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1. UvOD

1.1. Bioraznolikost

Bioraznolikost je ukupna raznolikost zivog svijeta na svim razinama, od gena do
ekosustava, ukljucujuc¢i ne samo raznolikost izmedu vrsta, nego i raznolikost izmedu samih
populacija istih vrsta (Frankham i sur. 2002). Na bioraznolikost najviSe utjeCe geneticka
raznolikost koja, zahvaljujuci ponajvise geneti¢koj varijabilnosti te evolucijskim silama, dovodi
do promjena i prilagodbi organizama na okoli§ (Stange i sur. 2021). Raznolikost se stoga kroz
vrijeme mijenja, a te promjene mogu biti i brze i spore. Cak i kod brzih promjena, bioraznolikost
uvijek tezi ravnotezi a dokaz tome je ¢injenica da nakon velikih izumiranja dolazi do perioda
povecane diversifikacije (Purvis i Hector 2000).

Geneticka raznolikost proizlazi iz evolucije do koje dolazi iz razli¢itih razloga, poput
pojave novih ili promjene ve¢ postojeCih bolesti, razlicitih nametnika i parazita, pojave
kompetitora i predatora te razli¢itih okolisnih promjena poput pojave ozonskih rupa, efekta
staklenika, zagadenja i sl. (Frankham 1996). Te promjene dovode do evolucije na nacin da se
mutacije koje nastaju spontano, a pridonesu opstanku organizma u novonastalim uvjetima, prenesu
na potomke bolje prilagodenih jedinki te time povecaju ukupnu gensku zalihu (eng. gene pool).
Mutacije se zbog toga smatraju glavnim uzrokom geneti¢ke varijabilnosti, a samim time i
bioraznolikosti. Te male i nagle promjene mogu utjecati na jedan alel, ali i na cijele dijelove
kromosoma, te se obi¢no dogadaju tijekom replikacije DNA ili kao rezultat greske tijekom mejoze.
Najcesce mutacije na jednom alelu su supstitucija, adicija te delecija nukleotida, duplikacija te
insercija pokretnih DNA segmenata, transpozona. Najc¢es¢e kromosomske mutacije su duplikacija,
delecija, inverzija, translokacija te poliploidija (Frankham i sur. 2002). Razina geneticke varijacije
unutar vrste predstavlja ravnotezu izmedu mutacije, geneti¢kog drifta i prirodne selekcije, koja tu
varijaciju kroz vrijeme moze povecati, ali i smanjiti ukoliko se fokusira na odredeni alel iz bilo
kojeg razloga (Frankham 1996).

Na geneticku raznolikost, pa samim time i na bioraznolikost, takoder utjecu i faktori poput
veli¢ine organizma, populacija i staniita. Sto je vece staniste na kojem Zivi neka vrsta te §to su

veée njezine populacije, to ¢e biti i veta geneticka raznolikost. Samim time, $t0 je manja



populacija, manja je i raznolikost, kao S$to je slu¢aj kod ugrozenih te otoc¢nih vrsta (Frankham
1996).

Za Covjeka, bioraznolikost je iznimno vazna, ne samo samo zbog toga §to smo i sami dio
Zemljinih ekosustava, nego i zbog svih prirodnih resursa koje koristimo, a rezultat su
bioraznolikosti. Neke od osnovnih resursa su hrana, energija, razli¢iti materijali koji se koriste za
gradevinsku industriju te resursi koji su neophodni za medicinu i biokemijsku industriju. Medutim,
bioraznolikost ima ulogu i u brojnim, naizgled neprimjetnim procesima. Tako su neki
mikroorganizmi iznimno vazni za regulaciju Cisto¢e zraka, proizvodnju Kisika, te proc¢iséivanje
vode. Zbog tih i mnogih drugih razloga, vazno je ne samo oc¢uvati prirodna stanista, nego i
bioraznolikost unutar njih (Stange i sur. 2021).

Kako bi se bioraznolikost o¢uvala, ¢esto ju je potrebno moci izmjeriti. Medutim, ne postoji
jedan, univerzalan nacin za izrazavanje mjere bioraznolikosti na nekom prostoru. Bioraznolikost
nekog prostora se najée$¢e mjeri brojem vrsta koje zive na istom podrucju, no to ne znaci da je
prostor s vise vrsta bioloski raznolikiji od prostora s manje vrsta. U obzir se trebaju uzeti i omjeri
veli¢ina njihovih populacija jer postoje podrucja gdje, iako postoji vise vrsta, jedna vrsta brojcano
nadmasuje ostale vrste. To je bitno kod usporedbe razli¢itih podruc¢ja i njihovih bioraznolikosti,
pogotovo kada se odlucuje 0 zastiti pojedinih podrué¢ja te o tome koja su podrucja prioritetna
(Purvis i Hector 2000).

Da je zastita zivotinja i biljaka zaista potrebna, pokazuje i podatak da se preko 50% vrsta
kraljesnjaka i 12.5% vrsta biljaka smatraju ugrozenima. IUCN, odnosno Medunarodna udruga za
o¢uvanje prirode i prirodnih bogatstava, svakoj vrsti pridruzuje odredenu kategoriju koja opisuje
stupanj njezine ugrozenosti ili neugrozenosti. Kada pri¢amo o ugrozenosti, najbitnije kategorije su
osjetljiva (VU), ugrozena (EN) te kriticno ugrozena (CR) (Frankham i sur. 2002). Kada pricamo
o ribama, prema podacima IUCN-a iz 2021., pretpostavlja se da u svijetu postoji 35797 vrsta riba,
od kojih je ¢ak 3210 ugrozenih (http://www.iucnredlist.org/). S povecanjem ljudske populacije te
ekonomskog rasta, povecava se i potreba za koli¢inom ribe u razlicite svrhe, a ponajvise
prehrambene. Osim nekontroliranog i prekomjernog izlova, na smanjenje populacija i broja vrsta
riba utjecu i razlicite ljudske aktivnosti od kojih su najizrazenije gubitak i fragmentacija stanista,
promjene vodenih tokova te zagadenje vodenih povrsina. Sve te aktivnosti dovode to smanjenja
broja vrsta i populacija riba, $to negativno utjeCe na cjelokupnu bioraznolikost zivog svijeta

(Clausen i York 2008).



1.2. Slatkovodna ihtiofauna u Hrvatskoj

U svijetu je do danas opisano gotovo 15 000 vrsta slatkovodnih riba, te se zbog njihove
slabe istrazenosti godisnje otkrije vise od 100 novih vrsta. Smatra se da u Europi Zivi oko 560
vrsta slatkovodnih riba, dok na podru¢ju Hrvatske obitava oko 140 vrsta slatkovodnih riba.
Glavni razlog tome je povoljan geografski polozaj Hrvatske koji obuhvaca dva rijecna sustava:
jadranski i crnomorski, ali i slozeni procesi koji su se odvijali u geoloskoj proslosti. Zbog
raznolikosti svoje slatkovodne ihtiofaune, Hrvatska je svrstana medu jednu od ihtioloski
najraznolikijih zemalja Europe te zauzima drugo mjesto u Europi po broju slatkovodnih riba,
odmah nakon Turske (Caleta i sur. 2015).
Od 140 vrsta slatkovodnih riba na prostoru Hrvatske, 52 ih je endemskih. Endemska vrsta
je ona koja zivi na malom, ¢esto ograni¢enom prostoru. U slué¢ajevima kada je taj prostor izrazito
mali, radi se o stenoendemima. Endemska ihtiofauna Hrvatske se moze podijeliti na tri zasebne

cjeline: dunavski slijev, jadranski slijev te Jadransko more (Slika 1) (Caleta i sur. 2015).

[_]Dunavski slijev
[_]Jadranski slijev
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Slika 1. Karta s prikazom dunavskog i jadranskog slijeva (Caleta i sur. 2015)



Dunavski ili crnomorski slijev Hrvatske nastanjuje 87 vrsta riba, od kojih je 67 autohtonih
te 20 alohtonih vrsta. Neke od alohtonih vrsta su unesene dok su se neke samostalno prosirile na
to podrucje. 12 vrsta ovog slijeva su endemi. Jadranski slijev nastanjuje 80 vrsta od kojih je 70
autohtonih te 10 alohtonih. 38 vrsta jadranskog slijeva su endemske vrste (Caleta i sur. 2015).

Dunavski slijev zauzima 62% povrsine kopnenih voda Hrvatske, a njime dominiraju rijeke
Sava, Drava i Dunav. Raznolikost ihtiofaune ovog podrudja je najveca u Europi te je to jedini
prostor u Europi s ve¢im brojem endema. Nastanjuju ga 103 vrste riba, a znac¢ajno je i da je
slatkovodna fauna ovog prostora vrlo homogena (Caleta i sur. 2015). Jadranski slijev &ine tri
cjeline, a to su podrucje istarskih rijeka, Dalmacije te podru¢je Gorskog Kotara i Like. Za podrucje
Istre je znaCajan mali broj endema, ponajvise zbog manjka trajnih vodotoka, ali i oneciséenja
njezinih rijeka (Mrakov¢i¢ i sur. 1995). Podru¢je Dalmacije je zbog svoje bogate ihtioloske
raznolikosti najzanimljivije hrvatsko, ali i europsko podruc¢je. Ovo podrucje broji gotovo 40
endemskih vrsta riba no zbog ¢ovjekova utjecaja na njihova vrlo specijalizirana stanista, upitan je
njihov opstanak. Podru¢je Gorskog Kotara i Like siromasno je autohtonom ihtiofaunom no bogato
je stenoendemima. Opcenito, rijeke jadranskog slijeva su kratke i izolirane te Cesto teku kroz
duboke kanjone, ¢ime stvaraju brojne slapove i jezera. Prolaskom kroz krska polja, te rijeke
usporavaju te su im tada obale plitke, a dna korita mekana i obrasla vodenom vegetacijom. Ljeti
mogu presusiti dok u jesenjem i proljetnom razdoblju obiluju vodom (Caleta i sur. 2015).

Bez obzira na vaznost slatkovodne ihtiofaune u Hrvatskoj, brojne skupine riba su vrlo slabo
istrazene. Njihova rasprostranjenost nije u potpunosti poznata, a taksonomija im se vrlo ¢esto
mijenja otkrivanjem novim vrsta ili koristenjem boljih, novih i naprednijih molekularnih metoda
na temelju kojih se vrste koje su donedavno bile svrstane u jednu vrstu, odvajaju u zasebne vrste
(Buj i sur. 2010).

1.3. Korist i ugroezenost slatkovodne ihtiofaune

Slatkovodne ribe su zbog preopterecenosti slatkovodnih ekosustava najugrozenija skupina
kraljesnjaka, a neki znanstvenici procjenjuju da bi u iducih 20 godina moglo nestati ¢ak 20%
slatkovodnih vrsta riba (Caleta i sur. 2015).

Slatkovodna ihtiofauna je zna¢ajna iz brojnih razloga. Jedan od njih je i njihova upotreba

kao bioindikatora u istrazivanju i mjerenju okolisnih stresora i pritisaka koji proizlaze iz ljudske



aktivnosti (Antonovi¢ i Treer 2015). Ribe, kroz razli¢ite bioloske odgovore poput promjene
brzine rasta te promjene rasporeda i brojnosti mogu ukazati na probleme poput oneciséenja,
degradacije stanista, eutrofikacije, toksi¢nosti, promjena temperature i dostupnosti hrane (Caleta
i sur. 2015). Osim toga, slatkovodne ribe su vrlo Cesto i kiSobranske vrste koje se koriste u zastiti
cjelokupne faune slatkih voda (Mustafi¢ i Mrakov¢i¢ 2017), a bitne su i kao pokusne Zivotinje u
razli¢itim znanstvenim istrazivanjima zbog velikog fekunditeta, male veliine te jednostavnog i
ekonomi¢nog drzanja. Koriste se kao modelni organizam za proucavanje filogenije, specijacije,
evolucije, biogeografije i ekologije, a korisne su i u biotehnologiji s ciljem ocuvanja kvalitete
vode ili uniStenja uzrocnika pojedinih bolesti kao §to su malarija i Sistosomijaza. Osim
znanstvenog znacaja, slatkovodne ribe su kroz povijest bile bitne i kao inspiracija u umjetnosti,
literaturi i drustvu (Caleta i sur. 2015).

