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1. UvOD

1.1. Opis poto¢ne pastrve (Salmo trutta Linnaeus, 1758)

Poto¢na pastrva (Salmo trutta) je slatkovodna vrsta ribe koja se ve¢ stolje¢ima koristi u prehrani
i rekreaciji (ribolov) §to je ¢ini jednom od najvaznijih europskih slatkovodnih riba, kako u
ekoloskom tako i u ekonomsko-socioloskom smislu (Suarez i sur. 2001). Globalna rasirenost
potocne pastrve uzrokovala je njenu izrazitu morfolosku i fenotipsku raznolikost, a time i
potrebu za opseznim znanstvenim istrazivanjima genetike i evolucije ove vrste (Meraner i sur.

2013; Bernatchez 2001).

1.1.1. Biologija vrste

Poznato je da poto¢na pastrva dolazi u Sirokom spektru stanista, te je njena morfologija izuzetno
plasti¢na Sto predstavlja problem kod morfoloskog opisivanja vrste (Meraner i sur. 2013;
Freyhof 2011). Generalno se za poto¢nu pastrvu moze re¢i da se radi o slatkovodnoj ribi
vretenastog oblika tijela s dva para parnih, tri neparne peraje i jednom masnom perajom —
odlikom svih salmonidnih riba. Sve parne i neparne peraje gradene su od perajnih Sipcica, ¢iji
broj moze varirati i izmedu populacija. Jedino masna peraja ne sadrZi perajne SipCice, vec je
gradena od adipoznog tkiva (Klemetsen i sur. 2003). U prirodnim stani$tima, poto¢ne pastrve
su tamnije obojene na dorzalnoj strani tijela, a boja varira od maslinasto-zelene, smede i
sivkaste pa do Zute i bijele na svjetlijoj, ventralnoj strani tijela. Na trupu se nalaze mnogobrojne
crne tockice, ponekad i crvene (Slika 1). Mlade (juvenilne) ribe Cesto na sebi imaju manje
tockica od odraslih, ali zato na trupu imaju izrazene tamnije vertikalne pruge, koje postepeno

nestaju kako riba stari (Klemetsen i sur. 2003).

Spolnu zrelost doseze s 2 do 3 godine starosti. Za vrijeme mrijesta izraZen je spolni dimorfizam.
Zenkama crveno nabubri spolni otvor, dok se muZjacima protruzijom donje vilice razvije
specifi¢an kukasti ,.kljun“. Mrijest se odvija od kraja listopada do ozujka. Zenka odabire
prigodno mjesto, najces¢e kameno dno brzog toka, za odlaganje ikre (Freyhof 2011; Odak
2004).



Slika 1. Realna animacija poto¢ne pastrve (preuzeto s: https:/fineartamerica.com/featured/brown-trout-
autochthonous-indigenous-salmo-trutta-morpha-fario-salmo-trutta-fario-urft-valley-art.html , pristupljeno
30.3.2018.)

Pastrve su teritorijalne zivotinje, a uspjeh u pronalazenju vlastitog teritorija ima pozitivan
u¢inak na rast same jedinke (Freyhof 2011). Pastrve su predatori koji se hrane razli¢itim
organizmima: ribama, licinkama vodenih kukaca, ikrom drugih riba, kukcima koji padnu na
povrsinu vode, rac¢i¢ima i drugim beskraljeZnjacima, odnosno onim §to uspiju pronaéi unutar

svog teritorija (Freyhof 2011; Odak 2004).

Neke grupe iz podreda Salmonoidei (u koji pripadaju i pastrve) su anadromne, koje veéi dio
zivota provode u morima, te migriraju u slatke vode za vrijeme mrijesta. Kod anadromnih
slatkovodnih riba, primarna se metamorfoza dogada za vrijeme nizvodnih migracija, a
sekundarna tijekom uzvodnih migracija prije samog perioda mrijesta. Kod pripadnika roda
Salmo dolazi do regresivne metamorfoze, odnosno do gubljenja morfoloskih karakteristika
nastalih sekundarnom metamorfozom (Odak 2004; Saunders i Schom 1985). Takoder je
primijec¢eno da mlade jedinke nekih ekotipova taksona Salmo trutta (postoje tri tipa — jezerski,
poto¢ni i morski) imaju gensku predispoziciju za osmotsku prilagodbu na slanije vode, medutim

mehanizam ,,okidanja‘“ fizioloske prilagodbe jos uvijek nije poznat (Freyhof 2011).



1.1.2. Sistematika i filogenija vrste

Salmo trutta je slatkovodna riba iz porodice Salmonidae (pastrve). Klasifikacija vrste je
prikazana u Tablici 1. Vrstu je prvi puta opisao poznati $vedski zoolog i ,,otac moderne
taksonomije* (Calisher 2007) Carl Linnaeus 1758. godine, to¢nije, opisao je morski tip pastrve.
Druga dva tipa pastrve je opisao kao razliite vrste — Salmo fario Linnaeus 1758 (potocni tip) i
Salmo lacustris Linnaeus 1758 (jezerski tip; Behnke 1986). Trostruki opis iste vrste Carla
Linnaeusa bio je tek uvod u ono §to ¢e se desavati s taksonomijom Salmo trutta u narednih dva
stolje¢a. Behnke jo§ 1986. godine navodi kako je do tada opisano viSe od 50 razliCitih vrsta,

dok danas mnogi autori smatraju da se zapravo radi o jednoj vrsti — Salmo trutta.

Tablica 1. Klasifikacija Salmo trutta (L., 1758) prema Nelson 2006.

Sistematska kategorija Naziv
Carstvo Animalia
Koljeno Chordata

Potkoljeno Vertebrata
Medukoljeno Gnathostomata
Nadrazred Actinopterygii
Razred Teleostei
Nadred Protacanthopterygii
Red Salmoniformes
Porodica Salmonidae
Potporodica Salmoninae
Rod Salmo
Vrsta Salmo trutta

Jedan od problema je bio to §to su znanstvenici Koristili isklju¢ivo morfologiju i ekologiju
zivotinje kako bi odredili vrstu, jer su tada molekularne metode jos uvijek bile nepoznanica. To
mozda i ne bi bio toliki problem da ova vrsta pastrve nije izuzetno prilagodljiva na razlicite
uvjete okolisa. Ta se plasticnost odrazava na morfologiji 1 moze biti jako zbunjujuca
taksonomima jer genski razliCite populacije mogu izgledom nalikovati jedne drugoj, a genski

slicne populacije se potpuno razlikovati (Wheeler 1992). Jedan od primjera kako se okoli§



odrazava na izgled jedinki je istaknut u radu Bernatcheza i suradnika (1992), gdje sekvence
mitohondrijske deoksiribonukleinske kiseline (mtDNA\) triju razli¢itih ekoloskih tipova pastrva

nisu pokazale znac¢ajne medusobne razlike.

Razvitak molekularnih metoda omogucio je obnavljanje klasifikacije vrsta, medu ostalima i
roda Salmo (Phillips i Oakley 1997). Koristenjem metoda molekularne genetike, uo¢eno je da
pastrve iz odredenog geografskog podruéja imaju zajednicke genske karakteristike (Bernatchez
2001). 1z toga su Bernatchez i suradnici jo§ 1992. godine utvrdili da postoji pet filogenetskih
linija poto¢ne pastrve u Europi: atlantska, dunavska, jadranska, mediteranska i marmoratus
linija. Svaka linija vezana je za jedan od osnovnih rije¢nih sljevova u Europi i, prema Giuffra i
sur. 1996, ima neka zajednicka morfoloska obiljezja. Tako npr. dunavska linija ima jednoliko
rasporedene crne i crvene tocke po tijelu, dok je za atlantsku liniju karakteristi¢na izrazita crna
pigmentacija u prsnom dijelu. Kod jadranske i mediteranske linije, pojavljuju se Cetiri tamna
pojasa (1 na glavi, 2 na trupu i 1 na repu) te sitna crna i crvena pigmentacija. Prisutna je visoka
varijabilnost haplotipova ¢ak 1 wunutar linija, s dunavskom linijom kao geneticki
najraznolikijom, te mediteranskom i marmoratus kao najmanje raznolikima, $to je moguce
povezano s vremenom razdvajanja pojedinih linija. Smatra se da su se linije poto¢ne pastrve
pojavile kao posljedica geomorfoloskih zbivanja u pleistocenu. 1zmjene glacijala i interglacijala
utjecale su na razinu mora, u interglacijalima se podizala, a u glacijalima se spustala povezujuci
rijeke i omoguéavajuéi ribama migracije iz jedne rijeke u drugu (Bernatchez 2001; Bianco
1990).

lako istrazivanja linija poto¢nih pastrva nisu stala 1992. ve¢ su se aktivno provodila
(Apostolidis i sur. 2007; Jug i sur. 2005; Snoj i sur. 2002; Bernatchez 2001), danas jo$ uvijek
nije poznato koliko vrsta (podvrsta) i/ili linija postoji, gdje je to¢no granica linije i/ili vrste
(podvrste) i da li je rije¢ o kompleksu vrsta. Tako prema Vukovic¢u i Ivanovi¢u (1971), u
Hrvatskoj ne postoje linije potocne pastrve ve¢ je rije¢ o razliitim vrstama i formama s
razli¢itim determinacijskim svojstvima (Tablica 2), dok Kottelat i Freyhof (2007) tvrde da je
Salmo trutta u Hrvatskoj alohtona vrsta, dok su autohtone Salmo farioides (Karaman, 1924) i
Salmo dentex (Heckel, 1851). Jedan bitan ¢imbenik je i da su navedene linije (prema Bernatchez
i sur. 1992) prepoznate na temelju samo jednog genskog markera, $to se smatra da nije dovoljno
precizno kako bi se odredila populacijska struktura, srodstvo i porijeklo pastrva (Schenekar i
sur. 2014). Te Cinjenice predstavljaju jedan dosta neobic¢an paradoks s obzirom da je potocna
pastrva jedna od naiskoriStavanijih slatkovodnih riba na svijetu i da je bila medu prvim vrstama

na kojima su radena filogeografska istrazivanja (Bernatchez 2001, Suarez i sur. 2001). Stoga
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ne Cudi kada se taksonomija poto¢ne pastrve naziva joS i ,,sramotom europske ihtiologije*
(Kottelat i Freyhof 2007).

Nasuprot misljenju kako je u Europi prisutna samo vrsta Salmo trutta predstavljena s nekoliko
linija, neki taksonomi (Kottelat i Freyhof 2007) smatraju da rod Salmo broji 29 vrsta, a u
Hrvatskoj vjerojatno dolaze: Salmo obtusirostris Heckel, 1851, Salmo (trutta) dentex Heckel,
1851, Salmo (trutta) marmoratus Cuvier, 1829, Salmo (trutta) visovacensis Taler, 1950, Salmo
(trutta) zrmanjaensis Karaman, 1938, Salmo labrax Pallas, 1814 i Salmo farioides Karaman,
1938 (Caleta i sur. 2015).

Tablica 2. Vrste potoénih pastrva u Hrvatskoj i njihova determinacijska svojstva (perajne formule i broj ljusaka
u bo¢noj pruzi) po Vukovi¢ i Ivanovi¢ 1971. Slova u perajnoj formuli predstavljaju lednu (D), podrepnu (A),
trbusne (V), prsne (P) i repnu peraju (C). Rimskim brojevima su naznaéene tvrde perajne Sipice, a arapskim

meke perajne Sipcice.

Broj ljuski u bo¢noj

Naziv vrste (lat.) Naziv vrste (hrv.) Perajna formula )
pruzi
D 11+8-11, A 1I-111+8-9, V
Salmo trutta / 118-120
1+8, P 1+12-13
) D lI-IV+9-11, A lI-IV+7-
Salmo trutta m. fario poto¢na pastrva 110-140
9, V79
_ _ D I11+8-11, V 148, A
Salmo trutta m. lacustris jezerska pastrva 120

Hi+7-9, P 1+12-13, C 19

- D IV+10-11, A IV+8-9, V
Salmo farioides primorska poto¢na pastrva 99-128
11+8, P 1+12-13, C 19

) D IV+11, A llI-IV+8, V
Salmo marmoratus glavatica 120-125
11+8, P 1+14, C 19




1.1.3. Rasprostranjenost vrste i staniSte

Poto¢na pastrva je Siroko rasprostranjena slatkovodna vrsta ribe. Njezin areal obuhvaca Siroko
podrucje od sjeverne Norveske i sjeveroistocne Rusije, na jugu do planinskog lanca Atlas u
sjevernoj Africi, od Islanda do Afganistana, ¢ine¢i kompleksni mozaik fenotipske raznolikosti
(Bernatchez 2001; Suarez i sur. 2001). Areal ove vrste je dodatno proSiren (Tablica 3), kako bi
se zadovoljile ekonomske i rekreacijske potrebe ljudske populacije kao $to su hrana ili sportski

ribolov.

