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1. UvOD

Ribe su bioloski najraznolikija 1 najmnogobrojnija skupina kraljeSnjaka. Procjenjuje
se da u svijetu postoji izmedu 25000 i 40000 vrsta riba (Kottelat i Freyhof, 2007). Od ukupne
koli¢ine vode na Zemlji, samo 2,5 % je slatka voda (Ridanovi¢, 1993). Unato¢ tome, otprilike
tre¢ina ukupne brojnosti vrsta riba pripada u slatkovodne vrste. Do danas je opisano preko
14000 vrsta slatkovodnih riba, no one su i dalje jedna od najmanje istrazenih skupina
kraljeSnjaka (Kottelat i Freyhof, 2007). U slatkim vodama Europe nalazi se 546 autohtonih
vrsta riba (Kottelat i Freyhof, 2007), a u slatkim vodama Republike Hrvatske nalazimo 150
vrsta od kojih je 17 stenoendema (Mrakov¢i¢ i sur., 2006) $to je ¢ini jednom od ihtioloski
najraznolikijih europskih zemalja. Zoogeografska analiza hrvatske ihtiofaune je ucinjena tek
djelomicno te veliki prostori nisu obuhvaceni redovitim istrazivanjima, mnoge vrste nemaju
utvrdene Sstvarne areale rasprostranjenosti, a nekima manje poznatim vrstama i podvrstama jos

nije do kraja utvrden taksonomski status.

Riblje zajednice u ekosustavu imaju regulacijske, povezujuée i informativne uloge;
one povezuju hranidbene lance vodenog i kopnenog ekosustava, recikliraju nutrijente i
sudjeluju u ciklusu ugljika, prestrukturiraju supstrat dna, odrzavaju raznolikost na razini
genoma, vrsta i ekosustava, omogucuju procjenu stresa i stanja ekosustava, itd. (Holmlund i
Hammer, 1999, Mrakov¢i€ i sur., 2006).

Unatoc¢ tome §to su najraznolikija i naymnogobrojnija skupina kraljesnjaka 1 Sto im je
uloga u ekosustavima od iznimne vaZnosti, ribe predstavljaju najugroZeniju skupinu
kraljeSnjaka (Radovi¢, 1999). Uzroci ugrozenosti slatkovodnih riba i bioraznolikosti
slatkovodnih staniSta su modifikacije, fragmentacije 1 uniStavanje vodenih stanista (izgradnja
hidroelektrana, melioracija, itd.), unos invazivnih vrsta, pretjerani izlov riba, onecis¢enje
okolisa, deforestacija i klimatske promjene. Uzroci ugrozenosti slatkovodnih riba Hrvatske

prikazani su na slici 1.
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Slika 1. Najvazniji uzroci ugrozenosti hrvatske ihtiofaune (preuzeto iz Mrakov¢i¢ i sur.,
2006).

1.1. Actinopteri

Zrakoperke (Actinopteri, nekada Actinopterygii) dobile su ime po posebnom izgledu
peraja koje su interno podrzane brojnim endoskeletnim Sipcicama (lepidotrichia) te ¢ine
krupan udio (cca 32000 vrsta) u raznolikosti zivuéih kraljeSnjaka po broju vrsta, ukupnoj
biomasi i rasprostranjenosti (Kardong, 2011, Nelson, 2006). Zrakoperke nastanjuju sve
vodene okolise, od abisalnih ravnica do planinskih rijeka i do meduplimnih obala te
konzumiraju resurse od mikroplanktona do sisavaca (Nelson, 2006). Neki biolozi koji
proucavaju ribe dijele zrakoperke na Chondrostei (Stitonose), Holostei (cjelokoste) i Teleostei
(prave kostunjace), od kojih svaka skupina predstavlja primitivne, srednje i napredne skupine
zrakoperki, u skladu s porastom koli¢ine okostavanja (Kardong, 2011). Teleostei obuhvacaju
vise od 99% recentnih vrsta zrakoperki, dok su Holostei i Chondrostei predstavljeni s
nekoliko rodova koji bi se mogli nazvati ,,zivim fosilima“ (Nelson, 2006). Zivim fosilima
smatramo danas Zivuce vrste koje morfoloski jako sli¢e svojim izumrlim precima, odnosno
njihovim fosilnim nalazima. Kao rezultat toga, bioloska raznolikost zrakoperki postala je
sinonim za prave koStunjace i stoga Se vec¢ina hipoteza o podrijetlu i uzrocima dominacije

zrakoperki bavi samo tom skupinom i njezinim filogenetskim odnosima (Sallan, 2014).



1.2. Cypriniformes

Uz skupinu Perciformes, Saranke (Cypriniformes) su vrstama najbrojniji red unutar
razreda zrakoperki u koji je svrstano oko 6000 ribljih vrsta (Bogut i sur., 2006). Saranke
imaju cikloidne ili okruglaste kostane ljuske, a veéina vrsta nema ljusaka na podrucju glave.
Vecéinom nemaju masnu peraju, a u lednoj i podrepnoj peraji obi¢no imaju bodljaste SipCice
(Nelson, 2006). Saranke karakteriziraju Zdrijelni zubi za usitnjavanje hrane, nedostatak
¢eljusnih zuba te prisutnost Weberovog aparata (Kottelat i Freyhof, 2007). Weberov aparat
(Slika 2) nastao je iz kosStanih elemenata prva Cetiri kraljeska te sluzi za prijenos zvucnih
signala iz pliva¢eg mjehura preko Weberovih kosc¢ica sve do labirintne strukture unutarnjeg
uha (Alexander, 1962).

\ g‘ P:3%

Slika 2. Crtez Weberovog aparata i plivaceg mjehura u Saranki (preuzeto iz Banke
slatkovodnih i morskih slika,
https://digitalcollections.lib.washington.edu/digital/collection/fishimages/id/51826/rec/1 ,
pristupljeno 15.10.2019.)



https://digitalcollections.lib.washington.edu/digital/collection/fishimages/id/51826/rec/1

1.3. Barbus balcanicus

Poto¢na mrena, Barbus balcanicus Kotlik, Tsigenopoulos, Rab i Berrebi, 2002, je

slatkovodna riba koju taksonomski svrstavamo u sljedece kategorije:

Carstvo: ANIMALIA - Zivotinje

Koljeno: CHORDATA - svitkovci

Potkoljeno: VERTEBRATA - kralje$njaci
Nadrazred: GNATHOSTOMATA - ¢eljustousti
Razred: ACTINOPTERI - zrakoperke

Nadred: TELEOSTEI - prave koStunjace

Red: CYPRINIFORMES - saranke

Porodica: CYPRINIDAE - $arani

Potporodica: BARBINAE

Rod: Barbus

Vrsta: Barbus balcanicus Kotlik, Tsigenopoulos, Rab i Berrebi, 2002 — poto¢na mrena

Rod Barbus predstavlja jedan od vrstama najbogatijin rodova unutar pravih
kostunjaca, s vise od 800 vrsta rasprostranjenih u Europi, Aziji i Africi te fosilnim nalazima
jos iz geoloskog razdoblja oligocena (Tsigenopoulos i Berrebi, 1999, Tsigenopoulos i sur.,
2002). Ovaj je rod poznat po svojoj taksonomskoj kompleksnosti zbog Siroke
rasprostranjenosti, morfoloske plasti¢nosti vrsta (koja otezava taksonomsku identifikaciju) i
po tome $to su unutar roda prisutni razliciti stupnjevi ploidije (Machodrom i Doadrio, 2001).
Ime roda (lat. barbus= brada) potjece od struktura nalik na brkove koje se nalaze na uglovima
usta i koje sluze kao osjetilo za lociranje hrane (Sofradzija, 2009). Unutar roda Barbus mogu
se naci diploidne, tetraploidne 1 heksaploidne vrste, a u€estala je 1 pojava hibridizacije medu
vrstama roda Barbus (Buonerba, 2010). Sve europske vrste koje pripadaju rodu Barbus su
tetraploidne (Berrebi, 1995). Genetska istraZivanja su otkrila da se unutar opisane vrste
Barbus petenyi Heckel, 1852 zapravo nalazi skup od najmanje tri vrste koje su se razdvojile
tijekom pliocena (Kotlik i sur., 2002). Jedna od tih vrsta je i poto¢na mrena, odnosno Barbus
balcanicus koja je opisana na temelju svojih jedinstvenih morfoloskih (tupo zasiljena njuska,
velike smedo-crne mrlje na glavi, ledima i bokovima koje se na glavi proteZzu prema
obrazima; sve peraje imaju velike tamne mrlje koje su obi¢no rasporedene u redove na lednoj
i repnoj peraji, a na trbuSnim perajama su rasporedene u trake) i genetskih karakteristika
(Buonerba, 2010).
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Barbus balcanicus (Slika 3) je mala reofilna vrsta sa Sirokom rasprostranjeno$¢u u
planinskom podrucju porjecja Dunava (rijeke Sava, Drina, Archar, Krupaja, Nera i VlaSinsko
jezero), jadranskog slijeva (rijeka Soca) i egejskog slijeva (rijeke Gallikos, Vardar, Loudias i
Aliakmon) (Tsigenopoulos i sur., 2002, Kottelat i Freyhof, 2007, Marié i sur., 2012, Zutini¢ i
sur., 2014). Zivi u potocima i pli¢im rje¢icama na kamenitom i §ljunkovitom dnu. Hrani se

faunom dna, ikrom, mladi drugih riba, algama i vi§im biljem (Zutinic’ isur., 2014).
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Slika 3. Morfoloska plasti¢nost poto¢ne mrene; A) Primjer vrste Barbus balcanicus ulovljene
u rijeci Kupi na granici sa Slovenijom; standardne duZzine (SL) 130 mm. B) Primjer vrste
Barbus balcanicus ulovljene u rijeci Vardar u Grékoj; SL 92 mm. (preuzeto iz Kottelat i
Freyhof, 2007). C) Holotip vrste Barbus balcanicus ulovljene u potoku Krupaja u Milanovcu,
Srbija, SL 130 mm; nedostaje gornji rezanj repne peraje (preuzeto iz Simonovi¢ i Nikoli¢.,
1996).
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1.3.1. Morfologija

Barbus balcanicus ima jako izduZeno i gotovo valjkasto tijelo. Odmah iza glave ledna
strana tijela je umjereno lu¢no povijena. Na glavi se nalaze dva para brkova. Jedan par se
nalazi na prednjem dijelu gornje Celjusti i proteze se do zadnjeg dijela nosnih otvora. Drugi
par je smjesten iznad pocetka usta, a ispruzen doseze do sredine ili kraja oka. Repna peraja je
tanja i manje urezana nego u obi¢ne mrene. U lednoj peraji prisutne su 4 nerazgranate i 8
razgranatih Sipcica, a u podrepnoj 3 nerazgranate i 5 razgranatih Sipcica. Duz bo¢ne pruge je
48 do 60 ljusaka. Zadnja nerazgranata SipCica u lednoj peraji nije zadebljala, a njezin straznji
dio nije nazubljen. Zdrijelni zubi su u tri reda, a zubna formula je 2.3.5-5.3.2. Osnovna boja
dorzalnog dijela tijela je tamna sivo-smeda. Trbus$na strana je bijela sa zutim preljevom. Po
bo¢nom dijelu tijela, iznad bo¢ne pruge jednakomjerno su rasporedene sitne tamne mrlje, koje
u nekih jedinki mogu potpuno nedostajati. Podrepna, prsne i trbusne peraje su zuckaste boje.
Na lednoj i repnoj peraji nalaze se izduzene tamne mrlje (Kotlik i sur., 2002, Kottelat i
Freyhof, 2007, Jaksi¢, 2018).