Vjerojatno najveca korist slatkovodnih riba za Covjeka je njihov ekonomski znacaj,
ponajvise u prehrambenoj industriji. One su vazan izvor proteina te je radi toga ribarstvo danas
jedno od najbitnijih industrija u svijetu. Nazalost, ribarstvo je danas i jedan od uzroka smanjenja
raznolikosti ihtiofaune (Caleta i sur. 2015). Ribarstvo moZe uzrokovati i potpuno izumiranje
nekih vrsta na nekom podrucju, bez obzira radi li se o komercijalnom ili sportskom ribolovu
(Maitland 1995). Prekomjerno ribarstvo i Stete koje nanosi se o¢ituju kroz smanjenje ulova te
promjene strukture zajednice riba, pa tako u ulovu prevladavaju jedinke male veli¢ine, dok
izostaju velike jedinke. Jo$ jedan problem koji uzrokuje promjene u strukturi populacija riba je i
unos i sirenje stranih, odnosno alohtonih vrsta (Caleta i sur. 2015). To su vrste koje su evoluirale
na nekom drugom podrucju nakon ¢ega ih je ¢ovjek slucajno ili namjerno svojim aktivnostima
prenio u drugo podruéje. Takve vrste ¢esto mogu postati invazivne ¢ime narusavaju
bioraznolikost i stabilnost ekosustava podru¢ja na koja su prenesena, a mogu dovesti i do
izumiranja autohtonih vrsta riba.

Do izumiranja moze do¢i i zbog melioracije te regulacije vodotoka. Vodotoci su povezani
na razliite nacine kroz cetiri “dimenzije”: longitudinalno (izvor - rije¢ni tok - usée), lateralno
(rijeka - poplavno podrucje), vertikalno (rijeka - podzemne vode) i vremenski (vremenska
ljestvica). Hidroloski i geomorfoloski dinamizam koje stvara neki prostor je od velike vaznosti
za opstanak brojih vrsta riba, no ¢ovjekov utjecaj ih je na brojnim rijekama smanjio.

Odvajanjem rijeka od poplavnih podrucja te nestankom laguna, ritova i rukavaca, utjece se

na zajednice riba koje to podrucje koriste kao povremena ili stalna stani$ta. Problem su i brane



¢ijom izgradnjom dolazi do prekida rijeCne cjelovitosti i onemogucavanja longitudinalnih
migracija riba (Caleta i sur. 2015).

Sve je veci problem i onecisé¢enje vodotoka, najcesce zbog urbanizacije i industrijalizacije.
Njihove posljedice su optere¢enost voda otopljenim solima, nutrijentima, teskim metalima,
pesticidima i slicnim kemikalijama. Te kemikalije mogu direktno ili indirektno utjecati na ribe,
a ¢esto mogu uzrokovati i pomore riba (Caleta i sur. 2015). U sluc¢aju slatkih voda, esto najveéa
onecisc¢enja dolaze iz velikih gradova koji u okolne rijeke ispustaju kemikalije poput pesticida,
koji se zbog slabe biorazgradnje akumuliraju u ribama, §to ima negativni utjecaj ne samo na ribe,
nego i na cijeli okolni ekosustav jer su ribe jedan od glavnih izvora hrane. Tako se kemikalije
putem riba ili slobodno u vodi mogu S§iriti vrlo daleko u podruéje koje okruzuje grad, pogotovo
ako postoje podzemni sustavi ili kompleksne sustavi vodotoka koji povezuju okolna podrucja
(Bosnir i sur. 2007). Danas, jedan od potencijalno najvecih problema i prepreka s kojim se
susrece slatkovodna ihtiofauna su klimatske promjene. Velike promjene u temperaturi ¢e dovesti
do potrebe za migracijom Zivotinja koje za neke vrste riba ¢esto neée biti moguce. To se posebno
odnosi na stenoendeme poput nasih, koji zive na malom podruc¢ju. Takve populacije su ¢esto
osjetljive i na male promjene u temperaturi te se njihova adaptacija i opstanak ne mogu lako
predvidjeti (Jackson i Mandrak 2002).

Razlozi ugrozenosti slatkovodne ihtiofaune su brojni, a njezina vaznost je velika. Stoga je
potrebno prepoznati vrste kojima je zaStita najpotrebnija te provesti uspjeSnu zastitu koja se
zasniva na tri osnovna nacela: znanstvenim spoznajama, zakonodavstvu te upravljanju i
provodenju zakona. Ta tri nacela djeluju unutar socijalnog, politi¢kog i ekonomskog okvira te
ukoliko je njihovo djelovanje uskladeno, zastita vode moze biti uspjesna. Procjena stabilnosti i
vijabilnosti vrsta i populacija riba je slozen zadatak te je uoceno da odrzanje rijetkih i endemskih
vrsta riba zahtijeva stalno nadgledanje i praéenje njihovog stanja (Caleta i sur. 2015). To je
posebno vazno kod vrsta koje imaju male i izolirane populacije jer je kod njih prisutan mali
protok gena, zbog ¢ega im je smanjena i geneticka raznolikost. Ona dovodi do slabije moguc¢nosti

prilagodbe na promjene u okoli$u te im je zastita i vise nego potrebna (Buj i sur. 2021).



1.4. Znacajke roda Delminichthys

Vrste roda Delminichthys su se donedavno ubrajale u rod Phoxinellus, no istrazivanjima
koja su ukljuéivala i molekularne i morfoloSke analize, zakljuc¢eno je da se radi o posebnom rodu.
Ime roda je izvedenica od Delminium, glavnog grada llira iz predrimskog doba na podrucju
danasnjeg Tomislavgrada i gréke rijeci za ribu, ichthys. (Freyhof i sur. 2006) Rod sadrzi cetiri vrste
a to su imotska gaovica (Delminichthys adspersus Steindachner, 1882), popovska gaovica
(Delminichthys ghetaldii Heckel, 1843), jadovska gaovica (Delminichthys jadovensis Zupancic i
Bogutskaya, 2002) te krbavska gaovica (Delminichthys krbavensis Zupanci¢ i Bogutskaya, 2002).
Radi se uglavnom o malim ribama koje imaju vretenasto, bo¢no spljosteno tijelo s bo¢énom prugom
koja moze biti cjelovita ili prekinuta te obi¢no zavriava na repnom driku (Caleta i sur. 2015).

Osnovne morfoloske znacajke roda po kojima se razlikuju od ostalih riba roda u kojem su
prethodno bile svrstane su terminalna ili subterminalna usta, nepravilni tockasti uzorak, veliki
postkleitrum, povecan broj prekaudalnih pterigiofora te povecana genitalna kvrzica kod zenki
(Freyhof i sur. 2006). Medu vrstama ovog roda najvec¢a je imotska gaovica, dok su popovska i
krbavska gaovica najmanje. Kod nekih vrsta su primijecene razlike u veli¢inama izmedu
populacija na razli¢itim podrug¢jima, sto je vjerojatno prilagodba na ekoloske uvjete (Mustafi¢ i
sur. 2017). Inace nastanjuju nizinske krske vodotoke. Tijekom ljetnih mjeseci se povlace u
podzemlje ili se zakopavaju u supstrat zbog presusivanja vode, te se u jesen ponovno pojavljuju
kada vode nabujaju. Tijekom zime se pak udruzuju u jata te miruju u podzemlju. U proljece
ponovno izlaze na povrSinu te se tada mrijeste i razmnozavaju. Hrane se vodenim
beskraljeSnjacima te se smatra da zbog nacina zivota imaju i razvijene prilagodbe na dulje
gladovanje. Sve vrste se smatraju ugrozenima, a osnovni razlozi za njihovu ugrozenost su
fragmentacija i nestajanje njihovih stanista u krskim poljima zbog oneci$¢enja i isuSivanja krskih
vodotoka te unos alohtonih vrsta (Caleta i sur. 2015). Brojni vodotoci se pretvaraju i u ravne
kanale, pri ¢emu se uklanja sva vegetacija, a muljevito dno se zamjenjuje betonskim i kamenim
dnom. Takvi kanali su nepovoljni za zivot te predstavljaju opasnost za opstanak osjetljivih i

endemskih vrsta poput onih roda Delminichthys (Jeli¢ i Jeli¢ 2015).



Taksonomski polozaj vrsta unutar roda Delminichthys:

Carstvo: Animalia (Zivotinje)
Koljeno: Chordata (svitkovci)
Potkoljeno: Vertebrata (kraljesnjaci)
Razred: Actinopterygii (zrakoperke)
Red: Cypriniformes (Saranke)
Porodica: Cyprinidae (Sarani)
Potporodica: Leuciscinae
Rod: Delminichthys
Vrste: Delminichthys adspersus (Steindachner, 1882)
Delminichthys ghetaldii (Heckel, 1843)
Delminichthys jadovensis (Zupanci¢ i Bogutskaya, 2002)
Delminichthys krbavensis (Zupan¢i¢ i Bogutskaya, 2002)

1.4.1. Znacajke vrste Delminichthys adspersus (Steindachner, 1882)

Imotska gaovica (Delminichthys adspersus) je endem jadranskog slijeva te zivi na podrucju
Crvenog jezera, Rastockog polja, Matice, Vrljike, Bacinskih jezera, Norina te Neretve. Obi¢no
zivi u bistroj vodi vodotoka, jezera te izvora rijeka, a tijekom suhih razdoblja i zime vrijeme
provode u podzemlju (Slika 2). Mogu dose¢i duzinu i do 12 cm, a Zenke su obi¢no veée od muzjaka
(Caleta i sur. 2015; Kottelat i Freyhof 2007). Kod imotske gaovice su dokazane i migracije jedinki
podzemnim, krskim putevima. Te migracije su bitne za odrzavanje protoka gena izmedu
populacija koje povrSinski nisu povezane te se time povecava njihova ukupna genska zaliha §to

dovodi do bolje prilagodbe na promjene u okolisu (Palandaci¢ i sur. 2012).
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Slika 2. Imotska gaovica (Delminichthys adspersus) (Autor: Z. Mar¢i¢)

1.4.2. Znacajke vrste Delminichthys ghetaldii (Heckel, 1843)

Popovska gaovica (Delminichthys ghetaldii) je stenoendem slijeva Trebisnjice te je endem
jadranskog slijeva (Slika 3). Moze narasti do 13 cm, a njena rasprostranjenost ukljucuje Popovo
polje, Bunu, potok Kasindolk, Dabarsko i Fatnicko polje u Bosni i Hercegovini te izvor Omble u
Hrvatskoj. IUCN je smatra osjetljivom vrstom te je strogo zasti¢ena (Caleta i sur. 2015; Kottelat i
Freyhof 2007). Najvise vremena provodi u podzemnim vodama kr$kog podrucja, a na povrsinu
izlaze zbog mrijesta tijekom jeseni i prolje¢a kada dolazi do poplavljivanja u okolna, nizinska
podrucja. Tamo provode nekoliko mjeseci te se povlatenjem vode i one vrac¢aju u podzemlje
(Deki¢ i sur. 2016).




