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1. UVOD

Veliki vijun (Cobitis elongata Heckel & Kner, 1858) riba je koja je svojim zivotnim
ciklusom vezana uz slatkovodne ekosustave dunavskog slijeva te je endem rijeke Save i
njenih pritoka te donjih pritoka Dunava. Taksonomski je pripadnik roda Cobitis te porodice
Cobitidae, velike porodice koja broji oko 130 vrsta (Kottelat i Freyhof, 2007).

Njegova rasprostranjenost obuhvaca rijeke Savu, Kupu (Slovenija i Hrvatska), Moravu
(Srbija), Neru (Rumunjska) te Vit i Jantru (Bugarska) (Kottelat i Freyhof, 2007). Poput vecine
drugih pripadnika roda Cobitis i veliki vijun zauzima sli¢nu ekoloSku niSu koja je vrlo
jedinstvena i koje druge ribe ne mogu zauzimati. Veliki vijun obitava isklju¢ivo na muljevitim
do sljunkovitim dnima, koja su prekrivena vegetacijom te gdje je voda d¢ista, ali ipak sadrzi
organske cestice i sporo tece te se smatra da je njihova vezanost uz takvo dno uzrokovana

specijaliziranim nac¢inom hranjenja (Robotham, 1982; Culling i sur., 2003; Buj, 2010).

Dunavski bazen se ¢esto navodi kao podruéje refugija slatkovodnih riba (Banarescu, 1990;
Bohlen i Rab, 2001; Ludwig i sur., 2001; Perdices i sur., 2003) tijekom perioda glacijacija, a
moguce da je takvu ulogu imao i za neke vrste vijuna. Buduci da je veliki vijun malena riba,
gospodarski nevazna te ve¢i dio dana zakopana U sedimentu, ¢esto prode neprimije¢ena U
istrazivanjima slatkih voda.

To su glavni razlozi zasto molekularna ekologija velikih vijuna s ¢itavog areala dunavskog
slijeva do sada nije detaljnije istrazivana. Stoga sam nekolicinom metoda molekularne
filogenije istrazivala filogenetsku povezanost na temelju mitohondrijskog gena za citokrom b
(cyt b) populacija velikog vijuna u ¢itavom podruéju rasprostranjenosti ove vrste. U
istrazivanje sam ukljuéila i metode populacijske genetike koje otkrivaju postoji li protok gena
izmedu populacija razli¢itih lokaliteta. Analiza evolucijske proslosti otkriva moguci period

geoloske proslosti koji je pokrenuo divergenciju populacija i/ili filogenetskih linija.

S ciljem o¢uvanja populacija ove endemske vrste posebnu pozornost potrebno je pridati zastiti
staniSta na kojima Zivi te ograniCiti i zabraniti prekomjernu eksploataciju pijeska i1 Sljunka.
Naime, u vecini europskih zemalja rijekama se poprili¢no loSe gospodari, a pogotovo ako
prolaze kroz velike gradove. Tokovi rijeka se Cesto i stalno rekonstruiraju, iskopava se pijesak
i Sljunak, grade se umjetna korita, vodotoci su iznimno onecis¢eni, a sve to ima poguban
utjecaj na staniSta ovih Zivotinja. Nadalje, zastita ove vrste moze biti djelotvorna samo ako se
prepoznaju populacije koje su osobito vazne za opstanak Citave vrste (npr. populacije koje su
izvori imigranata za ostale populacije, sadrZe osobito veliku gensku raznolikost) te ako se

dobro opiSe genska struktura vrste, Sto je 1 osnovni cilj ovoga rada.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Osnovne znacajke roda Cobitis

Cobitis Linneaus, 1758 - vijuni, rod su riba iz porodice Cobitidae koja spada u red
Saranki (Cypriniformes). Vrstama su najbrojniji i najraznolikiji rod porodice Cobitidae, s oko
60 opisanih vrsta (Kottelat & Freyhof, 2007; Buj i sur., 2014; Deli¢ i sur., 2014). Ime im
potjeée od gréke rijeci kobitis §to zna¢i mala riba (Caleta i sur., 2015).

Vijuni su male slatkovodne bentonske ribe, uskog izduzenog tijela i ventralno spljoStenog
profila. Za njih je karakteristicno da imaju vilicastu podo¢nu bodlju (koja je katkad skrivena
pod kozom), tri para kratkih bréic¢a (Cetiri na vrhu njuske ili rila 1 dva na rubovima usana),
zdrijelne zube, minijaturne ljuske ispod koze, prilicno nejasnu bocnu liniju, malu lednu i
podrepnu peraju te malu, kratku i okruglu repnu peraju (Iveli¢ i sur., 2007).

Na prvi pogled izgledaju vrlo sli¢no, no detaljnijim promatranjem pruzaju nekoliko
razlikovnih karakteristika (Nalbant i sur., 2001). Najvaznije ukljucuju organizaciju Gambetta
zona, tj. obrasca pigmentacije duz bokova tijela, strukturu i organizaciju usne regije,
prisutnost/nedostatak te broj i oblik Canestrinijevih ljusaka (lamina circularis) u muzjaka,
veli¢inu i oblik podo¢ne bodlje (spinum suborbitale) (Nalbant i sur., 2001), broj i oblik mrlja
na pocetku repne peraje, odnos visine i duljine repnog drska, kao i visine tijela i standardne
duljine (Kottelat i Freyhof, 2007; Buj, 2010) te izgled ljusaka kod vrsta kod kojih su one
prisutne (Vasil'eva, 2000; Buj, 2010).

Prisutnost, duplikacija ili nedostatak Canestrinijeve ljuske, odnosno izdanka na dorzalnoj
povrsini anteriornih SipCica prsnih peraja kod muzjaka, glavne su karakteristike koje
definiraju podrodove roda Cobitis. Prema tim karakteristikama neki autori ovaj rod dijele na
Cetiri podroda: Cobitis sensu stricto, Iberocobitis, Bicanestrinia i Acanestrinia (Basescu,
1961; Perdices i Doadrio, 2001). Cobitis sensu stricto i Iberocobitis imaju jednu
Canestrinijevu ljusku na drugoj Sipcici prsne peraje, dok je po jedna Canestrinijeva ljuska
prisutna na prvoj i drugoj $ip¢ici kod podroda Bicanestrinia. Vrste podroda Acanestrinia
nemaju Canestrinijevu ljusku (Ludwig i sur., 2001).

Opcenito govoreci, europske vrste ukljuc¢ene u podrod Cobitis sensu stricto naseljavaju rijeke
sredisnje Europe, dok vrste podroda Bicanestrinia i Iberocobitis nastanjuju ogranicenije
podrucje i rasprostranjene su na Apeninskom i Pirenejskom poluotoku. S druge strane, vrste
ukljucene u podrod Acanestrinia imaju neobi¢nu geografsku rasprostranjenost na udaljenim

podrucjima poput isto¢ne Azije (Banarescu, 1990; Perdices i Doadrio, 2001).



Nadalje, vijuni imaju specifi¢an plan grade tijela i nastanjuju jedinstvenu ekolosku nisu.
Nikakva znacajnija radijacija ekoloskih prilagodbi nije moguca, a vrlo je zanimljivo i da ni
jedna druga vrsta nije uspjela zauzeti tu niSu. Naime, u najveéem broju slu¢ajeva u jednom
vodotoku dolazi samo jedna vrsta vijuna (Nalbant i sur., 2001; Buj, 2010). Rijetki su slucajevi
kada u istoj rijeci ili jezeru obitavaju dvije vrste, tada im se staniSta obi¢no ne preklapaju te
zauzimaju razlicite dijelove vodotoka (Buj, 2010). Iz toga se moze zakljuciti kako je njihovu
nisu vrlo tesko zauzeti te kako je ona vrlo specijalizirana (mozda samo prema jednom ili dva
¢imbenika). Takva ekoloska ograni¢enja upucuju na veliku intraspecijsku i interspecijsku
kompeticiju (Nalbant i sur., 2001; Buj, 2010).

O ranoj evoluciji vijuna se malo toga zna, ali se pretpostavlja da raznolike skupine roda
Cobitis koje zive u Europi predstavljaju postepenu evoluciju linija nastalih na podrucju
istocne Azije. Prevaljuju¢i veliku sibirsku plocu u zadnjih 10 milijuna godina razlicite linije
su evoluirale ili nestale na putu do Europe, a rezultat toga je danasnja fauna ovog roda
(Nalbant i sur., 2001).

Najranije poznato nalaziste fosila roda Cobitis je iz miocena s datiranom staro$¢u od otprilike
15 milijuna godina (Frickhinger, 1991; Ludwig i sur., 2001).

Rod Cobitis ubraja se medu najsire rasprostranjene rodove slatkovodnih riba umjerene zone
Europe i Azije. Rasprostranjenost obuhva¢a Euroaziju od Engleske i Pirenejskog poluotoka
pa sve do Japanskog arhipelaga, Korejskog poluotoka i amurskog rije¢nog bazena na
Dalekom istoku (Nalbant i sur., 2001). S obzirom na takvu Siroku rasprostranjenost i veliki
broj vrsta vijuna evolucijski gledano radi se o vrlo uspjesnoj skupini (Nalbant i sur., 2001,
Buj, 2010). Sto se ti¢e podru¢ja Europe, Bohlen i Rab (2001) otkrili su da je bogatstvo
vrstama ovog roda, kao i drugih rodova slatkovodnih riba poput roda Barbus (Bianco, 1998)
znatno veca U juznoj, nego u Sredisnjoj i sjevernoj Europi. Na podruc¢ju sredi$nje i sjeverne
Europe vrste su veé¢inom §iroko rasprostranjene te nema stenoendema, dok je u juznoj Europi
rasprostranjenost vrsta znatno ogranicenija te su mnoge medu njima endemi (Buj, 2010).
Pretpostavlja se da su uzrok tome visestruke glacijacije tijekom pleistocena (Hewitt, 1999;
Bohlen i Rab, 2001).

Specificna povezanost s mikrostanistem, odnosno bentonski nacin zivota ¢ini vrste roda
Cobitis izuzetno osjetljivima pa su stoga ugrozene u vecini zemalja (Nalbant i sur., 2001).
Prvenstveno su uzroci tome oneciSéenje 1 regulacija vodotoka iskapanjem sedimenta §to

uzrokuje uniStavanje stanista, gradnja hidroelektrana te unos alohtonih vrsta. 1z tih je razloga



mnogo vrsta u Europi zasticeno. Nekolicina vrsta ove porodice nalazi se na popisu Direktive o
ocuvanju prirodnih stanista i ocuvanju divlje flore i faune (Mrakov¢ic i sur., 2008).

U Dodatku Il Direktive o oCuvanju prirodnih stanista i oCuvanju divlje flore i faune te u
Dodatku 11l Bernske Konvencije nalaze se vrste C. elongata Heckel & Kner, 1858, C. taenia
Linnaeus, 1758, C. illyrica Freyhof & Stelbrink, 2007, C. jadovaensis Mustafi¢ &
Mrakov¢i¢, 2008, C. dalmatina Karaman, 1928, C. bilineata Canestrini, 1865, C. narentana
Karaman, 1928 i C. elongatoides Bacescu & Maier, 1969. Osim toga, neki od vijuna nalaze se
u Crvenoj knjizi slatkovodnih riba Hrvatske: C. dalmatina (VU, eng. vulnerable), C.

narentana (VU), C. elongata (VU) (Mrakov¢i¢ i sur., 2006).
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2.2.  Opis velikog vijuna (Cobitis elongata Heckel & Kner, 1858)

2.2.1. Taksonomija velikog vijuna

Predmet je ovog diplomskog rada slatkovodna riba veliki vijun. Sistematska mu je pripadnost

sljedeca:

CARSTVO: Animalia

KOLJENO: Chordata

RAZRED: Actinopterygii (zrakoperke)
NADRED: Teleostei (prave kostunjace)
RED: Cypriniformes (Saranke)
PORODICA: Cobitidae (vijuni)

ROD: Cobitis Linneaus, 1758

VRSTA: Cobitis elongata Heckel & Kner, 1858 - veliki vijun

2.2.2. Opis i ekologija vrste

Veliki vijun (Cobitis elongata) ima dugo valjkasto tijelo kojim se ukopava u pijesak te
izduzenu boc¢no spljostenu glavu (slika 1a). Usta su malena, smjestena s donje strane glave i
okruzena s tri para bréica. Podo¢na bodlja (slika 1b) malena je, prikrivena naborima koze na
obrazu, a u nepovoljnim uvjetima i u slu¢aju opasnosti je izbacuje van (Mrakov¢i¢ i sur.,
2006).

