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Geneti¢ka struktura populacija sredozemnog potkovi¢ara Rhinolophus euryale

Blasius, 1853 u Srbiji i filogeografija ove vrste na Balkanskom poluostrvu

Sazetak

Geneticka struktura populacija predstavlja rezultat efekta proslih dogadaja kao Sto
su prolazak populacija kroz usko grlo, postglacijalna ekspanzija, sekundarni kontakt, ali
i recentnih dogadaja i fenomena koji obuhvataju migracije, filopatriju, socijalnost itd.
Pleistocenske klimatske oscilacije uticale su na danasnju distribuciju genetickog
diverziteta mnogih vrsta koje naseljavaju Evropu. Balkansko poluostrvo je prepoznato
kao glacijalni refugijum za veliki broj vrsta umerenih podrucja, ukljuéujuci i odredene
vrste slepih miSeva. Sredozemni potkovi¢ar Rhinolophus euryale je rasprostranjen na
Sirem podruc¢ju oko Sredozemnog mora. Najcesce koristi podzemna sklonista kao $to su
pecine, i zbog toga je njegova distribucija vezana za kre¢njacke predele. Tokom leta se
zenke grupisu u porodiljske kolonije gde se odvija kocenje i podizanje mladih, a jedinke
oba pola se u jesen okupljaju u hibernacijske kolonije. Filopatrija je zabelezena kod
jedinki oba pola. R. euryale se smatra sedentarnom vrstom jer izmedu letnjih i zimskih
sklonista retko prelazi udaljenosti vece od 50 km. U Srbiji se distribucija ove vrste
poklapa sa krecnjackim podruc¢jima u zapadnoj i isto¢noj Srbiji.

Ciljevi ove doktorske disertacije bili su sistematizacija svih podataka o
rasprostranjenosti ove vrste i evaluacija populacionih trendova u Srbiji; testiranje ISSR-
PCR metode za brzo i pouzdano razlikovanje ove vrste i morfoloski sli¢ne vrste R. blasii.
Sekvence mitohondrijske D-petlje su koriS¢ene za analizu geneticke varijabilnosti,
demografske istorije i filogeografije ove vrste na Balkanskom poluostrvu. Pomocu
mikrosatelitskih markera analizirana je geneti¢ka varijabilnost ove vrste u 12 populacija
na podrucju centralnog Balkana, testirana je geneti¢ka diferenciranost i procenjen protok
gena izmedu geografskih regiona. Pored toga, analiziran je stepen srodstva izmedu
jedinki unutar razli¢itih tipova kolonija.

U periodu od 2012 do 2017. godine, sredozemni potkovicar je zabeleZzen na
ukupno 26 lokaliteta u Srbiji (na 11 je zabelezen prvi put). Ovime je broj lokaliteta u
Srbiji sa dokazanim prisustvom istraZivane vrste porastao na 73. Pronadeno je nekoliko

novih porodiljskih i hibernacijskih kolonija, kao i1 jedna letnja kolonija muZjaka.



Zabelezeno je samo jedno skloniste u gradevini, dok su sva ostala bila u podzemnim
objektima. Nisu identifikovani znacajni faktori ugrozavanja, i procenjeno je da ova vrsta
u Srbiji ima stabilan populacioni trend. Upotrebom ISSR-PCR markera je moguce brzo i
sa velikom pouzdanos$¢u razlikovati morfoloski slicne vrste srednjih potkovicara R.
euryale i R. blasii. Ova studija predstavlja prvu populaciono-geneticku analizu
sredozemnog potkovicara na podrucju centralnog Balkana. Zabelezen je veliki diverzitet
haplotipova D-petlje mitohondrijske DNK, i svi uzorci sa podru¢ja Evrope, Anadolije i
Severne Afrike su se grupisali u jednu filogenetsku kladu. Dobijeni rezultati podrzavaju
scenario brze demografske ekspanzije, a procenjeno je da je ekspanzija pocela krajem
Pleistocena. Balkansko poluostrvo je najverovatnije predstavljalo jedan od refugijuma
ove vrste u Evropi. Upotrebom mikrosatelitskih markera je takode zabelezen veliki
geneticki diverzitet. Na analiziranom podru¢ju postoji umereni nivo diferencijacije
izmedu geografskih regiona, 1 znacajna izolacija putem distance. Geneticka
diferenciranost izmedu populacija u zapadnoj i isto¢noj Srbiji je bila mala ali znacajna,
Sto se moze objasniti sedentarnoscu 1 filopatrijom vrste. Populacija iz Crne Gore je
geneticki sli¢na populacijama iz isto¢ne Srbije, $to ukazuje na potencijalno postojanje
kolonija izmedu tih regiona. Pokazano je da je stepen srodstva izmedu jedinki unutar
razli¢itih tipova kolonija slican. Mehanizmi koji leze u osnovi formiranja porodiljskih
kolonija su najverovatnije korist od grupne termoregulacije i prenos informacija o
adekvatnim skloniStima i1 lovnim teritorijama. Razmena informacija je takode verovatno
jedan od razloga grupisanja muZzjaka u letnje kolonije.

U Balkanskim populacijama sredozemnog potkoviara zabelezen je veliki
geneticki diverzitet, kako na nuklearnom, tako 1 na mitohondrijskom nivou. Ove
populacije sadrze znacajni deo genetickog diverziteta vrste, i prepoznate su kao
najbrojnije i najstabilnije na celom arealu R. euryale. Ocuvanje i zastita balkanskih

populacija sredozemnog potkovi¢ara mogu imati krucijalni znacaj u opstanku ove vrste.

Kljuéne reci: Chiroptera, D-petlja, filogeografija, izolacija putem distance, mikrosateliti,
mtDNK, refugijum, Rhinolophus euryale, protok gena, srodstvo
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Population genetic structure of the Mediterranean horseshoe bat Rhinolophus
euryale Blasius, 1853 in Serbia and phylogeography of this species on the Balkan

peninsula

Abstract

The population genetic structure of a species is a result of past events such as
bottlenecks, population expansion and secondary contact, as well as recent events and
phenomena like migrations, philopatry, sociality etc. Climatic oscillations during the
Pleistocene shaped the present distribution of genetic diversity of temperate biota in
Europe. The Balkan peninsula has been recognized as a glacial refugium for many
temperate species, including many bat species. The Mediterranean horseshoe bat
Rhinolophus euryale is distributed in the Mediterranean area. It is predominantly cave-
dwelling species and its distribution greatly overlaps with karstic regions. During summer
females form nursery colonies where they give birth and rear pups, while in autumn both
sexes gather together into hibernation roosts. Roost fidelity has been found in both sexes.
R. euryale is considered to be a sedentary species, since the distance between summer
and winter roosts is rarely greater than 50 km. Distribution of this species in Serbia
overlaps with karstic areas in western and eastern Serbia.

The aims of this thesis were to gather all available data about species’ distribution
and to evaluate population trends in Serbia; testing ISSR-PCR method for reliable
distinguishing this species from morphologically similar R. blasii. D-loop mitochondrial
sequences were used for analyses of genetic diversity, demographic history and
phylogeography of the Mediterranean horseshoe bat in the Balkan peninsula. Genetic
variability of 12 populations in the central Balkans was analysed using nuclear
microsatellites. Genetic differentiation and gene flow among populations from different
geographic regions were estimated, and relatedness within different colony types was
assessed.

In the period from 2012 to 2017, R. euryale was found at 26 localities in Serbia
(11 localities for the first time), and now the number of localities counts 73. Several new
nursery and hibernation colonies of this species were found, as well as one male summer

colony. Only one roost was found in a building, while the rest were in underground sites.



No significant threats were identified, and the population trend of this species in Serbia
iIs estimated to be stable. ISSR-PCR represents fast and reliable method for
unambiguously distinguishing morphologically similar medium-sized horseshoe species
R. euryale and R. blasii. This study represents first population genetic analysis of the
Mediterranean horseshoe bat in the central Balkans. High haplotype diversity of
mitochondrial D-loop sequences was found, and all samples from Europe, Anatolia and
Northern Africa clustered within one phylogenetic clade. Obtained results support the
scenario of a sudden demographic expansion, and it is estimated that this started in the
late Pleistocene. The Balkan peninsula was probably one of the glacial refugia of this
species in Europe. High genetic diversity was also found using nuclear microsatellites.
Moderate genetic substructuring among geographic regions and significant isolation by
distance were observed. Genetic differentiation among populations from western and
eastern Serbia was small but significant, which can be explained by roost fidelity and
non-migratory behaviour of the species. The population from Montenegro was
genetically similar to ones from eastern Serbia, which implicates the potential existence
of colonies between the analysed regions. Kinship is probably not a major factor driving
grouping of females into nursery colonies, but, more likely, benefits from group
thermoregulation and information transfer about suitable roosts and foraging areas.
Information transfer is likely underlying the formation of male summer colonies.

High genetic diversity was found among Mediterranean horseshoe bat populations
in the central parts of the Balkan peninsula, both for nuclear and mitochondrial markers.
These populations harbour significant portion of species’ genetic diversity, and they have
been recognized as the most numerous and the most stable across the distribution of R.
euryale. Therefore, protecting Balkan populations might play a vital role in conservation

of Mediterranean horseshoe bat.

Key words: Chiroptera, D-loop, gene flow, isolation by distance, kinship microsatellites,
mtDNA, refugium, Rhinolophus euryale, phylogeography,

Research area: Biology

Area of special interest: Genetics
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1. UVOD



1.1. SLEPI MISEVI (red Chiroptera)

1.1.1. Opste karakteristike slepih miSeva

Slepi miSevi (red Chiroptera) predstavljaju drugi najbrojniji red sisara posle
glodara, i do sada je opisano oko 1400 vrsta (Burgin i sar. 2018) klasifikovanih u 19
su na svim kontinentima osim na Antarktiku (Simmons 2005b). Red slepih miseva je
tradicionalno bio podeljen na dva podreda, Megachiroptera (= letece lisice), podred koji
je obuhvatao samo porodicu Pteropodidae, i Microchiroptera, u okviru koga su bile
obuhvacdene sve ostale porodice slepih miSeva. Medutim, nakon razvoja novih
molekularnih 1 citogenetickih metoda, poslednjih 20 godina je doslo do nekoliko
reklasifikacija. Po trenutno vazecéoj klasifikaciji, slepi misevi su podeljeni u dve grupe:

Yinpterochiroptera (klada A na Slici 1) i Yangochiroptera (klade B, C i D na Slici 1).

Poznato je relativno malo fosilnih ostataka slepih miSeva, a na osnovu postojecih
fosila i upotrebom molekularnih markera, procenjeno je da je divergencija u okviru ovog
reda sisara pocela u Eocenu, pre oko 50 miliona godina (Simmons 2005a). Vecina slepih
miSeva ima sposobnost eholokacije, koju koriste za orijentaciju u prostoru i pronalazenje
hrane. Eholokacija je razvijena kod svih osim predstavnika familije Pteropodidae, a i u
okviru nje vrste iz roda Rousettus koriste neki vid eholokacije (proizvode specifi¢an zvuk
lupkanjem jezika). Ishrana slepih miSeva je izuzetno raznovrsna, srazmerno broju vrsta i
diverzitetu ekoloskih nisa koje naseljavaju. Najveci procenat vrsta su insektivorne, dok
ima vrsta koje se hrane drugim beski¢menjacima, vo¢em, polenom, ribama, Zabama,

pticama ili glodarima, a tri vrste se hrane krvlju (Altringham 2011).

Kod vrsta koje naseljavaju umerena klimatska podrucja parenje se odvija u jesen,
pre hibernacije. Da bi sinhronizovali radanje mladih sa najpovoljnijim vremenskim
uslovima i maksimalnom koli¢inom dostupne hrane, kod slepih miSeva su razvijena dva
mehanizma: prvi je odloZena ovulacija i fertilizacija gde Zenka Cuva spermu u svom
reproduktivnom traktu 1 do oplodenja dolazi nakon hibernacije, dok odloZena

implantacija embriona predstavlja drugi mehanizam.
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Slika 1. Filogenetsko stablo recentnih porodica slepih miSeva. Preuzeto iz Dietz i sar.
(2009Db) i modifikovano prema Simmons (2005a).

Ovaj red Zivotinja prilagodenih na noéni nacin zivota karakteriSe jo§ nekoliko
osobina kao §to su sposobnost aktivnog letenja, visok stepen socijalnosti i1 specifi¢ne
fizioloSke adaptacije koje im omogucavaju dugovecnost (mogu da zive i do deset puta

duze od glodara sli¢ne veli¢ine (Dietz i sar. 2009; Altringham 2011).



1.1.2. Godis$nji ciklus, kolonije i reprodukcija

Veliki broj vrsta slepih miseva se grupiSe u kolonije u kojima provode bar jedan
deo svog godiSnjeg reproduktivnog ciklusa (Kerth 2008). Kolonija je definisana kao
grupa zivotinja koje su medusobno povezane bihevioralno i/ili geneticki, a dele jedno ili
viSe sklonista tokom odredenog vremenskog perioda (Altringham 2011). Slepi misSevi se
tokom godine grupisu u kolonije razli¢itog tipa (koje imaju razlicite funkcije), kao §to su
npr. reproduktivne i hibernacijske. Sastav kolonije se razlikuje izmedu vrsta, a shodno
funkciji, sastav kolonije (uzrasna struktura i odnos polova) i veli¢ina variraju u okviru
jedne vrste. Neke vrste formiraju kolonije u podzemnim skloniStima sa stabilnom
mikroklimom kao §to su pecine, napusteni rudnici ili kamenolomi, i te kolonije cesto ¢ini
veliki broj jedinki. Sa druge strane, neke vrste slepih miSeva koriste mnogo efemernija
sklonista koja su podlozna fluktuacijama spoljasnje temperature, kao $to su npr. duplje u
drvecu, prostor ispod kore drveca, ili prostor unutar savijenih listova, i te kolonije su po

pravilu male (Altringham 2011).

U umerenim klimatskim zonama slepi miSevi se tokom zime grupiSu u
hibernacijske kolonije u kojima su prisutne jedinke oba pola. Kod nekih vrsta se parenje
odvija u hibernacijskim kolonijama, dok kod drugih hibernaciji prethodi period rojenja i
parenja u prelaznim skloniStima (Dietz 1 sar. 2009b). Tokom leta se Zenke grupisu u
porodiljske kolonije u kojima se odvija kocenje i podizanje mladih (Burland i
Worthington Wilmer 2001; Kerth 2008; Boston i sar. 2012). U tom periodu muzjaci ili
zive solitarno, ili se, kod nekih vrsta, takode grupiSu u kolonije (Altringham i Senior
2005). Potencijalni razlozi zasto dolazi do polne segregacije tokom leta su verovatno
razli¢ite termalne potrebe ili izbegavanje kompeticije za resurse izmedu polova

(Altringham 2011).

Predlozeno je nekoliko faktora kao objasnjenje mehanizma grupisanja slepih
miSeva u kolonije, kao $to su grupna termoregulacija (Neuweiler 1993), ograni¢enost
resursa i odbrana od predatora (Kunz i Lumsden 2003; Kerth 2008), transfer informacija
(Wilkinson 1992) i srodstvo (Kerth i sar. 2000). Iako su homeotermne zivotinje,
heterotermija je Siroko rasprostranjena medu slepim misevima (Altringham 2011).

Heterotermija predstavlja ponasanje kada endotermne Zivotinje tokom dana usporavaju



stopu metabolizma i spustaju telesnu temperaturu zbog nedostatka hrane ili nepovoljnih
sredinskih uslova (McKechnie i Mzilikazi 2011). Mnoge vrste koje naseljavaju umerene
klimatske zone su tokom dana u stanju torpora, a aktivni su tokom no¢i (Geiser 1998).
Zenke u periodu gravidnosti i laktacije izbegavaju stanje torpora zbog razvoja fetusa i
produkcije mleka, i grupna termoregulacija je izuzetno znacajna za njih u tom periodu
zbog “ustede” energije (Pretzlaff i sar. 2010). To je verovatno jedan od glavnih razloga
zaSto se zenke kod vecine slepih miSeva tokom leta grupiSu u kolonije (Kerth 2008;
Altringham 2011). Ukoliko na odredenom podruéju postoji ograni¢en broj adekvatnih
skloniSta 1 resursa hrane, zivotinje su mozda primorane da se grupiSu u raspolozivim
sklonistima kao §to su pecine ili duplje drveéa, ¢ak i ako nemaju nikakvu direktnu korist
od zivota u takvim grupama (Kerth 2008). Privrzenost sklonistu (filopatrija) je zabelezena
kod velikog broja vrsta slepih miSeva, a obi¢no su Zenke te koje se iznova vracaju u
skloniste/koloniju gde su rodene (Burland i Worthington Wilmer 2001). Medu evropskim
vrstama slepih miSeva, ova pojava je zabelezena kod vrsta kao §to su dugouhi vecernjak
Myotis bechteinii (Kerth i sar. 2000), evropski veliki vecernjak M. myotis (Castella i sar.
2001), obi¢ni resasti veCernjak M. nattereri (Rivers i sar. 2005), smedi dugousan Plecotus
auritus (Burland i sar. 2001), veliki potkovic¢ar Rhinolophus ferrumequinum (Rossiter i
sar. 2002). Ukoliko je kod zenki izrazena natalna filopatrija, a srodstvo medu zenkama je
mehanizam za grupisanje u porodiljske kolonije, ocekivano je da stepen srodnosti medu
¢lanovima kolonije bude ve¢i nego u slu¢aju nasumi¢nog grupisanja (Kerth 2008; Boston
i sar. 2012). Kod zenki Rhinolophus ferrumequinum je zabelezena jaka filopatrija prema
porodiljskim skloniStima, 1 u okviru porodiljskih kolonija je ustanovljen visok stepen
srodnosti u okviru majcinskih linijja (Rossiter i sar. 2002). Radiotelemetrijom je
ustanovljeno da Zenke i1 njihove odrasle ¢erke koriste ista sklonista i lovne teritorije, pa je

moguce da su zZenke naucile te informacije od majki (Rossiter i sar. 2002).

1.1.3. Letenje i migracije

Slepi miSevi su jedini sisari koji imaju sposobnost aktivnog letenja (Simmons
2005b). Prilikom evolucije je doslo do izduzivanja falangi prednjih ekstremiteta (=krilo),

a izmedu krila, tela 1 repa se nalazi letha membrana koja se naziva patagijum. RazliCite



vrste slepih miSeva imaju razlicite veli¢ine i oblik krila, $to direktno reflektuje nacin leta
i strategiju lova ovih zivotinja (Altringham 2011). Dva parametra kojima se najéeSce
opisuju veli¢ina i oblik krila slepih miSeva su ,, wing loading* — WL i ,,aspect ratio* —
AR (Norberg i Rayner 1987). WL predstavlja odnos povrsine krila i veli¢ine slepog misa,
a izraCunava se kao koli¢nik tezine zivotinje i povrSine letne membrane. AR je parametar
kojim se opisuje oblik krila, a izraCunava se tako §to se podele kvadrat raspona krila i
povrsina krila. Zivotinje koje imaju visoki AR karakteridu uska i duga krila, dok Zivotinje
sa niskim AR imaju krila koja su kratka i $iroka. Slepi miSevi koji imaju kratka i Siroka
krila lete sporo i imaju odlicne manevarske sposobnosti. Takva krila su prilagodena
letenju u zatvorenom sklopu vegetacije, dok zZivotinje sa dugim i uskim krilima lete brzo

i na otvorenom prostoru, imaju slabe manevarske sposobnosti (Norberg i Rayner 1987).

Migracija predstavlja regularno sezonsko kretanje populacija (najées¢e u dva
smera) izmedu stanista ili regiona radi izbegavanja nepovoljnih klimatskih uslova, od
kojih jedan najceS¢e obuhvata mesto gde se odvija reprodukcija (Fleming i Eby 2003;
Moussy i sar. 2013). Za razliku od migracija, disperzijom se smatra kretanje u jednom
smeru sa jedne lokacije na drugu, i najées$ce ukljucuje kretanje jedinke dalje od mesta
rodenja (Fleming i Eby 2003). Slepi miSevi koji naseljavaju umerene klimatske zone
migriraju izmedu hibernacijskih i letnjih skloni$ta, ukoliko su oni prostorno odvojeni
(Burland i Worthington Wilmer 2001). Do migracija dolazi u periodima kada su
spoljaSnje temperature niske, te je povecana potreba za energijom, a smanjeni resursi
hrane (Altringham 2011). Iako je migratorno ponasanje uglavnom karakteristika vrsta u
umerenim zonama, zabelezeno je i kod vrsta slepih miseva koje naseljavaju tropske
predele, a najcesce je uslovljeno dostupnos¢u hrane (Burland i Worthington Wilmer
2001). Australijska vrsta Pteropus poliocephalus migrira jer dostupnost hrane varira zbog
padavina (Eby 1991).

Neke vrste iz rodova Nyctalus i Pipistrellus hiberniraju u dupljama drveca, i zbog
toga migriraju u juznije delove severne hemisfere gde su zime blaZze. Za razliku od njih,
pecinske vrste kao $to su vrste iz rodova Myotis i Rhinolophus migriraju lokalno jer
pe¢ine imaju mnogo stabilniju mikroklimu tj. na njih mnogo manje uticu fluktuacije u
spoljas$njim temperaturama. U sluc¢aju nedostatka adekvatnih pec¢ina, neke od tih vrsta su
se prilagodile za hibernaciju u vestackim podzemnim skloniStima kao S§to su tuneli i

rudni¢ka okna (Altringham 2011). Migratorne vrste odlikuju odredene adaptacije krila



kao Sto su visoki AR i WL 1 za$iljeni vrhovi krila, dok sedentarne vrste obi¢no imaju
kratka i Siroka krila (Norberg i Rayner 1987). Prema klasifikaciji koju je dao Roer (1995),
na osnovu distanci koje prelaze izmedu zimskih i letnjih sklonista, slepi miSevi se mogu
svrstati u tri kategorije: sedentarne vrste, regionalni migranti i migranti na duge staze.
Sedentarne vrste slepih miSeva migriraju ,,lokalno” tj. izmedu zimskih i letnjih sklonista
prelaze svega nekoliko kilometara do nekoliko desetina kilometara. Regionalni migranti
sezonski prelaze od sto do nekoliko stotina kilometara, dok su kod migranata na duge
staze, kao $to su obi¢ni no¢nik Nyctalus noctula i Sumski slepi misi¢ Pipistrellus nathusii,
zabelezena sezonska kretanja u duzini od oko 1500, odnosno 1900 kilometara (Dietz i

Kiefer 2016).

