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1. UVOD

1.1. Opce znacajke porodice Salmonidae

Salmonidi ili pastrve (porodica Salmonidae) su srednje do velike ribe rasprostranjene
na podrucju sjeverne polutke, no zbog njihove komercijalne vaznosti u vidu akvakulture i
rekreacijskog ribolova unesene su i u ostale dijelove svijeta. Nastanjuju gotovo uvijek bistru i
hladnu vodu koja je dobro opskrbljena kisikom, obitavajuci ¢esto na podrucju brzih, izvorisnih
dijelova rije¢nih vodotoka, preferirajuci kamenita i Sljunkovita dna, iako mogu biti prisutne i u
jezerima (Kottelat i Freyhof 2007). Jedinke koje obitavaju u morima ili estuarijskim podruc¢jima
su anadromne, $to znaci da migriraju u slatke vode na mrijest (Nelson 2006). Osim parnih
prsnih i trbusnih peraja te neparne repne i podrepne peraje, karakterizira ih prisutnost jedne
ledne peraje bez bodlji te masne peraje bez perajnih Sipéica. Osim toga, imaju specifi¢no
gradenu nepcéanu (0s palatinum) i rali¢nu (0s vomer) kost na kojima su prisutni zubi (Kottelat i
Freyhof 2007; Nelson 2006).

1.1.1. Opée znacajke potporodice Salmoninae s naglaskom na rodove Salmo i

Oncorhynchus

Porodica Salmonidae sadrZi tri potporodice: Coregoninae, Thymallinae 1 Salmoninae.
Potporodici Salmoninae pripadaju rodovi Brachymystax, Parahucho, Salvethymus, Hucho,
Salvelinus, Oncorhynchus i Salmo (Latiu i sur. 2020; Stearley i Smith 1993), od kojih su
posljednja tri roda najproucavanija (Klemetsen i sur. 2003). Pripadnike ovih rodova
karakteriziraju male ljuske, s vise od 110 ljusaka na podru¢ju bo¢ne pruge. Osim toga, kod ovih
skupina zabiljezeno je manje od 16 Sipéica u lednoj peraji te je uocena prisutnost zubi na
¢eljusnoj kosti (os maxillare). Pastrve koje pripadaju rodovima Salmo i Oncorhynchus provode
vecinu zivota u slatkim vodama gdje se i mrijeste, a nakon mrijesta najc¢esc¢e ne umiru (Nelson
2006). lako je njihova evolucijska povijest vrlo raznolika, a podrucje rasprostranjenosti gotovo
cijela Europa, pojedine populacije zavicajnih vrsta (Salmo labrax Pallas, 1814) vrlo su ugrozene
ljudskim aktivnostima, prvenstveno unosom stranih salmonidnih vrsta (Salmo trutta Linnaeus,
1758) na podruéje njihovog obitavanje ¢ime dolazi do stvaranja hibrida i genskog onecis¢enja
zavicajnih populacija (Kottelat i Freyhof 2007). Jos jednu univerzalnu prijetnju predstavlja im
I nekontrolirano S$irenje invazivnih vrsta koje uspostavljanjem stabilnih populacija na
podrucjima gdje se ne smatraju zavi¢ajnima remete normalno funkcioniranje cijelih ekosustava
(Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)) (Stankovi¢ i sur. 2015).



1.2. Opée znacajke vrste Salmo trutta Linnaeus, 1758
1.2.1. Morfologija i ekologija vrste Salmo trutta

Atlantska pastrva (Salmo trutta) specificna je zbog svoje sposobnosti prilagodavanja
okoli$u u kojem se nalazi, §to je ujedno omogucilo njezinu siroku rasprostranjenost (Bernatchez
i sur. 1992; Apostolidis i sur. 1997). Zbog toga jedinke ove vrste mogu drugacije izgledati u
razli¢itim staniStima; njihova boja moze varirati od tamnije sive, smede te zelene na dorzalnoj
strani, do svjetlije sive, Zute i bijele boje na ventralnoj strani tijela. Takoder, karakteriziraju ih
brojne tocke razlicite veli¢ine prisutne na trupu, a najéesée su crne ili crvene boje (Slika 1)
(Kottelat i Freyhof 2007). Osim toga, ova vrsta moze imati i vise razlicitih oblika, zbog ¢ega ¢e
razli¢ite populacije imati razliite fenotipske karakteristike. To znac¢i da se fenotipska
plasti¢nost vrste o€ituje u morfoloskim razlikama izmedu njezinih razli¢itih oblika (Pakkasmaa
i Piironen 2001). No, razlike nisu uofene samo na razini morfologije, ve¢ i ekologije te
ponasanja jedinki (Apostolidis i sur. 1997). Za vrstu Salmo trutta opisana su 3 oblika: ,,morski
oblik* (anadromni) koji zivot zapocinje u slatkim vodama, najéesc¢e potoku, no migrira u more
ili estuarijsko podru¢je gdje se hrani, a na mrijest se vraca u isti potok; ,,jezerski oblik*
(potamodromni) koji zbog mrijesta migrira iz potoka u jezero; te ,,poto¢ni oblik* koji ne migrira
u druga vodena tijela vec¢ ¢itav zivot provede u potoku. Opcenito, razli¢iti oblici mogu stvarati
potomstvo koje ima sposobnost migrirati u razli¢ita stanista, iako postoje slucajevi kada se dva
razli¢ita oblika iste vrste ponasaju kao dvije zasebne vrste (populacije su reproduktivno
izolirane i neovisne jedna o drugoj) (Kottelat i Freyhof 2007; Bernatchez i sur. 1992).
Cimbenici koji utjedu na Zivotni ciklus jedinki su okolisni, ali i genetski (Kottelat i Freyhof
2007; Pakkasmaa i Piironen 2001).

i
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Slika 1. Fotografija vrste Salmo trutta (preuzeto s https://commons.wikimedia.org/).



Jedinke atlantske pastrve op¢enito postaju spolno zrele izmedu prve i desete, no najcesce
izmedu druge i treée godine zivota (Klemetsen i sur. 2003; Kottelat i Freyhof 2007).
Ustanovljeno je da muzjaci postaju ranije spolno zreli od zenki, a uz to je prisutan i spolni
dimorfizam (Klemetsen i sur. 2003). Mrijest se odvija u jesen ili zimu, najée$¢e izmedu
listopada i ozujka, u potocima iznad kamenog ili §ljun¢anog dna. MuZjaci su vrlo teritorijalni
te Cuvaju svoju zenku od drugih muzjaka, dok su Zenke zaduzene za brigu oko gnijezda koje
grade na dnu u supstratu gdje nakon mrijesta zakopaju oplodena jaja. Ona prolaze proces
inkubacije najmanje jedan, a moguce i nekoliko mjeseci, nakon ¢ega se, najcesc¢e izmedu ozujka
i srpnja, iz njih izlegnu li¢inke sa zumanj¢anom vre¢om kao izvorom hrane (Klemetsen i sur.
2003; Kottelat i Freyhof 2007). Nakon §to potrose svu dostupnu hranu, mlad izlazi iz gnijezda
u potrazi za hranom. U tome su razdoblju vrlo agresivni, kompetitivni i teritorijalni, a jedinke
koje se ne mogu izboriti za hranu ili druge resurse naj¢e$¢e ugibaju ili postaju plijen
predatorskih zivotinja. Prezivjele jedinke koje su uspjele zapoceti sa samostalnom prehranom
migrirat ¢e na novo staniste kada dosegnu odredenu veli¢inu zbog koje im je potrebno vise
prostora i hrane za zivot. Mlade jedinke uglavnom se hrane licinkama kukaca redova Diptera
(porodice Chironomidae i Simuliidae), Ephemeroptera, Plecoptera i Trichoptera, a mogu se
hraniti i zooplanktonom, kukcima s povrSine koji upadnu u vodu te raznim drugim
beskraljeznjacima, kao $to su rakovi ili mnogocetinasi. Nakon §to dosegnu odredenu veli¢inu
(15 cm) ili dob (4 godine) pocinju se hraniti i drugom ribom. Ovu vrstu opéenito Smatramo
oportunistom i vizualnim predatorom, tako da njezina prehrana uvelike ovisi 0 uvjetima u

staniStu i godiSnjem dobu, ali i veli¢ini te dobi jedinki (Klemetsen i sur. 2003).

1.2.2. Rasprostranjenost vrste Salmo trutta u Europi

Atlantska pastrva Siroko je rasprostranjena vrsta, zavicajna za podrucje Euroazije,
konkretnije Europe i zapadne Azije, te sjeverne Afrike (Bernatchez i sur. 1992; Elliott i Hurley
2000). Prirodno podrucje pojavljivanja vrste proteze se od Islanda na zapadu preko sjeverne
Norveske i sjeveroistoénog dijela istocne Rusije na sjeveru, preko planine Ural i pritoka
Aralskog jezera na istoku, kao i planine Atlas u sjevernoj Africi i obale Sredozemnog mora na
jugu do zapadne obale Europe (Bernatchez i sur. 1992; Elliott 1994). Sto se ti¢e ,,morskog
oblika“ ove vrste, on je prisutan na Islandu i u Skandinaviji, rijekama koje utjecu u Bijelo more
te Coski zaljev, kao i Balti¢ko i Sjeverno more, pa sve do Biskajskog zaljeva te Atlantika kod
sjevernog Portugala (Frost i Brown 1967). Osim toga, moze zaci i u Crno more i Kaspijsko
jezero (Elliott 1994). No, vrsta je zbog svoje ekonomske vaznosti u vidu rekreacijskog ribolova,
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ribarstva te akvakulture unesena u najmanje 24 drZave izvan Europe, kao i1 brojne europske
zemlje u kojima se smatra stranom vrstom: Italija, Sjeverna i Juzna Amerika, drzave juzne te
planinskog dijela isto¢ne Afrike, Pakistan, Indija, Nepal, Japan, Novi Zeland i Australija
(Meraner i sur. 2012; Elliott 1994; Kottelat i Freyhof 2007). S druge strane, europske drzave u
kojima se smatra zavi¢ajnom vrstom su: Andora, Austrija, Bjelorusija, Belgija, Hrvatska,
Ceska, Danska, Estonija, Farski otoci, Finska, Francuska, Njemacka, Guernsey, Madarska,
Island, Irska, Otok Man, Jersey, Latvija, LihtensStajn, Litva, Luksemburg, Nizozemska,
Norveska, Poljska, Portugal, Rumunjska, Rusija, Srbija, Slovacka, Slovenija, Spanjolska,
Svedska, Svicarska, Ukrajina i Ujedinjeno Kraljevstvo (Slika 2) (Freyhof 2011a). No, bitno je
uzeti u obzir da ne moraju i sve populacije ove vrste u navedenim zemljama biti zavi¢ajne na
podru¢ju koje nastanjuju. Tako postoje slucajevi unosa ove vrste na neko podrucje gdje
prirodno ne obitava, iako se radi o drzavi u kojoj je zavicajna, te se ondje ona smatra stranom

vrstom.

Slika 2. Rasprostranjenost vrste Salmo trutta na podru¢ju Europe i dijela zapadne Azije.
Narancasto obojenje prikazuje zemlje u kojima je zavicajna, a ljubi¢asto obojenje podrucje u

koje je unesena kao strana vrsta (preuzeto 1 prilagodeno iz Freyhof 2011a).



1.2.3. Ugrozenost i invazivnost vrste Salmo trutta

Ova siroko rasprostranjena vrsta klasificirana je kao najmanje zabrinjavajuca (LC) na
Crvenom popisu ugrozenih vrsta Medunarodnog saveza za ocuvanje prirode i prirodnih
bogatstava (engl. International Union for Conservation of Nature and Natural Resources,
IUCN) (Freyhof 2011a), dok se u Hrvatskoj ona smatra osjetljivom (VU) (Mrakov¢i¢ i sur.
2006). Na globalnoj razini, vrsta je ugrozena razli¢itim antropogenim djelovanjima, ukljucujuéi
izgradnju brana te preusmjeravanje vodnih tijela (Koljonen i Kallio-Nyberg 1991), onecis¢enje
vodenih ekosustava (Henriksen i sur. 1989; Hesthagen i sur. 1999; Koljonen i Kallio-Nyberg
1991), prekomjerni izlov i koristenje u komercijalne svrhe (Koljonen i Kallio-Nyberg 1991),
unos invazivnih vrsta u njezina stanista te pustanje ili bijeg (migracije) jedinki iz stranih ili
genski znacajno druk¢ijih populacija ove vrste, posebice jedinki iz uzgoja, §to za posljedicu
moze imati njihovu hibridizaciju sa zavi¢ajnim populacijama te uzrokovati gensko oneciséenje
divljih populacija (Taggart i Ferguson 1986; Apostolidis i sur. 1996; Apostolidis i sur. 1997;
Garcia-Marin i sur. 1991; Ryman i Stahl 1980, Ryman i Stahl 1981; Martinez i sur. 1993;
Hansen i sur. 1997). Navedeni ¢imbenici mogu uzrokovati uniStavanje, degradaciju te
fragmentaciju staniSta vrste, Sto za posljedicu moze imati izolaciju odredenih populacija te
nemogucnost protoka gena medu njima. Zbog toga dolazi do smanjenja genske raznolikosti
populacija, a time i njihovog fitnesa, odnosno moguénosti prezivljavanja (Buj i sur. 2020).
Antropogeni utjecaji na divlje populacije u njihovim prirodnim stanistima danas su nazalost
gotovo neizbjezni, a Hrvatska nije iznimka. ZabiljeZeni negativni utjecaji na populacije ove
vrste u naSim vodotocima uklju¢uju regulaciju vodotoka i izgradnju brana kojima se znacajno
mijenja vodni rezim te vrsti onemogucuju migracije na podrucje mrijesta (Mrakov¢ic i sur.
2006). Jo$ jedan istaknuti problem je i sje¢a Suma uz same vodotoke jer Se time mijenjaju
mikroklimatski uvjeti staniSta, pogotovo ljeti kada drvece stvara hlad nad vodotokom
onemogucujuci da temperature u njemu narastu preko optimalne za pastrve; temperatura je za
ovu vrstu ograni¢avajuci faktor, a optimalna iznosi najvise 18-20 °C (Mrakov¢ié i sur. 2006;
Elliott i Hurley 2000; Ojanguren i sur. 2001). Imajuci to na umu, klimatske promjene i sve
izrazeniji efekti globalnog =zagrijavanja zasigurno ¢e imati negativan utjecaj na
rasprostranjenost, ali i prezivljavanje ove vrste (Mangel 1994). Takoder, poribljavanje
vodotoka, odnosno unos jedinki iz stranih i genski zna¢ajno druk¢ijih populacija zabiljezeno je
I kod nas, a vrlo Stetno utjece na gensku raznolikost zavi¢ajnih populacija (Mrakov¢ic i sur.
2006). Bitno je naglasiti i okolisnu vaznost salmonidnih vrsta kroz njihovu ulogu u odrzavanju

zdravlja vodenih ekosustava te ocuvanju bioloske raznolikosti (Latiu i sur. 2020). Upravo je



zbog svega navedenog za ovu vrstu izraden plan upravljanja s akcijskim planom sa svrhom

zaStite i oCuvanja vrste, no njegove smjernice jos nisu implementirane i ne provode se.

No, unato¢ svemu tome, ova vrsta jedna je od najrasprostranjenijih salmonidnih vrsta
nasvijetu i unesena je kao strana u 42 drzave (FAO 2003 / u Fausch 2007). U mnogima od njih
zabiljezena je kao uzrok smanjenja brojnosti zavicajnih vrsta (Fausch 2007). Zbog svoje
invazivnosti te sposobnosti uspostavljanja stabilnih populacija, proglasena je jednom od 100
najgorih invazivnih stranih vrsta na svijetu (Lowe i sur. 2004). Takav utjecaj primijecen je i na
lokalnoj razini podruc¢ja istrazivanja, gdje ova vrsta negativno utjeCe na zavicajnu dunavsku

pastrvu.

