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1. UvOD

1.1. Slatkovodna ihtiofauna Hrvatske

Unatoc tome §to su brojem vrsta i raznolikos¢u ribe dominantni kraljesnjaci na Zemlji, jos$
uvijek su najmanje istrazene (Maitland, 2000), a smatraju se ujedno i najugrozenijom skupinom
kao posljedica antropogenog utjecaja. Posebno se isticu slatkovodne ribe koje ¢ine oko 40%
vrsta riba, a zive samo na 1% povrsine Zemlje. Obzirom da Europa broji oko 560 slatkovodnih
vrsta riba, Hrvatska je zemlja koja se zbog geografskog polozaja, geoloske prosSlosti te
prisutnosti dva rijecna sustava (jadranski i crnomorski) na relativno malom podrucju, itekako
moze pohvaliti izuzetnim bogatstvom i raznolikos¢u slatkovodne ihtiofaune, $to ju svrstava u
sam vrh Europe, odmah iza Turske. Od otprilike 140 slatkovodnih svojti koje nalazimo u
Hrvatskoj, 52 vrste su endemi (Caleta i sur. 2015), a 21 vrsta boravi i u slanim i bo¢atim
vodama. Crnomorski (dunavski) slijev povrsine 35 132 km? (Mrakov¢i¢ i sur. 2006) nastanjuje
87 ribljih svojti - 67 autohtonih i 20 alohtonih vrsta (Caleta i sur. 2015), dok u jadranskom
slijevu povrsine 21 405 km? (Mrakovdié i sur. 2006) zivi 80 vrsta, od kojih je 10 alohtonih i 13
prenesenih iz crnomorskog slijeva (Caleta i sur. 2015). Razlog sliénosti broja vrsta dvaju
sljevova unato¢ razlici u povrsini, lezi u tome §to su rijeke jadranskog slijeva procesom
specijacije postale kratke i izolirane, u odnosu na rijeke crnomorskog slijeva, §to je za
posljedicu imalo razvitak velikog broja endemskih ribljih vrsta i podvrsta (Mrakov¢ié i sur.

1995) jer je dolazilo do specijacije uslijed geografske izolacije.



1.2. Osnovne znacajke roda Rutilus

Ribe nisu taksonomska skupina, ve¢ obuhvacaju vise razreda, od kojih je razred Actinopteri
(zrakoperke) najbrojniji, a kojem pripada rod Rutilus. Po novoj sistematici ovaj rod se ubraja u

porodicu Leuciscidae, a ne Cyprinidae kao $to se do sada smatralo te u red Cypriniformes.

Jedan od vrstama najbogatijih redova unutar razreda zrakoperki (Actinopteri) je red Saranki
(Cypriniformes). Vrste ovog reda naseljavaju sve kontinente, osim Australije i Juzne Amerike,
najbrojnije su u jugoistoénog Aziji (Schonhuth i sur. 2018), a vecina slatkovodnih riba u
Hrvatskoj ubraja se upravo u ovaj red (Mrakovc¢i¢ i sur. 2008). Karakteristike koje ih odlikuju
su ljuske na tijelu, glava gotovo uvijek bez ljusaka, duguljasta i pruziva gornja Celjust,
nedostatak zubi u ¢eljustima umjesto kojih imaju Zdrijelne zube (perforirani peti Skrzni luk) Cija
je funkcija drobljenje hrane, nedostatak masne peraje i prisutnost tri branhiostegalne SipCice
(Nelson, 2006).

Porodica Leuciscidae jedna je od vrstama najbogatijih porodica reda Saranki. Vrste
karakterizira kratka ledna peraja ¢ija nerazgranata Siplica nije nazubljena ni nalik bodlji,

Zdrijelni su zubi rasporedeni u jedan ili dva reda i nedostatak bré¢ica (Kottelat i Freyhof 2007).

Rod Rutilus ukljucuje ribe srednje do velike duljine tijela koje naseljavaju nizinske rijeke i
jezera (Kottelat i Freyhof 2007). Najveca raznolikost vrsta ovog roda je u Palearkti¢koj regiji
(Bianco i sur. 2004), i to konkretno u dinarskom podrucju, dok njihova taksonomija jo$ uvijek
nije sasvim rijeSena i razjasnjena. Ekoloska raznolikost ovog roda kreée se od dobro poznatih
euritopnih vrsta sve do neistrazenih specijaliziranih vrsta. Vrlo su vaZzna karika hranidbenih
mreza jer svojom brojnos¢u u rijekama i jezerima znacajno pridonose Sveukupnom
funkcioniranju ekosustava. Zbog morfoloskih sli¢nosti vrsta roda Rutilus, pri njihovoj
identifikaciji ¢esto i vrlo lako moze do¢i do donoSenja krivih zakljuéaka, stoga je determinacija
prili¢cno komplicirana, a razlikovanje vrsta otezano, posebice kada se jedinke razlicitih vrsta
nalaze na istom lokalitetu (Kottelat i Freyhof, 2007). Ono §to je zajedni¢ko vecini vrsta roda
Rutilus jest prehrana koju cine detritus, alge, planktonski organizmi i manji vodeni
beskraljesnjaci (Mrakovc¢ic i sur. 2006). Od ukupno 13 vrsta roda Rutilus (Kottelat i Freyhof,
2007), u Hrvatskoj zive cak 4 vrste, od kojih Rutilus virgo (Heckel, 1852) i Rutilus rutilus
(Linnaeus, 1758) u crnomorskom slijevu te Rutilus aula (Bonaparte, 1841) i Rutilus basak
(Heckel, 1843) u jadranskom slijevu (Jeli¢ i sur. 2008).



Taksonomija roda Rutilus:

Carstvo: Animalia (Zivotinje)
Koljeno: Chordata (svitkovci)
Razred: Actinopteri (zrakoperke)
Red: Cypriniformes ($aranke)
Porodica: Leuciscidae (bjelice)
Potporodica: Leuciscinae

Rod: Rutilus Rafinesque, 1820

Masnica (Rutilus aula (Bonaparte, 1843))

Masnica je autohtona, strogo zastiena i ujedno endemska vrsta jadranskog slijeva
(Caleta i sur. 2015). Prema IUCN-ovom statusu u Hrvatskoj spada u kategoriju gotovo ugrozena
(NT), dok je na Crvenom popisu IUCN-a u kategoriji najmanje zabrinjavajuca vrsta (LC).
Nastanjuje Italiju od sjevera prema jugu, juzni dio Svicarske i jadranski slijev Slovenije i
Hrvatske. Uzroci njene ugrozenosti su izuzetna osjetljivost na uniStavanje stanista, onec¢iséenje
voda i unos invazivnih vrsta. Radi se 0 manjoj ribi ukupne duljine tijela do 20 cm, visokog tijela
i male glave s o¢ima crvenkaste boje. Plavkastosivog do srebrnkastog je obojenja s
tamnoplavom prugom koja se proteze duz bokova tijela iznad boc¢ne pruge, Sto ju razlikuje od
drugih vrsta ovog roda (Slika 1). U drugoj ili tre¢oj godini zivota dostize spolnu zrelost, pri
c¢emu se za vrijeme mrijesta pojavljuju mrijesne kvrzice (Mrakov¢i¢ i sur. 2006), a moze zZivjeti
do 7 godina (Kottelat i Freyhof, 2007). Preferira jezera i bare, ali moze se pronaéi i u sporim

tekucicama obraslima vegetacijom (Mrakov¢ic i sur. 2006).



Slika 1. Masnica, Rutilus aula (foto: P. Zupancic)

Basak (Rutilus basak (Heckel, 1843))

Basak je endem jadranskog slijeva koji uz Hrvatsku naseljava jos i Bosnu i Hercegovinu.
Na Crvenoj listi IUCN-a ima status najmanje zabrinjavajuce vrste (LC), a u Hrvatskoj mu je
IUCN status gotovo ugrozena (NT) (Caleta i sur. 2015). Takoder je, kao i masnica, osjetljiv na
onecic¢enja vode te fragmentaciju i smanjenje stanista. Srebrnkastosive je boje, ukupne duljine
do 18cm, tijelo mu je vretenasto i bo¢no spljoSteno, kod odraslih jedinki visoko, glava kratka
(Caleta i sur. 2015) sa zasiljenim rostrumom i velikim o&ima, ledna peraja ima duzu osnovu od
podrepne peraje i ujedno pocinje iznad trbusnih (Slika 2). Spolnu zrelost dostize u drugoj ili
trecoj godini, a u vrijeme mrijesta pojavljuju se mrijesne kvrZzice te takoder zivi u staja¢icama

1 sporim tekuc¢icama obraslima vegetacijom (Mrakov¢i€ i sur. 2006).

Slika 2. Basak, Rutilus basak (foto: P. Mustafi¢)



Bodorka (Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758))

Bodorka je na Crvenom popisu IUCN-a u kategoriji najmanje zabrinjavajuce vrste (LC).
Vrlo je Cesta i prilagodljiva vrsta koja od Pireneja do Urala nastanjuje razli¢ita stanista - od
potoka i jezera, do manjih i velikih rijeka. Duljine je oko 30 cm, sivozelenkaste boje s
prepoznatljivim crvenkastim obojenjem pri kraju peraja (Slika 3.). Spolnu zrelost dostize s dvije
do tri godine, tijekom mrijesta se javljaju mrijesne kvrzice, a moze zivjeti ¢ak do 13 godina

(Kottelat i Freyhof 2007).