1.4.3. Znacajke vrste Delminichthys jadovensis (Zupan¢ic¢ i Bogutskaya, 2002)

Jadovska gaovica (Delminichthys jadovensis) je endem jadranskog slijeva ta nastanjuje
Jadovu (Slika 4). IUCN ju smatra osjetljivom te je kod nas strogo zasticena. Kao i ostale vrste
ovog roda, obitava ciste vodotoke a zimi zbog niskih vodotoka odlazi u podzemnu vodu ili se
skriva u pijesku (Caleta i sur. 2015; Kottelat i Freyhof 2007).
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Slika 4. Jadovska gaovica (Delminichthys jadovensis) (Autor: Z. Mar¢i¢)

1.4.4. Znacajke vrste Delminichthys krbavensis (Zupandic¢ i Bogutskaya, 2002)

Krbavska gaovica (Delminichthys krbavensis) je stenoendem Krbavskog polja te endem
Dunava (Caleta i sur. 2019) (Slika 5). Nastanjuje bistre i spore vodotoke te ve¢éi dio godine, a
pogotovo tijekom loseg vremena, provodi u podzemnim vodama. Na Crvenom popisu IUCN-a je
svrstana kao kriti¢no ugroZena vrsta te je zakonom zasti¢ena u Hrvatskoj. Kao i ostale vrste ovog
roda, mrijesti se u razdoblju izmedu svibnja i srpnja, kada Zzenke ispustaju i do 1200 jaja (Mihinja¢
i sur. 2015).
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Slika 5. Krbavska gaovica (Delminichthys krbavensis) (Autor: Z. Mar¢i¢)

1.5. Znacajke mitohondrijske DNA

Mitohondriji su stani¢ni organeli koji sudjeluju u proizvodnji energije koja je stanici
potrebna za pravilno funkcioniranje, a specifiéni su i po tome $to imaju vlastitu DNA.
Mitohondrijska DNA (mtDNA) je cirkularna DNA molekula te u mitohondriju kod svih vrsta
zivotinja osim nekih izuzetaka dolazi u samo jednoj kopiji, dok ukupan broj istih kopija po
organelu varira (Wolstenholme 1992).

Mitohondrijska DNA ima odredeni broj gena koji kodiraju proteine te je taj broj razlicit
ovisno o vrsti koju se proucava. Tako je primjerice mtDNA vrste Plasmodium falciparum (Trager
and Jensen, 1976) velicine samo 6 kb te kodira samo 3 proteina, dok vrsta Reclinomonas
americana Flavin & Nerad, 1993 ima mtDNA veli¢ine 69 kb koja kodira ¢ak 67 proteina (Cooper
i Hausman 2007). Kao i svaka DNA molekula, ona prolazi kroz promjene te mutira. Op¢e misljenje
je da, Sto je bitnija funkcija odredenog djela kodiraju¢e DNA, to ona sporije evoluira, medutim to
nije slu¢aj i kod mitohondrijske DNA (Brown i sur. 1979). Ona evoluira vrlo brzo te nakuplja
veliki broj mutacija u relativno kratkom vremenskom periodu. Osim toga, uglavnom se prenosi
preko majke pri ¢emu ne dolazi do rekombinacije. Zbog toga se danas upravno ona najcesce koristi
u filogeografskim istrazivanjima (Avise 1998). MtDNA je danas idealan molekularni marker u
istrazivanjima zbog svog malog genoma jednostavne strukture i organizacije, velikog broja kopija
u stanici $to njenu izolaciju ¢ini vrlo jednostavnom te zbog svoje mozai¢ne strukture koja na nekim

dijelovima mutira brze a na nekima sporije (Zhang i Hewiit 1996).
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1.5.1. Znacajke citokroma b i kontrolne regije

Kod filogenetickih istrazivanja te istrazivanja vezanih uz populacijsku genetiku riba,
najéesce se koriste mitohondrijski gen za citokrom b (cyt b) i kontrolna regija (CR). Gen za
citokrom b kodira protein te evoluira relativno sporo, dok nekodiraju¢a kontrolna regija evoluira
puno brze. Dapace, smatra se da kontrolna regija, medu svim regijama mitohondrijske DNA, ima
najvecu stopu supstitucijskih mutacija (Tang i sur. 2006).

Citokrom b je transmembranski protein mitohondrija. Sredisnja je komponenta bc
kompleksa, enzima koji sudjeluje u lancu prijenosa elektrona, te je neophodan za normalno
odvijanje procesa stani¢nog disanja (Degli Esposti i sur. 1993). Zbog velike dostupnosti pocetnica
potrebnih za umnazanje gena ovog proteina PCR reakcijom, jednostavnog sravnjivanja njegovih
DNA sekvenci kod razlicitih vrsta te mogué¢nosti jednostavne usporedbe tih sekvenci sa
sekvencama iz prethodnih istrazivanja, gen citokroma b je danas jedan od najc¢escée koristenih gena
za potrebe istrazivanja i proucavanja evolucije riba (Kocher i Stepien 1997).

Kontrolna regija mtDNA je nekodiraju¢a DNA $to znaci da ne sudjeluje u kodiranju
proteina. Ona ima ulogu u kontroli i regulaciji replikacije mtDNA te transkripcije RNK. Dio
kontrolne regije zauzima i D-petlja (eng. D-loop, displacement loop), koja ima specifi¢nu strukturu
kod koje se izmedu dva lanca DNA provlaci jos jedan, tre¢i lanac DNA. Kontrolna regija je kod
riba cesto vrlo duga te sadrzi ponavljaju¢e segmente. Smatra se da njezina velika varijabilnost
proizlazi iz selektivne neutralnosti te je radi toga takoder korisna u prouc¢avanju evolucije (Kocher
i Stepien 1997).

1.6. Filogenija

Filogenija je grana biologije koja se bavi proucavanjem evolucije i srodstvenih odnosa
izmedu organizama. Ti odnosi se mogu proucavati uz pomo¢ razli¢itih nasljednih karakteristika,
poput morfoloskih i genetickih. Njena osnovna tvrdnja je da postoji stablo koje kroz evoluciju
obuhvaca i povezuje sve zive organizme (Wiley i Lieberman 2011).

Takva stabla se zovu filogeneticka stabla, a sastoje se od ¢vorova koji su povezani
granama. Cvorovi predstavljaju zajedni¢ke pretke dok grane predstavljaju njihove potomke
izmedu kojih postoji odredeni stupanj razlike u nekoj karakteristici poput geneticke ili morfoloske.

Metode kojima se dobivaju stabla su razlicite, a najcesce se koriste metoda najvece parsimonije,
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metoda susjednog povezivanja, metoda najvece vjerojatnosti te Bayesova metoda (Barraclough i
Nee 2001). Njihova preciznost ovisi 0 tome koliko se taksonomske jedinice koje se koriste za
stablo poklapaju s onima koje su zaista postojale u proslosti, te o tome je li odvajanje bilo potpuno,
bez daljnjeg protoka gena izmedu potomaka. Takoder je bitno da preci prikazanih potomaka vise
ne postoje. Ako se ti uvjeti ne mogu zadovoljiti, onda se umjesto stabla moze koristiti filogenetska

mreza (Emerson i Hewitt 2005).

1.7. Uvod u filogenetske i populacijsko genske metode

Sve metode zahtijevaju sekvence genetskih markera koje iz uzoraka dobivamo
umnazanjem pomocu lancane reakcije polimerazom (PCR reakcija). PCR je molekularna “in
vitro” metoda kojom se sintetiziraju odredene sekvence DNA pomocu dvije oligonukleotidne
pocetnice koje su komplementarne krajevima DNA od interesa. PCR se odvija kroz odredeni broj
ciklusa tijekom kojih se temperatura preparata konstantno povecava i smanjuje. Povecanjem
temperature se vrsi denaturacija, odnosno razdvajanje lanaca DNA. Nakon toga se poCetnice vezu
za krajeve lanaca, nakon ¢ega se spuStanjem temperature i djelovanjem polimeraze povezuju
nukleotidi za novi, kopirani lanac, odnosno dolazi do elongacije. Ti ciklusi se ponavljaju kako bi
na kraju bio dobiven broj isjecaka dovoljno velik za daljnje analize (Erlich 1989).

Dobivene sekvence se dalje ureduju u programu BioEdit. To je program Kkoji prihvaca
datoteke razli¢itih formata iz kojih i$¢itava sekvence te omogucuje njihovo sravnjivanje. Takoder
sluzi i za uredivanje i popravljanje greSaka u i$¢itanim sekvencama te za razlicite druge
molekularne analize (Hall i sur. 2011).

DnaSP je program koji moze provesti velike geneticke analize na DNA sekvenci te se
pritom vrsi njihova usporedba. Ovaj program daje detaljan uvid u obrasce i varijacije koji se
pojavljuju izmedu analiziranin DNA sekvenci na razli¢itim vremenskim razinama Kkoristeci
polimorfne varijante, podatke o divergenciji ili kombinaciji tog dvoje. Na taj nacin se mogu
odrediti intraspecijska i intrapopulacijska genska raznolikost zadanih vrsta i populacija (Rozas i
sur. 2017).

Filogenetska stabla se izraduju pomoc¢u programa MEGA-X v10.2.4 (Kumar i sur. 2018) i
PAUP v4.0a169 (Swofford, 2002) koji za izradu stabala koriste metodu najvece parsimonije (eng.
maximum parsimony) i metodu najvece vjerojatnosti (eng. maximum likelihood). Metoda najvece

parsimonije je filogenetska metoda koja podrazumijeva najmanji moguci broj evolucijskih
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promjena koje bi kao rezultat dalo dobiveno filogenetsko stablo (Takahashi i Nei 2000), dok
metoda najvece vjerojatnosti daje stablo koje je najvjerojatnije dovelo do promatranog seta vrsta,
odnosno uzoraka (Jin i sur. 2006).

Efektivna veli¢ina populacije je veli¢ina populacije sposobne za daljnje razmnozavanje te
se ona racuna pomocu programa MIGRATE 3.7.2 (Beerli 2009). Ovaj program racuna
populacijske parametre poput efektivne velic¢ine populacija i broja migranata izmedu populacija.
To radi pomocu geneti¢kih podataka kao $to su mikrosatelitnin markera i DNA sekvenci (Beerli
2004).

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Vrste roda Delminichthys zive na vrlo malom podru¢ju, ali predstavljaju znacajan dio
bioraznolikosti koja nastanjuje nase podrucje. Zbog svoje ugrozenosti i ograni¢ene moguc¢nosti
prilagodbe na promjene u okolisu, potrebno je provesti istrazivanja na njima kako bi se mogle $to

adekvatnije zastititi te time sprijeciti jo§ veca ugrozenost te njihovo izumiranje.

Ciljevi ovog istrazivanja su:

1. Potvrdivanje filogenetskog polozaja svih vrsta unutar roda Delminichthys
2. Utvrdivanje intraspecijske i intrapopulacijske genske raznolikosti

3. Procjena efektivne velic¢ine pojedinih populacija

4. Procjena razine protoka gena izmedu pojedinih populacija

5. Utvrdivanje mogucih podzemnih migracijskih puteva izmedu populacija istih vrsta
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Podrudje istrazivanja

Jedna od specifi¢nosti Hrvatske je krski reljef. Dapace, smatra se da on prekriva oko pola
teritorija Hrvatske (https://geografija.hr/). Krs je specifican reljef kojeg ¢ine topive stijene poput
vapnenca. Obiljezava ga posebna cirkulacija vode u kojoj dolazi do korozije vapnenca pri ¢emu
se kalcijev karbonat pretvara u kalcijev bikarbonat, koji je topiv u vodi. Korozijom nastaju
pukotine koje se prosiruju te povezuju, stvaraju¢i kompleksan sustav podzemnih Supljina i kanala
koji mogu prodirati duboko u zemlju, ¢ak i ispod morske razine. Krski reljef obiluje razlic¢itim
povrsinskim krskim oblicima, a neki od njih su ponikve, $krape, uvale i krska polja. Krski reljef
takoder moze biti i gol i posumljen. Povrsinski vodeni tokovi koji poniru u tlo kroz krske pukotine
se nazivaju ponornicama (https://www.enciklopedija.hr/).

Krski reljef je prepoznatljiv i ispod povrsine tla gdje vodeni tokovi otapaju vapnenac i
stvaraju brojne $pilje i jame. Spilje su uglavnom horizontalni, neravni sustavi kanala i dvorana.
Neke od tih dvorana nemaju prirodne ulaze pomoc¢u kojih bi im ¢ovjek mogao pristupiti te tada
govorimo o kavernama. Naj¢esc¢e postoji jedan glavni kanal koji se i odvaja u brojne boc¢ne kanale
koji tvore kompleksan, i ¢esto vrlo dugacak spiljski sustav (https://prirodahrvatske.com).

