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1. UVOD
1.1. Mekusci (Mollusca)

Koljeno mekuSaca (Mollusca) jedno je od najvecih u zivotinjskom carstvu. Dijeli se u
sedam razreda: Aplacophora (bezljusturasi), Bivalvia (SkoljkaSi), Cephalopoda
(glavonosci), Gastropoda (puzevi), Monoplacophora (jednoljusturasi), Polyplacophora

(mnogoljusturasi) i Scaphopoda (koponosci) (Bunje, 2003.).

Slika 1. — raznolikost mekusaca. (lzvor:

https://ucmp.berkeley.edu/mollusca/mollusca.html)

Nekoliko karakteristika koje su specificne za ovo koljeno jesu ljustura, plastana
Supljina, receptori i stopalo. LjuStura je prisutna u viSe razreda, s time da je kod
razreda Cephalopoda i Aplacophora doS$lo do redukcije ljusture. Plastana Supljina se
nalazi u podrucjima gdje plast nije srastao s tijelom, a u njoj su smjestene ktenidije
(8krge mekuSaca), kemoreceptori i tjelesni otvori (crijevni, gonopori i nefridiopori)
(Habdija i sur, 2011.). Kemoreceptori se joS nazivaju i osfradiji, vrlo su bitni jer
organizmu omogucuju procjenu kakvoc¢e medija u kojemu se nalazi. Kada govorimo
o razvijenosti tjelesnih Supljina, mekusci pripadaju skupini shizocelnih hemocelomata
kod koijih je prilikom embrionalnog razvitka doslo do stapanja primarnih i sekundarnih
tielesnih Supljina (Habdija i sur, 2004.). Optjecajni sustav je otvoren i graden je od
srca, pripadnih krvnih Zila, hemocela i hemolimfe (Habdija i sur., 2011.). Srce se
nalazi u perikardu te tjera krv aortom u manje arterije koje se zatim izlijevaju u
hemocelne sinuse i oplakuju organe. NajceSci respiratorni pigment je hemocijanin, s
time da su u nekih svojti prisutni i hemoglobin i hemeritrin. Za ekskreciju su zaduzeni

metanefridiji, tj. Zlijezda Cija je uloga otklanjanje otpada nastalog u metaboliCkom


https://ucmp.berkeley.edu/mollusca/mollusca.html

procesu (Habdija i sur., 2004.). Prehrana im je jako raznolika, od karnivora do

herbivora, detritivora ili filtratora (Habdija i sur, 2011.).

MekuSci obitavaju na raznim stanistima, od kopnenih do vodenih (morski i
slatkovodni). Od ukupno 50 000 opisanih vrsta, 30 000 je morskih stoga je vidljivo da
su u velikom broju zastupljeni u morskim stanistima (Gosling, 2003.). Imaju vrlo dug i
bogat fosilni zapis koji datira unatrag vise od 550 milijuna godina, stoga su
paleontolozima jedna od naj¢es¢ih vrsta organizama koju koriste za prou€avanje
povijesti zivota. Jedan od manje poznatih razreda je Monoplacophora
(jednoljusturasi) koji broji oko 20 opisanih vrsta i jedno je od vaznijih otkri¢a u
modernoj biologiji. Prvotno je bio poznat kao fosil iz Paleozoika, da bi se 1952.
godine uz obalu Kostarike otkrila zZivu¢a vrsta Neopilina galatheae. Do otkrica je
doslo tek nedavno jer se ovaj razred vecinom nalazi u dubokom oceanu, te je samim

time mogucnost otkrica otezana.

Rasprostranjenost mekuSaca je raznolika, od kopnenih planinskih vrhova sve do
dubokog mora, a veli€ine organizama variraju od 20 metara dugih divovskih ligniji,
Architeuthis dux (Steenstrup, 1857.), pa sve do aplakofora koje su duljine svega
milimetar ili manje. Kroz povijest mekusSci su imali vaznost i za Covjeka kao izvor
hrane, alat pa i kao nakit, s obzirom na to da se Skoljke nekih mekuSaca smatraju

lijepima i vrijednima (Bunje, 2003.).

1.2. Skoljkasi (Bivalvia)

Razred Bivalvia sa svojih otprilike 7500 opisanih vrsta jedan je od sedam razreda u
koljenu Mollusca (Gosling, 2003.). U Jadranskom moru utvrdeno je zasad oko 320
vrsta. Vec¢inom Zive sjedilaCkim i polusjedilackim nacinom Zivota, osim nekoliko
iznimaka koji mogu i plivati pomocu svojih ljusStura izbacujuci i uvlaceéi vodu u
plastanu Supljinu. Ovi organizmi vecCinom preferiraju mekani sediment u koji se
ukopavaju svojim stopalom, a kako bi sve funkcioniralo plast im je prilagoden za
donos i odnos vode iznad sedimenta u kojem obitavaju. Naime, voda struji kroz
plastanu Supljinu i tako uzimaju kisik i hranjive tvari, a izbacuju ugljikov dioksid.

Takoder, u vodu izbacuju i ekskrecijske produkte te gamete (Habdija i sur., 2011.).



1.2.1. Morfologija i fiziologija

Naziv Skoljka§ povezan je s gradom jer ima dvije ljuSture koje se zajedno nazivaju
Skoljka, a podijeljene su na lijjevu i desnu i spojene su ligamentom. LjuStura je
uglavnom gradena od tri sloja, i to vanjski (organski) sloj koji se naziva periostrakum,
zatim srednji vapnenacki sloj ostrakum (kristali kalcijeva karbonata naj¢e$¢e aragonit
ili mjeSavina kalcita i aragonita) i unutarnji sloj koji je takoder vapnenacki i naziva se
hipostrakum. Umbo ili vrh Skoljke je ujedno i najstariji dio ljusture te se oko njega
koncentricno rasporeduju zone prirasta (Habdija i sur., 2011.).

Grada tijela je bilateralno simetriCna, a unutar plasta, koji sluzi kao zastita unutarnjih
organa i zastita od predatora nalazi se prostrana plastana Supljina koja je prostor u
kojem se nalaze Skrge (ktenidije), stopalo, te iznad njega utroba. Sam plast se sastoji
od dva reznja tkiva, vrlo je tanak, a sastoji se od vezivnog tkiva s hemolimfnim
plasta najcesSce tamno pigmentiran radi zastite od Stetnog efekta sunCevog zracenja.
Plast na svojoj unutarnjoj povrSini ima cilije Cija je uloga usmjeravanje Cestica na
Skrge i odbijanje tezZih Cestica koje se usmjeravaju duz kanala za odbacivanje prema
otvoru za ekshalaciju. Najvaznija tjelesna tekucina u tijelu Skoljkasa je hemolimfa
koja u sebi sadrzi stanice, tj. hemocite koje lebde u bezbojnoj plazmi. Kao i kod
sisavaca krv, u fiziologiji SkoljkaSa hemolimfa igra vaznu ulogu. Hemolimfa
Skoljkasima sluzi kao medij za izmjenu plinova, osmoregulaciju, distribuciju hranjivih
tvari, te eliminaciju Stetnih tvari. Osim toga, sluzi i kao fluidni ,kostur® koji daje

privremenu stabilnost stopalu i rubu plasta.

Prema gradi Skrga Skoljkase mozemo podijeliti na Cetiri skupine: Protobranchia,
Filibranchia, Eulamellibranchia i Septibranchia. Skrge kod $koljkasa imaju veliku
povrSinu, a k tome i respiratornu i hranidbenu ulogu. Bogato su opskrblijene
hemolimfom te se tako odvija izmjena plinova. Osim respiratorne uloge, sudjeluju u
bioakumulaciji teSkih metala i pesticida. Posljedica izlozenosti teSkim metalima kao
Sto su olovo, cink i bakar uzrokuje oSteéenje Skrga i degenerativne posljedice kao
Sto su gubitak cilija i spajanje filamenata, Supljih cijevi unutar kojih cirkulira
hemolimfa. Medutim, $8krge imaju malu pomo¢ specijaliziranih proteina

metalotioneina, koji vezu na sebe teSke metale, i vitamin C koji hvata slobodne



radikale, a oboje su rasprostranjeni u tkivima Skrga i probavnih Zlijezda (Gosling,
2003.).