1.3.2. Ekoloska obiljezja

Na temelju sklonosti prema brzini vodotoka koji preferira, poto¢na mrena spada u
reofilne vrste. Reofilne vrste preferiraju brzi vodeni tok, nize temperature i visoke
koncentracije otopljenog kisika. Poto¢na mrena je pridnena vrsta koja nastanjuje gornje
tokove rijeka i potoka u zoni mrene, a ulazi i u zonu lipljena (Mrakov¢i¢ i sur., 2006). Mrijesti
se od svibnja do srpnja i u to vrijeme jedinke migriraju u gornje tokove u potrazi za slapovima
i brzim tokovima bogatim otopljenim kisikom (Zutini¢ i sur., 2014, Milos, 2002). U kasnu
jesen jedinke odlaze u dublja podrucja ili depresije u kojima prezimljuju, a u proljece se
vracaju u brze tokove gdje ima hrane (Milo§, 2002). MuZjaci 1 Zenke podjednako su
zastupljeni u populacijama (Zutini¢ i sur., 2014), no brojnost muzjaka opada sa starod¢u i
veé¢inom ne dozivljavaju vise od 3 godine (Economidis i sur., 2003, Zutinié i sur., 2014., Sori¢
1 Jankovi¢, 1989). Muzjaci brze spolno sazrijevaju, izmedu prve i druge godine Zivota, dok
zenke najceSce sazrijevaju izmedu trece 1 Cetvrte godine zivota (Zenke u prve dvije godine
Zivota vi$e ulazu u rast te su veée od muzjaka) (Economidis i sur., 2003, Zutinié i sur., 2014,
Milos, 2002). Poto¢na mrena uglavnom se hrani Zivotinjskim materijalom, ali je i potvrdena
prisutnost biljne komponente (Milos, 2002). Odrasle jedinke hrane se ikrom i mladi drugih

riba te bentickim beskralje$njacima, najcesce licinkama kukaca, dok li¢inke i juvenilni oblici
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imaju omnivorni tip ishrane u kojem su zastupljeni beskraljesnjaci, zooplankton i fitoplankton
(Economidis i sur., 2003, Mrakov¢i¢ i sur., 2006).

1.3.3. Status ugroZenosti

Poto¢na mrena 2008. godine je uvrStena na Crveni popis IUCN-a u kategoriju
najmanje zabrinjavajuc¢ih vrsta (LC). Medunarodno je zaStiCena Bernskom konvencijom
(Dodatak III) i Europskom direktivom o zastiti staniSta (Dodaci II i V). Poto¢nu mrenu
ugrozavaju onecis¢enja vodotoka, nestajanje prirodnih 1 mrijesnih stanista, pregradnja rijeka 1
regulacija gornjih tokova rijeka, a u Hrvatskoj je na Crvenom popisu slatkovodnih riba kao
osjetljiva vrsta (VU) (Mrakov¢ic i sur., 2006).

1.4. Mitohondrijska DNA

Svaka eukariotska stanica sadrzi barem jednu kopiju cjelokupnog nuklearnog genoma
smjes$tenog u njenom nukleusu (jezgri). Suprotno tome, svaka stanica sadrzi ¢ak nekoliko
tisuca mitohondrija. Stanice sadrZe razli¢it broj mitohondrija ovisno o energetskim potrebama
te stanice. Mitohondriji sadrze mali, ali bitan dio eukariotskog genetskog materijala.
Mitohondriji su poluautonomni i posjeduju vlastiti genom i mehanizme za umnozavanje,
transkripciju i sintezu proteina (Saccone i sur., 2000). Postoji Sest glavnih vrsta genoma
unutar mitohondrijskih genoma, koje klasificiramo prema njihovoj strukturi (npr. kruzni,
linearan), veli¢ini, prisutnosti introna ili struktura sliénih plazmidima i prema tome je li
genetski materijal singularna molekula ili skup homogenih ili heterogenih molekula
(Kolesnikov 1 sur., 2012). U Zivotinjskim stanicama postoji samo jedan tip mitohondrijskog
genoma. Ovaj genom obi¢no sadrzi jednu kruznu molekulu DNA s izmedu 11-28 kpb
genetskog materijala (Kolesnikov i sur., 2012). Za razliku od nuklearne DNA, koja se
nasljeduje od oba roditelja i u kojoj su geni preuredeni u procesu rekombinacije,
mitohondrijska DNA (mtDNA) obi¢no se ne mijenja od roditelja do potomstva. lako se
mtDNA takoder rekombinira, to ¢ini s kopijom sebe unutar istog mitohondrija. Zbog toga i
zato $to je stopa mutacije zivotinjske mtDNA veca od stope mutacije nuklearne DNA,
mtDNA je mocan alat za prac¢enje podrijetla preko majcinske linije i u toj se ulozi koristi za

pracenje podrijetla mnogih vrsta unutar stotina generacija (Brown i sur., 1979).
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1.5. Citokrom b kao genski marker

Citokrom b (cyt b) smatra se jednim od najkorisnijih gena za filogenetska istrazivanja
I vjerojatno je najpoznatiji mitohondrijski gen s obzirom na strukturu i funkciju njegovog
proteinskog proizvoda (Esposti i sur., 1993). Cyt b gen sadrzi i sporo i brzo razvijajuce
kodonske polozaje, kao i konzervativne i promjenjive regije i zbog toga ovaj gen se koristi u
taksonomskim analizama, filogenetici i populacijskoj genetici (Farias i sur., 2001). Cyt b gen
vrlo Cesto se koristi u istrazivanjima strukture i porijekla ribljih populacija (Buj 1 sur., 2017,
Buj 1 sur., 2014, Tsigenopoulos i Berrebi, 1999, Tsigenopoulos i sur., 2002, Kotlik i sur.,
2002, Farias i sur., 2001). Taksonomski status i evolucija riba temeljeni su ve¢inom na
morfoloskoj raznolikosti (Lauer i Liem, 1983) sto kod vrsta i rodova riba s morfoloskom
plasti¢nosti moze dovesti do pogresnih zaklju¢aka. Mogucnost izoliranja mtDNA iz bilo
kojeg dijela tkiva, brzo i sporo razvijajué¢i kodonski polozaji cyt b gena te jednostavnost
amplifikacije cyt b gena pomocu lan¢ane reakcije polimerazom omogucuju proucavanje veza
izmedu porodica, rodova 1 vrsta riba te nam pruzaju uvid u populacijske fenomene poput

efekta uskog grla i hibridizacije (Okumus i Ciftci, 2003).

1.6. Polimorfizam DNA

Polimorfizam DNA odnosi se na varijabilnost u DNA sekvencama medu pojedinim
organizmima, skupinama ili populacijama. Polimorfizmi na razini DNA ukljucuju Sirok
raspon razlicitosti od promjene jednog para nukleotidnih baza, viSe parova baza te promjene
ponavljaju¢ih nizova. Genomska varijabilnost na razini DNA moze biti prisutna u mnogim
oblicima, ukljuCujuéi: polimorfizme jednog nukleotida, promjenjivi broj tandemskih
ponavljanja (npr. mini i mikrosateliti), prijenosne elemente (npr. Alu ponavljanja), strukturne
promjene i varijacije broja kopija. Genomska varijabilnost moze se pojaviti i u jezgri i u
mitohondrijima. Dva su glavna izvora polimorfizama u DNA: (1) mutacije koje mogu biti
rezultat sluc¢ajnosti ili su potaknute vanjskim uzro¢nicima poput zracenja i (2) rekombinacija.
Nakon nastanka mutacije, ona se moze i naslijediti te se tako moze pratiti nasljedstvo od

roditelja do potomka (Ismail i Essawi, 2012).
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1.7. Protok gena

U populacijskoj genetici protok gena je prijenos genetske varijacije iz jedne populacije
u drugu. Visoki protok gena izmedu populacija moze dovesti do smanjenja genske varijacije
izmedu populacija i utjeCe negativno na specijaciju. Najveci faktor koji utjeCe na stopu
protoka gena izmedu ribljih populacija je mobilnost vrste te povezanost vodotokova izmedu
populacija. Za sprjeCavanje divergiranja populacija zbog genskog pomaka dovoljan je samo

jedan migrant po generaciji (Frankham i sur., 2002).

