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1. Uvod

1.1 Opcenito o porodici Acipenseridae

1.1.1. Taksonomski poloZaj porodice Acipenseridae

Carstvo: Animalia (zivotinje)

Koljeno: Chordata (svitkovci)

Podkoljeno: Vertebrata (kraljesnjaci)

Medukoljeno: Gnathostomata (Celjustousnice)
Superrazred: Osteichtyes (koStunjace)
Nadrazred: Actinopterygii (zrakoperke)
Razred: Actinopteri
Podrazred: Chondrostei (Stitonose)

Red: Acipenseriformes (jesetrovke)
Porodica: Acipenderidae (jesetre)

Nadrazred Actinopterygii (lat. actino — neSto §to ima bodlje, gré. ntépvé — peraja) je
monofiletski takson unutar polifiletske skupine riba koStunjaca. Ime su dobile prema svojim
karakteristiénim perajama, koje su zajednicke svim pripadnicima ove skupine te koje se sastoje
od koZe podrzane sustavom zrakastih, tankih, bodljama-sli¢nim kostiju. Prvi put se pojavljuju
za vrijeme evolucijske radijacije kostunja¢a u devonu, prije otprilike 400 milijuna godina. Tada
su skupine s najve¢im brojem vodenih vrsta bili Placodermi i Acanthodii, dok je od
novonastalih skupina ko$tunja¢a najbrojnija bila Sarcopterygii, medutim krajem devona
dogodilo se veliko izumiranje u kojemu je nestao velik broj morskih i kopnenih vrsta te nakon
kojega su Actinopterygii postali dominantna skupina vodenih kraljesnjaka (Pough i sur., 2013).
Prema procjenama, ovaj nadrazred danas sadrzi preko 32 000 vrsta, §to je raznolikost jednaka
ili ve¢a od ukupne raznolikosti svih vrsta vodozemaca, gmazova, ptica i sisavaca (Faircloth i
sur., 2013). Takva raznolikost najvec¢im je dijelom posljedica mehanizma geografske i ekoloske
specijacije. Dok geografska specijacija podrazumijeva postojanje fizicke barijere izmedu
populacija koja bi sprijecila protok gena izmedu njih, ona ne moze u potpunosti objasniti tako
snaznu diverzifikaciju u otvorenom morskom okoliSu. S druge strane mehanizam ekoloske
specijacije omogucuje nastajanje novih vrsta U uvjetima kada je mogu¢ protok gena izmedu

1



populacija. Naime pri tom mehanizmu, klju¢nu ulogu preuzima selektivno parenje izmedu
jedinki koje su posebno dobro prilagodene lokalnim uvjetima. Takva hipoteza pretpostavlja da
sekundarne spolne karakteristike, poput tjelesnih ornamenata, razli¢itih obojenosti i prisustva
morfoloskih struktura uvjetuje veéu vjerojatnost parenja izmedu sli¢nih organizama i stvaranja
potomstva sa slicnim karakteristikama i1 ve¢om stopom prezivljavanja uvjetovanom tim
karakteristikama (Pough i sur., 2013). Danas ribe iz skupine Actinopterygii nalazimo u gotovo

svim tipovima vodenih stanista te one imaju klju¢nu ulogu u vecini vodenih ekosustava.

Podrazred Chondrostei (gr¢. yovopog — hrskavica, gré. dotéov — kost) je parafileticka skupina
riba koje karakterizira kostur koji je vecinski od hrskavice. Na povrsini tijela imaju osificirane
kostane ploce. Kroz povijest je njihova taksonomija bila podlozna promjenama; do sredine 19.
stoljeca ih se zbog morfoloskih karakteristika poput heterocerkalne repne peraje i hrskavi¢nog
kostura ¢esto povezivalo s morskim psima, no kashije se utvrdilo da su njihovi preci ustvari
kosStunjace s potpuno osificiranim kosturom te da je ovakva pojava hrskavicnog kostura
apomorfno svojstvo. Prvi konkretni fosilni ostaci datiraju iz vremena ranog trijasa, prije
otprilike 250 milijuna godina, no zbog nepouzdanog fosiliziranja njihovih hrskavi¢nih ostataka
moguce je da su se razvile i ranije (Www.paleos.com). Jedini danas zivuc¢i predstavnici ove
jedinstvene skupine riba su pripadnici reda Acipenseriformes koji obuhvaéa dvije recentne

porodice: Polyodontidae i Acipenseridae (Nelson i sur., 2016).

Porodica Acipenseridae (lat. acipenser — jesetra) je relativno malobrojna i rijetka skupina riba
koja obuhvaca 2 potporodice te svega 4 danas Zivuéa roda. Rodovi Acipenser i Huso spadaju u
potporodicu Acipenserinae, dok rodovi Scaphirhynchus i Pseudoscapirhynchus spadaju u
potporodicu Scaphirhynchinae (Birstein i sur., 2002; Gesner, 1997). Porodice Acipenseridae i
Polyodontidae su se evolucijski razdvojile u razdoblju netom prije kasne krede, otprilike prije
malo vise od 100 milijuna godina (Birstein i sur., 1997). Vrste iz ove porodice mogu Zivjeti u
razli¢itim morskim, slatkovodnim ili bocatim staniStima te su dokumentirane isklju¢ivo na
Zemljinoj sjevernoj polutci, na podru¢jima Europe, Azije i Sjeverne Amerike (Slika 1) (Pikitch
i sur., 2005). Od 25 trenutno zivucih vrsta U svijetu, smatra se da na podru¢ju Hrvatske u divljini
trenutno zive Stabilne populacije samo 2 vrste: Acipenser nudiventris Lovetsky, 1828 i
Acipenser ruthenus Linnaeus, 1758 (Caleta i sur., 2019). Druge vrste iz ove porodice koje se
spominju u ovom istrazivanju su: Huso huso (Linnaeus, 1758), Huso dauricus (Georgi, 1775),
Acipenseri baerii Brandt, 1869, Acipenser gueldenstaedtii Brandt & Ratzenburg, 1833,
Acipenser naccarii Bonaparte, 1836, Acipenser stellatus Pallas, 1771 i Acipenser sturio
Linnaeus, 1758.
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Slika 1 Prostorni raspored vrsta reda Acipenseriformes prilagodeno prema Pikitch i sur., 2005; rije¢na i morska staniSta na
kojima su zabiljezene su na karti oznacena crnom, i tamnijom sivom bojom.

1.1.2. BioloSke znacajke predstavnika porodice Acipenseridae

Karakteristi¢na morfoloska svojstva ove porodice su 5 redova kostanih ploc¢ica rasporedenih na
lednoj, trbusnoj i bo¢nim stranama tijela, heterocerkalna repna peraja te prepoznatljiva izduzena
glava s 4 taktilna nastavka koji se nalaze anteriorno od protraktilnih usta na ventralnoj strani
glave. Ostale morfoloske karakteristike specifi¢ne za ovu porodicu su prsne peraje sa srastenim
prednjim Sipéicama, izostanak zubi kod odraslih jedinki i veliki pliva¢i mjehur. Dvije vrste iz
ove porodice, Huso huso i H. dauricus, spadaju u najvece slatkovodne ribe te mogu narasti
preko 4,2 m. Na slici 2 vidi se skica opcenite grade tijela vrsta iz ove porodice (Nelson i sur.,
2016).
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Slika 2 Skica grade tijela vrsta iz porodice Acipenseridae (Nelson i sur., 2016)



Hrane se u bentickom dijelu vodenog stupca te su ovisne o kvantiteti 1 kvaliteti raspolozivog
plijena. Plijen hvataju na nacin da ga plivajuci iznad dna napipaju taktilnim nastavcima na glavi
te ga potom vrlo uspjesno usisu i progutaju zahvaljujuci protraktilnim ustima. Manjim vrstama
se prehrana sastoji od racica i li¢inki kukaca, dok se vece vrste osim sitnijim plijenom mogu
hraniti i bentickim i pelagi¢kim ribama. Neke vrste koriste svoj tanki izduzeni rostrum za
kopanje po supstratu u potrazi za hranom. O¢i su im relativno male u usporedbi s velicinom
tijela te se smatra da ne vrse veliku ulogu u pronalasku hrane (Billard i Lecointre, 2000; Pough
i sur., 2013).

Svih 25 vrsta se mrijesti u slatkovodnim stani$tima, dok 16 vrsta ulazi u estuarije, mora ili
oceane kasnije tijekom zivotnog ciklusa. Mrijeste se jednom u periodu od 2 — 5 godina.
MrjestiliSta im karakterizira ¢vrsta podloga od §ljunka, oblutaka ili krupnijih stijena te Sirok
raspon dubina i brzina strujanja vode. ZabiljeZene dubine mrjestiliSta sezu od svega nekoliko
metara do preko 20 metara, dok se brzine strujanja vode kre¢u od 0,5 m/s do preko 2,2 m/s

(Pikitch i sur., 2005).