Migratorno ponaSanje ima veliki efekat na geneticku strukturu populacija. Kod
vrsta koje migriraju, najéesce je zabelezena mala strukturiranost populacija (svega 0-5%
diferencijacije izmedu medusobno udaljenih parova populacija), $to ukazuje na veliki
protok gena izmedu tih populacija. Nasuprot tome, kod sedentarnih vrsta su Cesto
zabelezeni visoki stepeni diferenciranosti populacija zbog ograni¢enog protoka gena
izmedu njih, Sto moze dovesti do izolacije putem distance (pregled u Burland i

Worthington Wilmer 2001; Moussy i sar. 2013).

1.2. GENETICKA VARIJABILNOST | MOLEKULARNI MARKERI

Poslednjih decenija je razvijen veliki broj molekularnih tehnika pomoc¢u kojih se
moze detektovati varijabilnost na nivou DNK. Uporedivanjem genetickih karakteristika
izmedu individua iz razli€itih populacija se moZe proceniti geneticka strukturiranost
populacija, stopa protoka gena izmedu njih, srodnost jedinki unutar lokalnih populacija,
itd. (Burland i Worthington Wilmer 2001; Johnson i sar. 2015). Mnoge molekularne
tehnike su inkorporirane u biogeografske studije, 1 analizom odnosa izmedu razlicitih
genetickih linija kao i njihove prostorne distribucije se moze rekonstruisati evoluciona i
demografska proSlost vrsta 1 populacija, i zakljuciti koji su faktori doprineli oblikovanju

njihove danasnje distribucije (Avise 2000).



Geneticki markeri predstavljaju nasledne karaktere (lokuse), i kod diploidnih
organizama svaka individua ima jedno ili dva razli¢ita stanja (alela) po lokusu (Sunnucks
2000). Velikom razvoju molekularnih markera su doprineli upotreba lancane rekacije
polimeraze (Polymerase Chain Reaction — PCR), primena evoluciono konzervisanih PCR
prajmera, upotreba hipervarijabilnih mikrosatelitskih lokusa i rutinskog sekvenciranja
mitohondrijske DNK (Sunnucks 2000). Veéina molekularnih markera za analizu
geneti¢ke varijabilnosti se zasniva na PCR reakciji u kojoj se u kratkom vremenskom
periodu od inicijalne vrlo male (nanogramske) koli¢ine DNK umnozava ciljani fragment
u velikom broju kopija. Razli¢iti molekularni markeri imaju razlicite karakteristike
(razli¢itu stopu mutacije, nacin nasledivanja, informativnost itd.), i odabir adekvatnog
markera zavisi od predmeta istrazivanja, i pitanja na koje se trazi odgovor. Za
rasvetljavanje filogenetskih odnosa izmedu genetic¢kih linija na intra- i interspecijskom
nivou, kao i za filogeografske studije se najcescée koriste sekvence mitohondrijske DNK,
dok se za analize recentnog protoka gena, srodnosti, roditeljstva i populacione strukture
najcesce koristi vise lokusa visoko polimorfnih markera kao $to su mikrosateliti, SNP-
ovi (engl. Single Nucleotide Polymorphisms), nuklearni introni ili multi-lokusni markeri
kao §to su AFLP (engl. Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (engl. Inter
Simple Sequence Repeat) i drugi (Allendorf i Luikart 2007).

1.2.1. Geneti¢ka varijabilnost

Geneticka struktura populacija jedne vrste predstavlja rezultat efekta recentnih
dogadaja i fenomena kao §to su disperzija, migracija, filopatrija, socijalnost i razli¢ite
reproduktivne strategije, i proslih dogadaja kao Sto su kontrakcija i ekspanzija areala,
prolazak populacija kroz usko grlo, sekundarni kontakt itd. (Hewitt 1999). To znaci da se
geneticka struktura populacija posmatra u prostornim i vremenskim okvirima. Prirodne
populacije veéine vrsta su podeljene na vise lokalnih populacija (subpopulacija). Ukupna
geneticka varijabilnost unutar vrste (Hr) se moze sagledavati na dva nivoa: kao geneticke
razlike izmedu jedinki unutar lokalnih populacija (Hs), i kao genetic¢ke razlike izmedu
njih (Nei 1977). Geneticki diverzitet predstavlja ukupnu koli¢inu geneticke varijabilnosti

u populaciji, geneticka diferencijacija odrazava distribuciju varijabilnosti izmedu



razli¢itih populacija, dok se genetiCkom distancom kvantifikuje stepen varijabilnosti

izmedu dve konkretne populacije (Altringham 2011).

Najcesce koriS¢ena mera za kvantifikovanje geneticke varijabilnosti izmedu
razli¢itih populacija je ukupna heterozigotnost (H), koja predstavlja prosecnu proporciju
individua koje su heterozigotne za analizirane lokuse, a moze imati vrednosti izmedu O i
1. Dve razli¢ite mere heterozigotnosti koje se koriste u populacionim studijama su
dobijena (Ho) i ocekivana (Hg) heterozigotnost. Srednja dobijena heterozigotnost
predstavlja broj heterozigota po lokusu podeljen sa ukupnim brojem analiziranih jedinki,
dok se ocekivana heterozigotnost izracunava kao teorijsko oc¢ekivanje koje podrazumeva
slucajno ukrstanje u populaciji. Druga cesto koriS¢ena mera je polimorfnost, koja
predstavlja proporciju lokusa koji su geneticki polimorfni (imaju vise od jednog alela).
Ukupan broj alela po lokusu (Na) se takode koristi kao mera geneticke varijabilnosti, a
posto u velikoj meri zavisi od veli¢ine uzorka, za uporedivanje razli¢itih populacija se
koristi bogatstvo alela (R), parametar koji uzima u obzir veli¢inu uzorka (EI Mousadik i

Petit 1996).

Najstariji 1 najrasprostranjeniji metod za izraCunavanje geneticke diferencijacije
medu populacijama je F statistika (Wright 1951), koja se zasniva na razlikama u
heterozigotnosti u odnosu na ocekivane vrednosti ako su populacije u stanju Hardi-
Vajnbergove ravnoteze. Geneticka diferenciranost se kvantifikuje na nekoliko nivoa
upotrebom sledecih koeficijenata: Fis, Fst i Fit. Fis predstavlja meru odstupanja od Hardi-
Vajnbergove ravnoteze unutar lokalnih populacija, Fst predstavlja meru razlika
frekvencije alela izmedu lokalnih populacija, dok Fir predstavlja ukupno odstupanje od
Hardi-Vajbergovih proporcija na nivou cele osnovne populacije (ili vrste) koje moze biti
uzrokovano neslucajnim ukr$tanjem unutar lokalnih populacija (Fis), ili zbog razlike

alelskih frekvencija izmedu njih (Fst) (Allendorf i Luikart 2007).

Fst je najceS¢e koriS¢ena mera genetiCke diferenciranosti izmedu populacija, a
zasniva se na poredenju ocekivane heterozigotnosti unutar i izmedu subpopulacija.
Postoji nekoliko metoda za izraCunavanje, kao s§to su Fst (Weir i Cockerham 1984), Gst
(Nei 1987), Rst (Slatkin 1995) itd. Vrednosti Fst mogu biti izmedu 0 i 1; niskim stepenom
geneticke diferenciranosti se smatraju vrednosti 0-0.05, vrednosti 0.05-0.15 ukazuju na

umerenu, a vrednosti 0.15-0.25 na veliku diferenciranost izmedu populacija, dok se



vrednosti veée od 0.25 smatraju pokazateljima veoma velike geneticke diferenciranosti
izmedu populacija (Hartl i Clark 1997). U poslednje vreme su se pojavile kritike F-
statistike kada se radi o analizama visoko polimorfnih lokusa (Meirmans i Hedrick 2011),
koja moze da dovede do pogresnih rezultata i interpretacije strukturiranosti populacija.
Razvijene su nove metode za izraCunavanje stepena geneticke diferenciranosti izmedu
populacija, kao §to su Jost D (Jost 2008) i G"st (Meirmans i Hedrick 2011) parametri.
Wright (1943) je prvi put uveo u upotrebu pojam ,,izolacija putem distance®. Prema toj
teoriji dolazi do veceg protoka gena izmedu populacija koje su geografski blize, u odnosu
na udaljenije i izolovanije populacije, i o¢ekivano je da su populacije koje su geografski

udaljenije medusobno vise geneticki diferencirane.

1.2.2. Mitohondrijska DNK

Mitohondrijska DNK (mtDNK) je relativno mali (oko 16000 baza kod
kicmenjaka) cirkularni molekul DNK koji je haploidan, karakteriSe ga odsustvo
rekombinacija, i nasleduje se uglavom po maj¢inskoj liniji (Avise 2000). U tkivima
postoji veliki broj kopija mtDNK, i mogu se uspe$no umnoziti fragmenti i iz muzejskog
materijala ili fosilnih ostataka. U poredenju sa jedarnim genomom, mtDNK karakteriSe
relativno visoka stopa mutacija, i polimorfizam se smatra neutralnim u veéini slucajeva.
Zbog odsustva rekombinacija izmedu DNK molekula, svaki predstavlja uniparentalno
nasleden haplotip, koji u velikoj meri oslikava demografske dogadaje u populacionoj
istoriji vrste (Beebee i Rowe 2008). Ove osobine ¢ine molekul mtDNK ,,jedinstvenom
nerekombinuju¢om genealoskom jedinicom sa vise alela ili haplotipova® (Avise 2004).
Distribucija haplotipova se moze koristiti za rekonstrukciju rasprostranjenja populacija u
proslosti, kao i dogadaja koji su uticali na oblikovanje recentne distribucije, kao $to su
npr. post-glacijalna rekolonizacija, prolazak populacija kroz usko grlo itd. (Ruedi i sar.
2008).

Prema hipotezi ,,molekularnog sata* (neutralna teorija), predvida se da su stope
mutacije mtDNK relativno konstantne, i da se mutacije akumuliraju tokom vremena, pa
se na osnovu stepena molekularne divergencije izmedu vrsta (ili genetickih linije unutar

jedne vrste) moze proceniti vremenski period kada je doSlo do razdvajanja izmedu njih
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(Hamilton 2009). Iako mtDNK evoluira brze od nuklearnog genoma, stopa mutacije je
razli¢ita za razli¢ite regione mitohondrijske DNK, te se prema tome razli¢iti markeri
koriste za rasvetljavanje filogenetskih odnosa na razli¢itim taksonomskim nivoima. Npr.
geni za 12S 1 16S rDNK su konzervativniji i1 koriste se za filogenetske analize izmedu
visih taksonomskih kategorija. Za razliku od njih, mitohondrijski protein-kodirajuci
regioni, kao $to su geni za citohrom oksidazu b (Cytb) i citohrom oksidazu | (COl),
evoluiraju brze, i koriste se za filogenetske analize u okviru porodica, rodova i vrsta (Wan
i sar. 2004). Ovi markeri se takode koriste u taksonomiji, posebno u identifikaciji blisko
srodnih vrsta koje se morfoloski ne mogu razlikovati (Hebert i sar. 2003; Tobe i sar.
2010). Kontrolni region mitohondrijske DNK (D-petlja, engl. D-loop) je hipervarijabilni
i glavni nekodiraju¢i region animalne mitohondrijske DNK, i zbog visoke stope mutacija

se naj¢esce koristi za filogenetske i filogeografske analize unutar vrste (Wan i sar. 2004).

1.2.3. Mikrosateliti

Mikrosateliti predstavljaju kratke tandemske ponovke (najc¢esée 1-6 nukleotida),
koji mogu biti ponovljeni veliki broj puta, i nasumicno su distribuirani u nuklearnoj DNK
(Wan i sar. 2004; Allendorf i Luikart 2007). Obi¢no se nalaze u nekodirajué¢im regionima
nuklearne DNK, 1 stopa mutacije je daleko veca nego u kodiraju¢im regionima. To su
visoko polimorfni markeri, a mutacije naj¢eS¢e dovode do promene duZine, tj. do
promene broja ponovaka (dodavanje ili delecija ponovka) (Allendorf i Luikart 2007).
Mikrosateliti su kodominantni markeri koji se nasleduju po Mendelovskim principima.
Na individualnom nivou imaju dva alela (mogu biti u homozigotnom i heterozigotnom
stanju), a na populacionom nivou mogu imati veliki broj alela (Wan i sar. 2004).
Razvijanje mikrosatelitskih markera je inicijalno tehnicki zahtevno 1 skupo, ali nakon
razvijanja prajmera je Cesto moguée koriSCenje istih prajmera za analize geneticke
varijabilnosti blisko srodnih vrsta jer su prajmerski regioni Cesto konzervativni (Allendorf
I Luikart 2007). Mikrosateliti su medu najcesce koris¢enim molekularnim markerima u
populacionoj i konzervacionoj genetici i u molekularnoj ekologiji. Koriste se za analize

genetickog diverziteta 1 populacione strukture unutar jedne vrste, za utvrdivanje
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recentnog protoka gena izmedu populacija, roditeljstva i stepena srodstva medu

jedinkama (Allendorf i Luikart 2007; Altringham 2011).

1.2.4. ISSR markeri

ISSR (engl. Inter Simple Sequence Repeat) markeri predstavljaju molekularnu
tehniku genotipizacije zasnovanu na varijabilnosti regiona izmedu mikrosatelita.
Sekvence se umnozavaju u PCR reakciji u kojoj se koristi samo jedan prajmer koji
predstavlja ponovak di-, tri- ili tetranukleotida, i komplementaran je mikrosatelitskim
sekvencama. Ove prajmerske sekvence su §iroko rasprostranjene u genomu, i ova tehnika
omogucava skrining genetic¢ke varijabilnosti bez prethodnih informacija o DNK (Bornet
i Branchard 2001). ISSR markeri se koriste u populacionim i filogenetskim studijama
(Zietkiewicz i sar. 1994; Bugarski-Stanojevi¢ 1 sar. 2011), a mogu se Koristiti i za
identifikaciju morfoloski sli¢nih vrsta (Balasaravanan i sar. 2006; Maltagliati i sar. 2006;
He i sar. 2007; Bugarski-Stanojevic i sar. 2013).

1.3. LEDENA DOBA I NJIHOV UTICAJ NA ZIVI SVET

1.3.1. Periodi glacijacije i interglacijacije u Evropi

Za vreme Pleistocena (poslednjih 2.5 miliona godina) u Evropi su se deSavale
velike periodicne klimatske fluktuacije koje su se sastojale od ponovljenih faza
zahladenja 1 otopljavanja, odnosno glacijalnih (ledena doba) i interglacijalnih perioda
(Webb i Bartlein 1992). Ove oscilacije su ostavile duboki trag na biodiverzitet
Palearktika, na distribuciju vrsta i genericki diverzitet (Taberlet i sar. 1998; Hewitt 1999).
Za vreme perioda glacijacije, veliki deo severne i centralne Evrope je bio pod ledenim
pokrivacem. Tokom poslednjeg glacijalnog maksimuma (LGM — Last Glacial Maximum,
pre oko 23000-18000 godina) permafrost se protezao do juznih delova Francuske i
Nemacke, a velike ledene kape su pokrivale Pirineje, Alpe i Kavkaz (Hewitt 1999; Randi
2007; Provan i Bennett 2008).
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Za vreme ledenih doba u Evropi, areali vec¢ine vrsta umerenih podrucja su bili
drasti¢no smanjeni i ograniceni na juzna poluostrva, kao $to su Pirinejsko (Iberijsko),
Apeninsko (Italija) i Balkansko poluostrvo. Sirenje na zapad je bilo ograni¢eno
Atlantskim okeanom, na jug Sredozemnim i Crnim morem, a na istok pustinjama i
planinama Bliskog istoka (Hewitt 1996). U periodima interglacijacije je dolazilo do
Sirenja areala na sever, $to je bilo praéeno ponovnom kontrakcijom u refugijalna podrucja
za vreme ledenih doba. Nakon poslednjeg glacijalnog maksimuma, populacije koje su
prezivele rekolonizovale su ostatak Evrope (Hewitt 1999). Tri glavna glacijalna
refugijuma u Evropi u Pleistocenu su bila Pirinejsko, Apeninsko i Balkansko poluostrvo,
a Hewitt (1999) navodi i verovatno postojanje refugijalnog podru¢ja u predelima

Kavkaza, i/ili oko Kaspijskog mora.

Ponovljeni ciklusi kontrakcije u i ekspanzije iz glacijalnih refugijuma su bili
sinhronizovani sa ciklusima glacijacije i interglacijacije, i imali su veliki efekat na
geneticki diverzitet vrsta (Hewitt 1999). Izolovane populacije koje su prezivele u
razli¢itim refugijuma su se diferencirale u alopatriji za vreme glacijacija jer izmedu njih
nije bilo protoka gena. U periodima interglacijacije su se odatle Sirile na sever prateci
razliCite kolonizacione putanje (Hewitt 2004; Randi 2007). Prema tom modelu je
maksimalni geneticki diverzitet ocuvan u ancestralnim refugijalnim populacijama, a
smanjuje se prema severu (Hewitt 2004). Ovakav obrazac je zajednicki za veliki broj

evropskih vrsta koje naseljavaju umerena klimatska podrucja (Hewitt 1999; Randi 2007).

1.3.2. Uloga glacijalnih refugijuma i putevi postglacijalnih ekspanzija

Glacijalni refugijumi u Evropi su imali razli¢ite uloge u rekolonizaciji kod
razliitih vrsta biljaka i Zivotinja. Sumirani rezultati ispitivanja brojnih vrsta u Evropi
pokazuju da je Balkansko poluostrvo predstavljalo najveéi izvor genetickog diverziteta,
zatim Pirinejsko poluostrvo, dok je Apeninsko poluostrvo imalo najmanji doprinos.
Uzrok tome su najverovatnije planinski masivi Pirineja i Alpa koji se protezu u smeru
zapad-istok, i verovatno su predstavljali fizicke barijere za ekspanziju iz Pirinejskog,

odnosno Apeninskog refugijuma (Hewitt 2011).
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Na osnovu razli¢itog doprinosa refugijalnih podru¢ja u post-glacijalnoj
rekolonizaciji Evrope, Hewitt (1999) je opisao tri osnovna obrasca koje je nazvao
paradigmama. Prema paradigmi ,,skakavca“ (engl. grasshopper paradigm), vecinu
Evrope su rekolonizovale populacije sa Balkanskog poluostrva, dok su se iberijske i
italijanske populacije zadrzale na tim poluostrvima, jer je njihovo Sirenje na sever
verovatno bilo onemoguceno Pirinejima i Alpima. Prema paradigmi ,,jeza“ (engl.
hedgehog paradigm), populacije koje su se diferencirale u iberijskom, apeninskom i
balkanskom refugijumu su rekolonizovale zapadnu, centralnu odnosno isto¢nu Evropu.
Sirenje Italijanskih populacija je najverovatnije bilo omoguéeno zbog sporije ekspanzije
populacija sa Balkana. Prema paradigmi ,,medveda“ (engl. bear paradigm) Evropa je
posle ledenih doba rekolonizovana populacijama iz Pirinejskog i Kavkazkog/Karpatskog
refugijuma, a te dve linije su se susrele u centralnoj i severnoj Evropi. Sirenje iz
Apeninskog refugijuma je verovatno bilo onemoguéeno Alpima, a iz Balkanskog zbog

brze ekspanzije iz drugih refugijuma.

1.3.3. Filogeografija slepih miSeva u Evropi

Tokom poslednjih dvadeset godina, brojne studije su se bavile istraZivanjem
filogeografije evropskih vrsta slepih miSeva, kao Sto su evropski Sirokousan Barbastella
barbastellus (Rebelo i sar. 2012), evropski dugokrilas Miniopterus schreibersii (Furman
i sar. 2010; Bilgin i sar. 2016), dugouhi vec¢ernjak Myotis bechteinii (Kerth i sar. 2008),
evropski veliki vecernjak M. myotis (Ruedi i sar. 2008), obi¢ni noénik Nyctalus noctula
(Petit i sar. 1999), mali no¢nik N. leisleri (Boston i sar. 2015), sivi dugousan Plecotus
austriacus (Razgour i sar. 2013), sredozemni potkovicar Rhinolophus euryale (Bilgin i
sar. 2008; Najafi i sar. 2018), veliki potkovic¢ar R. ferrumequinum (Bilgin i sar. 2009;
Flanders i sar. 2009), mali potkovicar R. hipposideros (Dool i sar. 2013), i kod veéine su
zabeleZeni tragovi postglacijalne ekspanzije iz juznoevropskih refugijuma. Za veliki broj
evropskih vrsta slepih miSeva su Pirinejsko i1 Balkansko poluostrvo predstavljali glavne
geneticke izvore za post-glacijalnu rekolonizaciju, dok je Apeninsko poluostrvo imalo
malu ulogu (Rebelo i sar. 2012). Balkansko poluostrvo je predstavljalo glavni, ili bar
jedan od glacijalnih refugijuma za B. barbastellus (Rebelo i sar. 2012), M. schreibersii
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(Furman i sar. 2010), M. bechsteinii (Kerth i sar. 2008), P. auritus (Juste i sar. 2004), R.
euryale (Bilgin i sar. 2008) i R. ferrumequinum (Bilgin i sar. 2009).

