UNIVERZITET CRNE GORE
PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET

Mr Dragana MiloSevié

MORFOLOSKA, EKOLOSKA | GENETICKA DIFERENCIJACIJA
VRSTA RODA RUTILUS RAFINESQUE, 1820
(TELEOSTEI, CYPRINIDAE) 1Z SKADARSKOG JEZERA

DOKTORSKA DISERTACIJA

Podgorica, 2012.



HB. 6p. %}Ogg




INFORMACIJE O DOKTORANTU

Ime i prezime: Dragana MiloSevi¢
Datum i mjesto rodenja: 25.02.1978. godine, Podgorica
Naziv zavrSenog Bioloski fakultet, Beograd
postdiplomskog studijskog programa: smjer - Citologija
Godina zavrsetka: 2005.
INFORMACIJE O DOKTORSKOJ DISERTACIJI
Naziv doktorskih studija: Biologija
Naslov teze: Morfoloska, ekoloska i geneticka

diferencijacija vrsta roda Rutilus
Rafinesque, 1820 (Teleostei, Cyprinidae)
iz Skadarskog jezera

Fakultet na kojem je Prirodno-matematicki fakultet,

disertacija odbranjena: Univerzitet Crne Gore

UDK, OCJENA | ODBRANA DOKTORSKE DISERTACIJE

Datum prijave doktorske teze: 7.11.2008. godine

Datum sjednice Senata Univerziteta 26.02.20089. godine

na kojoj je prihvaéena teza:

Komisija za ocjenu podobnosti Dr Branko Radujkovié, red. prof. PMF-a,
teze i kandidata: Univerzitet Crne Gore

Dr Drago Mari¢, red. prof. PMF-a,
Univerzitet Crne Gore
Dr Marijana Krivokapi¢, vanred. prof. PMF-a
Univerzitet Crne Gore
Mentor: Dr Drago Mari€, red. prof. PMF-a,
Univerzitet Crne Gore

Komisija za ocjenu Dr Drago Mari¢, red. prof. PMF-a,
doktorske disertacije: Univerzitet Crne Gore
Dr Vladimir Pesi¢, vanred. prof. PMF-a,
Univerzitet Crne Gore
Dr Predrag Simonovic¢, red. prof.
Biolo$ki fakultet Beograd
Dr Sreten Mandi¢, nauéni savjetnik IBM
Univerzitet Crne Gore
Dr Aleksandar Joksimovi¢, nauc¢ni saradnik IBM
Univerzitet Crne Gore
Komisija za odbranu Dr Drago Mari¢, red. prof. PMF-a,
doktorske disertacije: Univerzitet Crne Gore
Dr Vladimir Pesi¢, vanred. prof. PMF-a,
Univerzitet Crne Gore
Dr Predrag Simonovic¢, red. prof.
Biolo$ki fakultet Beograd
Dr Sreten Mandi¢, nauc¢ni savjetnik IBM
Univerzitet Crne Gore
Dr Aleksandar Joksimovi¢, nauc¢ni saradnik IBM
Univerzitet Crne Gore

Datum odbrane: 16.01.2012. godine



 Uvek je ociglednija celina nega deo. celine.

Ouvo suakakie zlieg smistencsti i celisfodnosti celine.

E Vladifia Nifiolaj Veliminavic
"Misli o dobrun i 20u”



ZAHVALNICA

Svakg rijec ove disertacije nosi zahvalnost onima Kofi su mi svako na svoj nacin olaksali rad i time
doprinijeli da ona i ugleda svjetlost dana.

Neizmjernu zahvalnost dugujem svom profesoru i mentoru Prof. dr Dragu Mariéu na izboru teme koja
mi je omogucila da prosinim oblast svojih dosadasnyifi istraZivanja i istovremeno dala mogucénost da upotrijebim
i ne zanemarim do sada stecena znanja. Isticem njegovo ukazano povjerenje, posveeno vrijeme, ustupljenu
literaturu 1 pomoc prilikom terenskif istraZivanja.

Zahvaljujem se Prof. dr Stevenu Weissu sa Instituta za Zoologiju, Karl-Franzens Univerziteta u
Gracu, koji je prifivatio mentorstvo nad segmentom istraZivanja Roje sam odradila na pomenutom
Univerzitetu, $to mi predstavija i posebnu ast. Njegova pomoc, sugestije i savjeti su mi pomogli da Kvalitet
istraZivanja podignem na vii nivo.

@Prof. dr Trajce Talevski mi je pruZio veliku pomoé pri uzorkovanju materjala sa Prespanskog i
Ohridskog jezera i pruZio svesrdnu podrsku toRom Citavog istraZivanja. Na tome mu se najisKrenije
zahvaljujem.

Zelim da se zahvalim i mr Nikoli Pejovicu na povjerenju i pomodi, omoguéivsi mi rad u laboratorifi za
patologiju Specijalisticke Veterinarske ustanove u Podgorici.

Hvala:

Prof. dr Vladimiru Pesicu na Ronstantnoj podrsci, savjetima i sugestijama.

Dr Danki Petrovié Roja je na sebi svojstven nacin bila vaZna Rarika u realizaciji ovog rada i Roja je
uvijek nalazila, za mene prave rijeci i savjete.

Dr Sandri Kovacevic na svim prijateljskim postupcima i strucnim sugestijama Roje mi je uputila od
prvog koraka ovog istraZivanja do poslednjeg slova rada.

Dr Kathrin Winkler sa Instituta za Zoologiju, Karl-Franzens Univerziteta u Gracu na nesebicnom
pruZanju znanja o laboratorijskim tehnikgma i metodama moleRularne biologije, ogromnoj pomoli tokom
eksperimentalnog dijela rada, obradi podatakga i tumacenju rezultata.

Dr Danijeli Popovic Roja mi je svojom predusretlfivoséu i strucnoséu bila od velike pomoci.

Dr Danilu Mrdaku na pomoéi prilikom realizacije boravakg u Austnij.

Dr Danijeli Stesevic 1 mr Bogicu Gligorovicu na ogromnoj pomodi pri tehnickoj realizacifi rada.

Mr Branki KneZevic Roja je uvijeR imala strpljenja, volje i vremena, da mi pomogne u meni vaZnim
momentima.

Zoranu Mrdaky, direRtoru Nacionalnog parka Skadarsko jezero, Minji Popovicu i Sretenu Durovicu
na pruZenoj pomodi prilikom sakupljanja analiziranog materijala.

Kolegama sa Studijskog programa za Biologiju na podrsci i razumijevanju.

Timu laboratonije za moleRularmu biologiju u Gracu Rofi su svojom ljubaZnostu i gostoprimstvom,
dobrinijeli da mi boravak u tom gradu ostane u nezaboravnom sjecanju.

Poseban dio ove zahvalnice odnosi se na Mr Draganu Petrovic 1 njenu porodicu Roja je uvijek bila tu,
za mene 1 moj rad, 1 na moje roditelje Roji su mi pruzili paZnju, podrsky i razumijevanje na svim stepenicama
mog dosadasnjeg skolovanja.

Autor



Predgovor i

PREDGOVOR

Stara jezera Balkanskog poluostrva - Prespansko, Ohridsko i Skadarsko jezero —
odavno su prepoznata kao centri biodiverziteta i endemizma u kojima je period duge izolacije
uzrokovao specificne procese alopatriCnih i simpatri¢nih specijacija, sto ih je postavilo u fokus
geoloskih, bioloskih i ekoloskih istrazivanja i odredilo kao polazi§ta u ispitivanjima evolucionih
mehanizama. Medutim, uprkos ovim €injenicama veliki dio bitnih saznanja o vaznim bioloskim i
endemiénim jedinicama i dalje nedostaje. Nepotpunost podataka prisutna je i medu elementima
ihtiofaune kako u pogledu njihove taksonomije, idioekoloskih i genetickih obiljezja tako i u
stepenu endemizma.

Nepotpuno definisano pitanje taksonomije i konfuzna nomenklatura roda Rutilus
predstavljaju povod viSedecenijskih polemika kada je ihtiofauna Skadarskog jezera u pitanju.
Postoji viSe pokuSaja da se vrste ovog roda taksonomski verifikuju, utvrdi njihov sistematski
polozaj, ekoloski prouce i odrede njihovi areali. Postojanje dvije vrste je ve¢ opste prihvaceno,
ali su velike kontradiktornosti po pitanju toga koje su vrste prisutne i kojim su vrstama iz
okruzenja evolutivno blize. Samo postojanje dvije vrste iz istog roda u jednom vodenom sistemu
je rijetka pojava, Sto je i otezavajuc¢a okolnost pri njihovoj determinaciji, a $to upucuje na
pretpostavku da jedna od njih nije evoluirala u ovom vodenom sistemu. Osim toga direktna veza
sa Ohridskim jezerom, kao i u proslosti velike transgresije i regresije Jadranskog mora, uz
dosadasnje poznavanje morfologije, upucuju na pretpostavku da jedna od postojece dvije vrste
nije autohtona. ldioekoloSke karakteristike ovih vrsta su malo poznate, a informacije o genetskoj
strukturi ne postoje.

Evaluacija postojecih literaturnih izvora o ovim taksonima ukazuje na nemoguénost
jednostavne taksonomske revizije bez istrazivanja koje bi obuhvatilo sve aspekte u pro¢avanju
bioloskih jedinica, kao i komparativnu analizu sa susjednim ekosistemima. Dosadasnja
istrazivanja ihtiofaune Skadarskog jezera i Crne Gore uopste bila su iskljuCivo bazirana na
morfoloskim i osteoloSkim podacima i ispitivanjima. Takode veliki broj dosadasnjih istrazivanja,
uzimajuéi u obzir i ona realizovana u okruzenju, fokusirao se samo na pojedine vodene sisteme
i jedinice biodiverziteta u njima, bez uzimanja u obzir susjednih ekosistema sa kojima postoje
potencijalne istorijske i recentne hidrografske veze. Nedostatak ovakvih nacina prouc¢avanja je
nemoguénost dobijanja detaljnog uvida u areal rasprostranjenja vaznih bioloskih jedinica kao
Sto sto su endemiéni elementi faune. Osim toga, u istrazivanjima srodnih taksona ni jedan od
aspekata - morfologija, ekologija genetika - ne smije biti zanemaren jer na taj nacin postaji rizik
od izvodenja pogresnih zaklju¢aka.

Nepostojanje podataka o biologiji i ekologiji, kao i viSedecenijske taksonomske
nedoumice vezane za vrste roda Rutilus koje zive u Skadarskom jezeru, ukazali su na potrebu

za sveobuhvatnom analizom ovih taksona, &iji bi rezultati doprinijeli reSenju navedene
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problematike i obezbijedili dobru osnovu za buduéa istrazivanja vrsta iz ovog roda na podrucju
Balkanskog poluostrva. 1z tih razloga u okviru ovog rada primijenjen je sveobuhvatni
komparativni pristup u istrazivanju srodnih, geografski bliskih i udaljenih taksona. Ovakav vid
proCavanja bioloskih jedinica se moze definisati kao istrazivanje najvaznijih sinergisticki
povezanih obiljezja koji determiniSu jedan takson, a istovremeno ga diferenciraju od drugog,
njemu srodnog taksona. Fenotipski karakteri ukazuju na postojece slicnosti i razlike medu
taksonima, ali nisu do kraja precizni u razlikovanju taksonomskih jedinica. S jedne strane
posmatrano, morfologija makar djelimiéno odreduje mnoge ekoloske karakteristike, dok s
druge strane, ekoloski faktori mogu izazvati fenotipske promjene. Ekoloska diversifikacija
unutar jedne grupe moze voditi adaptivnoj evoluciji morfoloSkih karakteristika. Osim toga za
razumijevanje morfoloskog i ekoloSkog diverziteta neophodno je uzeti u obzir i geneticki
diverzitet. Veliki izbor savremenih genetiCkih markera visokog potencijala pruza veliku
moguénost za reSavanje taksonomskih dilema, odredivanje stepena srodnosti na svim
taksonomskim nivoima i daju odgovore na brojna ekolo$ka pitanja. Za konacnu ocjenu modela
simpatrije neophodno je utvrditi i stepen reproduktivne izolovanosti simpatri¢kih taksona. Osim
toga, neophodno je uzeti u obzir i evolutivne mehanizme koji su doprinijeli postojanju
simpatriCkih i alopatricnih modela specijacije u vaznim vodenim ekosistemima, kao i

geografske procese koji su doprinijeli njihovom sadasnjem rasporedu.
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1ZVOD

Utvrdivanje nivoa diferenciranosti taksona iz roda Rutilus Rafinesque, 1820 koji
naseljavaju Skadarsko jezero sprovedeno je analizom sinergisticki povezanih obiljezja koji imaju
ulogu u njihovoj determinaciji i istovremenoj separaciji na nivou osnovne sistematske kategorije.
Za rasvjetljavanje taksonomskog problema i pitanja diverziteta vrsta iz roda Rutilus koji
generalno postoji za vrste prisutne na Balkanskom poluostrvu ispitivani taksoni iz Skadarskog
jezera su podvrgnuti komparativnoj analizi sa taksonima iz Ohridskog i Prespanskog jezera.
Ovaj rad sadrzi rezultate prve sveobuhvatne analize, morfoloSke i geneticke, vrsta roda Rutilus
iz tri najve¢a Balkanska jezera. U radu su predstavljeni de novo klonirani mikrosatelitni lokusi (5
polimorfnih i 3 monomorfna) ispitivanog roda, kao i novi set prajmera za amplifikaciju mtDNK cyt
b. Sekvenciniranjem cyt b dobijeno je 17 haplotipova, od kojih je za jedan utvrdeno da je
ancestralan za ispitivane taksone. 15 haplotipova je pronadeno po prvi put. Podaci dobijeni
analizom seta morfoloskih karaktera, gena mitohondijaine DNK (cyt b), fragmenta nuklearne
DNK i mikrosatelitnih lokusa dali su snaznu potvrdu modelu simpatrije u Skadarskom jezeru,
dok je za Ohridsko i Prespansko jezero utvrdeno prisustvo jednog taksona. Ekoloska analiza je
potvrdila snaznu diferencijaciju simpatrickih taksona iz Skadarskog jezera buduéi da je
obezbijedila rezultate koji ukazuju na njihovu diferenciranost u pogledu vremena mrijesta i time
dokazala njihovu reproduktivnu izolovanost kao i diferencijaciju u pogledu modela rasta, na¢ina
ishrane i habitata koje naseljavaju. Rezultati dobijeni ovim istrazivanjem nisu u saglasnosti sa
nijednom do sada predlozenom taksonomskom Semom za taksone iz roda Rutilus koji
naseljavaju Skadarsko jezero i kao posledica toga predloZzena je revizija vrsta koje naseljavaju
stara jezera Balkanskog poluostrva. U pogledu diverziteta vrsta na istrazivanim podrucjima
rezultati su u saglasnosti sa jednim od postojeéih misljenja. Reviziona Sema taksonomskog
reSenja je da: 1) R. prespensis naseljava Prespansko i Skadarsko jezero i time gubi dosadasnji
status endema Prespanskog jezera, 2) R. ohridanus naseljava Ohridsko jezero i dobija status

endema, i 3) R. albus endemi¢an za Skadarsko jezero i u simpatriji je sa R. prespensis.
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ABSTRACT

Establishing the level of differentiation of taxa within genus Rutilus Rafinesque, 1820
that inhabit Skadar Lake, has been conducted by the analysis of synergistically connected
characteristics that are of importance both for their determination and simultaneous separation
on the level of basic systematic category. For clarifying taxonomic problem and diversity issue
of Rutilus species, that is generally related to all species of Balkan Peninsula, investigated taxa
from Skadar lake were subjected to comparative analysis with taxa from Ohrid and Prespa lake.
This paper contains results of the first comprehensive morphological and genetic analysis of the
Rutilus species from the three largest lakes of Balkan Peninsula. In the paper, de novo cloned
microsatellite loci (5 polymorphic and 3 monomorphic) of investigated genera have been
presented and also new set of primers for amplification of mtDNA cyt b. By cyt b sequencing, 17
haplotypes have been obtained and for one of those has been determined to be ancestral for
examined taxa. 15 haplotypes have been found for the first time. Data that has been obtained
by the analysis of set of morphological characters, genes of mitochondrial DNA (cyt b),
fragments of nuclear DNA and microsatellite loci strongly confirmed sympatric model in Skadar
lake, while for Ohrid and Prespa lakes presence of one taxon has been confirmed. Ecological
analysis confirmed strong differentiation of sympatric taxa from Skadar lake by providing results
that indicate their differentiation regarding spawning time and thus proved their reproductive
isolation and differentiation in terms of growth model, nutrition and habitats. The results
obtained within this study are not in compliance with any so far proposed taxonomic scheme for
taxa of genus Rutilus that inhabit Skadar lake and consequently a revision of species that
inhabit old lakes of Balkan Peninsula has been proposed. Regarding diversity of species in the
investigated area, results are in accordance with one of existing opinions. Revision scheme of
taxonomic status is as following: 1) R. prespensis inhabits Prespa and Skadar lake and thus
loses former status as endemic species of Prespa lake; 2) R. ohridanus inhabits Ohrid lake and
thus gets status as endemic species and 3) R. albus is endemic for Skadar lake and is in

simpatry with R. prespensis.
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1. UvOD

1.1. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA RODA RUTILUS 1Z SKADARSKOG
JEZERA

Radovi koji se bave istazivanjima ihtiofaune Skadarskog jezera pojavljuju se u
drugoj polovini XIX vijeku. Autori tih radova uglavnom su bili strani istrazivaci koji su
posjecivali ovaj prostor i u njima je moguce naéi podatke najcesée u vidu kratkih
informacija koje dokumentuju prisustvu nekog taksona. Pocetkom XX vijeka pojavljuju se i
prvi stru€ni i naucni radovi koji su bazirani na detaljnijim ihtioloskim istraZivanjima.

Prvi podacima o vrstama iz roda Rutilus datiraju iz 1883. godine. Naime,
Steidachner (1883) za podruc¢je Skadarskog jezera navodi vrstu pod imenom Leuciscus
(Leucos) aula. PoCetkom XX vijeka Jovi¢evi¢ (1909) u spisku vrsta Skadarskog jezera
navodi Zutalja, brcaka. Karaman (1933) na podrucju Skadarskog jezera evidentira
prisustvo vrste Leucos aula. Upotreba imena Rutius za vrste prisutne u basenu
Jadranskog mora navedeno je od strane Taler-a (1953) koji za podrucje Skadarskog
jezera navodi vrstu R. rubilio. U kasnijim popisima riba Skadarskog jezera i Crne Gore
datim od strane Drecun (1957, 1962) takode se za podrucje Skadarskog jezera navodi
vrsta R. rubilio (Bonaparte, 1837).

Detaljnija istrazivanja pojavljuju u drugoj polovini XX vijeka. Tako, lvanovi¢ (1967)
prati embionalni razvoj vrste R. rubilio (Bonaparte 1837) - Zutalja i to u prirodnim uslovima.
Autor iznosi da se zZutalj u Skadarskom jezeru mrijesti u proljeénom periodu (april, maj) i
da ikru porciono odlaze na Sljunkovitim i kamenitim obalama kao i na makrofitskoj
vegetaciji. Ovim istrazivanjem obuhvaceno je i pra¢enje embrionalnog razvi¢a u periodu
od 23. aprila do 2. maja. Rezultati pokazuju da prvi slobodni embrioni duzine 14.5-16 mm
izlaze iz jajnih opni 219 h nakon oplodnje. Iste godine (1967a) autor ispituje hibridizaciju
vrsta Pachychilon pictum (Q) i R. rubilio (3). U radu se prati i embrionalno razviée
dobijenog hibrida u prirodnim uslovima. Rezultati pokazuju da uspjesno dobijeni embrioni
duzine od 4.6 - 5.2 mm izlaze iz jajne opne nakon 171 ¢asa od trenutka oplodnje. Isti
autor 1968. daje podatke o pokretljivosti spermatozoida vrste R. rubilio iz Skadarskog
jezera.

Vukovi¢ & Seratlié-Savié¢ (1967) iznose podatke o broju branhiospina i duzini
crijevnog trakta populacije R. rubilio (Bonaparte) iz Skadarskog jezera i rijeke Bune. Kod
vrste R. rubilio autori su konstatovali razlike u broju branhiospina spoljasnjeg i
unutrasnjeg niza. Pri uporedivanju duzine crijevnog trakta autori pokazuju da je veca
relativna duzina crijevnog trakta jedinki iz Skadarskog jezera. Kada je vrsta hrane u
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pitanju autori zakljuuju da je populaciji iz Skadarskog jezera u ishrani dominantna biljna
komponenta.

Vukovi¢ & Vukovi¢ (1968) daju neke uporedne taksonomske karakteristike za
populacije vrste R. rubilio (Bonaparte) iz voda Jugoslavije i sjeverne ltalije. U ovom rada
prezentovanom uporednom analizom utvrdene su razlike kako u morfometrijskim tako i u
meristickim karakterima. Konstatovano je da su morfometrijski karakteri ove vrste
podlozni velikim promjenama. Analizirajuéi srednje vrijedosti i variranje broja krljusti u
boénoj liniji autori nalaze da se populacije voda Jugoslavije karakteriSu veéim
vrijednostima i ve¢im variranjem ovog karaktera u poredenju sa populacijama iz voda
sjeverne Italije.

Vukovi¢ & Ivanovi¢ (1970) kompariraju morfometrijske i meristiCke karaktere
Zutalja iz Skadarskog jezera i sliva Neretve. U okviru ovog rada uradena je analiza nekih
morfometrijskih i meristickih karaktera populacija iz rijeka Bune i Bregave (pritoka
Neretve) sa populacijom iz Skadarskog jezera. Medu ispitivanim populacijama nadene su
izvjesne razlike u morfometrijskim karakterima. Ispitivani meristicki karakteri su pokazali
da se populacije iz sliva rijeke Neretve razlikuju od populacije iz Skadarskog jezera u
broju granatih zraka u podrepnom peraju, dok se razlike izmedu ispitivanih populacija
nisu ispoljile kod broja krljusti u bo¢noj liniji i broju granatih zraka u lednom peraju.

Vukovi¢, N. et al. (1970) uporeduju podatke o tezini srca i mozga vrste R. rubilio iz
Skadarskog jezera i rijeke Bune. Na osnovu ovih istrazivanja autori zakljuéuju da se
tezinski odnosi mozga i tijela mogu koristiti u biosistematskim istrazivanjima.

Seratlic-Savi¢ & Vukovi¢ (1971) prate neke meristicke karaktere na primjercima
R. rubilio (Bonaparte) iz Skadarskog jezera i rijeke Trebizat (sliv rijeke Neretve). Autori
zakljuCuju da se populacija iz Skadarskog jezera odlikuje manjim brojem kiémenih
prilienova (srednja vrijednost 35.72) u poredenju sa populacijom iz rijeke Trebizat
(srednja vrijednost 37.42). Takode su konstatovane i statisticki najveée razlike pri
poredenju nekih drugih meristiCkih karaktera populacije iz Skadarskog jezera i rijeke
Trebizat (t=7.99), za razliku od poredenja iste populacije zutalja Skadarskog jezera sa
populacijom iz rijeke Bregava (sliv rijeke Neretva) gdje je konstatovan maniji statisticki
znacaj razlika (t=3.4).

Vukovi¢ et al. (1972) saopstavaju podatke o duzini crijevnog trakta u zavisnosti od
zastupljenosti biline i Zivotinjske hrane u njemu. Autori uporeduju duzinu crijevnog trakta
jedinki iz rijeke Bune sa jedinkama iz Skadarskog jezera. Rezultati pokazuju da duzina
crijeva iznosi 104,77% standardne duzine jedinki iz rijeke Bune, dok za jedinke iz

Skadarskog jezera taj odnos iznosi 143,63%.
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U knjizi "Ichthyofauna of Skadar Lake", Ivanovi¢ (1973) daje potpunije podatke o
meristi€kim i morfometrijskim karakterima zutalja Skadarskog jezera, osobenostima njene
biologije i ekonomskom znacaju.

U svom magistarskom radu Kavari¢ (1974) daje podatke o morfologiji krvnih
elemenata vrste R. rubilio.