Zanimljivo je da ova porodica ima jedan od najveéih stupnjeva poliploidije kod zivotinja, u
rangu od 4n do 16n, gdje je n haploidni set kromosoma (u pravilu somatske stanice zivotinjskih
organizama imaju diploidni, 2n set kromosoma) te da razli¢ite vrste mogu imati od 120 do 500
kromosoma (Pikitch i sur., 2005).

1.1.3. Razlozi ugrozenosti

Acipenseridae su opcenito dugoZivuce ribe koje karakterizira kasno spolno sazrijevanje, spor
rast 1 nefrekventno razmnoZzavanje. Neke vrste mogu doZivjeti preko 100 godina starosti, s tim
da spolno zrele postaju izmedu 20. i 25. godine, dok kod Zenki spolna zrelost moZe nastupiti
Cak i kasnije. Ovakve ih karakteristike povezuju s niskim maksimalnim stopama rasta
populacija i slabim kapacitetom oporavka populacija te su zbog toga posebno osjetljive na
populacijske padove uzrokovane eksploatacijom i antropogenim modifikacijama staniSta
(Nelson i sur., 2013).

Izgradnja brana i nasipa, stabilizacija obala i kanalizacija rijeka je posebno Stetna za populacije
jer moze smanjiti broj ili u potpunosti eliminirati staniSta za mrijest i rast mladi. Takoder moze
do¢i do promjena signalnih hidroloskih karakteristika koje imaju ulogu u njihovom zivotnom
ciklusu. Ostali znacajniji negativni utjecaji ukljucuju hibridizaciju, zagadenje okolisa, uvodenje
stranih vrsta u okoli$, smanjenje koncentracije hranjivih tvari u okoli$u, preusmjeravanja toka
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vode te intruzije slane vode u mrjestilista uzrokovane antropogenim ili prirodnim procesima
(Nelson i sur., 2013).

Ekonomski znacaj ove vrste kao izvor crnog kavijara (neoplodenih jajaSaca) pretvorio je
populacije jesetri u Crnom moru i Kaspijskom jezeru u mete brojnih legalnih i ilegalnih
ribolovnih operacija, §to je dovelo do kolapsa brojnih stabilnih populacija ove porodice na tim
prostorima (Nelson i sur., 2013). Ribolovne aktivnosti usmjerene prema ovoj porodici postoje
od 5. st. pr. Kr., $to je zabiljeZeno u tekstovima iz starogrcke, rimske i kineske knjizevnosti. Od
tada do danas, napredovanjem ribolovne tehnologije i globalnim povecanjem trziSne potraznje,
pritisci na ovu porodicu eksponencijalno rastu te u kombinaciji sa sve veCom degradacijom
staniSta rezultiraju iscrpljenim, pretjerano izlovljenim populacijama u cijelom svijetu (Pikitch i

sur., 2005).

Prema IUCN Crvenoj listi ugrozenih vrsta, od 25 trenutno zivuéih vrsta iz porodice
Acipenseridae u svijetu, samo 2 vrste spadaju u kategoriju najmanje zabrinjavajucih (LC), dok
sve ostale vrste spadaju u neku od kategorija ugrozenosti. Detaljniji pregled statusa ugrozenosti
vrsta zabiljezenih u Hrvatskoj (prema Caleta i sur., 2019), trenutnih trendova promjene
brojnosti populacija u svijetu, kao i trenutnog stanja njihovih populacija u Hrvatskoj je u Tablici
1.

Sve vrste porodice Acipenseridae, kao i njihovih proizvoda ukljuc¢ene su u dodatak 1l CITES
konvencije od 1. travnja 1998. Njihovo dodavanje u konvenciju je popratila i odluka kojom se
pozvalo drzave ¢lanice da podrze znanstvena istrazivanja koja bi trebala poboljsati odrzivost
ribarstva jesetri u Euroazijskoj regiji, kao 1 ograniciti ilegalne 1 krivolovne aktivnosti usmjerene
prema njima. Tom odlukom se takoder ogranicila i koli¢ina kavijara koju osoba moze nositi

preko granice za osobnu uporabu na 250 g (www.cites.org).



Tablica 1 Informacije o populacijama vrsta porodice Acipenseridae na podrugju Hrvatske (IUCN 2021, Caleta i sur., 2019)

Vrsta Status ugrozenosti Populacijski trend | Populacije u HR
Acipenser baerii Ugrozene (EN) Smanjuju se Neuspjesno uvedene
Acipenser gueldenstaedtii | Kriticno ugrozene (CR) | Smanjuju se Izumrle

Acipenser naccarii Kriti¢no ugrozene (CR) | Smanjuju se Izumrle

Acipenser nudiventris Kriti¢no ugrozene (CR) | Smanjuju se Postojece

Acipenser ruthenus Osjetljive (VU) Smanjuju se Postojece

Acipenser stellatus Kriti¢no ugrozene (CR) | Smanjuju se Izumrle

Acipenser sturio Kriti¢no ugrozene (CR) | Smanjuju se Izumrle

Huso Huso Kriti¢no ugrozene (CR) | Smanjuju se Izumrle

1.2. Uvod u molekularne metode istrazivanija

U posljednjih nekoliko desetlje¢a, osim proucavanja morfologije, u filogenetskim
istrazivanjima se sve viSe koriste molekularne metode i analize, koje pomocu genskih

informacija dobivaju detaljnije podatke o srodstvenim odnosima vrsta.

Prema teoriji evolucije, svi organizmi su se od pojave zivota razvili iz jednog zajednickog
pretka pod utjecajem razliitih genetickih mehanizama kao izvora diverzifikacije. Ti
mehanizmi uklju¢uju mutacije, duplikacije gena, reorganizacije genoma i geneticke razmjene
poput rekombinacije i horizontalnog prijenosa gena. Tijekom vremena, evolucijskim
razdvajanjem taksonomskih kategorija i u konacnici vrsta, slicnost njihovih genskih sekvenci
se smanjuje. Medutim, vrste koje imaju relativno nedavnog zajednickog pretka smatraju se
srodnima te se njihove homologne sekvence mogu usporediti i analizirati molekularnim
metodama filogenetske analize. Za utvrdivanje odnosa izmedu razli¢itih gena, najvrjedniji izvor
informacija su mutacije. Filogenetske analize uspostavljaju odnos izmedu fragmenata gena
odredivanjem njihove zajednicke proslosti te im je konacni cilj izrada razlicitih tipova
filogenetskih stabala. Filogenetska stabla su graficki prikazi srodstvenih odnosa izmedu
organizama, odnosno njihovih promatranih gena. Ovisno o koristenoj metodi analize i podru¢ju
pojedinog istrazivanja, stabla osim svoje topologije nude informacije i o podrzanosti grananja

i vremenu divergencije (Vandamme, 2009).

Metode koje procjenjuju podrzanost stabala koriste kriterij optimalnosti kako bi razmotrile
razlicite topologije stabla dok se ne pronade ona koja najbolje zadovoljava taj kriterij. Najcesce

su koriStene metoda najvece parsimonije, metoda najvece vjerojatnosti, metoda susjednog




povezivanja i Bayesove metode. Svaka metoda ima svoje prednosti i mane u vidu preciznosti
konacnog rezultata i racunskog opterecenja te se prilikom provedbe istrazivanja uzima u obzir

koli¢ina i vrsta podataka za obradu (Vandamme, 2009).

Kod metode najvece parsimonije, optimalno ¢e stablo biti ono koje sadrzi najmanje koraka pri
prelasku iz jednog stanja u drugo te ono koje minimalizira homoplazije u stablu. U svrhu
razumijevanja vjerodostojnosti dobivenog stabla, razvijeni su parametri opisne statistike. Ti
parametri su: duljina stabla, indeks konzistencije, indeks homoplazije, indeks retencije te
reskalirani retencijski indeks. Duljina stabla nam govori o ukupnom broju koraka (promjenama
stanja) koji je potreban da podrzi odnose prikazane na stablu, s time da su ,krac¢a® stabla
podrzanija od duljih. Indeks konzistencije je mjera koja opisuje koliko se pojedina znacajka
uklapa u stablo te daje informaciju o relativnoj koli¢ini homoplazije. Dobiva se na nacin da se
najmanji moguci broj koraka podijeli s uocenim te je kod potpuno kompatibilnih znacajki
jednak 1, dok je kod znacajki koje pokazuju homoplaziju manji. Indeks konzistencije cijelog
stabla jednak je prosje¢noj vrijednosti indeksa svih znacajki. Indeks homoplazije daje
reciproénu informaciju od indeksa konzistencije, te se dobiva na nacin da se indeks
konzistencije oduzme od 1. Osim homoplazije, na stabla mogu utjecati i sinapomorfije, odnosno
svojstva koja se pojavljuju kod nekih terminalnih skupina te su naslijedena od zajednickog
pretka kod kojega su novonastala (autapomorfna). Dio sinapomorfije koja se ocekuje na stablu
izrazava se indeksom retencije. Indeks retencije se dobiva izrazom (A-B)/(A-C), gdje je A -
najmanji broj varijabli znacajke, B - uoceni broj koraka i C - najmanji mogu¢i broj koraka.