1.3. Opce znacajke vrste Salmo labrax Pallas, 1814
1.3.1. Morfologija i ekologija vrste Salmo labrax

Dunavska pastrva (Salmo labrax) izgledom je vrlo sli¢na atlantskoj. Neki autori navode
odredene morfoloske razlike, ali vrlo blage i uz preklapanja. Medu njima je prema literaturi
najistaknutiji broj Skrznih SipCica (branhiospina), koji kod S. labrax varira izmedu 16 i 18
(najcesce je 18), a kod S. trutta od 14 do 16 (najcesce je 16) (Kottelat i Freyhof 2007; Latiu i
sur. 2020). Uz to, broj ljusaka od baze masne peraje do bo¢ne pruge takoder je naveden kao
znacajno razli¢it (S. trutta = 15-17 vs. S. labrax = 18-19). Postoje i potencijalne razlike u broju
perajnih Sip¢ica ledne i podrepne peraje, kao i broja ljusaka iznad i ispod bo¢ne pruge (Latiu i
sur. 2020). Takoder, zabiljezen je razli¢it oblik repne peraje kod S. trutta u odnosu na S. labrax
nakon prelaska standardne duljine tijela od 200 mm (Kottelat i Freyhof 2007; Latiu i sur. 2020),
kao i tamnija boja ruba repne peraje i slabije razvijena masna peraja kod vrste S. labrax.
Zamijeceno je i drukcije obojenje dunavske pastrve u odnosu na atlantsku; boja je vise
srebrnasta, a tocke su rjede crvene (nekada potpuno nedostaju), dok su crne tocke ,,x“ oblika
(ne okrugle) (Slika 3) (Latiu i sur. 2020). Kao i kod atlantske pastrve, postoje tri oblika;
,morski®, ,jezerski“ i ,,potoc¢ni* (Kottelat i Freyhof 2007; Latiu i sur. 2020). Nadalje, jedinke
ove vrste takoder preferiraju brze i Ciste potoke s hladnom vodom dobro opskrbljenom kisikom
te kamenitim 1 Sljunkovitim dnom. Za vrijeme mrijesta, izmedu listopada i sijecnja, a prema
nekim autorima u prolje¢e (Latiu i sur. 2020), jedinke migriraju u gornje, izvorisne dijelove
vodotoka. Muzjaci postaju spolno zreli prije zenki, ve¢ nakon prve godine zivota, dok Zenke
tek u drugoj (Makhrov i sur. 2018). Juvenilne jedinke morskog oblika provode 2—4 godine u

slatkovodnim ekosustavima, preferirajuci potoke brdovitih krajeva, prije povratka u more gdje
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provode takoder izmedu 2 i 4 godine. U moru obitavaju uz obalu, na dubini od oko 50 metara.
Neke jedinke se na proljece (travanj ili svibanj) vracaju u rijeke gdje obitavaju sve do mrijesta,
dok druge na mrijest dolaze tek neposredno prije pocetka mrijesta (listopad ili studeni). Nakon
mrijesta, ikra se razvija 1,5-2 mjeseca. Juvenilni i odrasli poto¢ni oblici hrane se raznim
vodenim, ali i kopnenim beskraljesnjacima, dok se morski te velike jedinke jezerskog oblika
hrane uglavnom drugom ribom ili pak velikim rakovima. Bitno je napomenuti da se morski
oblici prehranjuju u rije¢nim ekosustavima (Kottelat i Freyhof 2007; Freyhof 2011b). Osim
reproduktivnih migracija i migracija vezanih uz prehranjivanje, ova vrsta moze migrirati i u

potrazi za novim stani$tem, kao i povoljnijim hidrografskim uvjetima (Latiu i sur. 2020).

Slika 3. Fotografija vrste Salmo labrax (preuzeto iz Kottelat i Freyhof 2007).

1.3.2. Rasprostranjenost vrste Salmo labrax u Europi

Dunavska pastrva smatra se rjedom salmonidnom vrstom (Muhareem i sur. 2011).
Rasprostranjena je uz obalu Crnog i Azovskog mora te u rijekama koje se u njih ulijevaju, medu
kojima su i rijeka Dunav te Vardar (Latiu i sur. 2020; Kottelat i Freyhof 2007). Zemlje u kojima
je zabiljezena njezina prisutnost kao zaviajne vrste su Austrija, Bjelorusija, Bosna i
Hercegovina, Bugarska, Hrvatska, Ceska, Gruzija, Madarska, Moldavija, Crna Gora, sjever
Makedonije, Poljska, Rumunjska, Rusija, Srbija, Slovacka, Slovenija, Turska i Ukrajina (Slika
4) (Freyhof 2011b). lako se vrsta smatrala endemom Crnog i Azovskog mora (Dudu i sur. 2011;
Latiu i sur. 2020), njezina rasprostranjenost vidno premasuje ta podrucja, kao i podrucja

porjecja rijeka koje se u njih ulijevaju. To¢nije bi je bilo nazvati endemom crnomorskog slijeva.



- L

Slika 4. Rasprostranjenost vrste Salmo labrax na podru¢ju Europe i dijela zapadne Azije.

Narancasto obojenje prikazuje podrucje u kojem je vrsta zavicajna (preuzeto i prilagodeno iz

Freyhof 2011b).

1.3.3. Ugrozenost vrste Salmo labrax

Prema Crvenoj listi ugrozenih vrsta dunavska pastrva uvrstena je u kategoriju najmanje
zabrinjavajucih vrsta (LC) (Freyhof 2011b), iako je nedavno zabiljezen pad brojnosti njezinih
populacija (Latiu i sur. 2020). S obzirom na to da je donedavno od strane nekih autora bila
smatrana intraspecijskom linijom unutar atlantske pastrve, za ovu vrstu nije radena zasebna
procjena rizika od izumiranja u Hrvatskoj, ve¢ je ona preuzeta od vrste S. trutta; dakle vrsta se
smatra osjetljivom (VU) (HAOP 2017). Kao i atlantska pastrva, ugrozena je izgradnjom brana
te preusmjeravanjima vodnih tijela i svim zahvatima na i oko njezinog stanista koji ga znac¢ajno
mijenjaju te uzrokuju njegovu degradaciju ili unistavanje, ili pak vrsti onemogucuju migracije
(Kalayci i sur. 2018). Osim ve¢ spomenute problematike onecis¢enja okolisa (eutrofikacija),
izlova zbog prehrane ili rekreacije te negativnih utjecaja invazivnih vrsta i klimatskih promjena,
ovoj vrsti znacajno prijeti gensko oneciS¢enje njezinih populacija kroz hibridizaciju s
atlantskom pastrvom, no moguce i jedinkama ove vrste, ako se radi o jedinkama koje su
namjerno unesene u prirodna staniSta (poribljavanje) ili su pobjegle iz uzgajalista jer su one

Cesto genski znacajno razli¢ite (Kalayci i sur. 2018; Buj i sur. 2020). Osim toga, na lokalnoj



razini je kod dunavske pastrve zamijeéena izoliranost populacija i slab protok gena medu njima
koji su doveli do niske razine raznolikosti, ali i malih efektivnih veli¢ina njezinih populacija
(Buj i sur. 2020). Upravo je zbog svega navedenog za ovu vrstu izraden plan upravljanja s
akcijskim planom sa svrhom =zaStite i oCuvanja vrste, no njegove smjernice jo$ nisu

implementirane i ne provode se.

1.4. Opce znacajke vrste Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)
1.4.1. Morfologija i ekologija vrste Oncorhynchus mykiss

Kalifornijska pastrva (Oncorhynchus mykiss) prepoznatljiva je po mnogobrojnim
tamnim to¢kicama koje su prisutne po Citavom tijelu, ukljucujuéi glavu te peraje, kao i izraZzenoj
crvenkastoj prugi koja se proteze na bo¢noj strani tijela od glave do baze repne peraje (Slika 5)
(Kottelat i Freyhof 2007). Kao dvije ve¢ opisane vrste, vrlo je plasticna s obzirom na
morfoloske i ekoloSke znacajke, nastanjujuci i slatke vode i morska stanista te posjedujuéi vise
razli¢itih oblika (Stankovic i sur. 2015; Sloat i sur. 2014; Candiotto i sur. 2011). Ipak, preferira
slatke vode, gdje ju se moze pronaci u potocima, rijekama te jezerima, no temperatura vode ne
smije prelaziti 24-25 °C, dok optimalna za ovu vrstu iznosi oko 12 °C. Takoder, iako moze
tolerirati razne ekoloSke uvjete, potreban joj je visoki stupanj oksigeniranosti vode za Zivot
(Candiotto i sur. 2011; Kottelat i Freyhof 2007). Za mrijest odabire podrué¢ja brzog protoka
vode iznad §ljunkovitog dna (Kottelat i Freyhof 2007). Tipi¢no se mrijesti na proljece (veljaca
do svibanj), no zbog amplificiranog Sirenja vrste pod ljudskim utjecajem mrijest je zabiljeZen 1
na jesen, pa ¢ak i zimu, $to je primije¢eno najvise kod morskih oblika (Busby i sur. 1996;
Kottelat i Freyhof 2007; Candiotto i sur. 2011; Kannry i sur. 2020). Zenke su te koje grade
gnijezda, a mrijest zapocinje kada temperatura naraste preko 10-15 °C. Uspjesnost mrijesta
takoder ovisi o temperaturi; pokazalo se da viSe temperature pozitivno utjeu na razvoj ikre te
ishod mrijesta (Candiotto i sur. 2011). Mlad kalifornijske pastrve pokazuje vrlo antagonisticko
ponasanje prema mladi drugih vrsta pastrva, time negativno utjecu¢i na njihov opstanak
(Kottelat i Freyhof 2007). Nadalje, jedinke ove vrste pokazuju i vrlo kompetitivno ponasanje,
pogotovo ako se radi o obrani teritorija na kojem se hrane (Kendall i sur. 2015). Mlad se
primarno hrani zooplanktonom, a razvitkom se jedinke postepeno pocinju prehranjivati i
vodenim ili kopnenim kukcima, rakovima te drugom ribom, dok se morski oblici hrane i

glavonoscima (Kottelat i Freyhof 2007). Od kukaca im u prehrani dominiraju redovi Diptera



(Chironomidae, Simuliidae), Trichoptera i Ephemeroptera (Baetidae), a od riba rodovi Barbus
i Chondrostoma (Dedual i Collier 1995; Stankovic i sur. 2015).

Slika 5. Fotografija vrste Oncorhynchus mykiss (preuzeto s https://commons.wikimedia.org/).

1.4.2. Rasprostranjenost vrste Oncorhynchus mykiss na svjetskoj razini

Kalifornijska pastrva smatra se jednom od najrasprostranjenijih vrsta riba, kao i
najrasprostranjenijom pastrvom na svijetu; njezina prisutnost zabiljezena je kroz cijeli umjereni
i subarkti¢ki klimatski pojas, osim na Antarktici, kao i u tropskom pojasu iznad 1200 metara
nadmorske visine (Crawford i Muir 2008; Fausch 2008; Crossman 1991). Razlog njezine Siroke
rasprostranjenosti je primarno namjeran unos vrste u stani$ta u kojima nije zavi¢ajna zbog
rekreacije (sportski ribolov), i to Cesto ilegalno od strane ribi¢a, kao i sa svrhom uzgoja zbog
prehrane (akvakultura), dok joj je njezina prilagodljivost okoliSu i tolerancija prema odredenim
ekoloskim ¢imbenicima samo dodatno pripomogla i omogucila joj uspostavljanje stabilnih
populacija na stranom staniStu (Fausch 2007; Fausch 2008, Candiotto i sur. 2011; Olden 2006,
Crawford i Muir 2008; Halverson 2008; Stankovi¢ i sur. 2015). Zavi¢ajnom se smatra U
rijekama koje pripadaju slijevu Pacifickog oceana na podrucju Sjeverne Amerike, konkretnije
uz zapadnu obalu od Kalifornijskog zaljeva do Aljaske, kao i na podru¢ju poluotoka Kamcatka
u Rusiji, dok je u proslosti bila prisutna i na podruéju sjevernog Meksika (Slika 6) (Jonsson i
sur. 1993; McCusker i sur. 2000; Crawford i Muir 2008; Deiner i sur. 2007). Kao strana vrsta
unesena je u 97 zemalja (FAO 2003 / u Fausch 2007), a uspostavila je stabilne populacije u 28
drzava od ukupnih 41 istrazenih u Europi (Fausch 2007; Savini i sur. 2010).
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Slika 6. Rasprostranjenost vrste Oncorhynchus mykiss na svjetskoj razini. Crno isprugani

dijelovi prikazuju podrucje u kojem je vrsta zavicajna, a crveno su obojene zemlje u koje je

vrsta unesena (preuzeto iz Crawford i Muir 2008).

1.4.3. Ugrozenost i invazivnost vrste Oncorhynchus mykiss

Zavicajne populacije kalifornijske pastrve na podruc¢ju Kamcatke i u Sjevernoj Americi
smatraju se ugrozenima (Kottelat i Freyhof 2007; Yoshiyama i Moyle 2010; Kannry i sur. 2020;
McPhee i sur. 2007). Cimbenici koji negativno utje¢u na njih su uglavnom isti kao i za dvije
prethodno opisane vrste: izgradnja brana i pregrada, kanaliziranje i preusmjeravanje vode,
prenamjena i unitavanje stanista, sjeca stabala na podrucju oko vodotoka, klimatske promjene,
prelov te unos ili bijeg jedinki iz mrjestiliSta u prirodna stanista (Katz i sur. 2012). No, u Europi,
gdje je unesena kao strana vrsta, nije nimalo ugrozena, Stovise, vrlo je invazivna te posljedi¢no
proglasena jednom od 100 najgorih invazivnih stranih vrsta na svijetu od strane IUCN-a (Lowe
i sur. 2004). Posljedice unoSenja ove vrste u ekosustave gdje nije zaviajna te njezinog
uspjesnog uspostavljanja stabilnih populacija na tom podru¢ju mogu biti direktne 1 indirektne,
odnosno mogu djelovati izravno na druge jedinke i populacije ili kumulativno na cijele
ekosustave i njihovo normalno funkcioniranje (Simon i Townsend 2003). Najznacajniji utjecaji

su primijeceni u vidu predacije i kompeticije sa zavicajnim (salmonidnim) vrstama riba, i to u
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vise zivotnih stadija (Crowl 1 sur. 1992). Osim toga, svojom prisutnos¢u mijenjaju veliCine
zavic¢ajnih populacija, njihovu distribuciju te ponaSanje, ¢ime mogu negativno utjecati na
troficke odnose i uskladenost cijele hranidbene mreze slatkovodnih ekosustava (Nystrom i sur.
2001; Simon i Townsend 2003). To moZze uzrokovati razne poremecaje u ekosustavu, kao §to
su na primjer cvjetanje algi, a posljedi¢no i eutrofikacija (Fausch 2007). Osim na ribe, pokazalo
se da kalifornijska pastrva predacijom negativno utjee i na zavicajne vrste vodozemaca te
raznih beskraljesnjaka (Nystrom i sur. 2001; Vredenberg 2004). Ipak, najznacajniji utjecaj
kalifornijske pastrve o€ituje se u zauzimanju stanista zavicajnim salmonidnim vrstama, time
uzrokujuéi fragmentaciju i izolaciju njihovih populacija, sto posljedi¢no dovodi do smanjenja
veli¢ina njihovih populacija, protoka gena izmedu njih, kao i njihove raznolikosti (Fausch i sur.
2007). Osim toga, hibridizacija zavicajnih vrsti s kalifornijskom pastrvom dovodi do genskog
onecic¢enja njihovih populacija, pospjesujuéi time njihov rizik od izumiranja (Allendorf i sur.
2001; Weigel i sur. 2003; Fausch 2007).

1.5. Taksonomski poloZaji i odnosi prouc¢avanih vrsta pastrva

Iako su pastrve vrlo dobro istraZzena skupina, njihova taksonomija jo§ uvijek nije
potpuno jasna niti uredena (Kottelat i Freyhof 2007). To za sobom vuée i druge probleme,
pogotovo u vidu adekvatne zastite vrsta; kako nesto adekvatno zastititi ako nismo sigurni radi
li se o zasebnoj vrsti ili samo jednoj filogenetskoj liniji iste vrste? (Buj i sur. 2020). Veliki
problem predstavlja plasti¢nost vrste Salmo trutta koja joj omogucuje znacajnu morfolosku
raznolikost ovisnu o ekoloskim uvjetima stani$ta, zbog ¢ega su molekularne i genetske metode

krucijalne u rjeSavanju taksonomskih pitanja (Pakkasmaa i Piironen 2001; Buj i sur. 2020).
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Slika 7. Filogenetski odnosi potporodice Salmoninae, ukljucuju¢i i rodove Salmo te
Oncorhynchus. Mg — milijuni godina, Plio. — pliocen, P. — pleistocen, E — stariji, M — srednji,

L — mladi (preuzeto i prilagodeno iz Whiteley i sur. 2019).

