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Predgovor

U skladu s Ugovoru br. 57-2010/2 sklopljenim dana 02. studenog 2011. s Hrvatskim
savezom za $portski ribolov na moru (HSSRM), izradeno je Zavrsno izvje$ée projekta
pod nazivom 'Odredivanje genetske strukture izvornih prirodnih populacija vrsta
od interesa za Sportsko - rekreacijski ribolov i marikulturu duzZ isto¢ne obale
Jadrana (gof, zubatac, lubina i komarca)', pod voditeljstvom prof.dr.sc. Ivana
Katavica.

Napominje se da je ovom izvjes¢u prethodile Javne prezentacije dobivenih rezultata u
sklopu (1) edukativnog seminara odrzanog u hotelu Le Meridien Lav pod

organizacijom Sportskog ribolovnog kluba ,Big Game Croatia® iz Splita

(http://www.ribolovnajadranu.hr/#!seminar/c1bht), kao i prezentacija br. (2) tijekom

simpozija Instituta za oceanografiju i ribarstvo organiziranog u prostorijama MedILS-

a (2013), a u sklopu predavanja 'Risks evaluation and management in_marine

aquaculture practices’ dr.sc. Tanje Segvi¢ Bubi¢, te naposljetku (3) u radijskoj emisiji

'‘Jutro _mijenja__sve' (ur. Jadran Marinkovi¢, http://radio.hrt.hr/ep/jutro-mijenja-

sve/29795)).




1. UVOD

Tijekom nekoliko posljednjih desetljeca, ljudski utjecaj na prirodne populacije riba
dramati¢no se povecao kroz intenzivni razvoj industrije uzgoja ribe i drugih morskih
organizama, te eksploataciju prirodnih populacija za ljudsku konzumaciju, te naposljetku i od
Covjeka izazvane promjene okoliSa. Spomenute aktivnosti mogu utjecati na genetsku
raznolikost i strukturu ciljanih vrsta, te je odrzavanje i oCuvanje genetske raznolikosti postao
medunarodni dugorocni cilj u upravljanju prirodnim (nativnim) ribljim populacijama.
Saznanja o genetskoj raznolikosti vrsta i/ili populacija omoguéuju nam uvid u nacin
adaptacije genetskih varijacija s ciljem povecanja prezivljavanja ili razmnozavanja odredene
vrste, pozicioniranje populacija po geografskom podrijetlu te evaluaciju evolucijskog
potencijala vrste/populacije da se nosi s novonastalim okoli§nim promjenama (Koljonen,
2001; Laikre i sur., 2005). Stoga su informacije o genetskoj strukturi komercijalno vaznih
ribljih vrsta neophodne zbog prevencije ekoloskih Steta i zbog osiguranja odrzivog i
ucinkovitog upravljanja eksploatiranih stokova i morskog ekosustava u cjelini.

Gen kao dio genetskog koda odgovoran je za stvaranje odredenih osobina. Cetiri slova
(A, T, G, C) genetskog koda nalaze se u Sezdeset i Cetiri kombinacije, iako postoje samo
dvadeset razliCitih tipova aminokiselina. Razli¢ite kombinacije koda mogu proizvesti istu
aminokiselinu unato¢ razlikama u kodu. Medutim, promjene u genetskom kodu mogu dovesti
do stvaranja razlicitih proteina te potencijalno stvoriti razlike u performansama ponasanja
jedinke ili izmjenjenim fizickim osobinama koje mogu biti nasljedne (fenotip/genotip). Takve
alternativne varijante odredenog gena nazivaju se aleli. Broj razlicitih alela je mjera genetske
varijabilnosti ili raznolikosti. Prosjecan ucinak supstitucije jednog alela u drugi naziva se
"aditivna genetske varijanca." Genetska varijabilnost vrste distribuira se unutar populacije
(izrazena kao razlika izmedu jedinki) i izmedu populacija (izraZzena kao razlika u prisutnosti i
frekvencije alela). Kada postoje razliCite populacije iste vrste s malo ili nimalo veze medu
njima, kao posljedica npr. geografske barijere, one postaju genetski razli¢ite i udaljene jedna
od druge. Gubitak takvih izoliranih populacija moze dovesti do gubitka genetske raznolikosti
unutar vrste. Upravljanje populacijama vrsta od gospodarskog znacaja u vremenu i prostoru,
uvazavajuci unutar i medu - populacijske varijacije, vazno je za njihovu odrzivost kako bi se
izbjegle negativne genetske posljedice (Altukhov i Salmnekova, 1994).

U cilju smanjenja gubitka genetske raznolikosti, upravljanje se mora temeljiti na
saznanjima genetskog integriteta odredenih populacija. Moderne molekularne metode, koje se

intenzivno razvijaju zadnjih godina, omogucavaju odredivanje genetske strukture populacija,



te njihova aplikacija moZe u konacnici olakSati lokalno upravljanje ribljim stokovima i
povecati izlov pod odrzivim ribolovnim rezimom.

Molekularne metode u ribarstvu i akvakulturi

Kao posljedica brzog razvoja molekularne genetike u posljednjih 20 godina, danas
postoji nekoliko razvijenih laboratorijskih tehnika koje su koriste za prikupljanje genetskih
podataka o populacijama vrsta u sustavu uzgoja (komarce, lubina), kao i vrsta od
komercijalnog interesa. Naime, upotreba molekularnih metoda pracena je razvojem
molekularne sistematike koja istrazuje strukture makromolekula, te na osnovi dobivenih
rezultata rekonstruira evoluciju gena i organizama, a samim tim i objaSnjava genetsku
raznolikost (Moritz i Hillis, 1996). Genetska raznolikost populacija moze se utvrditi
koristenjem molekularnih markera koji predstavljaju sekvencu na molekuli DNA ili proteinu
koja se moze lako uocCiti i Cije je nasljedivanje moguce pratiti (Ford-Lloyd, 1996).
Polimorfizam na molekuli DNA javlja se kao posljedica mutacija koje se ocituju kao
supstitucije, a rjede kao insercije ili delecije, ili pak kao greska prilikom replikacije.
Proucavanje polimorfizma omoguceno je otkricem DNA tehnika, na prvom mjestu lancane
reakcije polimeraze, a nakon toga primjene restrikcionih endonukleaza koje sijeku molekulu
DNA na fragmente odredene duzine (Ryman i Utter, 1987). Najces¢e koriStene metode
molekularne biologije u ispitivanju varijabilnosti ribljih populacija su alozimi i suvremeniji
genetski markeri kao Sto su ponavljajuée sekvence nuklearne DNA — mikrosateliti i
mitohondrijska DNA. Upotrebom razli¢itih genetskih markera, kako mitohondrijskih tako i
nuklearnih, selektivno neutralnih lokusa (mikrosatelita), kao i lokusa koji su pod uticanjem
selekcije (pojedini alozimi), mozemo utvrditi genetsku strukturu populacije. Sto je vise
markera u upotrebi, slika genetskih polimorfizama je potpunija.

Mikrosateliti

Mikrosateliti ili ponavljaju¢e jednostavne sekvence (SSR) najCes¢i su oblik
ponavljaju¢e DNK u eukariotskom genomu. Mikrosatelitnu sekvencu ¢ini motiv od dva do
Sest parova baza koje se ponavljaju nekoliko desetaka puta, kao npr. (TG)n ili (AAT)n, ¢ine¢i
sekvencu DNK duljine od nekoliko desetaka do nekoliko stotina nukleotida. Prisutne su u
kodiraju¢im i nekodiraju¢im regijama DNK i zapremaju veliki udio genetskog materijala.
Mikrosateliti su vrlo korisni kod istrazivanja genetske varijacije u populacijskoj genetici, jer
se lako otkrivaju pomoéu PCR tehnike, te se razlika u alelima od samo 1 bp moze uociti na
visoko rezolucijskim gelovima (Hansen i sur. 2001). Lancanu reakciju polimerazom moguce
je dobro optimizirati pa se u jednom procesu moze amplificirati viSe razli¢itih lokusa.

Mikrosateliti se Cesto koriste pri odredivanju roditeljstva, srodnosti i identifikaciji jedinki.
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Radi velikog polimorfizma, mnogi mikrosateliti omogucuju uspjesnu identifikaciju jedinki i
odnosa unutar porodica. To ukljucuje veliki broj mikrosatelita (engl. DNA fingerprinting) koji
predstavljaju razlicite genotipove. Ti biljezi omogucuju identifikaciju srodstva i veze ne samo
u prvoj, ve¢ i u daljnjim generacijama, pa su istrazivai u stanju analizirati reprodukcijski
uspjeh i ,,fitness” pojedine jedinke (Crivelli i sur. 2000).

Mikrosateliti kao genski biljezi imaju niz prednosti, kao S§to su kodominantnost,
pouzdanost, visoka razina ponovljivosti, a tipican lokus moze sadrzavati desetke alela.
Nedostatak je visoka razina specificnosti za jednu vrstu ili svega nekoliko usko srodnih vrsta i
to Sto izrada PCR pocetnica zahtijeva visoku razinu laboratorijske stru¢nosti i uzima puno
vremena. Nakon §to se jednom konstruiraju PCR pocetnice, mikrosatelitne regije jednostavno
se umnozavaju lan¢anom reakcijom polimerazom.

Mitohondrijska DNA

U gotovo svih viSestanicnih zivotinja mitohondrijski genom predstavlja kruzna
dvolanc¢ana DNK molekula veli¢ine od 15,7 do 19,5 kb (kilobaza). Za razliku od replikacije
nuklearne DNK koja je simetri¢na, dvosmjerna i diskontinuirana, replikacija mitohondrijskog
genoma je asimetri¢na, jednosmjerna i kontinuirana, te zahtijeva mnogo manje enzima za
replikaciju. Mitohondrijski genomi svih zivotinja, uz par iznimaka, sadrze istih 37 gena: dva
za ribosomalnu RNK (rRNK), 13 za proteine i 22 za transfer RNK (tRNK). Proizvodi tih
gena, zajedno s RNK molekulama i proteinima koji dolaze iz citoplazme, omogucuju
mitohondrijima posjedovanje vlastitih sustava za provodenje replikacije DNK i transkripcije,
te za procesiranje mRNK i translaciju (Boore, 1999). Replikacija i transkripcija zapocinju u
ne-kodiraju¢oj kontrolnoj regiji. Majcinsko nasljedivanje mtDNK koje ima za posljedicu
haploidno nasljedivanje ¢ini mtDNK izvrsnim genskim biljegom za populacijska istrazivanja.

Ukupna brzina supstitucija u mitohondrijskom genomu procjenjuje se 5-10 puta
vecom od supstitucija u nuklearnoj DNK, premda se brzine promjena sljedova razlikuju u
razlicitim dijelovima mitohondrijskog genoma (Hoelzel i sur. 1991). Najmanju brzinu
supstitucije u mitohondrijskom genomu imaju geni za tRNK i rRNK. Geni koji kodiraju
proteine evoluiraju otprilike dvostruko brze od ribosomalnih gena, §to je do dva reda veli¢ine
brze od brzine evolucije odgovarajuc¢ih nuklearnih gena.

Brzine evolucije znacajno variraju izmedu gena razlic¢itih proteina, a i izmedu
razlic¢itih vrsta ako se proucava odredeni protein. I u mitohondrijskom genomu postoje ne-
kodiraju¢i sljedovi, ali proporcionalno ih je mnogo manje nego u nuklearnom genomu
(Hoelzel i Dover 1991). Mitohondrijska DNK zbog svog malog genoma jednostavne strukture

1 organizacije, haploidnosti, majcinskog nasljedivanja (uz neke iznimke), nedostatka
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rekombinacije i introna predstavlja vrlo koristan molekularni biljeg. Uz to mtDNK posjeduje
regije koje evoluiraju razli¢itim brzinama, §to omogucava dizajniranje konzerviranih
pocetnica i rjeSavanje filogenetskih problema na razli¢itim taksonomskim razinama (Zhang i
Hewitt 1996). Zbog velike brzine mutacije mtDNK varijabilna je unutar prirodnih populacija,
zbog ¢ega je vrlo korisna pri istrazivanjima kra¢ih razdoblja povijesti populacija (Galtier i sur.
2009).

Za filogenetska istrazivanja koja se protezu od razine vrste do razine roda koriste se
varijabilniji dijelovi mtDNK, i to dijelovi gena za citokrom b (Lynch i Jarrell 1993), kontrolna
regija mtDNK (Galtier i sur. 2009) i dijelovi gena za citokrom C oksidaza podjedinica 1
(Folmer i sur. 1994). Gen citokrom C oksidaza podjedinica 1 (COI) identificiran je kao dobar
genetski biljeg za razlikovanje vrsta zbog dvije Cinjenice — univerzalne pocetnice umnaZzaju
segmente gotovo svih zZivotinjskih vrsta (Folmer i sur. 1994), a brzina evolucijskih promjena
ovog gena omogucava razlikovanje srodnih vrsta, te filogeografskih skupina unutar iste vrste
(Cox 1 Hebert 2001). Enzim citokrom C oksidaza veliki je transmembranski protein
prokariotskih stanica i mitohondrija, a sudjeluje u prijenosu elektrona u procesu stanicnog
disanja.

Vaznost odredivanja autohtone populacijske strukture

U Hrvatskoj do danas nisu provedena genetska istrazivanja komercijalno i sportsko-
rekreativno vaznih ribljih vrsta kao §to su gof, zubatac, lubin i komarca, a koji su ve¢ uvedeni
u kontrolirani komercijalni uzgoj. Njihova intenzivna eksploatacija moZze posljedi¢no dovesti
do opadanja broja prirodnih populacija u okoliSu §to izravno utjeCe na izvornost genetske
raznolikosti vrsta. Takoder, takva situacija moze rezultirati smanjenjem inter-populacijskog i
intra-populacijskog polimorfizma, mutacija, hibridizacija te povecano prisustvo recesivnih
alela $to u konacnici utjece na smanjenu sposobnost prezivljavanja vrsta. Poznavanje izvornih
genetskih struktura gofa, zubataca, lubina i komar¢i je nuzno da bi ocuvali lokalnu
bioraznolikost te pruzili osnove za pracenje potencijalne genetske 'erozije' kao rezultat
intenzivne eksploatacije.

S druge strane, i utjecaj marikulture na prirodne populacije je neizostavan. Medu osnovne
opasnosti po okoli§ vezane za marikulturu spadaju potencijalni genetski meduodnosi
odbjeglih i/ili namjerno puStenih uzgojnih organizama 1 prirodnih ribljih populacija
(Grigorakis, 2010). Odnedavno i drugi oblik prebjega dolazi u srediSte pozornosti, a to su
takozvani ,,zbjegovi putem mrijesta”. Naime, posljedica spontanog mrijesta uzgajanih riba u

zatoCeniStvu jest otpustanje velikog broja oplodenih i jajnih stanica. Moguée je da ce



ovakove jedinke genetski kontaminirati autuhtone populacije (Dimitriou i sur. 2007; Jensen i
sur. 2010).

Riblji prebjezi neizbjezna su pojava u marikulturnoj praksi, a proizlaze iz ljudske
pogreske pri rutinskom rukovanju kaveznim mrezama, mehani¢kih kvarova i Steta
uzrokovanih nepovoljnim vremenskim uvjetima ili predatorima poput dupina, koji znaju trgati

mrezni teg (Jackson i sur., 2012) (Slika 1).
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Slika 1. Pregled najces¢ih ¢imbenika i razloga zbog kojih dolazi do prebjega (Jackson i sur.,

2012).

O masovnosti zbjegova malo se zna, osim za uzgajanog lososa Sal/mo salar (Linnaeus,
1758), duziCastu pastrvu Oncorhynchus mykissu (Walbaum, 1792) i bakalara Gadus morhua
(Linnaeus, 1758) u Norveskoj, gdje postoji zakonska regulativa o prijavljivanju tih dogadaja.
Analizom prijavljenih nezgoda uocilo se da je aktivna griznja mreznog tega glavni uzrok (>
50%) nastanka zbjegova (Jackson i sur., 2012). Tako se zbjegovi atlantskog lososa i bakalara,
zbog izuzetne komercijalne vaznosti vrsta i o€ite genetske prijetnje prirodnim populacijama
ve¢ niz godina proucavaju i biljeze, dok je o zbjegovima uzgojnih vrsta u Sredozemlju malo

toga poznato.



Uzgojne populacije znatno se genetski razlikuju od prirodnih populacija. Za
uspostavljanje mati¢njaka iz veliki prirodnih populacija uzima se mali broj jedinki, $to moze
dovesti do promjena u genetskoj strukturi i smanjenja genetske varijabilnosti potomaka (tzv.
Founderov efekt). Nadalje, mati¢na jata domesticiranjem prolaze kroz proces fenotipske
selekcije komercijalno vaznih svojstva kao §to su brzi rast, otpornost na bolesti, tolerancija na
visoke nasadne gustoce i veci jestivi dio ribe, Sto izravno utjeCe na gubitak genotipske
raznolikosti tijekom generacija uzgoja. Smanjenje varijabilnosti i prosjecnog broja alela po
lokusu i visak homozigota, predstavlja Cest scenarij u maticnom jatu (Navarro i sur. 2009).
Takoder, mali broj fertilnih Zenki u kontroliranoj reprodukciji zbog visokog fekunditeta moze
dovesti do krizanja u bliskom srodstvu (engl. inbreeding). Suprotno scenariju koji pogada
maticnjake, u prirodi su populacije podloZzne raznim promjenama kao $to su migracije,
mutacije, selekcija i genetski drift, Sto omogucava odrzavanje visoke genetske varijabilnosti.

Zbog brzog razvoja kaveznog uzgoja, danas je u mrjestiliStima diljem Sredozemlja
uobicajen uzgoj mati¢njaka komarci podrijetlom iz Atlantskog oceana, jer te populacije imaju
bolji rast u usporedbi s lokalnim populacijama (Miggiano i sur. 2005). Potomci nastali
krizanjem prebjega razliCitog geografskog podrijetla s prirodnim populacijama mogu imati
problem oslabljene sposobnosti prezivljavanja zbog inkompatibilne adaptacije (engl.
outbreeding depression) i/ili problem slabljenja srodivanjem (engl. inbreeding depression)
odnosno povecanje homozignosti u populaciji (Ward, 2006).

