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1. UvOD
1.1. Biologija i ekologija hlapa (Homarus gammarus)

Hlap (Homarus gammarus (Linnaeus, 1758)) pripada potkoljenu Crustacea, red
Decapoda (deseteronosci) (Slika 1.1.1.A). U red Decapoda ubrajaju se vecina komercijalno
vaznih vrsta rakova poput hlapa, jastoga (Palinurus elephas (J. C. Fabricius, 1787)), rakovice
(Maja squinado (Herbst, 1788)), skampa (Nephrops norvegicus (Linnaeus 1758)) (Phillips,
2013). Hlap ima $iroku geografsku rasprostranjenost. Rasprostranjen je od Lofotenskih otoka
na sjeveru Norveske do jugoistoéne Svedske i Danske, ali je odsutan u Baltickom moru
vjerojatno zbog snizenog saliniteta i temperaturnih ekstrema (Slika 1.1.1.B). Njegova
rasprostranjenost prema jugu proteze se uz obale kontinentalne Europe, oko Velike Britanije i
Irske, do juzne granice od oko 30° sjeverne geografske Sirine na atlantskoj obali Maroka. Hlap
je rasprostranjen u Sredozemnom moru, iako manje brojno. Takoder, zabiljeZen je na
zapadnom djelu Crnog mora i u Bosporskom prolazu (Holthius, 1991; Triantafyllidis i sur.,
2005). Rasprostranjen je u cijelom Jadranskom moru, ali je najzastupljeniji u njegovom

sjevernom dijelu (Grubisi¢, 1988).

S e

Slika 1.1.1. Jedinka hlapa (H. gammarus) (lijevo - izvor: Miso Pavici¢) i podrucje

rasprostranjenosti hlapa (desno - izvor: www.aquamaps.com)

Hlap je predmet ciljanog ribolova ve¢ pet stoljeca (Spanier i sur., 2015) te se uglavnom
lovi klopkastim alatima s mamcem (naj¢es¢e razlicti tipovi vrsa). Od sredine 20. stoljeca
povecani antropogeni pritisci uzrokovali su kolaps stokova hlapa na vecini podrucja
rasprostranjenosti (Hinchcliffe i sur., 2021), od kojeg je oporavak bio spor ili do njega nikad
nije ni doslo (Cob i1 Castro, 2006). Opca biologija hlapa relativno je dobro poznata u usporedbi

s drugim morskim beskraljeznjacima zbog njihove Siroke rasprostranjenosti, podataka o
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povijesnom ribolovu i pokusaja uzgoja. Svejedno, nedostaju vazne informacije o ekologiji ove
vrste, posebice tijekom rane benticke faze zivota te nakon metamorfoze u postlicinku (André i

Knutsen, 2010; Ellis i sur., 2015b).

Hlap obitava na kontinentalnom $elfu do dubine od 150 m, iako se najéeSc¢e lovi na
dubinama manjim od 50 m (Holthuis, 1991). Uobicajeno se nalazi na stjenovitom, ¢vrstom dnu
(Grubisi¢, 1988), ali moze se zakopati i u mulj. Izrazito je teritorijalan. Koristi stjenovite
grebene kao zaklon, osobito za vrijeme presvlacenja. Ima modificirane prve noge za hodanje u
karakteristi¢na klijesta od kojih su jedna deblja i veca i sluze za drobljenje dok su druga tanja
i oStrija te sluze za rezanje. Unutarnji organi su zasti¢eni tvrdim oklopom koji se sastoji od
karapaksa ili glavoprSnjaka i abdomena ili repa (Slika 1.1.2.). Rep se moze brzo stezati §to

omogucava hlapu plivanje unazad (Wahle i sur., 2013).

Abdomen ili telzon  Karapaks ili glavoprsnjak

Rostrum

Antenule
DuZina karapaksa t1x-- s Antene
" } DUeIOV“N

Repna { i g fzj »‘:9&) %"“ ~ i

peraja

Klijesta (modificirane
prve noge)

Pleopodi ili plivace
nozice

// f

Noge za hodanJe

.. Srce Zeludac Mozak
Crijevo

Trbusni Zivéani
sustav

Slika 1.1.2. Morfologija (vanjski izgled) i anatomija odrasle jedinke hlapa (Homarus

gammarus) (izvor: www.nationallobsterhathery.co.uk)



Hlapovi se smatraju sedentarnim Zivotinjama s malim rasponom kretanja (Jorstad 1 sur.,
2004). Kretanje 1 migracije hlapa su slabo istrazene. Odrasli hlapovi imaju radijus kretanja
najces¢e do 3 km od zaklona (Smith i sur., 2001; Skerrit i sur., 2015). Hlapovi su kripti¢ni
tijekom cijelog svog Zivota i zadrzavaju se u skloniStima. Kretanje hlapova je vezano za
hranjenje 1 traZenje partnera. Hlapovi koriste kemosenzorne dlacice 1 antene tijekom razdoblja
slabe vidljivosti kada napustaju skloniSta zbog hranjenja (Moore i sur., 1991). Primarno je
no¢na zivotinja te se hrani Skoljkasima, malim rakovima i kolutiCavcima, ali je i strvinar
(Mente i sur., 2001; Wahle i sur., 2013). Hranjenje je povezano s dostupnoséu plijena i
metabolickom stopom (Skerrit 1 sur., 2015) 1 koleba ovisno o zivotnom stadiju i razdoblju

presvlacenja (Phillips, 2013).

1.11. Rast

Presvlacenje je proces rasta hlapa u duljinu odbacivanjem tvrdog oklopa (Laurans i sur.,
2009). Tijekom presvlacenja tkivo upija (apsorbira) vodu i tako hlap nabubri §to uzrokuje
puknuce vanjskog oklopa. Nakon §to se oslobodio starog oklopa javlja se daljnje oticanje i
pocinje se stvarati novi oklop. Tek presvucene jedinke su osjetljive na predaciju i ostaju
skrivene dok se novi oklop ne stvrdne. Taj proces moze trajati nekoliko sati do nekoliko
tjedana, ovisno o veli¢ini jedinke, dostupnosti kalcija u vodi 1 brzini kojom se isti talozi u oklop.
Stope rasta su opisane frekvencijom presvlacenja i1 veli¢inom svakog prirasta (Coleman i sur.,
2020). Tijekom presvlacenja, duljina karapaksa se poveca za 10 - 15 %, a masa se moZe
povecati cak do 50 % (www.nationallobsterhatchery.co.uk). Po zavrSetku postupka
presvlacenja, jedinka svoj stari oklop pojede kako bi nadoknadila utroSeni kalcij za stvaranje
novog oklopa. Mlade jedinke se presvlaée oko 25 puta tijekom prvih pet godina Zivota te
jednom tjedno tijekom prvog mjeseca zivota. Odrasle jedinke se presvlace rjede, dok se stare i

velike jedinke presvlace jednom u dvije godine (Phillips, 2013) (Slika 1.1.3.).
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Slika 1.1.3. Prikaz rasta jedinke u Homarus spp. (izvor: Phillips, 2006)

Trenutno ne postoji precizna rutinska metoda za odredivanje starosti rakova zbog
presvlacenja 1 nedostatka korelacije izmedu godisnjih kohorti 1 veli¢ine (Hopkins, 2012).
Nedavno utvrdeni prstenovi rasta u kalcificiranim dijelovima o¢nog stalka i Zelu¢anog mlina,

Cine te strukture potencijalno zanimljivim za procjenu odredivanja starosti rakova (Kilada i
sur., 2012).

1.1.2. RazmnoZavanje

Spolovi su kod hlapa odvojeni te je prisutan spolni dimorfizam. Zenke imaju $iri zadak
u odnosu na muzjaka jer nose jaja na zatku. Donji dio svakog segmenta na zatku je zaobljen, a
prvi par plivacih noZica (pleopoda) je mekan i perjast. Genitalni otvori se nalaze na bazi trec¢ih
nogu za hodanje. MuZzjaci imaju uzi zadak nego Zenke, donji dio svakog segmenta zatka im je
oStriji, prvi par plivac¢ih nozica je ¢vrsci 1 koStan, a genitalni otvori se nalaze na bazi petih nogu
za hodanje (Slika 1.1.4.) (Grubisi¢, 1988; Phillips, 2013). Hlap spolno sazrijeva izmedu 5. i 8.
godine zivota (Prodohl i sur., 2007) pri duzini karapaksa od 75 do 80 mm. Na spolno
sazrijevanje hlapova utjeu temperatura i specifi¢ne osobine svake jedinke. MuZzjaci Cesto
sazrijevaju ranije nego zenke, iako duZina pri prvoj spolnoj zrelosti moze znaajno varirati

(Tully i sur., 2001; Jarstad i sur., 2005).



Slika 1.1.4. Morfoloske razlike izmedu zenki (lijevo) i muzjaka (desno) hlapa (izvor:

www.bim.ie)

Hlap se mrijesti ljeti, tijekom ili nakon razdoblja presvlaéenja (Phillips, 2013). Zenke
Cesto slijede dvogodisnji reproduktivni ciklus. Nakon duge gestacije 1 izvaljivanja li¢inki iz
jajasaca slijedi presvlacenje i ponovno razmnozavanje, pa su do kraja druge godine ponovno s
vanjskim jajascima (Agnalt i sur., 2007). Takoder je zabiljezen mrijest i u godini kada nema
presvlacenja, presvlacenje 1 izbacivanje jajaSaca u istoj godini i ponovna oplodnja bez
ponovnog mrijesta s muzjakom (Atema i Voight, 1995; Agnalt i sur., 2007). Velike Zenke
(>120 mm duzine karapaksa) se presvuku i onda prolaze kroz dva uzastopna mrijesta prije
ponovnog presvlacenja, Sto ukazuje na postojanje kapaciteta za skladiStenje spermija (Waddy
1 Aiken, 1986). "Super zenka" je naziv za Zenku koja se mrijesti i presvlaci svake godine

(Comeau i Savoie, 2002).



Oplodnja je kod hlapa vanjska i dogada se tijekom izbacivanja jaja na trbusnu stranu
abdomena 1 pliva¢ih nozica gdje se oplodena jaja nalaze tijekom duge gestacije od oko 10
mjeseci (Atema i Voight, 1995; Agnalt i sur., 2007). Koli¢ina jajaSaca kod Zenki hlapa na
abdomenu moze biti u rasponu od 2000 do 50 000 i ovisi o veli¢ini jedinke (Agnalt i sur., 2007,
Lizarraga-Cubedo i sur., 2003). Oplodena jajaSca mijenjaju boju tijekom razvoja (Slika 1.1.5.).
Ona su u pocetku tamno zelena, zatim crna i postaju sve crvenija kako se embrij razvija i
konzumira Zumanj¢anu vrecicu. Izvaljivanje iz jaja se dogada ljeti, u razdoblju od jednog do
dva tjedna (Agnalt i sur., 2007), kada se li¢inke stadija I (zoea) uzastopnim trzajima abdomena

1 plivac¢ih nozica otpustaju u stupac morske vode kako bi zapocele svoju planktonsku fazu

razvoja.

V L/
L

Slika 1.1.5. Jajasca hlapa u vrijeme blizu izvaljivanja (lijevo - izvor:

www.nationallobsterhatchery.com) i Zenka s jajima (desno - izvor: MiSo Pavicic)

1.1.3. Planktonski i bentic¢ki razvoj

Licinke (zoea) su planktonske i hrane se zooplanktonom. Planktonska faza traje 10 do
15 dana u kontroliranim uvjetima dok u prirodnim uvjetima traje 15 do 35 dana te je vrijeme
razvoja li¢inke znacajno ovisno o temperaturi (Browne i sur., 2009; Schmalenbach i Franke,
2010). Li¢inke prolaze tri razvojna stadija do metamorfoze u post-li¢inku ili stadij IV gdje se
potom spustaju na morsko dno i1 pocCinju zivjeti kao benticki organizmi (Slika 1.1.6.).
Prezivljavanje do stadija poslijeli¢inke u kontroliranim uvjetima je izrazito varijabilno (5 - 25
%) te je i geneticki uvjetovano (Jerstad i sur., 2005). Usprkos znacajnim istrazivanjima, malo
je spoznaja 0 ovoj zivotnoj fazi hlapa jer su rijetko uoéeni i promatrani u prirodom okruzenju
(Agnalt i sur., 2009).



Slika 1.1.6. Razvojni stadiji hlapa (Homarus gammarus), od jajasca do odrasle jedinke
(izvor: Alex Hyde)

Zoea I ili prvi licinacki stadij je stadij u kojem li¢inke reagiraju pozitivno na svijetlo i
iskljuc¢ivo su planktonske. Li¢inke su segmentirane, kutikula je prozirna i vidljivi su unutarn;ji
organi. U drugom li¢inackom stadiju ili zoea II (Slika 1.1.7.), ponasanje i boja li¢inki je sli¢na
prijasnjem stadiju, a uocava se razvoj prvih parov nogu i pleopoda. Uropodi na kraju telzona
dimenzija. Li¢inke u odsutnosti strujanja u bazenu imaju tendenciju tonjenja. Takoder,
primjecuje se prvi par uropoda. Kod post-li¢inki (stadij IV) ili megalopa, morfologija se
znacajno razlikuje od prijasnjih stadija. Jedinke postaju aktivni plivaci jer koriste pleopode za

plivanje dok se pereiopodi koriste za kretanje po dnu (Browne i sur., 2009).



Slika 1.1.7. Drugi li¢inacki stadij ili zoea Il hlapa (Homarus gammarus) (izvor: Alex Hyde)

Par dana nakon metamorfoze u stadij IV, poslijeli¢inka se spusta na morsko dno i trazi
staniSte pogodno za naseljavanje. Tijekom rane benticke faze zivota (5 - 25 mm duZine
karapaksa) jedinke su kriptine, i prema dostupnim literaturnim podacima, postoji vise
saznanja o ekologiji u ovoj zivotnoj fazi kod vrste Homarus americanus H. Milne Edwards,
1837 nego o H. gammarus (Wabhle i sur., 2013). Novo naseljene jedinke H. americanus mogu
se naci u plitkim, stjenovitim staniStima uzorkovanjem faune na §ljun¢anim i kamenitim dnima,
no te se metode nisu pokazale uspjeSnima u pronalaZzenju mladih jedinki H. gammarus u

sli¢nim stanistima u Europi (Selgrath 1 sur., 2007).

1.2. Ribarstvo i akvakultura hlapa

Hlap je visoko cijenjen morski organizam, lovi se na Ccitavom podrucju
rasprostranjenosti 1 postize vrlo visoku cijenu na trziStu. Ribolov hlapa jedan je od
najvrijednijih ribolova u sjevernoj Europi i uglavnom se odvija u Ujedinjenom Kraljevstvu,

Irskoj i sjevernoj Francuskoj (Browne i sur., 2001). U proteklih 70 godina ulov hlapa je varirao
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izmedu 1600 1 5500 tona, dok je u zadnjih 10 godina ulov iznosio prosjecno 5000 t (FAO,
2021) (Slika 1.2.1.). Prije 1960. godine Norveska je biljezila godisnji ulov u rasponu od 600
do 1000 tona, a tijekom slijedeca dva desetljeca zabiljezen je kolaps u ribarstvu i godisnji ulovi
su osamdesetih godina proslog stoljeca pali ispod 30 tona. Ukupni ulovi hlapa za cijelu Europu
su bili relativno stabilni do sredine 60-tih kada po¢inju padati. U 1970-ima, ulovi su pali na
oko 1800-1900 tona, ali su se poceli pokazivati znakovi oporavka u ranim 80-ima. Od 1980.
godine svjetski ulov ove vrste smatra se stabilno rastu¢im. U sjeverno-europskim zemljama
hlap se lovi naj¢es¢e vrsama s mamcem, koje su razlicitih dizajna, veli¢ina i oblika (Cobb i

Castro, 2006).
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Slika 1.2.1. Statistika ulova hlapa (Homarus gammarus) za cijelo podruéje Europe (izvor:

www.fao.org)

Unutar mediteranskih zemalja godiSnji prijavljeni ulovi nikad nisu postigli istu razinu
kao 1 oni u podrucju sjeverne Europe. Opcenito, u Sredozemnom moru hlap nije ciljana vrsta i
¢esce je usputni ulov u trostrukim mrezama stajacicama koje ciljaju na jastoga Palinurus
elephas (Quetglas i sur., 2004) ili u jednostrukim mreZama namijenjenim za ulov ribe (Goniilal,
2015). Prosjecni prijavljeni ulov hlapa na podrucju Sredozemnog mora je oko 140 t godiSnje u
razdoblju od 2006. do 2015. (FAO, 2021) (Slika 1.2.2.). Medutim, smatra se kako podaci nisu
pretjerano pouzdani (Le Manach i sur., 2011; Pere i sur., 2019), jer se sav ulov ne prijavljuje.

Takoder, na nacionalnoj razini u FAO statistici za pojedine zemlje nema uopce prijave ulova u
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odredenim godinama. Vecina prijavljenog ulova iz Sredozemnog mora dolazi iz gré¢ke flote
koja je prijasnjih godina prijavljivala viSe od 50 % ulova hlapa (FAO, 2021), a zadnjih godina

nedostaju podaci u potpunosti.
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Slika 1.2.2. Statistika ulova hlapa (Homarus gammarus) na podru¢ju Sredozemnog mora

(izvor: www.fao.org)

Prema vaze¢im propisima, hlap se moze loviti od 5. svibnja do 1. rujna (NN 42/2016)
u cijelom ribolovnom moru Republike Hrvatske, odnosno na podrucju svoje rasprostranjenosti
i nisu definirani alati koji su strogo namijenjeni za lov ove vrste. Ipak, najcesce se lovi vrsama
za lov velikih rakova i mrezama staja¢icama, jednostrukim i trostrukim mrezama razlicitih
veli¢ina oka. U skladu s Mediteranskom uredbom (EC 1967/2006), Naredba o zastiti riba i
drugih morskih organizama iz 2016. godine propisuje minimalnu lovnu duZinu hlapa (NN
42/2016). Velicina hlapa mjeri se kao duljina njegovog karapaksa, usporedno sa srediSnjom
linijom, od zadnjeg dijela oka do sredi$nje to¢ke vanjskog lednog ruba i ta duljina mora biti
minimalno 10,5 cm; ili kao ukupna duljina, mjereno od vrha rostruma do zadnjeg dijela telzona,
bez ticala 1 ista mora biti minimalno 30 cm. Takoder, zenke s vidljivim jajima na abdomenu

moraju se vratiti u more.

Koli¢ine uzgojenih hlapova nisu znacajne, medutim zabiljeZen je konstantni rast

proizvodnje na svjetskoj razini. Ovaj trend moze se objasniti ¢injenicom da je ulov hlapa
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stabilan ve¢ duzi niz godina dok je potraZznja na globalnom trZiStu u porastu. U usporedbi s
drugim uzgajanim rakovima, uzgoj li¢inki hlapa je jednostavniji i krace traje. Li¢inke se hrane
prirodnom i umjetnom hranom, otporne su na bolesti i imaju potencijal brzeg rasta u toplijem
moru (Kristiansen i sur., 2004). Temperatura je primarni regulator rasta, a optimalna
temperatura mora za uzgoj je oko 20 - 22 °C (Aiken i Waddy, 1995). Uzgoj li¢inki hlapa pri
20 °C traje oko 12 dana (Waddy, 1988) u odnosu na 35 dana pri temperaturi mora od 15 °C
(van Olst i sur., 1980). Uzgajani hlap moze dose¢i masu 250 - 300 g (ukupna duzina 210 mm,
duzina karapaksa 75 mm) tijekom uzgojnog ciklusa koji traje 24 - 30 mjeseci pri konstantnoj
temperaturi od 20 °C (Wickins 1 sur., 1991). Temeljni zootehnicki ¢imbenici koji utjecu na
stopu rasta hlapova ukljucuju rukovanje, gustocu jedinki, veli¢inu stanista, socijalne interakcije

i kakvo¢u mora (Aiken i Waddy, 1995). Posljedi¢no, zbog poveéane stope mortaliteta uslijed

Slika 1.2.3. Mladi hlapovi (H. gammarus) u uzgoju (izvor:

www.nationallobsterhatchery.co.uk)

Potpuni uzgojni ciklus podrazumijeva uzgoj hlapova od jajaSca do trziSne veliine.
Uzgoj je kompliciran zbog kanibalizma medu jedinkama, iako je tehnicki napredak postignut
(Daniels 1 sur., 2015). Vecina uzgojnih inicijativa kod hlapova se zasniva na ribolovu
temeljenom na uzgoju (Wahle i sur., 2013), tj. povecanje ribolova hlapova pustanjem uzgojenih
nedoraslih jedinki u divljinu (repopulacija), kako bi se obnovio unisteni stok ili odrzao ulov
(Bell 1 sur., 2008). Svrha repopulacije je prevladati ograni¢enja novacenja u divljim

populacijama uzgojem potomaka tijekom ranjivih zivotnih stadija prije pusStanja u divljinu u
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fazi kada viSe nisu toliko ranjivi (Jerstad i1 sur., 2005). U kontroliranim uvjetima je
prezivljavanje li¢inki uspjeSnije nego u divljini zbog odsustva predacije. Repopulacija je
ucinkovita i provediva kod morskih organizmima koji pokazuju visoki fekunditet, nisku razinu
prezivljavanje potomaka, a zaokruzeni uzgojni ciklus nije postignut. Nadalje, postoji
mogucénost negativnog utjecaja repopulacije na geneti¢ku strukturu prirodnog stoka (Araki i
Schmid, 2010). Glavni cilj selekcijskih postupaka u uzgoju je uzgoj jedinki dobrih osobina u
kontroliranim uvjetima. Ovo nedvojbeno dovodi do genetickih promjena u domestificiranom
stoku. Mrijest izmedu divljih i uzgojenih jedinki ili namjerno pustanje mladih jedinki u divljinu
moze rezultirati genetickim promjenama u divljim populacijama tj. smanjenje sveukupnog

fitnesa i produktivnosti (Mercer i Browne, 1994).

1.3. Fizi¢ko-oceanografske karakteristike Jadranskog mora

Jadransko more smjeSteno je na najsjevernijem dijelu srednjeg Sredozemnog mora.
Povrs$ina Jadranskog mora iznosi 138 600 km?, srednja dubina 239 m i volumen 35 000 km?®
(Cushman-Roisin i sur., 2001). Poluzatvorenog je tipa te se sastoji od dvije depresije,
Juznojadranske i Jabucke kotline s dubinama od 1230 m odnosno 280 m, odvojene palagruskim
pragom (8irina 150 km i dubine do 130 m) i Otrantskim tjesnacem ($irina 72 km i dubine 780
m). Karakterizira ga 300 km Sirok i plitki Self (dubine do 80 m) u sjevernom dijelu. Sastoji se
od dva geomorfoloski razli¢ita dijela; sjevernog plitkog podrucja i duboke JuZnojadranske
kotline (Trincardi i sur., 1994). Medutim, podjela Jadranskog mora na tri dijela (sjeverni,
srednji 1 juzni) se mnogo ¢esc¢e koristi (Slika 1.3.). Sjeverni se Jadran proteze do linije Zadar -
Ancona. Prosje¢na dubina sjevernog Jadrana iznosi oko 40 m. Srednji Jadran obuhvaca dva
dijela, Jabucku kotlinu i Palagruski prag. Najdublja tocka Jabucke kotline iznosi 260 m. Od
Jabucke kotline do Palagruskog praga dno se lagano uzdize do dubine od 170 m. Palagruski
prag predstavlja pravu prirodnu barijeru izmedu dubokog juznojadranskog bazena i njegovog
mnogo pli¢eg sjevernog dijela. Juzni Jadran predstavlja podrucje juzno od Palagruskog praga
koje obuhvac¢a duboku JuZnojadransku kotlinu s maksimalnom dubinom preko 1200 m

(Cushman-Roisin i sur., 2001).

Temperatura mora uvjetovana je izrazenom sezonskom promjenom toplinskog toka
(Artegiani i sur., 1997), §to rezultira pridnenim temperaturama u plitkim predjelima od 6 °C
tijekom jakih zimskih zahladenja do 20 °C tijekom jesenskog mijeSanja na sjevernom Jadranu.

Dublje regije na srednjem Jadranu imaju manje sezonske promjene pridnene temperature koje
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se nalaze u rasponu od 13 °C do 17 °C (Buljan i Zore-Armanda, 1976; Lipizer i sur., 2014).
Sjeverni Jadran je pod najvecim utjecajem dotoka slatke vode, od kojih je najveca rijeka Po
(1500 m®/s u prosjeku). Salinitet se u prosjeku smanjuje od juznog Jadrana (38,5-38,9) do
najsjevernijeg dijela Jadrana (povrsinski manje od 35,0 tijekom proljeca i ljeta) (Lipizer i sur.,
2014, Vilibi¢ i sur., 2019). Kako se slatka voda zadrzava na povrsini, prosjecni salinitet pri dnu

na ve¢em dijelu sjevernog Jadrana je oko 38,0 (Vilibi¢ i sur., 2019).

Najvec¢a sezonska varijabilnost povrSinske temperature mora u Sredozemlju
dokumentirana je za podrucje plitkog sjevernog Jadrana (Shaltout i Olmstedt, 2014). Op¢enito,
plitki sjeverni Jadran je jedinstven morski ekosustav karakteriziran sa specifi¢nim
hidrografskim uvjetima i relativno visokom bioraznolikos¢u. To je podrucje najproduktivnije
unutar Jadranskog mora zbog utjecaja rijeke Po (Aubry i sur., 2012; Djakovac i sur., 2012), sa
snazno izrazenim viSegodi$njim i godi$njim kolebanjima okolisnih parametara (temperatura,
salinitet 1 hranjive soli) (Shaltout i Omstedt, 2014; Vilibi¢ i sur., 2019). Sjeverni Jadran je i
mjesto gdje nastaje gusta jadranska voda (Buljan i Zore-Armanda, 1976; Bergamasco i sur.,
1999; Mihanovi¢ i sur., 2018), koja pokrece jadransko-jonsku termohalinu cirkulaciju i dotok
tople 1 slane vode u Jadran (Orli¢ i sur., 2006). Znacajne varijacije u temperaturi, salinitetu i
biogeokemijskim procesima dogadaju se u Jadranu na dekadnoj vremenskoj skali, potaknute
izmjenom rezima Jadransko-jonskog bimodalnog osciliraju¢eg sustava (BiOS) u sjevernom
Jonskom moru (Civitarese i sur., 2010; Gacic i sur., 2010; Batisti¢ i sur., 2014). Utvrdeno je
kako su ove oscilacije dominantne za promjenu termohalinih svojstava u vecem dijelu
Jadranskog mora (Mihanovi¢ i sur., 2015). Uoceno je kako termohalina cirkulacija vjerojatno
slabi zbog klimatskih promjena, potencijalno utje¢u¢i na biolosku raznolikost morskih

organizama (Vilibi¢ 1 sur., 2013).
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Slika 1.3. Karta podjele Jadranskog mora (izvor: www.meteo.hr)

1.4. Utjecaj klimatskih promjena na ribarstvo

Morski ekosustavi koji odrzavaju ribarstvo 1 akvakulturu doZivljavaju znacajne
promjene kao rezultat globalnog zatopljenja. Te promjene ukljucuju porast temperature mora,
otapanje leda, porast razine mora, smanjenje koncentracije otopljenog kisika, mijenjanje
globalne i lokalne cirkulacije oceana, zakiseljavanje mora te smanjenje primarne proizvodnje
(FAO, 2018). Klimatske promjene ukljuc¢uju zbir ucinaka koji zajedno mogu dramati¢no
promijeniti prirodni okoli§ i imati znacajan utjecaj na svjetsko ribarstvo, najcesée negativni.
Dostupne projekcije ukazuju kako ¢e klimatske promjene biti sve naglaSenije u buduénosti
(Bahri i sur., 2018). Povrsinske vode oceana zagrijale su se u prosjeku za 0,7 °C po stolje¢u na
globalnoj razini od 1900. do 2016. (Huang i sur., 2015). Trendovi temperature oceana variraju
u razli¢itim regijama. No, pozitivni trendovi su zabiljezeni u ve¢em dijelu svijeta. Na sjevernoj
polutci zatopljenje je izraZenije, posebno u sjevernom Atlantiku (Bahri 1 sur., 2018), dok u
suptropskim podrucjima i na Arktiku trend povrSinske temperature mora premasuje raspon
prirodne sezonske varijabilnosti (Henson i sur., 2017). Procijenjeno je zagrijavanje oceana do
kraja dvadeset i prvog stoljeca za 0,6 °C do 2,0 °C u usporedbi s prosjekom od 1986. do 2005.
(IPCC, 2014).
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Klimatske promjene utje¢u na sektor ribarstva i akvakulture, na komercijalno vazne
stokove riba i morskih beskraljeznjaka. Produktivnost vrsta i njihov rast mijenjaju se sto
ostavlja posljedice na ribolov. Posljedice su rezultat promjena u: rasprostranjenosti vrsta
(najcesce Sirenje areala prema sjeveru), migracijskom ponasanju i transportu lic¢inki (Kalikoski
i sur., 2018). Projekcije ukupnog ribolovnog potencijala na globalnoj razini pod klimatskim
promjenama ukazuju na smanjenje za 2,8 % do 5,3 % do 2050. godine §to moze biti potaknuto
izravnim u¢inkom zagrijavanja na fiziologiju morskih organizama, smanjenjem dostupne hrane
i gubitkom staniSta (Cheung i sur.,, 2018). Rezultat kombinacije prirodne klimatske
varijabilnosti (Atlantska viSedekadna oscilacija) i klimatskih promjena je nedavno uoceno
zagrijavanje Sredozemnog mora (Macias i sur., 2013). Procijenjeno je povrSinsko zagrijavanje
Sredozemnog mora u rasponu od 1,73 °C do 2,97 °C u razdoblju od 2070. do 2099. u odnosu
na 1961. do 1990. (Adloff i sur., 2015). Morska bioraznolikost Sredozemnog mora danas se
susree s znatnim strukturnim promjenama u flori i1 fauni. Primjeri promjena u
rasprostranjenosti vrsta i lokalnoj brojnosti povezanih sa zagrijavanjem mora su
meridionalizacija i tropikalizacija. Meridionalizacija je naziv za fenomen promjene u
rasprostranjenosti populacija autohtonih termofilnih vrsta u hladnije regije sjevernog
Sredozemlja (Lloret i sur., 2015), dok tropikalizacija opisuje unos i Sirenje Stranih vrsta,
ukljucujudi lesepsijske migrante iz Crvenog mora i iz Indo-pacificke regije (Boero i sur., 2008).
Takve promjene su zabiljeZene 1 u Jadranskom moru (Dulci¢ 1 Grbec, 2000; Dulcic¢ 1
Dragicevi¢, 2011). Pretpostavlja se kako bi najhladniji dijelovi Sredozemnog mora, Lionski
zaljev 1 Sjeverni Jadran, u pocetku mogli sluziti kao utocista za vrste koje su prilagodene
borealnim uvjetima okoliSa. No, s nastavkom zagrijavanja mora navedena podrucja bi mogla

postati ,.slijepa ulica“ za takve vrste (Ben Rais Lasram i sur., 2010).