Taksonomski odnosi roda Salmo i Oncorhynchus su jasni; njihov zajedni¢ki predak
potjece iz razdoblja oligocena (prije otprilike 25-30 milijuna godina), nakon ¢ega dolazi do
njihovog odvajanja i daljnjeg neovisnog evolucijskog razvitka (Slika 7) (Créte-Lafreniére i sur.
2012 / u Whiteley i sur. 2019). Situacija kod vrsta Salmo trutta i Salmo labrax znatno je
sloZenija. Donedavno se smatralo da pripadaju samo dvjema razli¢itim linijama unutar iste vrste
te je vrsta S. labrax tretirana kao podvrsta S. trutta (Berg 1948, Banarescu 1964, Svetovidov
1984, Lelek 1987 / u Latiu i sur. 2020), dok su ih neki autori ¢ak smatrali istom vrstom (Kalayci
i sur. 2018). No, na temelju detaljnijih molekularnih istrazivanja potvrdeno je da se zapravo
radi o dvije potpuno razliCite vrste koje su se evolucijski razvijale neovisno jedna o drugoj,
odnosno da predstavljaju dvije evolucijski nezavisne jedinice (Kottelat i Freyhof 2007; Turan i
sur. 2014; Buj i sur. 2020).
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Opéenito, taksonomski poloZaj navedene tri vrste je sljedec¢i (Nelson 2006):
CARSTVO Animalia
KOLJENO Chordata
POTKOLJENO Vertebrata
MEDUKOLJENO Gnathostomata
NADRAZRED Actinopterygii
RAZRED Teleostei
NADRED Protacanthopterygii
RED Salmoniformes
PORODICA Salmonidae

POTPORODICA Salmoninae

ROD Salmo ROD Oncorhynchus
VRSTA Salmo trutta VRSTA Oncorhynchus mykiss
Salmo labrax

1.6. Teoretske postavke i primjena metoda populacijske genetike i filogenetske

rekonstrukcije te genskih markera

Metode populacijske genetike koriste se kako bismo dobili bolji uvid u gensku strukturu

populacija i vrsta. Kako bi se ta struktura odredila potrebno je provesti analize ucestalosti gena,
kao i genotipova vrsta u njihovim prirodnim populacijama. No, vazno je u obzir uzeti te dobro

prouciti i ¢cimbenike koji utjeCu na gene te odreduju genotip neke populacije (Pavlica 2022).

Op¢enito, geni na razini populacija mogu biti monomorfni, odnosno polimorfni (pojava

jednog, odnosno vise alela na nekom genskom lokusu). Nadalje, za neki lokus mozemo re¢i da
je polimorfan kada frekvencija pojave drugog alela na lokusu u nekoj populaciji iznosi 5 % ili
viSe. Genska struktura populacije odredena je upravo frekvencijom alela, odnosno genotipova
u nekoj populaciji, a njihove promjene kroz vise generacija definiraju proces evolucije. Pojave,

odnosno sile koje uzrokuju spomenute promjene su selekcija, genske mutacije i mijeSanja,
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migracije, odnosno protok gena, te genski otklon ( engl. drift). Genski otklon odreden je samom
veli¢inom populacije ¢ija promjena na ovu pojavu moze utjecati preko uc¢inka uskog grla (engl.
bottle-neck effect), u¢inka utemeljitelja (engl. founder effect) te parenjem u srodstvu (engl.

inbreeding) ili izvan srodstva (engl. outbreeding) (Pavlica 2022).

Kako bi bilo moguée provesti analize genske strukture i raznolikosti populacija
odredenih vrsta, prvo moramo poznavati njihove srodstvene odnose, odnosno genske veze.
Upravo to nam omogucuju metode molekularne filogenije, pomoc¢u kojih mozemo dobiti
informacije o evolucijskoj povijesti organizama, odnosno vrsta i viSih sistematskih kategorija,
koje prou¢avamo (Lipscomb 1998). Jo$ jedna znanstvena disciplina koja je usko povezana s
populacijskom genetikom je i filogeografija (Bermingham i Moritz 1998). Njezina uloga jest
da genskim vezama izmedu organizama prida prostornu i vremensku komponentu koje potom
objasnjava utjecajima demografskih procesa (Emerson i Hewitt 2005; Hewitt 2001; Avise
1998). Osim toga, vrlo je korisna prilikom usporedbe filogeografskih karakteristika razli¢itih
taksonomskih skupina odredenog podruc¢ja (Arbogast i Kenagy 2001), kao i proucavanja
njihovog prostornog Sirenja, specijacije i adaptivne radijacije te izumiranja (Bermingham i
Moritz 1998).

Za prikazivanje evolucijske povijesti organizama koriste nam metode filogenetske
rekonstrukcije pomocu kojih izradujemo filogenetska stabla i mreze na temelju haplotipskih
sekvenci. Filogenetskim stablima prikazujemo srodstvene odnose medu organizmima te
redoslijed kojim se specijacija postupno odvijala, dok je filogenetskom mrezom moguce
ilustrirati i veze medu organizmima koji nisu direktno srodni te one uklju¢uju rekombinaciju,
lateralni prijenos gena i hibridizaciju. To je posebno vazno za vrste koje mogu stvarati hibride;
genski odnosi jedinki razlic¢itih vrsta su hijerarhijski upravo zbog njihove reproduktivne
izolacije i raznolikosti (Nakhleh i sur. 2005; Posada i Crandall 2001). Od metoda za izradu
filogenetskih stabala najcesce se koriste metoda najveée parsimonije (MP), metoda najvece
vjerodostojnosti (ML) te Bayesova metoda (BAY), dok se metodom susjednog sparivanja (MJ),
kao i metodom statisticke parsimonije (TCS), izraduje filogenetska mreza. Upravo se potonja
metoda koristi u analizama koje se provode na razini populacija jer preostale metode ne
ukljucuju pojave krucijalne za populacijsku genetiku (npr. rekombinacije) (Posada i Crandall
2001; Clement i sur. 2000).

Haplotipske sekvence koje se primjenjuju u analizama dobivaju se pomoc¢u genskih
markera. Za provodenje filogenetskih istrazivanja visih Zivotinja najceSc¢e se koriste markeri iz
mitohondrijske DNA (mtDNA) koja se uglavnom prenosi samo majéinskom linijjom (Avise
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1998; Emerson i Hewitt 2005). Idealna je za ove metode jer je prisutna u velikom broju kopija
u stanicama te brzo evoluira, ali ne toliko da dode do zasi¢enja mutacijama kroz nekoliko
milijuna godina, dok su rekombinacije vrlo rijetke ili uopée nisu prisutne (Harrison 1989; Zhang
i Hewitt 1996; Hewitt 2001). Takoder, zbog toga $to pokazuje veliku varijabilnost izmedu, ali
i unutar populacija, odli¢na je i za analize struktura populacija te prostorne varijabilnosti unutar
iste vrste (Harrison 1989). Danas najces¢e koriSteni mtDNA markeri su mitohondrijski geni
citokrom b (cyt b), kontrolna regija (CR), citokrom oksidaza I/11 (CO I/1l) i rRNA (Zhang i
Hewitt 1996). Citokrom b smatra se najboljim od navedenih markera za odredivanje strukture
populacija, kao i filogenetskih veza medu razli¢itim vrstama riba (Buj 1 sur. 2014; Buj 1 sur.
2017a; Schenekar i sur. 2014). No, primjenom samo jednog markera mogu se izostaviti vazni
¢imbenici, poput hibridizacije, selekcije ili horizontalnog prijenosa gena (Bermingham i Moritz
1998). Zbog toga je prilikom analiza uvijek poZeljno Koristiti vise genskih markera koje
karakteriziraju razli¢ite stope mutacija, 1 to na $to ve¢em broju sekvenci, kako bi nasi zakljucci
bili utemeljeni (Bermingham i Moritz 1998; Emerson i Hewitt 2005). Zato se sve ¢e$¢e osim
mitohondrijskih markera korite markeri nuklearne DNA, kao $to je to gen koji aktivira
rekombinaciju, RAG1 (engl. recombination activating gene). No, potrebno je naglasiti kako je
njihova stopa mutacije znatno niza, pa je njihova primjena prikladna za filogenetska istraZivanja
odnosa medu vrstama koje nisu srodne te mogu ukazati na prisustvo hibridizacije (Hewitt 2001;

Buj i sur. 2017a).
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2. CILJISTRAZIVANJA

Prema Buj i sur. (2022), Salmo labrax predstavlja zavi¢ajnu vrstu na podruc¢ju Plitvickih
jezera, a njezine su Ciste populacije, iako rijetkost u ostatku Europe, ondje jos uvijek prisutne
te predstavljaju drevnu raznolikost ove evolucijske jedinice. No, prijeti im ugroza u vidu
antropogenih utjecaja koji su doveli do izoliranosti populacija, uzrokujuci slab ili nikakav
protok gena izmedu njih. Osim toga, vrlo je zabrinjavajuce S§to je kod tri Ciste populacije S.
labrax (Licka Jesenica, Sartuk i Plitvica) utvrdena vrlo niska razina genske raznolikosti. Uz to,
efektivne veliine populacija ove vrste vrlo su male, §to situaciju €ini jo§ alarmantnijom. Za
razliku od nje, Salmo trutta je unesena na Plitvicka jezera, a njezine populacije karakterizira
veca genska raznolikost i efektivne veli¢ine populacija, $to nije uobi¢ajena znacajka unesenih

vrsta. Isto vrijedi i za stranu invazivnu vrstu Oncorhynchus mykiss.

Cilj ovog istrazivanja stoga je odrediti gensku strukturu i raznolikost populacija tri vrste
pastrva, od kojih svaka ima drugaciji ,,status, a sve obitavaju na Sirem podruc¢ju Plitvi¢kih

jezera. Time sam nastojala:

. dobiti bolji uvid u rasprostranjenost te migracije svake od vrsta na navedenom
podrucju

. odrediti protok gena izmedu njihovih populacija

. ustanoviti podru¢ja mogucih interakcija, odnosno preklapanja njihovih areala

. utvrditi je li doSlo do promjena u zastupljenosti pojedinih haplotipova vrsta roda

Salmo na ve¢ istrazenim lokacijama, $to je posebno vazno zbog potencijalne zastite ugrozenih

¢istih populacija S. labrax kojima prijeti moguca hibridizacija sa stranom vrstom S. trutta

. opisati gensku strukturu populacija invazivne strane vrste Oncorhynchus mykiss
zbog njezinih negativnih utjecaja na populacije drugih salmonidnih vrsta na podrucju Plitvickih

jezera.
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3. PODRUCJE ISTRAZIVANJA - Sire podruéje Plitvi¢kih jezera

Podrucje Plitvickih jezera zbog svoje je iznimne ljepote i neprocjenjivih vrijednosti u
vidu prirodne i kulturne bastine 1949. godine proglaseno nacionalnim parkom. Time ono
predstavlja na$ najstariji nacionalni park, a uz to i najveci te svakako najpoznatiji. Ovaj
nacionalni park prepoznat je i na svjetskoj razini te je 1979. godine postao dio popisa Svjetske
prirodne bastine Organizacije Ujedinjenih naroda za obrazovanje, znanost i kulturu (engl.
United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization, UNESCO) (Measki i sur.
2016). Nalazi se u gorskoj Hrvatskoj, u depresiji izmedu masiva Mala Kapela i Li¢ka PljeSivica,
te je dio Dinarskog krSkog podrucja. Stijenski sastav, klima i biogene komponente omogucile
su proces stvaranja sedrenih barijera, prema kojima je ovaj nacionalni park poznat, ali i sami
nastanak jezera. Ona su nastala na karbonatnim stijenama mezozojske starosti; 12 Gornjih
jezera formirano je na dolomitnim stijenama trijaske starosti, dok su 4 Donja jezera i kanjon
rijeke Korane nastali na vapnenackoj podlozi iz krede. Za zadrzavanje vode izmedu stijenskih
kompleksa zasluzne su upravo sedrene barijere; one nastaju samo u uvjetima tople i vlazne
klime, sli¢ne danasnjoj, a procjenjuje se da najstariji nalazi sedre datiraju iz razdoblja prije 100—
300 tisuca godina. Upravo je ovaj kompleksan proces omogucio stvaranje kaskadnog jezerskog
sustava Plitvi¢kih jezera. Da bi se proces uop¢e dogodio, nekoliko uvjeta mora biti zadovoljeno:
voda iz koje ¢e se taloZiti kalcijev karbonat mora biti njime prezasi¢ena, pH vrijednost vode
mora biti ve¢a od 8,0, a koncentracija otopljene organske tvari manja od 10 mg L ugljika.
Kada su ti uvjeti ostvareni, tek onda uz pomo¢ sedrotvorne mahovine koja raste na barijerama,
kao 1 modrozelenih algi, algi kremenjaSica te bakterija i drugih mikroorganizama, moZe nastati

sedra (JUNPPJ 2019).
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Bijela rijcka
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Slika 8. Sesnaest kaskadnih jezera u sklopu Plitvickih jezera i njinove glavne pritoke (preuzeto
iz JUNPPJ 2019).

Plitvicka jezera pripadaju crnomorskom slijevu, odnosno slijevu rijeke Dunav, a velika
veéina slijeva nalazi se u granicama nacionalnog parka, uz izuzetak manjih dijelova na podrucju
Male Kapele, Kuselja 1 Saborskog. PovrSinske vode zauzimaju oko 1 % povrSine nacionalnog
parka, a medu njima je svakako najpoznatiji sustav kaskadnih jezera (Slika 8). Gornjim
jezerima pripadaju i dva najveca jezera, Kozjak te Pros¢ansko jezero, koji zajedno ¢ine 89 %
ukupnog volumena vode. Stalni krski izvori koji doprinose odrzavanju povrsinskih tokova su
izvor Crne rijeke, izvor Bijele rijeke te izvor potoka Plitvica. Osim Crne i Bijele rijeke, za
opskrbu jezera vodom znacajni su i stalni ve¢i vodotoci Rjecica i Susanj, kao i brojni maniji
stalni te povremeni vodotoci. Crna i Bijela rijeka spajaju se kod mjesta Plitvicki Ljeskovac u
vodotok Maticu koja se ulijeva u Pros¢ansko jezero. Slijedi kaskada Gornjih jezera Ciginovac,
Okrugljak, Batinovac, Veliko jezero, Malo jezero, Vir jezero, Galovac, Milino, Gradinsko i
Burgeti preko cijih se brana voda prelijeva sve do jezera Kozjak, u koje se ulijeva i vodotok
Rjecica. Nakon Kozjaka voda se ulijeva u sustav Donjih jezera Milanovac, Gavanovac i

Kaluderovac koji zavrSava posljednjim jezerom, Novakovica Brod. Na mjestu barijere
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Novakovic¢a Brod, odnosno slapa Sastavci, dolazi do spajanja jezerske vode s potokom Plitvica,

tvoreéi rijeku Koranu (JUNPPJ 2019).

Ovo istrazivanje provedeno je na Sirem podrucju Plitvickih jezera, tako da obuhvaca i
lokalitete koji se nalaze izvan samih granica nacionalnog parka, a uzorkovanje je izvrseno na
ukupno 15 postaja (Tablica 1, Slika 9).

Tablica 1. Popis lokaliteta s koordinatama na kojima je provedeno uzorkovanje.

Br%:?&;g;ﬂa Lokalitet y koordinata | x koordinata
1 Licka Jesenica 4982823,11 416769,67
2 potok Sartuk 4975874,00 426359,00
3 potok Plitvica 4974230,67 428289,74
4 Plitvicki Ljeskovac 4967268,00 428614,00
5 Bijela rijeka 4967288,00 428509,00
6 Crna rijeka 4966671,49 429502,40
7 Matica 4967451,42 428924,32
8 Proscansko jezero 4969948,82 428738,19
9 Rjecica 4968089,44 430931,62
10 Kozjak 4971233,47 430208,88
11 MatijaSevac 4972154,54 429346,86
12 Cuji¢a Kréevina 4966108,00 434041,00
13 Matica korenicka 4956947,05 437504,15
14 Koreni¢ka rijeka 4959207,07 435328,47
15 Gavanovac 4973607,28 429803,19
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Slika 9. Karta podrucja istrazivanja s oznaéenom granicom Nacionalnog parka Plitvic¢ka jezera

(crvena linija) te postajama gdje je provedeno uzorkovanje (crvene tocke s crnim rubom) koje
su oznacene brojevima od 1 do 15. Vodna tijela su istaknuta pomo¢u dodanih slojeva vodotoci

i kopnene_vode preuzetih s Bioportala (http://services.bioportal.hr/wfs).