Slika 3. Bodorka, Rutilus rutilus (foto: P. Mustafi¢)

Plotica (Rutilus virgo (Heckel, 1852))

Plotica je endem dunavskog slijeva, na Crvenom popisu IUCN-a spada u kategoriju
najmanje zabrinjavajuée vrste (LC), dok je u Hrvatskoj gotovo ugrozena (NT). Zivi u gornjem
1 srednjem toku Dunava, u pritocima Tise u Rumunjskoj, a najzastupljenija je u porjecju rijeke
Save. Rastom je velika riba ¢ija duljina moze biti i do 40 cm, tijelo joj je bo¢no spljosteno i
1zduzeno, ima malenu glavu s tupom gubicom, debelim usnama i malenim o€ima. S ledne strane
tijelo je tamnozelenog obojenja, s trbusne plavozelenog, dok su prsne peraje Zutobijele, a
podrepna i trbusne narancastocrvene boje (Slika 4.). Spolno sazrijeva u tre¢oj godini Zivota, a
za vrijeme mrijesta jedinke se skupljaju u jata, ulaze u pritoke i rukavce s brzim protokom vode
i bujnom vegetacijom kako bi zenka mogla odloziti jaja te se za vrijeme mrijesta muzjacima
pojavljuju mrijesne kvrzice. Smatra se da je osjetljiva na oneciS¢enje voda i regulacije
vodotoka, a upravo zato Sto je migratorna vrsta pregradnja rijeka za ploticu predstavlja jednu

od najveéih prijetnji (Caleta i sur. 2015).



Slika 4. Plotica, Rutilus virgo (foto: J. Gregori)

1.3. Primjena suvremenih metoda molekularne filogenije i populacijske genetike u
istrazivanjima ribljih populacija

1.3.1. Osnovna nacela molekularne filogenije i populacijske genetike

Sli¢nost bioloskih funkcija i molekularnih mehanizama u Zivim bi¢ima ¢vrsto sugeriraju da
su vrste potekle od zajednickog pretka. Molekularna filogenija (filogenetika) je znanstvena
disciplina koja koristi strukturu, funkciju i promjenu molekula kroz vrijeme kako bi prikazala
evolucijske i srodstvene odnose medu vrstama (Dowell 2008).

Populacijska genetika je podrucje biologije koje se bavi proucavanjem genske strukture
prirodnih populacija i njihovih promjena koje proizlaze iz djelovanja razli¢itih ¢imbenika
(Okasha 2008), kao S§to su: wveli¢ina populacije, nacini razmnozavanja, geografska
rasprostranjenost organizama, mutacije, migracije i prirodna selekcija. Posto je faktora mnogo,
a ujedno su i u slozenim interakcijama, za objasnjavanje pojedinih faktora koriste se razliciti
modeli. Populacijska genetika je zapravo primjena Mendelovih zakona i drugih geneti¢kih
principa na cijeloj populaciji organizama. Ukljucuje proucavanje geneticke varijacije unutar i
izmedu vrsta i pokusava razumjeti proces koji rezultira adaptivnom radijacijom vrsta kroz

vrijeme (Hartl i sur. 1997).



1.3.2. Molekularni genski markeri i filogenetska rekonstrukcija

Molekularni markeri (tip markera koriSten u ovom istrazivanju), predstavljaju fragmente
DNA koji na temelju DNA analize omogucuju razlikovanje pojedinih genotipova (Collard i sur.
2004). Mitohondrijska DNA (mtDNA) kruzna je dvolan¢ana molekula DNA s mutacijama
¢es¢im do 20 puta nego u jezgrinoj DNA, u njoj se ne dogada rekombinacija, po stanici broji
1000-100 000 kopija, pa ju je time lakse izolirati iz starih uzoraka, a za razliku od jezgrine DNA
koja se nasljeduje od oba roditelja, mtDNA se nasljeduje samo od majke (Berg i sur. 2013).
Navedene karakteristike ¢ine mtDNA idealnim markerom za istrazivanja u evoluciji, posebno

za istrazivanja intraspecijskih i populacijskih struktura (Zhang i Hewitt 1996).

U filogenetskim istrazivanjima najc¢es$¢e koristeni markeri su mitohondrijski markeri: gen
za citokrom b (cyt b), kontrolna regija (CR), citokrom oksidaza I/11 (CO I/1l) i 12S rRNK
(Patwardhan i sur. 2014). Citokrom b (cyt b) igra klju¢nu ulogu u mitohondrijima gdje pretvara
energiju kako bi je stanica mogla efikasno iskoristiti i sudjeluje u oksidativnoj fosforilaciji
(Cooper i sur. 2000). Upravo zato Sto je citokrom b visoko konzerviran, jedan je od
najpouzdanijih genskih markera za istrazivanje evolucijskih veza bliskih taksonomskih jedinica
(Nei i Kumar 2000).

Filogenetska stabla i filogenetske mreze dobivaju se postupcima filogenetske
rekonstrukcije. Izraduju se od haplotipskih sekvenci koristenjem neke od filogenetskih metoda
(metoda najvece parsimonije, metoda najvece vjerojatnosti, Bayesova metoda, metoda
susjednog sparivanja). Filogenetska rekonstrukcija se preporuca koriStenjem vise metoda jer
koristenjem samo jedne metode postoji mogucnost prikaza nedovoljno dobrih rezultata ili
rezultata razlicitih od onih dobivenih drugim metodama, §to je posljedica matematickih analiza
na kojima se temelje modeli. Stoga, treba uzeti u obzir i objasniti rezultate dobivene koristenjem
viSe metoda jer se ni jedna metoda zasebno bez ukljuéenja vise njih ne moze koristiti kao 100%
to¢na. Medutim, ako su od rezultata dobivenih koristenjem vise metoda, rezultati jedne metode
uvjerljivo najjasniji, tada se oni mogu Koristiti kao najispravniji u ostatku istrazivanja (kao sto
je slucaj u ovom istrazivanju). Nadalje, dobivena filogenetska stabla i mreze omogucuju
ilustraciju srodstvenih odnosa medu organizmima, kao i redoslijed specijacijskih dogadaja koji
kontroliraju daljnji tijek evolucije kojima su od ranih predaka nastali danasnji potomci (Neli

1986, 1987). Kolika ¢e biti preciznost dobivenih stabala ovisi o tome koliko taksonomske



jedinice ukljuéene u istraZivanje odgovaraju povijesti grananja linija, pod uvjetom da nema
protoka gena i da preci viSe nisu prisutni u recentnoj raznolikosti. Ako navedeni uvjeti nisu
zadovoljeni, haplotipske sekvence se mogu slagati u filogenetsku mrezu (Emerson i Hewitt
2005). Za razliku od filogenetskog stabla, filogenetska mreza dopusta popre¢ne veze izmedu
vrsta koje su u direktom srodstvu, uz rekombinaciju, hibridizaciju i lateralni prijenos gena
(Nakhleh i sur. 2005, Posada i Crandall 2001)



1.4. Cilj istrazivanja

Obzirom na vaznost vrsta roda Rutilus u hranidbenim mrezama, a istovremeno i nedostatak

istrazivanja o njihovim srodstvenim odnosima i populacijskoj strukturi u Hrvatskoj, diplomski

rad je izraden kako bi pomogao opisivanju strukture i raznolikosti ovog roda u Hrvatskoj,

rasvjetljavanju njegove evolucijske povijesti, ali i mogucem razmatranju statusa ugrozenosti

vrsta iz istrazivanja.

Ciljevi rada su:

1.

utvrdivanje srodstvenih odnosa pojedinih populacija i vrsta roda Rutilus u Hrvatskoj.

procjena evolucijskog vremena divergencije pojedinih vrsta, odnosno evolucijskih linija
roda Rutilus, u svrhu opisivanja evolucijske povijesti.

utvrdivanje intraspecijske i intrapopulacijske genske raznolikosti, kao i
interpopulacijske razli¢itosti.

procjena efektivne veli¢ine populacija i broja migranata po generaciji.



2.

PODRUCJE ISTRAZIVANJA

Uzorkovanja vrsta roda Rutilus za potrebe istrazivanja provedena su u vodotocima

sekvenci, kodovima i pridruzenim haplotipom (Tablica 1.).

PROLOSKO BLATO

BACINSKA JEZERA

MODRO OKO

. Rutilus basak

Slika 5. Karta lokaliteta uzorkovanja jedinki vrsta roda Rutilus

jadranskog slijeva, izuzev uzorka s lokaliteta u Bregani (crnomorski slijev) koji je sluzio za

Sto vjerniji prikaz filogenetskih stabala, ali 1 kao usporedba za daljnje analize. Radi $to

Hrvatskoj, uzorci su sakupljeni s 15 lokaliteta. U nastavku slijedi prikaz lokaliteta na karti
Hrvatske s kojih su jedinke uzorkovane uz naziv vrste za koju se, s obzirom na literaturne
podatke, pretpostavljalo da nastanjuje pojedini lokalitet (Slika 5.), kratak opis navedenih

lokaliteta te tabli¢ni popis vrsta s pridruzenim lokalitetima na kojima su uzorkovane, brojem
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Bregana

Rijeka Bregana u dijelu srednjeg toka do us¢a u Savu, grani¢ni je vodotok izmedu
Republike Hrvatske i Republike Slovenije. Duljine je 26,02 km, a svojim pritocima tvori dobro
razgranatu hidrografsku mrezu. Karakteristike ovog podrucja koje pripada slivu rijeke Save su
uglavnom Sumski pokrov (Slika 6.) te strmi obronci koji uzrokuju eroziju, dok su manji dio
povrsine sliva naselja i poljoprivredna zemljista. Upravo zbog statusa zasti¢enosti Bregane radi
zastite prirode, ali 1 vaznosti za oCuvanje viSe vrsta riba (Direktiva o staniStima), nuzna su

upravljanja i briga rijeke Bregane (https://frisco-project.eu/hr/slivna-podrucja-rijeka/bregana/).