Za razliku od vecine vrsta roda Cobitis u dunavskom slijevu, veliki vijun nema Canestrinijevu
ljusku te spada u podrod Acanestrinia (Perdices i Doadrio, 2001). Tijelo mu pokrivaju sitne
ljuske (slika 1c). Zutobijele je boje s uzduznim nizovima tamnosmedih pjega koji se protezu
od kraja glave do pocetka repne peraje. Takvom se obojenoscu izvrsno podudara s podlogom
na kojoj Zivi pa ga je stoga teSko uociti. Na ledima ima 12 - 19 mrlja, a na bokovima 10 - 13.
Od oka do kraja gornje usne proteze se tamna pruga koja se iza oka razdijeli. Bo¢na pruga
ima nekoliko ljusaka, a pruza se od $krznog poklopca prema kraju tijela (Mrakov¢ié i sur.,
2006). Peraje su malene i pravilno rasporedene na tijelu te su prsne peraje muzjaka znatno
dulje nego kod Zenki. Zenke su obi¢no nesto veée i narastu do 16 cm, dok su muzjaci manji i

mogu narasti do 13 cm (Treer i sur., 2008).
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Slika 1: a) Cobitis elongata (izvor: www.fishbase.de, fotografirao: Kohout J.), b) crtez
podo¢ne bodlje velikog vijuna (preuzeto iz Ludwig i sur., 2001) i c) ljuska s tijela velikog

vijuna (preuzeto iz Ludwig i sur., 2001).

Izrazito su nocne Zivotinje, no¢u se intenzivnije hrane i plivaju, dok se preko dana skrivaju
zakopane u sediment. U prehrani ove vrste dominiraju sitni beskraljesnjaci, a naden je i
pijesak jer su staniStem i na¢inom hranjenja — prosijavanjem supstrata, vezani za pjeskovit
sediment. Hranu unose pomocu aparata za filtriranje sa zonama ljepljive sluzi u Zdrijelnoj
Supljini (Caleta i sur., 2015). Hrane se sitnim beskraljesnjacima u vodi prisutnim kao
makrozoobentos, poput taksona: Nematoda, Gastropoda, Bivalvia i Crustacea, Chironomidae,
Oligochaeta, Odonata 1 Heteroptera (Miceti¢ 1 sur., 2008). Takoder, Miceti¢ 1 suradnici su
2008. godine otkrili da se prehrana velikog vijuna u rijeci Petrinj¢ici razlikuje tijekom ljeta od
prehrane tijekom proljeca i jeseni kada se hrane samo redom Diptera. Nadalje, u Zelucu su
rakovi reda Isopoda nadeni pojedinac¢no, dok u sastavu makrozoobentosa s istog lokalitet nisu

nadeni, $to moze znaciti da su se jedinke hranile negdje drugdje.
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Veliki vijun spolno dozrijeva u drugoj godini zivota. Tijekom udvaranja, muzjak prati Zenku
te stvara prsten oko Zenkina tijela iza ledne peraje dok ona otpusta jaja (Kottelat & Freyhof,
2007). Oviparna je vrsta te se mrijesti od travnja do lipnja pri dnu cistih, tekuéih voda,
najées¢e u gustoj vegetaciji, o cemu ujedno ovisi prezivljavanje jaja i mladih (Mrakov¢ic i
sur., 2006). U najranijim fazama razvoja li¢inke su slabo pokretne, nemaju nikakve strukture
za obranu od predatora ili bijeg stoga se zadrzavaju u gustoj vegetaciji koja im pruza zastitu.
Kada se razviju napredniji stadiji, izlaze iz vegetacije i postaju pozitivno fototaksi¢ni te se
pocinju hraniti prosijavanjem sedimenta. Zivotni vijek im je pet do Sest godina i Zenke

najéesce zive duze od muzjaka (Caleta i sur., 2015).

2.2.3. Rasprostranjenost i staniSte velikog vijuna

Istrazivana vrsta naseljava rijeke dunavskog slijeva: Savu i Kupu u Hrvatskoj i
Sloveniji, Moravu i njezine pritoke u Srbiji, Vit i Jantru u Bugarskoj te sustav rijeke Nere u
Rumunjskoj (Kottelat i Freyhof, 2007) (slika 3). Endem je dunavskog slijeva (Mrakov¢i¢ i
sur., 2008). Dolazi u umjerenim do sporo teku¢im tokovima navedenih rijeka uz pjeskovito ili
muljevito dno, a ponekad i §ljunkovito s potopljenom vegetacijom, obi¢no u zoni lipljena,
mrene i deverike (Mrakov¢ié i sur., 2006). Ce$éi je u gornjim tokovima dunavskog slijeva
(Mrakov¢€i¢ i sur., 2008). Na podru¢ju dunavskog slijeva u Hrvatskoj C. elongata Zivi u
simpatriji s C. elongatoides, ali su rijetki slucajevi njihova sintopijskog obitavanja. No,
poznato je da se u hrvatskom dijelu rijeke Kupe i u nekim manjim pritocima Save veliki vijun
pojavljuje sintopijski (dvije vrste zbog sli¢nih ekoloskih zahtjeva dijele Zivotni prostor) s
vrstom C. elongatoides (slika 2) te hibridnim biotipom (triploidne Zenke nastale

hibridizacijom vrsta C.elongatoides i C. tanaitica) (Buj, 2010).

’.':’_ = = - \
SO SRR

Slika 2: Cobitis elongatoides (izvor: www.fishbase.se, fotografirao: Kohout J.).
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Nije poznato da li ulazi u male potoke, velike rijeke ili dionice rijeke bez struje. Vrsta je
izumrla na podrucju rijeke Jiu u Rumunjskoj (na slici 3 ozna¢eno crvenom bojom), dok su u

ostatku navedenih rijeka populacije stabilne (Kottelat & Freyhof, 2007).

“Oradea Cluj-Napoca
MADARSKA .,
ASLOVENTA RUMUNISKA
Ljubliana
) h Zaqrely 4 ; ., Brasov
HRVATSK AR . -
| “Banja Lyl Beograd
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N Qs “Sarajedd -
1 Marino TR0 SRBIJA
Jadransko more 3 : S i |
CRNAGORA | o Sona S BUGARSKA
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Podgorica 3
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Tirana ~ ' MAKEDONDIA
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Slika 3: Karta rasprostranjenosti velikog vijuna (izvor: www.iucnredlist.org) - crvena boja
oznacava podru¢je na kojem je vrsta izumrla, a narancastom bojom je oznaceno podrucje

njenog rasprostranjenja.

2.2.4. UgroZenost i zaStita

Veliki vijun na razini Europe trenutno se ne smatra osobito ugrozenim, ali bi to mogao
postati u skorijoj buducnosti. Prvenstveno bi tome mogli doprinijeti: smanjenje kvalitete
staniSta, odnosno stalne rekonstrukcije rijeka, iskopavanja §ljunka i pijeska te zagadenje.
Kako na odgovaraju¢im stanistima dolazi u velikom broju, lokalizirani zahvati mogu biti
pogubni za njegove populacije. Osim toga, vrsta ima mali areal, biologija vrste je jo§ uvijek
nedovoljno istrazena, a ekonomsku korist nema. Ponekad se lovi kako bi posluzio kao mamac
za lov na druge ribe (Mrakov¢ic i sur., 2006). Na Crvenom popisu Medunarodnog saveza za
oCuvanje prirode i prirodnih bogatstava (IUCN) od 2008. godine nalazi se kao najmanje
zabrinjavajuca vrsta (LC).
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U Hrvatskoj prema metodologiji IUCN-a ova vrsta svrstana je u skupinu osjetljivih (VU) na
temelju kriterija A2 i B2b(iii)c(iii), tj. uslijed kontinuiranog smanjenja kvalitete staniSta te
ekstremnih fluktuacija broja lokacija i subpopulacija (Mrakov¢ié i sur., 2008). Zivi unutar
Natura 2000 podrudja te je ciljha vrsta Natura 2000 podrué¢ja. Takoder u Hrvatskoj, uz vrste
C. bilineata, C. dalmatina, C. illyrica, C. jadovaensis, C. narentana i veliki vijun je strogo
zaSti¢ena vrsta prema Zakonu o zastiti prirode (Narodne novine 70/05, 139/08, 57/11 1 80/13).
Kao $to je ve¢ spomenuto, medunarodno je zasticen Bernskom konvencijom (Dodatak 1)
(Mrakov¢ic i sur., 2006) te se nalazi u Dodatku II Direktive o o¢uvanju prirodnih stani$ta i

o¢uvanju divlje flore i faune.
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2.3. Molekularna ekologija i uvod u metode

Molekularna ekologija istrazuje medusobne odnose izmedu ekoloskih i evolucijskih
procesa (Hoelzel, 2018). Dio je evolucijske biologije s primjenom molekularne populacijske
genetike, molekularne filogenije te relativno nove genomike, a ukljuCuje i rjeSavanje
tradicionalnih ekoloskih pitanja (poput stanja vrsta, o¢uvanja i procjene bioloske raznolikosti

itd.) (bs.wikipedia.org).

Molekularna filogenija proucava evolucijske veze izmedu organizama na razini molekula, tj.
DNA, RNA i proteina. Njena je zadaca opisivanje i rekonstrukcija genetickih veza medu
vrstama 1 vi$im taksonomskim kategorijama, kao i na intraspecijskoj razini. Prema onome §to
se zeli istrazivati mogu se koristiti nukleotidne ili proteinske sekvence. Tako se primjerice, za
proucavanje blisko srodnih vrsta koriste nukleotidne sekvence jer evoluiraju brze nego
proteini, dok se za istrazivanje udaljenijih grupa organizama uglavnom koriste proteinske
sekvence (Xiong, 2006).

U taksonomskim istrazivanjima riba se najces¢e koristi mitohondrijska DNA (mtDNA) i
ribosomalna nuklearna DNA (rDNA) (Hwang i King, 1999), a u novije vrijeme sve ¢esce i
pojedini nuklearni geni. Mitohondrijska DNA kod viSih Zivotinja evoluira prilicno brzo i
prenosi se samo maj¢inskom linijom ¢ime je efektivna veli¢ina populacija manja te ne dolazi
do rekombinacije (Avise, 1998; Emerson i Hewitt, 2005; Abramovi¢-Ristov i sur., 2007).
Nadalje, mtDNA je prikladnija za istrazivanja jer je u genomu stanice prisutna u velikom
broju kopija (do nekoliko tisu¢a) pa ju je moguce umnoziti i iz vrlo ogranicene kolifine
uzoraka ili uzoraka losijeg integriteta (starih ili loSe pohranjenih uzoraka) (Abramovi¢-Ristov
i sur., 2007).

Kao molekularni biljezi mitohondrijske DNA u istrazivanjima se najce$c¢e koriste citokrom
oksidaza I, citokrom oksidaza I, mitohondrijski 12S te gen za citokrom b (Patwardhan i sur.
2014).

Obi¢no se u filogenetskim istrazivanjima izraduje filogenetsko stablo od haplotipskih
sekvenci koristenjem neke od metoda filogenetske rekonstrukcije. Postoje tri diskretne
metode filogenetske rekonstrukcije: metoda najvece parsimonije (MP), metoda najvece
vjerodostojnosti (ML) te Bayesova metoda (BAY). One rade izravno sa sekvencama, a njima
se dobivaju filogenetska stabla ili filogrami.

Metoda najveée parsimonije (eng. maximum parsymony, MP) odabire stablo ili stabla s
najmanjim brojem evolucijskih promjena potrebnih da se objasne sve uocene razlike medu

sravnjenim sekvencama. Ova metoda se najéeSce upotrebljava kada su sekvence medusobno
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vrlo sli¢ne ili se usporeduje mali broj sekvenci (potrebno je dosta vremena za obradu
podataka). Za opisivanje MP stabla koristi se indeks konzistencije (ClI), indeks homoplazije
(HI), indeks retencije (RI) te indeks reskalirane konzistencije (RC).