Postaja 1: Lic¢ka Jesenica

Uzorkovanje je obavljeno kod mjesta Mlini, gdje je na rijeci prisutno slapiste. Postaju
karakterizira razvijenost vodene vegetacije, kao i ujezerenje rijeke iznad umjetno napravljene

brane. Zabiljezeno je prisustvo pretezito dunavske pastrve, raznih veli¢ina i izgleda (Buj i sur.
2017b).

Postaja 2: potok Sartuk

Uzorkovanje je provedeno na podrucju potoka gdje on prolazi kroz Serti¢ poljanu. Potok
je ondje okruZen livadnom vegetacijom (Slika 10). Na lokaciji su zabiljeZene samo dunavske

pastrve (Buj i sur. 2017b).
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Slika 10. Postaja potok Sartuk na kojoj je provedeno uzorkovanje (preuzeto iz Buj i sur. 2017b).

Postaja 3: potok Plitvica

Potok Plitvica velik je potok dobro opskrbljen vodom te brzog protoka i nikada ne
presusuje (JUNPPJ 2019). Te karakteristike ¢ine ga vrlo povoljnim stani$tem za dunavsku

pastrvu koja je ondje brojna (Buj i sur. 2017b).
Postaja 4: Plitvicki Ljeskovac

Na lokaciji uzorkovanja potok Ljeskovac prolazi kroz mjesto Plitvicki Ljeskovac. U

potoku uocene sve tri vrste pastrva koje su proucavane ovim istrazivanjem (Buj i sur. 2017b).
Postaja 5: Bijela rijeka

Izvor Bijele rijeke je rasprSen i vrlo slabe snage, dok korito rijeke za vrijeme susnog
razdoblja ima tendenciju djelomi¢no presusiti (JUNPPJ 2019). Bijela rijeka vrlo je pogodno
staniSte za sve tri proucavane vrste pastrva (Slika 11), koje su ondje i uo¢ene, no njezina obala
i korito bili su pod negativnim utjecajem antropogenih djelovanja, konkretnije zahvata koji su

ondje provedeni, te je staniste posljedi¢no izmijenjeno (Buj i sur. 2017b).
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Slika 11. Postaja Bijela rijeka na mjestu gdje su uzeti uzorci (preuzeto iz Buj i sur. 2017Db).

Postaja 6: Crna rijeka

Crna rijeka predstavlja najveéi izvor na podru¢ju Plitvickih jezera (JUNPPJ 2019).
Protok vode na izvoru ove rijeke je brz, dok je dno kamenito i §ljunkovito, ¢ineci ga pogodnim
za pastrve. Crna rijeka dalje protjeCe kroz Sumovitu vegetaciju, a dno joj karakterizira
prekrivenost mahovinom (Buj i sur. 2017b). Iako dubina rijeke varira, ona nikada ne presusuje
te je u vrijeme susnih razdoblja zasluzna za donoSenje najveceg udjela vode u jezerski sustav

(JUNPPJ 2019). U njoj je zabiljezeno prisustvo sve tri vrste pastrva.
Postaja 7: Matica

Rijeka Matica zapoc€inje spajanjem Crne i Bijele rijeke u mjestu Plitvicki Ljeskovac
(JUNPPJ 2019). Iako je potvrdena prisutnost samo dunavske i atlantske pastrve, zabiljezene su

druge vrste riba, osobito pijor i klen (Buj i sur. 2017D).
Postaja 8: Prosé¢ansko jezero

Prosc¢ansko jezero drugo je po veli¢inu u sustavu jezera. U njega se ulijeva rijeka Matica
te je prvo jezero u sustava Gornjih jezera (JUNPPJ 2019). lako su u jezeru prisutne sve tri vrste

pastrva, znacajno prevladavaju strane vrste, osobito klen i crvenperka (Buj i sur. 2017b).

Postaja 9: Rjecica
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Vodotok Rjecica izravno se ulijeva u jezero Kozjak, a u njemu su uo¢ene samo dunavska

I atlantska pastrva (Buj i sur. 2017b).
Postaja 10: Kozjak

Jezero Kozjak najvece je i najdublje jezero u sustavu jezera, ¢ija dubina prelazi 40 m.
Ono ¢ini granicu izmedu dva jezerska sustava, Gornjih i Donjih jezera (JUNPPJ 2019). U jezeru
su uoCene sve tri vrste pastrva, no ulovljene su i brojne strane vrste, najvise klen (Buj i sur.
2017b).

Postaja 11: MatijaSevac

Ovaj potok takoder se ulijeva u jezero Kozjak. U njemu su ulovljene sve tri pastrve, s
tim da je kalifornijska pastrva dominantna. Osim toga, zabiljeZzene su i druge vrste: pijor,

crvenperka, Stuka te zlatov¢ica (Buj i sur. 2017b).
Postaja 12: Cuji¢a Kréevina

Potok Cuji¢a Kréevina povoljno je staniite za pastrve; voda u njemu brzo tede, ima
kamenito dno razli¢ite dubine, a okolna vegetacija je gusta te Cini sjenu iznad vodotoka.
Pronadene su sve tri vrste pastrva, kao i pijor (Buj i sur. 2017b). No, ponovnim uzorkovanjem

nakon nekoliko godina u potoku nije ulovljena niti jedna riba.
Postaja 13: Matica koreni¢ka

Matica Korenicka Siroka je 1 sporo tekuca rijeka sa Sljunkovitim dnom. Dubina rijeke je
varijabilna, no ve¢inom je podosta plitka. Vodena i obalna vegetacija je prisutna, ali oskudna.
Najvise je zabiljeZeno atlantske pastrve, ali prisutna je i dunavska. Uoceni su i pijori (Buj i sur.

2017D).
Postaja 14: Korenicka rijeka

Uzorkovanje je provedeno u nizvodnom dijelu rijeke na dubini oko 1 m (Slika 12).
Zabiljezena je velika brzina protoka vode, dno je okarakterizirano kao pjeskovito do muljevito,
a vegetacija je prisutna, ali oskudna. Zabiljezena je prisutnost atlantske pastrve. Korenicka
rijeka samo se djelomi¢no nalazi unutar granica nacionalnog parka, no uzorkovane riblje

populacije zalaze i u podrucje koje izlazi izvan njegovih granica (Buj i sur. 2017b).
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Slika 12. Postaja Korenicka rijeka na mjestu uzorkovanja (preuzeto iz Buj i sur. 2017Db).

Postaja 15: Gavanovac

Jezero Gavanovac jedno je od najmanjih jezera u cijelom jezerskom sustavu, dubine do
10 m (JUNPPJ 2019). Jezero se opskrbljuje vodom iz jezera koje mu prethodi, Milanovca,
preko slapa Milke Trnine (JUNPPJ 2019; Nacionalni park Plitvicka jezera 2022).

Uzorkovanjem je potvrdena prisutnost kalifornijska pastrve.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Popis koriStenih kemikalija, opreme i ra¢unalnih programa
4.1.1. Terenska oprema za prikupljanje uzoraka

« Skare s tupim vrhom

« Eppendorf epruvete volumena 0,5 ml

* 96 %-tni etanol

» elektroagregat Hans Grassl model 1G-200-1

» anestetik MS-222 (trikain metansulfonat)

* spremnik za vodu
4.1.2 Laboratorijska oprema i kemikalije

» komplet kemikalija za izolaciju DNA (engl. Thermo Scientific GeneJET
Genomic DNA Purification Kit): otopina za razgradnju tkiva (engl. Digestion
Solution), proteinaza K, ribonukleaza A (engl. RNasa A), otopina za razgradnju
(engl. Lysis Solution), koncentrirani puferi I i 1l (prema uputama ih treba
razrijediti dodavanjem 96-100 %-tnog etanola), elucijski pufer, kolone za
proc¢is¢avanje DNA (engl. Purification Column), epruvete za skupljanje otopine
od 2 mL (engl. Collection Tubes)

« Skare s tupim vrhom

* 96 %-tni etanol

* Vorteks mijeSalica (engl. BIO RAD BR-2000 Vortexer)
* Vodena kupelj (engl. SHEL LAB model no: 1225)

» Uredaj za centrifugu (engl. Eppendorf Centrifuge 5424)

» Uredaj za provodenje lancane reakcije polimerazom (PCR) (engl. Eppendorf
nexus GX2)

* Mikropipete (engl. Eppendorf Research plus)

* komplet kemikalija za lan¢anu reakciju polimerazom (PCR) (engl. HotStarTaq
Plus Master Mix Kit (QIAGEN))
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* Agaroza (engl. Thermo Scientific TopVision Agarose Tablets)

* TAE pufer (tris (2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol), octena kiselina i

EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina))
* Boja za agarozni gel (engl. Invitrogen SYBR Safe DNA Gel Stain)

* Oprema za elektroforezu (engl. BIO RAD SUB-CELL GT i BIO RAD POWER
PAC 300)

« Stroj za fotografiranje s UV svjetlom (engl. FastGene GelPic LED Box)
4.1.3. Racunalni programi

* BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5 (Hall 1999)

» DnaSP 5.10.01 (Librado i Rozas 2009)

* Network 10.2.0.0. (Fluxus Technology Ltd.)

* MEGA 11.0.13 (Tamura i sur. 2021)

* PAUP 4.0a (Swofford 2003)

* BEAUti v1.10.4 (Suchard i sur. 2018)

* BEAST v1.10.4 (Suchard i sur. 2018)

* TreeAnnotator v1.10.4 (Suchard i sur. 2018)

* FigTree v1.4.4 (Rambaut 2018)

* MIGRATE 3.7.2 (Beerli 2009)

* QGIS 3.16

4.2. Prikupljanje uzoraka

Prikupljanje uzoraka za ovo istrazivanje primarno se odvijalo u rijekama i potocima, uz
nekoliko iznimki uzorkovanja u jezerima. Za uzorkovanje u rijekama i potocima najcesce se
koristi metoda lova elektroagregatom, u ovom sluc¢aju marke Hans Grassl model 1G-200-1, dok
se U jezerima koriste mreze. Elektroribolov je pozeljna metoda za prikupljanje jedinki,

pogotovo ako nam je cilj da jedinke nakon uzorkovanja ostanu na zivotu, zbog toga $to ovaj

27



nacin lova ostavlja najmanje posljedica na jedinke, a uz to je i neselektivan te se moze koristiti
za jedinke razli¢ite veli¢ine. Elektroribolov se bazira na ¢injenici da prolazak elektri¢ne struje
odredene jacine kroz misice jedinki uzrokuje njihovu kratkotrajnu paralizu, §to nam omogucuje
jednostavno hvatanje jedinki jer se one u pod utjecajem struje ne mogu kretati. Takoder, nakon
prestanka djelovanja elektricne struje ribe se najc¢esce brzo oporave i mogu nastaviti normalno

zivjeti bez ikakvih posljedica (Sooley i sur. 1998).

Nakon ulova jedinke su stavljene u spremnik napunjen vodom u koji je dodan anestetik
kako ne bi osjecale bol dok im se uzima komadi¢ peraje. Kada se jedinka umirila, znamo da je
anestetik poceo djelovati i tada mozemo poceti uzimati uzorke za daljnja molekularna
istrazivanja. Jedinkama sam Skarama odrezala komadi¢ trbusne ili prsne peraje te ga pospremila
u adekvatno oznacenu (lokalitet, broj jedinke) Eppendorf epruvetu volumena 0,5 mL u koju
sam prethodno ulila 96 %-tni etanol. Jedinke su nakon toga fotografirane i izmjerene za potrebe
monitoringa (Slika 13) te potom prebacene u drugi spremnik s vodom u kojemu su se
oporavljale od anestetika prije nego su vracene U vodotok iz kojeg su ulovljene. Broj uzorka
koji su uzeti na odredenom lokalitetu ovisi o uspjeSnosti lova, na koji je katkad nemoguce
utjecati (npr. loSe vremenske prilike), ali 1 o tome koliko je taj lokalitet vazan U istrazivanju

pojedine vrste te koliko je ve¢ uzoraka s tog lokaliteta prikupljeno.

Slika 13. Fotografija jedinke vrste roda Salmo kojoj je uzet komadi¢ peraje s epruvetom u koju

je pospremljen.
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4.3. Laboratorijski postupci (izolacija DNA, umnaZanje gena lan¢anom reakcijom

polimeraze (PCR), sekvenciranje)

Svakom uzorku je dodijeljena odgovarajuca Sifra; Sifre sadrze Cetiri slova, prva dva
predstavljaju rod, a druga dva lokalitet, te broj koji predstavlja broj uzetog uzorka (npr. SACR1

— Salmo, Crna rijeka, prvi uzeti uzorak).

Nakon pravilnog imenovanja uzoraka i njihovog dopremanja u laboratorij, slijedio je
prvi korak obrade uzoraka, a to je izolacija DNA. Koristila sam komplet kemikalija za izolaciju
DNA (engl. Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit) te slijedila protokol
proizvodaca. Prije pocetka izolacije bilo je potrebno Skarama usitniti uzorke na komadice
veli¢ine oko 0,5 cm te ih prebaciti u nove Eppendorf epruvete od 0,5 mL koje su oznaéene
brojevima koje oznaCavaju broj uzorka. Zatim sam u epruvete dodala 180 pL otopine za
razgradnju tkiva te 20 uL proteinaze K koja razgraduje proteine te time pomaze daljnjoj u
razgradnji tkiva. Nakon toga sam sadrzaj epruveta dobro promijeSala Koriste¢i vorteks
mijesalicu. Zatim sam uzorke stavila na 24 sata u prethodno zagrijanu vodenu kupelj, na
temperaturu od 56 °C, kako bi se tkivo potpuno razgradilo. Iduc¢i dan sam uzorcima dodala 20
uL RNaze A, kako bi uklonila RNA, te ih promijeSala na vorteks mijesalici i inkubirala 10
minuta na sobnoj temperaturi. Potom sam im dodala 200 pL otopine za razgradnju koja sluzi
za razaranje staniéne membrane, odnosno ,,otvaranje“ stanica. Zatim sam epruvete dobro
izmijesala 15 sekundi na vorteks mijesalici kako bi dobila homogenu otopinu. Nakon toga sam
pripremila 50 %-tnu otopinu etanola te svakom uzorku dodala 400 pL te otopine i ponovno ih
promijesala na vorteks mijesalici. Sadrzaj epruveta sam pipetom premjestila u kolone koje sam
stavila na epruvete za skupljanje otopine. Njih sam takoder prethodno oznacila brojevima
prema broju uzoraka. Zatim sam epruvete s kolonom stavila na centrifugu 1 minutu s
postavkom RCF (engl. Relative Centrifugal Force) 6000 x g. Nakon toga sam kolone
premjestila na nove epruvete za skupljanje otopine te dodala 500 pL pufera I i stavila na
centrifugu 1 minutu s postavkom RCF 8000 x g. Zatim sam ponovno kolone premjestila na
nove epruvete te dodala 500 pL pufera Il i stavila ih na centrifugu 3 minute s postavkom RCF
12000 x g. Do sada sam sve epruvete s prikupljenom otopinom bacala. Kolone sam zatim
premjestila na Eppendorf epruvete na kojem sam prethodno napisala to¢ne kodove koje sam
dodijelila uzorcima. Dodala sam 150 pL elucijskog pufera te inkubirala uzorke 2 minute na
sobnoj temperaturi. Zatim sam ih stavila na centrifugu 1 minutu s postavkom RCF 8000 x g.
Ovaj put sam kolone bacila, a otopinu u Eppendorf epruvetama sacuvala; upravo to je izolirana

DNA koja nam treba za daljnje analize.
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Sljede¢i korak je umnazanje DNA izolata lanéanom reakcijom polimerazom (PCR
reakcijom). Kako bi se odsje¢ak DNA umnozio, potrebno je imati 2 pocetnice (engl. reverse i
forward). Analize sam provodila s dva razlicita genska markera: gen za citokrom b (cyt b), sto
je kodiraju¢i gen unutar mitohondrijske DNA (mtDNA), te kontrolna regija (CR), koja je
takoder dio mtDNA, ali nije kodiraju¢a. Uzorke sam pripremala koriste¢i komplet kemikalija
za lan¢anu reakciju polimerazom (PCR) (engl. HotStarTaq Plus Master Mix Kit (QIAGEN)) set
kemikalija, kao i pocetnice sintetizirane u Macrogen Europe servisu. Protokol koji sam Koristila
za PCR reakciju je za svaki genski marker prilagoden i optimiziran, te su koriStene pocetnice
za koje se smatra da daju najbolje kona¢ne PCR produkte (Tablica 2). To je vazno kako bi se
mogli dobiti Sto dulji i cjelovitiji genski odsjecci. Ipak, ponekad je izazov pronaci dovoljno
dobre PCR uvjete, pocetnice za uspjesnu PCR reakciju ili poCetnice za sekvenciranje, pa se
moze dogoditi da PCR reakcija ne uspije, da dobijemo sekvence koje najve¢e moguce duljine

ili da se sekvenciranje uopc¢e ne moze provesti s dostupnim resursima.