Sezonski razvoj gonada vrste R. rubilio iz Skadarskog jezera prate Knezevi¢ &
lvanovi¢ (1975). Na polno zrelim jedinkama tokom 1966. godine praéene su
makroskopske promjene na gonadama, a izu€avana je i duzina i teZina gonada.
Paralelno je radena histoloska analiza cikli¢nih promjena na gonadama. Autori iznose
zaklju€ak da ovu vrstu odlikuje asinhroni tip rasta gonada i da se porciono mrijesti.

Podatke o duzinskom i tezinskom rastenju zutalja Skadarskog jezera daje
KnezZevi¢ (1976). Duzinsko i tezinsko rastenje je prouc¢avano na jedinkama lovljenim na
razliCitim lokalitetima Skadarskog jezera. Isti autor 1977. godine saopstava podatke o
fekunditetu populacije R. rubilio Skadarskog jezera. U radu je razmatrana brojnost jaja u
odnosu na starost, duzinu i tezinu. Ispitivana je i veli¢ina ikre, kao i plodnost po uzrasnim
klasama.

Sori¢ (1983) daje prvu detaljniju komparativnu analizu populacija vrste R. rubilio iz
Ohridskog i Skadarskog jezera i rijeke Beli Drim i uporeduje ih sa podacima ranijih autora
koji su radili na populacijama ove vrste na podrucju Jugoslavije i Italije (Karaman, 1924
Arbocco, 1966; Vukovi¢ & Vukovié, 1968; Vukovié¢ & Ivanovi¢, 1970; Tortonese, 1970;
lvanovié, 1973).

Mari¢ (1989) daje reviziju vrsta roda Rutilus Rafinesque, 1820 zapadnog dijela
Balkanskog poluostrva. Autor za podrucje Skadarskog jezera prvi registruje prisustvo
dvije vrste iz roda Rutilus i detaljno opisuje dvije podvrste i to: R. basak ohridanus
(Karaman 1924) i R. prespensis vukovici ssp.n. i prikazuje njihova najvaznija morfoloska
obiljezja.

Sori¢ (1990) istrazuje ihtiofaunu Ohrid-Drim-Skadar sistema. Istrazivanje je
pokazalo da ovaj sistem naseljava podvrsta R. rubilo rubilio (Bonaparte, 1837), dok
podvrsta R. rutilus ohridanus opisana od strane Karamana 1924. godine za Ohridsko
jezero nije konstatovana.

Hadziablahovi¢ (2001) se u svojoj doktorskoj disertaciji bavi istrazivanjem
biohemijskih i citogenetickih osobina R. rubilio (Bonaparte, 1837) Skadarskog jezera.

Komparativhu analizu uz redeskripciju morfoloskih karakteristika populacija
Rutilus-a iz Ohridskog, Skadarskog i Prespanskog jezera daju Mari¢ & Radujkovi¢ (2009)
godine. Oni pokazuju da Skadarsko, Ohridsko i Prespansko jezero naseljava vrsta R.

=
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1.2. RoD RuUTILUS RAFINESQUE, 1820

Rod Rutilus Rafinesque, 1820 pripada familiji Cyprinidae jednoj od najbrojnijih
familija slatkovodnih koSljoriba (infraclassis: Teleostei). Familija Cyprinidae broji 210
rodova i 2010 vrsta (Nelson, 2006). Osim velikog diverziteta vrsta karakteriSe je i Siroka
rasprostranjenost. Predstavlja jednu od najrasprostranjenjenijih slatkovodnih familija riba.
Autohtono odsustvuje jedino sa podru¢ja Madagaskara, Novog Zelanda, Australije i juzne
Amerike.

Predstavnici vrsta roda Rutilus ukljuCuju vrste koje se po veli¢ini mogu svrstati u
ribe srednjih dimenzija, standardne duzine od 130 mm (R. ohridanus) - 600 mm (R.
meidingeri) (Kottelat & Freyhof, 2007). Naseljavaju pretezno lentiCke sisteme. Ekoloski
diverzitet vrsta je u opsegu od euritopi¢nih (kojima pripada veoma dobro proucena vrsta
R. rutilus) do kripti¢nih vrsta (na primjer slabo prou¢ena vrsta R. virgo). Najvedi diverzitet
vrsta izrazen je u juznom dijelu Balkanskog poluostrva, pri Cemu treba istaci da su ove
vrste u svima aspektima najmanje istrazene pocevsi od taksonomije do biologije i
ekologije.

Rod se odlikuje Siroko Evropskim rasprostranjenjenjem. Rasprostranjen je u
centralnom i zapadnom Paleartrickom regionu dok sa Iberijskog poluostrva odsustvuje
(Bianco et al., 2004). Karakterise ga i moguénost hibridizacije sa drugim rodovima. Tako
na primjer R. rutilus hibridizuje sa vrstom Abramis brama (Wood & Jordan, 2006), a
registrovan je i prirodni hibrid izmedu vrsta Alburnus alburnus i R. rubilio u maloj Prespi
(Crivelli & Dupont, 1987).

Precizna dijagnoza, taksonomski sastav i distribucija vrsta roda Rutilus objekti su
viSedecenijskih rasprava veceg broja istrazivata. Taksonomija roda, a narocito
endemi¢nih taksona iz vodenih ekosistema Balkanskog poluostrva je daleko od
rasvjetljavanja, Sto izmedu ostalih istiCcu i autori radova novijeg datuma Bianco et al.,
(2004) i Mari¢ & Radujkovi¢ (2009). U prilog tome ide i Cinjenica o novootkrivenim
vrstama - R. panosi, Bogutskaya & lliadou, 2006 i R. albus, Mari¢, 2010.

Postoji vise razloga ovakvoj situaciji. Jedan od njih je veoma neprecizna
nomenklatura roda koja je u proslosti u znac¢ajnoj mjeri bila na udaru sinonima. Vrste koje
mu pripadaju u proslosti su opisivane u okviru rodova Cyprinus, Leuciscus, Gardonus,
Leucos, Chondrostoma, Squalius. Howes (1981) €ak koristi sinonime za rodove: Rutilus,
Scardinius, i Pachychilon. Nominalna vrsta roda je Cyprinus Rutilus Linnaeus, 1758 =
Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758). Otezavajuéa okolnost pri prou¢avanju vrsta iz ovog roda
javlja se u podrucjima koja simpatricki naseljavaju dvije ili viSe vrsta kao npr. na podrucju

Italije ili Skadarskog jezera sto diferencijaciju medu vrstama €ini prilicno komplikovanom.
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Osim toga, dijagnoze koje su u proSlosti navodene Cesto su bile neprecizne i nejasne.
Obuhvatale su Sirok spektar karaktera od pleziomorfnih i apomorfnih do autapomorfnih
karakteristika. Tako na primjer, Berg (1949) navodi da je autapomorfna karakteristika za
rod 6-5 Zdrijelnih zuba.

Bogutskaya (1998) navodi sledece apomorfne karakteristike roda Rutilus: 1.
Ledno peraje sadrzi 4 i 5 negranatih Zbica (Slika 1); 2. Zdrijelni zubi u jednom nizu, 5-5 ili
6-5, 3. Posteriorni nastavak pteroticuma je Sirok i bo¢no spljosten; 4. Kosti koje se nalaze
posteriorno u odnosu na subtemporalnu jamu (lat. fossa subtemporalis) formiraju Siroku
horizontalnu plo€u koja je sa ventralne strane konkavna i sluzi kao mjesto pocetka
posteriornog dijela misi¢a levator posterior, 5. Mastikatorna plo¢a zdrijelnog nastavka
(lat. pharyngeal process) je relativno velika i horizontalno orijentisana, anteriorna
polovina joj se nalazi ispod tijela os bassiocipitale; 6. Posteriorni dio Zdrijelnog nastavka
je bo€no prosiren i duz njegove gornje ivice se formira dorzalna plo¢a koja je Siroka ali
nikad nije Sira od mastikatorne ploce. Kombinacija karaktera 5. i 6. je jedinstvena i
apomorfna za prestavnike roda Rutilus. Na osnovu ovih karakteristika Bogutskaya &
lliadou (2006) rod Rutilus dijele na dva podroda: Rutilus i Pararutilus. \/rste svrstane u
podrod Rutilus su ribe manjih dimenzija u poredenu sa vrstama svrstanim u podrod
Pararutilus; odlukuju se manjim brojem kicmenih prsljenova (< 43) i manjim mrijesnim
(svadbenim) kvrZzicama koje su uocljive kod muzjaka u periodu mrijesta. U podrod Rutilus
iz evropskih voda svrstane su sledece vrste: R. aula (Bonaparte, 1841), R. basak
(Heckel, 1843), R. caspicus (Yakovlev, 1870), R. karamani Fowler, 1977, R. ohridanus
(Karaman, 1924), R. prespensis (Karaman, 1924), R. rubilio (Bonaparte, 1837), R. rutilus
(Linnaeus, 1758), R. ylikiensis Economidis, 1991 i R. panosi (Bogutskaya & lliadou,
2006). Podrodu Pararutilus Berg, 1912 pripadaju sledece vrste: R. frisii (Nordmann,
1840), R. kutum Kamensky, 1901, R. meidingeri (Heckel, 1851), R. pigus (La Cepéde,
1803) i R. virgo (Heckel, 1852). Ovu podjelu Kotellat & Freyhoff (2007) ne uzimaju u obzir

vec prethodno navedene vrste svrstavaju iskljucivo u rod Rutilus.

1.2.1. ROD RUTILUS U VODAMA SLIVA JADRANSKOG MORA S POSEBNIM
AKCENTOM NA VRSTE PRISUTNE U SKADARSKOM JEZERU

Podruc¢je Evrope naseljava 16 vrsta iz roda Rutilus od kojih je 9 prisutno na
Balkanskom poluostrvu. Slivno podrucje Jadranskog mora naseljavaju 5 vrsta (Kotellat &
Freyhoff, 2007) (Tabela 1). Imajuéi u vidu Cinjenicu da je taksonomski status, a time i

stepen endemizma ovih vrsta joS uvijek pod znakom pitanja reviziji moze podleci i broj
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vrsta sa ovog podrucja.



Uvod

Prvi podaci o vrstama koje su danas svrstane u rod Rutilus, a egzistiraju na
podruéju Balkanskog poluostrva poticu iz 1858. godine. Naime, Heckel & Kner (1858) u
knjizi "Slatkovodne ribe Austrougarske monarhije" opisuju tri zasebne vrste: Leucos aula
Bonaparte, L. basak Heckel i L. rubella Heckel and Bonaparte. U knjizi "Pisces
Macedonie" Karaman, (1924) opisuje dva varijeteta vrste L. aula. Jedna od njih je iz
Ohridskog jezera (L. aula v. ohridanus), a druga iz Prespanskog jezera (L. aula v.
prespensis). Za podrucje Dalmacije tacnije za sliv Neretve Karaman (1928), navodi
podvrstu L. aula aula Bonaparte. Autor takode iznosi misljenje da vrsta L. basak Heckel iz
Prolo8kog jezera pripada neretvanskoj L. aula aula Bonaparte. Vladikov & Petit (1930) za
Ohridsko jezero opisuju novi nation R. aula nation karamani. Fowler (1977), po kodeksu
zooloSke nomenclature, ovaj nation podize na nivo podvrste R. rubella karamani. Kasnije
Kotellat (1997) podvrstu Rutilus rubella karamani imenuje kao R. karamani Fowler, 1977.
Pored ovih vrsta slivno podrucju rijeke Po i manje rijeke na podrucju Istre naseljava vrsta
R. aula (Bianco & Taraborelli, 1985).

Tabela 1. Rutilus-i Evrope (po Kotellat &
Freyhoff, 2007). *oznacava vrste prisutne na
Balkanskom poluostrvu, a¢ ozna¢ava vrste
prisutne u slivu Jadranskog mora

Rutilus-i Evrope

R. frisii R. aula*e

R. meidingeri R. karamani*e

R. virgo R. prespensis*e

R. rutilus* R. ohridanus*e

R. caspicus R. sp. sperchios*

R. heckelii R. ylikiensis*

R. pigus R. basak™e

R. rubilio R. panosi* Slika 1. Snimak zbica u dorzalnom peraju vrsta iz roda

Rutilus. Slika prikazuje postojanje anteriornih negranatih zbica
(Kotellat & Freyhoff, 2007)

U ranijim radovima (Taler, 1953; Drecun, 1957 i 1962; Poljakov et al., 1958; Sket,

1967; Tortonese, 1970; Vukovi¢ & lvanovi¢, 1970; Vukovi¢, 1977 i 1982) za podruéje

Dalmacije, Skadarskog, Ohridskog i Prespanskog jezera navodena je samo jedna vrsta i

to R. rubilio (Bonaparte, 1837). Naprijed citirani autori za podruc¢je Ohridskog jezera

navode podvrstu R. r. ohridanus (Karaman, 1924); R. r. prespensis (Karaman, 1924) za

Prespansko jezero i R. r. rubilio (Bonaparte, 1837) za Skadarsko jezero i podrucje
G
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Dalmacije. Bianco & Taraborelli (1985) dokazuju da u vodama Dalmacije egzistira jedna
vrsta i to R. basak (Heckel & Kner, 1858). Po Mari¢u (1989) podrucje Dalmacije i Bosne i
Hercegovine naseljava podvrsta R. basak basak; Skadarsko jezero naseljavaju dvije vrste
izdiferencirane na nivou podvrsta i to: R. basak ohridanus i R. prespensis vukovici,
Ohridsko jezero naseljava R. basak ohridanus dok podrucje Prespanskog jezera
naseljava R. prespensis prespensis. Po literaturnim podacima novijeg datuma postoje
suprostravljiena misliena o broju vrsta i njihovoj nomenklaturi naroéito za podrucja
Skadarskog, Ohridskog i Prespanskog jezera. Autori, Bogutskay & lliadou (2006) i Kotellat
& Freyhoff (2007) za podrucje Bosne i Hercegovine i Hrvatske navode vrstu R. basak; za
Prespansko jezero R. prespensis, a za Ohridsko i Skadarsko jezero navode dvije vrste i
to: R. karamani i R. ohridanus. Po Mari¢ & Radujkovi¢ (2009) R. ohridanus naseljava
Prespansko, Ohridsko i Skadarsko jezera. Pored ove vrste autori za podrucje Skadarskog
jezera isti€u postojanje jos jedne vrsta precizno nedefinisanog sistematskog statusa, koju
Mari¢ (2010) opisuje kao novu za nauku pod imenom R. albus.

Vrste roda Rutilus u Skadarskom jezeru po brojnosti predstavijuju jednu od
najbrojnih vrsta riba. Buduéi da se rijetko koriste u ishrani ljudi i predstavljaju ekonomski
beznadajne vrste veée koli€¢ine se uglavnom love zajedno sa ekonomski znacajnim
vrstama, pri éemu se Rutilus-i svrstavaju u tzv."skart ribu". Lokalno stanovnistvo taj izlov

uglavnom nakon obrade koristi u ishrani domacih zivotinja.

1.2.1.1. OPSTE KARAKTERISTIKE ISTRAZIVANIH VRSTA

S obzirom na postojanje oprecnih misljenja o taénom broju, imenima, a time i
distribuciji prou€avanih vrsta roda Rutilus kroz tri najve¢a jezera na Balkanskom
poluostrvu, a radi jasnijeg uvida u aktuelnu problematiku u Tabeli 2 je prikazan hronoloski
redosled navodenja ovih vrsta od strane brojnih autora koji su radili na njihom
proucavanju. 1z tabele se jasno vidi da sva dosasnja istrazivanja nedvosmisleno pokazuju
postojanje jedne vrste u Prespanskom jezeru. Takode se uoCava da svi autori koji su radili
na prou€avanju ovih vrsta u poslednjih 20 godina eksplicitno istiCu prisustvo dvije vrste u
Skadarskom jezeru. Najveca neslaganja se odnose na broj vrsta (jedna ili dvije) podrucja
Ohridskog jezero kao i njihov sistematski status. Medutim, Mari¢ & Radujkovi¢ (2009)
analiziraju¢i podatke ranijih radova sa sopstvenim materijalom smatraju da je izvrSena
pogresna identifikacija i da je to vjerovatno jedan od razloga zbog kojeg su neki autori za
Ohridsko jezero navodili dvije vrste. Isti autori navode da u Prespanskom, Ohridskom i
Skadarskom jezeru egzistira ista vrsta (R. ohridanus) koja se u zavisnosti od lokaliteta

N

izdiferencirala u razliite podvrste.
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Tabela 2. Hronolo$ki pregled dosadasnjih podataka o istraZivanim vrstama

Autor Prespansko jezero Ohridsko jezero Skadarsko jezero
Karaman (1924) L. aula v. prespensis L. aula v. ohridanus
Vladikov & Petit (1930) R. aula natio karamani
Poljakov et al., 1958 R. rubilio ohridanus R. rubilio ohridanus R. rubilio ohridanus
Fowler (1977) R. rubella karamani
Sorié (1983) R. rubilio rubilio R. rubilio rubilio
Mari¢ (1989) R. prespensis prespensis  R. basak ohridanus R. basak ohridanus i
R. prespensis
vukovici
Georgiev (1998) R.rubilio R.rubilio
Bogutskay & lliadou R. prespensis R. karamani i R. karamani i
(2006) R. ohridanus R. ohridanus
Kotellat & Freyhoff R. prespensis R. karamani i R. karamani i
(2007) R. ohridanus R. ohridanus
Mari¢ & Radujkovi¢ R. ohridanus R. ohridanus R. ohridanus i
(2009) Rutilus sp.
Mari¢ (2010) R. ohridanus i
R. albus

Uzimajuci u obzir naprijed izneSene literaturne injenice koje ukazuju na postojecu
nomenklaturnu neusaglasenost za prouavane vrste u ovom radu se nece koristiti latinska

imena vec ¢e se razmatrati pod narodnim, odnosno shodno lokalitetima sa kojih i poti¢u.

1. Rutilus sp. iz Ohridskoq jezera

LOKALNI NAZIV: Ohridski grunec (Slika 2)
DIJAGNOZA (Mari¢ & Radujkovié, 2009):

8Y2-9%2 granatih zbica u dorzalnom peraju; 8 %2 granatih zbica u analnom peraju;
broj krljusti u bo¢noj liniji 37-40; broj granatih Zbica u pektoralnom peraju je 13-16, a u
ventralnom 7-8; broj krljusti iznad bocne linije je 7-8, a ispod 3-4; broj branhiospina u
spoljasnjem nizu je 8-10, a u unutrasnjem 10-14; dijametar oka 6,1-7,7 % SL i 1,3-1,6
puta stane u meduocni prostor, duzine glave 25,1-27,4% SL; njuSka uglasta, usta

ja
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terminalna; zlatno zuta obojenost tijela; pektoralno, ventralno i analno peraje su zuckasta,
a dorzalno i repno peraje su sivkasto obojena; dorzalno i analno peraje su konkavna;
dostize standardnu duzinu do 190 mm.

DISTRIBUCIJA: Ohridsko jezero (Makedonija, Albanija)

KONZERVACIONI STATUS: Neugrozena vrsta (Kotellat & Freyhoff, 2007)

Slika 2. Rutilus sp. iz Ohridskog jezera

2. Rutilus sp. iz Prespanskoq iezera

LOKALNI NAZIV: Prespanski grunec (Slika 3)

DIJAGNOZA: 9 % granatih Zbica u dorzalnom peraju; 8 % granatih Zzbica u
analnom peraju; broj krljusti u bo&noj liniji 38-42 + 3; dijametar oka 4-5% SL, 19-22%
duzine glave, 1.7-1.9 puta stane u meduoéni prostor; njuska zaobljena; peraja su sivkasto
obojena, vrhovi analnog i trbusnog peraja su zuckasti; dostize standarnu duzinu do 170
mm.
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Slika 3. Rutilus sp. iz Prespanskog jezera

DISTRIBUCIJA: Po Mari¢ (1989) osim Prespanskog naseljava i Skadarsko jezero,
a po Kotellat & Freyhoff (2007) samo podrucdje Prespanskog jezera.

KONZERVACIONI STATUS: VU D2 (ranjiva vrsta sa veoma ograni¢enim arealom
rasprostranjenja) (Kotellat & Freyhoff, 2007).

3. Rutilus sp. iz Skadarskoqg jezera

LOKALNI NAZIV U CRNOJ GORI: zuti brcak, zuta brona (Slika 4 )

DIJAGNOZA (Mari¢, 1989): 8-9 granatih Zzbica u dorzalnom peraju; 7-9 granatih
Zbica u analnom peraju; 13-17 granatih zbica u pektoralnom peraju; broj krljusti u bo¢noj
liniji 37-41; dijametar oka 5,5-6,6 % SL, duzine glave iznosi 22,3-259 % SL; njuska
zaobljena; usta su terminalna; tijelo je zlatno-zute boje; dzepovi na krljustima su
upodaljivo tamnije obojena; dok su peraja su zuto narandzsasto obojena (Mari¢, 2010).
Dostize duzinu do 206 mm (Knezevi¢, 1976).

DISTRIBUCIJA (Mari¢, 1989; 1995; Mari¢ & MiloSevi¢, 2011) naseljava sliv
Skadarskog jezera (Crna Gora i Albanija).

KONZERVACIONI STATUS: Neugrozena vrsta (Kotellat & Freyhoff, 2007):
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Slika 4. Rutilus sp. iz Skadarskog jezera (Zuti brcak)

4. Rutilus sp. iz Skadarskoqg iezera

LOKALNI NAZIV U CRNOJ GORI: bijeli brcak, bijela brona (Slika 5)

DIJAGNOZA (Kotellat & Freyhoff, 2007): 8-9 granatih zbica u dorzalnom peraju; 8
granatih zbica u analnom peraju; broj granatih zbica u ventralnom peraju je 8, a u
grudnom15-17; broj krljusti u bo&noj liniji 41-46; dijametar oka 4-7 % SL, duzine glave
22,0 -27,5 % SL; duzina repnog stabla iznosi 20,5-23,5% SL; zdrijelni zubi 5-5; broj
branhiospina spoljasnjeg niza je 8-11, a unutrasnjeg 12-16; usta subterminalna; njuska
zaobljena; tijelo je srebrne boje; peritoneum je crn; peraja su sivkasto obojena; dorzalno i
ventralna peraja su blago konkavna; dostize duzinu do 160 mm.

DISTRIBUCIJA (Mari¢ & Radujkovi¢, 2009; Mari¢, 2010): Skadarsko jezero (Crna
Gora)

KONZERVACIONI STATUS: Neugrozena vrsta (Kotellat & Freyhoff, 2007)
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Bez obzira na naprijed iznesene cinjenice i podatke neophodno je istaci da su
istrazivane populacije prvi put opisane pod sledecim latinskim imenima: populacija Ohrid —
Leucos aula v. ohridana Karaman, 1924; populacija Prespa — Leucos aula v. prespensis
Karaman, 1924; populacija zutog brcaka kao R. prespensis vukovici Marié, 1989 i
populacija bijelog brcaka kao R. albus Mari¢, 2010.

1.3. OPIS ISTRAZIVANOG PODRUGJA
1.3.1. POSTANAK, GEOMORFOLOGIJA | HIDROGRAFIJA SKADARSKOG JEZERA

Skadarsko jezero se nalazi u jugoistocnom dijelu Crne Gore izmedu 19 i 19°30'
istone geografske duzine i 42 i 42°30" sjeverne geografske Sirine, na crnogorsko
albanskoj granici. Pruza se u pravcu sjeverozapad-jugoistok i zahvata prostor od rijeke
Bojane i Skadarske ravnice do sjevernog oboda Zetske ravnice, a prema zapadu do
Obodske pecéine (Nedeljkovi¢, 1959). Jezero je smjesteno na karstnom terenu, u
unutrasnjem dijelu jugoisto¢nih Dinarida. Po povrsini koju zahvata predstavlja najvece
jezero na Balkanskom poluostrvu. Ukupna povrsina slivnog podrucja Jezera ukljuéujudéi
slivove Moraée i ostalih pritoka iznosi 5490 km?. Od ove povrsine teritoriji Crne Gore
pripada oko 4460 km? (81,2%), a teritoriji Albaniije oko 1030 km? (18,8%) (Radulovi¢,
1989). PovrSina sliva Skadarskog jezera, na teritoriii Crne Gore, po Vodoprivrednoj
osnovi RCG (2001) je 4273 km?. Duzina jezera zajedno sa Rijekom Crnojevi¢a iznosi oko
50 km, dok je Sirina na razli¢itim mjestima razli¢ita. Najveca Sirina je na profilu pored
granice sa Albanijom, gdje iznosi 14 km. Obim jezera je u prosjeku 162 km. lako velike
povrsine Jezero je poznato po maloj dubini vode, $to je od posebnog znacaja za njegov
termicki rezim, a samim tim i za zivi svijet. Srednja dubina jezerske vode iznosi 5,01 m.
Najveca zabiljezena dubina jezera, od 60 m, zabiljezena je u Raduskom oku, poznatoj
sublakustri¢noj vrtaci. Dubina jezera duz sjeverne i sjeverozapadne obale se krece od 1-
3 m, uz jugozapadnu obalu od 2-6 m, a u pelagijalu 4-7 m (Karaman & Beeton, 1981).
Dakle, Skadarsko jezero je kriptodepresija male dubine sa dnom ispod nivoa mora i
vodenim stubom svega nekoliko metara iznad nivoa mora. Ova osobina ima poseban
znacaj za protocnost vode, a samim tim i za intenzitet samopreci§¢avanja jezerske vode.