Indeks konzistencije je mjera koja pokazuje kako se pojedina znaCajka dobro uklapa u
filogenetsko stablo, a dobiva se tako da se najmanji moguci broj koraka (promjena za neki
skup podataka) podijeli s uocenim brojem. Teoretski, ako je znacajka u potpunosti
kompatibilna sa stablom te je uocCeni broj koraka najmanji moguéi tada CI iznosi 1. U
slucajevima nepotpune kompatibilnosti manji je od 1, Sto pokazuje homoplaziju (analogno
svojstvo), odnosno svojstvo ne potjece od zajednickog pretka veé je rezultat konvergentne
evolucije, paralelnih ili reverznih mutacija. Stupanj homoplazije moze se prikazati i indeksom
homoplazije (HI), dok se indeksom retencije (RI) izrazava dio sinapomorfije koju o¢ekujemo
u nekom skupu podataka koja je zadrzana kao sinapomorfija u filogenetskom stablu. Indeks
reskalirane konzistencije (RC) poveéan je vrijedno$éu indeksa retencije.

Za opisivanje stabla jo§ se koristi i duljina stabla, a ona predstavlja najmanji moguci broj
koraka (promjena) potrebnih da bi se za neki skup podataka izradilo filogenetsko stablo.
Stablo manje duljine bolje odgovara nekom skupu podataka nego stablo vece duljine
(Lipscomb, 1998).

Metoda najvece vjerodostojnosti (eng. maximum likelyhood, ML) trazi stablo (ili stabla) koja,
unutar odredenog evolucijskog modela imaju najvecu vjerojatnost primjecivanja podataka
koji odreduju stablo. Ova metoda procjenjuje vjerojatnost da je izabrani evolucijski model
doveo do nastanka skupa sekvenci koje se analiziraju. S obzirom na to da su pojedine
vjerojatnosti izuzetno mali brojevi, obi¢no se mnoze njihove logaritamske vrijednosti te se
vjerojatnost ¢itavog stabla izrazava kao logaritamna vjerojatnost (InL).

Bayesova je metoda (BAY) takoder tradicionalna metoda diskretne filogenetske
rekonstrukcije. Temelji se na posteriornim vjerojatnostima, tj. vjerojatnostima koje se
odreduju na temelju nekog evolucijskog modela. Odnosno, pronalazi najvjerodostojnija stabla
s obzirom na evolucijski model i podatke koji se temelje na prijasnjim vjerojatnostima te
donosi niz stabala koja su otprilike jednako vjerodostojna. Stablo koje ima najvece vrijednosti
posteriornih vjerojatnosti je ono koje je najvjerojatnije i takvo stablo ¢e biti izdvojeno kao
najtocnije.

U filogenetskim analizama kao podrSska grananja unutar stabla koristi se metoda
samopodrzavanja ili bootstrap. To je statisticka metoda za empirijsko odredivanje
varijabilnosti parametara (Efron i Gong, 1983), a funkcionira tako da kreira izmisljeni skup

podataka nasumi¢nim uzimanjem podataka iz stvarnog skupa sve dok se ne stvori novi skup
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iste veli¢ine. Postupak se ponavlja nekoliko stotina ili tisu¢u puta te se iz svakog izmisljenog
skupa rac¢una odredeni parametar.

Filogenetska stabla su prikladan nacin prikazivanja evolucijske povijesti organizama jer
ilustriraju odnose izmedu organizama kao i redoslijed specijacijskih dogadaja kojima su iz
ranijih predaka nastali njihovi raznolikiji potomci. Svako se stablo sastoji od ¢vorova i grana.
Cvorovi prikazuju taksonomske jedinice (vrste, populacije, organizme, a i zajedni¢kog
pretka). Postoje zavrsni (terminalni) ¢vorovi koji prikazuju polozaj prouc¢avanog organizma,
te unutrasnji ¢vorovi koji oznacavaju polozaj posljednjeg zajednickog pretka. Grane

filogeneteskog stabla su poveznice izmedu ¢vorova i prikazuju filogenetske odnose.

Stabla se obi¢no ukorjenjuju pri ¢emu korijen prikazuje polozaj posljednjeg zajednickog
pretka za sve organizme u stablu, a odreduje se na temelju fosilnih podataka, ili ¢eS¢e na
temelju podataka o jednom ili viSe udaljenijih organizama. Metode kojima se stablo
ukorjenjuje su upotreba vanjske grupe (eng. out group), srednje tocke ili molekularnog sata.
Najucestalija je metoda upotreba vanjske grupe, taksonomske jedinice koja je blisko srodna s

proucavanim taksonima (Boykin i sur., 2010; Kinene i sur., 2016).

Intraspecijsku gensku evoluciju nije uvijek mogucée prikazati u obliku razgranatog stabla.
Odnosi medu genima uzorkovanim unutar vrste nisu hijerarhijski jer su rezultat spolnog
razmnoZzavanja, rekombinacija i manjeg broja relativno nedavnih mutacija (Posada i Crandall,
2001). Populacijske genealogije Cesto se ra¢vaju na vise strana, geni potomci opstaju zajedno
s predackim genima, a rekombinacijski dogadaji dovode do nastanka mrezastih odnosa pa ih
je stoga tocnije prikazivati filogenetskim mrezama. Za razliku od stabla u mrezi su dopustene
popre¢ne veze izmedu vrsta koje nisu u direktnom srodstvu, a na taj na¢in rekombinacija,
hibridizacija i lateralni (horizontalni) prijenos gena nisu iskljuc¢eni (Posada i Crandall, 2001;
Nakhleh i sur., 2005). Filogenetske se mreze sastoje od nekolicine povezanih krugova.
Veli¢ina kruga odredena je brojnoS¢u haplotipova, dok najmanji crni kruziéi prikazuju
neprimje¢ene haplotipove. Veli¢ina linijja koje povezuju mrezu odredena je brojem

mutacijskih veza.

Filogeografija je znanstvena disciplina koja analizira geografsku rasprostranjenost
genealoskih linija (Avise, 1998; Hewitt, 2001; Emerson i Hewitt, 2005). Nadalje, pomoc¢u
filogeografije se utvrduju povijesni demografski procesi odgovorni za prostornu
rasprostanjenost genetskih linija (Avise, 2000). Do danas je, uz kombinaciju raznovrsnih

tehnika analize DNA, modernih analiti¢kih metoda te suvremenih paleoklimatskih 1 geoloskih

18



studija, postala snazan alat za utvrdivanje rasprostranjenosti i evolucije genetske raznolikosti
na Zemlji (Emerson i Hewitt, 2005). Zbog svojih dubokih korijena u povijesnoj biogeografiji i
populacijskoj genetici filogeografija se smatra mostom Kkoji povezuje istrazivanja
mikroevolucijskih i makroevolucijskih procesa (Bermingham i Moritz, 1998) te omogucuje

promatranje gena u prostoru i vremenu (Hewitt, 2001).

Populacijska genetika je grana evolucijske biologije koja pokuSava odrediti razinu i
rasprostranjenost genskog polimorfizma u prirodnim populacijama, kao i otkriti evolucijske
sile (mutacija, migracija, selekcija i drift) koje odreduju obrazac genetske raznolikosti
primje¢en u prirodnim populacijama. Genska raznolikost je raznolikost alela i genotipova
prisutnih u promatranoj skupini, neovisno o tome radi li se o populaciji, vrsti ili skupini vrsta
(Frankham i sur., 2002; Sindigi¢, 2011). Cine je razlike u slijedu nukleotida u molekuli DNA.
Struktura populacije je rasprostranjenost genotipova u prostoru i vremenu te je rezultat
procesa sadasnjosti i proslosti (Hewitt i Butlin, 1997; Hewitt, 1999).

Efektivna veli¢ina populacije je jedan od najvaznijih parametara u populacijskoj genetici i
konzervacijskoj biologiji. To je veli¢ina idealne populacije u kojoj je broj reproduktivno
aktivnih Zenki 1 muzjaka jednak, a parenje se dogada slucajno, $to znaci da svaki muzjak ima
jednaku vjerojatnost da se pari sa svakom Zzenkom (jadran.izor.hr). Procijenjeni broj
migranata oznacava najvecu vjerojatnost da odredeni broj jedinki u nekoj populaciji migrira iz

jedne populacije u drugu.
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2.4. Ciljevi istraZivanja

e utvrdivanje intraspecijske strukturiranosti vrste C. elongata

e odredivanje parametara intraspecijske i intrapopulacijske genske raznolikosti velikog
vijuna

e procjena smjera i veli¢ine protoka gena izmedu pojedinih populacija

e procjena efektivne veli¢ine pojedinih populacija velikog vijuna te cjelokupne vrste

e rasvjetljavanje evolucijske povijesti velikog vijuna te odredivanje razdoblja nastanka

ove vrste, kao i divergencije pojedinih populacija
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3. MATERIJAL | METODE

3.2.  Materijal

3.2.1. Zivotinjski uzorci

Od strane vise europskih ihtioloskih timova uzorkovano je ukupno 198 jedinki vrste
Cobitis elongata iz 18 rijeka dunavskog slijeva (tablica 1), $to obuhvada Ccitav areal
rasprostranjenosti ove vrste. Po uzorkovanju, gen za citokrom b (cyt b gen) bio je umnozen i
sekvenciran iz svih uzoraka, a sekvence pohranjene u Zoologijskom zavodu PMF-a.
Primjenom modernih metoda molekularne genetike na sekvencama sam provela racunalne
analize filogenije i filogeografije, analize populacijske genetike te analizu evolucijske

povijesti ove vrste.

3.2.2. Podrudje istrazivanja

Rijeka Dunav druga je po veli¢ini europska rijeka, duzine 2826 km, slijevnog podrucja
od oko 801093 km? te pokriva priblizno 10% kontinentalne Europe. Slijev same rijeke se
dijeli na 3 velike sekcije (gornji, srednji i donji tok) te deltu (Sommerwerk, 2009). Dio je
crnomorskog slijeva, kojim uz rijeku Dunav dominiraju Sava i Drava s viSe manjih
podsljevova (Caleta i sur., 2015). Dunavski bazen obuhvaéa 19 zemalja te tvori prirodnu

granicu osam drzava, dok sama rijeka tece kroz 9 drzava te kroz nekolicinu glavnih gradova.

Dunavski bazen je ,vruca toCka* za europsku slatkovodnu bioraznolikost temeljenu na
tradicionalnim zoogeografskim kao i filogeografskim istrazivanjima. Pretezno poravnanje
porjecja s istoka na zapad ucinilo ga je koridorom za migracije i rekolonizaciju i tijekom i
nakon ledenog doba jer su slatkovodni organizmi migrirali izmedu ponto-kaspijske i srednjo-
azijske biogeografske regije prema istoku te s Alpa i mediteranskih regija prema zapadu.
Glavni tok Dunava nije bio zaleden te je sluzio kao refugij (utoCiste). Povlacenjem ledenog
pokrova, slatkovodne vrste prosirile su se iz tog utocista u ostali dio Europe (Sommerwerk,
2009).

Danas u dunavskom slijevu obitava ukupno 103 vrste riba, $to je oko 20% europske
slatkovodne ihtiofaune (Kottelat i Freyhof, 2007) te je prema raznolikosti ribljih vrsta to

podrucje najbogatije u Europi. U posljednje su vrijeme provedena brojna istrazivanja koja su
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snazno utjecala na saznanja o taksonomiji i rasprostranjenosti riba u dunavskom slijevu.
Uoceno je da isto¢ni dio dunavskog bazena obiljezava lagano smanjenje brojnosti ihtiofaune.

Prema najnovijim saznanjima u rijekama dunavskog slijeva obitava 12 endemskih vrsta:
veliki vijun, dunavska paklara, prugasti balavac, dunavska krkuSa, mladica, tankorepa krkusa,
bjeloperajna krkusa, plotica, dok su svijetlica, kapelska svijetlica, krbavski pijor i krbavska

gaovica prisutni samo u hrvatskom dijelu dunavskog slijeva (Caleta i sur., 2015).