1.8. Elektroribolov

Otkri¢e metode elektroribolova sredinom proSlog stolje¢a otvorilo je nove moguénosti
u ribolovu i ihtiologiji. Prije pojave elektroribolova bilo je gotovo nezamislivo kvantitativno
istraziti populacije riba u rijekama i1 potocima. KoriStenje elektroribolova je takoder
omogucilo siguran ulov riba kod eksperimenata kod kojih bi se jedinke kasnije pustile nazad u
vodotok, kod obiljezavanja jedinki te kod ulova jedinki za uzgoj riba. Oprema za
elektroribolov (Slika 4) sastoji se uglavnom od tri glavna dijela — jedinice za napajanje
(generator ili baterija), transformatora i elektroda. Jedinica za napajanje proizvodi ve¢inom
izmjeni¢nu elektri¢nu struju i1 njena jacina utjece na voltaZzu u vodi. Transformator pretvara
izmjeni¢nu elektricnu struju u istosmjernu drugacije voltaZze te proizvodi oblik, duzinu i
frekvenciju elektri¢nog pulsa. Oblik elektroda odreduje jacinu elektri¢nog polja. Jedinica za
napajanje proizvodi potrebnu energiju koja raste s povecanjem elektricne provodljivosti vode.
Dva faktora najviSe utjeCu na ucinkovitost elektroribolova — elektri¢na provodljivost vode 1
elektri¢na provodljivost ribe. Elektri¢na provodljivost vode ovisna je o koli¢ini otopljenih soli
1 minerala u vodi, dok na elektri¢nu provodljivost riba najvise utje¢e njihova veli¢ina. Kod
vodotokova s nizom elektricnom provodljivosti (do 20 puS/cm), 1 koriStenja uobicajenih
voltaza (100—1100 V) nece biti dovoljno jakog elektricnog polja za omamljivanje ribe. Takav
problem se moze rijesiti na dva nacina, ili s pove¢anjem voltaze ili s povecanjem veli¢ine
katoda. Povecanje voltaze nije uvijek najsigurniji izbor za osobu koja upravlja s uredajem za
elektroribolov, a povecanje katode ima svojih ograniCenja zbog same tezine katoda. Kod
vodotokova s visokom elektriénom provodljivoséu (vise od 2000 puS/cm) potrebno je koristiti
nize voltaze 1 viSu jakost elektricne struje. Pri koriStenju viSih voltaza u vodotocima s
visokom elektricnom provodljivos¢u, elektri¢na struja ¢e te¢i linijom najmanjeg otpora te

zaobiéi samo tijelo ribe. Sto je veéa elektri¢na provodljivost vode, to su manje iskoristivi
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mobilni sustavi za elektroribolov jer se brzo prazne te je potrebna upotreba stacionarnih
generatora (Bohlin i sur., 1989, www.smith-root.com/support/kb/how-do-i-select-the-right-
electrofisher/)

TRANSFORMATOR

BATCRUA

Slika 4. Oprema koja se koristi kod elektroribolova. Lijevo je primjer stacionarnog sustava, a

desno je primjer mobilnog sustava za elektroribolov (preuzeto iz Bohlin i sur., 1989).

1.9. Metoda najvecée parsimonije (MP)

Metoda najvece parsimonije je filogenetska metoda kojom se odreduje jedno ili vise
filogenetskih stabala za koje je potreban najmanji broj evolucijskih promjena za prikazivanje
primijecenih razlika u sekvencama. Za opisivanje MP stabla koriste se indeks konzistencije
(CI), indeks retencije (RI), indeks homoplazije (HI) i indeks reskalirane konzistencije
(RC).Sva tr1 indeksa spadaju u statisticke mjere homoplazije. Kada taksoni imaju isto svojstvo
koje ne potjece od zajednickog pretka, ve¢ su posljedica konvergentne ili reverzne evolucije,
govorimo o homoplaziji (West-Eberhard, 2003). Filogenetsko stablo dobiveno ovom
metodom predstavlja matematicki najmanji broj promjena (mutacija) za njen nastanak.
Parsimonijski znafajna mjesta su ona koja u setu sekvenci imaju barem dva razlicita

nukleotidna mjesta (mutacija) koja se pojavljuju u barem dvije sekvence.

1.10. Metoda najvece vjerodostojnosti (ML)

Metoda najvece vjerodostojnosti je filogenetska metoda koja procjenjuje vjerojatnost da je
izabrani evolucijski model doveo do nastanka skupa sekvenci koje se analiziraju. Ovom
metodom se racuna vjerojatnost za svako nukleotidno mjesto kao suma vjerojatnosti svih
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mogucih rekonstrukcija ancestralnih stanja u okviru odredenog modela supstitucija baza, a

vjerojatnost ¢itavog stabla predstavlja umnozak vjerojatnosti svakog nukleotidnog mjesta.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
Ciljevi istrazivanja su sljedeci:

1. Utvrditi srodstvene odnose izmedu populacija vrste Barbus balcanicus u Hrvatskoj,
kao i u odnosu na ostale europske populacije

2. Opisat filogeografski uzorak vrste Barbus balcanicus u Hrvatskoj

3. Utvrditi stupanj intraspecijske 1 intrapopulacijske raznolikosti poto¢ne mrene u
Hrvatskoj

4. Procijeniti razinu protoka gena medu populacijama poto¢ne mrene
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorci

Za potrebe ovog istrazivanja djelatnici Zoologijskog zavoda s Bioloskog odsjeka

Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu prikupili su uzorke jedinki poto¢ne mrene

tijekom 2018. i 2019. godine. Ulovili su 96 jedinki potoéne mrene na 19 razli¢itih lokacija

(Tablica 1, Slike 5 i 6) koristenjem metode elektroribolova. Sa svake jedinke odrezali su

komadi¢ trbusne peraje i pohranili ga u epruvetu s 96%-tnim etanolom, a nakon toga jedinku

su vratili u vodotok. Svaki uzorak oznacili su jedinstvenim kodom od Cetiri slova 1 broja.

Tablica 1. Popis prikupljenih uzoraka vrste Barbus balcanicus s odgovaraju¢im dodijeljenim

kodom, mjestom i vremenom uzorkovanja

Regija Vodotok Geografske Datum Kod
koordinate
Zagorje Usce Suhopoda i | X=469458 25.09.2018. MRKA1
Medvednica Sokota u Kasinu | Y=5089331 MRKA2
MRKA3
MRKA4
MRKA5
MRKAG
MRKA7
MRKAS
Zagorje Burnjak X=462750 25.09.2018. MRBU1
Medvednica Y=5093534 MRBU2
MRBU3
MRBU4
MRBUS5
MRBUG6
Zagorje Vidovec X=464231 25.09.2018. MRVI1
Medvednica Y=5085538 MRVI2
MRVI3
MRV 14
MRVI15
MRV16
Banovina Stupnica X=480677 12.10.2018. MRST1
Y=5003484
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Tablica 1. Nastavak

Banovina

Listovacki potok

X=476195
Y=5008444

11.10.2018.

MRLP1
MRLP2
MRLP3

Slavonija

Putnjak

X=572543
Y=5016736

05.10.2018.

MRPU1
MRPU?2
MRPU3
MRPU4
MRPU5
MRPUG
MRPU7
MRPU8
MRPU9
MRPU10

Zagorje i
Medvednica

Rijeka

X=459352
Y=5090772

22.10.2018.

MRRM1
MRRM?2
MRRM3
MRRM4
MRRM5
MRRM6
MRRM7
MRRMS8

Zagorje
Medvednica

Sarni potok

X=453935
Y=5088416

22.10.2018.

MRSA1
MRSA?2
MRSA3
MRSA4
MRSAS
MRSAG

Banovina

Sunja

X=487309
Y=5016198

12.10.2018.

MRSU1
MRSU?2
MRSU3
MRSU4
MRSUS
MRSUG6

Slavonija

Rinovica, usce
Rijeke u
Rinovac

X=590648
Y=5010354

05.10.2018.

MRRI1
MRRI2

Petrova gora

Brusovaca

X=441826
Y=5013147

11.10.2018.

MRBR1
MRBR2
MRBR3
MRBR4
MRBR5
MRBR6

Slavonija

Londza

X=611792

04.10.2018.

MRLN1
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Tablica 1. Nastavak

Y=5022274 MRLN2
MRLN3
Petrova gora Bublen X=445984 11.10.2018. MRBB1
Y=5012051 MRBB2
MRBB3
MRBB4
Zagorje Pronjak X=457126 22.10.2018. MRPR1
Medvednica Y=5089078
Zagorje Zeljeznica, X=476508 09.07.2018 MRZEI
Medvednica Vidovetka Y=5119574 MRZE2
Zeljeznica MRZE3
X=477380 MRZE4
Y=5118251
Zagorje Zarovnica X=464064 09.07.2018. MRZA1
Medvednica Y=5126570 MRZA2
MRZA3
MRZA4
MRZA5
MRZA6
Zagorje Lonjica, X=483612 09.07.2018. MRLO1
Medvednica izvoriSte Curek | Y=5109232 MRLO2
MRLO3
MRLO4
MRLO5
MRLOG6
Slavonija Sumetica X=592487 07.12.2018. MRSU1
Y=5045907 MRSU2
MRSU3
MRSU4
MRSUS5
MRSU6
Slavonija Velika Radetina | X=595330 06.12.2018. MRVR1
Y=5046874 07.12.2018. MRVR2
MRVR3
X=595791 MRVR4
Y=5045368 MRVR5
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3.2. Podrucje istrazivanja

Ovim istrazivanjem pokusalo se obuhvatiti Sto Sire geografsko podrucje unutar granica
Republike Hrvatske u kojem obitavaju populacije potoéne mrene. Uzorci su prikupljeni s
Cetiri lokaliteta s planine Ivanéice (potoci Zarovnica, Lonjica, Zeljeznica i Vidovecka
Zeljeznica), Sest lokaliteta na Medvednici (potoci Kasina, Vidovec, Rijeka, Sarni potok i
Pronjak), dva lokaliteta s Petrove gore (potoci Bublen i Brusovaca), tri lokaliteta iz Banovine
(potoci Stupnica, Sunja i Listovacki potok), dva lokaliteta s Pozeske gore (potoci Rinovica i
Putnjak), tri lokaliteta s Papuka (dva na potoku Velika Radetina i potok Sume¢ica) i s potoka
LondZe na Krndiji (Slike 5 i 6).

