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Saget ak

Ov aj rad p Stanje nfdogenetskananakiza populacije liplieddymalus

thymallu3 na podrulju N.P.Risnjakfi opisuje i ana
gornjeg toka rij dRmaKRpeawui polr al¢emi NuPovom r
dana 29. listopada 2014. godine na dvije lokaggke Kupe Kupar i i Ugi e, te
prikupljeni uzorci peraja lipliena na terenu i laboratoriju Zaveada r i bar st vo, p |
lovstvo i specijalnu zoologiju Agronomskog fakulteta u Zagrddu. v r L e ni SuU prifg
haplotipovi lipljena usporedbom svih dobivenih sekvenci DNK lanaca duljine 1089 bp.

Analizirani wuzorci na ovomaplidriuf auhaphraetiapa
Thyl, Thy2) koj i SuU Uuspor eStanje popudaaije liplgmrmam pod
gornjem toku rijeke Kuppokazujekakopodr ul j e i ma opti mal ne uvj et
Od ukupno 52 primjerk&oja su uzorkovanalipljen dominras a 43 | edi nke, gt

i ndi kat ikvalitdter $f eke Kupe (osjetljiv je na onel

K1 j ul n dipljeni N.PeRishjakhaplotip,GenBank, filogenija



Abstract

Graduate thesis under o p iThe st#usand phylogenetic angdis of grayling
(Thymallus thymallys populationi n Nati onal par k A Rnalyzeg a k fi fi
phylogenetic place of grayling population in the upper flow of Kupa river in National park
ARi snj akif. ollettezl ond28 ®ctoben281st orctwo locations of river Kupa (Kupari
and Ugl e) . (@aghti\W) denghdTLaadtgmyling finsamplesvere processed
on the field and iraboratory of the Department of Fishery, Beekeeping, Hunting and Special
Zoology of Faculty of Agriculture in Zagreb. By combining all gathedada of sequenced
DNA chains with the length of 1089 bp it was establishedaptothype®f graylingfor this
area (Da25cs, Da27cs, Thyl, Thy2). Analyzed haplotypes were compareGeviBank
databasePopulation state of grayling in upper flow of Kupa river shows that this territory has
optimal conditions for their growth and development. Ouhef52 caught samplegrayling
dominates with the number of 43 samples.

Key words: grayling, N.P.Risnjak, haplotype, GenBank, phylogen



Sadr gaj

L U 1V To PSP 1
2 Nacionalni park RISNJAK ...t ieee e e 2
21 Biologka raznol..k.os.t...N..P..ARi.s.n.,j.ak.n3
2.2 Lipljen (Thymallus thymallUs..............ooeiiiiiiiiiieeee e 4
22 T Y/ o g {] (o To 1 = W I o1 (o1 (o Yo 1] = SRR .
P - 1] 0] €0 1 1 = ][] 101 PO 5
3 Materijali | MELOUR........coiiiieeeeee e e e e e e e e e e aneer e e e e eeas 7
3.1 1zolacija DNK MOIEKUIE.........ccoiiiiiieeeeiiiee e 8
32 Provjera uspj eg.no.s.t...l.zaol.ac.i.j.e...DNK8
33 Lan| ana reakcij a..p.ol.i.mer.az.om..(.RPCR)9
34 Prol i gl apradokat@...R.CRu..ccccoereeereeeceeeeeeee e 9
35 Odrelivanje primarne s.t.r.uk.t.ur.e..DNKO
4 REZURAL | FASPIAVA. ... .uutuiiiiiiiiiiiiiii ettt e et e e e nnes s 11
41 Provjera uspj eg@g.no.s.t.i..li.z.aol.ac.i.j.e..DNK3
4.2  Provjera PCROrodUKALAL..........cccoiiiiiiiiiiieeee e 14
4.3 Sekvenciranje DNK [@NaCa............cccoiiiiiiiiiiiiee e 15
5 ZaK | Jolh @ K 17

I ) (=1 €= 1 (0 | - WP RORPRPRPRN 18

(sekyv



1 Uvod

Podrulje jadranskog sliva je svjetski poz
(Vukovil i Ivanovili, 1971; Economidis i Bana
izrazito vrijedan i vagan di o I®ojmasupripideicik ao i

Thymallidae (lipljeni).