Ovo istrazivanje je obuhvatilo rijeke Sest drzava balkanskog poluotoka: Sloveniju, Hrvatsku,
Bosnu i Hercegovinu, Srbiju, Bugarsku i Rumunjsku (slika 4), odnosno c¢itav areal
rasprostranjenosti velikog vijuna. U tablici 1 naveden je popis lokaliteta, kao i rije¢nih bazena

kojima lokalitet pripada.

Sava

Q N
5 Kupa & %0P° gupa 1 4
§

Slika 4: Karta s oznacenim rijekama iz kojih su sakupljeni uzorci u ovom istrazivanju.

Povrina vodnog podrudja rijeke Dunav u Hrvatskoj iznosi 35101 km?, §to predstavlja 62%

hrvatskog kopnenog teritorija (www.icpdr.org).
Kupa i Petrinjcica

Kupa izvire iz Kupskog jezera unutar Nacionalnog parka Risnjak u Gorskom kotaru. Tvori
istoénu granicu Hrvatske i Slovenije te na tom dijelu ima sve karakteristike planinske rijeke,
dok je nizvodno od Karlovca pa sve do us¢a u Savu tipi¢na nizinska rijeka (Deli¢ i sur.,

2014). Ukupne je duzine toka 296 km, a teCe jugoisto¢no i isto¢no do uséa u Savu kraj Siska.
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Glavne desne pritoke su joj Dobra, Korana, Glina, Petrinj¢ica, a lijeve Cabranka, Kupéina i
Odra (www.enciklopedija.hr).

U ovom diplomskom radu uzorke iz Petrinj¢ice analizirala sam zajedno s uzorcima iz Kupe s
obzirom da nema prepreka migricaji te se vjerojatno radi o istoj populaciji.

Petrinjcica izvire na sjevernim obroncima Zrinske gore, duga je 36 km, a porjecje obuhvaca
82 km?. Protjege kroz Petrinju gdje se i ulijeva u Kupu. Predstavlja bogat prirodni rezervat s
nizom zasti¢enih biljnih i1 Zivotinjskih vrsta te je bogato nalazi§te okamina iz mezozoika. U
njoj obitava i nekoliko zaStiCenih vrsta riba karakteristicnih za gorske rijeke (poto¢na i
balkanska mrena, veliki vijun, piskur, zlatni vijun, poto¢na pastrva, tankorepa krkusa, lipnjen,

obi¢ni vijun, manji¢ i glavoc) (www.dinarskogorje.com).
Sava

Sava nastaje iz dviju planinskih rijeka: Save Dolinke i Save Bohinjke. Dugacka je 945 km te
je najvaznija i najdulja pritoka Dunava u cijelom njegovu toku, a pokriva povrSinu od 95719
km?. Takoder je jedna od najvecih europskih rijeka. Cijelim tokom ima jako puno pritoka, a
najznacajnije desne pritoke su Ljubljanica, Kupa, Una, Drina, Vrbas, Bosna, Kolubara. Te se
rijeke zbog svoje veli¢ine porje€ja 1 duZine smatraju podsljevovima Save.

(www.dinarskogorje.com).

Savski bazen je medunarodni bazen te se 40% bazena nalazi u Bosni i Hercegovini, 26% u
Hrvatskoj, 15,4% u Srbiji, 11% u Sloveniji, 7,5% u Crnoj Gori i 0,1% u Albaniji

(Sommerwerk i sur., 2009).
Sunja

Sunja je desna pritoka rijeke Save koja izvire na sjevernim padinama Zrinske gore, ispod
Priseke, na 600 metara apsolutne visine. Duga je 69 km, a povrsina rijecnog bazena joj je 462

km?. Kanalizirana je, a u Savu se ulijeva jugozapadno od Jasenovca (www.enciklopedija.hr).
Sutla

Sutla je grani¢na rijeka izmedu Slovenije i Hrvatske. Lijeva je pritoka Save te je duga 92,4
km. Povrina rije¢nog bazena &ini oko 600 km’ te je prili¢no krivudavog toka. Izvire na
juznim obroncima Maceljske gore, ispod Prevoja, a u Savu se ulijeva blizu Savskog Marofa.
Dio je ekoloske mreze Natura 2000, u njoj zivi vrlo raznolika ihtioloska zajednica, a ondje

obitava i 7 ciljnih Natura 2000 vrsta (www.klanjec.hr).
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Una

Rijeka Una izvire u tihom tirkiznom zelenilu svoga vrela, iz beskrajne dubine mirnog jezerca,
pokraj sela Donja Suvaja u Zadarskoj zupaniji. Njen izvor zaStiCen je 1968. godine kao
hidroloski spomenik prirode. Tece duzinom od oko 212 km, a na kraju svog toka ulijeva se u
Savu u blizini Jasenovca. Grani¢na je rijeka I tvori granicu izmedu Hrvatske i Bosne i
Hercegovine. Na zapadnom dijelu Bosne i Hercegovine, uz samu granicu s Hrvatskom, dio je
Nacionalnog parka ,,Una“, posebnog po duzini svog sedrotvornog toka s cijelim nizom

sedrenih tvorevina (www.panacomp.net).

Kroz Sloveniju protjete 16442 km? vodnog podru&ja rijeke Dunav, §to &ni oko 81%

kopnenog teritorija (www.icpdr.org).
ISka

ISka je rijeka u sredi$njoj Sloveniji, duga je 29 km. U svojem kratkom toku rijeka savladava
visinsku razliku od 492 m (najve¢im dijelom u prvih 17 km toka — prosjecni pad 4%). Izvire
na kraju Blogke visoravni - dolomitnog dijela Dinarida, ispod sela LuZarji, potom se kod Crne
Vasi ulijeva u rijeku Ljubljanicu, a zatim i u Savu.

Rijeka ISka s pritokama ukljucena je u mrezu Natura 2000 te je zivotni prostor nekih rijetkih 1
ugrozenih Zzivotinjskih vrsta, primjerice poto¢nog raka. Rijeku obiljezava velika razlika
izmedu najviSeg 1 najniZzeg vodostaja, odnos 1:120 koji je uzrokovan sezonalno$¢u (najnizi
vodostaj u srpnju i kolovozu, najvisi u proljece i jesen — otapanje snijega i poja¢ane padaline)

(www.dedi.si).

Dio dunavskog slijeva koji protjece kroz Bosnu i Hercegovinu obuhvaca 36636 km? povrsine,

$to je oko 75% teritorija ove drzave (Www.icpdr.org).
Usora

Usora je lijeva pritoka rijeke Bosne, pripada slijevnom podrudju rijeke Save. Izvire ispod vrha
Ocaus, planinskog masiva Borija s desne strane i planine Vlasi¢ s lijeve strane. Nastaje
spajanjem dvije male rjecice Penava i Mihajlovac, a u Bosnu se ulijeva kod grada Doboja.
DuZina toka iznosi oko 80 km, dok je povriina slijeva oko 850 km? Sto se tide riblje

zajednice u izvornom dijelu pa sve do mjesta Studenci (tok koji ¢ini ¢ista planinska voda)
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nastanjena je potoc¢na pastrva, klen, Skobalj, krkuSa, poto¢na mrena, mrena, plotica, pijor,

uklija, bijelica (www.bistrobih.ba).
Vrbanja

Vrbanja je rijeka u zapadnom dijelu srednje Bosne te je uz rijeku Ugar najveca desna pritoka
Vrbasa i dio je savskog bazena. Izvire na planini Vlasi¢, kod Krusevog Brda na visini 1520 m,
teCe pored Kotor-Varosi, a usée joj je u samoj blizini Banja Luke. Duga je oko 85,3 km, a
povrsina slijeva obuhvaca 866 km?. U svom gornjem toku izuzetno je Cista te je taj predio
bogat poto¢nom pastrvom i mladicom, kao i ostalim ribljim vrstama (podust, klen, mrena,

plotica) (turizamrs.org).

U Srbiji je povrina dunavskog slijeva medu najveéima i pokriva povrsinu od 81 261 km?,

odnosno 92% teritorija Srbije (www.icpdr.org).
Dicina

Dicina je rijeka u Srbiji. Izvire na juznim padinama Suvobora i Rajca a nastaje od Velike i
Male Di¢ine. Kao lijeva pritoka ulijeva se u rijeku Cemernicu, pritoku Zapadne Morave.

Duzina toka joj je 35 km, a povrsina slijeva oko 394 km? (sr.wikipedia.org).
Jadar

Jadar je rijeka u zapadnoj Srbiji, izvire na planini Vlasi¢, sjeveroisto¢no od Valjeva te je
njegov glavni izvori$ni krak Mali Jadar. Ukupna duzina Jadra iznosi 79 km, a povrsina
slijeva je 878 km2. Ulijeva se u rijeku Drinu te je dio savskog bazena. Slijev Jadra je
asimetri¢nog oblika s razvijenom i prostranijom lijevom stranom (en.wikipedia.org). U dolini
ove rijeke naden je mineral jadarit te je to jedino nalaziSte tog minerala na svijetu. Osim toga,

dolina rijeke Jadar jedno je od najvecih svjetskih nalazista litija i bora (Www.b92.net).
Kolubara

Rijeka Kolubara smjestena je u zapadnoj Srbiji, duga je oko 123 km s podruc¢jem slijeva od
oko 3600 km®. Jedna je od najve¢ih desnih pritoka Save u Srbiji, u koju utje¢e 4 km
sjeveroistocno od Obrenovca. Nastaje kod Valjeva od izvorisnih krakova Obnice i Jablanice.
Vece pritoke su joj Gradac i Ljig (desne pritoke) te Tamnava (lijeva pritoka)
(www.enciklopedija.hr).

25


http://www.bistrobih.ba/nova/rijeka-usora/
http://turizamrs.org/rijeka-vrbanja/?lng=lat
http://www.icpdr.org/main/danube-basin/countries-danube-river-basin
https://sr.wikipedia.org/sr-el/%D0%94%D0%B8%D1%87%D0%B8%D0%BD%D0%B0
https://en.wikipedia.org/wiki/Jadar_(Drina)
https://www.b92.net/biz/vesti/srbija.php?yyyy=2017&mm=10&dd=04&nav_id=1310497
http://www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?id=32499

Ribnica

Ribnica je pritoka rijeke Ibar u Srbiji, najveca je rijeka koja cijelim svojim tokom prolazi kroz
teritorij op¢ine Kraljevo. Nastaje u Brezdu spajanjem potoka Paklesnice i Manastirice. Duga
je 26 km, a povrsina slijeva je 115 km?. Veliki dio toka je planinski. Ima alogeni tok
Valjevskog krsa, tj. nema izrazito kanjonsku dolinu ve¢ se sastoji od kanjonskih 1 klisurastih
poteza, a mjestimi¢no i erozivnih proSirenja.Voda u Ribnici je izuzetno Cista te je staniSte
razli¢itih vrsta riba. Dio toka je zasSticen kao spomenik prirode te kao dobro od izuzetne
vaznosti. Posebnosti su joj dvije peéine Ribni¢ka i Salitrena te 15 vrsta zastiéenih §i¥misa

(Chiroptera) (www.koreni.rs).

Timok

Timok je rijeka u isto¢noj Srbiji. To je skup rijeka istog imena, s pridjevom ispred (Crni
Timok, Beli Timok, Svrljiski Timok, Trgoviski 1 Veliki Timok). Tece kroz Srbiju, a u donjem
toku ¢ini dio granice s Bugarskom. U ovom su radu jedinke uzorkovane iz Crnog, Svrljiskog i

Trgovisnog Timoka.

Crni Timok izvire ispod planine Veliki Maljenik. Dugacak je 84 km, a povr§ina njegova
slijeva je 1233 km? Ulijeva se u Beli Timok kod Zajecara i zajedno &ine Timok. Na nekim

mjestima ima izuzetno krivudav tok.

Svrljiski Timok izvire u podnoZju Svrljiskih planina i teCe do mjesta Svrljig po kojem je i
dobio ime. DuZina toka mu je 65,5 km, dok povrsina slijeva obuhvaca 730,7 km?. Kod mjesta

Knjazevac spaja se s Trgovisnim Timokom i ¢ini Beli Timok.

