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1. Uvod

1.1. Biologija velike pliske (Alburnus sarmaticus Freyhof & Kottelat
2007)

Velika pliska je bentopelagicka slatkovodna riba iz porodice Cyprinidae, jedne od vrstama
najbogatijih porodica medu kraljesnjacima (Nelson i sur., 2016), koja zivi u rijekama i jezerima.
Svi su pripadnici roda Alburnus, kao i ova vrsta, svijetle (gotovo bijele) boje, otkuda i potjece samo
ime roda, budu¢i da na latinskom rije¢ albus zna¢i bijelo (Caleta i sur., 2015). Ovu se vrstu moZe
prepoznati po izduzenom obliku tijela veli¢ine 15 — 40 cm koje je pokriveno srednje velikim

ljuskama (Slika 1.), dok iza trbuSnih peraja ima sredi$nji greben ¢iji je straznji dio bez ljuski
(Mrakov¢ic i sur., 2006).

Velika pliska u Europi obitava samo u crnomorskom slijevu, i to u nizvodnim dijelovima rijeke
Dunav te u Dnjeparu i Juznom Bugu na podru¢ju Rumunjske, Ukrajine i Bugarske, dok se u
Hrvatskoj moze naéi potpuno izolirana populacija ove vrste u rijekama Savi, Kupi i Mreznici. S
obzirom da je velika pliska migratorna vrsta (Caleta i sur., 2015), postoje Gesti pokazatelji njenih
migracijskih aktivnosti. Smatra se da je ostatak populacije iz dunavskog slijeva posve izumro u
posljednjih 100 godina (Kottelat i Freyhof, 2007).

Nuzno je S§to hitnije osmisliti djelotvorni plan ocuvanja preostalih populacija velike pliske,
uklju¢ujuéi i hrvatsku populaciju, s obzirom da se prema statusu Medunarodnog saveza za o¢uvanje
prirode i prirodnih bogatstava (IUCN) velika pliska smatra ugrozenom (EN) vrstom, dok je prema
regionalnoj procjeni osjetljiva (VU) vrsta (Caleta i sur., 2015). Podaci o genskoj strukturi i
raznolikosti nuzni su za utvrdivanje stanja i stabilnosti populacija, kao i predvidanje njihove

vijabilnosti.



Slika 1. Vanjski izgled vrste Alburnus sarmaticus
Izvor: Handbook of European Freshwater Fishes (Kottelat i Freyhof, 2007)

1.2.  Vaznost o¢uvanja raznolikosti riba

Vodena staniSta imaju znacajnu ulogu u ekosustavu kroz povijest pa sve do danas. Jedna od
najvecéih vrijednost vodenih ekosustava povezana je s redovitim poplavama. Umjerene redovite
poplave na poplavnim podruc¢jima utjecu na bioraznolikost biljnog i Zivotinjskog svijeta u rijekama
i uz rijeke (Craig, 2016).

Osim toga, vodena stanista se koriste i za opskrbu stanovniStva vodom te kao izvor hrane kroz
ribarstvo (Dodds i Whiles, 2010).

Ribe su najraznolikija i najmnogobrojnija, ali ujedno i najmanje istraZzena i najugrozenija skupina
kralje$njaka na Zemlji. Razlozi njihove ugrozenosti U Europi se javljaju zbog sve veceg utjecaja
¢ovjeka na razli¢ita vodena stanista; kao Sto su oneciS¢enje, unos alohtonih vrsta i degradacija
stanista, dok razlozi za njihovu osjetljivost u Hrvatskoj nisu posve istrazeni (Mrakov¢ié i sur.,
2006).



Slatkovodna staniSta su posebno osjetljiva na razli¢ita oneciS¢enja, pogotovo na oneciS¢enja
toksi¢nim kemikalijama, kao $to su to nafta i teSki metali. Najveca opasnost za ribe su upravo teski
metali koji se nakupljaju u tjelesnim tkivima i na taj naéin oste¢uju organizam riba ¢ime ih se ¢ini
osjetljivima na nagle promjene, poput visokih temperatura ili niskih razina kisika (Pough i Janis,
2019).

Slatkovodne vrste riba Cine ¢ak jednu tre¢inu svih vrsta riba usprkos tome S$to slatke vode
predstavljaju mali udio ukupne povrsine svjetskih voda (Mrakov¢i¢ i sur., 2006).

U posljednjim istrazivanjima se navodi kako se unutar dunavskog slijeva Hrvatske nalazi oko 87
ribljih vrsta. Od toga je oko 67 autohtonih vrsta i 20 stranih odnosno alohtonih vrsta, umjetno
nastanjenih ili samostalno rasprostranjenih te se upravo slatkovodne ribe u danasnje vrijeme

smatraju jednom od najugroZenijih skupina kralje$njaka (Caleta i sur., 2015).

U ostatku Europe je do danas vise od 12 vrsta slatkovodne ribe izumrlo, a 38 % od preostalih vrsta

prijeti izumiranje (Pough i Janis, 2019).

Prema Caleta i sur. (2015), upravo zbog geografskog smjestaja Hrvatske i slozene geoloske
proslosti te izolacije vodotoka jadranskog slijeva slatkovodna ihtiofauna Hrvatske je vrlo raznolika
s obzirom na broj vrsta te ima osobito velik udio endema, zbog ¢ega se Hrvatska smatra jednom
od ihtioloski najraznolikijih zemalja Europe.

Na bioraznolikost vodenih stanista uvelike utjeCu svi faktori vezani za rast i razvoj riba, kao §to su
temperatura, dostupnost nutrijenata, kisika i svjetlosti, salinitet i sama geneti¢ka struktura vrsta.
Izmedu ostalog postoji i velika razlika u obliku veli¢ine zubi, Sto se direktno povezuje s razliCitim

nacinima prehrane te vrstom hrane koju ribe konzumiraju (Schultz, 2003).

Iz tog je razloga potrebno proucavati neke od prethodno navedenih faktora s obzirom da utjecu na
raznolikost medu populacijama, ne samo §to se brojnosti tice, ve¢ utjeCu 1 na ponasanje samih riba

(Helfman i sur., 2009).



1.3. Genetika riba

Tijekom 530 milijuna godina, prirodna selekcija je neprestano mijenjala DNA riba kako bi jedinke
bile spremne na razne izazove i nove mogucnosti. Danasnji rezultati pokazuju kako je evolucija
genetickog materijala ribe zasluzna za posebne geneticke znacajke preko 28 000 vrsta, a unutar

svake vrste za izmedu tisu¢u do milijun jedinstvenih jedinki (Helfman i sur., 2009).