Mitohondrijska DNK (mtDNK) je izuzetno vrijedan genetski marker u populacijskoj i

evolucijskoj bi ol ogiji. Razl og tome je, gto
budul i da | &im projemskoptjaindm 100Gapo stamiti.iJednostavna organizacija,
materinsko nasljelLivanje i odsutnost rekombi
idealnim markerom za istragivanje strukture
ukl jumugubacije, i ntrodukci je i Auska grl ah
popul aci j e, mt DNK je vrl o korisna, bil o da
(interspecifilna divergenca) il u NNKtkaor poj e
mol ekul arnim markerom moguie je razluliti S

varijacije pojedinih, geografski odvojenih populacija.



2 Nacionalni park Risnjak

Nacionalni parkRisnjak dobiojei me po ¢ i Lyox lyn®, jainacionalrsmu  (
parkomijepr ogll®%&8n godi ne, na prijedlog botanil a
6350 hektaraSmj egten j e na sj ever ozRimastagorafskop ubl i k
g u p aum grgnicu sa Slovenijotege o gr af ski o mulpwalira | Ketaraswir ts k o
Nalazi se u blizini Jadranskog mora, otprilikes km sj ever oi st,®bdbsimo od ¢
sredignjeg dijela masiva Ri sniig, teizvarrijeke Kupd v a i a
S njezinim gornjim tokom, koji od 1963godi ne i ma status zagt
(https://www.parkovihrvatske.hr/nacionalparkrisnjak).

Podrul je Naci onal nog par ka Ri snj ak prinp

predstavlavea i zmelLu Al pa i dinarskih planina. Vel
europskih vrsta prema jugoistoku Europe koj a
pl anina Risnjak i Snjegni k i rezudné kojmsel a r a:
moge nali u okolici. Raznolikost klimatskih,

je za posljedicu raznoliku floru i faunu, kao i blizina Jadranskog mora koja je razlog pojave
temperaturne inverzijetd se iste vrste flore i vegetacije nalaze i uz planinske vrhove i u
dolinama Nacionalnog Parka).

Bitniji di o Nacionalnog parka nalazi se n
s izragenim krgkim obiljegji ma povereailgizvoreg ga u
te samo tri stalna oko planinske livade Leske koji tvore mali potok, koji ponire u podzemilje i
ponovno izvire na samom izvoru rijeke Kupsjaverei s t o dlijelloNacionalnog parka, te
predstavl ja gl avno hi dr ol (btip:Knprisnjakdvbnip | | e §j e
content/uploads/2009/08/NRisnjak HR-lowres mapa.pdy.



https://www.parkovihrvatske.hr/nacionalni-park-risnjak
http://np-risnjak.hr/wp-content/uploads/2009/08/Np-Risnjak-HR-lowres-mapa.pdf
http://np-risnjak.hr/wp-content/uploads/2009/08/Np-Risnjak-HR-lowres-mapa.pdf
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Sl i ka 1: ARisnjald @zeoj: ww.parkovihrvatske.hr/nacionakpiarkrisnjak)

21 Bi ol og ka rN&PARisojakii k 0 st

Na mal om prostoru Nacionalnog parka posto
kojih su 14 gumske zajednice, gto je poslje
obal nog, kontinental nog, al pskog oreujednonar s Kk ¢
pospjeguje i razlilitost ¢givotinjskih vrsta
j e smeli medvj ed, vuk, te ris po kojem je g
givotinja, kao ¢gto su pitazmiemngmaa®wii , | kputkicn i
brojnosti dolinu rijeke Kupe ponekad nazivaj
veli ke raznoli kosti, al i u  n(http:fnprienk.Nrhapy aj u n
content/uploads/2009/08/NRisnjak HR-lowresmapa.pd.