Tablica 3. Popis zemalja u kojima je poto¢na pastrva autohtona i u koje je unesena (Freyhof 2011)

Autohtone UnesSene

Andora, Austrija, Bjelorusija, Belgija, Ceska,
Danska, Estonija, Farski otoci, Finska, Francuska,
Guernsey, Hrvatska, Island, Irska, Isle of Man,
Jersey, Latvija, Liechtenstein, Litva, Luksemburg,
Madarska, Nizozemska, Norveska,
Njemacka,Poljska, Portugal,Rumunjska, Rusija,
Srbija, Slovacka, Slovenija, Spanjolska, Svedska,
Svicarska, Ukrajina, Ujedinjeno Kraljevstvo

Italija, sjeverna i juzna Amerika, juzna i isto¢na
Afrika, Pakistan, Indija, Nepal, Japan, Novi Zeland i
Australija

Ihtiolozi su i danas jos uvijek podijeljeni oko toga da li postoje linije vrste Salmo trutta ili su te
linije zapravo razli¢ite vrste, a taj problem nesredene taksonomije potocne pastrve odrazava se
i na razumijevanje rasprostranjenosti iste. Iz tog razloga je jako tesko naci referentnu kartu koja
¢e prikazivati to¢nu rasprostranjenost poto¢ne pastrve. Na Slici 2. prikazana je rasprostranjenost
Salmo trutta ili rasprostranjenost atlantske linije, za koju autor smatra da je Salmo trutta sensu
stricto (Freyhof 2011; Kottelat i Freyhof 2007).



\tlantic
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Slika 2. Rasprostranjenost vrste Salmo trutta (ili atlantske linije) u Europi. Zutom bojom oznacen je areal u
kojem je vrsta rezidentna, dok je ljubi¢astom bojom oznacen areal u koji je vrsta unesena (preuzeto s:
http://maps.iucnredlist.org/map.html?id=19861, pristupljeno 2.4.2018.).

Poto¢na pastrva naseljava brze, hladne i kisikom bogate tokove kamenitog i §ljunkovitog tla
(Slika 3) kako bi se mogle mrijestiti (Freyhof 2011; Odak 2004). Temperatura vode je
ogranic¢avajuci ekoloski faktor — pastrva Zivi jedino u vodama temperature izmedu 4°C 1 18°C,
stoga se takve brze i hladne tokove po longitudinalnoj podjeli rije¢nih sastava naziva jos i

zonom pastrve (Georgiev 2011).

¢ e g
Slika 3. Prikaz rije¢nog toka koji predstavlja zonu pastrve u Parku prirode Zumberak - Samoborsko gorje i
ujedno staniste potocne pastrve (foto: Lucija Ivic).



1.1.4. Ugrozenost i zaStita vrste

Novo stoljece i nove industrije donijele su mnogo predosti za ¢ovjecanstvo, ali s tim su dosle i
razne opasnosti, ponajvise za okolis. Osim zagadenja, Covjek na razne nacine mijenja okolis i
zivi svijet — prevelikim iskoriStavanjem resursa, izmjenama okoliSa, unosom stranih i
invazivnih vrsta ali i unosom domestificiranih jedinki u divlje populacije. Sve to utjece na
genetiku i evoluciju populacija divljih vrsta, te na demografski pad istih (Allendorf i sur. 2008;
Coltman i sur. 2003; Hutchings 2000). Jedno od najugrozenijih staniSta su zasigurno slatke
vode i zivotinje koje Zive u njima, ukljuCujuci i ribe Cije iskoriStavanje u komercijalne i
rekreativne svrhe znanstvenici ve¢ godinama prate (Coleman i sur. 2004). Ribe koje ¢ovjek
koristi u velikim koli¢inama se najcesce uzgajaju u ribogojilistima. lako su ribogojilista vazna
u odrzivoj ekonomiji, mogu imati negativan u¢inak na evolucijski potencijal i geneticki
integritet populacija, kako onih $to se uzgajaju, tako i divljih populacija (Laikre i sur. 2010).
Istrazivanja vise autora (Cristie i sur. 2012; Araki i sur. 2008; Araki i sur. 2007; McGinnity i
sur. 2003) pokazala su da ribe iz uzgoja koje su puStene u divljinu imaju manji fitnes
(sposobnost Zivotinje da opstane i podigne mlade; Hadziselimovi¢ i Masli¢ 1999) od riba iz
divljih populacija, jer na ribe iz uzgoja nije djelovala prirodna selekcija ve¢ su na njihovu
selekciju djelovali ljudi (Araki i sur. 2008). Poto¢na pastrva spada u komercijalno i rekreativno
vazne vrste slatkovodnih riba (Suarez i sur. 2001) koje se uzgajaju u ribogojilistima ali i kojima
se poribljavaju brojni prirodni vodotoci, $to direktno i indirektno moze utjecati na strukturu
populacija i ugroziti je. Potencijalno veci problem moglo bi uzrokovati globalno zagrijavanje
Zemlje jer toplija voda sadrzi manje kisika, a posSto je potocna pastrva prilagodena na hladne,
dobro oksigenirane vode, zagrijavanje bi moglo uzrokovati ljetne pomore pastrva. To bi
utjecalo i na geneticku raznolikost i na gusto¢u vrste koje se povecavaju pri nizim
temperaturama (Splendiani 1 sur. 2016). Poto¢na pastrva je vazan predator beskraljeznjaka 1
jako vazan dio slatkovodnog ekosustava, te bi bilo kakva promjena u njenim populacijama

imala velik utjecaj na sveokupnu hranidbenu mrezu (Meissner i Muotka 20006).

Prema I[UCN-ovom Crvenom popisu, Salmo trutta se smatra najmanje zabrinjavaju¢om vrstom
(LC — least concern), dok se u Republici Hrvatskoj tek izraduje akcijski plan oCuvanja vrste i
procjenjuje rizik od izumiranja pojedinih populacija (Freyhof 2011; http://www.haop.hr/hr).
Medutim, tu se opet uplice pitanje taksonomije. Taksonomija vrste nije sredena, nije poznato
da li se neke linije mogu smatrati zasebnim vrstama ili samo linijama ili ¢ak podvrstama, te da

li su onda te linije/vrste/podvrste ugrozene ili nisu, poSto su areali nekih linija/vrsta/podvrsta



jako mali. U Tablici 4 navedeni su pripadnici roda Salmo u Hrvatskoj i njihov kriterij odabira

(kriterij koji je vrsta zadovoljila kako bi se proglasila prioritetnom — vaznom za zastitu).

Iznimno je vazno da se provedu iscrpna znanstvena istrazivanja koja ¢e obuhvacati nove
molekularne metode i morfologiju, tako da se moze utvrditi to¢an konzervacijski status ove

vrste 1 da se moze adekvatno zastititi.

Tablica 4. Popis vrsta za koje je potrebno dono$enje akcijskog plana o¢uvanja vrste, s kriterijima odabira; rod
Salmo. Znagenje kratica: CR — kriti¢no ugrozena vrsta, EN — ugroZena vrsta, VU — osjetljiva vrsta
(http://www.haop.hr/hr/tematska-podrucja/prirodne-vrijednosti-stanje-i-ocuvanje/planovi-upravljanja-i-mjere-

ocuvanja-6, pristupljeno 5.4.2018.)

Hrvatski naziv Latinski naziv Kriterij odabira
zubatak Salmo dentex CR
primorska pastrva Salmo farioides EN
glavatica Salmo marmoratus CR

visovacka pastrva Salmo visovacensis EN, endem

zrmanjska pastrva Salmo zrmanjensis CR
poto¢na pastrva Salmo trutta VU
crnomorska pastrva Salmo labrax VU

1.2. Primjena morfologije i molekularne filogenije u znanstvenim istraZivanjima ribljih

populacija

Znanstvenici iz raznih polja biologije koji se poCinju baviti ihtiologijom, ¢esto se obeshrabre
kada doznaju da je taksonomija riba kompleksna tema. Uz to, u svijetu je prisutno relativno
malo ihtiologa-taksonoma, pa je i samo pronalaZenje stru¢ne osobe Cesto tesko. Jedan od
razloga za takvo loSe stanje u taksonomiji je zaigurno ¢injenica da se taksonomija teSko moze
komercijalizirati, pa taksonomi ne dobivaju potrebna sredstva za izradu znanstvenih radova, a
time i gube interes studenata i mladih ljudi koji bi se mozda i bavili taksonomijom. Cesto se
mogu cuti komentari kako ¢e taksonomija kao disciplina izumrijeti prije nekih ugrozenih vrsta,

stoga se ovakvo stanje taksonomije naziva i ,,taksonomska zapreka“ (Keat-Chuan i sur. 2017).



S druge strane, razvitak molekularnih, racunalnih i statistickih tehnika doveo je do opceg
misljenja kako se vrste mogu vrlo lako opisati pomocu nukleotidnih slijedova, softverskih i
matematicki izracuna, a da taksonomija kao disciplina nije vise potrebna (Keat-Chuan i sur.
2017). Prisutno je sve viSe znanstvenika koji nikad nisu stupili u slatkovodno staniste i
promatrali Zivotinje, a povode se tom zamisli i objavljuju struéne studije i znanstvene radove
vezane za ribe (Ebach i Holdrege 2005). Zbog nedostatka terenskog iskustva, nisu ni svjesni
nekih karakteristika riba, poput fenotipskih polimorfizama, spolnog dimorfizma ili
promjenjenih ponasanja uslijed specijacije (Waugh 2007). Nepoznavanje ovih karakteristika
moze dovesti do opisivanja krive vrste, a na kraju i do opéeg kaosa u taksonomiji riba (Keat-
Chuan i sur. 2017).

Ponekad je vrste i podvrste istog roda izuzetno teSko medusobno morfoloski razlikovati, kao
§to je to bio slucaj s dvije podvrste jegulja. Ali kada su autori rada (Sugeha i Suharti 2009)
proveli molekularne analize, te su se dvije podvrste jasno odvojile. Ovo je samo jedan od mnogo
primjera kako kombinacija morfoloskog i molekularnog pristupa moze pomoci u razumijevanju
taksonomije 1 raznolikosti riba, te kako je budu¢nost taksonomije upravo integracija klasi¢ne

taksonomije i modernih tehnika — integrativna taksonomija (Keat-Chuan i sur. 2017).

1.2.1. Morfometrija i meristika kao alati tradicionalne taksonomije

Morfologija riba je povijesno bila najvazniji, primarni izvor informacija za taksonomska 1
evolucijska istrazivanja (Strauss i Bond 1990). Jo$ od vremena kada je ¢ovjek tek ucio loviti
ribu, vrste su se odredivale pomocu jednostavnih anatomskih odlika, a taj se jednostavni pristup
jos$ uvijek zadrzao, bez obzira na prisutnost 1 vrijednost genetickih, fizioloskih, bihevioralnih 1
ekoloskih podataka, prvenstveno zbog prakti¢nosti, brzine i ekonomiénosti metode (Keat-
Chuan i sur. 2017; Strauss i Bond 1990). Svaka vrsta ima svoj karakteristi¢ni oblik, veli¢inu,
poloZaj peraja, pigmentaciju i druga vanjska obiljeZja koja pomazu u njenom prepoznavanju,
identifikaciji 1 klasifikaciji. Uz to, postoje 1 unutarnja vazna obiljezja koja se mogu prepoznati

sekcijom ribe (Strauss i Bond 1990).