Haploidna mitohondrijska DNA ¢ini zatvoreni krug dvolan¢ane DNA koja se nalazi u ribama 1
ostalim eukariotima. Ovaj genom ima protein — kodiraju¢e gene koji mogu mutirati puno ve¢om
brzinom nego $to je to slu¢aj kod vecine gena molekule DNA koji su sastavni dio jezgre eukariotske
stanice. Takvi geni mitohondrijske DNA omogucuju bolje i lak§e razumijevanje sveukupnog
ponasanja riba unutar populacija, kao i evolucijske linije na taksonomskoj razini roda i vrsta
(Helfman i sur., 2009).

Mitohondrijska DNA kraljesnjaka sadrzi ukupno 13 protein — kodiraju¢ih gena, od kojih se

citokrom b najéesée upotrebljava za utvrdivanje filogenetic¢ke strukture vrsta (Nei i Kumar, 2000).

Rodopsin je nuklearni gen s jednom kopijom koji kodira za receptor povezan sa sedam
transmembranskih G-proteina te tako ¢ini prvi korak vizualnog prijenosa u fotoreceptorima oka.
Kod kraljeSnjaka je izrazen na visokim razinama u stani¢nim fotoreceptorskim stanicama.
Bio je prisutan ve¢ kod kraljeSnjaka koji su zivjeli prije 700 milijuna godina, a nastao je

duplikacijom vizualnog pigmenta kod predaka prije 800 milijuna godina (Passarge, 2007).

lako ovaj marker u pojedinim istrazivanjima nije uspio razlikovati blisko povezane vrste, koristan

je pokazatelj taksonomskih odnosa pruzajuéi dodatne informacije (Behrens — Chapuis, 2015).

Rodopsin se ¢esto koristi i kao genski marker jer se pomoc¢u njega moze saznati od kojeg je roditelja

jedinka naslijedila alel (Passarge, 2007).



1.4. Uporaba filogenetskih i populacijsko genskih metoda

Filogenetika ili molekularna filogenija pripada znanstvenoj disciplini koja nam pomaze da pomocu
genetskog materijala utvrdimo evolucijske odnose organizama. Filogenija je vrlo vazna disciplina

s obzirom da njome izravno saznajemo evolucijsku proslost pojedine jedinke (Lipscomb, 1998).

Monofiletska skupina predstavlja skupinu organizama koja ukljucuje sve potomke zajednic¢kog

pretka (Lemey i sur., 2009).

Metoda najvece parsimonije je jedna od metoda filogenetske rekonstrukcije koja se koristila
prilikom analize u ovom istrazivanju, a pomocu koje se dobivaju filogenetska stabla. Zajedno s

metodom najvecée vjerojatnosti (ML) i Bayesovom metodom (BAY), izravno obraduje sekvence.

lako su metode najvece vjerojatnosti i najvece parsimonije sa statistiCkog gledista vrlo sli¢ne

(Posada, 2009), razlikuju se u tome §to se prilikom obrade podataka gledaju razlicite vrijednosti.

Ova metoda se razlikuje od ostalih metoda izrade filogenetskih stabala po tome $to je glavni princip
metode procjenjivanje na temelju minimalne duljine, a to zna¢i minimalne promjene u parametrima
koje bi mogle utjecati na hipotezu. Dakle sami cilj parsimonije je ustediti odnosno §to vise smanjiti
brojevne vrijednosti rezultata. Tumacenje stabla najvece parsimonije ovisi na koji ¢e nacin autor

objasniti odnose i prirodu rubova i ¢vorova na stablu.

Metoda najvecée vjerojatnosti bazira se na vjerojatnosti da ¢e dogadaj koji se dogodio u proslosti
donijeti odredeni ishod odnosno rezultat. Koristi se za postupak odredivanja vrijednosti jednog ili
viSe parametara za zadani model koji promatramo. Rezultati se dobivaju na nac¢in da podaci kojima

trenutno raspolazemo postignu svoju najvecu vrijednost. (Wiley 1 Lieberman, 2011).

Cesto se pri izradi stabala koristi metoda podrzanosti (eng. bootstrap) koja odreduje varijabilnost

parametara (Efron i Gong, 1983).

Prema Wiley i Lieberman (2011), filogenetske mreze predstavljaju kruzne grafove te ih se ne smije
izjednacavati s filogenetskim stablima S obzirom da ovakav prikaz pokazuje odnose medu
populacijama u obliku mreze, ali se mogu dogoditi i slu¢ajevi u kojima dvosmislenost parametara
onemoguduje razrjeSenje hijerarhijskih odnosa. Ovakav nacin prikaza moze biti vrlo koristan za

vizualizaciju i bolje razumijevanje slozenih evolucijskih odnosa (Helfman i sur., 2009).



Pri izradi filogenetickih stabala, poZeljno je u analizu uvrstiti i vanjsku skupinu (outgroup).

Vanjska skupina je vrsta ili visi takson koji se koristi u filogenetskoj analizi prilikom koje se
procjenjuje koji pretpostavljeni homolozi ukazuju na rodoslovni odnos unutar prouc¢avane skupine,
a koji su jednostavnog karaktera. Vanjska skupina koristi se za odredivanje korijena filogenetskog

stabla te polarnosti karaktera. (Wiley i Lieberman, 2011).

Iako je filogenetska rekonstrukcija koja se temelji na usporedbi zajedniCkih morfoloskih
karakteristika zivotinja u uporabi samo 60 godina, uspostava filogenetskih stabla, mreza i filograma
je bio dugotrajan proces koji je trajao dulje od 140 godina. Prvi koji je predlozio princip izrade
filogenetskih stabala je bio njemacki entomolog Willi Hennig. U danasnje vrijeme takvu vrstu

metode filogenetske rekonstrukcije nazivamo kladistika (Brooks i Mclennan, 1991).

Populacijska genetika je znanstveno proucavanje genetskog sastava populacija. Glavni cilj je
procijeniti ucestalost alela na razli¢itim genskim lokusima u prirodnim populacijama (ucestalost
alela, koja se naziva i uCestalost gena). Iz toga se mogu izvuéi zakljucci o moguéim selektivnim
utjecajima koji bi mogli objasniti uo¢ene razlike. Populacija se moze okarakterizirati na temelju

ucestalosti alela na razli¢itim genskim lokusima (Passarge, 2007).

1.5. Cilj istrazivanja

Ovaj diplomski rad se temelji na analizi genetickog materijala ribe Alburnus sarmaticus Freyhof
& Kottelat, 2007 (velika pliska).