Tablica 2. Laboratorijski protokol za PCR i pocetnice za dva analizirana genska markera.

gen cythb CR
;g;;gjg’o © liomingsooc
~lo2.0°c 01:30 40x 01:00 92,0°C
PCR uvjeti ’ 01:00 50,0°C
48,0°C 01:45
01:30 72,0°C
r20°C 10 min 72,0°C
7 min 72,0°C ’
H-cyp: LNZ20:
CCTAGCTTTG |ACCACTAGCAC
poletnice za |GGAGYTAGG |CCAAAGCTA
PCR L-cyp: HNZ20:
GAYTTGAARA|GTGTTATGCTTT
ACCACGTTG |AGTTAAGC

Uspjesnost PCR reakcije dobro je provijeriti prije daljnje obrade i slanja uzoraka. Taj
postupak provodi se metodom elektroforeze na agaroznom gelu. Gel sam pripremila od 1 g
agaroze koji sam otopila u 100 mL pufera TAE (1 %). Navedeni pufer je prema sastavu tris (2-
amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol), octena kiselina i EDTA (etilendiamintetraoctena
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kiselina). Nakon 4 minute na sobnoj temperaturi, otopinu sam grijala u mikrovalnoj pe¢nici 2
minute te potom hladila 5-6 minuta na sobnoj temperaturi. Kako bi se gel mogao fotografirati
koriste¢i UV svjetlo otopini sam potom dodala i 8 puL boje za agarozni gel. Dobivenu otopinu
sam ulila u kadicu za gel koju sam prethodno umetnula u okvir, umetnula ¢eslji¢e u gel i ¢ekala
30 minuta da se gel stvrdne. Nakon toga sam uklonila ¢esljice i kadicu izvadila iz okvira. 4 puL
od svakog uzorka sam nanosila na gel mikropipetom, nakon ¢ega sam gel stavila u kadicu za
elektroforezu koju sam namjestila na 120 V, 400 mA i 30 minuta te provela elektroforezu.
Nakon toga sam gel fotografirala u stroju za fotografiranje koji koristi UV svjetlo. Tako
provjereni PCR produkti su poslani u Macrogen Europe servis na pro¢is¢avanje i odredivanje
primarne strukture nukleotida (sekvenciranje). Dobivene sekvence sam sravnila koristeci
racunalni program BioEdit, prilikom ¢ega sam i vizualno provjerila to¢nost svih sekvenci

pregledavajuci njihove kromatograme.

4.4. Filogenetska rekonstrukcija

Kako bih utvrdila srodstvene odnose izmedu jedinki tri proucavane vrste pastrva na
Sirem podrucju Plitvickih jezera provela sam filogenetsku rekonstrukciju koriste¢i sljedece
metode: metodu najvece parsimonije (MP), metodu najvece vjerojatnosti (ML) i metodu
susjednog povezivanja (MJ). Rezultati prve dvije metode su filogenetska stabla, a metoda
susjednog povezivanja (MJ) rezultira filogenetskom mrezom. Filogenetska mreZa je posebno
korisna kada se rade analize za jedinke bliske srodnosti, kao §to su to Salmo trutta i Salmo

labrax, jer je medu njima mogu¢ horizontalan prijenos gena.

MP i ML analize provela sam koriste¢i programe PAUP 4.0b10 (Swofford 2003) i
MEGA 11.0.13 (Tamura i sur. 2021). Navedene analize provodila sam pod heuristickim
modelom uz 100 ponavljanja, s nasumi¢nim redoslijedom unosenja taksa i preklapanjem grana
dijeljenjem i ponovnim povezivanjem (TBR, engl. Tree bisection-reconnection). Takoder, sve
nukleotidne supstitucije i sva mjesta kodona imali su jednaku tezinu. Podrzanost grananja
utvrdila sam analizom samopodrzanja (BS, engl. Bootstrap analysis), uz 1000 BS ponavljanja
te 10 replika dodatnih sekvenci. Kao ulazne sekvence za izradu filogenetskih stabala i mreze
koristila sam haplotipove koje sam odredila prema sekvencama dobivenim iz uzoraka
prikupljenih za ovo istrazivanje pomocu programa DnaSP 5.10.01 (Librado i Rozas 2009). Za
ukorjenjenje stabala (engl. outgroup) prilikom provodenja analiza za cyt b koristila sam

sekvencu vrste Hucho hucho (Linnaeus, 1758) koja pripada istoj potporodici kao i rodovi Salmo
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te Oncorhynchus, a koju sam preuzela iz Banke gena (ime sekvence: Hucho hucho; pristupni
kod: JX960797.1; referenca: Créte-Lafreniére i sur. 2012)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), dok sam za kontrolnu regiju koristila sekvencu vrste
Oncorhynchus mykiss dobivenu kroz ovo istrazivanje. Prilikom izrade filogenetskih mreza
koristila sam metodu susjednog povezivanja (MJ), a izradila sam ih u ra¢unalnom programu
Network 10.2.0.0. (Fluxus Technology Ltd.). Filogenetske mreze izradila sam na temelju
haplotipova, ali i sekvenci prikupljenih kroz ovo istrazivanje jer se tom metodom mogu vidjeti
frekvencije odredenih haplotipova na pojedinim lokalitetima. Za analize nisu koriStene
sekvence iz Banke gena (osim sekvence za ukorjenjenje) jer je cilj istrazivanja pokazati odnose

jedinki vrsta koje nastanjuju jedno odredeno podrucje, odnosno Sire podrucje Plitvickih jezera.

4.5. Odredivanje intraspecijske i intrapopulacijske genske raznolikosti

proucavanih vrsta pastrva

Razinu genske raznolikosti unutar vrsta te svih populacija svake vrste procijenila sam
odredivanjem mjere DNA polimorfizma koriste¢i program DnaSP 5.10.01 (Librado i Rozas

2009). Odredila sam sljedece mjere:

* Broj polimorfnih mjesta (S) — broj mjesta na sekvenci na kojima se unutar neke

populacije pojavljuje vise alela, odnosno broj mjesta na kojima je doslo do mutacija

+ Ukupan broj mutacija (1) — ukupan broj mutacija zabiljezenih kroz sekvence

* Broj haplotipova (h) — broj razlicitih haplotipova zabiljezenih u nekoj populaciji

* Raznolikost haplotipova (Hd) — vjerojatnost da su dvije nasumi¢no odabrane sekvence
razlicite

* Nukleotidna raznolikost () — prosjec¢an broj nukleotidnih razlika po mjestu, odnosno
vjerojatnost da se dvije nasumicno odabrane sekvence razlikuju na odredenom mjestu

(razlika u bazama nukleotida)

* ProsjeCan broj razlika nukleotida (k) — broj nukleotida koji se razlikuju u dvije

nasumic¢no odabrane sekvence

Kao ulazne podatke za odredivanje genske raznolikosti koristila sam sekvence dobivene
iz uzoraka prikupljenih za ovo istrazivanje, koriste¢i genske markere cyt b i CR. U analizama

na temelju citokroma b odredena je genska raznolikost unutar vrsta te svih populacija svake
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vrste, a za analize na temelju kontrolne regije odredena je samo razina genske raznolikosti

unutar vrsta.

4.6. Odredivanje evolucijske povijesti prou¢avanih vrsta pastrva

Kako bih procijenila evolucijsku povijest sve tri prouc¢avane vrste, odnosno odredila
vrijeme Kkoje je bilo potrebno za odvajanje njihovih linija (divergenciju), koristila sam paket
racunalnih programa: BEAULi v1.10.4 (Suchard i sur. 2018), BEAST v1.10.4 (Suchard i sur.
2018) i TreeAnnotator v1.10.4 (Suchard i sur. 2018). Pri analizi koristila sam Bayes MCMC
(Markov Chain Monte Carlo) metodu, gdje je broj koraka, odnosno duljina lanca namjestena
na 10 milijuna, a stopa mutacije na 0,31 % po liniji po milijunu godina (stopa mutacije za
porodicu Salmonidae prema Créte-Lafreniére i sur. 2012). Za vizualan prikaz rezultata koristila
sam racunalni program FigTree v1.4.4 (Rambaut 2018). Ulazni podaci su haplotipovi koje sam
odredila prema sekvencama dobivenim iz uzoraka koriste¢i genski marker cyt b, kao i vec¢
koristena Hucho hucho sekvenca preuzeta iz Banke gena koja je ponovo posluzila za

ukorjenjenje.

4.7. Odredivanje efektivne veli¢ine i povezanosti populacija prouc¢avanih vrsta

pastrva

Procjenu efektivne veli¢ine populacija napravila sam koriste¢i Bayesovu metodu
pomoc¢u programa MIGRATE 3.7.2 (Beerli 2009). Analizom dobivenu srednju vrijednost
genskog parametra (®) koristila sam za izra¢un efektivne veli¢ine populacija (Ne) prema
formuli: Ne=0/u, gdje pn predstavlja stopu mutacije po jednoj sekvenci po generaciji (izraCunata
prema stopi mutacije za porodicu Salmonidae prema Créte-Lafreniere i sur. 2012). Efektivna
veli¢ina populacije govori o broju jedinki u populaciji koje se mogu razmnozavati i stoga je
vrlo bitan parametar pri odredivanju rizika od izumiranja za neku vrstu. Nadalje,
medudjelovanja populacija sve tri proucavane vrste pastrva na Sirem podruc¢ju Plitvickih jezera
takoder sam analizirala Bayesovom metodom u programu MIGRATE 3.7.2 (Beerli 2009).
Analizom dobiveni migracijski koeficijent (M) koristila sam za izracun broja migranata po
generaciji (Nm) prema formuli: Nm=M*, gdje 1 predstavlja stopu mutacije po jednoj sekvenci
po generaciji (izraCunata prema stopi mutacije za porodicu Salmonidae prema Créte-Lafreniére

i sur. 2012). Tako sam odredila vrijednosti stope imigracije iz pojedine populacije u sve ostale
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te broj migranata po generaciji. Za ulazne podatke koristila sam sekvence dobivene iz uzoraka

koristeci genski marker cyt b.
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5. REZULTATI

5.1. Filogenetski odnosi proucavanih vrsta pastrva Sireg podruéja Plitvi¢kih jezera
5.1.1. Rezultati analiza gena za citokrom b (cyt b)

U prvoj analizi filogenetska rekonstrukcija temeljena je na sekvencama gena za
citokrom b pastrva koje su ulovljene na Sirem podrucju Plitvickih jezera. Ulazni podaci za
dobivanje filogenetskih stabala su sekvence duge 1141 parova baza, od kojih je 904 mjesta
konstantno, a 237 varijabilno. Parsimonijski zna¢ajnih mjesta, odnosno onih koja imaju barem
dva nukleotida koja se pojavljuju barem dva puta, je 158, a preostalih 79 varijabilnih mjesta
nisu nositelji filogenetskog signala. Analize sam provela na ukupno 208 sekvenci pastrva
dobivenih iz prikupljenih uzoraka jedinki ulovljenih na navedenom podruc¢ju, od kojih 111
pripada vrsti Salmo labrax, 72 vrsti Salmo trutta i 25 vrsti Oncorhynchus mykiss. Kako sam
analizom htjela utvrditi odnose jedinki prisutnih na Plitvickim jezerima, u analizu nisam
ukljucivala sekvence izvan istrazivanog podrucja, kao niti sekvence iz Banke gena (osim Hucho
hucho sekvence za ukorjenjenje stabala). Utvrdila sam prisutnost 28 haplotipova, od kojih 13

pripada vrsti Salmo labrax, 9 vrsti Salmo trutta i 6 vrsti Oncorhynchus mykiss.

Dobivena stabla (Slika 14 i Slika 15) pokazuju jednaku topologiju, a haplotipovi su se
grupirali na isti nac¢in. Kod vrste S. labrax vidi se najveca strukturiranost, no grane stabla su
plitke, odnosno kratke, §to moze biti odraz nedavne divergencije. Kod vrste S. trutta uoéeno je
gotovo potpuno izostajanje bilo kakve strukturiranosti grana, $to nije odraz prirodnog
evolucijskog tijeka te razvitka neke vrste, a moze ukazivati i na meku politomiju. Za vrstu
Oncorhynchus mykiss jasno su definirane dvije odvojene linije, no unutar njih takoder nedostaje
daljnje strukturiranosti. Osnovni podaci o filogenetskom stablu koje je dobiveno metodom
najvece parsimonije (MP) nalaze se u Tablici 3, dok je parametar (Ln) koji opisuje filogenetsko

stablo dobiveno metodom najvece vjerojatnosti (ML) naveden u opisu Slike 15.
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Slika 14. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najveée parsimonije (MP) na temelju cyt b

gena. Brojevi pored grananja oznacavaju podrZanost u postocima.

Tablica 3. Podaci o filogenetskom stablu dobivenom metodom najvece parsimonije (MP) na

temelju cyt b gena.

Duljina stabla 289
Indeks konzistencije (CI) 0,9066
Indeks homoplazije (HI) 0,0934
Indeks retencije 0,9706
Indeks reskalirane konzistencije
(RC) 0,8799
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Slika 15. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece vjerojatnosti (ML) na temelju cyt b

gena. Brojevi pored grananja oznacavaju podrzanost u postocima. Ln = 2948,801.

Filogenetske mreze (Slika 16 1 Slika 17) dobivene metodom susjednog povezivanja
(MJ) dobro pokazuju odvojenost haplotipova sve tri proucavane vrste odredenih prema
sekvencama cyt b gena, ali i njihovu povezanost unutar svake vrste. Upravo se na temelju oblika
mreze moze zakljuciti o evolucijskom razvoju neke vrste; zvjezdasti oblik kod vrste S. labrax
s jasno vidljivim ancestralnim haplotipom (haplotip iz kojeg su daljnjim mutacijama nastali svi
ostali) karakteristican je za prirodne populacije, dok je nepregledna mreza s prisutnim
medijskim vektorima (haplotipovi koji nisu primije¢eni u ovom istrazivanju, ali su potrebni
kako bi mreza mogla biti izradena i vizualno prikazana) kod vrste S. trutta pokazatelj
neprirodnosti u vidu evolucije te potencijalno ukazuje na visestruki unos ove vrste na navedeno

podrucje. Jasno se vidi i udaljenost vrste O. mykiss od roda Salmo, kao i poc¢etak razvitka dvije

37



zasebne linije vrste O. mykiss na navedenom podruéju. Osim toga, filogenetska mreza izradena
koriste¢i sekvence jasno nam prikazuje zastupljenost, odnosno frekvenciju haplotipova na

odredenim lokalitetima.