Odrasle jedinke imaju mehanizam kojim reagiraju na promjene vanjskog saliniteta i to
zatvaranjem zalistaka ljuSture, i to kako bi prilagodile unutarstaniénu koncentraciju
iona, aminokiselina i drugih malih molekula s ciliem odrzavanja konstantnog
volumena stanice. Skoljkasi su osmokonformeri $to znaéi da imaju sposobnost
regulacije osmotskog potencijala svoje izvanstani¢ne tekucine, odnosno hemolimfe.
S obzirom da je prvi odgovor Skoljkasa na fluktuacije saliniteta zatvaranje svojih
ljuStura, tkiva budu izolirana od osmotskih promjena u vanjskom mediju. Ovakav
nacin nije dugotrajno rieSenje, stoga ako razdoblje promjene saliniteta potraje duze
vrijeme, Skoljkas ¢e biti prisiljen regulirati volumen stanica potraznjom za kisikom i
hranom (Bayne i sur., 1976.). Kada se u konacnici postigne osmotska ravnoteza,
hranjenje i disanje se vraca u pocetnu brzinu, tj. ubrza se, a razdoblje koje je
potrebno za potpunu aklimatizaciju ovisi 0 opsegu pocCetne promjene saliniteta
(Almada-Villela, 1984.).
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Slika 2 . — unutradnja grada SkoljkaSa (lzvor: http://anatomynote.com/wp-

content/uploads/2019/09/13735/Mollusk-shellfish-anatomy-diagram.jpq)
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1.2.2. Razmnozavanje

Reproduktivni ciklus Skoljkasa je godisnji, a to ukljuCuje razdoblje gametogeneze,
odnosno proces kojim nastaju spolne stanice, te nakon toga slijedi jedan produzeni ili
Cak nekoliko dogadaja mrijesta. Ostatak godine ostaje za razdoblje rekonstrukcije
gonada. Sam ciklus kod SkoljkaSa se odvija tako da u spermatogenezi (procesu
razvoja spermija), primarne spermatogonije prolaze kroz ponovljene mitotske podjele
kako bi proizvele sekundarne spermatogonije, koje zatim prolaze kroz mejozu kako bi
postale spermatociti, te oni stvaraju spermatide koji se diferenciraju u biCaste
spermatozoide €ija duljina iznosi oko 25-60 um. S druge strane, proces oogeneze
(razvoja jajnih stanica) ima sliCan obrazac kao i spermatogeneza jer oogonije
prolaze kroz ponovljenu mitozu dajuCi sekundarne oogonije koje zatim ulaze u
mejozu, ali se zaustavljaju u fazi profaze mejoze |, te preostale mejotske faze
zavrSavaju nakon oplodnje. Postoje neki glavni ¢imbenici koji uvelike utjeCu, a i
odreduju vrijeme gametogeneze i to za mnoge vrste. Hrana i temperatura glavni su
¢imbenici koji imaju utjecaj na proces razmnozavanja, hrana mozda i viSe s obzirom
na to da je sam proces gametogeneze energetski zahtjevan i stoga ovisi 0 dostupnoj
opskrbi hranom, pohranjenim energetskim rezervama ili oboje. Vecina Skoljkasa,
jajasca i spermije iz genitalnih kanala izbacuje izravno u vodeni stupac u kojem se
dogada oplodnja. Oplodeno jajaSce se dijeli i razvija u nakupinu stanica koja pomocu
cilija (trepetljika) koje se pojave 4-5 sati nakon oplodnje moze plivati. Zatim 24 sata
nakon oplodnje li€inka je u stadiju trepetljikastog trohofora koji pocinje luciti prvu
ljusturu licinke. Stadij veliger liCinke nastupa nakon sto je li€inka veli€¢ine od 100-120
Mm u duljinu, te se brzo nakon toga pocinje luciti druga ljustura na kojoj se sad veé
vide linije rasta. U stadiju veligera liCinke plutaju pri povrsSini, a kasnije kad nastupi
stadij pediveligera (stadij u kojem se liCinka moze kretati putem stopala) u kojoj se
pocinje stvarati ljuStura te Skoljkas dobiva na teZini, pada na dno i zapocinje benticki
zivot. Li¢inke su spremne za to kada dostignu veli€inu od 250-300 um, iako su
mnoge u stanju odgoditi proces dok ne postanu veée. Kao i kod odraslih jedinki,
Cimbenici koji utjeCu na razvoj li€inki su hrana, temperatura i salinitet (Gosling,
2003.).



1.3. Porodica Pinnidae

Porodica Pinnidae pripada redu Anisomyaria, tj. Skoljkasima koji imaju veliki straznji
aduktorski miSi¢ (zatvarac), dok je prednji aduktor mali ili nedostaje. Pinnidae su
rasprostranjene diliem svijeta pretezito u toplim umjerenim i tropskim morima, a
vecina vrsta nalazi se u pjeS€anim i muljevitim dnima, i to do dubine od 10 do oko 25
m. Ovi Skoljkasi uglavnhom zive okomito ugradeni u mekanu podlogu (Turner i
Rosewater, 1958.). U znanstvenom svijetu predstavljaju se kao 3 glavna roda, a to
su: Atrina, Pinna i Streptopinna. U porodici Pinnidae broji se oko 70 vrsta, od kojih u
rod Atrina spada 30 vrsta, u rod Pinna 39 vrsta i u rod Streptopinna 1 vrsta (WoRMS,
2022.).

Rod Pinna ima 8krge, koje uz trepetljikave, imaju i maniji broj tkivnih interfilamentnih
spojeva koji se nazivaju pseudolamelibranhijali. Takav tip grade Skrga spada u red
Filibranchia. Takoder, rod Pinna €ini ekoloSku skupinu SkoljkaSa koji Zive pri€vrsceni
na podlozi (epifauna) pomocu bisusnih niti. Kod takvih vrsta stopalo je svedeno na
bisusni kompleks s bisusnim stopalnim Zlijezdama. Vrste roda Pinna djelomi¢no su
ukopane u mekani sediment, a bisusnim nitima su u svrhu stabilizacije pri€vr§¢ene
na kamenje u dubokim slojevima sedimenta. Zanimljivo je da dugacke bisusne niti
periski su koristene, i jo§ se koriste u turistiCcke svrhe i za proizvodnju tkanina
(Habdija i sur., 2011.).

Pinna nobilis ima oblik Siljastog trokuta, a vanjska povrsina ukradena je ljuskastim
lamelama koje su viSe naglasene kod juvenilnih primjeraka (Milisi¢, 1991.). Pinna
nobilis (Linne, 1758.) hrvatskog naziva Plemenita periska (engl. Noble pen shell),

Skoljkas (bivalvia) je koji pripada obitelji Pinnidae (periske).

Trenutna klasifikacija prema WORMS (World Register of Marine Species) je sljedeca:

Carstvo Animalia
Koljeno Mollusca
Razred Bivalvia
Podrazred Autobranchia
Red Ostreida
Porodica Pinnidae
Rod Pinna




Vrsta Pinna nobilis

Najveci je Skoljkas Sredozemnog mora, u kojem je endem, a najveca visina joj
doseze i do 1 m, s time da prosje¢na veli€ina iznosi od 30 do 60 cm. Vanjska boja
ljuSture je svjetlo smeda, a s unutrasnje strane boja je opalosedefasta. Najces¢e
obitava na podrucju pjeskovito-muljevitog dna, gdje uglavnhom naseljava livade
morskih cvjetnica, s time da povremeno uspijeva i medu kamenjem (Milisi¢, 1991.), te
boravi na mjestima smanjenog hidrodinamizma. Jadransko more je vrlo pogodno
staniste za ovu vrstu, u kojem je bila vrlo rasprostranjena prije masovnog pomora
(Cabanellas-Reboredo i sur., 2019.).

P. nobilis moZemo pronaci kao dio biocenoze morskih cvjetnica Posidonia oceanica i
Cymodocea nodosa, tj. na sedimentu izmedu izdanaka (Bakran-Petricioli i sur.,

2011.). Obi¢no je zabodena u okomitom polozZaju na dubini od 2-20 m, no moze biti i

na dubini do 40 m.

Slika 3. — jedinka Pinna nobilis zabodena u mekanom supstratu. (lzvor slike:
https://www.mispeces.com/especiales/Todo-lo-que-te-interesa-saber-sobre-la-Nacra-
Pinna-nobilis/#.Ypnn4 1BzlV )
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Prije negoli se jedinka priCvrsti, ona svojim stopalom trazi odgovarajuc¢u podlogu,
naj¢esSce stabilnu i nepomicnu, gdje se zatim bisusnim nitima, koje su kompleksan
sistem kojemu je zadaca da fiksira jedinku za supstrat, pricvrS¢uje za podlogu (Basso
i sur., 2015.). Pri¢vrdéivanje za morsko dno bisusnim nitima dovelo je do smanjenja
prednjeg misi¢a aduktora u odnosu na straznji kao rezultat prilagodbe. P. nobilis je
hermafrodit s dominiraju¢im muskim spolom u ranijoj dobi, te Zenskim spolom u
starijoj (Milisic, 1991.), a gamete ne sazrijevaju istodobno C¢Cime izbjegava
samooplodnju. Spolnu zrelost dostize u drugoj godini Zivota. Razmnozavanje se
odvija putem faze rasprsSivanja, a li€inka je pelagi¢ka. Kod takve vrste li¢inackog
stadija to moze biti slaba toCka pri razmnozavanju vrste jer rani stadij razvoja je
posebno osjetljiv na uvjete u okoliSu, koji ¢esto znaju biti ekstremni. |1z tog razloga,
vrijeme mrijeStenja odgovara optimalnim uvjetima okoliSa. Endogeni ¢imbenici u
samog $Skoljkasa kao i okolidni Cimbenici kontroliraju vrijeme i trajanje reproduktivhog
ciklusa. No, malo je dostupnih informacija o li€inaCkom stadiju ove vrste, te se
pretpostavlja da se mrijest odvija krajem ljetnih mjeseci i poCetkom jeseni (Basso i
sur., 2015.).