Morfometrija je kvantitativna analiza forme (oblika) tijela i dijelova tijela koja se izrazava u
milimetrima (mm). Morfometrijske mjere najéeSce se uzimaju pomocu metalnih mjerki ili
ravnala, a u novije vrijeme sve se vise koriste racunalne tehnike digitaliziranih tocki (2D ili 3D)

Sto skracuje vrijeme mjerenja. Ova analiza je relativno jednostavna, no postoji nekoliko
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problema. Ribe ponekad mogu biti abnormalne ili deformirane zbog polozaja u kojem se
promatra, na Sto je ova analiza osjetljiva. Na rezultate mjerenja moze utjecati i medij u kojem
je ocuvana riba, te vrijeme koje je provela u istom. Kod ove analize izuzetno je vazno da sva
mjerenja izvodi ista osoba, kako razli¢ite tehnike mjerenja ne bi dovele do devijacija rezultata

(Strauss i Bond 1990).

Meristi¢ka obiljezja ¢ine dijelovi tijela, primarno SipCice u perajama ribe i ljuske, koja su se u
evolucijskoj povijesti razvijale sa segmentacijom tijela. Druga obiljeZja (pigmentacija, glavene
pore, otoliti, zdrijelni zubi...) se takoder mogu uzimati u obzir iako nemaju direktne veze s
razvitkom miomera. Brojiva obiljezja variraju unutar i izmedu vrsta stoga su korisna u
opisivanju i odredivanju vrsta riba (Strauss i Bond 1990). Postoje dva osnovna tipa perjanih
Sip€ica — tvrde SipCice 1 meke SipCice. Tvrde Sip€ice su tvrde i nerazgranate, te su smjestene u
anteriornom dijelu neparnih peraja i oznacavaju se rimskim brojevima (npr. I, I, III...). Meke
SipCice predstavljaju uzduznu potporu perajama i obi¢no su razgranate, te se oznacavaju
arapskim brojevima (npr. 1, 2, 3...). Broj i vrsta perajnih SipCica ¢ine perajnu formulu, kao
kombinaciju rimskih i arapskih brojeva (Keat-Chuan i sur. 2017; Strauss i Bond 1990). Ljuske
takoder mogu igrati vaznu ulogu u odredivanju vrsta riba, ¢ak iako su u bliskom srodstvu.
Najcesce se proucavaju ljuske bo¢ne pruge; ili samo ljuske koje su perforirane ili sve od pocetka
morfoloskih obiljezja riba je pigmentacija, a moZe se koristiti i kao taksonomsko obiljezje. Boja
tijela je zanimljiva tema u kontekstu ribe kao bioloskog indikatora jer ribe, kao i druge Zivotinje,
ne mogu same sintetizirati pigmente ve¢ ih moraju pojesti u obliku hrane, §to moZe ukazati na
navike hranjenja, znacajke stanista i prisutnost kukaca bogatih pigmentima (Keat-Chuan i sur.
2017). Sva meristicka obiljezja podlozna su promjenama jer veéinom ovise o vanjskim,
okoli$nim faktorima poput temperature ili prehrane. Kod istraZzivanja meristike, u obzir treba

uzeti 1 subjektivnost istraZivaca (Strauss 1 Bond 1990).
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1.2.2. Primjena molekularnih analiza i molekularne filogenije

Kao sto je ve¢ navedeno, ponekad se dogodi da morfologija Zivotinje nije dovoljna kako bi se
odredila vrsta. Tada znanstvenici uvode termine kao $to su ,,podvrsta®, , linija*“ ili ,,varijacija“,
koji mogu biti subjektivni i zbunjujuéi (Keat-Chuan i sur. 2017). Za ribe je karakteristicna
pojava plasti¢nosti unutar jedinki iste vrste, tako primjerice obojenje moze ovisiti o prehrani,
staniStu 1 godiSnjem dobu. Ovakve pojave i situacije dovele su do sve veceg koriStenja

molekularnih analiza u ihtiolo$kim istrazivanjima (Keat-Chuan i sur. 2017).

Svaki organizam oblikuje jedinstveni set bioloskih osobina koje povecavaju njegov fitnes i
prezivljavanje u okoliSu, a kako bi se §to bolje prilagodio na moguce promjene u okolisu
podlozan je genetickom driftu, mutacijama ili varijacijama. Ti prirodni fenomeni omogu¢ili su
otkrivanje vrsne i individualne jedinstvenosti na molekularnoj razini (Sanger i sur. 1977). Sve
molekularne metode ovise 0 DNA markeru ili analizi proteinske sekvence i sve se metode
temelje na hipotezi kako svi pripadnici iste vrste imaju specificnu DNA koja se razlikuje od
DNA drugih vrsta. Ta specificna DNA je ovisna o promjenama u vremenu i prostoru, tako da
se odredene, manje promjene DNA mogu zbivati i kod jedinki iste vrste (Keat-Chuan i sur.
2017). Genom riba sadrzi priblizno milijun nukleotidnih parova (Stepien i Kocher 1997), ¢ija
bi analiza bila preduga i preopSirna, zbog ¢ega se razvila potreba razvitka analiza odredenih
manjih odsjecaka, osobito mitohondrijskih gena (Keat-Chuan i sur. 2017). Mitohondrijska
DNA (mtDNA) koja je manja od sveukupne genomske DNA, brzo evoluira i obi¢no se prenosi
samo majcinskom linijom bez rekombinacija, te se pokazala idealnim izborom za filogenetska
istrazivanja visih zivotinja (Emerson i Hewitt 2005). Najcesce koristeni genski markeri u
filogenetskim istrazivanjima su mitohondrijski geni za citokrom b (cyt b), kontrolna regija
(CR), 12S rRNA i citokrom oksidaza I/l (CO I/1l) (Patwardhan 2014). Od svih genskih
markera, citokrom b pokazao se najkorisnijim genskim markerom koristenim za otkrivanje
filogenetskih veza izmedu bliskih taksonomskih jedinica, te se vrlo cesto koristi u
istrazivanjima strukture i porijekla ribljih populacija (Buj i sur. 2017a; Buj i sur. 2014,
Schenekar i sur. 2014). U novije vrijeme se pokazalo da je za filogenetska istrazivanja ipak
bolje koristiti visSe genskih markera jer postoji moguc¢nost donoSenja krivih zakljucaka zbog
pojava poput hibridizacije, horizontalnog prijenosa gena i utjecaja prirodne selekcije, koje ¢esto
nisu vidljive u slucaju koristenja jednog markera (Bermingham i Moritz 1998). Kako bi se $to
to¢nije prikazala filogenetska povijest neke vrste, potrebno je analizirati niz razli¢itih sekvenci,

I one s viSom i one s nizom stopom mutacije (Emerson i Hewitt 2005).
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Molekularna filogenija (filogenetika, molekularna sistematika) je znanstvena disciplina koja
opisuje i rekonstruira genske veze medu vrstama i viSim sistematskim kategorijama. Filogenija
je prikaz evolucijske povijesti nekog organizma (Lipscomb 1998). U filogenetskim
istrazivanjima se, radi Sto vece preciznosti, koriste sekvence koje sporo evoluiraju za dalju
filogenetsku proslost, dok se za blizu koriste varijabilniji markeri (Hewitt 2001). Obi¢no se u
filogenetskim istrazivanjima izraduju filogenetska stabla i mreze od haplotipskih sekvenci
koristenjem filogenetskih metoda (metoda najvece parsimonije, metoda najvece vjerojatnosti,
metoda susjednog povezivanja...) kako bi se ilustrirali odnosi medu organizama i redoslijed
specijacijskih dogadaja kojima su od ranih predaka nastali danaSnji potomci. Preciznosti stabala
ovise o tome koliko taksonomske jedinice s kojima se radi odgovaraju povijesti grananja linija,
pod uvjetom da nema protoka gena i da preci vise nisu prisutni u recentnoj raznolikosti. Ukoliko
ti uvjeti nisu zadovoljeni, haplotipske sekvence se slazu u filogenetsku mrezu (Emerson i
Hewitt 2005). Filogenetska mreZza se od stabla razlikuje u tome $to dopusta poprecne veze
izmedu vrsta koje su u direktnom srodstvu, te se na taj nacin ne iskljuuje rekombinacija,
hibridizacija i lateralni prijenos gena, Sto se filogenetskim stablima ne moze prikazati (Nakhleh

i sur. 2005; Posada i Crandall 2001).
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1.3. Cilj istrazivanja

Osnovni ciljevi ovog diplomskog rada su:

o Morfolosko opisivanje filogenetskih linija poto¢ne pastrve prisutnih u Hrvatskoj

o Utvrdivanje nukleotidnih pozicija koje predstavljaju fiksne razlike izmedu filogenetskih
linija poto¢ne pastrve

o Opisivanje morfoloSke i genske raznolikosti unutar pojedine filogenetske linije

o Identifikacija morfoloskih svojstava koja predstavljaju pouzdane determinacijske

znacajke

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem pridonijet ¢e razumijevanju evolucije 1 sistematike
potocne pastrve, te razvoju konzervacijskih strategija za zastitu ove vrste u Republici Hrvatskoj,

ali i u ostalim zemljama gdje se ova vrsta pojavljuje.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1. Uzorkovanje

Uzorkovanje jedinki izvodilo se u potocima i rijekama pomocu lednog elektroagregata (Slika
4) marke Hans Grassl model 1G-200-1. Metoda elektroribolova je odabrana primarno zbog
minimalnog utjecaja na jedinke i populacije, te zbog neselektivnosti. Naime, nakon kratkotrajne
paralize mi$i¢a uzrokovane elektricnom strujom, ribe su se vrlo brzo oporavile bez ikakvih
trajnih posljedica. Ovom je metodom djelotvoran lov veéih, ali i manjih jedinki zbog ¢ega je
moguce utvrditi prisutnost razli€iti starosnih kategorija, te uzorkovati ¢ak i vrlo male jedinke
na mjestima gdje, zbog ekoloskih razloga, vece jedinke nisu prisutne. Nakon ulova jedinkama
je odrezan komadi¢ desne prsne peraje koji je zatim pohranjen u oznacenu epruveticu s 95%
etanolom. Po povratku s terena uzorci su premjesteni u zamrziva¢ i ¢uvani na temperturi od
- 20 °C, kako ne bi doslo do razgradnje deoksiribonukleinske kiseline (DNA). Jedinke su
prenesene u Zagreb na Bioloski odsjek, te eutanizirane kako bi se mogla prouciti morfologija.
Broj uzoraka uzetih na pojedinom lokalitetu ovisio je o uspjesnosti lova (u korelaciji s gusto¢om

populacija), ali i1 pretpostavljenoj vaznosti podrucja za nativnu pastrvu.

Slika 4. Lov pomoc¢u lednog agregata (foto: Lucija Ivi¢)
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2.2. Podrudje istraZivanja

Ovo istrazivanje obuhvatilo je 7 lokaliteta diljem Hrvatske (Slika 5) kako bi se dobila sto
potpunija slika o taksonomskom statusu 1 rasprostranjenosti autohtonih potoc¢nih pastrva, te

kako bi se pokusali obuhvatiti vodotoci u kojima obitavaju razlicite linije pastrva.

Slika 5. Karta podrudja istrazivanjas postajama uzorkovanja oznacenima crvenom bojom i brojevima (1-Cetina;
2-Li¢ka Jesenica; 3-Matica korenic¢ka; 4-Plitvica; 5-Rjecina; 6-Vrelo korenic¢ko; 7-Zrmanja)

Sve istraZivane rijeke su krSke rijeke. Oko ovih rijeka, ¢esta je pojava kr§kog polja, koja mogu
poplaviti. Pri odredivanju lokacija za uzorkovanje, posebno se pazilo da se uzorci skupljaju na
mjestima za koja je veca vjerojatnost da su dom samo autohtonim vrstama pastrva. Broj uzoraka

po lokalitetima prikazan je u Tablici 5.

1. Cetina: Cetina je rijeka jadranskog slijeva koja prolazi Splitsko-dalmatinskom
Zupanijom i ulijeva se u more kod Omisa. Izvire 7 km sjeverno od Vrlike u podnozju
planine Dinare i ima viSe izvora. Na njezinom toku se nalazi 5 hidrocentrala i jedna

crpna stanica (www.visitsinj.com/hr/\VVodic/47/rijeka-cetina, pristupljeno 5.4.2018.).
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. Licka Jesenica: Rijeka Jesenica izvire ispod Male Kapele i tece 3 km do sela Licka
Jesenica. Ima oko 4 km toka, od kojeg 1 km ljeti presusi. Rijeka je u gornjem toku plitka
I produbljuje se prema donjem dijelu toka. Na tom se lokalitetu nalazi veliko slapiste te
je rijeka ujezerena iznad umjetnog praga (Buj i sur. 2017b; www.saborsko.hr/rijeka-
jesenica/, pristupljeno 5.4.2018.).