Reskalirani retencijski indeks umnozak je indeksa retencije i indeksa konzistencije.

Prilikom provedbe istrazivanja bitno je odabrati prigodan fragment DNA za analizu. Pozeljno
je da stopa mutacije promatranog fragmenta bude dovoljno niska da minimizira varijabilnost
unutar iste vrste, ali dovoljno visoka da naglasi varijabilnost izmedu razli€itih blisko srodnih
vrsta. Takoder je bitno da je dostupna u obilnim koli¢inama i da se moze lako prikupiti te da
nije podloZna insercijama 1 delecijama kako bi se homologne sekvence Sto lakSe sravnile.
Uzevsi sve navedeno u obzir, u genetskim istrazivanjima na Zivotinjama mitohondrijska DNA
(mtDNA) pruza visestruke prednosti nad nuklearnom DNA. Stopa mutacija DNA inverzno je
proporcionalna veli¢ini genoma, stoga nuklearna DNA puno sporije mutira u usporedbi s
manjim genomom mitohondrija te bi zahtijevala usporedivanje puno duZzih sekvenci nego §to
je slucaj s mtDNA. Kod Zivotinja mtDNA se pojavljuje kao jedna kruzna molekula s
dvostrukom zavojnicom te sadrzi svega 13 kodirajucih gena za proteine, 2 ribosomalna gena i

nekodiraju¢u kontrolnu regiju. Svaki mitohondrij sadrzi nekoliko takvih kruznih molekula,
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odnosno nekoliko potpunih setova mitohondrijskih gena (u usporedbi s jednim setom gena u
stani¢noj jezgri). Budué¢i da svaka stanica ima nekoliko mitohondrija, mtDNA predstavlja
obilan izvor genetickog materijala, ¢ak i kad je koli¢ina tkiva uzorka vrlo ograni¢ena. Nadalje,
kodiraju¢a regija za podjedinice transmembranskog mitohondtrijskog proteina, citokrom c
oksidaze (COI/IN), visoko je konzervirana sekvenca koja se pojavljuje u mtDNA svih vrsta koje
koriste mehanizam oksidativne fosforilacije za proizvodnju energije, odnosno kod svih

eukariota te je jedan od najcescée koristenih genetskih markera za analize (Waugh, 2007).

U filogenetskim analizama koje koriste mtDNA, osim spomenutog markera COI/Il drugi
najcesce koristeni markeri su: 12S — mitohondrijska 12S rRna, Cyt b — citokrom b, i CR —
kontrolna regija za replikaciju mtDNA (Patwardhan i sur., 2014).



2. Ciljevi istrazivanija

Ciljevi ovog istrazivanja Su:

e Utvrdivanje taksonomske pripadnosti i srodstvenih odnosa populacija porodice
Acipenseridae u Hrvatskoj

e Odredivanje genske strukture i raznolikosti vrsta jesetri Hrvatske

e Usporedba genske raznolikosti jesetri iz divljine s onima iz uzgajalista



3. Podrucje istrazivanja

Prikupljeni uzorci dolaze iz dva razlicita izvora, odnosno podrucja.

Prvi set uzoraka prikupljen je terenskim istrazivanjem u sklopu projekta koji su provodili
djelatnici Bioloskog odsjeka PMF-a u Zagrebu u svrhu upravljanja i obnove vodenih ekoloskih

koridora za migratorne vrste riba u dunavskom slijevu (Caleta i sur., 2021).

Drugi set uzoraka nabavljen je iz uzgajalista ,,Ribnjaci Kupa“ kod mjesta Draganici.

3.1. Terensko istrazivanje rijeka dunavskog slijeva

Slijedece istraZivanje su u potpunosti provodili djelatnici PMF-a te u njemu nisam osobno
sudjelovao. Svi navedeni podaci u ovom poglavlju prilagodeni su prema zavr$nom izvje$cu
»Measures — upravljanje i obnova vodenih ekoloSkih koridora za migratorne vrste riba u

dunavskom slijevu® (Caleta i sur., 2021).

Tijekom projekta na unaprijed definiranim podru¢jima rijeke Mure, Save (do Slavonskog
broda) i Drave (do Donjeg Miholjca) istrazivana su 4 karakteristicna (kljuc¢na) tipa stanista koja
koriste migratorne vrste riba tijekom razliCitih perioda godine, odnosno razliitih zivotnih

stadija. Istrazivana staniSta ukljucuju: zimovaliSta, mrjestiliSta, odrastaliSta i hranilista.

3.1.1. IstraZivanje zimovalista

Prije samog pocetka terenskih istraZivanja analizom dostupnih batimetrijskih podataka,
satelitskih snimaka i1 ortofoto karata definirana su klju¢na staniSta za migratorne vrste. Na
temelju navedenih izvora podataka uocene su i prepoznate osnovne hidromorfoloske znacajke
rijeka odnosno odsjeCaka poput Sljuncanih i pjeScanih prudova, dubokih meandara i uzih
dijelova s brzim protokom, koji mogu predstavljati potencijalno odgovaraju¢a staniSta za
migratorne vrste. Nakon pregleda i analize kartografskog materijala odabrana su potencijalna
klju¢na mjesta i stanista, za koja su U sljede¢em koraku sakupljene detaljnije informacije o
izgledu korita, brzini toka, tipu supstrata, izgledu obala i riparijskoj vegetaciji. Osim toga,

koriSteni su 1 dostupni batimetrijski podaci kako bi se bolje prepoznala potencijalna zimovalista.

Temeljem navedenih analiza odabrane su lokacije na pojedinim odsjeécima rijeka, od kojih je
za ovaj diplomski rad relevantna jedino: Sava (nizvodno od Zagreba) — od Rugvice do Lijevog
Dubrovcaka (Slika 3).
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Slika 3 Karta lokacija uzorkovanja na rijeci Savi nizvodno od Zagreba (Caleta i sur., 2021)

Istrazivanja potencijalnih zimovaliSta na rijeci Savi nizvodno od Zagreba vrSena su na tri
lokacije (Slika 3). Na vise mjesta dubina je bila ve¢a od 7 metara, ali najvece zabiljeZene dubine
su bile vece od 15 metara i radilo se o ve¢im udubljenima i rupama u dnu. Mreze su postavljane
u veljaci 2020. godine. Na svakoj od tri lokacije su postavljene po tri mreze tijekom dana.
Tijekom istrazivanja ulovljene su mrena (Barbus barbus (Linnaeus, 1758)) i ke¢iga (Acipenser

ruthenus).

3.1.2. IstrazZivanje hranilista

Uzorkovano je na 2 potencijalna stanista za prehranu. Obale su gradene od pijeska, sitnog
Sljunka i krupnog $ljunka. U nizvodnom smjeru povecava se udio pijeska i pojavljuje se mali
udio mulja. Obale su mjestimi¢no pjeskovite i zemljano - stjenovite (rip-rap). Priobalnu
vegetaciju ¢ine drvece, grmlje i trava. Supstrat dna sastoji se od pijeska, Sljunka 1 malih koli¢ina

detritusa. Udjeli pojedinih komponenata ovise o brzini protoka i morfologiji korita.

Hidromorfoloska ocjena za promatrani odsjecak rijeke Save nizvodno od Zagreba pokazuje

umjereno izmijenjeno stanje. Hidrolosko stanje je takoder umjereno izmijenjeno, a uzduzna
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povezanost neprekinuta. Morfolosko stanje je takoder umjereno izmijenjeno. Obale rijeke su
umjereno izmijenjene, odsjeCak je lokalno utvrden kamenom s umjereno izmijenjenom
obalnom vegetacijom. Procesi sedimentacije odrazavaju umjereno odstupanje od prirodnog

stanja. Lateralna povezanost rijeke s poplavnim podru¢jem je ogranicena ili ne postoji.

Prosjecni godi$nji protok na dijelu rijeke Save nizvodno od Zagreba iznosi oko 320 m%/s, dok

je prosjecna godisnja brzina toka oko 0,8 m/s.

U uzorcima makroskopskih beskraljesnjaka nije zabiljezena tako velika raznolikost svojti, a
zabiljezene su ove skupine: Skoljkasi (Bivalvia), tvrdokrilci (Coleoptera), rakovi (Crustacea),
dvokrilci (Diptera), vodencvjetovi (Ephemeroptera), puzevi (Gastropoda), vretenca (Odonata),
malocetinasi (Oligochaeta). Najdominantnije svojte/vrste unutar zajednice bile su:

Lithoglyphus naticoides, Chironomini Gen. sp., Corbicula fluminea.

Na lokaciji Rugvica mrezama barakudama zabiljezene su dvije vrste, mrena (Barbus barbus) i

keciga (Acipenser ruthenus).