Embrionalni razvitak zapocinje spiralnim brazdanjem i razvijanjem trohoforne li€inke,
zatim se iz trohoforne li€inke razvija veliger li€inka, koja tada, na lednoj strani ima
ljusturu, a na trbusnoj strani razvija se stopalo. LiCinke P. nobilis kada su u stupnju
planktonske veliger li€inke plutaju vodenim stupcem do trenutka kada se smjeste na
dno i pri€vrste putem bisusnih niti. Nekoliko istrazivanja iznosi da je potrebno
razdoblje od 5-10 dana do pri¢vr&€ivanja, no ne moze se sa sigurnoscu reci koliko to
razdoblje iznosi. Takva disperzija liCinki u vodenom stupcu moze biti slaba toCka
populacije jer su li¢inacki stadiji posebno osjetljivi na ekstremne ekolosSke uvjete. U

povoljnim uvjetima zZivotni vijek P. nobilis je i do 50 godina (Habdija i sur., 2011.).

Filtratorski je organizam, odnosno koristi metodu suspenzijskog ili filtratorskog
hranjenja gdje Skrge pomodéu svojih cilija koje se nalaze u traktu uklanjaju
suspendirane Cestice iz vode koja se pumpa kroz pladtanu Supljinu te koristi Skrge za
hranjenje, pa su se iz tog razloga kod organizama koji imaju takav nacin hranjena
Skrge znatno povecale kako bi se mogle nositi s tom sekundarnom ulogom. Gosling
(2003.) kaze: ,U divljini se Skoljkasi hrane raznim suspendiranim Cesticama (seston)
kao &to su bakterije, fitoplankton, mikrozooplankton, detritus, ali i otopljenim

organskim materijalom (DOM, od engl. Dissolved Organic Matter), kao Sto su
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aminokiseline i Seceri.“. Upravo taj nacin hranjenja Skoljkasa ima veliku ekoloSku
ulogu za podrucje u kojem se nalazi i u kojem filtrira velike koli€ine detritusa i tako
doprinosi prozirnosti vode. Klju€an faktor u dostupnosti hrane je hidrodinamizam, a
prostorna distribucija, orijentacija ljuSture kao i veliinska struktura doprinose
pozitivno ili negativho utjecaju hidrodinamizma (Basso i sur., 2015.). LjuSture P.
nobilis osiguravaju tvrdu povrSinu unutar ekosustava s mekim dnom, koji je
koloniziran od strane mnogih razliCitih bentoskih vrsta, a pri velikoj gusto¢i moze
stvoriti bioloSke grebene velike raznolikosti. Razne zajednice epibionata nalaze se na
povrsini ove vrste, neke od njih su: mekusci (Mollusca), koji su ujedno i dominantni,
zatim Kkoluti¢avci (Annelida), spuzve (Porifera), rakovi (Crustacea), mjescCicnice
(Ascidiacea), zarnjaci (Cnidaria), bodljikasi (Echinodermata) i mahovnjaci
(Ectoprocta). Osim toga, izdvojile su se i dvije vrste komenzalnih rakova pazikuca
Pontonia pinnophylax (Otto, 1821.) i Nepinnotheres pinnotheres (Linnaeus, 1758.)
(Basso i sur., 2015.). Takoder, igra klju€nu ulogu u trofickoj mrezi, sluzeéi kao plijen
drugih vrsta, primjerice Obic¢na hobotnica Octopus vulgaris (Cuvier, 1797.) (Rabaoui i
sur., 2008.).

Nazalost, antropogeni utjecaj koji je u posljednjih nekoliko godina sve izraZeniji ima
utjecaj i na ovu vrstu tako da uzrokuje mortalitet jedinki ili populacije na odredenom
podruc¢ju. Od mehani¢kog ostecenja primjenom raznih ribolovnih alata (mreze
potegace) ili usred sidrenja (pogotovo u ljetnih mjeseci), do uniStavanja stanista koje
je uzrokovano eutrofikacijom obalnih podru¢ja (posljedica su hipoksija i anoksija) i

oneciséenje okolisa.



1.3.1. Rasprostranjenost i gusto¢a P. nobilisu Sredozemnom moru

Legend
® Total distribution
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Slika 4. — Mapirani prikaz distribucije vrste Pinna nobilis na podruc¢ju Sredozemnog
mora. Podaci su prikupljeni iz znanstvenih istrazivanja, od strane NATURA 2000
Network Viewer-a, sive literature i dojava gradana, i pretvoreni u kompletan prikaz
(Marrocco i sur., 2019.) (lzvor slike: //doi.org/10.3897/natureconservation.33.30397)

Rasprostranjenost P. nobilis na osnovu 4 izvora podataka (NATURA 2000, Network
Viewer, sive literature i dojave gradana) pokazuje da je najveca rasprostranjenost na
sjevero-isto€noj i sjevero-zapadnoj strani Sredozemnog mora. No, ne mozZe se sa
sigurnosScu utvrditi je li na juznom dijelu mala rasprostranjenost ili su istrazivacki
napori koncentrirani samo na odredenim podrucjima (Marrocco i sur., 2019.). Prema
ostalim istrazivanjima Egejsko more ima najvecu gustoéu, a slijedi ga Jadransko
more, zatim Tirensko te Jonsko more. NajCeSce su uoCene u livadama Cymodocea
nodosa i Posidonia oceanica. Isto tako, ustanovljen je trend smanjenja broja jedinki s
povecanjem dubine, s time da je primijeCena veca gusto¢a u prvih 10 — 12 metara
(Basso i sur., 2015.).
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1.3.2. Zastita vrste

Mediteranski bazen je na udaru zagrijavanja, te to utjeCe na organizme koji se nalaze
na tom podrucju. Mijenjanjem temperature mora dolazi do pomaka u dostupnosti
hrane zbog sve &eséih cvjetanja fitoplanktona, pa samim time i povecanja broja
planktona, a mijenja se i lokalna hidrodinamika, te je sve veca acidifikacija (Basso i
sur., 2015.). Opasnost predstavljaju i invazivne vrste kojih je upravo zbog promjene
temperature i globalnog transporta sve vise na podru¢ju Mediterana. Primjerice
makroalga Lophocladia lallemandii koja potencijalno moZze utjecati na izvore hrane, a
istraZivanja su pokazala kako su markeri oksidativne Stete pronadeni u Skrgama i
probavnoj Zlijezdi periske, tako uzrokujuci ovoj vrsti bioloski stres. Poznato je kako je
ova vrsta vazno staniSte za mnoge vrste kojima pruza tvrdu podlogu i koji imaju
suzivot s ovom vrstom. Od 2016. godine taj broj se jo$ viSse smanjio s obzirom na
,Masovni pomor periski“ (Mass Mortality Event - MME) (Cabanellas-Reboredo,
2019.). Tako je ova vrsta zavrSila na IUCN-ovom popisu kriticno ugrozenih vrsta
(engl. CR — Critical endangered). JoS od 1992. godine prema Direktivi Europskog
vije¢a 92/43 | EEC o oCuvanju prirodnih stanista i divlje faune i flore, P. nobilis je pod
strogom zastitom (Prilog IV.) (IUCN, 2019.) i kao ugrozena vrsta Protokolom o
posebno zasti¢enim podrucjima i bioloSkoj raznolikosti u Sredozemnom moru iz
Barcelonske konvencije (Prilog Il.). Stoga, svako namjerno hvatanje ili ubijanje
primjeraka P. nobilis strogo je zabranjeno (Vazquez-Luis i sur., 2017.).

1.3.3. Masovni pomor

Prvo spominjanje masovnog pomora P. nobilis (engl. Mass mortality event, MME)
dogodilo se u jesen 2016. godine (krajem rujna i poCetkom listopada) kada je gotovo
istodobno otkrivena vrlo visoka smrtnost jedinki P. nobilis na nekoliko toCaka u
Sredozemnom moru, kod Spanjolske, i to uzorci medusobno odvojeni nekoliko
stotina kilometara. Vidljivi znakovi ove bolesti ukljuCivali su simptome kao Sto je
polagano zatvaranje ljusture, recesiju plasta, gubitak snage sifona, smanjivanje mase
i slicno (Vazquez-Luis i sur., 2017.). Kod primijeéenih umirucih jedinki uoene su
poCetne patoloSke promjene koje su se povezivale s vrstom parazita iz roda

Haplosporidium, 1j. vrsta Haplosporidium pinnae (Sarié i sur., 2020.). Javljaju se faze
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sporulacije u epitelu tubula probavne Zlijezde, ukljuujuéi sporonte, sporociste (max.
duljine do 30 pm, s viSse od 50 spora) (Catanese i sur. 2018.). Dinamika
rasprostranjenosti H. pinnae modulira se uvjetima okoliSa, tj. nakon dolaska pomocu
struja na odredeno podrucje parazit je podlozan uvjetima u tom okoliSu. Prema
istraZzivanjima, izrazavanje bolesti povezano je s temperaturom koja iznosi iznad 13.5

° C i rasponom saliniteta od 36.5 — 39.7 psu (Cabanellas-Reboredo i sur., 2019.).