Matica korenicka: Matica Koreni¢ka je kompleks malih rjecica i potoka u blizini
Plitvickih jezera. Ova rijeka ponire podno planine Pljesivice, polako tece kroz dolinu,
na nekim mjestima Siroka i preko 3 m. Razlicita dubina na pojedinim dijelovima, ali
uglavnom je prili¢no plitko, dno je §ljunkovito (Buj i sur. 2017b).

Plitvica: Rijeka Plitvica je lijeva pritoka Korane, dugacka 9 km; izvire zapadno od
Plitvice Sela kod Rodi¢-Poljane na Maloj Kapeli; na njenom uséu nalazi se 78 m visoki
vodopad. Plitvica je velik potok, bogat vodom i brzog protoka (Buj i sur. 2017b; Njegac
i Pejnovi¢ 2012).

. Rjecina: Rjecina je duga oko 19 km, izvire iz pecine ispod strme litice brda Kiceja.
Najvecdi pritoci su joj SuSica, Luzac, Zala, Zahumcica, Golubinka, Ricinica i Borovs¢ica
no oni su uglavnom bujice i veéi dio godine su suhi (www.jelenje.hr, pristupljeno
5.4.2018.).

. Vrelo korenic¢ko: Radi se o vrelu (izvoru) Rijeke koreni¢ke (Njegac i Pejnovic¢ 2012).
Zrmanja: Izvire ispod planine Postak u juznom dijelu Like, a ulijeva se u Novigradsko
more 12 kilometara od Obrovca. Najznacajniji pritok je rjeCica Krupa (Njegac i

Pejnovi¢ 2012).

Tablica 5. Broj uzoraka po lokalitetu.

Lokalitet Broj uzoraka
Cetina 9
Licka Jesenica 17
Matica korenicka 23
Plitvica 7
Rjecina 5
Vrelo korenic¢ko 13
Zrmanja 3
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2.3. MorfoloSka mjerenja i statisticka obrada podataka

Istrazivanje morfologije poto¢nih pastrva odvijalo se u prostorijama Bioloskog odsjeka
Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu. Ribe su konzervirane u formalinu, a zatim
Cuvane U 95% etanolu. Morfometrijska mjerenja sam vrsila pomoc¢u metalne digitalne pomi¢ne

mjerke, a kako bi se izbjegle devijacije u rezultatima, sva sam mjerenja obavila osobno s istom

mjerkom. Svakoj jedinci izmjerile su se 24 mjere prikazane u Tablici 6 i na Slici 6.

Tablica 6. Oznake i nazivi morfometrijskih znacajki mjerenih na pastrvama

Oznaka Latinski naziv Hrvatski naziv
TL Longitudo totalis ukupna duljina tijela
SL Longitudo corporis standardna duljina tijela
Lc Longitudo capitis duljina glave
pan Longitudo praeanalis preanalna duljina
pA Distantia praeanalis preanalna udaljenost
Van Longitudo ventroanalis ventroanalna duljina
pVv Distantia praeventralis preventralna udaljenost
pP Distantia praepectoralis prepektoralna udaljenost
pD Distantis predorsalis predorzalna udaljenost
IpC Longitudo pedunculi duljina repnog drska
ID Longitudo basis D duljina baze ledne peraje
1A Longitudo basis A duljina baze podrepne peraje
IC Longitudo C duljina repne peraje
IP Longitudo P duljina prsne peraje
v Longitudo V duljina trbusne peraje
hco Altitudo capitis najveca visina glave
H Altitudo corporis max. najveca visina tijela
h Altitudo corporis min. najmanja visina tijela
laco Latitudo capitis najveca Sirina glave
lac Latitudo corporis max. najveca Sirina tijela
io Spatium interorbitale Sirina meduocnog prostora
Oh Diameter oculi promjer oka
prO Spatium praeorbitale predocni prostor
poO Spatium postorbitale zao¢ni prostor
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Slika 6. Prikaz morfometrijskih mjera koje su se koristile u istrazivanju

Standardizaciju morfometrijskih mjera provela sam na dva nac¢ina — pomocu alometrijskih
transformacija i koriStenjem omjera. Varijaciju veli¢ina riba sam otklonila alometrijskom

transformacijom pomoc¢u formule
M,4i=M (SL;/SLy)",

(Elliott i sur. 1995) gdje je Magj standardizirana mjera, M je izmjenjena mjera, SLs je srednja
vrijednost standardiziranih jedinki s pojedinog lokaliteta, SLo standardizirana duljina jedinke,

a b nagib krivulje linearne regresije od logM na logSLo.

Izracunala sam i morfometrijske omjere tako da sam uzimala odredenu mjeru jedinke u omjer
s SL, Lc i H, kako bih vidjela postoje li razlike i kako bih rezultate mogla usporediti s radovima

drugih autora.

Statisticke analize i usporedbe medu populacijama izvodila sam pomocu deskriptivne statistike,
analize glavnih komponenti (PCA) i analize varijance (ANOVA) u raunalnom programu
STATISTICA 13. Te sam analize provela i na prilagodenim morfometrijskim mjerama i na
omjerima. Nakon PCA i ANOVA analiza, napravila sam post hoc Fisher LSD test, kako bih

mogla to¢no odrediti koje populacije se medusobno razlikuju 1 po kojim mjerama.
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Osim morfometrijskih, odredivala sam i vanjske meristicke mjere — broj Sip¢ica u trbusnim i
prsnim perajama, broj Sip€ica u lednoj, repnoj i podrepnoj peraji, broj ljusaka u bo¢noj pruzi,

te broj pigmentiranih tockica na tijelu i na perajama.

2.4. Laboratorijski postupci - izolacija DNA, umnaZanje gena lan¢anom reakcijom
polimeraze (PCR), sekvenciranje

Ukupnu genomsku DNA izolirala sam iz uzoraka tkiva peraje pomo¢u DNeasy Blood and
Tissue kompleta za izolaciju (QIAGEN), prema protokolu proizvodaca. Uzorcima tkiva u
epruveticama dodala sam 180 puL pufera ATL, 20 uL protein kinaze, sadrzaj epruvetice
promijesala sam vortex mjesalicom te ih ostavila 24 h u vodenoj kupelji na 56°C. Sljede¢i dan
uzorke sam izvadila iz kupelji, promijesala ih vortex mjesalicom, te im dodala 200 pL pufera
AL 1200 pL etanola (96%). Sadrzaj epruvetica prebacila sam u epruvetice s membranom (pipet
spin column) te centrifugirala na 8000 okretaja u minuti (rpm) 1 minutu. Membrane sam potom
prebacila u nove epruvetice, dodala sam 500 pL pufera AW1 i ponovila centrifugiranje pri istim
uvjetima. Membrane sam ponovno prebacila u nove epruvetice, dodala sam 500 uL pufera AW2
te sam sadrzaj centrifugirala na 14 000 rpm 3 minute. Posljednji put sam membrane prebacila
u nove epruvetice, dodala 150 pL pufera AE, za ¢ije je elucijsko djelovanje potrebno pricekati
minutu, potom sam sadrzaj centrifugirala na 8 000 rpm 1 minutu. Uzorcima sam pridruzila

imena te ih pohranila u zamrzivac.

Za lancane reakcije polimerazom (PCR) koristila sam komplet kemikalija HotStarTaq Plus
Master Mix Kit (QIAGEN) te pocetnice, sintetizirane u servisima Eurofins Genomics i
Macrogen Europe. Analizirani genski marker je gen za citokrom b (cyt b), on je kodiraju¢i gen
unutar mitohondrijske DNA (mtDNA). Kako bi se dobili ¢itavi geni ili $to veci odsjecei gena
koji mogu vjerno odraziti raznolikost medu populacijama i taksonomskim jedinicama, protokol
za PCR reakciju sam optimizirala, te sam koristila pocetnice za koje se utvrdilo da daju najbolje
produkte (Buj i sur. 2017b). Protokoli PCR reakcija i pocetnice za PCR navedeni su u Tablici
7.
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Tablica 7. Laboratorijski protokol i pocetnice za analizirani genski marker citokrom b (cyt b; Buj i sur. 2017b)

gen cytb
10 min 95,0°C
35x00:45 92,0°C
PCR uvjeti 01:30 48,0°C
01:45 72,0°C
7 min 72,0°C
H-cyp: CCTAGCTTTGGGAGYTAGG
L-cyp: GAYTTGAARAACCACGTTG

pocetnice za PCR

Kvalitetu dobivenih PCR produkata provjerila sam metodom elektroforeze na agaroznom gelu.
Gel sam pripremila od 1 g agaroze i 100 mL pufera TAE (1%). Pufer TAE je po svom sastavu
tris (2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol), octena kiselima i EDTA
(etilendiamintetraoctena Kiselina). Uzorci sam nanijela na gel te sam provela elektroforezu na
120 volti (V), 30 minuta. Gel sam potom prebacila u otopinu etidijevog bromida te fotografirala
pod ultraljubicastim osvjetljenjem. ProciS¢avanje i sekvenciranje PCR produkata provedeno je
u servisu Macrogen Europe. Za sravnjivanje sekvenci koristila sam racunalni program BioEdit

7.2.5 (Hall 1999), a kromatograme svih sekvenci vizualno sam provijerila prilikom sravnjivanja.

2.5. Filogenetska rekonstrukcija

Za utvrdivanje srodstvenih odnosa medu pastrvama u Hrvatskoj 1 njihovog poloZaja unutar
filogenetskog stabla roda Salmo, provedena je filogenetska rekonstrukcija koristenjem metode
najvece parsimonije (MP), metode najvece vjerojatnosti (ML) i metode susjednog povezivanja
(MJ). Prve dvije metode rezultiraju filogenetskim stablima, dok MJ metoda daje filogenetsku
mrezu $to je osobito pogodno za blisko srodne jedinke, medu ¢ijim populacijama je mogué
horizontalan prijenos gena. Analize MP i ML provela sam pomocu programa PAUP 4.0b10
(Swofford 2002) i MEGA 6.06 (Tamura i sur. 2007). Sve MP i ML analize provedene su pod
heuristi¢kim modelom uz 100 ponavljanja, uz nasumi¢an redoslijed uno$enja taksa, preklapanje
grana dijeljenjem i ponovnim povezivanjem (TBR, od engleskog izraza tree bisection-
reconnection). Tom sam metodom trazila stablo najkrace topologije preraspodjeljivanjem grana
na nacin da se prvotni kladogram podijeli na viSe manjih potkladograma, koji se zatim
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preslaguju u nova stabla. Sva mjesta kodona, kao i sve nukleotidne supstitucije, imala su
jednaku tezinu. Podrzanost grananja utvrdila sam analizom samopodrzanja (BS, od engleskog

Bootstrap analysis), uz 1 000 BS ponavljanja i 10 replika dodatnih sekvenci.

U istrazivanju sam prikupila 77 jedinki iz razicitih populacija i na svim jedinkama sam provela
izolaciju ukupne DNA i PCR, medutim samo 13 jedinki je dalo rezultate. Stoga sam za
filogenetsku rekonstrukciju koristila izolate jedinki s istog vodotoka iz prijasnjih istrazivanja,
iz podrucja za koje je dokazano da prebiva jedna od potrebnih filogenetskih linija ali i iz Banke
gena (Tablica 8). Za ukorijenjenje stabala sam koristila sekvence vrste Thymallus thymallus,
Linnaeus 1758, koja pripada u istu porodicu, ali razli¢it rod od analiziranih sekvenci najblizi
rodu Salmo (Crete-Lafreniere i sur. 2012) i Salmo obtusirostris, Heckel 1851, koja pripada u
isti rod. Dodani haplotipovi su omogucili laksu usporedbu podataka i izgradnju potpunijih

filogenetskih stabala.

MJ analiza provedena je pomocu racunalnog programa Network 4.5.1.6. (Fluxus Technology
Ltd.) i temeljila se na haplotipovima i sekvencama iz ovog istrazivanja, predstavnicima do sada
utvrdenih linija iz Hrvatske, te je ukljucivala sekvence iz geografski udaljenijih populacija.
Njen osnovni cilj bio potvrda filogenetskog polozaja pastrva u Hrvatskoj, ako se u obzir uzima
i horizontalni prijenos gena. Vrsta Thymallus thymallus se koristila za ukorjenjenje (engleski,

outgroup).