Slika 6. Rijeka Bregana (izvor: https://frisco-project.eu/hr/slivna-podrucja-rijeka/bregana/)

Rasa

Rijeka Rasa duljinom toka drugi je vodotok na hrvatskom dijelu istarskog poluotoka
(https://www.istrapedia.hr/hrv/819/rasa-rijeka/istra-a-z/). Duga je 50 km (Benac i sur. 2017), a
vodu prima u srednjem toku iz nekoliko stalnih i povremenih krskih izvora do kojih voda dolazi
iz sliva Pazinskog potoka (Rubini¢ 1994) (Slika 7.). Erozija i produkcija nanosa relativno su
visoki zbog izrazito ogoljelih povrsina u podrucju pritoka rijeke Rase koji teku po terenu

oblikovanom u laporima i flisu (Gulam 2012).
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Slika 7. Rijeka Rasa (izvor: www.istrapedia.hr)

Jadova

Rijeka Jadova je izolirana litka ponornica duga svega 12,5 km (Caleta i sur. 2015).
Spada u povremene vode (Dupli¢ i sur. 2008), $to znaci da tijekom ljeta u suSnom razdoblju
najve¢im dijelom presusi (Caleta i sur. 2015) (Slika 8.). Bez obzira na takav vodni rezim
tijekom godine uz ostale vrste, u njoj zivi i stenoendem jadovski vijun (Cobitis jadovaensis
Mustafi¢ & Mrakov¢i¢, 2008) za kojeg se pretpostavlja da tada prezivljava u podzemnim

vodama (Mrakov¢ié i sur. 2008). Jadova je uvrStena na popis Podruéja oCuvanja znacajna za

vrste 1 stanis$ne tipove (POVS).

Slika 8. Rijeka Jadova za vrijeme susnog razdoblja (izvor: Dupli¢ 2008)
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Miljasi¢ Jaruga

Rijeka Miljasi¢ Jaruga nalazi se u Razanacko-karinskom sjevernokotarskom priobalju.

Vodotok se ulijeva u more na podru¢ju Ninskog zaljeva, a vodni rezim je u vrijeme obilnijih

padalina buji¢nog karaktera (Slika 9.), stoga moze doc¢i do plavljenja i erozije (Monitoring
2018).

Slika 9. Rijeka Miljasi¢ Jaruga (izvor: zadarfilmcommision.com)

Vlaéine

Jezero Vlacine umjetno je jezero (Slika 10.) koje se nalazi u mjestu Suhovare, u op¢ini
Poli¢nik. Uz floru, na ovom je podru¢ju znacajna i fauna, koja se posebno isti¢e bogatstvom
ptica. Vaznost za ciljne vrste svrstava jezero Vlacine u dio ekoloske mreze Europske unije —
Natura 2000, zasticeno kao Podrucje ocuvanja znafajno za ptice (POP podrucje)

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

Slika 10. Jezero Vlacine (izvor: https://www.zadarskilist.hr)
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Ruda

Tok rijeke Cetine dijeli se na gornji, srednji i donji. Na gornjem dijelu toka rijeka Ruda
se ulijeva u Cetinu, a izvire u selu Ruda u Dalmatinskoj zagori. Glavni izvor rijeke Rude je
Velika Ruda koja ima tri pritoka te se koristi za potrebe uzgoja ribe i vodoopskrbe za zupaniju
(Banovi¢ 2014). Unato¢ tome $to je cijela rijeka Ruda pod antropogenim utjecajem, ipak je u
svom gornjem dijelu toka staniSte za nekoliko ugrozenih ribljih vrsta zbog ocuvanosti korita i
Cistoce vode (Slika 11.) (http://www.dalmatian-nature.hr/znacajni-krajobraz/ruda). Zbog tih je
razloga Ruda zasti¢ena u kategoriji Znacajni krajobraz, ali i unutar Ekoloske mreze - Podrucja

ocuvanja znacajna za vrste i stani$ne tipove (POVS) (http://www.bioportal.hr/gis/).

Slika 11. Rijeka Ruda (izvor: http://www.dalmatian-nature.hr/znacajni-krajobraz/ruda)

Prolosko blato

Prolosko blato je duboko jezero oko kojeg je poplavno polje (Slika 12.). Staniste je
zaStic¢eno U kategoriji Znacajni krajobraz, koje je unato¢ antropogenom utjecaju, bogato florom
i faunom. Posebno se isti¢e ihtiofauna koja broji ¢ak nekoliko endema (http://www.dalmatian-
nature.hr/znacajni-krajobraz/prolosko-blato) koji su razlog svrstavanja Proloskog blata unutar
Ekoloske mreze na popis Podru¢ja oCuvanja znacajna za vrste i staniSne tipove (POVS)

(http://www.bioportal.hr/gis/).
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Slika 12. Prolosko blato (izvor: http://www.dalmatian-nature.hr/znacajni-krajobraz/prolosko-
blato)

Vrljika

Rijeka Vrljika (Slika 13.) protjece Imotskim poljem u smjeru od sjeverozapada prema
jugoistoku. lako je okolina pod izrazitim antropogenim utjecajem. Vrljika je unutar Ekoloske
mreze — Podru¢ja oc€uvanja znaCajna za vrste 1 staniSne tipove (POVS)
(http://lwww.bioportal.hr/gis/), a njen izvor jedan je od ukupno dva posebna ihtioloska rezervata

u Hrvatskoj zbog prisutnosti Getiri endemske vrste (Caleta i sur. 2015).

Slika 13. Rijeka Vrljika (izvor: Jeli¢ i sur. 2008)
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Rastocko polje

Rastocko polje je krsko polje koje se nalazi na juznom kraju Dalmatinske zagore, duzine
oko 12 kilometara i prosjecne Sirine 1,5 kilometara. Polje se nalazi unutar Ekoloske mreze
(Natura 2000) te je zbog prisutnosti crvenkrpice (Elaphe situla (Linnaeus, 1758)) i vrgoracke
gobice (Knipowitschia croatica (Mrakovcic, Kerovec, Misetic & Schneider, 1996)) uvrsteno u
Podrucja ocuvanja znacajna za vrste 1 staniSne tipove (POVYS)

(http://natura2000.dzzp.hr/reportpublish/reportproxy.aspx?paramSITECODE=HR2001315).

Matica

Rijeka Matica je krska ponornica koja izvire i ponire u Vrgorskom polju (Jezero) (Jeli¢
i sur. 2008) (Slika 14.). Zimi preplavi cijelo Jezero, dok ljeti gornji dio rijeke potpuno presusi,
pa za vrijeme tog razdoblja ribe vjerojatno zive u podzemlju (Mrakov¢ic i sur. 2006). Takoder,
u Matici Zivi ¢ak Sest endemskih vrsta riba (Caleta i sur. 2015), pa nije ni iznenadujuée $to je
na listi Podruc¢ja oCuvanja znacajna za vrste 1 staniSne tipove (POVS) EkoloSke mreZe

(http://www.bioportal.hr/gis/).

Slika 14. Rijeka Matica (izvor: Jeli¢ i sur. 2008)
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Bacinska jezera

Bacinska jezera skup su krskih, malih i nepravilnih, medusobno povezanih, prirodnih
jezera (Slika 15.), smjestenih blizu Plo¢a, na desnoj strani u$¢a rijeke Neretve. Uvrstena su na
popis Podrucja ekoloske mreZe s ciljem ocuvanja vaznih podrucja za divlje svojte i staniSne

tipove gdje se isticu barska i kopnena kornjaca te nekoliko endemskih wvrsta riba

(https://www.min-kulture.hr).

Slika 15. Bacinska jezera (izvor: www.bacinskajezera.com)

Modro oko

Modro oko krsko je jezerce dubine oko 18 m, koje lezi u ponikvi (depresiji) na morskoj
razini (Slika 16.). Takva duboka depresija nastala je tektonikom, tj. uruSavanjem nekadasnje
podzemne Supljine nastale djelovanjem vode koja se onda kasnije napunila vodom
(http://prirodahrvatske.com/jezera/). Jezerska bocata do slana voda karakteristi¢ne je modre
boje zbog  kombinacije  bijelog  vapnenca  ponikve i  refleksije  neba
(http://lwww.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?id=41489). Modro oko je zasticeno podruéje u

kategoriji Znacajni krajobraz (http://www.bioportal.hr/gis/).

Slika 16. Modro oko (izvor: www.nasaneretva.net)
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Norin

Rijeka Norin je desna pritoka rijeke Neretve (Slika 17.). Isti¢e se po tome §to je izrazito

obilna vodom, stoga se iz njenog izvora vodom opskrbljuje vodovod “Neretva-Peljesac-

Kor¢ula-Lastovo" (Stambuk-Giljanovi¢ 2000). Norin je staniite mnogih ptica, ali i endemskih
vrsta riba (Jeli¢ i sur. 2008).