Ciljevi istrazivanja genske strukture 1 raznolikosti velike pliske su bili:
1. Utvrditi filogenetski polozaj i filogeografski obrazac populacija velike pliske u Hrvatskoj
2. Opisati gensku strukturu velike pliske u Hrvatskoj
3. Odrediti razlike na genskoj razini izmedu populacija velike pliske Mreznice i Kupe

4. Opisati gensku raznolikost velike pliske u Hrvatskoj i diskutirati njenu vaznost za zastitu

ove vrste



5. Provjeriti taksonomski status populacija velike pliske u Hrvatskoj na temelju molekularno

genetickih analiza

2. Materijali i metode

2.1. Podrudje istrazivanja

Rijeka Kupa izvire u Kupskom jezeru u Gorskom Kotaru, a te¢e prema istoku te se ulijeva u Savu
kod Siska. Duzina njenog toka iznosi 294 km, a porjedje pokriva povrsinu od 10457,9 km?. Tok
Kupe moze se podijeliti na dva dijela: gornji i srednji tok s puno brzaca i slapova te donji, mirniji
tok. Glavni desni pritoci su joj Korana, Dobra, Glina i Petrinjéica, a lijevi Odra, Kup¢ina, Cabranka
(Ani¢ — Anti¢ i sur., 2006). Na rijeci su izgradene tri hidroelektrane, Ozalj I, Ozalj II i Ilovac.
Prosjecno najvisi vodostaj je krajem svibnja, a najnizi je u kolovozu te se njena dubina krece
izmedu jednog i deset m. Srednji protok rijeke u blizini us¢a iznosi 201 m3¥s (www.voda.hr). U
rijeci Kupi obitavaju sljedece vrste riba: dunavska i kalifornijska pastrva, lipljen i mladica u
salmonidnom gornjem dijelu; podust, mrena, klen, plotica i mladica u srednjem toku; te Saran, som,
Stuka, grgeé, deverika, jez i ostale ciprinidne vrste nizinskih voda dunavskog slijeva u donjem toku

(http://ribolovni-savez.hr/ribolovne-vode/kupa/).

Rijeka Mreznica izvire oko 1 km sjeverno od Popovica Vrha i oko 7,5 km jugozapadno od Slunja,
teCe prema sjeveru, te se ulijeva u Koranu kod Turnja. Dugacka je 62,6 km, dok njezino porjecje
pokriva povrsinu od 1491 km? (Ani¢ — Antié i sur., 2006). Na toku rijeke se nalaze 93 slapa koji
su nastali talozenjem sedre (Pavli¢, 2016). Mreznica prolazi kroz razliCite reljefne cjeline i ima
mnoge pritoke $to rezultira varijacijama u protoku. Prosje¢an protok rijeke iznosi 26,6 m3/s
(www.voda.hr). Od ribljih vrsta koje obitavaju u Mreznici, najznacajnije su $aran, mladica, manjié,

poto¢na mrena, piskur, poto¢na pastrva, blistavac i mali vretenac (HrSak, 2010).


http://www.voda.hr/
http://ribolovni-savez.hr/ribolovne-vode/kupa/
http://www.voda.hr/

Uzorci istrazivanih jedinki su prikupljeni na lokalitetima Generalski Stol na rijeci Mreznici i

Gornja Pravutina na rijeci Kupi, prikazani na Slici 2.

Slika 2. Prikaz lokacija prikupljanja istrazivane vrste A. sarmaticus
Izvor: Google karte



2.2. Materijali

Ovaj rad ¢e se temeljiti na analizi uzoraka prikupljenih na rijekama Kupa i Mreznica. Uzorci su
prikupljeni elektroribolovom prilikom terenskih istrazivanja Grupe za kralje$njake i zastitu prirode
Zoologijskog zavoda. Ukupan broj uzoraka je 15, od kojih je 10 prikupljeno na Mreznici, a 5
uzoraka na rijeci Kupi (Tablica 1.). Od navednih jedinki, za citokrom b sam sravnala 9 sekvenci
razli¢itih jedinki kodnih imena SRMR5, SRMR8, SRMR9, SRKU1, SRKU2, SRKU3, SRKU4 i
SRKUS5 dok su za genski marker rodopsin sravnjene sekvence SRKU1, SRKU2, SRKU3, SRMR1,

SRMR2, SRMR3, SRMR4, SRMR5 i SRMRY.

Tablica 1. Prikupljena vrsta, lokacije prikupljanja, broj jedinki te kodna imena

Vrsta

lokalitet

broj jedinki

kodna imena

Alburnus sarmaticus

Mreznica — Generalski Stol
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SRMR1
SRMR2
SRMR3
SRMR4
SRMR5
SRMR6
SRMR7
SRMR8
SRMR9
SRMR10

Alburnus sarmaticus

Kupa — Gornja Pravutina

SRKU1
SRKU2
SRKU3
SRKU4
SRKUS5




2.3. Metode

2.3.1. Prikupljanje uzoraka

Istrazivani uzorci su prikupljeni pomocu elektroribolova.

Elektroribolov se smatra jednim od najmodernijih metoda ribolova, a opisuje se kao narkoza riba
pomocu elektriéne struje pri ¢emu se tijelo riba otupljuje. Cilj ovakve metode je jednak ciljevima
kemijskih 1 mehanic¢kih metoda; ribe se narkotiziraju ¢ime im je onemoguceno bjezanje a time 1
Sto laksi ulov. Ovakva vrsta ribolova je Cesto i jedini nacin lova slatkovodnih ribljih vrsta buduéi
da se mogu javiti mnoge prepreke koje otezavaju prilazak pojedinim mjestima na kojima se odvija
lov. Takoder je korisna za kontrolu i utvrdivanje opsega zalihe riba, prilikom ¢ega se lako mogu

ukloniti bolesne, prestare ili nezeljene vrste riba (Gabriel i sur., 2005).

2.3.1. Izolacija DNA

Iz uzoraka sam najprije izolirala ukupnu genomsku DNA pomoc¢u kompleta za izolaciju Dneasy
Blood & Tissue (Qiagen), prema uputama proizvodaca.