Prebjezi su Cesto okarakterizirani loSijom kondicijom i prezivljavanjem u usporedbi s
prirodnim populacijama iste vrste. Ipak, prebjezi koji prezive u okoliSu mogu se uspjesno
krizati s prirodnim jedinkama, §to je zabiljezeno kod lososa uzgajanog u Norveskoj (Skaala i
sur. 2006). Brojna istrazivanja provedena u Norveskoj i Irskoj potvrdila su slabije
prezivljavanje i krac¢i Zivotni vijek lososa iz uzgoja i hibrida (prebjezi krizani s prirodnim
populacijama) u odnosu na jedinke iz lokalnih populacija (McGinnity i sur. 2003; Fleming i
sur. 2000). Relativna procjena prezivljavanja bila je najniza za potomstvo iz uzgoja, najvisa
za lokalno, prirodno potomstvo, a u sredini su bili potomci hibrida. Medutim, potomci iz
uzgoja i hibridi u interakciji s lokalnom mladi i kompeticiji za hranu i staniSte opcenito su
agresivniji i imaju brzi potencijal rasta zbog selekcije, §to im osigurava prednost u odnosu na
lokalne jedinke (Fleming i sur. 2000).

Prebjege karakterizira potencijalno negativno geneticko i1 ekolosko djelovanje na divlje
populacije kroz kompeticiju za resurse, predaciju, transmisiju Stetnih patogena i alternaciju
geneticke strukture prirodnih ihtionaselja kroz medusobno krizanje. Faktori prebjega koji

najvise djeluju na ihtiopopulacije u blizini kaveza su prema Forrest i sur. (2007):



e stopa prebjega;

e opseg selekcije osobina uzgojnog stoka;

e veli¢ina izlova i njena koreliranost sa spolnom zreloséu;

e sposobnost prezivljavanja i reprodukcije prebjega u prirodnoj okolini koja je
odredena ishranom i medusobnim krizanjem sa divljim jedinkama;

e velicina, distribucija i zdravstveni status ihtiopopulacija.

Prve tri navedene stavke mogu se kontrolirati preko bolje prakse upravljanja (,,Best
Management Practices). Odabiranjem ranih razvojnih stadija od mati¢njaka koji se stalno
obnavljaju divljim jedinkama, izbjegava se krizanje u bliskom srodstvu i time smanjuje
mogucénost ispoljavanja recesivnih osobina. Rizici posljednje dvije stavke su odredeni
lokalitetom 1 vrstom koja se uzgaja buduc¢i da njihovi ucinci variraju u ovisnosti o
abundanciji, distribuciji i ponasanju okolne ihtiopopulacije.

U Hrvatskoj, razvitkom kaveznog uzgoja lubina i komarce (Slika 2, Tablica 1)
prisutna je sve veca zabrinutost o potencijalnom utjecaju zbjegova na autohtone populacije

tzv. genetskom oneciséenju.

Tablica 1. Proizvodnja uzgojnih morskih organizama u Republici Hrvatskoj za razbolje

2000.— 2011.(MRRR).

GODINA BIJELA SKOLJKASI TUNE UKUPNO RIBLJA MLAD UKUPNO
RIBA (t) (t) (t) (t) Komarcéa Lubin (komadi)

2000 2 100 1111 1167 4378
2002 2500 2500 3971 8971 300 000 4 500 000 4 800 000
2005 3000 3000 3425 9425 5725 00 6 551 000 12 276 000
2006 3500 3500 6700 13 700 4769 000 9191 000 13 960 000
2007 4 000 3500 4180 11 680 5836 000 9 044 000 14 880 000
2008 4500 3000 3711 11211 8920420 11 566 480 20 486 900
2009 5000 2 000 4200 11200 5670 000 8550 000 14 220 000
2010 5200 2000 3368 10 568 3574710 11 531710 15106 420
2011 4533 420 2312 7268 6 562 750 8262 240 14 824 990

U proizvodnoj praksi, mrjestiliSta koriste mati¢njake od svega nekoliko dobro
provjerenih spolno zrelih jedinki koje su prethodno selekcionirane na pozeljni fenotip koji

kroz generacijski 'inbreeding' rezultira posve nepoZeljnom promjenom genotipa, Sto s



vremenom moze voditi eroziji genetske raznolikosti novonastalih populacija. Nadalje, za

potrebe uzgoja velike koli¢ine mladi lubina i komarce nabavljaju se iz inozemstva (uglavnom

iz Italije i Francuske), ¢iji dio prebjezima dospijeva u otvoreno more i dobiva moguénost

krizanja s autohtonim, nativnim populacijama. Stoga genetsko onecis¢enje, odnosno gubitak

izvornih genetskih obiljezja autohtonih populacija zbog krizanja s prethodno selekcioniranim

uzgajanim jedinkama koje nisu liSene ni krizanja u bliskom srodstvu nije moguce iskljuciti.
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ZUPANIJA/UZGAJANI DUBROVACKO — SPLITSKO — SIBENSKO ZADARSKA PRIMORSKO ISTARSKA

ORGANIZAMI NERETVANSKA DALMATINSKA KNINSKA GORANSKA
1. Bijela riba 6 9 2 10 3 2
2. Skoljkasi 80 1 12 5 / 12
3. Tune / 3 / 4 / /

Slika 2. Prikaz registriranih uzgajivaca morskih organizama po zupanijama u Republici

Hrvatskoj (IZOR, 2011; Pavlovi¢, 2010).

Nadalje, poribljavanje odnosno otpustanje uzgojnih populacija lubina i komarce u

more s ciljem ocuvanja njihove brojnosti u morskom okoliSu, takoder moZe utjecati na

genetsku raznolikost autohtonih populacija. Uspostavljeni znanstveni konsenzus izrice da
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namjerno ili/i nenamjerno pustanje uzgojnih riba u more posjeduje ozbiljan rizik na genetski
identitet divljih populacija (Ruzzante i sur., 2004). Uzgajane jedinke razliCite genetske
strukture te razliCitog geografskog porijekla od autohtonih populacija, te prethodno
selektirane na odredeno svojstvo kao npr. brzi rast, mogu uzrokovati slom lokalne i adaptirane
genetske strukture, povecati stopu krizanja u srodstvu i /ili smanjiti genetsku raznolikosti
divljih populacija (McGinnity i sur., 2003). Svjetska iskustva potvrdila su da poribljavanje
(popularno nazvano ,,vracanje moru oduzetog*) moze biti samo privremeno rjeSenje problema

intenzivne eksploatacije s izvjesnim negativnim utjecajem na genetsku strukturu potomstva.

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj projekta jest po prvi puta odrediti genetsku strukturu autohtonih populacija
gofa, zubaca, lubina i komarce u istocnom dijelu Jadrana, koji su izvanredno znacajni i
atraktivni predmeti rekreacijskog i napose Sportskog ribolova, koristenjem molekularnih
genetskih markera, te utvrditi stupanj genetske raznolikosti kao pouzdanog indikatora
"zdravlja" prirodnih populacija. Planiranim projektom daje se doprinos metodologiji za
provodenje sli¢nih istrazivanja i na drugim vrstama od potencijalnog interesa za Sportski
ribolov i marikulturu. Polazna osnova za sve ovo jest dobivanje uvida u genetsku izvornost
nekontaminiranih stokova, §to sugerira potrebu poduzimanja pravovremenog istrazivanja

prije uzgojne ekspanzije doti¢ne vrste i moguce genetske erozije.

3. MATERIJALI I METODE
3.1. Sakupljanje uzoraka

Komarca (Sparus aurata)

Za potrebe predmetnog istrazivanja sakupljene je 168 jedinki komarce u razdoblju od
svibnja do listopada 2012. godine. Uzorak je obuhvacao jedinke razliCitog geografskog
podrijetla i populacijskog karaktera, odnosno jedinke iz prirodnih populacija i uzgojnih
populacija, pokrivajué¢i podruc¢je srednjeg i juznog Jadrana (Slika 3). U srednjem dijelu
Jadrana (otok Brac¢ i Splitski kanal) uzorkovano je 30 divljih jedinki, a u juznom dijelu
Jadrana (Malostonski zaljev) uzorkovane su 44 uzgojne jedinki francuskog podrijetla 1 94
prirodne jedinke. Uzorci su analizirani koriStenjem dvije znanstveno utvrdene metode:

a) mikrosatelitnom genotipizacijom kako bi se odredila genetska struktura ispitivanih

populacija, te



b) morfometrijskom, odnosno klasi¢cnom metodom odnosa i metodom vezanih mreza

kako bi se utvrdile fenotipske razli¢itosti ili slicnosti divlje i uzgojne komarce.

Slika 3. Geografski poloZzaj uzorkovanih populacija komarce Sparus aurata: DKB, divlje
komarce sjeverozapadne strane otoka Braca; DKM, divlje komarée Malostonskog zaljeva;

UKM, uzgojne komarce Malostonskog zaljeva.

Lubin ( Dicentrarchus labrax)

Za potrebe predmetnog istrazivanja sakupljeno je 380 jedinki lubina u razdoblju od
sijeCnja 2012. do svibnja 2013. godine. Uzorak je obuhvacéao jedinke razli¢itog geografskog
podrijetla i populacijskog karaktera, odnosno jedinke iz prirodnih populacija, uzgojnih
populacija, te iz mrjestilista, pokrivajuci tako podrucje sjevernog i srednjeg Jadrana (Slika 4).
Unutar svakog geografskog podrucja, istovremeno je izvrSeno uzorkovanje prirodnih i
uzgojnih populacija. U sjevernom dijelu Jadrana uzorkovano je 30 uzgojnih i 40 divljih
jedinki u podru¢ju Piranskog zaljeva, 30 divljih jedinki u podru¢ju oko Poreca, 20 divljih
jedinki u akvatoriju Rijeke i otoka Cresa te 27 divljih jedinki u akvatoriju otoka Paga. U
srednjem dijelu Jadrana uzorkovano je 25 divljih jedinki u podru¢ju Novigradskog i
Karinskog mora, 43 uzgojne jedinki francuskog podrijetla i 47 uzgojnih jedinki jadranskog
porijekla u akvatoriju otoka Ugljana, 20 divljih jedinki u podrucju Jadrtovca, 25 divljih
jedinki i 48 uzgojnih jedinki u akvatoriju otoka Braca, te 25 divljih jedinki u Sirem akvatoriju

Makarske (Tablica 2).
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Uzorci su analizirani mikrosatelitnom genotipizacijom kako bi se odredila genetska

struktura ispitivanih populacija.

'DLE:iFEiran
UL-Piran: ¥

DL-Poret¢ ©:DL-Rijeka

" ©.DL-Jadrtovac

e

UL-Brag-FRA ¢

8} DL-Makarska.. )

DL‘Brac

Slika 4. Geografski polozaj uzorkovanih populacija lubina Dicentrarchus labrax: DL, divlji

lubin; UL, uzgojni lubin.

Tablica 2. Podaci o uzorcima koristenim u ovom istrazivanju.

Populacije

Podrudje Lokacija Populacijski Zemlja N
oznake tip podrijetla
DL-Piran Sjeverni Jadran  Piranski zaljev Prirodni Slovenija 40
UL-Piran Sjeverni Jadran  Piranski zaljev Uzgojni Italija 30
DL-Porec Sjeverni Jadran ~ Pore¢-Umag Prirodni Hrvatska 30
DL-Rijeka Sjeverni Jadran ~ Rijeka-Cres Prirodni Hrvatska 20
DL-Pag Sjeverni Jadran  Novalja Prirodni Hrvatska 27
DL-Novigrad Srednji Jadran szﬁ?gi{lg;e Prirodni Hrvatska 25
UL-Ugljan-HR Srednji Jadran Ugljan-u. Lamljana Uzgojni Hrvatska 47
UL-Ugljan-FRA  Srednji Jadran Ugljan-u. Lamljana Uzgojni Francuska 43
DL-Jadrtovac Srednji Jadran Jadrtovac-Sibenik Prirodni Hrvatska 20
DL-Bra¢ Srednji Jadran Brac Prirodni Hrvatska 25
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UL-Bra¢-FRA Srednji Jadran Brac Uzgojni Francuska 48
DL-Makarska Srednji Jadran Makarska Prirodni Hrvatska 25

Gof (Seriola dumerili)

U predmetnom istrazivanju sakupljeno je 174 jedinki gofa u razdoblju od sijecnja
2012. do svibnja 2013. godine. Uzorak je obuhvacao jedinke razli¢itog geografskog podrijetla
pokrivaju¢i podrucja sjevernog, srednjeg i juznog Jadrana. Budu¢i da je gof pelagicna i
migratorna vrsta, uzorkovanje je prosireno na Jonsko i Balearsko more, kako bi se odredila
Sto preciznija genetska struktura ispitivanih populacija (Slika 5). U sjevernom dijelu Jadrana
uzorkovano je 29 jedinki u podrucju Dugog otoka i otoka Paga, u srednjem dijelu Jadrana
uzorkovana je 31 jedinka u podrucju otoka Drvenika, Visa i Hvara, dok je u juznom Jadranu
uzorkovano 26 jedinki u Sirem podru¢ju Molunata. U Jonskom moru uzorkovano je 36 jedinki
u podrucju Catanie i Sirakuze, dok su u Balearskom moru uzorkovane 52 jedinke u podrucju

Alicantea.

OLSJEV. JAD

o y
Slika 5. Geografski polozaj uzorkovanih populacija gofa Seriola dumerili: SJEV_JAD,
populacija sjevernog Jadrana; SR_JAD, populacija srednjeg Jadrana; JUZ JAD, populacija

juznog Jadrana; ITA, populacija Jonskog mora, SPA, populacija Balearskog mora.

Uzorci su analizirani metodama
a) mikrosatelitne genotipizacije i
b) sekvencioniranjem gena citokrom C oksidaze podjedinice 1 (COI) mitohondrijske

DNK (mtDNK) kako bi se odredila genetska struktura ispitivanih populacija.
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Zubatac (Dentex dentex)

U predmetnom istrazivanju sakupljena je 151 jedinka zubaca u razdoblju od sije¢nja
2012. do svibnja 2013. godine. Uzorak je obuhvacao jedinke razli¢itog geografskog podrijetla
pokrivajuéi podrucja sjevernog, srednjeg i juznog Jadrana. Takoder, uzorkovana je populacija
iz Balearskog mora, kako bi se odredila Sto preciznija genetska struktura ispitivanih
populacija (Slika 6). U sjevernom dijelu Jadrana uzorkovano je 36 jedinki u podrucju otoka
Paga i Krka, u srednjem dijelu Jadrana uzorkovano je 35 jedinki u podru¢ju Baske vode,
oto¢ja Kornati i otoka Prvic¢a, dok je u juznom Jadranu uzorkovano 15 jedinki u podrucju
Malog mora i poluotoka Peljesca. U Balearskom moru uzorkovano je 30 jedinki u podrucju
Alicantea.

Uzorci su analizirani sekvencioniranjem gena citokrom C oksidaze podjedinice 1
(COI) mitohondrijske DNK (mtDNK) kako bi se odredila genetska struktura ispitivanih

populacija.

SdJ E\‘J"_J AD

SR_.J"A(D_—uzgoj
SRLIAD)C

. c

JUZEUADSPS

Slika 6. Geografski polozaj uzorkovanih populacija zubaca Dentex dentex: SIEV_JAD,
populacija sjevernog Jadrana; SR _JAD, populacija srednjeg Jadrana; SR JAD-uzgoj,
populacije iz uzgoja srednjeg Jadrana; JUZ_JAD, populacija juznog Jadrana; SPA, populacija

Balearskog mora.
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3.2. Izdvajanje DNK

Izdvajanje ukupne DNK kod svih ispitivanih vrsta vrSilo se po prilagodenom
protokolu Laird i sur. (1991) za izolaciju DNK iz sisavaca koriStenjem izopropanola. U
plasti¢ne epruvete (Eppendorf, 2 ml) dodano je 200ul lizirajuceg pufera (engl. Lysis buffer)
(IM Tris-HCI, 5M NaCl, 0.5M EDTA, 10% SDS, pH 7.5). Za svaki uzorak, skarama je
usitnjeno oko 20 mg peraje i dodano u epruvetu s liziraju¢im puferom gdje je naknadno
stavljeno 4 ul proteinaze K, koncentracije 20 mg/ml. Uslijedila je inkubacija od 12h na 55°C
dok se tkivo potpuno ne razgradi. Nakon inkubacije, epruvete su centrifugirane 10 minuta na
2500 okretaja/minuti u mikrocentrifugi (Centrifuge 5415, Eppendorf). U novu epruvetu
preneseno je 180 pl supernatanta paze¢i da se ne uzme talog te je dodano 200 pL
izopropanola. Nakon kratkog mijeSanja epruvete su ponovno centrifugirane 10 minuta na
2500 okretaja/minuti. Izopropanol je pazljivo izlijevan iz epruveta, a talog s DNK ispran je s
400 pL 70% etanola. Nakon ru¢nog okretanja epruveta 2 do 3 puta, uslijedila je treca
centrifuga od 10 minuta na 2500 okretaja/minuti. Konac¢no je cijeli etanol izliven, a epruvete
okrenute naopacke i ostavljene da se suSe sat vremena. Nakon susenja DNK, dodano je 50 pl
TE pufera (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0), te su izolati ostavljeni preko no¢i na 4 °C
radi otapanja DNK. Otopljena DNK pohranila se na -20 °C. Prije smrzavanja, koncentracija
DNK izmjerena je spektrofotometrom (Eppendorf, Quiagen, Ilden, Germany) pri ¢emu je
svakom uzorku odredena potrebna kolicina DNK i TE pufera zbog ostvarenja radne

koncentracije uzoraka potrebnu za PCR reakciju.

3.3. Genotipizacija mikrosatelitnih lokusa

U ovom istrazivanju koristena su tri razliCita seta parova mikrosatelitnih pocetnica
dizajniranih za vrste iz porodice Sparidae, Moronidae te Carangidae, optimizirana u zdruzenu
reakciju za svaku ispitivanu vrstu. Odabrane su iz razli¢itih literaturnih navoda, pazeéi na
duzinski raspon svakog lokusa zbog mogucéeg medusobnog preklapanja u zdruzenoj reakciji i
paze¢i da svi lokusi imaju optimalno umnazanje na istoj temperaturi. Koristeni lokusi te
svojstva parova pocetnica za svaku ispitivanu vrstu prikazani su u Tablicama 3,41 5.

F (forward) oznacava pocetnice koje se vezu na 5° kraju matrice lanca DNK, a R
(reverse) oznacava pocetnice koje se vezu na 3" kraju lanca. Jedna od pocetnica za svaki lokus
oznacena je fluorescentnom bojom koja se kovalentno veze na 5° kraju pocetnice.

Upotrijebljeno je pet boja (najvise moguce): 6-FAM (plava), VIC (zelena), NED (zuta), PET
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(crvena) i LIZ (narancasta). Duzinski standard GS500-Liz (Applied Biosystems) koji se
dodaje PCR produktima, oznacen je s LIZ. Sve su pocetnice otapane u TE puferu (10 mM
Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) da bi se dobile ,,stock® otopine koncentracije od 100 uM,
koje su ¢uvane na -20° C. Od ,,stock” otopina naknadno se radila ,,radna“ otopina pocetnica
(engl. primer mix), koja je sadrzavala 16 ili 20 pocetnica ovisno o ispitivanoj vrsti u

koncentraciji od 2uM.