30 km
| |
. ii
1 B
S i
e |
: |
| 18 19
#9193

‘ ' , 12

1113 2

Slika 5. Pregledna topografska karta sredisnje Hrvatske s ozna¢enim lokacijama populacija
poto¢ne mrene iz podrucja istrazivanja. Kao oznake su koriStene boje 1 brojevi. Lokaliteti s
Petrove gore i Banovine su pobojani crveno (11- Brusovaca, 13- Bublen, 4 - Stupnica, 5-
Listovacki potok, 9- Sunja); lokaliteti s Papuka, Krndije i PoZeske gore su pobojani zuto (6-
Putnjak, 10-Rinovica, 12-Londza, 18-Sumecica, 19-Velika Radetina 1, 19a-Velika Radetina
2); lokaliteti s Ivancice i Medvednice su pobojani zeleno (1- Kasina, 2- Burnjak, 3-Vidovec,
7-Rijeka, 8-Sarni potok, 14-Pronjak, 15-Zeljeznica, 15a-Vidovecka Zeljeznica, 16-Zarovnica,
17-Lonjica).
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Ivanéica Petrova gora PoZeska gora

15 Zeljeznica i Vidovecka Zeljeznica 11 Brusovaca 6 Putnjak
16 Zarovnica 13 Bublen X s
17 Lonjica - 10 Rinovica
Medvednica
1 Kasina 2
2By Sonoins Papuk
3 Vidovec s Lnstgvac‘ku - 18 Sumetica
7 Rijeka 19 Velika Radetina
9 Sunja
8 Sarni potok

14 Pronjak

Krndija
|L_30km ; 12 Londza

74
2

107 A Bk

Slika 6. Geoloska karta Republike Hrvatske mjerila 1:300 000 (preuzeta s http://webgis.hqgi-

cgs.hr/gk300/default.aspx) s ozna¢enim mjestima uzorkovanja populacija poto¢ne mrene. Kao
oznake su koriStene boje i brojevi. Lokaliteti s Petrove gore i Banovine su pobojani crveno (
11- Brusovaca, 13 — Bublen, 4-Stupnica, 5-Listovacki potok, 9-Sunja); lokaliteti s Papuka,
Krndije i PoZeske gore su pobojani crno (6-Putnjak, 10-Rinovica, 12-Londza, 18-Sumeg¢ica,
19-Velika Radetina 1, 19a-Velika Radetina 2); lokaliteti s Ivancice i Medvednice su pobojani
zeleno (1- Kasina, 2- Burnjak, 3-Vidovec, 7-Rijeka, 8-Sarni potok, 14-Pronjak, 15-Zeljeznica,
15a-Vidovetka Zeljeznica, 16-Zarovnica, 17-Lonjica). Oznagene lokacije uzorkovanja na
geoloskoj karti su georeferencirane $to smanjuje preciznost prikaza to¢ne lokacije.

Svi istrazivani potoci nalaze se u krskom podrucju ili u podrucju gdje se pojavljuju
stijene koje sadrze vapnenac ili dolomit izuzev potoka Londze na Krndiji gdje dominiraju

kopnene naslage lesa.

3.3. Opis lokaliteta gdje su prikupljeni uzorci

Potok Velika Radetina

Potok se nalazi na Papuku, te¢e kroz Sumu. Na lokaciji prvog uzorkovanja voda
potoka je prozirna i brzo otjege. Sirina potoka je oko 2,5 m, dno je §ljunkovito i pretezno
pjeskovito. Prisutan je listinac. Elektroribolovom ulovljene su 4 poto¢ne mrene, 2 pijora i 2

dvoprugaste uklije.
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Na lokaciji drugog uzorkovanja voda potoka tece kroz Sumu, prozirna je i brzo
otjeCe. Lokalitet uzorkovanja nalazi se uzvodnije od lokacije prvog uzorkovanja. Korito je
prirodno, nema utvrdenosti korita. Korito je prekriveno listincem i ima dosta srusenih stabala
koje ¢ine prirodne pregrade na potoku. Dno potoka sastoji se od $ljunka, pijeska i krupnijeg
kamenja. U neposrednoj blizini korita rastu mahovine, a drvece raste otprilike 1 metar od

potoka. Elektroribolovom je ulovljeno 6 pastrva i 1 poto¢na mrena.

Potok Sumetica

Potok se nalazi na Papuku, te¢e kroz Sumu, a voda je prozirna je i brzo otjece. Korito
je prirodno te sadrzi puno listinca. Srusena debla ¢ine prirodne pregrade u potoku. Dno potoka
je pjeskovito s malo §ljunka i kamenja. Prisutni su slapi¢i i bazeni s dubljom vodom. Oko

potoka raste grmlje i drvece. Elektroribolovom je ulovljeno 8 poto¢nih mrena i 5 pastrva.

Potok Londza

Potok se nalazi u mjestu Draganlug na Krndiji, mutne je vode, smeckastog obojenja i
bez mirisa. Korito je utvrdeno, prisutan je velik utjecaj ¢ovjeka i poljoprivrede. Dno je od
betona, a prisutno je malo mulja i detritusa. Obala je dijelom betonizirana, ali ve¢inom
zemljana. Okolnu vegetaciju ¢ine veinom trava, malo grmlja 1 malo drveca.

Elektroribolovom ulovljene su 3 potocne mrene.

Potok Rinovica

Potok se nalazi u blizini mjesta Luzani na PozeSkoj gori, djelomi¢no je zasjenjen.
Dno potoka je pjeskovito i sljunkovito te su prisutne alge. Obala je zemljana, prekrivena
travom, grmljem i drve¢em. Elektroribolovom su ulovljene dvije poto¢ne mrene. Pronadene

su i brkice, obi¢ni vijun, krkusa i klen.

25



Potok Putnjak

Potok se nalazi na PozeSkoj gori u blizini utvrde Gracanica, sijeCe cestu kroz Sumu.
Voda je prozirna i bez mirisa. Prisutan je utjecaj ¢ovjeka. Dno je vec¢inom $ljunkovito, a u
manjem dijelu muljevito i pjeskovito. Obala potoka je zemljana te prekrivena travom i
grmljem. Elektroribolovom je ulovljeno 10 poto¢nih mrena, te primjerci brkice, klena i

dvoprugaste uklije.

Potok Lonjica, izvoriste Curek

Potok se nalazi na Ivancici, bistre je i prozirne vode. Na mjestu uzorkovanja, dno je
stjenovito te nekoliko stijena viri iznad povrsine potoka. Sirina potoka je oko 1,5 metara.
Potok uzvodnije brze otjece te tece preko malih kaskada, a nizvodnije je mirnijeg toka. Potok
je okruzen Sumom. Elektroribolovom je ulovljeno 6 poto¢nih mrena. Od ostalih vrsta, prisutni

su klenovi, brkice, krkuSe te veliki broj dvoprugastih uklija.

Potok Zeljeznica i potok Vidovetka Zeljeznica

Potok Zeljeznica nalazi se na Poze$koj gori. Voda je mutna; dno je stjenovito i
$ljunkovito. Sirina korita je 2 metra, a potok je dubok 15-20 cm. Na mjestu uzorkovanja nije

bila prisutna ni obalna ni vodena vegetacija.

Potok Vidovetka Zeljeznica prolazi kroz naselje te nastavlja svoj tok kroz Sumu.
Voda je mutna. Dno potoka je §ljunkovito i pjeskovito te bez vegetacije. Dubine je do 10 cm,

a $irina korita iznosi do 1,5 metara. Elektroribolovom su ulovljene poto¢ne mrene i pesevi.

Potok Zarovnica

Potok Zarovnica nalazi se na Pozeskoj gori, te¢e kroz $umu, a voda je mutna i slabo
prozirna. Dno potoka je §ljunkovito, korito je Sirine od 1 m do 1,5 m. U potoku nije prisutna
vodena vegetacija. Prisutan je negativan utjecaj ¢ovjeka (u potoku se nalaze plasti¢ne vrecice,

boce i kruti otpad). Elektroribolovom su ulovljene poto¢ne mrene i brkice.
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Potok Vidovec

Potok se nalazi na Medvednici i prolazi kroz naselje. Voda je sivkastog obojenja,
relativno prozirna te neugodnog mirisa. Nizvodno je skoro cijelim tokom utvrdeno Kkorito te se
u potok ispustaju otpadne vode iz kanalizacije. Na betonskom dnu prisutan je §ljunak, pijesak

i mulj nastao od otpadnih voda. Elektroribolovom je ulovljeno 6 poto¢nih mrena.

Sarni potok

Sarni potok nalazi se na Medvednici, okruzen je Sumom, a voda je prozirna i bez
mirisa. Dno potoka je Sljunkovito. Na potoku su izgradene drvene pregrade koje tvore
kaskade. Elektroribolovom je ulovljeno 10 poto¢nih mrena, poto¢ne pastrve te veliki broj

klenova.

Potok Pronjak

Potok Pronjak nalazi se na Medvednici, tece kroz manju Sumu. Na nekoliko mjesta
sruSena stabla ¢ine prirodne pregrade. Dno potoka je kamenito i pjeskovito. Obala je

zemljana. Elektroribolovom su ulovljene pastrve i 1 poto¢na mrena.

Potok Rijeka

Potok Rijeka nalazi se na Medvednici, tece kroz Sumu, voda je prozirna i brzo otjece.
Dno potoka je kamenito i pjeskovito. U koritu su prisutna srusena stabla, a zemljana obala je
okruzena gustim grmljem i drve¢em. Elektroribolovom je ulovljeno 10 poto¢nih mrena te

nekoliko pastrva.

Usée potoka Suhopoda i Sokota u potok Kaginu

Lokacija uzorkovanja nalazi se na Medvednici. Voda sporije otjece. Potok KasSina

prolazi velikim dijelom kroz Sumu koja ga zasjenjuje, a dijelovi su mu zarasli s grmljem. Dno
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potoka Kasine je sljunkovito i kamenito, a obala je prekrivena kamenjem. Na kamenju u

potoku su prisutne alge. Elektroribolovom je ulovljeno 8 poto¢nih mrena i nekoliko klenova.

Potok Burnjak

Potok Burnjak nalazi se na Medvednici te te¢e na granici izmedu Sume i polja. Voda
mu je prozirna, dok se za vrijeme oborina zamuti. Dno potoka je §ljunkovito, pjeskovito i
muljevito s nekoliko vec¢ih kamenja obraslih algama i mahovinama. Korito potoka je ve¢im
dijelom prirodno i obraslo travom, a malim dijelom je wutvrdeno (ispod mosta).
Elektroribolovom ulovljene su poto¢ne mrene, dvoprugaste uklije, klenovi, obicne mrene i

brkice.

Listovacki potok

Listovacki potok tece kroz naselje Brestik na Zrinskoj gori uz cestu i djelomi¢no je
zasjenjen. Dno mu je kamenito i pjeskovito, obala je zemljana, a u riparijskoj zoni raste

drveée i grmlje. Elektroribolovom su ulovljene potoc¢ne mrene i brkice.

Potok Stupnica

Potok Stupnica tece blizu naselja Ljeskovac na Zrinskoj gori te je jako zasjenjen.
Dno mu je prekriveno kamenjem, Sljunkom, detritusom 1 s malo pijeska. Obala mu je
zemljana i obrasla grmljem 1 drve¢em. Uzorkovanje je provedeno ispod betonskog mosta.
Elektroribolovom je ulovljen veliki broj pijora te mali broj peSeva, brkica, dvoprugastih

uklija, krkuSa te samo jedna poto¢na mrena. UocCeni su rijecni rakovi.