Dodala sam 180 pul ATL otopine i 20 ul otopine proteinaze K na komadi¢ tkiva peraje u Eppendorf
epruvetu od 2 ml. ATL otopina sluzi za razaranje stani¢ne i jezgrene membrane ¢ija je inace uloga
da sprjecava odvajanje DNA iz stanice. Nakon toga sam pripremljene uzorke stavila na inkubaciju
u vodenu kupelj preko no¢i na 56°C kako bi moglo do¢i do lize tkiva. Sljede¢i dan sam promijesala
sadrzaj epruvete te poslije toga dodala 200 ul AL otopine i 200 ul 100% - tnog etanola. Sadrzaj
epruvete sam zatim pipetom prenijela u epruvetu s membranom (DNeasy Mini spin column) koja
je bila smjestena unutar 2 ml epruvete za skupljanje uzorka. Epruvetu sam stavila na centrifugiranje
pri 6000 okretaja u minuti na jednu minutu, nakon ¢ega sam epruvetu za skupljanje uzorka bacila.
Kolonu sam smjestila u novu epruvetu za skupljanje uzorka, dodala 500 ul AW1 pufera te ponovila

centrifugiranje pri uvjetima od prije. Isti sam postupak ponovila prije nego sam dodala 500 pul AW2
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pufera. Ponovno sam ponovila postupak te sam dodala AE pufer koji ima elucijsko djelovanje,
nakon ¢ega sam centrifugirala sadrzaj na 8000 okretaja u minuti na 1 minutu. Izoliranu DNA sam

skupila u Eppendorf epruvetu od 2 ml i oznacila odgovaraju¢im kodom.

2.3.2. Lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR reakcija)

Nakon izolacije DNA, uzorci su bili podvrgnuti lan¢anoj reakciji polimerazom (PCR reakcija) kako
bih umnozila odabrane genske markere (gen za citokrom b te nuklearni gen za rodopsin). Citokrom
b je dio mitohondrijske DNA.

PCR reakcija je provedena pomoc¢u PCR uredaja (Eppendorf Mastercycler Nexus GX2) te sam u
njega stavila epruvete za PCR s reakcijskim smjesama. Prije same provedbe PCR reakcije,
pripremila sam reakcijske smjese za PCR. U svakoj epruveti se nalazilo 12,5 ul mjesavine za PCR
(HotStarTag Master Mix, Qiagen), po 2 ul svake pocetnice koncentracije 10 pmol/ul, 2 pl vode i 4
ul DNA. Pocetnice koje sam koristila za PCR reakciju za citokrom b su bile GIuF (5" GAA GAA
CCACCGTTGTTATTC AA 37) te ThrR (5 ACC TCC RAT CTY CGG ATT ACA 3"), dok
sam za PCR reakciju za rodopsin koristila RhR (5 CCR CAG CAC ARC GTC GTG ATC ATG
3") i RhF (5" CNT ATG AAT AYC CTC AGT ACT ACC 3").

PCR reakcija za cyt b se odvijala u tri faze. Prva faza je faza aktivacije DNA polimeraze na 95°C
na 15 min. Druga se faza sastoji od ciklusa umnazanja DNA od 35 ciklusa, a svaki se ciklus sastoji
od denaturacija na 94°C po 30 s, sparivanja pocetnica na 50°C po 30 s i produljivanja DNA na

72°C po 90 s. Treca faza ukljucuje zavrsno produljivanje DNA na 72°C po 7 min.
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2.3.3. Elektroforeza na agaroznom gelu

Uspjesnost PCR reakcija provjeravala sam pomocu elektroforeze na agaroznom gelu.

Pripremila sam gel od 1 g agaroze i 100 ml pufera TAE. Smjesa je ulivena u kalup s ¢esljicem te
je nakon hladenja podignut ¢eslji¢ prilikom ¢ega su ostale jazice. Nakon $to sam uzorke pazljivo
odpipetirala u jazice na gelu, na uredaju sam podesila jac¢inu od 120 V na vremenskom periodu od
30 minuta kako bi se mogla poceti odvijati elektroforeza. Gel s uzorcima sam zatim stavila u uredaj
za slikanje gela, nakon ¢ega sam mogla to¢no utvrditi uspjesnost prethodno napravljene PCR

reakcije na uzorcima.

2.3.4. Sekvenciranje uzoraka

Nakon provjere uspjesnosti PCR reakcije elektroforezom na agaroznom gelu, uzorke kod kojih je
PCR metoda uspjela sam slala na odredivanje primarne strukture nukleotida (sekvenciranje) u
servis za sekvenciranje Macrogen Europe. Za sekvenciranje gena cyt b koristene su pocetnice ALB
— GLU (5" CCT GAA AYA TYG GYG TRGT 3") i reverzna pocetnica PHOX — THR (3" AGG
AGG AAR TGR AAT GCG AA 5°). Za sekvenciranje nuklearnog gena za rodopsin koristila se
pocetnica RhF (5° CNT ATG AAT AYC CTC AGT ACT ACC 3).

2.3.5. Analiza sekvenci

Analiza sekvenci je obuhvacala sravnjivanje gena nakon dobivenih sekvenciranih uzoraka, $to sam
provela pomoc¢u programa BioEdit, prilikom ¢ega su se mogle uociti i pojedine mutacije medu
sekvencama. Sve kromatograme sam provjeravala vizualno. To je bilo posebno vazno kako bih za

nuklearni alel mogla primijetiti heterozigotne pozicije.
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2.3.6. Filogenetska rekonstrukcija

Nakon sravnjivanja gena, slijedila je analiza uzoraka pomocu filogenetske rekonstrukcije.
Filogeneticka stabla izradila sam pomoéu programa PAUP, koriStenjem metoda najvece
parsimonije i najvece vjerojatnosti. Takoder sam izradila i filogenetsku mrezu dobivenih

haplotipova koriStenjem programa Network.

Podaci prikazani u Tablici 2. se odnose na sekvence pojedinih srodnih vrsta koje sam preuzela iz
banke gena, a te vrste su Alburnus alburnus, Alburnus albidus, Alburnus arborella, Alburnus
belvica, Alburnus macedonicus, Alburnus scoranza. Za vanjsku grupu (eng. outgroup) sam
preuzela sekvencu vrste Squalius cephalus (Linnaeus, 1758). Podaci u Tablici 3. prikazuju

sekvence za rodopsin vrsta Alburnus alburnus i Squalius cephalus, takoder preuzetih iz banke gena.

Filograme za gene citokrom b te rodopsin izradila sam uz analizu podrzanosti (eng. bootstrap). Na
ovaj sam nacin provjerila je li dobiveno stablo nastalo pomocu podataka cijelog seta ili je nastao

kao posljedica izbora od vise alternativnih stabala (Baldauf, 2003).

Koriste¢i se analizom podrzanosti, podrzanost stabala istrazivanih gena za ovu vrstu je bila
odredena uz 1000 ponavljanja. Pritom je postignut visok postotak podrske Sto ukazuje na to da ¢vor

stabla podrzava puno karaktera te su takvi rezultati vrlo povoljni.