1.4. SREDOZEMNI POTKOVICAR Rhinolophus euryale Blasius, 1853

1.4.1. Opis vrste

Sredozemni potkovicar, Rhinolophus euryale Blasius, 1853 spada u grupu
srednjih potkovicara. Kao morfoloske diskriminativne karakteristike za razlikovanje vrsta
potkovicara koriste se grada i oblik koznih nosnih nabora (Slika 2) i odnos duzina falangi
prstiju. Kod R. euryale krzno je relativno uniformne sivkasto-braon boje, malo svetlije sa
ventralne strane. Gledano iz profila, gornji izrastaj sedla je zasiljen, malo povijen nadole
1 duzi od donjeg izrastaja. Gledano od napred, lanceta se ravnomerno suzava prema vrhu.

Druga falanga ¢etvrtog prsta je vise od dva puta duza od prve falange istog prsta (Dietz i
Kiefer 2016).

Slika 2. Grada koznih nosnih nabora kod potkovi¢ara. 1 — potkovica; 2 — sedlo; 2a —
gornji izrastaj sedla; 2b — donji izrastaj sedla; 3 - transverzalni nabor ispod lancete; 4 —

lanceta; 5 — nozdrva. Preuzeto i modifikovano iz Schober i Grimmberger (1989).
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Morfoloski sli¢ne vrste su druge dve vrste srednjih potkovicara koje su prisutne u Evropi,
tamnooki potkovicar Rhinolophus mehelyi i juzni potkovi¢ar Rhinolophus blasii. Kod R.
mehelyi se, gledano od napred, lanceta naglo suzava pri vrhu, a gornji izrastaj sella-e je
zaobljen i nije povijen prema dole. Kod R. blasii postoji usek na sredini koznog nabora
koji se nalazi ispod lancete, a druga falanga Cetvrtog prsta je manje nego dva puta duza
od prve falange istog prsta (Dietz i Kiefer 2016). Eholokacioni signali sredozemnog
potkovicara imaju karakteristian oblik za potkovicare (engl. constant frequency — CF)
sa frekvencijom od 104-109 kHz, u Bugarskoj naj¢es¢e 105-106 kHz (Dietz i sar. 2009b).

1.4.2. Distribucija

Ova vrsta naseljava zapadni Palearktik (Slika 3), i najveé¢i deo areala se nalazi u
Sirem podrucju oko Sredozemnog mora (Juste i Alcaldé 2016). Naseljava severozapadne
delove Afrike (Maroko, Alzir i Tunis), a u Evropi je rasprostranjen na Pirinejskom
poluostrvu, u juznim delovima Francuske, Italiji, na podrucju celog Balkanskog
poluostrva i u Turskoj (Dietz i Kiefer 2016). Najseverniju granicu areala ¢ine izolovane
populacije u kraskim predelima Karpata izmedu Madarske i Slovacke, dok istoc¢nu
granicu ¢ine podrucje isto¢nog Mediterana oko Levantskog mora, Kavkaz, Iran i1
Turkmenistan (Benda i sar. 2012; Uhrin i sar. 2012). Rasprostranjen je na veéini
mediteranskih ostrva osim na Kritu i Balearskim ostrvima, a veliki broj naucika osporava
jedini nalaz ove vrsta sa Kipra, uz obrazlozenje da se najverovatnije radi o pogresno
identifikovanoj jedinki vrste Rhinolophus mehelyi (Dietz i Kiefer 2016; Juste i Alcaldé
2016). Nalazi sredozemnog potkovicara su belezeni od nivoa mora do 1360 m n.v (Juste

i Alcaldé 2016).
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Slika 3. Distribucija Rhinolophus euryale prema IUCN (Juste i Alcaldé 2016)

1.4.3. Biologija vrste

Sredozemni potkovicar tokom leta najceS¢e koristi pe¢ine kao skloniSta, zbog
Cega je rasprostranjenje ove vrste u velikoj meri vezano za kre¢njacka podrucja (Dietz i
Kiefer 2016). Osim pecina koriste vestacka podzemna sklonista kao $to su rudnici i tuneli,
a u severnim delovima areala, zbog nedostatka prirodnih skloni$ta, oko 25% letnjih
kolonija se nalazi na tavanima (Uhrin i sar. 2012). Zimska skloni$ta su uglavnom u

podzemnim objektima, najéesc¢e u pe¢inama, a rede u rudnicima (Dietz i Kiefer 2016).

Pripadnici ove vrste se uglavnom hrane moljcima (Arrizabalaga-Escudero i sar.
2015), a lovne teritorije sredozemnog potkovicara predstavljaju listopadne Sume i
priobalna vegetacija (Russo i sar. 2002). U podru¢ju Mediterana cesto love u

maslinjacima i zasadima eukaliptusa, dok izbegavaju Cetinarske Sume 1 otvorena stanista

(Russo i sar. 2002; Aihartza i sar. 2003).

Tokom leta, Zzenke se grupiSu u porodiljske kolonije koje u gradevinama broje
nekoliko desetina do nekoliko stotina jedinki, dok su kolonije u pe¢inama mnogo vece, u
Bugarskoj ¢ak i do 10000 jedinki (Dietz 1 Kiefer 2016). Jedinke oba pola krajem jeseni
formiraju hibernacijske kolonije, koje uglavnom broje do 2000 jedinki (Juste i Alcaldé
2016). Parenje se odvija u pe¢inama tokom jeseni i u hibernacijskim sklonistima (Uhrin

I sar. 1996; Dietz i Kiefer 2016).
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Rhinolophus euryale se smatra sedentarnom vrstom, i predstavnici ove vrste
uglavnom prelaze distance krac¢e od 50 km izmedu letnjih i zimskih sklonista (Hutterer i
sar. 2005). Najduza zabelezena migracija izmedu letnjeg 1 hibernacijskog sklonista kod
ove vrste u Bugarskoj je 58.8 km (Dietz i sar. 2009a), a u proslosti su zabeleZene svega
dve izuzetno duge migracije za ovu vrstu: 83 km u Italiji (Dinale 1968) i 134 km u
Francuskoj (Heymer 1964). Sli¢no kao kod ostalih vrsta iz ovog roda, sredozemni
potkovi¢ar ima male vrednosti WL i AR, odnosno kratka i Siroka krila koja su prilagodena
za let 1 manevrisanje u zatvorenom sklopu vegetacije, dok je let na duze distance
energetski skup (Norberg i Rayner 1987; Burland i Worthington Wilmer 2001). Kod
jedinki oba pola je zabelezena privrzenost sklonistima (Uhrin i sar. 2012; Pejic i sar.

2018), a najduzi zabelezeni zivotni vek je 21 godina (Ibafiez i sar. 2018).

1.4.4. Populacioni trendovi i ugroZenost

Poslednjih decenija je u velikom delu areala registrovano znacajno opadanje
brojnosti populacija sredozemnog potkovicara (Juste i Alcaldé 2016). Jedinke ove vrste
su izuzetno osetljive na uznemiravanje u skloniStima, i nekada cele kolonije napuste
pecine koje posecuju turisti ili speleolozi (Dietz i Kiefer 2016). Prema IUCN
Kriterijumima na svetskom nivou ima status skoro ugrozene vrste (NT — Near threatened),
dok se na Evropskom nivou smatra ranjivom (VU — Vulnerable) (Barova i Streit 2018).
Najbrojnije populacije koje ujedno imaju i stabilne populacione trendove se nalaze u
centralnim i isto¢nim delovima Balkanskog poluostrva (Dietz i Kiefer 2016; Juste i
Alcaldé 2016).

1.4.5. Rhinolophus euryale u Srbiji

Distribucija R. euryale u Srbiji se poklapa sa kre¢nja¢kim podru¢jima (Paunovié
2016), i recentni nalazi ove vrste su distribuirani u zapadnoj (Dinaridi) i isto¢noj
(Karpato-Balkanidi) Srbiji (Purovi¢ 1998). Postoji nekoliko starih nalaza ove vrste u
rudnicima juZno od Beograda i u Sumadiji, ali u centralnim delovima zemlje nema puno

adekvatnih sklonista (pre svega pecina), i nema recentnih nalaza ove vrste. Ova vrsta je
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u Srbiji zabeleZzena na ukupno 62 lokaliteta, a procenjena brojnost populacije je oko
30000 jedinki (Paunovi¢ 2016; Burazerovi¢ 2017). Sva poznata skloniSta ove vrste se
nalaze u krecnjackim podrucjima, i sva osim jednog se nalaze u pe¢inama (Paunovi¢
2016; Budinski i sar. 2019a). Formiraju meSovite kolonije sa drugim vrstama srednjih
potkovicara, a ponekad i sa Myotis emarginatus i Miniopterus schreibersii (Dietz i Kiefer
2016; Paunovi¢ 2016). Brojnost jedinki ove vrste je obi¢no veca u hibernacijskim
kolonijama u poredenju sa letnjim kolonijama, §to je najverovatnije posledica grupisanja
jedinki iz viSe manjih letnjih kolonija u veliko centralno zimsko skloniste (Paunovié
2016). Osim poznatih porodiljskih i hibernacijskih sklonista ove vrste, poznata je i jedna
muska letnja kolonija ove vrste koja postoji preko 20 godina. Muska kolonija se nalazi u
pecini Bela Sala u isto¢noj Srbiji, a prvi put je zabeleZena 1996. godine. Obi¢no broji oko

100 jedinki, i ponekad je meSovita sa Rhinolophus blasii (Uhrin i sar. 2012).

1.4.6. Geneticke analize populacija sredozemnog potkovicara

Rasvetljavanje evolucione istorije populacija R. euryale je do sada bilo predmet
istrazivanja dve studije. Bilgin i saradnici (2008) su uradili filogeografsku analzu
populacija sa podru¢ja Anadolije i jugoistocne Evrope (evropski deo Turske, Bugarska 1
Grcka) primenom mitohondrijskih D-loop markera. Njihovi rezultati su pokazali
postojanje dve jasno definisane monofiletske klade sa gotovo 10% divergencije na nivou
analiziranog regiona. Haplotipovi iz prve klade su bili rasprostranjeni na celom
analiziranom podrucju, dok su haplotipovi iz druge bili zabeleZeni samo na istoku. Autori
su sugerisali da su u proSlosti na tom podrucju postojala dva glacijalna refugijuma ove
vrste. Jedan najverovatnije na Balkanu, a drugi dalje na istoku, verovatno na podrucju
Kavkaza ili oko Kaspijskog mora. Medutim, kasnije je ustanovljeno da su jedinke iz druge
klade bile pogresno identifikovane, 1 da haplotipovi iz druge klade pripadaju drugoj vrsti,
Rhinolophus blasii (Bilgin, personalna komunikacija). Ovi podaci do sada nisu
publikovani. Pokazano je da su populacije u okviru prve klade prosle kroz fazu ekspanzije

nakon poslednjeg glacijalnog maksimuma.
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Deset godina kasnije, Najafi i sar. (2018) su koristili dva mitohondrijska markera,
D-loop i Cytb za filogeografske analize R. euryale na podrué¢ju Irana. Upotrebom oba
markera su dobijeni rezultati koji ukazuju na postojanje dve monofiletske klade, koje
odgovaraju razli¢itim geografskim podrucjima u Iranu, a za koje se pretpostavlja da su za
vreme ledenih doba evoluirale u razli¢itim refugijumima. Jedan refugijum je
najverovatnije postojao severno od planina Elborz, blizu obala Kaspijskog mora (ili
eventualno na podru¢ju Kavkaza), a kao drugi refugijalni region ove vrste u Iranu je

predlozeno podrucje juzno od planina Zagroz (Najafi i sar. 2018).
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2. CILJEVI
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Imajué¢i u vidu da je doslo do opadanja brojnosti populacija sredozemnog
potkovicara u mnogim delovima evropskog areala, prvi cilj ove teze je bio objedinjavanje
I sistematizacija svih do sada dostupnih podataka o distribuciji ove vrste u Srbiji, i

evaluacija populacionih trendova i faktora ugroZzavanja.

Slede¢i cilj je bio testiranje da li se ISSR-PCR moze koristiti kao brza i efikasna
metoda za razlikovanje dve vrste morfoloski sli¢nih srednjih potkovicara, sredozemnog

potivic¢ara Rhinolophus euryale i juznog potkovi¢ara Rhinolophus blasii.

Tre¢i cilj ove teze je bio analiza geneticke varijabilnosti sredozemnog potkovicara
na podrucju Balkanskog poluostrva na osnovu mitohondrijskih sekvenci, i analiza
filogenetskih i filogeografskih veza izmedu populacija na Balkanu i populacija u
Anadoliji 1 u Iranu. Takode, ispitivana je demografska istorija ove vrste 1 testirana je
hipoteza da je Balkansko poluostrvo predstavljalo jedan od glacijalnih refugijuma ove

vrste u Pleistocenu.

Cetvrti cilj je bila analiza geneti¢ke varijabilnosti sredozemnog potkovitara na
podrucju centralnog Balkana upotrebom mikrosatelitskih markera. Takode, s obzirom da
ova vrsta rasprostranjena u zapadnoj i isto¢noj Srbiji, da izmedu letnjih 1 zimskih sklonista
prelazi kratke distance i da pokazuje priverzenost prema skloniStima, testirana je
geneticka diferenciranost izmedu populacija u zapadnoj 1 istocnoj Srbiji, 1 da li postoji
izolacija putem distance.

Peti cilj ove teze je bila analiza stepena srodstva medu c¢lanovima kolonija
razli¢itog tipa (porodiljske, letnje muske i1 hibernacijske) 1 testiranje da li se medusobno

srodne jedinke ¢eS¢e grupiSu u kolonije, odnosno da i je srodnost faktor koji promovise

grupisanje u kolonije.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. PRIKUPLJANJE PODATAKA O DISTRIBUCIJI R. euryale U SRBIJI

Podaci o distribuciji R. euryale objedinjuju nekoliko izvora. Prvi obuhvata pregled
literature i materijala iz studijske zbirke Prirodnjackog muzeja u Beogradu sistematizovan
u Paunovi¢ (2016). Pored toga, postoje publikovani dodatni nalazi sa podrucja istocne
Srbije (Uhrin i sar. 2012; Burazerovi¢ 2017). Nekoliko novih nalaza ove vrste u Srbiji i
okolnim zemljama je registrovano prilikom prikupljanja materijala za ovu doktorsku
disertaciju. Prikupljanje podataka o distribuciji vrseno je standardnim metodama kao $to
su inspekcija potencijalnih skloniSta, hvatanje zivotinja i akusti¢na identifikacija.
Inspekcija potencijalnih skloniSta je obuhvatala pregledanje tunela, rudnickih okana i
drugih napustenih gradevina, kao i poseta i pregledanje speleoloskih objekata. Veliki broj
pecina i jama je posecen od strane autora, kao 1 od strane speleologa iz nekoliko klubova
u Srbiji i Bugarskoj, prilikom ¢ega su pravljene fotografije pomocu kojih je identitet vrste
bio naknadno utvrden. Slepi miSevi su hvatani standardnim metodama na ulazu u
skloniste ili u samom skloni$tu (detaljnije u poglavlju Prikupljanje uzoraka za geneticke
analize). Ultrazvucna detekcija je vrSena na mnogim lokalitetima gde su radeni transekti
radi utvrdivanja prisustva slepih miSeva, a isto tako i unutar sklonista gde su bile prisutne
kolonije srednjih potkovicara, radi preciznije identifikacije same vrste. Eholokacioni
signali su bili registrovani pomocu ultrazvu¢nog detektora Petterson D240X (Petterson
Elektronik AD, Upsala, Svedska) i snimani pomoéu ru¢nog snimaéa Zoom H2. Snimci
su naknadno analizirani u softveru BatSound 4.03, a vrsta je identifikovana na osnovu

karakteristi¢ne frekvencije 1 tipa signala (Russo 1 Jones 2002).

3.2. PRIKUPLJANJE UZORAKA ZA GENETICKE ANALIZE

Prikupljanje uzoraka je vr$eno u periodu 2012-2017. godine na teritoriji Srbije,
Crne Gore i Bosne i Hercegovine. Dodatne uzorke iz Bosne i Hercegovine kao i uzorke
iz Slovenije je prikupio PrimoZ Presetnik iz Centra za kartografiju flore i faune Slovenije,
auzorke iz Albanije i Bugarske su prikupili Heliana Dundarova i Bojan Petrov iz Instituta
za istrazivanje biodiverziteta i ekosistema Bugarske Akademije Nauka. Uzorke iz Italije
je prikupio Luca Cistrone. Hvatanje slepih miseva i prikupljanje uzoraka su realizovani

uz dozvole izdate od strane nadleznih institucija u navedenim drzavama (Prilog 1).
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Slepi misevi su hvatani pomocu standardnih vertikalnih mreza (Ecotone, Poljska)
visina 2.5 m i duzine 3, 6, 7, 9 ili 12 metara. MreZe su bile postavljene na ulaz u skloniste
(ili u njegovoj neposrednoj blizini) pre sumraka, i bile su otvorene nekoliko sati, ili tokom
cele no¢i. U nekim skloniStima su zivotinje hvatane upotrebom ru¢ne mreze (meredova)
unutar samog sklonista. Uhvacene Zivotinje su drzane pojedinac¢no u platnenim vre¢icama
u §to kracem vremenskom periodu, nako ¢ega je svaka jedinka identifikovana do nivoa
vrste na osnovu morfoloSkih karaktera (Dietz i Kiefer 2016), utvrden je pol, starost i
reproduktivni status. Jedinke su grupisane u nekoliko starosnih kategorija (juvenilna
jedinka, subadult ili adult) na osnovu stepena srastanja epifiza dugih kosti (Brunet-
Rossinni i Wilkinson 2009). Reproduktivni status je odreden na osnovu kategorija koje
je dao Racey (2009). Za svaku zZenku je zabeleZeno da li se kotila (tekuce godine ili
ranije), da li je gravidna, u laktaciji ili postlaktaciji, a za muZjaka da li je trenutno
reproduktivno aktivan ili ne. Svakoj jedinki je izmerena duzina podlaktice pomocu
nonijusa (preciznost 0.1 mm) i masa pomocu vagice (Pesola, preciznost 0.5 g).
Uhvacenim jedinkama su Standardnom neinvazivhom metodom uzeti uzorci tkiva za
geneticke analize. Sa oba plagiopatagijuma (deo letne membrane krila) je uzet po jedan
biopsy punch (,,krpica“) koze pre¢nika 3 mm, koja je cuvana u 96 % etanolu (Worthington
Wilmer i Barratt 1996).

Nakon identifikacije, merenja i uzimanja uzoraka za dalje analize, slepi misevi su
bili markirani krilnim prstenovima Centra za markiranje Zivotinja pri Prirodnjatkom
muzeju u Beogradu (prstenovi B serije, proizvodaca Porzana, Velika Britanija). Zenkama
su prstenovi stavljani na levu podlakticu, a muZjacima na desnu. Zivotinje su pustene
odmah nakon procesuiranja (uz Sto krace zadrzavanje), na istom mestu gde su bile

uhvacene.

Tokom prikupljanja uzoraka za potrebe ove teze, od odredenog broja jedinki su
prikupljeni uzorci fecesa za virusoloske analize 1 za analize ishrane. Uhvacene jedinke su
nakon vadenja iz mreZe stavljene u sterilne papirne kese na kojima su napravljene
perforacije, i ostavljene u njima 20-30 minuta zbog defekacije. Prikupljeni uzorci fecesa
su stavljeni u tubice sa RNAshield ili PBS 1 zamrznuti. VirusoloSke analize su radene na
Odeljenju za virusologiju u Szentagothai istrazivatkom centru Univerziteta u Pecuju, a

analize ishrane na Odeljenju za evolucionu genomiku Univerziteta u Kopenhagenu.
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3.3. IZOLACIJA GENOMSKE DNK

Genomska DNK je bila izolovana iz polovine ili cele ,,krpice* koze upotrebom
komercijalnih kitova za izolaciju Quick-gDNA Mini Prep Kit (Zymo-Research) i KAPA
Express Extract Kit (Kapa Biosystems) prate¢i uputstva proizvodaca. U slucaju Zymo-
Research kita za izolaciju, tkivo je prethodno bilo inkubirano preko noéi u digestivnom
puferu sa proteinazom K na 55°C (Strauss 2001), a svi naredni koraci prilikom izolacije
su radeni po protokolu proizvodaca. Koncentracija i kvalitet izolovane DNK su
proveravani na spektrofotometru BioPhotometer (Eppendorf, Nemacka). Koncentracija
je odredivana merenjem apsorbance na 260 nm, a kvalitet odnosima apsorbanci na 260 i
280 nm, i 260 i 230 nm.

