius pallipes s. lato — dvij vrste — A.

pallipes and A. italicus

« Unutar A. italicus — 4 podvrste (Fratini etal., 2005) - A. i. italicus
- A. I. carinthiacus
- A.I. carsicus

- A.i. meridionalis

« Cilj: smjestiti populacije iz Hrvatske u filogenetsko stablo A. pallipes s. lato



1. sekvence
721 jedinki - 160 lokacija (34 uzduzZ obale Jadrana, od Istre do Crne Gore)

DNA izolacija
- mtDNA: 16S rRNA, COI
- sekvenciranje

sekvence: 72 jedinstvena COI haplotipa + 45 jedinstvenih 16S
haplotipova = 102 kombinirana 16S/COI haplotipa



2. Filogenetske analize

Filogenetski odnosi izmedu haplotipova

®@® °

* Filogenetski odnosi - Bayesian analysis, Maximum likelihood, Maximum Parsimony

* Vrijeme divergencije BEAST (Bayesian analysis of molecular sequences related by an
evolutionary tree)
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Genetska raznolikost
* genetske udaljenosti (p-distance)

MC1 (A. pallipes) - MC2 (A. italicus) 5.1 — 5.6%

lzmedu linija u MC2 (A. italicus) 1 —4.2%




Genetska raznolikost

* Raznolikost haplotipova — populacije oko Jadrana




Uzdizanje glacijacije + micanje obale + mreza novih
R vodotokova
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' ©C2- A i. meridionalis sensu Fratini et al. (2005)
© C3 - A. I. italicus sensu Fratini et al. (2005) &
A. i. carinthiacus sensu Fratini et al. (2005)
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Molekulama filogenija (mOMA OO, 169 - plermenti rak

e . Ve Njaveca raznolikost u kontinentalnoj Hr

@ Lineage 1 sensu Schrimpf et al. (2014)
@ Lineage 2 sensu Schrimpf et al. (2014)
O Lineage 3 sensu Schrimpf et al. (2014)
O Lineage 4 sensu Schrimpf et al. (2014)
O novel lineage

O Group 1 sensu Laggis et al. (2017)

O Group 2 sensu Laggis et al. (2017)

Lineage 2
Lsh4
Lsh21

Lsh2

Lshé

o o
Lsh13 | . ‘.‘.. .

Lsh10

Lsh11

Lovrencic et al. (2022) Scientific Reports 12:2040



Procjena vremena odvajanja evolucijskih linija
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» divergencije evolucijskih linija u pleistocenu - snazne oscilacije

klimatskih i ekoloskih uvjeta za vrijeme izmjene glacijala i
interglacijala
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» Danasnja rasprostranjenost
genetskih linija -odrazava
fenomen postojanja
izoliranih juznih glacijalnih
refugija tijekom pleistocena

> iz kojih je tekla postglacijalna
rekolonizacija ostatka
Europe



Karta rasprostranjencsti genetske raznolikosti
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Genetska razndlikost populadija

Population/Abbr. N P Na Ar Apr He Ho Fis |Phwe
Moticnjak [MOT | 21 |1.003.73| 3.33 | 2.70 [0.580|0.562| 0.032 | ns
Breznica [BRE 14 |1.00|3.67| 3.20 | 2.10 |0.541|0.495| 0.087 | *
Burgeti | BUR 19 |[1.00(3.33| 2.94 | 0.15 |0.450/0.453|-0.005 | ns
llova ILO 24 [1.005.20| 4.19 | 1.95 |0.684|/0.630| 0.081 | ns
Otuca OoTU 9 |1.00|3.47| 3.41 | 1.50 |0.573/0.511| 0.114 | ns
Bijela BlJ 21 |1.00|4.47| 3.72 | 3.30 [0.590|0.568| 0.037 | ns
Glogovica [GLO 28 [1.00[5.20| 3.95 | 0.90 |0.638]/0.569| 0.109 | ns
Kikovac  [KIK 30 [1.00[4.00| 3.42 | 0.60 |0.554|/0.566|-0.021| ns
Slobostina [SLO 27 | 0.93|4.07| 3.32 | 2.70 |0.565|0.455|0.198*| *
Bednja  [BED 30 [1.00|6.00| 4.18 | 2.25 |0.624|/0.582| 0.069 | ns
Kutjevacka [KUT 16 | 1.00 [4.93| 4.23 | 3.30 |0.674/0.586| 0.133 | *
Velianka |VEL 30 [1.00(5.27| 4.07 | 3.90 |0.600]0.515[0.145*| ns
Jaruga JAR 23 |0.93(3.47| 3.05 | 2.10 |0.562|0.577|-0.027 | ns
Maksimir |[MAK | 30 |0.93[2.93]2.39 | 3.30 |0.355[/0.350| 0.013 | ns
Totovec _hQ[ 30 [1.00(3.27| 3.09 | 1.35 |0.577/0.557 | 0.036 | ns
Jankovad EAN 30 |1.00(4.13| 3.26 | 0.30 |0.557/0.529| 0.051 | *
Vuka i\/UK 31 [0.87|2.67] 233 | 0.15 |0.404]/0.411|-0.017 | ns