Salme labrax

Salmo trutta

Oncorhynchus mylkiss

Huche hucho

Slika 16. Filogenetska mreza dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ) izradena
koristeci haplotipove na temelju cyt b gena. Svaki krug predstavlja jedan haplotip, a svaka vrsta
oznacena je zasebnom bojom: ruzicasta — S. labrax, plava — S. trutta, tirkizna — O. mykiss,
zelena — Hucho hucho (outgroup). Duljine linija proporcionalne su broju mutacija, a crne tocke
oznac¢avaju haplotipove koji nisu primije¢eni u ovom istrazivanju (medijski vektori). Brojevi

13, 131 1 152 oznacavaju broj mutacija koji se dogodio izmedu haplotipova, odnosno vrsta.
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lokalitet boja

Li¢ka Jesenica

Sartuk

Salmo labrax

Plitvica

Plitvicki Ljeskovac

Bijela rijeka

Crna rijeka

Matica

Proscansko jezero

Rjetica

Kozjak

MatijaSevac

Cujica Kréevina

Matica koreni€ka Salmo trutta

Korenicka rijeka

Gavanovac

Oncorfiynchus mykiss

Slika 17. Filogenetska mreza dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ) izradena
koriste¢i sekvence na temelju cyt b gena. Svaki krug predstavlja jedan haplotip, a lokalitet na
kojem je on pronaden predstavljen je zasebnom bojom koja je naznacena u legendi. Veli¢ina
kruznih isjeCaka proporcionalna je broju sekvenci s odredenog lokaliteta koje pripadaju
pojedinom haplotipu. Duljine linija proporcionalne su broju mutacija, a crne tocke oznacavaju
haplotipove koji nisu primijec¢eni u ovom istrazivanju (medijski vektori). Brojevi 13 i 131

oznacavaju broj mutacija koji se dogodio izmedu haplotipova, odnosno vrsta.

5.1.2. Rezultati analiza temeljeni na sekvencama kontrolne regije (CR)

U drugoj analizi filogenetska rekonstrukcija temeljena je na sekvencama za kontrolnu

regiju pastrva koje su ulovljene na $irem podrucju Plitvickih jezera. Ulazni podaci za dobivanje
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filogenetskih stabala bile su sekvence duge 533 parova baza, od kojih je 210 mjesta konstantno,
a 323 varijabilno. Parsimonijski znacajnih mjesta je 10, a preostalih 313 varijabilnih mjesta nisu
nositelji filogenetskog signala. Analize sam provela na ukupno 57 sekvenci pastrva dobivenih
iz prikupljenih uzoraka jedinki ulovljenih na navedenom podrucju, od kojih 31 pripada vrsti S.
labrax i 26 vrsti S. trutta, dok za vrstu O. mykiss sekvenciranje nije uspje$no provedeno za
vecéinu uzoraka pa ona nije ukljucena u ovu analizu (osim kao outgroup). Zbog toga $to sam
analizom htjela utvrditi odnose jedinki prisutnih na Plitvickim jezerima, u analizu nisam
ukljucivala sekvence izvan istrazivanog podrucja, kao niti sekvence iz Banke gena. Utvrdila

sam prisutnost 7 haplotipova, od kojih 4 pripada vrsti S. labrax, a 3 vrsti S. trutta.

Dobivena stabla (Slika 18 i Slika 19) su slabo strukturirana te, iako postoje grananja,
ona su vrlo plitka te pokazuju da haplotipove nije bilo moguée grupirati u odvojene linije,
odnosno da njihova divergencija nije dobro prikazana, barem ne onako kako je to uspjelo
koriste¢i sekvence gena za cyt b, ve¢ je u ovom slucaju uo¢ena meka politomija. 1z tog razloga
su daljnje detaljnije analize genske raznolikosti, kao i evolucijske povijesti te efektivne veliine
i povezanosti populacija provodene samo na sekvencama gena za cyt b. Osnovni podaci o
filogenetskom stablu koje je dobiveno metodom najveée parsimonije (MP) nalaze se u Tablici
4, dok je parametar (Ln) koji opisuje filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece
vjerojatnosti (ML) naveden u opisu Slike 19.
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Slika 18. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece parsimonije (MP) na temelju

kontrolne regije (CR). Brojevi pored grananja oznacavaju podrzanost u postocima.

Tablica 4. Podaci o filogenetskom stablu dobivenom metodom najvece parsimonije (MP) na

temelju kontrolne regije (CR).

Duljina stabla 327
Indeks konzistencije (CI) 0,9939
Indeks homoplazije (HI) 0,0061

Indeks retencije 0,9091

Indeks reskalirane konzistencije

(RC) 0,9035
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Slika 19. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece vjerojatnosti (ML) na temelju
kontrolne regije (CR). Brojevi pored grananja oznaavaju podrZanost u postocima. Ln =

1503,945.

Filogenetske mreze (Slika 20 1 Slika 21) dobivene metodom susjednog povezivanja
(MJ), za razliku od filogenetskih stabala, ipak bolje prikazuju odvojenost haplotipova
proucavanih vrsta odredenih prema sekvencama za kontrolnu regiju (CR), ali ne i njihovu
brojnost i povezanost unutar svake vrste, koja je jako dobro vidljiva u rezultatima istih analiza

s genom za cyt b.
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Salmao trutta

Salmo labrax

332

Oncorfynchus mykiss

Slika 20. Filogenetska mreza dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ) izradena
koriste¢i haplotipove dobivene na temelju kontrolne regije (CR). Svaki krug predstavlja jedan
haplotip, a svaka vrsta oznacena je zasebnom bojom: ruziCasta — S. labrax, plava — S. trutta,
tirkizna — O. mykiss (outgroup). Duljine linija proporcionalne su broju mutacija. Brojevi 6 i 332

oznacavaju broj mutacija koji se dogodio izmedu haplotipova, odnosno vrsta.
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lokalitet | -3
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rijeka
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boja

Salmo labrax

Salmo trutta

Slika 21. Filogenetska mreza dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ) izradena
koristeci sekvence na temelju kontrolne regije (CR). Svaki krug predstavlja jedan haplotip, a
lokalitet na kojem je on pronaden predstavljen je zasebnom bojom koja je naznacena u legendi.
Veli¢ina kruznih isjeCaka proporcionalna je broju sekvenci s odredenog lokaliteta koje
pripadaju pojedinom haplotipu. Duljine linija proporcionalne su broju mutacija. Broj 6

oznacava broj mutacija koji se dogodio izmedu haplotipova, odnosno vrsta.

5.2. Rasprostranjenost i zastupljenost pojedinih haplotipova proucavanih vrsta

pastrva odredenih na temelju gena za citokrom b

Rasprostranjenost haplotipova na pojedinim lokalitetima, kao i broj uzoraka u kojima je
pronaden pojedini haplotip odreden na temelju gena za citokrom b prikazala sam za svaku
proucavanu vrstu zasebno, u Tablici 5, Tablici 6 i Tablici 7. Usporedbom tablica vidi se da je
S. labrax i dalje jedina vrsta prisutna na lokalitetima Sartuk i Plitvica, dok je na lokaciji Lic¢ka
Jesenice ipak pronadena jedna jedinka vrste S. trutta. Na svim preostalim lokalitetima
ukljuc¢enim u ovo istraZivanje pronadene su obje vrste, osim na Gavanovcu za koji postoji samo
jedan nalaz vrste O. mykiss. Zabiljezeno prisustvo kalifornijske pastrve na samo cetiri lokaliteta
(Crna rijeka, Matijaevac, Cujiéa Kréevina i Gavanovac) odraz je malog broja uzoraka ove vrste
koji su ukljuceni u ovo istrazivanje, to nije njezin ukupan opseg rasprostranjenosti na Plitvickim
jezerima. Nadalje, iz Tablice 5 vidi se da za vrstu S. labrax postoji jedan haplotip (labl) koji je
dominantan na istrazivanom podrucju i upravo je to spomenuti ancestralni haplotip iz kojeg su
vjerojatno nastali svi ostali. Prema Tablici 7 takoder bi se dalo zakljuciti da postoji jedan
dominantniji haplotip i za vrstu O. mykiss, oncl, dok ga po zastupljenosti slijedi haplotip onc2;
navedena dva haplotipa vjerojatno su ishodisni haplotipovi dvije linije koje su prisutne na
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promatranom podru¢ju. Za razliku od toga, u Tablici 6, koja prikazuje rasprostranjenost
haplotipova vrste S. trutta, tesko je odrediti dominantni haplotip jer su pojedini prisutni u
malom broju na viSe lokaliteta, dok su drugi ograniceni na nekoliko lokaliteta, ali s veCom
frekvencijom. To takoder moze biti odraz nedovoljnog broja uzoraka prikupljenih na odredenim

lokalitetima.

Tablica 5. Broj jedinki vrste Salmo labrax na lokalitetima uklju¢enim u ovo istrazivanje na

kojima je prisutan pojedini cyt b haplotip.

lokalitet/haplotip | labl | lab2 |lab3 | lab4 | lab5 |lab6 | lab7 | lab8 | lab9 |lab10|labll|labl2 |labl3
Licka Jesenica 18 1
Sartuk 5 1
Plitvica 20
Plitvicki Ljeskovac | 3 1
Bijela rijeka 10 1
Crna rijeka 5 1
Matica 8 1 1
Proscansko jezero 2 1 1
Rjecica 2 7
Kozjak 2 2 1 1
Matijasevac 2 1
Cuji¢a Kréevina 1 6
Matica korenicka 3 1 1
Korenicka rijeka 1

Tablica 6. Broj jedinki vrste Salmo trutta na lokalitetima uklju¢enim u ovo istrazivanje na

kojima je prisutan pojedini cyt b haplotip.

lokalitet/haplotip | trul | tru2 | tru3 | tru4 | tru5 | tru6 | tru7 | tru8 | tru9
Licka Jesenica 1
Kozjak 2
MatijaSevac 1
Plitvicki
Ljeskovac
Bijela rijeka
Crnarijeka
Matica
Pros¢ansko jezero
Rjecica
Cuji¢a Kréevina
Korenicka rijeka
Matica korenicka 8 9
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Tablica 7. Broj jedinki vrste Oncorhynchus mykiss na lokalitetima uklju¢enim u ovo

istrazivanje na kojima je prisutan pojedini cyt b haplotip.

lokalitet/haplotip| oncl | onc2 | onc3 |onc4 | onc5 | onc6
Crna rijeka 3 1 1 1
MatijaSevac 10

Cuji¢a Kréevina | 2 4 1 1
Gavanovac 1

5.3. Intraspecijska i intrapopulacijska genska raznolikost proucavanih vrsta

pastrva
5.3.1. Rezultati analiza gena za citokrom b (cyt b)

Analizom sekvenci dobivenih koriste¢i genski marker cyt b odredila sam mjere
intraspecijske i intrapopulacijske genske raznolikosti, odnosno genskog polimorfizma, za svaku

od tri proucavane vrste pastrva (Tablica 8).

Populacije, odnosno lokaliteti koji nisu uzeti u obzir su oni na kojima je broj jedinki za
pojedinu vrstu bio premali za provodenje analiza, odnosno na kojima je bila prisutna samo jedna
jedinka odredene vrste. To su Korenicka rijeka za vrstu S. labrax, Li¢ka Jesenica za vrstu S.

trutta te Gavanovac za vrstu O. mykiss.
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Tablica 8. Mjere genskog polimorfizma tri vrste pastrva na temelju cyt b gena. N — broj
sekvenci, S — broj polimorfnih mjesta, n - ukupan broj mutacija, h — broj haplotipova, Hd —

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

vrsta lokalitet N S ] h Hd n k
S. labrax 111 13 13 13 0,457 | 0,00049 | 0,564
S. trutta 72 7 7 9 0,805 | 0,00214 | 2,44
O. mykiss 25 9 9 6 0,600 | 0,00305 | 3,48
Licka Jesenica 19 1 1 2 0,105 | 0,00009 | 0,105
Sartuk 6 1 1 2 0,333 | 0,00029 | 0,333
Plitvica 20 0 0 1 0 0 0
Plitvicki Ljeskovac| 4 1 1 2 0,500 | 0,00044 | 0,500
Bijela rijeka 11 1 1 2 0,182 | 0,00016 | 0,182
Crna rijeka 6 1 1 2 0,333 | 0,00029 | 0,333
S. labrax Matica 10 2 2 3 0,378 | 0,00035 | 0,400
Prosc¢ansko jezero 4 2 2 3 0,833 0,00088 1
Rjecica 9 1 1 2 0,389 | 0,00034 | 0,389
Kozjak 6 4 4 4 0,867 | 0,00134 | 1,533
Matijasevac 3 1 1 2 0,667 0,00058 | 0,667
Cuji¢a Kréevina 7 1 1 2 0,286 | 0,00025 | 0,286
Matica korenicka 5 2 2 3 0,700 | 0,00070 | 0,800
Kozjak 3 4 4 2 0,667 | 0,00234 | 2,667
Matijasevac 2 4 4 2 1 0,00351 4
Plitvicki Ljeskovac 2 1 1 2 1 0,00088 1
Bijela rijeka 7 4 4 5 0,857 | 0,00167 | 1,905
Crna rijeka 10 4 4 3 0,378 | 0,00070 | 0,800
S. trutta Matica 7 4 4 3 0,714 | 0,00200 | 2,286
Prosc¢ansko jezero 5 5 5 2 0,400 0,00175 2
Rjecica 2 0 0 1 0 0 0
Cuji¢a Kréevina 2 0 0 1 0 0 0
Koreni¢ka rijeka 14 6 6 5 0,593 | 0,00152 | 1,736
Matica korenicka 17 1 1 2 0,529 0,00046 | 0,529
Crna rijeka 6 9 9 4 0,800 | 0,00263 3
O. mykiss MatijaSevac 10 0 0 1 0 0 0
Cuji¢a Kréevina 8 9 9 4 0,750 | 0,00307 | 3,500

Promatrajuéi vrste, najniza genska raznolikost zabiljezena je kod vrste S. labrax, iako je
broj uzoraka kod ove vrste najveci, §to potvrduje rezultate prethodnih istrazivanja. Kod vrsta S.
trutta i O. mykiss uocena je veca genska raznolikost, iako je njihov broj uzoraka koristenih pri
analizi manji, pogotovo kod kalifornijske pastrve (u analizu je ukljuc¢eno 25 uzoraka). Prema
analizama radenima za svaku pojedinu populaciju, ponovno su kod vrste S. labrax zamijecene
vrlo niske vrijednosti za gensku raznolikost, dok su kod pojedinih populacije S. trutta i O.

mykiss zamije¢ene znatno vise vrijednosti. Za vrstu S. labrax najniza genska raznolikost
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zabiljezena je na lokalitetu Plitvica gdje raznolikost haplotipova iznosi 0, §to znaci da svih 20
uzoraka s navedenog lokaliteta koriStenih u ovom istrazivanju pripada istom haplotipu. Bitno
je napomenuti da upravo na tom lokalitetu postoji Cista populacija ove vrste. Takoder,
populacija ove vrste koja nastanjuje Licku Jesenicu istice se vrlo niskom genskom raznolikos¢u
unato¢ zadovoljavaju¢em broju uzoraka koriStenih u analizama. Najveca genska raznolikost
ove vrste uocena je na lokalitetu Kozjak, s najviSim vrijednostima za parametre raznolikost
haplotipova, nukleotidna raznolikost te prosjec¢an broj razlika nukleotida. Nadalje, iako su za
vrstu O. mykiss u dvije od tri populacije zabiljeZene relativno visoke vrijednosti raznolikosti
haplotipova, nukleotidne raznolikost, kao i prosje¢nog broja razlika nukleotida, §to zapravo
ukazuje na dublju strukturiranost, kod tre¢e populacije na lokalitetu Matijasevac te vrijednosti
iznose nula. To znaci da ponovno svi prikupljeni uzorci s navedenog lokaliteta pripadaju istom
haplotipu, ukazujuéi na nepostojanje genske raznolikosti. Kod vrste S. trutta su u pojedinim
populacijama takoder zabiljezene visoke vrijednosti genske raznolikosti, no u obzir se mora
uzeti mogucénost nerealnih procjena zbog malog broja uzoraka (npr. ako je analiza radena samo
s dva uzorka). Najvise vrijednosti za nukleotidnu raznolikost te prosjeCan broj razlika
nukleotida zabiljezene su kod populacija ove vrste na lokalitetima Matijasevac, Kozjak i
Matica, a najveca vrijednost raznolikosti haplotipova kod uodena je za populacije koje
nastanjuju MatijasSevac, Plitvicki Ljeskovac i Bijelu rijeku. Genska raznolikost iznosi 0 za
populacije na lokalitetima Rje¢ica i Cuji¢a Kréevina, dok su najniZe vrijednosti za nukleotidnu
raznolikost i prosjecan broj razlika nukleotida zabiljezene za populaciju na lokalitetu Matica
korenic¢ka. Zanimljivo je primijetiti kako su za obje vrste roda Salmo vise vrijednosti genske

raznolikosti zabiljezene upravo u jezerskim populacijama.