A to su:

- u sal monidnom gornjem dijel enimadzda ol na i

- u srednjem toku: podust, mrena, klen, plaiicnladica

- donjem toku: gar an, som, gt uka, grgel ,
nizinskih voda dunavskog slivat{p://ribolovntsavez.hr/ribolovnerode/kupay.


http://www.parkovihrvatske.hr/nacionalni-park-risnjak
http://np-risnjak.hr/wp-content/uploads/2009/08/Np-Risnjak-HR-lowres-mapa.pdf
http://np-risnjak.hr/wp-content/uploads/2009/08/Np-Risnjak-HR-lowres-mapa.pdf
http://ribolovni-savez.hr/ribolovne-vode/kupa/

2.2 Liplien (Thymallus thymallus)

Taksonomski pol ogaj l'i pljena

Razred: Actinopterygii (zrakoperke)

Nadred: Tel eostei (prave kogtunjal e)
Red: Salmoniformes (pastrvke)

Porodica: Thymallidae (lipljeni)

2.3 Morfologija i biologija

Liplien (Thymallus thymallysLinnaeus1758 i ma mal u, giljatu gl
kukastim zubi ma. LelLna peréajnirte dagail kap) sg
susivos me,L anaj | egl e p ok r idokesabakovi seebrmobijeliiligij jegytalmag ut i
atrbuh je bijei (Slika2).

Na podrulju Hrvatske | ipljen je kratkogiyv
godinai naraste od 25 dodokj®n acj mzeailidelgji e e wgdi nla t5a |
lipliena 60 cm, a masa 6,7 kG o r iesun, 2005.

Slika 2: Lipljen (http://www.usrvitez.ba/index.php/ribolemona/ribe/item/13ipljen)

Lipljen najlegie dijel iSamdtatii rpstamjujestav. pot ol
pastrvske v od e, brze, | i st e [ hl adne rij
(http://www.ribolovci.rs/ribel/liplierlipen-lipljan-lipan.htm)



http://www.usrvitez.ba/index.php/ribolov-zona/ribe/item/137-lipljen
http://www.ribolovci.rs/ribe/lipljen-lipen-lipljan-lipan.html

Vrijeme mrijesta | ipljenaja,paldosegpuespoinu pr ol
zrelostudobiodP3 godine za mulyjakagemldn,osqhtoo 30vi si
u kojem obitava (toplije temperature vode po
produguj u spolSamomssamif egbeappe)ipljen paglji)
dubine do 50 cm, gdje strujanje vode nije prebrzo i ima zaklona, a dno je prekriveno pijeskom.
Mugj aci agresivno |luvaju odabrana mjesta za
najpogodnijeg partneraa o p | o d ¢(http/wwwanpusiecdy.cs/épljarprikazvrste).

Populacija |lipljena u autohtonom staniggtu
napose jer je riijkedm oe krointolnjsdiointy gilsd g m @smt wvéaa) n
pogotovo jer je osjetljiva na razne negatiwvn
vode promjeneegubaanj gtup(egr aki vaonvnjgenyedadt ok
koje konkuriraju |lipljenu (Gprem i sur, 2005

Liplien (Thymallus thymallusd.ennaeus 1758) je osjetljiva (VU) u dunavskom slijevu,

dok se u jadranskom slijevu ne smatra ugrog
konnenci j om, Europskom direktivom o zagtit:i S
osjetljiv na oneliglienje vode. Ugrogava ga I
prekomjeran izl ov te unos alohtonih vrsta (M

2.4 Rasprostanjenost

Lipljen naseljava vodotoke u Veli ko] Brit
utjelu u Sjeverno mor e, pritoke rijeke Vol ge
Njemal koj, sjevernoj I t al iyiurijekamaiSay, &upi, Uni, j u Du
Dravi , Muri, Cetini i Ner et (Gipr ean p 0.stuagj e 2P ®E

Thymallus thymallus

Slika3:Podr ul j e o bi lzwvkottejatd Fréyhof) 2007 n a  (


http://www.musicar.rs/lipljan-prikaz-vrste/

Hsruwrat s k o]

obi t avanlzwr:Mriapklojve 2@D6) ui

Slikag:Podr ul j e



3 Materijali i metode

Uzorkovanje ihtiofaune su provel:.| djel atn
specijalnu zoologiju Agronomskog fakulteta u Zagrebu, koje je obavljeri®2014.godine
iobr alene s unadieciKusn a opkoadcriujlef u Naci ¢Lh)al Wgd epar
(L2), a pikupljeni su uzorci peraja lipliena za DNK angiZNa k on mj erenj a ri b
vralene u rijeku Kupu.