Tablica 2. Sekvence za gen citokrom b (cyt b) preuzete iz banke gena

Vrsta Pristupni broj Autori Lokalitet
Alburnus alburnus MG806649 Schonhuth,S., Vukic,J., | rijeka Kupa
Sanda,R., Yang,L. i
Mayden,R.L.
AF090745 Zardoya,R. i Doadrio,l. | rijeka Struma
Alburnus albidus KJ463893 Milana,V. i Rossi,A.R. Italija
Alburnus arborella MK482021 Benovics,M., Italija:
Desdevises,Y., canale
Vukic,J., Sanda,R. i maestro de la
Simkova,A. Chiana,
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Chuisa dei

Capannoi,

Arno

HM560064 Perea,S., Bohme,M.,
Zupancic,P., BiH: rijeka
Freyhof,J., Sanda,R., Trebizat,
Ozulug,M., Abdoli,A. i | porjecje
Doadrio,l. Neretve
Alburnus belvica MG806650 Schonhuth,S., Vukic,J., | Albanija:

Sanda,R., Yang,L. i Jezero Prespa
Mayden, R.L.

Alburnus macedonicus AF090743 Zardoya,R. i Doadrio,l. | Makedonija:
Dojransko
jezero

Alburnus scoranza MT543238 Grapci-Kotori,L., Albanija:

Vavalidis,T., Bijeli Drim,
Zogaris,D., Sanda,R., Zllakugan
Vukic,J.,
Squalius cephalus MG806701 Schonhuth,S., Vukic,J., | Cedka: rijeka
Sanda,R., Yang,L. i Berounka
Mayden,R.L.
Tablica 2. (nastavak)
Tablica 3. Sekvence za rodopsin preuzete iz Banke gena
Vrsta Pristupni broj autori lokalitet
Alburnus alburnus FJ197044 Mayden,R.L., Chen,W.J., Bart,H.L., Nepoznat
Doosey,M.H., Simons,A.M.,
Tang,K.L., Wood,R.M., Agnew,M K.,
Yang,L., Hirt, M.V,,
Clements,M.D., Saitoh,K., Sado,T.,
Miya,M. i Nishida,M.
Squalius cephalus KC355062 Denys,G.P.J., Dettai,A., Persat,H., Francuska:
Doadrio,l., Cruaud,C. i Aquitaine,

Keith,P.

Landes, Adour,
Luy, Saugnac i
Cambran
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2.3.7. Intrapopulacijska genska raznolikost

Odredila sam osnovne mjere genskog polimorfizma za hrvatsku populaciju ove vrste i to broj
haplotipova, broj polimorfnih mjesta, ukupan broj mutacija, raznolikost haplotipova, nukleotidna

raznolikost i prosjecan broj razlika nukleotida.

Za utvrdivanje stupnja intrapopulacijske genske raznolikosti sam koristila program DnaSP. Pritom

su zadani sljedeci parametri, radi utvrdivanja DNA polimorfizma unutar populacija:

e N — ukupan broj sekvenci,

h — broj haplotipova,

e S —broj polimorfnih mjesta,
e 1 - ukupan broj mutacija,

e Hd - raznolikost haplotipova,
e 1- nukleotidna raznolikost,

e k- prosjecna raznolikost nukleotida.

Vecéina gena javlja se u razlicitim kopijama, zvanim aleli. Postojanje vise alela na jednom
odredenom mjestu naziva se polimorfizam. Polimorfizam DNA neovisan je o funkciji gena.
Razlike u jednom nukleotidu na jednom odredenom mjestu nazivaju se jednonukleotidni

polimorfizam (eng. single nucleotide polymorphism, SNP) (Passarge, 2007).

Mutacije u genu koje se prenose na potomstvo i koje opstaju s izvornim genom rezultiraju
polimorfizmima. Na polimorfnom mjestu u populaciji istovremeno cirkuliraju dvije ili viSe
varijanti gena. Populacijski geneti¢ari obi¢no prouc¢avaju dinamiku ucestalosti ovih polimorfnih

mjesta tijekom vremena.

Buduci da S predstavlja broj polimorfnih mjesta, ali zanemaruje njihovu ucestalost u populaciji,
osjetljiv je na postojanje rijetkih, niskofrekventnih varijanti. Nasuprot tome, postojanje
medufrekventnih varijanti vise utjece na 7, jer one stvaraju razlike izmedu vise parova sekvenci u

uzorku (Lemey i sur., 2009).
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Genotip predstavlja opis alela na lokusu, koji pokazuje koja se dva alela javljaju na diploidnom

lokusu.

Haplotip je isto $to i genotip, ali se primjenjuje na haploidni genom mtDNA. Razli¢iti haplotipovi
razlikuju se po jednoj ili vie mutacija i obi¢no im se dodjeljuju slova ili brojevi (Helfman i sur.,

2009).

2.3.8. Intraspecijska i interpopulacijska struktura

Intraspecijsku i interpopulacijsku strukturu velike pliske u Hrvatskoj detaljno sam utvrdivala
koristenjem programa MIGRATE, pomoéu kojeg sam odredila uspjeSnost migracija medu
populacijama, kao i njihovu efektivnu veli¢inu. Pritom sam rezultate za oba parametra dobila

Koriste¢i se Bayesovom metodom te metodom najvece vjerojatnosti.

Efektivna veli¢ina populacije, Ne - predstavlja broj jedinki u populaciji koje prenose svoje gene na
sljedecu generaciju. To se obi¢no procjenjuje na temelju razine nukleotidne raznolikosti (1) unutar
populacija, pri c¢emu velika raznolikost ukazuje na veliku stabilnu populaciju.
Migratorne aktivnosti riba su vrlo Cesto ucestale. Migracije imaju nekoliko opc¢ih oblika.
Reproduktivne migracije, odnosno mrijes$¢enje odvode Zivotinje s mjesta hranjenja na mjesto
mrijestenja, premjestajuci Zivotinju sa stanista koje je optimalno za prezivljavanje odraslih jedinki

na mjesto koje je bolje za prezivljavanje li¢inki ili mladih jedinki.
Postoje i populacije velike pliske koje su anadromne (Kottelat i Freyhof, 1972).

Helfman i sur. (2009) napominju kako neke anadromne ribe razvijaju populaciju bez izlaza na more

koja nikada ne migrira u more, ve¢ se mrijesti u ulaznim tokovima do velikih jezera.
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3. Rezultati

3.1. Rezultati filogenetske rekonstrukcije za citokrom b

Prema dobivenim filogramima (Slike 3. i 4.), jasno se vidi kako se velika pliska odvojila u

monofiletsku liniju. Uoc¢ava se i blaga strukturiranost filograma.