Trgovisni Timok izvire na zapadnim obroncima Stare planine ispod MidZora, manje od
kilometra od bugarske granice pod imenom Strma reka. DuZzine je 50,5 km 1 povrSine slijeva
523 km? (timok.net)

Toplica

Toplica je najveca lijeva pritoka Juzne Morave. Ime je dobila po toplim izvorima kojih ima
dosta duz njenog toka. Duga je preko 130 km te joj slijev obuhvacéa povrSinu od oko 2200
km?. Izvire na isto¢noj strani Kopaonika ispod Pan¢iéeva vrha, a ulijeva se u Juznu Moravu
kod Doljevca. Jedinstvena je po tome $to u Prokuplju kod brda Hisar tece uz brdo (epigenija).

Najznacajnija i najveca joj je pritoka Kosanica (www.telegraf.rs).
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U Bugarskoj dunavski slijev ¢ini oko 43% kopnenog teritorija, odnosno povrsinu od 47413

km? (www.icpdr.org).
Jantra

Jantra je rijeka u sjevernoj Bugarskoj, treca po veli¢ini. lzvire iz sjevernog podnozja vrha
Hadji Dimitar u srediSnjem dijelu Stare planine na 1340 metara, te je gornji dio toka
planinski. Ukupna povrsina slijeva iznosi 7869 km?, dok je ukupna duljina toka oko 285 km.

U Dunav se ulijeva u blizini mjesta Krivina (Bojilova, 2011).
Vit (Vid)

Vit je takoder rijeka u sjevernoj Bugarskoj, duzine 189 km te povrsine slijeva od 3228 km?.
Izvor se nalazi na Staroj planini na 2030 m nadmorske visine u blizini vrha Vezhena te su joj
glavne pritoke Kamenska reka, Kalnik i Tuchenista. U blizini mjesta Somovit ulijeva se u
Dunav. Ve¢i dio slijeva rijeke Vit ukljucen je u 4 predlozena zasti¢ena podruc¢ja nacionalne
mreze Natura 2000 (Pehlivanov i sur., 2009). Rijeka je izuzetno bogata ribom te su u

istrazivanju 2009. godine (Pehlivanov i sur.) zabiljezili 35 vrsta iz 10 porodica.

Uz Srbiju, povrSina dunavskog slijeva je medu najve¢im u Rumunjskoj, obuhvaca ¢ak 97%

teritorija ove drzave, odnosno povriinu od oko 232000 km? (www.icpdr.org).
Nera

Rijeka Nera je 124 km duga rijeka koja protje¢e kroz Srbiju i Rumunjsku, a tvori i dio
prirodne granice izmedu Srbije i Rumunjske. Izvire na planini Semenik u rumunjskom
Banatu, te¢e prema Srbiji, lijeva je pritoka Dunava u koji se ulijeva u Banatskoj Palanki.
Protjece kroz nekadasnje rudarsko naselje Sasca Montana, na rubu Nacionalnog parka Cheile

Nerei — Beusnita uz planinski vodotok svoje pritoke Sugare (planine.net).
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Tablica 1: Popis uzoraka ukljucenih u istrazivanje, s navedenim lokalitetima i haplotipovima (brojevi u zagradi pored oznake haplotipa

predstavljaju broj jedinki u kojima je naden odredeni haplotip).

LOKALITET RIJECNI BAZEN DRZAVA OZNAKA UZORKA HAPLOTIP
Kupa (Petrinja, Brod na HAP1 (6), HAP2 (3), HAP3-4, HAP7, HAP12
Kupi, Ozalj) Sava Hrvatska CBKU1-23 (5),HAP13-16, HAP45-46
Petrinj¢ica (Miocinovi¢,
Dodosi) Sava Hrvatska CBPET1-15 HAP1 (4), HAP2 (6), HAP12 (4), HAP18
Sava (Dugo Selo, Zagreb,
Ivanja Reka) Sava Hrvatska CBSA1-8 HAP5-12
Sunja (Kostresi Bjelovacki) Sava Hrvatska CBSUNJ1-5 HAP12 (2), HAP13, HAP26-27
Sutla Sava Hrvatska CBSU1 HAP13
Una (Hrvatska Kostajnica) Sava Hrvatska CBUN1-15 HAP12 (3), HAP13 (8), HAP32-35
Dicina (Brdani) Zapadna Morava Srbija CBDI1-15 HAP12 (10), HAP20 (2), HAP21, HAP22 (2)
Jadar (Zavlaka) Drina, Sava Srbija CBJAD1-15 HAP2 (10), HAP12, HAP28, HAP29 (2), HAP30
Kolubara (Valjevo) Sava Srbija CBKO1-7 HAP2 (6), HAP19
Ribnica (Kraljevo) Ibar, Zapadna Morava Srbija CBRIB1-5 HAP2, HAP12 (3), HAP23
Timok (Gamzigrad, Podvis) Timok Srbija CBTI1-9 HAP12 (6), HAP24 (3)
Toplica (Doljevac) Juzna Morava Srbija CBTO1-16 HAP12 (14), HAP25 (2)
Usora (op¢ina Usora) Bosna, Sava Bosna i Hercegovina CBUS1-14 HAP12 (5), HAP13 (2), HAP16, HAP38-43
Vrbanja (Banja Luka) Vrbas, Sava Bosna i Hercegovina CBVR1-15 HAP12 (7), HAP13 (4), HAP36 (3), HAP37
Iska Ljubljanica, Sava Slovenija CBIS1-4 HAP12, HAP44 (3)
Jantra ili Vit Dunav Bugarska CBJAN1-8 HAP12 (6), HAP31 (2)
Vit (Pleven) Dunav Bugarska CBVIT1-10 HAP12 (10)
Nera (Sasca Montani) Dunav Rumunjska CBNE1-13 HAP12 (4), HAP13 (5), HAP17, HAP47 (3)
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3.3. Metode

3.3.1. Racunalne analize nukleotidnih sljedova

Nukleotidne slijedove DNA, pohranjene na Zoologijskim zavodu Bioloskog odsjeka
PMF-a sravnila sam pomoc¢u programa BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999). BioEdit se koristi za
poravnanje i uredivanje sekvenca (www.mbio.ncsu.edu). Sravnila sam sekvence u ukupnoj

duljini cyt b gena, koja iznosi 1140 parova baza (pb).

Nakon sravnjenja sekvenci utvrdila sam haplotipove (predstavljaju skupinu sekvenci s
identi¢nim nukleotidnim slijedom). Svakom haplotipu dala sam drugaciji naziv za laksi prikaz
na filogenetskim stablima i mrezi. Datoteku sa sekvencama sam potom pretvorila u nexus
format i filogenetski ih analizirala u programu PAUP 4.0.10 (Swofford, 2002). Paup
omogucuje filogenetske analize temeljem metoda koje rade izravno sa sekvencama, a njima se
dobivaju filogenetska stabla i filogrami (Mount, 2001). Koristila sam metodu najvece
parsimonije (MP). Duljinu stabla, broj konstantnih, varijabilnih, kao i parsimonijski
informativnih mjesta te indeks konzistencije (CI), indeks homoplazije (HI), indeks retencije
(R1) 1 indeks reskalirane konzistencije (RC) takoder sam izra¢unala pomoc¢u racunalnog
programa PAUP. Filogenetsko stablo dobiveno je koristenjem algoritma dijeljenja i ponovnog
povezivanja, odnosno TBR (Tree bisection reconnection) algoritma koji radi po principu da se

preklapanje grana dijeli te ponovno povezuje.

Nadalje, pomoc¢u programa MrBayes 3.2. provela sam Bayesovu analizu (BAY). MrBayes
koristi Markov Chain Monte Carlo (MCMC) pristup za traZenje stabala, a sastoji se od dvije
faze: burn in - program trazi stabla i parametre koji su najbliZze najvjerojatnijim rezultatima te
»stacionarne faze* u kojoj program istraZuje stabla i parametre oko najvjerojatnijih rezultata.
U metodi Bayesove analize prvih 20% stabala iskljuceno je iz analize (burn in).

Podrsku za grananja unutar filogenetskih stabala (bootstrap) odredila sam na temelju 1000
ponavljanja za metodu najvece parsimonije i Bayesove analize. U obje analize kao vanjsku
grupu Koristila sam vrstu Cobitis elongatoides (slika 2) za potrebe usporedbe jer je blisko

srodan velikom vijunu.

Filogenetsku mrezu konstruirala sam metodom susjednog sparivanja (MJ, median joining) u
programu Network 5.0.0.3. Zatim sam mrezu uredila tako da sam svaki lokalitet, tj. svaku
sekvencu unutar haplotipa obojala drugom bojom, oznacila broj mutacijskih veza ukoliko je

bio veci od 2 te rimskim brojevima obiljezila svaku od Cetiriju grupa haplotipova.
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3.3.2. Analiza genskog polimorfizma (raznolikosti)

Uz pomo¢ ra¢unalnog programa DnaSP v5 (Librado i Rozas, 2009) za ukupan broj
uzoraka te za svaki posebno od lokaliteta napravila sam analizu parametara intrapopulacijskog
genskog polimorfizma. Parametre genskog polimorfizma za rijeku Sutlu zbog malog broja
uzoraka nisam racunala, dok sam rijeke Kupu i Petrinj¢icu racunala zajedno. Analizirala sam
sljede¢e parametre: n- broj sekvenci, h- broj haplotipova, S- broj polimorfnih mjesta, n-
ukupan broj mutacija, Hd- raznolikost haplotipova, k- prosjecan broj nukleotidnih razlika, m-
nukleotidna raznolikost, tj. prosjean broj nukleotidnih razlika po mjestu izmedu dvije

sekvence.

3.3.3. Analiza intraspecijske strukture

Da bi se razjasnila medusobna povezanost populacija velikih vijuna, potrebno je
izraCunati koliko jedinki migrira s jednog lokaliteta na drugi, odnosno postoji li protok gena
izmedu populacija ili su populacije izolirane. Kako bih to otkrila, koristila sam set podataka
koji je sadrzavao sve sekvence velikih vijuna (tablica 1) i populacijsko geneticki program
MIGRATE 3.3.1.

Na temelju sekvenci, a koristenjem metode najvece vjerodostojnosti (ML) i racunalnog
programa MIGRATE procjenjivala sam intenzitet protoka gena kao koeficijent migracije, ali i
kao broj migranata po generaciji. Koeficijent migracije oznacava koliko su imigracijski
dogadaji vazni u unoSenju varijabilnosti u neku populaciju u odnosu na mutacije. Vazno je
naglasiti kako provedena analiza procjenjuje protok gena kroz evolucijsku proSlost pa
zaklju¢no s dana$njim trenutkom, a ne odreduje samo recentni protok gena. Uzorke iz Kupe i
Petrinj¢ice racunala sam zajedno.

Bayesovom metodom, uz koriStenje istog programa, procijenila sam efektivnu veli¢inu

populacija i to na razini najvece vjerojatnosti, kao i vjeroajtnosti od 2,5 do 97,5%.

Efektivnu veli¢inu populacije (Ne) izraCunala sam koriste¢i sljede¢u formulu:

0
Ne = E , gdje je Ne — efektivna veli¢ina populacije, © — parametar, u - Stopa mutacije po

generaciji po sekvenci (iznosi 0.0000017 za rod Cobitis, prema Perdices i sur., 2014)
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Kako bih procijenila broj migranata (Nm) koji migrira iz populacije u populaciju, koristila sam

sljedecu formulu:

Nm = M = O, gdje je M — koeficijent migracije, pokazuje vaznost migracija u odnosu na

mutacije u unos$enju nove varijabilnosti u populaciju, © — parametar teta

3.3.4. Evolucijska analiza

Pomoc¢u programskog softvera BEAST 1.8.4 (Suchard i sur., 2018) dobila sam
evolucijsko stablo s pribliznim vremenom nastanka pojedinih populacija. Za stopu mutacije
primjenila sam vrijednost od 0,0034 (mutacijska stopa za obostrano usporedivanje sekvenci
po milijunu godina, prema Perea i sur., 2010). Analiza je provedena tijekom 10 milijuna
generacija s uzorkovanjem svakih 1000 generacija, dok je prvih 1000 (10%) uzorkovanih
stabala iskljuc¢eno iz analize (burn in). Programom TreeAnnotator verzija 1.7.2 (Drummond i
sur., 2012) izradeno je konsenzusno filogenetsko stablo s procijenjenim vremenima
divergencije. Nakon provedene analize, dobiveno filogenetsko stablo prikazala sam i uredila
raCunalnim programom FigTree 1.4.2. (Rambaut, 2012) te dodala dobivena vremena

divergencije.
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4. REZULTATI

Ukupna duljina nukleotidnih sekvenci za cyt b iznosila je 1140 parova baza, §to je ujedno
i cjelokupna duljina navedenog gena. U ukupnom uzorku od 198 sekvenci s 18 lokaliteta

pronadeno je 47 razli¢itih haplotipova (tablica 2).