Sredozemno 1 Crno more zajedno predstavljaju jedno od tri glavna ribolovna podrucja
za koje je prema procijeni iz 2015. utvrden najveci postotak stokova koji se izlovaljavaju na
neodrzivim razinama (Vannuccini i sur., 2018). Priobalni ribolov je dominantni segment
ribarske flote u regijama Mediterana i Crnog mora koji ¢ini 80 % ukupne flote, dok kocarski
ribolov ostvaruje ulove s najve¢om vrijednosc¢u, a plivaricarski ribolov ima najveci iskrcaj po
masi (FAO, 2016). Priobalni ribolov posebno je osjetljiv na klimatske promjene zbog
klimatsko ekstremnih dogadaja, podizanja razine mora, zakiseljavanja mora i obalne erozije
(Pranovi 1 sur., 2013; FAO, 2018). Posljedice klimatskih promjena uklju¢uju naruSen

tradicionalni ribolov koji ¢e se trebati prilagoditi.
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Rakovi sve vise dominiraju u globalnom ribarstvu. Ribolov dekapodnih rakova raste
brze od ribolova bilo koje druge glavne skupine. Izravne 1 neizravne antropogene promjene u
ekosustavu nastavljaju pogodovati rakovima (Boenish i sur., 2021). Brojne populacije vrsnih
predatora su prelovljene zbog prekomjernog iskoriStavanja (Pauly, 1998). Kao posljedica
smanjenja brojnosti vr$nih predatora uo¢ene Su promjene u regionalnim trofickim kaskadama
i isticanje mezopredatora (Paine, 2010). Dekapodni rakovi, uklju¢ujuci razne hlapove, jastoge
i kozice, ¢ine sve vazniju komponentu ovih ekoloskih prijelaza (Anderson i sur., 2011).
Relativno povecanje ulova rakova nadmasilo je sve druge glavne skupine vrsta od 1990.
godine. Ribolov rakova se povec¢ao u globalnom ulovu, s 4,4 % na 7,8 % (Boenish i sur., 2021).
Rakovi imaju nekoliko vaznih osobina koje povecavaju njihovu produktivnost i otpornost, i
koje su im omogudile prilagodbu na antropogene promjene. Te osobine ukljucuju: plasti¢nost
u hranjenju, relativno nisku temperaturnu osjetljivost, prirodnu obranu (¢vrsti oklop i kripti¢no
ponaSanje), relativno brz rast te roditeljsku brigu (noSenje jaja na plivaéim nozicama
abdomena). Rakovi se ubrajaju medu vrste koje su otpornije na iskoriStavanje 1 promjene
temperature. Iste osobine koje rakovima pruzaju prilagodljivost na prekomjerno iskoristavanje

takoder mogu uciniti ove vrste otpornijima na klimatske promjene (Boenish i sur., 2021).

S druge strane, relativno dugi stadij li¢inki rakova, ovisno o vrsti, ipak ih ¢ini
osjetljivima na klimatske varijabilnosti (Wahle i sur., 2015). Cimbenici okoli$a utje¢u na
rakove tijekom njithovog sloZenog Zivotnog ciklusa, ukljuCuju¢i razvoj embrija, vrijeme i
duljinu trajanja razdoblja mrijesta, trajanje licinacke faze, prostornu distribuciju naseljavanja,
stopu rasta, veli¢inu dostizanja spolne zrelosti i lovnost (Green i sur., 2014). Temperature mora
iznad optimalnog raspona kod rakova mogu smanjiti preZivljavanje, rast i razmnozavanje kao
rezultat stresa, smanjenog novacenja i povecanja bolesti (Aiken 1 Waddy, 1986, Shields, 2019),
Sto moZe imati kaskadne ucinke na dinamiku populacije. Stopa rasta opcenito je u pozitivnoj
korelaciji s temperaturom medu rakovima unutar temperaturne tolerancije svake vrste (Hartnoll
2001). Takoder, utvrdeno je i da se sama lovnost rakova povecava s pove¢anjem temperature
mora (Green i sur., 2014) $to je vjerojatno uvjetovano njihovim povecanom aktivnoSc¢u pri

vi§im temperaturama.
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1.5. Procjene stanja i dinamika populacija u ribarstvu

Dinamiku populacije ¢ine procesi odgovorni za promjene u brojnosti ili biomasi
populacije kroz vrijeme. Izrazi procjena populacije i1 procjena stoka se Cesto koriste
naizmjenicno. Populacija se definira kao skupina jedinki iste vrste koje su prostorno, geneticki
ili demografski odvojene od drugih skupina (Wells i Richmond, 1995). Svaka populacija ima
jedinstvenu dinamiku koja utjeCe na njezin trenutni i bududi status. Opcenito, stok je dio
populacije ili subpopulacija, dok se procjena stoka ¢esto odnosi na onaj dio populacije koji se
iskoriStava u ribarstvu (Ricker, 1975) i daje informacije o njegovom trenutnom stanju,
ucincima trenutnih i budu¢ih mjera upravljanja, dajuéi podlogu potrebnu za odrzivo ribarstvo
na nekom podrucju (Pope i sur., 2010). Jedna populacija moze imati nekoliko stokova koji
imaju razli¢itu dinamiku cak i uz iste mjere gospodarenja jer su ribolovne aktivnosti drukcije
ili geografska obiljezja specifiénog podrucja znacajno oblikuju svaki od stokova. Stoga se
modeli procjene stokova, koji podrzavaju odrzivo ribarstvo, temelje na ekoloskim principima
(Hilborn, 2011), i zahtijevaju informacije o karakteristicnim osobinama vrsta, ali i samim

ribolovnim aktivnostima na pojedinom podrucju kao ulazne parametre.

Informacije o bioloskim obiljezjima i specificnom ribolovnom naporu na morske vrste
u osnovi se mogu izvesti iz dva glavna izvora, a to su podaci neovisni o ribarstvu (znanstvena
istraZzivanja na moru) i podaci o ribarstvu (prikupljanje podataka i uzorkovanje od strane
promatraca na plovilima, iskrcajnim mjestima te podaci iz ocevidnika). Ova dva izvora mogu
pruziti razliCite vrste informacija s dodatnim detaljima 1 trebaju biti pazljivo odabrani prema
prirodi istrazivanja i ciljevima kojima se teZi. IstraZzivanja neovisna o ribarstvu uglavnom se
oslanjaju na skupe istrazivacke programe na moru koji se provode u relativno kratkom
vremenskom razdoblju. Podaci istrazivanja smatraju se kvalitetnijima jer su uzorkovanje i
prikupljanje znanstveno osmisljeni i standardizirani. Osim toga, i statistika uzorkovanja i
bioloSke informacije o ciljnim vrstama uzimaju se u obzir tijekom izrade istraZzivanja (Board,
2000). Medutim, opcenito imaju ograni¢enu pokrivenost u prostoru i vremenu (u smislu
sezonalnosti, kao i broja godina dostupnih podataka), Sto moze dovesti do pristranih i
nepreciznih procjena (Hilborn i Walters, 2013). Prema Hilbornu i Waltersu (2013), postoje dva
glavna nedostatka u istraZivanjima neovisnim o ribarstvu: vrijeme uzorkovanja u odnosu na
sezonski ciklus 1 mjesto uzorkovanja ciljane vrste te Cinjenica da se moZe prikupiti samo
ograniCena koli¢ina podataka. Oba nedostatka dovode do nereprezentativnog uzorkovanja.

Istrazivanja ovisna o ribarstvu mogu pruziti duge vremenske serije, Siroku prostornu
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pokrivenost tijekom cijele godine i informacije o velikom broju ciljanih vrsta, vrsti ribolovnih
alata i plovila, mjesta iskrcaja i kanala distribucije (Lunn i Dearden, 2006). No, podaci ove
vrste ponekad nemaju posebne pojedinosti kao $to su tocna lokacija ulova i tocan identitet vrste
(ulovi se uglavnom identificiraju na visoj taksonomskoj razini; npr. veliki rakovi), a takoder
treba uzeti u obzir pitanja pristranosti zbog ogranicenja koja namece zakonodavstvo i namjerno
pogresno prijavljivanje ulova. Neki od nedostataka istrazivanja ovisnih o ribarstvu mogu se
prevladati koriStenjem promatraca na brodu, ali se na taj nacin neizbjezno moze pokriti samo
mali dio ribolovnih aktivnosti. Drugi se problem javlja zbog ponavljanja uzorkovanih
ribolovnih mjesta (podaci se uvijek prikupljaju u radu s istim ribarima i na istim podruc¢jima),
a uzorci se prikupljaju koriStenjem preferencijalnog uzorkovanja jer su ribolovne flote
komercijalno vodene, za razliku od sustavnog slucajnog odabira znanstvenog istrazivanja.
Najceséi podaci iz ribarstva su informacije o ulovu i ribolovnom naporu iz komercijalnog
ribolova. Takvi podaci se koriste za procjenu ulova po jedinici ribolovnog napora (CPUE) ili

stope ulova (Maunder i Punt, 2004).

Novacenje, rast i stopa smrtnosti primarni su procesi koji utjecu na ribolovni segment
populacije (Brown i Guy, 2007). Informacije o morfometrijskim odnosima i odnosima tjelesne
mase 1 duzine ili Sirine u populaciji vazan su alat u ribarstvenoj biologiji, procjeni stoka, ali i
ekologiji vrste. U ribarstvenim istrazivanjima, duzinsko - maseni odnos i indeks kondicije su
dva glavna parametra koji se koriste i usko povezani (Froese, 2006). Duzinsko - maseni odnos
je odnos izmedu mase 1 duljine za odredenu vrstu i moZe se koristiti za procjenu obrasca rasta.
Procjene parametara rasta mogu pruziti bitne uvide u dinamiku resursa i mogu se Kkoristiti kao
ulazni podaci za modele procjena stokova u ribarstvu (Zheng i sur., 1995; Baggio, 2011). U
nedostatku podataka o parametrima poput odnosa spolova, obiljeZja rasta, starosti ili smrtnosti,
za potpunu procjenu populacije, pa tako i rakova, morfometrijski odnosi i alometrija korisni su
alati za otkrivanje karakteristika populacije organizama tijekom rasta (Devescovi i Lucu, 2000;
Martinez-Calderon i sur., 2018), za procjenu biomase populacije usporedbu morfoloskih
osobina izmedu razli€itih vrsta ili populacija na podrucju rasprostranjenosti (Zheng i sur., 1995;
Santos i sur., 2002; Baggio, 2011) kao i za procjenu funkcionalne zrelosti (Tully i sur., 2001,
Lizarraga-Cubedo i sur., 2003). Morfometrijski odnosi se mogu koristiti za pretvaranje duljina
u biomasu, odredivanje indeksa kondicije i za usporedbu rasta jedinki u populaciji. Nadalje,
omjer spolova, indeks kondicije i veli¢inska raspodjela po duZinskim razredima daju
informacije o produktivnosti, razdoblju spolne zrelosti, novacenju kohorti i procjeni

potencijalnog stoka (Martinez-Calderon i sur., 2018).
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Koristan pokazatelj statusa stoka i reproduktivnog kapaciteta je biomasa stoka u
mrijestu (engl. spawning stock biomass, SSB). SSB se definira kao masa jedinki u stoku koje
su dosegle spolnu zrelost i mogu se razmnozavati (Kell i sur., 2016). Odnos izmedu veli¢ine
roditeljskog stoka i naknadnog novacenja temelj je za upravljanje iskoristavanim populacijama
(Walters i Martell, 2004). Novacenje se odnosi na pojavu novih, mladih jedinki u populaciji
nakon prethodnog reproduktivnog dogadaja. Razni ¢imbenici mogu utjecati na stopu novacenja
kao sto je fekunditet, indeks kondicije odraslih jedinki te uvjeti u okoliSu. Rast se moze izraziti
povecanjem veli¢ine, volumena ili mase tijekom vremena i utjeCe na povezane populacijske
procese poput prirodne smrtnosti i spolne zrelosti te na ranjivost prema nekom ribolovnom
alatu. Organizmi koji nemaju egzoskelet imaju kontinuirani rast, ali kod rakova, koji imaju
Cvrsti egzoskelet rast je diskontinuiran proces. Takav proces je karakteriziran nizom
presvlacdenja ili odbacivanja egzoskeleta odvojenih odredenim vremenskim razdobljem
(Hartnoll, 1982.), a stope rasta su opisane kombinacijom frekvencije presvlacenja i velicinom
svakog prirasta. Istrazivanja rasta na nekoliko vrsta rakova sugeriraju kako okoli$ni ¢imbenici,
posebice temperatura, mogu objasniti barem neke od varijacija u odnosu veli¢ine i dobi, dok
su veca razdoblja izmedu presvlacenja i manje stope rasta uocene pri granicama temperaturnog
optimuma (Green 1 sur., 2014). Klju¢na komponenta dinamike biomase populacije i njezine
otpornosti na iskori$tavanje je rast i njegov odnos s drugim Zivotnim procesima kao §to su
sazrijevanje i prirodna smrtnost (Coleman i sur., 2020). Prirodna smrtnost je smrtnost jedinki
u populaciji zbog prirodnih procesa kao $to su predacija 1 bolest, dok se ribolovna smrtnost
odnosi na dio jedinki uklonjenih iz populacije tijekom ribolova (Sparre i sur., 1989). Ako se
ribolovna smrtnost ne kontrolira moze do¢i do visokih stopa smrtnosti. Kako se ribolovni napor
1ulov povecava, brojnost stoka 1 prosjecni ulov se smanjuje. Ovo je temeljna teorija upravljanja
ribarstvom. Pad brojnosti stoka i prosje¢nog ulova moze se objasniti pojmovima growth
overfishing i recruitment overfishing. Growth overfishing nastaje kad se puno malih jedinki
lovi 1 ne mogu dosti¢i prosjecnu masu odraslih jedinki, zbog velikog ribolovnog napora i male
selektivnosti alata. Do recruitment overfishing dolazi kada je dio stoka koji se moze
razmnozavati na niskim razinama tako da ne moze proizvesti dovoljno novaka da nadomjesti

gubitak ostvaren ribolovom (Ben-Hasan i sur., 2021).

Produktivnost i intervali izmedu Zivotnih dogadaja povezanih s veli¢inom (dostupnost
u ribolovu i postizanje spolne zrelosti) su definirani stopama rasta i usko su povezani s
lokaliziranim ¢imbenicima okoli$a kao $to je temperatura (Hartnoll, 2001; Wahle i Fogarty,

2006). U rakova se alometrijski odnosi izmedu veli¢ine tijela i razlicitih dijelova tijela koriste

21



za procjenu spolne zrelosti, uz pretpostavku da se sekundarne spolne karakteristike pojavljuju
1 rastu razlicitom brzinom kod zrelih i nezrelih stadija (Leme, 2005). Omjer Sirine abdomena 1
duljine karapaksa moze se potencijalno koristiti kod Zenki hlapa za utvrdivanje veli¢ine pri
spolnoj zrelosti, ali treba ga uzeti s oprezom (Conan i sur., 2001; Tully i sur., 2001). Razlog
tome je Sto morfologija zenki moZe snaznije reagirati na lokalne selekcijske pritiske od
morfologije muzjaka. Stoga se kao osnovno nacelo dobrog upravljanja stokovima rakova
smatra odredivanje one minimalne lovne veli¢ine koja je primjerena veli€ini prve spolne

zrelosti (Bannister, 1999).

Nesumnjivo, neregulirani ribolov ostavlja bioloske, socijalne i ekonomske posljedice
koje su naravno nepozeljne. Sve veci ribolovni napor, oneciséenje, promjene temperature i
zakiseljavanje mora utjeCu na ribarstvo i povecavaju opasnost od kolapsa stokova. Za uspjesno
upravljanje stokovima potrebno je pratiti pritiske i same stokove te provoditi niz mjera
upravljanja. Akcije gospodarenja ukljucuju nekoliko moguénosti: kontrolu ulova, kontrolu
ribolovnog napora i uvodenje tehnickih mjera za pojedine ribolovne alate. Akcije se moraju
provoditi u smislu pozitivne implementacije uz podrsku ribara. Nazalost, neke akcije mogu
imati nezeljene i1 neoc¢ekivane posljedice gospodarenja ukoliko nisu ukljuceni svi bioloski,
ekonomski i socijalni parametri. Kontrola ulova ima za namjeru kontrolirati ribolovnu smrtnost
ograni¢avaju¢i masu ulova (ukupni dozvoljeni ulov, kvote, individualne kvote). Kontrola
ribolovnog napora ogranicava broj brodova ili ribara, koli¢inu, veli¢inu 1 tip alata, 1 vrijeme
koje alat moze biti u vodi (licence, individualne kvote napora te ograni¢enja broda ili alata) s
namjerom kako bi se smanjio ribolovni napor i/ili ribolovna smrtnost. Tehnicke mjere
ograni¢avaju veli¢inu i spol lovljenih organizama (MLS — minimum landing sizes; spolna
ograni¢enja: zabranjeno je loviti zrele jedinke, te Zenke koje nose jaja), te vrijeme, odnosno
podruc¢je dozvoljenog ribolova (lovostaj 1 zatvorena podrucja). Neuspjeh u ucinkovitom
upravljanju stokovima moze imati katastrofalne u€inke na biolosku raznolikost, odnose u
hranidbenim mrezama te socio-ekonomske uvjete ribarskog sektora. Strategije upravljanja koje
uspjesno cuvaju stokove 1 osiguravaju optimalne prihode su nuzne, a i dalje glavni problem za
upravljanje ribarstvom predstavlja nedostatak informacija o prijaSnjem i trenutnom stanju
stoka. Stoga je potrebno uloziti dodatne napore u kvalitetne metode prikupljanja i provjere
podataka. Sve popularnije mjere gospodarenja i ocuvanja morskog okoliSa su morska zasti¢ena
podrucja i1 zone bez ribolova. Jedna od najucinkovitijih metoda za zaStitu resursa je morsko
zaSticeno podrucje (engl. marine protected area, MPA), jasno definiran geografski prostor

kojim se upravlja za dugoro¢no ocuvanje vrsta gdje su privremeno ili stalno zabranjene
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ribolovne aktivnosti (Di Franco 1 sur., 2020). Ovakav tip zaStite ima niz pozitivnih u¢inaka na
iskoriStavane vrste 1 morska staniSta poput povecanja brojnosti, veli¢ine i1 biomase
iskori$tavanih vrsta i povecanja ulova (Moland i sur., 2013a; Moland i sur., 2013b; Nillos
Kleiven i sur., 2017; Moland i sur., 2021), zastite specifi¢nih osobina vrsta (Sgrdalen i sur.,
2020; Moland i sur., 2021) i zastita geneticke strukture od selekcije ribolovom (Huserbraten i
sur., 2013).

1.6. Geneti¢ka raznolikost

Populacijska genetika je polje evolucijske biologije ¢iji je cilj razumjeti ¢imbenike koji
mijenjaju distribuciju 1 frekvenciju alela unutar populacija. U osnovi ona proucava kako
evolucijske sile poput mutacije, selekcije, genskog otklona i migracije utje¢u na geneti¢ku
raznolikost (Hansen, 2003). Geneticka raznolikost je glavni izvor bioloske raznolikosti u
ekosustavu. Geneticku raznolikost ¢ine razlike u slijedu nukleotida u molekuli DNA jedinki
iste vrste. Male varijacije u slijedu nukleotida mogu rezultirati razliitim slijedom
aminokiselina u proteinima koje ti geni kodiraju. Razlic¢iti slijed aminokiselina u proteinima
moze utjecati na biokemijsku funkciju ili moze dovesti do morfoloskih nejednakosti jedinki u
populaciji. Geneticka raznolikost prema samoj definiciji predstavlja raznolikost alela 1
genotipova unutar vrste ili populacije te odrazava ravnotezu izmedu pojave i nestanka alela.
Veca genetiCka raznolikost smanjuje negativne ucinke krizanja u bliskom srodstvu 1
omogucava vrstama visi potencijal prilagodbe na klimatske promjene 1 otpornost na razlicite
bolesti (Frankham, 2005). Glavni pokretac¢i gubitka geneti¢ke raznolikosti ukljucuju klimatske
promjene, fragmentaciju i1 uniStavanje staniSta, prekomjerni ulov i1 smanjenje veli¢ine

populacije.

Dodatno, geneticka varijacija opisuje prisutnost razli¢itog broja alela s razli¢itim
frekvencijama u odredenoj populaciji te omogucuje prilagodbu i1 specijaciju vrste te
predstavljaja evolucijski potencijal. Geneticka raznolikost na populacijskoj razini je zbroj
varijabilnosti genoma jedinki od kojih je saCinjena. Razina geneticke raznolikosti u zatvorenim
populacijama predstavlja zbroj ravnoteze izmedu povijesnih mutacija i samog procesa
mutacija, prirodne selekcije i genskog otklona (engl. genetic drift). U otvorenim populacijama
imigranti mogu uvesti alele kroz protok gena iz drugih populacija i tako promijeniti frekvencije
alela. Neutralna teorija molekularne evolucije (Kimura, 1983) pretpostavlja da su lokusi koji
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se koriste za istrazivanje populacijske strukture neutralni, Sto znaci da ¢e razlike izmedu
populacija biti rezultat mutacija i nasumi¢nog genskog otklona bez utjecaja selekcije. S druge
strane, adaptivna varijacija se odnosi na osobine koje su od funkcionalnog znacaja i vjerojatno

su pod utjecajem prirodne selekcije.

Genski otklon znac¢ajno utjece na geneticku raznolikost buduci da predstavlja nezavisan
proces nasumicne promjene u ucestalosti alela medu generacijama u populaciji, bez obzira na
selekcijske pritiske (Rowe i sur., 2017). Snaga genskog otklona obrnuto je proporcionalna
veli¢ini populacije u panmikti¢noj populaciji, tj. populaciji s jednakim oc¢ekivanim doprinosom
jedinki u reprodukciji (Ellegren i Galtier, 2016). Takoder, pretpostavka neutralne teorije je da
bi genetiCka raznolikost trebala biti pozitivno korelirana s efektivnom veli¢inom populacije
(Ne), koja se definira kao broj jedinki u populaciji koje se uspjeSno razmnozavaju u svakoj
generaciji (Charlesworth, 2009). Velike populacije podrzavaju viSu razinu geneticke
raznolikosti, alelnu varijaciju i prosje¢nu heterozigotnost. U veé¢im populacijama svaki novi
alel ¢e postojati duze te ¢e kumulativno biti veci broj alela u vremenu. Rijetki aleli ¢e stoga biti

izgubljeni brze u malim nego u velikim populacijama.

Gubitak geneticke raznolikosti moze biti posljedica naglog smanjenja veli¢ine
populacije i kada mala veli¢ina populacije postoji kroz nekoliko generacija. Do naglog
smanjena veli¢ine populacije dolazi kada populacija prolazi kroz usko grlo (engl. bottleneck),
tj. kada se efektivna veli¢ina bitno spusti ispod dugoro¢nog prosjeka. Opseg gubitka geneticke
raznolikosti ovisi o jacini 1 trajanju uskog grla. Usko grlo koje traje kratko moze rezultirati
ograni¢enim gubitkom geneticke varijacije, dok usko grlo koje traje nekoliko generacija moze
rezultirati znacajnim gubitkom geneticke raznolikosti (Rowe i sur., 2017). Gubitak raznolikosti
je dodatno pospjeSen u smanjenim populacijama gdje nema imigracije tijekom mnogo
generacija. Razmnozavanje u srodstvu (engl. inbreeding) moze dovesti do gubitka
heterozigotnosti i akumulacije Stetnih alela. Opc¢enito, u malim populacijama razmnozavanje u
srodstvu je ¢eS¢e nego u vecim, ali Stetni aleli su rijetki zbog djelovanja selekcije. Povecanje
homozigotnosti recesivnih alela moze utjecati na smanjenje adaptabilnih sposobnosti (engl.
fitness) potomaka odnosno uzrokovati srodnicku depresiju (engl. inbreeding depression).
Nesrodnic¢ka depresija (engl. outbreeding depression) je pojava smanjenja Sposobnosti
prilagodbe potomaka zbog krizanja jedinki iz geneticki udaljenih populacija i unosa novih

nenativnih alela kod novonastalih jedinki (Rowe i sur., 2017).
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1.7. Metode molekularne genetike u populacijskim istrazivanjima

Mjerenja geneticke raznolikosti u populacijama su neophodna za tumacenje,
razumijevanje 1 uCinkovito upravljanje. Pocetna istrazivanja molekularne genetike tijekom
1960-ih su bila ograni¢ena na proteine, hemoglobin i transferin. Poslije su enzimatski proteini
i alozimi bili dominantna metoda do 1980-tih (Williamson, 2001). Otkrice to¢nog opisa modela
molekule deoksiribonukleinske kiseline (DNA) i razvoj DNA umnazanja pomocu tehnike
lancane reakcije polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction: PCR) je otvorila mogucnost
istrazivanja genetickih promjena u populacijama. Osnovne istrazivacke metode u molekularnoj
genetici, lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR) i sekvencioniranje (odredivanje sljedova
nukleotida) DNA, postale su ucinkovite i prihvatljive znanstvenicima tijekom posljednjih
desetljeca (Avise, 2004). Takoder, kompjuterski programi za obradu podataka koji su se
razvijali usporedno s razvojem molekularnih tehnika omogudili su primjenu u raznim
podru¢jima istrazivanja. Danas su dostupne mnoge molekularne metode za istrazivanja
razlicitih aspekata divljih populacija, mati¢nih stokova i interakcija izmedu divljih 1 uzgojnih

stokova riba i drugih morskih organizama.

Molekularni biljeg ili marker je gen ili segment DNA poznate lokacije ha kromosomu
koji se moze koristiti za odredivanje jedinki, populacija ili vrsta. Biljeg bi se trebao lako
identificirati u fenotipu npr. pomocu vidljive osobine ili lako otkriti molekularnim tehnikama
(Williamson, 2001). Izbor molekularnih biljega za pojedina istraZivanja nije jednostavan i esto
ovisi o iskustvu istrazivaca, o laboratorijskoj opremi te dostupnim sredstvima. U svrhu
identifikacije stokova postoje tri glavna ¢imbenika koja se uzimaju u obzir prilikom odabira 1
koristenja molekularnih biljega. Prvo, vrsta biljega treba biti odabrana kako bi osigurala mjeru
bioloskih procesa za koje se smatra da odreduju interesni uzorak; nefunkcionalne genomske
regije se koriste za istraZivanje genskog otklona i protoka gena, dok se funkcionalne regije
koriste za mjerenje utjecaja prirodne i antropogeno uvjetovane selekcije. Drugo, varijabilnost
odabranog biljega mora biti takva da osigura dovoljnu statisticku mo¢ za otkivanje Zeljenih
ucinaka. Trece, broj koriStenih biljega mora jamciti realan i nepristran pogled na proces koji se

istrazuje (Mariani 1 Bekkevold, 2014).

Molekularni biljezi koji su se najéeS¢e koristili i koriste se u populacijskim
istrazivanjima su alozimi, polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata - RFLP (engl.

restriction fragment lenght polymorphism), nasumi¢no umnozena polimorfna DNA - RAPD
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(engl. random amplified polymorphic DNA), polimorfizam duljine umnoZenih fragmenata —
AFLP (engl. amplified fragment length polymorphism), varijabilni broj uzduzno opetovanih
sljedova - VNTR (engl. variable number tandem repeats), polimorfizam pojedinacnih

nukleotida - SNP (engl. single nucleotide polymorphism) i mitohondrijska DNA.

Varijeteti proteina, poznati kao alozimi, su bili prvi molekularni biljeg Siroko
primijenjen u ekologiji. Medutim, danas su alozimi stvar pro$losti. Posljednja dva desetljeca
sve vise koriSteni molekularni biljezi su polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (engl. Single
Nucleotide Polymorphism: SNP). SNP-ovi su varijacije DNA sekvence na jednom
nukleotidnom polozaju te mogu biti locirani u kodiraju¢im 1 nekodirajué¢im regijama genoma s
obi¢no dva alela u populaciji. Brza genotipizacija stotine biljega u jednoj analizi s niskim
postotkom pogreske te novi razvoji u genotipiziranju sekvencioniranjem 1 povezani
bioinformaticki alati (Peterson i sur., 2012) omogucili su SNP-ovima Siroku primjenu u
populacijskoj genetici. SNP-ovi su korisni i pouzdani biljezi za odredivanje strukture stoka i
identificiranja genetickog podrijetla jedinke (Seeb i sur., 2011). Analiza SNP panela od oko
200 - 400 neutralnih biljega moze pruziti viSe informacija o stoku nego analiza 20 - 30
mikrosatelita (Mariani 1 Bekkevold, 2014). Osim mogu¢nosti ispitivanja neutralne varijacije,
SNP biljezi su uspjesni kod identifikacije lokusa pod selekcijom. SNP-ovi su se pokazali kao
ucinkoviti molekularni biljezi u otkrivanju populacijske strukture i1 identifikacije stokova, te ¢e
se njihova primjena u ribarstvenim istraZivanjima nastaviti koristiti 1 poboljSavati (Mariani 1

Bekkevold, 2014).