Nije trebalo puno vremena da se ubrzo primijete znakovi MME-a i u cijelom
mediteranskom bazenu. Duz obala Francuske, zatim Grcke, Cipra, ltalije pa i
sjeverne Afrike. Osim parazita iz roda Haplosporidium, nekoliko slu€ajeva uo€enih u
ltaliji, Grekoj i Spanjolskoj povezano je i s bakterijama iz roda Mycobacterium sp.
Daljnja ispitivanja potvrdila su kako u onih jedinki koje su bile zarazene nekim od tih
parazita (Mycobacterium, Haplosporidium, Vibrio spp. i Perkinsus sp.) nije pronaden
isklju€ivo jedan, vecC dva ili vise patogena u jedinki, $to je povecavalo sloZenost

patogeneze bolesti.

Prvi zabiljeZen slu€aj na hrvatskoj obali Jadrana zabiljezen je u proljece 2019. godine
na najjuznijem dijelu, odnosno blizu poluotoka PeljeSca, da bi se sredinom ljeta
odnosno u kolovozu zamijetilo joS novih slu€ajeva oko 300 km od prethodne lokacije,
odnosno na sjeverozapadnoj strani Dugog otoka (plaza Sakarun). Ve¢ krajem ljeta i
poCetkom jeseni iste godine potvrdeni su i ostali slu¢ajevi MME-a u srednjem

Jadranu s tendencijom $irenja sjevernije (Sari¢ i sur., 2020.).

1.4. Filogenija

Filogenija je podrucje biologije koje se bavi prouCavanjem evolucijskih odnosa
izmedu vrsta ili nekih drugih taksonomskih jedinica organizama. Najbolji uvid u
evolucijsku povijest organizama na Zemlji daju fosilni zapisi. No, s obzirom da zapisi
naj¢eS¢e nisu potpuni i nalaze se u fragmentima, usporedba je prije razvitka
tehnologije mogla biti morfoloSka i fizioloSka, te su se radile pretpostavke i nije se
moglo napraviti detaljno filogenetsko stablo (Nei i Kumar, 2000.).

Prvotno je Linnaeus u 18. stolje¢u prakticirao tradicionalne metode za razvrstavanje

organizama prema njihovim sliCnostima i razlikama. Postavio je okvir za kasnije
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evolucijske sheme tako da je dijelio organizme u hijerarhijski niz taksonomskih
kategorija, poCevsi od carstva i napredujuci prema dolje kroz koljeno, razred, red,
porodicu do roda i vrste. To je bilo morfoloSke prirode, a molekularni podaci
predstavljeni su 1904. godine, kada je George Nuttall koristio imunoloske testove, a
jedan od njegovih ciljeva je bio smjestiti ljude u njihov ispravan evolucijski polozaj u
odnosu na druge primate. lako, pristup nije bio Siroko prihvaéen do kasnih 1950-ih
godina uglavnom zbog tehnickih ogranicenja.

Za molekularnu filogenetiku, sljedovi proteina i DNA molekula pruzaju najdetaljnije i
najnedvosmislenije podatke. Danas je uz dostupnost sekvenciranja DNA molekula
postala prevladavaju¢a u odnosu na proteinske sekvence, uglavhom zato $to DNA
daje viSe filogenetskih informacija od proteina. Naime, nukleotidni sljedovi para
homolognih gena imaju vecéi sadrzaj informacija od sekvenci aminokiselina
odgovarajucih proteina. Nakon $to se naprave molekularne analize, cilj vecine
filogenetskih istrazivanja je mogucnost rekonstrukcije filogenetskih stabala koji sluze
kako bi se opisali evolucijski odnosi izmedu proucavanih organizama. Kod
rekonstrukcije filogenetskih stabala naj¢eS¢e se dodaje jedna vanjska skupina (engl.
»outgroup®), a to je homologni gen za koji znamo da je manje povezan s prethodnima
koje smo unijeli u analizu. Ovakva stabla, odnosno genska stabla koja su temeljena
na molekularnim podacima, imaju prednost pred stablima koja su dobivena
morfoloSkim usporedbama. Medutim, stablo gena nije isto Sto i stablo vrste, jer
unutarnji  €vorovi u stablu nisu ekvivalentni. Na slici 5. je prikazana razlika izmedu
stabla gena i vrste, odnosno kod stabla gena unutarnji ¢vor predstavlja divergenciju
gena predaka u dva razli¢ita gena s razli€itim sekvencama DNA i uzrok tome je

mutacija.

S druge strane, kod stabla vrste unutarnji ¢vor predstavlja dogadaj specijacije. Do
specijacije dode nakon $to se populacija predaka podijeli u dvije skupine koje se ne

mogu krizati (primjerice ako su skupine geografski izolirane) (Brown, 2002.).
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A species tree
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Slika 5. — razlika izmedu rekonstrukcijskog stabla gena (A) i stabla vrste (B). (Izvor:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21122/fiqure/A8890/?report=objectonly)

1.5. Populacijska genetika

Populacijska genetika bavi se prouCavanjem genetskog sastava populacija,
ukljuCujuci distribucije i promjene u ucestalosti genotipova i fenotipova kao odgovor
na procese prirodne selekcije, genetski drift, mutacije i protok gena.
Prilikom prouCavanja koristi se principima koji se prikazuju kroz matematicko-
statisticke metode. Jedno od popularnijih je Hardy-Weinbergovo pravilo, nazvano po
engleskom matematiCaru Hardyu, te njemackom lijeCniku Weinbergu koji su ovo
pravilo ustanovili neovisno jedan o drugome 1908. godine. Ovo pravilo prikazuje da u
velikoj populaciji u kojoj dolazi do panmiksije (slu¢ajnog parenja), frekvencije gena i
genotipova su stalne, odnosno postizu ravnotezu. Ovo pravilo vrijedi samo za
populacije u kojima se ne dogadaju mutacije, migracije, genetski drift i prirodna
selekcija. Ukoliko se dogadaju takve promjene, populacija se nalazi u genskoj
neravnotezi, a to ukazuje na evolucijsku promjenu (Pavlica, 2012.). Slu€ajno parenje
ili panmiksija jedan je od teorijskih ¢imbenika pri ¢emu u prirodnim populacijama

svaki €lan ima jednaku Sansu da se pari s bilo kojim drugim ¢lanom u populaciji.
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Vazan evolucijski Cimbenik je i prirodna selekcija koja se dogada kada neke varijante
u populaciji nadvladaju druge varijante kao rezultat bolje prilagodenosti okoliSu i tako
imaju utjecaj na genetski sastav populacije (Okasha, 2008.). Kada u populaciji
nevezano s prirodnom selekcijom, slu€ajno dode do gubitka alela to se naziva
genetski otklon (,drift“). Vazan cimbenik je veli€ina populacije s obzirom da kod
manjih populacija dolazi do vece mogucnosti za genetski drift. U prirodi dolazi do
drasticne redukcije populacije izazvane raznim prirodnim katastrofama, primjerice
kod Pinna nobilis u prethodno spomenutom masovnom pomoru (MME), ili nekim
antropogenim djelovanjem populacije prolaze kroz UC€inak uskog grla (engl. bottle-
neck effect) i prezivljavaju samo jedinke odredenih genotipova i u tom slu¢aju dolazi
do smanjenja varijabilnosti gena u populaciji (Pavlica, 2012.). Mutacije su nasljedne i
nasumicne promjene genetskog materijala koje se mogu javiti spontano ili pod
utjecajem specifi¢nih fizickih, kemijskih ili bioloSkih ¢imbenika. Mutacije su izvor novih
alela, pa to rezultira povecanom genetskom raznoliko$¢u. S druge strane, mutacije

mogu biti Cimbenik za prirodnu selekciju (Altukhov, 2006.).