Slika 5: Lokacija uzorkovanja na rijeci Kupi

Ribe su lovljenelektroagregatom Agronomskog fakultdta b uhval eno j e ok«
na svakojlokacij, te su i z mj, sppleodrezanfea skeo,madii §i rpaodr e pn
svakoj jedinki, koji jepohranjen u 96%nom etanolu, u prethodno pripremljenim, zasebnim
epicama



Slika 6: lovljenje elektroagregatom na rijeci Kupi

3.1 Izolacija DNK molekule

DNK molekulaizolirana je s Qiagen DNeasy Bloodandigsue kompletom kemikalija.

|l zol acija je izvrgena prema wuputama proizvo
DNK kompletima uzeto je oko 25 mg tkiva. Izolirana DNK pohranjena je na 4 °C. Izolirani
uzorci oznaleni su brojevima: 2, 3, 4, 5, 6,

26, 31, 32, 33, 34, 36, 38, 39, 40, 42 43.

32Provjera uspjgBNKnosti izol ac

Kvaliteta dobivene DNK provjerena je elekiwofzom u gelu agaroze. Agarozni gel od
1,5 % pripreman je zagrijavanjem agaroze u T
dodao se etidijev bromid (kojeaimgml)teseapgrignt r ac
pripremljen kalup s legljilima za jagice (z:
temperaturi oko 30 minuta da se hlalenjem sk

8



Gel agaroze se stavio u kadicu za elekie#u (Sukcell, GT, BIORAD) napunjenu s
TBE puferom, ijieluo jh@icle (se0Ohhamg DNK) wuzorka

2 ¢l pufera za nanogenje uzobUUkpe@bojadbyfyahie
se 2 ¢l standarda elaka dbDMK, vany edrdwgu npu foars |
negativna kontrol a, zatim u slijedelu pozit
koncentracije i odgovarajule kvalitete.

Elektroforeza se obavljala pod naponom od 60 V u trajanju od 45 minuta. éjeadv
DNK u gelu agaroze vizualizirana je izlaganjem UV svjetlu na transiluminatoru (Uvitec)
svjetlom val nYPikadjugi ne 302 nm

33 Lanl ana reakcija polimerazom (PCR)

Za | anlanu reakciju poli mer a2% oLRBT-1106r i st i |

(Uiblinisu, 2001) s kojima j e umn o ¢Reakcijgserodvimta DNK n
u tri stupnja na razlilitim temperatur ama. U
denaturacije dvolan| ane mol ekul e nuldedtidi.su Pr i S
prilegl:i uz kompl ementarna mjesta na mol ekul

sinteze komplementarnog lanca DNK.

Reakcija umnaganja i zvolerhU gvaku reakciyskuu p n o m
smjesu se dodalo oko 100 ng DNK. Remai j a se odvijala u wurela
polimerazom Mastercycler personal (Eppendoaflunnaganj e odsj el aka od:
ciklusa

34 Prol i gl awvpeoduykata P CR

Ukl anjanje pol,enzmaPC,r onwklae¢ at idastalih ne
obavljeno je komercijalno dostupnim kompletom QIA quick PCR Purification Kit (Qiagen)
prema uputama proizvolLal a.