1.7.1. Mitohondrijska DNA (mtDNA)

Mitohondrijska DNA predstavlja samo malu frakciju veli¢ine genoma eukariota (<1
%). Nalazi se u citoplazmi unutar mitohondrija i ¢esto je koriSten marker u populacijskoj
genetici. Glavne karakteristike mtDNA su: visoka stopa mutacije, majc¢insko nasljedivanje,
cijeli genom se prepisuje kao jedinica, ne podlijeze rekombinaciji, pojavljuje se u vise kopija
po stanici. Takoder, replikacija je kontinuirana, jednosmjerna i simetri¢na bez ocitog
mehanizma uredivanja ili popravka 1 optimalne je veliCine, bez prisustva introna kod
ostatka stanicne DNA i relativno lako se izolira. Jedna od posljedica maj¢inskog nasljedivanja

je ta da efektivna veli¢ina populacije za mtDNA je znatno manja nego za jezgrenu DNA te je
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bottleneck) i hibridizacija. Evolucija mtDNA je skoro neutralna $to znai da se mutacije
dogadaju u neutralnoj regiji, iako postoje dokazi da na mtDNA ponekad utjece selekcija
(Gerber i sur., 2001), stoga na haplotipnu distribuciju viSe utjeCu demografski dogadaji nego
selekcija. Budu¢i da ne postoji rekombinacija izmedu roditeljskih molekula mtDNA kod
zivotinja, svaki uniparentno nasljedeni haplotip ima jednog pretka u prijasnjoj generaciji. Preko
mutacija mtDNA moguce je opisati genetiCke veze izmedu haplotipova, te haplotipna
distribucija 1 relativna frekvencija mogu se koristiti za opisivanje povijesnih veza izmedu
populacija (Rowe i sur., 2017). Evolucijska stopa mtDNA je opisana kao sat, u nedostatku bilo
kakvih mutacija pod selekcijom samo neutralne mutacije akumuliraju se s vremenom, tako da
divergencija mtDNA bi trebale otprilike odrazavati vrijeme divergencije. Zbog ovih
karakteristika mtDNA je idealan geneti¢ki marker za istrazivanje povijesti populacije i vrsta

(Galtier i sur., 2009).

Neke regije mtDNA evoluiraju razli¢itom stopom i koriste se za rjeSavanje
taksonomskih dilema poput identifikacije vrsta ili populacijskih jedinica unutar vrsta. Najcesce
koristene regije mtDNA u filogeografiji su: citokrom oskidaza | i I, RNA male i velike
podjedinice, citokrom b i kontrolna regija. Citokrom b se vrlo €esto koristi kod istraZivanja
strukture i podrijetla populacija. DNA barkodiranje na temelju fragmenata COI gena (engl.
cytochrome c¢ oxidase subunit 1) u mitohondrijskom genomu S§iroko se primjenjuje u
identifikaciji vrsta 1 studijama bioloSke raznolikosti (Bingpeng 1 sur., 2018). DNA barkoding
tehnologija je metoda u kojoj se COI gen koristi kao barkod za identifikaciju vrsta (Hebert i
sur., 2003). Intraspecifi¢na raznolikost COI gena u Zivotinja je znacajno niza od interspecificne
raznolikosti te je koriStenje COI gena kao barkoda uc€inkovito za klasifikaciju 1 identifikaciju
kraljeznjaka i beskraljeznjaka. Prednosti DNA barkoding tehnologije su slijedece: 1) neke vrste
imaju iznimno sli¢ne morfoloske karakteristike te ih je s njima teSko razlikovati, a DNA
barkoding tehnologija moZe to¢no razdvojiti vrste; 2) morfolosSke karakteristike se mogu
znacajno razlikovati tijekom Zivotnih stadija, ali se jedinke u razli¢itim Zivotnim stadijima
mogu identificirati pomoc¢u DNA barkodinga i 3) DNA barkoding tehnologija moZe posluziti
otkrivanju kripti¢nih vrsta (Bingpeng i sur., 2018). Pomoc¢u baza podataka Barcode of Life
Database (BOLD) i Banka Gena (GenBank) pri Nacionalnom centru za biotehnoloske
informacije SAD-a (National Center for Biotechnology Information, NCBI) gdje su pohranjeni
barkodovi brojnih vrsta Zivotinja i biljaka, vrs$i se pretraga i usporedivanje sekvence organizma

od interesa. UspjeSnost identificiranje vrste ovisi 0 zastupljenosti sekvenci te vrste u
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spomenutim bazama. Evolucija mtDNA sekvence je dobro prouc¢ena. Zamjena baza se dogada
dosta Cesto, no struktura mtDNA 1 poredak gena je jako konzervativan. Budu¢i da se mtDNA
prenosi kao jedan gen, treba biti oprezan pri donoSenju zakljucaka o Citavoj populaciji jer se
evolucija pojedinog gena moze razlikovati od evolucijskog prosjeka Citavog genoma. Osim
toga podaci dobiveni iz mtDNA imaju neke nedostatke, kao prisustvo mitohondrijskih
pseudogena u jezgrenom genomu te visoku stopu odumiranja alela (Zhang i Hewitt, 2003).
Mitohondrijski DNA genom ima ograni¢enu mogucnost kao izvor populacijskih markera i
pruza samo djelomiéni geneticki status populacije zbog maj¢inskog nasljedivanja (Antoniou i
Magoulas, 2014). Zato ¢e zakljucci o povijesti vrste ili populacije vjerojatno biti vrlo pristrani,

te je oCita potreba za nezavisnim genomskim biljezima za podupiranje mtDNA.

MtDNA ima brojne primjene u ribarstvu i akvakulturi. Postala je popularan biljeg u
populacijskim i evolucijskim istrazivanjima (Avise, 1994). MtDNA istrazivanja mogu
pridonijeti identifikaciji stokova, pruziti informacije o hibridizaciji 1 introgresiji, sluziti kao
geneticki biljeg u forenzici te u programima zastite vrsta (Billington, 2003). Kompletni genom

mtDNA hlapa sastoji se od 20 303 pb (Slika 1.7.) (Gan i sur., 2019).

Homarus gammarus i
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Slika 1.7. Kompletni genom mtDNA hlapa (H. gammarus), izvor: Gan i sur. (2019)
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1.7.2. Mikrosateliti

Mikrosateliti su ponavljajuéi sljedovi nukleotida veli¢ine od 2 do 6 parova baza (pb).
Poznati su i kao jednostavne sekvence ponavljanja (engl. Simple Sequnce Repeats: SSR),
varijabilni broj tandema ponavljanja (engl. Variable Number Tandem Repeats: VNTR) i kratki
slijed ponavljanja (engl. Short Tandem Repeats: STR) (Selkoe i Toonen, 2006). Mikrosateliti
su DNA sekvence mono-, di-, tri-, tetra-, pentanukletoidnih jedinica (npr. [AT]n, [ATCG]n)
koje se ponavljaju u tandemu i Siroko su rasprostranjene u genomu (Powell i sur., 1996).
Mikrosatelitni lokus obi¢no varira u duzini izmedu 5 i 40 ponavljanja. Dinukleotidna,
trinukleotidna i tetranukleotidna ponavljanja su najucestaliji izbor za geneticka istrazivanja
(Selkoe i Toonen, 2006). Mikrosateliti se mogu opisati prema tipu ponavljanja: (i) pravilni,
ponavljanja su identi¢ne duzine i slijeda, (AT)2o; (ii) prekinuta ponavljanja, ponavljajuéi slijed
je prekinut drugim nukleotidnim slijedom koji se ne ponavlja, npr: (AT)12CG(AT)e; (iii)
slozeni, prisustvo dva ili viSe razli¢itih motiva u ponavljanju, npr. (AT)7 (GC)s (Selkoe i
Toonen, 2006). Litt i Luty (1989) su prvi upotrijebili izraz "mikrosateliti" analiziraju¢i brojnost
I rasprostranjenost sljedova (TG)n u kardijalnom aktinskom genu. Mikrosateliti su
kodominantni i nasljeduju se po Mendelovom principu te detektiraju homozigote i
heterozigote. Oni su jedni od najbrze evoluirajuéih genetickih markera, imaju 102 - 10°
mutacija po lokusu po generaciji, u prosjeku 5 x 10 (Schlétterer i Pemberton, 1994). Visoki
polimorfizam 1 analiza temeljena na PCR tehnici ucinila je mikrosatelite jednim od

najpopularnijih geneti¢kih markera (Rowe i sur., 2017).

Mikrosatelitni lokusi se analiziraju PCR tehnikom kada specifi¢na pocetnica (veliCine
15 - 25 parova baza) nalijeze na neponavljaju¢u grani¢nu regiju lokusa. Zbog visoke stope
mutacija, mikrosateliti su potencijalno najinformativniji molekularni biljezi. Jedna od
prednosti upotrebe mikrosatelita kao molekularnih biljega je jednostavna i jeftina detekcija
putem PCR-a. Umnozeni fragmenti koji su florescentno obiljezeni se analiziraju kapilarnom
elektroforezom 1 njihova se veli¢ina precizno procjenjuje pomocu laserske detekcije na
automatskom sekvenceru. Aleli s manjim brojem ponavljanja bit ¢e kraéi, putovati ¢e brze i
biti ¢e zabiljeZeni laserom prije nego fragmenti s ve¢im brojem ponavljanja. Oba roditeljska
alela na svakom lokusu su uocljiva; ako je jedinka homozigot samo ¢e jedan vrh biti vidljiv, a

ako je heterozigot biti ¢e vidljiva oba vrha (Mariani i Bekkevold, 2014).

S postoje¢im je molekularnim metodama moguce oditati duzine polimorfizama

mikrosatelita na velikom broju uzoraka za geneticke analize unutar ili medu populacijama.

29



Lokusi s ve¢im brojem alela su korisniji za studije identifikacije roditelja i potomaka u
mijeSanim populacijama, dok su lokusi s manjim brojem alela prikladniji za studije
populacijske genetike i filogenije (Estoup i Angers, 1998). PocCetnice razvijene za jednu vrstu
mogu se koristiti za druge vrste istog roda ili porodice, posebno za kraljeznjake kao $to su ribe,
gmazovi 1 sisavci (Peakall i sur., 1998). Ove osobine omogucuju uspjeSnu primjenu

mikrosatelita u Sirokom rasponu temeljnih i primjenjivih podrucja (Chistiakov i sur., 2006).

lako mikrosateliti imaju brojne prednosti pred drugim molekularnim biljezima, podaci
mogu ukljucivati pogreske u genotipizaciji koje mogu utjecati na kona¢ne zakljucke (Bonin i
sur., 2004). Pogreske u genotipizaciji mogu rezultirati iz vise varijabli (kvaliteta reagnesa,
pogreska Taq polimeraze ili kontaminacija), a primarna je posljedica pogresna interpretacija
alela. Jedan od glavnih problema je prisustvo nultih alela; delecija ili mutacija na lokusu na
mjestu nalijeganja pocCetnice koja sprijeCava umnazanje lokusa i identifikaciju heterozigota, te
moze dovesti do pogresne procjene frekvencije alela i1 stope segregacije. Nadalje, problem
predstavlja homoplazija, odnosno identi¢ni aleli, ali ne kao rezultat zajednickog pretka nego
zbog nasumi¢nih mutacija. Homoplazija moze omesti signal razdvajanja populacija na vecoj
vremenskoj skali, u velikim populacijama i na lokusima s velikom stopom mutacije (Estoup i
sur., 2002). Takoder, izazov predstavlja neravnoteza vezanosti gena (engl. Linkage
disequilibrium); odstupanja od slucajne povezanosti alela u populaciji koje su primarno
uzrokovane podstrukturiranjem populacije 1 visokom stopom krizanja unutar populacije
(Weising i sur., 2005). Kompjuterski programi i analiza potomaka mogu prepoznati ovaj

problem.

Razli¢iti mutacijski mehanizmi su odgovorni za varijabilnost mikrosatelitnih regija.
Replikacijsko klizanje (engl. replication slippage) je mutacijski mehanizam specifican za
kratka, uzastopna ponavljanja sekvenci koji se dogada tijekom DNA replikacije, $to dovodi do
skracenja ili produljenja DNA molekule (Schlotterer i Pemberton, 1994). Nejednaka
rekombinacija tijekom mejoze rezultira smanjenjem ili potpunim gubitkom mikrosatelitnih
regija na jednom kromosomu i povecanjem njihovog broja na drugom. Naj¢eS¢a mutacija kod
mikrosatelita je promjena od jedne ponavljajuce jedinice. Mikrosatelitne mutacije su rezultat
klizanja prilikom DNA replikacije 1 varijacije u broju ponavljanja izmedu alela (Goldstein 1
Schloétterer, 1999). Produljenje ili delecije pojedinih ponavljaju¢ih jedinica su odgovorni za
ve¢inu varijacija u duzini mikrosatelita. Razumijevanje modela mutacije koji leZi u osnovi
evolucije mikrosatelita je od velike vaznosti za razvoj statistike koja tocno odrazava strukturu

populacije. Osnovni mutacijski modeli koji su razvijeni od strane populacijskih genetic¢ara su:
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model beskona¢nih alela (engl. Infinite Allels Model, IAM) (Kimura i Crow, 1964), model
stupanjske mutacije (engl. Stepwise Mutation Model, SMM) (Kimura i Ohta, 1978) i dvofazni
model (engl. two-phase model, TPM) (Di Rienzo i sur., 1994). U IAM modelu svaka mutacija
stvara novi alel pri odredenoj stopi, te ovaj model ne dopusta homoplaziju. U modelu
stupanjske mutacije (SMM), svaka mutacija stvara novi alel dodavanjem ili delecijom jedne
ponavljajuce jedinice mikrosatelita s jednakom vjerojatno$¢u u oba smjera. SMM model se
primjenjuje pri procjeni povezanosti jedinki i podstrukturiranosti populacija. Dvofazni model
(TPM) je prosireni SMM model, uzima u obzir ve¢e mutacijske dogadaje tj. dodavanje ili
deleciju nekoliko ponavljajuc¢ih jedinica. Za mikrosatelitne lokuse vec¢ina studija pokazuje da

je TPM najrealniji model mutacije (Schl6tterer, 2000; Ellegren, 2004).

Zbog svojih osobina, mikrosateliti kao molekularni biljezi se primjenjuju pri npr.
mapiranju genoma, odredivanju geneticke raznolikosti i identifikaciji jedinki, populacijskim i
filogenetickim odnosima, proucavanju migracijske stope 1 veli€ine populacije, te u
istrazivanjima bioinvazije i epidemiologije. Takoder, jedna od karakteristika mikrosatelita je
razluéivanje relativno visokih stopa migracija i povezanosti jedinki. Prvi riblji mikrosatelitni
biljezi su bili izolirani iz DNA poto¢ne pastrve (Salmo trutta Linnaeus 1758) (Estoup i sur.,
1993) i primijenjeni su za upravljanje stokova poto¢ne pastrve. Nakon toga, mikrosateliti su
razvijeni za mnoge vrste i upotrijebljeni za analizu populacijskih struktura. Mikrosatelitne

biljege specificne za hlapa opisali su André 1 Knutsen (2010) te dodatno Ellis 1 sur. (2015a).

1.8. Statisticke metode u analizi geneticke raznolikosti
1.8.1. Deskriptivna statistika

Populacijsko geneticke analize temeljene na neutralnim markerima podrazumijevaju da
postoji Hardy-Weinbergova ravnoteza, $to znaci da se frekvencije genotipova mogu predvidjeti
iz frekvencije alela. Takoder, pri koristenju viSe lokusa u analizi potrebno je provjeriti postoji
li neravnoteza vezanosti gena (engl. linkage disequilibrium) odnosno neslu¢ajna povezanost

alela na razli¢itim lokusima u populaciji (Waples i Do, 2010).

Informativnost mikrosatelitnih biljega i geneticka raznolikost na razini populacije mogu
se procijeniti s nekoliko parametara. Geneticka raznolikost se opisuje udjelom polimorfnih
lokusa (P), prosje¢nim brojem alela po lokusu (Na), efektivnim brojem alela po lokusu (Ne),

o¢ekivanom (He) i uo¢enom razinom heterozigotnosti (Ho). Efektivni broj alela je broj jednako
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ucestih alela koji bi bili potrebni da se postigne ista ocekivana heterozigotnost u proucavanoj
populaciji. Ovaj broj je op¢enito manji od opazenog broja alela. Alelno bogatstvo (Ar) je mjera
broja alela po lokusu s tim da je veli¢ina uzorka pri izraCunu uzeta u obzir. Uocena
heterozigotnost (Ho) je udio heterozigota u populaciji, dok o¢ekivana heterozigotnost (He) je
udio heterozigotnih jedinki u populaciji koje se o¢ekuju iz alelnih frekvencija pretpostavljajuci
da je populacija u Hardy-Weinbergovoj ravnotezi. Ocekivana heterozigotnost moze biti veca
od uocene heterozigotnosti zbog nul-alela na mikrosatelitnim lokusima ili zbog srodivanja. Za
haplotipne podatke poput mitohondrijske DNA, geneticka raznolikost se procjenjuje pomocu
broja haplotipova (H), polimorfnih mjesta (S), raznolikosti haplotipova (h, genska raznolikost),
nukleotidne raznolikosti () i srednjeg broja razlika izmedu parova sljedova (k) (Nei, 1987;

Tajima, 1983).

F-statistika procjenjuje raspodjelu geneti¢ke varijacije unutar i izmedu populacija
(Wright, 1931). Na fiksacijske indekse utjece stopa protoka gena i genski otklon. Koeficijent
krizanja u bliskom srodstvu (Fis, engl. inbreeding coefficient) mjeri stupanj kriZzanja u bliskom
srodstvu jedinki unutar subpopulacije, tj. odstupanje populacije od Hardy-Weinbergove
ravnoteze. Vrijednosti ovog parametra se kre¢u od 0 (nema kriZanja u bliskom srodstvu) do 1
(potpuno krizanje u bliskom srodstvu), iako su moguce negativne vrijednosti $to upucuje na
visak heterozigota. Fstindeks ili indeks geneticke diferencijacije predstavlja omjer prosjecne
heterozigotnosti podpopulacije 1 oCekivane heterozigotnosti metapopulacije. Vrijednosti Fst
indeksa se kre¢u od 0, nema populacijske strukture, do 1, potpuno odvojene populacije. Fsr je
primjereniji od dostupnih ekvivalentnih statistika za procjene diferencijacije populacija u
slucajevima gdje je prisutna visoka razina protoka gena, te kada je veli¢ina uzorka umjerena ili
mala (< 10) ili kada je broj lokusa u analizi mali (< 20) (Gaggiotti i sur., 1999). Fst se smatra
najinformativnijom statistikom za ispitivanje ukupne razine geneticke diferencijacije medu

subpopulacijama.

1.8.2. Bayesovska analiza populacijske strukture

U prirodi je prisutno mnogo tipova populacijske podstrukturiranosti. Jedna od primjena
populacijske genetike je otkrivanje tih podstruktura i njezine razine. Bayesovska analiza
populacijske strukture temelji na se Bayesovom teoremu koji omogucava procjene
vjerojatnosti parametara na temelju posteriornih vjerojatnosti. Takve metode obi¢no daju

viSestruke posteriorne vjerojatnosti, §to omogucava da se istovremeno testira vise hipoteza
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(Rowe i sur.,, 2017). Bayesovska analiza populacijske strukture ima za cilj utvrditi
strukturiranje unutar populacija s ciljem odredivanja pripadnosti jedinki genetickim grupama
(klasterima) uz odredivanje najvjerojatnijeg broja populacija (K). Najvjerojatniji broj klastera
(K) se procjenjuje iz cijelog seta genotipova usporedujuéi posteriorne vjerojatnosti unutar
raspona moguceg broja populacija. Model pretpostavlja da su populacije u Hardy-
Weinbergovoj ravnotezi kao i ravnotezu vezanosti gena (eng. linkage equilibrium) unutar
svake skupine, ali ne uzima informaciju o lokaciji uzorkovanja ili pripadnost svake jedinke
(Pritchard i sur., 2000). Bayesovska analiza populacijske strukture je ograni¢ena malim brojem

uzoraka i malim brojem biljega (Corander i sur., 2003).

Testovi pridruzivanja (engl. assignment tests) u geneticki diskretne skupine na temelju
multilokusnih genotipova nude najobjektivniji nacin odredivanja strukture populacije. Koristi
se sustavni Bayesov pristup grupiranju primjenom algoritma Markovljevog lanca Monte Carlo
(MCMC). MCMC proces poc€inje slu¢ajnim dodjeljivanjem jedinki u unaprijed odreden broj
grupa, nakon ¢ega Se procjenjuju varijantne frekvencije u svakoj skupini i jedinke se ponovno
dodjeljuju na temelju tih procjena frekvencija. Ovo se ponavlja mnogo puta, obi¢no 100 000
puta, u procesu burn-in koji rezultira u konvergenciji prema pouzdanoj procjeni frekvencija
alela u svakoj populaciji 1 vjerojatnosti pridruzivanja jedinki u populaciji. Za mjerenje
pretpostavljenog broja populacija koristi se MCMC algoritam i izvodi se odvojeno od burn-in
procesa, te se analize za svaku pretpostavljenu populaciju obavljaju pojedina¢no. Na podatke
od K pretpostavljenih populacija ili genetickih skupina primjenjuje se model, od kojih je svaka
karakterizirana podskupom frekvencija alela identificiranih u podacima. Sljede¢i korak je
racunanje vjerojatnosti podataka za raspon vrijednosti K racunaju¢i posteriorne vjerojatnosti
od K tijekom ponavljanja MCMC algoritma (Porras-Hurtado i sur., 2013). L(K) je pojam koji
opisuje proces izracunavanja log vjerojatnosti podataka u svakom koraku MCMC. Nakon
usrednjavanja log vjerojatnosti i dodatnih derivacija L(K) moguce je odabrati najbolji K, a

jedinke pridruZiti pojedinim klasterima.

STRUCTURE (Pritchard i sur., 2000) je jedan od naj¢eS¢e koriStenih programa za
odredivanje populacijske strukture. Dva modela populacijske strukture koji ovaj program
koristi za procijene podrijetla su bez mijeSanja (engl. no admixture) i mjeSovito podrijetlo
jedinki (engl. admixture) (Pritchard i sur., 2000). Model bez mijesanja je prikladan kada nema
prethodnog znanja o podrijetlu prouc¢avanih populacija ili kada se pretpostavlja da su
populacije odvojene. U situacijama kada postoji mijesanje izmedu populacija admixture model

je prikladniji, jer velik dio uzorkovanih jedinki moze imati nedavne pretke iz viSe populacije.
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Oba modela mogu koristiti informaciju o lokaciji uzorkovanja primjenom parametra locprior.
Ovaj parametar je koristan kada postoji slaba struktura populacije odnosno kada do te situacije
dolazi zbog koriStenja malog broja biljega, male veli¢ine uzorka ili zbog bliskih odnosa medu

populacijama (Porras-Hurtado i sur., 2013).

1.8.3. Procjena efektivne veliCine populacije

Efektivna veli¢ina populacije (Ng) predstavlja veli¢inu idealne populacije koja bi
dozivjela istu koli¢inu genskog otklona kao realna populacija koju promatramo (Charlesworth,
2009). Efektivna veli¢ina populacije (Ng) kljuéni je parametar u populacijskoj genetici. Ima
vaznu primjenu u ribarstvu i analizi stokova, evolucijskoj biologiji, konzervacijskoj genetici i
istrazivanjima razmnozavanja, jer mjeri stope genskog otklona i srodivanja. Na efektivnu
veli¢inu populacije utjecu evolucijske sile kao §to su mutacija, selekcija 1 migracija (Wang i
sur., 2016). Ne je vaznija mjera odrzivosti populacije nego ukupna veli¢ine populacije (Nc)

koja ukljucuje jedinke koje se ne razmnozavaju i puno je veca od NE.

S obzirom na koncept efektivne veli¢ine populacije, razli¢iti pristupi se mogu koristiti
za procjenu efektivne veli¢ine populacije iz demografskih podataka, kao §to je ukupna veli¢ina
(Nc) ili varijanca reproduktivnog uspjeha. Takoder, razli¢ite metode mogu se koristiti za
procjenu efektivne veli¢ine populacije na temelju njezinih genetickih svojstava uo€enim s
biljezima. Metode mogu biti temeljene na vremenskoj promjeni u frekvenciji alela i
neravnotezi vezanosti gena (LD). Procjene Nk iz razli¢itih istrazivanja je je teSko usporedivati
jer se razli¢iti Ng koncepti 1 procjene odnose na razliCite vremenske okvire (suvremena,

povijesna) i prostorne skale (Schwartz i sur., 1998).

U teoriji je moguée procijeniti Ne iz oc¢ekivanog odnosa prema heterozigotnosti.
Prosje¢na oc¢ekivana heterozigotnost (He), kao mjera geneticke raznolikosti, bi trebala
korelirati s veli€¢inom populacije (Rowe 1 sur., 2017). Zbog niske preciznosti malo je primjena
ove metode u empirijskim istrazivanjima (Luikart i Cornuet, 1999). Metoda procjene Ne
temeljena na neravnotezi vezanosti gena (LD) (Hill, 1981) je najcesce koriStena metoda jednog
uzorka, tj. grupa jedinki koja predstavlja populaciju. LD metoda iziskuje samo jedan uzorak.
Princip LD metode je kako se Ne smanjuje, genski otklon uzrokuje neslu¢ajne asocijacije medu
alelima na razli¢itim lokusima, tj. neravnoteZzu vezanosti gena (LD). LN Ng pretpostavlja
nasumi¢no parenje u populaciji. Ova metoda posebno je prikladna za vrste s dugim

generacijskim intervalom gdje su dva uzorka razdvojena nekoliko generacija, $to znaci mnogo
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godina (Wang i sur., 2016). LD metoda moze znacajno podcijeniti Ne kada je veli¢ina uzorka
mala. Precizne procjene Ne mogu se dobiti koristenjem 10 - 20 mikrosatelitnih lokusa i
veli¢inom uzorka od 25 do 50 jedinki iz populacija s nepreklapaju¢im generacijama (Waples i
Do, 2010). Procjene LD NEe su podlozne pristranosti jer brojni procesi osim male Ne mogu
dovesti do LD, ukljucuju¢i podstrukturu, imigraciju, blisko srodstvo i1 preklapanje generacija

(Luikart i sur., 2010).

Dodatno, metoda s kojom se moze procijeniti Ng je i metoda temeljena na teoriji
koalescencije (engl. coalescence theory) (Kingman, 1982). Koalescentna teorija se bavi
pra¢enjem alelnih predaka do njihove tocke spajanja, tj. do vremena njihovog zajednickog
pretka. To omoguéava dobivanje vise informacija iz genotipova nego $to je moguce samo s
usporedivanjem alelnih frekvencija, te se moZe koristiti za procjenu genskog otklona. Ova
metoda procjene N je takoder temeljena na jednom uzorku. Teoriju koalescencije za procjenu
NEe koristi program Migrate (Beerli, 2008) kao program najvece vjerojatnosti (engl. maximum
likelihood) koji analizira asimetri¢ne obrasce protoka gena izmedu dviju populacija. Efektivna
veli¢ina populacije, stope migracije i vrijeme razdvajanja izrazeni su kao efektivna veli¢ina
populacije skalirana mutacijom. Ne se moze procijeniti i iz dobno strukturirane populacije
metodom vjerojatnosti koja pretpostavlja da je uzorak uzet nasumi¢no. Podaci o spolu, dobi i
multilokusnom genotipu se koriste za odredivanje roditeljstva medu uzorkovanim jedinkama.
Informacije o roditeljstvu zajedno s ostalim informacijama koriste se u okviru vjerojatnosti za
odredivanje efektivne veli¢ine populacije, generacijskog intervala i drugih parametara dobno
strukturirane populacije (Wang i sur., 2010). Osim metoda temeljene na jednom uzorku za
procjenu Ne postoje metode temeljene na dva uzorka. One su najéeSée koriStene metode i
temelje se na vremenskoj promjeni frekvencija alela. VVremenska metoda (engl. temporal
method) (Waples, 1989) prati promjene frekvencija alela iz dva ili vise uzorka iz razli¢itih
vremenskih perioda. Nacelo metode je da ¢e veliCina promjene frekvencije alela izmedu
generacija rasti kako se Ne smanjuje. Pretpostavke o nepreklapanju generacija i nedostatku
dobne strukture su pretpostavke vremenske metode koja se najcesce krse. Zbog uzorka iz dva

vremenska perioda ova metoda procjene Ne moze biti skupa i dugotrajna.

Procjena efektivne veliCine i razjasnjavanje temeljnih procesa koji utjeCu na opazenu
efektivnu veli¢inu su kljuéni u predvidanju evolucijskih putanja populacija 1 u procjeni
odrzivosti populacije. Sposobnost procjene parametara veli¢ine populacije znatno se poboljsala
tijekom protekla dva desetljeca i njezina primjena biti ¢e preciznija u buduénosti s obzirom na

brz napredak genomskih i racunalnih tehnologija.
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1.8.4. Migracije u morskim ekosustavima

Vecina morskih makrobeskraljesnjaka i riba ima zivotni ciklus koji se sastoji od
pelagi¢ne li¢inacke faze 1 relativno sedentarnih odraslih jedinki (Nolasco i sur., 2018). Za
ve¢inu morskih organizama povezanost (engl. connectivity) je definirana kretanjem tj.
disperzijom jedinki u pelagi¢nim fazama razvoja (jaja, licinke, poslijeli¢inke) 1 usko je
povezana s morskim strujama i topografskim karakteristikama, koje mogu predstavljati
prirodnu barijeru. Trajanje pelagi¢ne licinacke faze (engl. Pelagic Larval Duration, PLD) je
vazan ¢imbenik u povezanosti izmedu morskih populacija (Cowen i sur., 2007.). Povezanost U
morskim ekosustavima i populacijska genetika povezani su preko uc¢inaka migracija ili protoka
gena na razlike u frekvencijama alela izmedu populacija (Hedgecock i sur., 2007). Protok gena
1 migracije sloZzena su pitanja sa Sirokim primjenama u populacijskoj biologiji. Populacije
evoluiraju s promjenama u frekvenciji alela, koje su rezultat evolucijskih sila kao $to su
mutacije, slucajni genski otklon, migracije (protok gena) i selekcija. Genski otklon i selekcija
uzrokuju odjeljivanje populacija dok migracije djeluju kao sila koja umanjuje razlike. Ako je
protok gena izmedu dvije populacije velik te populacije ¢e na kraju posti¢i iste frekvencije
genotipova. Geneticka povezanost se definira kao stupanj do kojeg protok gena utjeée na
evolucijske procese unutar subpopulacija, dok se demografska povezanost odnosi na to kako
migracije utjeCu na rast i vitalne procese unutar populacije (Lowe i Allendorf, 2010). Pojam
migracije u populacijskoj genetici oznacava prezivljavanje i uspjeSnu reprodukciju migranata
u novoj subpopulaciji. Stope migracija u teoriji mogu biti visoke, ali bez protoka gena ako se

nijedna jedinka ne razmnoZava u novoj subpopulaciji.