Na Slici 5. nalazi se filogenetska mreza koju sam napravila u programu Network, a pomocu koje
se mogu utvrditi odnosi izmedu pojedinih haplotipova. Manji crveni krugovi se nazivaju medijskim
vektorima, a oni predstavljaju haplotipove koji su prisutni u populaciji ali nisu uzorkovani. DuZina
grana te prostor izmedu crvenih krugova odraZzavaju mutacije nastale izmedu razlicitih haplotipova.
Radi dobivanja ovakvih rezultata sam uvrstila i haplotipove koji nisu ukljuceni u ostale rezultate,
a to su Hap 4, Hap 11 te Hap 1. 1z navedene slike moze se uociti kako je najveci broj mutacija
prisutan kod Hap 11 i Hap 4, u odnosu na ostale haplotipove. Ovakav rezultat je posebno
iznenaduju¢i budu¢i da haplotipovi jedinki prikupljenih u Mreznici (Hap 4) pokazuju isto

odstupanje u broju mutacija kao i haplotipovi jedniki roda Alburnus prikupljenih u Bosni (Hap 11).

Veli¢ine krugova koji predstavljaju haplotipove, oznacavaju frekvenciju haplotipova, pri Cemu se
moze opaziti visoka frekvencija haplotipova 2 i 3. Opcenito mozZemo vidjeti razliCite veli¢ine

frekvencija medu haplotipovima 1,2,3,5,6,7,8,9 1 10.
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Slika 3. Prikaz filograma za cyt b dobivenog metodom najvece vjerojatnosti, s dodanim podrzanim
vrijednostima.

Legenda:

Hap 1 — haplotip A. sarmaticus s podru¢ja Kupe i Mreznice (SRMRS5 i SRKU4)

Hap 2 — haplotip A. sarmaticus s podru¢ja Mreznice (SRMRS)

Hap 3 — haplotip A. sarmaticus s podru¢ja Mreznice (SRMR9)

Hap 4 — haplotip A. sarmaticus s podru¢ja Kupe (SRKU1)

Hap 5 — haplotip A. sarmaticus s podruc¢ja Kupe (SRKU2, SRKU3)

Hap 6 — haplotip A. sarmaticus s podruc¢ja Kupe (SRKUS)

Hap 8 — haplotip roda Alburnus s podruc¢ja Bosne (ALBO1)

Sekvence iz banke gena: AL — Alburnus alburnus, AL2 — Alburnus alburnus 2, MA — Alburnus
macedonicus, ALB — Alburnus albidus, ARB — Alburnus arborella, ARB2 — Alburnus arborella
2, BE — Alburnus belvica, SC — Alburnus scoranza, SQME — Squalius cephalus.
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Slika 4. Prikaz filograma za cyt b dobivenog metodom najvece parsimonije s dodanim podrzanim
vrijednostima.

Legenda:

Hap 1 — haplotip A. sarmaticus s podrué¢ja Kupe i Mreznice (SRMRS5 i SRKU4)

Hap 2 — haplotip A. sarmaticus s podru¢ja Mreznice (SRMRS8)

Hap 3 — haplotip A. sarmaticus s podru¢ja Mreznice (SRMR9)

Hap 4 — haplotip A. sarmaticus s podru¢ja Kupe (SRKU1)

Hap 5 — haplotip A. sarmaticus s podru¢ja Kupe (SRKU2, SRKU3)

Hap 6 — haplotip A. sarmaticus s podruc¢ja Kupe (SRKUS)

Hap 8 — haplotip roda Alburnus s podruéja Bosne (ALBO1)

Sekvence preuzete iz banke gena: AL — Alburnus alburnus, AL2 — Alburnus alburnus 2, MA —
Alburnus macedonicus, ALB — Alburnus albidus, ARB — Alburnus arborella, ARB2 — Alburnus
arborella 2, BE — Alburnus belvica, SC — Alburnus scoranza, SQME — Squalius cephalus
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Slika 5. Filogenetska mreza za cyt b koja prikazuje odnos izmedu haplotipova u veli¢ini

Legenda:
.

- Haplotipovi 4. sarmaticus na podru¢ju MreZnice
Haplotip roda A/bwrnus na podrucju Bosne
- Haplotip roda Alburnus na podru¢ju Hrvatske

Haplotipovi 4. sarmaticus na podru¢ju Kupe

frekvencija i broju mutacija, uz legendu objasnjenja lokacija
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3.2. Rezultati filogenetske rekonstrukcije za rodopsin

Nuklearni geni su u stanicama prisutni u dvije kopije, zbog ¢ega smo dobili po dvije sekvence za

uzorke. Na svim uzorcima su pronadena heterozigotna mjesta, osim za Hap 4.

Filogrami (Slike 6. i 7.) pokazuju odvajanje velike pliske u monofiletsku liniju.

Tablica 5. pokazuje podjelu analiziranih sekvenci gena za rodopsin u haplotipove.

Pomocu programa Network napravila sam filogenetsku mrezu za rodopsin.

Crveni mali krugovi predstavljaju haplotipove koji su u populaciji prisutni ali nisu uzorkovani i
nazivaju se medijskim vektorima. Crtice koje su vidljive na granama, a i sama duljina grana
pokazuju mutacije nastale medu haplotipovima.

Proucavanjem filogenetske mreze (Slika 8.), primijecuju se uglavnom podjednake ucestalosti
mutacija medu haplotipovima, jedino je malo veci broj mutacija uoc¢ljiv kod Hap7 u odnosu na

ostale haplotipove.

Tablica 5. Popis haplotipova za rodopsin te naziv kodnih imena sekvenci koje se nalaze unutar
haplotipova

Haplotipovi Kodna imena
Hap1 SRKU1 1, SRKU2 2
Hap2 SRKU1 2, SRKU2 1, SRKU3 2, SRMR1 1, SRMR2 2, SRMR3 2
Hap3 SRKU3 1, SRMR1 2, SRMR2 1, SRMR3 1
Hap4 SRMR4
Hap5 SRMR5 1
Hap6 SRMRS 2, SRMR7 1
Hap? SRMR7Y 2
Hap8 ALSR11
Hap9 ALSR1 2
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HAP1

HAP2
HAP3
HAP5
54
55 HAPG
HAP4
HAPS
HAP7
64 HAP9
AL
SQME

Slika 6. Prikaz filograma za rodopsin dobivenog metodom najvece Vvjerojatnosti s dodanim
vrijednostima podrzanosti. Na filogramu se nalaze haplotipovi prikazani u Tablici 5., uz vrste
Alburnus alburnus te vanjsku skupinu Squalius cephalus, koji su preuzeti iz banke gena.
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HAP1