Tablica 8. Sekvence poto¢ne pastrve iz Banke gena (preuzeto s: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/,

pristupljeno 22.4.2018.) koje su uklju¢ene u filogenetsku rekonstrukciju

Ime sekvence Pristupni kod Referenca
ANDA4 KF985666 Schenekar i sur. 2014.
AND5 KF985667 Schenekar i sur. 2014.

CZR011 KF985670 Schenekar i sur. 2014.
CZR015 KF985674 Schenekar i sur. 2014.
DLZ012 KF985676 Schenekar i sur. 2014.
DLZ015 KF985678 Schenekar i sur. 2014.
HaHO011 KF985679 Schenekar i sur. 2014.
HaHO015 KF985683 Schenekar i sur. 2014.
KK1019 KF985686 Schenekar i sur. 2014.
KK3004 KF985690 Schenekar i sur. 2014.
KK7005 KF985694 Schenekar i sur. 2014.
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Tablica 8. Nastavak

KK7014 KF985701 Schenekar i sur. 2014.
KK7028 KF985706 Schenekar i sur. 2014.
LB014 KF985707 Schenekar i sur. 2014.
LB015 KF985708 Schenekar i sur. 2014.
LB023 KF985716 Schenekar i sur. 2014.
LOH315 KF985719 Schenekar i sur. 2014.
LOH328 KF985731 Schenekar i sur. 2014.
LOH350 KF985738 Schenekar i sur. 2014.

2.6. Analiza svojti na molekularnoj razini

Kako bi mogla utvrditi razlike medu linijama i populacijama na razini nukleotida, koristila sam
program SITES. Odredivala sam dijagnosticka mjesta (odredena baza na odredenom
nukleotidnom mjestu, specifiéno za liniju), p-udaljenost (postotak udaljenosti izmedu linija),
fiksne razlike (razlike u nukleotidima izmedu linija) i zajedni¢ke polimorfizme (mutacije baza
koje su se odvile u zajedni¢kom pretku i prenose se na potomke, odraz sestrinskih linija).

Analize sam vrsila na pastrvama skupljenim ovim istrazivanjem i drugim predstavnicima linija

iz Hrvatske.
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3. REZULTATI

3.1. Morfolosko razlikovanje svojti

3.1.1. Morfometrija

Morfometrijska mjerenja su provedena na 77 jedinki unutar 7 populacija. Deskriptivna

statistika morfometrijskih mjerenja je prikazana u Tablici 9. Zanimljivo je za istaknuti da se

populacija iz Zrmanje pokazala kao najmanja, a iz Cetine kao najveca po svim mjerama.

Tablica 9. Prikaz deskriptivne statistike s istaknutim minimumom (min), maksimumom (max), srednjom

vrijednosti (¥) mjera i populacijama. Veli¢ine su izraZene u milimetrima (mm).

Populacija
Mjera Cetina j s Matl.(za Plitvica | Rjecina Vre] 0 Zrmanja
esenica | korenic¢ka korenicko
min | 153,52 92,13 90,16 114,67 166,00 61,56 72,94
TL max | 390,00 170,00 262,00 190,00 298,00 151,39 80,70
X 257,50 127,02 183,24 140,95 207,60 105,03 77,17
min | 127,75 77,50 75,34 97,06 139,00 52,07 57,86
SL max | 340,00 170,00 228,00 161,00 253,00 123,79 64,03
x 222,64 105,63 154,54 119,10 175,00 87,02 61,36
min 35,22 22,14 21,52 28,21 35,51 15,55 17,04
Lc max | 79,63 51,15 59,77 43,52 68,29 37,75 18,51
X 56,97 30,34 43,59 33,21 46,19 26,47 17,55
min 94,68 56,61 52,00 70,29 89,70 36,22 44,10
pan | max | 260,00 120,06 164,00 115,94 186,00 92,78 48,08
X 165,00 78,04 109,84 85,33 123,75 62,86 45,47
min 96,07 59,01 56,07 74,17 93,84 38,30 45,99
pA max | 270,00 127,18 166,00 121,96 193,00 97,75 52,75
x 172,49 81,68 115,27 88,88 128,77 66,37 48,91
min 22,27 13,66 8,86 15,79 20,56 5,33 9,03
Van | max | 66,58 31,44 44,62 28,22 44,50 19,72 9,66
X 41,76 19,44 25,15 20,13 29,47 12,02 9,39
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Tablica 9. Nastavak

min 74,59 43,25 41,82 55,56 68,88 28,75 33,83

pV | max | 190,00 95,38 121,63 94,05 124,09 72,66 37,92
x 123,53 59,79 85,58 66,48 90,93 49,78 35,62

min 31,16 18,57 16,30 22,87 32,52 13,01 15,10

pP max | 69,79 43,79 53,02 40,90 61,13 32,04 16,37
X 49,71 25,60 37,49 27,86 41,95 22,30 15,64

min 61,27 36,99 37,69 46,80 62,96 25,49 30,16

pD | max | 149,15 81,79 114,44 74,98 124,27 61,88 31,76
x 101,60 51,45 75,41 56,20 82,33 43,27 31,03

min 17,10 9,83 10,25 13,45 20,65 7,80 7,90

IpC | max | 45,62 27,31 37,37 23,24 32,22 19,90 9,84
X 30,55 14,62 22,26 18,07 25,60 13,19 8,59

min 4,85 10,99 8,95 12,66 19,39 3,96 7,65

ID max | 40,96 24,65 27,78 20,33 40,29 17,24 8,64
x 24,40 15,60 19,61 14,43 26,42 10,55 8,00

min 10,65 7,22 5,13 6,82 11,39 2,82 4,36

1A max | 31,22 14,80 22,94 16,00 22,72 9,57 4,97
X 19,61 10,08 13,33 9,56 14,84 6,39 4,68

min 25,66 14,66 11,41 17,25 25,12 10,77 12,87

IC max | 56,19 30,94 41,43 27,48 45,51 21,22 13,87
X 40,21 20,25 28,87 20,92 33,12 17,84 13,42

min 26,79 15,11 16,25 19,70 25,17 11,21 13,30

IP max | 50,36 32,26 39,65 29,87 40,83 24,50 14,19
X 36,97 20,76 30,00 23,03 30,83 18,08 13,89

min 19,54 11,64 11,72 13,78 19,52 7,66 8,95

v max | 36,66 23,75 34,95 21,90 35,59 18,58 19,47
X 29,46 15,73 23,42 16,67 25,04 13,23 12,61

min 19,01 11,47 12,36 13,88 16,76 7,97 9,04

hco | max | 37,74 29,20 32,24 22,72 32,78 19,51 10,51
X 28,58 15,48 22,70 16,66 23,73 13,75 9,78

min 36,60 20,05 19,73 22,00 30,03 11,75 13,01

H max | 80,15 41,78 55,01 36,76 53,25 35,85 16,31
X 56,58 26,54 39,09 27,51 40,15 23,06 15,15

min 14,70 7,57 7,17 8,46 13,37 4,49 5,32

h max | 33,69 18,10 19,63 15,33 24,27 13,74 6,27
X 23,84 11,04 14,63 10,85 17,25 8,81 5,82

min 18,11 10,00 9,25 12,49 16,84 6,91 7,99

laco | max | 40,79 24,51 31,65 22,28 35,76 19,02 8,49
X 29,18 14,81 22,37 15,47 22,46 12,67 8,25

min 19,93 11,96 9,25 12,82 18,23 6,56 8,11

lac | max | 43,48 22,72 31,05 21,94 37,00 19,71 8,67
x 30,43 15,60 22,56 16,17 23,33 13,17 8,47

min 9,67 6,27 4,88 7,63 9,42 3,12 3,89

io max | 24,51 13,94 17,88 13,21 20,86 11,04 4,56
X 17,50 9,37 12,74 9,49 13,60 6,71 4,23

min 7,89 6,50 5,81 6,42 8,45 4,58 4,55

Oh | max | 13,59 11,01 12,61 10,55 12,21 9,30 5,70
X 10,68 7,88 9,74 8,34 10,06 6,62 5,03

min 9,46 3,96 4,26 6,56 9,55 3,28 3,29

prO | max | 22,36 15,15 16,68 11,86 19,87 9,34 3,87
X 15,54 7,19 11,63 8,12 12,45 6,10 3,63
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Tablica 9. Nastavak

min 18,37 11,27 10,94 14,57 17,51 8,38 8,91
poO | max | 46,40 27,60 34,54 23,80 38,50 20,54 10,16
X 32,19 16,05 23,58 17,51 25,46 13,93 9,67

Analiza varijanci (ANOVA) je provedena na prilagodenim morfometrijskim mjerama i
pokazala je da se sve populacije medusobno razlikuju po svim varijablama (mjerama) i to s

iznosom p=0,0000 na razini statisticke zna¢ajnosti p<0,05.

Post hoc Fisher LSD test je ukazao na sli¢nosti i razlike medu populacijama, i na koje se to¢no
plitvicka i populacija iz Li¢ke Jesenice po svim mjerama, osim zao¢nog prostora i duljine
repnog drska. Veliku sli¢nost su pokazale populacije Rjecine i Matice Korenicke (sve mjere
osim duljine repnog drSka, duljine ledne peraje, duljine repne peraje, zaonog prostora,
najmanje visine tijela i ventroanalne duljine), dok su populacije iz Li¢ke Jesenice i Vrela
korenickog, Zrmanje i Vrela Koreni¢kog, te Vrela korenickog i Plitvice pokazale sli¢nost ali u
puno manje mjera. Zanimljivo je bilo za primjetiti da niti jedna populacija nije pokazala slicnost

za mjeru zaocnog prostora.

Provedena je i analiza glavnih komponenti (PCA,; Slika 7) koja je zapravo i graficki potvrdila

.....

Licke Jesenice, te iz Rjecine i Matice koreni¢ke. Na Faktor 1 su, kao mjere, najvise utjecale
duljina glave i najveca visina glave, dok su na Faktor 2 najviSe utjecale duljina ledne i podrepne

peraje, te su ta dva faktora zajedno obuhvatili preko 90% prvotne varijabilnosti.
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Slika 7. Graficki prikaz rezultata PCA analize prilagodenih morfometrijskih mjera. Na osi x

prikazan je iznos Faktora 1, a na osi y iznos Faktora 2. Razli¢ito obojena slova predstavljaju

razliite populacije — Cetina (CE; tirkizno), Rje¢ina(RJ; ljubicasto), Matica korenicka (MK;
crveno), Plitvica (PV; zuto), Li¢ka Jesenica (LJ; zeleno), Vrelo koreni¢ko (VK; crno), Zrmanja

(ZR; plavo).

Analiza varijanci provedena na omjerima je takoder prikazala mnogo razlika medu

populacijama (osim jednog omjera) na razini statisticke znacajnosti p<0,05. P-vrijednosti su

ipak bile raznovrsnije nego kod ANOVE provedene na morfometrijskim mjerama i prikazane

su u Tablici 10.
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Tablica 10. Prikaz omjera i pripadajuéih p-vrijednosti. P-vrijednosti koje su se pokazale statisticki znacajne
istaknute su crvenim brojkama, dok je statisti¢ki neznac¢ajna p-vrijednost istaknuta crnim brojkama.

Omjer p-vrijednost
pan/SL 0,0389
pA/SL 0,0194
Van/SL 0,0000
pV/SL 0,0012
pP/SL 0,0003
pD/SL 0,0197
IpC/SL 0,1299
ID/SL 0,0000
IA/SL 0,0000
IC/SL 0,0067
IP/SL 0,0000
IV/SL 0,0004
hco/H 0,0003
h/H 0,0000
laco/SL 0,0279
lac/SL 0,0366
io/Lc 0,0000
Oh/Lc 0,0000
prO/Lc 0,0000
poO/Lc 0,0176

Post hoc Fisher LSD test je ukazao na sli¢nosti i razlike medu populacijama i na koje se to¢no
omyjere te slicnosti 1 razlike odnose. U ovoj analizi su se koristile stvarne, neprilagodene mjere
kako bi se izraCunali omjeri. Nije bio primjecen konkretni obrazac slicnosti ili razlika za
populacije, kao Sto je to bilo kod morfometrijskih mjera, stoga se ne moze povucéi strogi
zakljucak. Ipak, primjeceni su neki ekstremi, kada populacije u nekim omjerima u potpunosti
odskacu od drugih, odnosno razlikuju se, npr. Licka Jesenica se razlikuje od svih ostalih
populacija u omjeru duljine podrepne peraje i standardne duljine tijela, Rjecina u omjeru
preventralne udaljenosti i standardne duljine tijela, Zrmanja u omjeru duljine trbusne peraje i
standardne duljine tijela, Cetina u omjerima najvece visine glave i najvece visine tijela, te

promjera oka i duljine glave.