3.4. ISSR-PCR

Za preliminarno testiranje je koriS¢eno po 5 jedinki morfoloski slinih vrsta
srednjih potkovic¢ara, Rhinolophus blasii i R. euryale, od kojih je izolovana DNK
umnozavana u PCR reakcijama sa 4 prajmera iz Bugarski-Stanojevi¢ i sar. (2011):
(CAG)4AC, (CAA)sGC, (CAA)AC i (GA)eGC. Upotrebom prajmera (CAA)sGC su kao
proizvod dobijeni species-specifi¢ni obrasci traka (jasno razlikovanje ove dve vrste), i taj
prajmer je koris¢en u daljim analizama. Ukupno je analizirano 20 jedinki vrste
Rhinolophus euryale i 20 jedinki R. blasii (po 10 muzjaka i Zenki od obe vrste, sa razli¢itih
lokaliteta). PCR reakcija je radena u ukupnoj zapremini od 20 pl koja je sadrzala 1 x Taq
pufer sa (NH4)2SOs (Thermo Scientific™), 2.5 mM MgCl,, 1 mM dNTPs, 0.5 uM
prajmera, 1 jedinicu DreamTaq polimeraze (Thermo Scientific™) i 1 ul izolovane DNK.
Temperaturni uslovi rekacije su bili: 5 minuta inicijalne denaturacije na 94°C, 45 ciklusa
koji su se sastojali od 30 s na 94°C, 30 s na 50°C, 90 s na 72°C koji su praceni finalnom
ekstenzijom u trajanju od 7 minuta na 72°C. Produkti PCR reakcije su bili razdvojeni

procesom elektroforeze na 1.2% agaroznom gelu.
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3.5. MITOHONDRIJSKA DNK

3.5.1. Uzorak i laboratorijske procedure

Varijabilnost mitohondrijske DNK je bila analizirana kod 82 jedinke prikupljene
na 20 lokaliteta na Balkanu i u Italiji (Tabela 1, Slika 4). Upotrebom prajmera REM-DL-
F1 (5-AATCGGAGGCCAACCTGT-3") (Puechmaille, neobjavljeno) i mtDNA-F2-R
(5’-ATGGCCCTGAAGAAAGAACCAGATG-3’) (Puechmaille i sar. 2011) umnozen je
fragment D-petlje mitohondrijske DNK u duzini od 711 baznih parova, koji obuhvata
sekvence tRNK-Thr, tRNK-Pro i hipervarijabilni region (HV-1). Amplifikacija ciljanog
fragmenta je radena u PCR reakciji u finalnoj zapremini od 25 pl koju je &inilo:
1xDreamTaq pufera (Thermo Scientific™), 0.4 uM svakog prajmera, 0.2 mM dNTPs, 1
jedinica DreamTag DNK polimeraze (Thermo Scientific™) i 2 ul izolovane DNK.
Temperaturni profil PCR reakcije se sastojao od 10 minuta inicijalne denaturacije na
95°C, 10 ciklusa koji su se sastojali od 15 s na 95°C, 30 s na 65°C (svaka dva ciklusa je
temperatura smanjivana za 2°C, od 65°C do 57°C) i 1 min na 72 °C. Nakon toga je sledilo
30 ciklusa koji su se sastojali od 15 s na 95°C, 30 s na 55 °C i 1 min na 72°C, uz finalnu
elongaciju na 72°C u trajanju od 10 minuta. Kvalitet umnozenih fragmenata je proveren
pomocu elektroforeze na 1.2% agaroznom gelu, nakon ¢ega su amplifikovani produkti
poslati u Macrogen Inc. (Holandija) na sekvenciranje u oba smera. Sirove sekvence su
pregledane pomocu softvera Chromas 2.5.1 (https://technelysium.com.au/wp/chromas/;
Technelysium Pty Ltd. Australia) i sa krajeva su ,,odseceni* delovi koji su bili loseg
kvaliteta. Sredene sekvence su slozene i poravnate upotrebom ClustalW algoritma
(Thompson i sar. 1994) u softveru Mega6 (Tamura i sar. 2013), nakon ¢ega su dodatno

vizualno pregledane i proverene.
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Tabela 1. Spisak lokaliteta sa brojem jedinki (veli¢ina uzorka) koje su koriséene za
analizu sekvenci mitohondrijske D-petlje kod Rhinolophus euryale

Lokalitet Geografski region Veli¢ina uzorka
Canetova pecina Isto¢na Srbija 4
Bela Sala Isto¢na Srbija 5
Pecurski kamen Istocna Srbija 5
Ljubinkova pecina Istocna Srbija 5
Lazareva pecina Istocna Srbija 5
Toplik Isto¢na Srbija 1
Tomina pecina Isto¢na Srbija 1
Temska Isto¢na Srbija 5
DrZina Isto¢na Srbija 5
Cebicda pe¢ina Zapadna Srbija 5
Drenajicka peéina Zapadna Srbija 5
Petni¢ka peéina Zapadna Srbija 5
Tmusa Zapadna Srbija 5
Dardagani Isto¢na BiH 3
Rastusa Severna BiH 5
Zacirska pec¢ina Crna Gora 5
Kostanjevisa jama Isto¢na Slovenija 5
Planina Lure Albanija 2
Elenina dupka Isto¢na Bugarska 1
Dolina Titerna Juzna Italija 5
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Slika 4. Mapa lokaliteta sa kojih su prikupljeni uzorci za analizu mitohondrijske DNK.

Imena lokaliteta i veli¢ina uzorka su dati u Tabeli 1.

3.5.2. Analiza podataka

Definisanje haplotipova na osnovu dobijenih sekvenci uradeno je pomocéu
softvera DnaSP v6 (Rozas i sar. 2017). Isti program je koriS¢en za raCunanje diverziteta
haplotipova (h), nukleotidnog diverziteta (m) 1 broja polimorfnih mesta.

Za filogenetske analize su ovim sekvencama dodate postojece sekvence R. euryale
(ukupno 47) za ovaj fragment D-petlje koje su dostupne u GenBank-u (pristupni brojevi:
AY923062, DQ417500-DQ417507, DQ417509-DQ417510, DQ417512-DQ417514,
DQ417516-DQ417519, DQ445458-DQ445459, KU531305, KF031267-KF031268 i
MH223409-MH223432). Sekvence dve vrste srednjih potkovic¢ara Rhinolophus mehelyi
(pristupni  brojevi: KF031265-KF031266, KU531357-KU531358, MH223434) i
Rhinolophus blasii (pristupni brojevi: KU531263-KUS531269) su koris¢ene kao outgrupe.
Finalni set podataka za filogenetske i filogeografske analize se sastojao od 141 sekvence
D-petlje, od ¢ega je 129 sekvenci pripadalo Rhinolophus euryale, pet R. mehelyi i sedam

R. blasii. Za ove analize su sve sekvence skracene na 404 bp da bi bile jednake duzine.
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Bajesovska inferencija u softveru BEAST v2.4.3 (Bouckaert i sar. 2014) je
koris¢ena za rekonstrukciju filogenetskih odnosa unutar ove vrste, kao i filogenetskih
odnosa ove vrste sa outgrupama. Pomoc¢u programa jModelTest v2.1.10 (Darriba i sar.
2012) je na osnovu bajesovog informacionog kriterijuma (engl. Bayesian Information
Criterion — BIC) izracunato koji model supstitucije najbolje opisuje sekvence u ovom
setu podataka, i odabran je HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) model supstitucije. U
podesSavanjima za bajesovske analize je koriS¢en model striktnog sata, za konstantnu
veli¢inu populacije. IzvrSene su dve nezavisne analize sa identicnim podeSavanjima u
trajanju od 10000000 iteracija, pri ¢emu je uzorkovanje vrseno na svakih 10000 iteracija.
Konvergencija lanaca i efektivne veli¢ine uzoraka su bili provereni u softveru Tracer
v1.7.1 (Rambaut i sar. 2018). Rezultati ove dve analize su bili kombinovani pomoc¢u
programa LogCombiner v1.8.2

(https://github.com/CompEvol/beast2/releases/tag/v2.4.3), i konsenzus filogenetsko

stablo je konstruisano u programu TreeAnnotator v2.4.3

(https://github.com/CompEvol/beast2/releases/tag/v2.4.3) koristeci topologiju
maksimalnog kredibiliteta klada. Cvorista su konstruisana na osnovu vrednosti medijana,
a grani¢na vrednost posteriorne verovatnoce je postavljena na 0.5. Prvih 20% stabala je
bilo odbaceno kao burn-in, a finalno stablo je vizualizovano u FigTree v1.4.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Geneti¢ke distance izmedu i unutar dobro

podrzanih klada su bile izracunate koriste¢i Kimura 2-parametarski model (Kimura 1980)
u softveru Mega6 (Tamura i sar. 2013). Za konstruisanje mreze haplotipova je koris¢ena
median-joining (M-J) metoda (Bandelt i sar. 1999) u softveru NETWORK 5.0.0.3 (Fluxus

Technology, http://www.fluxus-engineering.com).

U cilju testiranja da li je doSlo do nagle ekspanzije populacija sredozemnog
potkovicara u proslosti, uradena je analiza mismatch distribucije u softveru DnaSP v6
(Rozas i sar. 2017). Populacije koje su u proslosti pretrpele naglu ekspanziju obi¢no
pokazuju unimodalnu distribuciju medusobnih razlika, dok populacije kod kojih je bilo
nekoliko kolonizacionih dogadaja pokazuju multimodalnu mismatch distribuciju (Rogers
I Harpending 1992). Znacajnost poklapanja uocene i dobijene mismatch distribucije je
bila testirana pomoc¢u Harpending-ovog indeksa r (Rogers i Harpending 1992). Dodatno,
u istom softveru su uradeni i Fu-ov Fs (Fu 1997) i Tajima D (Tajima 1989) test. Statisticki

znacajne negativne vrednosti ova dva testa su pokazatelji da su populacije u proslosti
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prosle kroz fazu ekspanzije (Tajima 1989; Fu 1997). Znacajnost rezultata ova dva testa je
proverena u softveru DnaSP v6 (Rozas i sar. 2017) koriste¢i 10000 koalescentnih
simulacija. U slucaju gde je bila detektovana ekspanzija, izraCunato je vreme ekspanzije
na osnovu z=2ut (Rogers i Harpending 1992) gde je u proizvod stope mutacije i duzine
analizirane sekvence. Kori$¢ena je stopa supstitucije od 20% na milion godina, kako je
predlozeno za D-petlju (Petit i sar. 1999), i vreme generacije od 2 godine kao za
kongenericke vrste R. ferrumequinum i R. hipposideros (Flanders i sar. 2009; Dool i sar.
2013). Prilikom racunanja vremena kada je doSlo do populacione ekspanzije uzete su u
obzir veli¢ine populacija u prethodno publikovanim studijama, posto rezultati ovih

analiza zavise od veli¢ine uzorka odnosno frekvencije haplotipova.

3.6. MIKROSATELITI

3.6.1. Uzorak i laboratorijske procedure

254 jedinke sa 10 lokaliteta u Srbiji, i po jednog lokaliteta iz Crne Gore i Slovenije
(Tabela 2, Slika 5) su bile genotipizirane pomoc¢u mikrosatelitskih markera. Iz seta
mikrosatelitskih lokusa identifikovanih kod Rhinolophus euryale i sestrinske vrste R.
mehelyi, odabrano je osam lokusa koji su bili umnozeni: RE007, RE017, RM002,
RMO003, RM010, RM011, RMO015 i RM025 (Puechmaille i sar. 2014). Sekvence i
koncentracije prajmera kao i duzine analiziranih lokusa su dati u Tabeli 3. Sest lokusa
(svi osim RMO002 i RM010) su umnoZeni u jedinstvenoj multipleks PCR reakciji u
ukupnoj zapremini od 10 pul koja je sadrzala 1 pl izolovane DNK, 1 x Multiplex PCR
Master Mix (QIAGEN) i prajmere u koncentracijama datim u Tabeli 3, a prema protokolu
(Puechmaille i sar. 2014). Temperaturni uslovi su bili slede¢i: inicijalna denaturacija u
trajanju od 15 minuta na 95°C, 45 ciklusa koji su se sastojali od 45 s na 94°C, 45 s na
56°C i 1 min. na 72°C, uz finalnu ekstenziju u trajanju od 1 sata na 72°C (Puechmaille i
sar. 2005). Preostala dva mikrosatelitska lokusa (RM002 i RM010) su umnozena u
odvojenoj PCR reakciji u zapremini od 10 pl koja je sadrzala 1 pl genomske DNK, 1 x
GoTaq pufera (Promega), 1.5 mM Mg?*, prajmere RM002 i RM010 u koncentracijama
datim u Tabeli 3, 0.5 mM dNTPs i 0.5 jedinice GoTaq DNK polimeraze (Promega).

Temperaturni uslovi za umnozavanje mikrosatelita pomocu ovih prajmera su bili sledeci:

31



inicijalna denturacija na 95°C u trajanju od 3 minuta, 40 ciklusa koji su se sastojali od 30
s na 95°C, 30 s na 60°C 130 s na 72°C i finalne elongacije na 72°C u trajanju od 10

minuta. PCR produkti su ¢uvani na 4°C do genotipizacije. Genotipizacija je vrSena na

Cetvorokapilarnom sekvenatoru ABI 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems) uz

upotrebu 500-LIZ standarda (Applied Biosystems) za duzinu fragmenata. Genotipovi su

vizualizovani i o€itani pomocu softvera GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems). Dobijeni
rezultati su deponovani na Figshare (DOI https://doi.org/10.6084/m9.figshare.7093646).

Tabela 2. Spisak uzorkovanih lokaliteta u okviru geografskih regiona, veli¢ina uzorka i

tip uzorkovanih kolonija.

Redni broj Lokalitet Region Broj jedinki Tip kolonije
1 Canetova pecina IS 19 Hibernacijska
2 Bela Sala IS 21 Muska letnja
3 Ljubinkova pecina IS 35 Porodiljska
4 Lazareva pecina IS 24 Hibernacijska
5 Pecurski kamen IS 18 Porodiljska
6 Temska IS 24 Porodiljska
7 Drzinska pe¢ina IS 40 Hibernacijska/prelazna
8 Petnicka pecina ZS 23 Porodiljska
9 Tmusa ZS 15 Muska letnja
10 Drenajic¢ka pecina ZS 10 Hibernacijska/prelazna
11 Zacirska peéina CG 12 Hibernacijska/prelazna
12 Kostanjeviska jama SLO 13 Hibernacijska

IS — isto¢na Srbija; ZS — zapadna Srbija; CG — Crna Gora; SLO — Slovenija.

32


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.7093646

HUNGARY ; | 1000

2000

3000
4000

SLOVENIA

CROATIA
ROMANIA

SERBIA
BOSNIAAND HERZEGOVINA

BULGARIA

!f" ‘n.'.'-r?’

MACEDONIA

Slika 5. Mapa uzorkovanih populacija. Brojevi odgovaraju brojevima lokaliteta iz
Tabele 1. Trougao — hibernacijsko skloniste; zvezda — muska letnja kolonija; krug —

porodiljska kolonija.

Tabela 3. Sekvence i koncentracije mikrosatelitskih prajmera (Puechmaille i sar. 2014)

Lokus  Ponovak Sekvenca prajmera Konciirll\flﬁacua
F: VIC-GTGTTCAGTGCTGCTATCCC

RE007 (TCTA)12 R: GTTTCTTATCGTGATCCATGCAAGC 0.07
F: PET-CTGGACATCCTTTGCTTTCG

REO17  (GT)x R: GTTTCTTCACACAGCAATGGAAACAGG 0.18
F: VIC-AAAAGCTGTGCTCAAAGTGC

RM002 (TTTC)is R: TCAAATCATGTTGCCTACAAGC 0.18
F: PET-CAGAGTGGACCCTCAGTTCC

RM003 (AAGG)is R: GTTTCTTACCTTGGCTCTAGAATGCCC 0.16
F: NED-AATGTGTTGTCAGCCAGGG

RM010 (TAGA)13 R: TTTCTTACCTAGTATGTTGCCATCTGTGG 0.50
F: FAM-GATAGGCATGGAACATTGGG

RMO11 (TCTA)13 R: TGTGCCTTAATATCTCATCGACC 0.24
F: VIC-TTCAATCTGTTGAATGAGTGCC

RM015 (ATGG)12 R: CGACCCATCCACTTACTAATCC 0.07
F: PET-AGCCCTGGGTTCATCAGC

RM025 (GT)a R TT7CTTAGTGTTAGTACACATCTCCCTCCC 0.12
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3.6.2. Analiza podataka

U cilju analiziranja ukupne strukturiranosti populacija (odnosno utvrdivanja
ukupnog broja genetickih klastera koji postoje U celom uzorku) koris¢en je Bajesov metod
grupisanja (engl. Bayesian clustering method) u softveru STRUCTURE 2.3.4. (Pritchard
I sar. 2000). Analiza je radena pod pretpostavkom da analizirane jedinke imaju zajedni¢ko
poreklo (engl. admixture model) i korelisane frekvencije alela (engl. correlated allele
frequencies), uz a priori informacije o tome iz kojih populacija poti¢u analizirane jedinke.
U cilju odredivanja optimalnog broja klastera (K), testiran je broj klastera od 1-12. Za
svaku vrednost K je uradeno 10 nezavisnih simulacija koje su se sastojale od 1000000
MCMC (eng. Markov Chain Monte Carlo) ponavljanja, od kojih je prvih 100000
ponavljanja bilo odbac¢eno kao burn-in. Verovatnoca za svaku vrednost K je bila utvrdena
koriste¢i AK metod prema Evanno i sar. (2005) koji je implementiran u programu
STRUCTURE HARVESTER 0.6.94 (Earl i vonHoldt 2012). S obzirom na neujednacen
uzorak (razlic¢it broj jedinki iz razlicitih populacija), prate¢i preporuke Puechmaille
(2016), pre ovih analiza je iz postojeceg uzorka uradeno ponovno uzorkovanje. Naime,
petnaest individua je nasumi¢no odabrano sa svakog lokaliteta, a na lokalitetima gde je
veli¢ina uzorka bila <15 su analizirane sve jedinke. Takode, u cilju §to preciznijeg
odredivanja broja postoje¢ih klastera, izraCunati su dodatni parametri MaxMeaK i
MaxMedK (Puechmaille 2016) koriste¢i 0.5 kao grani¢nu vrednost za srednju vrednost

koeficijenta pripadnosti populaciji.

Geneticka strukturiranost populacija je bila analizirana i u R programskom paketu
GENELAND 4.0.7. (Guillot i sar. 2005). Ovaj programski paket za odredivanje broja
genetickih klastera u analiziranom uzorku koristi informaciju o geografskom poreklu
(geografske koordinate) individualnih uzoraka. IzvrSeno je deset nezavisnih simultanih
MCMC analiza koje su se sastojale od 1000000 iteracija od kojih je svaka 10000-ta
izbacivana, i naknadno je 10% odbacéeno kao burn-in. Broj potencijalnih klastera (K) je
bio testiran za vrednosti 1-12, uz pretpostavku tacnih prostornih (engl. spatial model) i
nultih modela (engl. null model). Optimalan broj klastera K je odabran na osnovu najvece

vrednosti srednje posteriorne gustine medu analizama.
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Softveri GenAlEx 6.503 (Peakall i Smouse 2012) i FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 1995)
su koriS¢eni za izraCunavanje parametara genskog diverziteta. Za svaku populaciju su
izraCunati broj alela po lokusu (Na), bogatstvo alela (R), uoc¢ena (Ho) i o¢ekivana (Hg)
heterozigotnost i koeficijent inbridinga (Fis). Odstupanja od Hardi—Vajnbergove
ravnoteze (engl. Hardy-Weinberg Equilibrium - HWE) su testirana u programu
GENEPOP 4.6.9 (Raymond i Rousset 1995). Program Micro-checker 2.2.3 (Van
Oosterhout 1 sar. 2004) je koris¢en za proveru gresaka i prisustva nultih alela, a globalne
vrednosti izmedu parova populacija koje su korigovane za prisustvo nultih alela su bile
izraCunate koriste¢i program FreeNA (Chapuis i Estoup 2007). Geneticka diferenciranost
izmedu kolonija je bila kvantifikovana izracunavanjem Fst vrednosti izmedu parova
kolonija (Weir i Cockerham 1984) u softveru Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier i Lischer 2010),
pri ¢emu je svaka kolonija bila tretirana kao zasebna populacija. U slucaju visoko
polimorfnih lokusa, maksimalna vrednost Fstne moze dosti¢i vrednost 1 (Jost 2008). Da
bi se dobila preciznija procena substrukturiranosti populacija, pored Fst su dodatno
izraCunati Jost D (Jost 2008) i G"st (Meirmans i Hedrick 2011) parametri izmedu parova
populacija u programu GenAlEx 6.503 (Peakall i Smouse 2012) bazirano na 999
permutacija. Isti program je korisen i za izraCunavanje Jost D i G"st izmedu parova
klastera koji su dobijeni u STRUCTURE analizi. Testiranje geneticke diferenciranosti
izmedu genetickih klastera koji su dobijeni u programu STRUCTURE je izvrSeno
analizom molekularne varijanse (AMOVA) u programu Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier i
Lischer 2010).

Mantel test u softveru Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier i Lischer 2010) je koris¢en za
poredenje matrica geografskih i genetickih distanci sa ciljem testiranja izolacije putem
distance. Kao geografske distance su koris¢ene Euklidove distance izmedu lokaliteta, dok
su geneticke distance bile izraCunate kao Fst/(1-Fst). Ista matrica geografskih distanci
izmedu lokaliteta je koriS¢ena za dodatne Mantel testove koji su uradeni u programu zT
1.1 (Bonnet i Van de Peer 2002) sa 10000 randomizovanih permutacija, a kao matrice
genetickih distanci su koriséene Jost D i G"st vrednosti izmedu parova populacija.
Dodatno, da bi se analizirao zdruZeni efekat geografskih i sredinskih faktora na geneticku
diferenciranost, uraden je parcijalni Mantel test baziran na Pirsonovom product-moment
koeficijentu korelacije u R programskom paketu VEGAN 2.5-2 R (Oksanen i sar. 2017).

G"st vrednosti su koriS¢ene kao geneticke distance, a Euklidove distance izmedu
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lokaliteta kao geografske. U cilju kvantifikovanja sredinskih razlika izmedu lokaliteta, 19
bioklimatskih varijabli za trenutne uslove je preuzeto, za svaki lokalitet, iz WorldClim2
baze (Fick i Hijmans 2017), sa rezolucijom od ~1 km? (30 sekundi). Ove varijable su
sumirane pomocu analize glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis —
PCA). Prva komponenta (PC1) je opisivala 54.81% ukupne varijabilnosti sredinskih
faktora, 1 ona je koriS¢ena za dalje analize. IzraCunate su Euklidove distance izmedu

lokaliteta, 1 ta matrica je koriS¢ena kao trec¢a u parcijalnom Mantelovom testu.