5.3.2. Rezultati analiza temeljeni na sekvencama kontrolne regije (CR)

Analizom sekvenci dobivenih na temelju kontrolne regije (CR) odredene su mjere
intraspecijske genske raznolikosti, odnosno genskog polimorfizma, za vrste pastrva za koje su

sekvence uspjesno dobivene: S. labrax i S. trutta (Tablica 9).

S obzirom na to da su sekvence dobivene na temelju cyt b gena kompletne, i da su
opcenito prikladnije za ovakav tip analize, sekvence dobivene na temelju kontrolne regije
koristene su samo za odredivanje genske raznolikosti unutar vrsta, a ne i populacija. Zanimljivo
je kako je za vrstu S. labrax procijenjena slicna genska raznolikost kao i za cyt b gen, dok je

kod vrste S. trutta zabiljezena genska raznolikost u ovom slucaju znatno niza u odnosu na
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rezultat analize koja je koristila sekvence dobivene natemelju cyt b gena. Takoder, procijenjena

genska raznolikost vrste S. labrax visa je nego za vrstu S. trutta.

Tablica 9. Mjere genskog polimorfizma dvije vrste pastrva na temelju cyt b gena. N — broj
sekvenci, S — broj polimorfnih mjesta, n - ukupan broj mutacija, h — broj haplotipova, Hd —

raznolikost haplotipova, © — nukleotidna raznolikost, k — prosjecan broj razlika nukleotida.

vrsta N S n h Hd T k
S.labrax | 31 3 3 4 0,574 | 0,0013 | 0,692
S.trutta | 26 2 2 3 0,428 | 0,0008 | 0,446

5.4. Evolucijska povijest prou¢avanih vrsta pastrva odredena na temelju gena za

citokrom b

Evolucijsku povijest sve tri proucavane vrste pastrva, odnosno §to to¢nije vrijeme kada
je doSlo do divergencije njihovih linija odredila sam koriste¢i haplotipove dobivene prema

sekvencama na temelju cyt b gena.

Rezultati (Slika 22) pokazuju da se Oncorhynchus mykiss od roda Salmo odvojio prije
otprilike 14,55 milijuna godina, $to odgovara geoloskom razdoblju miocen, no dobiveni raspon
godina vrlo je velik pa ne mozemo biti sigurni u ovu procjenu. To moze biti odraz i malog broja
skupljenih i analiziranih uzoraka za ovu vrstu. Daljnje odvajanje dvije linije ove vrste dogodilo
se prije otprilike 1,68 milijuna godina, Sto odgovara razdoblju pleistocena. Preostala manja
grananja takoder pripadaju ovom geoloskom razdoblju. Razdvajanje vrsta S. trutta i S. labrax
dogodilo je prije otprilike 3,46 milijuna godina, odnosno za vrijeme pliocena. Za daljnje
odvajanje S. trutta na dvije linije procijenjeno je da se dogodilo prije otprilike 1,3 milijuna
godina, dakle u razdoblju pleistocena. Prema izraunatim procjenama su se i sva preostala
grananja unutar ove vrste dogodila za vrijeme tog razdoblja. Treba primijetiti kako su grane

kod ove vrste pli¢e nego kod vrste O. mykiss.

Unutar vrste S. labrax dogodilo se najvise grananja, odnosno divergencija. Za prvo je
procijenjeno da se dogodilo prije otprilike 1,12 milijuna godina, odnosno u geoloskom
razdoblju pleistocen, no njime nismo dobili dvije linije iz kojih su nastajali preostali
haplotipovi. Tek bi za drugo grananje unutar vrste mogli rec¢i da predstavlja grananje na dvije

linije, a za njega je procijenjeno da se dogodilo prije 0,86 milijuna godina, dakle takoder za
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vrijeme pleistocena. Jo§ jedno znacajnije grananje dogodilo se prije otprilike 0,63 milijuna
godina (pleistocen). Ipak, kod ove vrste grananja su mnoga, a grane vrlo plitke, §to znaci da se

relativno nedavno dogodilo vise divergencija, ukazujuéi na ,,mladost* ove vrste.
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Slika 22. Filogenetsko stablo dobiveno Bayesovom MCMC metodom koriste¢i haplotipove
dobivene na temelju cyt b gena iz uzoraka skupljenih sa Sireg podrucja Plitvickih jezera. Brojevi
s lijeve strane grananja oznacavaju vrijeme u milijunima godina kada je doSlo da grananja
(divergencije): prvi broj predstavlja najvjerojatniju vrijednost, dok brojevi u zagradi (ispod)
predstavljaju raspon, odnosno minimalnu i maksimalnu vrijednost. Gdje nije bilo dovoljno
mjesta, vrijednosti su napisane dalje od samog grananja, a linijjom je oznaceno na koje grananje

se oni odnose. Podebljani brojevi s desne strane grananja oznacavaju podrzanost.

5.5. Efektivna veli¢ina i povezanost populacija proucavanih vrsta pastrva

odredene na temelju gena za citokrom b

Efektivna veli¢ina populacije te povezanost populacija odredivane su samo na temelju

gena za cyt b jer je on, za razliku od kontrolne regije (CR), pogodan za analize populacijske
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genetike zbog svoje duljine, varijabilnosti te informativnosti. Ono $to je ograni¢avajuce kod
odredivanja efektivne veliCine populacija na ovaj nacin jest broj uzoraka, koji je u ovom
istrazivanju za pojedine populacije nedovoljan kako bi se dobile realne vrijednosti. Stoga sam
za svaku vrstu izdvojila rezultate populacija s najvise uzoraka iz Tablice 10, kako bi bila sigurna

u njihovu pouzdanost.

Tablica 10. Procjene efektivnih veli¢ina populacija tri vrste pastrva na Sirem podrucju
Plitvickih jezera. ® — srednja vrijednost genskog parametra na temelju kojeg je izracunata

efektivna veli¢ina populacija (Ne).

vrsta lokalitet 0 Ne
Lic¢ka Jesenica 0,00003 25
Sartuk 0,06634 55283
Plitvica 0,00002 17
Plitvi¢ki Ljeskovac| 0,01689 14075
Bijela rijeka 0,00003 25
Crna rijeka 0,01176 9800
| Matica 0,06928 57733
S labrax o fansko jezero | 0,02905 | 24208
Rjecica 0,00015 125
Kozjak 0,08169 68075
Matijasevac 0,08282 69017
(vjujic'a Kréevina | 0,00048 400
Matica koreni¢ka | 0,06411 53425
Korenicka rijeka | 0,08283 69025
Licka Jesenica 0,02961 24675
Kozjak 0,07207 60058
Matijasevac 0,00018 150
Plitvi¢ki Ljeskovac| 0,03761 31342
Bijela rijeka 0,03898 32483
S trutta Crna rijeka 0,00025 208
Matica 0,04300 35833
Prosc¢ansko jezero | 0,07142 59517
Rjecica 0,03163 26358
Cujiéa Kréevina | 0,00652 5433
Koreni¢ka rijeka | 0,00034 283
Matica koreni¢ka | 0,00010 83
Crna rijeka 0,00093 775
0. mykiss |— Matijasevac 0,00017 142
Cuji¢a Kréevina | 0,00015 125
Gavanovac 0,03502 29183

51



Zavrstu S. labrax bi prema broju uzoraka prikupljenih s pojedinih lokaliteta najrealniji
rezultati za efektivne vrijednosti populacija bili za populaciju na lokalitetima Licka Jesenica,
Plitvica, Bijela rijeka, Matica, Rjecica te Cuji¢a Kréevina (lokaliteti s minimalno 7 uzoraka).
Procjene efektivnih veli¢ina populacija su najgore za Li¢ku Jesenicu i Plitvicu s kojih je
prikupljeno upravo najviSe uzoraka, Sto je vrlo alarmantno jer su njihove efektivne velic¢ine
procijenjene na 25, odnosno 17 jedinki. Procjena za Bijelu rijeku takoder je vrlo zabrinjavajuca
(25). Za populacije koje nastanjuju Rjedicu i Cujiéa Kréevinu rezultati su bolji, ali se te
vrijednosti takoder smatraju nedovoljnima (125 1400). Jedino je vrijednost efektivne populacije
u Matici visoka, no njezina vjerodostojnost je upitna (57733). Za vrstu S. trutta vrijedi izdvojiti
populacije na lokalitetima Bijela rijeka, Crna rijeka, Matica, Koreni¢ka rijeka i Matica
korenic¢ka. Efektivne veli¢ine populacija za Bijelu rijeku i Maticu vrlo su velikih vrijednosti
(32483 135833), dok su za Crnu rijeku, Korenicku rijeku i Maticu korenic¢ku vrijednosti prilicno
niske (208, 283, 83), no nisu toliko niske kao kod pojedinih populacija vrste S. labrax.
Efektivne veli¢ine populacija za vrstu O. mykKiss na lokalitetima Matijasevac i Cuji¢a Kréevina

takoder su prilicno niskih vrijednosti (142 i 125).

Prilikom odredivanja povezanosti populacija, odnosno procjenjivanja broja migranata
iz odredene populacije neke vrste u sve ostale mogucée populacije, pomo¢u migracijskog
koeficijenta (M) ra¢unala sam broj migranata po generaciji (Nm). Analiza je radena za ukupno
30 populacija, od kojih 14 pripada vrsti S. labrax, 12 vrsti S. trutta te 4 vrsti O. mykiss. Od 870
moguéih kombinacija migracija iz jedne populacije u drugu, ne mogu izdvojiti niti jedan
rezultat za broj migranata po generaciji koji prelazi vrijednost nula; najviSa zabiljezena
vrijednost iznosi 0,00111072. Ti rezultati upucuju na izrazenu izoliranost populacija te
fragmentaciju stanista proucavanih vrsta pastrva. Takoder, na rezultate je utjecao i premali broj
uzoraka prikupljenih s pojedinih lokaliteta zbog kojeg bi se rezultati mogli smatrati
neadekvatnima za interpretaciju, kao i mala genska raznolikost populacija zbog koje se

migracije vrsta ne mogu pratiti na ovaj nacin.
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6. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem potvrdene su neke ve¢ ranije ustanovljene ¢injenice, no otkrivene
su i neke nove te neocekivane. Dobivenim filogenetskim stablima i mrezama izradenim na
temelju dva razlicita genska markera, citokroma b i kontrolne regije, jo$ jednom je potvrdeno
kako je za filogenetska istrazivanja salmonidnih vrsta pogodniji upravo citokrom b. lako je
kontrolna regija ¢esto koriStena u filogenetskim istrazivanjima salmonidnih vrsta, pa tako i S.
trutta (Bernatchez i sur. 1992; Apostolidis i sur. 1997; Bernatchez 2001; Ninua i sur. 2018;
Segherloo i sur. 2021), utvrdeno je kako taj marker nije dobro koristiti za navedenu vrstu, kao
ni vrstu S. labrax jer u njihovom slu¢aju ne mutira dovoljno brzo (Buyj i sur. 2020). To se vidi
na temelju analize kojom je utvrden broj parsimonijski znacajnih mjesta; prilikom analiza
sekvenci duljine 1141 parova baza koje su dobivene na temelju cyt b gena njegova ustanovljena
vrijednost iznosi 158, dok je za sekvence duljine 533 parova baza izracunat broj do samo 10
parsimonijski znacajnih mjesta. Osim toga, broj dobivenih haplotipova cetiri je puta veci u
analizama prilikom kojih se koristio citokrom b. To se odrazilo i na izgled filogenetskih stabala
i mreZa; na temelju cyt b gena dobivena su detaljnija stabla koja su viSe strukturirana te imaju
dublje grane i karakterizira ih veéa podrzanost grananja, dok stabla temeljena na kontrolnoj
regiji pokazuju slabu strukturiranost, loSe razdvajanje proucavanih vrste, nisku raznolikost, kao
i meku politomiju. Kod vrste S. labrax vidi se odredena strukturiranost, no slabo je izraZena, a
grane su vrlo plitke, $to potvrduje nedovoljnu brzinu mutacija kontrolne regije za primjenu
prilikom provodenja filogenetskih analiza ove vrste. Zbog toga je citokrom b pogodniji za
analize koje ukljucuju odredivanje intraspecijske i interpopulacijske genske raznolikosti (Buj i
sur. 2020), jer pomoc¢u tog markera dobijemo najbolje rezultate na temelju kojih se mogu
donositi i adekvatni zakljuéci (Perea i sur. 2010; Buj i sur. 2014). Daljnjom analizom
filogenetskih stabala i mreza dobivenih na temelju cyt b gena takoder je potvrdeno da je S.
labrax zavi¢ajna vrsta na podruc¢ju Plitvickih jezera ¢iji je evolucijski razvoj na tom podrucju
potekao od jednog ancestralnog haplotipa, od kojeg su se daljnjim mutacijama razvili svi ostali.
To se na filogenetskom stablu vidi kao strukturiranost, koja je kod ove vrste najizrazenija, a na
filogenetskoj mreZi upravo u njezinom zvjezdastom obliku. Zvjezdasti oblik filogenetske mreze
upravo je odraz prirodnog evolucijskog tijeka razvitka neke vrste, bez prisustva paralelne
evolucije iz nekog drugog haplotipa (Naik i sur. 2020; Tsai i sur. 2021). Navedeno je potvrdeno
i velikim brojem uzoraka koji su prikupljeni na gotovo svim lokalitetima (s iznimkom
Korenicke rijeke), a pripadaju istom haplotipu. Upravo je taj haplotip, lab1, ancestralni haplotip

ove vrste. Takoder, bitno je primijetiti 1 grane stabla koje su manje, odnosno pli¢e kod ove vrste,
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Sto upucuje na nedavne divergencije razlicitih linija unutar vrste. Za razliku od toga, za vrstu S.
trutta filogenetsko stablo vrlo je slabo strukturirano, a filogenetska mreza nije pravilnog,
zvjezdastog oblika, niti pokazuje ikakvu strukturu ili razdvojenost haplotipova u linije. Ti
rezultati mogu podrzati ve¢ konstatiranu ¢injenicu da je S. trutta na podrucje Plitvickih jezera
unesena kao strana vrsta (Buj i sur. 2020), i to viSe puta te iz viSe razli¢itih izvora s obzirom na
prisustvo velikog broja prisutnih haplotipova. To se takoder vidi i u tome $to za ovu vrstu ne
postoji jedan dominantni haplotip iz kojeg bi se svi preostali mogli razviti, ve¢ je njihova
brojnost ujednacenija nego kod vrste S. labrax. Za vrstu O. mykiss filogenetska stabla i mreze
pokazuju prisutnost dvije linije unutar kojih dalje ne postoji strukturiranost, §to znaci da je ova
vrsta unesena iz dva razli¢ita izvora, a unutar svake linije postoji potencijal za daljnju evoluciju
novih linija.