3.2. Uzgajaliste riba ,Ribnjaci Kupa“

Uzgajaliste riba nalazi se sjeveroisto¢no od Karlovca, u blizini mjesta Dragani¢ (Slika 4).
Ribnjaci su sukcesivno gradeni na moc¢varnom podrucju, koje je formirano kréenjem Sume, uz
lateralne kanale Blatnicu i Bukovac. Povrsina ribnjaka je 424 ha, od ¢ega je 375 ha vodena
povrsina, dok preostalih 49 ha ukljucuje odvodne kanale, nasipe, prilazne ceste, hidrotehnicke
objekte i ekonomsko dvoriste. UzgajaliSte se sastoji od 7 ribnjaka za uzgoj, jednog rastilista,
jednog ribnjaka za prezimljavanje (zimnjaka) i 4 sportska ribnjaka. Nalazi se na povoljnoj
lokaciji koja omogucuje konstantno napajanje optimalnom koli¢inom vode, ¢ak i u suSnim
periodima. Uz ostale ribe, od kojih su najzastupljeniji Sarani, uzgajaju se i jesetre i kecige te je

godisnji uzgojni kapacitet ribnjaka oko 500 tona ribe (www.ribnjaci-kupa.hr).

12



a Donje Mekusje
2kmi 1 N

Slika 4 Karta lokacije oko uzgajalista; "Ribnjaci Kupa" oznaceni plavim markerom
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4. Materijali i metode

4.1 Uzorkovanije

4.1.1. Projekt ,,Measures”

Vrsila su se uzorkovanja na podru¢jima prepoznatim kao potencijalna zimovalista i hranilista.
Uzorkovanja riba na potencijalnim zimovali$tima vrSena su pomoc¢u 25-30 metara dugih i 1,2-
2 metra visokih mreza tzv. barakuda, ¢ija je veli¢ina otvora oka unutra$njeg sloja bila 40-60
mm, dok je veli¢ina otvora oka vanjskog sloja bila 200 mm. Na Savi nizvodno od Zagreba
mreze su postavljane u jutarnjim satima i podizane nakon 4-5 sati kako bi se izbjeglo ugibanje

migratornih vrsta (posebno kecige) i krada mreza od strane krivolovaca.

Za uzorkovanje riba na potencijalnim hranili§tima koristeni su pridneni parangali dugi 10
metara. Svaki je parangal imao deset udica na kojima su se kao mamac Koristili sitna riba,
komadici ribljeg fileta ili tzv. kalifornijski crvi (malocetinasi iz roda Eisenia). Na svakom
potencijalnom mjestu postavljena su 2 parangala, jedan s ve¢im (# 1/0) 1 jedan s manjim (# 8)
udicama. Postavljeni su popodne i podignuti slijedeCeg jutra. Na odsje¢ku Sava nizvodno 0
Zagreba, kao dopunska metoda uzorkovanja koristen je i elektroribolov iz ¢amca kako bi se

utvrdila prisutnost migratornih vrsta riba na hranidbenim stanistima (Caleta i sur., 2021).

Svim uhvacenim ribama odrezan je komadic prsne peraje, koji je potom pohranjen u oznacene

epruvetice. Pregled uzoraka prikupljenih tokom ovog projekta vidljiv je u Tablici 2.

4.1.2. Uzgajaliste riba ,,Ribnjaci Kupa“

1z uzgajalista je naruc¢eno nekoliko jesetri i ke¢iga. Nakon $to su zamrznute ribe dopremljene u
laboratorij, svakoj sam odrezao komadi¢ prsne peraje 1 pohranio ga u oznacenu epruveticu.
Prilikom uzorkovanja, radi dosljednosti i kvalitete uzoraka, nastojao sam svakoj ribi napraviti
rez na istom mjestu prilikom ¢ega sam izbjegavao oSte¢ena tkiva. Nakon uzimanja uzoraka,
ribe su pospremljene u zamrziva¢ na fakultetu za daljnja istrazivanja. Pregled uzoraka

nabavljenih iz uzgajaliSta vidljiv je u Tablici 2.
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Tablica 2 Pregled podataka o uzorcima koristenim u istraZivanju

Vrsta Porijeklo Porjecje Lokalitet Broj uzoraka Haplotipovi
Divlja populacija | Sava Dubrov¢ak 10 SAV 1-6, SAV 10
Divlja populacija | Sava Jasenovac 3 SAV 1
A. ruthenus | Divlja populacija | Sava Prevlaka 5 SAV 7, SAV 8
Divlja populacija | Sava Rugvica 2 SAV 9
Uzgoj Kupa | UzgajaliSte Kupa 10 KUP 1
A. baerii Uzgoj Kupa | UzgajaliSte Kupa 10 KUP 2

4.2.1zolacija DNA

Pripremio sam prazne epruvetice oznacivs§i im poklopce kodovima prema laboratorijskom
protokolu na nacin da mogu pratiti uzorke. Dijelove uzoraka peraje, koje sam rezanjem
dimenzionirao na povrsinu otprilike 0,5 cm?, rasporedio sam u epruvetice i pritom biljeZio koji
uzorak stavljam u koju epruveticu. Izmedu rezanja svakog uzorka oc€istio sam $kare i pincetu

etanolom kako bih izbjegao medusobnu kontaminaciju uzoraka.

U daljnjim postupcima koristio sam DNeasy Blood & Tissue Kit tvrtke QIAGEN te sam sve
korake radio prema propisanom protokolu. U epruvetice s uzorcima dodao sam 180 pL pufera
ATL koji ima ulogu razaranja tkiva uzorka. Potom sam dodao 20 puL proteinaze K koja sluzi za
razaranje stani¢ne strukture i membrana. Epruvetice sam zatim stavio na aparat za mijesanje
uzoraka te sam ih na njemu drzao 20ak sekundi kako bi se kemikalije i tkivo optimalno
izmijeSali. Pri tome sam pazio da nakon mijeSanja komadi¢i tkiva ne ostanu zalijepljeni na
stjenku epruvetice. Nakon mijesanja, epruvetice sam stavio na stalak od stiropora i uronio ih u

vodenu kupelj temperature 56 °C, gdje ¢e ostati 24 sata.

Idu¢i dan sam izvadio uzorke iz kupelji i vizualno prekontrolirao da je u epruveticama ostala
samo tekucina, bez komadica tkiva. Sve uzorke sam ponovno stavio na aparat za mijesSanje
uzoraka 10ak sekundi da se promijeSaju. U uzorke sam zatim dodao 200 pL pufera AL, stavio
ih na aparat za mijeSanje uzoraka 10ak sekundi te potom dodao 200 pL etanola i ponovo

izmijesao pomocu aparata 10ak sekundi.

Pripremio sam set epruvetica s membranom te ih oznacio istim brojevima kao i epruvetice s

uzorcima. Epruvetice s membranom sastoje se od dva dijela koja se medusobno mogu odvojiti
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— gornji dio koji u dnu ima membranu i donji dio koji sluzi za prikupljanje membranom
filtrirane tekuéine. Gornji dijelovi epruvetica s membranom kompatibilni su, odnosno mogu
sjesti u donje dijelove drugih epruvetica, kao i u druge epruvetice za skupljanje uzorka. Pomoc¢u
automatske pipete uzeo sam 650 pL tekucine iz svake epruvetice s uzorkom u epruveticu s
membranom, pri tome mijenjajuci nastavak pipete izmedu svakog pipetiranja kako bih sprijecio
medusobnu kontaminaciju uzoraka. Epruvetice s membranom stavio sam u uredaj za centrifugu
na 8000 rotacija u minuti (rpm) na 1 minutu. Nakon centrifugiranja, donji dio epruvetice s
tekuc¢inom sam odlio 1 bacio, dok sam gornji dio s membranom prebacio u novi donji dio. Potom
sam u epruvetice dodao 500 pL pufera AWL1 i ponovno stavio u uredaj za centrifugu na 8000
rpm na 1 minutu. Ponovo sam odlio i bacio donji dio, dok sam gornji dio prebacio u novi donji
dio. U epruvetice sam zatim dodao 500 uL pufera AW?2 i stavio ih u uredaj za centrifugu na
14000 rpm na 3 minute. Ponovio sam postupak s izlijevanjem i bacanjem donjeg dijela, a gornje
dijelove sam ovaj put prebacio u novi set prethodno oznacéenih epruvetica za skupljanje uzorka.
Dodao sam 150 pL pufera AE i ostavio ih na sobnoj temperaturi nekoliko minuta, potom sam
ih stavio u uredaj za centrifugu na 8000 rpm na 1 minutu. Ovaj put nakon centrifugiranja bacio
sam gornje dijelove s membranom, ¢ime Su mi ostale epruvetice za skupljanje uzorka s izolatom
DNA.