Razlika u disperziji izmedu polova je bila analizirana upotrebom sexbias funkcije
U HIERFSTAT R programskom paketu (Goudet 2005). Srednja vrednost korigovanog
indeksa pripadnosti (mAlc), varijansa korigovanog indeksa pripadnosti (VAIc), vrednosti
Fis i Fst su bile poredene izmedu polova pomocu dvostranog t-testa, a statisti¢ka

znacajnost je procenjena na osnovu 10000 permutacija.

Recentne stope mutacije izmedu populacija koje pripadaju razli¢itim geografskim
regijama (isto¢na Srbija, zapadna Srbija, Crna Gora i Slovenija) su bile procenjene
koriste¢i Bajesov pristup u programu BayesAss 3.0.3 (Wilson i Rannala 2003). Analiza
se sastojala od 6000000 MCMC iteracija koje su predstavljale burn-in i 30000000
MCMC iteracija od kojih je svaka 1000-ta uzorkovana. Za simulacije su korisc¢eni sledeci
parametri meSanja: parametar za stopu migracije (m), za frekvencije alela (a) i za
koeficijent inbridinga (f). Njithove vrednosti su varirane u cilju dobijanja preporucenih
vrednosti stopa prihvatanja, i finalne simulacije su radene sa slede¢im vrednostima tih
parametara: m = 0.2, a = 0.5, f = 0.6 u cilju dobijanja preporucenih vrednosti. MeSanje i
konvergencija MCMC lanaca su bili provereni vizualizacijom u programu Tracer 1.7
(Rambaut i sar. 2018).

Stepen srodstva izmedu jedinki u okviru kolonija, kao 1 izmedu jedinki iz razli¢itih
kolonija je bio izraGunat pomocu pokazatelja (engl. estimator) srodnosti izmedu parova
prema Queller i Goodnight (1989), dobijenim u softveru Coancestry 1.0.1.8 (Wang 2011).
Testiranje da li postoje znacajne razlike u stepenu srodnosti izmedu jedinki u kolonijama
razli¢itog tipa (porodiljske, muske letnje, hibernacijske) je bilo izvr§eno pomocu analize

varijanse (ANOVA) u programu Statistica 5.1 (StatSoft 1997).
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4. REZULTATI
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4.1. DISTRIBUCIJA R. euryale U SRBIJI

U periodu 2012-2017 sredozemni potkovicar je pronaden na 26 lokaliteta u Srbiji
(Slika 6), od kojih je na 11 lokaliteta prisustvo ove vrste zabelezeno prvi put. Neki od
ovih novih nalaza ove vrste za Srbiju su u meduvremenu objavljeni (Budinski 2013;
Budinski i sar. 2016; Paunovi¢ i sar. 2018). Takode je pronadeno i novo hibernacijsko
skloniste R. euryale na teritoriji Bosne i Hercegovine u napuStenom rimskom

kamenolomu u Dardaganima blizu Zvornika (Presetnik i sar. 2016).

U zapadnoj i jugozapadnoj Srbiji je ova vrsta po prvi put zabeleZzena na tri
lokaliteta: Cebic¢a peéina blizu Valjeva, okolina planinarskog doma ,,Kablar* u Ové&arsko-
Kablarskoj klisuri i peé¢ina na Cetanici iznad kanjona reke MileSevke. Preostalih osam
nalaza zabelezeno je u isto¢noj i jugoisto¢noj Srbiji: Tomina pecina na Rgotskom
kamenu, pe¢ina Mala Bizdanja na Samanjcu, Ranjena peéina blizu sela Vratarnica, ponor
Pandiralo, okolina sela Krupac blizu Bele Palanke, napustena farma blizu sela Temska,
pecina iznad sela Rsovci 1 pe¢ina Vetrena Dupka blizu sela Vlasi. Nalazi na lokalitetima
Kablar, Krupac i Cetanica su zabeleZeni na osnovu snimljenih eholokacionih signala, dok
su na ostalim lokalitetima Zivotinje bile uhvacéene i/ili slikane, na osnovu ¢ega je utvrden
identitet vrste. Na tim lokalitetima je takode bilo moguée poroceniti brojnost, osim u
sluCaju pecine iznad sela Rsovci. U julu 2010. godine je ornitolog lvan Medenica
napravio fotografije kolonije srednjih potkovicara u toj pe€ini, ali poSto su Zivotinje letele

nije bilo moguce proceniti brojnost.

Zahvaljujué¢i speleolozima, pronadene su tri nove hibernacijske kolonije
sredozemnog potkovicara. Speleolog Zoran Simi¢ je u decembru 2015. godine
fotografisao hibernirajucu koloniju srednjih potkovicara koja je brojala preko 1000
jedinki u Maloj Bizdanji na Samanjcu, a Heliana Dundarova iz Bugarske je u januaru
2016. godine zabelezila oko 300 jedinki na hibernaciji u pe¢ini Vetrena Dupka blizu sela
Vlasi. U kasnu jesen 2016. je u Ranjenoj pecini blizu sela Vratarnica zabeleZena velika
hibernacijska kolonija koja je brojala oko 3000 srednjih potkovicara, od kojih je
najbrojnija vrsta bio R. euryale (Paunovi¢ i sar. 2018).
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Slika 6. Nalazi R. euryale u Srbiji. Zuti krug — nalazi koji su ranije publikovani; plava
zvezda — ranije publikovani nalazi koji su potvrdeni prilikom obilaska ovih lokaliteta u

periodu 2012-2017; crveni romb — prvi put zabeleZeni nalazi ove vrste.
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Pronadena je nova porodiljska kolonija ove vrste u Srbiji blizu sela Temska
(okolina Pirota), koju ova vrsta ¢ini sa vrstama R. ferrumequinum i Myotis emarginatus,
1 koja predstavlja jedino poznato skloniste ove vrste u Srbiji koje je u gradevini. Takode
je indirektno zabelezeno potencijalno prisustvo jos dve nove porodiljske kolonije u Srbiji,
u Tominoj i Ogorelickoj pecini.

Osim novih nalaza ove vrste, R. euryale je bio nalazen na lokalitetima koji su bili
poznati od ranije. Najznacajnije porodiljske kolonije ove vrste u Srbiji su Petnic¢ka pec¢ina
blizu Valjeva, 1 porodiljske kolonije u pe¢ini Pecurski kamen i Ljubinkovoj pec¢ini u
isto¢noj Srbiji, dok su najznacajnija od ranije poznata hibernacijska sklonista u Canetovoj
i Lazarevoj pecini u istocnoj Srbiji. Ove kolonije su bile stabilne za vreme perioda
istraZivanja, 1 ni na jednom od lokaliteta nije bio zabeleZen znacajniji pad brojnosti. U
pec¢ini Tmusa u zapadnoj Srbiji je pronadena nova letnja kolonija muZjaka sredozemnog
potkovicara. Prvi put je kolonija muzjaka na tom lokalitetu zabelezena u julu 2013.
godine, nakon ¢ega je ova pecina bila posecena jo$ nekoliko puta u letnjem periodu, i
svaki put su svi uhvaceni primerci ove vrste bili isklju¢ivo muzjaci. Veli¢ina kolonije je

u tom periodu brojala izmedu 100 i 300 jedinki sredozemnog potkovicara.

Tokom terenskih istrazivanja uhvaceno je ukupno 413 jedinki sredozemnog
potkovicara na 15 lokaliteta u Srbiji, i po jednom lokalitetu u Crnoj Gori (Zacirska pec¢ina)
i Bosni i Hercegovini (rimski kamenolom u Dardaganima) (Prilog 2). Prstenovane su 404
jedinke krilnim markerima Centra za markiranje Zivotinja pri Prirodnjackom muzeju u
Beogradu, i u tom periodu je zabelezen jedan kontrolni nalaz. Odrasli muZzjak koji je
markiran 16.10.2012. u Lazarevoj pecini je uhvacen 8.3.2013. na istom lokalitetu.
Ukupno je prikupljeno 384 uzorka tkiva za geneticke analize od ove vrste, od kojih je iz
280 izolovana DNK.
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4.2. GENETICKE ANALIZE ISSR-PCR

Upotrebom ISSR prajmera je dobijen veliki broj fragmenata razlic¢ite duzine, od
kojih se nekoliko traka izdvojilo kao specijes-specifi¢ne (bile su konzistentne u okviru
vrsta na svim analiziranim lokalitetima) koje su omogudile razlikovanje sredozemnog (R.
euryale) i juznog potkovicara (R. blasii). Kod R. euryale specifi¢ne trake su duzine od
oko 460 bp, 790 bp i oko 1400 bp, dok su za R. blasii specifi¢ne trake duzine oko 680 bp
i 810 bp (Slika 7).

Reur Reur Reur Reur L Rbla Rbla Rbla Rbla

3000 bp

— —

—— S 1000 bp
- e e D '“6

500 b je

n
- -

Slika 7. Elektroforetski profili vrsta R. euryale (Reur) i R. blasii (Rbla). Trake specifi¢ne
za vrste su obelezene crvenim strelicama. L — GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus.
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4.3. GENETICKE ANALIZE MITOHONDRIJSKE DNK

Na osnovu razlika u sekvenci D-petlje u duzini od 711 bp, ukupno su
identifikovana 24 razlicita haplotipa na analiziranom uzorku (Budinski i sar. 2019b).
Dobijene sekvence su pohranjene u GenBank gde su im dodeljeni pristupni brojevi
MK9O77742-MK977824. Na analiziranom fragmentu su zabelezena 23 polimorfna mesta,
od kojih je 12 bilo parsimonijski informativno. Diverzitet haplotipova h (+SD) je 0.871
(£0.028), a nukleotidni 7 (£SD) je 0.00292 (£0.00025). Nakon skra¢ivanja sekvenci na
duzinu od 404 bp (deo sekvence koji je uklonjen nije bio varijabilan), 20 haplotipova je
zabelezeno prvi put, dok su 4 haplotipa ranije detektovana (Bilgin i sar. 2008).

U analizama filogenetske rekonstukcije zasnovane na Bajesovom pristupu su se
izdvojile tri glavne monofiletske klade (Slika 8). Klade 1i 1l obuhvataju uzorke iz Irana,
i u njima je rasporedeno svih 25 haplotipova koje su nasli Najafi i sar. (2018). Ove dve
klade odgovaraju razli¢itim geografskim regionima u Iranu (Slika 9). Uzorci iz Klade |
poticu sa podru¢ja Juznog Irana (odgovaraju subkladi B u publikaciji Najafi i sar. 2018),
dok su se uzorci iz ostalih delova Irana grupisali u kladu Il (odgovaraju subkladi A u
publikaciji Najafi i sar. 2018). U kladi 111 su se grupisali svi uzorci analizirani u ovoj tezi
zajedno sa prethodno analiziranim uzorcima iz Evrope, Turske i Severne Afrike. Stepen
divergencije izmedu uzoraka iz Irana i klade III je 4.2% (4.8% izmedu klade 1 i klade III,
odnosno 4.3% izmedu klade II i klade III). Dve iranske klade su se grupisale zajedno,
medutim, zbog niske posteriorne verovatnoc¢e (0.37), postoji mogucnost da je prvo doslo
do odvajanja klade I, pa klade 11 a tek onda se od njih odvojila klada I11. Filogenetski
odnos izmedu iranskih klada, kao i njhov odnos sa kladom III nije joS uvek u potpunosti
razjasnjen. Dobijena geneticka varijabilnost unutar klada I, IL i Il je redom: 2.1% (raspon
0.5-4.1%), 0.7% (raspon 0-1.5%) i 0.6 % (0-2.8%). U okviru klade 11l se jedan uzorak iz
Turske (haplotip H58) jasno razlikuje od ostalih. Ovaj uzorak (pristupni broj DQ417510
) potice sa lokaliteta Hatay na podrucju istocnog Mediterana (Bilgin i sar. 2008). Svi ostali
uzorci grupisali su se u jednu visoko podrzanu granu (Slika 8). Stepen divergencije
izmedu haplotipa H58 i ostalih haplotipova u okviru klade III iznosi 2.1 % (1.5-2.8%), i
procenjeno vreme kada je doslo do razdvajanja tih grupa je pre oko 79000 godina (95%
HPD 43500-116000 godina).
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Slika 8. Bajesovsko filogenetsko stablo Rhinolophus euryale konstruisano na osnovu
sekvenci D-petlje. Crvenim slovima su ispisani ovde analizirani uzorci, dok su
sekvence uzoraka preuzetih iz GenBank-a predstavljene crnom bojom. Sekvence
Rhinolophus mehelyi i R. blasii su kori§¢ene kao outgrupe.
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Slika 9. Mapa svih lokaliteta sa kojih su uzorci bili ukljuceni u analizu mitohondrijske
DNK. Boje lokaliteta odgovaraju filogenetskim kladama prikazanim na Slici 8. Zutom

bojom je prikazana distribucija R. euryale prema IUCN-u (Juste i Alcaldé 2016).

Prilikom konstruisanja mreze haplotipova su se izdvojile iste tri grupe. Na M-J
mrezi haplotipova (Slika 10) se vide tri jasno odvojene mtDNK pod-mreze, koje
odgovaraju glavnim linijama koje su dobijene u Bajesovim filogenetskim analizama
(Slika 8). Dve pod-mreze sadrze uzorke iz Irana (a odgovaraju kladama I i II), dok tre¢a
sadrzi haplotipove koji odgovaraju kladi III (uzorci iz Evrope, Turske i Severne Afrike).
U mrezi haplotipova se takode vidi izdvajanje haplotipa H58 u okviru klade III. Pod-
mrezu koja predstavlja evropsku subkladu karakteriSe zvezdasta struktura, koja je
naj¢esc¢e indikator populacione ekspanzije u demografskoj istoriji vrste. Najzastupljeniji
haplotip je HS, 1 on zauzima centralnu poziciju u mrezi, a oko njega su rasporedeni ostali
haplotipovi koji imaju malu frekvenciju, i u vecini slu¢ajeva se razlikuju od centralnog
haplotipa u jednoj ili svega nekoliko mutacija. Vecina haplotipova je karakteristi¢na za
odredene geografske regione, npr. haplotipovi H1-H2, H6-H8 su prisutni samo u isto¢noj
Srbiji, a haplotipovi H10-H14 i H19-H20 samo u zapadnoj (Slika 11).
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Slika 10. Median-joining (M-J) mreza haplotipova (veli¢ina krugova nije
proporcionalna frekvenciji haplotipova). Crne tacke predstavljaju mutacije, a belim
krugovima su predstavljeni ,,median vectors ““. Boje haplotipova odgovaraju kladama

dobijenim u Bajesovoj filogenetskoj analizi koje su prikazane na Slici 8.
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Slika 11. Median-joining mreza haplotipova R. euryale u okviru Klade Ill. Veli¢ina
krugova je proporcionalna frekvenciji haplotipova. Crne tacke predstavljaju mutacije,
a beli krugovi ,, median vectors“. Boje odgovaraju razli¢itim geografskim regijama

datim u legendi.

Analiza mismatch distribucije klade 11l je pokazala unimodalnu distribuciju, i
dobijeni rezultati ukazuju na to da demografska istorija ove grupe viSe odgovara modelu
demografske ekspanzije (Slika 12B) nego modelu konstantne veli¢ine populacije (Slika

12A). Vrednost Harpending-ovog indeksa iznosi r = 0.0252, a p vrednost nije statisticki
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znacajna ni za dobijene ni za simulirane podatke (p = 0.091). Scenario populacione
ekspanzije u okviru evropske podklade je dodatno podrzan rezultatima Fu-ovog Fs (Fs =
-38.346, p <0.001) i Tajima D (D =-2.090, p < 0.05) testova. Na osnovu stope supstitucije
koja za D-petlju iznosi 20% u milion godina procenjeno je da je do ekspanzije u okviru

evropske subklade doslo pre oko 11500 generacija, odnosno pre oko 23000 godina.
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Slika 12. Ocekivane (Exp.) i dobijene (Obs.) vrednosti mismatch distribucije za kladu

IIT u scenariju A) konstantne veli¢ine populacije; B) populacione ekspanzije.

4.4. GENETICKE ANALIZE MIKROSATELITA

Na osnovu Evanno AK metoda, rezultati geneticke klaster analize u softveru
STRUCTURE su pokazali grupisanje analiziranih uzorka u tri razli¢ita klastera (Slika 13,
Slika 14A), sto je podrzano i izra¢unavanjem dodatnih MaxMeaK i MaxMedK (Prilozi 3
i 4). U ovoj analizi se Sest od sedam populacija iz isto¢ne Srbije grupisalo u jedan klaster
zajedno sa populacijom iz Crne Gore. Drugi klaster je Cinila preostala populacija iz
Istocne Srbije sa svim analiziranim populacijama iz zapadne Srbije, dok su jedinke iz
populacije iz Slovenije Cinile tre¢i klaster. Grafikoni koji predstavljaju verovatnoéu
pripadanja svake jedinke nekom od klastera za nekoliko razli¢itih vrednosti K (K=2 do

K=4) su prikazani na Slici 15.
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Slika 13. Delta K vrednosti iz STRUCTURE klaster analize

Tabela 4. G"st (ispod dijagonale) i Jost D (iznad diagonale) vrednosti izmedu parova
genetickih klastera dobijenih u STRUCTURE Kklaster analizi.

1 2 3
1 0.112 0.268
2 0.130 0.253
3 0.304 0.286

1 — isto¢na Srbija i Crna Gora; 2 — zapadna Srbija; 3 — Slovenija. Podebljane vrednosti

ukazuju na statisticki znacajnu diferenciranost izmedu parova klastera (p < 0.001).
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Iako je na celom uzorku zabelezen prili¢no visok nivo admiksije (Slika 14), i Jost
D i G"st vrednosti diferenciranosti za parove genetickih klastera su ukazale na znacajne
nivoe diferencijacije izmedu njih (Tabela 4), 1 dodatno podrzale postojanje grupa koje su

dobijene u STRUCTURE klaster analizi.
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Slika 14. Verovatnoca pripadanja svake jedinke odredenom klasteru. A) STRUCTURE
grafikon za vrednost K = 3. Brojevi populacija odgovaraju brojevima datim u Tabeli 2;
trougao — hibernacijska kolonija, zvezda — muska letnja kolonija, krug — porodiljska
kolonija. B) GENELAND proporcije admiksije. Obelezeni geografski regioni

odgovaraju onim datim u Tabeli 2.
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Slika 15. STRUCTURE grafikoni za razli¢ite vrednosti K. Svaki vertikalni stubi¢
predstavlja genotip individue, dok su na y osi prikazane vrednosti verovatnoce
pripadanja genotopova odredenim klasterima. Brojevi populacija odgovaraju

brojevima u Tabeli 2.
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Kada je prilikom klaster analize uzeta u obzir informacija o geografskoj lokaciji
svake od uzorkovanih populacija (GENELAND analiza), rezultati su takode ukazali na
postojanje tri klastera (Slika 14B). lako je na celom analiziranom uzorku evidentno
postojanje velikog nivoa admiksije, populacije i dalje imaju tendenciju grupisanja u tri
klastera koji se medusobno razlikuju. Tendencija grupisanja populacija u 3 klastera je

zabeleZzena i na mapama posteriorne verovatno¢e pripadnosi odredenom klasteru u
GENELAND-u (Slike 16 i 17).

450 455 460

445
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43.0

425

16 18 20 22
Slika 16. Procenjena pripadnost populacija odredenim klasterima na osnovu
GENELAND analize. Zuta boja — isto¢na Srbija i Crna Gora; zelena — zapadna Srbija;
bela — Slovenija. Na x osi su stepeni geografske duzine, a na y osi stepeni geografske

irine.
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Slika 17. Mape posteriorne verovatnoce za pripadnost populacije odredenom klasteru.
Najsvetliji delovi mape predstavljaju najvecu verovatnocu. Na X 0si su stepeni
geografske duzine, a na y osi stepeni geografske Sirine. A —klaster isto¢na Srbija i Crna

Gora; B — klaster zapadna Srbija; C — Slovenija.
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Svi analizirani mikrosatelitni lokusi su bili polimorfni. Zabelezeno je 7-13 alela
po lokusu, a dobijena heterozigotnost je bila u rasponu 0.482—0.835 (Tabela 5). Znac¢ajno
odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze je uoceno za lokuse RMO003 i RMO11.
Koeficijent inbridinga (Fis) je takode bio statisti¢ki znacajno ve¢i od nule kod oba lokusa,
Sto je verovatno bilo uzrokovano prisustvom nultih alela, s obzirom na to da su za ova
dva lokusa nulti aleli bili detektovani u polovini analiziranih populacija. Ni jedan od

analiziranih lokusa nije bio u gametskom (linkage) disekvilibrijumu.

Tabela 5. Deskriptivna statistika za osam analiziranih mikrosatelitskih lokusa

Lokus DuzZina Na R Ho He Fis H-W
REO007 120-158 9 5.80 0.794 0.802 -0.006 n.s.
REO017 187-201 8 4.07 0.741 0.695 -0.080 n.s.

RMO002 386-438 13 5.95 0.796 0.804 0.023 n.s.
RMO003 373-413 11 6.24 0.609 0.819 0.254 *
RMO010 469-513 12 7.35 0.835 0.865 0.031 n.s.

RMO011 374-402 8 4.47 0.482 0.685 0.312 *
RMO015 178-198 7 4.03 0.669 0.687 0.017 n.s.
RMO025 119-135 8 441 0.629 0.631 -0.019 n.s.