Sto se ti¢e genske raznolikosti, najniZe vrijednosti parametara koji ju opisuju zabiljeZeni
su kod vrste S. labrax, sto je takoder ve¢ ranije utvrdeno (Buj i sur. 2020). lako se radi o vrsti
koja se tek nedavno pocela evolucijski razvijati na ovom podrucju (pleistocen) te je zbog toga
mala genska raznolikost i o¢ekivana jer nije proslo dovoljno vremena za veéu divergenciju,
dobivene vrijednosti su zabrinjavajuce niske i nisu odraz samo ,,mladosti* vrste ve¢ 1 izrazenih
antropogenih ¢imbenika koji negativno djeluju na nju. Primjer koji moZze savrSeno ilustrirati
ozbiljnost situacije jest potpuni nestanak populacije ove vrste s lokaliteta Cuji¢a Kréevina, na
kojem su zabiljeZene vrlo niske vrijednosti genske raznolikosti. No, s navedenog lokaliteta nije
nestala samo ova vrsta, ve¢ 1 preostale vrste pastrva koje su ondje zabiljeZene, pokazujuéi kako
1 visoke vrijednosti genske raznolikosti (zabiljeZene kod kalifornijske pastrve) nisu dovoljne
ako se utjecaj ¢ovjeka ne ukloni. Ono §to je takoder zabrinjavajuce vezano uz vrstu S. labrax
jest da, iako je istrazivanjem potvrdeno da na lokalitetima Sartuk i Plitvica, a vrlo vjerojatno i
Licka Jesenica (uz iznimku ulova jedne S. trutta), i dalje postoje ¢iste populacije ove vrste, na
navedenim lokalitetima njezine populacije imaju vrlo nisku gensku raznolikost. Za razliku od
toga, rezultati analize za vrstu S. trutta pokazuju vecu gensku raznolikost vrste. No, potrebno
je uzeti u obzir da procjene za odredene populacije ove vrste ne mogu biti realne zbog
nedostatka uzoraka po lokalitetu. Ipak, iz rezultata je vidljivo da ova vrsta na podrucju
Plitvickih jezera ima velik broj haplotipova, od kojih su neki relativno velike raznolikosti, §to
upucuje na veliki evolucijski potencijal, ¢ime moze predstavljati prijetnju ugrozenoj S. labrax.
Nadalje, rezultati analize za vrstu O. mykiss takoder pokazuju visoku gensku raznolikost ove
vrste. Posebno je zanimljivo §to je zabiljezen mali broj haplotipova koji se medusobno podosta

razlikuju, sto uz visoke vrijednosti prosje¢nog broja razlika nukleotida jasno upucuje na
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postojanje odvojenih linija unutar ove vrste koje su unesene na ovo podrucje s dva razlicita
lokaliteta. To takoder ukazuje na veliki evolucijski potencijal vrste, §to je posebno
problematic¢no jer se radi o vrlo invazivnoj vrsti koja ugrozava mnoge druge vrste, ne samo S.
labrax, te negativno utjece na cijele ekosustave. Jo§ jedan dokaz koji ide u prilog unosu vrsta
S. labrax i O. mykiss na podru¢je Plitvickih jezera iz viSe razli¢itih izvora jest upravo i velika
genska raznolikost zabiljeZzena kod njihovih populacija. Naime, razvoj unesenih populacija
temelji se na ogranicenom broju jedinki koje su unesene na neko podrucje zbog ¢ega utjecaji
prirodne selekcije i genskog otklona, koji djeluje preko u¢inka utemeljitelja i u¢inka uskog grla,
uzrokuju smanjenu gensku raznolikost takvih populacija u odnosu na zavi¢ajne (Hagenblad i
sur. 2015; Zhang i sur. 2021). U ovom slucaju, situacija je obrnuta i unesene vrste
okarakterizirane su ve¢om genskom raznoliko$¢u nego zavicajna vrsta. Jedno od objasnjenja
OVe pojave jest upravo povecanje genske raznolikosti unosom genski razli¢itih jedinki koje su
potekle iz drugacijih izvora, odnosno razli¢itih lokaliteta. Tome u prilog ide i ¢injenica da je
ve¢ potvrdeno kako su vrste S. trutta i O. mykiss Cesto koristene za rekreacijski ribolov te
namjerno unesene u vodotoke u kojima nisu zavi¢ajne sa svrhom poribljavanja (Buj i sur. 2020;
Vali¢ i sur. 2008). Kako je utvrdeno da populacije koje se koriste za poribljavanje i koje su
umjetno uzgojene pokazuju manju gensku raznolikost (Valiquette i sur. 2014), ovi rezultati s
priliénom sigurno$¢u upucuju na visestruko unosenje jedinki ovih vrsta na prouc¢avano podrucje

iz razlicitih izvora.

Filogenetsko stablo pomocu kojeg mozemo dobiti detaljniji uvid u evolucijsku povijest
triju proucavanih vrsta pastrva okvirno nam pokazuje vremena kada su se dogodile pojedine
divergencije. Procjene za odvajanje vrste O. mykiss od roda Salmo moraju se uzeti s rezervom
jer su analize radene na malom broju uzoraka, a dobiveni raspon godina za dogadaj divergencije
vrlo je $irok, otprilike 5-30 milijuna godina, te pripada razdobljima oligocena i miocena. Taj
rezultat se djelomi¢no 1 preklapa s dostupnom literaturom, prema kojoj se navedeno razdvajanje
vrste dogodilo prije otprilike 28 milijuna godina, odnosno u oligocenu (Whiteley i sur. 2019;
Créte-Lafreniére i sur. 2012). Ipak, zbog Sirokog vremenskog raspona dobivena srednja
vrijednost iznosi 14,55 milijuna godina te ovaj dogadaj smjeSta u miocen. Nadalje, ovim
stablom takoder je potvrdeno postojanje dvije linije ove vrste na promatranom podrucju, a vidi
se i bolja strukturiranost nego na preostalim stablima, radenim MP i ML metodama.
Razdvajanje vrsta S. trutta i S. labrax nesto je preciznije odredeno, s rasponom 1,2-8,5 milijuna
godina, Sto odgovara mladem miocenu i pliocenu, dok srednja vrijednost od 3,46 milijuna

godina odgovara starijem pliocenu. Kod vrste S. trutta takoder se vidi bolja strukturiranost, kao
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i potencijalno postojanje dvije linije, $to nije slucaj na preostalim stablima. Jednoj liniji
pripadaju haplotipovi koji su najces¢i i najbrojniji na lokalitetima Bijela rijeka, Crna rijeka i
Proscansko jezero, a drugoj liniji pripadaju svi preostali haplotipovi koji su podijeljeni daljnjim
divergencijama unutar linije. Ova strukturiranost nam govori o mogucnosti postojanja dva
izvora, no tesko je odrediti tone prostore za koje bi ih vezali, pogotovo u slucaju druge linije,
dok se za prvu moze reé¢i da je otprilike lokalizirana na Proséansko jezero i njezine pritoke.
Filogenetsko stablo za vrstu S. labrax ponovno pokazuje najbolju strukturiranost, ali i plitke
grane, Sto upucuje na brojne nedavne divergencije koje odgovaraju razdoblju pleistocena. Prva
divergencija dogodila se prije otprilike 1,12 milijuna godina, a posljednja izracunata prije
otprilike 240 tisuc¢a godina, $to okvirno odgovara i razdoblju prve pleistocenske glacijacije,

odnosno Gunz glacijaciji (Chappell 1968).

Opcenito, pastrve su predatori koji preferiraju vode niZe temperature te ne obitavaju u
populacijama visoke gustoce. Ipak, niske vrijednosti efektivne veli¢ine populacija, ¢ak i na
lokalitetima gdje je prikupljeno najvise uzoraka, odraz su niske genske raznolikosti jer je pri
racunu koriSten genski parametar (®). Analiza koja je utvrdila efektivne veli¢ine populacija za
vrstu S. labrax dala je zabrinjavajuce rezultate; osim §to je kod njezinih ¢istih populacija
zabiljezena vrlo niska genska raznolikost, izra¢unate efektivne veli¢ine populacija takoder su
male, dok su najnize vrijednosti uo¢ene ponovno na lokalitetima gdje su prisutne njezine Ciste
populacije. Osim negativnog utjecaja stranih vrsta u vidu kompeticije ili predacije, kao i
antropogeno uvjetovanog onecis¢enja koje uzrokuje degradaciju stanista, jedno od objasnjenja
takvih vrijednosti su 1 rezultati analiza kojima se odredivao broj migranata po generaciji.
Ispostavilo se da su migracije ove vrste iz jedne u drugu populaciju vrlo male, uzrokujuéi
izoliranost populacija te onemogucéujuci protok gena izmedu njih, $to posljedi¢no rezultira i
smanjenom genskom raznolikoS¢u. Izoliranost populacija moze biti posljedica i fragmentacije
staniSta ove vrste koja je ustanovljena na promatranom podrucju; na odredenim vodotocima
koji su od vaznosti za reproduktivne migracije pastrva izgradene su brane i pregrade koje im
onemogucuju odlazak na mrijest, a time 1 potencijalno mijesanje populacija. Ono §to je takoder
zabrinjavajuce jesu rezultati dobiveni za vrste S. trutta i O. mykiss; efektivne veli¢ine populacija
za ove dvije unesene vrste uglavnom su relativno vise nego kod zavicajne, $to uz ve¢ utvrdenu
vecu gensku raznolikost navedenih vrsta govori o njihovom evolucijskom potencijalu, $to
predstavlja ozbiljnu prijetnju opstanku vrste S. labrax na podrucju Plitvickih jezera. Osim toga,
rezultati analiza o migracijama jedinki izmedu populacija proucavanih vrsta pokazali su da

migracije gotovo pa niti ne postoje. To je odraz vrlo izraZene izoliranosti populacija i
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fragmentacije staniSta proucavanih vrsta. Na rezultate je utjecala i ¢injenica da je analiza radena
s ograni¢enim brojem uzoraka, koji je ponekad bio premali da bi se rezultati mogli smisleno
interpretirati. Osim toga, i niske vrijednosti genske raznolikosti koje su primije¢ene kod
populacija takoder su utjecale na rezultate koji govore o migracijama jedinki jer su analize
radene upravo na temelju genskih sekvenci. Stoga bi buduca istrazivanja migracija medu
populacijama proucavanih vrsta bilo bolje provoditi nekom adekvatnijom metodom, kao §to je

to obiljezavanje jedinki ili koriStenje okolisSne DNA.

Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su vrlo ozbiljnu situaciju vrste S. labrax u vidu
njezinog opstanka na podrucju Plitvickih jezera, kao i naglasili negativne utjecaje koje vrste S.
trutta i O. mykiss mogu imati na njezine populacije. Nadalje, naglasili su vaznost migracija
vrste s ciljem postizanja vece genske raznolikosti i efektivne veli¢ine populacija, kao i potrebu
rjeSavanja problema antropogeno prouzroCene fragmentacije staniSta, odnosno izgradnje
pregrada i brana na vodotocima, koja je uzrokovala izoliranost populacija. Takoder, pokazali
su negativan utjecaj poribljavanja zasticenog podrucja stranim vrstama, koje djelujuci zajedno
sa svim prethodno navedenim ¢imbenicima vrlo vjerojatno moze dovesti do izumiranja

ugrozene zavicajne Vvrste.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju cjelokupnog istrazivanja mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

* Vrsta S. labrax zavicajna je vrsta $ireg podrucja Plitvickih jezera, dok su S. trutta i O.

mykiss strane vrste unesene na promatrano podrucje vise puta iz viSe razli€itih izvora.

* Genska raznolikost zavic¢ajne vrste S. labrax zabrinjavajuce je niska, dok su kod druge
dvije promatrane vrste, S. trutta i O. mykiss, zabiljeZene vece vrijednosti, upucujuéi na

njihov evolucijski potencijal na promatranom podrucju.

« Efektivne veli¢ine populacija zavic¢ajne S. labrax takoder su relativno nizih vrijednosti
nego kod dvije unesene vrste, S. trutta i O. mykiss, dok su najnize vrijednosti zabiljezene

upravo kod njezinih ¢istih populacija, ukazujuci na ozbiljan rizik od izumiranja.

« Migracije su kod sve tri promatrane vrste gotovo zanemarive, upucujuci na izoliranost
njihovih populacija i vrlo slabi protok gena izmedu njih, ako je uopée prisutan, ali i

potrebu dodatnog istrazivanja migracija adekvatnijim metodama.

* S obzirom na dobivene rezultate, kako bi se osigurao opstanak zavi¢ajne S. labrax
potrebno je provesti restauraciju staniSta u vidu uklanjanja ili prilagodbe pregrada i
brana s ciljem povecanja migracije vrste, smanjenja reproduktivne izolacije njezinih
populacije te povecanja protoka gena. Osim toga, potrebno je ukloniti i druge prijetnje,
kao $to su antropogeno uvjetovano oneciséenje njezinih stanista, kao i negativan utjecaj

stranih 1 invazivnih vrsta, medu kojima su i S. trutta te O. mykiss.
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9. ZIVOTOPIS

Rodena sam 30. travnja 1995. godine u Zagrebu. Ondje sam zapocela svoje obrazovanje 2002.
godine u Osnovnoj Skoli Silvija Strahimira Kranj¢evica. Ve¢ tada sam razvila zanimanje za
znanost, ali 1 glazbu, te sam 2005. upisala Osnovnu glazbenu Skolu Pavla Markovca gdje sam
do 2009. godine ucila svirati violinu. S druge strane, zbog interesa za prirodoslovne znanosti,
nakon zavrSetka osnovne Skole 2010. godine upisala sam XV. gimnaziju. Ondje sam razvila
posebni interes za biologiju, ali i kemiju, te sam 2014. godine, nakon zavrSetka srednjoskolskog
obrazovanja, upisala integrirani preddiplomski i diplomski studij farmacije na Farmaceutsko-
biokemijskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Ipak, zbog velike ljubavi prema zivotinjama te
zelje za radom u podruéju zastite prirode, 2017. godine odlucila sam upisati preddiplomski
sveucilisni studij znanosti o okoliSu na Prirodoslovno-matematickom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu. Ondje sam nastavila razvijati svoj interes za zivotinje, konkretnije kraljesnjake, kao i
zastitu okoliSa i prirode, ali i druga podruéja biologije, kao Sto su genetika, evolucija te
molekularna biologija. Moje zanimanje za Siroki spektar podruc¢ja odrazilo se i na akademskom
uspjehu te sam od 2018. do 2021. bila nagradivana stipendijama za izvrsnost. No, svoje interese
sam razvijala i izvan fakultetskog obrazovanja te sam od 2018. do 2020. godine volontirala u
organizaciji Greenpeace, a od 2019. do 2020. u udruzi BIOM. Nadalje, za vrijeme
preddiplomskog studija, u akademskog godini 2018./2019. odradila sam laboratorijsku stru¢nu
praksu u Laboratoriju za ekologiju zivotinja i biogeografiju na Zoologijskom zavodu, radeci na
determinaciji vodenih kukaca. Idu¢e akademske godine, na zadnjoj godini preddiplomskog
studija (2019./2020.) posvetila sam se i izvannastavnim aktivnostima te predstavljala
Prirodoslovno-matematicki fakultet na Smotri Sveucilista. Takoder, postala sam aktivni ¢lan
udruge BIUS i sudjelovala na viSe istrazivackih i istrazivacko-edukacijskih projekata, kao $to
su ,,Zumberak 2020.“ i ,,Rasprostranjenost puha orasara (Muscardinus avellanarius) u Parku
prirode Medvednica“. Preddiplomski studij zavrSila sam 2020. godine s temom ,,UgroZeni
$i18misi u Republici Hrvatskoj i1 njihova zastita® pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Ivane Buj.
Iste godine upisala sam diplomski sveucilisni studij znanosti o okolisu na Prirodoslovno-
matematickom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Nastavila sam s radom u udruzi BIUS te kao
¢lanica ponovno sudjelovala na raznim istrazivackim i istrazivacko-edukacijskim projektima,
kao Sto su ,,Dabar i voda 2021 i ,,Mala $kola mamalogije u Gorskom kotaru 2021.*. Takoder,
sudjelovala sam na znanstveno-popularnoj manifestaciji ,,No¢ Biologije 2021.“ u pripremi
predavanja i radionica. Osim toga, 2021. godine sam kao voditeljica sekcije za odrzivi razvoj u

udruzi BIUS sudjelovala u provodenju edukacija na projektu Zeleni eMJESEC u suradnji s



udrugom eSTUDENT, a 2022. provodila istrazivanje na istraziva¢ko-edukacijskom projektu
,Histria 2022, Osim sudjelovanja u projektima udruge, 2021. godine sam osmislila,
organizirala te vodila projekt ,,RE: Regionalno Izumrli kojim sam kroz edukativnu izlozbu na
kojoj su bile prikazane recentno izumrle Zivotinjske vrste Hrvatske htjela naglasiti vaznost
bioraznolikosti, ali 1 njezinu ugrozenost antropogenim utjecajima. Nadalje, strucnu praksu
odradila sam 2020./2021. akademske godine u tvrtki Geonatura gdje sam radila na monitoringu
nagradu za timski znanstveni rad ,,Poznavanje i primjena praksi biosigurnosti u terenskim
istrazivanjima“ dobila sam 2021. godine te sam ga iste godine predstavila na 4. Hrvatskom
simpoziju o invazivnim vrstama s medunarodnim sudjelovanjem. Na Prirodoslovno-
matematickom fakultetu sam 2021./2022. akademske godine radila kao demonstratorica na
kolegiju Kraljesnjaci te u laboratoriju na provodenju genskih analiza uzoraka. Osim toga,
sudjelovala sam na stru¢nim projektima ,,Uklanjanje invazivnih ribljih vrsta u Nacionalnom
parku Plitvicka jezera®, ,,Obnova populacije potocne pastrve te ,,Usluga razvoja programa

pradenja za vrste 1 staniSne tipove od interesa za EU".