Slika 17. Rijeka Norin (izvor: Jeli¢ i sur. 2008)

Neretva

Neretva je najveca i najduza rijeka jadranskog slijeva (Slika 18). Od ukupno 203 km,
22 km te¢e Hrvatskom gdje tvori najvecu deltu i najprostraniji mo¢varni kraj u obalnom dijelu
Hrvatske. Jedan je od najbolje sacuvanih mocvarnih krajeva u Europi, prostor velike
bioraznolikosti (https://skolski.hrt.hr/emisije/71/neretva) i jedno od najvaznijih podrucja za
ihtiofaunu i ornitologiju u Hrvatskoj (Jeli¢ i sur. 2008). Delta Neretve je zasticeni ihtiolosko-
ornitoloski rezervat, na popisu je Podruc¢ja o€uvanja za ptice (POP), kao 1 Podrucja ocuvanja

znacajna za vrste 1 stanisne tipove (POVS).
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Slika 18. Neretva (izvor: https://www.adriatic.hr/hr/vodic/dalmacija-rivijera-usce-neretve/ri-
83)

Kuti

Jezero Kuti dugacko je 2,4 km i leZi u razini mora (kriptodepresija) (Slika 19.). Vodu
dobiva iz nekoliko vrela na isto¢noj obali. Neretvom je povezano rijekama Crna rijeka i Mislina
i pod utjecajem morskih mijena Jadranskoga mora. Kada je niski vodostaj tijekom ljeta, u

sredini jezera se pojavljuje otoCi¢ (http://www.enciklopedija.hr/Natuknica.aspx?1D=34804).

Slika 19. Jezero Kuti (https://zastita-prirode-dnz.hr/zastita-mocvarnog-podrucja-kuti-u-
kategoriji-posebnog-ornitoloskog-rezervata/)

19



Tablica 1. Popis vrsta roda Rutilus s pridruZzenim lokalitetima na kojima su uzorkovane,

brojem sekvenci, kodovima i pridruzenim haplotipom.

VRSTA

LOKALITET

BROJ
SEKVENCI

KOD

HAPLOTIP

Rutilus virgo

Bregana

1

RUBR1

Hapl

Rutilus rutilus

Jadova

1

RUJA1

Hapl2

Rutilus aula

Rasa

2

RURA1

RURA2

Hapll

Vlacine

3

RUZA7Y

RUZAS

RUZA9

Hap4

Rutilus basak

Miljasi¢ Jaruga

RUZA1

RUZA2

RUZA3

RUZA4

RUZAS

RUZAG

Hap3

Ruda

RURD1

RURD2

RURD3

RURD4

RURD5

Hap3

Prolosko blato

RUPB1

RUPB2

Hap3

Vrljika

RUVR1

Hap3

Matica

RUMA1

RUMAZ2

Hap?2

RUMA3

Hap10

RUMA4

RUMAS

RUMAG

Hap?2

RUMAY

RUMAS

RUMAS9

RUMAL10

Hap3
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Tablica 1. (Nastavak) Popis vrsta roda Rutilus s pridruzenim lokalitetima na kojima su
uzorkovane, brojem sekvenci, kodovima i pridruzenim haplotipom.

Rutilus basak

Rastocko polje 11 RURP1 Hap?2
RURP2 Hap3
RURP3 Hap8
RURP4 Hap9
RURP5 Hap8
RURP6 Hap3
RURP7 Hap8
RURPS8
RURP9 Hap9
RURP10 Hap3
RURP11 Hap9
Bacinska jezera 6 RUBA1 Hap?2
RUBA2
RUBA3
RUBA4 Hap9
RUBAS Hapl4
RUBAG6 Hap2
Modro oko 10 RUMO1 Hap5
RUMO?2 Hapl16
RUMO3 Hap5
RUMO4 Hap7
RUMOS5 Hapl7
RUMOG6 Hap5
RUMO7
RUMOS8
RUMO9 Hap3
RUMO10 Hap5
Norin 7 RUNO1 Hapl5
RUNO?2 Hap5
RUNO3
RUNO4
RUNO5
RUNOG6
RUNO7
Neretva 5 RUME1 Hap5
RUME? Hap13
RUME3 Hap5
RUME4
RUMES
Kuti 9 RUKU1 Hap5
RUKU?2
RUKU3 Hap6
RUKU4 Hap5
RUKU5
RUKU6
RUKU7 Hap7
RUKUS Hap5
RUKU9
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Uzorkovanje

Uzorkovanje je provedeno pomocu lednog elektroagregata u rijekama, dok je u jezerima
postavljana mreza. Istrazivanje je provedeno aktivnom metodom uzorkovanja —
elektroribolovom (Dupli¢ 2008) upravo zbog prednosti koje ima nad pasivnim metodama
uzorkovanja, a neke od njih su Sto je metoda elektroribolova manje ovisna o ponaSanju i
aktivnosti riba, manje je selektivna, daje puno bolju sliku o ihtiofauni i ono najvaznije - §to
minimalno utjeCe na jedinke. Djelovanjem elektricne struje na jedinke, one prelaze u stanje
narkoze gdje dolazi do djelomicne paralize mi$ica, no brzo se oporavljaju te nemaju nikakvih

trajnih posljedica.

Nakon ulova jedinkama je odrezan mali dio prsne peraje, nakon ¢ega su komadici tkiva
pohranjeni u epruvetice napunjene etilnim alkoholom i oznacene kodovima (prva dva slova
oznacuju rod ribe, a druga dva slova lokalitet s kojeg je ulovljena), a zatim spremljene u
hladnjak. Prilikom povratka s terena, epruvetice s uzorcima premjestene su u zamrzivac i
¢uvane na temperaturi od -20 °C s ciljem oc¢uvanja DNA i sprjeCavanja njene razgradnje.

Jedinke su nakon vrlo uspjesnog i efikasnog uzorkovanja, vracene zive na mjesto ulova.

3.2. Laboratorijski postupci (izolacija DNA, lan¢ana reakcija polimerazom (PCR),

sekvenciranje)

Ukupna genomska DNA izolirana je iz uzoraka tkiva pomoc¢u DNeasy Blood i Tissue
Kit- a tvrtke QIAGEN prema protokolu proizvodaca. U epruvetice s usitnjenim komadi¢ima
tkiva, dodano je 180 uL pufera ATL za razaranje tkiva, 20 pL proteinaze K za razaranje
stani¢énih membrana, sadrzaj epruvetica promijesan je mjeSalicom te su uzorci ostavljeni 24 h
u kupelji na 56 °C. Sutradan uzorci su izvadeni iz kupelji, ponovno promijesani vortex
mjeSalicom, dodano im je 200 pL pufera AL, promijeSani mjesalicom i 200 pL etanola (96 %)
te ponovo pomijesani. Otprilike 650 uL uzorka iz svake epruvetice prebaceno je u epruveticu s
membranom prilozenom u QIAGEN Kit-u te centrifugirano na 8000 rpm 1 minutu. Donji dio
epruvetice s membranom se odlijeva, dok se membrana dalje stavlja u novi donji dio, nakon
¢ega je dodano 500 uL pufera AW1 te je ponovljen postupak centrifugiranja. Prebacivanjem
membrane u novi donji dio, dodano je 500 pL pufera AW2 te je sadrZaj centrifugiran na 14 000
rpm 3 minute. Ponovnim prebacivanjem membrane, dodano je 150 pL pufera AE za cCije
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elucijsko djelovanje je potrebno pric¢ekati 2-3 minute na sobnoj temperaturi, potom je sadrzaj
centrifugiran na 8000 rpm 1 minutu. U zadnjem se koraku baca membrana, ostaje izolirana

DNA u epruveticama na koje se nalijepe etikete s odgovaraju¢im kodom i pohrane u zamrzivac.

Nakon dobivanja DNA izolata, uzorci se pripremaju za umnazanje PCR-om
(polimerazna lancana reakcija). Za umnazanje gena za citokrom b (cyt b) (analizirani genski
marker), kori$ten je komplet kemikalija HotStarTaq Plus Master Mix Kit (QIAGEN) te dvije
pocetnice, sintetizirane u servisima Eurofins Genomics i Macrogen Europe. S ciljem dobivanja
ispravnih rezultata za rod Rutilus, koriStene su pocetnice koje potvrdeno daju ciljane produkte
te protokol za PCR reakciju koji je optimiziran za ovaj rod. Stoga je ukupni volumen uzorka
koji se priprema za PCR reakciju 25 uL, od ¢ega 12.5 uL MASTERMIXA (mjesavina tvari
dobivena od proizvodaca), 8.5 pL PRIMERMIXA koji se sastoji od dviju pocetnica, boje i vode
te 4 uL DNA. Nakon pripreme za PCR, uzorci idu u PCR uredaj na to¢no odredeni program.

PCR uvjeti i pocetnice navedeni su u Tablici 2.

Tablica 2. Laboratorijski protokol i pocetnice za analizirani genski marker cyt b

GEN Citokrom b (cyt b)
PCR UVJETI 10 min 95,0 C
35x00:4592,0 C
01:3048,0 C
01:4572,0C
7min72,0 C
POCETNICE GluF

ThrR

Nakon zavrSene PCR reakcije, provjera njene uspjeSnosti provedena je metodom
elektroforeze na agaroznom gelu. Gel je pripremljen stavljanjem 1g agaroze u tabletama (2
tablete) i 100 mL pufera TAE u tikvicu, laganim mijeSanjem, zagrijavanjem te na kraju kratkim
hladenjem na sobnoj temperaturi kako bi se mogao uliti u kadicu za gel. Pufer TAE po svom
sastavu je tris (2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol), octena kiselina i EDTA
(etilendiamintetraoctena kiselina). Nakon ulijevanja gela u kadicu i stavljanja cesljica za
dobivanje jazica, ostavljen je otprilike 20 minuta na sobnoj temperaturi kako bi ucvrstio. Nakon

nekog vremena, ¢eslji¢i su uklonjeni kao i kadica iz okvira. Uzorci su potom naneseni na gel,
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u svaku jazicu po 4 uL uzorka, te je provedena elektroforeza na 120V, 400mA, 30 minuta. Po
zavrsetku elektroforeze, gel je prebacen u otopinu etidijevog bromida na otprilike 15 minuta te
fotografiran pod ultraljubi¢astim svjetlom. U servisu Macrogen Europe provedeno je
procisc¢avanje i sekvenciranje dobivenih PCR produkata. Za sravnjivanje sekvenci koriSten je
rac¢unalni program BioEdit 7.2.5 (Hall 1999) prilikom ¢ega su provjereni kromatogrami svih

sekvenci.