O postanku Skadarskog jezera postoje dvije teorije. Po teoriji (Cviji¢, 1902)
Skadarsko jezero predstavija tektonskim procesima potoplieno karsno polje. Naime,
nabiranje zemljine kore i dejstvo fluvijalne erozije dovelo je do nastanka kotline
Skadarskog jezera koja se postepeno spustala, usljed ¢ega je njeno dno potonulo ispod
nivoa mora. Kriptodepresija nastala na taj nain zatim je i potopljena. Po Stankovi¢

(1926) Jezero je pliocenske starosti. Prvobitno je bilo zaliv Jadranskog mora (o ¢emu
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svjedoCe brojni paleontoloski podaci), a zatim je izdizanjem terena oko Bojane i
talozenjem materijala koga su donosile rijeke nastala barijera izmedu mora i danasnjeg
jezera. Stalnim dotokom vode Jezero je postalo slatkovodni basen.

Skadarsko jezero je oblika izduzene elipse. U sredini te elipse, izmedu hotskih i
kastratskih brda, nalazi se prosireni dio jezera koji se zove Humsko blato. Velje blato se
nalazi na potezu Vranjina-Tanki rt, odnosno juzno od nasipa kojim idu automobilski i
Zeljeznicki put. Dio jezera izmedu Zabljaka Crnojeviéa i Sinjca zove se Gornje blato, dok
je Vucko blato prostor od us¢a Rijeke Crnojevi¢a pa do nasipa. Sjeverna obala jezera je
ravna i gusto obrasla makrofitama, juzna je gola, strma i stjenovita.

Posebno obiljezje Skadarskom jezera daju sublakustri¢ni izvori u narodu poznati
kao "oka". To su kriptodepresije dubine i do 60 m, malog precnika i lievkastog oblika. Ima
ih preko 30 i nalaze se uz sjeverozapadni, zapadni i jugozapadni dio oboda Jezera i
prema tome se dijele u tri grupe. Prvu grupu cine "oka" u sjeverozapadnom dijelu
(podruéje usca rijeke Crnojevi¢a) poznata pod imenom ceklinski ribolovi. Drugu grupu
¢ine "oka" na podruc¢ju Malog blata, a trecu oka u Veljem blatu, poznata kao crmniéko-
krajinski ribolovi (Drecun & Risti¢, 1964).

Jezersko dno se postepeno spusta od sjeverne obale ka juznoj i jugozapadnoj.
Kada je u pitanju mehanicki sastav sedimenata u Skadarskom jezeru na potezu od
Vranjine do Plavnice dominira sitni pijesak, a na potezu od u$¢a Rijeke Crnojevi¢a do
pelagijala, preovliaduje glina. Jezero kao i njegovo slivno podrucje, lezi na kre¢njackoj,
geoloskoj podlozi, Sto je uzrok jako sporom procesu formiranja zemljista, koje je
siromasno hranljivim solima. Na pojedinim mjestima sjeverne obale se formiralo
organogeno barsko zemljiSte (Podhum, Rijeka Crnojevi¢a, Plavnica) sa dosta humusa, i
mo¢énom makrofitskom vegetacijom (Nedeljkovi¢, 1959).

Sa crnogorske strane u Jezero se ulivaju sledece rijeke: Moraca, Rijeka
Crnojevi¢a, Karatuna, Crmnica, Plavnica, Zetica, Gostilijska rijeka, Pjavnik i Mrka. Sa
albanske strane Jezero se napaja vodom iz rijeka: Proni Tat, Rijola i Kiri. Pored ovih rijeka
Znacajan dio vode (oko 30%) Jezero dobija i iz sublakustri¢nih izvora, od kojih treba istaci
Radusko (44 m dubine), Karucko (20 m) Sijeracko i Krnjcko (14 m), Toplansko (12 m),
Sestansko (9 m). Jezero ima samo jednu otoku — rijeku Bojanu, koja istiCe na krajnjem
jugoistoku jezera. Korito rijeke Bojane se stalno zasipa usljed prodiranja Drima, §to uti¢e
na konstatno podizanje nivoa vode jezera. Pored toga, na podizanje nivoa vode uti¢u
jesenje i zimske padavine, koje uslovljavaju ogroman priliv vode u jezero iz Morace,
Rijeke Crnojevic¢a, Karu¢a itd. To je uzrok i velikih poplava koje nekada traju i do 6
mjeseci.

Za vrijeme visokih vodostaja dio vode Skadarsko jezero dobija od rijeke Drim, Cije
slivno podrugje iznosi oko 14 000 km?. U blizini Skadra raéva se na dva kraka, jedan koja
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se uliva u Jadransko more i drugi koji utiCe u rijeku Bojanu. Za vrijeme perioda godine
kada su kote voda rijeke Drima na njegovom usc¢u u rijeku Bojanu, vise od nivoa
Skadarskog jezera, dio njegovih voda skrec¢e na sjever i vodotokom Bojane uliva se u
Skadarsko jezero, a dio otice u pravcu juga takode Bojanom u Jadransko more.
Pretpostavlja se da se ovakva situacija javljala i ranije. Od kada postoje zabiljezeni podaci
(1846) kada je Drim napustio svoje korito od Vaudeisa, na jugu prema Ljesu, i oformio
novo prema zapadu i sjeverozapadu u pravcu Bojane. Od 1886. godine Drim je i
potpunosti napustio staro korito juzno od Vaudeisa. Us¢e Drima u Bojanu je na oko 2,5
km, od njenog izlaza is Jezera, pri vodostajima nizim od 7, 5 mnm (Hrvacevi¢, 2004). Na
ovaj nacin rijeka Drim ima posredan i povremen uticaj na vode Skadarskog jezera. Osim
toga na ovaj nacin je i ostvarena komunikacija izmedu dva najveca jezera na Balkanskom
poluostrvu (Ohridskog i Skadarskog jezera), buduc¢i da Drim nastaje od Bijelog i Crnog
Drima (glavne otoke Ohridskog jezera) (Slika 6). Kao posledica izgradnje brana na rijeci
Drim recentni hidroloski putevi elemenata biodiverziteta su prekinuti.

Vode Skadarskog jezera karakteriSe jo$ uvijek povoljan sadrzaj rastvorenog
kiseonika i relativno niske vrijednosti rastvorenih soli. U zavisnosti od dubine vode i uticaja
podzemnih voda temperatura vode je razli¢ita u njegovim pojedinim djelovima. Na
podruju vrulja temperatura vode je i do 13°C. U povrSinskim djelovima tokom ljeta

temperature vode na mjestima gdje nema vrulja moze dostici i preko 27°C.

1.3.2. KLIMATSKE ODLIKE

Geografski polozaj Skadarskog jezera u podruc¢ju mediteranske zone uslovljava i
niz specifi¢nosti u njegovom klimatskom rezimu. Po svojim klimatskim odlikama Jezero
pripada semiaridnoj mediteranskoj zoni. Aridnost i neravnomjerna raspodjela padavina u
toku godine su glavne karakteristike ove zone. U godisnjem ciklusu uglavnom su
ispoliena dva perioda: topli, suSni period niskog vodostaja i hladni, sa obiljem
atmosferskog taloga i visokim vodostajem. Na podrucju Skadarskog jezera duvaju cesti i

jaki vjetrovi koji utiCu na isparavanje i suSenje pedoloske podloge jezerskog podrucja.
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Slika 6. Ohrid-Drim-Skadar sistem. Na slici je prikazano i Prespansko jezero zbog njegovog
uticaja na vodni rezim Ohridskog jezera.
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1.3.3. BIOCENOLOSKI SASTAV ISPITIVANOG PODRUCJA
1.3.3.1. MAKROFITSKA VEGETACIJA

Vidljiva karakteristika basena Skadarskog jezera je izrazena makrofitska
vegetacija koja ima i veliki znac¢aj u zivotu jezera. Njen znacaj se prvenstveno ogleda u
kruzenju nutrijenata, potom u ulozi da sluzu kao supstrat na kome se razvijaju epifitske
zajednice mikroflore i mikrofaune, a takode predstavija i jedno od glavnih mrijestiliSta
nekih ciprinidnih riba. Osim toga, makrofitska vegetacija jezera predstavlja habitat i izvor
hrane nekim vrstama riba, a ima i veliku ulogu u zastiti od predatora buduéi da je neke
ribe koriste kao privremeno skloniste.

U pojedinim djelovima jezera diverzitet makrofitske vegetacije je razli¢ito izrazen.
NajizraZeniji diverzitet makrofita je duz litoralnog dijela istoéne obale, dok se
nepristupac¢na juzna i jugozapadnoj obala odlikuje oskudnom makrofitskom vegetacijom
(Talevska et al., 2009). U Skadarskom jezeru su prisutne sve tri ekoloSke grupe ovih
biljaka: emerzne, flotantne i submerzne makrofite koje su distribuirane u vidu pojaseva
(Nedeljkovi¢, 1959).

Najznacajnije zajednice emerzne vegetacije su: Eleochari-Hippuridetum Passage
1955., Sparganio-Glycerietum fluitantis Br.-Bl. 1925., Scirpo-Phragmitetum W. Koch
1926., Menthetum aquaticae Lakus$i¢ & Pavlovi¢ 1976 i Ludwigietum-Palustris Lakusi¢ &
Pavlovi¢ 1976.

Flotantna vegetacija Jezera pripada svezi Nymphaeion Oberd 1957., i diferencira
se u viSe asocijacija od kojih su njavaznije: Myriophyllo-Nupharetum lutei W. Koch 1926,
Nymphoidetum peltatea (All, 1926) Oberd & Mull 1960. Ove fitocenoze najéesce
naseljavaju vodu dubine 1-3 m. Flotantnoj vegetaciji pripadaju i zajednice Nymphaetum
albo-lutae Nowinski 1928. i Trapetum natantis Th. Mullet Gors 1960. Treba napomenuti i
to da je u Jezeru prisutna flotantna Trapa longicarpa M.Jank. ssp. scutarensis M.Jank
(vodeni orasak) koja predstavlja endemi¢nu podvrstu Skadarskog jezera.

Submerzna vegetacija obuhvata zajednice Najadetum marinae Fuk. 1961.,
Potameto-Najadetum Hi¢ & Micevski 1960., Potametum perfoliati Lakus$i¢ & Pavlovi¢
1976. i Potametum lucentis Hueck 1931., koje pripadaju svezi Potamion erosibiricum (W.
Koch 26) Oberd 1956. Takode su prisutni i predstavnicu Charophyta. Kao dominantni

predstavnici javljaju se Chara vulgaris L. i Chara fragilis Desv.
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1.3.3.2. FITOPLANKTON

U kvalitativnom smislu strukturu fitoplanktonskih zajednica saéinjava veliki broj
vrsta i formi. Poslednja istrazivanja (Rakocevi¢, 2006) pokazuju da je u zajednici
fitoplanktona dominantna grupa Bacilllariophyta, od kojih je zabiljezeno 87 taksona, sto
¢ini 52.8% ukupnog broja taksona =zabiljezenih u zajednici. Zatim slijedi grupa
Chlorophyta sa 20 evidentiranih taksona, koje Cine 29.7% kvalitativne strukture
fitoplanktonske zajednice. Ostale grupe su zastupljene sa znatno manjim brojem
taksona: Pyrrophyta sa 4 (2,4%), Chysophyta sa 3 (1.8%) i Euglenophyta sa 2 taksona
(1.2%).

1.3.3.3. ZOOPLANKTON

Zajednicu zooplanktona Skadarskog jezera karakteri$e veliki broj vrsta. Za period
1973-1978. godine registrovano je 355 vrsta. Najbrojnije medu njima bile su vrste iz
grupe Rotatoria sa 205 vrsta, potom Cladocera sa 54 vrste, Protozoa sa 50 vrsta, dok su
Copepoda bile zastupljene sa 29 predstavnika. Podaci navedeni u Karaman & Beeton
(1981) govore da je u jezeru registrovano 438 vrsta, varijeteta i formi. Dominantna grupa
su Rotatoria sa 262 vrste, a nakon njih Protozoa sa 82 vrste. Od 134 registrovana roda
po broju vrsta najbrojniji su sledeci: Lecane sa 34 vrste, Trichocerca sa 25, Brachionus
sa 17, Euchlanis i Keratella sa 16. Zatim slijede Testudinella sa 12, Difflugia sa 11,
Arcella sa 10 i Alona sa 8.

Ukupna brojnost zooplanktonskih organizama poklapa se sa periodom stabilnih
hidroloskih prilika u jezeru tako da se maksimalne vrijednosti registruju u periodu maj-
okrobar. U ljetnjem periodu Cesto dolazi do masovne produkcije pojedinih vrsta, npr
Stentor sp. kada se pojavljuje tzv. "cvjetanje vode". Po broju vrsta sublakustriéni izvori se
praktiéno ne razlikuju od ostalog dijela jezera dok se izmedu usca rijeka i ostalog dijela

jezera uo€avaju znatne razlike.

1.3.3.4. ZOOBENTOS

Istrazivanje Karamana & Nedi¢a (1981) pokazuje da su u zoobentoskoj zajednici
Skadarskog jezera dominantne sledece grupe organizama: Chironomidae, Oligochaeta,
Gastropoda i Bivalvia. U manjem broju prisutne su grupe Trichoptera, Ephemeroptera i

Amphipoda. Po kvalitativnom sastavu zoobentoske zajednice cijelo jezero ima veoma
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uniforman sastav. Kada se posmatra kvalitativni sastav ove zajednice uocavaju se
znatne razlike. Ove razlike se naroCito manifestuju izmedu sublakustricnih izvora i
ostalog dijela jezera. U centralnom, otvorenom dijelu jezera mnogo je veéa gustina
populacije bentoskih organizama, nego u litoralnoj zoni. Medu Gastropodama najbrojniji
je Viviparus acerosus (Bourguignat, 1862) koji je dominantan u zoni makrofita. U
otvorenom dijelu jezera, a naroCito u sublakustriénim izvorima brojne su vrste roda
Pyrgulla. Grupa Bivalvia je zastupljena sa nekoliko vrsta, medu kojima se naj¢e$ce
srije¢u Unio sp., Anodonta sp., Pisidium sp. i Dreissena polymorpha koja je narocito
brojna duz juzne jezerske obale, gdje dostize brojnost od 300 ind/m?. Kao &lanovi faune

dna Skadarskog jezera u velikom broju nalaze se i bentoske Cladocera i Copepoda.

1.3.3.5. NEKTON

Nektonska komponenta, odnosno ihtiofauna Skadarskog jezera odlikuje se velikim
kvalitativnim i kvantitativnim bogatstvom svojih ¢lanova. Predstavlja veoma znacajnu
kariku u lancima ishrane i ima vaznu ulogu u strukturi ovog ekosistema. lhtiofauna Jezera
se karakteriSe prisustvom kako slatkovodnih, tako i morskih vrsta riba koje povremeno
naseljavaju jezero. Na sastav nektonske komponente jezera niz faktora je imalo uticaja.
Prvenstveno treba istaéi hidrografski polozaj i karakter jezera, zatim klimu, fizicko-
hemijske osobine vode, kao i povezanost sa rijekama i Jadranskim morem. Na sastav
intiofaune jezera veliki uticaj ima i Ohrid-Drim-Skadar sistem koji je veza jezerskog,
rjeCnog i morskog ekosistema. Drim predstavlja glavnu vezu izmedu dva jezera, a rijeka
Bojana nekim vrstama predstavlja glavni migracioni put izmedu Skadarskog jezera i mora,
a takode omogucéava i prodiranje nekih morskih vrsta u jezero.

Razli¢iti negativni uticaji, prvenstveno antropogenog porijekla kao §to su razne
vrste zagadenja, introdukcija novih vrsta i prekomjeran izlov uticali su na izmjenu strukture
intiofaune Jezera tako da se danasnje stanje znacajno razlikuje od onog prije 30-40.
godina. Literaturni podaci (Mari¢ & MiloSevi¢, 2010) govore da dvije vrste roda Acipenser
nisu registrovane u jezeru za poslednjih 20. godina. Tako na primjer vrsta Acipenser
sturio, koja iz mora zalazi u slatke vode nije registrovana u poslednjih 15. godina. Vrste iz
porodice Salmonidae danas u jezeru predstavljaju pravu rijetkost. Brojnost populacija
nekad ekonomski najvaznih vrsta (Chondrostoma ohridanum, Cyprinus carpio, Alburnus
scoranza) je zna¢ajno smanjena, dok se brojnost ekonomski manje znacajnih vrsta (npr.
Squalius sgualus i Rutilus sp.) jako povecala.

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja u slivu Skadarskog jezera registrovano je 50
vrsta od kojih su 37 autohtone i 13 alohtonih (Mari¢ & MiloSevi¢, 2011) (Tabela 3). U

ihtiofauni Skadarskog jezera dominantni su predstavnici familije Cyprinidae (22 vrste).
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Spektar prisutnih ekoloskih formi je veoma raznovrstan. U pogledu ishrane odsustvuju
jedino autohtoni detritofagi. Od autohtonih plantofagnih zastupljena je ukljeva (Alburnus
scoranza), a od alohtonih sivi (Hypophtalmichthys nobilis) i bijeli (H. molitrix) tolstolobik.
Od piscivornih vrsta koja ima znacajniju brojnost je unesena vrsta grge¢ Perca fluviatilis.
Jedina vrsta koja se hrani perifitonom je skobalj (Chondrostoma ohridanum), &ija je
nekad brojna populacija prekomjernim izlovom dovedena do statusa ugrozenosti. U
pogledu biomase najznacajnije vrste su ukljeva (A. scoranza), krap (Cyprinus carpio),
srebrni kara$ (Carassius gibelio) i grge¢ (P. fluviatilis). Po ekonomskom znacaju
najznacajni vrste riba su ukleva (A. scoranza) i krap (C. carpio). U pogledu
razmnozavanja u jezeru nisu prisutni tipiéni autohtoni pelagofili. Od alohtonih su prisutni
H. molitrix i H. nobilis ali buduéi da se oni ne mogu razmnozavati moguce je kontrolisati
njihovu brojnost.

Prisustvo velikog broja sublakustri¢nih izvora daju posebnu specifi¢nost biologiji i
ekologiji elemenata ihtiofaune. Ova specificnost se naroCito izrazava tokom zimskog
perioda jer oka karakteriSe povoljni termicki rezim i time predstavljaju vazna zimovalista
za neke vrste riba. Istovremeno predstavijaju i glavna podrucja izlovljavanja vecih
koli¢ina ekonomski znac€ajnih vrsta riba u toku zimskog perioda, a sredinom XX vijeka u
ukupnom ulovu svih vrsta jezerskih riba u toku godine, ulov ukljeve iz "oka" je bio 33%
(Drecun & Risti¢, 1964). Najveca koli¢ina od 213,5 tona ribe ulovljena je u oku zvanom
Ploéa 1957. godine (Drecun & Risti¢, 1964), a najveci ulov u jednom potegu mreze
iznosio je 150 tona u istom oku marta 1949. godine (Drecun & Miranovi¢, 1962). Osim
ekonomski vaznih vrsta riba znadajna komponenta izlova u sublakustri€nim izvorima
predstavijaju i ekonomski bezna€ajne vrste kao $to su vrste iz rodova Rutilus, Scardinius
i drugih, Cija se brojnost znatno povecala krajem XX vijeka (Mari¢ & Krivokapi¢, 1989).
Tako na primjer u crmni¢ko-krajinskim (posebno u Raduskom “oku”) dominantne su vrste
roda Rutilus, dok je u ceklinskim sublakustri€nim izvorima dominantna ukljeva, a na

drugom mijestu je Rutilus sp. (Mari¢ & Kazi¢, 1990).
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Uvod

1.4. METODE DIFERENCIJACIJE RIBLJIH POPULACIJA

Za diferencijaciju ribljih populacija najéeSce se upotrebljavaju dvije osnovne grupe
metoda i to: morfoloSke i geneticke metode. Za utvrdivanje nivoa diferencijacije medu srodnim
simpatrickim vrstama neophodno je utvrditi i stepen fenotipske divergencije. Medutim, s
obzirom na znacajan uticaj uslova koji vladaju u jednom vodenom ekosistemu na fenotipski
izgled i osobenosti pojedinih populacija pri njihovoj diferencijaciji vaznu ulogu imaju i kriterijumi

diferencijacije na osnovu ekoloskih pokazatelja.

1.4.1. MORFOLOSKE METODE DIFERENCIJACIJE RIBLJIH POPULACIJA

| pored razvoja savremenijih metoda klasi€ha morfoloska istrazivanja i dalje
predstavljaju nezaobilazan pristup i izvor podataka za utvrdivanje sli¢nosti/razlika izmedu
pojedinih grupa riba. U upotrebi su kako ona koja se bave spoljasnjom morfologijom, tako i
osteoloska istrazivanja. Najcesce primjenjivane su morfometrijske i meristicke metode. Razlozi
njihove Siroke upotrebe su jednostavnost i pristupaénost buduéi da morfolo$ki karakteri ostaju
saCuvani i pri konzervaciji jedinki. Odabirom pravog seta karaktera i vrste analize dobijeni
rezultati e se nesumljivo pokazati pouzdani. S obzirom na to da je razvitak svake populacije
utemeljen na genetickim osobenostima kao i na raznovrsnim uticajima spoljasnje sredine,
morfometrijske metode su dobri pokazatelji interakcije genoma i habitata.

Karakteri koji se najceS¢e koriste u morfoloSkim istrazivanjima su morfometrijski i
meristicki karakteri. Ove dvije grupe karaktera se razlikuju statisticki (morfometrijski su
neprekidni, kontinuirani, a meristi¢ki su diskontinuirani) i bioloski (morfometrijski su podlozZni
promjenama pod uticajem sredinskih faktora, a meristicki su fiksirani rano u toku embrionalnog
razvica) (Ihssen et al., 1981). Pri opisivanju vrsta i sagledavanju njihovog sistematskog statusa,
diskontinuiranim karakterima se zbog manje promjenljivosti pridaje veéi znacaj. lako
predstavljaju veoma stabilne karaktere u postembrionalnom razviéu, po pravilu u svim
populacijama postoji veéa ili manja unutarpopulaciona varijabilnost. Meristicki karakteri
predstavljaju diskretne, serijski ponavljajuce i brojive parametre. U meristiCkim analizama ribljih
populacija najéeSce se koriste sledeéi karakteri: broj krljusti u bo¢noj liniji, broj zbica u perajima
(tvrdih i mekih), broj kiEmenih prsljenova i broj branhiospina na §krznim lucima.