Tablica 3. Popis istrazivanih mikrosatelitnih lokusa za vrstu Sparus aurata

. L. Lo Veli¢ina

Lokus Boja Uzvodna i nizvodna pocetnica alela (bp) Izvor
576 (F) CATGGCAACGGGGTAGGT .

SaukT40INRA 4\ (R) GTATGCTTGCAAGTGTATGTGTGTC 66-100 SLfr‘“;%yO;
5'6- (F) GTCTCACACCAGATTCAAGACAGTA .

SauDI82INRA v (R) GTTTACTTCTGTGTTTCATCTTCATCTCG  250-270 strur;%yo;
. (F) AACTTAGCAGGGGGAGGCTA .

SauHOBINRA — S*NED ) GTTTCACAAGTGTGCTGAAAGATTACTGT  108-122 strur;%yo;
. (F) CTCGCGGTAGTTGTTCACAGAGC .
POMS2 SVIC T (R) GCAACAATGGAGGGTTCGTCATC 126-165  Stockley
sur. 2000

. (F) GCCAGCCAGGGTACGTC .

Saul47INRA - S*VIC  R) GTTTCCATATCATTACACTGTGGCTA 88-106 SL:‘r‘“;eo-‘{);
. (F) GTAACAATGGTAACGGGGAGTG .

Sall2 SNED - (R) GTTTACCAGACAGCAAAACTGGAT 220-264 furr‘“’zvg(;s
. (F) GACAGAGAGGGAGTGGATGTG ] .

PaGA2a SPET (R) GTTTATCATCATCATCATCAGTCAGAGC 14142 gﬁcg‘(’)ﬁ(‘)
5 6- (F) CAAGGTGTCGCCGTGTCT .

SauG46INRA £ pm (R) GTTTACTGCCAAGGTCAGAGTCACA 110-134 SLlj‘r“r;%;

Tablica 4. Popis istrazivanih mikrosatelitnih lokusa za vrstu Dicentrarchus labrax

Veli¢ina

Lokus Boja Uzvodna i nizvodna pocetnica alela (bp) Izvor

5" 6- (F) AGAAACTGAACTGACTGCTGC 127-149 Tsicenonoulos
Dla 0007 FAM (R) CATTGTGTGTTTAGTGTAATC isu% 20‘0’3

56. (F) GTATGTTGCCAGAGCCAAGC Ciftci i sur
Dla 12 FAM (R) CAGACAAACTGTATGCCTGC 218-250 2002

5 6. (F) TCGGAGCTGATATTGTGCAG Tsigenopoulos
Dla 0011 FAM (R) CCCCATTGTAACAGCAAGTTC 167-213 L sur. 2003
Dla 0016 S*NED  (F) GTGACCGCAGATGAAGAAC 37131 Chistiakov i

(R) GTGTGGAGAGCTTTCTGAG sur. 2004
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(F) GTCTAATGAGCAGTGGAGCAG

Dla 0020 SVIC (R) GCATGTTAGATCCACCTCTTTC 144-174 Scut;“%'gzw
seyic (F) AAGCTATCTGATCTCGCTTG Tsizenonoulos
Dla 0008 (R) ACGTGATTAAGTGTTTGTGAG 218310 |, >'&enop
isur. 2003
. (F) CACAGCCGAAAATAATCCAG L
Dla 0116 SVIC T (R) AGACCGTAACACCTGCCAAC 200210 Chistiakovi
sur. 2004
seppp  (F) TCCTTCCGTGAACTGAGAGC Tsizenonoulos
Dla 0004 (R) CTGGCATCACAGGACACTGC 167-195 , S'&enop
isur. 2003
. (F) CAGGAAAGTCAGTCAAGCACA ) .
Dla 0009 SPET (R) TACACAACCATGGTCCATCC 219261 Tsigenopoulos
1 sur. 2003
. (F) GCAGGTTCAAATTATTTTTGCTC o
Dla 0119 SPET R) TCCTCCTTTTGCTTGCTAGG 112-138  Chistiakovi
sur. 2004
Tablica 5. Popis istrazivanih mikrosatelitnih lokusa za vrstu Seriola dumerili
. . Lo Veli¢ina
Lokus Boja Uzvodna i nizvodna pocetnica alela (bp) Izvor
5 6- (F) CACATTTGGACGGATTCTTC £4.08 Renshaw
Sdu31 FAM (R) GCTGTTATCCTCCAGTGCT
sur. 2007
s (F) CTGTTATGAAGCAGTGAAGAGG Renshaw i
Sdu36 S AM (R) GGACCATCCTGCTCTGACA 200226 0
(F) AGCGTGGACAGTTTATGG Renshaw i
Sdu4l S*NED  (R) GTCTGTTTACTGGTCGCA 96-130
sur. 2007
. (F) GCAGTGTGAGCCATACATTAC A
Sdu46 S'NED - Ry CTACAGGACAAAAGCCATT 217259 ~ Renshaw i
sur. 2007
seppp (F) GGTAATGGGAGGTGTGAGTGT Renshaw i
Sdud4 (R) CCTTCTCCTGTTAATCCATCTCC 114-124
sur. 2007
. (F) AGTGGCTTCTGCTGCTGT A
Sdu39 SPET (R) CGTGTGCGTGCTTGTAAA 154-180  Renshaw i
sur. 2007
. (F) GCATTCTGGCATTAGCAT ) .
Sdu 19 SPET R) GGTACTCTAGTTAGCCCTAC 236272 Renshaw i
sur. 2006
ssppp (F) CCAAGTCCTCCTGCTACTACCAT Renshaw i
Sdu 10 (R) CCTTGTGGATGACCTGTTTG 295346 00

Lanc¢ana reakcija polimerazom. ZdruZzeno umnozavanje mikrosatelitnih regija

provedeno je na uredaju GeneAmp 2700 Applied Biosystems. Sastav PCR otopine za

umnozavanje mikrosatelita i volumeni sastojaka prikazani su u Tablici 6.
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Tablica 6. Koncentracija i sastav PCR otopine za umnozavanje mikrosatelitnog motiva

ukupnog volumena 12,5 pl. Sve otopine su od proizvodaca ,,Qiagen*.

Reakcijska smjesa Koncentracije u Volumen u
reakciji reakciji (pl)
dd H,O 4
2xType-it Multiplex PCR Master mix 1X 6,25
10xPrimer mix , 2 pM svake pocetnice 0.2 mM 1,25
DNK (5ng/pl) 20ng 1,00
Ukupno 12,5

Zdruzena lancana reakcija polimerazom (engl. Multiplex Polymerase Chain Reaction,
multiplex PCR) odvijala se prema sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija 5 min na 95°C, 26
ciklusa umnazanja (svaki se sastoji od vremensko-temperaturnog profila: denaturacija 30 sec
na 95°C, sparivanje pocetnica s kalupom 90 sec na 58°C za komarcu i gofa te 60°C za lubina,
produzavanje pocetnica 30 sec na 72°C) te zavrsno produzavanje 30 min na 60°C. Nakon
zavrSetka PCR reakcije, uzorci su pohranjeni na 4°C do daljnje analize PCR proizvoda.
Desetak nasumi¢no odabranih PCR proizvoda provjereno je gel elektroforezom na 2.5%-tnom
agaroznom gelu obojenom SyBr Sefe-om, da bi se vidjelo je li doSlo do umnaZzanja

fragmenata.

Genotipizacija. Ukupno 1 pl PCR produkta svakog uzorka pomijesano je s 9 pl
mjeSavine formamida (deionizirani formamid denaturira DNK) (Applied Biosystems) i
duzinskog standarda GeneScan 500-250 Liz (Applied Biosystems). Uzorci su podvrgnuti
denaturaciji u uredaju Eppendorf MasterCycler EP Gradient tijekom 4 minute na 95° C i
potom su se hladili na ledu. Denaturacijom se osiguralo da su svi PCR produkti u obliku
jednolancanih molekula. Duzine alela mikrosatelitnih lokusa odredene su pomocéu 36—
kapilarnog sekvenatora ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Program
GeneMapper (Applied Biosystems) koriSten je za analizu elektroferograma (ispis
sekvenatora). Svaki elektroferogram (Slika 7) pregledalo je viSe osoba, radi izbjegavanja

greske.
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Slika 7. Detektirani fragmenti lokusa PbMS2, Saul47INRA, SauH98INRA i Sall12 u Gene

Mapper 4.0 softverskom paketu nakon elektroforeze u ABI Prism 310 genetickom analizatoru

3.3.1. Statisticka obrada molekularnih podataka

Ukupni broj alela (), prosjecan broj alela po lokusu (4), te zapazena heterozigotnost
(Hp), ocekivana heterozigotnost ili genetska raznolikost (Hg), izraCunati su koriStenjem
racunalnog programa POPGENE (Yeh i sur. 2000).

Postojanje nul-alela testirano je pomoc¢u programa Micro-Checker version 2.2.3 (Van
Oosterhout 1 sur. 2004), a u slucaju signifikantnog rezultata procijenjena je ucestalost nul-
alela. GENEPOP 4.0 (Raymond & Rousset 1992) je koriSten za testiranje signifikantnosti
odstupanja od Hardy-Weinbergove (HW) ravnoteze po svakom lokusu pojedinac¢no, kao i za
sve lokuse zajedno (multilokusni test) pomo¢u metode Markovljevih lanaca (Guo &
Thompson 1992). S obzirom da kromosomske lokacije koristenih mikrosatelitnih lokusa nisu
poznate, a vezani geni imaju smanjenu upotrebljivost za neka populacijsko-genetska
istrazivanja, u gore navedenom programu testirana je procjena neravnoteze vezanosti gena
(engl. linkage disequilibrium) pomoc¢u Fisherovog egzaktnog testa algoritmom Markovljevog
lanca (Guo & Thompson 1992).

Racunalni program Fstat (Goudet, 2002) koristio se za izraun alelnog bogatstva (engl.
allelic richness; A;), kao mjera broja alela po lokusu neovisno o veli¢ini uzorka, te za izracun

koeficijenta krizanja u bliskom srodstvu odnosno fiksacijskog indeksa (Fis).
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Protok gena izmedu populacija odreden je putem Fsr vrijednosti za ukupni set podataka
i za sve parove populacija (Weir i Cockerham 1984), koriStenjem programa Arlequin, ver.
3.1. Vrijednost testa krece se u rasponu od 0 do 1; vrijednost bliza gornjoj granici raspona
predstavlja populacije s visokim stupanjem genetske razlicitosti. Razdioba genetske varijacije
izmedu 1 unutar uzorkovanih populacija istrazena je analizom molekularne varijance
(AMOVA) i procjenom fiksacijskog indeksa (Fst), koriStenjem programa Arlequin, ver. 3.1.
Statisticka znacajnost procijenjena je koristenjem 10 000 permutacija.

Procjena postojanja subpopulacija (postojanje strukturiranja unutar populacije)
testirana je pomoc¢u programa Structure 2.2 (Pritchard i sur. 2000). Model koriSten u
programu pretpostavlja postojanje odredenog broja subpopulacija (K) koje karakterizira
odredena skupina frekvencije alela, no pri tome ne moze sam odrediti koliko subpopulacija
postoji ve¢ je potrebno postaviti preduvjete za razli¢iti broj subpopulacija. Vrijednosti
parametara koriStenih u programu bile su 10 000 za ,,Length of Burnin Period” i 100 000 za
L»Number of MCMC Reps after Burnin”, s 20 ponavljanja svake K subpopulacije. Za procjenu
postojanja subpopulacija u svim analiziranim populacijama, koriSten je model ,,Admixture” s
pretpostavkom postojanja od 1 do 4 subpopulacija za komarcu, od 1 do 15 subpopulacija za
lubina te od 1 do 6 subpopulacija za gofa. Najvjerojatniji broj subpopulacija (K) odabran je u
skladu s ad hoc statistickim AK, na osnovu omjera promjene u logaritmiranoj vjerojatnosti
podataka izmedu uzastopnih K vrijednosti. Vizualizacija subpopulacija provedena je u
programu DISTRUCT (Rosenberg, 2004).

Genetska udaljenost (Cavallli-Edwards, 1967), koja pretpostavlja da je glavnina
genetskih razlika uzrokovana genetskim driftom izmedu parova jedinki, izracunata je pomocu
programa MSA (Dieringer i Schlotterer 2003). Neukorijenjeno filogenetsko stablo
konstruirano je na osnovu dobivene matrice udaljenosti pomocu algoritma sparivanja susjeda
(engl. Neighbor-Joining (N-J) algorithm), metodom koja se temelji na p-udaljenosti u
potprogramu NEIGHBOR programskog paketa PHYLIP ver. 3.6b (Felsenstein, 1993). P-
udaljenost predstavlja postotak razlika izmedu populacija. ,,N-J” metoda proracunava matricu
uparenih (engl. pairwise) udaljenosti izmedu populacija, nakon Cega konstruira stablo
temeljeno na proracunima izvorne udaljenosti (Saitou 1 Nei 1987). ,,Bootstrap*
poduzorkovanje (n = 10 000) provedeno je da bi se preciznije procijenila pouzdanost
pojedinih skupina na dobivenom stablu, koriStenjem konsenzus metode na specifiénim
topologijama ¢ija je ucestalost pojavljivanja veca od 50%. Vrijednosti ,,.bootstrap* analize

koje prelaze 70%, odgovaraju vjerojatnosti ve¢oj od 95% da je pronadena pouzdana filogenija
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(Hills & Bull 1993). Neukorijenjeno N-J stablo izgradeno je i vizualizirano u racunalnom

programu SEAVIEW 4 (Gouy i sur. 2010).

3.4. Citokrom C oksidaze podjedinice 1 (COI) mtDNK

Za gofa i1 zubaca, lanCanom reakcijom polimerazom (engl. Polymerase Chain
Reaction, PCR) umnoZen je fragment veli¢ine 650 parova baza (engl. base pairs, bp) gena
citokrom C oksidaze podjedinice 1 (COI) mitohondrijske DNK (mtDNK), uz koriStenje
pocCetnica iz literature (Ward 1 sur. 2005) odnosno uzvodne pocetnice: 5’
TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 3’ (FishF1) 1 nizvodne pocetnice: 5’
TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA 3’ (FishR1). Reakcijska smjesa je sadrzavala 0,8
uM pocetnica, 1 x DreamTaq pufera, 2,5 mM MgSO4 2 mM dNTP mix-a, 1,25 U/ml
DreamTaq DNK polimeraze (Fermentas) i 3 ng/pl DNK kalupa. PCR za dani fragment
izveden je na termostatu GeneAmp 2700 Applied Biosystems prema sljede¢im uvjetima:
pocetna denaturacija 3 min na 95°C, 35 ciklusa umnazanja (svaki se sastoji od vremensko-
temperaturnog profila: denaturacija 30 sec na 95°C, sparivanje pocetnica s kalupom 30 sec na
54°C, produzavanje pocetnica 60 sec na 72°C) i zavrSno produzavanje 10 min na 72°C.
Rezultati reakcije provjereni su gel elektroforezom na 2%-tnom agaroznom gelu obojanom
SyBr Sefe-om, produkti su proc¢iséeni uz pomo¢ QIAquick PCR Purification Kit-a (Qiagen) te
sekvencirani koristenjem ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit-a na ABI
3100 automatskom DNK sekvenator (Applied Biosystems) u oba smjera.

3.4.1. Analiza rezultata sekvencioniranja i izrada filogenetskog stabla

Dobiveni sljedovi nukleotida (sekvence) usporedeni su i poravnati (engl. alignment) sa
sljedovima nukleotida ostalih vrsta iz razreda Carangidae (S. lalandi EF609460.1, S. dumerili
iz Juznog kineskog mora FJ237927.1, S. dumerili iz Egejskog mora KC501452.1) i Sparidae
(D. dentex iz Egejskog mora KC500472.1, D. macrophthalmus iz Egejskog mora
KC500492.1) pohranjenih u GenBank bazi podataka (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Genbank/GenbankSearch.html), upotrebom programa Clustal X koji je integriran u racunalni

program za molekularnu geneticku analizu evolucije poravnanjem sekvenci DNK i proteina
MEGA 3.1 (engl. Molecular Evolutionary Genetic Analysis, MEGA) (Kumar i sur. 2004),
koriStenjem zadanih postavki.

Genetska raznolikost je odredena u programima DnaSP 5.0 (Librado i Rozas, 2009) i
Arlequin 3.5 (Excoffier i sur., 2005) procjenom broja haplotipova (H), polimorfnih mjesta (S),
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raznolikosti haplotipova (h, genska raznolikost; Nei, 1987), nukleotidne raznolikosti (w; Nei,
1987) i srednjeg broja razlika izmedu parova slijedova (k, Tajima, 1983). Mjere genetske
raznolikosti izracunate su za kompletan uzorak sekvenci i posebno za populacije.

Za potrebe filogenetske analize i rekonstrukcije filogenetskog stabla koriStena je
Bayesian Inference (BI) analiza (Larget i Simon 1999) koja rauna pozadinsku vjerojatnost
pojave pojedinog filogenetskog stabla preko simulacije Markovljevog lanca Monte Carlo
(MCMC), implementirane u racunalnom programu MrBayes v3.1.2. (Huelsenbeck &

Ronquist 2001). U Modeltest programu (http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html),

metodom najveée vjerojatnosti odreden je evolucijski model ,,General Time Reversible” koji
najbolje opisuje evolucijske promjene na danim sekvencama. Filogenetsko stablo
konstruirano je uz pomo¢ racunalnog programa Treeview (Page, 1996).

Filogenetski odnosi haplotipova vrste S. dumerili i D. dentex rekonstruirani su mrezom
spajanja vrijednosti (median-joining network) mutacija u programu Network v4.5.1.6
(http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm) (Bandelt i sur., 1999). Navedeni program
sluzi za rekonstrukciju najjednostavnijih i najkrac¢ih filogenetskih stabala i mreza iz
istrazivanog seta sekvenci, te za utvrdivanje pravih i potencijalnih osnivaca (predaka),

evolucijskih grananja i procjenu povijesnog vremena razdvajanja haplotipova.

3.5. Morfometrijska analiza uzgojne i divlje komarce Sparus aurata

Na wuzgojnim 1 divljim populacijama komarce, uzorkovanim wu akvatoriju
Malostonskog zaljeva, izvrSene su morfometrijske analize kako bi se utvrdile fenotipske

razlik izmedu danih populacija. Pri analizi morfometrijskih osobina pristupilo se koriStenju:

a) Klasi¢ne metode odnosa

b) Metode vezane mreze (engl. truss network).