3.3.  Filogenetska rekonstrukcija

Filogenetska rekonstrukcija za utvrdivanje srodstvenih odnosa izmedu vrsta roda Rutilus u
Hrvatskoj u ovom je istrazivanju bazirana na tri metode: metoda najvece parsimonije (MP),
metoda najvece vjerojatnosti (ML) te metoda susjednog sparivanja (MJ). Metoda najvece
parsimonije (MP), kao i metoda najvece vjerojatnosti (ML) daju filogenetska stabla, a metoda

susjednog sparivanja (MJ) filogenetsku mrezu.

Analize metodama MP i ML provedene su pomocu racunalnog programa MEGA7 (Kumar
i sur. 2016), a MJ pomoc¢u programa Network 4.5.1.6. (Fluxus Technology Ltd.). MP i ML
analize provedene su pod heuristickim modelom uz 100 ponavljanja, uz nasumican redoslijed
unoSenja taksa, preklapanje grana dijeljenjem i1 ponovnim povezivanjem (TBR, od engleskog
izraza tree bisection-reconnection). Tom se metodom trazi stablo najkrace topologije
preraspodjelom grana tako da se prvotni kladogram podijeli na vise manjih potkladograma, koji
se onda preslaguju u nova stabla. Sve nukleotidne supstitucije i sva mjesta kodona imala su
jednaku tezinu. Filogenetski testovi, to¢nije podrzanost grananja za svaku od triju metoda,
utvrdeni su analizom samopodrzanosti (engleski Bootstrap) uz 500 ponavljanja za ML i MJ te
1000 ponavljanja za MP. Analiza podrzanosti je statisticka metoda za odredivanje to¢nosti
hipoteza, koja iz izvornog poravnanja sekvenci nasumi¢no odabire stupce (neke odabire vise
puta, neke ni jednom) prilikom ¢ega formira novi set sekvenci i za svaki novonastali set
konstruira filogeneticko stablo koriStenjem istih parametara. Potom se topologija novonastalog
stabla usporeduje s prethodno kreiranim stablom s ciljem sagledavanja razlika u rezultatima.
Ukoliko je pozicija grane filogenetickog stabla nepromijenjena u odnosu na prethodno kreirano
stablo daje se vrijednost 1, dok se u suprotnom daje vrijednost 0. Taj postupak dodjeljivanja
vrijednosti ponavlja se onoliko puta koliko je zadano ponavljanja. Rezultati bootstrap analize
odredeni su frekvencijom (%) pojavljivanja odredene grane u ponavljanjima. Broj ponavljanja

prilikom bootstrapa utjece na kvalitetu stabla, pa tako veci broj dobiven uz pojedinu granu
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sugerira veéu vjerojatnost postojanja te grane na srodstvenom stablu, medutim ne utje¢e na
tocnost, to jest na razmjestaj grana na stablu (Nei & Kumar 2000). Dakle, ova analiza sluzi
samo za odredivanje pojedinih grana u stablima dobivenim na temelju odabrane metode. Stabla
i mreza ukorijenjeni su pomocu sekvence vanjske grupe koja predstavlja organizam koji je u

bliskom srodstvu, ali izvan grupe koju prou¢avamo (Holder i Lewis 2003).

3.4. Analiza evolucijske povijesti roda Rutilus u Hrvatskoj

Vremena divergencije izmedu vrsta roda Rutilus, kao i izmedu filogenetskih linija
procijenjena su Bayesovom MCMC (Markov Chain Monte Carlo) koalescentnom metodom
pomocu rac¢unalnog programa BEAST 1.7.0 (Drummond i sur. 2012). BEAST je program za
Bayesovu filogenetsku analizu molekularnih sekvenci koji procjenjuje ukorijenjenu, vremenom
mjerenu filogeniju koriStenjem modela molekularnog sata. MozZe se koristiti kao metoda
rekonstrukcije filogenije, ali i kao okvir za testiranje evolucijskih hipoteza (Drummond i sur.
2012). Broj MCMC koraka (duljina lanca) bio je 20 milijuna. Kalibriranje molekularnog sata
provedeno je na temelju stope divergencije citokroma b od 0.4% na milijun godina, utvrdenoj

za ovu porodicu (Perea i sur.).

3.5. Intrapopulacijska i intraspecijska genska raznolikost i razli¢itost

Polimorfizam na razini DNA nastaje kao rezultat mutacija i pogreski prilikom replikacije,
a upravo je razvojem tehnika analize DNA omoguéeno istrazivanje tih varijacija (Okumus i
Ciftci 2003). Odredivanjem mjera DNA polimorfizma procijenjena je razina genske
raznolikosti unutar pojedinih populacija, kao i unutar vrsta Rutilus aula i Rutilus basak

koristenjem programa DnaSP 6 (Rozas 1 sur. 2017).

Odredene su sljedece mjere:

e N - broj sekvenci

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

e h—Dbroj haplotipova

e Hd - raznolikost haplotipova
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e 71— nukleotidna raznolikost

e Kk — prosjecan broj razlika nukleotida

Izra¢unavanjem navedenih parametara u racunalnom programu DnaSP, to jest podacima za
gensku raznolikost kako za populacije, tako i za vrste na temelju broja prisutnih haplotipova,
procjenjuje se njihova raznolikost. Statisticki testovi interspecijske genske razlicitosti
provedeni su u istom programu, pri ¢emu su dali detaljnije podatke 0 tome koje su populacije
genski iste, a koje se razlikuju.

3.6. Procjena efektivne veli¢ine populacija i broja migranata po generaciji

Kroz mehanizam genetickog drifta, male populacije Cesto su izloZene velikom riziku od
gubljenja geneticke raznolikosti, $to rezultira ugrozavanjem egzistencije tih populacija. Obicna
procjena veli¢ine populacije ne pruza dovoljno informacija o njihovoj ranjivosti, stoga se koristi
efektivna veli¢ina populacije koja ovisi o relativnom reproduktivnom uspjehu muzjaka i zenki,
kao i o varijancama tih reproduktivnih uspjeha (Soli¢ 2005). Pomoéu programa MIGRATE
3.2.1 (Beerli 2009) koristenjem Bayesove metode, procijenjena je efektivna veli¢ina pojedinih
populacija, kao i protok gena prisutan medu populacijama (broj jedinki koje migriraju po
generaciji s jednog lokaliteta na drugi).

Za procjenu efektivne veli¢ine populacije koriste se parametri:

Ne = ©/u

Ne - efektivna veli¢ina populacije

©O - parametar TETA

- stopa mutacije (0,000002 po generaciji koja vrijedi za rod Rutilus — stopa mutacije od 0.4%

usporedujuci dvije sekvence na milijun godina)
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Za procjenu stupnja protoka gena koriste se parametri:
Nm = M*©
Nm = stupanj protoka gena

M — koeficijent migracije (brojéano pokazuje vaznost imigracija u odnosu na mutacije u

unosenju varijabilnosti u populaciju)

©O - parametar TETA
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4. REZULTATI

4.1. Filogenetska rekonstrukcija

Filogenetska rekonstrukcija temeljena je na sekvencama gena za citokrom b (cyt b) dugim
511 parova baza, od kojih je 402 konstantnih, 77 varijabilnih parsimonijskih neinformativnih i
32 parsimonijskih infromativnih mjesta. Analize su provedene na 79 skracenih sekvenci vrsta
roda Rutilus prikupljenih s razli¢itih lokaliteta u Hrvatskoj pri ¢emu se kao vanjska grupa (engl.
outgroup) koristila sekvencu vrste Scardinius plotizzae, koja pripada istoj porodici, ali
razli¢itom rodu u odnosu na vrste roda Rutilus. U prikupljenom uzorku utvrdeno je ukupno 17

razli¢itih haplotipova roda Rutilus.

Stabla dobivena metodom najveée vjerojatnosti (ML) (Slika 20.) i metodom najvece
parsimonije (MP) (Slika 21.) pokazuju sli¢énu topologiju. Rezultat oba stabla prikazuje
izdvajanje vrste Rutilus rutilus iz Jadove (Hapl2), kao i izdvajanje vrste Rutilus virgo iz
Bregane (Hapl), odvajanje vrste Rutilus basak od vrste Rutilus aula te velika podrzanost u

razdvajanju populacija jedinki vrste Rutilus aula iz Rase (Hap11) i Vlacina (Hap4).

Stablo dobiveno metodom najveée parsimonije ukazuje na prisutnost dviju sestrinskih linija
vrste Rutilus basak koje jasno potvrduju zajednicku evolucijsku povijest, dok se grananja nakon
razdvajanja tih dviju grana ne mogu uzeti u obzir kao ispravna, isto kao §to je slucaj i sa stablom
dobivenim metodom najvece vjerojatnosti koje je u tom dijelu grananja razlic¢ito od stabla

dobivenog metodom parsimonije.
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Slika 20. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece vjerojatnosti (ML) na temelju cyt b
gena koje prikazuje haplotipove ozna¢ene s Hap s pridruzenim brojem te pripadaju¢im vrstama.

Brojevi pored grananja oznacuju podrzanost pojedinih ¢vorova na stablu.
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Slika 21. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece parsimonije (MP) na temelju cyt b

gena koje prikazuje haplotipove oznacene s Hap s pridruzenim brojem te pripadaju¢im vrstama.