Krski reljef prekriva dio sjeverozapadne i isto¢ne Hrvatske, no najveci dio hrvatskog krsa
se nalazi na podrucju Dinarida (https://geografija.hr/). Krs Dinarida je u svijetu poznat kao klasi¢ni
tip krsa, te su na njemu provedena i prva znanstvena istrazivanja krsa. Zbog svojih jedinstvenih
prirodnih obiljeZja i geoloskih karakteristika, on danas pripada svjetskoj prirodnoj bastini. Inace,
Dinaridi su nastali talozenjem karbonatnih stijena na Jadransko - dinarskoj karbonatnoj platformi.
Sedimentacija je trajala 150 milijuna godina, tijekom razdoblja jure i krede. Sudarom struktura
bivse Jadransko - dinarske karbonatne platforme sa strukturama Euroazije tijekom mladeg eocena,
doslo je do izdizanja istalozenih karbonatnih stijena te nastajanja planinskog lanca, odnosno
danasnjih Dinarida (http://np-krka.hr).

Dinaridi se protezu kroz sredisnju i juznu Hrvatsku. Sredisnju Hrvatsku ¢ine Gorski kotar
i Lika. Oni su najvisi dio Hrvatske pa ih zato obiljezavaju nize temperature i vece koli¢ine padalina
naspram drugih dijelova Hrvatske. Sami vodeni tokovi Like imaju vrlo veliku vaznost za privredni
razvoj te su bili glavna osnova tradicionalne energetike sve do novijeg doba. Danas su vode ovog

prostora bitne ne samo zbog svog hidroenergetskog potencijala, nego i zbog svog turistickog
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potencijala. Svejedno, mora se uspostaviti ravnoteza izmedu prirode i covjekovog djelovanja kako
bi se ovo podrucje maksimalno ocuvalo. Sredisnja i juzna Hrvatska ima sli¢an krski sastav u kojem
prevladavaju vapnenci. Vapnenci sredisnje Hrvatske su mezozojske i paleogene starosti, dok su
vapnenci juzne Hrvatske jurske i kredne starosti. Juzna Hrvatska, kao i ostala podruc¢ja Hrvatske
prekrivena krskim reljefom, ima malobrojne i relativno duge povrsinske tokove vode, ali zato
obiluje podzemnim vodama (Crkvencic i sur. 1974).

Slijede opisi lokaliteta s kojih su uzeti uzorci riba za istrazivanje.

Bacinska jezera

Bacinska jezera se nalaze na samom jugu Hrvatske, u mjestu Bacina, pokraj grada Ploca te
blizu delte rijeke Neretve (Slika 6). To podrucje cine kriptodepresije koje su ispunjene slatkom
vodom, a sastoje se od $est spojenih jezera te jednog odvojenog jezera, a to su O¢usa, CrniSevo,
Podgora, Sladinac, Sipak, Plitko jezero i Vrbnik. Najveée jezero je O¢usa, a najdublje je Crnisevo.
Vrbnik je najmanje, te jedino odvojeno jezero. Ba¢inska jezera su dio ekoloske mreze Natura 2000

te samim time i vazno podrucje za divlje svojte i stanisne tipove (https://zastita-prirode-dnz.hr/).

Slika 6. Bacinska jezera (Autor: Z. Marci¢)
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Bile¢ko jezero

Bilecko jezero je umjetno jezero na rijeci Trebisnjici (Slika 7). Ima povrsinu od 33 kvadratna
kilometra a dubine je oko 100 metara na najdubljim dijelovima. Duzine je oko 20 kilometra a

nastalo je izgradnjom brane Grancarevo 1968. godine (http://putokaz.me/).

Slika 7. Bile¢ko jezero (Preuzeto s: https://hr.wikipedia.org/wiki/Bile%C4%87ko_jezero)

Jadova

Jadova je mala rijeka na podrucju Like (Slika 8). lzvire na podruc¢ju Gornje Ploce te je
desna pritoka rijeke Like. Njen tok je nestabilan i ima znacajne oscilacije. U rano proljece i kasnu
jesen izrazito nabuja (https://zop-Isz.hr/), dok tijekom ljeta potpuno presusuje pa vrste koje Zive u
njoj prezivljavaju povla¢enjem u podzemne vode ili u manjim, lokaliziranim jezercima. (Mustafi¢
i sur. 2008).

o o),

Slika 8. Jadova (Autor: Z. Mar¢i¢)
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Krbava

Krbava je rijeka ponornica u Krbavskome polju, a duga je oko 20 kilometara (Slika 9).
Izvire na jugoistocnom dijelu polja, blizu sela Visu¢, a ponire uz rub sredisnjeg dijela polja. Ljeti

Cesto presusuje (https://www.enciklopedija.hr/).

Slika 9. Krbava (Autor: Z. Mar¢ic)

Matica

Matica je rijeka ponornica koja prolazi Hrvatskom i Bosnom i Hercegovinom (Slika 10).
Duga je oko 14 kilometara te je pritoka rijeke Neretve. Ulijeva se u ponor kod jezera Nuga, a
ponekad poplavljuje dijelove Imotskog polja. Obi¢no se u ranu jesen povlaci dok u kasno proljece

ponovno poplavljuje okolne nizine (Aleri¢ 1996).
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Slika 10. Matica (Autor: Z. Marci¢)
Ombla
Ombla je rijeka ponornica koja izvire kao dio rijeke Trebisnjice (Slika 11). Ima tipican estuarij

obalnog dijela Hrvatske a duzine je izmedu 30 i 60 metara, ovisno o godi$njem dobu, §to je ¢ini

jednom od najkracih rijeka u svijetu, ako ne i najkracom rijekom (https://hr.wikipedia.org/).

Slika 11. Ombla (Preuzeto s: https://bankwatch.org/project/ombla-hydropower-plant-croatia)
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Prolosko blato

Prolosko blato je poplavno i moc¢varno polje u krsu, a nalazi se u zapadnom djelu Imotskog
polja (Slika 12). Manji dio tog podrucja je stalno i duboko jezero dok je ostali dio ve¢i dio godine
poplavljen. Dotok vode najvise ovisi o koli¢ini padalina. Poplavni dio je djelomi¢no obrastao s
vrbom i drugom vegetacijom, dok su uz sam nasip zasadene vrbe koje mu sluze kao zastita

(http://www.moreikrs.hr/).

Slika 12. Prolosko blato (Preuzeto s: https://www.prirodoslovni.hr/)
Ravno

Ravno je krsko polje u Bosni i Hercegovini, smjesteno blizu rijeke Trebisnjice (Slika 13)
(https://hr.wikipedia.org/).

Slika 13. Ravno (Autor: Z. Mar¢ic)
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Sija

Vodotok Sija je odvodni kanal iz Proloske retencije u koji se kontrolirano ispusta voda koja
se odvodi u rijeku Vrljiku. Ukupna duzina vodotoka iznosi 7.22 kilometara te se dijeli na vise

dionica i poddionica. Na jednom dijelu vodotoka su izgradeni i obrambeni nasipi
(https://www.voda.hr).
Vrljika

Rijeka Vrljika je imotska ponornica te Neretvina pritoka (Slika 14). Izvire izmedu Glavine
i Prolosca na izvorima: Dva oka, Utopisc¢e, Opacac, Jauk i Duboka draga. Kroz Imotsko polje
prolazi duzinom od 22 kilometra (Dragun i Ujevi¢ 2014).

Slika 14. Vrljika (Autor: Z. Mar¢i¢)

21



3.2. Prikupljanje uzoraka

Uzorke su prethodno prikupili djelatnici Zoologijskog zavoda Bioloskog odsjeka

Prirodoslovno-matematickog fakulteta na podru¢ju Hrvatske i Bosne i Hercegovine (Slika 15).

Vrsta

) D. adspersus
@ D. ghetardi
. D. jadovensis
. D. krbavensis

—— DrZavne granice

0 25 50 km . X
L I ﬁq
o 8

Slika 15. Karta djelomic¢nog prikaza Hrvatske i Bosne i Hercegovine s oznac¢enim lokacijama na
kojima su prikupljeni uzorci za istrazivanje. Vrste pronadene na tim lokalitetima su oznacene
bojama, a lokaliteti s brojevima (1 - Krbava, 2 - Jadova, 3 - Prolosko blato, 4 - Matica, 5 - Bac¢inska

jezera, 6 - Ravno, 7 - Bilec¢ko jezero, 8 - Ombla, 9 - Vrljika, 10 - Sija).

Ribe su ulovljene pomoc¢u mreza te su s njihovih trbusnih peraja odrezani mali komadici
tkiva koji su potom pohranjeni u epruvete s 96%-tnim etanolom. Jedinke su vrac¢ene u vodotok a

epruvete su oznacene kodovima te spremljene u zamrzivac.
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Tablica 1. Popis uzoraka s pridruzenim odgovarajucim lokalitetima, koordinatama i oznakama

Lokalitet Koordinate Vrsta Oznaka uzorka
Prolosko blato ol D. adspersus DEPB1
Sija 3(( _ 4585130894852 D. adspersus DESI1
D. adspersus DEBAZ2
Bacinska jezera X =575874 D. adspersus DEBA3
Y =4771742 D. adspersus DEBA4
D. adspersus DEBAS
D. adspersus DERP2
D. adspersus DEMAL1
D. adspersus DEMA2
D. adspersus DEMA3
D. adspersus DEMA4
D. adspersus DEMAS5
D. adspersus DEMAG
D. adspersus DEMA7
Matica X = 572486 D. adspersus DEMAS
Y = 4785665 D. adspersus DEMAO9
D. adspersus DEMA10
D. adspersus DEMA11l
D. adspersus DEMA12
D. adspersus DEMA13
D. adspersus DEMA14
D. adspersus DEMA15
D. adspersus DEMA16
D. adspersus DEMA17
D. adspersus DEMA18
D. adspersus DEVR1
D. adspersus DEVR2
D. adspersus DEVR3
D. adspersus DEVR4
D. adspersus DEVR5
Vrljika X =554799 D. adspersus DEVRG6
Y =4811599 D. adspersus DEVR7
D. adspersus DEVRS
D. adspersus DEVR9
D. adspersus DEVR10
D. adspersus DEVR11
D. adspersus DEVR12
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Tablica 1. Nastavak

Ravno X = 494898 D. ghetaldii DERA1
Y =5085852 D. adspersus DERA3

D. jadovensis DEJA1

D. jadovensis DEJA2

D. jadovensis DEJA3

D. jadovensis DEJA4

D. jadovensis DEJA5S

D. jadovensis DEJAG6

Jadova X =418054 D. jadovensis DEJA7
Y = 4932982 D. jadovensis DEJAS

D. jadovensis DEJA9

D. jadovensis DEJA10

D. jadovensis DEJA1l

D. jadovensis DEJA12

D. jadovensis DEJA13

D. jadovensis DEJA14

D. krbavensis DEKR1

D. krbavensis DEKR?2

D. krbavensis DEKR3

D. krbavensis DEKR4

D. krbavensis DEKR5
D. krbavensis DEKR11

Krbava X =442721 D. krbavensis DEKR7
Y = 4933539 D. krbavensis DEKRS

D. krbavensis DEKR9

D. krbavensis DEKR6
D. krbavensis DEKR12
D. krbavensis DEKR13
D. krbavensis DEKR14
D. krbavensis DEKR15

D. ghetaldii DEAD1

D. ghetaldii DEAD?2

D. ghetaldii DEAD3

D. ghetaldii DEAD4

Bilecko jezero X =657570 D. ghetaldii DEAD5S
Y = 4745298 D. ghetaldii DEADG6

D. ghetaldii DEADY7

D. ghetaldii DEADS

D. ghetaldii DEAD9
D. ghetaldii DEAD10
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Tablica 1. Nastavak

D. ghetaldii DEOM2

D. ghetaldii DEOM3

D. ghetaldii DEOMA4

D. ghetaldii DEOMb5

Ombla X =634083 D. ghetaldii DEOMG6
Y =4727431 D. ghetaldii DEOM7Y

D. ghetaldii DEOMS8

D. ghetaldii DEOM9

D. ghetaldii DEOM10

3.3. Laboratorijske metode

3.3.1. lIzolacija DNA

DNA sam izolirao iz izrezanih komadica peraja riba pomocu kemikalija iz kompleta za
izolaciju DNA, “DNeasy Blood and Tissue”, prema protokolu koji je dosao s kompletom, a koji
sam malo prilagodio prema potrebi. Komadié¢i peraja su prethodno bili spremljeni u male
Eppendorf epruvetice, odnosno epruvetice, u zamrziva¢u. Za potrebe izolacije DNA sam
pripremio nove epruvetice koje sam oznacio jednim slovom i brojem. Cijeli proces sam ponavljao
vise puta te sam svaki put koristio sljedece slovo abecede kako ne bi doslo do pogreske u pracenju
I popisivanju uzoraka. Nakon pripreme novih epruvetica, skaricama sam izrezao maleni komadi¢
svakog uzorka peraje, veli¢ine nekoliko milimetara, te sam ga prebacio u novu epruveticu. Nakon
svakog rezanja uzorka sam $karice i pincetu prebrisao papirnatim ubrusom kako ne bi doslo do
kontaminacije. Zatim sam prema prethodno spomenutom protokolu koji je dosao s kompletom

kemikalija izolirao DNA kroz sljedece korake:

1. U nove epruvetice s uzorkom sam dodao 180 pl pufera ATL (eng. ATL Buffer). ATL pufer sluzi
za razgradnju tkiva uzorka.
2. Zatim sam u epruveticu pipetom dodao 20 pl Proteinaze K koja sluzi za razgradnju stani¢nih

membrana.