Na — broj alela, R — bogatstvo alela, Ho — dobijena heterozigotnost, He — o¢ekivana
heterozigotnost, Fis — indeks fiksacije, H-W — znacajnost testova za odstupanje od HWE

(* statisticki znacajno na nivou p < 0.05, n.s. — nije statisticki znacajno)

Na nivou populacija, genski diverzitet i uocena heterozigotnost su bili sli¢ni medu
populacijama (Tabela 6). Vrednosti indeksa fiksacije (Fis) za pojedina¢ne kolonije nisu
bili znacajno razli€iti od nule, ukazuju¢i na to da unutar tih kolonija nema znacajnog
inbridinga. Takode nije zabeleZena znacajna razlika u genetickoj varijabilnosti medu
razli¢itim tipovima kolonija kada je analiziran broj alela [F(2,6) = 0.53, p = 0.609], dobijena
heterozigtnost [F,9) = 0.56, p = 0.588] i koeficijent inbridinga [F,9 = 0.35, p = 0.711].
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Tabela 6. Geneticka varijabilnost unutar analiziranih kolonija

Kolonija Na Ho He Fis
1 6.875 0.724 0.734 0.041
2 6.375 0.679 0.716 0.081
3 7.625 0.725 0.749 0.047
4 6.500 0.724 0.745 0.049
5 6.375 0.660 0.717 0.108
6 6.500 0.719 0.737 0.054
7 7.500 0.703 0.738 0.064
8 6.125 0.690 0.728 0.080
9 5.750 0.667 0.704 0.101
10 5.500 0.622 0.685 0.146
11 6.000 0.708 0.727 0.068
12 5.875 0.740 0.737 0.036

Na — prosecan broj razli¢itih alela na nivou svih lokusa, Ho — dobijena heterozigotnost,

He — o¢ekivana heterozigotnost, Fis — koeficijent inbridinga.

Fst vrednosti izmedu parova analiziranih populacija su bile relativno niske, i bile
su u rasponu izmedu -0.004 i 0.064 (Tabela 7). Jost's D i G"st vrednosti su pokazale malo
viSe nivoe diferencijacije izmedu parova populacija, a dobijene vrednosti za oba
analizirana parametra su sli¢ne (Prilozi 5 i 6). Kolonija iz Slovenije, koja je geografski
najudaljenija od ostalih kolonija, se statisticki znacajno razlikovala od ostalih populacija
na osnovu sva tri analizirana parametra. Kolonija iz Crne Gore se znacajno razlikovala
od svih kolonija u zapadnoj Srbiji, ali ne i od kolonija u isto¢noj Srbiji. U veéini slucajeva
se kolonije u okviru jedne geografske regije nisu medusobno znacajno razlikovale.

Takode, nije bilo znacajne diferencijacije izmedu razli¢itih tipova kolonija
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Tabela 7. Fst vrednosti (ispod dijagonale) i p vrednosti za znacajnost geneticke diferencijacije (iznad dijagonale) izmedu parova populacija.
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0.004
0.004
0.015
-0.002
0.000
0.005
0.036
0.041
0.042
-0.011
12 0.055
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0.344

0.022
-0.001
-0.001
-0.002
0.002
0.027
0.019
0.016
0.011
0.052

0.242
0.423

0.001
0.003
-0.002
0.002
0.024
0.012
0.014
0.010
0.045

0.026
0.611
0.449

0.015
-0.002
0.005
0.024
0.022
0.019
0.006
0.045

0.653
0.642
0.343
0.043

0.002
0.003
0.032
0.026
0.024
0.008
0.050

0.562
0.698
0.688
0.679
0.472

-0.004
0.024
0.029
0.023
-0.001
0.052

0.202
0.443
0.368
0.164
0.388
0.860

0.020
0.021
0.018
0.011
0.058

0.000
0.003
0.000
0.001
0.002
0.002
0.000

0.000
0.020
0.026
0.054

0.000
0.040
0.063
0.015
0.014
0.001
0.012
0.595

0.007
0.032
0.062

0.008
0.143
0.108
0.088
0.074
0.044
0.077
0.069
0.393

0.058
0.064

0.932
0.157
0.140
0.284
0.299
0.624
0.116
0.016
0.009
0.003

0.054

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

Podebljane vrednosti predstavljaju stepen diferencijacije izmedu populacija koji je statisti¢ki znacajno veci od ocekivanog stepena izmedu

dve nasumic¢ne populacije. Brojevi populacija odgovaraju brojevima datim u Tabeli 2. Nijansama sive boje je predstavljena medusobna

geografska udaljenost lokaliteta OJ 0-150 km,

151-300 km, ®=301-450 km i ® > 450 km.
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Rezultati dobijeni analizom molekularne varijanse (AMOVA) su ukazali na to da
vecéina geneticke varijabilnosti (95.3%, p < 0.001) potice od varijabilnosti izmedu jedinki
unutar kolonija, dok je najmanji deo vezan za varijabilnost medu kolonijama unutar
geneti¢kih klastera (0.32%, p = 0.235). Geneticka varijabilnost medu klasterima je
statistiCcki znacajna (p < 0.001) i iznosi 4.38%. Analiza izolacije putem distance
primenom Mantel testa je ukazala na postojanje znacajne korelacije izmedu geografskih
i geneti¢kih distanci (Slika 18A) izmedu populacija sredozemnog potkovicara (r = 0.732,
p <0.01). Isti rezultati su dobijeni i primenom dodatnih Mantel testova gde su kao matrice
genetickih distanci bile koriS¢ene matrice Jost D i G"st vrednosti. Rezultati parcijalnog
Mantel testa, nakon uklanjanja efekta geografske varijabilnosti, pokazali su da ne postoji
znacajna korelacija izmedu genetickih i sredinskih distanci r = -0.228, p = 0.871 (Slika
18B).
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Slika 18. Grafikoni povezanosti izmedu A) genetickih i geografskih distanci; i B) genetickih i sredinskih distanci. Trougao — parovi
populacija koji pripadaju istom genetickom klasteru, krug — parovi populacija koji pripadaju razli¢itim genetickim klasterima (isto¢na
Srbijai Crna Gora su smatrane jednim geneti¢kim klasterom na osnovu svih prethodnih analiza). Crveni trouglovi predstavljaju parove

populacija unutar isto¢ne Srbije, a plavi trouglovi parove populacija iz isto¢ne Srbije sa populacijom iz Crne Gore.
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Analize disperzije izmedu polova su pokazale da ne postoji znacajna razlika u
disperziji izmedu muzjaka i Zenki (Slika 19). Rezultati ni jednog od Cetiri testa nisu bili

statisti¢ki znacajni (Tabela 8).

-2
|

Slika 19. Vrednosti korigovanog indeksa pripadnosti (Alc) medu polovima

predstavljene medijanom i kvartilima; o — autlajeri; F — Zenke; M — muZjaci.

Tabela 8. Rezultati dvostranog t-testa disperzije izmedu polova

mAlc vAlc Fis Fst
t vrednost -0.8354 0.9927 0.0088 -0.0092
p 0.345 0.433 0.731 0.214

mAlc — srednja vrednost korigovanog indeksa pripadnosti; VAIC — varijansa korigovanog
indeksa pripadnosti; Fis — inbriding koeficijent individue u odnosu na grupu, Fst — mera

diferencijacije izmedu grupa.
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BayesAss analize su pokazale da tokom poslednje dve generacije nije bilo
znacajne stope migracije izmedu populacija koje pripadaju razli¢itim geografskim

regijama (Slika 20).

Slika 20. Stope migracija u poslednje dve generacije unutar i izmedu geografskih regija

(populacije i geografske regije su navedene u Tabeli 2).
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Prosecan stepen srodnosti medu ¢lanovima kolonija je bio blizu nule u svim
analiziranim populacijama. Procenat rodaka medu jedinkama unutar kolonija (r > 0.25)
je iznosio izmedu 8.5-16.21%, 9.52-17.68 % i 4.54-20 %, u porodiljskim, letnjim
muskim i hibernacijskim kolonijama (Tabela 9). Tip kolonije nije imao znacajan efekat
na stepen srodstva medu ¢lanovima kolonije [F,9) = 1.00, p = 0.405], ni na procenat
srodnih jedinki unutar [Fe) = 0.13, p = 0.883].

Tabela 9. Srodnost jedinki u okviru razli¢itih tipova kolonija

Kolonija Tip kolonije Srednjasrodnost  QGEst > 0.25
Canetova pecina hibernacijska 0.0062 11.11 %
Bela Sala muska letnja 0.0306 17.62 %
Ljubinkova pe¢ina  porodiljska -0.0083 941 %
Lazareva pecina hibernacijska 0.0002 10.51 %
Pecurski kamen porodiljska 0.0180 8.50 %
Temska porodiljska 0.0004 11.96 %
Drzinska pec¢ina hibernacijska/prelazna 0.0163 12.69 %
Petnicka pecina porodiljska 0.0394 16.21 %
TmusSa muska letnja 0.0481 9.52 %
Drenajicka pe¢ina  hibernacijska/prelazna 0.0613 20.0 %
Zacirska peéina hibernacijska/prelazna 0.0027 4.54 %
Kostanjeviska jama hibernacijska 0.0366 15.38 %

QGEst — pokazatelj srodnosti izmedu parova jedinki prema Queller i Goodnight (1989)
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5. DISKUSIJA
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5.1. DISTRIBUCIJA I BROJNOST SREDOZEMNOG POTKOVICARA U SRBLJI

Distribucija sredozemnog potkovicara u Srbiji je ograni¢ena na podrucja zapadne
I isto¢ne Srbije, i poklapa se sa distribucijom kre¢njackih podrucja u Srbiji (Purovié¢ 1998;
Paunovi¢ 2016). Svih 26 lokaliteta na kojima je R. euryale zabelezen prilikom
prikupljanja materijala za ovu populaciono-geneti¢ku analizu se nalaze u okvirima do
sada poznatog areala vrste. Od toga, prisustvo ove vrste bilo je poznato na 15 lokaliteta,
ana 11 je zabelezeno po prvi put. U Cebiéa peéini blizu Valjeva je u aprilu 2014. godine
uhvaceno pet odraslih muzjaka. Ovaj lokalitet najverovatnije predstavlja prelazno
skloniSte ove vrste izmedu zimskih i letnjih sklonista, posto je poznato da ne hibernira u
ovoj pecini (Paunovi¢ 2016; li¢ni podaci). Prilikom terenskih istrazivanja slepih miseva
Ovcarsko-Kablarske klisure, eholokacioni signali ove vrste u preletu su snimljeni
nekoliko puta u blizini planinarskog doma ,,Kablar* (Budinski 2013), ali nisu pronadena
skloni$ta na tom podrucju. Burazerovi¢ (2017) navodi nalaz ove vrste iz pe¢ine Kadenica,
u kojoj prilikom posete u aprilu 2013. godine nisu zabelezeni slepi miSevi (Budinski
2013). Eholokacioni signali ove vrste su snimljeni u blizini ulaza u peéinu na Cetanici
(kanjon reke Milesevke) u julu 2013. godine, i ovaj nalaz predstavlja ujedno
najjugozapadniji nalaz R. euryale u Srbiji, kao i nalaz na najve¢oj nadmorskoj visini, 1335
metara (Budinski 1 sar. 2016; Paunovi¢ 2016). Mnogo veci broj nalaza je zabelezen u
isto¢noj Srbiji. Zahvaljuju¢i fotografijama speleologa, pronadene su tri nove
hibernacijske kolonije sredozemnih potkovi¢ara u Maloj Bizdanji, Ranjenoj peéini i u
Vetrenoj Dupki. Od ova tri lokaliteta, samo u Ranjenoj pecini je procenjena brojnost
kolonije srednjih potkovi¢ara na oko 3000 jedinki. U kolonije je bilo priblizno 2300
jedinki R. euryale, a ostatak su, u mnogo manjem broju, ¢inili R. blasii i R. mehelyi
(Paunovié i sar. 2018). Od tri vrste srednjih potkovicara, R. euryale je najbrojnija i najsire
rasprostranjena vrsta, 1 u kolonijama koje Cine dve ili sve tri vrste srednjih potkovicara je
uvek najbrojniji (Paunovi¢ 2016). Najverovatnije je da je ista situacija i sa kolonijama u
Maloj Bizdanji i Vetrenoj Dupki. Te kolonije su najverovatnije sastavljene ili samo od

jedinki sredozemnog potkovicara, ili je on najbrojnija vrsta u tim kolonijama.

Prisustvo porodiljske kolonije R. euryale u napustenoj gradevini kod sela Temska
predstavlja veoma znacajan nalaz, posto je u pitanju jedina za sada poznata kolonija ove

vrste u Srbiji koja se ne nalazi u podzemnom sklonistu (kao $to je pec€ina ili rudnik) ve¢
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je u nadzemnom sklonistu koje je izgradio ¢ovek. U pitanju je meSovita porodiljska
kolonija koju ¢ine vrste Rhinolophus ferrumequinum (obi¢no oko 200-300 Zenki), R.
euryale (sli¢na brojnost kao i R. ferrumequinum) i manji broj Myotis emarginatus (do 100
zenki). Prvi put je ova kolonija zabelezena tokom jula 2010 godine, i narednih godina je
bila poseéena jos nekoliko puta. U tom periodu nije zabelezena znacajna promena
brojnosti kolonije, kao ni odnos brojnosti vrsta koje je ¢ine. U veéini areala (pa tako i na
istrazivanom podrucju) sredozemni potkovicar koristi podzemna sklonista za porodiljske
kolonije (Dietz i Kiefer 2016), dok je u severnim delovima areala, na podru¢ju severne
Madarske 1 juzne Slovacke, skoro 25% porodiljskih kolonija na tavanima, verovatno zbog
nedostatka prirodnih sklonista (Uhrin i sar. 2012). U pe¢ini na Rgotskom kamenu u blizini
Bora su speleolozi pronasli ,,veliku koloniju“ srednjih potkovi¢ara u avgustu 2015.
godine. Medutim, prilikom posete objektu po¢etkom septembra iste godine je pronadena
samo jedna mlada Zenka, §to znaci da se do tog momenta kolonija ili premestila u dublje

delove pecine koji su biti tesko dostupni, ili je ve¢ bilo doslo do disperzije jedinki.

Ponor Pandiralo je pose¢en u julu 2015 godine, kada je zabelezZena velika kolonija
(oko 3000 jedinki) vrsta Myotis myotis/M. blythii i Miniopterus schreibersii. Takode je
zabelezeno (vizuelno, na fotografijama, i pomocu ultrazvu¢nog detektora) prisustvo 20-
ak jedinki sredozemnog potkovicara. Pecina je pose¢ena tokom dana, zbog vode u objektu
nije bilo moguce uéi duboko i Zivotinje su pocele da lete, te se u objektu nije dugo
zadrzavalo, da bi se zivotinje $to manje uznemiravale. Zbog toga nije bilo moguce utvrditi
da li je u dubljim delovima pecine bilo vise jedinki ove vrste, ni da li je u pitanju
porodiljska kolonija, letnja kolonija muZzjaka ili neki drugi tip kolonije. Sli¢na situacija je
bila i sa kolonijom u pecini iznad sela Rsovci. U julu 2010. godine je zabeleZeno prisustvo
kolonije srednjih potkovi€ara u toj pecini, ali nije procenjena brojnost niti utvrden tip
kolonije. Prilikom narednih poseta pec¢ini (maj 2013. i jul 2015. godine) u njoj nisu bili
zabeleZeni slepi misevi. Pomocu ultrazvuénog detektora su u maju 2015. godine snimljeni
eholokacioni signali ove vrste u preletu u blizini sela Krupac. U neposrednoj blizini za
sada nije poznato ni jedno skloniste ove vrste, ali je taj kraj bogat pe¢inama koje jos uvek
nisu istrazene. Takode, na udaljenosti od oko 12 km se nalaze Ogorelicka peéina i ponor
Pandiralo gde je prisustvo ove vrste zabeleZzeno, i moguce je da jedinke iz tih skloniSta

love na ovom podrucju.
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U Ogorelickoj pecini je u septembru 2016. godine zabelezeno prisustvo nekoliko
subadultnih (rodenih tokom leta iste godine) jedinki sredozemnog potkovicara, $to
indirektno ukazuje na postojanje porodiljske kolonije na ovom lokalitetu. Prisustvo ove
vrste u Ogorelickoj pecini je prvi put zabelezila Burazerovi¢ (2017), ali nije navedeno
koji tip kolonije je bio u pitanju. Burazerovi¢ (2017) navodi prisustvo porodiljske kolonije
u Drzinskoj peéini (=Velika pecina u Drzini). Prilikom posete ovom objektu u maju 2013.
godine je zabeleZzena meSovita kolonija R. euryale i R. blasii (gde je R. euryale ¢inio oko
90%). S obzirom na to da kod uhvacenih Zivotinja nisu bili vidljivi znakovi gravidnosti,
1 da tokom narednih godina prilikom poseta ovom objektu u letnjem periodu nije nadena
porodiljska kolonija, ovaj lokalitet je bio okarakterisan kao prelazno skloniste

sredozemnog potkovicara.

Jo§ jedan zanimljiv nalaz je postojanje muske letnje kolonije u pecini Tmusa u
zapadnoj Srbiji. Ovaj lokalitet je ranije bio okarakterisan kao kopulatorno skloniste R.
euryale (Paunovi¢ 2016), a prisustvo muske letnje kolonije je prvi put zabelezeno tokom
leta 2013. godine. Prethodno je bila poznata samo letnja kolonija muzjaka iz istocne
Srbije, u pecini Bela Sala (Uhrin 1 sar. 2012), a drugi nalazi letnjih kolonija sredozemnog

potkovicara sastavljenih samo od muzjaka nisu pronadeni u dostupnoj literaturi.

Paunovi¢ (2016) je procenio brojnost populacije sredozemnog potkovicara u
Srbiji na oko 30000 jedinki, sa stabilnim populacionim trendom, 1 predlozenom [UCN
kategorijom ugrozenosti — Najmanja briga (LC — least concern). Poslednjih nekoliko
decenija su zabeleZeni veliki padovi brojnosti populacija ove vrste Sirom areala, dok se
populacije na Balkanskom poluostrvu smatraju stabilnim i najbrojnije su (Dietz i Kiefer
2016, Juste i Alcalde 2016). Rezultati istrazivanja u okviru ove teze su u saglasnosti sa
ranije dobijenim rezultatima, odnosno, nisu zabeleZene nikakve znacajne oscilacije u
brojnosti u kolonijama koje su pracene, i smatra se da je trend populacija R. euryale u

Srbiji stabilan.
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5.2. METODE ZA IDENTIFIKACIJU

ISSR-PCR metod nije ranije koriS¢en za razlikovanje morfoloski sli¢nih vrsta
potkovicara, a ni drugih vrsta slepih miSeva. Puechmaille i Teeling (2014) su za
razlikovanje Rhinolophus euryale i sestrinske vrste R. mehelyi Koristili razlike u
sekvencama D-petlje i Cytb mitohondrijske DNK. lako je uzorkovanje bilo neinvazivno
(DNK je izolovana iz izmeta prikupljenog ispod hibernirajuc¢ih jedinki), ovaj pristup osim
amplifikacije DNK zahteva naknadno sekvenciranje umnoZzenih produkata.
Sekvenciranje jeste najpouzdaniji metod za razlikovanje vrsta, ali ponekad nije moguce

zbog ogranicenih finansijskih sredstava.

ISSR-PCR se ranije pokazao kao efikasan metod za razlikovanje nekih morfoloski
sli¢nih vrsta biljaka, insekata, riba, sisara i mnogih drugih taksona (Balasaravanan i sar.
2006; Maltagliati i sar. 2006; He i sar. 2007; Bugarski-Stanojevic i sar. 2013). U ovoj
studiji se ovaj metod takode pokazao kao pouzdan i efikasan za razlikovanje dve vrste
srednjih potkovicara, R. euryale i R. blasii. lako su jasno definisani morfoloski karakteri
za razlikovanje ove dve vrste, nekada na terenu dolazi do pogresne identifikacije, c¢emu
je uglavnom uzrok neiskustvo istrazivaca. Pored toga postoji ¢itav niz razloga koji mogu
dovesti do pogresne determinacije. Odreden broj jedinki ima intermedijarne morfoloske
karaktere. Nekada dolazi do oSte¢enja ili deformisanja koZnih nabora koji se koriste za
razlikovanje vrsta. Kod juvenilnih jedinki falange prstiju krila jo§ nisu potpuno razvijene,
i nije uvek moguce sa sigurno$c¢u utvrditi koja je vrsta u pitanju. Sve ovo zajedno ukazuje
da je potreban efikasan metod koji bi povec¢ao pouzdanost determinacije. ISSR-PCR

metod bi se takode mogao koristiti za identifikaciju ostataka uginulih jedinki.

U ovoj studiji su analizirane dve od tri vrste srednjih potkovicara koji naseljavaju
Evropu, i slede¢i korak bi bilo prikupljanje uzoraka i1 uklju¢ivanje u analizu trece vrste,

Rhinolophus mehelyi.
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5.3. FILOGEOGRAFIJA | DEMOGRAFSKA ISTORIJA

Na osnhovu analiziranog seta sekvenci D-petlje mitohondrijske DNK uoc¢eno je
postojanje tri glavne monofiletske klade, od kojih dve odgovaraju uzorcima iz Irana
(klada I'i klada II), dok su u okviru tre¢e grupisani uzorci iz Evrope, azijskog dela Turske
i severne Afrike (klada Ill). Postojanje istih filogenetskih grupa su ranije ustanovili
(Najafi i sar. 2018) na osnovu sekvenci D-petlje i Cytb. Dve Iranske klade geografski
odgovaraju razlicitim regijama u toj drzavi, i isti autori sugeriSu da su u Iranu za vreme
glacijacija najverovatnije postojala dva razlicita refugijuma u kojima su populacije ove
vrste prezivele ledena doba i usled izolacije divergirale. Jedan od refugijuma je
najverovatnije bio na jugozapadu zemlje, juzno od planina Zagros, odakle poti¢u uzorci
koji ¢ine kladu I. Uzorci iz ostalih delova Irana su se grupisali u kladu 11, i pretpostavlja
se da poticu iz drugog refugijalnog podrucja R. euryale u Iranu koje je najverovatnije bilo
severno od planina Elborz, u podrucju blizu Kaspijskog mora. Sli¢an filogenetski obrazac
je pronaden i kod dve vrste moljaca iz Irana, za koje je takode predlozeno postojanje ova

dva refugijalna podrucja u Pleistocenu (Rajaei Sh i sar. 2013).