4.3. Umnazanje DNA fragmenata PCR metodom

Oznacio sam set malih PCR epruvetica prema laboratorijskom protokolu kako bih mogao pratiti
uzorke. U svaku epruveticu dodao sam 4 uL. DNA izolata koriste¢i automatsku pipetu, pri ¢emu

sam mijenjao nastavke kako bih izbjegao medusobnu kontaminaciju uzoraka.

Kako bih izolat DNA pripremio za PCR reakciju, u svaku epruveticu dodao sam jo$ dvije
mjesavine kemikalija — 12,5 uL glavne mjeSavine (eng. master mix) i 8,5 uL mjeSavine s
poCetnicama (eng. primer mix), $to je u kombinaciji s DNA izolatom dalo konaéni volumen
mjeSavine od 25 pL u svakoj epruvetici. Glavna mjesavina sadrzi optimalne koncentracije
reagensa potrebnih za provodenje PCR-a poput DNA-polimeraze, slobodnih nukleotida i
puferskog medija te ju nije potrebno posebno pripremati. Mjesavina s pocetnicama sastoji se
od pocetnica (eng. primers) koje odreduju koji dio DNA Zelimo umnoziti i transkripcijskog
pojacivaca ili vode te ga je potrebno posebno pripremiti ovisno o potrebama pojedinog PCR-a.
Pocetnice koje sam koristio za umnazanje cyt b bile su L-cyp i H-cyp te su obje bile prisutne u

jednakom omijeru (Tablica 3).
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Nakon $to sam pripremio uzorke za PCR, stavio sam ih u PCR uredaj na program predviden za
optimalno umnazanje cyt b gena. Detaljniji pregled sadrzaja PCR epruvetica i programa PCR

masine je u Tablici 3.

Tablica 3 Pregled koristenih materijala i metoda u PCR-U
V (DNA) = 4 uL
Sadrzaj V (glavna mjesavina) = 12,5 puL

PCR epruvetica | V (mjesavina s pocetnicama) = 8,5 uL

V (ukupno) =25 uL

V (L-cyp) =2 uL

Primer mix |V (H-cyp) =2 uL

V (voda) =4,5 uL

L-cyp: GAYTTGAARAACCAYCGTTG

Pocetnice
H-cyp: CCTAGCTTTGGGAGYTAGG
1X (10 min, 95°C)
455, 92°C
PCR program | 35X 190 s, 48°C
105 s, 72°C

1X (7 min, 72°C)

4.4. Provjera PCR produkata elektroforezom na agaroznom gelu

Nakon zavrSetka PCR-a, uspjeSnost umnazanja sam provjerio metodom elektroforeze na
agaroznom gelu. U Erlenmayerovu tikvicu stavio sam 1 g agaroze i 100 mL 1 % TAE pufera.
Sastav pufera TAE je tris(hidroksimetil)aminometanska baza, octena kiselima i EDTA, odnosno
etilendiamintetraoctena kiselina. SadrZaj tikvice sam pomijeSao Cistim staklenim Stapi¢em 1
ostavio 5 minuta na sobnoj temperaturi, potom sam tikvicu grijao u mikrovalnoj pe¢nici 2
minute. Nakon $to se gel nekoliko minuta hladio, ulio sam ga u kalup i umetnuo ¢eslji¢e kako
bi u gelu ostale jazice u koje ¢u kasnije dodati PCR produkte. Nakon §to sam provjerio da u
gelu nema mjehurica i ostalih necistoca, ostavio sam ga 25 minuta da se potpuno ohladi i stisne.
Nakon §to se gel ohladio, izvadio sam ceslji¢e i u jaZice automatskom mikropipetom stavio 4
uL PCR produkata, mijenjajuci nastavke izmedu svakog uzorka kako bih sprije¢io medusobnu
kontaminaciju. U posljednju jazicu u redu stavio sam 4 pL ogledne mjesavine DNA fragmenata
(eng. Gene Ruler). Nakon $to sam zavrsio s dodavanjem produkata u gel, preselio sam ga u

posudu za elektroforezu i prikljucio elektrode paze¢i na smjer kretanja elektrona. Na aparatu
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sam namjestio parametre za elektroforezu na 120 V, 400 mA i 30 minuta. Gel sam potom

fotografirao pod UV svjetlosti i vizualno prekontrolirao polozaj i strukturu vidljivih bandova.

4.5. Sekvenciranje i obrada sekvenci

Uspjesni PCR produkti procis¢eni su i sekvencirani u servisu Macrogen Europe. Dobivene
sekvence obradio sam u programu BioEdit v.7.2.5 (Hall, 1999). Pri obradi, fragmente sekvenci
sravnio sam uz pomo¢ ogledne sekvence vrste Acipenser ruthenus za cyt b preuzete iz Banke
gena. Pri sravnjivanju uzimao sam u obzir kromatograme sekvenci kako bih u postupku

minimalizirao moguénost greske. Sravnjene sekvence koristio sam u svim daljnjim postupcima.

4.6. Rekonstrukcija filogenetskog stabla

Za rekonstrukciju filogenetskog stabla promatranih jedinki jesetri koristio sam metodu najvece
parsimonije (MP, prema eng. maximum parsimony) i metodu najvece vjerojatnosti (ML, prema
eng. maximum likelihood). Za provedbu analize koristio sam programe MEGA v.10.2.6
(Tamurai sur., 2007) i PAUP v.4.0a169. (Swofford, 2002). MP i ML analize provedene su pod
heuristickim modelom uz nasumican redoslijed unosenja taksi te preklapanje grana TBR
pristupom. TBR je skracenica od engleskog pojma Tree Bisection and Re-connection te taj
pristup podrazumijeva aproksimaciju rjeSavanja problema grananja ,,rezanjem‘ stabla §to blize
polovici te ,,nacjepljivanjem‘ na svaku od preostalih grana dok se ne pronade najizglednije

stablo za najveci broj taksa (www.mun.ca).

Sva mjesta kodona i sve nukleotidne supstitucije su prilikom analize imali jednaku tezinu.
PodrZanost grananja je utvrdena analizom samopodrZavanja, odnosno BS (eng. Bootstrap
analysis). Za MP analizu postavio sam 1000 BS ponavljanja, dok sam za ML analizu postavio
100 BS ponavljanja te je prilikom obje analize radeno 10 replika dodatnih sekvenci.

Osim haplotipova dobivenih analizom sekvenci mojih uzoraka, u filogenetsku rekonstrukciju
su ukljucene i sekvence drugih vrsta porodice Acipenseridae preuzete s internetskog servisa

Banke gena GenBank (Tablica 4). Za ukorjenjivanje stabala koriStena je sekvenca vrste Salmo

sp.
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4.7. Rekonstrukcija filogenetske mreze

Za rekonstrukciju filogenetske mreze koristio sam metodu zajedni¢kog povezivanja (MJ).
Prednost ove metode je Sto daje rezultat koji je pogodniji za vizualizaciju blisko srodnih jedinki,
pogotovo kad postoji mogucnost horizontalnog prijenosa gena. Analizu sam proveo pomocéu
programa Network v.10.2.0.0 (Fluxus technology Itd.). U rekonstrukciji sam osim haplotipova

svojih uzoraka koristio i ve¢ spomenute sekvence preuzete iz Banke gena (Tablica 4).

4.8. Rekonstrukcija evolucijske proslosti

Evolucijsku proslost sam rekonstruirao Bayesovom metodom pomocéu programa iz paketa
BEAST (Drummond i sur., 2012). Kao i u prethodnim analizama, osim haplotipova dobivenih
analizom sekvenci svojih uzoraka, koristio sam i sekvence preuzete iz Banke gena (Tablica 4),
dok je za ukorjenjivanje stabla koristena sekvenca vrste Salmo sp. Za rekonstrukciju evolucijske
proslosti, program koristi Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algoritam te omoguéuje
koristenje razli¢itih supstitucijskih modela i tipova molekularnih satova sa specifiénom stopom
mutacije. Supstitucijski model predvida stopu zamjene (supstitucije) nukleotida na odredenom
mjestu, kao i raspored tih zamjena na promatranom dijelu DNA. Koristeni model, Hasegana —
Kishono — Yano (HKY) model supstitucije predvida frekvencije pojave nukleotida razli¢ite od
oc¢ekivanih 25 %, te razliCite stope pojave tranzicija i transverzija, odnosno razli¢ite modele
heterogenosti nukleotidnih mjesta. Modeli molekularnog sata omogucuju primjenu stope
mutacija pri rekonstrukciji filogenetskog stabla, pri ¢emu opusteni model sata omogucuje blage
devijacije od postavljene stope pri rekonstrukciji pojedinih grana stabla. Zbog nedostatka
preciznijih literaturnih navoda o stopi mutacije mitohondrijske DNA za porodicu
Acipenseridae, koristio sam stopu mutacije za porodicu Salmonidae (Créte-Lafreniére i sur.,
2012). Koriste¢i program BEAUti (eng. Bayesian Evolutionairy Analysis Utility) v.1.10.4
podesio sam sljede¢e parametre analize: HKY model supstitucije s o¢ekivanom frekvencijom
baza i gamma modelom heterogenosti nukleotidnih mjesta, opusteni molekularni sat i stopu
mutacije 0,31 %, te 10 000 000 ponavljanja MCMC algoritma, s uzorkovanjem svakih 1000
generacija. Karakteristika MCMC algoritma je smanjena preciznost pocetnih rezultata pa je
prvih 1000 stabala odbaceno iz analize (eng. burn in). Sama analiza se prema podeSenim
parametrima odvijala u programu BEAST v.1.10.4. Po zavrsetku analize, dobivene podatke o
koncenzusnom filogenetskom stablu sam graficki prikazao i uredio pomocu programa
TreeAnotator v1.10.4 i FigTree v.1.4.4.
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Tablica 4 Popis koristenih sekvenci preuzetih iz Banke gena