Provedena analiza glavnih komponenti (PCA,; Slika 8) takoder nije prikazala odredeni obrazac
1 graficki je potvrdila rezultate ANOVE. Populacije se nisu grupirale ve¢ su nehomogeno
izmjeSane jedna s drugom. PCA je opet provedena s dva faktora korelacije, medutim zajedno
su obuhvatili oko 40% prvotne varijabilnosti. Na Faktor 1 najviSe su utjecali omjeri duljine

prsne peraje i standardne duljine tijela, promjer oka i duljine glave, te Sirina meduocnog
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prostora i duljine glave, dok su na Faktor 2 najviSe utjecali omjeri preanalne udaljenosti,

preanalne duljine i ventroanalne duljine sa standardnom duljinom tijela.

Faktor 2: 16,67%
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Faktor 1: 23,03%

Slika 8. Graficki prikaz dobiven PCA analizom omjera. Na osi x prikazan je iznos Faktora 1, a
na osi y iznos Faktora 2. Razli¢ito obojena slova predstavljaju razli¢ite populacije — Cetina
(CE; tirkizno), Rjecina (RJ; ljubicasto), Matica Koreni¢ka (MK; crveno), Plitvica (PV; Zuto),
Licka Jesenica (LJ; zeleno), Vrelo koreni¢ko (VK; crno), Zrmanja (ZR; plavo).
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3.1.2. Meristika i fenologija

Meristika i fenologija su proucene na svih 77 jedninki iz razli¢itih populacija. U obzir su se
uzimale vanjske meristicke i fenoloske karakteristike riba. U Tablici 11 i u Tablici 12 prikazani

su rezultati ove analize, i to kao rasponi za svaku populaciju.

Tablica 11. Meristicke karakteristike populacija. Prou¢avane karakteristike su broj ljuski na bo¢noj prugi (LL),

broj Sipéica u podrepnoj (A), repnoj (C), trbusnim (V), prsnim (P) i u lednoj (D) peraji.

Populacija LL A C \ P D
Cetina 104-120 | 8-9(1/2)+11 | 1+16-17+I 8-9+I 11-12+1 9-10+I
Licka

Jesenica 95-122 8-9(1/2)+l1 1+16+I 8-9+I 11-12+I 9-10+I
Matica 101-129 | 8-9(L/2)+Il |  1+16+I 8-9+1 11-12+1 9-10+1
korenicka
Plitvica 106-137 | 8-9(1/2)+ll 1+16+I 8+l 12+1 9-10+I
Rjecina 101-112 | 8-9(1/2)+lI 1+16+I 8-9+I 12+1 10+1
‘ Vrelo 104-127 | 9(1/2)+1 | 1416-17+ |  8-9+I 12+ 9-10+1
orenicko
Zrmanja 103-117 8-9+I 1+15-16+I 8-9+I 11-12+l 9-10+I

Meristicke karakteristike se nisu bitno razlikovale od populacije do populacije, jedino se
populacija iz Zrmanje pokazala neznatno druk¢ijom od ostalih i to zbog nedostatka druge tvrde
SipCice 1 rudimentarnog ostatka (1/2) na analnoj peraji, te populacija iz Plitvice, s najviSe ljusaka

u bo¢noj pruzi.
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Tablica 12. Fenoloske karakteristike populacija.

Populacija Fenologija

e Ledna peraja: 5-17 crnih tocaka

e Glava: 7-57 crnih tocaka

e Tijelo: 24-290 crnih tofaka; 9-50
narancastih toCaka

e Ledna peraja: 1-19 crnih tocaka; 2-11
narancastih toCaka

Licka Jesenica e Glava: 2-25 crnih tocaka

e Tijelo: 7-59 crnih tocaka; 8-80
narancastih toCaka

e Ledna peraja: 2-34 crnih tocaka; 3-16
narancastih tocaka

Matica korenicka e Glava: 6-36 crnih tocaka

e Tijelo: 7-140 crnih tocaka; 26-88
narancastih toCaka

e Ledna peraja: 12-20 crnih toCaka; 3-7
narancastih to¢aka

Plitvica e Glava: 11-35 crnih to¢aka

e Tijelo: 22-125 crnih tocaka; 31-57
narancastih tocaka

e Ledna peraja: 2-28 crnih toCaka; 2-7
narancastih tocaka

Rjecina e Glava: 7-37 crnih tocaka

e Tijelo: 49-108 crnih toCaka; 26-84
narancastih tocaka

e Ledna peraja: 4-20 crnih tocaka; 1-7
narancastih tocaka

Vrelo koreni¢ko e Glava: 2-17 crnih tocaka

e Tijelo: 6-81 crnih tocaka; 13-54
narancastih toCaka

Cetina

e Ledna peraja: 0-7 crnih to¢aka

e Glava: 1-12 crnih to¢aka

e Tijelo: 43-87 crnih tolaka; 4-12
narancastih tocaka

Zrmanja

Fenoloskom analizom takoder nisu utvrdene znaCajne razlike medu populacijama, ali je
utvrdena iznimna intrapopulacijska varijabilnost. Jedina razlika vrijedna spomena je bila u
prisutnosti narancastih tocki u lednoj peraji kod svih populacija osim Cetine i Zrmanje, te

izrazita crna pjegavost populacije iz Cetine.

31



3.2. Filogenetska rekonstrukcija svojti

Filogenetska rekonstrukcija temeljena je na sekvencama gena za citokrom b (cyt b) dugim 1141
parova baza, od kojih je 936 konstantnih i 205 varijabilnih. Parsimonijski zna¢ajnih mjesta je
34, dok je ostalih 171 varijabilnih mjesta neinformativno (nisu nositelji filogenetskog signala).
Analize su provedene na 13 sekvenci potoéne pastrve iz podrucja istraZivanja, a radi lakse
usporedbe i izgradnje filogenetskih stabala i mreza, ukljuéene su i sekvence gena za cyt b
potoc¢nih pastrva s drugih lokaliteta iz prethodno provedenih istrazivanja u Hrvatskoj i Banke

gena. Za ukorjenjenje stabala koristila se vrsta Thymallus thymallus.

Ukupno su utvrdena 33 razli¢ita haplotipa roda Salmo, a dobivena stabla pokazuju jednaku
topologiju. Takoder je vidljiva izrazita struktuiranost svojte Salmo trutta postojanjem nekoliko
evolucijski odvojenih linija. Gen za citokrom b je pokazao da poto¢ne pastrve Hrvatske spadaju

u 4 nezavisne evolucijske linije.

Prvoj liniji pripadaju dva haplotipa s podrucja istrazivanja, tri s podrucja Republike Hrvatske
iz prethodnih istraZivanja i Sest austrijskih haplotipova dunavskog slijeva iz Banke gena. Ova
linija se tradicionalno nazivala dunavskom linijom, medutim primjereniji je naziv dinarsko-
dunavska linija jer su istrazivanja pokazala da ima Siru rasprostranjenost no Sto se prije
smatralo, te je osobito raznolika u dinarskom podruc¢ju (Buj 1 sur. 2017b). Ovo je istraZivanje
pokazalo kako pastrve dinarsko-dunavske linije obitavaju u Plitvici, Li¢koj Jesenici i Matici
Koreni¢koj, a u prethodnim istrazivanjima uoéena je u Dobri, Severovoj peéini i Krasulji, u

Hrvatskoj.

Ostatak haplotipova iz ovog istrazivanja pripala su plitvickoj liniji, najvjerojatnije liniji
autohtonoj za Sire podrucje Plitvickih jezera. Ova linija se topologijom stabala pokazala
drukc¢ijom od ostalih linija poto¢ne pastrve, odnosno, utvrden je njen sestrinski polozaj u
odnosu na atlantsku liniju. Plitvi¢ka linija u ovom istrazivanju pronadena je samo u Matici
korenickoj, dok se po prethodnim istrazivanjima moze naci jo$ u Rijeci Korenickoj, Lovincu i

Dobri.

Atlantska linija nije pronadena ovim, ali ni prethodnim istrazivanjima u Hrvatskoj. Ovoj liniji
pripali su haplotipovi s podru¢ja Austrije iz istrazivanja Schenekara i suradnika iz 2014. godine.
Iz oba prikazana stabla (Slika 9 i Slika 10) jasno je vidljiva izdvojenost atlantske linije i njezin

polozaj kao sestrinska plitvi¢koj liniji.
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Jadranska linija takoder nije pronadena ovim istrazivanjem, ali po prethodnim istrazivanjima
pojavljuje se u Paskom polju pored rijeke Cetine. lako su obradivani uzorci i s Cetine i sa
Zrmanje, njihovo sekvenciranje nije uspjelo, pa nije mogla biti potvrdena pripadnost linijama,

dok je morfoloska analiza provedena.

Za liniju marmoratus nema mnogo podataka. U ovom istraZivanju nije pronadena, a u
prethodnima je pronadena samo u Modrom oku. Iz stabala se moZe ocitati njezina bliskost s

jadranskom linijom.
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Salmo obtusirostris

Thymallus thymallus

|
0.02

Slika 9. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najveée vjerojatnosti (ML) na temelju mitohondrijskog cyt b
gena. Brojevi pored grananja oznac¢avaju podrzanost u postocima. Haplotipovi razli¢itih linija su smjesteni
unutar razli¢ito obojenog obladica (atlantska linija-crveno; plitvicka linija — zuto; linija marmoratus — sivo;
jadranska linija — plavo; dinarsko-dunavska linija — zeleno). Haplotipovi iz ovog istrazivanja oznaceni su s Hap i
brojem.
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Thymallus thymallus

—— 5 changes

Slika 10. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najveée parsimonije (MP) na temelju mitohondrijskog cyt b
gena. Brojevi pored grananja oznacavaju podrzanost u postocima. Haplotipovi razli¢itih linija su smjesteni
unutar razli¢ito obojenog oblacica (atlantska linija-crveno; plitvicka linija — Zuto; linija marmoratus — sivo;
jadranska linija — plavo; dinarsko-dunavska linija — zeleno). Haplotipovi iz ovog istrazivanja oznaceni su s Hap i
brojem.
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Filogenetska mreza dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ) pokazala je jasno
odvajanje razli¢itih linija, razlike u broju mutacija, te stvorene nove haplotipove kao posljedicu
tih mutacija (Slika 11).

Thymallus thymallus
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Slika 11. Filogenetska mreza dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ). Brojevi predstavljaju broj
mutacija ako je >2. Haplotipovi dinarsko-dunavske linije oznaceni su zelenim to¢kama, atlantske linije crvenim,
plitvicke linije Zutim, jadranske linije plavom, linije marmoratus sivom, dok crne tocke predstavljaju
neprimjec¢ene haplotipove. Promjer to¢aka proporcionalan je broju sekvenci svakog haplotipa.
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Druga filogenetska mreza koja je dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ) pokazala je
odvajanje razli¢itih linija po lokalitetima. U ovu filogenetsku mrezu (Slika 12) bile su ukljucene

samo sekvence iz Hrvatske, 0dnosno iz ovog i iz pretodnih istrazivanja.

DINARSKO-DUNAVSKA LINIJA

LINIJA MARMORATUS

JADRANSKA LINIA

PLITVICKA LINIA

Slika 12. Filogenetska mreza dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ). Brojevi predstavljaju broj
mutacija ako je >2. Razli¢ito obojene tocke predstavljaju sekvence s razli¢itih lokaliteta (crveno — Matica
korenicka; zuto — Rijeka korenicka; zeleno — Licka Jesenica; plavo — Plitvica; ljubicasto — Lovinac, Krasulja,
Severova peéina; roza — Dobra; sivo — Modro oko; smede — Pasko polje). Crne tocke predstavljaju neprimjeéene
haplotipove. Promjer tocaka proporcionalan je broju sekvenci na svakom lokalitetu.

3.3. Molekularno razlikovanje svojti

Molekularne analize su se izvodile pomocu sekvenci iz ovog istraZivanja 1 iz prijasnjih

istrazivanja vrSenih u Republici Hrvatskoj.