25



3. Uzorke sam stavio u vodenu kupelj na 56 °C te sam ih ostavio preko noci kako bi se tkivo i
stani¢éne membrane u potpunosti razgradili.

4. Sljedeci dan sam uzorke najprije stavio na mijesalicu na 10-ak sekundi kako bi se sadrzaj dobro
promijesao te sam dodao 200 ul pufera AL. Pufer AL ima sli¢no djelovanje na tkivo kao i pufer
ATL, a sve kako bi se DNA omoguc¢io ulazak u tekuc¢inu. Nakon dodavanja pufera sam epruvetice
ponovno stavio na mijesalicu na 10-ak sekundi.

5. U epruvetice sam dodao 200 pl etanola te sam sadrzaj ponovno pomije$ao mijesalicom.

6. 1z epruvetica sam ispipetirao 650 pl uzorka i stavio ih u posebne epruvetice s membranom koju
sam dobio u QIAGEN Kkit-u, a koje sam oznacio isto kao i epruvetice s uzorkom. Nakon svakog
prebacivanja sadrzaja Sam mijenjao nastavke za pipete (tipse) kako ne bi doslo do kontaminacije.
7. Uzorke sam stavio na centrifugu s postavkama od 8000 rpm (eng. rotation per minute) na jednu
minutu.

8. Donio dio epruvetice s membranom sam bacio, a membranu sam prenio u novi donji dio te sam
u takvu epruveticu dodao 500 pl pufera AW1 koji sluzi za ispiranje uzorka.

9. Uzorke sam ponovno stavio na centrifugu s istim postavkama, na 8000 rpm te na jednu minutu.
10. Zatim sam u epruvetice dodao 500 ul pufera AW2 te sam ih ponovno stavio na centrifugu,
ovaj put s postavkama od 14000 rpm na tri minute.

11. Donji dio epruvetice s membranom sam odlio a membranu sam prenio u novu epruveticu koju
sam oznacio pripadajucom oznakom.

12. Uzorcima sam dodao 150 ul pufera AE. Pufer AE utje¢e na membranu na nacin da propusta
DNA kroz nju.

13. Uzorke sam ostavio jednu minutu na sobnoj temperaturi nakon ¢ega sam ih stavio na centrifugu
s postavkama od 8000 rpm na jednu minutu.

14. Membranu sam zatim bacio, a epruvetice s izoliranom DNA sam zatvorio i na njih nalijepio

etikete s odgovaraju¢om oznakom, nakon ¢ega sam ih spremio u zamrzivac.

3.3.2. Lancéana reakcija polimerazom (PCR)

PCR reakcijom (eng. Polymerase chain reaction) umnazamo odredeni dio sekvence DNA
kako bismo ju mogli koristiti u daljnjim analizama. Za PCR je potrebno pripremiti smjesu koja se

potom stavlja u PCR uredaj. Potrebna smjesa se sastoji od mjesavine kemikalija dobivene od
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proizvodaca, mjeSavine pocetnica i DNA. MjeSavina pocetnica sastoji se od 2 pocetnice i vode, s
time da se umjesto vode, ista koli¢ina volumena moze zamijeniti volumenom DNA kako bi dobili
bolje rezultate. To se obi¢no radi kada uzorka DNA nema mnogo ili dovoljno, ili kada su uzorci
iz kojih smo izolirali DNA stari jer se DNA s vremenom ostec¢uje. Pocetnice su kratke
oligonukleotidne sekvence te su komplementarne krajevima djela DNA koji Zelimo umnoziti. U
ovom istrazivanju sam umnazao gen citokroma b (cyt b) i kontrolnu regiju (CR), a pocetnice za
njih smo nabavili iz tvrtke Macrogen Inc. Ukupni volumen mjesavine s uzorkom je 25 pul, od ¢ega
je 12.5 pl mjesavine kemikalija, 8.5 pl mjesavine pocetnica te 4 pl DNA. Mjesavinu pocetnica

sam pripremio mijeSanjem 2 pul svake od dviju pocetnica te 4.5 pl vode (Tablica 2. i Tablica 3.).

Tablica 2. Popis pocetnica koristenih za umnazanje gena citokroma b

Ime pocetnice Sekvenca pocetnice
GluF 5'-GAA GAACCACCGTTGTTATTC AA-3'
ThrR 5'-ACC TCC RAT CTY CGG ATT ACA-3'

Tablica 3. Popis pocetnica koriStenih za umnazanje kontrolne regije

Ime pocetnice Sekvenca pocetnice
115923 5-TTA AAG CAT CGG TCT TGT AA-3'
H16500 5'-GCC CTG AAA TAG GAA CCA GA-3'

Nakon §to sam izra¢unao potrebne koli¢ine sastojaka, ispipetirao sam ih u epruvetice te ih
sve zajedno stavio u PCR uredaj na postavljeni program koji se sastoji od ciklusa zagrijavanja i
hladenja smjese DNA kako bi se ona umnozila. Programi za razlicite gene se mogu razlikovati jer
su drugaciji uvjeti optimalni za razli¢ite genetske markere. U ovom istrazivanju, uvjeti PCR

reakcije za citokrom b i kontrolnu regiju su isti (Tablica 4.).

Tablica 4. Uvjeti PCR reakcije za gene citokrom b i kontrolnu regiju

10 min 95.0C
35x 00:4592.0C
PCR uvjeti 01:3048.0C
01:4572.0C
7min72.0C
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Nakon zavr$ene PCR reakcije, njezinu uspje$nost sam provjerio pomocu elektroforeze na
agaroznom gelu. Elektroforeza na gelu je tehnika pomoc¢u gela na kojem se odvajaju fragmenti
DNA, RNA ili proteina pomocu elektri¢énog polja koje se stvara u aparaturi za elektroforezu. DNA,
RNA i proteini su elektri¢cno nabijene molekule koje se u takvom gelu na koji djeluje elektri¢no
polje pomi¢u u smjeru pozitivne anode ovisno o veli¢ini molekule, pa se tako manje molekule
kre¢u brze dok se vece molekule krec¢u sporije.

Najprije sam pripremio 1%-tni agarozni gen na nacin da sam u Erlenmeyerovu tikvicu
stavio dvije tablete agaroze i 100 ml TAE pufera. Smjesu sam ostavio Cetiri minute na sobnoj
temperaturi kako bi se tablete otopile. Tikvicu sam zatim lagano pomijesao i potom zagrijao u
mikrovalnoj pec¢nici na dvije minute. Nakon toga sam je izvadio iz peénice i ostavio na sobnoj
temperaturi pet minuta kako bi se ohladila. U tikvicu sam dodao oko 7 pl boje za gel te je dobro
promijesao kruznim pokretima. Takav gel sam ulio u kadicu koja je dio aparature za elektroforezu
a samu kadicu sam stavio u okvir kako gel ne bi iscurio te sam na predvidena mjesta umetnuo
¢esljice koji su potrebni kako bi se formirale jazice. Gel sam ostavio 20 minuta na sobnoj
temperaturi kako bi se ohladio i stvorio Zelatinasti gel s jazicama. Cesljiée sam na kraju izvadio, a
kadicu sam uklonio iz okvira. U svaku jazicu sam stavio po 4 ul uzorka, a u zavr$nu jazicu, prvu
iza zadnjeg uzorka, sam stavio 4 pl genskog biljega (eng. gene ruler) koji sluzi kao referenca za
veli¢inu fragmenata koji se ispituje. Potom sam proveo elektroforezu na 120 V, 30 minuta. Gel
sam zatim slikao pod UV svijetlom te potvrdio uspjesnost PCR reakcije.

Uzorke sam prebacio u nove epruvetice te sam ih poslao na prociséivanje i sekvenciranje

u tvrtku Macrogen Inc.

3.3.3. Sravnjivanje sekvenci

Sekvence koje sam dobio su bile razli¢itih duzina i ponegdje s greskama pa sam ih uredio
i sravnio u programu BioEdit 7.2.5. Najprije sam provjerio postoje li mjesta na kromatogramu
sekvenci gdje se pojavljuju dva nuklelotida na istom mjestu, takve sekvence nisam koristio jer se
radi o greskama koje daju netocnu sekvencu. Zatim sam provjerio ponavljaju li se igdje nukleotidi
zbog greske program u ocitavanju sekvence te sam takva mjesta ru¢no ispravio. Na kraju sam

sekvence odrezao na istim mjestima kao i prvu, referentnu sekvencu te sam ih sve spremio u istu
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datoteku koju sam koristio za daljnje analize. Na kraju sekvenciranja i sravnjivanja sam sveukupno

imao 70 sekvenci kontrolne regije te 84 sekvenci za gen citokroma b.

3.3.4. Filogenetska rekonstrukcija

Za potrebe filogenetske rekonstrukcije stabala mi je potrebna vanjska grupa kako bi se
stabla mogla ukorijeniti. Za stablo izradeno na temelju sekvenci kontrolne regije sam kao vanjsku
grupu koristio DNA sekvencu vrste Telestes souffia (Risso, 1827), a za stablo izradeno na temelju
sekvenci gena za citokrom b sam kao vanjsku grupu koristio DNA sekvencu vrste Telestes
miloradi (Bogutskaya, Zupanci¢, Bogut & Naseka, 2012). Obje sekvence sam izvadio iz Banke
Gena.

Pomoc¢u programa DnaSP v6.12.03 (Librado i Rozas, 2009) sam iz sekvenci koje sam
sravnio izvukao haplotipove, nakon ¢ega sam od njih izradio filogenetska stabla pomocu programa
MEGA-X v10.2.4 (Kumar i sur. 2018) i PAUP v4.0a169 (Swofford 2002).

Za izradu stabla pomocu sekvenci gena citokroma b sam koristio program PAUP
(Swofford, 2002) a za izradu stabla pomoc¢u sekvenci kontrolne regije sam koristio program
MEGA-X (Kumar i sur. 2018). Za oba genetska markera sam izradio stabla pomo¢u metoda
najvece vjerojatnosti (ML) i maksimalne parsimonije (MP). Sve analize su provedene pod
heuristi¢ckim modelom uz 100 ponavljanja. Pocetna stabla su uzimana stupnjevitim dodavanjem a
samo dodavanje taksi je bilo nasumic¢no. Sva mjesta kodona i sve nukleotidne supstitucije su imale
jednaku tezinu. Za algoritam izmjene grana je bio postavljen TBR (eng. tree-bisection-
recconection), Sto znaci da su se podstabla od glavnog stabla odvajala te su se njihovi krajevi
pokusali povezati na sve moguée nacine (Takahashi i Nei 2000). Podrzanost grananja unutar
filogenetskih stabala (eng. bootstrap) sam odredio pomo¢u analize samopodrzanja s postavkom
od 1000 ponavljanja i 10 replika dodatnih sekvenci. Stabla sam na kraju ukorijenio te im pridodao
odgovarajuce vrijednosti podrzanosti na ¢voristima.