Mjerenje, analiza i kvantifikacija morfoloske varijabilnosti pripadaju oblasti morfometrije,
disciplini morfologije, koja se bavi karakterizacijom bioloskih struktura na osnovu kvantifikacije
morfoloSke varijabilnosti (lvanovi¢ & Kalezi¢, 2009). Morfometrijskim metodama se utvrduju
dimenzije pojedinih djelova tijela, kao i odnosi medu pojedinim karakterima (na primjer: duzina
glave u odnosu na duzinu tijela, horizontalni dijametar oka u odnosu na duzinu glave itd).
Najcesce koristene karakteristike u analizi oblika i veliCine tijela predstavljaju rastojanja izmedu
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anatomskih taaka na longitudinalnoj osi (duzinske karakteristike), dorzoventralnoj osi
(karakteristike visine) i osi koja povezuje lijevu i desnu stranu tijela (karakteristike Sirine) (Mari¢,
S., 2005). Nedostatak tradicionalne morfometrije (upotreba duzinskih mjera) jeste u tome $to je
mogucénost opisivanja oblika preko ovih mjera ogranicena, kao i moguénost razdvajanja
veli€¢ine od oblika tijela. Takode, bez obzira na broj mjera, primijenjenu Semu mijerenja, ili
raspored specificnih taaka koje definiSu data rastojanja, tradicionalna morfometrija i duzinske
mjere ne nose informaciju o geometriji same morfoloske cjeline (Zelditch et al., 2004). Zato su
sve CeSce u upotrebi alometrijske analize koje ukljuuju poredenja odnosa veli¢ine i oblika
morfolo$kih cjelina na razli€itim nivoima.

MorfoloSki karakteri se tradicionalno koriste kao validni karakteri u sistematici i
taksonomiji, zatim u antopologiji i evolucionoj biologiji. Medutim sve se vise morfometrija
primjenjuje u ekologiji, genetici i biologiji razvi¢a (Ivanovi¢ & Kalezi¢, 2009). Treba istaci i veliki
zna&aj morfoloskih pokazatelja u istrazivanjima koja su predmet ekomorfologije (Ricklefts &
Miles, 1996; Klingenberg, 1996). MorfoloSka istrazivanja su Cesto i izvor podataka za analizu
flogenetskih odnosa (Wiens, 2004). Studije o morfoloSkim variranjima medu populacijama
imaju znaéajnu ulogu i u identifikaciji ribljih fondova buduéi da ustaljene razlike u obliku izmedu
grupa riba mogu pokazati razliCit rast, mortalitet ili reproduktivnhu stopu S§to je relevantan
pokazatelje stanja ribljeg fonda (Cadrin, 2000).

7=
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JETICKE METODE DIFERENCIJACIJE RIBLJIH POPULACIJA

<i broj molekularnih tehnika danas se koriste u cilju dobijanja vaznih genetickih
od razli¢itih vrsta riba. Poznavanje genetickih sli¢nosti-razlika medu vrstama kao i
llacijama ima vaznu primjenu u taksonomiji, ekologiji, konzervacionoj biologiji,
Pouzdane procjene stepena diferencijacije medu izu¢avanim bioloskim jedinicama
10g znacaja u razumijevanju nivoa sli¢nosti i razlika sto predstavlja vaznu stavku u
taksonomskog nivoa i (uspostavljanju) predlaganju konzervacionih planova. Za
lisanje taksonomskog nivoa od velike je vaznosti odrediti stepen geneticke
ije.
etiCka raznovrsnost vrsta i populacija moze se utvrditi kori§éenjem molekularnih
rzi razvoj novih, visoko varijabilnih i relativno lako dostupnih genetickih markera
upotpunjavanju nekadasnjih znanja i pruzio niz mogucnosti u sticanju novih.
marker predstavija sekvencu na molekulu DNK ili proteinu koja se lako moze
i Cije je nasledivanje moguce pratiti (Ford-Lloyd, 1996). Upotrebom razli¢itih
narkera, kako jedarnih tako i mitohondrijalnih, lokusa koji su pod uticajem selekcije
@0 i lokusa koji ne podlijezu selekciji (mikrosateliti), najlakSe se moze dobiti uvid u
strukturu populacije. Za tacnije utvrdivanje filogenetskih odnosa izmedu taksona i
tpunije slike geneti¢kog polimorfizma neophodno je ukljuciti $to veéi broj genetickih

ilju utvrdivanja i pracenja genetiCke varijabilnosti vrsta i populacija kao i u
)] sistematici danas se najCeS¢e koriste dvije grupe genetickih markera i to:
alna DNK i ponavljajuce sekvence jedarne DNK- mikrosateliti.

TOHONDRIJSKA DNK KAO GENETICKI MARKER

hondrije su semiautonomne céelijske organele u kojima se obavljaju procesi od
g znacaja za cCelijski metabolizam. Prisutne su u svim c¢elijama kicmenjaka osim u
sisara. Broj mitohondrija po €eliji se u velikoj mjeri razlikuje od jedne do druge vrste
| — moze ih biti od jedne do viSe hiljada ili ¢ak nekoliko stotina u ¢elijama sisara
001). S obzirom da posjeduju sopstveni nasledni "zapis" (mitohondrijalna DNK)
u za autonomnu replikaciju, kao i za transkripciju i translaciju geneticke informacije u

:darni i mitohondrijalni genom su funkcionalno semiautonomni (Casto et al, 1998).
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12 S rRNA F

NDS

mtDNK
Cyprinus carpio

ATPase 8

Slika 7. Raspored gena na mt DNK kod $arana Cyprinus carpio (po Chang et al., 1994)

Mitohondrijalna DNK (mtDNK) je cirkularni dvolan¢ani molekul duzine 15-20 kb (Avise,
1994) i predstavlja znacajan dio genoma koji ¢ini do 1% ukupne celijske mase DNK (Cables,
2001). Genomska organizacija mtDNK kod riba veoma je slicna (Lee et al., 2001; Kim et al.,
2004) sa ostalim ki€menjacima, ukljuujuci i ljude (Wallace, 1992; Kogelnik et al., 2005). Chang
et al. (1994) je sekvencinirao kompletan genom mtDNK (16575bp) $arana (Cyprinus carpio L.)
i uporedio ga mtDNK ostalih kicmenjaka (Slika 7). Kao i kod ostalih kicmenjaka mtDNK $arana
sadrzi set od 37 gena i to: dva za kodiranje rRNK, 22 gena koji kodiraju tRNK i 13 proteinskih
gena za kodiranje polipeptida angazovanih u transportu elektrona i oksidativnoj fosforilaciji.
Osim nabrojanih gena na mtDNK se nalazi i kontrolna regija (eng. D-loop) duzine oko 1000 bp
sa sekvencama Cija je uloga u regulaciji replikacije i transkripcije. Na mtDNK kodiraju se
sledeci proteini: citohrom b, tri podjedinice citohrom oksidaze, dvije podjedinice ATP sintetaze i
sedam podjedinica NADH (Slika 7). Kod vecine vrsta mtDNK se nasleduje po materinskoj liniji
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(Giles et al., 1980), mada ima primjera i biparentalnog nasledivanja kod beskiémenjaka (Hoeh
et al., 1991). Buduéi da se mitohondrijalni genom jednostrano nasleduje za razliku od jedarne
DNK ne podlijeZze rekombinaciji za vrijeme mejoze ili neke druge faze ciklusa. Kao posledica
toga mtDNk se nepromijenjena prenosi sa roditelja na potomstvo.

mtDNK karakteriSe i visok stepen mutacija sto je naroCito vazno pri njenom kori§€enju
kao genetickog markera naroCito u evolucionim studijama. Utrdeno je da stepen supstitucija za
pojedinaéno nukleotidno mjesto iznosi 5,7x10° za godinu dana, $to zna&i da mtDNK akumulira
2-4% mutacija za million godina, a to govori da i 10 puta brze evoluira u odnosu na nuklearnu
DNK (Brown et al., 1979). Visoka mutaciona stopa mtDNK moze za relativno kratak vremenski
period stvoriti intraspecifi¢ni polimorfizam i interspecificnu divergenciju (Avise et al., 1987).
Najvarijabilniji dio genoma mtDNK je kontrolna regija (Moritz et al., 1987), dok se regioni koji
kodiraju rRNK karakterisu najnizom frekvencijom mutacija. Nesklad koji postoji u stopi evolucije
izmedu mitohondrijalne i nuklearne DNK je dokaz da su genomi u razliitim subcelijskim
strukturama unutar organizma pod razli¢itom kontrolom i razli€itim evolucionim pritiskom, koji
se razlikuje medu taksonima (Brown et al., 1979).

Glavne karakteristike koje mtDNK ¢&ine vaznim geneti€kim markerom su: jednostavna
organizacija, materinsko nasledivanje, odsustvo rekombinacija i visok stepen mutacija (Avise,
1994). Kao genetiCki marker koristi se u taksonomskim, evolucionim i filogenetskim
istrazivanjima (Wallace, 1992; Avise, 2001). Mnogi djelovi mtDNK se koriste kao i vazni
geneticki markeri u procjeni intra i interspecijskog diverziteta, pri evaluaciji geneti¢ke strukture
vrsta ili populacije, kod ukrstanja, introgresija kao i evolucionih odnosa bliskih vrsta ili
populacija. Podaci koji se dobijaju analizama sekvenci mtDNK mogu posluziti i za utvrdivanje
genealoskih odnosa ispitivanih taksona i procjeni vremena divergencije od zajedni¢kog pretka.

Mitohondrijalna DNK riba je veoma dobro proucena. Poznavanje i moguénost
amplifikacije pojedinih njenih djelova reakcijom lan¢ane polimerizacije uz koris¢éenje
"univerzalnih" prajmera ugéinili su je prihvatljivim alatom u molekularnoj genetici riba. S obzirom
da regioni koji se najcesce koriste u tim analizama sadrze visoko konzervativhe bo¢ne regione
nije neophodno dizajnirati prajmere za svaku vrstu ponaosob ve¢ je moguce koristiti prajmere
srodnih vrsta. Podruc¢je kontrolne regije kao i podru¢ja gdje su smjesteni geni za kodiranje
proteina pokazali su se kao naroCito korisni pri analizama nedavno odvojenih populacija.
Najcescée upotrebljivanih geni mtDNK u analizi geneti¢ke diferencijacije na nivou vrsta i familija
riba kao i u filogenetskim istrazivanjima su citohrom b (cyt b) i citohrom oksidaza 1 (Co-1)
(Johns & Avise, 1998; Kartavtsev & Lee, 2006).

Cyt b je vjerovatno najbolje prou¢en gen mtDNK kod riba i pokazano je da je veoma
informativan kao geneti¢ki marker u utvrdivanju odnosa medu kos$ljoribama. U velikom broju
radova na predstavnicima ciprinida koristi se u razmatranjima filogenetskih odnosa kako u

okviru citave familije Cyprinidae tako i njenih pojedih rodova. U tom kontekstu Zardoya &
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Doadrio (1999) su izolovali sekvencu cyt b duzine 1140 bp iz 89 ciprinidnih taksona sa podrucja
Evrope u cilju ispitivanja filogenetskih odnosa evropskih ciprinida, dok su Zardoya et al. (1999)
koristili kompletnu sekvencu cyt b u cilju utvrdivanja filogenetskih odnosa ciprinida Grcke.
Koris¢enjem cyt b utvrdivana je geneticka varijacija i filogenetski odnosi unutar nekoliko
ciprinidnih rodova: Barbus-a sa podrucja Iberijskog poluostrava (Callejas & Ochando, 2000),
Chondrostoma (Robalo et al., 2007), Telestes-a i Scardinius-a (Ketmaier et al., 2004), Rutilus-a
(Ketmaier et al., 2008). Najnoviji radovi u kombinaciji sa nuklearnim sekvencama koriste cyt b
za rekonstrukciju evolucione istorije nekih ciprinidnih rodova (kao npr. roda Barbus) i ocjenu
stepena endemizma (Markova et al., 2010). Osim toga koriste se u filogeografskim (Kotlik et al.,
2008) i biogeografskim studijama kao i u analizama koje se bave procjenama vremena
divergencije pojedinih taksona (Zardoya & Doadrio, 1999; Ketmaier et al., 2008).

Osim istaknutih prednosti mtDNA kao genetickog markera treba istaéi i neke mane. Kao
prvo materinsko nasledivanje €ini ga nepouzdanim markerom pri razlikovanju hibrida. Takode u
analizama srodnih vrsta za reSavanje stepena njihove diferencijacije ili reSavanja taksonomskog
problema ne preporuuje se njena upotreba kao jedinog genetickog markera zbog premale
varijabilnosti za ove tipove studija. U tim sluCajevima se predlaze upotreba informativnijih

genetickih markera kao $to su ponavljajuc¢e sekvence nuklearne DNK - mikrosateliti.

1.4.2.2. MIKROSATELITI

Mikrosateliti predstavljaju jednostavne nukleotidne nizove sastavljene od tandemski
ponavljaju¢ih osnovnih motiva duzine od 1 do 6 nukleotida. Broj ponavljanja osnovnih motiva
kreCe se od 5 do preko 100 po lokusu (Stallings et al., 1991). Nadeni su u genomu svi do sada
prouCavanih prokariota i eukariota (Zane et al., 2002), a prvi put su otkriveni u eukariotskim
¢elijama pocCetkom 1970. godine (Fan & Chu, 2007). Frekvencija njihove zastupljenosti u
genomu varira medu razli€itim taksonima (Hancock, 1999). Prisutni su kako u kodiraju¢im tako
i u nekodiraju¢im regionima, a manji broj ih se nalazi na telomernim i centromernim regijama
(Zane et al., 2002). Buduéi da nisu podlozni jakom selekcionom pritisku mikrosateliti su svrstani
u grupu neutralnih genetickin markera. Na osnovu duzine osnovnog ponavljajuéeg motiva
mogu biti klasifikovani na mono-, di-, tri-, i tetra, penta-, i hexanukleotide (Fan & Chu, 2007).

Na osnovu strukture ponavljanja osnovnog motiva mikrosateliti se dijele u tri grupe:

1. potpuni mikrosateliti (GACAGACAGACAGACAGACA),
2. sastavljeni mikrosateliti (GACAGACAGACAGATAGATAGATA)
3. prekinuti mikrosateliti (GACATTGACAGATTCAGACA)

Sastavljeni i prekinuti mikrosateliti pokazuju manji stepen polimorfizma od potpunih

mikrosatelita (Jarne & Lagoda, 1996).
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Mikrosatelite karakteri§e visoka stopa mutacija (izmedu 102 i 10 mutacija po lokusu po
generaciji) Sto prouzrokuje visok nivo diverziteta alela koji je neophodan za geneticke studije
(Schiétterer, 2000). Za objasnjenje mutacionog procesa danas je opste prihvaéen mehanizam
replikacijskog ispada ili klizanja (eng. replication slippage) koji je prvi put je predloZzen od strane
Kornberg et al., 1964. Ispad se dogada tokom replikacije kada molekul DNK postaje
jednolanéan i svaki lanac sluzi kao matrica za polimerizaciju novog komplementa. Do te pojave
dolazi kada je normalno sparivanje baza dva komplementarna lanca DNK ometeno
razmicanjem ponavljajuéeg niza na oba lanca, Sto dovodi do pogresnog nizanja ponavljajucih
sekvenci.

Visoka stopa geneticke varijabilnosti i jednostavno kodominantno mendelisti¢ko
nasledivanje €ini ih geneti€kim markerima visokog potencijala da odgovore na brojna pitanja i
zato danas predstavljaju jedan od najpopularnijih izbora u raznim vrstama istrazivanja. Koriste
se za utvrdivanje genetiCke strukture i varijabilnosti prirodnih populacija (Balloux & Lugon-
Moulin, 2002), pri utvrdivanju porijekla i srodni¢kih odnosa izmedu jedinki, pri procjenama
efektivne veli€ine populacije kao i mapiranju genoma kod mnogih organizama (Schuler et al.,
1996; Knapik et al., 1998). Visoko polimorfni mikrosatelitni lokusu su veoma informativni
markeri u reSavanju taksonomskih dilema narocito kod bliskih vrsta. Osim toga njihova
primjena pokriva i druge oblasti kao npr. u forenzici, konzervacionoj biologiji, molekularnoj
ekologiji itd. (Jarne & Lagoda, 1996). Analiza mikrosatelitnih lokusa postala je takode i jedan od
najpopularnijih izbora pri prouavanju evolucione istorije populacija i vrsta (Kalinowski, 2002).
Osim u fundamentalnim nauénim istrazivanjima mikrosateliti se sve viSe upotrebljavaju i u
ribarstvu i akvakulturi. Danas se intenzivno koriste u procjenama stanja nativnih ribljih fondova
narocito u podrué¢jima u kojima je prisutna introdukcija, za kontrolu djelovanja unesenih linija na
autohtone vrste i u procjenama stepena hibridizacije. Ovakve vrste studija su u najveéem broju
posveéene komercijalno vaznim vrstama riba kao $to su na primjer predstavnici salmonida
(Winkler & Weiss, 2008). Tome u prilog ide i €injenica da je jedna od prvih vrsta riba na kojoj je
uradena intra i interpopulaciona analiza varijabilnosti uz kori§¢enje mikrosatelita duziCasta
pastrmka Oncorhynchus mykiss (Nielsen et al., 1994). Kod predstavnika ciprinida vec je
objaviien veliki broj sekvenci prajmera za mikrosatelite kao npr kod Cyprinus carpio
(Crooijmans et al., 1997), Rhodeus sericeus (Dawson et al., 2003), Leuciscus cephalus
(Vyskocilova et al., 2007).

Glavna mana mikrosatelita je da moraju biti izolovani de novo za vrste koje se ispituju po
prvi put (Zane et al., 2002). Strategija dizajniranja "univerzalnih" prajmera koja je uspjesSna za
mitohondrijalnu DNK (Kocher et al., 1989) neodrziva je kod mikrosatelita. Proces izolacije vrsi
se iz genomske biblioteke Zzeljene vrste uz koriSéenje protokola za njihovu izolaciju
(O'Connell&Wright, 1997). Za uspjesne studije i preciznije rezultate neophodno je izolovati i za
analize upotrijebiti Sto veéi broj lokusa. Vaznu ulogu u identifikaciji lokusa ima sekvenca DNK
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koja okruzuje mikrosatelitni lokus i nosi naziv bo¢ni region (eng. flanking region). Za razliku od
mikrosatelita koje karakteriSe visoka stopa mutacija sekvenca ovog regiona je konzervirana kod
jedinki iste vrste. 1z tog razloga se koristi i za identifikaciju samog lokusa jer se na osnovu njene
sekvence dizajniraju parovi oligonukleotidni poceci (prajmeri) koji omoguéavaju amplifikaciju

lokusa reakcijom lanane polimerizacije.
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1.4.3. EKOLOSKA DIFERENCIJACIJA VRSTA (POPULACIJA)

MorfoloSka adaptacija na uslove sredine u kojoj zive, ribama omogucava niz pogodnosti
za opstanak. Te se promjene prvenstveno odrazavaju i najlakse uo€avaju na osnovu
fenotipskog izgeda. Postoje brojne studije na ovu temu kako one koje se bave ispitivanjima
morfoloSkih razlika medu srodnim simpatri¢kim vrstama koje su sli¢éne u ekoloskim zahtjevima
(Helland et al., 2009) tako i one koje se bave prou¢avanjima razlika u ekoloskim zahtjevima
morfoloski slicnih vrsta. Za diferencijaciju bliskih simpatrickih vrsta u jednom ekosistemu
neophodno je osim izu€avanja fenotipskih sli¢nosti i razlika paznju usmijeriti i na njihove
zahtjeve u pogledu hranidbenih resursa kao i habitata koje preferiraju duz bentosnosno-
pelagicke ili litoralno-pelagi¢ke ose. Naravno, kao nezaobilazna studija koja ima kljuénu ulogu

u diferencijaciji taksona na specijskom nivou je stepen reproduktivne izolovanosti.
1.4.3.1. REPRODUKTIVNA BIOLOGIJA

Reprodukcija predstavlja kljuéni mehanizam opstanka i fundamentalni aspekt u
razumijevanju biologije svake vrste. Zato je i jedna od najvaznijih studija pri prou¢avanju vrsta
upravo upoznavanje njihove reproduktivne biologije. Prvi korak koji se wvr§i u svim
reproduktivnim studijama je odredivanje pola. Slede¢i koraci zavise od potreba samog
istrazivanja ali se najéeS¢ée odnose na utvrdivanje trajanja godi$njeg reproduktivnog ciklusa kao
i perioda i mjesta mrijesta. Znacajnu ulogu svakako ima i prouc¢avanje fekunditeteta, fertiliteta,
embrionalnog razvi¢a i drugih vaznih karakteristika. Dosta paznje je posveéeno proucavanju
ovog vaznog mehanizma, a rezultati pokazuju da postoje razliciti modeli reprodukcije medu
Zivim organizmima. Postoje i razli€iti pristupi pri prou¢avanju reproduktivne biologije jedne
vrste, ali treba istaci i to da vecina reproduktivnih studija daju prioritet analizama Zzenskog pola
tj. analizi ovarijalnog ciklusa u odnosu na analize muskog pola.

Generalno posmatrano ribe pokazuju veliki diverzitet reproduktivnih strategija.
KarakteriSe ih specifi€an tip organizacije ovarijuma, fertilnosti i mrijesta (McMillan, 2007). Kod
vecine riba reprodukcija predstavija ciklican proces, mada je duzina trajanja ciklusa izrazito
varijabilna. Tako se na primjer neke salmonidne vrste, kao i neke vrste jegulja mrijeste jednom
u toku Zivota i zatim umiru, druge se razmnozavaju svake dvije do tri godine, dok se vecina riba
razmnozava jednom, a ponekad i viS§e puta u toku godine.

Kod riba sa ciklicnom reprodukcijom izgled ovarijuma znacajno varira tokom ciklusa.
Identifikacija faza sazrijevanja moze se posti¢éi makroskopskim i mikroskopskim analizama.
Makroskopska analiza stadijuma zrelosti gonada bazirana je na posmatranju promjena u
spoljasnjim karakterima kao Sto su promjene u boji, veli€ini, tezini, distribuciji krvnih sudova i

makroskopskoj procjeni stepena zrelosti ikre. Mikroskopske analize se vr§e na osnovu
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citolo8kog stanja ovarijuma. Procjena stepena zrelosti gonada bazirana isklju¢ivo na osnovu
spoljasnjih morfoloSkih karakteristika gonada pokazuje niz mana i nedostataka narocito u
ocjeni stepena zrelosti. Ova ¢injenica nedvosmisleno namece potrebu za paralelnim analizama
razvojnih stadijuma oocita na osnovu histoloSkih presjeka ovarijuma. Posmatranje razvoja
oocita je vazan karakter za bolje razumijevanje reproduktivne biologije svake vrste. Naime,
ocjena razvojnog stadijuma oocita bilo koje vrste je od izuzetne vaznosti zato §to sa prelaskom
iz jednog u drugi razvojni stadijum promjene registrovane makroskopski ne odrazavaju u
potpunosti dogadaje i promjene koje se deSavaju u unutrasnjosti gonada. Iz tih razloga
histoloSke analize ovarijuma omoguéavaju preciznije podatke o stepenu zrelosti ovarijama i
detaljima u toku ovarijalnog ciklusa jedne vrste.

U toku godiSnjeg ciklusa neophodno je obezbijediti dovoljnu koli¢inu zrelih oocita sto je
moguce samo u slucaju pravilnog procesa oogeneze. To je veoma dinamian process u kojem
oocite prolaze kroz razliCite razvojne faze do postizanje potpune funkcionalne zrelosti. lako
medu pojedinim vrstama riba postoje odredene razlike, medu kosljoribama se generalno moze
napraviti sledec¢i redosled faza razvoja oocita: primarni rast, faza kortikalnih alveola,
vitelogeneza i faza zrelosti (McMillan, 2007). Naravno, u zavisnosti od vrste i potreba samog
istrazivanja moguce je izvrsiti njihove modifikacije u smislu vece ili manje detaljne razrade
pojedinih razvojnih faza. Kriterijumi koji se koriste za odredivanje stepena razvoja oocita su:
struktura nukleusa, nagomilavanje vitelusnog materijala i formiranje acelularnih i celularnih
slojeva folikularnog omotaca (zona radiata, zona granulosa i sloja teka celija). Svaka od

razvojnih faza karakteriSe se odredenim morfofiziolo§kim stanjem oocita:

#» Faza primarnog rasta - ova faza podrazumijeva primarni rast oocita koji je pracen
jedarnim promjenama. Na osnovu morfoloskog izgleda nukleusa ova faza se moze podijeliti
na dvije podfaze: hromatin nukleusnu i perinukleusnu (McMillan, 2007).