Potok Sunja

Potok Sunja teCe u blizini naselja Begovi¢i na Zrinskoj gori, kroz Sumu koja je
otvoreno loviste. Tok mu je jako spor, a dno je veé¢inom prekriveno kamenjem te manjim

dijelom Sljunkom 1 pijeskom. Obala je zemljana, obrasla grmljem 1 drvecem.
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Elektroribolovom je ulovljen veliki broj dvoprugastih uklija i klenova, te manji broj poto¢nih

mrena, pijora, krkusa i brkica.
Potok Bublen

Potok Bublen tece uz cestu kroz Sumu u blizini naselja Selakova poljana na Petrovoj
gori. Voda je bistra, prozirna i bez mirisa. Okolnu vegetaciju ¢ini gusto raslinje od drveca,
grmlja i trave koje zasjenjuje potok. Obala je zemljana. Elektroribolovom su ulovljene 4

potocne mrene, veliki broj pijora te manji broj pesSeva 1 brkica.

Potok Brusovaca

Potok Brusovaca tece uz cestu blizu naselja Selakova poljana na Petrovoj gori. Dno
potoka prekriveno je Sljunkom i kamenjem, a obala mu je zemljana i obrasla travom 1
drvecem. Elektroribolovom je ulovljeno 5 poto¢nih mrena, veliki broj pijora te manji broj

brkica, krkusa i klenova.

3.4. lzolacija genomske DNA

Ukupnu genomsku DNA iz trbusnih peraja izolirao sam pomocu kompleta kemikalija za

izolaciju QIAGEN DNeasy Blood and Tissue na sljede¢i nacin:

1. Svaki uzorak trbusne peraje usitnio sam $karicama do veli¢ine 0,1-0,2 cm te prenio
usitnjeni materijal u zasebne epruvete kojima sam dodijelio kod.

2. U epruvete s usitnjenim uzorcima i kodom ispipetirao sam 180 pL pufera ATL (pufer
za lizu tkiva) koji sluzi za razaranje tkiva uzorka.

3. Dodao sam 20 pL proteinaze K koja sluzi za razaranje stanicnih membrana u epruvete
s uzorcima i ATL puferom te sam nakon toga epruvete promijesao mijeSalicom Vortex
desetak sekundi i stavio ih u vodenu kupelj na 56 °C preko no¢i.

4. Naredni dan izvadio sam uzorke u epruvetama iz vodene kupelji te ih promijesao
mijesalicom Vortex desetak sekundi i dodao 200 pL pufera AL (pufer za lizu).

5. Uzorke sam opet promijesao mijeSalicom Vortex desetak sekundi i dodao 200 pL

etanola te ih opet promijesao mijesalicom Vortex desetak sekundi.
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6. 1z epruveta sam ispipetirao 650 puL uzorka (samo izolat, komadiée tkiva sam bacio) i
stavio sadrzaj u nove epruvete s membranom iz kompleta kemikalija QIAGEN
DNeasy Blood and Tissue.

7. Epruvete s membranom sam stavio u centrifugu na 8000 okretaja u minuti (rpm) i 60
sekundi.

8. Donji dio epruvete s membranom sam bacio, a membranu prenio u novi donji dio iz
kompleta kemikalija QIAGEN DNeasy Blood and Tissue. U tako pripremljenu novu
epruvetu sam ispipetirao 500 uL pufera AW1 (pufer za ispiranje).

9. Epruvete s membranom sam stavio u centrifugu na 8000 rpm i 60 sekundi.

10. Donji dio epruvete s membranom sam bacio, a membranu prenio u novi donji dio iz
kompleta kemikalija QIAGEN DNeasy Blood and Tissue. U tako pripremljenu novu
epruvetu ispipetirao sam 500 pL pufera AW?2 (pufer za ispiranje).

11. Epruvete s membranom stavio sam u centrifugu na 14000 rpm i 180 sekundi.

12. Donji dio epruvete s membranom sam bacio, a membranu prenio u novu Eppendorf
epruvetu (ne iz kompleta kemikalija QIAGEN). Ispipetirao sam 150 pL pufera AE
(pufer za eluciju) u novu epruvetu s membranom.

13. Nove epruvete s membranom stavio sam u centrifugu na 8000 rpm i 60 sekundi.
Membrane sam nakon toga bacio. Epruvete s izolatom sam zatvorio i stavio na

cuvanje u zamrzivac.

3.5. Lancana reakcija polimerazom

Pocetnica (Tablica 2) je kratka jednolancana nukleinska kiselina koju koriste svi Zivi
organizmi za pokretanje sinteze DNA. Enzimi odgovorni za replikaciju DNA (DNA
polimeraze) mogu dodavati nukleotide samo na 3' kraj postoje¢e nukleinske kiseline pa je
potrebna pocetnica koja se veze za uzorak koji se replicira kako bi DNA polimeraza mogla
zapodeti komplementarni lanac. Zivi organizmi koriste isklju¢ivo RNA pocetnice, dok se u
laboratoriju pri in vitro sintezama DNA (poput DNA sekvenciranja i lanane reakcije
polimerazom) uobicajeno koriste DNA pocetnice koje su stabilnije na promjene temperature

(Cox i sur., 2015).
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Tablica 2. Popis koristenih oligonukleotidnih pocetnica za umnazanje mitohondrijskog cyt b

gena.

IME POCETNICE SEKVENCA POCETNICE (5'-3) | PROIZVODAC

GluF GAA GAA CCA CCG TTG TTA | Macrogen Inc.
TTC (21mer)

ThrR GAT CTT CGG ATT ACA AGA | Macrogen Inc.
CC (20mer)

Napravio sam lancano umnazanje polimerazom mitohondrijskog gena za cyt b. Lanc¢ana

reakcija polimeraze (PCR reakcija) je metoda kojom se sekvenca nukleinske kiseline moze

eksponencijalno umnoziti u in vitro uvjetima. Nuzno je poznavati krajeve sekvence u

dovoljnom detalju da se mogu sintetizirati oligonukleotidne pocetnice koje ¢e se hibridizirati

na njih.

U epruvetu za PCR stavio sam:

-12,5 pL mjesavine kemikalija za PCR - smjesa tvari od proizvodaca

-8,5 uL mjeSavine pocetnica - dvije oligonukleotidne pocetnice (Tablica 2) — uzvodna (engl.

reverse) i nizvodna (engl. forward), boja, voda

-4 uL 1zolata DNA

Tako pripremljene epruvete stavio sam u uredaj za umnazanje PCR reakcijom (Tablica 3).

Reakcija se odvijala u 35 ciklusa.

Tablica 3. Uvjeti koriSteni za umnazanje mitohondrijskog gena za cyt b PCR reakcijom.

KORAK PCR REAKCIJE TRAJANJE (min) TEMPERATURA (°C)
Preddenaturacija 10:00 95,0
Denaturacija 35x00:45 92,0
Vezanje pocetnica 01:30 48,0
Produljenje lanca DNA 01:45 72,0
Finalno produljenje lanca DNA 7:00 72,0
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3.6. Elektroforeza u agaroznom gelu

Elektroforeza je metoda kojom se mogu razdvojiti fragmenti molekula DNA, RNA i
proteina i utvrditi njihove veli¢ine prema veli¢inama fragmenata koje su ve¢ poznate. DNA
molekula je elektricki negativno nabijena zbog fosfata. Zbog toga u elektricnom polju DNA
molekula i njeni fragmenti putuju prema pozitivho nabijenoj anodi. Brzina putovanja
fragmenata DNA ovisi o njihovoj veli¢ini; kra¢i fragmenti putuju brze, dok veci fragmenti

putuju sporije.

Pufer TAE je po svom sastavu tris (2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol), octena
kiselima i EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina). Agarozni gel za elektroforezu pripremio
sam otapanjem 1 g agaroze u 100 mL TAE pufera. Izlio sam smjesu u kalup te postavio u nju
,»cesljice” pomocu kojih se oblikuju jazice. Kada se gel skrutio, u svaku jazicu stavio sam 4
uL uzorka iz PCR reakcije, a u posljednju jazicu 4 pL genskog biljega (engl. gene ruler). Gel
s uzorcima stavio sam u kadicu za elektroforezu. Uvijeti pri kojima se odvijala elektroforeza
bili su 120 V, 400 mA i 30 minuta. Kada je elektroforeza zavrsila, stavio sam gel u otopinu
etidij bromida na 30 minuta. Gel sam zatim izvadio i stavio ga u transiluminator gdje sam ga

fotografirao pod UV svjetlom. Pregledom fotografija utvrdio sam uspjesnost PCR reakcije.

3.7. Sekvenciranje

Uzorci s uspje$no umnozenim cyt b genom poslani su u Macrogen Inc. (Amsterdam,
Nizozemska) na procis¢avanje i odredivanje primarne strukture molekule DNA

(sekvenciranje).

3.8. Racunalne analize temeljene na nukleotidnim sekvencama

Dobivene sekvence sravnao sam i uredio u programu BioEdit 7.0.5.3 (Hall, 1999).
Prilikom sravnjivanja sekvenci uklonio sam loSe ocitane dijelove prije pocetka i nakon
zavrSetka odabranog gena te pregledao kromatograme radi mogucih pogresaka pri o¢itavanju

signala baze i preklapanju signala. Sve uocene pogreske rucno sam ispravio.
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Od 96 analiziranih sekvenci, njih 9 je bilo neuspjesno te sam ih izbacio iz daljnjih
analiza. Osim 87 eksperimentalno dobivenih uspjes$nih sekvenci, za filogenetske analize
koristio sam i sve sekvence vrste Barbus balcanicus dostupne u Banci gena (Tablica 4,

www.ncbi.nlm.nih.gov). Za sekvence preuzete iz Banke gena nisu navedene geografske

koordinate prikupljenih uzoraka, ali je poznato iz kojeg su vodotoka uzorkovane.

Tablica 4. Popis sekvenci gena za cyt b vrste Barbus balcanicus preuzetih iz Banke gena koje

su koristene u rac¢unalnim analizama.