Sto se tite prostorne podjele populacija vazno je spomenuti migracije, gdje se manja
grupa jedinki odvoji od glavne populacije s ciliem osnivanja nove kolonije na drugoj
(novoj) geografskoj lokaciji (Pavlica, 2012.). Cesto se u literaturi spominje otoéni
model populacijske strukture, koji se moze podijeliti na dva primjera. Kod jednog
primjera dogada se podjela vrste na veliki broj (beskonacan) gdje su nasumiéno
parene subpopulacije, od kojih svaka ima jednaku vjerojatnost i identiCan intenzitet
razmjene gena sa zajednic¢kim genskim fondom, tzv. ,gene pool“. S druge strane,
moze biti velika panmiktiCka populacija (za pojednostavljenje mozemo je predstauviti
kao ,kopno®) koja je okruzZena velikim brojem izoliranih genetski diferenciranih malih
kolonija (,otoka“) od kojih svaka kolonija prima gene s ,kopna“ (Altukhov, 2006.).
Ovakav primjer raspodjele populacija nazivamo i ucinak utemeljitelja (engl. founder
effect). Za posljedicu ovakva preraspodjela ima smanjenje genetske varijabilnosti, te
promjenu  uCestalosti alela u ,otoCnoj* populaciji (Pavlica, 2012.).
Nedavna istrazivanja govore o tome da su danasnje stope izumiranja 100 do 1000
puta vece no $to su bile prije antropogenog utjecaja. To se odnosi na razli€ite tipove
stanista i taksonomski raznolike skupine. NaZzalost, kako vrijeme protjeCe stopa
izumiranja se ubrzava. U najvecoj mijeri takva izumiranja uzrokovana su

antropogenim aktivnostima (oneciScenje okoliSa, prekomjerno iskoriStavanje, gubitak
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stanista kao posljedica, te globalne promjene). Zbog takvog pritiska na ekosustav, te
i na same populacije moze doci do izolacije populacija, a samim time i smanjenjem
veliCine same populacije da bi rezultat bio gubitak genetske raznolikosti. Vazna
interdisciplinarna grana populacijske genetike je konzervacijska genetika kojoj je cilj
proucavati (razumijeti) dinamiku gena kako bi se u konacnici izbjeglo izumiranje.
Genetska raznolikost je pokazatelj razine rizika od izumiranja, Sto znaci da velika
genetska raznolikost povecava stabilnost ekosustava, a upravo odrzavanje visoke
razine genetske raznolikosti jedan je od glavnih cilieva za oCuvanje populacija i
bioloSke raznolikosti (Peyran i sur., 2021.). Kako bismo mogli analizirati genetski
sastav populacija, potrebni su molekularni markeri. Tri naj¢eS¢e koriStena su
citokrom oksidaza | (COl), mikrosateliti i 16S rDNA marker. U daljnjem tekstu opisana

je citokrom oksidaza | kao marker koji je koristen u ovom istrazivanju.

1.5.1. Citokrom oksidaza |

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA) je molekula koja u sebi sadrzi bioloSke upute
koje su za svaku vrstu jedinstvene (NHGRI, 2020.). Unutar Zivotinjske stanice DNA
mozemo prona¢i na dva mjesta; u mitohondriima i onda se ona naziva
mitohondrijska DNA (mtDNA) i njena duzina iznosi oko 15 do 20 kilobaza. Drugo
mjesto je u jezgri i ona se naziva nuklearna DNA (nDNA) i Cini 99.9% sve stani¢ne
DNA. Buduci da ¢e u ovom radu biti rije€ o molekularnom markeru Citokrom oksidaza
I, koji je gen mtDNA, bitno je nabrojati neke znacajke po ¢emu se mtDNA izdvaja.
Naime, mtDNA ima nacin nasljedivanja koji je prvenstveno po majcinoj liniji Sto znaci
da sve jedinke s odredenim genotipom mtDNA najvjerojatnije pripadaju istom
majCinom klonu. Isto tako, mtDNA evoluira i pet do deset puta brze od nDNA, i
upravo zbog vece stope mutacije veca je vjerojatnost da ¢e pokazati razlike izmedu

populacija ili vrsta (Gosling, 2003.).

DNA barkodiranje, odnosno identifikacija taksona koriStenjem kratkih univerzalnih
sekvenci, omogucava identifikaciju vrste iz uzorka. Kratki fragmenti DNA koji opstaju
u okoliSu mogu ujedno omoguciti procjenu lokalne bioloSke raznolikosti iz tla ili vode.
Za zivotinje je predlozena genska regija od 658 parova baza u genu koji kodira

mitohondrijska citokrom oksidaza podjedinica | (Valentini i sur., 2009.).
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Citokrom oksidaza podjedinica | (u nastavku COI) gen je mtDNA Kkoji se koristi za
razliCite evolucijske analize. To je mitohondrijski periferni membranski protein kojemu
je zadaca da prenosi elektrone tijekom oksidativne fosforilacije (Cooper i Hausman,
1939.). Termostabilan je i relativno otporan na denaturaciju (Keilin i Hartree, 1939.).
Takoder, jedan je od najpopularnijin markera koji se primjenjuje u populacijskoj
genetici, kao i za filogeografska istrazivanja Sirom zivotinjskog carstva (Derycke i
sur., 2010.). Bez obzira na varijabilnost rasporeda gena i njegovog broja, medu
bilateralnim Zzivotinjama postoji visok stupanj oCuvanosti sastava i broja gena koji

kodiraju bjelan€evine mitohondrija (Pietan i sur., 2016.).

1.6. Populacijska genetika P. nobilis

U radu Peyran i sur., 2021., u Lionskom zaljevu (franc. Golfe du Lion), koji se nalazi
na juznoj obali Francuske, napravljena je analiza 960 uzoraka P. nobilis uzorkovanih
na 8 lokaliteta s razli€itim okoliSnim uvjetima. Populacija se pokazala homogenom na
cijelom podru€ju uzorkovanja, uklju€ujuéi i uzorke iz zatvorenih laguna i luka. Ti
rezultati upuéuju na to da sve uzorkovane jedinke P. nobilis pripadaju velikoj
homogenoj populaciji u Lionskom zaljevu. Rezultati podrzavaju hipotezu o velikoj
efektivnoj veliini populacije koja odrazava visok polimorfizam, €ak i uz prisutnost
fragmentiranih i izoliranih staniSta. Ova hipoteza je uobi€ajena kod morskih sesilnih
vrsta koje imaju vanjsku reprodukciju. Naime, jedinke poCnu sinkronizirati
oslobadanje svojih gameta s ciliem osiguravanja Sto vece vjerojatnosti uspjesne
vanjske oplodnje (Mendo i sur., 2014.).

S obzirom na to da je P. nobilis uzastopni hermafrodit (objasnjeno u poglavlju 1.3.), a
iz istraZivanja u zaljevu Alfacs (Spanjolska) dobiveni su podatci da se oko 38%
jedinki iz kontroliranih uvjeta, te 20% iz divlje populacije, pojavilo kao istovremeno
muskog i Zzenskog spola, sto je dovelo do samooplodnje (Prado i sur., 2020.). Ovakav
nacCina razmnozZavanja moze smanijiti genetsku raznolikost i poticati veée stope
inbreedinga, odnosno parenje genetiCki-srodnih jedinki (Peyran i sur., 2021.).
Posljedica parenja u srodstvu uzrokuje malu zalihu gena, zbog geneticki slicnih
jedinki. Takoder, smanjuje se fitness jedinki (sposobnost prezivljavanja i

razmnozavanja) kod prirodnih populacija zbog homozigotnih potomaka. Svi i

17



Cimbenici vode do smanjenja reproduktivnog uspjeha populacije, odnosno
smanjivanje veliCine populacije (Pavlica, 2012.). Velika stopa genetske raznolikosti
vodi k tome da postoji i velika stopa mrijesta, a odrZzavanje visoke genetske
raznolikosti je temelj oCuvanja vrste jer genetska raznolikost Cuva sposobnost vrste
da se lak3e prilagodi promjenama u okoliSu i povecava se otpornost populacije
(Peyran i sur, 2021.).

1.7. Cilj istrazivanja

Ciljevi istrazivanja su:

- analiza prikupljenih DNA sekvenci molekularnog markera Citokrom oksidaza
podjedinica | (COI) Plemenite periske (Pinna nobilis) u svrhu proucavanja
populacijske genetike ove vrste,

- kroz konstrukciju filogenetskog stabla uvidjeti evolucijske odnose izmedu
uzorkovanih jedinki,

- usporedba na$ih uzoraka s uzorcima iz ostatka Mediterana.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Uzorci

DNA sljedovi koristeni u ovom radu dobiveni su kao rezultati HRZZ projekta pod
nazivom DNA barkodiranje bioraznolikosti hrvatske faune (IP-2016-06-9988). Uzorci
Skoljkasa iz kojih potje€u koristeni COl DNA sljedovi uzorkovani su tijekom 2018. i

2019. godine na lokacijama prikazanima na slici 6.

Zambratija{10)

Slika 6. — Lokacije uzorkovanja P. nobilis. (Izvor: arhiva HRZZ projekta: DNA
barkodiranje bioraznolikosti hrvatske faune (IP-2016-06-9988)).

U istrazivanju je koristeno 47 uzoraka koji su prikupljeni na 7 lokacija duz hrvatske

obale i otoka Jadranskog mora.
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2.2. Analiza DNA sljedova

Za potrebe analize podataka koristen je programski paket MEGA-X verzija 10.2.4.,
koji pruza alate za istraZivanje i analizu DNA i proteinskih sekvenci iz evolucijske
perspektive (Kumar i sur., 2018.). Sekvence su formatirane u FASTA tekstualni
format, u kojem su parovi baza ili aminokiseline predstavljeni pomoc¢u jednoslovnih
IUPAC (The International Union of Pure and Applied Chemistry) kodova. Zatim
pomoc¢u BLAST-a (The Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul i sur., 1990.),
koji pronalazi regije slicnosti izmedu bioloskih sekvenci, koriste¢i A204 (jednu od
naj¢escih), od P. nobilis sekvenci za pretrazivanje, iz NCBI nukleotidne baze (NCBI,
2004.), izvuCene su tri sekvence vrste Pinna rudis koje su koriStene kao vanjska

skupina, za potrebe ukorjenjivanja filogenetskog stabla.