Klasicna metoda odnosa

Klasi¢na metoda odnosa (Tablica 7) temelji se na pravocrtnim udaljenostima medu
tockama, gdje se mjerene morfometrijske tjelesne osobine usporeduju s odgovaraju¢om
tjelesnom veli¢inom radi dobivanja relativnih odnosa (u %). Stoga su one tjelesne osobine
mjerene na glavi (predo¢ni prostor, promjer oka, zaoCni prostor) izrazene u odnosu na duzinu
glave, dok su sve ostale tjelesne veliCine izrazene u odnosu na standardnu duzinu tijela.
Opisan je i odnos standardne i ukupne tjelesne duzine (LS/LT). Ukupno je analizirano 18

tjelesnih odnosa.

21



Klasi¢na metoda odnosa pokazala se posebno prikladnom za utvrdivanje ekoloskih
utjecaja na morfologiju riba jer moze prikazati vrlo malu razliku izmedu dviju udaljenijih
vrsta slinog opceg izgleda koje obitavaju u sli¢cnim ekoloskim uvjetima, te znatniju razliku sa

srodnom vrstom koja nastanjuje druk¢iji biotop.

Metoda vezane mreze

Metodom vezanih mreza (engl. fruss network) mjere se elementi oblika koji su
temeljeni na linearnim mjerenjima izmedu homolognih klju¢nih anatomskih toc¢aka (Tablica
8). Ona pokriva cijelu ribu u uniformnu mrezu ¢ime se teoretski povecava vjerojatnost
ekstrakcije morfometrijskih razlika izmedu genetskih bliskih populacija ili taksona riba.
Uniformna mreza morfometrijskih obiljezja na dvodimenzionalni obris ribe trebala bi dati
mnogo vise informacija nego konvencionalni set mjerenja (Treer, 1993, 1995). Analizirano je

ukupno 27 duzina pomoc¢u 12 homolognih tocaka.

3.5.1. Statisti¢ka analiza

Klasicna metoda odnosa

Statisticka analiza provedena je primjenom racunalnih programa Statistica ver. 7 i Gpower
ver. 3. Za procjenu statisticke znacCajnosti razlika fenotipskih obiljezja izmedu divljih i
uzgojnih jedinki odabran je parametrijski nezavisni t — test. Smatra se da je razlika izmedu
dviju aritmetickih sredina statisticki znacajna ako je dobivena razlika veca od kriticne
vrijednosti + 1,97.

Primjenom Cohenovog d indeksa izracunata je veli¢ina ucinka (eng. effect size) za
utvrdene statistiCke razlike fenotipskih obiljeZja. To je standardizirana mjera procjene razlika
izmedu dviju aritmetickih sredina i jedinica standardne devijacije. Vrijednost Cohenovog d
indeksa odredena je sljede¢om skalom: 0,2 — mala veli¢ina ucinka; 0,5 — srednja velicina
ucinka; 0,8 — velika veli¢ina uéinka.

Takoder, pristupilo se i provedbi statisticke snage testa (Gpower ver. 3) kako bi se
izbjegla vjerojatnost odluke o odbijanju nul hipoteze kada je ona zapravo istinita. Ona
predstavlja mjeru vjerojatnosti da ¢e istraziva¢ u uzorku naci statisticku znacajnost ako takav
ucinak postoji u populaciji koju ispituje. Snaga testa je ovisna o veli€ini uzorka, veliini
ucinka, razini znacajnosti i snazi koristenog testa. Ukoliko je njena vrijednost > 0, 80 onda se

za promatrani nezavisni t — test smatra da ima dovoljnu snagu.
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Tablica 7. Shematski prikaz tijela komarce Sparus aurata s naznacenim tjelesnim veli¢inama.

KLASNICNA METODA ODNOSA

Ukupna duzina tijela (LT) — duzina od vrha gubice do natrag savijene repne peraje;

Standardna duzina tijela (LS) — duzina od vrha gubice do kraja tijela;

Predpodrepna (preanalna) udaljenost (PA) — udaljenost od vrha gubice do pocetka podrepne (analne) (&

peraje;

Duzina glave (C) — duzina od vrha gubice do kraja Skrznog poklopca;

Najveca visina tijela (H);

Najmanja visina tijela (h) — visina repnoga drska;

Duzina trupa (LTR) — udaljenost od kraja skrznog poklopca do analnog otvora;
Duzina repa (LCA) — udaljenost od izmetnog otvora do natrag savijene repne peraje;

Duzina repne (kaudalne) peraje (LC);

. Duzina osnovice ledne (dorzalne) peraje (LD);

. Duzine prsnih (pektoralnih) peraja (LP);

. Duzine trbusnih (ventralnih) peraja (LV);

. Duzina osnovice podrepne (analne) peraje (LA);

. Duzina repnoga drska (PC) — udaljenost od kraja ledne peraje do pocetka repne peraje;

. Visina ledne peraje (D1);

. Visina podrepne (analne) peraje (Al);

. Predoc¢na (preorbitalna) udaljenost (POC) — udaljenost od vrha gubice do prednjeg ruba oka;
. Promjer oka (O);

. Izao¢na (postorbialna) udaljenost (ZOC) — udaljenost od straznjeg ruba oka do pocetka ledne peraje
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Tablica 8. Shematski prikaz tijela komarée Sparus aurata s naznacenom mrezom (modificirano prema Arechavala — Lopez i sur, 2011).

METODA VEZANIH MREZA
1. Vrh premaksile; Kod Duzina
2. Tocka najvece zakrivljenosti u profilnoj regiji glave; i; 21 _120
3. Anteriorni dio dorzalne peraje; A3 10-11
4. Posteriorni dio dorzalne peraje; A4 1-11
5. Dorzalna tocka pocetka kaudalne peraje; AS ; - 1(1)
Ab —
6. Posteriorni ekstremitet lateralne linije; Bl 2.3
7. Ventralni tocka pocetka kaudalne peraje; B2 3-9
8. Posteriorni dio analne peraje; B3 9-10
. ) B4 2-9
9. Anteriorni dio analne peraje; B5 3-10
10. Anteriorni dio trbusne peraje; B6 3-11
11. Operkulum; Cl 3-4
L . C2 4-8
12. Dorzalni dio prsne peraje. 3 8_9
C4 3-8
C5 4-9
Cé6 4-10
D1 4-5
D2 5-7
D3 7-8
D4 4-17
D5 5-8
El 5-6
E2 6-7
F1 1-12
F2 11-12
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Metoda vezanih mreza

Statisticka analiza provedena je primjenom racunalnog programa SPSS ver. 17. Prije
same obrade podataka metodom vezane mreze na podacima je izvrSena alometricna
transformacija po Reistu (1985), kako bi se uklonio utjecaj razli¢itih veli¢ina tijela u
uzorkovanim populacijama na morfometrijske mjere s obzirom da heterogenost veli¢ina
standardne duzine tijela uvjetuje i heterogenost u mjerama.

Podaci su nadalje analizirani multivarijathom metodom odnosno analizom glavnih
komponenti (eng. Principal Component Analysis — PCA) s ciljem odredivanja minimalnog
broja latentnih (glavnih komponenti) varijabli koje objasnjavaju maksimalno mogucu ukupnu
varijancu manifesnih varijabli (eng. eigenvalue), komponente opterec¢enja (eng. PC loadings)
korelacijske matrice manifesnih varijabli te komponentnih bodova (eng. PC scores)
manifesnih varijabli.

Prikladnost korelacijske matrice za analizu glavnih komponenti ispitana je pomocu
Keiser-Meyer-Olkinovog testa (eng. KMO of Sampling adequacy) i Bartettovog testa (eng.
Bartett's test of Sphericity). Kako bi se odredio adekvatan broj komponenti koje nose najveci
dio informacija sadrzanih u polaznom sustavu varijabli, odabran je Kaiserov kriterij prema
kojem se uzimaju samo one glavne komponente kojima odgovaraju svojstvene vrijednosti
vece od 1. Takoder, koriStena je Kaiserova varimax ortogonalna rotacija, koja tezi dati veliko
komponentno opterecenje (velike korelacije izmedu komponenti i varijabli) za svaku pojedinu
komponentu malom broju polaznih varijabli. U ovom radu uzeta su ona optere¢enja polaznih
varijabli ¢ija je vrijednost veca od 0,55 (55%).

Diskriminatna analiza, kao multivarijatna metoda, koriStena je za identifikaciju
fenotipskog karaktera uzgojnih i divljih populacija komarci. KoriStena je "Forward Stepwise
diskriminatna analiza" upotrebom metode Mahalanobisove uopéene udaljenosti (eng.
Mahalanobis Generalized Distance) s obzirom da je to jedno od najpouzdanijih mjerila
udaljenosti izmedu dvije populacije te se njome rjeSavaju problemi koreliranih svojstava i
ovisnosti o skali mjerenja. Time se nastojalo dobiti set prediktora koji najbolje diskriminiraju

divlje i uzgojne jedinke komarce.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Komar¢a Sparus aurata

Za potrebe odredivanja genetske strukture divljih i uzgojnih komar¢i u isto¢nom dijelu
Jadranskog mora, odnosno u podru¢ju juznog Jadrana (Malostonski zaljev), gdje je
pretpostavka da uzgojne populacije imaju znatan utjecaj na autohtonost divljih populacija,
uspjesno je genotipizirano 30 jedinki iz uzgoja francuskog porijekla, 50 divljih jedinki te 30
divljih jedinki iz podrucja srednjeg Jadrana, dakle populacija koja u predmetnom istrazivanju
ima ulogu referentne populacije.

Opisna statistika i testiranje Hardy-Weinbergove ravnoteZe

Svi istrazivani mikrosatelitni lokusi komarce bili su polimorfni. Na 9 istrazenih
mikrosatelita utvrdena je prisutnost od 216 alela, odnosno prosje¢na brojnost alela po
populaciji iznosila je 72.6 (£23.7) dok je po ispitivanim lokusima iznosila 9.5 (+4.4). Najveci
broj alela imao je lokus SauD69 s prosjecnom ucestalos¢u od 16.3+5.5 po populaciji, a
najveci broj alela (20) danog lokusa opazen je u divljoj populaciji komarc¢e iz Malostonskog
zaljeva. Najmanji broj alela imao je lokus SauH98 s prosje¢nom ucestalos¢u od 3+1.7 po
populaciji, a najmanji broj alela (2) danog lokusa opazen je kod uzgojne populacije
Malostonskog zaljeva te divlje populacije srednjeg Jadrana. Medu uzorcima komarci iz
uzgoja utvrdena je prisutnost 3 alela koja se nisu javila u ostalim ispitivanim populacijama
(privatni aleli), u uzorcima divljih komarci iz Malostonskog zaljeva utvrdena je prisutnost cak
14 privatnih alela dok je kod uzoraka divlje komarce iz srednjeg Jadrana pronadeno 8
privatnih alela. Isprekidana odnosno disjuktna distribucija alela uocena je na 7 lokusa, dok je
na lokusima SauD182 i PbMS2 distribucija alela bila kontinuirana.

Parametri genetske raznolikosti uzgojnih i divljih komar¢i prikazani su Tablici 9.
Srednja vrijednost zapazene heterogenosti (genetske raznolikosti) svih ispitivanih populacija
komarc¢i iznosila je 0.68+0.2, dok je ocekivana heterozigotnost iznosila 0.78+0.1, sli¢no
prethodnim istrazivanjima za atlantske i sredozemne populacije (Alarcon i1 sur. 2004;
Karaiskou i sur. 2009, Segvi¢-Bubié i sur. 2011). Kod uzgojne populacije uotena je najniza
genetska raznolikost. Takoder, znacajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze je
uoceno kod uzgojne populacije i to na lokusima SauD182, PbMS2 i SauD69, te kod divlje
populacije iz Malostonskog zaljeva i to na lokusima SauK140, SauG46, SauH98 i SauD69.
Svi lokusi kod referentne populacije iz srednjeg Jadrana su bili u Hardy-Weinbergovoj
ravnotezi.

Odstupanja od Hardy-Weinberg ravnoteze mogu biti izravna posljedica ne-

nasumicnog krizanja jedinki ili krizanja populacija razli¢itog geografskog podrijetla, prirodne
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selekcije ili netoc¢no identificiranih genotipova (Ward, 2006). Ne-nasumicno krizanje nastalo
zbog krizanja u bliskom srodstvu populacije niske efektivne veliCine, tipiCan je scenarij u
mrjestilidtima u kojima ne postoji kontrola mati¢nih genotipova. Stoviie, problem ne-
nasumi¢nog krizanja pogotovo je naglasen u mati¢njacima komarce, gdje u kontroliranoj
reprodukciji svojstvo protoandri¢nog hermafroditizma omogucava koriStenje iste jedinke prvo
kao muzjaka, a kasnije kao zenke (Borrell i sur. 2007; Karaiskou i sur. 2009). Zbog ovakvog
obrasca upravljanja mati¢njacima komarce, u ovom je istraZivanju potvrden nizi prosjecni
broj alela po lokusu (7.843.8) kod uzgojnih populacija u usporedbi s prirodnim populacijama
(10.9£4.7 te 1044.8) te najvisi fiksacijski indeks odnosno vrijednost koeficijenta krizanja u
srodstvu koji je iznosio 0.141 .

Uoceni viSak homozigotnosti i posljedi¢no odstupanje od Hardy-Weinberg ravnoteze
kod divlje populacije iz Malostonskog zaljeva moze se pripisati Wahlund-om u¢inkom koji
nastaje zbog uzorkovanja jedinki razli¢itih subpopulacija i s razli¢itim alelnim frekvencijama
(Rosenberg i Calabrese 2004). Takav scenarij mogu¢ je u situaciji kad je genetski meduodnos
uzgojnih i prirodnih populacija zapoceo, ali s jo§ nepotpuno ukrizanim genotipovima.

Osim za uocenu i oc¢ekivanu heterozigotnost, uzorci iz uzgoja ocituju nize vrijednosti
za sve ostale istrazene mjere genetske raznolikosti - alelno bogatstvo i broj efektivnih alela po

lokusu (Tablica 9).

Tablica 9. Opisna statistika genetske raznolikosti prirodnih i uzgojnih populacija komarce

Sparus aurata iz istocnog dijela Jadranskog mora

Populacije  Pop. Alelna raznolikost Heterozigotnost

oznake tip N 4 4. A H, H. Fis
UKM Uzgoj 58 7.8+£3.8 48+19 74+£35 065+02 0.75+0.1 0.141
DKM Prirodni 100 109+4.7 53+29 9.0+£3.6 069+02 0.77+0.1 0.104
DKS Prirodni 58 10048 57+3.0 95+44 069+03 0.78+0.1 0.122
Ukupno 216 12.8+6.1 5729 95+£38 068+£0.2 0.78+0.1

UKM, uzgojne komar€e iz Malostonskog zaljeva; DKM, divlje komarce iz Malostonskog zaljeva; DKS,
divlje komarée iz srednjeg Jadrana. . N = ukupan broj alela; 4= prosjecan broj alela po lokusu; Ae = broj
efektivnih alela po lokusu; Ar = alelno bogastvo; Ho = zapaZena heterozigotnost; He = ocekivana

heterozigotnost; F1IS = fiksacijski indeks.
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Udaljenost izmedu jedinki i populacija

Fiksacijski indeks Fgr, kao mjera protoka gena odnosno genetske diferencijacije
populacija komarci, iznosio je 0.017 sa znacajnom p-vrijednos$éu od 0.005, Sto upuéuje na
nisku genetsku strukturiranost odnosno na postojanje znatnog protoka gena izmedu ispitivanih
populacija. Vrijednost indeksa je ispod prosjeka za skupinu morskih riba (0,062; Ward, 2006).
Test usporedbe genetske diferencijacije izmedu parova populacija je potvrdio najveci protok
gena izmedu uzgojnih i divljih populacija Malostonskog zaljeva (0.019) te izmedu divljih
populacija juznog i srednjeg Jadrana (0.011) (Tablica 10). S obzirom da je protok gena u
negativnom korelacijskom odnosu s Fsr vrijednoscu, za pretpostaviti je da ¢e populacije bez
fizickih 1 ekoloskih barijera u Jadranu kao i na Sredozemlju biti manje heterogene odnosno
genetski sli¢nije. Genetski najudaljeniji par populacija sa znacajnom p-vrijednos¢u bila je
populacija iz uzgoja naspram divlje populacije srednjeg Jadrana (0.03). Sli¢an odnos
populacija je potvrden analizom Cavalla-Sforza i Edwards (1967) chord genetske udaljenosti
(Slika 8).

Tablica 10. Vrijednosti Fst parametara (ispod dijagonale) i genetske udaljenosti [Cavalla-
Sforza i Edwards (1967) chord udaljenost] izmedu tri populacije komar¢i iz isto¢nog dijela

Jadrana.

UKM DKM DKS
UKM 0.30 0.33
DKM 0.019 0.26
DKS  0.030* 0.011

UKM, uzgojne komarcée iz Malostonskog zaljeva; DKM, divlje komarce iz Malostonskog zaljeva; DKS, divlje komarce iz

srednjeg Jadrana. * = znacajna razli¢itost nakon parcijalne Bonferroni korelacije

Rezultate fiksacijskog indeksa izmedu populacija potvrdila je i razdioba genetske
varijance utvrdena analizom molekularne varijance (AMOVA, Tablica 11). Iako je fiksacijski
indeks Fgsr izmedu ispitivanih populacija bio znacajan, 85.5% varijabilnosti je pripisano
razlikama na razini svih jedinki, a svega 1.85% je pripisano razlikama na razini populacije.
Ovakva heterogena genetska struktura populacija, koja je rezultat heterogenih genotipskih
frekvencija istrazivanih lokusa komarce, ve¢ je uocena na populacijama iz Sredozemlja i
Atlantika (Alarcon i sur. 2004, Karaiskou i sur. 2009). Alarcon i sur. (2004) tvrde da je
visoka izmjena migranata, prvenstveno prebjega iz akvakulture, osnovni uzrok niske

strukturiranosti populacija, kao i velika efektivna subpopulacijska veli¢ina. Takoder, takvu
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situaciju moze potaknuti znatan broj migranata, koji prelazi minimalne procjene potrebne za
suprotstavljanje ucincima genetskog drifta (Slatkin, 1985), sprjecavaju¢i jaCanje genetske

strukturiranosti populacija.
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Slika 8. Nezakorijenjeno filogeneticko stablo izradena pomocu algoritma sparivanja susjeda

na osnovi Cavalla-Sforza i Edwards chord genetske udaljenost populacija komarci S. aurata

Tablica 11. Rezultati analize molekularne varijance (AMOV A) prikazuju razdiobu geneticke
varijance izmedu ispitivanih populacija komarce

Izvor varijacije d.f. % varijacije P-vrijednost
Izmedu svih populacija 2 1.85 (Fst: 0.017) 0.005
Unutar populacije 106 12.63 (Fs:0.120) <0.001
Izmedu svih jedinki 109 85.52 (Fir: 0.134) <0.001
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Procjena postojanja subpopulacija

Algoritmom programa STRUCTURE (Pritchard i sur. 2000) koji procjenjuje broj
izvornih populacija na temelju kojih su nastale uzorkovane populacije istocnog Jadrana
koriste¢i Bayesianski pristup obrade frekvencija ispitivanih alela, odnosno odreduje skupinu
genetski slicnih jedinki bez prethodnog znanja o njihovom srodstvu, utvrdeno je postojanje
dvije izvorne populacije (Slika 9). Referentnu populaciju iz srednjeg Jadrana je saCinjavala
izvorna populacija 1 (Zuta boja) i to s 85% genotipova, dok su populaciju iz uzgoja i divlju
populaciju Malostonskog zaljeva sainjavale izvorna populacija 1 (zuta) i 2 (plava) u skoro
jednakim omjerima (48:52 za uzgoj, 50:50 za divlje). Izneseni rezultati dokazuju snazan
genetski utjecaj prebjega na lokalne-divlje populacije i na njihovo medusobno krizanje u

prirodnom okolisu.