Tablica 2: Prikaz oznaka haplotipova i broja uzoraka u kojima je naden pojedini haplotip.

Oznaka Broj uzoraka u kojima .
) ) . Kodovi sekvenca
haplotipova je naden haplotip
hapl 10 CBKU1, CBKUG6, CBKU 8, CBKU10-12,
CBPET1-2, CBPETS8, CBPET11
CBKU2-3, CBKU7, CBPET3, CBPET?7,
hap2 26 CBPET9-10, CBPET13, CBPET15,
CBKO1-2, CBKO4-7, CBRI4,
CBJAD1,CBJAD4-11, CBJAD14
hap3 1 CBKU4
hap4 1 CBKUS
hap5 1 CBSA1l
hap6 1 CBSA2
hap7 2 CBSA3, CBKU17
hap8 1 CBSA4
hap9 1 CBSA5
hap10 1 CBSA10
hapll 1 CBSA1l1l
CBKU9, CBKU16, CBKU20-22, CBPET4-
5, CBPET12, CBPET14, CBSA13,
CBSUNJ1-2, CBUN3, CBUN10, CBUN15,
CBIS4, CBDI2-3, CBDI5-10, CBDI12-13,
hap12 82 CBRI1-3, CBTI1-2, CBTI6-9, CBTO1-8,
CBT010-14, CBTO16, CBJAD12, CBUS1,
CBUS3, CBUS5-6, CBUS14, CBVR3-4,
CBVR7-8, CBVR11, CBVR14-15,
CBVIT1-10, CBJAN2-6, CBJANS,
CBNE3, CBNE7-8, CBNE12
CBKU13, CBSU1,CBUN2, CBUN5-7,
CBUN9, CBUN12-14, CBNE1, CBNES5,
hap13 22 CBNE9, CBNE11, CBNE13, CBSUNJ5,
CBVR1-2, CBVR10, CBVR13, CBUS4,
CBUSS8
hapl4 1 CBKU14
hap15 1 CBKU15
hap16 2 CBKU18, CBUS9
hap17 1 CBNE2
hap18 1 CBPET6
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Tablica 2. Nastavak.

Oznaka Broj uzoraka u kojima Kodovi sekvenca
haplotipova je naden haplotip
hap19 1 CBKO3
hap20 2 CBDI1, CBDI4
hap21 1 CBDI11
hap22 2 CBDI14-15
hap23 1 CBRI5
hap24 3 CBTI3-5
hap25 2 CBTO9, CBTO15
hap26 1 CBSUNJ3
hap27 1 CBSUNJ4
hap28 1 CBJAD?2
hap29 2 CBJAD3, CBJAD13
hap30 1 CBJAD15
hap31 2 CBJANL1, CBJAN13
hap32 1 CBUN1
hap33 1 CBUN4
hap34 1 CBUNS
hap35 1 CBUN11
hap36 3 CBVR5-6, CBVR9
hap37 1 CBVR12
hap38 1 CBUS2
hap39 1 CBUS7
hap40 1 CBUS10
hap41 1 CBUS11
hap42 1 CBUS12
hap43 1 CBUS13
hap44 3 CBIS1-3
hap45 1 CBKU19
hap46 1 CBKU23
hap47 3 CBNE4, CBNE6, CBNE10
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4.1. Genski polimorfizam

Najveci broj haplotipova utvrden je u populaciji velikog vijuna iz Kupe i Petrinjcice
(ova je populacija predstavljena i najveéim brojem uzoraka), dok je u uzorku iz rijeke Vit
prisutan samo jedan haplotip. Raznolikost haplotipova varira izmedu 0,233 i 1, te je najveca
raznolikost utvrdena u rijeci Savi. Takoder, veca raznolikost haplotipova utvrdena je i za
Kupu i Petrinj¢icu, Usoru i Neru. Populacija iz Kupe i Petrinjéice pokazuje najveci broj
polimorfnih mjesta i ukupan broj mutacija te najveci broj nukleotidnih razlika, $to potvrduje
da sadrzi najvec¢u gensku raznolikost. Visoka genska raznolikost uo¢ena je i za podruéje Save
I Usore. S obzirom na broj uzorkovanih jedinki iz rijeke Toplice, dobivena genska raznolikost
je bila niska. Uzorak rijeke Sutle sam iskljucila iz analize jer je u ukupnom uzorku bila
prisutna samo jedna jedinka zbog ¢ega mjere genskog polimorfizma nije bilo moguce

izracunati. U ukupnom uzorku prosjecan broj nukleotidnih razlika (k) iznosio je 3,911.
Tablica 3: Genski polimorfizam velikog vijuna prema lokalitetima te za ukupan broj uzoraka.

* n — broj sekvenci, h — broj haplotipova, S — broj polimorfnih mjesta, n — ukupan broj
mutacija, Hd — raznolikost haplotipova, k — prosjeCan broj nukleotidnih razlika, © -

nukleotidna raznolikost

LOKALITET n h S n Hd k T
Kupa i Petrinj¢ica | 38 13 22 22 0.834 6.447 | 0.00566
Sava 8 8 13 13 1 4.5 0.00395
Nera 13 4 3 3 0.756 1.051 | 0.00092
Vit 10 1 0 0 0 0 0
Kolubara 7 2 4 4 0.286 1.143 0.001
Dicina 15 4 3 3 0.552 0.629 | 0.00055
Ribnica 5 3 7 7 0.7 2.8 0.00246
Timok 9 2 1 1 0.5 0.5 0.00044
Toplica 16 2 1 1 0.233 0.233 | 0.0002
Sunja 5 4 12 12 0.9 5 0.00439
Jadar 15 5 9 0.562 2 0.00175
Jantra ili Vit 8 2 1 1 0.429 0.429 | 0.00038
Una 15 6 5 5 0.705 0.952 | 0.00084
Vrbanja 15 4 3 3 0.714 0.895 | 0.00079
Usora 14 9 21 21 0.879 4.143 | 0.00363
Iska 4 2 7 7 0.5 3.5 0.00307
Ukupno uzoraka | 198 | 47 51 51 0.798 3.911 | 0.00344
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4.2. Rezultati filogenetske rekonstrukcije

4.2.1. Filogenetska rekonstrukcija metodama najvece parsimonije (MP) i Bayesovom
metodom (BAY)

[ Xupai Petrinj¢ica Kolubara
B Usora Di¢ina
M sava B xibnica GRUPA IV
B ke B rimok
Sunja . Toplica

B un B da

Nera . Jantra ili Vit
. Vrbanja
397 GRUPA III
hap?2 - Kupa, Petrinj¢ica, Kolubara, Ribnica,
Jadar

hap7 - Sava, Kupa

hap12 - Kupa, Petrinj¢ica, Sava, Diina, hap1 3
Ribnica, Timok, Toplica, Sunja, Jantra ili Vit,

Una, Vrbanja, Usora, Nera -
hap 13 - Kupa, Sutla, Nera, Sunja, Una, -
Vrbanja, Usora 58 -
- hap14
hap 16 - Kupa, Usora - hap15

- hap16

- hap17
— hap19
- hap20

" fapt GRUPATI
- hap22
- hap24
- hap25
- hap28
- hap31
o
— hap39
— hap41
- hap42
~- hap4’Z
hap2

B GRUPAI
~ hap3
- hap4

C._elongatoides_2

Slika 5: Filogenetsko stablo haplotipova dobiveno metodom maksimalne parsimonije; brojevi
pokraj ¢vorova pokazuju vrijednosti podrzanosti stabla. Viti¢astim zagradama i rimskim
brojevima oznacena je svaka od Cetiriju grupa haplotipova. Razli¢itim bojama oznacen je

lokalitet na kojem je haplotip naden (neobojani haplotipovi sadrze sekvence s vise lokaliteta).
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>GRUPA II
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Ribnica
Timok
Toplica
Jadar
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hap?2 - Kupa, Petrinjéica, Kolubara, Ribnica,

Jadar

hap7 - Sava, Kupa

hapl2 - Kupa, Petrinjéica, Sava, Di¢ina,
Ribnica, Timok, Toplica, Sunja, Jantra ili Vit,

Una, Vrbanja, Usora, Nera

hap 13 - Kupa, Sutla, Nera, Sunja, Una,

Vrbanja, Usora

hap 16 - Kupa, Usora

Slika 6: Filogenetsko stablo haplotipova dobiveno Bayesovom analizom. Brojevi pokraj

¢vorova pokazuju stupanj podrzanosti stabla, a vitiCastim zagradama i rimskim brojevima

oznacena je svaka od Cetiriju grupa haplotipova. Razli¢itim bojama oznaéen je lokalitet na

kojem je haplotip naden (neobojani haplotipovi sadrze sekvence s vise lokaliteta).
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Na slikama 5 i 6 nalaze se MP i BAY filogenetska stabla. Od ukupnih 1140 parova
baza, 974 ih je stalno, 140 su varijabilne, dok je 26 parsimonijski informativnih mjesta.
Filogenetska analiza gena za cyt b velikih vijuna pokazala je postojanje Cetiriju grupa
haplotipova, odnosno ¢etiriju filogenetskih grupa ili linija, utvrdenih s razli¢itom (58 — 97%;
0,62 — 1) podrzanoscu, osobito $to se tice odnosa unutar grupe 11, koje provedene analize nisu
mogle dobro razrijesiti.

Na temelju dobivenih stabala vidljivo je da su grananja vrlo uska, a veliki vijuni s
istrazivanog podru¢ja grupirani su u cetiri grupe. Prva odvojena grupa je najmanja i
sadrzavala je 5 haplotipova s lokaliteta rijeka Kupe i Petrinj¢ice, Kolubare, Ribnice, Jadar te
Usore. Druga grupa bila je najveca i najraznolikija, a sadrzavala je haplotipove s gotovo svih
podrucja koja su istrazivana u ovom diplomskom radu: Kupe, Petrinj¢ice, Save, Dicine,
Ribnice, Timoka, Toplice, Sunje, Jantre ili Vita, Une, Vrbanje, Usore i Nere. Unutar te grupe
odvojila se jedna manja podgrupa koja je obuhvatila haplotipove 13, 26, 33, 34 i 35, odnosno
haplotipove s podru¢ja Une i Sunje i nekolicine drugih rijeka sadrzanih u haplotipu 13 (tablica
2). Treca je grupa obuhvatila haplotipove iz rijeka Save, Kupe i Iske te je uz ¢etvrtu grupu
imala najve¢i stupanj podrzanosti. Cetvrtu grupu &ine haplotipovi s podruéja rijeka Kupe i
Petrinj¢ice, Sunje i Usore.

Filogenetsko stablo dobiveno metodom maksimalne parsimonije opisano je sljede¢im
parametrima: duljina 209 koraka, indeks konzistencije (Cl): 0,8230, indeks homoplazije (HI):
0,1770, indeks retencije (RI): 0,7798 te indeks reskalirane konzistencije (RC): 0,6417.
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4.2.2. Filogenetska mreZza konstruirana metodom susjednog sparivanja (MJ)
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Slika 7: Filogenetska mreza haplotipova dobivena metodom MJ. Veli¢ina kruzi¢a odgovara
broju jedinki u kojem je naden haplotip, crne tocke prikazuju neprimjec¢ene haplotipove kojih
nema u uzorku (ancestralne ¢vorove) (eng. median vectors). Brojevi pod linijjama oznacuju
broj mutiranih pozicija u sekvencama, a oznaceni su kada je broj mutacija bio barem 3.