% Faza kortikalnih alveola — u ovoj fazi dolazi do zna€ajnog povecavanja dimenzija oocite.
Kortikalni alveoli predstavljaju vezikule ispunjene glikoproteinima nastalim u oocitama
(Selman & Wallace, 1989). Sadrzaj ovih granula se oslobada u perivitelinskom prostoru za
vrijeme fertilizacije u toku kortikalne reakcije (McMillan, 2007). Inicijalno se pojavljuju na
periferiji ooplazme. Sa napredovanjem faze povecava im se broj i veli¢ina, da bi na kraju
ove faze citoplazma oocite bila u potpunosti ispunjena ovim vezikulama. Na preparatima
bojenim H&E bojenjem uoavaju se kao prazne loptice buduc¢i da sadrzaj kojim su
ispunjene nema afinitet ka hemikalijama koje se koriste u ovoj vrsti bojenja (Honj et al.,
2006). Dogadaj koji karakteriSu ovu fazu je i pocetak fomiranja acelularnog sloja izmedu
membrane oocite i granulosa sloja folikularnog omotaca. Za opis ovog sloja koriste se
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brojni nazivi: vitelinski omotac¢, horion, zona pelucida ili zona radiata (Oppen-Berntsen et
al., 1990).

+ Faza vitelogeneze — najocigledniji dogadaj koji oznacava pocetak ove faze jeste pojava
zumancanih granula koje se javljuju izmedu kortikalnih alveola na periferiji ooplazme. Kod
vecine kosljoriba dolazi do akumulacije zumancanih proteina unutar ovih Zumancanih
granula koje u toku rasta oocite mogu zadrzati svoj integritet ili podle¢i medusobnoj fuziji i
tako stvoriti jedinstvenu Zumanéanu masu (McMillan, 2007). U toku ove faze dolazi do

znacajnog povecéavanja dimenzija oocita i samim tim i tezina gonada znacajno raste.

s Faza zrelosti — predstavlja finalnu fazu u sazrijevanju oocita. Ova faza zapodinje
polarizacijom oocite, a zavrSava se ovulacijom. Dogadaji koji je karakteriSu su: migracija
nukleusa na animalni pol i dezintegracije nukleusne membrane. Paralelelno sa nuklearnim
promjenama desavaju se i promjene u folikularnom omotacu i apsorpcija vode u folikulu.
Procesom hidratacije oocite dostizu svoje maksimalne dimenzije. Hidratisane oocite
predstavlju najefemerniju od svih klasa oocita, budué¢i da se u ovom stadijumu nalaze
manje od jednog dana najcescée 12 h prije mrijesta (Hunter & Macewicz, 1985)

Na osnovu modela sazrijevanja oocita kod kosljoriba se razlikuju tri tipa organizacije
ovarijuma (Wallace & Selman, 1981):

1. Sinhroni - sve oocite se istovremeno razvijaju i ovuliraju. Ovaj tip organizacije ovarijuma
se susrije¢e kod riba koje se jednom u toku svog Zivota mrijeste i zatim umiru, kao sto su
anadromne salmonidne vrste, Oncorhynchus sp., Anguilla sp, itd.

2. Grupno sinhroni — u svim fazama ciklusa u ovarijumu se mogu razlikovati dvije
populacije oocita i to: populacija istovjetnih krupnijih (koje su obi¢no nalaze u grupi) koje e se
mrijestiti u tekuc¢oj godini i heterogena populacija manjih oocita koje ¢e se mrijestiti naredne
sezone. Ovaj tip ovarijuma se susrije¢e kod vrsta koje se mrijeste odmah nakon zavrSetka
ovarijalnog ciklusa i to jednom u toku godine. Ovo je i najéeséi tip organizacije ovarijuma medu

kosljoribama.

3. Asinhroni - u svim fazama ciklusa ovarijumi sadrze oocite svih razvojnih stadijuma
razvoja bez prisustva dominantne populacije. Ovaj tip organizacije ovarijuma javlja se kod vrsta
sa dugim mrijesnim periodom, buduéi da im nagomilavanje zumanéanih materija i razvoj oocita
zavisi od koli¢ine dostupne hrane u tom trenutku (Hunter & Leong, 1981). Vrste koje se
karakteris§u asihronim tipom ovarijuma mrijeste se viSe puta u toku mrijesne sezone kao sto su:

Carassius sp., Scomber scomber, Merluccius merlluciu (Murua & Saborido-Rey, 2003).
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Na osnovu ritma kojim oocite ovuliraju tj. nacinu odlaganja ikre Tyler & Sumpter (1996)
razlikuju se dva modela mrijesta: jednovremeni i porcioni mrijest. Prvi se odnosi na vrste kod
kojih se u toku jednogodisSnjeg reproduktivnog ciklusa proces ovulacije desava odjednom i
polaganje ikre predstavlja jedinstven dogadaj u toku kratkog vremenskog intervala, nedjelju ili
dvije po Holden & Raitt (1974). Drugi model karakteriSe vrste sa asinhronim ovarijumima. Kod
njih oocite ovuliraju u nekoliko grupa za vrijeme prolongirane mrijesne sezone tako da se i
odlazu u porcijama.
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2.CILJ

U okviru ovog rada postavljeni su sledeci ciljevi:

v

Utvrditi i opisati nivo morfoloske diferencijacije simpatrickih taksona roda Rutilus iz
Skadarskog jezera

Utvrditi i opisati nivo ekoloSke diferencijacije simpatrickih taksona iz Skadarskog jezera
kao i njihove ekoloSke osobenosti, s posebnim naglaskom na stepen reproduktivne
izolovanosti kao jednom od vaznijih mehanizama koji spre¢avaju hibridizaciju sestrinskih

vrsta u simpatriji

Upotrebom molekularo genetickih metoda utvrditi genetiCku strukturu ispitivanih
populacija, medusoban stepen geneticke diferencijacije simpatrickin taksona iz
Skadarskog jezera kao i stepen srodnosti sa taksonima iz Ohridskog i Prespanskog
jezera

Utvrditi vrijeme divergencije simpatrickih skadarskih taksona i komparativhom analizom
sa taksonima iz Ohridskog i Prespanskog jezera utvrditi autohtonost prou¢avanih vrsta u

tri jezera, odnosno stepen endemizma

Na osnovu dobijenih rezultata i uz pregled postojecih literaturnih podataka dati predlog
revizije roda Rutilus za poducje Prespa-Ohrid-Skadar sistem
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. MATERIJAL

Uzorci vrsta iz roda Rutilus analizirani u ovom radu sakupljani su u periodu od juna
2007. godine do februara 2010. godine. Uzorkovanje materijala vrSeno je na Skadarskom,
Prespanskom i Ohridskom jezeru (Slike 8, 9 i 10). Jedinke sa Ohridskog i Prespanskog jezera
koriSstene su kao komparativan materijal za morfolosku i geneticku analizu. Obim ispitivanih
uzoraka po lokalitetu i vrsti analize data je u Tabeli 4. Zbog nejasne nomenklature ispitivanih
vrsta do izvodenja zaklju¢aka rada koriStena su imena populacija shodno lokalitetu sa koga i
potiCu uzorci - Prespa, Ohrid i Skadar. Polazeci od €injenice da lokalitet Skadarskog jezera
naseljavaju dvije vrste kao i njihove ocigledne razlike u obojenosti (zlatno-zuta i bijela), uzorci sa
ovog lokaliteta su i podijeljeni na osnovu izgleda njihovog fenotipa (Zuti i bijeli) i kroz rad su za
njih koriSteni nazivi Skadar_zuti i Skadar_bijeli.

Tabela 4. Pregled broja analiziranih uzoraka po lokalitetu i vrsti analize. Broj jedinki koji je naveden za
ekoloSku analizu odnosi se na jedinke koje su upotrijebljene za eksperimentalni dio istrazivanja, dok je za
analizu brojnosti i distribucije pregledano viSe stotina jedinki populacija iz Skadarskog jezera.

Vrste Geneticka analiza
Morfoloska Ekoloska
A analiza analiza cythb f"an%"rzl‘:‘ti mikrosateliti
Skadar_zuti 30 100 16 21 38
Skadar_bijeli 30 50 13 19 32
Ohrid 20 - 7 20 44
Prespa 20 - 12 18 42
b3 100 150 48 78 156

Za potrebe ovog rada uzorkovanje materijala na Skadarskom jezeru vr§eno je na
razlicitim lokalitetima (Virpazar, Bobija, Radus, Karucki zaliv, Plavnica, Orahtovstica, Zeta,
Moraca, Rijeka Crnojevica, Virstica) uz upotrebu mreza stajacica promjera 14-20 mm, gribom-
plivaricom, vrSama i elektro-agregatom u zavisnosti od lokaliteta sakupljanja materijala. Maniji
broj analiziranih jedinki sakupljen je udi¢arskim alatom koji se koristi u rekreativnom ribolovu.
Materijal sakupljen na Prespanskom i Ohridskom jezeru lovljen je staja¢éim mrezama promjera
14-20 mm.
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Slika 10. Ohridsko jezero (Foto:Traj¢eTalevski)
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3.1.1 MATERIJAL ZA MORFOLOSKU ANALIZU

Za morfolosku analizu upotrijebljene su jedinke fiksirane u 4% formaldexid-u. Obrada
materijala uradena je u laboratorijama Studijskog programa za biologiju, Prirodno-matematickog
fakulteta u Podgorica.

3.1.2. MATERIJAL ZA GENETICKU ANALIZU

Nakon izlova, jedinkama je odrezan dio pektoralnog peraja i fiksiran u 96% alkoholu.
Uzorci su adekvatno etiketirani i €uvani u posebnim tubicama. Djeli¢i uzorkovanih peraja dalje
su koristeni za molekularne analize. Iste jedinke su iskoriStene i za morfolosku analizu, a

jedinske sa Skadarskog jezera i za ekolosku analizu.

3.1.3. MATERIJAL ZA EKOLOSKU ANALIZU

Ekoloskoj analizi podvrgnute su jedinke simpatrickih taksona iz Skadarskog jezera. Za
ispitivanje duzinskog i tezinskog rasta upotrijebljene su jedinke fiksirane u 4% formaldehid-u. U
ciju analize ishrane upotrijebliene su svjeze jedinke kojima je odmah nakon izlova vrSena
disekcija trbusne duplje. Izvadeni crijevni sistemi fiksirani su u 4% formaldehid-u. Fiksirani
sadrzaj dalje je podvrgnut kvalitativnoj analizi. Obrada materijala uradena je u laboratorijama
Studijskog programa za biologiju, Prirodno-matematickog fakulteta u Podgorica.

Jedinke koris¢ene u cilju analize reproduktivnog ciklusa sakupljane su od novembra do
maja mjeseca 2008-2009.godine, Sto odgovara periodu sazrijevanja gonada i mrijesta
ispitivanih vrsta. Nakon izlova jedinkama je uradena disekcija trbusne duplje i izvadene gonade
su dalje podvrgnute utvrdivanju pola i makroskopskoj procjeni stepena zrelosti. Ispitivane
gonade su fiksirane u 4% formaldehid-u i Bujanovom (eng. Bouin) rastvoru. Za pravljenje
histolosSkih preparata koristen je isjecak sredisnjeg dijela gonada. Ovaj dio eksperimenta uraden
je u laboratoriji za patologiju SpecijalistiCke veterinarske ustanove u Podgorici.
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3.2. METODE ANALIZE MATERIJALA
3.2.1. MORFOLOSKA ANALIZA

3.2.1.1. LABORATORIJSKE METODE

Za proucavanje morfoloskih odlika ispitivanih populacija upotrijebljen je set podataka
uzetih za 22 morfometrijska (kontinuirana) i 6 meristickih (diskontinuiranih) karaktera (Tabela 5).
Morfometrijska mjerenja su obavljena pomi¢nim kljunastim mjerilom "nonijus" sa precizno$céu
0,02 mm. Prikupljeni podaci su uzimani sa lijeve strane ribe kad god je to bilo moguée. Sva
mjerenja uradena su po Semi Kottelat & Freyhof (2007) izuzev 2 karaktera (duzina gornje vilice-
Imx i duzina donje vilice-Imd) koji nisu navedeni u ovoj $emi i izmjereni su po principu datom od
strane HolCik-a (1989). S obzirom da poslednje dvije zbice u dorzalnom i analnom peraju imaju
zajedni¢ku osnovu ra¢unate su kao jedna. Branhiospine su brojane u spoljasnjem i unutrasnjem
nizu prvog lijevog 8krznog luka. Brojanje branhiospina vr§eno je upotrebom stereo mikroskopa
Zeiss Stemi 2000-C. Broj krljusti u nizu bo¢ne linije raunat je od prve do poslednje krljusti koja
se nalazi na kraju repnog stabla. '

3.2.1.2. OBRADA PODATAKA

SPSS program verzija 16.0 koristen je za statisticku obradu numeric¢kih podataka. Za
sve ispitivane karaktere uradena je deskriptivna analiza sa rasponom minimalna-maksimalna
vrijednost, aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom kao mjerama unutar i
interpopulacionih variranja karaktera medu cetiri a priori definisane populacije.

U cilju utvrdivanja statisticki znacajnih razlika medu ispitivanim populacijama za svaki
karakter uraden je neparametarski Kraskal-Volisov (eng. Kruskal-Wallis) test. Karakteri koji su
se pokazali kao statistiCki znacajni izmedu Cetiri populacije dalje su u parovima testirani uz
koriS¢enje T-testa i Man-Vitnijev U (eng. Mann-Whitney U) testa. Multivarijantna analiza i to
analiza glavnih komponenti (Principal component analysis) uradena je u PAST programu
(Hammer et al., 2001) i SPSS programu. Multivarijantna analiza uradena je kori§¢enjem dva
pristupa i to: PCA je najprije primijenjena na kombinovanovanom setu meristickih i originalnih
morfometrijskih podataka, a zatim i na setu podataka podvrgnutih postupku transformacije u
odnosu na totalnu duzinu tijela (Tl). Buduci da je za Citav set podataka utvrdena znacajna
korelacija izmedu veli¢ine i morfometrijskih karaktera, a u cilju eliminacije variranja koja su
rezultat alometrijskog rasta uradena je transformacija apsolutnih mjera svih morfometrijskih
karaktera u odnosu na totalnu duzinu tijela. Transformisani podaci su upotrijeblieni za

univarijantne testove. Nakon utvrdene znacajne strukturiranosti simpatrickih taksona iz
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Skadarskog jezera oni su u paru podvrgnuti detaljnijoj analizi. Setovi meristi¢kih i originalnih
morfometrijskih karaktera su zasebno podvrgnuti multivarijantnoj analizi glavnih komponenti.

Tabela 5. Ispitivani morfometrijski i meristi¢ki karakteri. Skraéenice su date po Hol¢ik (1989)

Skracenica karaktera Morfometrijski karakteri Meristicki karakteri
D Broj zbica u lednom peraju
P Broj zbica u pektoralnom peraju
Vv Broj zbica u ventralnom peraju
A Broj zbica u analnom peraju

Ll Broj krljusti u bo€noj liniji

Broj branhiospina

gl /O ) ) )
unutrasnjeg/spoljasnjeg niza
Ti Totalna duzina tijela
Sl Standardna duzina tijela
Najveca visina tijela
h Najmanja visina tijela
hc Visina glave
Ic Duzina glave
Oh Horizontalni dijametar oka
io Meduocno rastojanje
prO Predo¢ni prostor
poO Zaod¢ni prostor
pD Predorzalno rastojanje
poD Postdorzalno rastojanje
pVv Preventralno rastojanje
Lpc Duzina repnog stabla
ID Duzina lednog peraja
hD Visina lednog peraja
1A Duzina analnog peraja
hA Visina analnog peraja
IP Duzina pektoralnog peraja
v Duzina ventralnog peraja
Lmx Duzina maksile
Lmd Duzina mandibule
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3.2.2. GENETICKA ANALIZA

Ovaj segment istrazivanja odraden je na Institutu za Zoologiju, Karl-Franzens

Univerziteta u Gracu.
3.2.2.1. IZOLACIJA DNK

DNK je izolovana iz tkiva peraja metodom Amonijum-acetatne ekstrakcije.

= Amonijum-acetatna ekstrakcija

Dio peraja (oko 2 mm?®) je nakon su$enja pomocéu papirnog ubrusa stavljan u tubice
(Eppendorf) od 1.5 ml. Nakon toga dodato im je 480 ul ekstrakcionog pufera, 120 pl 10% SDS-a
i 5 pl proteinaze-K. Sadrzaj posudica je zatim vorteksiran i posudice su stavljane na inkubiranje
preko noc¢i na 37°C.

Nakon zavrSene inkubacije sadrzaj je vorteksiran sve dok je i jedan komadi¢ tkiva bio
uocljiv, a zatim su tubice stavljane u zamrziva¢ 30-40 minuta. U posudice je zatim dodato 350
ml 5M Amonijum acetata. Sadrzaj je promijesan i centrifugiran 15 min na 132 00 rpm.

Poslije zavrSenog centrifugiranja, u posudicima je uoCena gornja (supernatant) i donja
(talog) frakcija. Gornja frakcija u kojoj je rastopljena DNK odpipetirana je u nove posudice,
vodedi ratuna da ne dode do uzimanja dijela taloga donje frakcije u kome se nalaze proteini.

U sledecem koraku dodato je 600 pl hladnog izopropanola i nakon ruénog mijesanja
tubice su stavljane u zamrziva¢ 2h. Potom je vrSeno centrifugiranje 30 min na 132 00 rpm.
Centrifugiranje je rezultiralo dobijanjem dvije frakcije i to: supernatanta i taloga.

Sledeci korak je podrazumijevao ispiranje taloga etanolskom precipitacijom. Nakon
zavrSenog ispiranja dobijeni talog DNK je osusen u koncetratoru na 60°C. DNK je potom
rastvorena u 30ul TE pufera i €uvana u frizideru na + 4°C do upotrebe.

3.2.2.2. PROVJERA USPJESNOSTI! IZOLACIJE DNK

UspjesSnost izolacije DNK, kao i odredivanje duzine PCR produkata, moze se provijeriti
elektroforezom na agaroznom gelu, zahvaljujuéi sposobnosti molekula DNK da se mogu kretati
u elektricnom polju. Brzina njihovog kretanja zavisi od same velicine fragmenata DNK, gustine
medijuma i ja€ine struje.

Provjera izolacije DNK vrSi se na 1-2% agaroznom gelu u zavisnosti od veli¢ine
fragmenata koji se Zele razdvojiti. Agarozni gel se priprema od agaroze i 0,5% TE pufera.
SmjeSa agaroze i pufera se zagrijava do tacke kljucanja. Ovako pripremliena i ohladena
smjeSa koristi se za dalji rad. Neposredno prije upotrebe u rastvor agaroze dodaje se Sajber
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green boja (SYBR Green) koja omogucava vizualizaciju Zeljenih produkata. Nakon toga, gel se
nanosi u modele za elektroforezu i ostavlja da se stegne oko 30 min. Poslije stezanja gela,
modeli se prenose u kadice za elektroforezu u kojima se nalazi 0,5% TE pufer. Prije nanosenja
na gel, uzorku DNK se dodaje koncentrovani 6x ili razblazeni 1x pufer za elektroforezu (eng.
gel loading dye blue 6x). SmjeSa DNK i pufera se odpipetira u rupice na gelu. Da bi se odredila
veliCina fragmenata DNK uz uzorke se na gel nanosi i marker od 100 bp (GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder). Elektroforeza se izvodi pri stalnom naponu struje od 95-100 V u trajanju od 35-
45 min. Nakon zavrSene elektroforeze vrSi se vizualizacija fragmenata pomocu UV-
transluminatora i njihovo fotografisanje.

Provjera izolacije DNK izvrSena je na 1% agaroznom gelu pri naponu struje od 95 V u
trajanju od 35 min. Nakon utvrdivanja uspjesnosti izolacije DNK pripremlijene su radne
koncentracije i to razblazivanjem osnovne 10 puta dodavanjem destilovane sterilne vode.
Dobijena razblazenja (~10-50 ng/ul) dalje su upotrijebljena kao radni rastvori za izvodenje PCR
reakcija.

3.2.2.3. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR)

PCR reakcija (eng. Polymerase Chain Reaction) predstavlja metodu amplifikacije
nukleinskih kiselina u in vitro uslovima pomocéu DNK polimeraze. Otkrio je i automatizovao Kary
Mullis 1985. godine (Saiki et al., 1988). Uz pomo¢ ove metode Zeljeni fragment DNK se moze
umnoziti u velikom broju kopija.

Lancana reakcija polimeraze izvodi se u ve¢em broju ciklusa (najéesce 30-35). Od
ishodiSnog molekula DNK (Zeljenog fragmenta DNK) geometrijskom progresijom nastaje
onoliki broj molekula koliko se odredi ciklusa sinteze. Svaki ciklus reakcije ima tri koraka koji se
odvijaju na razli¢itim temperaturama. Prvi korak koji se naziva denaturacija odvija se na visokoj
temperaturi. U njemu dolazi do denaturacije tj. razdvajanja lanaca dvolanc¢ane ispitivane DNK.
Snizavanjem temperature u drugom koraku, pocetni oligonukleotidi se vezuju za
komplementrana mjesta na jednolan¢anom molekulu ispitivane DNK. Ovaj korak naziva se
hibridizacija (eng. anneling). Uz prisustvo enzima polimeraze u treéem koraku se sintetiSe
komplementarni lanac DNK izmedu pocetnih oligonukleotida. Taj proces naziva se
polimerizacija, elongacija ili ekstenzija.

U ovom radu metod je upotrijebljen za amplifikaciju mitohondrijalnog citohroma b (cyt
b), fragmenata nuklearne DNK (nDNK), kao i u pojedinim koracima protokola kloniranja
mikrosatelitnih lokusa.

Koristeci prajmere i uslove PCR reakcije iz Ketmaier et al. 2004 (po preporuci Ketmaier
et al., 2008) za umnozavanje mtDNK cyt b dobijeni su kratki fragmenti koji su determinisani kao

djelovi nuklearnog genoma i nazvani su fragmenti nDNK. Na osnovu njihove sekvence de novo
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je kreiran par oligonukleotidnih pocetaka cyt b: reverzni 5GGTTGTTTGACCCCGTTC3' i
forwardni: 5TCTTCGCATTCCACTTCCTTC3'.

Sastav reakcijske smjeSe za cyt b i fragmente nDNK prikazan je u Tabeli 6.
Pripremljene reakcijske smjeSe stavlijene su u PCR masinu (Applied Biosystems, Gene Amp
PCR System 9700). Vremenensko temperaturni program PCR reakcije za cyt b prikazan je u
Tabeli 7. Za amlifikaciju fragmenata nDNK upotrijebljen je modifikovani PCR, taénije touch—
down PCR. Temperaturno vremenski program izvedenog touch—down PCR-a prikazan u Tabeli
8.

Tabela 6. Sastav reakcijske smjese zapremine od 25 pl mtDNK cyt b i fragmenata nDNK

25l mt DNK cyt b fragmenti nDNK

2l Ispitivana DNK (radni rastvor) Ispitivana DNK (radni rastvor)

2,5l 10 x PCR pufera 10 x PCR pufera

0.5 4 2 mM smjeSe dNPT (dATP, dCTP, 2 mM smjese dNPT (dATP, dCTP, dGTP,
dGTP,dTTP) dTTP)

1,5 25 mM MgCl, 25 mM MgCl,

0.5 ul 10 pmol/ pl pocetnog oligonukleotida 10 pmol/ pl po€etnog oligonukleotida

’ L15267 L156267

05l 10 pmol/ pl pocetnog oligonuklieotida 10 pmol/ pl poetnog oligonukleotida
5'GGTTGTTTGACCCCGTTC3' H16526

0,1l Tag DNA polimeraza 5U/ pl (PeqLab) Tag DNA polimeraza 5U/ pl (PegLab)

17,4yl destilovane sterilne vode destilovane sterilne vode

Tabela 7. Vremensko temperaturni program PCR reakcije za mt DNK cyt b

Temperatura/ °C Vrijeme Broj ciklusa
Poc¢etna denaturacija 95 5 min 1
Denaturacija 95 1 min
Hibridizacija 55 45 sek 35
Elongacija 72 1 min
Kona¢na elongacija 72 10 min 1
Hladenje 8 ea

@
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Tabela 8. Vremensko temperaturni program touch-down PCR reakcije fragmenata nDNK

Broj
Temperatural/ °C Vrijeme .
ciklusa
Pocetna denaturacija 95 5 min 1
Denaturacija 95 1 min 9
Hibridizacija 48 45 sek
Elongacija 72 1 min
Denaturacija 95 1 min
Hibridizacija 55 45 sek 33
Elongacija 72 1 min
Kona¢na elongacija 72 10 min 1
Hladenje 8 ea

Nakon zavrSenih reakcija amplifikacije vrSena je provjera kvaliteta i duZine PCR
produkta na 2% agaroznom gelu u 0,5x TE puferu pri naponu struje od 100 V u trajanju od 45
min. (Priprema gela i postupak elektroforeze opisan je u poglaviju 3.2.2.2).