Slika 9. Posteriorna vjerojatnost pripadanja jedinki iz uzorkovanih populacija komarci S.
auarata pretpostavljenim izvornim populacijama
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Zanimljivo je to Sto je u posljednjih deset godina primijeen znacajan porast
populacija divljih komaré¢i u obalnim podru¢jima istocnog Sredozemlja, Sto se odnedavno
povezuje s mrijestom uoCenim unutar kaveza za uzgoj, koji posljedi¢no dovodi do veceg
novacenja ,divljih” stokova komarce. Takoder, Dimitriou i sur. (2007) uocili su
udvostrucenje populacija divlje komarc¢i unutar lagune Messolonghi u Grckoj, te su takvu
populacijsku ekspanziju povezali s nedavnom primjenom produzenog ciklusa uzgoja (3
godine) koji omogucava spolno sazrijevanje zenki u zatoCenistvu. Slicno tome, u delti rijeke
Neretve uoceno je povecanje ulova komarce na 150 tona godisnje, Sto potvrduje hipotezu o

meduodnosu prebjega i prirodnih populacija, kao i rezultate ovog istrazivanja.

Morfometrijska analiza uzgojne i divlje komarce

Za potrebe ovog istrazivanja, na uzorcima divlje i uzgojne komarce iz Malostonskog
zaljeva osim §to je izvrSena mikrosatelitna genotipizacija, takoder je izvrSena morfometrijska
analiza uzoraka, kako bi se na razini fenotipa i genotipa valorizirao utjecaj prebjega na divlje
populacije komar¢i.

Za morfometrijsku analizu, ukupno je skupljeno i obradeno 138 jedinki komarce. Broj
divljih jedinki uzetih za biometrijska istrazivanja putem klasi¢ne metode tjelesnih odnosa
iznosio je 94 od Cega je i za potrebe metode vezane mreze obradeno njih 75. Broj uzgojnih
jedinki za analizu biometrije obiju metoda iznosio je 44.

Klasi¢nom metodom tjelesnih odnosa ustanovljeno je 13 od 18 statisticki znacajnih
razlika izmedu divljih i uzgojenih komarci Malostonskog zaljeva. Upotrebom statistickih
parametara veli¢ine ucinka i statisticke snage testa utvrdeno je da su se na uzorku od 138
jedinki, od cega je 94 divljih i 44 uzgojne, razlikovne karakteristike kretale od srednjeg do
velikog znacenja. Gotovo svi odnosi su pokazivali srednje (h/LS, LC/LS, LA/LS, PC/LS) ili
velike (PA/LS, H/LS, LP/LS, D1/LS, O/C, LTR/LS) vrijednosti Cohen — ovog indeksa, ¢ime
je za te odnose statisticka snaga testa bila zadovoljavajuca (> 0,80) (Tablica 12, Slika 10).

Morfometrijska analiza putem metode vezane mreze ukazuje da je vecina razlika
locirana uglavnom na anteriornom dijelu tijela, prvenstveno mjerama glave i visine tijela (B5,
A2 B6, A5, A6, A3), repnoga drska (E1 i E2) te trupno — repne regije (C4 1 B4).

Dakle, tjelesna morfologija uzgojnih jedinki karakterizirana je zdepastim tijelom s
plosnatijim profilnim oblikom glave te kra¢im perajanim dimenzijama u odnosu na izduzenije
tijelo divljih jedinki komarc¢i s manjom tjelesnom visinom. Najvece razlike uocene su na
prsnim perajama, visini ledne peraje, najvecoj tjelesnoj visini, predrepnoj udaljnosti, trupu,

promjeru oka i indeksu kondicije
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Tablica 12. Zbir tjelesnih odnosa koji su se statisticki znacajno razlikovali izmedu divljih i

uzgojnih komar¢i Malostonskog zaljeva na osnovi koriStenja klasi¢ne metode odnosa.

Morfometrijsko

obiljeZje LP/LS D1/LS  H/LS PA/LS  O/C PC/LS
Veli¢ina ucinka 2,35 2,10 1,01 0,98 0,80 0,74
Statisticka snaga 1,00 1,00 0,99 0,99 0,99 0,98
LA/LS  h/LS LC/LS  Al/LS LV/LS  LCA/LS
Veli¢ina ucinka 0,71 0,66 0,52 0,50 0,50 0,50
Statisticka snaga 0,97 0,94 0,80 0,78 0,77 0,77

Puna nazivlja skracenica vidi u dijelu Materijala i metoda

Box & Whisker dijagram
Indeks kondicije
2,2
20} T
1,8 O
1,6 —‘7 l
1,4 t
0

1,2 l
1,0 .

Divlje jedinke

Uzgojne jedinke

[ Aritmeti¢ka sredina
O Aritmetigkasredina 46D
T Aritmetickasredina 41,96*SD

.Slika 10. Prikaz indeksa kondicije divljih i uzgojnih komarci Malostonskog zaljeva koja su

se statisticki znacajno razlikovala (p<0.05).
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Prema diskriminatnoj analizi originalnom raspodjelom 86,6 % uzorkovanih jedinki
tocno je klasificirano u divlje ili uzgojno podrijetlo, dok unakrsna validacija pokazuje da je
toc¢nost te raspodjele 84,0 % (Tablica 13). Svrstavanje pojedinih divljih jedinki u uzgojno
podrijetlo upucuje na mogucnost da se radi o prebjezima. GenetiCka bliskost divljih jedinki
Malostonskog zaljeva i uzgojnih jedinki francuskog podrijetla vjerojatno je razlog Sto je
originalnom raspodjelom 9 od 75 odnosno 12 od 75 unakrsnom validacijom klasificirano kao
jedinke uzgojnog podrijetla. Navedenu hipotezu podupiru rezultati istrazivanja Loya i sur.
(1999), koji su ustanovili da francuske uzgojne jedinke imaju blago zaokruZeni dio
posteriorne regije glave (od pocetka ledne peraje do tocke najvece zakrivljenosti u anteriornoj
regiji glave), dulji trupni dio i krace analne peraje u odnosu na Spanjolske uzgojne jedinke.
Ovi rezultati se poklapaju s dobivenim rezultatima u ovom istrazivanju, gdje su uzgojne
jedinke imale ve¢e mjere trupa (B3), ali manje mjere obiljezja glave (Al i B1). Ako se uzme u
obzir da u Malostonskom zaljevu djelatnost kaveznog uzgoja traje vise od 20 godina, onda je
jasno da je tijekom tog perioda doslo do interakcije prebjega s lokalnim populacijama S$to je
rezultiralo fenotipskom bliskos¢u divljih i uzgojnih stokova.

Ustanovljene sli¢nosti u morfoloskim obiljezjima izmedu divlje i uzgojne komarce
dijelom su rezultat i fenotipske plasti¢nosti riba. Upravo su Rogdakis i sur. (2011) pokazali da
je potrebno 6 do 7 mjeseci ribolovno — uzgojnim (poribljavanje) komar¢ama da poprime
ve¢inu morfoloskih obiljezja divljih jedinki zbog promjene okoline i rezima ishrane. O¢ito je
to proces za Ciju je prilagodbu potrebno vrijeme te je vazno uociti u kojem je ontogenetskom
stadiju doslo do prebjega. Stoga morfoloska istrazivanja imaju ogranic¢enu aplikaciju za one
jedinke koje su prebjegle u razli¢itim fazama ontogenetskog razvoja ili kroz jednu od drugih
formi kao kroz mrijes¢enje uzgojnih jedinki unutar kaveza.

Klasicna metoda tjelesnih odnosa pokazala se praktiénijom u raspoznavanju
morfoloskih razlika. Ve¢ina mjera ove metode su pozicionirane u odnosu na uzduznu tjelesnu
os s nekolicinom njih koje pokrivaju i Sirinu jedinke. Time je lakSe bilo ustanoviti razlike
izmedu zdepastog i1 izduzenog oblika tijela budu¢i da se mjere izrazavaju tjelesnim
proporcijama. Medutim, metoda vezane mreze je pokazala kako jednakost tjelesnih proporcija
kod divljih i uzgojnih jedinki ne znaci da ne postoji morfoloska razlika. To je najbolje
demonstrirano na podrucju glave gdje klasicna metoda nije utvrdila statisticke znacajne
razlike predocne i1 izao¢ne udaljenosti, no vezanom mrezom je konstatiran plosnatiji profil

glave uzgojne jedinke u odnosu na divlje.
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Upotrebom ovih dviju metoda dobila se potpunija slika morfoloskih razlika te se

njihova kombinirana upotreba preporucuje samo u daljnja znanstvena istrazivanja sli¢ne

problematike.

Tablica 13. Rezultati klasifikacije populacija komar¢i na osnovi morfometrijskih mjera

koriStenjem diskrimantne analize

Predvidena grupna pripadnost | Ukupno
Podrijetlo jedinki komarce Malostonskog
zaljeva Divlje jedinke Uzgojne
jedinke
. Divlje jedinke 66 9 75
Broj o
Original Uzgojne jedinke 7 37 44
y Divlje jedinke 88,0 12,0 100,0
° Uzgojne jedinke 15,9 84,1 100,0
. Divlje jedinke 63 12 75
Broj
Unakrsna Uzgojne jedinke 7 37 44
validacija o Divlje jedinke 84,0 16,0 100,0
’ Uzgojne jedinke 15,9 84,1 100,0

e 86,6% klasificirano originalnom raspodjelom.

e 84,0% klasificirano prema metodi unakrsne validacije.
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Slika. Fenotipska raznolikost ,,divljih* komarci u Malostonskom zaljevu
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Lubin Dicentrarchus labrax

Za potrebe odredivanja genetske strukture divljih i uzgojnih populacija lubina u
istocnom dijelu Jadranskog mora, uspjesno je genotipizirano 12 populacija razli¢itog
geografskog podrijetla i populacijskog karaktera, odnosno jedinke iz prirodnih populacija,
uzgojnih populacija, te iz mrjestiliSta, pokrivajuci tako podrucje sjevernog i srednjeg Jadrana

(Slika 4, Tablica 2).

Opisna statistika i testiranje Hardy-Weinbergove ravnoteZe

Svi su istrazivani mikrosatelitni lokusi lubina bili polimorfni. Na 10 istrazenih
mikrosatelita utvrdena je prisutnost od 675 alela, odnosno prosjecna brojnost alela po
populaciji je iznosila 111.3 (£22.4) dok po ispitivanim lokusima je iznosila 11.4 (+4.1).
Najveci broj alela je imao lokus D1a0008 s prosjecnom ucestaloséu od 19.5+3.5 po populaciji,
a najveci broj alela (28) danog lokusa je opazen u divljoj populaciji lubina iz Piranskog
zaljeva. Najmanji broj alela imao je lokus DIa0116 s prosje¢nom ucestalos¢u od 5.7+0.6 po
populaciji, a najmanji broj alela (5) danog lokusa je opazen u uzgojnoj populaciji Piranskog
zaljeva te divljim populacijama srednjeg Jadrana. Unutar populacije lubina iz uzgoja na o.
Ugljanu (hrv. porijeklo) utvrdena je prisutnost najveceg broja alela (5) koja se nisu javila u
ostalim ispitivanim populacijama (privatni aleli), dok populacije iz Novigradskog mora i o.
Paga nisu sadrzavali privatne alele. Isprekidana odnosno disjuktna distribucija alela uocena je
na 9 lokusa, dok je na lokusu Dlal2 distribucija alela bila kontinuirana.

Parametri genetske raznolikosti populacija lubina prikazani su Tablici 14. Srednja
vrijednost zapazene heterogenosti (genetske raznolikosti) svih ispitivanih populacija lubina
iznosila je 0.76+0.1, dok je ocekivana heterozigotnost iznosila 0.88+0.1, slicno prethodnim
istrazivanjima za atlantske i sredozemne populacije gdje su koriSteni mikrosateliti kao
genetski biljeg (Castilho i Ciftei, 2005; Garcia De Leon i sur. 1997, Naciri i sur., 1999). Kod
uzgojne populacije je uocena najniza genetska raznolikost i to izrazito kod uzgojnih
populacija atlantskog porijekla (UL-Ugljan-FRA, UL-Brac-FRA). Takoder, znacajno
odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze je uoceno kod dviju spomenutih uzgojnih
populacije i to na svim lokusima izuzev Dlal2, Dla0020 i Dla0116 lokusa za UL-Ugljan-
FRA populaciju, te izuzev D1a0020, Dla0116 i D1a0004 lokusa za UL-Bra¢-FRA populaciju.
Od divljih populacija jedino je populacija iz Novigradskog mora (DL-Novigrad) pokazala
znacajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze i to na lokusima D1a0011, D1a0008 i
Dla0119. Sve ostale ispitivan populacije su bile u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi (Tablica

14).
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Tablica 14. Opisna statistika genetske raznolikosti prirodnih i uzgojnih populacija lubina

Dicentrarchus labrax iz isto¢nog dijela Jadranskog mora

Populacije Pop. Alelna raznolikost Heterozigotnost

oznake tip N 4 4. A 4y H, H. Fis

UL-Piran-ITA  Uzgoj 60 9.5+3.0 61+23 72+20 1 084+01 082+0.1 -0.017
UL-Ugljan-FRA Uzgoj 86 11.8+3.6 6.8+34 81+20 3 069+0.1 082+0.1* 0.161
UL-Ugljan-HR ~ Uzgoj 94 112437 6.6+24 76+18 5 080+0.1 082+0.1 0029
UL-Braé-FRA  Uzgoj 96 122445 59+19 76+18 1 069+0.1 081+0.1* 0.147

DL-Piran Prirodni 78 15.0+6.0 84+45 90+£27 4 07601 0.86+0.1 0.113
DL-Pore¢ Prirodni 40 11.2+43 65+32 85+£25 3 0.82+£0.1 083+0.1 0.016
DL-Rijeka Prirodni 31 123+45 84+37 99+£30 2 080+0.1 088+0.1 0.106
DL-Pag Prirodni 36 11.0£39 7.1+32 88+26 - 081+0.1 085+0.1 0.056
DL-Novigrad Prirodni 47 122+43 7.6+35 89+25 - 071+02 0.86+0.1* 0.180

DL-Jadrtovac Prirodni 20 88+3.0 6.0+£30 88+£30 1 0.77+0.1 0.84+0.1 0.091
DL-Bra¢ Prirodni 46 99+£34 62+£19 7.7+£21 2 0.79+0.1 0.84+0.1 0.060
DL-Makarska Prirodni 42 11.7+47 72+£35 87+£29 3 0.75+0.1 0.84+0.1 0.116
Ukupno 675 21.1+£93 11.1£63 98+£27 0.76 £0.1 0.88+0.1 0.066

Populacijske oznake kao 1 u Tablici 2. N = ukupan broj alela; 4= prosjeCan broj alela po lokusu; Ae = broj
efektivnih alela po lokusu; Ar = alelno bogastvo; Apr = privatni aleli; Ho = zapazena heterozigotnost; He =
ocekivana heterozigotnost; FIS = fiksacijski indeks; * znacajno odstupanje od Hardy-Weinberg-ove

ravnoteze

Za pretpostaviti je da je zbog ne-nasumicnog krizanja te krizanja jedinki u bliskom
srodstvu, S§to se deSava u komercijalnim mrjestiliStima u kojima ne postoji kontrola
genotipova, uoceno znacajno odstupanje od H-W ravnoteZe kod uzgojnih populacija. Opisani
obrazac upravljanja mati¢njacima dodatno potvrduje vrijednost koeficijenta krizanja u
srodstvu (Fis) koji je bio najvisi kod spomenutih populacija kao i najnize vrijednosti
prosjecnog broja efektivnih alela po lokusu (5.9-6.9) te alelnog bogatstva (7.2-8.1) u
usporedbi s danim vrijednostima uoc¢enim kod divljih populacija(6.0-8.4 te 7.7-9.0).