FASTA datoteka je zatim otvorena u MEGA programskom paketu i sljedovi su
poravnati (engl. Alignment) pomoc¢u ClustalW metode (Thompson i sur., 1994.).
ClustalW je sustav za poravnavanje bilo kojeg broja homolognih nukleotidnih ili
proteinskih sekvenci (Thompson i sur., 1994.). ClustalW u praksi je Siroko koriSten
sustav koji moze biti zaseban, a u ovom sluCaju koriSten je u sklopu MEGA
programskog paketa (Tamura i sur.,, 2011.). Prije pocCetka sravnjivanja, svim
sljedovima odrezani su krajevi na nacin da svi sljedovi budu jednake duljine, odnosno
da pocinju i zavrSavaju na istom homolognom nukleotidu. Poravnati sljedovi su zatim
koriSteni za konstrukciju filogenetskog stabla, koristeCi Neighbour-Joining metodu
(Nei i Kumar, 2000.). Napravljena je i analiza podrzanosti (engl. Bootstrap) od 1000
ponavljanja, radi utvrdivanja kvalitete, odnosno reproducibilnosti konstruiranog
filogenetskog stabla (Nei i Kumar, 2000.). Ova metoda ne utjeCe na razmjestaj grana
na stablu, tj. na to¢nost razmjestaja. Takoder, filogenetska mreza dobivena metodom
najvece Stedljivosti (engl. maximum parsimony) napravljena je u TCS 1.21 programu,
koji je raCunalni program za procjenu genealogije gena, odnosno pracenja
evolucijskih odnosa medu haplotipovima (Clement i sur., 2000.). Kako bi promjene u
nukleotidnom sljedu lakSe vizualizirali napravljena je tablica (Tablica 1) s prikazom
vrste i brojem promjena u DNA sljedovima koja prikazuje distribuciju razli€itosti u
odnosu na najCesci haplotip (koji ujedno predstavlja i konsenzus svih utvrdenih

haplotipova).
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Konstrukcija filogenetskih stabala

Pomoéu MEGA-X programskog paketa napravljeno je viSestruko poravnanje (engl.
Multiple alignment) 47 uzoraka' COl sljedova 3 uzorka vrste Pinna rudis preuzete iz
NCBI nukleotidne baze podataka. Identi¢éni sljedovi grupirani su zajedno i
predstavljeni samo jednom sekvencom. Podrijetlo sljedova vidljivo je iz naziva, a

pocetak viSestruko poravnatih sljedova vidljiv je na slici 7.

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
(=R EmEre|ril «0XEx&+FHlar @ 238
| DNA Sequences | Translated Protein Sequences

speciesiabbry

1. A201 jglCO

2 AZDZ B - o B B
3. A204 A210 [Z1A Z2B [Z36 L4 L5 L7 L8 P1A P28 jgLCO P3B P3D RBA jgLCO RE2T1 jgLCO T2 23 24 28
2000 : oL ]
5 A207

6. A208 22 Z10 P3C

7.1Z1B L2 P2ARB3 Z6 27

t? Z2a

9. Z3AL6T3

10. L1 jgLCO

.1.1 .L3

1219

13.L10

14.P1B

1;’; P3A

16. 71 [gLCO Z5A Z5B

17.29

18. KJ3668489.1 Pinna wvoucher Prs7

19, K1366485.1 Pinna rudis voucher Pr25

20, K1266319.1 Pinna rudis voucher MZUSP 114025

< >

site# |70 F @with Owogaps Selected genetic code: Standard

Slika 7.— Pocetak viSestruko poravnanih sliedova nukleotida P. nobilis i vanjske
skupine Pinna rudis pomoc¢u ClustalW alata u MEGA-X programu. S lijeve strane
nalaze se nazivi sekvenci prema postajama na kojima su uzorci uzeti. Zvjezdice (*)
koje se nalaze pri samom vrhu oznac€avaju da se na tom mjestu u svim sljedovima
nalazi isti nukleotid, odnosno oznacava potpunu konzerviranost doticnog mjesta, dok
na mjestima gdje oznake (*) nema vidljiva je odredena raznolikost u sljedovima.

Duljina poravnatih sljedova iznosi 553 bp.

! lako se u analiziranim podacima pojavljuje 48 razli€itih naziva DNA sljedova, ustvari se radi o 47 razlicitih

uzoraka, jer je uzorak jedinke Z5 sekvenciran dva puta pa se u analizi pojavljuje kao Z5A i Z5B.
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Prilikom konstrukcije filogenetskog stabla koriStena je ,Bootstrap® metoda, te je
vidljivo jasno razdvajanje dviju razli€itih vrsta, odnosno vrste Pinna nobilis i Pinna
rudis, a podrZzanost grananja je relativno slaba Sto je rezultat velike medusobne
slicnosti nasih uzoraka. Ako je ,bootstrap® vrijednost, odnosno broj uz grananje
maniji, time je i grananje nepouzdanije. Na ovom filogenetskom stablu vidimo da
jedino vanjska skupina ima vrijednost bootstrapa od 100%, Sto znaci da je jedino ovo
grananje u potpunosti pouzdano (slika 8).

Ako ovo filogenetsko stablo sagledamo kroz tabli€no prikazane promjene (tablica 1),
osim jednog izuzetka, sve ostale promjene su tihe mutacije koje ne mijenjaju
kodiranu aminokiselinu, Sto vrlo jasno pokazuje da su svi ovi uzorci u bliskom
srodstvu, Sto je ujedno i temelj za slabu podrzanost grananja i za neznatne
evolucijske udaljenosti vidljive iz filogenetskog stabla. Sli€an obrazac pokazuje i
istraZivanje na 25 lokacija diljem Mediterana (Sanna i sur., 2013.), gdje se pokazuju
genske varijabilnosti izmedu regija Sardinija-Korzika, otok Elba, Sicilija i
Venecijanska laguna u odnosu na regiju Egejskog mora i TuniSke obale. Naime,
samo jedna toCkasta mutacija odvaja egejske i tuniSke uzorke od onih sa Sardinije-
Korzike, otoka Elbe, Sicilije i Venecijanske lagune, $to je joS jedan dokaz povezanosti

podrijetla populacija periski dillem regija Mediterana.
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KJ366489.1 Pinna rudis voucher Pr57
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Slika 8. — Filogenetsko stablo dobiveno pomoc¢u Neighbour-joining metode i analize
podrzanosti (engl. Bootstrap) u MEGA-X programu. Za potrebe ukorjenjivanja
koriStena je tzv. vanjskaskupina od 3 nukleotidna slijeda vrste Pinna rudis. PoCetna
slova u nazivima sekvenci predstavljaju: Z — Zambratija, RB — Rovinj, T — Tunarica, L
— Liznjan, IZ — |12, P — Pirovac, A — Telasc¢ica. Broj i slovo iza broja ozna€avaju redni
broj uzorka na odredenoj lokaciji. Na dnu slike prikazano je mijerilo (0.010) koje
povezuje duljinu ogranaka s brojem supstitucija po nukleotidu. Za testiranje
pouzdanosti filogenetskog stabla ucinjeno je 1000 ponavljanja. Horizontalne grane
stabla prikazuju filogenetske razlike medu sekvencama. Sto je horizontalna grana

duZza, to je veca razliCitost sekvenci.

Prilikom konstrukcije filogenetske mreze (slika 9), koja prikazuje mrezu haplotipova,
izdvaja se velika grupa uzoraka (A204) koja je ujedno i ishodiSni haplotip iz kojeg su
evoluirali svi ostali uzorci. Takoder, veéina uzoraka je blisko povezana osim uzoraka
A201 jgLCO i L9 koji su uzorci s najvise promjena, odnosno mutacija Sto je prikazano
u nastavku u tablici 1. Isto tako, uzorci A205 i A207 su medusobno povezani, a dijeli
ih jedna tiha mutacija viSe kod uzorka A207. Grupa uzoraka |Z1B i uzorak A207
takoder se razlikuju po samo jednoj tihoj mutaciji. Prema medusobnoj povezanosti u
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filogenetskoj mrezi zaklju€ujemo da je haplotip A207 najvjerojatnije nastao ili iz A205

iliiz1Z1B.
A204_A210_IZz1A IZ2B_I23B L4_L5_L7_L8_P1A P2B jgLCO_P3B P3D_RB1_jgLCO_RB2_T1_jgLCO_T2_2%3_z4_78
L10 @ 1_jgLCO_2Z5A 758 IZ1B_L2_P2A RB3_%6_27
e

CoD

A201_jgLCO

Slika 9. — Prikaz filogenetske mreze konstruirane u TCS 1.21 programu metodom
najvece Stedljivosti (engl. Maximum parsimony) (Clement i sur., 2000.). Haplotipovi
koji su razdvojeni s viSe mutacijskih koraka ostaju nepovezani, u ovom sluc€aju to je
vanjska skupina Pinna rudis koja na slici nije prikazana radi jasnijeg prikaza odnosa

izmedu nasih uzoraka.