Protok gena medu populacijama moze se procijeniti pomocu neizravnih 1 izravnih
metoda (Hedgecock i sur., 2007; Lowe i Allendorf, 2010). Za obje metode, naj¢esSce koriSteni
biljezi su mikrosateliti i polimorfizmi pojedina¢nih nukleotida (SNP), iako se SNP-ovi sve vise
koriste zbog napretka u metodologijama sekvencioniranja. Neizravne metode procjenjuju
protok gena iz genetickih razlika izmedu prostorno odijeljenih populacija. F-statistika,
posebice Fsr, dala je osnovu za vecinu pristupa po pitanju protoka gena. Visoke vrijednosti Fst
upucuju na male stope migracije, dok male vrijednosti Fst upucuju na visoke stope migracije.
Ovaj pristup pretpostavlja da su populacije u ravnotezi izmedu genskog otklona i1 protoka gena,
te pretpostavlja oto¢ni model migracije u kojemu je protok gena jednako vjerojatan medu svim
subpopulacijama koje su jednake veli¢ine. Zbog ovih pretpostavka ovaj pristup ne odrazava

pravu sliku u prirodi (Whitlock i McCauley, 1999). Takoder, jedna od neizravnih metoda je
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metoda privatnih alela (Slatkin, 1985). Privatni alel je onaj koji se nalazi u samo jednoj
populaciji. Slatkin (1985) je pokazao da postoji linearni odnos izmedu Nm (prosjecni broj
migranata koji se uspjeSno razmnozavaju) i prosjecne frekvencije privatnih alela u ravnotezi.
Ova metoda nije uspjesna kada je disperzija velika. S napretkom u populacijskoj genetici
razvile su se nove metode za procjenu protoka gena. Pristupi koji se temelje na teoriji
koalescencije koriste informacije o podrijetlu i pruzaju pouzdanije procjene stopa migracije
medu populacijama. Procjenu Nm 1 veli¢ine populacije metodom maksimalne vjerojatnosti
objavio je Beerli i Felsenstein (2001). Koalescentne metode temeljene na vjerojatnosti koriste
sve podatke, a ne ukupnu statistiku kao $to je Fst. Ove metode takoder imaju neke nedostatke
kao Sto je osjetljivost na neuzorkovane populacije (Slatkin, 2005). Neizravne metode
procjenjuju povezanost na evolucijskoj vremenskoj skali, dok izravne metode procjenjuju

povezanost unazad jedne ili nekoliko generacija (Hedgecock i sur., 2007).

Izravne metode protoka gena se temelje na pridruzivanju jedinki u populacije iz koje
potjecu racunajuci vjerojatnost da jedinka potjeCe iz odredene populacije ili seta roditelja
(Manel i sur., 2005). Pretpostavke ovog pristupa su da su sve populacije unaprijed odredene,
uzorkovane nasumic¢no i ne odstupaju od Hardy-Weinbergove ravnoteze (Hedgecock 1 sur.,
2007). Pridruzivanje jedinki u populacije zahtijeva odredenu razinu genetic¢ke diferencijacije.
Stoga, ove metode pridruzivanja nisu uspje$ne kada je prisutna velika razina protoka gena
(Lowe 1 Allendorf, 2010). Testovi pridruzivanja oslanjaju se na visoko polimorfne markere 1
najucinkovitiji su za srednje do visoko strukturirane populacije (Cornuet i sur., 1999).
Razvojem novih metoda poput maksimalne vjerojatnosti i Bayesovog pristupa, omoguéeno je
uzimanje u obzir manje pretpostavki i postignuta je veca preciznost (Manel 1 sur., 2005). Isto
tako, postignuta je mogucnost procjene stope migracije (Wilson i Rannala, 2003). Ovaj pristup
moze dati precizne procjene stope migracije ¢ak i kada je migracija velika ako genetiCka

diferencijacija nije premala (Fst > 0,05) (Lowe i Allendorf, 2010).

Procjene povezanosti su ucinkovite kada je geneticka podjela visoka. Opéenito, morske
vrste karakterizira visok protok gena, te je identificiranje diskretnih populacija zahtjevno
(Waples i Gaggiotti, 2006). Niska geneticka diferencijacija izmedu populacija moze ukazivati
na visok protok gena ili veliku efektivnu veli¢inu populacije, ali isti obrazac takoder moze
sugerirati da je viSe uzoraka iz jedne panmikti¢ne populacije (Jenkins i Stevens, 2018). Stoga,
vazno je razviti metode za mjerenje povezanosti u slu¢ajevima kada je protok gena visok $to
je slucaj za mnoge iskoriStavane morske vrste (Hedgecock i sur., 2007). Vecéinu morskih vrsta

karakterizira visok fekunditet (10° - 108 jajasca po Zenki po generaciji) i visoka smrtnost li¢inki.
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Prema hipotezi o sweepstakes reproductive success (SRS), razmnozavanje morskih vrsta s
visokim fekunditetom i malim prezivljavanjem li¢inki lutrija je u kojoj mali udio odraslih
jedinki ¢ini vecinu reprodukcije i novacenja koji slu¢ajno uspiju uskladiti svoju reprodukceijsku
aktivnost s oceanografskim uvjetima pogodnim za mrijest, oplodnju, razvoj li¢inke i
naseljavanje (Hedgecock i Pudovkin, 2011). Ovaj dogadaj rezultira snaznim lokalnim genskim
otklonom tijekom stadija licinke 1 naknadnim smanjenjem geneticke raznolikosti unovacenih
jedinki. Ozbiljnost i uCestalost ovakvih dogadaja ovisi o uvjetima u okolisu, te statisticka mo¢
za njihovo uocavanje ovisi o ozbiljnosti takvih dogadaja i metodi koja se koristi. S obzirom na
povezanost, SRS dogadaji otezavaju indirektne procjene stopa migracija pomocu Fst

(Hedgecock i sur., 2007).

1.9. Pregled dosadasnjih istrazivanja

Klimatske promjene, prekomjerni izlov 1 degradacija stanisSta su glavni razlozi drasti¢nog
opadanja populacija morskih organizama u posljednjih 30 godina (WWF, 2015). Uloga
temperature i njezin naknadni u¢inak na dinamiku populacija postaje sve vazniji za upravljanje
utjecajem klimatskih promjena na ribarstvo (Steneck i Wahle, 2013). Posljedice klimatskih
promjena ve¢ su zabiljeZzene u nekoliko stokova rakova diljem svijeta uglavnom povezanih sa
zagrijavanjem mora (Cockcroft i sur., 2008; Pecl i sur., 2009; Caputi i sur., 2010; Wahle i sur.,
2015; Rheuban i sur., 2017; Le Bris i sur., 2018). Boavida-Portugal i sur. (2018) su u
istrazivanju procijenili suZenje (smanjenje) ekoloSke nise rakova izmedu 40 % 1 100 % do kraja
stolje¢a. Predvida da ¢e rakovi iz roda Homarus i Nephrops pomicati svoju ekolosku nisu
prema sjevernim geografskim Sirinama $to ¢e vjerojatno utjecati na sjevernoeuropsko,
sjevernoamericko 1 kanadsko ribarstvo s potencijalnim Stetnim uc¢incima na obalne zajednice

(Greenan i sur., 2019).

Utjecaj klimatskih promjena posebno je zanimljiv kod americkog hlapa (Homarus
americanus) jer je jo§ davno uofena povezanost temperature mora i stope njegovog ulova
(McCleese 1 Wildner, 1958). Takoder, Zhao 1 sur. (2019) su uocili povezanost pridnene
temperature mora 1 lovnosti ameri¢kog hlapa tijekom mnogo godina. U zaljevu Maine se ulov
americkog hlapa konstantno povecava zbog gubitka predatora i povecanja pridnene
temperature mora i u¢inkovitih mjera upravljanja koje su na snazi (Boudreau i sur., 2015; Le
Bris 1 sur., 2018). Suprotno tome, na podrucju toplije juzne Nove Engleske populacija

americkog hlapa se smanjuje jer su mjere upravljanja blaze. UocCena je pojava izbijanja
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epizootskih bolesti kod svih vrsta beskraljeznjaka s porastom temperature i gustoce populacije,
kao $to je slucaj kod americkog hlapa (Steneck 1 Wahle, 2013; Wahle 1 sur., 2015; Shields,
2019). Nadalje, predviden je budu¢i pomak distribucije i Sirenje staniSta americkog hlapa
prema sjeveru i prema pucini te gubitak staniSta u juznim podru¢jima gdje ¢e temperature
poceti prelaziti optimalni termalni raspon, ukoliko se pridnena temperatura mora nastavi

podizati (Rheuban i sur., 2017).

Sli¢no, zabiljeZen je veliki pomak u dostupnosti resursa jastoga Jasus lalandii (H Milne
Edwards, 1837) prema visim geografskim Sirinama u juznoj Africi u razdoblju od 1980 - 2000.
Na podrucju zapadne obale ukupni ulov jastoga opao je s oko 60 % na <10 %, dok je u juznoj
regiji porastao s oko 18 % na 60 % tijekom tog razdoblja (Cockcroft i sur., 2008). Utjecaj
klimatskih promjena i povecanja temperature mora zabiljezen je kod dvije vrste jastoga
Panulirus cygnus RW George, 1962 na zapadnoj obali Australije i Jasus edwardsii (Hutton,
1875) na podru¢ju juzne Australije (Tasmanija). Povecanje temperature mora kod vrste P.
cygnus rezultiralo je smanjenjem velic¢ine prve spolne zrelosti, povecanjem brojnosti jastoga u
dubljim vodama i sukladno tome pomaku ulova prema dubljim vodama (Caputi i sur., 2010).
Sli¢ni ucinci zabiljezeni su i kod vrste J. edwardsii. O¢ekuje se da ¢e klimatske promjene imati
znacajan utjecaj na ribarstvo jastoga J. edwardsii s padom biomase jastoga koji ¢e se u pocetku
dogoditi u sjevernim 1 sjeveroistoénim regijama prije nego na jugu Tasmanije (Pecl 1 sur.,
2009). Znacajna povezanost izmedu okolis$ne varijabilnosti i ribarstva hlapova (H. gammarus)
je utvrdena na podrudju Skotske (Lizarraga-Cubedo i sur., 2015). Za hlapa koji je predmet ovog
istrazivanja za sada nema objavljenih istraZivanja utjecaja klimatskih promjena, tj. povecanja

temperature mora na ulove 1 CPUE, kao 1 na pomak distribucije u juznim Europskim regijama.

Ribarstveno - bioloske karakteristike hlapa istrazivane su na cijelom podrucju
rasprostranjenosti, poglavito na sjeveru Europe, dok je za podru¢je Sredozemnog mora
dostupno svega nekoliko istrazivanja §to je povezano s manjom brojnosti hlapova u
Sredozemnom moru (Triantafyllidis i sur., 2005; Pere i sur., 2019). Ribarstvena istrazivanja
hlapova provedena su na podru¢ju Norveske (Jorstad i sur., 2004; Agnalt i sur., 2009), Svedske
(Sundelof i sur., 2013), Engleske (Addison i Lovewell, 1991; Addison, 1995; Woodruff, 2017;
Skerritt i sur., 2020), Skotske (Lizarraga-Cubedo i sur., 2003; Lizarraga-Cubedo i sur., 2015),
atlantske Francuske (Bennet i sur., 1993; Laurans 1 sur., 2009) i Njemacke (Schmalenbach,
2009). U sredozemnom moru, na podru¢ju Korzike, Pere i sur. (2019) su istrazivali ulove hlapa
I predstavili neke osnovne ribarstveno - bioloske podatke o ovoj vrsti. Za podrucje Jadranskoga

mora dostupna su tek dva istrazivanja. Devescovi 1 Lucu (2000) su istrazivali presvlacenje 1
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rast hlapa u sjevernom Jadranu, dok su Cetini¢ i sur. (2001) istrazivali ulov, morfoloske
karakteristike i duZinsko - masene odnose hlapa u Jadranu te selektivnost alata kojim se hlap
lovi. Hlap se najcesc¢e lovi pomocu vr$a s mamcem, a lovnost hlapova u vr§ama ovisi o velicini,
spolu, presvlac¢enju i okolisnim ¢imbenicima kao §to je temperatura (Miller, 1990; Pere i sur.,
2019; Skerritt i1 sur., 2020). Hlap je sedentarna zivotinja s malim rasponom kretanja od svog
sklonista. U istrazivanjima kretanja hlapa najvise ponovnih ulova se dogada unutar nekoliko
kilometara od mjesta pustanja, najces¢e unutar 3 km (Smith i sur., 2001; Moland i sur., 2011;
Skerritt i sur., 2015). Starost je kod hlapova tesko odrediti jer presvlacenjem odbacuju Cvrsti
oklop (Hopkins, 2012).

U nedostatku dostupnih podataka (rast, starost, smrtnost) za procjenu stanja stokova
rakova, morfometrijski odnosi se mogu koristiti za procjenu specifi¢nih karakteristika stokova.
Morfometrijski odnosi i alometrija su istrazivani kod vrsta rakova iz infrareda Brachyura
(Ribeiro i sur., 2013; Glamuzina i sur., 2017), kod raznih vrsta jastoga (Horsford i sur., 2014;
Martinez-Calderon i sur., 2018; Kampouris i sur., 2020) i kod ameri¢kog hlapa (French McCay
I sur., 2003; Steinback i sur., 2008; Baggio, 2011). Takoder, provedena su istrazivanja
morfometrije, morfometrijskih odnosa i alometrije kod europskog hlapa (Devescovi i Lucu,
2000; Cetini¢ i sur., 2001; Debuse i sur., 2001; Tully i sur., 2001; Lizarraga-Cubedo i sur.,
2003; Agnalt i sur., 2009; Schmalenbach, 2009). Coleman i sur. (2020) su istrazili geografske
razlike prirasta presvlaenja 1 vjerojatnosti presvlaenja unutar podrucja rasprostranjenosti
hlapa. Presvlacenje i reprodukcija su povezani procesi kod hlapova. IstraZivanja veli€ine pri
spolnoj zrelosti hlapa (Tully i sur., 2001; Lizarraga-Cubedo i sur., 2003; Laurans i sur., 2009;
Wood, 2018), reproduktivnog potencijala i fekunditeta (Tully, 2001; Agnalt, 2007; Ellis i sur.,
2015c) te ponasanja kod razmnozavanja i kompeticije (Debuse i sur., 1999; Debuse i sur., 2003;
van der Meeren i sur., 2008; Serdalen i sur., 2018) su dostupna. Pelagi¢na li¢inacka faza hlapa
traje od 2 do 4 tjedna te je znacajno ovisna o temperaturi mora (Browne, 2009; Schmalenbach
i Franke, 2010). Nakon metamorfoze mlade jedinke naseljavaju morsko dno i postaju kripti¢ne.
Ova Zivotna faza je puno bolje istrazena kod americkog hlapa (Wahle 1 sur., 2013) nego kod
europskog hlapa. Morska zaSti¢ena podrucja su pozitivan primjer u odrzivom upravljanju
ribarstvom (Nillos Kleieven i sur., 2019). Pozitivni uéinci morskih zasticenih podrucja su
zabiljezeni diljem svijeta. Morska zasti¢ena podrugja za hlapove u Norveskoj i Svedskoj su se
pokazala kao pozitivan primjer u zastiti stokova hlapova, ukljucujuéi pozitivne ucinke na
gustocu populacije, prezivljavanje, veliinu tijela, ponasanje te interakciju s okolnim

ribarstvom (Huserbraten i sur., 2013; Moland i sur., 2013a, 2013b; Moland i sur., 2021;

40



Knutsen i sur., 2022). Na podrucju sjeverne Europe prisutni su brojni programi poribljavanja i
obogacivanja stokova hlapova (Ellis i sur., 2015b; Hinchcliffe i sur., 2021), ali nedostaju
podaci o ekologiji rane benticke faze hlapa i utjecaju poribljavanja na geneticku strukturu

divljih populacija.

Na cijelom se podru¢ju rasprostranjenosti stokovi hlapa smatraju iskoristenima ili
prekomjerno iskoristenima (Spanier i sur., 2015; Hinchcliffe i sur., 2021). U posljednja dva
desetljeca, intenzivno su se provodila geneticka istrazivanja hlapa, posebno u sjevernoj Europi
gdje su uvedeni programi obogacivanja stokova koji podupiru ribarstvenu produkciju u
izlovljenim podruc¢jima. Geneticka raznolikost i populacijska struktura vrste istrazivana je
koristenjem suvremenih i tradicionalnih molekularnih biljega kao $to su RAPD (Ulrich i sur.,
2001), alozimi (Jerstad i sur., 2005), mtDNA i RFLP (Triantafyllidis i sur., 2005) mikrosateliti
(Elis i sur., 2015a; Watson i sur., 2016, Ellis i sur., 2017) i jednonukleotidni polimorfizmi
SNP-ovi (Jenkins i sur., 2019, 2020). Nekoliko geneticki razli¢itih klastera je prepoznato na
podrucju rasprostranjenosti vrste (Triantafyllidis i sur., 2005; Ellis i sur., 2017). Geneticka
udaljenost izmedu populacija je relativno niska (Ellis i sur., 2017). Populacije hlapova s granica
rasprostranjenosti, kao Sto je u sluc¢aju populacija iz sjeverne Norveske i Egejskog mora,
pokazuju se kao diskretne bioloske jedinice zbog smanjene stope migracije i povecanog
genskog otklona (Triantafyllidis i sur., 2005; Ellis i sur., 2017). Geneticka podjela je uocena
usporedujuc¢i populacije hlapove iz Atlantika i Sredozemnog mora. U Sredozemlju,
strukturiranje populacija je takoder uoceno izmedu srednjeg dijela i Egejskog mora (Jenkins i
sur., 2019). Medutim, dodatna heterogenost izmedu populacija iz Sredozemnog mora nije jasno
uocena zbog ograni¢enog broja uzorkovanih populacija Sirom bazena, kao npr. populacije iz
srednjeg Sredozemnog mora (Jonsko i Jadransko more) i iz zapadnog Sredozemnog mora
(Balearsko 1 Alboransko more) koje nedostaju. Nadalje, mtDNA analiza je podrzala
podregionalnu podjelu unutar Sredozemnog mora, potvrdujuéi razli¢itost egejskih populacija
od jadranskih 1 zapadno mediteranskih (Triantafyllidis 1 sur., 2005). Detaljna analiza geneticke
raznolikosti 1 strukture hlapa nije ranije provedena za Jadransko more, osim juznog Jadranskog
mora koje je bilo zastupljeno sa samo jednom lokacijom uzorkovanja (Triantafyllidis i sur.,
2005.).

Jenkins i sur. (2020) su pokazali kako translokacija i programi poribljavanja s
jedinkama hlapova atlantskog podrijetla potencijalno mogu utjecati na geneticku strukturu
hlapa na podrucju Korzike. Takoder, Ellis i sur. (2020) su koristili molekularne biljege (SNP-

ove) za identifikaciju jedinki ameri¢kog hlapa (H. americanus) i otkrivanje hibridnih jedinki
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unutar Europskog stoka koji se ne mogu identificirati klasi¢cnim morfoloskim metodama.
Povezanost je temeljna komponenta populacijske dinamike. Proucavanje povezanosti unutar
vrsta omogucuje odredivanje ucinkovite disperzije li¢inki 1 migracije izmedu populacija
(Cowenisur., 2007). [ako je opca biologija hlapa dobro poznata, nedostaju empirijska saznanja
o povezanosti populacija. Kako faza pelagi¢ne li¢inke hlapa traje nekoliko tjedana, moguca je
disperzija li¢inki na velike udaljenosti pomoéu morskih struja. Huserbraten i sur. (2013) su
istrazili u€inkovitost zaSti¢enog podruc¢ja za hlapove, te ustanovili da ogranic¢eno kretanje
odraslih jedinki zajedno s visokim protokom gena upucuje na to da je povezanost populacija
primarno odredena disperzijom li¢inki koja je pak uvjetovana prevladavaju¢im morskim

strujama.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE DOKTORSKOG RADA

Na osnovu svega navedenog i potrebe za sagledavanjem statusa hlapa u Jadranskom
moru, s ribarstvenog i ekoloSkog stajaliSta uporabom suvremenih metoda ribarstvene biologije

1 populacijske genetike, utvrdeni su sljedeci ciljevi:

Odrediti:

1. vremenski trend ulova, ribolovnog napora i ulova po jedinici ribolovnog napora
(CPUE) hlapa (H. gammarus) u razdoblju 2008. - 2017. u pojedinim ribolovnim
zonama iz podataka ovisnih o ribarstvu

2. vremenski trend pridnene temperature mora u razdoblju 2008. - 2017. na osnovu
mjerenja i modeliranja

3. povezanost pridnene temperature mora i ulova po jedinici ribolovnog napora (CPUE)
hlapa (H. gammarus) na isto¢noj strani Jadrana korelacijskim analizama

4. demografsku strukturu hlapa (H. gammarus) u Jadranu na temelju biometrijskih
osobina populacija (duzinsko - masena struktura, indeks kondicije, morfometrijski
odnosi) iz podataka neovisnih o ribarstvu

5. utjecaj intenzivnog ribolovnog napora na geneticku raznolikost hlapa (H. gammarus) i
rekonstruirati demografsku povijest koriste¢i mtDNA i mikrosatelite

6. geneticku strukturu hlapa (H. gammarus) u Jadranskom moru i procijeniti povezanost
populacija unutar Jadrana te izmedu Jadrana i1 Sredozemnog mora pomocu
mikrosatelita

7. odrediti efektivnu veli¢inu populacije hlapa (H. gammarus) pomoc¢u mikrosatelita

8. preporuke za buduce mjere regulacije ribolova 1 zastite vrste i esencijalnih staniSta

hlapa (H. gammarus)

Temeljem navedenih ciljeva postavljene su sljedece hipoteze:

1. Postoji prostorna razlika u veli¢inskoj raspodjeli jedinki hlapa (H. gammarus) u odnosu
na udaljenost od obale na hrvatskoj strani Jadrana

2. Niski ulov jedinki hlapa (H. gammarus) po jedinici ribolovnog napora (CPUE) je
karakteristi¢an za isto¢nu obalu Jadrana

3. Porast pridnene temperature mora u razdoblju (2008. - 2017.) doveo je do povecanja
ulova po jedinici ribolovnog napora (CPUE) hlapa (H. gammarus) na isto¢noj obali

Jadrana
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Postoji spolni dimorfizam rasta kod hlapa (H. gammarus) u Jadranu

5. Ribolov, gubitak staniSta 1 drugi antropogeni ucinci znac¢ajno ne utjeCu na geneticku

raznolikost hlapa (H. gammarus) u Jadranu

Populacije hlapa (H. gammarus) u istrazivanom podrué¢ju Jadrana su panmiktic¢ne

. Visok stupanj protoka gena je svojstven populacijama hlapa (H. gammarus) sjevernog
Jadrana

Pravni je okvir upravljanja hlapom (H. gammarus) kao ribolovnim resursom u

gospodarskom ribolovu na isto¢noj obali Jadrana zadovoljavajudi.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Podrugdje istraZivanja

Zbog administrativnih razloga i prikupljanja podataka hrvatsko ribolovno more je
podijeljeno na manje jedinice odnosno ribolovne zone (ribolovne zone - otvoreno more A, B,
C, D, unutarnje more E, F, G i ekolosko i ribolovno zasti¢ene zone H, I, i J kao zasti¢ene
ribolovne zone unutar hrvatskog gospodarskog pojasa). Sluzbena statistika Ministarstva
poljoprivrede, Uprave ribarstva, o ulova hlapa po ribolovnim zonama i ribolovnim alatima za
razdoblje od 2008. - 2020. je koristena za procjenu trenda ulova u navedenom razdoblju. U
smislu biomase, najveci dio ulova iz sluzbene statistike (prema dostavljenim ocevidnicima
ribara u razdoblju 2008. - 2020.) potjece iz sjevernog Jadrana (ribolovne zone A i E). Za
potrebe procjene utjecaja pridnene temperature mora na godiSnje ulove hlapa i CPUE,
ribolovne zone svrstane su u tri kategorije: sjeverni (ribolovne zone A, B i E), srednji (ribolovne

zone C, F i G) te juzni Jadran (ribolovna zona D) (Slika 3.1.1.).
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Slika 3.1.1. Batimetrijska karta Jadranskog mora s postajama mjerenja SJ107 i Stoncica (St) i
podjelom na 11 ribolovnih zona (Slika je napravljena u programu Matlab 2014 i Corel Draw
2021)

Uzorkovanje jedinki hlapa, Homarus gammarus je provedeno od rujna 2016. do
kolovoza 2017. godine uzduz istocne jadranske obale na Cetiri Sira podru¢ja. Ukupno 92,4 %
svih uzoraka je prikupljeno na podrucju zapadne obale Istre (ribolovna zona A, do 35 m dubine,
pjeskovito-muljevito dno), dok su ostali uzorci prikupljeni u Sirem akvatoriju triju otoka,
Malog Losinja (ribolovna zona E, do 50 m dubine, kamenito-pjeskovito-muljevito dno), Hvara
(ribolovna zona G, do 70 m dubine, ¢vrsto dno) i Visa (ribolovna zona C, do 90 m dubine,
¢vrsto dno (Slika 3.1.2.). Dodatno, za potrebe prostorne analize ostvarenog ulova, ribolovna
zona A je podijeljena na tri podzone temeljem udaljenosti od obale; zona 1 (do 3. nauticke

milje od obale), zona 2 (od 3. do 8. nauticke milje) te zona 3 (od 8. do 12. nauticke milje).
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Slika 3.1.2. Podrucje uzorkovanja hlapa, Homarus gammarus u isto¢nom Jadranskom moru
(ribolovne zone A, E, C, i G); ribolovna zona A je podijeljena na tri podzone na temelju

udaljenosti od obale: zona 1 (< 3Nm), zona 2 (3 - 8 Nm) i zona 3 (> 8 Nm).

3.2. Prikupljanje podataka
3.2.1. OkoliSne varijable

U radu su koriSteni podaci pridnene temperature izmjerenth na standardnim
oceanografskim postajama te onih preuzetih iz numerickog modela Regionalni sustav
modeliranja oceana (ROMS) (Janekovié i sur., 2014). Temperaturna mjerenja su obavljena na
postaji Stoncica (OCO05a) u srednjem Jadranu (43° 0' 0” N, 16° 20' 0” E) (dubina 95 m) i postaji
SJ107 u sjevernom Jadranu (45° 2" 52" S, 13° 19" 0" E ) (dubina 35 m) u razdoblju od 2008.
do 2017. godine. Ove postaje dio su transekata fizicke oceanografije pracenih najmanje pola
stoljeca, Stoncica od strane Instituta za oceanografiju i ribarstvo (Split) te postaja SJ107 od
strane Instituta Ruder Boskovi¢ (CIM Rovinj) (Mari¢ i sur., 2012; Vilibi¢ i sur., 2012) kroz
projekte financirane od strane Hrvatskih voda i Ministarstva gospodarstva i odrzivog razvoja.
Dubine na kojima su obavljena mjerenja odgovaraju tipi¢nim dubinama obitavanja hlapa na

kojima se lovi u sjevernom (30 - 40 m) i srednjem (50 - 100 m) Jadranu. Mjerenje se uglavnom
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provodilo jednom mjese¢no ili jednom u dva mjeseca. Mjerenje je obavljeno u 64 % i 75 %
svih mjeseci u promatranom razdoblju na postajama Stoncica i SJ107 pomocu instrumenta koji
se koristi za mjerenje vodljivosti, temperature i gusto¢e medija (CTD sonda IDRONAUT 316,
SeaBird-251911+) to¢nosti = 0,003 °C na postaji Stoncica te reverznim termometrima (Richter
and Wiese, Berlin - to¢nost = 0:01°C; SiS RTM 4002 - to¢nost £ 0:003°C) na postaji SJ107.
Za potrebe ovog rada uzeti su podaci koji odgovaraju pridnenim mjerenjima (2 m iznad

morskog dna).

3.2.2. Ribarstveno-bioloski parametri

Ukupno su prikupljene 1273 jedinke hlapa, H. gammarus, u sjevernom i srednjem
Jadranskom moru koje su koriStene za morfometrijsku analizu. Od ukupnog uzorka, 1176
jedinki je prikupljeno eksperimentalno koriste¢i se vrSama s mamcem veli¢ine oka 40 mm u
suradnji s lokalnim ribarima u ribolovnoj zoni A, kako bi se utvrdio udio nezrelih jedinki u
ostvarenom ulovu s obzirom na udaljenost od obale. Koristene vrse su napravljene od najlonske
mreze pri¢vrséene na metalni okvir s jednim ulazom napravljenim od zice. Vr$e su najcesce
postavljane na morsko dno u grupe od 12 vr$a na 5 lokacija (dubina od 25 - 35 m) (Slika 3.2.1.).
Razli¢ite vrste riba (kocarski prilov) su koriStene kao mamac u vr§ama. Ukupno, 97 jedinki
hlapa, koje su koriStene samo za morfometrijsku analizu, je prikupljeno koriste¢i mreze
stajacice (60 mm veli¢ina oka) u suradnji s lokalnim priobalnim ribarima u ribolovnim zonama

C, E i G na dubinama od 40 - 80 m (Slika 3.2.2.).