HAP2

HAP3
HAP4
56 HAP5
HAPG
HAPS
HAP7
o HAP9
AL
SQME

Slika 7. Prikaz filograma za rodopsin dobivenog metodom najveée parsimonije s dodanim
vrijednostima podrzanosti. Na filogramu se nalaze haplotipovi prikazani u Tablici 5., uz vrste
Alburnus alburnus te vanjsku skupinu Squalius cephalus, koji zu preuzeti iz banke gena.
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HAPI@ 3
» Legenda:
HAP1@ HAPZ@
HAPS @ P o Haplotip A. sarmaticus na podrucju Kupe
X - Haplotipovi A. sarmaticus na podru¢ju Mreznice
L Jd ' @ - Haplotipovi 4. sarmaticus na podruju Kupe i MreZnice
X »
X @ - Haplotipovi roda A/burnus na podru¢ju Hrvatske
>
HAPE ()
HaP2@ ' v
¥ HAPS(O)
X 7.
HAP4() I v

Slika 8. Filogenetska mreza za rodopsin, uz legendu pojasnjenja lokacija za odredene
haplotipove, koja prikazuje odnose medu haplotipovima
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3.3. Rezultati analize intrapopulacijske genske raznolikosti za gen cyt b

Iz podataka u Tablici 6. moze se iscitati da je raznolikost vrste visoka, posebno u rijeci Kupi.
Broj polimorfnih mjesta je ve¢i kod populacije iz Kupe.

Vazno je primijetiti i ve¢i ukupan broj mutacija kod populacije s podru¢ja Kupe usprkos manjem

ukupnom broju sekvenci, u odnosu na populaciju iz MrezZnice.

Raznolikost haplotipova populacije (Hd) iz Kupe je u skladu s njenim ve¢im brojem haplotipova
unutar populacije. Nadalje, nukleotidna raznolikost (r), broj polimorfnih mjesta (S) i prosje¢na

raznolikost nukleotida (K) isto tako pokazuju vecu vrijednost kod populacije iz Kupe.

Tablica 6. Rezultati dobiveni na temelju provjere genskog polimorfizma u rijekama Mreznica i
Kupa za gen cyt b. N — ukupan broj sekvenci, h — broj haplotipova, S — broj polimorfnih mjesta,
n - ukupan broj mutacija, Hd — raznolikost haplotipova, - nukleotidna raznolikost, k — prosje¢na
raznolikost nukleotida.

populacija | N h S n Hd n K

Mreznica |9 4 5 5 0,75 0,00175 2,000
Kupa 5 5 6 6 1,000 0,00228 2,600
Ukupno 14 9 9 9 0,901 0,00202 2,308
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3.4. Rezultati analize intraspecijske i interpopulacijske strukture za
gencythb

Iz prikazanih rezultata u Tablicama 7.1 9., uo¢ava se da je migracija vec¢a iz Kupe u Mreznicu nego
obrnuto.

Opcenito je malo migracija, Sto ukazuje na to da se populacije Mreznice i Kupe ve¢inom drze
svojih stanista.

Za efektivnu veli¢inu populacije (Ne) za rijeku Kupu nismo mogli dobiti realne vrijednosti, ni za
Bayesovu ni za metodu najvece vjerojatnosti (ML), vjerojatno zbog malog broja uzorka. Kod
Bayesove metode vrijednosti broja migranata po generaciji (Nm) su to¢nije nego kod metode

najvecée vjerojatnosti (Tablice 8.1 10.)

Tablica 7. lzra¢un broja migranata metodom najvece vjerojatnosti (ML).
Populacija + — populacija koja se uslijed migracije s drugog stanista povecava,
Populacija — populacija koja se uslijed migracije s tog stanista smanjuje,

©® — umnozak efektivne veli¢ine populacija (Ne) i M parametra

M — parametar koji pokazuje koliko je migracija vaznija od mutacije

Nm — broj migranata po generaciji

Populacija+ | Populacija M 0 Nm
Mreznica Kupa 1,82E+03 | 0,0015 2,73
Kupa Mreznica 1,58E-04 | 1,79E+04 | 10,382

Tablica 8. Izrac¢un efektivne veli¢ine populacije metodom najvece vjerojatnosti (ML)
® — umnozak efektivne veli¢ine populacija (Ne) i M parametra
u — stopa mutacije sekvenci po generaciji
Ne — efektivna veliCina populacije
*efektivna veli¢ina populacije (Ne) za Kupu pokazala je nerealnu vrijednost
Rijeka 0 Tl Ne

Mreznica

0,0015

0,0000023

652,1739

Kupa

1,79E+04

0,0000023

*




Tablica 9. Izracun broja imigranata Bayesovom metodom

Populacija + — populacija koja se uslijed migracije s drugog stani$ta povecava,
Populacija — populacija koja se uslijed migracije s tog stanista smanjuje,

® — umnozak efektivne veli¢ine populacija (Ne) i M parametra

M — parametar koji pokazuje koliko je migracija vaznija od mutacije

Nm — broj migranata po generaciji

Populacija + | Populacija M 0 Nm
MreZnica Kupa 352,3 0,00171 | 60,19713
Kupa Mreznica 781,3 0,05012 | 39,15876

Tablica 10. Izra¢un efektivne veli¢ine populacije Bayes

® — umnozak efektivne veli¢ine populacija (Ne) i M parametra

u — stopa mutacije sekvenci po generaciji

Ne — efektivna veli¢ina populacije

*efektivna veli¢ina populacije (Ne) za Kupu pokazala je nerealnu vrijednost

Rijeka 0 U Ne

MrezZnica | 0,00171 | 0,0000023 | 743,4783
Kupa 0,05012 | 0,0000023 | *
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4. Rasprava

Ovaj rad je bio tek drugo istrazivanje 0 genetici vrste A. sarmaticus u Hrvatskoj. Pritom su ciljevi
istrazivanja genske strukture i raznolikosti velike pliske bili utvrditi filogenetski polozaj i
filogeografski obrazac populacija velike pliske u Hrvatskoj, opisati gensku strukturu velike pliske
u Hrvatskoj te odrediti razlike na genskoj razini izmedu populacija velike pliske Mreznice i Kupe.
Takoder, cilj istrazivanja je bio i opisati gensku raznolikost velike pliske u Hrvatskoj i diskutirati
njenu vaznost za zastitu ove vrste, kao i provjeriti taksonomski status populacija velike pliske u
Hrvatskoj na temelju molekularno genetickih analiza. Za istrazivanje su prikupljeni uzorci vrste A.

sarmaticus iz rijeka Kupa i Mreznica.