3.2. Tabliéni prikaz promjena

Najveca skupina sekvenci (A204) predstavlja konsenzus kod obrade naSih podataka,
a isto tako to dokazuje da je upravo ta skupina ishodisni haplotip za vecinu
uzorkovanih sekvenci. 1z rezultata je vidljiva niska diferencijacija medu haplotipovima
(tablica 1) s obzirom na samo jednu (1Z2A) toCkastu mutaciju koja uzrokuje promjenu
jedne aminokiseline u proteinu. Dok se kod tihih mutacija izdvajaju 2 uzorka, A201

jgLCO (8 mutacija) i L9 (4 mutacije) kod kojih je primijecen vedéi broj tihih mutacija u
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odnosu na ostale uzorke, medutim ove mutacije ne utjeCu na promjene u genskom
produktu. No, na filogenetskom stablu i u filogenetskoj mreZi ti uzorci se izdvajaju od
ostalih zbog veceg broja tihih mutacija.

Tablica 1. — Distribucija razli€itosti u odnosu na konsenzus izmedu svih uzoraka
DNA sekvenci. U tablici su prikazane promjene u nukleotidnom slijedu za pojedine
sekvence, ukupno mutacija po pojedinoj sekvenci te zasebno toCkaste mutacije
(Missense mutacije), koje mijenjaju aminokiselinu, i tihe mutacije, koje ne utjeCu na
genski produkt, tj. sekvenca proteina se ne mijenja. Na prvoj bazi je ukupno od svih
uzoraka 5 mutacija, od toga samo jedna Missense mutacija, na drugoj bazi nije
pronadena nijedna mutacija, dok na tre¢oj bazi ukupnih je 27 mutacija od Cega

nijedna Missense mutacija.

Uzorci Ukupno | Missense Tihe 1.baza | 2.baza | 3.baza
mutacije | mutacije
1. A201 jgLCO 8 0 8 0 0 8
2. A202 2 0 2 1 0 1
A204A210 1Z1A 1Z22B
Z3B L4 L5 L7 L8 P1A
P2B jgLCO P3B P3D 0 0 0 0 0 0
RB1 jgLCO RB2 T1
jgLCO T2 73 24 78
4. A205 1 0 1 1 0 0
5. A207 2 0 2 1 0 1
6. A209 72 710 P3C 1 0 1 0 0 1
7. 1Z1B L2 P2A RB3 Z6 1 0 1 0 0 1
z7
8. 1Z2A 3 1 2 2 0 1
9. IZ3AL6 T3 1 0 1 0 0 1
10. L1 jgLCO 1 0 1 0 0 1
11. L3 1 0 1 0 0 1
12. L9 4 0 4 0 0 4
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13 L10 1 0 1 0 0 1
14, P1B 1 0 1 0 0 1
15, P3A 2 0 2 0 0 2
16. Z1jgLCO Z5 1 0 1 0 0 1
17. Z9A 2 0 2 0 0 2

PROMJENE UKUPNO 32 1 31 5 0 27

3.3. Usporedba sa sljedovima iz ostalih regija Mediterana

Radi boljeg prikaza bliske povezanosti nasSih uzoraka s ostatkom uzoraka iz ostalih
regija Mediterana, usporedeni su pojedini uzorci, odnosno skupine uzoraka, gdje je
jasno vidljiva ucCestalost ponavljanja odredenih sekvenci uzorkovanih u razli€itim
regijama Mediterana (tablica 2). S potpunom regijom preklapanja (1-553 bp) 76 %
nasih periski ima 100% podudaranje sa sekvencama koje su ve¢ od prije deponirane
u NCBI bazi, a potjeCu iz drugih regija u Mediteranu.S druge strane, 100%
podudaranje no s kraéim brojem nukleotida, odnosno regijom preklapanja od 328-
553 ima 91% nasSih sekvenci, a to takoder pokazuje veliku povezanost nasih

sekvenci s onima u ostatku Mediterana.

Tablica 2. — Prikaz uzoraka s potpunim preklapanjem (1-553) i djelomicnim
preklapanjem, duljine 225 nukleotida (328-553) te duljine 306 nukleotida (247-553),
u odnosu na uzorke ostalih regija Mediterana. S desne strane nalazi se pristupni broj
(poveznica) putem kojeg se moze pristupiti opisu sekvenci na stranici NCBI baze
podataka, regija preklapanja nasih sekvenci i usporedivanih te lokacija uzorkovanja

usporedivanih uzoraka.
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Uzorci 100% identi¢ne sekvence (pristupni broj u NCBI bazi, regija
(553 nukl.) preklapanja, lokacija)
1. A201 jgLCO /
2. A202 qil1208596071|KY321757.1, 1-553, Banyuls, Spanjolska
il490150483|JX854923.1, 328-553, Korzika (Isola Piana), Francuska
3. A204 A210 1Z1A qi[1208596069|KY321756.1, 1-553, Banyuls, Spanjolska
1Z2B 1Z3B L4 L5 L7 Qi[146186356|EF536827.1, 247-553, Epanomi, Grka
L8 P1A P2B jgLCO *JX854977.1 - JX854788.1
P3B P3D RB1
jgLCO RB2 T1
jgLCO T2 23 24 78
4. A205 *JX854977.1 - JX854788.1
A207 *JX854977.1 - JX854788.1
6. A209 Z2 210 P3C qil1208596095|KY321769.1, 1-553, Murcia, Spanjolska
*JX854977.1 - JX854788.1
7. 1Z1B L2 P2A RB3 Z6 0i[1208596129|KY321786.1 1-553, Mallorca, Spanjolska
zZ7 Qi[146186356|EF536827.1, 247-553, Epanomi, Grka
*JX854977.1 - JX854788.1
1Z2A /
IZ3A L6 T3 gi|1208596141|KY321792.1, 1-553, Alicante, épanjolska
0i[490150285|JX854824.1, 328-553, Sardinija, Ospedale Marino, Italija
10. L1jgLCO qi|146186356|EF536827.1, 247-553, Epanomi, Grcka
*JX854977.1 - JX854788.1
11. L3 Qi[1208596081|KY321762.1, 1-553, Ibiza, épanjolska
Qi[146186356|EF536827.1, 247-553, Epanomi, Grcka
*JX854977.1 - JX854788.1
12. L9 /
13. L10 Qi[146186356|EF536827.1, 247-553, Epanomi, Grka
*JX854977.1 - JX854788.1
14. P1B *JX854977.1 - JX854788.1
15. P3A /
16. Z1jgLCO Z5 qil1208596105|KY321774.1, 1-553, Mallorca, Spanjolska

Qi|90797173|DQ448216.1, 203-553, Epanomi-Thermaikos, Gréka
Qi|574455138|KF612603.1, 328-553, laguna Bizerte, Tunis
Qil490150633|JX854998.1, 328-553, otok Elba (Capo Enfola), Italija
Qil490150395|JX854879.1, 328-553, Sardinija, Oristano (Sa Mardini i
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY321757.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C6BX5NH7013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854923.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=75&RID=CP0W6EK101R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY321756.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C6C5BY60013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF536827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY321769.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C6CWFZ79013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY321786.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C8P23ACS016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF536827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY321792.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C8PF92ZV013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854824.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=74&RID=CP6X0ZPE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF536827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY321762.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C8PRBY27013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF536827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF536827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=51&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY321774.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C8YU7PGU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/DQ448216.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=CSMXKTRV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KF612603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=75&RID=CSMXKTRV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854998.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=76&RID=CSMXKTRV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854879.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=CSMXKTRV01R

Torre Vecchia), Italija
Qil490150377|JX854870.1, 328-553, Sardinija, Oristano (Sa Mardini i

Torre Vecchia), Italija
qil490150367]JX854865.1, 328-553, Sardinija, Porto Ottiolu, Italija
gil490150237|JX854800.1, 328-553, Sardinija, Baia di Porto Conte, Italija
gil490150233|JX854798.1, 328-553, Sardinija, Baia di Porto Conte, Italija

17. Z9A *JX854977.1 - JX854788.1

*8 sekvenci (regija preklapanja: 328-553) JX854977.1 - JX854788.1 uzorkovane na 7

lokacija u Italiji sa pristupnim poveznicama:

qil490150591]JX854977.1,Sicilija (Ognina di Siracusa), il490150585JX854974.1, , Sicilija

(Capo Passero), qil490150453|JX854908.1, Sardinija, Isola di La Maddalena (Cala

Camiciotto), gil490150447|JX854905.1, Sardinija, Isola di La Maddalena (Cala

Camiciotto), gi|490150385|JX854874.1, Sardinija, Oristano (Sa Mardini i Torre Vecchia),

qil490150359(JX854861.1, Sardinija, Monte Petrosu (Sassi piatti i Isola Cava,
qil490150235[JX854799.1, Sardinija, Baia di Porto Conte, gi|[490150213|JX854788.1,
328-553, Sardinija, Baia di Porto Conte.