Ime sekvence Pristupni kod | Referenca Lokacija

S_DZEPSKAl | GQ302791 Markova i sur., 2010 | Dzepska rijeka, Srbija

S_DZEPSKA2 | GQ302790 Markova i sur., 2010 | Dzepska rijeka, Srbija

S TIMOK1 GQ302798 Markova i sur., 2010 | Timok, Srbija

S JADAR1 GQ302797 Markova i sur., 2010 | Jadar, Srbija

BIH VRBAS1 | GQ302796 Markova i sur., 2010 | Vrbas, Bosna i Hercegovina

HR_RIJEKA1 | GQ302795 Markova i sur., 2010 | Rijeka, Hrvatska

M_LEPENAC1 | GQ302794 Markova i sur., 2010 | Lepenac, Makedonija

M_LEPENAC2 | GQ302793 Markova i sur., 2010 | Lepenac, Makedonija

M_LEPENAC3 | GQ302792 Markova i sur., 2010 | Lepenac, Makedonija

Koristenjem ra¢unalnog programa DNAsp 6.12.03 (Rozas i sur., 2017) izra¢unao sam
broj sekvenci (N), broj haplotipova (h), broj polimorfnih mjesta (S), ukupan broj mutacija (1),
raznolikost haplotipova (Hd), varijancu raznolikosti haplotipova (hd_var), nukleotidnu

raznolikost (=) i prosjecan broj nukleotidnih razlika (k).

Da bih utvrdio srodstvene odnose izmedu populacija vrste Barbus balcanicus u
Hrvatskoj i u odnosu na ostale europske populacije proveo sam filogenetske analize na
sekvencama cyt b gena koriStenjem metode najvece parsimonije (MP) i metode najvece
vjerodostojnosti (ML) pomocu kojih sam dobio filogenetska stabla. Metodu susjednog

sparivanja koristio sam za dobivanje filogenetske mreze.

Filogenetsku rekonstrukciju proveo sam pomoc¢u racunalnog programa MEGA 10.0.5
(Kumar i sur., 2018) i PAUP 4.0a166 (Swofford, 2002) koriStenjem haplotipova iz ovog
istrazivanja, kao i onih preuzetih iz Banke gena. Analize metodama najvece parsimonije i

najve¢e vjerodostojnosti proveo sam pod heuristickim modelom uz 100 ponavljanja,
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nasumi¢nim uno$enjem taksona te preklapanjem grana dijeljenjem i ponovnim povezivanjem
(engl. tree bisection-reconnection, Nei i Kumar, 2000). Sva mjesta kodona i sve nukleotidne
supstitucije imali su jednaku tezinu. Podrzanost grananja utvrdio sam analizom podrzanosti
(engl. bootstrap analysis) uz 1000 ponavljanja (Felsenstein, 1985) i 10 replika dodatnih
sekvenci. Za ukorjenjenje stabla koristio sam sekvencu vrste Barbus plebejus, Bonaparte 1839

koja pripada u isti rod kao i vrsta Barbus balcanicus.

Analizu metodom susjednog sparivanja proveo sam pomocu ra¢unalnog programa

Network 5.0.1.1. (Fluxus Technology Ltd.).

3.9. Protok gena

Analizom protoka gena pomoc¢u programa Migrate dobio sam koeficijente migracije
izmedu populacija potoéne mrene u Republici Hrvatskoj i ® parametre. Stope migracije

izra¢unao sam isklju¢ivo medu populacijama unutar istih regija pomoc¢u formule:
Nx—»y :Mx—>y ‘@y

(Nx—y — stopa migracije iz populacije x u populaciju y; Mx—, — koeficijent migracije, broj koji
predstavlja koliko je imigracija u neku populaciju vaznija u unoSenju varijabilnosti u tu
populaciju od mutacija, @y — Theta parametar), a koeficijent migracije i ® parametar sam

dobio pomocu programa Migrate (Beerli, 2009).

4. REZULTATI

4.1. Genski polimorfizam

Genski polimorfizam potocne mrene prikazan je u tablici 5. Najveci broj haplotipova
uocen je kod populacije iz potoka Kasine, dok je najmanji broj haplotipova utvrden kod
populacija iz potoka Zeljeznice i Listovackog potoka. Najveéi broj mutacija je prisutan kod
populacije iz potoka Kasine. Uz populaciju iz potoka Kasine, jednak broj mutacija imaju i
populacije iz potoka Sunje, Sarnog potoka, Zarovnice i Lonjice. Kod svih populacija broj
polimorfnih mjesta jednak je ukupnom broju mutacija. Najveca raznolikost haplotipova je

uocena kod populacije iz potoka Rinovice, a zatim kod populacija iz potoka Velike Radetine,
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Kasine i Sunje. Kod jedinki ulovljenih u potocima Stupnica i Pronjak nije bilo moguce

odrediti mjere polimorfizma posto nije bilo viSe od jedne sekvence za analizu.

Tablica 5. Genski polimorfizam potocne mrene u Hrvatskoj (N-broj sekvenci, h-broj

haplotipova, S-broj polimorfnih mjesta, n-ukupan broj mutacija, Hd-raznolikost haplotipova,

hd_var-varijanca raznolikosti haplotipova, n-nukleotidna raznolikost, k-prosje¢an broj

nukleotidnih razlika)

Lokalitet | N h S n Hd Hd var | =n k
Kasina 6 4 3 3 0,800 0,02963 | 0,00111 | 1,267
Burnjak | 6 3 2 2 0,733 0,02407 | 0,00082 | 0,933
Vidovec 6 2 1 1 0,333 0,04630 | 0,00029 | 0,333
Stupnica |1 1 - - - - - -
Listovacki | 3 1 0 0 0 0 0 0
potok

Putnjak 9 3 2 2 0,750 0,00617 | 0,00088 | 1,000
Rijeka 8 3 2 2 0,679 0,01489 | 0,00097 | 1,107
Sarni 6 3 3 3 0,600 0,04630 | 0,00088 | 1,000
potok

Sunja 5 3 3 3 0,800 0,02688 | 0,00140 | 1,600
Rinovica |2 2 1 1 1,000 0,25000 | 0,00088 | 1,000
Brusovaca | 5 2 2 2 0,400 0,05632 | 0,00070 | 0,800
Londza 3 2 2 2 0,667 0,09877 | 0,00117 | 1,333
Bublen 3 2 2 2 0,667 0,09877 | 0,00117 | 1,333
Pronjak 1 1 - - - - - -
Zeljeznica | 2 1 0 0 0 0 0 0
Zarovnica |5 2 3 3 0,400 0,05632 | 0,00105 | 1,200
Lonjica 6 2 3 3 0,533 0,02963 | 0,00140 | 1,600
Sumetica | 6 2 1 1 0,533 0,02963 | 0,00047 | 0,533
Velika 4 3 2 2 0,833 0,04948 | 0,00088 | 1,000
Radetina
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4.2. Filogenetski odnosi

Metodama najvece vjerojatnosti (ML) i najvece parsimonije (MP) dobivena su dva
filogenetska stabla (Slike 7 i 8) sli¢ne topologije, podrzanosti i duljine grana. Filogenetska
rekonstrukcija temeljena je na sekvencama gena cyt b dugim 1141 pb, od kojih je 1020 mjesta
konstantno, a 121 varijabilno. Parsimonijski znacajnih mjesta je 22, dok ostalih 99

varijabilnih mjesta nije informativno.

Utvrdena su ukupno 23 haplotipa vrste Barbus balcanicus (Tablice 6 i 7). Stablo
dobiveno metodom najvece parsimonije (Slika 8) ima neSto manju podrzanost grananja od
stabla dobivenog metodom najvece vjerojatnosti. Vidljiva je intraspecijska strukturiranost
potoc¢ne mrene te prisutnost tri filogenetske linije medu istrazivanim sekvencama. Prvoj liniji
pripadaju svi haplotipovi iz podrucja istrazivanja (njih 15) te jedan haplotip s podrucja
Republike Srbije (S_JADARL) te jedan haplotip iz Bosne i Hercegovine (BIH_VRBAS1) iz
prethodnih istrazivanja. Drugoj liniji, koja je najbolje podrzana, pripadaju haplotipovi preuzeti
iz Banke gena s podruc¢ja Republike Sjeverne Makedonije (M_LEPENACI1, M_LEPENAC?2 i
M_LEPENACS3). Haplotipovi iz druge linije imaju sestrinski polozaj u odnosu na prvu liniju.
Trec¢a linija odnosi se na haplotipove iz Republike Srbije (S_DZEPSKAL, S DZEPSKA?2 i
S_TIMOK?1) koji su preuzeti iz Banke gena.

Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece parsimonije opisano je sljedec¢im

parametrima: duljina 133 koraka, CI: 0,9173, HI: 0,0827, RI: 0,8036 te RC: 0,7371.
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Tablica 7. Popis utvrdenih haplotipova vrste Barbus balcanicus i njihova frekvencija

Ime haplotipa Sekvence Frekvencija haplotipa izrazena
u postotku jedinki u kojima je
prisutan neki haplotip u odnosu
na ukupni broj ulovljenih
jedinki

HAP1 MRKA1, MRKA2, MRKAS3, 4,16

MRVR4
HAP2 MRKAG 1,04
HAP3 MRKA7, MRBU2, MRBUSG, 21,87
MRVI2, MRVI3, MRVI4,
MRVI5,  MRVI6, MRSTL,
MRPU2, MRPU3, MRPU4,
MRRM4, MRRII, MRSU3,
MRSU4, MRSU5, MRSUES,
MRVR1, MRVR?2,
HR_RIJEKAl
HAP4 MRKA8, MRBU1, MRBUS3, 52
MRBU5, MRVI1
HAP5 MRBU4 1,04
HAPG6 MRLP1, MRLP2, MRLP3, 10,42
MRSA1, MRBB2, MRBB4,
MRPR1, MRZE2, MRZE4,
MRZA2
HAP7 MRPU5, MRPU6, MRPU?7, 6,25
MRBR3, MRLN1, MRBB1
HAPS MRPU8, MRPU9, MRPU10, 7,29
MRRM1, MRRM2, MRRM3,
MRRM5
HAP9 MRRM6, MRRM7, MRRMS, 9,37
MRSA2, MRSA3, MRSA4,
MRSA5, MRSU1, MRSU?2
HAP10 MRSAG6 1,04
HAP11 MRSU4 1,04
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Tablica 7. Nastavak