Turska

Vrsta Pristupni kod | Lokalitet Duljina Referenca
sekvence
Acipenser ruthenus 1 | MG648475.1 | Srednji tok Dunava - 1100 (Pekarik i sur., 2017)
Slovacka (neobjavljeno)
A. ruthenus 2 MG648474.1 | Srednji tok Dunava - 1100 (Pekarik i sur., 2017)
Slovacka (neobjavljeno)
A. ruthenus 3 MG648473.1 | Srednji tok Dunava - 1100 (Pekarik i sur., 2017)
Slovacka (neobjavljeno)
A. ruthenus 4 MG648472.1 | Srednji tok Dunava - 1100 (Pekarik i sur., 2017)
Slovacka (neobjavljeno)
A. gueldenstaedtii 1 | AJ277594.1 | Volga 1141 (Jenneckens i sur.,
2001)
A. gueldenstaedii 2 AJ277595.1 | Volga 1141 (Jenneckens i sur.,
2001)
A. gueldenstaedii 3 KC130093.1 | Giresun, Crno more, 1141 (Ciftci i sur., 2012)
Turska (neobjavljeno)
A. gueldenstaedii 4 AJ563386.1 | Kaspijsko more, 1141 (Birstein i sur., 2003)
Turska (neobjavljeno)
A. stellatus KC130109.1 | Ssamsun, Crno more, 1141 (Ciftci i sur., 2012)
Turska (neobjavljeno)
A.sturio 1 AJ245839.1 | Gironde, Francuska 1170 (Ludwig i sur., 2000)
A. sturio 2 FJ974043.1 | Turska 1048 (Keskin, 2009)
(neobjavljeno)
A. nudiventris 1 FJ974041.1 | Turska 1048 (Keskin, 2009)
(neobjavljeno)
A. nudiventris 2 AJ245832.1 | Jug Kaspijskog mora 1171 (Ludwig i sur., 2000)
A. baerii FJ010862.1 Lena 917 (Skurikhina i sur.,
2010)
Huso huso 1 AJ245840.1 | Kaspijsko more 1170 (Ludwig i sur., 2000)
H. huso 2 KC130116.1 | Giresun, Crno more, 1141 (Ciftci i sur., 2012)

(neobjavljeno)
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4.9. Odredivanje stupnja populacijske raznolikosti

Pomocu programa DnaSP v.6.12.03, koristec¢i sekvence svojih uzoraka, izratunao sam mjere
genske raznolikosti unutar svake populacije, kao i mjere ukupne genske raznolikosti izmedu
svih populacija. Izracunate su sljedece mjere: broj sekvenci (n), broj polimorfnih mjesta (S),
ukupan broj mutacija (n), broj haplotipova (h), raznolikost haplotipova (Hd), nukleotidna

raznolikost (w) i prosjecan broj razlika nukleotida (K).

Broj sekvenci odnosi se na koli¢inu sekvenci zastupljenih u svakoj populaciji. Broj polimorfnih
mjesta se odnosi na broj nukleotida koji su u razli¢itim sekvencama na istom mjestu razli¢iti.
Ukupan broj mutacija se odnosi na sve promjene u sekvencama, koje ne moraju nuzno biti
polimorfna mjesta te mogu ukljucivati insercije, delecije i sl. Broj haplotipova je koli¢ina
jedinstvenih sekvenci unutar pojedine populacije. Raznolikost haplotipova je mjera koja govori
koliko je jedinstven svaki haplotip unutar populacije te se moze definirati kao vjerojatnost da
su dva nasumi¢no odabrana haplotipa unutar populacije razli¢ita. Nukleotidna raznolikost je
prosjecan broj nukleotidnih razlika svih parova nukleotida izmedu sekvenci te se moze
definirati kao vjerojatnost da su dva nukleotida na istom mjestu u razliitim sekvencama
razliita. ProsjeCan broj razlika nukleotida je aritmetia sredina broja razli¢itih nukleotida

izmedu svake dvije sekvence u populaciji.

Ove mjere su korisne pri procjeni stupnja populacijske raznolikosti te omogucuju formiranje
pretpostavki o sposobnosti populacija za prilagodbu i odgovor na promjene u okolisu, kao i o

posljedicama moguc¢eg mijeSanja populacija.
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5. Rezultati

5.1. Populacijska raznolikost

Tablica 5 Dobivene mjere genskog polimorfizma (n - broj sekvenci, s - broj polimorfnih mjesta, n -
broj mutacija, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, z - nukleotidna raznolikost, k -

prosjecan broj razlika nukleotida)

Populacija N S n h Hd T k
Acipenser ruthenus
12 19 19 10 0,955 | 0,00374 | 4,273
(Sava)
Acipenser baerii
7 0 0 1 0 0 0
(uzgajaliste Kupa)
Acipenser ruthenus
9 0 0 1 0 0 0
(uzgajaliSte Kupa)
Ukupno 28 76 77 12 0,841 | 0,02208 | 25,198

Iz dobivenih podataka je vidljivo da jedinke iz uzgajaliSta imaju izrazito malu populacijsku

raznolikost. Budu¢i da je u svakoj populaciji iz uzgajaliSta prisutan samo jedan haplotip, sve

ostale mjere raznolikosti iznose 0. S druge strane kod jedinki uhvacenih u divljini, na 12

analiziranih sekvenci je utvrdena prisutnost 10 razli¢itih haplotipova s prosjekom od 4,273

razlika u nukleotidima.
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5.2. Rekonstrukcija filogenetskog stabla

SAV1
SAV2

- SAVS8
SAV10

61

A. ruthenus2
r SAV3
- SAV4
SAV5
941 SAV7
SAV9
SAV6

100

53
A. ruthenus3

KUP1

A. ruthenus1

61

" A. ruthenus4
KUP2
901+ A. gueldenstaedti2

95

A. baerii
99

A. gueldenstaedtit
86
ogll' A. gueldenstaedti3
A. gueldenstaedti4
A. stellatus
H. huso1
100‘{
H. huso2

_{ A. nudiventris1

98
A. nudiventris2

100 |A. sturio1
A. sturio2

Salmo sp.

— 10 promjena

Slika 5 Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece parsimonije (MP) na temelju mitohondrijskog gena cyt b. Podrzanost
grananja napisana je u postotcima. Haplotipovi uzoraka koristenih u ovom istrazivanju su SAV 1-10 i KUP 1 2, dok su
ostali haplotipovi preuzeti iz Banke gena (Tablica 4).
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Salmo sp.
SAV1
SAV2
SAV8
SAV10
A. ruthenus2
SAV3
SAV4
64 1 SAV5

9l SAV7
SAV9
SAV6
A. ruthenus3
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KUP2

75 || A. gueldenstaedti2
A. baerii
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Slika 6 Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece vjerojatnosti (ML) na temelju mitohondrijskog gena cyt b. Podrzanost
grananja napisana je u postotcima. Haplotipovi uzoraka koristenih u ovom istrazivanju su SAV 1-10 i KUP 11 2, dok su
ostali preuzet iz Banke gena (Tablica 4)
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Na slikama 5 i 6 su filogenetska stabla dobivena metodama MP i MJ. Analizirano je 1141
parova baza svakog haplotipa, od kojih su 262 konstantne, 717 varijabile i parsimonijski
neinformativne, dok su 162 parsimonijski informativna mjesta. Parametri stabla dobivenog

metodom MP navedeni su u Tablici 6.