U radu Wesselmann i sur., 2018. navodi se da analiza cijelog Mediterana nije
pokazala (koriste¢i duze sekvence 597 bp COI) genetsku diferencijaciju izmedu
uzorkovanih populacija, a koristeéi krace sekvence (243 bp COI) nije vidljiva jasna
podjela izmedu zapadnog i istoCnog mediteranskog bazena, a istaknula se
Venecijanska laguna kao podrucje s najrazlicitijim jedinkama. lako je Jadran
poluzatvorene prirode to nije uzrok razliCitosti uzoraka iz Venecijanske lagune, jer je
vidljivo da slicnost nasih sekvenci sa sekvencama iz ostalih regija Mediterana govore
suprotno, stoga objasnjenje za takvu razli€itost u Venecijanskoj laguni je da brodovi
koji putem balastnih voda mogu donijeti (kao i odnijeti) larve periski pridonose
povecanju razliCitosti Stoga, pretpostavlja se da uzimajuéi u obzir uzorkovanja u
zapadnom Mediteranu i uzimajuci podatke od uzorkovanja cijelog Mediterana, postoji
velika raznolikost i niska medupopulacijska diferencijacija (Wesselmann i sur.,
2018.).S obzirom da su svi na8i uzorci na proteinskoj razini (osim jednog izuzetka

1Z2A) identiCni, imaju i visoki postotak slicnosti s uzorcima iz zapadnog Mediterana.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854870.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=CSMXKTRV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854865.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=79&RID=CSMXKTRV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854800.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=80&RID=CSMXKTRV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854798.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=81&RID=CSMXKTRV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854977.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=75&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854974.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=76&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854908.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=77&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854905.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=78&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=79&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854861.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=80&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854799.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=81&RID=CP21E3VM01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JX854788.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=82&RID=CP21E3VM01R

Kroz druga istraZivanja naziru se dvije regije koje se mogu grupirati, a to su regije
Sardinija, Korzika, otok Elba [ Sicilija, te Egejsko more.
Ova podjela na zapadni i istocni Mediteran mogla bi se protumaciti kao moguca
posljedica smanjenog protoka gena izmedu istonog i zapadnog Mediterana. Jo$
jedna pretpostavka bila bi postojanje Siciljanskog tjesnaca i Alzirske struje, koja
predstavlja hidrodinamiCku barijeru izmedu Tunisa i Sicilje (Sanna i sur., 2013.).
Medutim ne moze se sa sigurnoScu utvrditi takva hipoteza s obzirom na to da su se
odredeni haplotipovi pojavljivali na obje strane Mediterana, kao i zbog €injenice da

obje strane nisu jednakom mjerom istrazivane.

S obzirom da kroz ova istraZivanja kao i naSe istraZivanje, nije vidljiva velika
divergencija medu uzorcima diljem Mediterana, dalo bi se naslutiti da svi uzorci P.
nobilis imaju zajednicko, i to vrlo blisko podrijetlo. U tom slu€aju, niska genetska
raznolikost kroz populaciju mogla bi biti negativan ¢imbenik ako dode do utjecaja na
vrstu, primjer toga je i Masovni pomor periski, koji se proSirio diliem Mediterana, jer
takva populacija ima priblizno jednak odgovor na utjecaj i sposobnost prilagodbe, a

samim time i manju stopu prezivljavanja i oCuvanja populacije.
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4. ZAKLJUCAK

Analizom 47 prikupljenih sekvenci Plemenite periske (Pinna nobilis) ustanovljeno je
da neke sekvence imaju identiCan nukleotidni slijed. Ukupan broj razlicitih
haplotipova je 17, a najceSc¢i haplotip (A204,...) je sekvenciran iz 20 razliCitih uzoraka
i prisutan je na svih 7 uzorkovanih postaja. Ostale grupe broje po 4 uzoraka (A209,...)
s 3 postaje, 6 uzoraka (1Z1B,...) sa 5 postaja, 3 uzorka (IZ3A,...) s 3 postaje, te 2
uzorka (Z1 jgLCO,...) s 1 postaje. Ostale sekvence koje nisu grupirane, izdvajaju se s
obzirom na promjene koje su se dogodile u nukleotidnom slijedu. Kod njih su
pronadene tihe mutacije koje nemaju znacajan uc€inak na proteinskoj razini. Analiza
slicnosti naSih sekvenci sa sekvencama iz ostatka Mediterana na DNA razini
pokazala je da regija preklapanja koja obuhvaca cijele sekvence (1-553) pokazuje
100%-tnu identicnost Cak 76% masih sekvenci sa sekvencama iz drugih regija
Mediterana, dok kraéa regija duljine 225 nukleotida (328-553) pokazuje 100%-tnu
identi€nost ¢ak 91% nasSih sekvenci sa sekvencama iz drugih regija Mediterana. Na
konstruiranom filogenetskom stablu vidljiva je slaba podrzanost grananja, kao i
neznatne evolucijske udaljenosti, te samo jedan uzorak s jednom missense
mutacijom. Takvi rezultati daju zaklju€ak, da su svi nasi uzorci u bliskom srodstvu, a
usporedbom istrazivanja iz ostalih regija Mediterana naS$i uzorci takoder imaju veliku
srodnost s ostatkom, a najviSe sa zapadnim dijelom Mediterana. NaSi rezultati
dodatno potkrepljuju zakljuCke drugih autora, da su svi uzorci iz cijelog Mediterana u

vrlo bliskom srodstvu.
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6. SAZETAK

Plemenita periska (lat. Pinna nobilis) endem je Sredozemnog mora u kojem je i
najveci Skoljka$ Cija visina mozZe dosegnuti i do 1 m. NajCeSce je nalazimo okomito
zabodenu na pjeskovito-muljevitom dnu, gdje naseljava livade morskih cvjetnica
(Posidonia oceanica i Cymodocea nodosa). Ima vaznu ekoloSku ulogu jer je
filtratorski organizam te doprinosi prozirnosti vode. Njene ljusture sluze kao tvrda
povrSina koja biva kolonizirana od strane raznih epibionata. Jos od 1992. godine
nalazi se na popisu ugrozenih vrsta, a njen se broj drasticno smanjio nakon dogadaja
Masovnog pomora koji je po€eo u jesen 2016. godine. U ovom radu analizirano je 47
DNA sljedova s ciliem uvida u populacijsku genetiku vrste, a koriSten je molekularni
marker Citokrom oksidaza |, jedan od najraSirenijih markera koji se Koristi za
evolucijske analize. Sljedovi su obradeni u MEGA-X programskom paketu.
Uzorkovanje je provedeno tijekom 2018. i 2019. godine na 7 lokacija duz hrvatske
obale i otoka Jadranskog mora. Najvec¢im dijelom vidljivo je da je vecéina uzoraka
genetski identi¢na, odnosno medu 47 analiziranih uzoraka pronadeno je 17 razli€itih
haplotipova pri C¢emu je najbrojniji haplotip pronaden u ¢ak 20 uzoraka i prisutan je na
svih 7 uzorkovanih lokacija. Ukupno su detektirane 32 toCkaste mutacije od Cega
samo jedna missense mutacija, dok su ostale tihe mutacije. Isto tako, usporedbom
nasih istrazivanih skupina, pomoc¢u BLAST-a, i ostalih populacija diljem Mediterana,
Cak 76% nasSih haplotipova, u punoj duljini od 553 nukleotida, identicno je vec

publiciranim sekvencama uzorkovanih diliem Mediterana.

Klju€ne rijec¢i: Plemenita periska, Pinna nobilis, citokrom oksidaza |, populacijska

genetika, Mediteran, Jadran
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ABSTRACT

Pinna nobilis (lat. Pinna nobilis) is endemic to the Mediterranean Sea, where it is the
largest bivalve whose height can reach up to 1 m. It is most often found stuck
vertically on the sandy-mud bottom, where it inhabits meadows of Seagrass
(Posidonia oceanica and Cymodocea nodosa). It has an important ecological role
because it is a filter-feeder organism and contributes to water transparency. Its shells
serve as a hard surface that is colonized by various epibionts. It has been on the list
of endangered species since 1992, and its number decreased drastically after the
Mass Mortality event started in the fall of 2016. In this work, 47 DNA sequences were
analyzed to gain insight into the population genetics of the species, and the
molecular marker Cytochrome Oxidase | was used, one of the most widespread
marker used for evolutionary analyses. The sequences were processed in the
MEGA-X software package.Sampling was carried out between 2018 and 2019 at 7
locations along the Croatian coast and the islands of the Adriatic Sea. For the most
part, it is evident that most of the samples are genetically identical, that is, among the
47 analyzed samples, 17 different haplotypes were found, with the most numerous
haplotype being found in 20 samples and present in all 7 sampled locations. A total
of 32 point mutations were detected, of which only one was a missense mutation,
while the rest were silent mutations. Likewise, by comparing our research groups,
using BLAST, and other populations across the Mediterranean, as many as 76% of
our haplotypes, in the full length of 553 nucleotides, are identical to already published

sequences sampled across the Mediterranean.

Key words: Noble pen shell, Pinna nobilis, Cytochrome Oxidase |, population

genetics, Mediterranean, Adriatic sea
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