HAP12 MRSU5, MRSU6, MRVR3 3,12
HAP13 MRRI2, MRBR1, MRBR2, 7,29
MRBR4, MRBR5, MRLN2,
MRLN3
HAP14 MRZA3, MRZA4, MRZAS, 6,25
MRZA6, MRLO1, MRLO2
HAP15 MRLO3, MRLO4, MRLOS5, 6,25
MRLO6, MRSU1, MRSU2
S_DZEPSKA1 S_DZEPSKA1 1,04
S_DZEPSKA?2 S_DZEPSKA2 1,04
S_TIMOK1 S_TIMOK1 1,04
S_JADAR1 S_JADAR1 1,04
BIH_VRBAS1 BIH_VRBAS1 1,04
M_LEPENAC1 M_LEPENAC1 1,04
M_LEPENAC?2 M_LEPENAC?2 1,04
M_LEPENAC3 M_LEPENAC3 1,04
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MRKA(1-3), MRVR4
MRKAG6

MRKA7, MRBU(2,6), MRV1(2-6), MRST1, MRPU(2-4)
MREEM4, MRRIL, MR§U(3-G), MRVR(1,2) HR RIJEKAT

MRKAS8, MRBU(1,3,5), MRVI1
MRBU4

MRLP(1-3), MRSA1, MRBB(2,4), MRPR1, MRZE(2,4),
MRZA2

MRPU(5-7) MRBR3 MRLN1, MRBB1
MRPU(8-10) \IRRM(1,2,3,5)
MRRM)(6-8), MRSA(2-5), MRSU(1,2)
MRSA6

MRZA(3-6), MRLO(1,2)

MRSU4

MRSU(5,6), MRVR3

MRRI2 VRBR(1,2,4,5), MRLN(2,3)

MRLO(3-6), MRSU(1,2)

L S_JADAR1 S_JADARL
L BIH_VRBAS1 BIH_VRBAS1
M_LEPENAC1 M_LEPENAC1

M_LEPENAC2 M_LEPENAC2

M_LEPENAC3 M_LEPENAC3

| S_DZEPSKA1 S_DZEPSKAL

S_DZEPSKA2 S_DZEPSKA2

S_TIMOK1

B. plebejus

Slika 7. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece vjerojatnosti (ML) na temelju
mitohondrijskog gena cyt b. Brojevi pored grananja oznacavaju podrzanost u postocima.
Pored naziva haplotipa navedene su i1 sekvence koje sadrze taj haplotip. Bojom su oznacene
regije iz koje potjecu sekvence (crveno — Banovina i Petrova gora, crno — Slavonija, zeleno —
Medvednica i Zagorje, plavo — sekvence iz Banke gena).
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- HAP1 MRKA(1-3), MRVR4

- HAP4 MRKAS, MRBU(1,3,5), MRVI1

- HAPS8 MRPU(8-10) \IRRM(1,2,3,5)

64 \64— HAP9 MRRM(6-8), MRSA(2-5), MRSU(1,2)
H HAP10  wirsac
HAP14 MRZA(3-6), MRLO(1,2)
- HAP11 MRSU4
- HAP12  yigsu(s,6), MRVR3
- HAP13 MRRI2, MRBR(1,2,4,5), MRLN(2,3)
- HAP15 MRLO(3-6), MRSU(1,2)
- S_JADAR1 S_JADAR1
L BIH_VRBAS1 BIH_VRBAS1
53 M_LEPENAC1 M_LEPENAC1

M_LEPENAC2 M_LEPENAC2
M_LEPENAC3 M_LEPENAC3

S_DZEPSKA1 s _DzEPSKAl

60— . .. . |

1 S_DZEPSKA2 s pzepskA2

S_TIMOK1 s 1imok1

B. plebejus

Slika 8. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece parsimonije (MP) na temelju
mitohondrijskog gena cyt b. Brojevi pored grananja oznacavaju podrzanost u postocima.
Pored naziva haplotipa navedene su i1 sekvence koje sadrze taj haplotip. Bojom su oznacene
regije iz koje potjecu sekvence (crveno — Banovina i Petrova gora, crno — Slavonija, zeleno —
Medvednica i Zagorje, plavo — sekvence iz Banke gena)
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Dobivena filogeografska mreza (Slika 9) poput filogenetskih stabala pokazuje tri
grupe haplotipova. Grupa haplotipova iz podrucja istrazivanja ima karakteristican zvjezdoliki
oblik u ¢ijem se centru nalazi haplotip HAP3 koji predstavlja pretka iz kojeg su nastali ostali
haplotipovi iz podru¢ja istrazivanja kao i haplotip S_JADARL te haplotip BIH_VRBASLI.
Haplotip HAP3 zastupljen je u sve tri regije iz podrucja istrazivanja, a najvise se pojavljuje

kod jedinki ulovljenih u regijama Zagorje i Medvednica te u regiji Slavonija.
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Slika 9. Filogenetska mreza dobivena metodom susjednog sparivanja. Promjer krugova
proporcionalan je s frekvencijom haplotipa. Haplotipovi su isti kao i na filogenetskim
stablima samo sa skracenim nazivom (H umjesto HAP, ML umjesto M_LEPENAC1, BIHV
umjesto BIH_VRBAS1, SJ umjesto S JADAR1, ST umjesto S _TIMOK1, SJ umjesto
S_JADAR1, SDZ umjesto S DZEPSKA). Bojom su oznacene regije iz kojih potjecu
sekvence te njihov udio u haplotipovima (crveno — Banovina i Petrova gora, zuto — Slavonija,
zeleno — Medvednica i Zagorje. Haplotipovi BIHV, SJ, ST, SDZ1, SDZ2, ML1, ML2 i ML3
su iz Banke gena.
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4.3. Protok gena

Izraunom stopa migracija pomocu Bayesove metode dobivene su prosjene
vrijednosti broja migranata koji migriraju izmedu populacija po generaciji, a odnose se na
razdoblje tijekom evolucijske povijesti koje zavrSava s recentnim razdobljem. Izmedu
odredenih populacija broj migranata je blizu vrijednosti nule $to moze biti posljedica sli¢nosti

medu sekvencama iz tih populacija.

1 Kasina

2 Burnjak

3 Vidovec

7 Rijeka

8 Sarni potok

14 Pronjak

15 Zeljeznica i
Vidovecka Zeljeznica

16 Zarovnica

17 Lonjica

Slika 10. Shematski prikaz protoka gena izmedu populacija unutar regije Zagorje i
Medvednica. Unutar krugova su brojke koje reprezentiraju populacije. Imena potoka u kojima
su te populacije su napisana sa strane s njihovim pripadaju¢im brojem. Strelice oznacavaju

smjer migracije, a broj pored strelice predstavlja broj jedinki koji migrira.

Kod populacija iz regija Zagorje i Medvednica (Slika 10) moze se primijetiti
struktura metapopulacije. Populacije iz potoka Kasine, Burnjaka, Rijeke, Sarnog potoka,
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Zeljeznice i Vidovecke Zeljeznice, Zarovnice i Lonjice iskljudivo su izvori$ne populacije,
odnosno iz njih jedinke emigriraju u populacije u potocima Vidovec i Pronjak. U populacije iz
potoka Vidovca i Pronjaka uglavnom imigriraju jedinke iz ostalih populacija. Populacije iz
potoka Pronjaka i Vidovca medusobno razmjenjuju jedinke u skoro podjednakom broju.
Najveci broj jedinki koji imigrira primije¢en je kod populacije iz potoka Lonjice, gdje 44
jedinke po generaciji imigriraju u populaciju iz potoka Pronjaka. Primije¢eno je da veci broj
jedinki imigrira u populaciju iz potoka Pronjaka, nego $to ih imigrira u populaciju iz potoka

Vidovca.

4 Stupnica

5 Listovacki potok
9 Sunja

11 Brusovaca

13 Bublen

Slika 11. Shematski prikaz protoka gena izmedu populacija unutar regija Petrova gora i
Banovina. Unutar krugova su brojke koje reprezentiraju populacije. Imena potoka u kojima su
te populacije su napisana sa strane s njihovim pripadaju¢im brojem. Strelice oznacavaju smjer

migracije, a broj pored strelice predstavlja broj jedinki koji migrira.

Populacije u regijama Petrova gora i Banovina (Slika 11) takoder imaju strukturu
metapopulacije. Populacije iz Listovackog potoka i Brusovace pripadaju izvorisnim
populacijama i iz njih jedinke isklju¢ivo imigriraju u populacije iz Sunje i Bublena.

Populacije iz potoka Stupnice, Sunje i Bublena su mjeSovitog tipa, odnosno pripadaju i
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prihvatnim i izvori$nim populacijama. Stopa migracija izmedu populacija iz potoka Sunje i
Stupnice je podjednaka, tj. podjednak broj jedinki emigrira iz potoka Sunje u potok Stupnicu,
kao i iz potoka Stupnice u potok Sunju. Otprilike dvostruko vise jedinki imigrira iz Sunje u
Bublen nego S$to ih imigrira iz Bublena u Sunju, dok je broj jedinki koje imigriraju iz Bublena
u Stupnicu otprilike ¢etverostruko veci nego $to ih imigrira iz Stupnice u Bublen. Najveéi
brojevi jedinki koje imigriraju primijeceni su kod sljede¢ih migracija: 88 jedinki iz populacije
u potoku Bublenu imigrira u populaciju iz potoka Stupnice, 86 jedinki iz populacije u potoku
Stupnica imigrira u populaciju iz potoka Sunjete 84 jedinke iz populacije iz potoka Sunje u

potok Stupnicu.

6 Putnjak

10 Rinovica
8 e 12 Londza
18 Sumedica
19 Velika Radetina

Slika 12. Shematski prikaz protoka gena izmedu populacija unutar regije Slavonija. Unutar
krugova su brojke koje reprezentiraju populacije. Imena potoka u kojima su te populacije su
napisana sa strane s njihovim pripadaju¢im brojem. Strelice oznaCavaju smjer migracije, a

broj pored strelice predstavlja broj jedinki koji migrira.

Kod populacija u Slavoniji (Slika 12) primijeCena je najjednostavnija struktura
metapopulacije. Broj jedinki koje su migrirale iz jedne populacije u drugu nije veéi od 8.
Populacije iz potoka Londze i Putnjaka pripadaju isklju¢ivo izvorisnim populacijama.
Populacija iz potoka Velike Radetine je isklju¢ivo prihvatna populacija. Populacije iz potoka
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Rinovice i Sumegice pripadaju mjeSovitim populacijama, odnosno populacijama koje su
ujedno i prihvatne i izvorisne. Populacije iz potoka Rinovice i Sumecice jedine medusobno
izmjenjuju jedinke i to populacija iz potoka Sumegice prima &etverostruko vise jedinki nego

Sto ih emigrira iz nje u populaciju iz potoka Rinovice.