Tablica 6 Parametri MP stabla

Duzina stabla 1101
Indeks konzistencije 0,8983
Indeks homoplazije 0,1017

Indeks konzistencije bez neinformativnih mjesta | 0,6898

Indeks homoplazije bez neinformativnih mjesta | 0,3102
Retencijski indeks 0,8530
Reskalirani retencijski indeks 0,7662

Iz stabala je vidljivo da su svi haplotipovi divljih populacija uhvacenih u rijeci Savi (SAV 1-
10), kao i jedan od haplotipova iz uzgajalista (KUP 1), najblize srodni s haplotipovima vrste
Acipenser ruthenus. Drugi haplotip iz uzgajalista (KUP 2) najblizi je haplotipovima vrsta
Acipenser gueldenstaedtii i Acipenser baerii. Prema MP stablu oba grananja vecih grupa s
haplotipovima iz istrazivanja imaju visok postotak podrzanosti, odnosno 100 % za A. ruthenus
granu i 99 % za A. guelenstaedtii / A. baerii granu. S druge strane, ML stablo daje nizi postotak
podrzanosti za A. ruthenus granu od 64 %, dok A. guelenstaedtii / A. baerii granu karakterizira

visa, 96 % podrZanost.
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5.3. Rekonstrukcija filogenetske mreze

35 3 1

Haplotipovi

@ Populacije iz Save
O Populacije iz Kupe
2 37 © A. ruthenus
@ A. nudiventris
1 @ H. huso

@ A. stellatus
© A. sturio
O A. gueldenstaedtii
@ A. baerii
@ medijan vektor

31 5

10

81 4

Slika 7 Filogenetska mreZza dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ). Brojevi iznad grana ozna¢avaju broj mutacija.
Tamno crveni ¢vorovi predstavljaju medijan vektore, odnosno neuzorkovane pretpostavljene haplotipove.

Filogenetska mreZa izradena MJ metodom podrZava i daje sli¢an raspored haplotipova kao
filogenetska stabla. Na njoj se primjecuju dvije grupe s haplotipovima iz istraZivanja,
medusobno odvojene s 5 pretpostavljenih neuzorkovanih haplotipa. U prvoj grupi svi
haplotipovi iz rijeke Save i jedan od haplotipova iz uzgajaliSta pripadaju vrsti A. ruthenus te su
blisko povezani s haplotipovima vrste A. ruthenus iz Banke gena. U drugoj grupi se vidi
povezanost drugog haplotipa iz rijeke Kupe s vrstom A. baerii i A. gueldenstaedtii. Zanimljivo
je da je ovdje, kao i na filogenetskim stablima, jedan od haplotipova preuzetih iz Banke gena
vrste A. gueldenstaedtii srodniji haplotipu vrste A. baerii nego drugim haplotipovima vrste A.
gueldenstaedtii.
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5.4. Rekonstrukcija evolucijske proslosti porodice Acipenseridae
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Slika 8 Rekonstrukcija stabla evolucijske proslosti dobivena Bayesovom metodom. Haplotipovi uzoraka koristenih u ovom
istrazivanju su SAV 1-10 i KUP 1 2, dok su ostali preuzeti iz Banke gena (Tablica 4). Brojevi na mjestima grananja
oznacavaju srednje vrijednostiodvajanja u milijunima godina. Viticastim zagradama oznacene su grupe i podgrupe koje se

spominju u daljnjem tekstu.
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Buduc¢i da je za potrebe analize evolucijske proslosti koriStena stopa mutacije karakteristi¢na
za porodicu Salmonidae, vremena divergencije treba uzeti s rezervom. Prema rezultatima
analize, red Acipenseriformes se odvojio od reda Salmoniformes prije 47,52 milijuna godina.
Dvije glavne grupe (grupa koja obuhvaca vrstu A. ruthenus i grupa A. baerii / A.
gueldenstaedtii) medusobno su se razdvojile prije otprilike 34,31 milijuna godina. Unutar grupe
A. ruthenus, medusobno su najudaljeniji haplotipovi iz podgrupe A. ruthenus 2 i podgrupe A.
ruthenus 1,3,4, koji su se razdvojili prije otprilike 24,04 milijuna godina. Unutar grupe A. baerii
/ A. gueldenstaedtii, srodne vrste A. gueldenstaedtii i A. baerii su se razdvojile prije otprilike
4,72 milijuna godina. Najkasnije divergencije se prema rezultatima dogadaju u periodu od

najranije 14,79 milijuna godina do najkasnije prije 60.000 godina.
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6. Rasprava

Prema rezultatima ovog istrazivanja, utvrdeno je da na podrucju Republike Hrvatske porodica
Acipenseridae u divljini 1 dalje obuhva¢a minimalno jednu vrstu, dok se u uzgajaliStima
uspjesno uzgajaju barem dvije vrste. Ako se ovakav rezultat istrazivanja usporedi s Pregledom
recentne hrvatske slatkovodne ihtiofaune (Caleta i sur., 2019) moZe se reéi da je on o&ekivan.
Unato¢ tome §to se u literaturi (Caleta i sur., 2019) spominju postojeée populacije dviju vrsta
iz porodice Acipenseridae u prirodi (Tablica 1), njihova ugrozenost i nepredvidiv prostorni
raspored mogu opravdati i objasniti izostanak jedne vrste pri uzorkovanju. Ovakvi rezultati ne
mogu dati informacije o prisustvu i stanju drugih vrsta iz ove porodice, ali mogu potvrditi

dosadasnje podatke o njihovoj ugrozenosti na naSim prostorima.

Rekonstrukcije filogenetskih stabala i filogenetske mreze pruzaju detaljniji uvid u genski sastav
i strukturu populacija, kao i u njihovu medusobnu srodnost. Prema rezultatima, svi haplotipovi
jedinki uhvacenih u divljini, kao i1 jedan od haplotipova iz uzgajaliSta blisko su srodni s
haplotipovima vrste Acipenser ruthenus iz Banke gena, dok drugi haplotip iz uzgajalista pripada
vrsti Acipenser baerii. Buduc¢i da na stablima nije vidljiva znacajnija strukturiranost na
intraspecijskoj razini, moze se s velikom sigurno§¢u pretpostaviti da haplotipovi iz istrazivanja
i pripadaju upravo tim vrstama. Zanimljivo je da je jedan od haplotipova iz banke gena vrste
Acipenser gueldenstaedtii prema rezultatima srodniji vrsti Acipenser baerii nego drugim
pripadnicima svoje vrste. Takav rezultat vrlo je vjerojatno posljedica hibridizacije, ili pogresne
determinacije od strane autora. Filogenetska mreZa daje bolji uvid u medusobni filogenetski
polozaj divljih haplotipova iz Save, koji su se zvjezdasto grupirali oko jednog centralnog
haplotipa. Iz takvog rasporeda moze se naslutiti da je doslo do nedavne i brze divergencije, pri
¢emu je haplotip jedinke iz sredi$nje pozicije ancestralan, dok su haplotipovi jedinki koje ju
okruzuju, izvedeni. Ovakvu bi se pretpostavku ipak trebalo uzeti s rezervom, buduéi da je
analiziran mali broj jedinki te budu¢i da se razlike izmedu haplotipova krecu od svega 1 do
maksimalno 5 mutacija. Na mrezi se takoder moze primijetiti da su oba haplotipa iz uzgajalista
na Kupi dovoljno sli¢na s haplotipovima vrsti iz Banke gena da zauzimaju isti ¢vor na mrezi,

Sto dodatno potvrduje njihovu pripadnost tim vrstama.

Za potrebe rekonstrukcije evolucijske proslosti, zbog manjka preciznijih literaturnih navoda,
koriStena je stopa mutacija karakteristicna za porodicu Salmonidae. Budu¢i da je prema
rezultatima istrazivanja Krieger i Fuerst (2002) dokazana znatno sporija relativna stopa

mutacija kod reda Acipenseriformes u usporedbi s ribama podreda Teleostei, kod rezultata treba
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oc¢ekivati godine divergencija mlade od realnog stanja. Prema rezultatima rekonstrukcije
evolucijske proslosti, promatrani recentni pripadnici reda Acipenseriformes su se prvi put
izdvojili od reda Salmoniformes prije otprilike 47,5 milijuna godina, Sto odgovara vremenu
ranog eocena u paleogenu. Najraniji pripadnik recentnog roda Acipenser pronaden u fosilnom
zapisu datira iz vremena kasne krede, prije otprilike 65 milijuna godina, dok najstariji pripadnik
reda Acipenseriformes, izumrla vrsta Asiacipenser kotelnikovi Nessov, Fiodorov i
Udovichenko, 1990, datira iz vremena srednje jure prije otprilike 175 milijuna godina.
Zamjetna razlika izmedu dobivenih rezultata i literaturnih podataka moze se objasniti ako
uzmemo u obzir koriStenu stopu mutacija, koja je brza od realne (Krieger i Fuerst, 2002) i
relativno mali broj analiziranih sekvenci vrsta. Fosilni nalazi su zabiljeZzeni na podrucju
Sjeverne Amerike i Euroazije na prostoru tadasnjih priobalnih sljevova s estuarijskim uvjetima
koji su se izlijevali u epikontinentalno more Tetis (Choundhury i Dick, 1998). Neki autori
smatraju porodicu Acipenseridae zivim fosilima zbog njihove rasprostranjenosti, stanista i
morfoloskih karakteristika koje su ostale prakticki nepromijenjene od vremena njihovog
nastanka (Choundhury i Dick, 1998; Shen i sur., 2020).