Uoceni viSak homozigotnosti i posljedi¢no odstupanje od Hardy-Weinberg ravnoteze
kod divlje populacije iz Novigradskog mora moze se pripisati Wahlund-om ucéinkom koji
nastaje zbog uzorkovanja jedinki razli¢itih subpopulacija i s razli¢itim alelnim frekvencijama

(Rosenberg i Calabrese 2004).
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Udaljenost izmedu jedinki i populacija

Ukupna vrijednost fiksacijskog indeksa Fsr, kao mjera protoka gena odnosno genetske
diferencijacije ispitivanih populacija, iznosila je 0.053 sa znac¢ajnom p-vrijedno$¢u manjom
od 0.001. Relativno visoka vrijednost indeksa upucuje na postojanje genetske strukturiranosti
populacija odnosno da je protok gena izmedu ispitivanih populacija ograni¢en, odbacujuci
nul-hipotezu da su populacije lubina u Jadranu u panmiksiji. Test usporedbe genetske
diferencijacije izmedu parova populacija potvrdio je najvec¢i protok gena izmedu divljih
populacija sjevernog Jadrana i to izmedu populacija iz akvatorija Paga, Novigradskog mora,
Rijeke i Piranskog zaljeva (-0.001 do 0.022) (Tablica 15). Iako je populacija iz Novigradskog
mora prema geografskoj pripadnosti podrucje srednjeg Jadrana, ona po svojoj genetskoj
strukturi pokazuje vec¢u sli¢nost s divljim populacijama sjevernog Jadrana, sugerirajuci na
reprodukcijsku aktivnost s danim populacijama. Naime, populacije bez fizickih i ekoloskih
barijera u Jadranu ¢e biti manje heterogene odnosno genetski sli¢nije. Slijedom navedenog,
genetski najudaljeniji parovi populacija sa zna¢ajnom p-vrijednoscu bili su parovi populacija
iz uzgoja atlantskog porijekla (UL-Ugljan-FRA, UL-Bra¢-FRA) naspram divljih populacija.
Osim $to su uzgojne populacije pod stalnim pritiskom selekcije na Zeljeni fenotip, §to u
konacnici utjece na redukciju genetske raznolikosti i krizanja u srodstvu, a to je u ovom
istrazivanju i potvrdeno, brojne su studije na temelju molekularnih markera utvrdile genetsku
razdijeljenost stokova lubina s obzirom na geografsku pripadnost. Populacije su podijeljene u
tri genetski razlicite skupine i to populacije iz sjeverno-istocnog Atlantika, iz zapadnog te iz
istocnog Mediterana. Populacije iz Atlantika i zapadnog Mediterana pokazuju homogenu
genetsku strukturu, dok su populacije iz isto¢nog Mediterana okarakterizirane kao heterogene
i strukturirane u viSe subpopulacija s obzirom na razli¢itu geografsku pripadnost (Egejsko,
Jadransko i Jonsko more). Stoga uzgoj populacija iz Atlantika dugoro¢no moZze utjecati na
stabilnost autohtonih i lokalno adaptiranih genotipova divljih jadranskih populacija lubina.
Spomenuta razina heterogenosti populacija iz isto¢nog Mediterana potvrdena je i za Jadranske
populacije razdiobom genetske varijance (AMOVA test, Tablica 16), gdje je 5.3%
varijabilnosti pripisano razlikama na razini populacije, a 85.9% varijabilnosti je pripisano
razlikama na razini svih jedinki. Takoder, grupiranjem populacija s obzirom na populacijski
karakter (uzgojne i divlje), molekularnom analizom varijance utvrdena je znacajna razlika
izmedu ispitivanih grupa, ukazuju¢i da utjecaj zbjegova lubina iz kaveza nije intenzivan kao

Sto je to slucaj kod komarce (Tablica 17).
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Tablica 15. Vrijednosti Fst parametara (ispod dijagonale) i genetske udaljenosti [Cavalla-Sforza i Edwards (1967) chord udaljenost] izmedu

populacija lubina iz isto¢nog dijela Jadrana.

(1 2 3) “ ) (6) (7 ®) © a0 an 312

(1) DL-Bra¢ 0477 0497 0473 0502 0568 0533 0491 0509 0.572 0.505 0.500
(2UL-Bral-FRA — 50+ 0488 0450 0485 0544 0477 0464 0474 0498 0450 0.475
(3)DL-Pore¢ 0.061% 0.061* 0454 0462 0523 0463 0414 0454 0504 0412 0453
(HUL-Ugljan-FRA ¢ 076+ 0.080* 0,073 0543 0.593 0519 0495 0544 0595 0488 0.516
(HUL-Ugljan-HR ¢ 6615 0064 0.050* 0.066* 0.563  0.544 0455 0518 0560 0.489 0.486
(OUL-Piran-ITA - 4535 0.030% 0.047% 0.066* 0.047* 0340 0531 0439 0444 0451 0572
(7)DL-Piran 0.069% 0.086* 0.073* 0.018* 0.058* 0.060* 0484 0361 0361 0363 0.541
(8)DL-Makarska 0.052*% 0.044* 0.044* 0.061* 0.039* 0.021  0.054* 0.483 0.505 0429 0.456
(ODL-Novigrad - 459+ 0073% 0.063* 0.029% 0.045* 0.042% 0016 0.034* 0357 0366 0.502
(10)DL-Pag 0.078% 0.095* 0.077% 0.027* 0.067* 0.067* 0009 0.055* 0.011 0369 0.538
(ID)DL-Rijeka 0.043% 0.046* 0.043* 0020 0.040* 0022 0008 0.022 0001 -0.001 0.487

(12)DL-Jadrtovac 538 039% 0.041% 0.066* 0.041* 0018 0.060* 0010 0.037 0.063* 0.028

Populacijske oznake kao i u Tablici 2. * = znatajna razlititost nakon parcijalne Bonferroni korelacije



Tablica 16. Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA) prikazuju razdiobu geneticke
varijance izmedu ispitivanih populacija lubina

Izvor varijacije d.f. % varijacije P-vrijednost

Izmedu svih populacija 11 5.3 (Fsr: 0.053) <0.001
Unutar populacije 327 8.7 (F15:0.092) <0.001
Izmedu svih jedinki 339 85.9 (Fir: 0.140) <0.001

Tablica 17. Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA) prikazuju razdiobu geneticke
varijance izmedu uzgojnih i divljih populacija lubina

Izvor varijacije d.f. % varijacije P-vrijednost
Izmedu grupa 1 1.65 (Fst:0.017) <0.001
Unutar grupa 676 98.35

Naime, komarca u uzgoju pokazuje potpuno druk¢iji obrazac ponaSanja od lubina,
hraneci se obraStajem ona kontinuirano grize mrezni teg, Sto Cesto uzrokuje kidanje mreznog
oka te moguénost bijega van kaveza. Stoga su zbjegovi komarc¢i puno ucestalija pojava od
zbjegova lubina u morski okoli$. Prebjezi komarce i lubina kad se nade u prirodnom okolisu,
zadrzavaju se u okruzenju kaveznih instalacija i do mjesec dana (Arechavala-Lopez i sur.
2011). U tom se periodu komarca, s obzirom na prehrambene navike i strukturu zubala, brzo
prilagodi prelasku na prirodnu ishranu, odnosno zamjeni peleta s beskraljeznjacima ¢ija je
zastupljenost mnogobrojna oko uzgajaliSta. Medutim, za lubina to nije slucaj. Kao vrsni
predator, jednom kad se nade u prirodnom okoliSu veoma se sporo prilagodava na
novonastale uvjete S$to u konacnici utjeCe na nisku stopu prezivljavanja i reducirani
reproduktivni uspjeh s prirodnim populacijama (Arechavala-Lopez i sur. 2011). Medutim,
analizom Cavalla-Sforza i Edwards (1967) chord genetske udaljenosti (Slika 11) samo kod
prirodnih populacija lubina Piranskog zaljeva uoCena je znatna genetska sli¢nost s uzgojnim
populacijama talijanskog porijekla uzorkovanih takoder u Piranskom zaljevu, sugerirajuci
genetske interakcije prebjega s lokalnim populacijama. Uocena genetska slicnost izmedu
uzgojne populacije o. Ugljana jadranskog porijekla (mati¢njak formiran od jedinki iz Jadrana
- UL-Ugljan-HR) s divljom populacijom iz akvatorija Makarske ukazuje na kvalitetno
genetsko upravljanje maticnjakom s oCuvanom visokom razinom genetske raznolikosti i

niskom stopom krizanja u srodstvu (Tablica 14).
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UL-Brac-FRA

DL-Pag
458
DL-Movigradsko_mare
618 a4 5
DL-Piran
937
99 4
UL-Firan
DL-Rijeka
585
100
DL-Jadrtovac
33
UL-Ugljan-HR
44 4
DL-Makarska
DL-Brac

UL-Ugljan-FRA
700.0
Slika 11. Nezakorijenjeno filogeneticko stablo izradeno pomocu algoritma sparivanja susjeda na osnovi Cavalla-Sforza i Edwards chord

genetske udaljenost populacija lubina D. labrax. Populacijske oznake kao i u Tablici 2.
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Takoder, dendogram je izgraden od dva jasno odijeljena sestrinska klastera koji
ukazuju na geografsko grupiranje populacija na srednji (crvena boja) i sjeverni Jadran (plava
boja), s jasno izdvojenim uzgojnim populacijama atlantskog porijekla. Kao §to je F'st analiza
ukazala, najveca genetska sli¢nost uocena je izmedu populacija Rijeke, Paga, Novigradskog
mora i Piranskog zaljeva (sjeverni Jadran) te izmedu populacija iz Makarske, Jadrtovca i
uzgojne populacije o. Ugljana Jadranskog porijekla (srednji Jadran). Prirodna populacija
lubina uzorkovana na sjeverozapadnoj strani otoka Braca predstavljala je genetski udaljeniju
populaciju (DL-Brac¢). Geografska i ekoloska svojstva Splitskog kanala, podrucja koja ova
populacija nastanjuje, vjerojatno su uvjetovala ograniceno mijesanje s okolnim populacijama.
Topologija prikazanog dendograma ukazuje na reducirani protok gena izmedu populacija
srednjeg i sjevernog Jadrana stvarajuéi jaCanje genetske strukturiranosti populacija, Sto je

dodatno potvrdeno molekularnom analizom varijance izmedu dviju grupa (Tablica 18).

Tablica 18. Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA) prikazuju razdiobu geneticke
varijance izmedu divljih populacija lubina sjevernog i srednjeg Jadrana

Izvor varijacije d.f. % varijacije P-vrijednost
Izmedu grupa 1 2.61 (Fst: 0.026) <0.001
Unutar grupa 340 97.39

Sjeverni Jadran: Piranski zaljev, Zapadna obala Istre, Rijeka, Pag, Novigradsko more;

Srednji Jadran:Jadrtovac - Sibenik, Bra¢, Makarska
Iako je lubin kao vrsta izvrstan i snazan pliva¢, sposoban za migraciju od nekoliko stotina
kilometara (Pickett i Pawson, 1994), u podrucju isto¢nog Mediterana pa tako i u Jadranskom
moru, lubin pokazuje teritorijalnost prema odredenom akvatoriju bilo da je rije¢ o zeljenom
podrucju za mrijest, rastilistu ili hraniliStu $to generacijski uvjetuje sprjeCavanje znatnog
protoka gena i formiranje ne-panmikti¢nih populacija.
O ] 7

Slika. Prebjezi lubina ulovljeni na jugoisto¢noj strani PaSmana
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Gof Seriola dumerili

Za potrebe odredivanja genetske strukture populacije gofa Seriola dumerili u istocnom
dijelu Jadranskog mora kao i populacija iz Sredozemnog mora, uspjesno su genotipizirane
174 jedinke iz sjevernog (n=29), srednjeg (n=31), juznog (n=26) Jadrana, Balearskog mora
(n=52) te lonskog mora (n=36) (Slika 5). Za mitohondrijsku analizu gena citokrom C
oksidaze podjedinice 1 (COI), uspjesno su sekvencionirani svi uzorci iz Jadranskog mora
(n=78) te uzorci iz Balearskog mora (n=28).

(a) Mikrosatelitna genotipizacija

Opisna statistika i testiranje Hardy-Weinbergove ravnoteZe

Svi istrazivani mikrosatelitni lokusi gofa su bili polimorfni. Na 8 istrazenih
mikrosatelita utvrdena je prisutnost od 348 alela, odnosno prosje¢na brojnost alela po
populaciji iznosila je 69.6 (+20.7) dok je po ispitivanim lokusima iznosila 7.5 (£2.1). Najve¢i
broj alela imao je lokus Sdul0 s prosje¢nom ucestaloséu od 9.8+2.3 po populaciji, a najveci
broj alela (13) danog lokusa je opazen u populaciji iz Balearskog mora (SPA). Najmanji broj
alela je imao lokus Sdu44 s prosjecnom ucestaloS¢u od 4.2+0.5 po populaciji. Sve su
populacije sadrzavale privatne alele odnosno alele koji se nisu javljali u ostalim populacijama,
osim populacije iz srednjeg Jadrana. Medu uzorcima gofa iz Balearskog mora utvrdena je
prisutnost najveceg broja privatnih alela (6) (Tablica 19). Isprekidana odnosno disjuktna
distribucija alela uocena je kod svih 8 ispitivanih lokusa.

Parametri genetske raznolikosti populacija gofa prikazani su u Tablici 19. Srednja
vrijednost zapazene heterogenosti (genetske raznolikosti) svih ispitivanih populacija iznosila
je 0.66+0.2, dok je ocekivana heterozigotnost iznosila 0.68+0.2. Sve populacije su pokazale
sli¢nu razinu heterogenosti osim populacije juznog Jadrana, ¢ija je heterogenost bila najniza i
iznosila je 0.61. Broj efektivnih alela kao mjera koja govori o potrebnom broju jednako
frekventnih alela da bi se postigla odredena genska raznolikost, odnosno mjera pomocu koje
se usporeduju populacije koje imaju jednaki ukupan broj alela no s razli¢itom distribucijom je
takoder bio najnizi kod juZzno Jadranske populacije Sto je u korelaciji s dobivenom
heterozigotnoc¢u. Sto je heterozigotnost veéa efektivni broj alela ée biti veéi, dok je efektivni
broj alela najnizi kada samo jedan alel dominira frekvencijom dok su svi ostali vrlo rijetki
(Weir, 1990).

Kako do sada nisu izvrSena nikakva genetsko-populacijska istrazivanja gofa u
Mediteranu, iako vrsta ima visoki gospodarski znaCaj te postaje znacajan kandidat u
akvakulturi Sredozemlja, ovo istrazivanje po prvi put pruza uvid u genetsku strukturu

populacija gofa. Medutim, mikrosatelitnom genotipizacijom vrste Seriola lalandi, koja je
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stanovnik Atlantskog i Pacifickog oceana, populacije iz Australijskih voda su pokazale znatno
nizu genetsku raznolikost (0.42-0.48) (Miller i sur., 2011) od one utvrdene u ovom
istrazivanju za vrstu S. dumerili (0.66). Takoder, vrijednosti fiksacijskog indeksa (Fis), kao
mjere krizanja u bliskom srodstvu, bile su vise kod vrste S./alandi (0.09-0.20) Sto neizravno
upucuje na manju efektivnu veli¢inu populacija, ne-nasumicno kriZzanje odnosno znatnije

ribolovno optereé¢enje nad tim populacijama.

Tablica 19. Opisna statistika genetske raznolikosti populacija gofova Seriola dumerili iz

istocnog dijela Jadranskog mora te Sredozemlja

Populacije  Geo. Alelna raznolikost Heterozigotnost

oznake lokacija N 4 Ae A Apr H, H, Fis
ITA Ionsko m. 72 81+£23 40%£1.6 75+£20 3 0.67+0.2 0.70+£0.2 0.043
SPA Balearskom. 104 84+23 38+19 7.1+24 6 0.65+0.2 0.66+02 0.014

SJEV.JAD. Jadranskom. 56 64=x1.5 3512 63+15 5 0.68+0.1 0.68+0.1 0.003
SR. JAD. Jadranskom. 64 75+19 38+18 7.1+18 - 0.67+0.2 0.68+0.2 0.020
JUZ. JAD. Jadranskom. 52 69+24 33+14 69+24 3 061 +£02 0.62+02 0.023

Ukupno 348 11.1+£39 39+18 72+19 0.66+0.2 0.68+0.2

N = ukupan broj alela; 4= prosjecan broj alela po lokusu; 4e = broj efektivnih alela po lokusu; Ar = alelno
bogastvo; Apr = privatni aleli; Ho = zapaZena heterozigotnost; He = ocekivana heterozigotnost; FIS =

fiksacijski indeks;

U ovom istrazivanju svi ispitivani lokusi kao i sve populacije bili su u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi. Odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze ukazuje na prisutnost
prirodne ili umjetne selekcije unutar populacija, ne-nasumicnog krizanja jedinki ili pak
krizanja populacija razli¢itog geografskog podrijetla, Sto nije slucaj za ispitivane populacije
gofa u Mediteranu. Takoder, moZe se zakljuciti da su ispitivane populacije okarakterizirane
visokom efektivnom veli¢inom te da postojeé¢i ribolovni pritisak ne utjeCe na njihovu

stabilnost.

Udaljenost izmedu jedinki i populacija
Ukupna vrijednost fiksacijskog indeksa F'st, kao mjera protoka gena odnosno genetske
diferencijacije ispitivanih populacija, iznosila je niskih 0.006 s p-vrijednos¢u ve¢om od 0.8.

Niska vrijednost indeksa upucuje na postojanje znatnog protoka gena izmedu ispitivanih
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populacija, Sto onemogucuje jacanje genetske strukturiranosti populacija te se nul-hipoteza o
prisutnosti panmiksi¢nih populacija gofa u Mediteranu ne moze odbaciti. Test usporedbe
genetske diferencijacije izmedu parova populacija je potvrdio najveéi protok gena izmedu
populacija Ionskog i Balearskog mora, izmedu populacija Balearskog mora i sjevernog
Jadrana te izmedu populacija Ionskog mora i sjevernog Jadrana (0.0005-0.004) (Tablica 20).
Jedino je kod populacije juznog Jadrana uocena slaba genetska strukturiranost i to u odnosu

na populacije srednjeg Jadrana, iz Balearskog i lonskog mora.

Tablica 20. Vrijednosti Fst parametara (ispod dijagonale) i genetske udaljenosti [Cavalla-
Sforza i Edwards (1967) chord udaljenost] izmedu populacija gofova iz istocnog dijela

Jadrana i Sredozemlja.

(1 2) 3) “4) )

(D) ITA 0.0169  0.0209 0.0318  0.0257
(2) SPA 0.0032 0.0142  0.0253  0.0202
(3) SJEV.JAD.  0.0045  0.0005 0.0333  0.0216
(4) SR.JAD. 0.0052  0.0074  0.0056 0.0372

(5) JUZ. JAD. 0.0097*  0.0093* 0.0066 0.0162*

Nazalost, zastupljenost literaturnih navoda o ekologiji i distribuciji razlicitih Zivotnih stadija
ispitivane vrste u Mediteranu je neznatna (Piptone i Andaloro, 1995), ali zbog sve veceg
akvakulturnog znacaja, reproduktivna biologija i kontrolirana ishrana ranih razvojnih stadija
detaljno je istrazena (Mylonas i sur. 2004, Kozul i sur. 2001), te je ova vrsta ve¢ prisutna
diljem Sredozemlja u komercijalnim mrjestilistima zbog visoke trzisne vrijednosti, visokog
potencijala rasta i visoke stope prezivljavanja (Porrello i sur. 1993; Mazzola i sur. 1996). Za
oba spola, prvu spolnu zrelost gof dostize sa staro§¢u od 4 godine dok period mrijesta traje od
kasnog proljeca do ranog ljeta (svibanj-lipanj) u Mediteranu (Lazzari i Barbera 1988, 1989;
Grau 1992). Mnogi su autori ukazali da se glavno podrucje mrijesta gofa nalazi u centralnom
Mediteranu, izmedu juZne obale Sicilije i obale Tunisa, izvan Pelagijskih otoka (/sole
Pelagie) (Lazzari i Barbera, 1988, 1989; Andaloro i sur. 1992) dok su prepoznata rastiliSta
nedoraslih jedinki smjestena u juznom Jadranu (Benovi¢, 1980), uz obalu juzne i istocne
Sicilije te u podrucju Liparskog oto¢ja (Giovanardi i sur. 1984; Lazzari i Barbera 1989, Greco
i sur. 1991, Porrello i sur. 1993). Jednom oplodena jaja raznose se povrsSinskim strujama po

Sredozemlju (Slika 12), a pelagi¢na faza u kojoj se li¢inke iskljuc¢ivo hrane zooplanktonom u
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morskom stupcu moze potrajati i do 3 mjeseca (Badalamenti i sur. 1995), Sto omogucava

dovoljan vremenski period za li¢inacku disperziju.