Filogenetsku mrezu na temelju oba genetska markera sam izradio u programu NETWORK
10.2.0.0. (Fluxus Technology Ltd.) metodom susjednog povezivanja (MJ) koriste¢i prethodno

izdvojene haplotipove.
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3.3.5. Intraspecijska i intrapopulacijska raznolikost

Intraspecijsku i intrapopulacijsku raznolikost sam analizirao pomoc¢u programa DnaSP
v6.12.03 (Librado i Rozas 2009). Izraéunao sam niz parametara koji opisuju raznolikost samih

vrsta ali i populacija na razli¢itim podrucjima. Parametri koje sam analizirao su:

1. Broj sekvenci u skupini (N)
2. Broj polimorfnih mjesta (S)

w

. Ukupan broj mutacija u setu podataka (Eta)

SN

. Broj haplotipova (h)
5. Raznolikost haplotipova (Hd)
6. Nukleotidna raznolikost (Pi)

7. Prosjecan broj razlika nukleotida (k)

3.3.6. Protok gena

Pomoc¢u programa MIGRATE 3.7.2 (Beerli 2009) sam provjerio postoji li protok gena
izmedu populacija, odnosno migriraju li jedinke iz jedne populacije u drugu. Napravio sam dvije
analize, jednu za gen citokroma b, te jednu za kontrolnu regiju. Sve sekvence sam unio u program
te sam metodom najvece vjerojatnosti (ML) te kroz ra¢unalnu analizu dobio podatke o stopi
migracije (M) te sam dobio i vrijednosti za parametar Theta (©). Pomocu tih podataka sam

izracunao broj migranata (m) prema formuli: m=M * ©.

3.3.7. Efektivna veli¢ina populacije

Pomoc¢u podataka o parametru Theta koji sam prethodno dobio u analizi protoka gena,
izracunao sam i efektivnu veli¢inu populacije za svaku od populacija, jednom za gen citokroma b
a drugi put za kontrolnu regiju. Efektivnu veli¢inu populacije (Ne) sam izraCunao pomocu stope

mutacije (i) koja iznosi 0.0000011 i parametra Theta (©) prema formuli: Ne =© / .
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4. REZULTATI

4.1. Filogenetsko stablo i mreza

Za kontrolnu regiju ukupno je sekvencirano 70 uzoraka u kojima je pronadeno 18 razlicitih

haplotipova a duljina sekvenci je 320 nukleotida, dok je gen za citokrom b bio dug 1140 nukleotida

te je za njega sekvencirano 84 uzoraka u kojima su pronadena 43 razlicita haplotipa (Tablica 5 i

6).

Tablica 5. Popis haplotipova za kontrolnu regiju s pridruzenim odgovaraju¢im oznakama

haplotipova i kodovima sekvenci s istim haplotipom

Oznaka Broj uzoraka unutar . .
haplotia haplotipa Kodovi sekvenci
ADS1 1 DEBA2
ADS? 9 DEBA3, DEBA5, DEMAL, DEMA4, DEMAY7,
DEMAS, DEMA9, DEMA15, DEMA17
ADS3 1 DEBA4
DEMAS5, DEMA10, DEMA14, DEMA18, DEVR1,

ADS4 15 DEVR3, DEVR4, DEVR5, DEVR6, DEVR?,

DEVRS, DEVRY9, DEVR10, DEVR11, DEVR12
ADS5 1 DEMAG
ADS6 2 DEMA13, DEMA16
GHE1 5 DERA1, DEAD2, DEAD4, DEOM3, DEOM4,

DEOMS5, DEOM8, DEOM9

DEJAL, DEJA2, DEJA3, DEJA4, DEJAG, DEJAY,

JAD1 13 DEJA8, DEJA9, DEJA10, DEJA11, DEJA12,
DEJA13, DEJA14

JAD?2 1 DEJAS
KRB1 2 DEKR1, DEKR15
KRB2 2 DEKR2, DEKR4
KRB3 2 DEKR3, DEKR7
KRB4 5 DEKR5, DEKR8, DEKR9, DEKR12, DEKR14
GHE2 1 DEAD1
GHE3 2 DEAD3, DEADS
GHE4 1 DEAD9
GHES 1 DEAD10
GHEG6 3 DEOM2, DEOM6, DEOM10
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Tablica 6. Popis haplotipova za gen citokroma b s pridruZzenim odgovaraju¢im oznakama

haplotipova i kodovima sekvenci s istim haplotipom

Oznaka Broj uzoraka
haplotipa unutar haplotipa Kodovi sekvenci
GHE1 1 DEAD1
GHE?2 1 DEAD?2
GHE3 2 DEAD3, DEAD7
GHE4 1 DEADA4
GHE5 1 DEAD5
GHE®6 1 DEADG6
GHE7 1 DEADS8
GHES 1 DEAD9
GHE9 1 DEAD10
GHE10 1 DEOM?2
GHE11 5 DEOM3, DEOM4, DEOM7, DEOM8, DEOM9
GHE12 1 DEOMb5
GHE13 2 DEOMG6, DERAL
GHE14 1 DEOM10
ADS1 1 DERA3
DEBA2, DEMA1, DEMA2, DEMA5, DEMAG6, DEMAY,
ADS2 15 DEMAL10, DEMA12, DEMA15, DEMA17, DEMAL1S,
DEVR1, DEBA3, DEBA5, DERP2
ADS3 2 DEMA3, DEMAL16
ADS4 1 DEMA4
ADS5 1 DEMAS
ADS6 1 DEMAY9
ADS7 2 DEMAL11, DEMA13
ADS8 1 DEMA14
ADS9 2 DEVR2, DEVR7
ADS10 4 DEVR3, DEVR4, DEVR6, DEVR8
ADS11 2 DEVR5, DEVR12
ADS12 1 DEVR9
ADS13 1 DEPB1
ADS14 1 DESI1
ADS15 1 DEBA4
KRB1 1 DEKR1
KRB2 3 DEKR2, DEKR7, DEKR11
KRB3 1 DEKR3
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Tablica 6. Nastavak

KRB4 1 DEKR4
KRB5 1 DEKR5
KRB6 3 DEKR6, DEKR12, DEKR13
KRB7 2 DEKR8, DEKR14
KRB8 1 DEKR9
KRB9 1 DEKR15
DEJA1L, DEJAS, DEJA4, DEJAS, DEJA9,
JADL 6 DEJA13
JAD?2 1 DEJA?
JAD3 4 DEJAG, DEJAS, DEJA1l, DEJA14
JAD4 2 DEJA7, DEJA10

Metodom najvece vjerojatnosti (ML) dobivena su filogenetska stabla na temelju kontrolne
regije i gena za citokrom b (Slike 16 i 17). Dobivena stabla imaju sli¢nu topologiju i visoku
podrzanost stabla.

Kod kontrolne regije, koristeno je 70 sekvenci, medu kojima je pronadeno 18 razli¢itih
haplotipova. Duzina sekvenci je 320 nukleotida, odnosno parova baza (pb), od kojih je 273
konstantnih, 29 varijabilnih te 18 parsimonijski znac¢ajnih. Kod gena za citokrom b, koristeno je
1140 parova baza od kojih je 907 konstantnih, 150 varijabilnih te 83 parsimonijski znacajnih.

Na oba stabla se jasno grupiraju cetiri skupine haplotipova koji predstavljaju cetiri razlicite
vrste: D. adspersus, D. ghetaldii, D. jadovensis i D. krbavensis. Kod stabla na temelju gena za
citokrom b se kao sestrinske vrste vide D. jadovensis i D. krbavensis, odnosno D. adspersus i D.
ghetaldii. Jedina razlika je grananje koje u slu¢aju gena za citokrom b jasno prikazuje dva odvojena
pretka iz kojih su evoluirale vrste, dok u slu¢aju kontrolne regije sestrinske vrsta D. jadovensis i

D. krbavensis dijele istog pretka s vrstom D. ghetaldii.
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Slika 16. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece vjerojatnosti (MP) na temelju kontrolne

regije u programu MEGA-X (Kumar i sur. 2018). Brojevi na ¢vorovima oznaavaju stupanj

podrzanosti stabla u postocima. Viti¢astim zagradama su oznaceni haplotipovi koji pripadaju

pojedinoj vrsti.
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Slika 17. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece vjerojatnosti (MP) na temelju gena za
citokrom b u programu PAUP (Swofford 2002). Brojevi na ¢vorovima oznacavaju stupanj
podrzanosti stabla u postocima. Viti¢astim zagradama su oznaceni haplotipovi koji pripadaju

pojedinoj vrsti.
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Pomoc¢u programa MIGRATE 3.7.2 (Beerli 2009), metodom susjednog sparivanja (MJ)
dobio sam filogenetsku mrezu roda Delminichthys. Napravljene su dvije mreze, jedna na temelju
mitohondrijskog markera kontrolne regije a druga na temelju gena za citokrom b (Slike 18 i 19).
Na mrezi, kao i na stablima, je vidljivo da je rod jasno podijeljen na Cetiri grupe haplotipova koje

predstavljaju cetiri razlicite vrste. Neki haplotipovi su ucestaliji od drugih, Sto je prikazano
veli¢inom krugova.
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© D. adspersus

Slika 18. Filogenetska mreza izradena metodom susjednog sparivanja (MJ) na temelju genetskog
markera kontrolne regije. Veli¢ina krugova oznac¢ava brojnost uzoraka unutar jednog haplotipa, a
njihova boja oznacava vrstu kojoj krug pripada. Bijeli kruzi¢i predstavljaju pretpostavljene
haplotipove zajednic¢kih potomaka koji nisu pronadeni medu uzorcima, a kratke crtice oznacavaju
mutacijske korake izmedu haplotipova.
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Slika 19. Filogenetska mreza izradena metodom susjednog sparivanja (MJ) na temelju gena za
citokrom b. Veli¢ina krugova oznac¢ava brojnost uzoraka unutar jednog haplotipa, a njihova boja
oznacava Vvrstu kojoj krug pripada. Bijeli kruzi¢i predstavljaju pretpostavljene haplotipove
zajednickih potomaka koji nisu pronadeni medu uzorcima, a kratke crtice oznac¢avaju mutacijske

korake izmedu haplotipova.

4.2. Intraspecijska i intrapopulacijska raznolikost

Odvojenim analizama sekvenci kontrolne regije i gena za citokrom b su izracunate mjere
genskog polimorfizma na intraspecijskoj (Tablice 7 i 8) i intrapopulacijskoj razini (Tablice 9 i 10).
Kod sekvenci oba gena najvise haplotipova je pronadeno kod vrsta D. adspersus i D. ghetaldii,
dok najvecu raznolikost haplotipova, kao i nukleotidnu raznolikost, imaju D. krbavensis i D.
ghetaldii. Narazini populacija, najvise haplotipova je pronadeno u populacijama Matice i Bileckog
jezera. Za sve analizirane mjere, najvisu vrijednost ima populacija Bileckog jezera. Na lokalitetu
Jadova zivi jedino vrsta D. jadovensis, dok na lokalitetu Krbava zivi jedino vrsta D. krbavensis, te
su to jedini lokaliteti na kojima te vrste zive unutar promatranih lokaliteta u ovom istrazivanju.
Stoga je u tim slucajevima intrapopulacijski genski polimorfizam jednak intraspecijskom. Zbog

toga su ti lokaliteti iskljuceni iz analize za genski polimorfizam jer bi im vrijednosti bile iste kao i
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kod njihovih vrsta. Sekvence konrolne regije dobivene iz uzoraka prikupljenih sa lokaliteta
Prolosko blato, Sija i Ravno, te sekvence gena za citokrom b dobivene iz uzoraka prikupljenih sa
lokaliteta Prolosko blato, Sija, Ravno i Bacinska jezera su iskljucene iz analize jer zbog malog

broja uzoraka s tih lokaliteta ne bi mogli dobiti realne vrijednosti genskog polimorfizma.