350drelivanje primarne strukture DNK (

Uzorci za sekvenciranje priprdéjieni su s kompletom Big Dye Terminator Ready
Reaction Mix (Applied Biosystems) prema uput
lanca 5' kraja kontrolne regije mtDNK se odvijala na ABI PRISM 3A0ant Genetic
Analyzer (Applied Biosystem) DNK sekvena r u kor i st el i prethodno
analizuodf el aka korigten je kompjuterski program

Sravnjivanje sekvendi z r a je @ programu Bio Edit Sequence AligmeEditor,
verzija 7.0.9.0. (6/27/07) (Hall, 1999) uz vizualnu provjéid. v r L e n i hapl oti povi
uzoraka DNK usporeleni su sa haplotipovi ma I
odrelivala se razlika unutar samih haplotipo

10



4 Rezultati i rasprava

Uzorkovanjem na dvije lokacijeijeke Kupe (Kupari ( L 1)
Nacionalnog parkaRisnjaki ulovljeno je sveukupno 53edinke od toga je 43 lipliena

(Thymallus thymallys8 p o t ib pastna(Salmo trutta

Qottys gobiy (Tablica 1).

i (L2)V dniitar

Na lokaciji L1 (Kupari) ulovljeno i uzorkovano je 38dinke od toga 18 lipliena4

10

pripadaj

pot ol nei pjaessd{anmaspee g16, 23 g i totalne dugine
Na |l okaciji L2 (Ugle) sveukedimkinad tojae25 ul ov |

liplenai4 pot ol ne pastrve

TablicalPr i kupl j eni uzorci riba, njihove

Datum DNK Lokacija Vrsta w TL Spol

oznaka na

eppendorf

tubici
29.10.2014. 1 Kupari (L1) lipljen 410 48,5
29.10.2014. 2 Kupari (L1) lipljen 152,8 27,5
29.10.2014. 3 Kupari (L1) lipljen 288,7 35,5
29.10.2014. 4 Kupari (L1) lipljen 344,8 39
29.10.2014. 5 Kupari (L1) lipljen 274,8 32 M
29.10.2014. 6 Kupari (L1) lipljen 27454 32 M
29.10.2014. Kupari (L1) Cottus gobio 16,23 10,5
29.10.2014. Kupari (L1) Salmo trutta 19,4 13,5
29.10.2014. Kupari (L1) Salmo trutta 3,85 9,1
29.10.2014. Kupari (L1) Salmo trutta 103,89 21
29.10.2014. Kupari (L1) Salmo trutta 10,67 10
29.10.2014. 7 Kupari (L1) liplien 415 F
29.10.2014. 8 Kupari (L1) lipljen 463 37
29.10.2014. 9 Kupari (L1) liplien 116 25
29.10.2014. 10 Kupari (L1) lipljen 255 315
29.10.2014. 11 Kupari (L1) lipljen 34
29.10.2014. 12 Kupari (L1) liplien 41,5 M
29.10.2014. 13 Kupari (L1) lipljen 32,8 F
29.10.2014. 14 Kupari (L1) lipljen 330 35 F
29.10.2014. 15 Kupari (L1) lipljen 33 M
29.10.2014. 16 Kupari (L1) lipljen 35 F
29.10.2014. 17 Kupari (L1) lipljen 34,8 F
29.10.2014. 18 Kupari (L1) lipljen 35,5 F
29.10.2014. 19 ugi e ( liplien 27,5 F
29.10.2014. 20 ugi e ( liplien 28,5 M
29.10.2014. 21 ugi e ( liplien 30,2 F
29.10.2014. 22 ugi e ( liplien 27 M
29.10.2014. 23 ugl e ( liplien 34,5 F

11



29.10.2014. 24 ugi e ( liplien 20,3 M
29.10.2014. 25 Uugli e ( liplien 22,5 M
29.10.2014. 26 ugi e ( liplien 25,5 M
29.10.2014. 27 Uugli e ( liplien 19,7 M
29.10.2014. 28 ugi e ( liplien 37,5 M
29.10.2014. 29 ugl e ( liplien 28 F
29.10.2014. 30 Uugi e ( liplien 10,5 -
29.10.2014. 31 ugl e ( liplien 36 F
29.10.2014. 32 ugi e ( liplien 22 F
29.10.2014. 33 ugl e ( liplien 37 F
29.10.2014. 34 ugi e ( liplien 34,5 M
29.10.2014. 35 ugi e ( liplien 29,5 F
29.10.2014. Ugl e ( Salmo trutta 27 F
29.10.2014. 36 ugi e ( liplien 29,5 F
29.10.2014. 37 Ugli e ( liplien 33,5 F
29.10.2014. 38 Ugli e ( liplien 33 F
29.10.2014. 39 ugli e ( liplien 33,5 M
29.10.2014. 40 Ugli e ( liplien 32 F
29.10.2014. 41 ugli e ( liplien 33,5 F
29.10.2014. 42 ugli e ( liplien 33,7 M
29.10.2014. 43 Ugli e ( liplien 29,8 M
29.10.2014. Ugl e ( Salmo trutta 22 F
29.10.2014. Ugl e ( Salmo trutta 18,1 F
29.10.2014. Ugl e ( Salmo trutta 22,5
Prosjelna izmjerena totalna dugina) |ipl]