5. RASPRAVA

S obzirom na to da se prvi put istrazuje genska struktura i raznolikost poto¢ne mrene
u Hrvatskoj, literatura je ograni¢ena. Filogenetskim stablima i mreZom dobivenima analizom
sekvenci mitohondrijskog gena za cyt b potoéne mrene utvrdeno je da je vrsta dobro
strukturirana. Rezultati ukazuju na postojanje tri filogenetski razliite i evolucijski odvojene
grupe haplotipova: hrvatsku, makedonsku i srpsku. Utvrden je i veliki broj haplotipova za
relativno malo geografsko podruéje te broj nastalih mutacija nije ve¢i od tri. Dobivena
filogenetska mreza pokazuje da svi haplotipovi iz podrucja istrazivanja potjecu od jednog
ancestralnog haplotipa. Grupa haplotipova iz podrucja istrazivanja na filogenetskoj mrezi je
zvjezdolikog oblika sto je vjerojatno posljedica nedavne i brze kolonizacije, vjerojatno nakon

zavrSetka glacijacija.

Na filogenetskim stablima uocena je reciprocna monofilija potoéne mrene koja
sugerira relativno dugotrajnu restrikciju protoka gena izmedu populacija iz razli¢itih grupa
haplotipova (Avise i Wollenberg, 1997). Dobivena stabla pokazala su srednju podrzanost
zbog toga Sto je analiza radena na sekvencama male raznolikosti, odnosno sekvencama iste

vrste pa je njihova rezolucija slabija.

Analizom genske raznolikosti potoéne mrene uocena je razli¢ita nukleotidna
raznolikost (0,00029 — 0,00140). Raznolikost haplotipova je umjerena do visoka, a najvisa je
ona iz potoka Velike Radetine, Kasine i Sunje. Najniza raznolikost haplotipova prisutna je
kod populacija iz Listovackog potoka i Zeljeznice gdje je u ¢itavom uzorku i jednog i drugog
potoka prisutan samo jedan haplotip. Niska nukleotidna raznolikost i mala raznolikost
haplotipova vjerojatno je posljedica negativnog utjecaja klimatskih promjena tijekom
pleistocena te ograni¢enja dostupnosti staniSta vrste i njihove moguénosti za migriranjem
(Dynesius i Jansson, 2000). Kod populacije iz potoka Zeljeznice moguée da je razlog niske
genske raznolikosti izgradnja retencije za obranu od poplava. Populacije poto¢ne mrene iz

podrucja istrazivanja pokazuju dosta visoku genetsku homogenost $to je moguce rezultat
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efekta uskog grla (engl. bottleneck effect), odnosno moguce da su klimatske promjene tijekom
pleistocena imale negativan utjecaj na populacije poto¢ne mrene iz podrucja istraZivanja.
Druga moguca hipoteza koja bi objasnila ovako niske raznolikosti podrazumijeva efekt
osnivaca (engl. founder effect). Efekt osnivaca pretpostavlja da je vrsta tek nedavno u
evolucijskoj povijesti kolonizirala ove prostore i da se nije stigla razviti genska raznolikost.

Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdio to¢an razlog.

Pretpostavlja se da su populacije u juznijim podrucjima koja su bila manje ometana
klimatskim promjenama divergirale u puno duzim vremenskim periodima §to je u skladu s
rezultatima ovog istrazivanja na primjerima grupe haplotipova s podru¢ja Makedonije i grupe
haplotipova s podruéja jugoisto¢ne Srbije. Balkanski poluotok predstavlja jedan od najbitnijih
refugijskih areala u Europi (Hewitt, 2000, Taberlet i sur., 1998) te rezultati ovog istrazivanja
upucuju na postojanje vise glacijalnih refugija za vrstu potocne mrene. Ovakve pretpostavke i
rezultati su u skladu s istrazivanjem vrste Barbus petenyi za koju se utvrdilo da je zapravo
kompleks od tri vrste koje su se razdvojile tijekom pliocena medu kojima je i poto¢na mrena
(Kotlik i Berrebi, 2002, Kotlik i sur., 2002). Geografski gledano refugij makedonske linije
vjerojatno se nalazio na podrucju rijeke Vardar i njenih pritoka dok je refugij isto¢nosrpske

linije vjerojatno bio smjesten na podrucju juznih Karpata.

Prema filogeografskoj mrezi, ancestralni haplotip za grupu haplotipova iz podrucja
istrazivanja je HAP3. Jedinke koje pripadaju haplotipu HAP3 najve¢im brojem potjecu iz
regija Zagorje i Medvednica te iz regije Slavonija. Sve jedinke koje pripadaju haplotipu
HAP3 potjecu iz potoka koji su indirektni pritoci rijeke Save te je za pretpostaviti da su
upravo rijeka Sava i njeni pritoci bili glacijalni refugij za vrstu potoéne mrene na podrucju

Hrvatske.

Stope migracija u ovom istrazivanju su razlicite. Najvise su na podru¢ju Banovine i
Pozeske gore, nesto nize za podrucje Medvednice i Zagorja, a najnize su u regiji Slavonija i
vjerojatno su rezultat genetske sli¢nosti izmedu populacija. U regiji Banovina i Pozeska gora
populacije iz potoka Brusovace i Listovackog potoka su isklju¢ivo izvori$ne populacije, a sve
ostale populacije izmjenjuju medusobno jedinke. U regiji Zagorje i Medvednica sve
populacije su izvoriSnog tipa osim onih iz potoka Vidovca i Pronjaka (koji su mjeSovitog
tipa). U regiji Slavonija iskljucivo izvori$ne populacije nalaze se u potocima Putnjaku i Lonzi

dok su populacije iz potoka Sumeéice i Rinovice mjeSovitog tipa. Radi odrzavanja
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njihova stanista. IzvorisSne populacije s velikim brojem emigranata po generaciji odrzavaju
stabilnost metapopulacije, a kada bi se staniSta izvorisnih populacija poremetila

antropoloskim djelovanjem ili pojavom bolesti, cijela metapopulacija bi dozivjela stres.

Genska raznolikost nekih izvori$nih populacija potoc¢ne mrene je srednja do niska
(populacije iz potoka Zeljeznice, Zarovnice, Lonjice, Sumedice, Brusovale, Vidovca i
Listovackog potoka). Poto¢nu mrenu najviSe ugrozavaju onecis¢enja i regulacije vodotoka.
Ovaj podatak je zabrinjavajué¢ zato $to neki lokaliteti s populacijama poto¢ne mrene pokazuju
znakove oneiSéenja i regulacije vodotokova. Potok Zeljeznica pokazao je izrazito nisku
gensku raznolikost populacije poto¢ne mrene i na njemu je izgradena retencija za obranu od

poplava (http://www.varazdinska-zupanija.hr). Regulacija vodotoka i/ili kanaliziranje

izgradena je ili se planira graditi i na potocima Zarovnici (https://evarazdin.hr) na kojem je
ujedno i prisutnost otpada antropogenog porijekla, Vidovcu (prisutni znaci oneciséenja),

Burnjaku (https://ogportal.com), Putnjaku (https://mzoe.gov.hr), Rinovici

(http://www.bpz.hr), Londzi (https://www.voda.hr) na kojoj su vidljivi i znaci one¢iS¢enja i

Pronjaku (http://www.kzz.hr). lako je genska raznolikost populacija iz Burnjaka, Putnjaka,

Rinovice i LondZe umjerena do visoka, pitanje je kako ¢e ti zahvati utjecati u buduénosti na

gensku raznolikost tih populacija te na stabilnost metapopulacija u njihovim regijama.

Da bi se ocuvala poto¢na mrena i odrzala stabilnost metapopulacija iz podrucja
istraZivanja potrebno je ¢im prije razviti mjere zastite i ouvanja ove vrste te njenih stanista, a
pogotovo stanista u kojima je prisutan veliki broj jedinki koje emigriraju. Poto¢na mrena u
Hrvatskoj je na Crvenom popisu slatkovodnih riba kao osjetljiva vrsta, a osjetljive vrste su
vrste suocene s visokim rizikom od izumiranja (Mrakov¢ié i sur., 2006). Potrebno je osnovati
ihtioloski tim za podru¢je Hrvatske koji bi napravio dodatne analize staniSta i vijabilnosti
potocne mrene te razvio i proveo mjere za monitoring staniSta koja odrzavaju stabilnost
metapopulacija te staniSta s niskom genskom raznolikosti. Takvim staniStima trebalo bi
ispitati razinu oneciS¢enja 1 strogo regulirati zahvate na vodotokovima. Prisutna oneciS¢enja
trebaju se sanirati u sto kracem roku. U slucaju poveéanja rizika od izumiranja potocne

mrene na podrucju Hrvatske potrebno bi bilo osnovati ihtioloske rezervate za poto¢nu mrenu.
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ZAKLJUCAK

- Utvrdena je prisutnost populacija poto¢ne mrene u potocima na podrucju Banovine,
Petrove gore, Medvednice, Zagorja, Papuka, Krdnije i Pozeske gore.

- Filogenetskim analizama utvrdena je strukturiranost vrste poto¢ne mrene i postojanje
tri grupe haplotipova: hrvatske, makedonske i srpske.

- Liniju iz podrucja istrazivanja (Hrvatske) karakterizira veliki broj haplotipova
umjerene do visoke raznolikosti te niska nukleotidna raznolikost $to ukazuje na
nedavnu kolonizaciju vrste.

- Populacije poto¢ne mrene iz podrucja istrazivanja bile su pod utjecajima klimatskih
promjena tijekom pleistocena koje su najvjerojatnije utjecale na njihovu gensku
raznolikost.

- Rijeka Sava i njeni pritoci su najvjerojatnije bili glacijalni refugij za poto¢nu mrenu na
podrucju Hrvatske.

- Utvrdene su strukture metapopulacija na podrucju Banovine i Petrove gore,
Medvednice 1 Zagorja te Papuka, Krndije i Pozeske gore.

- Izvorisne populacije utjecu na stabilnost metapopulacija.

- Poto¢nu mrenu ugrozava oneciS¢enje vodotoka, nestajanje prirodnih i mrijesnih
stani$ta, pregradnja rijeka i regulacija gornjih tokova rijeka.

- Potrebno je zastititi staniSta izvoriSnih populacija poto¢ne mrene koja utjeCu na

stabilnost metapopulacija.
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