Tablica 7. Mjere genskog polimorfizma unutar vrsta roda Delminichthys na temelju kontrolne
regije (N - broj sekvenci u skupini, S - broj polimorfnih mjesta, n - ukupan broj mutacija u setu
podataka, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, © - nukleotidna raznolikost, k -

prosjecan broj razlika nukleotida).

Vrsta N S n h Hd T Kk
D. adspersus 29 4 4 6 0.65 |0.00251 | 0.803
D. jadovensis 14 1 1 2 0.143 | 0.00045 | 0.143
D. krbavensis 11 2 2 4 0.764 |0.00318 | 1.018
D. ghetaldii 15 4 5 6 0.762 | 0.00438 1.4

Tablica 8. Mjere genskog polimorfizma unutar vrsta roda Delminichthys na temelju gena za
citokrom b (N - broj sekvenci u skupini, S - broj polimorfnih mjesta, n - ukupan broj mutacija u
setu podataka, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, = - nukleotidna raznolikost, k -

prosjecan broj razlika nukleotida).

Vrsta N S n h Hd T k
D. adspersus 32 21 21 13 0.823 |0.00191 | 2.179
D. jadovensis 14 4 4 5 0.758 |0.00103 | 1.176
D. krbavensis 14 12 12 9 0.923 | 0.00299 | 3.407
D. ghetaldii 19 24 24 14 0.936 | 0.00374 | 4.269
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Tablica 9. Mjere genskog polimorfizma unutar pojedinih populacija vrsta roda Delminichthys na
temelju kontrolne regije (N - broj sekvenci u skupini, S - broj polimorfnih mjesta, n - ukupan broj
mutacija u setu podataka, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, © - nukleotidna
raznolikost, k - prosjecan broj razlika nukleotida).

Lokalitet N S n h Hd T k
Bacinska jezera 4 3 3 3 0.833 [0.00469| 15
Matica 14 3 3 4 0.692 |0.00295 | 0.945
Vrljika 11 0 0 1 0 0 0
Bile¢ko jezero 7 3 4 5 0.905 |0.00461 | 1.476
Ombla 8 1 1 2 0.536 | 0.00167 | 0.536

Tablica 10. Mjere genskog polimorfizma unutar pojedinih populacija vrsta roda Delminichthys na
temelju gena za citokrom b (N - broj sekvenci u skupini, S - broj polimorfnih mjesta, n - ukupan
broj mutacija u setu podataka, h - broj haplotipova, Hd - raznolikost haplotipova, « - nukleotidna

raznolikost, k - prosjecan broj razlika nukleotida).

Lokalitet N S n h Hd T Kk
Matica 18 10 10 7 0.693 |0.00146 | 1.66
Vrljika 10 4 4 5 0.822 | 0.00136 | 1.556

Bilecko jezero 10 19 19 9 0.978 |0.00468 | 5.333
Ombla 9 5 5 5 0.722 ]0.00136 | 1.556

4.3. Protok gena i efektivna veli¢ina populacija

Protok gena je izraCunat metodom najvece vjerojatnosti (ML) posebno za svaki genetski
marker (Tablica 11). Na temelju analize sekvenci gena za citokrom b, utvrdene su migracije
izmedu Bacinskih jezera i Matice te Bileckog jezera i Omble. Analizom sekvenci kontrolne regije
nisu dobivene realne vrijednosti pomocu kojih bi se mogao izracunati protok gena.

Efektivne veli¢ine populacija su izracunate posebno na temelju svakog genskog markera
(Tablice 12 i 13). Iz analize su zbog nerealne procjene parametra Theta izbacene vrijednosti
efektivne veli¢ine populacija iz Bileckog jezera i Ba¢inskih jezera kod analize kontrolne regije te

iz Bacinskih jezera za gen citokroma b. Analiza kontrolne regije ukazala je da su najvece
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vrijednosti efektivnih veli¢ina populacija na lokalitetima Matica i Krbava, dok je analiza gena za

citokrom b ukazala da su najvece vrijednosti efektivnih veli¢ina populacija na lokalitetima Matica,

Krbava i Bilecko jezero. Sli¢ne vrijednosti na temelju oba genska markera dobivene su za Maticu,

Jadovu i Krbavu dok su te vrijednosti vrlo razliite za Vrljiku i Omblu.

Tablica 11. Protok gena izmedu populacija dobivenih metodom najvece vjerojatnosti (ML)

(M7.>6 - iz Omble u Bilecko jezero, M1->> - iz Bacinskih jezera u Maticu)

Migracije Broj migranata (m)
Mz7.>6 8.22
Mi1->2 41

Tablica 12. Prosjecna efektivna veli¢ina populacija vrsta roda Delminichthys izra¢unata na

temelju sekvenci kontrolne regije

Populacija | Efektivna veli¢ina populacije (Ne)
Matica 2818.18
Vrljika 22.09
Jadova 909.09
Krbava 4000.00
Ombla 272.73

Tablica 13. Prosje¢na efektivna veli¢ina populacija vrsta roda Delminichthys izra¢unata na

temelju sekvenci gena citokroma b

Populacija Efektivna veli¢ina populacije (Ne)
Matica 2272.73
Vrljika 545.45
Jadova 1272.73
Krbava 2545.45
Bilec¢ko jezero 23000.00
Ombla 2000.00
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5. RASPRAVA

Ovo je prvo istrazivanje koje ciljano istrazuje genetsku strukturu i raznolikost roda
Delminichthys u Hrvatskoj i Bosni i Hercegovini, zbog ¢ega je literatura ograni¢ena. Postojanje
ovog roda kao zasebnog je jo$ prije utvrdeno kada se molekularnim metodama analizirao rod
Phoxinellus koji je tada obuhvacao i rod Delminichthys. Zakljuceno je da cetiri vrste tog roda
pripadaju zasebnoj evolucijskoj liniji te se ta linija taksonomski odvojila kao rod Delminichthys
(Palandaci¢ i sur. 2012). Ovim istrazivanjem se potvrduje filogenetski poloZzaj svih vrsta tog roda.
Analizom sekvenci kontrolne regije i mitohondrijskog gena za citokrom b, izradio sam
filogenetsko stablo koje jasno pokazuje podjelu roda na cetiri vrste: D. adspersus, D. ghetaldii,
D. jadovensis i D. krbavensis. Stabla izracunata za oba gena pokazuju veliku podrZanost na
¢vorovima iako je ta podrzanost nesto manja na stablu izradenom na temelju kontrolne regije.
Uzrok tome je vjerojatno limitiranost analize koja proizlazi iz kracih sekvenci. Analizirane
sekvence gena za citokrom b su bile duge 1140 parova baza dok su sekvence kontrolne regije
bile duge samo 320 parova baza.

Stabla pokazuju da vjerojatno postoji zajednicki predak iz kojeg su se ove vrste razvile.
Stablo napravljeno pomocu gena za citokrom b sugerira da se linija tog pretka odvojila u dvije
sestrinske linije iz kojih su se razvile D. jadovensis i D. krbavensis, odnosno D. adspersus i D.
ghetaldii. Medutim, postoji i moguc¢nost da su se iz jednog ancestralnog haplotipa razvili D.
adspersus i haplotip iz kojeg se odvojila linija D. ghetaldii i linija iz koje su se kona¢no razvile
D. jadovensis i D. krbavensis, kao §to to pokazuje stablo napravljeno na temelju sekvenci
kontrolne regije. S jedne strane, stablo napravljeno na temelju gena za citokrom b ima vecu
podrzanost, dok s druge strane, stablo napravljeno na temelju kontrolne regije, iako ima manju
podrzanost stabla, bolje objasnjava evolucijske dogadaje s obzirom na raznolikost haplotipova
vrsta te njihovu geografsku rasporedenost. Potrebna se detaljnija istrazivanja kako bi se moglo
izraditi jasnije filogenetsko stablo te to¢nije odrediti polozaj svih vrsta na njemu.

Pretpostavlja se da se rod Delminichthys od roda Pseudophoxinus odvojio za vrijeme
miocena, te da je ostao zarobljen na podru¢ju Dalmacije uslijed izdizanja Dinarida (Freyhof i sur.
2006). Vrste D. adspersus i D. ghetaldii zive na podru¢ju koje nije bilo pod ja¢im utjecajem
prethodnih ledenih doba te su se bile u moguénosti neometano razvijati. To objasnjava

zvjezdoliki oblik grupe haplotipova vrste D. adspersus na filogenetskoj mrezi izradenoj na

41



temelju gena za citokrom b. Cak 15 uzoraka ove vrste ima haplotip ADS2 te su svi ostali
haplotipovi proizasli iz njega $to sugerira brzu evoluciju koja se dogodila nedavno. Sli¢cnu
strukturu ima i vrsta D. ghetaldii, Sto sugerira da su te dvije vrste dugo vremena bile pod
pritiskom te se nisu mogle razvijati ili su bile pod snaznim pritiskom koji je izbrisao do tada
razvijenu raznolikost. Tek nakon toga, popustanjem pritiska dolazi do brze divergencije te pojave
razlicitih haplotipova.

Vrste D. jadovensis i D. krbavensis zive na podrucju koje je vjerojatno bilo zahvaceno
procesima glacijacije. Mnoge skupine riba koje zive na podrucjima koja su bila zahvacena
glacijacijama imaju vrlo malu gensku raznolikost, najvjerojatnije zbog utjecaja efekta uskog grla.
To je naziv procesa tijekom kojeg prezivljava samo mali dio populacije, ¢Cime se raznolikost ¢esto
reducira na mali broj nasumic¢no izabranih haplotipova ¢ime se smanjuje mogucénost
prezivljavanja vrste (Buj i sur. 2017).

Tako je primjerice provedeno istrazivanje vezano za efekt uskog grla na vrsti Sousa
sahulensis (Jefferson and Rosenbaum, 2014). Analizama sekvenci mitohondrijske DNA te
mikrosatelita su procijenjene efektivne veli¢ine populacija kroz odredeni vremenski period.
Promjenom efektivne veli¢ine populacije te vrste kroz vrijeme, utvrden je efekt uskog grla koji
se kod te vrste dogodio prije 50 do 150 generacija, Sto je dovelo do znac¢ajnog smanjenja genske
raznolikosti, pa tako i njihove moguc¢nosti prilagodbe na promjene u ekoloskim uvjetima (Parra
i sur. 2018). Sli¢no istrazivanje se provelo i u Hrvatskoj na vrsti Cobitis jadovaensis (Mustafi¢
& Mrakovc¢i¢, 2008). Medu analiziranim uzorcima je utvrdena niska genska raznolikost, koja je
u kombinaciji sa dominacijom jednog haplotipa ukazivala na djelovanje efekta uskog grla na tu
vrstu u proslosti (Buj 1 sur. 2015).

lako vrste D. jadovensis i D. krbavensis nemaju veliku raznolikost samih haplotipova,
njihove populacije svejedno imaju veliku gensku raznolikost. Moguce je da su populacije ovih
vrsta djelomi¢no bile pod utjecajem glacijacije, dok ostale vrste nisu toliko bile pod njezinim
utjecajem jer se led nije prostirao toliko daleko prema jugu. Moguca nepovoljna razdoblja
glacijacije vrlo vjerojatno su prezivljavale u podzemnim vodama sto im omogucava krski reljef
koji je poznat po velikim i kompleksnim podzemnim vodenim sustavima (Crkvenci¢ i sur. 1974).
U podzemnim vodama su vjerojatno prezivljavale te se neometano razvijale sto dokazuju njihove

relativno visoke vrijednosti genskog polimorfizma.
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Na evoluciju faune koja je zivjela na prostoru koji je bio zahvac¢en ledom tijekom ledenih
doba, opcenito su procesi glacijacije imala velik utjecaj, no slatkovodna ihtiofauna je bila pod
posebno jakim utjecajem jer slatkovodne ribe vrlo ¢esto nemaju mogucnost migracije u stanista
pogodnija za prezivljavanje. Rijeke i jezera su obi¢no izolirana te ribe ostaju zarobljene na tim
podruc¢jima. Poznato je da su na podruc¢ju Hrvatske, ali i juznije, na podru¢ju dinarskog krsa,
odnosno na jugoistoku Europe, postojali brojni glacijalni refugiji. Na tim podruc¢jima su razlicite
vrste prezivljavale nepovoljne uvjete koji su bili rezultat periodi¢nog Sirenja i povlacenja leda
(Csapé i sur. 2020). Neke vrste su u potpunosti izumrle, dok su neke jedva prezivjele, no zbog
efekta uskog grla i efekta osnivaca su ¢esto imale male populacije male genetske raznolikosti.
Zbog toga mnoge vrste srednje i sjeverne Europe imaju sli¢ne, a ponekad ¢ak i identi¢ne
haplotipove onima u juznoj Europi. Tako je primjerice u Hrvatskoj poznato da je rijeka Dunav
bila refugij mnogim vrstama slatkovodnih riba koje su se u postglacijalnom razdoblju ponovno
prosirile u sjevernije dijelove Europe (Durand i sur. 1999). S obzirom na vrijeme nastanka roda
Delminichthys, moguce je da se populacija roda Pseudophoxinus odvojila netom prije uzdizanja
Dinarida.