Rezultati filogenetskih analiza su pokazale da poto¢ne pastrve s istog lokaliteta mogu pripadati
razli¢itim linijama (svojtama), te da su te svojte genski razli¢ite i nezavisne. Konkretno, radilo
se o plitvickoj i dinarsko-dunavskoj liniji, koje su bile prisutne istovremeno u Matici
koreni¢koj, Rijeci Korenickoj i Dobri. Takav rezultat potvrduje i p-udaljenost Cije su srednje
vrijednosti prikazane u Tablici 13. Postotak udaljenosti unutar linije o¢ekivano je bio manji

nego izmedu linija.
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Tablica 13. Srednje vrijednosti p-udaljenosti izmedu linija pastrva (crna slova), unutar linija (crvena slova) i
neto srednje vrijednosti p-udaljenosti (plava slova) izrazene u postocima (%).

SITREDS S5 litvi¢ka linija marmoratus jadranska linija
dunavska linija | PV J linija ] )
dlirlrela- 0,158 1,493 0,929 1,543
dunavska linija
plitvi¢ka linija 1,265 0,298 1,066 1,709
marmoratus 0,850 0,917 0,000 1,139
linija
jadranska linija 1,464 1,560 1,139 0,000

Veliku gensku razliku medu linijjama potvrdio je i broj fiksiranih (fiksnih) razlika prikazan u

Tablici 14, odnosno broj pozicija u cyt b genu na kojem pripadnici razlicitih svojti (linija) imaju

razlic¢ite nukleotidne baze. Kako bi se linije mogle razlikovati i na molekularnoj razini,

odredena su i tzv. dijagnosticka mjesta, prikazana u Tablici 15. Ona omogucuju da se linija

potocne pastrve odredi pomocu nukleotida prisutnog na odredenoj poziciji.

Analiza zajednickih polimorfizama je pokazala da je jedini zajednicki polimorfizam prisutan

samo izmedu dinarsko-dunavske 1 plitvicke linije, $to potvrduje njihov sestrinski polozaj.

Tablica 14. Fiksne razlike na cyt b genu izmedu linija.

SlIEEE plitvi¢ka linija marmoratus jadranska linija
dunavska linija linija
dlnarsk(_)—__ i 13 9 16
dunavska linija
plitvicka linija - - 9 17
marmoratus i i i 13
linija

jadranska linija
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Tablica 15. Fiksne razlike na cyt b genu s navedenim nukletidnim mjestima fiksnih razlika i bazama prisutnim
kod pojedine linije. Dijagnosticka mjesta za pojedinu liniju predstavljaju nukleotidi u crvenim poljima.

LINIJA

NUKLEOTIDNO dinarsko-

MJIESTO dunavska plitvicka marmoratus jadranska
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4. RASPRAVA
4.1. Filogenija poto¢ne pastrve u Hrvatskoj

Filogenetskim mrezama i stablima u ovom istrazivanju utvrdeno je da u Republici Hrvatskoj
obitavaju minimalno 4 filogenetske linije poto¢ne pastrve — dinarsko-dunavska, plitvicka,
jadranska i marmoratus linija. Linije su se topoloski na stablima jasno odvojile jedna od druge,
a uz to, bilo je lako za primijetiti sestrinsku srodnost plitvicke i atlantske linije, kako u stablima
tako i u filogenetskoj mrezi dobivenoj metodom susjednog povezivanja. Srodnost ove dvije
linije nije bila ocCekivana i predstavlja vrlo zanimljiv rezultat jer sa sobom povlaci
filogeografska, evolucijska i povijesna pitanja. Haplotipovi atlantske linije koriSteni u ovom
istrazivanju potjeCu iz Austrije stoga je moguci uzrok ovakvog filogenetskog poloZzaja
postglacijalna ekspanzija, odnosno prirodno Sirenje vodotokova i Sirenje (migracija) vrsta u
razdoblju nakon ledenog doba (Schenekar i sur. 2014; Suarez i sur. 2001). S obzirom da to¢no
vrijeme odvajanja ovih linija nije poznato, u obzir bi trebalo uzeti i sam politicki status teritorija
RH u povijesti. Plitvicka linija pronadena je na lokalitetima (Matica Korenicka, Rijeka
korenicka, Lovinac, Dobra) koja su se u proslosti nalazili u tzv. Hrvatskoj vojnoj krajini (njem.
Krabatische Graenitz), teritoriju koji je pripadao Habsburskoj monarhiji pod direktnom
vladavinom  Austrije  (www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?id=65199,  pristupljeno
10.5.2018.). Potocna pastrva se ve¢ stolje¢ima koristi kao hrana, a prvi zabiljezeni pastrvski
ribnjak sagraden je u Cabru 1882. godine (www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?id=52715,
pristupljeno 10.5.2018.), te je moguce da je atlantska linija doneSena iz Austrije na to podrudje
za uzgoj. Poto€na pastrva je poznata po svojoj plasti¢nosti 1 brzoj prilagodbi okoliSu, a ako se
mikroevolucija dovoljno brzo odvijala, ovakav scenarij, iako malo vjerojatan, postaje moguc.
S druge strane, analiza zajedniCkih polimorfizama je ukazala na sestrinski odnos plitvicke i
dinarsko-dunavske linije, §to bi odgovaralo pretpostavljenom geografskom arealu ove dvije
linije i ¢injenici da su prisutne u istim vodotocima. Medutim pronaden je samo jedan zajednicki
polimorfizam, te je istraZivanje radeno na malom uzorku, stoga je teSko donijeti konkretan
zakljucak. Za donoSenje to¢nog zakljucka o filogeografiji, evolucijskoj povijesti i brzini
evolucije ove linije potrebno je provesti dodatna istrazivanja koja bi ukljucivala vise lokaliteta
1 viSe genskih markera. Ako se utvrdi da je plitvicka linija autohtona za podrucje Hrvatske,
pobila bi se tvrdnja Freyhofa iz 2011. te Kottelata i Freyhofa iz 2007. da je atlantska linija
alohtona za podrucje srednje i juzne Europe, $to je zapravo u skladu s novijim istraZzivanjima

(Schenekar i sur. 2014).
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Velika genska varijabilnost poto¢ne pastrve dokazana je i filogenetskim mrezama. U istom toku
rijeke moguca je prisutnost dviju linija (plitvicka i dinarsko-dunavska), koje se medusobno
vjerojatno ne razmnozavaju, iako bi trebalo provesti dodatna istrazivanja zbog sklonosti riba ka
hibridizaciji, pogotovo poto¢ne pastrve za koju se otkrilo da moze hibridizirati ¢ak i s atlantskim
lososom (Salmo salar Linnaeus, 1758; Wilson i Bernatchez 1998; Leaniz i Verspoor 1989) ali
i pojave zajednickog polimorfizma izmedu te dvije linije. Reproduktivna izoliranost i brojne
genske mutacije prisutne izmedu linija ukazuju na mogucnost da se radi o odvojenim
podvrstama ili ¢ak zasebnim vrstama, pogotovo ako se za usporedbu koristi druga vrsta iz istog
roda kao $to je mekousna pastrva (Salmo obtusirostris) i broj mutacija koje su tu vrstu odvojile
od ostalih vrsta iz roda Salmo. Zanimljivo je poklapanje u rezultatima filogenetske mreze i
izracuna p-udaljenosti, odnosno postotku razlike medu linijjama. Linije koje su se ovim
dinarsko-dunavska i marmoratus linija (razlika 0,9 %). Na mrezama se te genske razlike mogu
jasno vidjeti u obliku broja mutacija. Ovakav srodstveni odnos linija moze biti posljedica
radijacije vrste nakon oledbi (Bernatchez 2001) kada se linije koje su se prije odvojile vise
genski razlikuju ili premalog uzorka odredenih linija koji je onemogucio prikaz ukupne genske
varijabilnosti. Konkretno, moguce je bilo koriStenje samo po jednog haplotipa za jadransku i
marmoratus liniju zbog neuspjelih sekvenciranja, $to se odrazilo na prikaz razli¢itosti unutar
tih linija (0 %).

Provodenjem ovog istrazivanja primijetilo se i da je DNA pastrve sa¢uvana u visokopostotnom
etanolu kratkoZivuc¢a. Naime, DNA analiza uzoraka iz toka Cetine, Zrmanje, Rje€ine 1 Vrela
koreni¢kog se nije pokazala uspjeSnom, vjerojatno jer su ti uzorci duze stajali u etanolu ¢ekajuci
istrazivanje. Zbog toga su se koristili dodatni haplotipovi iz istih ili slicnih vodotokova dobiveni
prethodnim istrazivanjima. lako se iz ovog istrazivanja jo§ uvijek ne moze donijeti konkretan
zakljucak o filogeniji 1 taksonomskom statusu potocne pastrve, ovaj rad je zasigurno zapoceo
razrjeSenje taksonomske zavrzlame vezane uz takson Salmo trutta. Potrebno je provesti
detaljnije istrazivanje na ovu temu kako bi se mogli objaviti to¢ni zakljucci, te kako bi napokon

taksonomija najpoznatije vrste unutar roda Salmo bila poznata.
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4.2. Dijagnosti¢ka svojstva za razlikovanje linija poto¢ne pastrve

Razlikovanje linija bilo je jasno na genskoj razini, medutim njihova morfologija nije u jednakoj
mjeri odrazavala genske razlike. Na ovakav rezultat uvelike je utjecala ¢injenica da se od 77
jedinki, samo njih 13 moglo medusobno morfoloski i genetski usporediti i to zbog neuspjelih
DNA sekvencioniranja. Iz tog razloga nije mogucée utvrditi koja su to¢no morfoloska
dijagnosticka svojstva za odredenu liniju, jo$ viSe radi ¢injenice da u istom vodotoku mogu
zivjeti dvije razlicite linije.

Morfometrija se ipak pokazala vrlo korisnim alatom, pogotovo ako su se koristile prilagodene
mjere. Rezultati su potvrdili veliku morfometrijsku raznolikost populacija, Sto je u skladu s
prethodnim zakljucima o velikoj morfoloskoj plasti¢nosti i varijabilnosti poto¢nih pastrva
(Meraner i sur. 2013; Freyhof 2011). Prilagodene mjere su se pokazale vrlo korisnima jer je jo§
prilikom izvodenja istraZivanja primije¢ena velika razlika u veli¢ini jedinki, i u populacijama
ali 1 izmedu populacija. Uklanjanjem te varijable, dobila se lijepa i jasna slika morfometrijskih
sli¢nosti i razlika izmedu populacija, gdje su se populacije iz Licke Jesenice i Plitvice, te Matice
korenicke 1 RjeCine pokazale najsliénijima, u skladu s njihovom geografskom
rasprostranjenoscu. Sli¢nost izmedu Matice Korenicke i Vrela Koreni¢kog nije primijecena, iako
su ta dva vodotoka povezana. Morfoloske razlike ovih dviju populacija bi se mogle objasniti
unosom alohtonih linija, s obzirom da su na tom podruéju zabiljezena ribogojilista.

S druge strane, ukoliko su prilagodene mjere bile iskljucene, rezultati su bili mnogo konfuzniji
i pojavljivali su se ekstremi, kako u istrazivanju omjera morfometrijskih znacajki, tako i u
meristici i fenologiji. Ove metode su takoder potvrdile iznimnu plasti¢nost poto¢ne pastrve, te
fenolosku raznolikost. Fenologija i meristika ovih populacija imale su veliki raspon
varijabilnosti, te su uglavnom potvrdile raspon meristi¢kih mjera koje su jos davne 1971. godine
objavili Vukovi¢ 1 Ivanovi¢, iako je tesko potvrditi u koju liniju/vrstu/podvrstu bi svaka od
populacija pripadala. S druge strane, raspored i koli¢ina tockica se nisu pokazale dijagnostickim
svojstvom kako su to utvrdili Giuffra i sur. 1996. godine. Ovom metodom najizrazeniji su
postali ekstremi, kao $to je populacija iz Cetine s najvise crnih tockica ili Zrmanja s najmanje
narancastih toCkica. Ovakva pojava bi se mogla objasniti veli¢inom jedinki (jedinke iz Cetine
bile su najvece, a iz Zrmanje najmanje) i konzervacijom u formalinu i etanolu, za koje je
poznato da utje¢u na promjenu vanjskog obojenja Zivotinja, §to se posebno izrazilo na
populaciju iz Zrmanje koje su vidno izgubile obojenje. Sve uhvaéene jedinke iz Zrmanje imale
su poprecne tamne pruge po tijelu, karakteristicne za mlade ribe, $to ujedno objasnjava njihovu

manju veli¢inu (Klemetsen i sur. 2003). Kod manjih jedinki su bila primijeCena manja
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mehanicka oStecenja peraja i ljuski $to je moglo utjecati na rezultate. Kako bi se ovakve pojave
anulirale, bilo bi dobro koristiti unutarnje meristicke karakteristike, poput broja pilori¢kih
nastavaka ili otolita (Keat-Chuan i sur. 2017; Vukovi¢ i Ivanovi¢ 1971). Pigmentacija riba moze
biti uvjetovana prehranom (Keat-Chuan i sur. 2017), stoga kod odredivanja vrsta ili linija
pomocu uzoraka ili boje treba biti oprezan.