Rimski brojevi pored najvecih krugova oznacuju broj grupe haplotipa.

Izradom filogenetske mreze haplotipova koriStenjem MJ metode utvrdene su
zvjezdaste strukture nekoliko grupa haplotipova (slika 7) te su kao i kod analiza provedenih
tradicionalnim metodama dobivene 4 zasebne grupe. Prva grupa haplotipova ukljucila je sve
uzorke s podruc¢ja savskog rijeCnog bazena i1 Ribnicu s rijecnog bazena Zapadne Morave.
Najvise je haplotipova sadrzano u II grupi koja je obuhvatila gotovo sve rijeke u kojima je
provedeno istrazivanje (Kupu i Petrinj¢icu, Savu, Sunju, Jadar, Unu, Vrbanju, Usoru, I$ku kao

dio savskog rijeénog bazena; Vit, Jantru ili Vit, Neru kao dio dunavskog rije¢nog bazena;
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Dicinu, Ribnicu, Toplicu (Zapadna i Juzna Morava), Crni, Svrljiski i Trgovisni Timok
(Timok).

Trec¢a grupa ukljucila je haplotipove iz Save, Kupe i ISke (savski bazen). Unutar te grupe u
Kupi i Savi naden je ancestralni haplotip (hap7). Cetvrta grupa je obuhvatila haplotipove
Kupe i Petrinj¢ice, Sunje te Usore (savski bazen). Rijeka Kupa je ukljuc¢ena u svaku od grupa
haplotipova. Primije¢ene haplogrupe odgovaraju grupama utvrdenima na filogenetskim
stablima. NajviSe se mutacija dogodilo izmedu ancestralnog ¢vora i IV grupe haplotipova te je
ta grupa ujedno i evolucijski najodvedenija. Izmedu svih ostalih haplotipova dogodile su se 1

do 2, odnosno najvise 3 mutacije.
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4.3. Efektivna veli¢ina populacije

Efektivne veli¢ine populacija s istrazivanih podrucja uvelike se razlikuju, manje od 200
jedinki koliko je procijenjeno za Timok i Jantru ili Vit (procjena najvece vjerojatnosti) pa do

preko 50000 jedinki, koliko je procijenjeno za Sunju.

Tablica 4: Prosjec¢ne vrijednosti efektivnih veli¢ina prema najvisoj vjerojatnosti i

vjerojatnosti izmedu 2,5 — 97,5 %.

Populacija Najvisa vjerojatnost | Vjerojatnost 2,5% - 97,5%
Kupa i Petrinjcica 2100 512 - 3924
Sava 1117,65 /-15764
Nera 570,59 / - 2353
Vit 529,41 /-12076
Kolubara 294,12 /-2782
Dicina 335,29 /-1371
Ribnica 1276,47 /-21571
Timok 135,29 /- 4159
Toplica 335,29 / -1453
Sunja 53629,41 37924 - 58834
Jadar 252,94 /-1253
Jantra ili Vit 176,47 /-1135
Vrbanja 529,41 /- 3100
Usora 31352,94 28117 - 52118
ISka 570,59 /- 5100
Una 570,59 / - 1806

*kosa crta kod pojedinih populacija oznacuje da te vrijednosti nije bilo moguce izracunati
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4.4. Intraspecijska struktura

IzraCunavanjem broja migranata pomoc¢u metode najvece vjerodostojnosti dobivene su
prosjecne vrijednosti broja migranata koje migriraju izmedu populacija po generaciji, a
odnose se na razdoblje tijekom evolucijske povijesti koje zavrSavaju s recentnim razdobljem
(tablica 5). Moze se primijetiti kako su migracije izmedu pojedinih populacija vrlo ogranic¢ene
ili ih uop¢e nema (u ovoj analizi vrijednost broja migranata ako je veéa od 0, ali blizu 0 moze
odrazavati gensku sli¢nost populacija). Samo se migracije iz rijeka Vit i Di¢ine u Vrbanju
mogu smatrati primjetnima, iako ni one nisu znacajne. Vazno je naglasiti kako te rijeke danas
nisu direktno povezane (iako su dio dunavskog bazena), no moguce je da je u geoloskoj

proslosti postojala veza izmedu navedenih populacija, ili su one koristile isti glacijalni refugij.

Tablica 5: Broj migranata izmedu populacija dobivena metodom najvece vjerodostojnosti.

* Mi.>12 — migracija iz Kupe u Jadar, Mi.>15 — iz Kupe u Vrbanju, M.>15 — iz Save u
Vrbanju, My..>15 — iz Nere u Vrbanju, Ms_.>15 — iz Vit u Vrbanju, My..515 — iz Di¢ine u Vrbanju,
Mio-->9— iz Toplice u Timok, M1,..-15 — iz Jadar u Vrbanju, My4..515 — iz Une u Vrbanju,

M17..>10 —1iz I8keu TOpliCU

Migracije Broj migranata (Nm)
Mi.>10 5,44
Mi_>15 6,32
Mz->15 1,64
My->15 7,3
Ms.>15 36,04
M7.515 27,64
Mio-->9 9,31
Mi2->15 2,44
Mis->15 2,36
M17->10 1,67
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4.5. Vrijeme divergencije velikog vijuna

Prema analizi vremena divergencije velikog vijuna (slika 8) do nastanka vrste doslo je
prije otprilike 19,76 milijuna godina, dok je odvajanje grupe | od linije koja je dovela do
nastanka ostalih filogenetskih grupa (na slici — grane oznacene svjetloljubi¢astom i crvenom
bojom) nastupilo prije priblizno 1,66 milijuna godina, §to je razdoblje ranog pleistocena.
Tijekom pleistocena dolazi i do divergencije preostale tri grupe. Divergencija Il grupe
haplotipova dogodila se prije oko 0,95 milijuna godina, dok je odvajanje Ill i IV grupe
haplotipova nastupilo prije otprilike 1,38 mil.god.

r""'__ C. elong\arondes ]
hap37

hepss

.t.‘.l
0,95 hapil

(0,86 - 1,55) iEFﬁé ~GRUPA IT

19 76 |
(16 73|- 23 ,33) hab1é
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ha
1,38 ha
(0,93 - 1,85) nabgg

~— 1,66 WGJQ_J
(1,09 -2.3) o 1

Slika 8: Filogenetsko stablo s procjenjenim vremenima divergencije velikog vijuna u
milijunama godina. Brojevi na ¢vorovima odreduju priblizno vrijeme divergencije velikog
vijuna, a u zagradama stoji moguci raspon godina; imena haplotipova prikazana su razli¢itim
bojama prema lokalitetima (slika 5). Grane dviju veéih skupina haplotipova oznacene Su

dvjema razli¢itim bojama (svjetloljubicasta i crvena).
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5. RASPRAVA

Ovo je prvo istrazivanje koje je obuhvatilo molekularnu filogeniju i populacijsku
genetiku velikog vijuna s Citavog podrucja rasprostranjenosti, stoga je literatura za potrebe
usporedbe ogranicena.

Molekularno filogeneti¢ke analize provedene na sekvencama cyt b populacija velikog
vijuna (Cobitis elongata) pokazale su da je vrsta duboko strukturirana. Provedene analize dale
su Cetiri filogenetski razli¢ite i evolucijski odvojene grupe haplotipova: grupa I, grupa Il,
grupa Il i grupa IV. Ustanovljene grupe su veé¢inom geografski povezane te se grupiraju u
odredena geografska podrucja povezana rijecnim bazenima vecih rijeka, osim II grupe koja je
siroko rasprostranjena te obuhvaca uzorke svih lokaliteta. Vjerojatan uzrok ove duboke
strukturiranosti lezi u znacajkama bilogije velikog vijuna — to je slabo aktivna vrsta koja se
uglavnom ne pomice na vece udaljenosti, ve¢ je usko vezana uz svoja staniSta. U prvoj grupi
haplotipova ve¢inom se nalaze haplotipovi s lokaliteta koji predstavljaju desne pritoke Save u
srediSnjem dijelu savskog bazena: Kupa i Petrinjéica — njezine pritoke u Hrvatskoj, Kolubara
kao njezina pritoka u Srbiji, Jadar kao pritoka Drine koja je pritoka Save, te Usora — pritoka
Bosne, koja se ulijeva u Savu. Jedino odstupanje prisutno u toj grupi €ini rijeka Ribnica, koja
nije ni na koji nacin povezana s rijekom Savom, ve¢ je dio rije¢nog bazena Morave, koja se
ulijeva u Dunav. Medutim, geografski gledano, Ribnica se nalazi u blizini Dicine i Kolubare
te je u proslosti vjerojatno postojala povezanost. Na temelju filogenetskih stabala, kao i
procjene vremena divergencije, mozemo zakljuéiti kako je | grupa haplotipova najsrodnija
pretku ove vrste, te ima ancestralni poloZzaj.

Druga grupa haplotipova je obuhvatila uzorke gotovo svih lokaliteta te povezala sve manje
slijevove rijeke Dunav. Kako na filogenetskim stablima srodstveni odnosi izmedu pojedinih
haplotipova unutar ove grupe nisu rijeseni, a na filogenetskoj mrezi ona ima jasan zvjezdasti
oblik, moZzemo zaklju¢iti kako je danasnja struktura grupe Il posljedica nedavne i brze
kolonizacije i radijacije, vjerojatno nakon zavrSetka glacijacija. Treca filogenetska grupa
(haplotipovi nadeni u rijekama Kupa, ISka i Sava) i Cetvrta grupa haplotipova (nadena u
rijekama Kupa, Petrinjcica, Sunja, Usora), dvije su sestrinske grupe povezane s lokalitetima u
gornjem dijelu savskog bazena. Sve cetiri grupe haplotipova pojavljuju se u rijeci Kupi,
moguce zato $to je Kupa sluzila kao glacijalni refugij. Ovakav rezultat podcrtava vaznost
Kupe za o¢uvanje velikog vijuna.

Primjenom razliitih tradicionalnih metoda, odnosno metode maksimalne parsimonije i
Bayesove analize dobivena su stabla slicne topologije, duljina grana i podrzanosti. Dobivena

stabla pokazala su nisku do srednju podrzanost zbog toga $to je analiza radena na manje
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raznolikim sekvencama, odnosno sekvencama iste vrste pa je i njihova rezolucija slabija,
stoga su dobiveni filogenetski odnosi manje podrzani. Osim toga, takvoj podrzanosti
pridonosi i ¢injenica da su ¢vorovi (populacije) evolucijski mladi. Upravo zbog navedenog
razloga filogenetska mreza, iako je dala sli¢ne rezultate, omogucila je bolju rezoluciju odnosa

izmedu haplotipova.

Utvrdeno je ukupno 47 razlicitih haplotipova za cyt b mitohondrijske DNA unutar ¢itavog
areala velikog vijuna. Filogenetska mreza prikazala je postojanje Cetiri filogenetske grupe. Na
temelju pretpostavki na kojima se temelje filogenetske mreze (Posada i1 Crandall, 2001)
moguce je zakljuciti da su stariji aleli oni iz Kupe 1 Petrinj¢ice. Stoga, postoji vjerojatnost da
je iz tih populacija mutacijama nastala ve¢ina drugih populacija velikih vijuna prisutnih u
dunavskom slijevu. U populaciji velikih vijuna dunavskog slijeva oni su najucestaliji Sto moze
znacCiti da su u populaciji prisutni dulje vrijeme. Oni su ujedno i unutarnji haplotipovi jer
imaju vise od jedne mutacijske veze. Geografski su $ire rasprostranjeni, nalaze se u svakoj od
Cetiriju grupa haplotipova.

S druge strane rijetki haplotipovi i oni koji su u uzorku prisutni jednim haplotipom (rijeka Vit)
i jednom sekvencom (singleton Sutla) povezani su s onima kojih ima vise. Tako su rijeka Vit i

rijeka Sutla prisutne samo u Il grupi.