U nekim istrazivanjima je potvrdeno Sirenje populacija nekih rodova iz juzne Europe u
srednju i sjevernu Europu. Tako se primjerice kod vrsta roda Cobitis pretpostavlja da njihova
evolucija i raspostranjenost prati evoluciju sustava Dinaridskih jezera (eng. Dinaric Lake
system), ponajvise tijekom ranog miocena. To je sustav slatkovodnih jezera na podru¢ju Dinarida
koji je kroz povijest evoluirao. Njegova jezera su neko vrijeme bila povezana Sto je utjecalo na
distribuciju i migraciju Zivotinja koja su u njima zivjela (Buj i sur. 2015). Sli¢no istrazivanje je
provedeno i na vrstama roda Telestes te je zaklju¢eno da su se vrste tog roda najvjerojatnije Sirile
s prostora jugoistocne Europe prema sjeveru i zapadu tijekom razdoblja kopnene povezanosti,
dok su tijekom razdoblja odvojenosti morem te vrste, odnosno populacije evolucijski divergirale
(Buj i sur. 2017).

Moguce je da je prethodno spomenuta populacija roda Pseudophoxinus prosla kroz sli¢nu
evoluciju te da je tijekom miocena, nakon izdizanja Dinarida doslo do prekida kontakta te
populacije sa izvornom populacijom. U tom slu¢aju bi uslijed efekta osnivaca, tijekom kojeg
geografski odvojena populacija u pocetku gubi svoju gensku raznolikost te kona¢no oblikuje
novu evolucijsku liniju, iz takve populacije mogao nastati rod Delminichthys. Za pretpostaviti je

da je dio novonastalih populacija migrirao u sjevernija podrucja no zbog otezanog migriranja

43



kroz kompleksni dinarski krs, ali i zbog djelovanja glacijacijskih procesa, te su populacije bile
ograni¢ene na podru¢jima na kojima danas zive D. jadovensis i D. krbavensis. One su s
vremenom geneticki divergirale u te dvije, odvojene vrste. To bi znacilo da je moguée da su
primjerice krski podzemni prostori koji su povezani s Jadovom i Krbavom sluzili kao svojevrsni
refugiji.

Sve cetiri vrste ovog roda imaju visok genski polimorfizam unutar svojih populacija. Kod
analiza sekvenci kontrolne regije, raznolikost haplotipova vrsti iznosi izmedu 0.143 1 0.764, dok
na temelju analize sekvenci gena za citokrom b ona iznosi izmedu 0.758 i 0.936. Sve vrste imaju
relativno visok broj polimorfnih mjesta. Najmanje vrijednosti ima vrsta D. jadovensis, a mogué
razlog tome je areal manji od areala drugih vrsta te manji broj analiziranih uzoraka. Takoder je
moguce da su uzrok tome bila i ledena doba, koja su zbog niske temperature i zaledenosti na tu
vrstu vrSile efekt uskog grla, kao $to je to bilo i u slu¢aju istrazivanja utjecaja efekta uskog grla
na vrstu C. jadovaensis (Buj i sur. 2015). Takoder, sve vrijednosti genskog polimorfizma su
manje kod analize na temelju sekvenci kontrolne regije, a razlog tome je najvjerojatnije puno
kraca DNA sekvenca, koja kod kontrolne regije iznosi 320 parova baza dok kod gena za citokrom
b iznosi 1140 parova baza.

Bez obzira na svoju geografsku izoliranost, zbog velikog genskog polimorfizma, vrste
ovog roda imaju bolju mogucnost prilagodbe za razliku od vrsta koje imaju mali genski
polimorfizam, do te mjere da su primijecene i male morfoloske razlike izmedu populacija istih
vrsta. Tako primjerice jedinke populacije vrste D. adspersus koje Zive u Vrljici imaju svijetlo
zeleno obojeni ledni dio tijela, dok jedinke populacije iste vrste koje zive u Proloskom Blatu i
Matici imaju tamniju zelenu obojenost (Mustafic i sur. 2017).

Vrste D. adspersus i D. ghetaldii imaju ve¢i broj polimorfnih mjesta, ukupan broj mutacija
te broj haplotipova od druge dvije vrste. Ti rezultati su o¢ekivani jer te dvije vrste nastanjuju
podrucje koje nije bile pod toliko jakim glacijacijskim utjecajem. Nalaze se na puno vise
lokaliteta, odnosno imaju veci areal, a samim time i vece populacije, §to im omogucava i vece i
brze nakupljanje mutacija, ¢ija je posljedica i razvijanje razlicitih haplotipova.

Zanimljivo je da je efektivna velicina populacije vrste D. krbavensis puno veéa od
efektivne velicine populacije vrste D. jadovensis. lako je to samo jedan od moguc¢ih razloga zasto
su mjere genskog polimorfizma za vrstu D. krbavensis vece, te dvije vrste zive na podrucjima

koja su medusobno relativno blizu, pa se postavlja pitanje zasto je razlika populacija toliko
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velika. Razlozi tome mogu biti razli¢iti. Moguce je da su uvjeti u Krbavi bolji za razmnozavanje,
pa su samim time i njezine populacije riba vece. Takoder je moguce, s obzirom na to da obje
vrste dio vremena provode u podzemlju, da su podzemne vode koje su povezane s Krbavom
pogodnije za prezivljavanje i razmnozavanje od onih koje su povezane s Jadovom.

Krski reljef je zbog svojeg sustava pukotina jedinstven po tome sto ima mogucénost
podzemnog povezivanja podruc¢ja koja inace nisu povezana povrsinskim vodenim tokovima. U
nedavnom istrazivanju je vrsta D. adspersus koriStena u istrazivanju povezanosti vodenih
povrsina podzemnim putevima. Analizirani su uzorci razli¢itih podru¢ja medu kojima su bila i
Prolosko Blato, Vrljika i Matica. Na temelju molekularnih analiza sekvenci gena za citokrom b
ustanovljeno je da ne postoji u potpunosti izolirana populacija, §to sugerira moguc¢nost njihove
povezanosti podzemnim putevima (Palandaci¢ i sur. 2012). U ovom istrazivanju, tri su uzorka
ribe ulovljena na lokalitetu Ravno. Dva uzorka su pripadala vrsti D. adspersus, dok je trec¢i uzorak
pripadao vrsti D. ghetaldii, sto potvrduje moguénost povezanosti povrsinskih voda ovog podrucja
podzemnim tokovima. Daljnja istraZivanja su potrebna kako bi se utvrdilo postoji li zaista
podzemna povezanost lokaliteta Ravno s okolnim lokalitetima.

Na temelju analize protoka gena, utvrdene su migracije vrste D. adspersus iz Bacinskih
jezera u Maticu te vrste D. ghetaldii iz Omble u Bilec¢ko jezero. Analiza protoka gena ne utvrduje
migraciju u suprotnom smjeru koji bi bio logi¢an, pogotovo u sluc¢aju vrste D. adspersus posto se
voda iz Matice kre¢e u smjeru Bacinskih jezera, medutim moguce je da je razlog tome nerealna
vrijednost za parametar Theta. Moguénost da te vrste ipak i aktivno migriraju u suprotnim
smjerovima krskim podzemnim putevima postoji te bi se daljnjim istrazivanjima ona mogla i
potvrditi.

Bez obzira na visok genski polimorfizam vrsta roda Delminichthys, ¢injenica je da su sve

Cetiri vrste endemske te ugrozene. Njihovo prezivljavanje je onoliko uspjesno koliko to dopustaju
ekoloski uvjeti. Glavni razlozi njihove ugrozenosti su oneciscenje i isusivanje vodenih povrsina
u kojima zive. Brojni vodotoci su pretvoreni u kanale koji nemaju iste zivotne uvjete potrebne
ovim vrstama za zivot kao $to to imaju njihova izvorna stanista. Njihova stanista su pod stalnim
utjecajem fragmentacije a ¢injenica da brojni vodotoci podrué¢ja na kojima one zive dio godine
presuse dodatno otezava njihovo prezivljavanje. Brojna onecis¢enja vodotoka, ali i tla, imaju
potencijalno negativniji uc¢inak nego sto se to isprva ¢ini jer ne mozemo to¢no znati koliko i na

koji nain se ta oneciS¢enja Sire u podzemlje koje je vrlo vazno vrstama ovog roda za
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prezivljavanje, pogotovo zato sto im sluzi kako bi prezivjele nepogodne povrsinske uvjete poput
susa ili preniskih temperatura. Postoje razli¢iti nacini kojima bi se ove vrste mogle zastiti od
izumiranja. Potrebno je osmisliti, razviti i implementirati mjere zastite ocuvanja njihovih stanista.
Invazivne vrste treba ukloniti, a onecis¢enja ¢im prije sanirati, ukloniti, te uvesti mjere kojima bi
se ista sprijecila i potencijalno §to efikasnije uklonila ukoliko do njih opet dode. Rod
Delminichthys je slabo istrazen rod pa bi bilo korisno i povecati broj istrazivanja na njemu te
povecati monitoring njegovih vrsta. Kona¢no, potrebno je provesti efikasniju edukaciju
stanovni§tva, pogotovo na podru¢jima na kojima ove vrste zZive, te prona¢i na¢in na koji bi se

stanovniStvo moglo aktivno ukljugiti u njihovu zastitu.
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6. ZAKLJUCAK

e Potvrdena je jasna struktura roda Delminichthys te njegova jasna podijeljenost na
cetiri vrste: D. adspersus, D. ghetaldii, D. jadovensis i D. krbavensis.

e Potvrdeno je postojanje zajedni¢kog pretka iz kojeg su se razvile vrste ovog roda,
vjerojatno u vrijeme miocena.

e Vrste D. adspersus i D. ghetaldii imaju veliki broj haplotipova sto znaci da su se
kroz povijest nesmetano razvijale.

e Vrste D. jadovensis i D. krbavensis imaju mali broj haplotipova ali veliki genski
polimorfizam $to sugerira dobre uvjete njihovog prezivljavanja u podzemlju.

e Postoji mogucnost da su podzemne vode koje su u doticaju s rijekama Jadova i

e Bez obzira na ograni¢enost njihovog areala, sve cetiri vrste imaju visok genski
polimorfizam.

e Utvrdene su migracije vrste D. adspersus iz Bacinskih jezera u Maticu te vrste D.
ghetaldii iz Omble u Bile¢ko jezero.

e Utvrdena je moguénost povezanosti vodenih povrsina na kojima zive vrste D.
adspersus i D. ghetaldii podzemnim putevima krskog reljefa na podrucju lokaliteta
Ravno.

e Vrste roda Delminichthys ugrozavaju fragmentacija, reduciranje te onecis¢avanje
stani§ta, prelov te unos invazivnih vrsta.

e Potrebno je razviti mjere zastite, provesti monitoring i ¢eSca istrazivanja te uloziti

resurse u edukaciju o vrstama ovog roda, kao i 0 njihovoj ugrozenosti.
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