Vrse za lov ribe i vr$e za lov velikih rakova (jastoga, hlapa i kuke Scyllarides latus
(Latreille, 1803)) su vrlo star ribolovni alat, koji se isti¢e jednostavno$¢u i lakim rukovanjem.
Izraduje se od tekstilnog mreZznog tega i obruca (metalnog ili drvenog). Mogu biti valjkastog,
stozastog 1 elipsastog oblika, ali i oblika boce sa skra¢enim grlom ili bez grla, oblika srca,
prizme, kocke i drugih oblika. VrSa moze imati jedan ili viSe ulaza - vr§njaka. MreZni teg na
vrSama moze biti Cetverostranog (kvadratnog ili romboidnog) ili Sesterostranog oblika. Po
vaze¢im propisima kod tekstilnog mreznog tega, koji se danas plete od sintetickog konca,
veli¢ina jedne stranice oka ne smije biti manja od 32 mm za vrSe za lov ribe te 55 mm za vrSe
za lov velikih rakova. Najvec¢i dopusteni broj vrSa za lov ribe iznosi 50, dok za velike rakove
iznosi 150 komada (NN 84/2015). Prilikom rada sa vr§ama potrebna je upotreba mamca, bez
koje se ne moze loviti. Mamac koji se najcesce upotrebljava u lovu hlapova i jastoga razlikuje

se ovisno o podrucju ribolova. Najcesce se koristi svjeza ili usoljena riba svih vrsta koje imaju
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manju komercijalnu vrijednost. Za lov hlapova, na podrucju zapadne obale Istre, kao mamac
koriste se komadi ugora, Spara, Saruna i1 arbuna batoglavca. Na srednjem i juznom Jadranu

upotrebljavaju se srdela, crnej, bukva i Sarun za lov jastoga i hlapa.

Slika 3.2.1. Vrse koristene za lov hlapa Homarus gammarus (izvor: MiSo Pavici¢)

Psara je jednostruka mreza stajacica koja je namijenjena za ulov pridnenih vrsta riba,
prvenstveno hrskavi¢njaca (Slika 3.2.2.). Zbog visokog koeficijenta nabiranja, lovnost mrezZe
je puno ucinkovitija u odnosu na ostale jednostruke mreze Stajacice. Veli¢ina jedne stranice
oka na mrezama psarama moze biti od 60 do 120 mm, ali najc¢esc¢e se koristi izmedu 60 ili 70
mm. Izradene su od sinteti¢kog uvijenog konca razli¢ite debljine (210/6, 210/9 ili 210/12) ili
od multifilamenta (0,20*6). Koristi se na podrucju cijelog Jadranu s drugacijim karakteristika
izrade. Tijekom ovog istrazivanja, psare su koristene uglavnom oko otoka Drvenik Veli i Hvara

prilikom ribolova hlapa.
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Slika 3.2.2. Mreza psara, veli¢ina oka 60 mm, kori$tene za lov hlapa Homarus gammarus

(izvor: MiSo Pavici¢)

Ulov po jedinici ribolovnog napora (engl. Catch per unit effort (CPUE)) je odreden kao
masa ulovljenih jedinki hlapa po jednoj vrsi. Sve jedinke hlapa su mjerene na brodu ili prilikom
iskrcaja na obali. Biometrijska mjerenja (duzina glavoprs$njaka (engl. carapace length (CL)),
ukupna duzina (engl. total length (TL)), i Sirina zatka (engl. abdomen width (AW))) su mjerene
koristec¢i se pomi¢nom mjerkom i metrom do to¢nosti od 0,1 cm (Slika 3.2.3.). Jedinkama se
takoder mjerila masa (W) do to¢nosti od 0,1 g dok se spol jedinki odredivao makroskopski uz
iskazivanje omjera spolova (muzjak (M) / zenka (F)). DuZzina glavoprinjaka (CL) je mjerena
od straznjeg dijela o¢ne Supljine do kraja glavoprsnjaka. Ukupna duZzina (TL) je mjerena od
vrha rostruma do kraja zatka (abdomena). Sirina zatka (AW) je mjerena na najsirem dijelu
drugog segmenta zatka (Debuse i sur., 2001; Lizarraga-Cubedo i sur., 2003). Indeks kondicije
ili W/ICL indeks (Martinez-Calderon i sur., 2018) je procijenjen od jedinki koristenih u
morfometrijskoj analizi te je izracunat kao ukupna masa (W) podijeljena s duZinom

glavoprsnjaka (CL).
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Slika 3.2.3. Biometrijsko mjerenje hlapa (Homarus gammarus) s oznac¢enim mjernim

varijablama (izvor: Miso Pavici¢)

3.2.3. Uzorkovanje tkiva i DNA izolacija

Ukupno je 331 uzorak hlapa prikupljen za geneticku analizu iz srednjeg i isto¢nog
Sredozemnog mora (Slika 3.2.4., Tablica 3.1.). Prikupljanje uzoraka u Jadranskom moru je bilo
intenzivnije, pa se tako hlap skupljao na osam razli¢itih lokacija u sjevernom i srednjem
Jadranu s isto¢ne 1 zapadne strane bazena tijekom 2017. 1 2018. godine. Prikupljanje uzoraka
se primarno odvijalo u suradnji s lokalnim gospodarskim ribarima. Svakoj prikupljenoj jedinki
hlapa je uzet uzorak tkiva (dio pleopoda - nozice za hodanje) i pohranjen u 96 postotnom
etanolu za geneticku analizu. Takoder, mjerena je duZina glavoprS$njaka (mm) i svakoj jedinki
je odreden spol. Bioloski uzorci hlapa iz Jonskog, Egejskog i Ligurskog mora sakupljani su u
suradnji sa inozemnim znanstvenim institucijama. U Jonskom moru je sakupljanje vrSeno
tijekom 2001. godine te su uzorci zaprimljeni u obliku izolirane DNA, dok je u Ligurskom
moru sakupljane provedeno u razdoblju od 2015. do 2017. godine te su sacuvana tkiva jedinki
sluzila za daljnju molekularnu analizu. Veli¢ina uzorka je varirala od 4 do 48 ovisno o lokaciji.

Osim uzoraka hlapa prikupljeni su i metapodaci 0 mjestu i datumu ulova te ribolovnoj regiji.
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Za jedinke iz Jadranskog mora poznate veli¢ine, duzina glavopr$njaka od 87 mm je koriStena

kao granica za odredivanje spolno zrelih i nezrelih jedinki (Phillips, 2013).

46°N -

44°N

43°N

42°N

1 1 I
250 150 100 50 0
Dubina[m]

Slika 3.2.4. Batimetrija srednjeg i isto¢nog Mediterana s lokacijama uzorkovanja hlapa,
Homarus gammarus za geneticku analizu. Prva dva slova su oznaka geografskog podrijetla
uzoraka (AD, Jadransko more; 10, Jonsko more; AE, Egejsko more; LG, Ligursko more) dok
druga dva slova oznacuju lokaciju uzorkovanja (VE, Venecija; UM, Umag; PU, Pula; LO,
Losinj; AN, Ankona; HV, Hvar; VI, Vis; BA, Bari; CO, Korzika; PA, Patras; AL,
Alexandroupoli). Informacije o ukljuc¢enim populacijama i regionalnoj podijeli su prikazane u
tablici 3.1. Izobate oznacuju dubine od 250, 500, 1000 i 1200 m. Boje predstavljaju razlicite
dubine.

Ukupna genomska DNA je izolirana iz tkiva pomocu alkalne lize tkiva s proteinaze K,
te je primijenjen standardni fenol-kloroform protokol izdvajanja. Dio tkiva je ostavljen preko
noc¢i u 300 pul Lysis pufera i 4 pl proteinaze K u termomikseru na 55 °C kako bi se razgradio.
Jednak volumen fenol-kloroforma je dodan nakon inkubacije te je uzorak centrifugiran 5 min
na 13000 okretaja/min. Nakon centrifugiranja otpipetirana je gornja frakcija u kojoj se nalazila
otopljena DNA. Nakon toga dodan je dvostruki volumen 96 % etanola te je ponovno
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centrifugirano 15 min na 13 000 okretaja/min. Nakon centrifuge odstranjen je etanol i
precipitacija je ponovljena sa 500 ul 70 % etanola. Nakon centrifuge (5 min, 13 000
okretaja/min) odstranjen je alkohol te je sadrzaj posusen do ishlapljena etanola. TE pufer je
dodan posuSenim uzorcima da se DNA otopi. Od koli¢ine dobivenog taloga ovisio je volumen
dodanog TE pufera (20-40 pl). Cistoéa i koncentracija DNA je izmjerena spektrofotometrom
(IMPLEN N50, Njemacka). Nakon toga, pripremljena je radna koncentracija (15 ng/ul) za
svaki uzorak potrebna za lan¢anu reakciju polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction,
PCR). Uzorci su do daljnje obrade ¢uvani na -20°C. Na 20 nasumic¢no odabranih uzoraka,

provjera kvalitete DNA je provedena gel elektroforezom.

3.2.4. Genotipizacija mikrosatelitnih biljega

Lokusi mikrosatelitnih biljega odabrani su pregledom recentne literature povezane s
istrazivanjima populacijske genetike hlapa u Europi 1 svijetu. U ovom istrazivanju koriSteno je
15 mikrosatelitnih biljega specifi¢nih za hlapa prema protokolu opisanom u Ellis i sur. (2015a),
od Cega su 12 biljega izvorno opisani u André i Knutsen (2010) te tri u Ellis i sur. (2015a).
Parovi mikrosatelitnih pocetnica koristenih za analizu genotipova su prikazani u tablici 3.2.
Pomocu tri zdruzene PCR reakcije provedena je amplifikacija mikrosatelitnih lokusa. Svaka
zdruzena reakcija je obuhvacala pet mikrosatelitnih biljega. Prva reakcija (M1) je obuhvacala
biljege HGAS, HGB4, HGC118, HGD106 1 HGD117, druga reakcija (M2) je ukljucila biljege
HGC103, HGB6, HGC120, HGD129 i HGC6, a tre¢a (M3) HGD110, HGC129, HGC131b,
HGCI111 1 HGD111. Fluorescentnim bojama oznacen je po jedan ¢lan svakog para pocetnica
kako bi se raspoznavali PCR produkti iste veli¢ine. KoriStene su plava (FAM), zelena (VIC),
crna (NED) 1 crvena (PET) boja (Tablica 3.2.). Pocetnice su otapane u TE puferu kako bi se
dobila otopina koncentracije 100 uM. Nakon toga, izradena je radna otopina svih pocetnica u
kojoj je koncentracija svake iznosila 2 uM (engl. primer mix) te se dalje koristila za pripremu
PCR reakcija (Slika 3.2.5.).

53



v s G R
Patp it e

“
y e

s t«N‘@“Ala»v\‘ ry "'Q“"q s s e,

Qo
S N

Slika 3.2.5. Priprema uzoraka za PCR reakciju

Lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) umnozeni su mikrosatelitni lokusi (Tablica
3.3.) koristenjem uredaja Eppendorf Mastercycler Nexus GX2. Mikrosateliti su umnoZeni u 10
uL volumena reakcije s 10 ng DNA uzorka koristenjem Type-It Multiplex kita (Qiagen).
Konac¢ne koncentracije od 0.2 pM su ujednacene za sve pocetnice. Za sve zdruzene PCR
reakcije koristen je isti protokol sa sljede¢im koracima: pocetna denaturacija na 95 °C u trajanju
od 5 minuta, zatim 26 ciklusa denaturacije na 95 °C trajanja 30 s, prianjanje pocetnica na
temperaturi od 60 °C u trajanju od 90 s i produljenje na 72 °C u trajanju od 30 s. Zavr$no

produljenje postavljeno je na temperaturi od 60 °C u trajanju od 30 minuta.

Tablica 3.3. Sastav PCR reakcijske smjese

Sastavnice Volumen/reakcija Finalna koncentracija
Type-it Mix S5ul 3 mM MgCI2
Primer Mix 1wl 0,2 uM svake pocetnice
Voda oslobodena RNase 3ul -
DNA 1ul 15 ng
Ukupni volumen reakcije 10 wl

Za preliminarnu provjeru umnozavanja mikrosatelitnih lokusa lanCanom reakcijom
polimerazom upotrebljena je elektroforeza na 3 % agaroznom gelu koji je prethodno obojen s
5 uL SYBR™ Safe (ThermoFisher Scientific) kako bi se DNA fragmenti pripremili za
detekciju pod UV svjetlom transiluminatora. Od svakog uzorka, 5 pL PCR produkta je
pomijesano s 1 uL boje za nanoSenje na gel (5x GelPilot DNA Loading Dye, QIAGEN) i
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stavljeno u jaZice gela. Elektroforeza je trajala 40 minuta uz napon od 100 V. Uzorci koji su na
gelu izloZzenom UV svjetlom transiluminatora pokazivali DNA produkt u veli¢inskom rasponu
od 100 - 350 bp (Slika 3.2.6.) poslani su u DNA servis Macrogen (Seoul, Juzna Koreja) na
daljnju obradu kapilarnom elektroforezom na uredaju ABI3130x1 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®). Ovaj uredaj zahtijeva fluorescentno oznacene pocetnice. Duzinski standard 500
Liz (Applied Biosystems) oznacen narancastom (LIZ) bojom je dodan PCR produktima.
Rezultati u obliku .fsa podataka su pregledavani te je odredivanje mikrosatelitnih alela izvrSeno
je uz pomo¢ racunalnog programa Genemapper v.3.5 (Applied Biosystems) (Slika 3.2.7.). Da
bi se otklonile potencijalne greSke prilikom ocitavanja svaki uzorak je pregledan od strane dvije

osobe.

Slika 3.2.6. Provjera umnazanja mikrosatelitnih lokusa na 3% gelu pod UV svijetlom
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Slika 3.2.7. Detektirani fragmenti lokusa HGD106, HGB4, HGA8, HGC118, HGD117 i
HGD106 u GeneMapper softverskom paketu nakon elektroforeze na ABI Prism genetickom

analizatoru. (Izvor: MiSo Pavici¢)
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3.2.5. Podjedinica I citokrom - oksidaze (COI) regija mtDNA

Dio gena citokrom ¢ oksidaze podjedinice 1 (COIl) mtDNA amplificiran je na manjem
setu uzorka (vidi tablicu 3.1. za Sifre populacija) s parom op¢ih pocetnica LCO i HCO (Folmer
i sur., 1994.). PCR uvjeti bili su sljedeci: pocetna denaturacija 15 minuta na 95 °C, zatim 5
ciklusa denaturacije 30 s na 94 °C, prianjanje pocetnica 30 s na 45 °C i produljenje na 72 °C
tijekom 1 min, nakon ¢ega slijedi 35 ciklusa denaturacije 30 s pri 94 °C, prianjane pocetnica
na 50 °C tijekom 30 s i produljenje na72 °C tijekom 1 min, te zavrsno produljenje na 72 °C
tijekom 10 min. Za preliminarnu provjeru umnozavanja PCR produkata upotrebljena je
elektroforeza na 1 % agaroznom gelu koji je prethodno obojen s 5 uL SYBR™ Safe
(ThermoFisher Scientific) kako bi se mtDNA fragmenti pripremili za detekciju pod UV
svjetlom transiluminatora. Od svakog uzorka, 5 L. PCR produkta je pomije$ano s 1 puL boje
za nanoSenje na gel (5x GelPilot DNA Loading Dye, QIAGEN) i stavljeno u jaZice gela.
Elektroforeza je trajala 30 minuta uz napon od 90 V. Uzorci koji su na gelu izloZenom UV
svjetlom transiluminatora pokazivali mtDNA produkt u veli¢inskom rasponu od 500 - 650 bp
(Slika 3.2.8.) poslani su na sekvencioniranje. Pro¢is¢avanje i sekvenciranje PCR produkata
napravljeni su u servisu Macrogen (Amsterdam, Nizozemska) na ABI 3730 automatskom
sekvenceru. Problemi pri prikupljanju svjezih uzoraka su postojali. Stoga, dio uzoraka koji su
uspjesno genotipizirani na mikrosatelitne markere trebali su biti iskljuCeni iz mtDNA analize

zbog loSeg umnazanja produkta.

Slika 3.2.8. Provjera PCR produkata na 1 % gelu pod UV svijetlom
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Table 3.1. Informacije o uzorcima hlapa Homarus gammarus (lokacija, oznake, broj uzorka, period i geografske koordinate) koji su geneticki
testirani s 14 neutralnim mikrosatelitnim biljezima (SSR) i mtDNA COI biljegom. Prva dva slova populacijske oznake oznacavaju geografsko
podrijetlo uzoraka (AD, Jadransko more; 10, Jonsko more; AE, Egejsko more; LG, Ligursko more), druga dva slova oznacavaju lokaciju

uzorkovanja, dok zadnje slovo oznacava razvojni stadij jedinke (A, odrasli; J, nedorasli).

Broj uzoraka

Lokacija Drziava (GSA) Populacijske oznake Godina Sirina Duzina
SSR  mtDNA
Venecija Italy (GSA 17) AD_VE_A 20 - 2018. 45311057  12.531770
Umag Croatia (GSA 17) AD_UM_A 48 7 2017.-2018.  45.385039 13.4825
AD_UM_J 8 -
Pula Croatia (GSA 17) AD_PU_A 48 3 2017.-2018. 44904897  13.710469
AD_PU_J 24 -
Losinj Croatia (GSA 17) AD_LO_A 34 8 2017.-2018. 44536533  14.303519
Ankona Italy (GSA 17) AD_AN_A 14 6 2018. 43.631994  13.553164
AD_AN_J 16 -
Hvar Croatia (GSA 17) AD_HV_A 39 11 2017.-2018.  43.191894  16.366064
Vis Croatia (GSA 17) AD_VI_A 28 14 2017.-2018.  43.083017  15.468786
Bari Italy (GSA 18) AD_BA A - 3 2017. 41.168583  16.803222
Korzika France (GSA 8) LG_CO_A 28 5 2015. - 2017. 42.6373 9.475144
Patras Greece (GSA 20) I0_PA A 4 2 2001. 38.291290  21.127216
Alexandroupoli Greece (GSA 22) AE_AL_A 20 4 2001. 40.816339  25.869478
Ukupno 331 63
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Table 3.2. Sekvence pocetnica, fluorescentne boje, kombinacija poéetnica u tri multiplex PCR reakcije (M1, M2, M3), ponavljaju¢i motiv, broj

alela i izvor za svaki mikrosatelitni biljeg.

Multiplex PCR Lokus Uzvodna i nizvodna pocetnica Boja Motiv Raspon (bp) Broj Izvor
alela
M1 HGAS F: TTGAACAGCAAAAACGTAGTG 6-FAM Tetra 269 - 325 12 André i Knutsen (2010)
R: ACATCACACCACAACTCACTG
HGB4 F: TTCGCTAGTCCGTCTGTCC NED Tetra 187 - 231 6 André i Knutsen (2010)
R: ACGAAGGATTACGGCACAT
HGC118 F: TCGTTTCCAATGGTCTCG VIC Tetra 262 - 296 7 André i Knutsen (2010)
R: AAGTTGAAGGAGGTGCTTGAC
HGD106 F: CATACCGAACCAAGTGTAAAC 6-FAM Tetra 139 - 167 7 André i Knutsen (2010)
R: GCCCACAGTAACAGATAAGAG
HGD117 F: GCCTACTCTCTCCTTCCTTC PET Tetra 254 - 302 10 Ellis i sur. (2015a)
R: CCTGTCTATCGTTCTGTTTG
M2 HGC103 F: TGGTATTATGGCTACGACAAG 6-FAM Tetra 220 - 254 11 André i Knutsen (2010)
R: CAAAAGACGGGTTTCAATC
HGB6 F: AGAAGGGAGGTGGGTGAG VIC Tetra 150 - 190 7 André i Knutsen (2010)
R: ATGAACCCGTCTGAGGTTATC
HGC120 F: CCCTCTCTCATCCCTCTTATC VIC Tetra 251 - 297 13 André i Knutsen (2010)
R: ACCCTTATTCATCCATCCTTC
HGD129 F: TTGAACGCTATGAACTGAGAC NED Tetra 234 - 290 10 Ellis i sur. (2015a)
R: AGGCATACAAATAAACGCAC
HGC6 F: AGGCTGCATAGTTACACGTTTG PET Tetra 274 - 318 6 André i Knutsen (2010)
R: ACCCAGTGTCAAGGAATAGTCC
M3 HGD110 F: ACGGATGGATGGATAGGTAG 6-FAM Tetra 176 - 220 11 Ellis i sur. (2015a)
R: ATTCTCTGGCAGGTCAAGAC
HGC129 F: TTGAACGCTATGAACTGAGAC 6-FAM Tetra 247 - 291 6 André i Knutsen (2010)
R: AGGCATACAAATAAACGCAC
HGC131b F: CATGGGTGATTAGGATGACC VIC Tetra 226 - 276 12 André i Knutsen (2010)
R: TGGCACCATAGGTTCGTATC
HGC111 F: TGAAGCGTGGAGGACCTT NED Tetra 160 - 190 10 André i Knutsen (2010)
R: CACACCTGTCTGGCTACACC
HGD111 F: TAAAGGTGATGTTCAGTCCAC PET Tetra 231 -275 8 André i Knutsen (2010)

R: CTTGACCCGCTACCAATAC
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3.3. Obrada podataka
3.3.1. Modeliranje pridnene temperature mora

Dnevne vrijednosti Regionalnog sustava modeliranja oceana (ROMS) koriStene su za
reprodukciju temperaturnih promjena u Jadranu izmedu 2008. i 2017. Ovaj model kona¢nih
razlika sadrzi potpunu trodimenzionalnu nelinearnu hidrodinamiku i termodinamiku koja se
temelji na primitivnim jednadzbama gibanja, jednadzbi kontinuiteta, jednadzbama ocuvanja
topline i soli i jednadzbi stanja. ROMS koristi s-koordinatni sustav u kojem je gornja ploha
slobodna povrsina mora, a donja morsko dno (Janekovi¢ i sur., 2014). U vertikalnom smjeru
primitivne jednadzbe su diskretizirane koriStenjem S koordinate koja prati batimetriju.
Nelinearni numericki algoritmi koje koristt ROMS detaljno su opisani u Shchepetkin 1
McWilliams (2005, 2009). Boéni grani¢ni uvjeti preuzeti su iz AREG modela Jadranskog
prognosti¢kog sustava (AFS) (Oddo i sur., 2006), dok je atmosfersko forsiranje propisano bulk
formulacijom (Fairall i sur., 1996), koriste¢i sve potrebne varijable iz operativnog lokalnog
modela ALADIN/HR (Tudor i sur., 2013). ROMS horizontalna rezolucija je 2 km, a ima 20
sigma slojeva u vertikalnoj. Rije¢ni dotoci su uvedeni u model oceana slijedeci klimatologiju
Vilibi¢ i sur. (2016) za sve rijeke osim rijeke Po za koje su koriSteni stvarni dnevni dotoci. Sve
ostale detalje o postavci modela daju Janekovi¢ i sur. (2014) i Vilibi¢ i sur. (2016). U radu su
analizirane temperature modelirane na najnizoj sigma koordinati, koja otprilike odgovara
morskom dnu. Dodatno, izraunati su prosjecne vrijednosti pridnene temperature za svaku
ribolovnu zonu i godinu/sezonu uzimajuéi u obzir svaku to¢ku modela unutar poligona

ribolovne zone.

Iz prikupljenih podataka o pridnenoj temperaturi s postaja i numeri¢kog modela
izraCunat je vremenski niz pridnene temperature mora. Mann-Kendall neparametarski test

koriSten je za procjenu znacaja trenda.

3.3.2. Trendovi ulova hlapa na isto¢noj jadranskoj obali

Sluzbena statistika Ministarstva poljoprivrede, Uprave ribarstva ulova hlapa po ribolovnoj
zoni i ribolovnom alatu za razdoblje od 2008. - 2020. je koriStena za analizu godi$njih ulova
hlapa po ribolovnim zonama na isto¢noj obali Jadrana. Podaci odgovaraju otvorenoj sezoni
lova hlapova koja je propisana i traje od 5. svibnja do 31. kolovoza (NN 42/2016). Prije samih

analiza, podaci su standardizirani kao ulov po jedinici ribolovnog napora (CPUE) izrazen kao
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biomasa hlapa (H. gammarus) ulovljenog po ribolovnom danu kako bi se izbjegle greske u
interpretacije ostvarenog ulova. Za daljnje analize trendova ulova, ribolovnog napora i CPUE
po ribolovnim zonama te utjecaja pridnene temperature mora na CPUE, dio sluzbenih podataka
(2008. - 2017.) o ulovu je izuzet iz analize zbog nemoguénosti odredivanja ribolovnog napora
kako ne bi utjecali na rezultate. Znacajnost trenda ulova hlapa po ribolovnim zonama u

razdoblju 2008. - 2017. testirana je Mann-Kendall neparametarskim testom.

Koristenje CPUE-a kao indeksa brojnosti temelji se na odnosu koji se Siroko koristi u
kvantitativnoj analizi ribarstva. Odnos povezuje ulov (C) u vremenu (t) (dan, mjesec, godina)

s brojnosti i ribolovnim naporom:
C(t) = g E(t) N(1),

gdje je E(t) ribolovni napor u vremenu, N(t) brojnost ili gusto¢a populacije u vremenu i q udio
brojnosti koji je ulovljen s jednom jedinicom ribolovnog napora ili koeficijent lovnosti (engl.

catchability). Preformuliranje jednadzbe dovodi do veze izmedu CPUE i brojnosti:
CPUE(t) = C(t) / E(t) = g N(t),

Sto ¢ini CPUE proporcionalan brojnosti, s q konstantnim tijekom vremena (Maunder i sur.,
2006). Kako se koeficijent lovnosti mijenja tijekom vremena, potrebne su prilagodbe uc¢inaka
lovnosti u prostoru i vremenu §to se naziva standardizacija ulova i napora (engl. catch-effort
standardization). CPUE treba paZzljivo interpretirati jer i nakon standardizacije jo$ uvijek nema
jamstva da je linearno proporcionalan brojnosti. Takoder, na stopu ulova rakova u
komercijalnom ribarstvu mogu utjecati promjene u okoliSnim c¢imbenicima, primjerice
promjene u temperaturi mora (Koeller, 1999). CPUE 1 veli¢inska raspodjela ulova Cine temelj
vecine metoda procjena ribarstva rakova pa tako i hlapa (Addison, 1997). Unato¢ raznim
dostupnim metodama i modelima procjena brojnosti stoka poput deplecijskih modela,
rekonstrukcije ulova iz povijesnih podataka i metode ulova - tagiranja - ponovnog ulova, CPUE

je ponekad jedini dostupni indeks.

Korelacija pridnene temperature mora s ulovom po jedinici ribolovnog napora (CPUE) s
obzirom na pojedinacne ribolovne zone i njihove regionalne grupe (Sjeverni Jadran, zone A, B

i E; Srednji Jadran, zone C, F i G) ispitana je linearnom regresijom u programu STATISTICA.
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3.3.3. Morfometrijski odnosi i W/CL indeks

Morfometrijski odnosi i1 alometrija izmedu muzjaka i zenki hlapa su ispitivani kod
jedinki za koje se mogao odrediti spol (N = 936). Morfometrijski odnosi se koriste za
predvidanje vrijednosti Y od X, dok se alometrija koristi za testiranje kako jedna varijabla ovisi
o drugoj (Warton i sur., 2006). U ovom istrazivanju sljede¢i morfometrijski odnosi su ispitani
za muzjake i zenke hlapa: W vs. CL, TL vs. CL, W vs. TL i AW vs. CL. Odnosi W vs. CL1 W

vs. TL su opisani s eksponencijalnom jednadzbom

y = a x ® (Ricker, 1973),

dok su odnosi TL vs. CL 1 AW vs. CL opisani linearnom jednadZbom
y=ax+hbh.

Morfometrijski odnosi su ispitani obi¢nom regresijom najmanjih kvadrata (Warton i
sur., 2006) te za svaki odnos nagibi regresijskih krivulja su usporedeni izmedu spolova s
Student-t testom (Zar, 1999). Logaritamski transformirani podaci su se koristili za testiranje
alometrije, Sto je ukljucivalo testiranje odgovaranja nagiba pravca specifi¢noj vrijednosti
(izometrija; b = 1 za duZzinsko-duzinske odnose, b = 3 za duzinsko-masene odnose) (Hartnoll,
1982). Smanjena ili standardizirana regresija glavne osi (engl. standardised major axis
regression) kao odgovaraju¢a metoda za ovu svrhu je koristena za izraGun nagiba krivulje

(Warton i sur., 2006) te su nagibi testirani na odstupanja od izometrije Student-t testom.

3.3.4. Analiza dinamike ulova hlapa s obzirom na sezonu i spol

Za procjenu sezonske varijacije ulova po jedinici ribolovnog napora (CPUE) i W/CL
indeksa, razdoblje uzorkovanja je analizirano sezonski; jesen (listopad - prosinac), zima
(sijecanj - ozujak), proljece (travanj - lipanj) i ljeto (srpanj - rujan). Permutacijska analiza
varijanci PERMANOVA (Anderson, 2001) je koriStena za testiranje razlika CPUE izmedu
sezona (fiksno, 4 razine - jesen, zima, proljece i ljeto) i razlika u duzinama i masi (CL, TL, W)
izmedu ribolovnih zona (fiksno, 3 razine - 1, 2, i 3). Gdje je bilo potrebno post-hoc usporedba
parova je primijenjena za daljnje testiranje. PERMANOVA je koriStena za testiranje razlika
WI/CL indeksa izmedu sezone i spola (fiksno, 2 razine - Zenka i muzjak). Kako je W/CL indeks
uvjetovan veli¢inom jedinke (Martinez-Calderdn i sur., 2018; Briones-Fourzan i sur., 2009),

CL je postavljena kao kovarijanca za daljnje testiranje sezonske varijacije W/CL indeksa.
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PERMANOVA je napravljena u PRIMER-E programu (Clarke i Gorley, 2015) s paketom
PERMANOVA+ (Anderson i sur., 2008).

Obicna regresija najmanjih kvadrata, smanjena regresija glavne osi 1 grafovi su napravljeni
u programu SigmaPlot v.14.0 (Systat Software, Inc.,, San Jose California USA,
www.systatsoftware.com) i PAST v.4.05 (Hammer i sur., 2001). R program je takoder koriSten

za izradu grafova (R Core Team).