32.2.3.1. PRECISCAVANJE PRODUKATA PCR REAKCIJE

Produkti PCR reakcije su podvrgnuti procesu preci§¢avanja (uklanjanje prajmera i
dNTPs) uz pomoé ExoSAP-IT reakcije. U 10 pl produkta PCR reakcije dodaje se 1 ul ExoSAP
mix-a (1:2 rastvor ExoSAP-IT i 10x reakcionog pufera) i stavljaju se u PCR masinu na
vremensko temperaturni program koji se sastoji iz dva koraka i to: 45 minuta na 37°C i 15
minuta na 80°C.

3.2.2.4. SEKVENCIONIRANJE

Redosled nukleotida cyt b i fragmenata nDNK utvrdivan je metodom sekvencioniranja.
U tu svrhu koriSéen je automatski sekvencer 213 ABI PRISM 3100 x| Perkin Elmer (sa 16
kapilara).
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3.2.2.4.1. PRIPREMA REAKCIJE ZA AUTOMATSKI SEKVENCER

Sekvencijska reakcija volumena 8 pl sastojala se od 3 ul preci§éenog PCR produkta,
1,6 pl 5x pufera za BigDue (Applied Biosystems), 0,2 pl BigDue (Applied Biosystems), 0,125 pl
forwardnog prajmera L15267 (Ketmaier et al., 2004) i za postizanje kona¢nog volumena
dodata je sterilna destilovana voda. Na ovaj nacin pripremani su uzorci za cyt b i fragmente
nDNK. Pripremljene sekvencijske reakcije stavljane su u PCR masinu. Program sekvencijske

reakcije nalazi se u Tabeli 9.

Tabela 9. Vremensko temperaturni proces sekvencijske reakcije za cyt b i fragmente nDNK.

Temperatura/ °C Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 94 3 min 1
Denaturacija 94 10 sek
Hibridizacija 50 10 sek 35
Elongacija 60 4 min
Hladenje 8 ]

3.2.2.4.2. PRECISCAVANJE PRODUKATA SEKVENCIJSKE REAKCIJE

« Priprema DNK fragmenata (cyt b i fragmenata nDNK) za sekvenciniranje
Produktima sekvencijske reakcije (8 ul) koji su odpipetirani u nove posebno obiljezene
tubice (1,5 ml Eppendorf) dodaje se destilovana sterilna voda do finalnog volumena od 25 pl.
Postupak ¢iScenja izvrSen je pomocu pripremljenih Sephadex G-100 (Sigma-Aldrich) kolona na
sledeci nacin:

Q Centri-Sep kolone sa filterom stavljene su u tubice za centrifugu (1,5 ml)

Q Pipetirano je 500 pl rastvora Sephadex-a u Centri-Sep kolone nakon ¢ega su
centrifugirane 4 min na 4000 rpm.

Q Centri-Sep kolone su zatim prenoSene u nove prethodno obiljezene tubice (1,5 ml
Eppendorf).

D

=



Materijal i metode

Q@ Produkti koji se pripremaju za sekvenciniranje pazljivo se pipetiraju na sami centar

sefadex kolonice i centrifugiraju 4 min na 4000 rpm.

Q Precisceni uzorci su osuSeni u koncetratoru 15 min na 60°C. Neposredno pred
stavljanje u automatski sekvencer dodato im je 20 pl HPLC vode.

3.2.2.5. KLONIRANJE MIKROSATELITIH LOKUSA

Protokol kloniranja mikrosatelitnih lokusa uraden po Winkler & Weiss (2008), sastojao
se iz sledecih koraka:

1. lzolacija genomske DNK

Genomska DNK izolovana je postupkom amonijum-acetatne ekstrakcija (protokol
opisan u poglavlju 3.2.2.1)

2. Digestija genomske DNK restrikcionim enzimom Sau3Al

Nakon odredivanja optimalne koncentracija enzima Sau3Al pripremana je reakcijska
smjesa za restrikciju genomske DNK. Reakciona smjesa krajnjeg volumena od 200 pl sastojala
se od 125 pl genomske DNK, 3,7 pl Sau3Al (10U/ pl), 2 pl BSA, 20 yl RNK-aze i do finalnog
volumena dodata je destilovana steriina voda. Provjera uspje$nosti reakcije vrena je
elektroforezom 95 min na 80V. Nakon zavrSetka elektroforeze dobijeni Zeljeni fragmenti
veli¢ine 500-1500 bp izrezani su iz gela i preci§¢eni uz pomoc kita Wizard SV Gel i PCR-Clean
Up System (Promega).

3. Ligacija linkera

U ovom koraku dodati su linkeri na oba kraja fragmenata dobijenih u prethodnom
koraku. Koristeni su specifiéni linkeri: RBgl24: 5-AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGCA-3' i
RBgl12: 5'- GATCTGCGGTGA-3'. Ligaciona smjesa volumena 20 pl sastojala se od: 5 pl DNK,
10 pl mjeSavine linkera, 2 pl 10x ligacionog pufera, 1 pl T4-ligaze i 2 pl destilovane sterilne
vode. Ligaciona smjeSa je inkubirana preko noci na 16°C, a zatim podvrgnuta reakciji

inaktivacije ligaze na 70°C u trajanju od 15 min.
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5. Amplifikacija fragmenata DNK

Nakon uspjeSnog vezivanja linkera za DNK fragmente vr§ena je njihova amplifikacija s
ciliem dobijanja dovoljne koli¢ine PCR produkata neophodnih za sledeci korak kloniranja.
Reakcijska smjeSa volumena 50 pl sastojala se od: 1 yl DNK fragmenata za koji su vezani
linkeri, 0,6 pl RBgl24 (100 pM), 5ul reakcionog pufera 10 x PE, 8 pl MgCl, (25mM), 1,5 pl
smjeSe dNTP, 0,2 pl Tag-Polymerase (5 U/ pl) i destilovane sterilne vode do finalnog
volumena. Vremensko temperaturni program PCR reakcije sastojao se od pocetnog
denaturacionog koraka 5 min na 95°C; 18 ciklusa sledeéih koraka: 1 min na 95°C, 1 min na
68°C i 3 min na 72°C kao i koraka finalne ekstenzije 10 min na 72°C.

6. Hibridizacija i hvatanje mikrosatelita koriS¢enjem metoda magnetnih kuglica

Ovaj korak sastojao se iz dvije hibridizacije. Za prvu hibridizaciju iskoristeno je priblizno
500 ng materijala iz prethodnog koraka. Hibridizacija je vrSena uz pomo¢ 3' biotinskih proba
koje sadrze 3'-ATAGAATAT rep i mikrosatelitne motive (GACA)g, (GATA)g i (TATC)s. Radene
su dvije odvojene hibridizacije sa po 150 nm biotinom obiljezenim oligo 'probama u 6x
SSC/0,1% SDS na 43°C 1h. Hibridizovani fragmenti DNK su zatim hvatani uz pomoé
Streptavidinom obloZenim magnetnim kuglicama (Streptavidin Magnesphere Paramagnetic
Particles, 300 mg, Promega) na 68°C. Kuglice su zatim ispirane dva puta u 6x SSC/0,1% SDS-
u na sobnoj temperaturi, dva puta u 3x SSC/0,1% SDS na 68 °C i dva puta na sobnoj
temperaturi u 6x SSC. DNK je zatim denaturisana 5 minuta na 95°C, a potom i precis¢ena.

6. Amplifikacija uhvacenih DNK fragmenata

5 pL preciséene DNK iz prethodnog koraka upotrijebljeno je kao uzorak za sledecu
PCR amplifikaciju. Reakcijska smjesa sadrzala je 5 pl reakcionog pufera, 8 pl MgCl, (25mM),
1,5 pl smjeSe dNTP (10mM), 0,6 ul RBgl24 (100pM) i 0,2 pl Taq polimerase (5U/ pl) kao i
destilovanu sterilnu vodu do krajnjeg volumena od 50 ul. PCR program sastojao se od
pocetnog koraka denaturacije 5 min na 95°C i 20 ciklusa denaturacije na 95°C u trajanju od 1
min, hibridizacije na 68°C u trajanju od 1 min i elongacije na 72°C u trajanju od 2 min, kao i
koraka ekstenzije na 72°C u trajanju od 10 minuta.

7. Druga hibridizacija

25 pl precis¢enog PCR produkta iz prethodnog koraka upotrijebljeno je za drugu
hibridizaciju. Postupak hibridizacije tekao je na isti nacin i pod istim uslovima kao i prva. Nakon
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druge hibridizacije uhvacéeni obogaceni fragmenti su amplifikovani na isti naéin kao i nakon
prve hibridizacije.

8. Uklanjanje linkera uz pomo¢ enzima Sau3Al

U ovom koraku se uz pomo¢ restrikcionog enzima Sau3Al uklanjaju linkeri. Smjesa
volumena 100 pl koja se sastojala od: 25 pl precis¢enog PCR produkta iz prethodne reakcije,
15 U Sau3Al, 10 pl 10x restrikcionog pufera inkubirana je 1 h na 37°C, a zatim je vrSena

inaktivacija enzima u trajanju od 10 min. na 70°C.
9. Ligacija fragmenata u vektor pUC19 (MBI Fermentas)

KoriSten je defosforilisani i uz pomo¢ enzima BamHI obradeni plazmidni vektor pUC19.
Reakcija se izvodila preko noc¢i na 16°C u PCR masini. Ligaciona smje$a sastojala se od DNK
uzorka iz prethodnog koraka, vektora pUC19 (100 ng), ligacionog pufera (10x), T4-DNK ligaze
(10U/ pl) i vode. Nakon zavrSene reakcije ligacije, vrSena je inaktivacija ligaze u trajanju od 15

min na 70°C. DNK je potom preciS¢ena etanolskom precipitacijom.
10. Transformacija u hemijski kompetentnim celijama E. coli

Za ovaj korak upotrijeblien je hemijski kompetentan soj E.coli (One Shot MAX
Efficiency DH5a-T1R (Invitrogen)). Transformacija je izvedena temperaturnim $okom. Tubice sa
¢elijama €uvanim na temperaturi od -70°C lagano su otapane na ledu u trajanju od 10 min. U
tubice je zatim dodato po 2 ul produkta ligacije. Nakon laganog mije$anja drzane su na ledu 30
minuta. Poslije isteka tog vremena sprovoden je temperaturni $ok: tubice su inkubirane na ta¢no
42°C tacno 30 sekundi, a zatim prenosene na led 5 minuta. Nakon izvSenog temperaturnog
Soka dodato im je 250 pl SOC i ostavljene su 60 minuta na 37°C. Dobijeni bakterijski klonovi
preneSeni su na svjeze pripremljene LB petrijeve Solje sa ampicilinom. Nanijeta su razli¢ita
razblazenja bakterijskih klonova pri ¢emu je krajnji volumen svih nanosa bio 200 pl. Tako
pripremljene petrijeve Solje su inkubirane preko noéi na 37°C. Sledeceg dana vr§ena je selekcija
dobijenih kolonija. Princip selekcije sastojao se u tome da su za nastavak procedure odabrane
samo pozitivne kolonije (kolonije sa rekombinovanim plazmidom), dok su negativne eliminisane
(kolonije sa nerekombinovanim plazmidom). Fenotipski posmatrano pozitivne kolonije su bijele,

a negativne plave boje. Identifikovane pozitivne kolonije su presijane u nove LB petrijeve Solje.

]
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11. PCR reakcija kolonija (Colony - PCR)

Pozitivne kolonije su rastvarane u 20 ul sterilne vode i stavljane u PCR masinu 5
minuta na 95°C. 2 pl ove suspenzije je dalje upotrijeblieno za PCR reakciju. PCR smjesa
volumena 20 pl osim suspenzije sadrzala je i 2,5 pyl 10x reakcionog pufera, 1,4 pl MgCl,
(25mM), 0,5 pl smjeSe dNTP-a, po 0,5 pl univerzalnih prajmera M 13-20 i M 13-26 (10uM) i 0,1
Wl Taq polimeraze. Vremensko temperaturni PCR program sastojao se od pocetnog koraka
denaturacije 3 min na 94°C; 35 ciklusa: denaturacija 30 sek na 94°C, hibridizacija 30 sek na
57°C, elongaciji 30 sek na 72°C i finalne ekstenzije 5 min na 72°C. Veli¢ina dobijenih PCR

produkata provjerena je elektroforezom.
12. Pre€i$cavanje i sekvenciniranje uhvacenih i mikrosatelitnih DNK fragmenata

Za reakciju sekvenciniranja izabrani su fragmenti veli¢ine 400-1000 bp. PCR produkti
se preCiSCavaju postupkom opisanim u poglavlju 3.2.2.4.2. Nakon zavrSene sekvencijske
reakcije, uzorci su sekvencirani na automatskom sekvenceru 213 ABI PRISM 3100xI, Perkin

Elmer.

3.2.2.6. DIZAUNIRANJE PRAJMERA

Na osnovu dobijenih nukleotidnih sekvenci kod kojih je detektovano prisustvo
mikrosatelitnih motiva dizajnirani su specifiéni parovi pocetnih oligonukleotida (prajmera).
Dizajniranje prajmera vr§eno je u programu CPRIMERS (Bristol & Anderson, 1995).

3.2.2.6.1. TESTIRANJE PRAJMERA | OPTIMIZACIJA PCR REAKCIJE

Cilj testiranja prajmera je bio da se ispita njihova funkcionalnost na ispitivanim
uzorcima i odredi najoptimalnija Ta njihove aktivnosti. Kao uzorci su koristeni radni rastvori DNK
jedinki iz sve Cetiri ispitivane populacije. De novo dizajniranim forwardnim prajmerima je dodata
M13 (-21) univerzalna prajmer sekvenca CAGTCGGGCGTCATCA, a reverznim GTTTCTT rep
na 5° kraju.

Lokusi su pojedinacno amplifikovani u smjesi reakcionog volumena 10 ul koja se
sastojala od 2 pl ispitivane DNK, 0,6 pyl MgCl,, 0,25 pl smjese dNTP-a, po 0,25 ul svakog
prajmera i 0,1 pl Taq polimeraze. Vremensko temperaturni program PCR reakcije sastojao se
od pocetnog koraka denaturacije 5 min na 95 °C i 35 ciklusa: 45 sekundi na 95°C, 10 sekundi
na Ta, 30 sekundi na 72°C i krajnji korak ekstenzije 10 minuta na 72°C.
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3.2.2.6.2. PROVJERA USPJESNOSTI OPTIMIZACIJE PRAJMERA

Genotipizacija amlifikovanih lokusa vrSena je na automatskom sekvenceru 213 ABI
PRISM 3100xl, Perkin Elmer uz koriStenje standarda GeneScan-500ROX (Applied
Biosystems), a analiza u softverskom program GENEMAPPER verzija 3.7 (Applied
Biosystems).

3.2.2.7. OBRADA PODATAKA

3.2.2.7.1. PROGRAMSKA ANALIZA CYT B | FRAGMENATA NDNK

Editovanje i alignement sekvenci cyt b i fragmenata nDNK uraden je u programu
MEGA 4.1 (Tamura et al., 2007). Upotrebom statistickog 95% "parsimony” kriterijuma u
programu TCS1.13 (Clement et al., 2000) konstruisana je mreza (kladogram) pronadenih
haplotipova. Na osnovu nukleotidne divergencije (Da) izratunate u MEGA programu utvrdena
je medusobna udaljenost ispitivanih populacija.

U cilju dobijanja informacija o evoluciji taksona iz Skadarskog jezera, uradena je
analiza izracunavanja vremenski najblizeg zajedni¢kog pretka TMRCA (eng. Time to the most
recent common ancestor) u programskom paketu BEAST v.1.5.4 (Drummond & Rambaut,
2009). Na osnovu testa odnosa hijerahijskih vjerovatno¢a (eng. hierarchical likelihood ratio
test) dobijenog u MODELTEST (Posada & Crandall, 1998) koristen je HKY model supstitucija i
evolucionu stopu od 0.0027 supstitucija/million godina (Ketmaier et al., 2008). IzraCunavanje je

sprovedeno za konstantnu veli€inu populacija i uz kori§éenje preciznog molekularnog sata.
32.2.7.2. STATISTICKA ANALIZA MIKROSATELITNIH PODATAKA

Analiza seta mikrosatelitnih podataka upotrijebliena je za utvrdivanje geneticke
strukture ispitivanih populacija kao i za utvrdivanje interpopulacionih odnosa i stepena
diferencijacije prou¢avanih populacija.

Uvid u geneticku strukturu populacija dobijen je koristenjem dva pristupa i to:
utvrdivanjem stepena polimorfizma i ocjenom ravnoteze genotipova unutar populacija.
Genetski polimorfizam svake od izu€avanih populacija odreden je na osnovu broja alela po
lokusu, ocekivane i utvrdene heterozigotnosti. Ovi parametri su izraCunati u softverskom
programa GENETIX vezija 4.05 (Belkhir et al., 1996-2004).

Za ocjenu ravnoteze unutar populacija koriStena je F statistika koja ocjenjuje odstupanje
od Hardi-Vajnbergovog ekvilibrijuma (eng. Hardy-Weinberg equilibrium). U tom cilju upotrijebljen
je Fis parametar (eng. inbreeding coefficient). Softverski program FSTAT verzija 2.9.3.2
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(Goudet, 2001) je upotrijeblien za izracunavanje Fs vrijednosti kao i za racunanje faktora
bogatstva alela (eng. allelic richness).

Za utvrdivanje stepena interpopulacione diferencijacije koristene su vrijednosti Fsti Rst.
Fst vrijednost je izraCunata u programu FSTAT dok je vrijednost Rsrizraéunata u programskom
paketu Arlequin (Schneider et al., 2000). Statisticka znac¢ajnost ovih parametara izraunata je
permutacionim testovima na osnovu oko 10,000 permutacija.

Za utvrdivanje potencijalnog prisustva nultih (nula) alela koristen je softverski program
Micro-Checker (van Oosterhout et al., 2004). U programu GENEPOP 4.0.7 (Rousset, 2008)
koriste¢i algoritam Markovog lanca uraden je test da li se mikrosateliti nasleduju zajedno tzv.
linkage disequilibrium. Dodatni uvid u nivo interpopulacione diferencijacije stecen je
izraCunavanjem broja privatnih alela uz kori§¢enje programa HP-RARE (Kalinowski, 2005).
RaCunanje je izvrSeno za Citav set podataka i posebno za ispitivane taksone iz Skadarskog
jezera.

Generalna struktura populacija ocijenjena je pomocéu programa STRUCTURE sa
modelom "model-based clustering model". Implementiran je model mije$anja koji podrazumijeva
nezavisne frekvencije alela sa slede¢im parametrima "burn in of 50 000 followed by 100 000
iterations" Za utvrdivanje broja populacija (K) testirane su K vrijednosti od 1 do 5, za jedan broj
viSe od predpostavljenog broja pocetnih populacija. Najvjerovatnija, stvarna K vrijednost
dobijena je koriS¢enjem stopa promjena drugog reda L"(K) po Evanno et al. (2005) uz
koris¢enje online programa Structure Harvester verzija 56.4
(http://taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest). Graficki prikaz diferencijacije genotipova na
individualnom nivou dobijen je pomoc¢u Faktorijalne Korespodentne Analize koja je uradena
GENETIX-u.

3.2.3. EKOLOSKA ANALIZA

Starost je odredivana na osnovu narastajnih zona na krljustima uzetim neposredno
ispod lednog peraja. Krljusti su posmatrane pod binokularom pri povecanju 2-4 x. Analiza
tempa duzinskog i tezinskog rastenja uradena je na osnovu izmjerenih duzina i tezina jedinki
razliCitih uzrasnih klasa. U analizi su koriStene vrijednosti totalne duzine tijela (T.l.) (po Krpo
Cetkovié, 2004).

Specificna stopa rasta i konstanta rasta izracunate su po formulama Schmalhausena,
(1935).

Specificna stopa rasta racunata je po formuli: C= logl,-logl,/0,4343(t,-t;); gdje je |
srednja duzina ribe po uzrastu, t uzrast ribe, a 0,4343 konvertujué¢i modul prirodnih u dekadne
logaritme. Konstanta rasta predstavlja proizvod specificne stope rasta i jedinice vremena i
izarunata je po formuli: K=C, ((t,+t;)/2)).

o
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Regresiona analiza odnosa totalne duzine i tezine tijela uradena je za taksone iz
Skadarskog jezera. Model rasta odreden je eksponencijalnom funcijom: W= aL® gdje je W
ukupna tezina tijela, L totalna duzina tijela, a konstanta (odsjecak na y-osi), i b regresioni
koeficijent (faktor alometrije).

Za procjenu kondicionog stanja populacija izracunat je kondicioni faktor po formuli K=
100W/L®, gdje je W ukupna teZina tijela, a L totalna duZina tijela.

Analiza brojnosti i distribucije uradena je po lokalitetu uzorkovanja. U cilju utvrdivanja
diferenciranosti simpatrickih taksona iz Skadarskog jezera po habitatima koje naseljavaju
lokaliteti jezera su podijelieni u dvije grupe i to: rijeke sliva Skadarskog jezera i basen
Skadarskog jezera.

3.2.3.1. ANALIZA REPRODUKTIVNOG CIKLUSA

3.2.3.1.1. MAKROSKOPSKA ANALIZA GONADA

Vizuelna ocjena stepena zrelosti izvrSena je na osnovu spoljasnjeg izgleda, boje,
veli¢ine i tezine gonada, distribucije krvnih sudova i stepena zrelosti jajnih celija. Odredivanje
stepena polne zrelosti riba prema spoljaSnjem izgledu gonada izvrSeno je primjenom
Sestostepene skale (Melien, 1939):

| stepen — ovarijumi su kon€astog oblika i providni. U ovoj fazi je nemogucée golim okom
odrediti pol jedinke. Gonade su pozicionirane blize donjem dijelu riblieg mjehura, ¢vrsto vezane

za celomsku membranu.

Il stepen — ovarijumi su trakastog oblika, blijedo bijele obojenosti i poluprozracni. lkra je

teSko vidljiva golim okom ali je uocljiva pod lupom. Na ovom stadijumu moguce je odrediti pol.

Il stepen — oznaCava stadijum u kojem dolazi do znatnog povecanja dimenzija

ovarijuma koji su zute boje. Jaja su uocljiva golim okom ali se ne mogu medusobno separirati.

IV stepen - oznacava stadijum neposredno prije mrijesta. Ovarijum je maksimalnih
dimenzija, ispunjava 1/3 do 1/2 trbusne duplje. |kra je zrela, dostigla je svoje maksimalne

dimenzije i jaja se mogu lako medusobno odvajati.
V stepen — oznaCava fazu mrijesta. Ovu fazu karakteriSe mek, mlohav ovarijum i

stomak jedinke. Pri lakom pritisku na trbuh ikra slobodno isti¢e iz analnog otvora. U ovarijumu

se mogu uoditi i zrnca neizbacene ikre.