izmjerena j e maksi mal nminimalmamd nlao kkdaiqii jnia 2 d( Ui
cm(Graf ). Gt o se ti | e maijednkilipienaj na tolacijiol. Naksimalr
zabiljegena masa tij el giznodglaald6g | Rar g sej e4dl6n3a gma sc
izmjerenih jedinki iznosila je 2996 g.

60
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Grafl: Dugi nski Thygmsafksthymallugpl j ena (
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| z podataka koje su obradililplienskeem i S

populacije sa sjevera Europe mnogo slabije rastudugi nu zbog | injenice
dijelovima Europe zima ranije nastupa, a rij
rastu u prvoj godini, dok smanjenje duginsko
da ribe dwagitmu bme@g@eo uu masu, gto se moge poVe:

hrane u rijeci Kupi.

Kod potolne pastrve izmjerena je totalna
samo na lokacijil i prosjelna vrijednost @aas3eB85 g, e 1 zn
maksi malna 103,89 g) . Prosjelna totalna dugi

minimalna 9,1 cm, a maksimalna 27 cm.

30
°
25
PS °
20 hd
°
15
°

10 ry °

5

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Graf2: Dugi nski rasamotrpttdt ol ne pastrve (

41 Provjera uspjegnosti I zol aci j e DNK

Kvaliteta dobiveneDNK provjerena jeelektioforazom u gelu agaroze. Razdvojena

DNK vizualizirana je izlaganjem UV svjetlu n
302 nm Na Slici 7pri kazana je wuspjegno ¢8IlnzorkaiDNEna DN
provuleno kroz 1,5% agarozni gel
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Slika 7: Uzorci DNK nakon elektodreze na agaroznom gelu

4.2 Provjera PCR-produkata

Provjera rezul tat a umnaganj a l anl anom r
elektroforezom na 0,7%om agaroznom gelu. Rezub t i su se olitaldi p o
svjetlom, a gel se fotografir &tka8).l i pohrani o

S 6. & 9 100 11 12

14 15 16 17 18 19 22 24 25 26

31 32 33 34 36 38 39 40 42 43

Slika 8: Provjera PCRprodukata kontrolne regije mtDNK na agaroznom gelu
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PonovljenePCR sa primjenom razlilitih DNK oto
i zolacija DNK pomoiu Qiagen izolacijskog kit
38) nisu se uspjeli amplificirati ili su dali slab PCR signal koji nije rezultirao pozitivniR-PC
om. Stoga je provedena izolacija dodatnih osam uzoraka (br.: 1, 7, 20, 21, 23, 27, 88je29),
je ponovljen postupak izolacije i amplifikacije.

4.3 Sekvenciranje DNK lanaca

Usporedbom svih dobivenih sekvenci duljine 1089 bput vr Leno j e da s
uzorci svrstavaj u (Da2bos,tDa27as, Thyd ZHy2)|usporedi sa ap |l ot |
bazom podataka GenBank wutvrlLeno je da dva h
Da27cs), (Maril i sur, 2012) (Tablica 2).