3.3.5. Geneti¢ka raznolikost

Postojanje i ucestalost nul-alela za svaki lokus ispitano je racunalnim programima
MICROCHECKER v.2.2.3 (Van Oosterhout i sur., 2004) i FREENA (Chapuis and Estoup,
2007). Koeficijent krizanja u bliskom srodstvu (fiksacijski indeks, Fis), neravnoteza vezanosti
gena (engl. linkage disequilibrium, LD), procjena odstupanja genotipova od Hardy-
Weinbergove ravnoteze (HWE), uoCena i ocekivana heterozigotnost (Ho, He) su ispitani
programom GENEPOP 4.0 (Raymond i Rousset, 1995; Rousset, 2008). Srednji broj alela po
lokusu (A) i efektivni broj alela po lokusu (Ae) su izracunati programom POPGENE 1.32 (Yeh
i sur., 1999). Alelno bogatstvo (Ar) i razlike u alelnom bogatstvu i heterozigotnosti izmedu
populacija su izracunati u programu FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2002). Gdje god je bilo potrebno,
razina statisticke znacajnosti je uskladena Bonferroni metodom za visestruko testiranje (Rice,

1989).

Odnos adaptabilnih vrijednosti genotipova u promatranoj populaciji i heterozigotnosti
se istrazio mjerenjem geneti¢ke raznolikosti. Cetiri razli¢ite mjere heterozigotnosti za svaku

jedinku s poznatom duljinom glavoprSnjaka i spolom procijenjene su kao udjeli heterozigotnih

genotipova s funkcijom GENHET.R (Coulon, 2010) u R programu (R Core Team, 2017).
Cetiri izradunate mjere heterozigotnosti su:

a) Standardizirana heterozigotnost na temelju srednje uocene heterozigotnosti (Hs_obs)
izraCunata je dijeljenjem udjela heterozigotnih lokusa (PHt) po jedinci sa srednjom uoenom
heterozigotnoscu tipiziranih lokusa. Ova je procjena vrlo konzervativna i ima dobre rezultate

u slucajevima kada podaci pokazuju nul-alele ili ispadanje alela (Coltman i sur., 1999).
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b) Standardizirana heterozigotnost na temelju srednje ocekivane heterozigotnosti
(Hs_exp) izracunata je dijeljenjem udjela heterozigotnih lokusa (PHt) po jedinki sa srednjom

o¢ekivanom heterozigotnoséu tipiziranih lokusa (Amos i sur., 2001).

C) Unutarnja srodnost (engl. Internal relatedness, IR) je mjera roditeljskog srodstva koja
mjeri heterozigotnost po ucestalosti alela. Izracunava se po formuli: 2H—) fi/2N-> fi, gdje je
H broj homozigotnih lokusa u jedinki, N je ukupan broj lokusa, a fi je ucestalost i-tog alela u
genotipu. IR pretpostavlja vrijednosti izmedu -1 (svi heterozigoti) i 1 (svi homozigoti).
Negativne IR vrijednosti ukazuju na viSe jedinki krizanih van srodstva, a pozitivne IR
vrijednosti upucéuju na vise jedinki krizanih u srodstvu unutar proucavanog uzorka (Amos i

sur., 2001).

d) Homozigotnost po lokusu HL izracunava se formulom: Y Eh / > Eh+) Ej, gdje suEh 1
Ej ocekivane heterozigotnosti lokusa koje jedinka nosi u homozigozi (h) i u heterozigozi (j). S
obzirom da je informativnost lokusa varijabilna, HL razmatra doprinos svakog lokusa umjesto

doprinos svakog alela (Aparicio i sur., 2006).

Linearnom regresijom ispitan je odnos spolova i adaptabilnih vrijednosti genotipova s razinom

heterozigotnosti u programu STATISTICA.

3.3.6. Geneticka varijabilnost i populacijska struktura

Razina protoka gena izmedu populacija s razli€itih lokacija je procijenjena primjenom
Wright-ove statistike odnosno Fst indeksa koji predstavlja omjer prosje¢ne heterozigotnosti
podpopulacije i ocekivane heterozigotnosti metapopulacije (Wright, 1931). Vrijednosti Fst
indeksa izmedu parova populacija (engl. pair-wise) na 14 lokusa su izraCunate u programu
ARLEQUIN v.3.5, koriste¢i 10,000 permutacija za testiranje statisticke znacajnosti. Mjera Jost'
D na temelju identiteta alela (Jost, 2008) izracunata je u programu GENODIVE (Meirmans i
Van Tienderen, 2004). Jost' D je eksplicitna mjera relativne diferencijacije izmedu populacija.
D se razlikuje od Fst, Fst mjeri odstupanja od panmiksije, dok D mjeri odstupanja od ukupne
diferencijacije. D je baziran na efektivnom broju alela umjesto na heterozigotnosti, te oznaava
udio alelne raznolikosti medu populacijama, dok je Fst proporcionalan varijanci ucestalosti
alela medu populacijama. D je viSe povezan s genetickom udaljenosti izmedu populacija nego

s varijancom alelnih frekvencija.
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Za procjenu doprinosa nul-alela u setu podataka i njihov utjecaj na geneti¢ku udaljenost
program FreeNA je koriSten za izracun Fsr statistike, uz isklju¢ivanje 1 ukljucivanje metode
korekcije ENA (engl. Excluding Null Alleles). Koriste¢i 50.000 ponavljanja preko lokusa,
procijenjeni su 95 %-tni intervali pouzdanosti (CI) za globalne Fst vrijednosti.

Pomocu Bayes-ove klaster metode koja je temeljena na Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) algoritmu u programu STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard i sur., 2000) je testirana
procjena postojanja strukturiranja unutar populacija s ciljem odredivanja pripadnosti jedinki
genetickim grupama (klasterima) uz odredivanje najvjerojatnijeg broja populacija (K).
Parametri postavljeni u programu STRUCTURE su ukljucivali model mijesanja (engl.
admixture ancestry model) s koreliranim frekvencijama alela, period ponavljanja (engl. burn-
in period) 50° i 50* MCMC koraka. Vrijednost K je bila u rasponu od 1 do maksimalnog broja
uzorkovanih populacija, uklju¢uju¢i 20 ponavljanja za svaku vrijednost. Koriste¢i program
Structure Harvester 0.6.93 (Earl i von Holdt, 2012), najvjerojatniji broj klastera procijenjen je
s In P(D) i deltaK vrijednostima i vizualiziran pomo¢u CLUMPP (Jakobsson i Rosenberg,
2007) i DISTRUCT (Rosenberg, 2004) programima. Takoder, populacijska struktura je
analizirana uz pomo¢ diskriminacijske analize glavnih komponenata (DAPC) u Adegenet
paketu (v.1.3-0) za R softver (Jombart, 2008). DAPC je izvrSena s funkcijom dapc s a priori
zadanom lokacijom uzorkovanja. Dobiveni broj glavnih komponenata je optimiziran

izvrSavanjem funkcije xvalDapc.

Analiza izolacije prema udaljenosti (engl. Isolation by distance, IBD) testirana je s
paketom Adegenet i funkcijom mantel.randtest u programu R s 1000 permutacija. Za
istrazivanje obrasca IBD-a, opisane kao kontinuirana ili rascjepkana linija geneticke
diferencijacije, primijenjena je dvodimenzionalna procjena gustoce (funkcija kde2d) za
mjerenje lokalne gustoée udaljenosti i funkcija image za vizualizaciju u paketu MASS
(Venables i Ripley, 2002).

3.3.7. Demografske promjene, efektivna veli¢ina populacije i stope migracija

Program BOTTLENECK 1.2.02 (Piry i sur., 1999) koristen je za otkrivanje nedavnog
smanjenja efektivne veli¢ine populacije (Ne) u relativno kratkom razdoblju (nekoliko Ne
generacija). S 20 000 ponavljanja, dvofazni model (engl. two-phase model, TPM) s 90 %

postupnih mutacija (SMM, engl. Stepwise Mutation Model) i 10 % dopustene varijance unutar
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broja ponavljanja je testiran za populacije s brojem uzoraka iznad 20. Vjerojatnost znacajnog
viska heterozigota u populaciji je testirana s neparametarskim Wilcoxonovim testom ranga
prema preporuci Piry i sur. (1999). Kako bi se dodatno istrazilo smanjenje velic¢ine populacije,
test omjera M (engl. M ratio) proveden je u programu MPVal, a kriti¢na vrijednost Mc
procijenjena je u programu CriticalM za svaku populaciju (Garza i Williamson, 2001). M omjer
ovisi o ukupnom broju alela (k) 1 ukupnom rasponu velicine alela (r) na odredenom lokusu. U
nedavno smanjenim populacijama, o¢ekuje se da ¢e M-omjeri biti manji nego u populacijama
pod ravnotezom izmedu mutacija i genskog otklona (engl. drift) i kao takvi, mogu se odrzati
stotinama generacija (Garza 1 Williamson, 2001) za razliku od ishoda viska heterozigotnosti.
Empirijske vrijednosti M-omjera usporedene su s grani¢nom vrijednosti uskog grla od 0,68
(Garza i Williamson, 2001) i sa simuliranom ravnoteznom distribucijom formiranom na
dvofaznom modelu mutacija. Uz simulaciju od 10 000 ponavljanja, Mc je izra¢unat uzimajuc¢i
u obzir srednju veli¢inu ne-postupnih mutacija (Ag) = 3,1 i udio postupnih mutacija (ps) = 78
% (Peery i sur., 2012). Tri razli¢ite vrijednosti (0,5, 1, 4) postavljene su za theta (®=4Nep)
koje odgovaraju efektivnoj veli¢ini populacije prije efekta uskog grla od 250, 500 i 2000.

Suvremeni protok gena od nekoliko generacija (mc) i povijesni protok gena koji pokriva
mnogo duzi vremenski period (~ 4 Ne generacije u proslost, mh) su procijenjeni izmedu
populacija s programima BayesAss1.3 (Wilson i Rannala, 2003) i Migrate (Beerli i Felsenstein,
2001; Beerli, 2006). Za BayesAss, provedeno je nekoliko analiza s razli¢itim poc¢etnim
postavkama, a svaka izvedba Markovljevog Monte Carlo lanca uklju¢ivala je 3 x 108
ponavljanja i odbacivanje prvih 10® ponavljanja kao zagrijavanje. Delta vrijednosti DA, DF i
DM postavljene su na 0,7, 0,6, odnosno 0,5. Uspjesnost konvergencije Markovljevih Monte
Carlo lanaca je analizirana pomocu programa TRACER-a v.171 (Rambaut i sur., 2018), a
najbolji model odreden je na temelju Bayes-ove mjere odstupanja (Spiegelhalter i sur., 2002.).
Program Migrate v 3.7.2 (Beerli, 2008) i primjena Bayes-ove metode koriStena je za procjenu
protoka gena, tj. stope migracije skalirane mutacijom (engl. mutation-scaled rates of
migration) (M = mh/u; mh je povijesna stopa migracije; u je stopa mutacije po generaciji) i
efektivne veli¢ine populacije prema mutaciji (engl. mutation-scaled effective population size)
(® = 4Ney; Ne je povijesna efektivna veli¢ina populacije). "The Brownian motion mutation
model’’ 1 Fst izraCuni koriSteni su kao pocetni parametri uz konstantne stope mutacije za sve
lokuse. Za procjenu O (raspon = 0 - 50, srednja vrijednost = 25) i M (raspon = 0 - 50, srednja
vrijednost = 25) primijenjena je jednolicna a priori raspodjela. Dugi lanac je postavljen na 1

000 000 generacija s burn-in od 50 000 ponavljanja za svaki lokus da zabiljezi 20 000
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genealogija (generacija) s porastom uzorka od 50. Za poboljsanje MCMC metode, primijenjena

je stati¢ka shema grijanja s Cetiri temperature (1, 1.5, 3, 1 6).

Program NeEstimator V2 (Do i sur., 2014) je alat za procjenu suvremene efektivne
veli¢ine populacije koji koristi multilokusne diploidne genotipove. KoriSten je za procjenu
trenutne efektivne veli¢ine populacije za populacije pomocu metode temeljene na neravnotezi
vezanih gena (LD) s veli¢inom uzorka preko 20 jedinki. Aleli s frekvencijama ispod 0,02
uklonjeni su iz analize, balansiraju¢i izmedu preciznosti i potencijalne pristranosti visoko
polimorfnih mikrosatelitnih lokusa. Osim toga, metoda vjerojatnosti primijenjena u programu
AgeStructure (Wang i sur., 2010) koristena je za procjenu generacijskog vremena i efektivne
veli¢ine populacije hlapa poznate duzine i spola (uzorci iz Jadrana). Podaci o spolu, dobi i
multilokusnom genotipu 159 muZzjaka i 107 Zenki koriSteni su za Ne procjenu dobno
strukturirane populacije hlapa s preklapaju¢im generacijama. Starost jedinki je izracunata na

temelju duljine glavoprSnjaka (Uglem 1 sur., 2005).

3.3.8. Mitohondrijska DNA (mtDNA), geneticka raznolikost i populacijska
ekspanzija

Poravnavanje dobivenih sekvenci mtDNA je napravljeno u programu Mega7 koriste¢i
ClustalW alat (Kumar i sur., 2016). Molekularna raznolikost je analizirana u programu Dnasp
5.19 (Librado 1 Rozas, 2009) racunaju¢i broj haplotipova (H), polimorfna mjesta (S),
haplotipnu 1 nukleotidnu raznolikost. Mreza haplotipova napravljena je u programu PopART
(http://popart.otago.ac.nz). Povijesne demografske promjene su testirane s Tajima D (Tajima,
1989) i Fu FST (Fu, 1997) testovima u programu Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier i Lischer, 2010).
Vrijednosti testa upucuju na nedavni efekt uskog grla ili populacijsku ekspanziju. Rezultati
testova su blizu nule u populaciji konstantne veli¢ine, znacajne negativne vrijednosti ukazuju
na naglo povecanje veli¢ine populacije, dok znacajne pozitivne vrijednosti ukazuju na procese
otkrivanju Sirenja populacije i moguceg rasta populacije u proslosti. Neuskladena distribucija
(engl. mismatch distribution) je distribucija broja razlika izmedu parova sekvenci sluc¢ajno
uzorkovanih iz ukupnog uzorka (Barton i sur., 2007). Populacijska ekspanzija ili ravnoteza
odredena je oblikom neuskladenosti distribucije. Neuskladenost distribucije je simulirano u
programu Arlequin 3.5.1.2 koriste¢i model iznenadne ekspanzije (engl. sudden expansion

model). Model je statisticki testiran pomo¢u metode odstupanja od sume kvadrata (engl. sum
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of square deviations, SSD) da bi se odbacila hipoteza demografske ekspanzije. Koristeci
Arlequin (Rogers and Harpending, 1992) vrijeme od populacijske ekspanzije (t) je procijenjeno
kao t=1/2u, gdje je T vremenska skala mutacije. Stopa mutacije po lokusu po generaciji (2u)
je izracunata mnoZenjem duljine sekvence x stopa mutacije x generacijsko vrijeme. U
nedostatku kalibrirane stope mutacije mtDNA hlapa, stopa mutacije od 1,66 % do 2,33 % na
milijun godina COI gena dekapodnog raka iz roda Sesarma (porodica Sesarmidae) je testirana
(Schubart 1 sur., 1998). Donji interval pouzdanosti od 9,81 godina je primijenjen kao
generacijsko vrijeme hlapa.
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4. REZULTATI
4.1. Trendovi ulova hlapa u Jadranskom moru

Prema podacima Uprave ribarstva Ministarstva poljoprivrede, prosje¢ni godisnji ulov
hlapa u posljednjih 13 godina iznosio je oko 3308,12 kg (od 1989,95 kg u 2008. do 4723,88 kg
u 2016.). U posljednjih su nekoliko godina ulovi bili oko prosjeka, dok je u cijelom razdoblju
zabiljezen trend rasta od 18,5 %. Hlap se najviSe lovi u ribolovnim zonama A 1 E, koje
pokrivaju obalno podrucje sjevernog Jadrana, uz kontinuirani porast ulova (Uprava ribarstva,
2020.) (Slika 4.1.1. A, B). Koli¢ine ulova iz drugih ribolovnih zona bile su niske i zanemarive

(ribolovne zone H, 11J) ili ih uopée nije bilo (ribolovna zona K).
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Slika 4.1.1. (A) Sluzbeni ulovi hlapa, Homarus gammarus (Uprava za ribarstvo; 2008. - 2020.)
s istaknutim trendovima u ribolovnim zonama A (plavi to¢kasti pravac) i E (crveni tockasti

pravac). (B) Postotak ulova hlapa po godini u svakoj ribolovnoj zoni.
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Ukupno 22,83 t hlapa je ulovljeno na isto¢noj Jadranskoj obali tijekom istrazivanog
perioda (Uprava Ribarstva 2008. - 2017.). Najvisi ukupni godi$nji ulovi su ostvareni u
ribolovnim zonama A (7,47 t), E (5,31 t) i G (4,76). Ukupni godis$nji ulovi po grupiranim
zonama su bili: sjeverni Jadran 13,93 t, srednji Jadran 8,65 t i juzni Jadran 0,25 t (Tablica 4.1.).
Na sjevernom Jadranu prosjecni godisnji ulov hlapa u tri sjevernojadranske zone kretao se od
0,21t (2008.; ulov = 631,5 kg; CPUE = 2,5 kg/dan; Slika 4.1.2.) do 0,75t (2016.; ulov = 2244
kg; 41 kg/dan), dok se prosje¢ni ulov hlapa u tri srednjojadranske zone kretao od 0,23 t (2010.;
ulov = 685,7 kg; CPUE = 1,77 kg/dan) do 0,37 t (2014; ulov = 1112 kg; CPUE = 2,18 kg/dan).
U istom razdoblju ulov u juznom Jadranu (zona D) bio je ispod 50 kg godiSnje, odnosno od 14
kg (2008.; 10 ribolovnih dana $to odgovara CPUE-u od 1,4 kg/dan) do 41,1 kg (2010.; 25
ribolovnih dana i CPUE od 1,6 kg/dan). Zbog malog ulova u zoni D, odnosno podrucje juznog

Jadrana, nije ukljuceno u daljnu analizu.

Table 4.1. Ulovi hlapa, Homarus gammarus, po ribolovnim zonama i grupiranim ribolovnim

podru¢jima (sjeverni, srednji i juzni Jadran) (Uprava ribarstva 2008. - 2017.)

Podrugje Ribolovne Ulovi / zone Uloyi /
zone (® podrucje (t)
A 7,47
Sjeverni Jadran B 1,14 13,92
E 531
C 1,35
Srednji Jadran F 2,54 8,65
G 4,76
Juzni Jadran D 0,25 0,25

Vremenski trendovi (2008. - 2017.) ulova hlapa u Jadranskom moru (Slika 4.1.2.A)
ukazuju na statisticki znacajan porast na sjevernom Jadranu (160,9 kg/god; p < 0,05; R? =
0,755) i statisticki neznacajan blagi porast u srednjem Jadranu (4,5 kg/god; p > 0,05; R? =
0,008). Vremenski trendovi (2008. - 2017.) ribolovnog napora su bili: trend ribolovnog napora
tijekom vremena na sjevernom Jadranu je pozitivan 1 statisticki znacajan (40,6 dana/god, p <

0,05; R? = 0,728), a na srednjem Jadranu je blago negativan i statisticki neznacajan (- 3,1
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dan/god, p > 0,05; R? = 0,021) (Slika 4.1.2.B). Vremenski trendovi (2008.-2017.) CPUE hlapa

su sli¢ni: CPUE trend tijekom vremena na sjevernom Jadranu pozitivan i statisticki znacajan

(0,09 kg/dan, p < 0,05, R? = 0,643), a na srednjem Jadranu je blago pozitivan i statisticki

neznadajan (0,03 kg/dan, p > 0,05, R? = 0,307) (Slika 4.1.2.C).
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Slika 4.1.2. Vremenski niz (2008-2017) ulova hlapa (a), ribolovnog napora (dani) (b) i
CPUE (kg/dan) (c). Takoder, prikazani su trendovi ulova, ribolovnog napora i CPUE
(isprekidana crta).
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4.2. Vremenski niz pridnene temperature mora

Vremenski niz godiSnjih srednjih vrijednosti izmjerenih pridnenih temperatura mora na
postajama SJ107 1 Stoncica 1 modeliranih pridnenih temperatura u odabranim ribolovnim
zonama prikazani su na slici 4.2.1. Godi$nje srednje vrijednosti izmjerenih pridnenih
temperatura na SJ107 za 2012. i 2017. godinu nisu izracunate. U 2012. godini mjerenja nisu
obavljena na SJ107 postaji od veljace do lipnja, odnosno u dijelu godine s najnizim pridnenim
temperaturama. U 2017. godini mjerenja nisu obavljena tijekom rujna do prosinca, odnosno u
dijelu godine za koji su karakteristicne najviSe pridnene temperature. Ukljucivanje ovih
vrijednosti rezultiralo bi znacajnim precjenjivanjem (podcjenjivanjem) izmjerenih godiSnjih

prosjeka za 2012. i 2017. godinu.

Trendovi pridnene temperature mora na obje postaje (0,15 °C/god, p < 0,05, na SJ107;
0,14 °C/god, p < 0,05 na Stoncici) i po ribolovnim zonama su pozitivni i statisti¢ki znacajni.
Trend pridnene temperature mora ocito je voden izrazitim skokom vrijednosti pridnene
temperature, pocevsi od 2013. godine (Slika 4.2.1.). Trendovi modeliranih temperatura veéi su
od trendova izmjerenih temperatura (0,15 °C/god, p < 0,05 odnosno 0,26 °C/god, p < 0,05 na
Stoncici 1 SJ107), ponajvise zbog snaznog precjenjivanja modeliranih ljetnih temperatura.
Precjenjivanje se posebno isti¢e u sjevernom Jadranu i taj se fenomen naglo pocinje javljati
tijekom ljeta 2013. Skok se moZe uociti po mjerenjima i po modelu u srednjem 1 sjevernom
Jadranu. Skok je izrazeniji u sjevernom (~1,5 - 2,5 °C) u odnosu na srednji Jadran (~1 °C).
Model nije u potpunosti uspjeSan u reproduciranju apsolutnih vrijednosti pridnenih
temperatura, posebice u plitkom sjevernom Jadranu (Slika 4.2.1.a). Ipak, varijabilnost godisnje
i sezonske temperature reproducira se iznimno zadovoljavajuce za oba podrucja (Slika 4.2.1.

¢, d) i zbog toga je model koriSten za detaljnije analize.
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Slika 4.2.1. Usporedba modela i mjerenja srednje godiSnje vrijednosti temperature mora na:
(a) mjernoj postaji SJ107 i ribolovnim zonama sjevernog Jadrana (ribolovne zone A, B i E);
(b) mjerna postaja Stoncica i srednje Jadranske ribolovne zone (ribolovne zone C, F, G). (¢)-

(d) isto kao (a)-(b), ali s uklonjenim srednjim vrijednostima.

4.3. Sezonske promjene pridnene temperature mora

Sezonske promjene pridnene temperature na postaji SJ107 (dubina 34 m) i postaji
Stoncica (dubina 95 m) prikazane su na slici 4.3.1. te upucuju na razliku izmedu procesa koji

reguliraju temperaturne promjene u srednjem i sjevernom Jadranu. Sezonske promjene znatno
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Jadranu, gdje njihov raspon doseze otprilike 7 °C, dok su

v

su jaCe izrazene u sjevernom

navedene promjene znatno manje vidljive u dubljem srednjem Jadranu (raspon otprilike 3 °C).
Sjeverni Jadran je veci dio godine znatno hladniji, osobito zimi (veljaca - ozujak). Listopad je
jedini mjesec u godini kada je pridnena temperatura visa u sjevernom Jadranu nego u dubljem

srednjem Jadranu.
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Slika 4.3.1. Mjese¢ne srednje vrijednosti izmjerene (crna) i modelirane (crvena) pridnene
temperature mora (puna crta) i odgovarajuce standardne devijacije (isprekidana crta) (gore)
SJ107; (dolje) Stoncica.
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Kao $to je ve¢ uoceno na slici 4.2.1., modelirane vrijednosti su precijenjene na postaji
SJ107 za 0,6 - 0,9 °C tijekom zimskih mjeseci i mnogo viSe u razdoblju razvijene termokline
(od svibnja do listopada; do 4,0 °C). Takoder, model malo podcjenjuje pridnene temperature
na postaji StonCica (odstupanje modela od mjerenja je do -0,8 °C u lipnju). Odstupanje
vrijednosti modela moze biti posljedica sustavnog odstupanja vrijednosti protoka topline na
granici atmosfera - more ili bo¢nih rubnih uvjeta koji propagiraju od Otranta prema srednjem
i sjevernom Jadranu. Takoder, odstupanje vrijednosti modela moze biti posljedica nepravilne
reprodukcije procesa vertikalnog mijesanja. Ipak, treba napomenuti da se faza sezonskog
signala i njegova varijabilnost dobro reproduciraju. Standardne devijacije pridnene temperature
mora su dosljedne izmedu modela 1 mjerenja, i vece su na sjevernom Jadranu (~ 1 °C) nego na
srednjem Jadranu (~ 0,5 °C). Model dobro reproducira sezonske SVO (sije¢anj - veljaca -
ozujak) i TSL (travanj - svibanj - lipanj) pridnene temperature mora (Slika 4.3.2.). SVO i TSL
su dva najrelevantnija razdoblja, neposredno prije otvorene sezone ribolova i u trenutku
ribolova, u kojima promjene u pridnenim temperaturama mora mogu utjecati na ulov hlapa i
CPUE.
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ribolovnim zonama (SVO: sijecan;j - veljaca - ozujak; TSL: travanj - svibanj - lipanj; SKR:

srpanj - kolovoz - rujan; LSP - listopad - studeni - prosinac)

Prostorno-vremenska distribucija zimskih (SVO) i proljetnih (TSL) temperaturnih

vrijednosti modela prikazana je na slici 4.3.3. Modelirane pridnene temperature pokazuju

znacajan porast zimske (SVO) i proljetne (TSL) sezone na cijelom Jadranu izmedu prvih (2008.

- 2012.) i posljednjih (2013. - 2017.) pet godina simulacije. Promjene su jasno vidljive na
grafovima temperaturnih razlika za SVO i TSL (Slika 4.3.3. e i f). Najveci porast, tijekom obje

sezone, biljeZi se u plitkom sjevernom Jadranu, preko zone A, dok je porast manji u dubljim

srediS$njim 1 juznim dijelovima Jadrana. Porast zimske (SVO) temperature u zoni A je izmedu

112 °C, anavecem dijelu srednjeg Jadrana izmedu 01 1 °C. Porast proljetne (TSL) temperature

jos je veci u oba podrucja, do 2,5 °C u zoni A sjevernog Jadrana i do 1,5 °C u zonama srednjeg
Jadrana.
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Slika 4.3.3. Modelirane pridnene temperature mora SVO (sijeCanj - veljaca - ozujak) (a i ),
te TSL (travanj - svibanj - lipanj) (b i d) za razdoblje 2008. - 2012. i 2013. - 2017; razlika

temperatura izmedu dva razdoblja (e i f)

4.4. Vremenski niz modelirane pridnene temperature mora i ulova po jedinici
ribolovnog napora (CPUE) hlapa

Korelacija izmedu pridnene temperature mora (SVO i TSL) i ulova po jedinici
ribolovnog napora CPUE (kg/dan) po ribolovnim zonama za vremensko razdoblje od 2008. do
2017. godine pokazala se statisti¢ki znacajna za ribolovne zone A i C (tablica 4.4.1.). Korelacija
pridnene temperature i CPUE za ribolovnu zonu G pokazala se znacajna samo za proljetne
(TSL) temperature. Statisticki znacajna korelacija za zimske temperature (SVO) je bila za
ribolovnu zonu A (r = 0,701, p = 0,024) te zonu C (r = 0,627, p = 0,052). Uocen je blagi porast
CPUE s porastom pridnene temperature za ribolovne zone E (r = 0,573, p = 0,083) i G (r =
0,555, p = 0,096), ali taj porast nije statisticki znacajan (Slike 4.4.1. - 4.4.5.). Statisticki
najznacajnija korelacija za proljetne temperature (TSL) je utvrdena za ribolovnu zonu A (r =

0,878, p =0,001), zatim za zonu G (r = 0,765, p = 0,01) te za zonu C (r = 0,714, p = 0,02).

Tablica 4.4.1. Koeficijent korelacije (r) i p vrijednost izmedu vremenskih nizova (2008. -
2017.) pridnene temperature mora i CPUE (kg/dan) hlapa po ribolovnim zonama (podebljane

p vrijednosti za razinu znacajnosti iznad 95 %)

SVO (sijecanj - veljaca - ozujak) TSL (travanj - svibanj - lipanj)
Ribolovne r 0 r 0
zone
A 0,701 0,024 0,878 0,001
B 0,111 0,759 0,252 0,482
C 0,627 0,052 0,714 0,020
D 0,396 0,257 0,441 0,203
E 0,573 0,083 0,452 0,190
F 0,189 0,602 0,065 0,858
G 0,555 0,096 0,765 0,010
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Slika 4.4.3. Vremenski niz zimske (SVO; sijecanj - veljaca - ozujak) pridnene temperature
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Slika 4.4.4. Vremenski niz proljetne (TSL; travanj - svibanj - lipanj) pridnene temperature

mora i CPUE (kg/dan) hlapa u ribolovnoj zoni C
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Slika 4.4.5. Vremenski niz proljetne (TSL; travanj - svibanj - lipanj) pridnene temperature
mora i CPUE (kg/dan) hlapa u ribolovnoj zoni G

Korelacija izmedu zimske (SVO) 1 proljetne (TSL) pridnene temperature mora i ulova
po jedinici ribolovnog napora CPUE (kg/dan) po grupiranim ribolovnim zonama (Sjeverni
Jadran - zone A, B i E; srednji Jadran - zone C, G i F) za vremensko razdoblje od 2008. do

2017. godine pokazala se statisticki znacajnom (tablica 4.4.2.) (Slika 4.4.6. - 4.4.7.).