)
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VI stepen — oznacava fazu nakon mrijesta, fazu obnove. Ovarijum je sive boje §to
ukazuje na proces resorpcije zrele neizbacene ikre, kao i pojavljivanje sitnih zrna ikre koja se

pripremaju za sledeéu sezonu mrijesta

3.2.3.1.2. MIKROSKOPSKA (HISTOLOSKA) ANALIZA

Fiksirani isjecci gonada su nakon dehidratacije ukalupljeni u parafin. Parafinski blokovi
sjeCeni su serijski na presjeke debljine 5-12 uym. Bojenje preparata je vr§eno hematoksilin-
eozin procedurom (H&E).

w A) Hematoksilin-eosin bojenje

Neposredno prije bojenja preparati su deparafinirani provliacenjem kroz dvije promjene
ksilola u trajanju od 20 min. Dehidratisani su u seriji etanola i to:

- apsolutni alkohol — 5min

- 96% alkohol — 5 min

- 70% alkohol — 5 min

Nakon zavrSene dehidratacije preparatu su isprani u destilovanoj vodi i to dvije
promjene u trajanju od po 5 min.

Bojenje: Preparati su najprije bojani 1 minut u hematoksilinu (Merk). Nakon ispiranja u
tekuéoj vodi i provlacenja kroz 96% alkohol preparatu su bojanani i 30 sekundi u alkoholnom
rastvoru eozina. Preparati su potom provla€eni kroz seriju alkohola i to:

- jedna promjena 70%

- jedna promjena 96 % alkohola

- dvije promjene apsolutnog alkohola

- tri promjene ksilola.

Proces se vrSio sve dok osnova preparata nije bila potpuno cista. Nakon zavr$enog

bojenja preparati su montirani kanada balzamom i pokrivani pokrovnim plo¢icama.
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- B) Analiza histoloskih preparata
Montirani preparati su ispitivani koristenjem binokularnog svjetlosnog mikroskopa Zeiss
Axio Imager A1 na kome su napravljeni i snimci reprezentativnih preparata. U cilju analize
ovarijalnog ciklusa, ispitivane oocite su na osnovu razvojnog stadijuma podijeljene na tri glavne
faze (Heidari et al., 2009):

| Faza primarnog rasta

a) Stadijum primarne oocite

b) Perinuklearni stadijum
Il Vitelogena faza

a) Stadijum kortikalnih alveola
b) Vitelogeni stadijum

Il Faza zrelosti
a) Stadijum rane zrelosti

b) Stadijum potpune zrelosti
b) Stadijum finalnog sazrijevanja
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4. REZULTATI
4.1. MORFOLOSKA ANALIZA

4.1.1. INTERPOPULACIONA DIFERENCIJACIJA
4.1.1.1. DESKRIPTIVNA STATISTICKA ANALIZA

Ukupni rezultati deskriptivne statistike izmedu cCetiri a priori definisane populacije
(Prespa, Ohrid, Skadar_zuti i Skadar_bijeli) za sve mjerene varijable (karaktere) prikazani su u
Tabeli 12. Zbog bolje preglednosti rezultata u istoj tabeli je naveden i nivo statistiCke
znacajnosti (P vijednost) ispitivanih kakaktera izraCunat pomoéu neparametarskog Kruskal-
Wallis-ovog testa.

Od ukupno 28 ispitivanih morfoloSkih karaktera medu cetiri ispitivane populacije
konstatovane su visoko statistiCki znacajne razlike (P<0,001) za 20 morfolo$kih karaktera i to: 4
meristicka i 16 morfometrijskih karaktera. Osim toga, za tri morfometrijska (predoéni prostor,
preventralno rastojanje i duZinu ventralnog peraja) kao i jedan meristicki karakter (broj
branhiospina u spoljaSnjem nizu) registrovane su najmanje statisticki znacajne razlike (P<0,05).

Tri meristiCka karaktera (broj krljusti u bo¢noj liniji, broj granatih Zzbica u pektoralnom i
lednom peraju) za koje je utvrden statisticki znacajan nivo razlika medu cetiri populacije dalje su
podvrgnuti testiranju u parovima uz pomo¢ Mann-Whitney U testa (Tabela 10). Test je pokazao
da u najmanje dva karaktera postoji znaCajna razlika medu svim ispitivanim parovima
populacija.

Simpatri¢ke populacije iz Skadarskog jezera podvrgnute su dodatnom testiranju pomocu
T-testa i Mann-Whitney U testa radi utvrdivanja nivoa statisticki znagajnih razlika ispitivanih
morfometrijskih karaktera (Tabela 11). Rezultati Mann-Whitney U testa su pokazali da ove dvije
populacije pokazuju visok nivo statistiCki znacajnih razlika (P<0,001) za pet karaktera i to:
maksimalnu visinu tijela, preorbitalno rastojanje, duzinu repnog stabla kao i duzinu lednog i
pektoralnog peraja. Isti test je pokazao i statisticki znaCajan nivo razlika (P<0,05) za tri
karaktera i to najmaniju visinu tijela, preventralno rastojanje i duzinu analnog peraja. Generalno
posmatrano za svaki od ispitivanih karaktera populacija Skadar_zuti se pokazala kao mnogo
robusnija u odnosu na populaciju Skadar_bijeli. T-test je pokazao statisti¢ki znacajne razlike
visokog nivoa (P<0,001) za dva karaktera i to maksimalnu duzinu tijela i duzinu lednog peraja.
StatistiCki znacajan nivo razlika (P<0,05) registrovan je kod pet karaktera i to: najmanja visina

tijela, duzina glave, preorbitalno rastojanje, duzina lednog i duzina pektoralnog peraja.

=
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Tabela 10. Prikazani su rezultati neparametarskog Mann-Whitney-U meristi¢kih karaktera broj krljusti
u boc¢noj liniji/broj Zbica u lednom peraju/broj Zbica u pektoralnom peraju. Oznake: *- statisti¢ki
znacajan nivo, - nema znacaja)

Populacija Skadar_bijeli Ohrid Prespa Skadar_zuti
Skadar_bijeli -
Ohrid *[_[* -
Prespa *I** *1*1- -
Skadar_zuti b i i **/- *[-I* -

Tabela 11. Prikazani su rezultati T-testa i Mann-Whitney-U testa transformisanin morfometrijskih
podataka populacija iz Skadarskog jezera (Skadar_bijeli i Skadar_zuti). P vrijednost oznagava nivo
statisticke znacajnosti. Boldovane su vrijednosti visoko stitisticki zna¢ajne (P<0,001) i statisticki
znacajne (P<0,05)

Karakter T test P vrijednost Mann-Whitney-U P vrijednost
H 6.131 P<0.001 10.000 P<0.001
h 2 844 P=0.007 (P<0.05) 288.000 (’P: <Od.oo151)

hc 1.471 P=0.149 354.000 P=0.112
Ic 2.127 P=0.040(P<0.05) 353.000 P=0.109
Oh 1.262 P=0.214 361.000 P=0.137
io 0.209 P=0.836 436.000 P=0.686
prO -0.015 P=0.988 351.000 P=0.103
poO 2.665 P=0.011(P<0.05) 184.000 P<0.001
pD 1.048 P=0.301 385.000 P=0.254
poD 0.054 P=0.957 363.000 P=0.145
pV -0.264 P=0.793 293.000 (PP=<06.00153
Ipc -1.682 P=0.100 181.000 P<0.001
ID 4.831 P<0.001 55.000 P<0.001
hD -0.581 P=0.564 286.000 P=0,010
1A -1.904 P=0.064 263.000 ;20690054)
hA 0.954 P=0.346 351.000 P=0.103
IP -2.270 P=0.029(P<0.05) 103.000 P<0.001
v 2.698 P=0.010(P<0.05) 358.000 P=0.126
Imx 1.789 P=0.081 412.000 P=0.453
Imd -0.426 P=0.671 424.000 P=0.563
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Za meristicke karaktere broj krljusti u bo¢noj liniji, broj zbica u lednom i pektoralnom

peraju nisu registrovana preklapanja vrijednosti $to govori da pokazuju vazno dijagnosticko
svojstvo izmedu simpatrickih skadarskih populacija (Slika 11, 12 i 13). Nisu konstatovana ni
preklapanja vrijednosti za morfometrijski karakter IA (duzina analnog peraja) tako da se i po ovom
karakteru populacije Skadar_zuti i Skadar_bijeli jasno odvajaju (Slika 14).
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Slika 11. Box&Whisker dijagram broja krijusti u
bo¢noj liniji za populacije Skadar_bijeli (na slici
Skada_w) i Skadar_zuti (na slici Skada_y)

Slika 12. Box&Whisker dijagram broja Zbica u
lednom peraju za populacije Skadar_bijeli (na slici
Skada_w) i Skadar_zuti (na slici Skada_y)
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Slika 14. Box&Whisker duzine analnog peraja za
populacije Skadar_bijeli
Skadar_zuti (na slici Skada_y)
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Slika 13. Box&Whisker dijagram broja Zzbica u
pektoralnom peraju za populacije Skadar_bijeli (na
slici Skada_w) i Skadar_zuti (na slici Skada_y)
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4.1.1.2. MULTIVARIJANTNA STATISTICKA ANALIZA GLAVNIH KOMPONENTI (PCA)

Kombinovani set originalnih podataka za 22 morfometrijska i 5 meristi¢kih karaktera jedinki
sve Cetiri ispitivane populacije (Ohrid, Prespa, Skadar_zuti i Skadar_bijeli) podrvgnut je analizi
glavnih komponenti na kovariacionoj matrici karaktera (27 x 27). Ordinacijom kovariacione matrice
na osnovu dobijenih eigenvrijednosti, utvrdeno je da prvi eigenvektor, PCI opisuje 79,76% ukupne
varijabilnosti sadrzane u vrijednostima izmjerenih karaktera. Drugi eigenvektor PCII opisuje 5,78%,
a PCIIl 3,77% ukupne vrijednosti izmjerenih karaktera (Tabela 13). Iz Tabele 15 se uo&ava da svi
morfometrijski karakteri imaju izuzetno visok udio u definisanju prvog eigenvektora PC, §to se
objadnjava velikom varijabilnoS¢u uzoraka u pogledu veli¢ine buduéi da prvi eigenvektor u PCA ima
ulogu u odredivanju morfoloSke komponente veli¢ine (eng. general size), dok ostali eigenvektori
svojom strukturom predstavljaju zapravo morfoloSku komponentu oblika. U definisanju drugog
eigenvektora najveci znacaj imaju meristicki karakteri i to 1.1 (broj krljusti u bo¢noj liniji) i P (broj
Zbica u pektoralnom peraju). D (broj zbica u lednom peraju) je karakter koji ima najveé¢i doprinos
definisanju tre¢eg eigenvektora. '

Tabela 13. Eigenvrijednosti i % variranja za tri glavne PC komponente kombinovanog seta
morfometrijskih i meristickih karaktera populacija Ohrid, Prespa, Skadar_zuti i Skadar_ bijeli

Eigenvrijednosti % variranja
PCI 160.75 79.76
PCIl 11.65 5.78
PCII 7.59 3.77

Tabela 14. Eigenvrijednosti i % variranja za tri glavhe PC komponente (model kovariance)
kombinovanog seta transformisanih morfometrijskih i meristickih karaktera populacija Prespa, Ohrid,
Skadar_zuti i Skadar_bijeli

Eigenvrijednosti % variranja
PCI 8,24 24,98
PCIl 8,09 24,51
PCIl 3,73 11,32
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Tabela 15. Prve tri glavne komponente (PC) dobijene na osnovu kovariacione matrice za
kombinovani set 22 morfometrijska i 5 meristiCkin karaktera populacija Prespa, Ohrid,
Skadar_zuti i Skadar_bijeli.

Karakter PCI PCII PCIll
H 0,935 0,116 0,184
h 0,895 -0,003 0,139
he 0,925 -0,099 -0,179
e 0,916 -0,141 -0,231

oh 0,415 0,114 -0,174
io 0,765 -0,018 -0,286
or0 0,684 -0,050 -0,331
000 0,885 -0,152 -0,033
oD 0,909 -0,047 -0,158
poD 0,889 0,192 0,243
Y 0,948 0,074 -0,119
Ipc 0,713 0,378 0,235
D 0,843 -0,155 0,252
hD 0,842 0,144 0,234
A 0,581 0,456 -0,043
DA 0,832 0,083 0,261
P 0,852 0,318 0,085
v 0,911 -0,053 0,193
Imx 0,766 -0,011 -0,218
imd 0,718 -0,212 -0,354
LI -0,122 0,893 0,078
D 0,165 -0,439 0,718
P -0,077 0,813 -0,157
A -0,206 0,078 0,120
glio 0,055 -0,140 -0,444

Analiza originalnog seta podataka pokazala je izrazen alometrijski efekat kroz citav set
oodataka. Rezultati multivarijantne analize (alometrijski koeficijent) transformisanih podataka
ookazali su slab (nizak) alometrijski efekat, sa izuzetkom karaktera H (maksimalna visina tijela), $to
e narocito izrazeno kod krupnijih jedinki iz Prespanskog jezera (Slika 15). Nakon transformacije

o
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podataka PCl| komponenta opisuje svega 24,98% variranja (po modelu kovarijanse) (Tabela 14) ili
¢ak svega 20% primjenom modela korelacije.

PCA analiza transformisanih podataka i originalnog seta podataka dale su sli¢ne rezultate.
Ni jedna ni druga analiza nisu pokazale zna€ajan doprinos ni jednog morfometrijskog karaktera na
glavnim PC osama, dok su obje analize pokazale da znacajan doprinos u definisanju PCll imaju
meristi¢ki karakteri I.| (broj krljusti u boénoj liniji) i P (broj Zbica u pektoralnom peraju).
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Slika 15. Prikazan je dijagram vrijednosti alometrijskog koeficijenta ispitivanih morfometrijskih i
meristi¢kih karaktera

Projekcija jedinki sve Cetiri a priori definisane populacije na prve dvie PC komponente
pokazala je da populacija Skadar_bijeli formira zaseban klaster i pokazuje jasno odvajanje od
ostale tri populacije po drugoj glavnoj komponenti, a najznacajniji karakteri koji imaju ulogu u
njenom definisanju su L.| (broj krljusti u bocnoj liniji) i P (broj Zzbica u pektoralnom peraju) (Slika 16).
Na osnovu ovoga se zakljucuje da se Skadar_bijeli odlikuje najveéim brojem krljusti u bo¢noj liniji
(II. 41-44) i najveéim brojem zbica u pektoralnom peraju (najcesée 16). Na slici 16 se takode
uoCava da alometrijski efekat narocito dolazi do izrazaja kod jedinki iz populacije Prespa.
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4.1.2. DIFERENCIJACIJA TAKSONA IZ SKADARSKOG JEZERA
4.1.2.1. MORFOMETRIJSKI KARAKTERI

Set od 20 morfometrijskih podataka simpatrickih taksona (populacija) iz Skadarskog
jezera zasebno je podvrgnut analizi glavnih komponenti. Distribuciji objekata duz prve PC-ose u
najvecoj mjeri doprinosi H (max visina tijela) i IP (duzina pektoralnog peraja), a nesto manji je
udio karaktera ID (duzina dorzalnog peraja). Negativho opterecenje je registrovano za
maksimalnu visinu tijela i duzinu dorzalnog peraja dok je pozitivho zabiljezeno kod duzine
pektoralnog peraja, Sto ukazuje da povecanje maksimalne visine tijela prati pove¢avanje duzine
dorzalnog peraja dok se duzina pektoralnog peraja smanjuje i obrnuto (optereéenja suprotnog
predznaka na PC1 osi). Karakter pD (predorzalno rastojanje) najviSse doprinosi distribuciji
objekata duz druge PC-ose. Znacajan je uticaj i karaktera Imd (duzina mandibude) i Imx (duzina
maksile). | na kraju, distribuciji objekata duz tre¢e PC-ose najvise doprinosi karakter Oh
(horizontalni dijametar oka) (Tabela 16).

Na osnovu dobijenih eigenvrijednosti, utvrdeno je da prvi eigenvektor, PCl opisuje
17,6% ukupne varijabilnosti izmjerenih karaktera. Drugi eigenvektor PCII opisuje 34,3%, PClII
45,43 itd. (Tabela 17). Projekcijom jedinki populacija Skadar_bijeli i Skadar_zuti na prve dvije
glavne PC komponente dobijeno je njihovo jasno razdvajanje po prvoj komponenti, a
najznacajniji karakter koji je opisuju su: H (max visina tijela) i IP (duzina pektoralnog peraja), a
nesto maniji je udio karaktera ID (duzina dorzalnog peraja) (Slika 17).

Bududi da se karakter maksimalna visina tijela pokazao kao najproblematicniji karakter u
odnosu na alometriju za kompletan set podataka (za sve Cetiri populacije), ovaj karakter je
testiran u odnosu na totalnu duzinu tijela (Slika 18). Projekcijom ova dva karaktera je dokazano
da ne postoji preklapanje medu ispitivanim simpatrickim populacijama i odsustvo povezanosti

sa duzinom tijela.
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Tabela 16. Prve tri glavnhe komponente (PC) dobijene na osnovu kovariacione matrice
morfometrijskih karaktera simpatri¢kih taksona iz Skadarskog jezera (Skadar_bijeli i
Skadar_zuti).

Karakter PCI PCII PCIlI
H -0,803 -0,040 0,349
h -0,253 -0,098 0,611

hc -0,118 0,376 0,462
Ic -0,470 0,683 0,251
Oh 0,059 -0,018 0,662
i0 0,055 0,167 -0,098
prO -0,042 0,649 -0,305
poO -0,550 0,050 -0,008
pD -0,030 0,721 0,026
poD 0,171 -0,097 0,133
pVv 0,298 0,619 0,216
Ipc 0,569 0,027 0,183
ID -0,684 -0,209 0,416
hD 0,571 -0,169 0,289
1A 0,550 0,267 0,271
hA 0,181 -0,135 0,414
IP 0,770 -0,077 0,414
v -0,197 -0,355 0,371
Imx -0,165 0,705 0,019
Imd 0,174 0,749 0,107

Tabela 17. Vrijednosti eigenvektora, % ukupne varijabilnosti i odgovarajuéi kumulativni
parametri glavnih komponenti morfometrijskih karaktera simpatrickih taksona iz
Skadarskog jezera (Skadar_bijeli i Skadar_zuti)

Komponenta Eigenvektor % Kumulativni %
PCI 3,515 17,574 17,574
PC Il 3,337 16,686 34,260
PCll 2,234 11,172 45,431
PCIV 1,476 7.378 52,809
PCV 1,403 7,014 59,823

’il 62 Cl
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4.1.2.2. MERISTICKI KARAKTERI

Procenat ukupne varijanse osobina koje opisuju PCI meristi¢kih karaktera iznosi oko
54%, dok kumulativna vrijednost za prve tri komponente ose iznosi 90% (Tabela 19). Svi
mjereni meristiCki karakteri izuzev broja branhiospina u spoljasnjem nizu imaju veliki doprinos u
definisanju prvog eigenvektora (Tabela 18). Karakteri broj branhiospina u spoljasnjem i
unutradnjem nizu su se pokazali kao znacajni u definisanju drugog i treéeg eigenvektora pri
¢emu karakter glO (broj branhiospina u spolja$njem nizu) predstavlja karakter koji ima najvedi
doprinos u definisanju drugog eigenvektora, dok karakter gll (broj branhiospina unutrasnjeg
niza) predstavlja karakter koji defini§e treci eigenvektor.

Tabela 18. Optere¢enja meristickih karaktera populacija iz Skadarskog jezera na
sopstvene vektore glavnih komponenti (PCI-PCIII)

Karakter PCI PClil PCIll
P 0,864 0,125 0,122

D -0,880 -0,173 -0,138

gll -0,516 0,625 0,584
glo -0,140 0,873 -0,466

] 0,935 0,197 0,197

Tabela 19. Vrijednosti eigenvektora, % ukupne varijabilnosti i odgovarajuéi kumulativni
parametri glavnih komponenti populacija Skadar_bijeli i Skadar_zuti na osnovu meristi¢kih

karaktera
Komponenta Eigenvektor % Kumulativni %
PC I 2,681 53,630 53,630
PCI 1,238 24,754 78,384
PC Il 0,592 11,837 90,221
PCIVv 0,358 7,164 97,384
PCV 0,131 2,616 100,000
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® = Skadar_Zuti
o = Skadar_bijeli

-2.44

PCi

Slika 17. Projekcija jedinki populacija Skadar_zuti i Skadar_bijeli na prvu i drugu gIavnu komponentu
(PCI-PCII) na osnovu morfometrijskih karaktera.

e D ARk e A ansananns s o e -

& = Skadar Zuti
¢ = Skadar_bijeli

Max visina tilela (U % T L)

T T T T T T T T
124 128 132 138 140 144 148 182
Totalna duZina tiela

Slika 18. Graficki prikaz odnosa vrijednosti maksimalne visine tijela i ukupne duzine tijela populacija
Skadar_zuti i Skadar_bijeli.
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4.2. GENETICKA ANALIZA
4.2.1. ANALIZA MITOHONDRIJALNE DNK
4.2.1.1. DIZAJNIRANJE SETA NOVIH PRAJMERA ZA MTDNK CYT B RODA RUTILUS

Koristeé¢i prajmere i uslove PCR reakcije iz Ketmaier et al, 2004 (po Ketmaier et al,
2008) za umnozavanje mtDNK cyt b dobijeni su kratki fragmenti duzine 243 bp koji su
determinisani kao fragmenti nuklearne DNK (nDNK). Na osnovu njihove sekvence de novo je
kreiran par oligonukleotidnih pocetaka (prajmera):

e reverzni: 5GGTTGTTTGACCCCGTTC3'
e forwardni: 5TCTTCGCATTCCACTTCCTTC3.

Najoptimalniji rezultati za umnozavanje mtDNK cyt b ispitivanih uzoraka postignuti su
koriS¢enjem de novo kreiranog reverznog prajmera i forvardnog prajmera iz Ketmaier et al.
2004 (po Ketmaier et al, 2008) (Slika 19). Reakcijom lan¢ane polimeraze amplifikovana je
sekvenca cyt b duzine 560 bp.
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Slika 19. Elektroforetski prikaz amplifikovanog fragmenta cyt b. Kolona
(strelicom oznac¢ena) predstavlja marker od 1 kpb.
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4.2.1.2. ANALIZA SEKVENCIONIRANJA MTDNK CYT B

Reakcijom sekvencioniranja utvrden je nukleotidni redosled mtDNK cyt b na ukupno 48
jedinki ispitivanih populacija (Slika 20).

AAACCCACCC ACTAATAAAA ATCGCCAACG ACGCGCTAGT CGACCTCCCA 50
2 3
ACACCATCTA ATATCTCAGC AATATGAAAC TTCGGATCCC TACTAGGA'T 100
4 5
TGTTTAATT ACCCAAATCC T/ ACAGGATT ATTCTTAGCC ATGCACTACA 150
6 7
CCTCIGACAT CTCAACCGCA TTTTCATCAG T ACCCACAT CTGCCGAGAC 200
GTCAATTATG GCTGACTTAT TCGAAGCCTA CACGCCAATG GGGCGTCCTT 250
8
CTTCTTCATC TGTCTTTATA TACATATCGC ACGGGGCCTA TACTATGGAT 300
9
CATACCTTTA TAAAGAAACC TGAAACATTG GTGTAGTCCT ATTCCTCCTA 350
10 11 12

GTTATAATA" CAGCCTTCGT CGGCTACGTG CTGCCATGAG G/ .CAAATATC 400

ATTCTGGGGC GCCACCGTAA TTACGAACCT CCTCTCAGCA GTCCCCTACA 450

TAGGTGACAC CCTTGTTCAA TGAATCTGGG GCGGTTTCTC AGTAGACAAC 500

13
GCAACCCTTA CACGATTCTT CGCATTCCAC TTCCTTCTCC CATT GTCGT 550
14 15 16
CGCCGGCGCA 560

Slika 20. Nukleotidna sekvenca 560 bp dugog fragmenta mtDNK cyt b vrsta roda Rutilus. Varijabilina
mjesta medu utvrdenim haplotipovima su obojena crvenom bojom i ozna¢ena brojem.

Analizom dobijenih rezultata sekvencioniranja identifikovano je ukupno 16 polimorfnih
mjesta (Tabela 21). Na osnovu njih u Cetiri ispitivane populacije identifikovano je ukupno 17
razli¢itih haplotipova od kojih su 15 opisani po prvi put. Registrovanim haplotipovima su
dodijeljena i odgovarajué¢a imena, a haplotipovi koji su pronadeni po prvi put registrovani su u
Genebank (Tabela 21). Od identifikovanih haplotipova jedino haplotip PYI nije pokazao
ograni¢enost u prostornoj distribuciji. Prostorni raspored ostalih haplotipova bio je striktno vezan

za lokalitet sa koga i poticu jedinke. Buduc¢i da u sekvenci haplotipa PYI nisu detektovana
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varijabilna mjesta dalja analiza polimorfnih mjesta za preostalih 16 haplotipova uradena je u

odnosu na njega.