Tablica 2: pregled analiziranih uzoraka po haplotipovima

Naziv Prisutnost Oznaka uzorka Ukupan broj
haplotipa | u GenBank uzoraka
Da25cs |Da,Mar i 10, 36, 39 3

sur, 2012)
Da27cs |Da,Mar i| 2,5,6,7,8,15, 16, 18, 22, 24, 27, 29, 34, 16
sur, 2012) 42,43

Thyl Ne 19, 20, 21, 33 4
Thy2 Ne 9, 12, 25, 28, 32 5

Prema Meraner i Gandolfiu (2012.)zgethat sk
MtDNK s obzirom na veliku rasprostranjenost lipllenea podr ul ju Europe.
nekoli ko genetskih grupa, melu kojima se jad
hapl oti pova. TakolLer i mor f ol ogke rabliH i ke s
fondovadunavskih i jadranskih lipgna

Hapl otip Da27c¢cs je izoliran kod | ipljena
(Crna Gora), Drinu (Bosna i Hercegovi na) [
(Slika). Haplotip Da25cs je izoliran kod lipljenjadranskog slijeva iz rijeke Neretve (Bosna i
hercegovina) i dunavskog slijeva Obrh, Unec
je da su novoutvrLeni hapl oti povi (Thy1l i Tt
utvrlena razlika od 2 bp.

Analizirana populacija I|Iipljena na podru
mt DNK pokazuje znalajnu geneti,| kaud rlagqpal s U o
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novout)vr Leésnpmor el uj ul i tu geneti |l ku raznoli ko
sekvencirani dijelovi mt DrNeKd 4 ti @V |j je aganetskag @ |vajma

poolal i pl j ena. Raspodjela rezultata genetskih
dvije jasno odvojene evolucijske skupine, koje zastupa lipljen ptojekz jadranskog slijeva
u Sloveniji(Slika 9) i ' i pljen 1z dunavskog slijeva (rij
budul i da su popul acije jadranskog i dunavsk
Su genetski znauuvodili Meranér j Gamdelfi (20k29.0 gt o s

Anali zirana populacija lipljena iz podrul
popul acij i hapl oti pa Da27cs koji je pronalen

Populacije lipljena dunavskog slijeva, koge nalaze od Slovenije do Crne Gore,
melLusobno su genetski bliske, gto ukazuje na
pretka ili rij&bhnilsius sGevne tPsDkie2 pvbaorjiej aci j e i s
lipljena su geogt f s Kk i |l okali zirane na odrelene rijeln
skladu s stacionarnim nalinom givota |iplije
genetske posebnost.i l okal ni h popul acija tal
van j aci jama wuolenih izmelLu populacija |iplje
popul acija istih rijelkih sustava.

Danube drainage
Northemn Alps

Danube drainage
Southern Alps

Mixed Rhine/Danube
drainages

B ™2 Danube drainage Siovenia

Balkan clade

zssl‘zzi&igz

Danube drainage Bosnia/
Montenegro/Serbia

ﬁ\

=
o

Scandinavia

Mixed Central Europe
ant  Rhine/Rhone/Denmark

8

100
~e
A Loire
Al
A
Ac4

100 as  Adriatic Basin

[ Ag2

100 l Ad)
L AgT
B e | 0 DCU
004 T brevievatra

T grubey

s 0.001 substitution/site

Slika9: Filogrammt DNK kontr ol nog pzeod Maidiisia20®apl ot i pov a
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5 Zakl jul ak

Liplenj e na podrul ju jadranskog slijeva al of
melLunarodno je zagtilena. Na podrulju Nacion
lovit, ali svaki primjerak se vrala giv u ri

Sekvenciranjemdijela mtDNK duljine D89 bp,ut vr Leni su pripadaj
l'i pljena na pophrkaRisnjakinayjoangem whku ajéka Kup®©d 4 haplotipa,
dva su novout Rraljeneiskis T hiydj sl iTkhoyj | aj ®agi7orsalen
Tolminki (Slovenija)u jadranskom slijevu

S obzirom na podjelu populacije prije 4 milijuna godina i na veliku rasprostranjenost,
mogu s e na Slpvengerda Crpewsorénije lipliena povezatporijeklomsa dvijel
iz jadranskog slijeva i dunavskog. A s obziromrasti onar ni nalusmakogni vot a
nj egov o nmosg ualineltarife genate nastanakovih lokaliziranih haplotipova.
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