Dvije velike grupe na dobivenom stablu, jedna koja obuhvaca sve haplotipove vrste Acipenser
ruthenus i druga, koja obuhvaca sve ostale haplotipove iz istrazivanja su se prema rezultatima
medusobno razdvojile prije otprilike 34,3 milijuna godina. Ukoliko bi pretpostavili da je realno
vrijeme divergencije bilo 15ak milijuna godina ranije, ona bi se mogla povezati sa zatvaranjem
mora Tetis i njegovom pretvorbom u danasnje Sredozemno, Crno, Kaspijsko i Aralsko more
prije 50ak milijuna godina (www.britannica.com). Taj dogadaj je stvorio geografsku barijeru
izmedu populacija te se smatra da je glavni evolucijski mehanizam koji je doveo do

diverzifikacije i pojave novih zasebnih vrsta unutar porodice Acipenseridae (Shen i sur., 2020).

Rezultati analize populacijske raznolikosti imaju ocekivan ishod, odnosno iz njih se vidi da se
populacije jesetri u divljini medusobno genski puno vise razlikuju od populacija iz uzgajalista.
Takvo se stanje moze objasniti za populacije oba podrijetla (iz uzgajalista i iz divljine). S jedne
strane, jedinke u divljini slobodne su i kod njih dolazi do slobodnog protoka gena izmedu
razli¢itih populacija, takoder su izloZene i razli¢itim okoli§nim pritiscima koji uvode dodatnu
raznolikost u genetski bazen. Takvi ucinci djeluju vrlo pozitivno na gensku raznolikost
populacija, pa se tako prema rezultatima analize unutar 12 sekvenci divljih populacija
pojavljuje ¢ak 10 razlic¢itih haplotipova, Sto daje vrlo visoku raznolikost haplotipova od 0,955.
Slikovitije predstavljeno, ukoliko pretpostavimo da se situacija iz ovog istrazivanja odrazava

na realno stanje u prirodi, pri ulovu dvije nasumicne jedinke vrste A. ruthenus, Sansa da imaju
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isti haplotip bila bi manja od 5 %. Buduci da svi haplotipovi ipak pripadaju istoj vrsti te da je
podrucje uzorkovanja ograni¢eno, ne mozemo govoriti o visokoj nukleotidnoj raznolikosti

izmedu haplotipa te s prosje¢nom razlikom od 4,273 nukleotida od 1141 u sekvenci, ona iznosi

0,00374, odnosno 0,374 %.

S druge strane populacije u uzgajalistu zivot provode u zatvorenom sustavu bez mogucnosti
razmjene genetickog materijala s drugim, potencijalno razli¢itim populacijama. Osim toga,
zivotni uvjeti u uzgajalistu regulirani SU na nacin da osiguraju $to vecu stopu prezivljavanja
jedinki u svim stadijima zivota u svrhu $to obilnijeg izlova. Veliku ulogu u gubitku genske
varijabilnosti populacija iz uzgajaliSta ima i efekt osnivaca, koji se javlja kod populacija koje
su nastale kontroliranim razmnozavanjem manjeg poc¢etnog broja jedinki, u ovom slucaju s

pozeljnim karakteristikama za uzgoj.

Osim gubitka genetske raznolikosti, prema rezultatima istrazivanja Araki i sur. iz 2007., ribe iz
uzgajali$ta koje su pustene u divljinu pate i od pada adaptivne vrijednosti, odnosno fitnesa (eng.
fitness). Fitnes je kategorija koja opisuje sposobnost razmnozavanja i prezivljavanja jedinki,
odnosno prosjecan doprinos jedinke genetskom fondu iduce generacije. Istrazivanje je
provedeno na vrstama Oncorhynchus spp., iz porodice Salmonidae, te na 3 generacije dokazuje
o$tar pad fitnesa od ¢ak 37,5 % po uzgajanoj generaciji. Uzevsi ovakav rezultat u obzir, moguée
je pretpostaviti da uzgajanje riba iz porodice Acipenseridae ima sli¢an negativan utjecaj na
njihov fitnes, $to bi moglo imati izrazito negativan uc¢inak na buduce generacije divljih jesetri
ukoliko dode do njihovog pustanja u okolis. Ovakvu pretpostavku dodatno podrzava i ¢lanak s
pregledom uc¢inaka nenadziranog masovnog uvodenja biljnih 1 Zivotinjskih organizama u okoli§
Laikre i sur. iz 2010. Buduci da je utvrdeno da su divlje populacije jesetri na naSim prostorima
malobrojne i rijetke, kada bi doslo do slu¢ajnog ili planiranog pustanja veceg dijela ribljeg
fonda iz uzgajalista, ono bi se moglo smatrati masovnim uvodenjem. Takvo masovno uvodenje
konspecifi¢nih populacija (populacija iste vrste s razli¢itim genetskim sastavom) dovodi do
gubitka genetske varijabilnosti, gubitka adaptacija, promjena u genetskoj kompoziciji divljih
populacija i raspada strukture populacija, odnosno gubitka razlika u genetskoj kompoziciji
razli¢itih populacija. Cak i u slu¢aju kad ne bi doslo do protoka gena izmedu divljih i pustenih
populacija, moze do¢i do ugroze 1 smanjivanja divljih populacija mehanizmima kao §to su

kompeticija ili prijenos bolesti.
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7. Zaklju€ak

1. Sve jedinke uhvacene u prirodi, na podrucju rijeke Save pripadaju vrsti Acipenser
ruthenus, jedinke iz uzgajaliSta pripadaju vrstama Acipenser ruthenus i Acipenser
baerii.

2. Genska raznolikost populacija u divljini znacajno je viSa od raznolikosti populacija iz
uzgajalista.

3. Potrebno je primijeniti oprez pri upravljanju populacijama u uzgajali$tu kako ne bi doslo
do njihove masovne introdukcije u prirodu i kolapsa genske strukture populacija u

divljini.
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9, Zivotopis

Roden sam u Zagrebu 4. veljace 1997. U Zagrebu sam pohadao Osnovnu skolu Gustava Krkleca

1 Osnovnu $kolu Otok od 2003. do 2011. te Klasi¢nu gimnaziju u Zagrebu od 2011. do 2015.

Oduvijek sam tezio prirodoslovnim znanostima pa sam tako 2015. upisao preddiplomski studij
Znanosti o okoliSu na Prirodoslovno — matematickom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Taj
studij podrazumijeva interdisciplinarni pristup svim znanostima PMF-a te sam se na njemu
upoznao sa Sirokim nizom bioloskih, geoloskih i geografskih disciplina, ali 1 s osnovnim
kolegijima s matematickog, fizickog, kemijskog i geofizickog odsjeka. Kao brucos, 2015.
godine, kandidirao sam se i sudjelovao u S3++ Ljetnoj $koli znanosti u organizaciji DruStva za
edukaciju izvan okvira (Society For Out-Of-Frame Education). Pod vodstvom francuskog
doktoranda racunalne znanosti Remy Léonea sudjelovao sam u izradi projekta ,,Life of a web
request, how the Internet works?, koji se sastojao od izrade web stranice i softwarea Kkoji
oCitava temperaturu procesora racunala Raspbery Pi te je u realnom vremenu upisuje na web
stranicu. Ljetna Skola znanosti se u cijelosti odvijala na engleskom jeziku, uz sudjelovanje
ucenika/studenata, znanstvenih novaka kao voditelja projekata te iskusnih znanstvenika -
predavaca iz cijelog svijeta. Sudjelovanjem sam stekao vrijedna znanja, iskustva i kontakte.
Preddiplomski studij sam zavrSio 2019. godine zavrSnim radom ,Masovna izumiranja i
bioraznolikost* pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Damjana Franjevica, ¢ime sam stekao titulu

sveuciliSnog prvostupnika znanosti o okolisu.

2019. godine upisao sam diplomski studij Znanosti o okolisu, koji se temelji na dopuni znanja
preddiplomskog studija specijaliziranim kolegijima kojima je zadatak detaljniji uvid u
prethodno savladane discipline, kao 1 njihova prakticna primjena. Tijekom studija, osim
usvajanja mnogih teorijskih znanja, prosao sam i kroz brojne praktikume koji su mi utvrdili
prethodna iskustva o ponasanju i radu u bioloskim, geoloskim i kemijskim laboratorijima. Na
terenskoj nastavi u trajanju od tjedan dana, koja je obuhvacala bioloski, geoloski 1 geografski
aspekt imao sam priliku primijeniti teorijska znanja u provedbi istrazivanja u terenskim
uvjetima. Jedan od boljih primjera interdisciplinarnog pristupa bila je izrada elaborata u sklopu
jednog kolegija prilikom ¢ega sam usvojio metodologiju geoekoloskog vrednovanja prostora.
Diplomski studij zavr§avam 2022. ovim diplomskim radom, te ¢u nakon obrane ste¢i titulu

magistar struke znanosti o okoliSu.
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