Bilgin 1 sar. (2008) sugeriSu da je na Balkanskom poluostrvu najverovatnije
postojao glacijalni refugijum sredozemnog potkovicara, i rezultati ove studije podrzavaju
scenario da klada III najverovatnije potiCe iz refugijuma na Balkanu. Ovaj scenario je
podrzan velikim diverzitetom haplotipova na ovom podrucju, kao i filogenetskim
analizama i analizama mreze haplotipova. Pod-mreZa haplotipova koja predstavlja kladu
III ima zvezdastu strukturu, koja je indikator skorasnje populacione ekspanzije. Centralnu
poziciju u mreZi zauzima jedan haplotip koji ima najvecu frekvenciju (Slika 11), a oko
njega su rasporedeni brojni haplotipovi sa manjom frekvencijom koji se od centralnog
haplotipa razlikuju u jednom ili svega nekoliko nukleotida. U ovoj pod-mrezi je centralni
haplotip H5 koji ima najvecu frekvenciju i najvecu geografsku rasprostranjenost (Italija,
Crna Gora, zapadna i istocna Srbija, Albanija 1 Turska), 1 vrlo verovatno predstavlja
ancestralni haplotip ove grupe. Isti haplotip je i u studiji Bilgin i sar. (2008) bio
najrasprostranjeniji 1 predlozen kao ancestralni. U Crnoj Gori su nadena dva haplotipa, a
oba su prisutna i u Italiji i isto¢noj Srbiji. Geneticka sli¢nost izmedu uzoraka iz Crne Gore

1 isto¢ne Srbije je zabeleZena i na nivou nuklearnih mikrosatelita.
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U okviru klade IIT je jedan haplotip, H58, koji poti¢e sa prostora istocnog
Mediterana, znacajno razlicit od ostalih haplotipova, i postoji moguénost da poticu iz
razli¢itih glacijalnih refugijuma. Podru¢je oko Levantskog mora je najverovatnije
predstavljalo refugijum vrste Miniopterus schreibersii za vreme poslednjeg glacijalnog
maksimuma (Bilgin i sar. 2016), i isti region je mozda bio refugijum i za vrstu R. euryale.
Medutim, s obzirom na dostupnost samo jednog uzorka sa tog podrucja, izvodenje takvih
zakljucka bi bilo previse spekulativno, i neophodno je analizirati jo§ uzoraka sa podrucja
isto¢nog Mediterana da bi se ova hipoteza potvrdila ili odbacila. Coraman i sar. (2013) su
analizirali filogeografiju 33 vrste slepih miSeva na podrucju Anadolije primenom ND1 i
Cytb mitohondrijskih markera, i svi uzorci su se grupisali u jednu dobro podrzanu

monofiletsku kladu, $to je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovoj tezi.

Uzorci iz Italije su se grupisali u jednu kladu (klada I11) zajedno sa ostalim uzorcima
iz Evrope, a dva haplotipa koja su nadena u Italiji su prisutna i na Balkanskom poluostrvu.
Za vreme poslednjeg glacijalnog maksimuma, nivo Sredozemnog mora je bio mnogo nizi
nego $to je danas, i u tom periodu je doslo do formiranja ,.kopnenih mostova“ (engl. land
bridges) izmedu Apeninskog i Balkanskog poluostrva (Shackleton i sar. 1984),
omogucavajudi protok gena izmedu njih (Randi 2007; Ruedi i sar. 2008). Moguce je da
je Apeninsko poluostrvo naseljeno populacijama sredozemnog potkovicara koje poticu
sa Balkanskog poluostrva, Sto je rezultiralo u njihovoj genetickoj sli¢nosti. Takode je
zanimljivo $to su se i uzorci iz Francuske 1 Tunisa grupisali zajedno sa svim ostalim
uzorcima iz Evrope. Pirinejsko poluostrvo je predstavljalo glacijalni refugijum za neke
vrste slepih miSeva kao $to su Barbastella barbastellus (Rebelo i sar. 2012), Plecotus
austriacus (Razgour i sar. 2013) i verovatno Nyctalus leisleri (Boston i sar. 2015). Pod
pretpostavkom da je Pirinejsko poluostrvo predstavljalo glacijalni refugijum
sredozemnog potkovicara odakle su nakon poslednjeg glacijalnog maksimuma
kolonizovane teritorije jugozapadne Evrope 1 severne Afrike, bilo bi o€ekivano da su ovi
uzorci genetiCki razli¢iti od uzoraka sa Balkanskog poluostrva (zbog divergencije u
alopatriji). Medutim, haplotipovi iz Francuske i severne Afrike se ne razlikuju mnogo od
haplotipova koji su pronadeni na Balkanskom i Apeninskom poluostrvu, te je moguce da
svi vode poreklo od zajednicke predacke populacije koja je tokom ledenih doba prezivela
na podrucju Balkana, odakle je zapocela rekolonizacija. Za mnoge vrste biljaka i zivotinja

je Balkansko poluostrvo igralo najvecu ulogu kao glacijalni refugijum, dok su, zbog
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planina koje ih oivic¢avaju, Iberijsko i Apeninsko poluostrvo imali srednji odnosno mali
doprinos njihovom genetickom diverzitetu. Moguce je da su sve evropske populacije
rekolonizovane iz jednog glacijalnog refugijuma koji se nalazio na Balkanskom
poluostrvu, kao $to je bio slucaj sa Myotis bechsteinii (Kerth i sar. 2008) i Nyctalus
noctula (Petit i sar. 1999). Medutim, zbog malog broja uzoraka (svega pet jedinki sa
jednog lokaliteta) iz Italije, i odsustva uzoraka sa Pirinejskog poluostrva, nije moguce

iskljuciti postojanje drugih glacijalnih refugijuma ove vrste na podruc¢ju Evrope.

Dobijeni rezultati podrzavaju scenario populacione ekspanzije koja je zapocela u
kasnom Pleistocenu. Sli¢an obrazac rasta populacija i nakon toga rekolonizacije Evrope
iz balkanskog refugijuma je zabelezen kod jos§ nekoliko vrsta slepih miseva. Rezultati
Furmana i saradnika (2010) su pokazali da je jedan deo populacija Miniopterus
schreibersii za vreme ledenih doba najverovatnije preziveo na podrucju severne Bugarske
1 Trakije, odakle je nakon poslednjeg glacijalnog maksimuma doslo do Sirenja areala uz
obale Sredozemnog i Crnog mora. U filogeografskim analizama Myotis bechteinii,
najveci diverzitet haplotipova je zabelezen na Balkanskom poluostvu u poredenju sa
ostatkom Evrope, i autori su sugerisali da je do rekolonizacije doSlo iz balkanskih
populacija posle poslednjeg glacijalnog maksimuma (Kerth i sar. 2008). Populacije vrste
Barbastella barbastellus su prezivele ledena doba u sva tri juznoevropska refugijuma.
Nakon poslednjeg glacijalnog maksimuma je doslo do rekolonizacije centralne Evrope
populacijama iz balkanskog refugijuma, dok su se na podru¢ju zapadne Evrope prosirile

populacije poreklom sa Pirinejskog poluostrva (Rebelo i sar. 2012).

5.4. GENETICKA STRUKTURIRANOST POPULACIJA

Na osnovu analize nuklearnih mikrosatelita u 12 populacija sredozemnog
potkovicara na Balkanu, zabelezen je veliki geneticki diverzitet. Svi lokusi su bili
polimorfni i ni u jednoj od populacija nije zabeleZen znacajan stepen inbridinga. lako
slepi miSevi imaju mogucénost letenja koje moze imati homogenizuju¢i efekat na geneticki
diverzitet, na analiziranom podrucju je uocena odredena genetiCka sub-strukturiranost.

Izmedu populacija ove vrste je zabeleZena izolacija putem distance, pri cemu su

68



.....

je takode zabelezena i kod kongenericke vrste Rhinolophus ferrumequinum Rossiter i sar.
(2007) i kod drugih sedentarnih vrsta slepih miSeva kao $to su Myotis myots (Castella i
sar. 2001) i Plecotus auritus (Burland i sar. 1999).

Na podrucju centralnog Balkana je zabelezen visok stepen admiksije, i na prvi
pogled nije bilo ociglednog obrasca genetickog diferenciranja. Medutim, brojne analize
su podrzale postojanje tri odvojene grupe na analiziranom podruc¢ju, pri ¢emu su prvu
¢inile populacije iz isto¢ne Srbije zajedno sa populacijom iz Crne Gore, drugu populacije
iz zapadne Srbije, dok se populacija iz Slovenije izdvojila kao zasebna. lako je postojanje
ove tri grupe statistiCki znacajno podrzano, grupisanje populacije iz Crne Gore sa
populacijama iz istocne Srbije nije ocekivano, s obzirom na to da su te populacije prilicno
medusobno udaljene. Frantz i sar. (2009) su pokazali da je u slucaju seta populacija koje
karakteriSe prisustvo izolacije putem distance, ponekad teSko objasniti postojanje

genetickih klastera u bioloskom kontekstu.

Grupa koju su ¢inile populacije iz zapadne Srbije se uvek prva izdvajala u klaster
analizama, i ove populacije su pokazale statisticki znacajnu diferenciranost od skoro svih
ostalih analiziranih populacija iz preostale dve grupe. Udaljenost izmedu kolonija u
zapadnoj i istocnoj Srbiji je ve¢a od 100 km, i na podrucju centralne Srbije ne postoji
mnogo prirodnih sklonista niti su poznati noviji nalazi ove vrste, i oekivano je da ¢e
udaljenost 1 odsustvo adekvatnih skloniSta predstavljati barijeru za protok gena izmedu
ove dve geografske regije. U Karpatskom regionu su zabelezene sezonske migracije R.
euryale do 16.7 km, dok su u Bugarskoj zabelezene vece distance koje pripadnici ove
vrste prelaze izmedu zimskih i letnjih sklonista, do 58.8 km (Dietz i sar. 2009a). Kao $to
je 1 ocekivano, mnogo veca geneticka diferenciranost je zabeleZena izmedu geografskih
regiona, nego izmedu populacija unutar regiona. Ovo je podrzano i kontrolnim nalazima
prethodno markiranih predstavnika ove vrste u Srbiji, gde su sezonske migracije
zabelezene unutar jedne geografske regije, a ne i1 izmedu razliitih geografskih regija
(Paunovi¢ 2016; Peji¢ i sar. 2018, li¢ni podaci). Takode, rezultati recentnih migracija
pomocu BayesAss programa nisu pokazali da je bilo znacajnih migracija izmedu

geografskih regija u protekle dve generacije.
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Zanimljiv je rezultat da postoji znacajna genetiCka diferenciranost izmedu
kolonija iz zapadne Srbije i kolonije iz Crne Gore (obe regije su u okviru Dinarida), koja
uveliko prevazilazi geneticke razlike izmedu populacija u isto¢noj Srbiji i Crnoj Gori
(odnosno populacija na podru¢ju Karpato-Balkanida i Dinarida). Moguce je da visoke
planine na severu Crne Gore predstavljaju fizicku barijeru izmedu ove dve regije, i u
geneticka slicnost izmedu populacija u istoc¢noj Srbiji sa populacijom u Crnoj Gori. Na
osnovu rezultata koji su pokazali da postoji znacajna izolacija putem distance izmedu
populacija na Centralnom Balkanu, o¢ekivano je da ove populacije geneticki budu mnogo
vise razliite, s obzirom da su medusobno udaljene 270-345 km. Jedan od potencijalnih
uzroka ovakvih sli¢nosti bi mogli biti sredinski faktori, ali primenom parcijalnog Mantel
testa nije dobijena znacajna korelisanost izmedu genetickih i sredinskih razlika, tako da
se efektom sredinskih faktora ne moze objasniti ova geneticka slicnost. Jo§ uvek nije
najjasnije $ta je dovelo do geneticke sli¢nosti ovih populacija. U svim klaster analizama
su se grupisale zajedno, i1 nije zabelezena znacajna genetiCka diferenciranost izmedu
populacije iz Crne Gore 1 populacija iz isto¢ne Srbije, Sto ukazuje na to da mozda postoji
protok gena izmedu njih. Jedno od mogucih objasnjenja ove sli¢nosti bi moglo biti
postojanje velikog broja populacija izmedu njih, na podrucju Albanije i juznih delova
Srbije. R. euryale je zabelezen u okolini Skadarskog jezera i na podrucju Koraba u
Albaniji (Théou 1 Bego 2018), i postoje istorijski nalazi ove vrste iz okoline Peci
(Paunovi¢ 2016). U nedostatku vise podataka o distribuciji ove vrste na podrucju Albanije
1 Kosova 1 Metohije, nije moguce dodatno potvrditi ovu pretpostavku. Takode ne postoje
nalazi sredozemnog potkovicara na podrucju juzne Srbije, gde odsustvuju krecnjacki
predeli. Iako ne postoje prirodne pecine, mogucée je da ova vrsta ipak naseljava to
podrucje, 1 da koristi alternativna sklonista kao Sto su gradevine, kao $to je to slucaj u
karpatskom regionu (Uhrin i sar. 2012), ili alternativna podzemna sklonista kao §to su
rudnici. Alternativno objasnjenje slicnosti izmedu ove dve geografske regije bi mogla biti
homoplazija mikrosatelita. Prilikom analize mikrosatelita se analizira samo duZina
fragmenta, a ne i sama sekvenca, i moguce je da razlic¢ite kopije jednog lokusa budu
identicne duZzine, a da se razlikuju u sekvencama nukleotida, tako da analiza takvih
fragmenata moze dovesti do pogreSnih procena stopa migracija i geneticke slicnosti

izmedu odredenih populacija (Estoup i sar. 2002). Medutim, mala je verovatnoca da je
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istovremeno doslo do homoplazije na velikom broju lokusa. Prilikom analize sekvenci D-
petlje mitohondrijske DNK su takode dobijeni rezultati koji ukazuju na geneti¢ku slicnost

ova dva geografska regiona, odnosno ova dva geografska dele iste haplotipove.

Umerena geneticka diferenciranost koja je pronadena izmedu analiziranih
kolonija sredozemnog potkoviara se moze objasniti osobinama vrste kao Sto su
sedentarnost (ili migracije na kratke distance) i privrZzenost skloniStu, zajedno sa
izolacijom putem distance. Sli¢no ostalim vrstama iz ovog roda, Rhinolophus euryale ima
male vrednosti za parametre WL i AR, §to predstavlja morfoloSka ograni¢enja za letenje
na duze distance, odnosno duze migracije bi bile energetski veoma skupe (Norberg i
Rayner 1987; Burland i Worthington Wilmer 2001). PrivrZenost sklonistima je kod ove
vrste 1 ranije zabeleZena. Jedinke oba pola pokazuju priverzenost hibernacijskim
skloniStima, a zenke pokazuju priverZenost sklonistima u kojima se nalaze porodiljske
kolonije. Takode je zabelezena priverzenost muzjaka letnjem sklonistu, jedan muzjak
markiran u peéini Bela Sala u istocnoj Srbiji je ponovo uhvacéen na istom lokalitetu posle
12 godina. Privrzenost skloniStu vrlo ¢esto moze da vodi do povecane stope inbridinga i
do inbriding depresije (Furmankiewicz i Altringham 2007). Medutim, rezultati ovih
istrazivanja nisu pokazali da postoje znakovi inbriding depresije u populacijama ove vrste
na Balkanu. Sli¢ni rezultati su dobijeni kod jos nekoliko sedentarnih vrsta slepih miseva.
Kao mehanizmi izbegavanja inbriding depresije navedeni su disperzija muzjaka i parenje
sa jedinkama iz drugih kolonija (Kerth i sar. 2003; Furmankiewicz i Altringham 2007).
Kod slepih miSeva su muzjaci pol koji ima vecu sposobnost disperzije, ¢ime se smanjuje
diferenciranost izmedu kolonija (Burland 1 Worthington Wilmer 2001). Medutim,
rezultati dobijeni u ovom istraZzivanju nisu podrzali tu pretpostavku, s obzirom a to da nije

bilo znacajnih razlika u disperziji izmedu muzjaka i zenki u analiziranom uzorku.

Analize srodstva su pokazale vrlo niske vrednosti (blizu nule) pokazatelja srednje
srodnosti izmedu cClanova iste kolonije. Slicni rezultati su zabeleZeni kod jo$ nekih
evropskih vrsta slepih miseva kao $to su Myotis bechsteinii (Kerth i sar. 2002), Nyctalus
noctula (Petit i sar. 1999), Plecotus auritus (Burland i1 sar. 2001) i Rhinolophus
ferrumequinum (Rossiter i sar. 2002). Ove vrste karakteriSe razliita preferencija prema
skloni$tu. R. ferrumequinum koristi skloni$ta u pe¢inama ili gradevinama, N. noctula i P.
auritus u drvecu ili gradevinama, a M. bechteinii isklju¢ivo u drvecu (Dietz i Kiefer

2016). N. noctula je migratorna vrsta, dok se preostale smatraju sedentarnim (Hutterer i
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sar. 2005), a ove vrste se razlikuju i po veli¢ini kolonija koje prave. Biologija ovih vrsta
se dosta razlikuje, a kod svih njih je zabelezena mala prosec¢na srodnost izmedu jedinki
unutar kolonije, i veoma izrazena filopatrija. Kerth i saradnici (2003) su sugerisali da je
to najverovatnije posledica autbridinga. U svim gore pomenutim studijama je bila
analizirana srodnost izmedu jedinki u okviru porodiljskih kolonija. Za razliku od toga, u
studijama gde je poredena srodnost jedinki unutar porodiljskih kolonija i kolonija
formiranih u periodu rojenja pokazano je da je prose¢na srodnost izmedu jedinki veéa u
porodiljskim kolonijama u odnosu na prelazne kolonije gde se Zivotinje roje (Rivers i sar.
2005; Bogdanowicz i sar. 2012; Johnson i sar. 2015). Ovi rezultati ukazuju na to da se
varijabilnost vrste odrzava tako Sto se jedinke iz velikog broja kolonija tokom perioda
parenja sre¢u upravo u prelaznim kolonijama. Ova strategija povecava protok gena
izmedu populacija, uprkos preferenci jedinki da se godinama vracaju u iste sklonista.
Parenje kod Rhinolophus euryale se obi¢no desava u prelaznim sklonistima tokom jeseni
ili u hibernacijskim sklonistima (Dietz i sar. 2009b). Pod pretpostavkom da se Zivotinje
iz razlicitih letnjih sklonisSta okupljaju u prelaznim i/ili zimskim sklonistima radi parenja
1 hibernacije, bilo je ocekivano da te kolonije karakteriSe veca geneticka raznovrsnost i
manja srodnost medu jedinkama (Johnson i sar. 2015). Medutim, to nije zabelezeno u
ovim istrazivanjima. Nije pronadena nikakva znacajna razlika u genetickom diverzitetu

ni u stepenu srodstva u okviru porodiljskih, muskih letnjih i hibernacijskih kolonija.

Zenke sredozemnog potkoviGara karakterise natalna filopatrija, ali su rezultati
pokazali da ve¢ina Zenki unutar porodiljskih kolonija nije u bliskom srodstvu, te je
najverovatnije da srodstvo nije glavni faktor koji dovodi do grupisanja jedinki u kolonije.
Mnogo je verovatnije da korist koju zenke imaju od grupne termoregulacije 1 transfer
informacija o pogodnim skloniStima i lovnim teritorijama igraju vaznu ulogu prilikom
formiranja i odrzavanja porodiljskih kolonija (Neuweiler 1993; Rossiter i sar. 2002).
Stepen srodstva izmedu muZzjaka u okviru muskih letnjih kolonija se takode nije znacajno
razlikovao od ostalih kolonija, 1, sli¢no kao 1 kod Zenki, srodstvo najverovatnije nije uzrok
grupisanja muzjaka. Za razliku od zenki, muzjaci tokom leta imaju manje termalne
potrebe, i tokom dana mogu da ulaze u stanje torpora, i za njih grupna termoregulacija
nije od krucijalnog znacaja, 1 verovatno ni ona nije uzrok formiranja muskih kolonija.
Nekoliko studija je za cilj imalo objasnjavanje socijalnosti muZzjaka, i predloZeno je

nekoliko potencijalnih faktora koji leze u osnovi formiranja muskih kolonija tokom leta
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(Safi i Kerth 2007). Safi i Kerth (2007) su pronasli da je kod muzjaka mnogih vrsta slepih
miSeva koje su rasprostranjene u umerenim klimatskim podrucjima kolonijalnost mnogo
viSe povezana sa uspeSnoscu lova nego sa termoregulacijom. Medutim, njihovi rezultati
se odnose na vrste koje love na otvorenom prostoru, dok su krila R. euryale prilagodena
za lov u zatvorenom sklopu vegetacije (Norberg i Rayner 1987). Zbog razlicitih stanista
gde love, drugacijeg nacina leta i strategija lova, moguce je da se njihovi rezultati ne
mogu primeniti na ovu vrstu, i pitanje koji mehanizam promovise grupisanje muzjaka

sredozemnog potkovicara u kolonije tokom leta i dalje ostaje otvoreno.
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6. ZAKLJUCCI
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Ova doktorska disertacija predstavlja prvu analizu genetickog diverziteta
sredozemnog potkovicara na podru¢ju Srbije i centralnog Balkana upotrebom jedarnih

mikrosatelita i sekvenci mitohondrijske DNK.

Sredozemni potkovic¢ar Rhinolophus euryale Blasius, 1853 je do sada zabelezen
na ukupno 73 lokaliteta u Srbiji, od koji se veéina nalazi u kre¢njackim podrucjima. Sva
sklonista, osim jednog, se nalaze u podzemnim objektima kao $to su pecine, jame |
napusteni rudnici, $to potvrduje litofilni karakter ove vrste. Procenjeno je da ova vrsta
ima stabilan populacioni trend na teritoriji Srbije, 1 nisu zabelezeni znacajni faktori

ugrozavanja populacija sredozemnog potkovicara.