Tabela 20. Prikaz pronadenih haplotipova i njihova frekvencija kroz ispitivane populacije.

Populacija
Haplotip Prespa  Ohrid Skadar_zuti Skadar_bijeli

PYI 8 - 5 -
Pl 1

Pll 2 - - -
PIlI 1 -

ol - 1

o]]} - 5 - -
o]1]} - 1 -

Yi - - 1

Yl - - 5

Y - - 1

YIV - - 2 -
YV - - 1

YVI - - 1

Wi - - -
wii - - -
Wil - - -
wiv - - -

AN D A

Kod mutacija haplotipova pronadenih medu ispitivanim populacijama roda Rutilus
tranzicije su zabiljeZzene na 13, a transverzije na 3 pozicije (Tabela 21).

Osim haplotipa PYI u okviru populacije iz Prespanskog jezera detektovana su jo$ tri
haplotipa (P!, Pll i Plll). Kod haplotipa Pl detektovane su dvije tranzicije i to na pozicijama broj
99 (T—-C) i 101 (A—G). Haplotipovi PIl i Plll se odlikuju tranzicijom na poziciji broj 47 (C—T).
Osim ove mutacije kod haplotipa Plll detektovana je i transverzija (G—C) na poziciji broj 555.

Haplotipovi koji su identifikovani kod populacije iz Ohridskog jezera (Ol, OIll i Olli)
karakteriSu se tranzicijom (A—G) na poziciji broj 392. Osim ovog polimorfnog mjesta Ol haplotip
posjeduje trasverziju (G—C) na poziciji broj 552, a haplotip Olll na poziciji 360 tranziciju (A—G).

Haplotipovi populacije Skadar_bijeli (WI, WII, WIIl i WIV) karakteri$u se tranzicijom
(A—G) na poziciji 122. Osim ove mutacije kod haplotipa WI su konstatovane i dvije transverzije i
to na pozicijama broj 552 (G—C) i 557 (C—G). Haplotip WIll posjeduje jo$ i tranziciju (G—A) na
poziciji 383, a WIV tranziciju (T—C) na 545. mjestu.

Medu jedinkama populacije Skadar_zuti osim haplotipa PYI koji je i pokazao najvecu
frekvenciju zastupljenosti identifikovana su jo§ Sest haplotipa (YI, YII, YU, YIV, YV i YVI). Yl i

Yl haplotipovi se karakteriSu se tranzicijom (T—C) na poziciji broj 155. Osim ove mutacije kod

%
"’ﬂ



Rezultati

haplotipa Y| je konstatovana i transverzija (G—C) na poziciji broj 555. Tranzicija T—C je
detektovana kod haplotipova YIl na poziciji 275 i YIV na poziciji 65. Na poziciji 182
konstatovana je tranzicija A—G kod haplotipa YVI, a na poziciji broj 344 tranzicija C—T kod YV
haplotipa.

Utvrdivanje stepena srodnosti izmedu pronadenih haplotipova Cetiri ispitivane populacije
predstavijeno je kladogramom (mrezom) uradenim na osnovu statistickog 95% "parsimony"
kriterjuma (Slika 21). Budu¢i da dobijena mreza slikovito prikazuje osnovne filogenetske
odnose medu analiziranim haplotipovima moguce je utvrditi i genealo$ke odnose izmedu njih.
Pomocu broja algoritamskih mutacionih koraka koji su prikazani spojnim linjama mogude je
utvrditi tatan broj mutacija izmedu haplotipova koji pripadaju istoj kladi kao i njihovu udaljenost

od centralnog haplotipa.
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Rezultati

Prespansko jezero

~ | Ohndsko jezero

[ Skadarsko jezero-Zuti
(] Skadarsko jezero-bijeli

Slika 21. Kladogram haplotipova. Oznake haplotipova su iste kao i u tabeli 20. Velicina krugova
haplotipova pronadenih u okviru Cetiri ispitivane populacije odgovara broju jedinki koje dijele isti
haplotip. Dvobojnost (PYl) oznacava da je haplotip pronaden u dvije populacije. Svaka linija koja
uCestvuje u povezivanju haplotipova predstavlja jedan mutacioni korak po algoritmu programa TCS, a
sivi kruzic¢i predstavljaju teoretski nedostajuée haplotipove.

Posmatranjem kladograma u cjelini (Slika 21) centralnu poziciju zauzima haplotip PYI koji je
vjerovatno i ishodisni haplotip za sve Cetiri a priori definisane populacije. Ovaj haplotip pokazuje
najvecu frekvenciju i odsustvo ograniéenosti u prostornoj distribuciji. Naime, naden je i kod jedinki
iz Prespanskog kao i kod jedinki iz Skadarskog jezera i to populacije zutog. Svi ostali haplotipovi su
pokazali manju frekvenciju zastupljenosti kao i prostornu odnosno populacionu privatnost. Sa slike
se jasno uocava da haplotipovi nadeni u populaciji iz Ohridskog jezera i haplotipovi populacije
Skadar_bijeli formiraju zasebne grupe (klade) dok populacije Skadar_zuti i populacija iz
Prespanskog jezera formiraju zajednicku liniji i ne mogu se medusobno odvojiti.

&)



Rezultati

Divergencija izmedu haplotipova se krec¢e od jednog do 5 mutacionih koraka. Najudaljeniji
haplotip WI se nalazi u okviru klade Skadar_bijeli koji je udaljen 3 mutaciona koraka od centralnog
haplotipa. Unutar klade Skadar_bijeli centralnu poziciju zauzima haplotip WII koji je jedan mutacioni
korak udaljen od ishodisnog haplotipa. lzuzev haplotipa W! koji je dva mutaciona koraka udaljen od
centralnog haplotipa klade bijelog ostala dva haplotipa ove klade (Wil i WIV) su udaljena po jedan
mutacioni korak. Maksimalna detektovana udaljenost haplotipova koji pripaduju dvijema
populacijama iz Skadarskog jezera iznosi 5 mutacionih koraka i uocava se izmedu haplotipova YI |
WI.

Srodnicki odnosi ispitivanih populacija analizirani su i utvrdivanjem njihove genetitke
(nukleotidne) divergencije (Tabela 22). Procentualna vrijednost srednje geneticke distance izmedu
ispitivanih populacija kre¢u se od vrijednosti jednake nuli (izmedu populacije Prespa i Skadar_zuti)
do maksimalne zabiljezene vrijednosti od 0,4 %. (izmedu populacija Ohrid i Skadar_bijeli).

Tabela 22. Procentualne vrijednosti nukleotidne divergencije (Da) medu ispitivanim populacijama

Prespa Ohrid Skadar_zuti Skadar_bijeli
Prespa -
Ohrid 0,2 -
Skadar_zuti 0,0 0,2 -
Skadar_bijeli 0,02 0,4 0,03 -

4.2.1.3. UTVRDIVANJE VREMENA DIVERGENCIJE

Procjena vrijednosti vremenski najblizeg zajedni¢kog pretka (TMRCA) dobijena primjenom
preciznog molekularnog sata za dva simpatricka taksona iz Skadarskog jezera iznosi 5.648 x 10°
godina $to odgovara geoloSkom periodu Pleistocenu. Vrijednosti 95% HPD (eng. hight posteriory
density) su u ospegu od 1.187 x 10° do 1.145 x 10°.
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Rezultati

4.2.2. ANALIZA SEKVENCIONIRANJA FRAGMENATA NDNK

Reakcijom sekvencioniranja utvrden je nukleotidni raspored fragmenata nDNK duzine 243
bp kod ukupno 78 jedinki ispitivanih populacija (Slika 22).

Analizom dobijenih rezultata detektovana su dva polimorfna mjesta na osnovu kojih je medu
Cetiri ispitivane populacije ukupno identifikovano dva haplotipa. Varijabilna mjesta detektovana su
na pozicijama broj 117 i 238. Vrijednost divergencije izmedu haplotipova iznosi 0,08%. Jedan
haplotip je naden isklju¢ivo kod jedinki populacije Skadar_bijeli dok drugi nije pokazao ovakvu
populacionu fiksiranost, a time ni ograniCenost prostorne distribucije ve¢ je naden i kod jedinki
Prespanskog, Ohridskog i Skadarskog jezera (populacija Skadar_zuti).

TATGCTCAGC AGAGTTCAGA GGATTAGAGA GAGTATCTGA 40

GACATTTTGG GTCCTCAGAG TGATCTCATA AAATTTCCTA 80
117

AAACCATAAA ATGTTTCTGA TAGTTTGAAA GAAGCGCAAA 120

GCGTAGCGTC AGTTCTGGCA GGTCACGTTA GTCAAGCTCG 160

CATCAGCTGA CTCTCAGCTG ATCCACGTCT ACCTATAGGA 200
238

ATACGACGCC TATCACTGTA TACATATGAG CTCCTTCGGT GCT 243

Slika 22. Nukleotidna sekvenca 243 bp dugog fragmenta nDNK. Polimorfna mjesta su obojena crvenom
bojom i oznagena brojem.

4.2.3. ANALIZA MIKROSATELITNE DNK

4.2.3.1. KLONIRANJE MIKROSATELITNIH LOKUSA ZA ROD RUTILUS

Uspjes$no izolovana genomska DNK (60 ng) upotrijebliena u sprovodenju protokola za
kloniranja mikrosatelitnih lokusa roda Rutilus dobijena je iz jedinke populacije Skadar_zuti.
Restrikcija genomske DNK enzimom Sau3A1 dala je fragmente veli¢ine od 500-1500 bp i time je
omoguceno formiranje genomske biblioteke neophodne za nastavak protokola (Slika 23).
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Rezultati
Procesom transformacije u hemijski kompetentni soj E.coli dobijen je veliki broj klonova koji
su sadrzali inserte genomske biblioteke roda Rutilus. Nakon zavrSene reakcije amplifikacije (PCR
reakcije pozitivnih klonova) za reakciju sekvenciniranja odabrani su produkti (inserti DNK) sa
rasponom veli¢ina od 400 do 1000 bp za koje se ocekivalo da sadrze mikrosatelitne lokuse (Slika
24). Za sekvencijsku reakciju odabrano je 112 produkata reakcije amplifikacije pozitivnih kolonija.

Slika 23. Genomska biblioteka roda Rutilus. Slika 24. Elektroforetski prikaz veliCine inserta
DNK nakon zavrsene PCR reakcije pozitivnih
kolonija. Na slici su uogljivi fragmenti razlicitih
veli¢ina. Strelicom je oznacen primjer trazene
veliCine fragmenata za sekvencijsku reakciju

4.2.3.1.1. DIZAIJNIRANJE PRAJMERA | OPTIMIZACIJA PCR REAKCIJE

Reakcija sekvencioniranja omogudila je identifikaciju mikrosatelita u vecini sekvenci,
medutim u svim slu¢ajevima nije bilo moguée dizajniranje seta prajmera. Na osnovu strukture
nukleotidne regije koja okruzuje mikrosatelite tj. boc¢nih (eng. "flanking region") mikrosatelitnih
regiona kreirano je devetnaest parova prajmera.



Rezultati

Devetnaest kreiranih prajmera podrvgnuti su daljem testiranju i optimizaciji reakcije
amplifikacije. Jedanaest lokusa nije pokazalo zadovoljavajuée elektroferograme i oni su eliminisani
iz dalje analize. UspjeSna optimizacija PCR reakcije ostvarena je za 8 dizajniranih prajmera (Slika
25), sto su potvrdili i elektroferogrami visokog kvaliteta.

Slika 25. Elektroforetski prikaz uspjeSne optimizacije PCR
reakcije kreiranog prajmera za polimorfni lokus. Kolona desno
predstavlja marker velicine 1000 bp.

Svih osam lokusa podvrgnuto je tipiziciji na 156 jedinki ispitivanih populacija (Prespa, Ohrid,
Skadar_zuti, Skadar_bijeli). Na testiranim uzorcima 3 lokusa (RopsTet 6, RopsTet 7 i RopsTet 8)
su se pokazali kao monomorfni i time bili eliminisani iz dalje analize. Za dalje intra i inter-
populacione analize iskori§¢eni su preostalih 5 polimorfnih tetranukleotidnih mikrosatelita (RopsTet
1, RopsTet 2, RopsTet 3, RopsTet 4, RopsTet 5) (Tabela 23).




Rezultati

Tabela 23. Mikrosatelitni lokusi roda Rutilus. Date su sekvence forvardnog (F) i reverznog prajmera (R),
ponavljaju¢i motiv, temperature hibridizacije (T,) i registracioni broj u GeneBank. Forvardnim (F) prajmerima
je dodata M13 (-21) univerzalna prajmer sekvenca CAGTCGGGCGTCATCA, a reverznim (R) prajmerima
GTTTCTT rep na 5 kraju.

Naziv lokusa Nukleotidni raspored pocetnih Ponavijajuéi T,('C) GenBank
oligonukleotida motiv broj
RopsTet 1 F-TACCATAGTGATTCAAAGGTTATGATG  (TATC):s 50 JF730095

R: TTCGTGTTATTATTTGAAGTGTAGGC

RopsTet 2 F: TCGCAAACAAGAGCAAGTGC (GATA)+; 55 JF730096
R: TTCACCAAAGAACAGCGGAAG

RopsTet 3 F: CTCTTTGTTTTTCTGGCCCC (TGTC)s 55  JF730097
R: GAGGATCCCTTCACGCATG

RopsTet 4 F: CAGCAGAAGCTTCACCACTGG (TATC),4 55  JF730098
R: ACTCCACCGCATGTCAGCA

RopsTet 5 F: GCATGTGAGTCATTGGCTACTTAT (GATA)s4 55  JF730099
R: GTTCAGATTTGTGTTTGGAATCAG

RopsTet 6 F: GCGCTGAGTTTCACAAACGA (GATA)4 55  JF730100
R: TGAGTTAAGCAGGACCGGCT

RopsTet 7 F: CGTCCACGCAACGAGTCCTTAC (GACA), 55  JF730101
R: CAGTCCAGAACCACCTTCAGAGG

RopsTet 8 F: TTTATGTCTCGGCGGGGC
R: GCATGAACCGAGAGGACACAA (TCTA) 17 55 JF730102

4.2.3.1.2. REGISTRACIJA MIKROSATELITNIH LOKUSA

De novo tipizirani mikrosatelitni lokusi i dizajnirani prajmeri za njihovu amplifikaciju
registrovani su u GenBank-u (www.ncbi.nim.nih.gov). Ime lokusa izvedeno je od po&etnih slova
objekta istrazivanja (Rutilus) i lokaliteta sa kojih poticu uzorci (Ohridsko jezero, Prespansko i
Skadarsko jezero). Drugo ime iz naziva lokusa potice od broja nukleotida osnovnog motiva
mikrosatelita.
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Rezultati

4.2.3.2. STATISTICKA ANALIZA MIKROSATELITNIH LOKUSA KOD PROUCAVANIH
POPULACIJA

Analiza je obuhvatila podatke o pet polimorfnih mikrosatelitnih lokusa za jedinke iz Cetiri a
priori utvrdene populacije. Testovi o potencijalnom prisustvu nultih alela i test za "linkage
disequilibrium" su dokazali da dobijeni lokusi nisu povezani i da ne postoje dokazi o potencijalnom
prisustvu nula alela.

Svi ispitivani lokusi pokazali su prisustvo velikog broja alela koji se krece u rasponu od 8-22
alela. Sumarna statistika za sve Cetiri populacije na 5 analiziranih lokusa data je u Tabeli 24.

Na lokusu RopsTet 1 broj alela je u rasponu od 14 alela koji su zabiljezeni za populaciju
Skadar_bijeli do 16 alela za populacije Prespa i Skadar_zuti. 15 alela je zabiljezeno za Ohridsku
populaciju. Na lokusu RopsTet 2 zabiliezeno je 14 alela za populaciju Skadar_bijeli, 18 alela za
Prespansku i Ohridsku populaciju. Populacija Skadar_zuti na ovom lokusu ima 21 alel. 8 alela je
registrovano kod populacija Prespa, Ohrid i Skadar_bijeli, a 11 u populaciji Skadar_zuti na lokusu
RopsTet 3. 15 alela je registrovano kod populacija Prespa, Ohrid i Skadar_bijeli, a 22 u populaciji
Skadar_zuti na lokusu RopsTet 4. Na lokusu RopsTet 5 zabiliezeno je 15 alela za Ohridsku
populaciju i populaciju Skadar_zuti, 16 alela Skadar_bijeli i 20 alela za Prespansku populaciju.

U ciliju dobijanja kompletnijeg uvida u nivo interpopulacione diferencijacije ispitivanih
populacija izraunat je i broj privatnih alela. Uzimajuci u obzir gitav set podataka za sve Getiri
populacije dobijeno je ukupno deset privatnih alela i to za populaciju Prespa 3 alela; Skadar_zuti 2
alela; Skadar_bijeli 5 alela dok kod populacije iz Ohridskog jezera nije konstatovano prisustvo
privatnih alela. Populacije iz Skadarskog jezera su zatim i zasebno podvrgnuti analizi. Rezultati ove
analize su pokazali da skadarske populacije medu sobom imaju ukupno 21 privatni alel, od kojih je
12 privatnih alela za populaciju Skadar_bijeli, a 9 za populaciju Skadar_zuti.
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Rezultati

4.2.3.2.1. ANALIZA POLIMORFIZMA MIKROSATELITNIH LOKUSA

UocCena heterozigotnost se nalazi u rasponu od 0.576 do 0.970, dok se vrijednosti
ocekivane heterozigotnosti kre¢u od 0.611 do 0.924 (Tabela 24). Prije izvrSene korekcije za
viSestruke testove svega jedan lokus je pokazao znacajno odstupanje od Hardi-Vajnbergove
ravnoteze. U ukupnoj statistici populacija Skadar_zuti je pokazala znacajno odstupanje. Medutim
nakon izvrSene korekcije nije postojalo znac¢ajno odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze i
samim tim nije dalje razmatrano.

Najmanja uoc¢ena heterozigotnost utvrdena je za populaciju Prespa i to na lokusu RopsTet3.

4.2.3.3. ANALIZA STEPENA GENETICKE DIFERENCIJACIJE ISPITIVANIH POPULACIJA

Vrijednosti zabiljezenih parametara F i R statistike dobijenih u cilju procjene nivoa geneticke
diferencijacije ispitivanih populacija prikazane su u Tabeli 25. Konstatovane vrijednosti divergencije
(Fst-vrijednost) izmedu parova Cetiri ispitivane populacije izratunate na osnovu frekvencije alela
kretale su se od veoma niske vrijednosti 0,015 zabilijezene izmedu populacije iz Prespanskog
jezera i populacije Skadar_zuti do veoma visoke 0,07 izmedu populacija Prespanskog i Ohridskog
jezera. Registrovane Rsr-vrijednosti su se kretale od veoma niskih 0,095 registrovanih izmedu
Prespanske i Skadar_zuti populacije do veoma visokih 0,591 registrovanih izmedu Ohridske i
Skadar_bijeli populacije.

Tabela 25. Prikaz vrijednosti Fgr (iznad dijagonale) i Rst (ispod dijagonale) izmedu parova populacija kao i
njihova statisticka znacajnost nakon izvr§ene korekcije (*P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001)

Populacije Skadar_bijeli Ohrid Prespa Skadar_zuti
Skadar_bijeli - 0,058** 0,0542** 0,0392**
Ohrid 0,59147*** - 0,0752** 0,0331**
Prespa 0,29352*** 0,43053*** - 0,0150**
Skadar_zuti 0,47266*** 0,30665*** 0,09523*** -
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Rezultati

4.2.3.4. IDENTIFIKACIJA BROJA GENETICKIH GRUPA

Rezultati analize utvrdivanja generalne strukture i stvarnog broja populacija medu getiri a
priori definisane populacije pokazali su postojanje tri geneti¢ka klastera (grupe) (K=3) sto ukazuje
na postojanje tri razli¢ita taksona medu cCetiri ispitivane populacije. Dobijeni su sledeée grupe
(klasteri): Ohridski, Skadar_bijeli i klaster koji ¢ine jedinke iz Prespanskog jezera i Skadar_zuti.
Rezultati ove analize podudaraju se sa predpostavkom da medu cetiri ispitivane populacije zapravo
i ne postoje Cetiri vrste (taksona).

Ukupni prikaz diferencijacije genotipova na individualnom nivou dobijen je na osnovu FCA-
grafika koji odrazava relativno niske ali statisticki znacajne Fsr vrijednosti izmedu populacija. FCA
grafik prve dvije ose prikazuje Slika 26. Prva osa pokazuje jasno izdvajanje klastera genotipova
kojeg sacinjavaju jedinke Skadar_bijeli. Ova populacija pokazuje najvisi nivo divergencije i najmanji
stepen preklapanja sa jedinkama ostalih populacija, ukljuujudi i jedinke simpatricke populacije iz
Skadarskog jezera (Skadar_zuti). Duz prve ose se moze uociti i najveci stepen divergencije izmedu
klastera Ohridske populacije i Skadar_bijeli.
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Rezultati

4.3. EKOLOSKA ANALIZA
4.3.1. ANALIZA RASTA

4.3.1.1. ANALIZA RASTA POPULACIJE SKADAR_BIJELI

4.3.1.1.1. UTVRDIVANJE MODELA RASTA

Na osnovu seta originalnih podataka duzinskih i tezinskih (bez unutrasnjih organa) mjera

populacije Skadar_bijeli dobijena je jednacina prikazana na Slici 27. Dobijena vrijednost

regresionog koeficijenta (b=3,0147) pokazuje da ovu populaciju karakteriSe izometrijski model

rasta. Registrovana vrijednost koeficijenta korelacije (r=0,93) ukazuje na gotovo savrdenu

korelaciju izmedu vrijednosti duzina i tezina.
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Slika 27. Duzinsko-tezinski odnos populacije Skadar_bijeli izra¢unat na osnovu tezina bez
unutradnjih organa. Na slici je prikazana jednacina iz koje su dobijene vrijednosti regresionog

koeficijenta kao i vrijednosti koeficijenta korelacije.



Rezultati

Rezultati duzinsko tezinskog odnosa izraCunatog na osnovu podataka duzina i tezina sa
unutradnjim organima (polno zrele jedinke) prikazani su na Slici 28. Dobijena vrijednost
regresionog koeficijenta (b=3,40) ukazuje da nakon sticanja polne zrelosti jedinke ovog taksona
karakteriSe alometrijski rast. Zabiljezena je ista vrijednost koeficijenta korelacije kao i u prethodnom
sluéaju (r=0,93).
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Slika 28. Duzinsko-tezinski odnos populacije Skadar_bijeli izracunat na osnovu tezina sa unutrasnjim
organima polno zrelih jedinki. Na slici je prikazana jednacina iz koje su dobijene vrijednosti regresionog
koeficijenta kao i vrijednosti koeficijenta korelacije.

4.3.1.1.2. DUZINSKO RASTENJE

U uzorku jedinki ispitivanih u cilju analize duzinsko rastenja bile zastupljene su uzrasne
klase od 1 do 4 godine (Tabela 26). Variranje duzina uzrasne klase 1 iznosi od 105, 46 do 124, 54
mm, dok je srednja vrijednost iznosi 88, 94. Kod uzrasne klase 2 variranje duzine je u opsegu od
117, 60 do 135, 9 mm, dok registrovana srednja vrijednost iznosi 126, 43 mm. Granice variranja
duzina uzrasne klase 3 su od 134,03 do 171,8 dok srednja vrijednost iznosi 154,02 mm. Srednja
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Rezultati

vrijednost uzrasne klase 4 iznosi 217,17 mm dok raspon variranja vrijednosti duzina se kre¢e od
201,42 do 224, 40.

IzraCunati parametri koji opisuju tempo rasta prikazani su u Tabeli 26. Dobijene vrijednosti
apsolutnog prirasta ukazuju na neravnomjeran rast <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>