45N
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Slika 12. Prikaz dominantnih povrSinskih struja u Sredozemlju. Ba, Balearsko more; Ty,

tirensko more; lo, Ionsko more.

Tendencija okupljanja spolno zrelih jedinki iz cijelog Mediterana, ukljucuju¢i jedinke
iz Jadrana, oko istog podrucja mrijesta i u istom vremenskom periodu omogucava razmjenu
genetskog materijala i uspostavlja protok gena izmedu razli¢itih populacija, $to je potvrdeno
niskom vrijednos¢u fiksacijskog indeksa Fgsr kao i rezultatima molekularne analize varijance
(AMOVA test, Tablica 21), gdje je 0.57% varijabilnosti pripisano razlikama na razini

populacije, dok je 97.36% varijabilnosti pripisano razlikama na razini svih jedinki.

Tablica 21. Rezultati analize molekularne varijance (AMOVA) prikazuju razdiobu geneticke

varijance izmedu populacija gofa iz isto¢nog dijela Jadrana, Ionskog i Balearskog mora

Izvor varijacije d.f. % varijacije P-vrijednost
Izmedu svih populacija 4 0.57 (Fsr: 0.006) 0.80
Unutar populacije 169 2.06 (f15:0.021) 0.09
Izmedu svih jedinki 174 97.36 (Fir: 0.026) 0.05

Izostanak genetske strukturiranosti u Mediteranu opazen je i kod drugih visoko
migratornih, kosmopolitnih vrsta kao §to su iglun Xiphias gladius (Pujolar 1 sur. 2002) te

zutoperajni tunj Thunnus alalunga (Pujolar i sur. 2003). Medutim, opazena slaba ali statisticki
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znacajna genetska udaljenost populacije gofa juznog Jadrana od ostalih ispitivanih populacija,
otvara mogucénost postojanja viSe podrucja mrijesta, ili mrijesta populacija u razli¢itim
vremenskim razdobljima bududi da je gof po strukturi ovarija klasificiran kao vrsta koja se
mrijesti viSe puta tijekom sezone mrijesta kada veca jata riba sinkroniziraju reproduktivne
aktivnosti (engl. multiple-batch group-synchronous spawning fish) (Mylonas i sur. 2004).
Analizom genetske udaljenosti (Cavalla-Sforza i Edwards, 1967) je potvrdena spomenuta
populacijska struktura, te je na dobivenom dendogramu uocljivo da nema populacijskog
grupiranja s obzirom na geografsku pripadnost, a populacija juznog Jadrana je genetski

najudaljenija u usporedbi s ostalim populacijama (Slika 13).

(b) mitohondrijske DNK - citokrom C oksidaze podjedinice 1 (COI)

Genetska raznolikost COI regije populacija gofa isto¢nog Jadrana i Balearskog
mora

Za potrebe istrazivanja uspjeSno je izvrSeno sekvencioniranje fragmenta
mitohondrijske DNK (650bp) kod 78 uzoraka iz Jadrana te 28 uzoraka iz Balearskog mora
(Tablica 22). Utvrdena je prisutnost 8 razlicitih haplogrupa s prosje¢no 9 polimorfnih mjesta.
Unutar 8 definiranih haplogrupa, samo su 3 haplogrupe (37.5%) bile jedinstvene odnosno
zastupljene samo s jednom jedinkom, dok je H2 haplogrupa 2 (H2) pokazala najve¢u ukupnu
ucestalost u svim populacijama odnosno bila je prisutna u ¢ak 73.5% uzoraka, a haplogrupa 1
(H1) u 14% uzoraka. Od ukupno 9 polimofnih mjesta na sekvencama, 3 mjesta su bila
singltoni, a 6 mjesta je bilo filogenetski informativno. Racunanjem genetskih indeksa
raznolikosti dobivena je visoka vrijednost ukupne raznolikosti haplotipova (h) 0.44 + 0.06, te
niska vrijednost nukleotidne raznolikosti (m) 0.0016 + 0.0002. Vrijednosti izracunatih
osnovnih indeksa raznolikosti ukupno i po populacijama prikazuje Tablica 22.

Opcenito visoka raznolikost haplotipova i1 niska nukleotidna raznolikost koje su
utvrdene ovim istrazivanjem ukazuju da su razlike izmedu haplogrupa male jer ih u najve¢em
broju ¢ini razlika samo jednog nukleotida. To potvrduje i rekonstruirana filogenetska mreza
haplogrupa iz koje je vidljivo da je naj¢es¢i broj mutacija po nukleotidnom mjestu, mutacija
jednog nukleotida, pri ¢emu je najveci broj mutacija po mjestu nizak i iznosi 2 (Slika 14).
Kombinacija visoke haplotipske i niske nukleotidne raznolikosti moze upucivati na naglu
demografsku ekspanziju koju je prosla pocetna mala populacija ove vrste kroz svoju

demografsku povijest.
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Sjeverni Jadran

Srednji Jadran

Juzni Jadran

Slika 13. Nezakorijenjeno filogeneticko stablo izradena pomocu algoritma sparivanja susjeda na osnovi Cavalla-Sforza i Edwards chord

genetske udaljenost populacija gofova S. dumerili
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Tablica 22. Vrijednosti osnovnih indeksa genetske raznolikosti ukupno i za svaku populaciju

gofa Seriola dumerili te rezultati Tajima D i Fu-ovog F’s testa za ispitivane sekvence

Populacije N H S h T Tajima's D Fu's Fs
SPA 28 5 6 0.56£0.09 0.0023 +0.0005 -0.053" 0.40™
SJEV.JAD. 27 6 7 0.55+0.11 0.0016 +0.0001 -1.281" -1.65™
SR. JAD. 33 4 5 0.37+0.10 0.0013 +0.0004 -0.853"™ 0.06™
JUZ. JAD. 23 2 3 0.24+0.11 0.0010 +0.0005 -0.317" 2.22"
Ukupno za Jadran 78 6 7 0.39+£0.07 0.0014 +0.0003 -0.929™ -0.98™
Ukupno 106 8 9 0.44+0.06 0.0016 +0.0002 -0.955™ -1.78™

N, broj uzoraka; H, broj haplotipova; S, broj polimorfnih mjesta; h, raznolikost haplotipova
(+S.D.); &, nukleotidna raznolikost (+S.D.).

Sjeverno Jadranska pop.
Srednje Jadranska pop.
Juzno Jadranska pop.

Slika 14. Filogenetska mreza 6 haplogrupa vrste S. dumerili uzorkovane u istocnom dijelu

Jadrana. Linije mreze oznacavaju vezu pojedinih haplogrupa (krugovi). Veli¢ina kruga
odgovara broju sekvenci koje pripadaju odredenoj haplogrupi. Boje krugova predstavljaju

vrstu populacije.

Demografska povijest i filogenetska analiza

U svim ispitivanim populacijama odbacena je hipoteza o neutralnoj evoluciji vrste s
obzirom da su rezultati Tajima D testa i Fu-ove F statistike bili negativni iako statisticki nisu
znacajno odstupali od modela neutralne evolucije (Tablica 22). Takoder, dobiveni rezultati
ukazuju da je utvrden znatan broj rijetkih alela u usporedbi s ocekivanim brojem pri

neutralnoj evoluciji.
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Test uskladenosti (goodness of fit) pokazao je uniformne rezultate neuskladene
distribucije (mismatch distribution) i potvrdio predvideni model nagle ekspanzije populacija u
povijesti (Tablica 23). Niska vrijednost Harpending indeksa ukazala je na poklapanje
ispitivanih podataka s predvidenim vrijednostima modela nagle ekspanzije Rogersa i
Harpendinga (1992), uz visoku p vrijednost pomocu koje se pretpostavljeni model ne moze
odbaciti. Rezultat sume kvadrata devijacija (SSD) za ukupnu populaciju takoder potvrdio
modela nagle ekspanzije Rogersa i Harpendinga (1992) §to pak nije bio slucaj za pojedinacne
populacije. Krivulja neuskladene distribucije za populacije iz Jadrana i Balearskog mora bila
je unimodalnog oblika (Slika 15), Sto dodatno potvrduje nedavnu ekspanziju ispitivanih
populacija kao i uo€ene velike razlike inicijalne populacije prije ekspanzije (parametar ) i
populacije nakon ekspanzije (parametar #;). Nagli rast populacija kroz demografsku povijest
utvrden je i kod drugih migratornih ribljih vrsta kao Sto je plavoperajna tuna Thunnus
thynnus, za koju se pretpostavlja na osnovi analize mtDNA da je kolonizacija i nagli
populacijski rast u Mediteranu zapoceo 144 000 — 137 000 godina prije sadasnjosti, nakon

zadnjeg ledenog doba i nakon ulaska slane vode kroz Gibraltar (Carlsson i sur. 2004).

Tablica 23. Procijenjeni parametri neuskladene distribucije, vrijednosti SSD i HRI testova s

pripadajuc¢im p vrijednostima za mitohondrijsku DNK populacija gofa.

Neuskladena (mismatch) distribucija Test uskladenosti (goodness-of-fit)

T 0o 0, SSD P HRI P
Jadransko m. 0.00 0.00 99999.0000 0.261 0.00 0.244 0.96
Balearsko m. 0.00 0.00 99999.0000 0.421 0.00 0.18 0.99
Ukupno 1.52 0.00 49999.6842 0.205 0.05 0.33 0.75

SSD, suma kvadrata devijacija; HRI, Harpending-ov indeks nazubljenosti

Koristenjem rezultata BI analize izradeno je konsezusno stablo (Slika 16) koje
prikazuje filogenetsku povezanost izmedu sekvenci izoliranih ovim istrazivanjem i
referentnih sekvenci vrsta iz razreda Carangidae (S. lalandi EF609460.1, S. dumerili iz Juzno
kineskog mora FJ237927.1, S. dumerili iz Egejskog mora KC501452.1) preuzetih iz GenBank
baze podataka. Vrsta S. lalandi koriStena je kao vanjska grupa za ukorjenjivanje stabla.
Posteriorne vrijednosti (posterior probability) koje oznaCavaju vjerojatnost pojedinog
grananja ili monofiletske skupine sekvenci (clade), nalazile su se u rasponu vrijednosti od
0.91 do 1.00. Iako struktura stabla pokazuje jasnu klasteraciju dviju populacijskih grupa,

segregacija nije slijedila geografsku pripadnost jedinki §to opetovano potvrduje znatnu
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izmjenu gena izmedu ispitivanih populacija i na razini mtDNA. Toplogija stabla je plitka i

nerazrijeSena, s nedostatkom klasteriranih i dobro definiranih grupa.

a) 0.6 42

10 15 20
Pairwize Differences

b) 1

04
0.3 -
0.2 -

0.1 -

1] 5 10 15 20
Pairwise Differences

0.4 -

10 15 20

Pairwise Differences
Slika 15. Krivulja (unimodalan oblik) distribucije razlika izmedu parova haplotipova
populacije gofa iz Jadranskog mora (a), populacije iz Balearskog mora te za ukupne
populacije (c). Isprekidana linija oznacava uocCenu krivulju, a puna ocekivanu liniju pod

pretpostavkom modela nagle ekspanzije populacije.
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Slika 16. Filogenetsko stablo populacija Seriola dumerili uzorkovanih u istocnom dijelu
Jadranskog mora i Balearskog mora, ustanovljeno pomoc¢u mitohondrijskog DNK (citokrom
C oksidaza podjedinica 1) biljega i Bayesian Inference (BI) analizom. Slova: N, populacija iz
sjevernog Jadrana; M, srednji Jadran; S, juzni Jadran; S. dumerili Spain, Balearsko more.
Arapski brojevi oznacavaju broj uzorka.
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Zubatac Dentex dentex

Za potrebe odredivanja genetske strukture populacije zubaca Dentex dentex u
istocnom dijelu Jadranskog mora kao i populacije iz Balearskog mora, uspjesno je izvrSeno
sekvencioniranje fragmenta mitohondrijske DNK gena citokrom C oksidaze podjedinice 1
(COI) (662bp) kod 138 jedinki iz sjevernog (n=31), srednjeg (n=32), juznog (n=14) Jadrana,
iz uzgoja Jadranskog porijekla (n=31) te iz Balearskog mora (n=29) (Slika 6).

Genetska raznolikost COI regije populacija zubaca isto¢nog Jadrana i Balearskog
mora

Kod istrazivanih populacija utvrdena je prisutnost 13 razli¢itih haplotipova s
prosjecnim brojem od 12 polimorfnih mjesta. Unutar 13 definiranih haplotipova, cak 7
haplotipova (53.8%) bilo je jedinstveno odnosno zastupljeno samo s jednom jedinkom.
Haplotip 1 (H1) bio je prisutan u svim populacijama i pokazao najvecu zastupljenost u ¢ak
65.2% uzoraka. Haplotip 2 (H2) takoder je bio zastupljen u svim populacijama, medutim sa
znatno manjom frekvencijom od 20%. Od ukupno 12 polimofnih mjesta na sekvencama, 6 je
mjesta bilo singlton, a 6 mjesta bilo filogenetski informativno. Racunanjem genetskih indeksa
raznolikosti dobivena je visoka vrijednost ukupne raznolikosti haplotipova (h) 0.53 + 0.04, te
niska vrijednost nukleotidne raznolikosti (m) 0.0010 £ 0.0001. Vrijednosti izracunatih
osnovnih indeksa raznolikosti ukupno i po populacijama prikazuje Tablica 24.

Kao $to je utvrdeno za vrstu Seriola dumerili, takoder i za vrstu Dentex dentex, visoka
raznolikost haplotipova i niska nukleotidna raznolikost koje su utvrdene ovim istraZivanjem
ukazuju da su razlike izmedu haplotipova male jer ih u najve¢em broju Cini razlika samo
jednog nukleotida. To potvrduje i rekonstruirana filogenetska mreza haplogrupa zvjezdastog
oblika, iz koje je vidljivo da je najces¢i broj mutacija po nukleotidnom mjestu mutacija
jednog nukleotida, pri ¢emu je najveci broj mutacija po mjestu nizak i iznosi 2 (Slika 17).
Kombinacija visoke haplotipske i niske nukleotidne raznolikosti moze upucivati na naglu
demografsku ekspanziju koju je prosla pocetna mala populacija ove vrste kroz svoju
demografsku povijest. Takoder, rekonstruirana filogenetska mreza ukazuje na visoku
frekvenciju haplogrupe H1 u svim ispitivanim populacijama te kao takva predstavlja
ancestornu haplogrupu odnosno haplogrupu koja je najduze prisutna u populacijama. Veéina
novih mutanata nastala je od najzastupljenijih haplotipova (H1 i H2), gdje rijetke varijante
predstavljaju nedavne mutante. Niska razliCitost izmedu haplotipova ukazuje na slabu

genetsku udaljenost geografski razlicitih populacija.
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Slika 17. Filogenetska mreza 13 haplogrupa vrste D. dentex uzorkovane u istocnom dijelu
Jadrana i Balearskog mora. Linije mreZe oznacavaju vezu pojedinih haplogrupa (krugovi).
Veli¢ina kruga odgovara broju sekvenci koje pripadaju odredenoj haplogrupi. Boje krugova
predstavljaju vrstu populacije. UZGOJ, crvena boja; SPA, crna boja; SJEV. JAD., Zuta boja;
SRED. JAD., zelena boja; JUZ. JAD., plava boja.

Demografska povijest i populacijska diferencijacija

U svim ispitivanim populacijama odbacena je hipoteza o neutralnoj evoluciji vrste s
obzirom da su rezultati Tajima D testa i Fu-ove Fs statistike bili negativni 1 statisticki su
znacajno odstupali od modela neutralne evolucije (Tablica 24). Naime, dobiveni rezultati
ukazuju da je utvrden znatan broj rijetkih alela u usporedbi s ocekivanim brojem pri

neutralnoj evoluciji.

54



Tablica 24. Vrijednosti osnovnih indeksa genetske raznolikosti ukupno i za svaku populaciju

zubaca Dentex dentex te rezultati Tajima D i Fu-ovog Fs testa za ispitivane sekvence

Populacije N H S h T Tajima's D  Fu's Fs
SPA 29 6 6 042+0.11 0.0010 +0.0003 -1.672" 317"
SJEV. JAD. 31 5 4 0.52+0.09 0.0010 £ 0.0002 -0.927™ -1.80™
SR.JAD. 32 6 5 0.52+0.10 0.0010 +0.0002 -1.403™ -3.24"
JUZ.JAD. 4 3 2 047+0.14 0.0010+0.0003  -0.5327"  -0.47"
UzGoJ 31 4 2 0.58+0.05 0.0010+0.0001  -0.568" -0.62"™
Ukupno za Jadran 109 10 8 0.56+0.05 0.0010+0.0001  -1.352™ 626"
Ukupno 138 13 12 0.53+0.04 0.0010+0.0001 -1.777" -10.43 %%

N, broj uzoraka; H, broj haplotipova; S, broj polimorfnih mjesta; h, raznolikost haplotipova

(+S.D.); &, nukleotidna raznolikost (+S.D.).

Test uskladenosti (goodness of fit) pokazao je uniformne rezultate neuskladene
distribucije (mismatch distribution) i potvrdio predvideni modela nagle ekspanzije populacija

u povijesti (Tablica 25).

Tablica 25. Procijenjeni parametri neuskladene distribucije, vrijednosti SSD i HRI testova s

pripadajuc¢im p vrijednostima za mitohondrijsku DNK populacija zubaca.