Tablica 4.4.2. Koeficijent korelacije (r) i p vrijednost izmedu vremenskih nizova pridnene
temperature mora i CPUE (kg/dan) hlapa za grupirane ribolovne zone (Sjeverni Jadran - zone

A, B i E; srednji Jadran - zone C, G i F) (podebljane p vrijednosti za razinu znacajnosti iznad

95 %)

SVO (sijeCanj - veljaca - ozujak) ~ TSL (travanj - svibanj - lipanj)

Podrucje r p r D
Sjeverni Jadran

(A, B, E) 0,736 0,015 0,82 0,003

Srednj |G JaI(:j)ran (C, 0.836 0.003 0.79 0,006
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4.5. Frekvencija ulova i ulov po jedinici ribolovnog napora

Hlapovi ispod minimalne veli¢ine ulova (MLS) od 105 mm CL ¢inili su 52,83 %
ukupnog uzorka (Slika 4.5.1.) i vraceni su u more. Hlapovi ispod MLS-a u jesen, zimi, proljece
1 ljeto ¢inili su 59,8 %, 50,4 %, 61 %, odnosno 52,4 % ulova. Omjer spolova bio je blago u
korist muzjaka (muZjaci 52,7 %, zenke 47,3 %) (x> = 1,89, df = 1, p = 0,17). Duzina
glavoprsnjaka (CL) Zenki je bila od 63 do 180 mm (srednja vrijednost 104,01 £ 20,96 mm
standardne devijacije), a muzjaka od 55 do 189 mm (srednja vrijednost 103,78 £ 21,05 mm
standardne devijacije). Masa zenki i muzjaka je bila od 180 do 2480 g (srednja vrijednost
735,72 + 454,62 g standardne devijacije) odnosno 105 do 4118 g (srednja vrijednost 725,55 +
491,47 g standardne devijacije).
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Slika 4.5.1. Frekvencija ukupnog uzorka hlapa (Homarus gammarus) po duzinskim razredima

(duzina glavoprs$njaka, CL) u odnosu na minimalnu duzinu ulova (MLS = 105 mm CL).

Duzinski razredi prema duzini glavoprs$njaka (CL) bili su u rasponu od 60 — 190 mm.
Najzastupljeniji duzinski razredi za muzjake i zenke hlapa u uzorku bili su od 80 — 120 mm
duzine glavoprSnjaka (CL) (Slika 4.5.2.). Gledaju¢i ukupnu duzinu (TL) za cijeli uzorak
duzinski razredi su bili u rasponu od 15 — 53 cm, s najucestalijim duzinskim razredima od 23

— 36 cm ukupne duzine (Slika 4.5.3.).
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Slika 4.5.3. Frekvencija ukupnog ulova hlapa (Homarus gammarus) po duzinskim razredima

(ukupna duzina, TL)
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Ulov po jedinici ribolovnog napora (CPUE) je varirao od 4,6 do 239 g po vrsi. Srednja
vrijednost CPUE bila je najniZa u jesen (43,7 g/vrsi), dok su CPUE bili sli¢ni u proljece (102
g/vrsi) 1 ljeti (101,2 g/vrsi) (Slika 4.5.4.). Jednosmjerna PERMANOVA pokazala je da su
vrijednosti CPUE znacajno razli¢ite izmedu godis$njih doba (Pseudo-F = 12,16, P =0,001). Sve
usporedbe u parovima izmedu godi$njih doba bile su znacajno razlicite, osim izmedu proljeca

i ljeta (P > 0,05).

2501

2001

1501

CPUE (g/vrsi)

100+

50

Jeslen Zi}na Proijec'e Ljéto
Sezona
Slika 4.5.4. Sezonske varijacije ulova po jedinici ribolovnog napora (CPUE, g/vrsi) hlapa
(Homarus gammarus) u jadranskom moru. Crne linije oznacavaju median, a Crne tocke

oznacavaju srednje vrijednosti.

Opcéenito, zenke 1 muzjaci su se postupno povecavali u CL, TL i W od obale do
otvorenih voda. Duzina glavoprSnjaka (CL) Zenki u ribolovnim zonama 1, 2 1 3 iznosila je
100,05 £ 19,54 mm, 111,92 + 16,82 mm i 117,21 + 21,52 mm, dok je CL muZjaka u istim
zonama iznosila 98,84 + 17,52 mm, 115,79 + 20,68 mm, i 113,67 + 22,71 mm. Ukupna duzina
(TL) zenki u ribolovnim zonama 1, 2 1 3 iznosila je 294,69 + 52,85 mm, 325,27 £ 47,0 mm 1
343,82 + 63,31 mm, dok je TL muzjaka iznosila 286,25 + 45,86 mm, 325,76 £+ 49,41 mm, i
334,12 +£ 61,70 mm. Masa zenki u ribolovnim zonama 1, 2 i 3 bila je 633,99 + 387,84 g, 860,38
+ 397,85 g1 1222,56 + 588,99 g, dok je masa muzjaka iznosila 595,28 + 337,54 g, 941,18 +
518,43 g,11122 + 611,87 g (Slika 4.5.5.).
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Slika 4.5.5. Varijacije CL (A), TL (B) i W (C) (srednjak + standardna devijacija) zenki i
muzjaka hlapa po ribolovnim zonama 1, 2 i 3. CL, duzina glavoprSnjaka; W, masa; i TL,

ukupna duZina.

86



Za sva tri mjerenja (CL, TL i W), dvosmjerna PERMANOVA pokazala je znacajnu
razliku izmedu ribolovnih zona (za CL Pseudo-F = 37,86, P = 0,001; za TL Pseudo-F = 42,09,
P =0,001; za W Pseudo-F = 78,72, P = 0,001), iako ove razlike nisu bile znacajne po spolu ili
u interakciji ribolovna zona - spol. Usporedbe u parovima pokazale su znacajne razlike u
vrijednostima CL, TL 1 W izmedu ribolovnih zona 1 i 2 i ribolovnih zona 1 i 3, ali ne 1 izmedu

ribolovnih zona 2 i 3.

4.6. Morfometrijski odnosi

Morfometrijski odnosi obi¢ne regresije najmanjih kvadrata muzjaka i Zenki hlapa
prikazani su u tablici 4.6.1. i slici 4.6.1. Odnosi CL vs. W i TL vs. W opisani su
eksponencijalnom funkcijom (za sve odnose R? > 0,89). Pove¢anjem CL i TL, W se poveéava
viSe u muzjaka nego u Zenki (Slika 4.6.1. A, B). Ostale dimenzije (TL i AW) povecavaju se
linearno s povecanjem CL (Slika 4.6.1. C, D). S pove¢anjem CL i TL, AW se povecao vise
kod Zenki nego kod muzjaka. Pri duzini glavoprsnjaka od 80 mm Zenke su pocele razvijati
sekundarne spolne karakteristike, odnosno imaju $iri abdomen nego muzjaci. Nagibi svih
obi¢nih regresija najmanjih kvadrata znacajno su se razlikovali izmedu Zenki i muzjaka
(Tablica 4.6.1.). Rezultati standardizirane regresije glavne osi za sve odnose s log-
transformiranim podacima izmedu zenki i muZzjaka prikazani su u tablici 4.6.2. Odnosi log CL
vs. log Wi log CL vs. log TL za oba spola pokazali su negativnu alometriju, dok su log TL vs.
log W odnosi za oba spola pokazali pozitivnu alometriju. Svi odnosi izmedu spolova pokazali
su istu vrstu alometrije, osim log AW vs log CL odnosa, koji su pokazali pozitivnu alometriju

za zenke 1 negativnu alometriju za muzjake.
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Table 4.6.1. Parametri obi¢ne regresije najmanjih kvadrata izmedu muzjaka i Zenki hlapa (Homarus gammarus).

Spol Odnos Odsjecak a (95% CI) Nagib b (95% CI) R? N
Zenke W = 0,0004568 x CL2°6! 0,0004568 (0,003052 - 0,006084) 2,561 (2,492 - 2,630)* 0,919 447
W vs. CL
Muzjaci W =0,001311 x CL2822 0,001311 (0,000791 - 0,001831) 2,822 (2,740 - 2,904)* 0,890 489
Zenke TL =32,893+2,617 x CL 32,893 (28,098 - 37,689) 2,617 (2,571 - 2,662)* 0,966 447
TL vs. CL
Muzjaci TL =42,351+2,467 x CL 42,351 (37,228 - 47,474) 2,467 (2,419 - 2,516)* 0,953 489
Zenke W = 2,243 x 10 x TL3004 0,000022431 (0,0000155 - 0,0000293) 3,004 (2,952 - 3,096)* 0,966 447
Wvs. TL
Muzjaci W =2,287 x 10 x T[ 3408 0,0000022887 (0,00000151 - 0,00000307) 3,408 (3,350 - 3,466)* 0,958 489
Zenke AW =-19,327 +0,724 x CL ~19,327 (21,133 - (-17,520)) 0,724 (0,707 - 0,742)* 0,942 422
AW vs. CL
Muzjaci AW =3,211 + 0,439 x CL 3,211 (2,089 - 4,333) 0,439 (0,428 - 0,449)* 0,934 450

CL, duzina glavoprsnjaka; W, masa; TL, ukupna duzina; AW, Sirina abdomena, * p < 0,05
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Table 4.6.2. Parametri standardizirane regresije glavne osi izmedu muzjaka i zenki hlapa (Homarus gammarus) i testovi alometrije.

Spol Odsjecak a (95 % CI) Nagib b (95 % CI) R? N t p Alometrija

Zenke —3,056 (—3,201 - (—2,918)) 2,909 (2,839 - 2,981) 0,963 447 3,494 <0,001 Negativna
Log W vs. Log CL

Muzjaci  —3,134 (—3,295 - (—2,972)) 2,943 (2,862 - 3,025) 0,955 489 2,017 0,044 Negativna

Zenke 0,636 (0,596 - 0,676) 0,917 (0,897 - 0,937) 0,974 447 11,772 <0,001 Negativna
Log TL vs. Log CL

Muzjaci 0,688 (0,646 - 0,729) 0,887 (0,866 - 0,908) 0,966 489 15,271 <0,001 Negativna

Zenke —5,073 (—5,202 - (—4,943)) 3,172 (3,120 - 3,224) 0,978 447 7,784  <0,001 Pozitivna
LogW vs. Log TL

Muzjaci —5,419 (5,561 - (-5,270)) 3,320 (3,259 - 3,377) 0,975 489 13,436 <0,001 Pozitivna

Zenke —0,947 (—1,013 - 0,884) 1,334 (1,303 - 1,368) 0,953 422 23,570 <0,001 Pozitivna
Log AW vs. Log CL

Muzjaci —0,079 (0,328 - 0,229) 0,976 (0,951 - 1,000) 0,944 450 2,223 0,027 Negativna

CL, duzina glavoprsnjaka; W, masa; TL, ukupna duzina; AW, Sirina abdomena. 95 %-tni interval pouzdanosti (Cl) je prikazan.
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Slika 4.6.1. Morfometrijski odnosi muzjaka i Zenki hlapa (Homarus gammarus) iz isto¢nog
Jadranskog mora - (A) CL vs. W; (B) TL vs. W; (C) CL vs. TL; i (D) CL vs. AW. CL, duzina
glavoprsnjaka; W, masa; TL, ukupna duzina; 1 AW, Sirina abdomena.
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Slika 4.6.1. Morfometrijski odnosi muzjaka i zenki hlapa (Homarus gammarus) iz istocnog
Jadranskog mora - (A) CL vs. W; (B) TL vs. W; (C) CL vs. TL; i (D) CL vs. AW. CL, duZina
glavoprsnjaka; W, masa; TL, ukupna duzina; i AW, Sirina abdomena.
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Srednje vrijednosti W/CL indeksa bile su vece u zenki u svim godi$njim dobima, osim
u proljece. Naime, srednja vrijednost indeksa W/CL (g/mm) Zenki i muZjaka u jesen iznosila
je 6,27, odnosno 6,09; 7,03 1 5,88 zimi; 5,91 1 6,11 u proljece; te 7,01 1 6,87 ljeti (Slika 4.6.2.).
Rezultati dvosmjerne PERMANOVE W/CL indeksa pokazali su znacajan ucinak sezone, ali
bez znacajnih razlika za spol ili interakciju spol-sezona. Nakon kontroliranja znac¢ajnog uc¢inka

duZine glavoprsnjaka CL (kovarijanca), u€inak sezone na W/CL indeks nije ostao znacajan.

12 -

B Zenke
I Muzjaci

10 A

W/CL indeks (g/mm)
[¢)]

Jesen Zima Proljece Ljeto

Sezona

Slika 4.6.2. Sezonske varijacije W/CL indeksa (indeks kondicije) zenki i muzjaka hlapa

(Homarus gammarus) (srednjak + 95 %-tni intervali pouzdanosti).
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4.7. Geneti¢ka raznolikost

Viselokusna genotipizacija izvrSena je na ukupno 331 jedinci hlapa (Homarus
gammarus) primjenom 15 mikrosatelitnih biljega specifi¢nih za predmetnu vrstu. Broj uzoraka
po populaciji bio je u rasponu od 4 (populacija 10_PA_A) do 48 (populacije AD_UM_A i
AD_PU_A) (Slika 4.7.1.; Tablica 3.1.).
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Slika 4.7.1. Broj uzoraka po populaciji hlapa, Homarus gammarus, primjenom

neutralnih mikrosatelitnih biljega

Postotak neumnozZenih uzoraka po lokusu i populaciji se kretao od 0 do 3,5 %, s
prosjekom od 0,04 %. Prisutnost nul-alela identificiran je na lokusima HGA8, HGC120 i
HGC129 pomocu programa MICROCHECKER. Velika ucestalost nul-alela je identificirana
na lokusu HGA8 (>10 %), te je u skladu s tim taj lokus isklju¢en iz daljnjih analiza. Lokusi
HGC120 i HGC129 su zadrZani u daljnjoj obradi jer su pokazali prisutnost nul-alela s niskim
frekvencijama (< 4 %). Vrijednosti Fst sa i bez primjene ENA korekcijske metode bile su
usporedive 0,0068 naspram 0,0062, s preklapanjem u intervalu pouzdanosti od 95 %.
Neravnoteza vezanosti gena (engl. linkage disequilibrium) izmedu lokusa nije uo¢ena nakon
isklju¢enja lokusa HGAS. Takoder, nije uo¢eno znacajno odstupanje od Hardy-Weinbergove

ravnoteze (Prilog: Tablica P1.) §to je i pokazao Fisherov egzaktni test.
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U istrazivanim populacijama svih 14 ispitanih lokusa su bili polimorfni. Srednji broj
alela (A) je bio rasponu od 6 do 12 alela po lokusu, s prosjekom od 9 alela za ukupni set
podataka (Prilog: Tablica P1.). Broj alela po lokusu je malo smanjen u juvenilnim
populacijama, vjerojatno zbog ogranicene veli¢ine uzorka. Srednja ocekivana (He) 1 opaZena
(Ho) heterozigotnost su pokazale umjerenu varijaciju medu populacijama i ontogenetskim
stadijem (odrasli / nedorasli). Srednja o¢ekivana heterozigotnost (He) je bila u rasponu od 0,63
(AE_AL) do 0,73 (I0_PA) (Tablica 4.7.1.). Srednja opazZena heterozigotnost je bila u rasponu
od 0,63 (AD UM J i AD _PU J) do 0,77 (IO_PA). Sli¢na razina raznolikosti medu
populacijama i stadijima uocena je s indeksima efektivnog broja alela (Ae) i alelnog bogatstva
(Ar). Efektivni broj alela (Ae) po lokusu je bio u rasponu od 2,9 (I0_PA) do 3,7 (AD_LO).
Alelno bogatstvo (Ar), mjera broja alela nezavisnih od veli¢ine uzorka, kretalo u rasponu od
3,4 (AE_AL) do 3,8 (AD_LO). Vrijednosti koeficijenata krizanja u bliskom srodstvu (Fis) bile
su niske i statisticki neznacajne, te su bile u rasponu od 0,001 (AD_VE_A) do 0,077
(AD_PU_J) (Tablica 4.7.1.). Najveca geneticka raznolikost uocCena je u populacijama
uzorkovanim u srednjem Jadranu (AD_VI_A i AD_AN_J) te u populaciji uzorkovanoj na
granici sjevernog i srednjeg Jadrana (AD_LO_A).

Lokusi HGC120, HGD110 1 HGC131b su pokazali najveéu varijabilnost, s rasponom
broja alela od 4 do 10, dok su najmanje varijabilni lokusi bili HGB6 i HGC118 s rasponom
brojaalelaod5do 714 do 6.

Tablica 4.7.1. Geneticka raznolikost hlapa Homarus gammarus u srednjem i isto¢énom
Sredozemnom moru za 14 mikrosatelitnih lokusa. A - srednji broj alela; Ae - efektivni broj
alela; Ar - alelno bogatstvo; He - oc¢ekivana heterozigotnost; Ho - uocena heterozigotnost; Fis
- fiksacijski indeks. Zadnje slovo u populacijskoj oznaci oznacava ontogentesko stanje jedinke

(A, odrasli (adults); J, nedorasli (juveniles)).

Populacije A Ae Ar Ho He Fis
Odrasli
AD_VE_A 6+£15 32+11 35%+0,7 066+£01 0,67£0,1 0,007

AD UM_A 68+12 35+11 36+0,7 067+0,2 068+0,1 0,018

AD_PU_A 7+18 35+13 37+08 068+0,1 068+0,1 0,008
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AD IOA 71+16 37+x13 38+08 0,70x0,2 0,70%x0,1 0,001
AD_AN_A 55+14 33+x11 36+0,7 067+x0,2 0,69+0,1 0,032
AD HV_A 68+18 36+14 36+08 0,67+01 0,68+0,2 0,006
AD_VI_A 66+17 35+13 37+x09 0,70x0,2 0,68+0,2 0,034
LG COA 6,717 34+x12 3,707 068+x0,1 0,68+0,1 0,002
I0_PA_A 39+09 29+x09 37+11 0,77+0,2 0,73%+0,2 0,062
AE_AL A 56+18 31+13 34+09 064+£0,2 0,63+0,2 0,018
Ukupno 89+21 36+12 36+01 068+0,1 0,68+0,1 0,03
Nedorasli

ADUMJ 44+13 30+x11 34+09 063+x0,2 0,66+0,2 0,036
AD_PU_J 60+14 33+11 36+0,7 063+x0,1 0,68+0,1 0,077
AD_AN_J 59+14 31+08 36+06 0,72+0,1 0,68+0,1 0,055
Ukupno 69+15 33+10 35+01 066+0,1 0,67+0,1 0,027

Izmedu muzjaka i1 Zenki hlapa u Jadranskom moru za pojedinacne procjene

heterozigotnosti, standardizirana ocekivana i uocena heterozigotnost (Hs exp, HS obs),
unutarnja srodnost (IR) 1 homozigotnost po lokusu (HL), nisu uocene statisticki znacajne
razlike (Mann-Whitney U test, p > 0,05). Udio heterozigotnih lokusa nije bio u korelaciji s

duzinom glavoprs$njaka (tj. starosti) za muzjake i zenke hlapa zajedno. (p > 0,05; Slika 4.7.2.).
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Slika 4.7.2. Regresijski grafovi Cetiri razliCite mjere heterozigotnosti, tj. standardizirane
ocekivane (A) 1 uocene heterozigotnosti (B) po jedinki (Hs_exp, HS obs), unutarnje srodnosti
(C) (IR) 1 homozigotnosti (D) po lokusu (HL) u odnosu na duljinu glavoprsnjaka u muzjaka 1

zenki hlapa.
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Slika 4.7.2. nastavak. Regresijski grafovi Ccetiri razliCite mjere heterozigotnosti, tj.
standardizirane ocekivane (A) i uoCene heterozigotnosti (B) po jedinki (Hs _exp, HS obs),
unutarnje srodnosti (C) (IR) i homozigotnosti (D) po lokusu (HL) u odnosu na duljinu

glavoprsnjaka u muZzjaka i Zenki hlapa.
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4.8. Geneticka udaljenost i populacijska struktura

Geneticka udaljenost procijenjena s Fst i Dest statistikom je iznosila 0,0062 (p < 0,001)
i 0,023, ukazujuéi na relativno nisku genetiCku udaljenost izmedu istrazivanih populacija.
Nakon Bonferronijeve korekcije, obje mjere geneticke udaljenosti su dale sukladne rezultate u
usporedbi po parovima, pri ¢emu je 17 od 79 interakcija bilo statisticki znacajno (p < 0,001).
Potpuni prikaz Fst i Dest vrijednosti izmedu parova populacija seta podataka prikazan je u
Tablici 4.8.1. U prosjeku, vrijednosti Dest bile su 1 do 2 puta veée od ekvivalentne statistike.
Uocene su visoke 1 znacajne udaljenosti u parovima populacija iz razliCitth mediteranskih
bazena, odnosno izmedu populacija iz Egejskog i Jadranskog mora, Jadranskog i Ligurskog
mora, te Egejskog i Ligurskog mora. Vecina jadranskih populacija je pokazala ogranicen
protok gena prema populacijama Egejskog i Ligurskog mora. Populacije iz zapadnog srednjeg
Jadrana (AD_AN) i populacije nedoraslih jedinki (AD_UM_J i AD_PU _J) iz sjevernog
Jadrana nisu pokazale znacajnu geneticku udaljenost od populacije u Ligurskom moru
(LG_CO_A). Unutar populacija iz Jadranskog mora nisu zabiljezene znacajne geneticke
udaljenosti, osim populacija uzorkovanih na isto¢noj strani Jadrana. Populacija otoka Visa
(AD_VI) uzorkovana na najudaljenijoj tocci srednjeg Jadrana pokazala je znacajnu interakciju

s populacijom otoka Losinja (AD_LO) iz sjevernog Jadrana.

Analizom populacijske strukture u programu STRUCTURE prepoznata su tri zasebna
klastera hlapa (K = 3) koriStenjem Bayesove metode klasteriranja na istrazivanom podrucju
(Slika 4.8.1.14.8.2.). Opazena je homogenost jadranskih populacija, koje su pridruzene u prvi
klaster (plavi) s postotkom pridruzivanja od 71 % S$to je u skladu s Fsr vrijednostima.
Populacija iz Ligurskog mora pridruZena je u drugi klaster (narancasti) (82 %), dok je
populacija iz Egejskog mora pridruzena u treci klaster (crveni) (63 %). Populacija iz Jonskog
mora djelomicno je dodijeljena svakom od triju klastera. Gledaju¢i zasebno samo Jadransko
more daljnja hijerarhijska analiza strukturiranosti populacija provedena u programu
STRUCTURE nije uocena. Srednja vrijednost L(K) je ukazala na panmiksiju jer je broj

populacija identificiran kao K=1.
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Table 4.8.1. Fst vrijednosti (ispod dijagonale) i Dest (iznad dijagonale) izmedu parova populacija hlapa Homarus gammarus na temelju 14
neutralnih mikrosatelitnih lokusa izmedu 13 populacija ukljucujuci odrasle i nedorasle jedinke. Znacajne Fst i Dest vrijednosti su podcrtane pri p

< 0,001 (Bonferroni korekcija).

AD VEA AD UM A ADPUA ADLOA ADANA ADHVA ADVIA LGCOA IO PAA AEALA AD UMJ ADPUJ AD _AN_J

AD_VE_A 0,012 0,000 0,013 0,013 0,001 0,005 0,045 0,013 0,055 0,005 0,012 0,002
AD_UM_A 0,006 0,010 0,013 0,009 0,003 0,009 0,042 0,042 0,061 0,009 0,004 0,001
AD_PU_A 0,000 0,005 0,010 0,016 0,007 0,010 0,021 0,032 0,052 0,004 0,001 0,005
AD_LO_A 0,006 0,006 0,005 0,007 0,005 0,024 0,057 0,045 0,038 0,002 0,010 0,010
AD_AN_A 0,005 0,003 0,007 0,003 0,014 0,009 0,015 0,037 0,052 0,046 0,029 0,027
AD_HV_A 0,000 0,001 0,003 0,002 0,006 0,004 0,036 0,043 0,041 0,018 0,008 0,002
AD_VI_A 0,003 0,004 0,004 0,010 0,004 0,002 0,045 0,017 0,047 0,002 0,006 0,014
LG_CO_A 0,022 0,020 0,010 0,025 0,008 0,017 0,021 0,024 0,107 0,010 0,021 0,007
IO_PA_A 0,008 0,021 0,017 0,023 0,018 0,023 0,012 0,013 0,017 0,056 0,033 0,043
AE_AL_A 0,029 0,030 0,026 0,018 0,027 0,021 0,023 0,054 0,011 0,026 0,061 0,063
AD_UM_J 0,004 0,004 0,002 0,001 0,021 0,009 0,001 0,006 0,030 0,015 0,027 0,017
AD_PU_J 0,005 0,002 0,000 0,005 0,012 0,003 0,004 0,010 0,015 0,032 0,011 0,018
AD_AN_J 0,002 0,001 0,003 0,004 0,013 0,000 0,005 0,002 0,026 0,031 0,009 0,008
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Slika 4.8.1. Bayesova STRUCTURE analiza genotipova 14 mikrosatelitnih lokusa hlapa
Homarus gammarus. Podjela razlucuje pripadnost jedinki u tri (K = 3) klastera. Crne linije

odjeljuju jedinke prema mjestu uzorkovanja.
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A L(K) (mean +- SD)
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Deltak = mean(|L"{K)]) / sd(LI(K))

40}
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Slika 4.8.2. Prikaz broja klastera za set podataka o populaciji hlapa Homarus gammarus. (A)
Srednja vrijednost + standardna devijacija vjerojatnosti svakog klastera (K); (B) vrijednosti
Delta K izracunate kao srednja vrijednost stope promjene drugog reda vjerojatnosti K
podijeljena sa standardnom devijacijom vjerojatnosti K. K s najve¢om vrijednosti Delta K

predstavlja najvjerojatniji broj populacija.

Prisutnost triju klastera takoder je potkrijepljena optimalnim brojem klastera
identificiranih koriStenjem diskriminantne analize glavnih komponenata (DAPC) i uzastopnih

analiza klasteriranja K-srednjih vrijednosti. Kada je svaka lokacija tretirana kao a priori
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klaster, DAPC analiza je grupirala populacije sli¢no strukturnom obrascu uo¢enom u programu
STRUCTURE (Slika 4.8.3.) gdje se vidi postupni prijelaz klastera iz smjera Jadranskog mora

do Jonskog i Egejskog mora.
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Slika 4.8.3. Vrh: Grafovi Diskriminantne analize glavnih komponenti (DAPC) s lokacijom
uzorkovanja kao a priori. Tocke predstavljaju jedinke, obojene po lokaciji uzorkovanja i
opisane elipsom pouzdanosti od 95 %. Vrijednosti DA i PCA predstavljaju koli¢inu geneticke
varijacije u analizi pri ¢emu prvi graf predstavlja linearni diskriminantu 1 vs linearnu
diskriminantu 2, a drugi graf predstavlja linearnu diskriminantu 1 vs linearnu diskriminantu 3.

Dno: Graf udjela vjerojatnosti pridruzivanja jedinki u odnosu na njihovu izvornu populaciju.

102



ZabiljeZena je umjerena izolacija prema udaljenosti, IBD (r = 0,63, p = 0,01). Graf
rasprSenosti lokalnih gusto¢a udaljenosti pokazao je rascjepkani oblik geneticke udaljenosti
medu populacijama, §to je rezultat viSestruke gustoc¢e geneticke povezanosti s prostornim
diskontinuitetima (Slika 4.8.4.). Daljnja analiza provedena isklju¢ivo na populacijama
Jadranskog mora nije otkrila izolaciju prema udaljenosti (IBD) zbog geneticke homogenosti (r
=0,01, p=0,78).

0.25 0.30 0.35 0.40
| | | |

Geneticka udaljenost

0.20
|

I | I I
0 5 10 15
Geografska udaljenost

Slika 4.8.4. Graf izolacije prema udaljenosti koji pokazuje odnose geneticke udaljenosti u
odnosu na geografske udaljenosti za populacije hlapa Homarus gammarus. Za ilustraciju grafa
primijenjena je dvodimenzionalna procjena gusto¢e u paketu MASS u R programu, gdje
razli¢ite boje predstavljaju razliCite gustoce korelacije genetickih 1 geografskih udaljenosti

(crvena boja, visoka gustoca; plava boja, niska gustoca).
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4.9. Demografski obrasci i protok gena

Prema rezultatima dvofaznog modela (TPM) s 90 % postupnih mutacija i
neparametarskim Wilcoxonovim testom ranga nije uo¢en znacajan viSak heterozigota unutar
istrazivanih populacija. Ovi rezultati ukazuju da populacije nisu prosle nedavno kroz usko grlo.
Takoder, test M omjera (engl. M ratio) nije pokazao signal nedavnog smanjenja efektivne
veli¢ine populacije. Opazeni srednji M omjer od 0,77 + 0,02 za cijeli set podataka je bio veéi
od 0,68, tj. opCe prihvacene grani¢ne vrijednosti u konzervacijskoj genetici. Vecina
uzorkovanih populacija je imala procijenjene vrijednosti M-omjera (0,77 — 0,80) iznad kriti¢nih
M vrijednosti. Rezultati analize kod dvije populacije iz Jadranskog mora (AD_PU i AD_VI)
ukazuju na nedavno smanjenje efektivne veli¢ine populacije, ali iskljucivo za theta (0)

vrijednosti od 0,5 §to bi odgovaralo vrijednosti efektivne veli¢ine populacije od 250 (Slika

4.9.1).
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Slika 4.9.1. UocCene i simulirane vrijednosti Garza-Williamson indeksa (M-omjer) za
populacije hlapa Homarus gammarus. Uocene vrijednosti M-omjera prikazane su kao puna
plava linija. Simulirane vrijednosti kriticne M vrijednosti (Mc) ispod kojih je vidljivo usko grlo
izraCunate su za razliCite theta vrijednosti 1 prikazane kao kratka crvena isprekidana linija (0 =

0,5), duga zelena isprekidana linija (6 = 1) 1 duga/kratka narancasta isprekidana linija (0 = 4).
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M-omjer populacije i Mc parametri izraunati su koriStenjem M-P-Val i Critical M programa.

Populacija iz Jonskog mora iskljucena je iz analize zbog male veli¢ine uzorka.

S procjenama suvremenog protoka gena primjenom programa BayesAss uoceno je da
su populacije u sjevernom Jadranu (AD UM 1 AD LO) bile prevladavajuci izvor egzogenih
alelnih varijanti. Procijenjene stope emigracije su bile u rasponu od 0,06 za najudaljeniju
populaciju Korzike (LG_CO) iz Ligurskog mora do 0,26 za populaciju LosSinja (AD LO) sa
sjevernog Jadrana (Slika 4.9.2.a, Tablica 4.9.1.a). Nadalje, za populaciju oko Umaga
(AD UM) na sjevernom Jadranu nije uoceno primanje gena iz drugih populacija. Medu ostalim
lokacijama otkriven je mali protok gena, §to sugerira da one djeluju kao populacije koje primaju
gene (engl. sink populations) buduci da je vecina procijenjenih vrijednosti migracija imala 95

%-ne intervale pouzdanosti koji se preklapaju s nulom.