Nakon odradene filogenetske rekonstrukcije koja se sastojala od izrade filograma uz dodatak
vrijednosti podrzanosti i filogenetskih mreza, jasno se uocCava pripadnost istrazivane Vrste

monofiletskoj skupini.

Temeljem rezultata dobivenih utvrdivanjem genskog polimorfizma u rijekama Mreznici i Kupi za
gen cyt b, moze se uoditi visoka genska raznolikost ove vrste. Ukupan broj mutacija kod
analiziranih 14 sekvenci iznosio je 9, od ¢ega je ukupan broj mutacija kod populacije iz Kupe
iznosio 6, u odnosu na populaciju Mreznice kod koje je ta vrijednost bila 5. To upucuje na veci

broj mutacija nastalih kod populacije iz Kupe.

Do ovakvih rezultata moze do¢i ako su populacije u evolucijskoj proslosti obitavale u nekadasnjim
glacijalnim refugijima, uslijed ¢ega su se mogle povuci od eventualnih negativnih utjecaja izvan
svoga staniSta te se neometano nastaviti dobro razvijati s obzirom da su bile blisko vezane za svoje

stanite; (Caleta i sur., 2015), na kojem i danas pretezno Zive.

Uporabom ovakvih i sli¢nih vrsta i njihovih pokazatelja genske raznolikosti moguce je pomoéi u

identifikaciji glacijalnih refugija te rekolonizacijskih puteva (Helfman i sur., 2009).

Jo$ je i Charles Darwin nai$ao na spoznaju kako su mnoge slatkovodne vrste relikti ranijih doba,
koje su uspjele prezivjeti u slatkoj vodi jer se ne moraju natjecati protiv naprednih morskih oblika
(Pauly, 2004).
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lako velika pliska ne pripada kategoriji endema ili relikta, postoji ociti opceniti potencijal
proucavanja slatkovodnih vrsta riba u cilju §to bolje spoznaje o evolucijskoj proslosti, evolucijskim

odnosima i nac¢inu sacuvanja bioraznolikosti slatkovodnih ekosustava.

Migracije su bile minimalne, vjerojatno iz razloga $to se populacije drze svog stanista , §to je opet
povezano i s njihovom evolucijskom povijesti i pripadanjem glacijalnom refugiju. lako su

migratorne aktivnosti niske, migracije su ipak ucestalije iz Kupe u Mreznicu.

Razlozi takve manje ucestalosti migracija populacija velike pliske mogle bi se javiti uslijed
izgradnje neke vrste prepreke koja bi im onemogucila kretanje, kao §to su to brane na rijekama uz
koje ribe imaju ogranic¢eno kretanje (Mrakovc¢ic i sur., 2006).

S druge strane, opravdano je ocekivati veéu ucestalost kretanja populacija, pogotovo na
istrazivanim podrué¢jima s obzirom da su manja stanista te bi samim time njihova kretanja trebala

biti potaknuta mrijestenjem riba.

lako postoje populacije velike pliske koje su anadromne (Kottelat i Freyhof, 1972), to nije slucaj i

za populacije koje su istrazivane u sklopu ovog rada, s obzirom na dane rezultate.

Buduci da je rodopsin nuklearni gen koji je vrlo dobro istrazen, napravljena je i analiza filogenetske
rekonstrukcije za rodopsin, upravo zbog velike dostupnosti informacija o njegovoj funkciji i
molekularnoj evoluciji zbog ¢ega se i smatra idealnim genetskim sustavom (Chang and Campbell,
2000).

S obzirom na nedovoljnu istraZenost i osjetljivost vrste A. sarmaticus (Caleta i sur., 2015), mogla
bi postojati prijetnja da ova vrsta postane i ugrozena U buduénosti, ukoliko dode do nepredvidivih
ljudskih djelatnosti, kao $to su izgradnje hidroelektrana, ispustanje toksi¢nih kemikalija koje sadrze

teske metale ili sli¢nih prepreka koje bi mogle ugroziti neometano kretanje velike pliske.

Nadalje, buduci da su rezultati pokazali kako je veci broj mutacija nastao kod populacija iz Kupe,
to bi ujedno znacilo da populacije s tog podruéja vise pridonose genskoj raznolikosti u odnosu na
populacije iz Mreznice. Ovakav rezultat bi mogao upucivati na Stetne ljudske djelatnosti usmjerene

na podruc¢je MreZnice te bi po tom pitanju trebalo §to brze djelovati.

Iz svih navedenih razloga bi se trebalo vise voditi racuna o dobrobiti rijeka, ne samo radi o¢uvanja
raznolikosti ove vrste ve¢ i opcenito svih slatkovodnih vrsta. Bilo bi pozeljno napraviti i usporedbu

parametara odredenih ekoloskih ¢imbenika koji bi za ovu vrstu bili optimalni, na podrucju $to vise
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hrvatskih rijeka te ispitati koji bi uvjeti negativno utjecali na ovu vrstu u slu¢aju da se uvjeti naglo

promijene.

5. Zakljucak

S obzirom na sve dobivene rezultate, filograme, filogenetske mreze, gensku raznolikost, gensku

strukturu te efektivnu veli¢inu, moze se do¢i do zakljucka da:

1. Populacije A. sarmaticus koje obitavaju u rijekama Mreznici i Kupi pripadaju monofiletskoj
liniji $to pokazuje da se ova vrsta vrlo dobro odrzala kroz evolucijsku proslost te se zato
moze pretpostaviti da ¢e i u buduénosti ova vrsta opstati.

2. Mozemo uoditi visoku gensku raznolikost unutar populacija A. sarmaticus, $to je pozitivan
ukazatelj na dobro ocuvanje raznolikosti vrste A. sarmaticus u rijekama Mreznici i Kupi.

3. Migracije jedinke A. sarmaticus u rijekama MreZnici i Kupi su se pokazale minimalnima,
Sto pokazuje kako su populacije usko povezane sa svojim staniStem. Jedan od razloga bi
mogla biti sprijeCenost kretanja zbog izgradnji brana ili usred pojave sli¢nih prepreki. Ipak,
iz rezultata se moze ocitat veca migratorna aktivnost iz Kupe u Mreznicu nego obratno.

4. Na temelju svih rezultata, a posebice onih vezanih za veliku gensku raznolikost, mozemo
zakljucéiti kako postoji velika vaznost nasih rijeka za o¢uvanje vrste A. sarmaticus, koja inace

obitava na fragmentiranom stani$tu.
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