Neuskladena (mismatch) distribucija Test uskladenosti (goodness-of-fit)

T 0, 0, SSD P HRI P
SPA 0.00 0.00 1714.8951 0.261 0.00 0.244 0.96
SIEV. 0.72 0.00 99999.0000 0.006 0.37 0.11 0.39
SR.JAD. .73 0.00 99999.0000 0.011 0.18 0.14 0.22
JUZJAD. 064  0.00 99999.0000 0.016 028  0.17 0.30
UzGOJ 0.82 0.00 99999.0000 0.032 0.04 0.22 0.03
Ukupno za
Tadran 0.79 0.002 99999.0000 0.014 0.04 0.141 0.01
Ukupno 0.75 0.00 99999.0000 0.006 0.07 0.112 0.07

SSD, suma kvadrata devijacija; HRI, Harpending-ov indeks nazubljenosti

Niska vrijednost Harpending indeksa ukazala je na poklapanje ispitivanih podataka s
predvidenim vrijednostima modela nagle ekspanzije Rogersa i Harpendinga (1992), uz visoku
p vrijednost pomocu koje se pretpostavljeni model ne moze odbaciti. Rezultat sume kvadrata
devijacija (SSD) za ukupnu populaciju takoder je potvrdio model nagle ekspanzije Rogersa i

Harpendinga (1992) sto pak nije bio slucaj za populaciju iz uzgoja i populacije iz Balearskog
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mora. Krivulja neuskladene distribucije za populacije iz Jadrana i Balearskog mora bila je
unimodalnog oblika (Slika 18) Sto dodatno potvrduje nedavnu ekspanziju ispitivanih
populacija kao i uo€ene velike razlike inicijalne populacije prije ekspanzije (parametar 8)) i
populacije nakon ekspanzije (parametar 6;). Nagli rast populacija kroz demografsku povijest
utvrden je i kod drugih vrsta iz porodice Sparidae kao Sto je komarca Sparus aurata (Coscia i
sur. 2012), sarag Diplodus sargus (Gonzalez-Wanguemert i sur. 2011), dok za pica Diplodus
puntazzo to pak nije bio slucaj (Bargelloni i sur. 2005).

Nagla demografska ekspanzija zubaca u proslosti koja je vjerojatno nastala nakon posljednjeg
glacijalnog razdoblja i ulaskom slane vode u Mediteran rezultirala je snaznim protokom gena
izmedu populacija te do danas, a to uzimajuéi u obzir ograni¢eno vremensko razdoblje nije
uvjetovalo divergenciju mitohondrijske DNA izmedu ispitivanih populacija, $to je vidljivo iz
testa usporedbe populacijske diferencijacije (Fst test, Tablica 26). Jedino su populacije iz
uzgoja Jadranskog porijekla pokazale znacajnu genetsku udaljenost naspram svim ostalim
populacijama, S$to je vjerojatno uvjetovano znacajnim selekcijskim pritiskom nad
mati¢njakom s ciljem dobivanja komercijalno pozeljnog fenotipa. Bargelloni i sur. (2003),
analiziraju¢i populacijsku strukturiranost vise vrsta iz porodice Sparidae izmedu Mediterana i
Atlantika, uocili su znacajnu divergenciju populacija zubaca izmedu dva ispitivana bazena,
medutim strukturiranost nije uocena izmedu populacija unutar Mediterana, $to je potvrdeno i
ovom studijom. Za pretpostaviti je da bi nuklearni markeri kao §to su mikrosateliti, s obzirom
da su okarakterizirani visokom razinom mutacija, mozda bili informativniji u analizi nedavno

stvorenih populacijskih razlika zubaca u Jadranskom moru.

Table 26. Vrijednosti fiksacijskog indeksa Fsr utvrdene testom usporedbe genetske
diferencijacije izmedu parova populacija (ispod dijagonale) i p vrijednosti egzaktnog testa
diferencijacije populacija (iznad dijagonale) izmedu populacija Dentex dentex uzorkovanih iz

razliitih geografskih podrucja

(1) (2) (3) 4) (5)
(1) SJEV.JAD. 0.518 0.561 0.016 0.513
(2) SR.JAD. -0.0201 0.787 0.002 0.365
(3)JUZ.JAD. 0155 -0.0195 0.004 0.190
(HUZGOJ 0.0814*  0.1025% 0.1474* 0.003
(5) SPA -0.0104  -0.0118  0.0080 (. 1443%*
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Slika 15. Krivulja (unimodalan oblik) distribucije razlika izmedu parova haplotipova
populacije zubaca iz Jadranskog mora (a), populacije iz Balearskog mora te za ukupne
populacije (c). Isprekidana linija oznacava uocenu krivulju, a puna ocekivanu liniju pod

pretpostavkom modela nagle ekspanzije populacije.
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5. ZAKLJUCCI

Polaze¢i od wustaljene prakse kojom se preveliki ribolovni pritisak pokuSava sanirati
poribljavanjem (popularno nazvanim ,,vracanjem prirodi oduzetog®), te slijedom ukazivanja
recentne znanstvene 1 strucne literature na potreban oprez zbog moguce genetske
kontaminacije prirodnih populacija koje se mrijeste s selekcijskim postupkom uzgojenim
jedinkama, HSRSM je u suradnji s IOR-Split po prvi put pristupio sagledavanju ovih u¢inaka
na uzgajane vrste duz istocne obale Jadrana. Jednako tako, zbog sve veceg interesa za
diversifikacijom proizvoda marikulture, tj. uvodenja novih, potencijalno interesantnih vrsta
poput gofa i zubaca, i dr. ukazano je na potrebu utvrdivanja njihovog morfometrijskog i
genetskog profila kako bi se ubuduce mogle pratiti eventualne promjene nastale krizanjem
izvornih autohtonih jedinki s selekcijskim postupkom uzgojenim maticama.

Rezultati dobiveni provedenom studijom pod nazivom 'Odredivanje genetske strukture
izvornih prirodnih populacija vrsta od interesa za Sportsko - rekreacijski ribolov i marikulturu
duz istocne obale Jadrana (gof, zubatac, lubina i komarca)' mogu se sazeti slijede¢im

po(r)ukama:

Komar¢a Sparus aurata

1. Kod populacija komar¢i iz istocnog dijela Jadranskog mora svi ispitivani
mikrosatelitni lokusi bili su polimorfni s prosje¢nim brojem alela od 9.5 po lokusu.
Srednja vrijednost zapazene heterogenosti (genetske raznolikosti) svih ispitivanih
populacija komarci iznosila je 0.68+0.2, dok je ocekivana heterozigotnost iznosila
0.78+0.1, sli¢no prethodnim istrazivanjima za atlantske i sredozemne populacije. Kod
uzgojne populacije francuskog podrijetla uocena je najniza genetska raznolikost $to je
izravna posljedica selekcijskog pritiska u mrjestilistima.

2. Visak homozigotnosti i znacajno odstupanje nekolicine lokusa od Hardy-Weinbergove
ravnoteze zapazeni su kod uzgojne i divlje populacije komarc¢i iz Malostonskog
zaljeva Sto moZe biti posljedica krizanja selekcijski postupkom uzgojenih jedinki
(prebjega) s nativnim jedinkama i/ili mrijesta u kavezima s obzirom na produzeni
uzgojni ciklus vrste.

3. Test usporedbe genetske diferencijacije (Fst test) izmedu parova populacija potvrdio
je najvec¢i protok gena izmedu uzgojnih i divljih populacija Malostonskog zaljeva
(0.019), te izmedu divljih populacija juznog i srednjeg Jadrana (0.011). Za
pretpostaviti je da je visoka izmjena migranata, prvenstveno prebjega iz kaveznog
uzgoja osnovni uzrok niske strukturiranosti populacija.
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. Utvrdeno je postojanje dviju populacija komarce. Referentnu populaciju iz srednjeg
Jadrana sacinjavala je izvorna populacija 1 (Zuta boja) i to s 85% genotipova, dok su
populaciju iz uzgoja i divlju populaciju Malostonskog zaljeva sacCinjavale izvorna
populacija 1 (zuta) i 2 (plava) u skoro jednakim omjerima (48:52 za uzgoj, 50:50 za
divlje). Izneseni rezultati dokazuju snazan genetski utjecaj prebjega na lokalne-divlje
populacije i na njihovo izvjesno medusobno krizanje u prirodnom okolisu.

. Analizom tjelesne morfologije uzgojnih i divljih populacija iz Malostonskog zaljeva
uoceno je da su uzgojne jedinke karakterizirane zdepastijim tijelom s plosnatijim
profilnim oblikom glave te kra¢im perajnim dimenzijama u odnosu na izduzeno tijelo
divljih jedinki komarce s manjom tjelesnom visinom. Najvece razlike uocene su na
prsnim perajama, visini ledne peraje, najvecoj tjelesnoj visini, podrepnoj udaljenosti,
trupu, promjeru oka te indeksu kondicije. Osnovni pokreta¢ formiranja razliitih
fenotipskih obiljezja uzgojnih komarci jest selekcijski program koji se provodi u
mrjestili§tima, na¢in i uvjeti uzgojnih tehnologija te samo podrijetlo mati¢njaka.

. Diskriminantnom analizom morfoloskih vrijednosti 86% uzorkovanih jedinki to¢no je
klasificirano u divlje ili uzgojno podrijetlo, Sto i na morfoloskoj razini dokazuje
prisutnost prebjega u divljim populacijama.

. U predmetnom istrazivanju koriStenje molekularnih i morfometrijskih markera
omogucilo je precizniju klasifikaciju prebjega unutar prirodnih populacija
Malostonskog zaljeva.

. Dugorocna prisutnost zbjegova u Malostonskom zaljevu utjeCe na povecanu
ekspresiju homozigotnih lokusa i posljedi¢no na smanjenu genetsku raznolikost divljih
populacija. Takoder, uzgojni fenotip, zdepastije tijelo s plosnatijim profilnim oblikom
glave te kra¢im perajnim dimenzijama, prisutan je kod prirodnih populacija. Zateceno
stanje u Malostonskom zaljevu, gdje uzgojne populacije nakon zbjega iz kaveza
nalaze obilje hrane oko mmnogobrojnih uzgajalista Skoljkasa Sto im omogucuje
povecano prezivljavanje i reprodukciju s prirodnim populacijama, utjece na alternaciju
genetske strukture prirodnih populacija komarci i gubitka autohtonosti istih. Zbog
prevencije jo§ vece genetske erozije prirodnih populacija nuzno je smanjiti uzgoj
mladi inozemnog podrijetla, te posljedicno povecati komercijalnu proizvodnju
autohtone mladi u Hrvatskoj kako bi se zadovoljila trziSna potraznja. Poribljavanje
istocne obale Jadrana dopustivo je jedino i samo s izvornim jadranskim jedinkama

(divljim maticama). Veca kontrola kaveznih mreza i ucestalije CiSenje obrastaja,
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takoder moZe znatno smanjiti brojnost zbjegova uzgojnih komarc¢i i posljedi¢no

genetsko onecis¢enje prirodnih populacija. .

Lubin Dicentrarchus labrax

Kod 12 populacija lubina uzorkovanih iz geografski razlic¢itih lokacija duz isto¢ne
obale Jadranskog mora, svi ispitivani mikrosatelitni lokusi (n=10) bili su polimorfni s
prosjecnim brojem alela od 11.4 po lokusu. Srednja vrijednost zapazene heterogenosti
(genetske raznolikosti) svih ispitivanih populacija lubina iznosila je 0.76+0.1, dok je
oCekivana heterozigotnost iznosila 0.88+0.1, §to je u skladu s prethodnim
istrazivanjima za atlantske i sredozemne populacije.

Visak homozigotnosti i znacajno odstupanje nekolicine lokusa od Hardy-Weinbergove
(H-W) ravnoteze zapazeni su kod dviju uzgojnih populacija atlantskog porijekla (UL-
Ugljan-FRA, UL-Bra¢-FRA) te kod divlje populacije iz Novigradskog mora. Ne-
nasumic¢no krizanje te krizanje jedinki u bliskom srodstvu, §to se deSava u
komercijalnim mrjestiliStima u kojima ne postoji kontrola genotipova, moze rezultirati
znacajnim odstupanjem od H-W ravnoteze kod uzgojnih populacija, dok kod divljih
populacija to moze biti uzrokovano uzorkovanjem razlicitih subpopulacija s razli¢itim
alelnim frekvencijama.

Ukupna vrijednost fiksacijskog indeksa Fgsr, kao mjera protoka gena izmedu
ispitivanih populacija, iznosila je 0.053 s znaCajnom p-vrijedno$¢u manjom od 0.001.
Relativno visoka vrijednost indeksa upucuje na postojanje genetske strukturiranosti
populacija odnosno da je protok gena izmedu ispitivanih populacija ogranicen,
odbacuju¢i nul-hipotezu da su populacije lubina u Jadranu u panmiksiji.

Filogenetsko stablo izgradeno od dva jasno odijeljena sestrinska klastera ukazuje na
geografsko grupiranje populacija na srednji i sjeverni Jadran, s jasno izdvojenim
uzgojnim populacijama atlantskog porijekla. Najveca genetska slicnost uocena je
izmedu populacija Rijeke, Paga, Novigradskog mora i Piranskog zaljeva (sjeverni
Jadran) te izmedu populacija iz Makarske, Jadrtovca i uzgojne populacije o. Ugljana
Jadranskog porijekla (srednji Jadran).

Grupiranjem populacija s obzirom na populacijski karakter (uzgojne i divlje),
molekularnom analizom varijance utvrdena je znacajna razlika izmedu ispitivanih
grupa, ukazujuéi da utjecaj zbjegova lubina iz kaveza nije intenzivan kao $to je to
slucaj kod komarce. Jedino kod prirodne populacije lubina Piranskog zaljeva uocena

je znatna genetska slicnost s uzgojnom populacijom talijanskog podrijetla uzorkovanih
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takoder u Piranskom zaljevu sugeriraju¢i genetske interakcije prebjega s lokalnim
populacijama

S obzirom da su uzgojne populacije iz zapadnog Mediterana i Atlantika veoma
genetski udaljene od populacija iz isto¢nog Jadrana, dugoro¢ni uzgoj populacija iz
Atlantika moze utjecati na stabilnost autohtonih i lokalno adaptiranih genotipova

divljih jadranskih populacija lubina.

Gof Seriola dumerili

Kod 5 populacija gofa uzorkovanih iz sjevernog, srednjeg, juznog Jadrana, Balearskog
mora te lonskog mora, svi ispitivani mikrosatelitni lokusi (n=8) bili su polimorfni s
prosjecnim brojem alela od 7.5 po lokusu. Srednja vrijednost zapazene heterogenosti
(genetske raznolikosti) svih ispitivanih populacija iznosila je 0.66+0.2, dok je
ocekivana heterozigotnost iznosila 0.68+0.2.

Svi ispitivani lokusi kao i sve populacije bili su u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi.
Moze se zakljuciti da su ispitivane populacije okarakterizirane visokom efektivnom
veli¢inom, te da postojeci ribolovni pritisak ne utjece na njihovu stabilnost.

Ukupna vrijednost fiksacijskog indeksa Fsr, kao mjera protoka gena izmedu
ispitivanih populacija, iznosio je 0.006 s p-vrijednos¢u ve¢om od 0.8. Niska vrijednost
indeksa upucuje na postojanje znatnog protoka gena izmedu ispitivanih populacija §to
onemogucuje jacanje genetske strukturiranosti populacija te se nul-hipoteza o
prisutnosti panmiksi¢nih populacija gofa u Mediteranu ne moZe odbaciti.

Budu¢i da su mnogobrojna istrazivanja potvrdila da je glavno podru¢je mrijesta gofa
locirano u centralnom Mediteranu, izmedu juzne obale Sicilije i obale Tunisa, izvan
Pelagijskih otoka, za pretpostaviti je da je okupljanje spolno zrelih jedinki iz cijelog
Mediterana, ukljucuju¢i jedinke iz Jadrana, oko istog podrucja mrijesta i u istom
vremenskom periodu omoguéilo razmjenu genetskog materijala 1 uspostavljanje
znatnog protoka gena izmedu razliCitih populacija, §to je potvrdeno niskom
vrijednoscu fiksacijskog indeksa Fst kao i rezultatima molekularne analize varijance
(AMOVA test), gdje je 0.57% varijabilnosti pripisano razlikama na razini populacije,
dok je 97.36% varijabilnosti pripisano razlikama na razini svih jedinki.

Na filogenetskom stablu dobivenom na osnovu Cavalla-Sforza i Edwards (1967)
cohord genetske udaljenosti, uocljivo je da nema populacijskog grupiranja s obzirom
na geografsku pripadnost, dok je populacija juznog Jadrana genetski najudaljenija u

usporedbi s ostalim populacijama, Sto otvara moguénost postojanja vise podrucja
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mrijesta, ili mrijesta populacija u razli¢itim vremenskim razdobljima, buduci da gof po
strukturi ovarija ima parcijalni i grupno-sinkronizirani mrijest.

Analizom mitohodrijske DNA utvrdena je prisutnost 8 razli¢itih haplogrupa u svim
populacijama gofa. Takoder, uocena je visoka vrijednost ukupne raznolikosti
haplotipova (h) 0.44 + 0.06, te niska vrijednost nukleotidne raznolikosti (r) 0.0016 +
0.0002, a to ukazuje na nedavnu naglu demografsku ekspanziju populacija S. dumerili,
Sto je u korelaciji sa Siroko uocenim uzorkom ekspanzije populacija organizama
razli¢itih taksonomskih skupina u Sredozemlju nakon posljednjeg glacijalnog

razdoblja.

Zubatac Dentex dentex

Analizom mitohondrijske DNA, kod istrazivanih populacija zubaca Dentex dentex
uzorkovanih iz sjevernog, srednjeg i juznog Jadrana, iz uzgoja te iz Balearskog mora,
ukupno je utvrdena prisutnost od 13 razlicitih haplotipova. Takoder, uocena je visoka
vrijednost ukupne raznolikosti haplotipova (h) 0.53 + 0.04, te niska vrijednost
nukleotidne raznolikosti (mw) 0.0010 + 0.0001, Sto ukazuje da su razlike izmedu
haplotipova male jer ih u najveéem broju €ini razlika samo jednog nukleotida.

Na osnovu rezultata testova demografske povijesti i rekonstrukcije filogenetskih
odnosa haplotipova vrste D. dentex utvrdeno je da su populacije prosle naglu
demografsku ekspanziju u povijesti.

Testom usporedbe populacijske diferencijacije (Fst test) nije utvrdena genetska
strukturiranost populacija, te se genetske razlike nalaze unutar samih populacija.
Jedino su populacije iz uzgoja Jadranskog podrijetla pokazale znacajnu genetsku
udaljenost naspram svim ostalim populacijama, §to je vjerojatno uvjetovano znacajnim
selekcijskim pritiskom nad koriStenim mati¢njacima s ciljem dobivanja komercijalno

pozeljnog fenotipa.

. Nagla demografska ekspanzija zubaca u proslosti koja je vjerojatno nastala nakon

posljednjeg glacijalnog razdoblja i ulaskom slane vode u Mediteran rezultirala je
snaznim protokom gena izmedu populacija te do danas, uzimajuéi u obzir ogranic¢eno
vremensko razdoblje, nije uvjetovala divergenciju mitohondrijske DNA izmedu
ispitivanih populacija.

Za detaljniju i recentniju analizu populacijske strukture vrste D. dentex, nuzno je

razviti 1 analizirati nuklearne markere kao Sto su mikrosateliti obzirom da su
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okarakterizirani visokom razinom mutacija te su kao takvi informativniji u analizi

nedavno stvorenih populacijskih razlika.
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