Brojevi pored grananja oznacuju podrzanost pojedinih ¢vorova na stablu.

lako je filogenetska mreZa dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ) ukazala na

velike nedostatke u skupu podataka, odnosno nuznost daljnjih istrazivanja (izuzetno je velik

broj neprimijecenih haplotipova), ona je ipak potvrdila je najvaznije rezultate na koje su ukazala

i filogenetska stabla. Dakle, pokazala je odvajanje vrste Rutilus basak od Rutilus aula, zaseban

polozaj vrsta Rutilus rutilus iz Jadove i Rutilus virgo iz Bregane te odvajanje jedinki vrste

Rutilus aula iz Rase i Vrljike, a takoder se moze primijetiti i strukturiranost unutar vrste Rutilus

basak (Slika 22).
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Slika 22. Filogenetska mreza dobivena metodom susjednog sparivanja (MJ) s pridruzenom
legendom. Brojevi na linijama oznac¢avaju broj mutacija ako ih je > 3. Veli¢ina obojenih to¢aka

proporcionalna je broju sekvenci svakog haplotipa, a njihova obojenost oznacava lokalitete
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sadrzane unutar svakog haplotipa (sekvence s razlicitih lokaliteta), dok crne tocke predstavljaju

neprimjecene haplotipove.
4.2. Vrijeme divergencije vrsta roda Rutilus i evolucijskih linija u Hrvatskoj

Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom MCMC metodom s vremenom odvajanja
pojedinih linija prikazano je na Slici 23. Filogenetski polozaj vrsta i linija na stablu gotovo je
isti kao i filogenetski polozaj dobiven metodom najvece izglednosti (ML) s jedinim razlikama
u grananju unutar vrste Rutilus basak. Prikazani brojevi u milijunima godina sugeriraju da je
divergencija unutar roda Rutilus zapocela u miocenskoj epohi te je trajala do pleistocenske

epohe.
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Slika 23. Procjena vremena divergencije bazirana na genima za citokrom b vrsta roda Rutilus.

Podebljani brojevi oznacavaju srednju vrijednost odvajanja ¢vorova u milijunima godina, dok
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brojevi u zagradama oznacavaju minimalnu i1 maksimalnu vrijednost pri ¢emu je 95%

vjerojatnost da se u tom rasponu dogodilo razdvajanje.

4.3. Intrapopulacijska i intraspecijska genska raznolikost i interspecijska genska

razli¢itost

Analizom sekvenci cyt b gena utvrdena je intrapopulacijska i intraspecijska genska

raznolikost te interspecijska genska razli¢itost vrsta Rutilus aula i Rutilus basak. Osnovne mjere

genskog polimorfizma utvrdene na temelju cyt b gena za populacije sa svakog lokaliteta, kao i

ukupno za vrste Rutilus aula i Rutilus basak navedene su u Tablici 3.

Tablica 3. Mjere genskog polimorfizma na temelju cyt b gena. N — broj sekvenci, S — broj

polimorfnih mjesta, n - ukupan broj mutacija, h — broj haplotipova, Hd — raznolikost

haplotipova, ©- nukleotidna raznolikost, k — prosje¢an broj razlika nukleotida.

populacije | N S ] h Hd n Kk
Rasa 2 0 0 1 0 0 0
Vlacine 3 0 0 1 0 0 0
Miljasi¢ 6 0 0 1 0 0 0
Jaruga

Ruda 5 0 0 1 0 0 0
Prolosko 2 0 0 1 0 0 0
blato

Matica 10 3 3 3 0,644 0,00248 | 1,267
Rastocko 11 4 4 4 0,800 0,00377 | 1,927
polje

Bacinska 6 5 5 3 0,600 0,00404 | 2,067
jezera

Modro oko | 10 4 4 5 0,667 0,00187 | 0,956
Norin 7 1 1 2 0,286 0,00056 | 0,286
Neretva 5 1 1 2 0,400 0,00078 | 0,400
Kuti 9 2 2 3 0,417 0,00087 | 0,444
Rutilus aula |5 1 1 2 0,600 0,00117 | 0,600
Rutilus 73 26 26 14 0,809 0,00466 | 2,380
basak

Analize su pokazale umjerenu gensku raznolikost vrste Rutilus aula i visoku gensku

raznolikost prisutnu unutar vrste Rutilus basak. Rezultati ¢ija je dobivena vrijednost 0 za

pojedine lokalitete su zabrinjavajuci jer ukazuju na gotovo nikakvu gensku raznolikost, $to je
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za lokalitete Rasa, Vladine i Prolosko blato vrlo vjerojatno posljedica premalog broja

sakupljenih jedinki, stoga rezultati mozda nisu realni. Niska genska raznolikost prisutna je na

lokalitetima Norin, Neretva i Kuti, umjerena na lokalitetima Matica, Bacinska jezera i Modro

oko, dok je visoka genska raznolikost utvrdena u RastoCkom polju gdje su prisutna Cetiri

haplotipa.

Provedeni su i testovi genske razlicitosti (Tablica 4.) koji ukazuju na postojanje genski

iste populacije (rezultati nisu statisticki znacajni) vrste Rutilus aula. Populacija vrste Rutilus

basak tek se nesto razlikuje (rezultati statisti¢ki zna¢ajni) zbog vjerojatno dvije linije koje su se

razdvojile u evolucijskoj povijesti.

Tablica 4. Rezultati testova genske razlicitosti za populacije vrsta Rutilus aula i Rutilus basak.

VRSTA ANALIZA IZNOS ZNACAJ
VRIJEDNOSTI
Rutilus aula X2 5,000 Statisticki znacajno
Hst 1,00000 Nije statisticki znacajno
Kst 1,00000 Nije statisticki znacajno
Kst* 1,00000 Nije statisticki znacajno
Z 1,50000 Nije statisti¢ki znac¢ajno
zZ* 0,91629 Nije statisticki znacajno
Snn 1,00000 Nije statisticki znacajno
Rutilus basak x2 182,064 Statisticki znacajno
Hst 0,36176 Statisti¢ki znacajno
Kst 0,30628 Statisti¢ki znacajno
Kst* 0,30713 Statisti¢ki znacajno
Z 949,12502 Statisticki znacajno
Z* 6,45767 Statisticki znacajno
Snn 0,26175 Statisti¢ki znacajno
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Obje analize nisu provedene za populacije na lokalitetima Bregana, Jadova i Vrljika, kao ni

za vrste Rutilus virgo i Rutilus rutilus zbog nedovoljno sakupljenih jedinki.

4.4. Procjena efektivne veli¢ine populacija i broja migranata po generaciji

Procjena efektivnih veli¢ina populacija za vrstu Rutilus aula jednake su za oba lokaliteta
pri ¢emu je dobivena vrijednost manja od 100, sto je izrazito mala efektivna veli¢ina populacija
(Tablica 5.).

Tablica 5. Procjena efektivne veli¢ine populacija (Ne) vrste Rutilus aula, pri ¢emu je © -

parametar TETA, a u stopa mutacije.

POPULACIJA O n Ne (O/p)
Rasa 0,00003 0,000002 15
Vlacine 0,00003 0,000002 15

Rezultati procjene broja migranata po generaciji za vrstu Rutilus aula ukazuju da
migracija nema (Tablica 6.), $to je i o¢ekivano jer su lokaliteti Rasa u Istri i Vlacine u okolici

Zadra geografski udaljeni, a o¢ito je tako bilo i tijekom duljeg geoloskog vremena.

Tablica 6. Procjena broja migranata po generaciji (Nm) u populacijama za vrstu Rutilus aula,
POPULACIJA+ - populacija koja prima jedinke, M — koeficijent migracije, © - parametar
TETA.

POPULACIJA+ | POPULACIJA M O Nm (M*©)
Vlacine Rasa 903,7 0,00003 0
Rasa Vlacine 107,7 0,00003 0
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Rezultati procjene efektivne veli¢ine populacija vrste Rutilus basak pokazuju razlicite

vrijednosti za populacije (Tablica 7.), od kojih je najmanja procijenjena efektivna veli¢ina za

Prolosko blato i iznosi svega 15, a najveca za Norin — 31315. Prema Frankham i sur. (2014),

populacije ¢ija je efektivna veli¢ina Ne < 1000 nece biti odmah osudene na izumiranje, medutim

njihova sposobnost evoluiranja s ciljem suo¢avanja s promjenama u okolisu ¢e se S vremenom

smanjiti, Sto ¢e smanjiti njihovu dugoro¢nu vijabilnost. Dobiveni rezultati procjene ukazuju na

mogucu ugrozenost analiziranih populacija na lokalitetima Miljasi¢ Jaruga, Prolosko blato,

Matica i Bacinska jezera.

Tablica 7. Procjena efektivne veli¢ine populacija (Ne) vrste Rutilus basak, pri ¢emu je © -

parametar TETA, a u stopa mutacije.

POPULACIJA O n Ne (6/p)
Miljasi¢ Jaruga 0,00097 0,000002 485
Ruda 0,00657 0,000002 3285
Prolosko blato 0,00003 0,000002 15
Matica 0,00063 0,000002 315
Rastocko polje 0,00210 0,000002 1050
Bacdinska jezera 0,00097 0,000002 485
Modro oko 0,00217 0,000002 1085
Norin 0,06263 0,000002 31315
Neretva 0,01337 0,000002 6685
Kuti 0,05837 0,000002 29185

Prema procjeni broja migranata iz pojedine populacije u ostale (Tablica 8.), populacije

Norin i Kuti isti¢u se kao populacije koje "primaju" najveci broj imigranata po generaciji iz

ostalih populacija. Poneka imigracija dogada se jo$ i u Rudu, Rastocko polje, Modro oko i

Neretvu, dok prema dobivenim rezultatima u ostale populacije nema imigracija.
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Tablica 8. Procjena broja migranata po generaciji (Nm) u populacijama za vrstu Rutilus basak,
POPULACIJA+ - populacija koja prima jedinke, M — koeficijent migracije, © - parametar
TETA.