N, - prosiecan brgj alela; A; - alelno bogatstvg Ay, - brgj privatnih alelg H: -

ocekivana heterozigotnost;
H, - uocena heterazigatnost; Fc - k parenja u srodstvu

P,y vierojatnast odstupanja od Hardy-Weinberg ravnoteze

» Vvisoka genetska raznolikost
> visoke vrijednosti N, P, A,
Ar b

> 90 & VB — visak horozigata
parenje u bliskom srodstvu —
simanjenje genetske raznolikosti

> JN & TOI — usko grlo —
sranjenje efektivne velicing, fitnesa
| adaptivnog patencijala



Genetska diferencijacija populadija
average F5;=0.295

A tarentiumaverage F5=0.463
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Genetska struktura populacija

Habitat suitability
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ancestralnoj grupi ili je posljedica
antropogenih translokacija



Potencijalna rasprostranjenost plemenitog raka sada (2022) i u buducnosti (2070)

2070: 4.8°C 2070: 37°C

L s

> negativni utjecaj Klimatskih promjena

> znacajno smanjenje povaljnih stanista do 2070. godine

» panricanje poatencijalne rasprostranjencsti prema SZi Soveniji



Pramjene u povdljnosti stanista

Danube
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Habitat suitability changes
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Preklapanje potencijalne buduce rasprostranjenosti plemenitog raka i genetske
raznolikosti

Ho

D’ava

Danube
Danube
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Habitat suitability changes

- may remain suitable (stable) NaNNN. . h a p I Otl p ova e (stable)

I may become suitable (gain) 1 ble (gain)

I ay become unsuitabe (lost) i p otenc |J d I no itable (lost)

Ho of studied populations ) °
°o 0 izgubljeno -
o P B @ ..

o 8 B @ populacije u
podrucjima koja
su predvidena
kao nepovoljna

> potencijalni gubitak velikog aijdedeieltiggexid osti plemenitog raka zbog klimatskih
promjena
» populacije s najvecom i jedinstvenom genetskom raznolikosti smjestene u
podrucjima koja su predvidena kao nepovoljna u buducnosti



Potendijalni Klinetski refugiii

> podrudja s najvecom genetskom raznolikescu i Klimatski  povoljnim
stanistina
* rijeke i umjetna jezera na nizim nadmorskim visinama u alpinskoj
regiji
> rriDNALinija 2i/ili Genetska grupall
« djuncarei i nTtvaje uz rijeke Dravu i Savu u Sjeverozapadnom dijelu
kontinentalne Hvatske

> nedostupna zbog prirodnih barijera Sirenja—  asistirana migradija i
repopulacija

> donarske populadije za buduce repopuladije i reintrodukdije
> populadije ILO KU, VA, BACi BJ
> Visoka i jedinstvena genetska razndlikost na razini mtONAT nuDNA
> potendijalno izgubljene zbog nepovdljnih stanista u buducnesti




Zakljucak

 Hrvatske populacije cuvaju znacajnu genetsku raznolikost slatkovodnih
rakova — rezervoar na europskom nivou

* Najveca raznolikost potoCnog raka — Alpinska biogeografska regija
* Najveca raznolikost rijecnog raka — Kontinentalna biogeo. regija
* Najveca raznolikost bjelonogog raka — Mediteranska biogeo. regija
* Filogenija + filogeografija + populacijska genetika + SDM -

neophodni za izradu konzervacijskih planova za ove
ugroZene/osjetljive nativne vrste