Molekularna dijagnostika linija pokazala se uspjeSnom i lako izvedivom, s velikim brojem
fiksnih razlika izmedu linija. Ova metoda predstavlja vjerojatno najjednostavniji nacin
odredivanja linija jer je za determinaciju potrebno samo usporediti nukleotide na specifi¢noj
poziciji. Medutim i kod ove metode treba biti oprezan jer ovako veliki broj fiksnih mjesta moze
biti odraz malog uzorka unutar istrazivanja. Potrebno je napraviti opseznije istrazivanje s vise
uzoraka kako bi se ova fiksna dijagnosticka mjesta mogla potvrditi. Kada bi se usporedili
rezultati molekularnih i morfoloskih analiza, trebalo bi uzeti u obzir samu problematiku uzoraka
koji nisu uspjeli. Naime, u morfoloskom dijelu istrazivanja analiziralo se 77 jedinki prikupljenih
u ovom istrazivanju, a u molekularnom samo 13 iz ovog istrazivanja dok su ostali uzorci
dobiveni prethodnim istrazivanjima na istim ili slicnim lokalitetima. To samu usporedbu ¢ini
nepreciznom, no moguce je iznijeti neke od hipoteza. Za populacije iz Rjecine, Cetine i Zrmanje
se pretpostavljalo da pripadaju jadranskoj liniji (Bernatchez i sur. 1992) i one su se
morfometrijski jasno razlikovale od ostalih populacija, iako su se i medusobno dosta
razlikovale. Rezultati p-udaljenosti i broja fiksnih razlika, ali na kraju i filogenetskih stabala i
mreza mogli bi potvrditi tu hipotezu, jer se 1 po njima ta linija dosta razlikuje od drugih linija.
Zanimljiva je i usporedba plitvicke i dinarsko-dunavske linije, koja je molekularnim analizama
pokazala velike razlike, dok su morfometrijski bile najslicnije naspram ostalih populacija, uz
pretpostavku da su populacije iz podrucja Like i Gorskog kotara dio tih linija. Moguce
objaSnjenje ove pojave jest sama prilagodljivost i plasti¢nost pastrve. StaniSta u podrucju Like
1 Gorskog kotara su medusobno sli¢nija nego ona jadranskog slijeva, §to se odrazilo na izgled
potocnih pastrva koje su morfoloski sli¢nije, iako su genski i dalje priliéno udaljene. To bi bilo
u skladu s tvrdnjama drugih autora (Meraner i sur. 2013; Freyhof 2011; Kottelat i Freyhof 2007)
o velikoj plasti¢nosti poto¢nih pastrva. Medutim, nije moguce donijeti precizan zakljucak,
upravo zbog nedostatka uzoraka DNA kako bi se jedinke mogle pravilno i to¢no usporediti.

U konacnici, tesko je donijeti konkretan zakljuc¢ak o taksonomskom polozaju potocne pastrve
u Hrvatskoj. Kada bi se promatrale genske, filogenetske ali i morfoloske razlike, odnosno broj
mutacija izmedu linija i morfoloSka razli¢itost, svaka linija bi predstavljala zasebnu vrstu, te bi
se predlozio model slican onome Vukoviéa i Ivanovi¢a (1971) te Kottelata i Freyhofa (2007),

gdje bi jadranska linija bila vrsta Salmo farioides, dinarsko-dunavska Salmo labrax, a
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marmoratus linija Salmo marmoratus. S druge strane, plitvi¢ka linija je pokazala sestrinski
polozaj u odnosu na atlantsku liniju, §to se protivi teoriji Kottelata i Freyhofa (2007) o
isklju¢ivoj vezanosti vrste Salmo trutta (sensu stricto) uz sjever Europe. Ipak, za donijeti snazan
zakljucak o taksonomskom polozaju potocne pastrve, potrebno je provesti dodatna istrazivanja
koja bi ukljucivala jo§ viSe lokaliteta ali i populacija iz drugih zemalja. Zbog brzine propadanja
uzoraka DNA poto¢nih pastrva, u buduéim istrazivanjima bilo bi dobro odmah provesti
molekularne i filogenetske analize, te ih uskladiti s morfoloskom analizom kako bi se kasnije
mogle usporediti linije. Time bi se dobila to¢nija evolucijska i filogenetska slika, te bi se mogla
izraditi to¢na karta rasprostranjenosti linija. Sve to vodilo bi ka ouvanju same vrste i njezine
genske raznolikosti, §to u novije doba predstavlja sve veéi problem. Brojne prijetnje modernog
doba (globalno zagrijavanje, invazivne vrste, degradacija stanista, krivolov...) ostavljaju sve
manje vremena i prostora za ¢ekanje i postepeno rjeSavanje problema. Bez obzira na
taksonomski ishod istrazivanja, s konzervacijom ove vrste i njenih linija potrebno je krenuti

odmah jer kasnije nema povratka.
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5. ZAKLJUCAK

Temeljem dobivenih rezultata, usporedbe morfologije linija, filogenetskih stabala i mreza, te

molekularnih analiza, moze se zakljuciti:

O

Na podruc¢ju Republike Hrvatske obitavaju minimalno 4 filogenetske linije poto¢ne
pastrve (Salmo trutta), no njihov to¢an taksonomski polozaj se jo$ uvijek ne moze sa
sigurnoS¢u odrediti, iako je zbog velikog broja mutacija moguce da se radi ¢ak o
zasebnim vrstama.

Morfoloska dijagnosti¢ka svojstva svake od linija nije bilo moguée odrediti, iako su se
populacije morfometrijski medusobno jako razlikovale. Meristika i fenologija nisu
pokazale znacajne razlike medu populacijama.

Utvrdena su tocna molekularna dijagnosti¢ka mjesta za odredivanje linija koja su
potvrdila velik broj mutacija i gensku raznolikost medu linijama.

Populacije su pokazale izrazitu morfolosku raznolikost ¢ime je potvrdeno da se radi o
veoma plasti¢noj vrsti.

Najbolje svojstvo za morfolosku identifikaciju nije prepoznato, dok se najboljom

metodom pokazao sustav prilagodenih morfometrijskih mjera.

Rezultati dobiveni ovim radom mogu se upotrijebiti kao smjernica za buduca istrazivanja ove

vrste u svrhu boljeg poznavanja taksonomije, ali 1 organizacije monitoringa i programa zastite.
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7. ZIVOTOPIS

Osobni podaci

Ime i prezime: Lucija Ivi¢

Datum rodenja 5. listopada 1992.

Nacionalnost: Hrvatica

Mijesto rodenja: Sibenik

Mijesto prebivaliita: Obala dr. Franje Tudmana 9, 22000 Sibenik

Mjesto boravista: Ribnjak 22, 10000 Zagreb

Obrazovanje

2016. — DIPLOMSKI STUDW — Diplomski studij ekologije i zastite prirode; modul Kopno,

Prirodoslovno-matematicki fakultet, Horvatovac 102a, 10000 Zagreb

2014.- 2017. DIPLOMSKI STUDIJ — Diplomski studij eksperimentalne biologije; modul
Fiziologija i imunobiologija, Prirodoslovno-matematicki fakultet, Horvatovac 102a, 10000
Zagreb. Naziv teze: ,,Odabir hrane kod dinarskog voluhara (Dinaromys bogdanovi) u

zatoCeniStvu‘.

2011.-2014. PREDDIPLOMSKI STUDIJ — Preddiplomski studij biologije, Prirodoslovno-
matematicki fakultet, Horvatovac 102a, 10000 Zagreb. Naziv teze: ,,Upotreba boZanske kadulje

(Salvia divinorum) i njeno fiziolosko — biokemijsko djelovanje®.

2007.-2011. SREDNJA SKOLA — Op¢a gimnazija Antuna Vran¢i¢a, Put gimnazije 64, 22000
Sibenik

1999.-2007. OSNOVNA SKOLA — Osnovna $kola Fausta Vrandi¢a, Trg Ivana Gorana
Kovagi¢a 2, 22000 Sibenik

Radno iskustvo

2017.- rad preko Student Servisa na Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu, Bioloski odsjek

(rad u laboratoriju), Prirodoslovno-matematicki fakultet, Horvatovac 102a, 10000 Zagreb
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2016. — demonstratura na Zavodu za animalnu fiziologiju, kolegij PonaSanje Zivotinja

2015.-2016. — rad preko Student Servisa u Iskon d.d. (agent u teleprodaji dolaznih poziva),
Garic¢gradska 18, 10000 Zagreb

Profesionalna aktivnost i stru¢no vodstvo

2018. — sudjelovala na projektu Rasprostranjenost, veli¢ina i vijabilnost populacija pesa,

potoéne mrene i poto&ne pastrve na podruéju Parka prirode Zumberak — Samoborsko gorje
2016. — voditeljica istrazivacko-edukacijskog projekta ,,Mura-Drava 2016

2015.-2017. — studentski predstavnik u Vije¢u Bioloskog odsjeka

2015. sudjelovala na studentskom projektu Primatijada

2015. — ¢lan Nadzornog odbora Udruge studenata biologije — BIUS

2015. — ¢lan Organizacijskog odbora 1. Simpozija studenata bioloskih usmjerenja (SiSB 2015.)
2014.-2015. — strucna laboratorijska praksa na ponaSanju Zivotinja na Zavodu za animalnu
fiziologiju

2014.-2015. — voditelj kolektiva Vertebrata unutar BIUS-a

2014.-2015. — ¢lan Upravnog odbora Udruge BIUS

2014. — ¢lan organizacijskog odbora Istrazivacko-edukacijskog projekta ,,Grabovaca 2014.
2014. — sudjelovala kao edukator na znanstveno-popularnoj manifestaciji ,,Znanstveni piknik*
2013./2014. — stru¢na laboratorijska praksa u laboratoriju za evoluciju na Zavodu za zoologiju
2013. — sudjelovala na Istrazivacko-edukacijskom projektu ,,Apsyrtides 2013

2012.-2014. — sudjelovala kao edukator na znanstveno-popularnoj manifestaciji ,,No¢

biologije*
2012.-2014 - voditelj Sekcije za sisavce unutar Udruge BIUS

2012. — sudjelovala na Istrazivackom projektu ,,Dinara 2012

53



Stru¢na djelatnost

Byj I, Caleta M., Mar¢ié¢ Z., Dupli¢ A., Zanella D., Mustafi¢ P., Ivi¢ L., Raguz L. (2018):
Rasprostranjenost, veli¢ina populacija i vijabilnost populacija pesa, potocne pastrve i potocne

mrene na podruc¢ju Parka prirode 'Zumberak — Samoborsko gorje', zavrs$no izvjesce.

Priznanja
2011./2012. 1 2014./2015 - 2 posebne Rektorove nagrade na podruéju prirodnih znanosti

2009. - nagrada “Antun” — priznanje za najuspjesnijeg uc¢enika 2.razreda gimnazije

Volonterski rad

2009/2010. — humanitarni rad u Centru za odgoj i obrazovanje ,,Subi¢evac*

Clanstva u znanstvenim udrugama

Udruga BIOM

Hrvatsko botanicko drustvo (HboD)

Vjestine
- rad na ra¢unalu (Windows, Office, Mendeley, Statistica, QGIS, PC-ORD, Salomon Coder)
- JEZICI — engleski (aktivno), talijanski (pasivno), njemacki (pasivno)

- vozacka dozvola za B kategoriju vozila
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