Iako postoje definisani morfoloski karakteri za razlikovanje vrsta srednjih
potkovicara, jo§ uvek nisu retke greske u identifikaciji tih vrsta na terenu. Upotrebom
ISSR-PCR markera je moguée brzo i sa velikom pouzdano$éu razlikovati vrstu
Rhinolophus euryale od morfoloski sli¢ne vrste juzni potkovicar, R. blasii. Slede¢i korak
bi bio ukljucivanje treée vrste srednjih potkovic¢ara (tamnooki potkovicar, R. mehelyi) u

analizu.

Na podruéju Balkanskog poluostrva je ustanovljen veliki diverzitet haplotipova
D-petlje mitohondrijske DNK. Analize ovog markera ukazuju na relativno skoru i brzu
populacionu ekspaniju. Procenjeno je da je do ekspanzije doslo u kasnom Pleistocenu,
pre oko 23000 godina. Dobijeni rezultati podrzavaju hipotezu da je Balkansko poluostrvo

najverovatnije predstavljalo jedan od glacijalnih refugijuma ove vrste u Evropi.

Ova studija predstavlja prvu populaciono-geneticku analizu sredozemnog
potkovicara upotrebom mikrosatelitskih markera, a ujedno 1 prvu studiju tog tipa kod
slepih miSeva na podrucju centralnog Balkana. Populacije karakteriSe veliki geneticki
diverzitet na nivou jedarne DNK. Zabelezen je umereni nivo diferencijacije izmedu
geografskih regiona, i1 znafajna izolacija putem distance. Geneticka diferenciranost
1izmedu populacija u zapadnoj 1 istocnoj Srbiji je mala ali znacajna, Sto se moze objasniti
sedentarnoScu 1 filopatrijom. Populacija iz Crne Gore je geneticki sliéna populacijama iz
istocne Srbije, Sto ukazuje na potencijalno postojanje kolonija ove vrste izmedu tih

regiona.

Srodnost izmedu jedinki nema znacajnu ulogu u formiranju kolonija razli¢itih

tipova kod sredozemnog potkovi¢ara. Mehanizmi koji leze u osnovi formiranja
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porodiljskih kolonija su najverovatnije korist od grupne termoregulacije i prenos
informacija o adekvatnim skloniStima i lovnim teritorijama. Jo§ uvek nije najjasnije Sta
dovodi do formiranja letnjih kolonija muzjaka, ali je moguce da je to takode razmena

informacija o lovnim teritorijama.

Relativno veliki geneticki diverzitet je zabelezen u balkanskim populacijama
sredozemnog potkovicara, kako na nuklearnom, tako i na mitohondrijskom nivou. Ove
populacije sadrze znaCajni deo genetickog diverziteta vrste, 1 prepoznate su kao
najbrojnije i najstabilnije na celom arealu R. euryale. O¢uvanje balkanskih populacija

sredozemnog potkovicara moze imati krucijalni znacaj u opstanku ove vrste, zbog ¢ega
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Prilog 1. Spisak dozvola za istrazivanje slepih miseva u Srbiji, Bosni i Hercegovini, Crnoj

Gori i Sloveniji koje su izdate od strane nadleznih institucija.

SRBIJA
Broj dozvole: 353-01-3031/2012-03, izdata od strane Ministarstva Zivotne sredine,

rudarstva i prostornog planiranja Republike Srbije.

Broj dozvole: 353-01-685/2013-08, izdata od strane Ministarstva energetike, razvoja i
zastite zivotne sredine Republike Srbije.

Broj dozvole: 353-01-2660/2013-08, izdata od strane Ministarstva energetike, razvoja i
zastite zivotne sredine Republike Srbije

Broj dozvole: 353-01-1994/2014-17, izdata od strane Ministarstva poljoprivrede i zastite
zivotne sredine Republike Srbije.

Broj dozvole: 353-01-2503/2015-17, izdata od strane Ministarstva poljoprivrede i zastite
zivotne sredine Republike Srbije.

Broj dozvole: 353-01-2671/2016-17, izdata od strane Ministarstva poljoprivrede i zastite
zivotne sredine Republike Srbije.

Broj dozvole: 353-01-2673/2016-17, izdata od strane Ministarstva poljoprivrede i zastite

zivotne sredine Republike Srbije.

BOSNA | HERCEGOVINA
Broj dozvole: 08-3-28-2225-5/16, izdata od strane Ministarstva vanjske trgovine i

ekonomskih odnosa Bosne i Hercegovine.

CRNA GORA
Broj dozvole: 02-UPI-959/4, izdata od strane Agencije za zastitu zivotne sredine Crne

Gore
SLOVENIJA

Broj dozvole: ARSO 35601-35/2010-6, izdata od strane Agencije Republike Slovenije za
okolje, Ministarstvo za okolje in prostor Republike Slovenije.
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Prilog 2. Spisak lokaliteta na kojima su hvatani slepi misevi sa datumima kada je lokalitet

posecéen i brojem jedinki ove vrste uhvaéenih prilikom svake posete.

Broj uhvacéenih

Drzava Lokalitet Datum jedinki

SRBIJA Bela sala 18-19.6.2012. 21
3.10.2014. 21
10.5.2016. 1
28.5.2017. 3
5.10.2017. 8
Canetova pecina 24.4.2013. 19
23.4.2016. 11
Cebicda pe¢ina 4.4.2014. 5
Drenajicka pecina 18.9.2014. 10
19.9.2017. 3
Drzinska pec¢ina 15.5.2013. 41
Hadzi-Prodanova pe¢ina  17.9.2016. 2
Lazareva pecina 24.3.2012. 1
15- 5

17.10.2012.
9.3.2013. 22
16.9.2016. 1
Ljubinkova pec¢ina 3.8.2013. 35
Ogorelicka pecina 15.9.2016. 13
Pecurski kamen 5.9.2015. 19
Petnicka pec¢ina 1-2.8.2012. 12
13.6.2013. 5
5.7.2013. 11
7.9.2013. 7
26.10.2013. 3
8.6.2014. 5
5.6.2015. 1
27.6.2015. 1
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30.8.2015. 18

5.3.2016. 10

2.4.2016. 3

23.3.2017. 1

22.6.2017. 6

15.9.2017. 2

Temska 13.5.2013. 24

24.7.2015. 12

Tmusa 15.6.2013. 11

10.6.2014. 5

13.7.2015. 15

18.9.2016. 1

Tomina pecina 17.9.2015. 1

Toplik 17.9.2015. 1

10.10.2017. 2

BOSNA | Kamenolom 16.2.2016. 3
HERCEGOVINA Dardaganima

CRNA GORA Zacirska peéina 14.9.2013. 12
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Prilog 3. Racunanje parametra MaxMeaK koriste¢i grani¢nu vrednost od 0.5 za srednju

vrednost koeficijenta pripadnosti nekom klasteru.

K=2
K=2
K=2
K=2
K=2
K=2
K=2
K=2
K=2
K=2

N

NN DN DNDNNMNDNDNDNDEDN

Median Max
2 2

K=6
K=6
K=6
K=6
K=6
K=6
K=6
K=6
K=6
K=6

NN R RFPNREREP NP R

Median Max
1 2

K=3 2 K=4 3 K=5 1
K=3 3 K=4 2 K=5 1
K=3 3 K=4 1 K=5 1
K=3 3 K=4 3 K=5 2
K=3 3 K=4 1 K=5 2
K=3 3 K=4 3 K=5 1
K=3 3 K=4 2 K=5 1
K=3 1 K=4 1 K=5 1
K=3 3 K=4 3 K=5 2
K=3 3 K=4 3 K=5 3
Median Max Median Max Median Max
3 3 2.5 3 1 3
K=7 1 K=8 1
K=7 2 K=8 1
K=7 1 K=8 1
K=7 1 K=8 1
K=7 1 K=8 1
K=7 1 K=8 1
K=7 1 K=8 1
K=7 1 K=8 1
K=7 1 K=8 1
K=7 1 K=8 1
Median Max Median Max
1 2 1 1

Kada su sve vrednosti bile manje od 0.5

Racunanje je radeno samo do K = 8 jer su nadalje sve dobijene vrednosti za broj klastera

bile = 1)

MaxMeaK

3
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Prilog 4. Racunanje parametra koriste¢i grani¢nu vrednost od 0.5 za srednju vrednost

koeficijenta pripadnosti nekom klasteru.

K=2 2 K=3 2 K=4 3 K=5 1
K=2 2 K=3 3 K=4 2 K=5 1
K=2 1 K=3 3 K=4 1 K=5 1
K=2 2 K=3 3 K=4 3 K=5 2
K=2 2 K=3 3 K=4 1 K=5 2
K=2 2 K=3 3 K=4 2 K=5 1
K=2 2 K=3 3 K=4 2 K=5 1
K=2 2 K=3 1 K=4 1 K=5 1
K=2 2 K=3 3 K=4 3 K=5 2
K=2 2 K=3 3 K=4 3 K=5 3
Median Max Median Max Median Max Median Max
2 2 3 3 2 3 1 3
K=6 1 K=7 1 K=8 1
K=6 1 K=7 2 K=8 1
K=6 2 K=7 1 K=8 1
K=6 1 K=7 1 K=8 1
K=6 1 K=7 1 K=8 1
K=6 2 K=7 1 K=8 1
K=6 1 K=7 1 K=8 1
K=6 1 K=7 1 K=8 1
K=6 2 K=7 1 K=8 1
K=6 2 K=7 1 K=8 1
Median Max Median Max Median Max
1 2 1 2 1 1

Kada su sve vrednosti bile manje od 0.5

Racunanje je radeno samo do K = 8 jer su nadalje sve dobijene vrednosti za broj klastera
bile = 1)

MaxMeaK 3
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Prilog 5. G"st vrednosti (ispod dijagonale) i p vrednosti za znacajnost geneticke diferencijacije (iznad dijagonale) izmedu parova populacija.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

0.009
0.014
0.057
-0.014
-0.007
0.019
0.132
0.153
0.163
-0.052
12 0.151

© 00 N o o B~ W DN -

N
O

0.337

0.001
-0.012
-0.017
-0.015
0.003
0.098
0.060
0.051
0.037
0.127

0.240
0.442

0.000
0.006
-0.011
0.002
0.090
0.040
0.062
0.033
0.112

0.029
0.639
0.470

0.052
-0.015
0.016
0.095
0.076
0.075
0.019
0.106

0.667
0.664
0.354
0.035

-0.001
0.004
0.112
0.087
0.084
0.018
0.125

0.543
0.689
0.672
0.728
0.499

-0.019
0.091
0.103
0.096
-0.014
0.128

0.199
0.389
0.404
0.180
0.385
0.853

0.068
0.066
0.070
0.036
0.162

0.002
0.003
0.002
0.001
0.003
0.003
0.006

-0.006
0.077
0.091
0.144

0.001
0.045
0.072
0.015
0.012
0.003
0.011
0.517

0.013
0.112
0.175

0.002
0.123
0.067
0.068
0.051
0.029
0.033
0.049
0.334

0.214
0.199

0.957
0.162
0.161
0.279
0.302
0.614
0.116
0.018
0.010
0.005

0.143

0.001
0.003
0.002
0.005
0.007
0.001
0.001
0.002
0.001
0.004
0.011

Podebljane vrednosti predstavljaju stepen diferencijacije izmedu populacija koji je statisti¢ki znacajno ve¢i od ocekivanog stepena izmedu

dve nasumi¢ne populacije. Brojevi populacija odgovaraju brojevima datim u Tabeli 2. Nijansama sive boje je predstavljena medusobna

geografska udaljenost lokaliteta OJ 0-150 km,

151-300 km, ®=301-450 km i ® > 450 km.

Prilog 6. Jost D vrednosti (ispod dijagonale) i p vrednosti za znacajnost geneticke diferencijacije (iznad dijagonale) izmedu parova populacija.

95



1 2 3

4 5

6

7

8

9

10

11

12

1 0.336 0.241
2 0.007 0.442
3 0.010 0.001

4 0.044 -0.009 0.000
5 -0.011 -0.012 0.004
6 -0.005 -0.011 -0.008
7 0.014 0.002 0.001
8 0.102 0.074 0.069
9 0.119 0.045 0.030
10 0.126 0.038 0.047
11 -0.039 0.028 0.025
12 0.119 0.099 0.088

0.029 0.667
0.639 0.664
0.470 0.354
0.036
0.040
-0.011  0.000
0.012 0.003
0.073 0.086
0.058 0.066
0.057 0.063
0.014 0.014
0.083 0.097

0.543
0.689
0.672
0.728
0.499

-0.015
0.070
0.079
0.073

-0.011
0.100

0.199
0.389
0.404
0.179
0.385
0.854

0.052
0.050
0.052
0.028
0.127

0.002
0.003
0.002
0.001
0.003
0.003
0.006

-0.005
0.058
0.070
0.113

0.001
0.045
0.075
0.016
0.012
0.003
0.011
0.517

0.010
0.086
0.137

0.001
0.122
0.069
0.068
0.052
0.030
0.031
0.049
0.334

0.168
0.156

0.957
0.162
0.161
0.278
0.302
0.615
0.115
0.018
0.010
0.005

0.113

0.001
0.002
0.002
0.005
0.007
0.001
0.001
0.002
0.001
0.004
0.011

Podebljane vrednosti predstavljaju stepen diferencijacije izmedu populacija koji je statisti¢ki znacajno veci od ocekivanog stepena izmedu

dve nasumic¢ne populacije. Brojevi populacija odgovaraju brojevima datim u Tabeli 2. Nijansama sive boje je predstavljena medusobna
151-300 km, ®=301-450 km i ® > 450 km.

geografska udaljenost lokaliteta OJ 0-150 km,
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N3jaBa 0 ayTopcTBY

Nme u npe3ume aytopa MBana B. bynuncku

bpoj unnexca 53022/2011

HU3jaBbyjem

Jla je TOKTOpPCKa JqrcepTalija Mo HaCJIOBOM

o] €eHeTHYKA CTPYKTYpAa mnonyJjanuja cpexozeMHor mnorkosuyapa Rhinolophus
euryale Blasius, 1853 v Cpouju u_duaoreorpaduja ose Bpcre Ha bajkaHckom

IOJYOCTPBY*

® PE3YyJITaT COIICTBCHOI' UCTPAKUBAUKOI pajiad;

e Ja qucepTanyja y LUEIWHU HH Y JISJIOBUMA HHUje OWia MpeuiokeHa 3a CTHIAbE
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YCTaHOBA;

® J1a Cy pe3yJITaTu KOPCKTHO HABECACHU U

e Jla HUCAM KpIIMO/JIa ayTopcKa IpaBa U KOPUCTHO/JIa MHTEIEKTYyaJHY CBOJUHY
JPYTUX JHLA.

IHornuc ayropa

VY Beorpany, 31.10.2019.




N3jaBa O HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
AOKTOPCKOTI paja

Nme u npe3ume aytopa MBana B. bynuncku

bpoj nagexca 53022/2011

Crynujcku nporpam buonoruja, moayn EBonyiimona 6uosoruja

HacnoB pama ,JleHeTHuyka CTPYKTYpa MOMyJIalMja CpPeI03eMHOr NMOTKOBHYApa
Rhinolophus euryale Blasius, 1853 v Cpo6uju u duaoreorpaduja ose Bpcre Ha
BajJkaHckoM oJyoCcTpBY*

Menropu: ap Mnanen ByjomeBuh, HaydYHW CaBETHHMK Yy TEH3UjU YHHBEP3UTETa Y
beorpany, Muctutyt 3a Ouosiomika ucrpaxupama ,,Cunuma CtankoBuh*

np Jparana lIBetkoBuh, Baupenuu npodecop YHuBep3urera v beorpany,

buosnomku dbakyiarer

U3jaBibyjeM n1a je mITaMIiaHa Bep3Hja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA €IIEKTPOHCKO]
BEp3UjU KOjy caM Ipelao/Ja paaud NoxpameHa y [UTrHTaJHOM peno3uTopujymy
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaMm Jia ce 00jaBe MOjH IMYHM MOAAIIA BE3aHH 3a 100Ujamke aKaJeMCKOT Ha3uBa
JOKTOpa HayKa, Kao MITO Cy UME U Mpe3uMe, TOIMHA U MECTO pohjema U JaTyM oa0paHe
pana.

OBU TMYHM MOAALIM MOTY c€ 00jaBUTH HAa MPEXHHUM CTpaHULlaMa TUTUTaIHe OMOIoTeKe,
y €JIeKTPOHCKOM KaTajory M y nmyOiaukanujamMa YHuUBep3uTera y beorpany.

Hornuc ayropa

VY Beorpany, 31.10.2019.




N3jaBa o0 kopumnhewy

Opnamthyjem YHuBep3uTeTcKy Ombamoteky ,,CBeto3ap MapkoBuh® na y JlururamHu
perno3uToprjyM YHuUBep3uTeTa y beorpanay yHece MOjy IOKTOPCKY JMUCEPTAUjy MO
HACJIOBOM:

]I eHeTHYKA CTPYKTYpa momyJjamuja cpexozeMHor mnorkosudapa Rhinolophus
euryale Blasius, 1853 y Cp6uju u ¢uaoreorpaduja ose Bpcre Ha Baakanckom

IOJIYOCTPBY*

KOja je MOje ayTOpCKO JEeIO.

Jucepranujy ca CBUM MPUIO3UMA MPEAao/Ia caM y eIeKTPOHCKOM (opMaTy IOroTHOM
3a TpajHO apXUBUPAHE.

Mojy [HNOKTOpPCKY MOHCEpTalujy TMOXpameHy Y JUTHTanHOM peno3uTOpHjyMy
YuuBep3uteTa y beorpaay u TOCTYIIHY Y OTBOPEHOM MPHUCTYIy MOTY Ja KOPUCTE CBH
KOjU TOIITY]y oApende caapxkane y omabpaHom Tumy nuieHiie KpeatuBHe 3ajennurie
(Creative Commons) 3a K0jy caM ce OAJy4ro/a.

1. Ayropcteo (CC BY)
2. AyropctBo — HekomepuujaaHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBO — HekoMepuHujaiaHo — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)
4. AytopcTBO — HeKoMepIHjanHo — aenut moj uctum ycinosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 0e3 npepaaa (CC BY-ND)
6. AyropctBo — aenutu nox uctum ycinosuma (CC BY-SA)
(MonuMo 1a 3a0KpY>KUTE caMo JeIHY OJ1 EeCT MOHY)eHUX JIUIICHIIN.

Kpatak ormuc JIMIEHIIN je CaCTaBHH €0 OBE HU3jaBe).

IMornme ayropa

VY Beorpany, 31.10.2019.




1. AyropcTBo. J/l03BoJbaBaTe YMHOKABAE, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIIITABAbE JIeiIa,
W [Ipepajie, ako ce HaBeJIe UM ayTopa Ha HauuH ojJpel)eH o/ cTpaHe ayTopa i aBaola
JUIICHIIE, YaK ¥ Y KoMeplrjaiaHe cBpxe. OBO je HajcI0001HU]ja OJ1 CBUX JTUICHITH.

2. AyTOpCTBO — HEKOMepUHjaJiHo. [[03BOJbaBaTEe YMHOKABAHE, TUCTPUOYIIH]Y U JaBHO
caoIIITaBame Jielia, U mpepajie, ako ce HaBeIe UMe ayTopa Ha HauuH ojpelhen ox crpane
ayTopa win gaBaona jmueHie. OBa JUIeHIIa HE J03BOJbaBa KOMEPIHjalHy yHoTpeOy
nena.

3. AyTOpCcTBO — HeKOMepuUHUjaJIHO — 0e3 mpepaaa. J(o3BosbaBare yMHOKaBambe,
TUCTpUOYIIM]Y ¥ jaBHO CAOMIITaBambe Jeiia, 0e3 MpoMeHa, IpeoOIMKOBamka WK YIoTpeoe
Jie7ia y CBOM JIelTy, aKo ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH oapeleH ox cTpane ayropa witu
naBaona uieHne. OBa JTUIeHIa He J03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy YIOTpeOy nemna. Y ogHocy
Ha CBE OCTaje JIMIEHIIe, OBOM JIMICHLIOM C€ oOrpaHuuYaBa Hajsehm oOum mpaBa
kopunthema aena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHUjaJTHO — JeJUTH IOJ MCTHUM ycjoBuma. J[o3BosbaBare
YMHOXaBamwe, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOMILITABAKE JIeNa, U Pepajie, ako ce HaBeIe uMe
ayTopa Ha HauuH oapelheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JMIICHIIE U aKo ce Mpepaaa
TUCTpUOyHpa TOJ WCTOM WIH CIMYHOM JmieHioM. OBa JHIICHIIA HE J03BOJhaBa
KOMEpIHjaliHy yroTpely J1ena u mpepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 mpepana. /[o3BosbaBaTe yMHOXaBame, TUCTPUOYILH]Y U jaBHO
CaoTMIIITaBamke J1ea, 0€3 MPOMEHa, MPEeOOIMKOBAA HIIH YIIOTPEOE Jesia y CBOM JIeTy, aKo
ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH o ctpaHe ayTopa win AaBaona aunenie. Opa
JUIIEHIIA JJ03BOJbaBa KOMEPIIMjAJIHY yIIOTpeOy ena.

6. AyTOpcTBO — [JeJUTH MOJA HCTUM YycjoBuMma. Jlo3BojkaBaTe yYMHOXKaBambe,
JUCTpUOYLIM]Yy U JaBHO CaOININTaBame JeNla, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha
Ha4MH oJipel)eH of cTpaHe ayTopa UiM JlaBaolia JUIIEHIIE U aKo ce Ipepaaa JUCTpudyupa
MO/ UCTOM WJIM CIIMYHOM JiniieHIioM. OBa JuIeHIIa J03B0JbaBa KOMEPIHUjAJTHY YIIOTPeOy
nena u npepaja. CiuuHa je copTBEpCKUM JIMIIEHIIaMa, OAHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT
KO/1a.