POPULACIJA+ | POPULACIJA M O Nm (M*©)
Miljasic¢ Jaruga Ruda 108,3 0,00097 0
Miljasi¢ Jaruga Prolosko blato 449 0,00097 0
Miljasi¢ Jaruga Matica 51 0,00097 0
Miljasi¢ Jaruga Rastocko polje 225 0,00097 0
Miljasi¢ Jaruga Bacinska jezera 0,3 0,00097 0
Miljasic¢ Jaruga Modro oko 227 0,00097 0
Miljasic¢ Jaruga Norin 213,7 0,00097 0
Miljasi¢ Jaruga Neretva 7 0,00097 0
Miljasi¢ Jaruga Kuti 583 0,00097 0

Ruda Miljasi¢ Jaruga 152,3 0,00657 1
Ruda Prolosko blato 258,3 0,00657 1
Ruda Matica 0,3 0,00657 0
Ruda Rastocko polje 635 0,00657 4
Ruda Bacinska jezera 32,3 0,00657 0
Ruda Modro oko 266,3 0,00657 1
Ruda Norin 128,3 0,00657 0
Ruda Neretva 194,3 0,00657 1
Ruda Kuti 113 0,00657 0
Prolosko blato Miljasi¢ Jaruga 99 0,00003 0
Prolosko blato Ruda 188,3 0,00003 0
Prolosko blato Matica 2517 0,00003 0
Prolosko blato Rastocko polje 630,3 0,00003 0
Prolosko blato Bacinska jezera 274,3 0,00003 0
Prolosko blato Modro oko 447 0,00003 0
Prolosko blato Norin 0,3 0,00003 0
Prolosko blato Neretva 300,3 0,00003 0
Prolosko blato Kuti 328,3 0,00003 0
Matica Miljasi¢ Jaruga 861 0,00063 0
Matica Ruda 0,3 0,00063 0
Matica Prolo§ko blato 981,7 0,00063 0
Matica Rastocko polje 430,3 0,00063 0
Matica Bacinska jezera 310,3 0,00063 0
Matica Modro oko 985 0,00063 0
Matica Norin 355,7 0,00063 0
Matica Neretva 364,3 0,00063 0
Matica Kuti 939 0,00063 0
Rastocko polje Miljasi¢ Jaruga 714,3 0,0021 1
Rastocko polje Ruda 391 0,0021 0
Rastocko polje Prolosko blato 329,7 0,0021 0
Rastocko polje Matica 890,3 0,0021 1
Rastocko polje Bacinska jezera 219,7 0,0021 0
Rastocko polje Modro oko 0,3 0,0021 0
Rastocko polje Norin 61 0,0021 0
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Tablica 8. (Nastavak) Procjena broja migranata po generaciji (Nm) u populacijama za vrstu

Rutilus basak, POPULACIJA+ - populacija koja prima jedinke, M — koeficijent migracije, © -

parametar TETA.
Rastocko polje Neretva 647,7 0,0021 1
Rastocko polje Kuti 690,3 0,0021 1
Bacdinska jezera Miljasi¢ Jaruga 376,6 0,00097 0
Bacinska jezera Ruda 261,7 0,00097 0
Bacinska jezera Prolosko blato 933,7 0,00097 0
Bacinska jezera Matica 0,3 0,00097 0
Bacdinska jezera Rastocko polje 471,7 0,00097 0
Bacinska jezera Modro oko 15,7 0,00097 0
Bacinska jezera Norin 794,3 0,00097 0
Bacinska jezera Neretva 985 0,00097 0
Bacinska jezera Kuti 441 0,00097 0
Modro oko Miljasi¢ Jaruga 535,7 0,00217 1
Modro oko Ruda 985 0,00217 2
Modro oko Prolosko blato 540,3 0,00217 1
Modro oko Matica 347 0,00217 0
Modro oko Rastocko polje 121,7 0,00217 0
Modro oko Bacinska jezera 136,3 0,00217 0
Modro oko Norin 983,7 0,00217 2
Modro oko Neretva 383 0,00217 0
Modro oko Kuti 205 0,00217 0
Norin Miljasi¢ Jaruga 779,7 0,06263 48
Norin Ruda 989,7 0,06263 61
Norin Prolosko blato 370,9 0,06263 23
Norin Matica 797,7 0,06263 50
Norin Rastocko polje 427 0,06263 26
Norin Bacinska jezera 15 0,06263 0
Norin Modro oko 4997 0,06263 31
Norin Neretva 958,3 0,06263 60
Norin Kuti 983,7 0,06263 61
Neretva Miljasi¢ Jaruga 41 0,01337 0
Neretva Ruda 111 0,01337 1
Neretva Prolosko blato 205 0,01337 2
Neretva Matica 265 0,01337 3
Neretva Rastocko polje 93 0,01337 1
Neretva Bacinska jezera 124,3 0,01337 1
Neretva Norin 226,3 0,01337 3
Neretva Modro oko 50,3 0,01337 0
Neretva Kuti 21 0,01337 0
Kuti Miljasi¢ Jaruga 105,7 0,05837 6
Kuti Ruda 573,7 0,05837 33
Kuti Prolosko blato 239,7 0,05837 14
Kuti Matica 149 0,05837 8
Kuti Rastocko polje 568,3 0,05837 33
Kuti Bacinska jezera 59 0,05837 3
Kuti Norin 355,7 0,05837 20
Kuti Modro oko 157,7 0,05837 9
Kuti Neretva 515,7 0,05837 30

38



5.  RASPRAVA

Obzirom na nedostatak znanstvenih istrazivanja na temu molekularne filogenije i
populacijske genetike vrsta roda Rutilus u Hrvatskoj, nije bilo moguce usporediti i sa sigurno$éu
potvrditi dobivene rezultate s dosadasnjima u Hrvatskoj, stoga su rezultati usporedivani s

postojecim istrazivanjima ovog roda u Europi i rezultatima istrazivanja srodnog roda Telestes.

Istrazivanje je obuhvatilo populacije Cetiri vrste roda Rutilus u Hrvatskoj, pri ¢emu su
filogenetska stabla i filogenetska mreza pokazali odvajanje svake od tih vrsta, sto se podudara
s filogenetskom rekonstrukcijom roda Rutilus u Europi prema Ketmaier i sur. (2008). Stablo
dobiveno metodom najvece Vvjerojatnosti dobivenim vrijednostima pokazuje vecu podrzanost
linija od stabla dobivenog metodom parsimonije, ima bolju rezoluciju, kao i veéu povezanost.
Za razliku od stabala koja prikazuju jasnu i lako razumljivu filogenetsku rekonstrukciju vrsta
roda Rutilus u Hrvatskoj, filogenetska mreza ne daje bas relevantne rezultate, ¢ak je pomalo
zbunjujuca. Moguce pretpostavke zbog kojih je filogenetska mreza dala takve rezultate su

nedovoljan broj uzoraka ili posljedica davnih grananja linija.

Prema istrazivanju Perea i sur. (2010) bitno je naglasiti kako su rodovi potporodice
Leuciscinae (kojoj pripada rod Rutilus) iz Mediterana nastali i diverzificirali u oligocenu (prije
33.9 — 23 milijuna godina). Diverzifikacija rodova bila je odredena paleoklimatskom i
hidrogeoloskom povijes¢u mediteranske regije, a sam rod Rutilus se od drugih rodova

potporodice Leuciscinae vjerojatno odvojio prije 21 milijun godina.

Na temelju rezultata filogenetske rekonstrukcije i vremena divergencije istrazivanih vrsta
roda Rutilus, Ketmaier i sur. (2008) su predlozili mogucéi scenarij iz proslosti 0 evoluciji roda.
Podrijetlo roda Rutilus vrlo vjerojatno datira u srednji miocen (Zardoya i Doadrio 1999;
Schultz-Mirbach i Reichnenbacher 2006). Tako jos uvijek nedostaje to¢an uzorak kojim bi se
moglo povezati vrijeme i geografsko porijeklo roda Rutilus, ipak postoji mnogo dokaza koji
sugeriraju da je sadasnja europska fauna riba sjeverno — azijskog podrijetla (Bianco 1990).
Moguc¢i je scenarij da je predak roda dosao do Mediterana u srednjem miocenu preko Paratetis
mora kada je ono bilo oligosalino, a ujedno i glavna "ruta" kojom je omoguéeno
rasprostranjivanje slatkovodnih taksona. Potom je nastupila mesinska kriza saliniteta (Krijgsam
i sur. 1999) koja je tijekom veceg dijela svoga trajanja bila karakterizirana hiperslanim jezerima
na dnu danasnjeg Mediterana, a njena zadnja faza (Lago Mare faza), koje je bila kratkotrajna,

rezultirala je formacijom bocatih jezera. Postoji mogucnost da je upravo mesinska kriza
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saliniteta uzrokovala masovan ulazak jedinki roda Rutilus, ali i drugih taksona u to podrudje.
Nakon ponovnog otvaranja Gibraltara, nakon kojeg je uslijedilo uspostavljanje normalnijih
uvjeta saliniteta, doslo je do izoliranosti mediteranskih rijeka jednih od drugih, $to je vjerojatno

uzrokovalo glavna odvajanja unutar roda (Bianco 1990).