Na temelju analize genske raznolikosti uocena je razli¢ita nukleotidna raznolikost
(0,0002 — 0,0566). Raznolikost haplotipova je uglavnom niska, a najvisa je ona iz rijeka
Usore te Kupe i Petrinjéice. U slucaju populacije rijeke Vit genska raznolikost je ekstremno
niska te je u Citavom uzorku prisutan samo jedan hapotip. Kod te je populacije vjerojatno
doslo do gubitka genske raznolikosti te je ona primjer uskog grla (eng. bottleneck), sto je
pretpostavlja se, posljedica dogadaja u evolucijskoj proslosti — moguce je da su ledena doba
imala nepovoljan utjecaj na ovu populaciju. Druga potencijalna hipoteza za objasnjenje ovako
niske raznolikosti podrazumijeva efekt osnivaca, odnosno pretpostavlja da je ova rijeka tek
nedavno u evolucijskoj povijesti kolonizirana od strane ove vrste pa se veéa raznolikost jo$
nije stigla razviti. Za konafan odgovor na ovo pitanje potrebna su daljnja istrazivanja. U
svakom slucaju, zbog ekstremno niske genske raznolikosti upitno je hoce 1i navedena
populacija opstati u buduénosti te kako ¢e 1 hoce li se oduprijeti daljnjim promjenama u
okoliSu. Najveca genska raznolikost prisutna je kod populacija rijeka Kupe i PetrinjCice, te
Save 1 Usore. S obzirom da su i sve ostale analizirane vrijednosti bile viSe kod Kupe 1
Petrinj¢ice nego kod ostalih lokaliteta, pretpostavlja se da su upravo ti lokaliteti izvor za
Sirenja velikog vijuna na ostale dijelove Balkana te i ovaj rezultat govori u prilog pretpostavci

da je Kupa bila jedan od refugija tijekom glacijalnih razdoblja za ovu vrstu.
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Genska raznolikost velikog vijuna kao vrste, a osobito intrapopulacijska genska raznolikost
pojedinih populacija znatno je niza nego Sto je utvrdeno za dalmatinske vrste i populacije

vijuna (Buj i sur., 2015), koje nisu bile izlozene negativnim utjecajima ledenih doba.

Prosjecna vrijednost efektivnih veli¢ina populacije razliCita je izmedu lokaliteta.
Medutim, zabrinjavajuci je podatak da je na mnogo lokaliteta efektivna veli¢ina populacija
vrlo mala. Najmanja efektivna veli¢ina je samo 135 jedinki, koja je procijenjena za populaciju
iz rijeke Timok, dok je najveca efektivna veliina procijenjena za rijeke Kupu i PetrinjCicu,
$to je u skladu s rezultatima dobivenim analizom genskog polimorfizma. Stovise, smatra se da
je genska raznolikost ovisna o razini mutacije i efektivnoj veli¢ini populacije, tj. broju jedinki
koje se razmnozavaju u populaciji, tako da populacije male efektivne veli¢ine uglavnom
imaju i nisku gensku raznolikost (Sindi¢i¢, 2011; Ellegren, 2009a.; Ellegren, 2009b.).
Efektivna veli¢ina populacije je pokazala da je ta populacija najstabilnija Sto dodatno
potvrduje pretpostavku da su Kupa i Petrinj¢ica izvorisni lokaliteti iz kojih su se rasprostranile

i razvile sve ostale populacije velikog vijuna na Balkanu.

Stopa migracije, odnosno prosjecan broj migranata koji migriraju je izmedu vecine
moguc¢ih migracijskih puteva mali. Vazno je spomenuti kako je izraZeni broj migranata
prosje¢na vrijednost koja obuhvaéa razdoblje evolucijske povijesti zavr$no s recentnim
razdobljem. Moguée je da su male vrijednosti broja migranata koji migriraju posljedica
genetski sli¢nih populacija, odnosno mogucée da je analiza dala veci broj od 0 samo zbog
genetske sli¢nosti izmedu populacija, iako migracije zapravo nisu postojale. Migracije koje se
vjerojatno i danas dogadaju u manjem broju su migracije povezane rijekom Savom, odnosno
1z Kupe u Jadar 1 Vrbanju. Analize migracija izmedu rijeka Vit 1 Vrbanje te izmedu Dicine 1
Vrbanje dale su nesto veci prosjean broj migranata, no geografski su nemoguce pa je moguce
pretpostaviti da se radi o genetski sliénim populacijama te da migracije nisu nikad postojale.
Opcenito, protoka gena migracijama gotovo da i nema, §to nije ¢udno s obzirom na ekologiju

velikog vijuna, jer gotovo da ne pliva, ne krece se na vece udaljenosti.

Nastanak vrste procijenjen je za razdoblje od oko 20 (izmedu 16,73 i 23,33) milijuna
godina, Sto odgovara razdoblju prelaska iz miocena u pliocen. Sve divergencije unutar vrste
dogadaju se tijekom pleistocena i vjerojatno su bile posljedica izmjene glacijalnih razdoblja s
interglacijalima, odnosno periodi¢cnom povlacenju populacija u povoljnija podrucja i/ili
izumiranju te rekolonizaciji iz refugija nakon glacijala. Tome u prilog idu i ranije
pretpostavke nekolicine autora (Banarescu, 1990; Bohlen i Rab, 2001; Ludwig i sur., 2001;

Perdices 1 sur., 2003, Sommerwerk, 2009) o dunavskom bazenu kao podrucju refugija

45



slatkovodnih riba tijekom perioda glacijacija. Manja podrucja unutar dunavskog bazena koja
su sluzila kao mikrorefugiji do sada nisu bila identificirana, no za velikog vijuna mozemo
pretpostaviti kako je to svakako bila rijeka Kupa, s obzirom da su u njoj nadeni predstavnici

svih evolucijskih grupa/linija.

Opisana evolucijska povijest velikog vijuna, oblikovana izmjenama glacijala i interglacijala,
sasvim je razli¢ita od evolucijskih puteva utvrdenih za vijune rasprostranjene u jadranskom
slijevu, ¢ija je evolucija zapocela znatno ranije, a pleistocenske glacijacije na veéinu vrsta
nisu imale utjecaja (Buj i sur., 2015). Upravo kao odraz razli¢itih evolucijskih povijesti je i
razli¢ita intraspecijska struktura velikog vijuna u odnosu na jadranske vrste, unutar kojih

uglavnom nije moguée primijetiti intraspecijsku strukturiranost (Buj i sur., 2015).

Dobivene procjene genske raznolikosti velikog vijuna za vecinu rijeka obuhvaéenih
ovim istrazivanjem bile su niske. Takve vrijednosti najvise su dosle do izrazaja u velikim
rijekama kao $to su Timok, Toplica, Jadar, Una te Usora. Opstanak velikog vijuna dovodi se u
pitanje s obzirom na malu gensku raznolikost jer takve vrste imaju i slabije izglede za
prezivljavanje i odupiranje promjenama u okoliSu. Kada se tome jo§ pridoda vrlo niska
efektivna veli¢ina populacija utvrdena ovim istrazivanjem, jasno postaje kako su djelotvorne

mjere zastite ove vrste hitne 1 nuzne ukoliko se Zeli osigurati njen dugoro¢ni opstanak.

Uz nisku gensku raznolikost vrsti dodatno prijete razli¢iti uvjeti stanista. Stoga, da se brojnost
ne bi dodatno smanjivala, potrebno je na vrijeme razviti mjere zastite i ouvanja ove Vrste te
specifiénih staniSta koja nastanjuju. Najprije, bilo bi korisno organizirati ihtioloske timove
svake drzave posebno, koji bi razvili i provodili program za monitoring na podrucjima
kriti¢ne genske raznolikosti te ih kao takve zastititi. Unutar tog programa detaljno bi trebalo
ispitati stanje svakog od mogucih lokaliteta rasprostranjenosti ove vrste. Izmedu ostalog
trebalo bi ukljuciti mjere oc¢uvanja koje bi smanjile glavne prijetnje kriti¢nih lokaliteta,
ponajprije smanjiti onecisc¢enje i regulaciju vodotoka iskopavanjem §ljunka i pijeska, §to se
posebno odnosi na sustav rijeke Morave, unutar ¢ijeg se rijeCnog bazena nalazi Toplica.
Naime, rijeka Morava je pred uniStenjem (noviput.rs), a eksploatacija §ljunka dovela je do
narusenog prirodnog izgleda obale Sto bi moglo dovesti do nestanka velikog vijuna kojem je
obalni dio korita i sprudova glavno mjesto razmnozavanja i polaganja jaja. Ukoliko se po tom
pitanju niSta ne poduzme, mala je vjerojatnost da ¢e se vrsta oduprijeti tim promjenama.

Ugrozenosti velikog vijuna uvelike doprinosi zagadenje staniSta, a poznat je primjer
zagadenja lokaliteta rijeke Jadar. Naime, 2014. godine teski metali, poput antimona, cinka,

arsena 1 zive iz oSte¢enog jalovista nekadaSnjeg rudnika nanijeti muljem i vodom stigli su do
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http://noviput.rs/tu-oko-nas/morava-pred-unistenjem/

rijeke (www.klix.ba). Takvi antropogeni utjecaji dovode do ugrozavanja staniSta ove vrste.
Moguce je da je ova vrsta tada posebno stradala, s obzirom da se hrani prosijavanjem

supstrata, a teski metali zajednom s muljem padaju na dno.

Dodatno, ¢esti su primjeri presuSivanja rijeka, osobito tijekom suseg ljeta. Tako je primjerice
tijekom ljeta 2013. godine presusila rijeka DiCina $to je izazvalo pomor ribe 1 rakova koji
ondje obitavaju (www.blic.rs). Sve ¢esce prirodne katastrofe na populacije velikog vijuna, kao
i na mno$tvo drugih vrsta mogu djelovati negativno. Ova prirodna Kkatastrofa nije jedini
primjer iscrpljenog stanja rijeke, dogadale su se tu i1 ekoloske katastrofe. Naime, 2017. godine
rijeka Dicina zagadena je nepoznatom tvari Sto je takoder izazvalo pomor ribe i rakova
(www.telegraf.rs). Usprkos rastucoj ekoloskoj svijesti u drustvu, ljudska neodgovornost i
nepaznja ¢esto su uzrok uniStenja prirodnih stani$ta mnogih vrsta. Budu¢i da veliki vijun
nastanjuje vrlo jedinstvenu ekolosku nisu koju ne moze napustiti te je vjerojatno neka druga
riba ne moze zauzeti, potencijalni nestanak velikog vijuna mogao bi imate posljedice za Citav
ekosustav. Rizik je utoliko visi s obzirom da je biologija ove ribe relativno nepoznata, nije

lako uocljiva, a nema ni gospodarski znacaj.
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6. ZAKLJUCAK

» Molekularno filogeneticke analize pokazale su da je veliki vijun (Cobitis elongata
Heckel & Kner, 1858) filogeografski duboko strukturirana vrsta.

» Utvrdene su Cetiri genski razlicite 1 evolucijski odvojene grupe haplotipova
(filogenetske linije). Populacije iz Kupe i Petrinj¢ice su moguée ancestralne populacije

od kojih su se razvile 1 prosirile sve ostale grupe haplotipova dunavskog slijeva.

> Niska intraspecijska i intrapopulacijska genska raznolikost vjerojatno su posljedica
nepovoljnih razdoblja tijekom evolucijske povijesti.

» Relativno male vrijednosti efektivnih veli¢ina vecine istrazivanih lokaliteta govore da
je vrsta osjetljiva na promjene u okoli$u Sto dovodi u pitanje opstanak vrste i pojedinih

populacija.

> Niske stope migracija, kao i broj migranata izmedu populacija, ukazuju da protoka
gena gotovo da i nema. Dodatno, o malom protoku gena moguce je zakljuéiti i na

temelju ekologije ove vrste — aktivno gotovo da i ne pliva, pokrece se strujama rijeka.

> Nastanak ancestralne grupe haplotipova i odvajanje ostalih grupa nastupilo je u

geoloskom razdoblju pleistocena.

» S obzirom da je veliki vijun najviSe ugrozen radi eksploatacije pijeska i Sljunka,
potrebno je razviti mjere koje ¢e to zabraniti ili barem ograniciti. Uz to, potrebno je
zabraniti nepotrebna kanaliziranja rijeka te gradnju umjetnih korita kako bi se ova

vrsta mogla nesmetano razmnoZavati.
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