Sto se ti¢e evolucijske povijesti roda Rutilus na istrazivanom prostoru, evolucijski dogadaji
odvajanja vrste Rutilus rutilus (prije 12.6 -7.1 milijuna godina), pa potom vrste Rutilus virgo (
prije 7.2 — 3.6 milijuna godina) prema dobivenim rezultatima dogodili su se u drugoj polovici
miocena (Rutilus rutilus) i poc¢etkom pliocena (Rutilus virgo). Na prijelazu te dvije epohe
dogodila se maloprije spomenuta mesinska kriza saliniteta, medutim za odvajanje ovih dviju
vrsta od ostalih iz istog roda s istrazivanog podrucja, vjerojatno je najzasluznija tektonska
aktivnost izdizanja Dinarida, kao i nastanak dinarskih sustava jezera. Smatra se da je u proslosti
dinarski sustav bazena bio sustav tektonskih jezera ispunjen slatkom vodom i smjesten u
zapadnom dinarskom pojasu (Buj i sur. 2015, Jiménez - Moreno i sur. 2008). Fragmentacija tih
jezera i u konacnici njihov nestanak mogli su potpomognuti odvajanje tih dviju vrsta od ostalih
iz istog roda, kao i unaprijediti daljnju specijaciju (Perea i sur. 2010). Sljedeci vazan evolucijski
dogadaj odvajanja vrste Rutilus basak od vrste Rutilus aula (prije 2.4 — 5.3 milijuna godina)
datira u pliocen, pa cak i pocetak pleistocena (odvajanja unutar vrste Rutilus basak). Postoji
mogucnost da je upravo na ove dvije vrste jadranskog slijeva, koje vise dolaze u donjim
dijelovima vodotoka, mesinska kriza saliniteta imala najveci utjecaj zbog promjena u razini

Jadranskog mora koje su se tada deSavale preko spajanja i razdvajanja rijeka.

Usporedujuci evolucijsku povijest vrsta roda Rutilus s istrazivanih lokaliteta s, primjerice,
vrstama roda Telestes koje takoder pripadaju potporodici Leuciscinae, s 14 vrsta koje su ve¢im
dijelom rasprostranjene u rijekama Mediterana (Buj i sur. 2017), ali i ostalim istrazivanim
vrstama s tog podrucja u Hrvatskoj primijec¢ene su razlike. Naime, za ve¢inu istraZivanih vrsta
do sada mesinska kriza saliniteta nije imala gotovo nikakav utjecaj na evolucijsku povijest, dok
se s vrstama roda Rutilus iz jadranskog slijeva dobro poklapa. Jedina sli¢nost jest ta $to su
razdvajanja unutar roda Telestes s tog podrucja, isto kao i unutar roda Rutilus, zapocela

sredinom miocena.

Iako se ocekivalo da ¢e genska raznolikost biti visoka, obzirom na starost vrste, rezultati su
pokazali kako je ona za vrstu Rutilus aula ipak umjerena, sto moze biti posljedica fragmentacije,
vecéeg djelovanja na donje dijelove vodotoka ili nekih drugih utjecaja. Stanje genske
raznolikosti masnice trebalo bi se iz tog razloga pratiti jer bi smanjivanje iste moglo ukazivati
na prijetnju njenom opstanku zbog nemogucnosti suocavanja s promjenama u okoliSu, $to je
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obi¢no posljedica antropogenog utjecaja koji ukljucuje unistavanje stanista, oneciS¢enje voda,
ali 1 unasanje invazivnih vrsta. Takoder, treba napomenuti kako je masnica tockasto
rasprostranjena te se do dan danas ne zna koja su to¢na podrucja koja nastanjuje, stoga postoji
mogucnost da je to jedan od razloga (Mrakov¢i¢ i sur. 2006) ovakvih rezultata genske
raznolikosti, zatim premalen broj uzoraka ove vrste koriSten u istrazivanju koji bi omogucéio
realan prikaz rezultata, ali i moguca prisutnost nekog od navedenih antropogenih utjecaja u

populacijama koji pritis¢u vrstu.

Ukupna genska raznolikost vrste Rutilus basak je visoka te je prisutan veci broj haplotipova
unutar populacija, od kojih je najvecéa raznolikost primije¢ena na lokalitetima Modro oko i
Rastocko polje. Moguci razlog veéeg broja haplotipova na lokalitetima Modro oko i Rastoc¢ko
polje, usporedujuci ih s ostalim lokalitetima, je karakteristiéno krsko staniSte koje pogoduje
zivotu jedinki. Unato¢ tome, na lokalitetima Rasa, Vlacine, Miljasi¢ Jaruga, Ruda i Prolosko
blato genska raznolikost je niska, s jednim haplotipom po lokalitetu gdje varijabilnosti ni nema
Sto je izuzetno zabrinjavajuce. Genska raznolikost u rijeci Miljasi¢ Jaruga po dosadasnjim
saznanjima iznenadujuce je niska, ¢iji je mogucéi uzrok poribljavanje na tom lokalitetu koje je
doprinijelo uniStavanju njenih prirodnih populacija, ali vjerojatno i ostalih jedinki drugih

populacija koje tamo Zive.

Kako se razlozi evolucijske povijesti vrsta roda Rutilus ne poklapaju s vrstama roda
Telestes, tako se i istrazivana genska raznolikost prema Buj i sur. (2017) takoder ne poklapa.
Za vrste roda Telestes, isto¢na jadranska obala je "hot spot" s izrazenom visokom genskom

raznolikos$¢u, koja se posebno istice u srediSnjoj Dalmaciji (Krka i Cetina).

Rezultati pokazuju da ne postoji genska razli¢itost izmedu populacija vrste Rutilus aula,

dok se kod vrste Rutilus basak ona nesto razlikuje zbog malo veéeg protoka gena.

Neki od mogucih uzroka koji dovode do manje efektivne veli¢ine populacije u prirodi od
stvarnog broja, kakva je rezultatima dobivena za populacije vrste Rutilus aula, kao i za neke
populacije vrste Rutilus basak su razlika medu spolovima u broju jedinki koje se pare, razlika
u broju gameta kojima se doprinosi sljede¢oj generaciji, parenje u srodstvu, variranje starosne
strukture populacije, kao i variranje brojnosti populacije u vremenu (Charlesworth 2009). Kao
moguci dodatni uzrok treba uzeti u obzir §to je u istrazivanje uklju¢eno mozda premalo uzoraka
koji bi mogli pokazati realnije brojke. Dakle, rezultati sugeriraju da bas i nema sustava

metapopulacija.
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Treba napomenuti kako su za obje vrste gotovo svi provedeni testovi ukazali na isti

zakljucak, §to zapravo govori da je dobiveni rezultat realan.

Posto su masnica, basak i plotica endemske vrste koje su, kao i sve endemske vrste, posebno
osjetljive, a uz to imaju i malu sposobnost prilagodbe na promjene vanjskih ¢imbenika,
rasprostranjene su u nekada$njim glacijalnim refugijima i usko vezane uz okoli§ koji
naseljavaju. Stoga, degradacije staniSta, melioracije i regulacije vodotoka, oneéiS¢enje
vodotoka, klimatske promjene, ribarstvo i turizam (Caleta i sur. 2015) dakako su mogli

uzrokovati one rezultate koji su zabrinjavajuéi.

Na IUCN-ovom Crvenom popisu je 15 vrsta roda Rutilus. Od toga njih 10 je u kategoriji
najmanje zabrinjavajuc¢e (LC), jedna u kategoriji gotovo ugroZene (NT), dvije u kategoriji
osjetljive (VU) i dvije u kategoriji ugroZene (EN). Za veéinu vrsta roda Rutilus stanje populacija
nije poznato zbog njihove rasprostranjenosti. Prema IUCN-ovim podacima najveca prijetnja
masnice koja je u ovom istrazivanju pokazala mogucu zabrinutost za konzervaciju (genska
raznolikost niza od predvidene, nedostatak genske razliCitosti, kao i protoka gena te male
efektivne veli¢ine populacija) jest unoSenje alohtonih vrsta (babuske, amura, soma i Sarana),
Sto je zabiljezeno u Sloveniji i Italiji. Nema zabiljezenih konzervacijskih mjera za ovu vrstu

(wwwe.iucnredlist.org), medutim rezultati istrazivanja ukazuju na potrebu razmatranja istih.
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6. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata koji ukljucuju filogenetska stabla i mrezu, evolucijsku
povijest, testove genske raznolikosti i razli¢itosti, efektivnu veli¢inu populacija i broj migranata

po generaciji vrsta roda Rutilus u Hrvatskoj, moze se zakljuciti sljedece:

e Svaka vrsta roda Rutilus ima zaseban polozaj unutar filogenetskih stabala te
predstavlja filogenetski odvojenu i evolucijski nezavisnu jedinicu.

e Divergencija unutar roda Rutilus u Hrvatskoj zapocela je u miocenu i trajala je do
pleistocena.

e Populacije vrste Rutilus basak tek se nesto genski razlikuju i visoke su genske
raznolikosti, dok su populacije vrste Rutilus aula genski iste te su umjerene genske
raznolikosti.

e Efektivne veli¢ine populacija vrste Rutilus aula su niske, a ujedno i nerealne zbog
najvjerojatnije premalog broja uzorka, a migracija nema, dok su efektivne veli¢ine
nekih populacija vrste Rutilus basak visoke, a neke niske te postoje migracije

izmedu pojedinih populacija.

Dobiveni rezultati mogli bi pomo¢i, a mozda i potaknuti znanstvenike na detaljnije
istrazivanje roda Rutilus u Hrvatskoj, posebno razmatrajuci programe zastite i monitoringa za

ove vrste, a posebno za endemsku vrstu Rutilus aula za ¢iji je opstanak 0vO istrazivanje

pokazalo mogucu zabrinutost.
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