Povijesne vrijednosti protoka gena procijenjene pomocu Migrate-n programa bile su od
0,83 do 11,3. Uocene su nesto slozenije interakcije izmedu i unutar populacija u odnosu na
suvremene procjene protoka gena (Slika 4.9.2.b, Tablica 4.9.1.b). Kao glavni izvor protoka
gena uocena je populacija oko Umaga (AD_UM) te manje izraZena populacija oko Pule
(AD_PU), podrzavaju¢i asimetricnu migraciju sa sjevera prema jugu Jadrana. Izmedu
zemljopisno udaljenih klastera, populacija iz Egejskog mora (AE_AL) i Ligurskog mora
(LG_CO), zabiljezena je niza stopa protoka gena (1,27 - 1,4) Sto je u skladu s lokalnim
oceanografskim karakteristikama i relevantnim barijerama. Protok gena izmedu populacija iz
razli¢itih bazena bio je vidljiv samo u slucaju populacije Egejskog mora (AE_AL izvorna
populacija) 1 populacija iz isto¢nog srednjeg Jadrana (AD VI i AD HV; populacije koje su
primile gene). Opcenito, povijesne procjene stope migracije podrzavaju veci protok gena medu

istrazivanim populacijama.
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(b \6.CO0  AD

Slika 4.9.2. Dijagrami protoka gena za populacije hlapa Homarus gammarus koji predstavljaju
(a) suvremene procjene protoka gena (m) pomoc¢u BayesAss programa i (b) povijesne procjene
protoka gena (M) pomoé¢u Migrate-n programa. Sirina mreZe predstavlja ukupnu vrijednost
protoka gena procijenjenog za svaku populaciju. Strelice pokazuju smjer protoka gena medu
populacijama, dok je Sirina strelica proporcionalna relativnoj koli¢ini protoka gena uocenoj
medu povezanim populacijama. Sira strelica povezana je s ve¢im protokom gena. Prag za
graficku ilustraciju procjene protoka gena postavljen je na 0,01 za BayesAss 1 2,0 za Migrate-

n. To¢ne procjene protoka gena prikazane su u tablici 4.9.1. a1 b.
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Tablica 4.9.1. (a) Suvremeni protok gena s intervalima pouzdanosti od 95 % za hlapa Homarus gammarus procijenjen s programom BayesAsS.

Populacija iz Jonskog mora isklju¢ena je iz analize zbog male veli¢ine uzorka. Izvorne populacije = redovi, ponorne populacije = stupci. Koristeni

kodovi i boje populacija su kao na slici 4.9.2.

16 CO AEAL

PopD AD_VE |JDBUNI ~D_Pu PABRION AD_AN [JRBEENE AD_vi
0,678 0,006 0,0058 0,0076 0,0144 0,007 0,0089
AD_VE (0,66- (0,0- (0,00- (0,0- (0,0- (0,0- (0,0-
0,70) 0,02) 0,02) 0,02) 0,04) 0,02) 0,03)
0,2329 0,9231 0,2792 0,2676 0,2063 0,2621 0,2432
(0,17- (0,87- (0,24- (0,23- (0,14- (0,22- (0,18-
0,29) 0,98) 0,31) 0,31) 0,28) 0,31) 0,30)
0,2186 0,0353 0,6791 0,0118 0,026 0,0224 0,0282
AD PU (0,15- (0,01 (0,66-  (0,0- (0,0- (0,0- (0,0-
0,28) 0,08) 0,70) 0,03) 0,07) 0,06) 0,07)
0,0114 0,006 0,0059 0,6743 0,0145 0,007 0,0088
(0,0- (0,0- (0,0- (0,66- (0,0- (0,0- (0,0-
0,03) 0,02) 0,02) 0,69) 0,04) 0,02) 0,03)
0,0115 0,0059 0,006 0,0076 0,6811 0,0069 0,0088
AD_AN  (0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,65-  (0,0- (0,0-
0,03) 0,02) 0,02) 0,02) 0,71) 0,02) 0,02)
0,0114 0,0058 0,0059 0,0078 0,0144 0,6736 0,0088
(0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,66- (0,0-
0,03) 0,02) 0,02) 0,02) 0,04) 0,68) 0,03)
0,0115 0,006 0,0059 0,0078 0,0143 0,0071 0,6757
AD VI  (0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,66-
0,03) 0,02) 0,02) 0,02) 0,04) 0,02) 0,69)
0,0116 0,006 0,0063 0,0078 0,0146 0,007 0,0088
LG_CO (0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,0-
0,03) 0,02) 0,02) 0,02) 0,04) 0,02) 0,02)
0,0114 0,006 0,0059 0,0077 0,0145 0,0069 0,0087
(0,0- (0,0- (0,0- (0,0- (0,01-  (0,0- (0,0-
0,03) 0,02) 0,02) 0,02) 0,04) 0,02) 0,03)

0,0091 0,0116

(0,0- (0,0-
0,03) 0,03)
0,0519  0,2293
(0,0- (0,17-
0,10) 0,29)
0,0201  0,0237
(0,0- (0,0-
0,05) 0,06)
0,009 0,0113
(0,0- (0,0-
0,02) 0,04)
0,0089  0,0114
(0,0- (0,0-
0,02) 0,03)
0,009 0,0116
(0,0- (0,0-
0,03) 0,03)
0,0089  0,0115
(0,0- (0,01-
0,03) 0,04)
0,6756  0,0115
(0,66-  (0,0-
0,69) 0,03)
0,0089  0,6781
(0,0- (0,66-
0,03) 0,70)
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(b) Povijesni protok gena (M) s intervalima pouzdanosti od 95 % za hlapa Homarus gammarus procijenjen pomoc¢u Migrate-n programa.
Populacija iz Jonskog mora je iskljucena iz analize zbog male veli¢ine uzorka. Izvorne populacije = redovi, ponorne populacije = stupci. Koristeni

kodovi i boje populacija su kao na slici 4.9.2.

Pop ID AD_VE AD_VI AE_AL LG_CO
AD_VE 0 2 0,99 4,1 1 1,62 2,52 2,05 2
(0,65- (0,37- (3,71- (0,73- (0,83- (1,63 (1,27- (1,44-
2,95) 2,03) 5,18) 2,27) 2,39) 3,41) 2,79) 3,51)
2,33 0 4,17 11,36 8,58 5,57 5,42 2,39 3,46
(1,11- (3,93- (9,61- (7,01- (4,31- (3,44- (1,67 (2,28-
3,71) 5,57) 14,53) 10,24) 6,53) 7,08) 3,03) 4,61)
AD_PU 3,99 7,86 0 6,12 2,66 5,71 3(2,5- 4,5 1
(3,17- (6,57- (5,01- (2,01- (4,31- 5,121) (3,58- (0,59-
4,73) 10,65) 7,68) 3,27) 6,75) 5,84) 2,64)
3,91 2,82 1,98 0 2,31 3,43 1,76 1,2 1,76
(2,61- (1,51- (1,07- (1,89- (1,44- (0,68- (0,01- (1,45-
5,18) 4,04) 2,33) 4,25) 3,78) 2,78) 2,55) 3,37)
AD_AN 5,39 3,3(2,21- 1,94 4,22 0 3,6 3,95 2,65 1,93
(3,85- 4,13) (1,27 (3,25- (2,75- (2,83- (1,29- (1,23
6,73) 2,59) 4,99) 4,43) 4,93) 3,43) 2,63)
1,86 2,49 2,52 4,1 2,73 0 4,6 (2,45- 2,27 2,5
(1,11- (1,81 (1,01- (2,31- (1,99- 6,49) (1,43- (2,21
2,45) 3,15) 3,37) 6,07) 3,43) 3,17) 4,21)
AD_VI 3,44 0,9(0,73- 1,63 1,51 2,78 3,26 0 0,83 2,01
(2,35- 2,05) (0,57- (0,67- (1,64- (2,45- (0,5- (1,29-
4,23) 2,43) 2,27) 3,91) 4,03) 2,08) 2,65)
AE_AL 1,3 0,88 0,9 1,9 2,87 2,96 4,28 0 1,27
(0,97- (0,21- (0,51- (1,23 (2,07- (1,97 (3,44- (0,81-
2,05) 1,53) 1,69) 2,53) 3,69) 3,27) 5,81) 3,75)
LG_CO 3,03 2,44 1,57 1,63 2,21 1,21 2,26 1,4 0
(1,98- (1,65- (0,77- (1,19- (1,57 (0,59- (0,58- (0,59-
3,85) 3,19) 2,39) 3,33) 2,85) 1,81) 3,11) 2,19)

108



Trenutna efektivna veli¢ina populacije, Ne, hlapa je bila od 74 (AD_HV) do 43 751
(AD UM). Za sve procjene gornja granica pouzdanosti dosegnula je beskonacnost osim
populacije s Hvara (AD_HYV), §to ukazuje na nedovoljnu veli¢inu uzorka za hvatanje signala
genskog otklona (Tablica 4.9.2.). Ne vrijednosti s donjom i gornjom granicom pouzdanosti od
95 % zabiljezene su samo za populaciju Hvara (AD HV) na srednjem Jadranu i1 za ukupne
procjene, tj. skupne jadranske uzorke (2094) i cijeli skup podataka (1560). Metoda vjerojatnosti
implementirana u AgeStructure programu koriStena je za procjenu efektivne veli¢ine za
populacije s preklapaju¢im generacijama. Dobno strukturirana efektivna veli¢ina populacije Ne
je bila 1651 (95 % CI: 656 —2051) za zdruZene jadranske populacije. Ta je vrijednost bila nesto
niZa od vrijednosti procijenjene metodom temeljene na neravnoteZi vezanosti gena dok se 95
% - tni intervali pouzdanosti (CI) djelomi¢no preklapaju (Tablica 4.9.2.). O¢insko generacijsko
vrijeme (Gl) od 11,42 (95 % CI: 9,81 - 12,67) i maj¢insko GI od 12,74 (95 % CI: 11,24 - 12,88)
su procijenjeni za zdruZene jadranske populacije kojima je odreden spol i izmjerena veli¢ina.
Distribucija efektivnog broja jedinki koje se mogu razmnozavati svake dobne klase varirala je
izmedu spolova, pri cemu su zenke u prosjeku imale 20 % vece vrijednosti od muzjaka (Tablica
4.9.3.). Efektivna veli¢ina populacije (®) izraCunata u Migrate-n bila je u rasponu od 0,7
(AD_HV) do 1,8 (AD_UM), §to ukazuje da populacije sjevernog Jadrana imaju najvecu
efektivnu veli¢inu. Ipak, stopu mutacije treba uzeti u obzir za interpretaciju procjena iznosa
Ne. Do danas ne postoje objavljene stope mutacija za mikrosatelitne lokuse dekapoda.
Primjenom stope mutacije zabiljezene kod kukca iz reda Orthoptera (koljeno Arthropoda,
Chapuis i sur., 2015), procijenjene theta vrijednosti odgovarale bi Ne vrijednostima u rasponu
od 791 (AD_HV) do 2087 (AD_UM) (Tablica 4.9.2.).
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Table 4.9.2. Trenutna, povijesna i dobno strukturirana efektivna veli¢ina populacije (Ne) s 95
%-tnim intervalima pouzdanosti (CI) za populacije hlapa Homarus gammarus na temelju 14
neutralnih mikrosatelitnih lokusa. Suvremena Ne procijenjena je u programu NeEstimator V2,
theta (®) i povijesna Ne procijenjeni su pomoc¢u Migrate-n gdje je jednadzba Ne = theta/4p
kori$tena za izraunavanje povijesne Ne, uz pretpostavku stope mutacije (1) od 2,1 x 10 po
generaciji. Program AgeStructure primijenjen je za procjenu AgeStructure Ne jedinki iz

Jadranskog mora poznate duzine i spola.

Pop ID Suvremena Ne (95 % CI) Theta (95 % CI) Povijesna Ne
AD_VE 251 (61, x) 1,005 (0,449 - 1,529) 1196,4
AD_UM 43751 (333, ) 1,753 (1,129 - 2,349) 2087,6
AD_PU 3192 (407, «) 1,451 (0,889 - 1989) 1728,4
AD_LO 427 (137, ) 1,220 (0,489 - 1,729) 1453,0
AD_AN o (212, ) 1,155 (0,589 - 1,689) 1376,1
AD_HV 74 (53,117) 0,665 (0,120 - 1,170) 791,3
AD_VI 248 (87, o) 0,981 (0,330 - 1,609) 1167,8
LG_CO o (154, ) 0,966 (0,369 - 1,530) 1149,6
I0_PA o0 (195, ) - -
AE_AL 441 (64, ) 0,674 (0,129 - 1,182) 802,3

Ukupno * 2094 (1024, 107189)

Ukupno ** 1560 (987, 3450)

AgeStructure Ne (95 % CI)
1651 (656 - 2051)

* Ukupna Ne za jadranske uzorke; ** Ukupna Ne za cijeli skup podataka; Populacija iz

Jonskog mora (10_PA) je iskljucena iz Migrate-n analize zbog male veli¢ine uzorka.
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Tablica 4.9.3. Distribucija efektivne veli¢ine populacije Ne po starosnim razredima za zenke i
muzjake hlapa Homarus gammarus iz Jadranskog mora. Program AgeStructure (Wang i sur.,

2010) je koristen za procjenu Ne na temelju 159 muzjaka i 107 Zenki.

Ne
AgeClass Zenke Muzjaci A

1 78,9 63,9 15
2 78,9 63,9 15
3 78,9 63,9 15
4 78,9 60,6 18,3
5 76,6 59 17,6
6 74 57,5 16,5
7 72,5 56,2 16,3
8 70,1 55 15,1
9 67,8 53,4 14,4
10 65,5 51,9 13,6
11 63,4 50,3 13,1
12 61 49 12
13 58,6 46,9 11,7
14 57,8 45,9 11,9
15 57,4 442 13,2
16 54,5 40,4 14,1
17 16 12,5 3,5

4.10. MtDNA haplotipna raznolikost i populacijska ekspanzija

Zbog slabo umnozenih produkata dizajn istrazivanja rezultirao je neuravnotezenim
brojem uzoraka medu lokacijama. Stoga su populacije regrupirane. Lokacije sa sjevernog
Jadrana (AD_UM, AD_PU) objedinjene su u jednu populaciju (AD_IS), lokacija Venecija je
iskljuCena, a lokacija blizu Barija (AD_BA) uvedena je u skup podataka, ali s ograni¢enim
brojem uzoraka (Tablica 4.10.1.). Ukupno je analizirano 63 sekvenci COI gena hlapa, Homarus
gammarus. Duzina segmenta mitohondrijske COI regije je iznosila 574 parova baza. U
ukupnom uzorku je identificirano 23 polimorfna mjesta i 6 haplotipova na 63 jedinke
(GenBank br. MT983889 - MT983894). Broj haplotipova po populaciji je bio od 1 do 5 (Slika
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4.10.1.). Najveci broj haplotipova naden je u populaciji AD_HV (5). Raznolikost haplotipova
(Hd) u prosjeku je iznosila 0,46 za pet populacija, a bila je veca za populacije srednjeg Jadrana
(0,63) od onih na sjevernom Jadranu (0,44). Nukleotidna raznolikost u prosjeku je iznosila 2,43
za pet populacija. Najces¢i haplotip (Hap 1) pronaden je na svim lokacijama uzorkovanja
(Slika 4.10.1.). Najudaljeniji rijetki haplotip (Hap_4) pripadao je populacijama iz srednjeg
Jadrana (AD HV i1 AD VI)ibio je povezan s naj¢eS¢im haplotipom vektorom koji predstavlja
neuzorkovani haplotip predaka, najvjerojatnije zbog ogranicene veli¢ine uzorka. Rezultati
Tajima D testa neutralne evolucije te rezultati Fu-ove Fs statistike i p vrijednosti su prikazani
u tablici 4.10.1. Za populaciju AD BA vrijednosti Tajima D testa nisu mogle biti izracunate
zbog malog broja uzorka. Vrijednosti Tajima D i Fu Fs testa za ukupni uzorak bile su negativne,
ali nisu statisticki znacajno odstupale od modela neutralne evolucije, pri ¢emu su analiza
neuskladenosti distribucije (engl. mismatch distribution) i SSD test (suma kvadrata devijacija)
podrzali hipotezu o iznenadnoj ekspanziji populacije. NeznaCajne vrijednosti testova
neutralnosti vjerojatno odraZavaju ograni¢enu moc¢ ovih testova za otkrivanje odstupanja od
ravnoteze zbog male veli¢ine uzorka. Na temelju stopa mutacija u rasponu od 1,66 % do 2,33
% na milijun godina, vrijednosti tau (parametar ekspanzije) izracunate iz neuskladenosti
distribucije svih sekvenci iz Jadranskog mora dale su procjene divergencije u rasponu od 13,5

do 18,9 kilo parova baza.
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Slika 4.10.1. Median-joining mreza temeljena na COI haplotipovima (A) i geografska

distribucija haplotipova (B) za hlapa Homarus gammarus. Obojeni krugovi predstavljaju
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haplotipove pronadene u uzorkovanim populacijama ¢ije su veli¢ine proporcionalne broju
jedinki. Haplotipovi koji nedostaju ozna¢eni su malim zutim toc¢kicama. Grafikoni na karti

prikazuju frekvencije haplotipova pronadene na svakoj lokaciji.
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ekspanzije za COI sekvence mitohondrijske DNA hlapa, Homarus gammarus iz Jadranskog mora.

Geneticka raznolikost

Testovi neutralnosti

Parametri prostorne

ekspanzije
Heplotipov Polimorina SRS Lnotkox TR0 pupsp)  Ta ssp()
(Hd) (m)

Populacija

AD_IS 3 3 0,60+0,13 197+158 0,247 (0,693) 0,723 (0,621) 1,971 0,050 (0,311)
AD_LO 3 4 046+0,20 1,74+149 -1535(0,042) 0,204 (0,465) 2,777 0,031 (0,540)
AD_HV 5 7 062+0,16 247+184 -1,650(0,038) -1,204(0,144) 3,155 0,011 (0,742)
AD_VI 4 6 065+0,12 247+180 -0,893(0,205) 0,358 (0,556) 0,322 0,004 (0,802)
AD_BA 2 3 0,67+0,31 3,48 +3,29 - 1,609 (0,674) 3,488 0,284 (0,193)
Regija

Sjeverni_AD 5 6 044+012 148+121 -1,422(0,061) -1,304 (0,124) 1,880 0,005 (0,701)
Srednji_AD 5 7 0,62+010 239+1,70 -0,802(0,243) -0,009 (0,509) 0,188 0,006 (0,734)
Ukupno 6 7 0,46 +0,07 1,68+129 -0,893(0,229) -0,918 (0,309) 1,804 0,001 (0,845)

Tau, parametar ekspanzije; SSD, zbroj kvadrata odstupanja izmedu promatrane i o¢ekivane distribucije; P-vrijednosti su prikazane u zagradama.

Tablica 4.10.1. Testovi geneti¢ke raznolikosti i neutralnosti (Tajima D i Fu FS) i analiza distribucije neuskladenosti prema modelu iznenadne
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5. RASPRAVA

Utjecaj antropogenih pritisaka na recentni ulov hlapa u Jadranu

Populacije hlapa (Homarus gammarus) na cijelom podruéju rasprostranjenosti smatraju
se iskoriStenima ili prekomjerno iskoristenima (Bannister, 2006; Sundelof i sur., 2013; Skerritt
1 sur., 2020). Svi stokovi hlapa duz atlantskih obala progresivno opadaju kao posljedica
intenzivnog povijesnog i trenutnog ribolova. Na podru¢ju Skandinavije, Sredozemnog i
zapadnog Crnog mora, stokovi hlapova su dozivjeli znacajan kolaps od kojih je oporavak bio
spor ili je izostao (Agnalt i sur., 2007; Kleiven i sur., 2012; Spanier i sur., 2015). Visoka
ucinkovitost ribolovnih alata, posebno poboljSanog dizajna vrSa za rakove, pridonosi
prekomjernom iskoriStavanju stokova hlapova (Tully, 2001). Ukupni godi$nji ulovi hlapa u
Europi u posljednjih 10 godina iznose oko 5000 tona (FAO, 2021) te sjevernoeuropske zemlje
prijavljuju znatno vece ulove od onih na podruc¢ju Sredozemnog mora. Sluzbeni podaci jasno
ukazuju na povecanje prijavljenog ulova hlapa zadnja dva desetlje¢a (FAO, 2021), Sto moZe
biti posljedica povecanja ribolovnog napora ili tehnoloskog napretka ribolovnog alata (Kleiven
i sur., 2022) kao i boljeg i vjerodostojnijeg prijavljivanja ulova. Takoder, povecanje
prijavljenog ulova hlapa moze biti i znak povecanja brojnosti hlapova u divljini, kao §to je veé¢
uoceno kod ameri¢kog hlapa (Steneck 1 Wahle, 2013). Opcenito, ribolov dekapodnih rakova
raste brze od ribolova bilo koje druge glavne skupine organizama te izravne i neizravne

antropogene promjene u ekosustavu nastavljaju pogodovati rakovima (Boenish i sur., 2021).

Europski ribolov hlapa je opcenito nereguliran ili je minimalno reguliran samo za
minimalnu veli¢inu ulova i zabranu ulova Zenki s jajascima (Cobb i Castro, 2006). U novije
vrijeme, upravljanje ribarstvom se globalno pomice s pristupa gospodarenja jednom vrstom na
pristup koji se temelji na ekosustavu. Zbog toga je vazno razumjeti funkciju ove vrste u
morskom ekosustavu. Nazalost, na podru¢ju Sredozemnog mora nedostaje bioloSkih i
ekoloskih podataka o hlapu kao iskoriStavanoj vrsti, $to se moze pripisati smanjenoj brojnosti
hlapova u Sredozemnom moru u odnosu na isto¢nu obalu Atlantika i sjevernu Europu, a to
postaje sve znacajnije zbog klimatskih promjena (Caputi i sur., 2013; Green i sur., 2014). Ipak,
nije jasno pomanjkanje znanstvenog interesa za istrazivanjem hlapa u Sredozemnom moru jer
Su 1 mnoge manje gospodarski interesantne i rjede vrste bolje istrazene. Nadalje, vjerodostojni
podaci o ulovu i ribolovnom naporu su jako bitni za ucinkovito upravljanje ribolovnim
stokovima za sve sektore ukljucujuci rekreativni i sportski ribolov. Od 1950-e godine dostupni

su podaci o ulovu hlapa na podruc¢ju Sredozemnog mora te je prosjecni godiSnji prijavljeni ulov
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u zadnjih deset godina bio oko 140 t (FAO, 2021). Statistiku ulova hlapa koja dolazi iz
priobalnog ribolova opcenito treba uzeti u obzir s oprezom u cijeloj sredozemnoj regiji, buduci
je stvarni ulov na podrudju cijele regije tesko procijeniti i ¢esto se takvi podaci podcjenjuju
(Lloret i sur., 2018; Pere i sur., 2019). Takoder, povijesni podaci ukazuju na ¢injenicu da se
statistika ulova hlapa i jastoga vodila zajedno pod grupom veliki rakovi §to je i slucaj za
Hrvatsku. Stoga, sluzbeni prijavljeni ulovi mogu se znacajno razlikovati od stvarnih ulova.
Tako je na podru¢ju Norveske procijenjeni stvarni ulov hlapa bio 14 puta veéi od prijavljenog
sluzbenog ulova (Kleiven i sur., 2012). U navedenom istrazivanju istaknuto je da rekreacijski
ribolov ima znacajnu ulogu u ukupnom ulovu s udjelom od oko 65 %. Pere 1 sur. (2019) su
procijenili prosjecni godisnji ulov hlapa na podruc¢ju Korzike na oko 6,7 t §to je znacajno vise
od sluzbenog prijavljenog ulova (Le Manach i sur., 2011). Uprava za ribarstvo Ministarstva
poljoprivrede Republike Hrvatske od 2008. godine prikuplja podatke na jedinstven nacin $to
je bio jedan od preduvjeta za ulazak u EU. Dakle, podaci odabrani za ovo istrazivanje (2008. —
2020.) imaju odreden stupanj pouzdanosti. Medutim, pouzdanost statistike ulova moze biti
nedovoljna, budu¢i podaci neovisni o ribarstvu za cijelo razdoblje nisu bili dostupni za
validaciju podataka ulova i CPUE u odnosu na brojnost populacije, kao $to su predlozili Salas
i sur. (2007). Hrvatski prijavljeni ulov hlapa u razdoblju od 2008. do 2020. godine bio je u
rasponu od 1,9 do 4,7 tona godisnje s prosjekom oko 3,3 t. Medutim, te podatke treba uzeti s
oprezom jer se temelje isklju¢ivo na ribarskim dnevnicima. Takvi podaci ¢esto ne prikazuju
stvarno stanje, jer je podcjenjivanje ukupnog ulova Siroko rasprostranjeno kako zbog
pogresnog izvjesc¢ivanja o ulovu izvan sezone tako i ne kvantificiranju hlapova ulovljenih ispod
minimalne veli¢ine (Lleonart i Maynou, 2003; Mati¢-Skoko i sur., 2011; Stagli¢i¢ i sur., 2011),
dok su neprijavljeni i nezakoniti ulovi znatni (Mati¢-Skoko i sur., 2016). Takoder, uspjesnost
prezivljavanja pustenih jedinki ispod minimalne veli¢ine je upitna, ako su ozlijedeni ili puSteni
na neprikladnom staniStu. Sve to ukazuje na nedostatak relevantnih podataka za utvrdivanje
stanja stokova hlapa u Sredozemnom moru te veliku neizvjesnost u pogledu donosenja mjera
za njegovo buduce ucinkovito upravljanje. Nepodudarnost stvarnog i prijavljenog ulova hlapa
realna je situacija i za isto¢nu obalu Jadrana, gdje se hlap uglavnom lovi u obalnim vodama
(ribolovne zone A i E) dok je ulov u otvorenim vodama zanemariv. Svakako, zabiljeZeni
pozitivan trend ulova posljednjih godina je u skladu sa zapazenim povecanjem ulova na cijelom
podrucju Europe (FAO, 2021) te se nametnulo pitanje ima li taj porast uzrocno - posljedi¢nu

vezu s promjenama u okoliSu, posebice s promjenama povezanim s globalnim zatopljenjem.
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Podaci ovisni o ribarstvu kao §to su podaci o ulovu, ribolovnom naporu i CPUE ¢esto
se koriste za donoSenje mjera upravljanja kada nema drugi dostupnih podataka. Moguc¢i razlozi
uocenog porasta prijavljenog ulova hlapa na isto¢noj obali Jadrana, analizirani su kroz trendove
ulova, ribolovnog napora i CPUE te njihovu povezanost s pridnenom temperaturom mora, za
razdoblje od 2008. - 2017. godine. Rezultati jasno ukazuju na statisti¢ki znacajani porast ulova
hlapa i1 porast ribolovnog napora u sjevernom Jadranu. Takoder, zabiljeZen je znacajni porast
CPUE u sjevernom Jadranu, dok za srednji Jadran postoji blagi, ali neznacajan porast.
Istrazivanje provedeno na podru¢ju Norveske je pokazalo kako tehnoloski napredak vrSa za
lov hlapova moze zamaskirati konstantni pad ulova hlapa, odnosno njihovu stvarnu brojnost i
biomasu. Ukljucivanje parametara tehnoloskog napretka u analizu s ostalim postoje¢im
informacijama rezultiralo je padom standardiziranog CPUE za 57 %, dok je nestandardizirani
CPUE ukazivao na povecéanje brojnosti hlapova za 8 % tijekom istrazivanja (Kleiven i sur.,
2022). Stoga je standardizacija CPUE kljuc¢ni korak za odredivanje indeksa koji vjerodostojno
prikazuju stanje stokova, jer su takvi indeksi skloni pristranosti kako se ribarstvo mijenja
tijekom vremena. Nadalje, postoji nedostatak znanja o tome kako se mijenja brojnost i
posljedi¢no tome ulov hlapa na cijelom podrucju rasprostranjenosti, u svjetlu visokih
antropogenih pritisaka, posebice klimatskih promjena. Poznato je da okolisni ¢imbenici
pridonose medugodi$njoj varijabilnosti kljunih parametara za sve morske stokove, a promjene
tih ¢imbenika mogu utjecati na dinamiku njihovih populacija (Cushing, 1982). Kolebanja
brojnosti hlapa zasigurno se mogu pojaviti kao posljedica kombinacije procesa vezanih uz
okoli§ 1 ribarstvo (Lizarraga-Cubedo i sur., 2015). Budu¢i da je povecanje ulova hlapa u
sjevernom Jadranu takoder povezano s pove¢anjem CPUE, to moZe ukazivati i na njegovu vecu

brojnost i/ili povecanu lovnost (Bueno-Pardo i sur., 2020) na tom podrucju.

Uocene temperaturne promjene u ovom istraZivanju mogu biti rezultat dugotrajnih
klimatskih promjena ili su samo lokalni ili regionalni fenomen. Satelitne analize povrSinske
temperature mora pokazale su najveci trend porasta u lipnju, sa stopom od 4,3 °C tijekom 100
godina na cijelom Mediteranu i cca. 30 % vece stope porasta na sjevernom Jadranu (Pastor 1
sur., 2018). Ove promjene se povezuju s viSedekadnim oscilacijama (kao Sto je Atlantic
Multidecadal Oscillation, Knight i sur., 2006) i stvarnim trendovima zagrijavanja (lona i sur.,
2018). Vilibi¢ 1 sur. (2019) su utvrdili znacajan porast temperature na sjevernom Jadranu
izmedu 1979. 1 2017. godine, posebno visok na povrSini mora i tijekom ljetne sezone.
Modelirane pridnene temperature u ovome istrazivanju pokazuju znacajno povecanje zimske

(SVO) i proljetne (TSL) temperature u cijelom Jadranu izmedu prvih (2008. - 2012.) i
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posljednjih (2013. - 2017.) pet godina simulacije. Najveéi porast temperature, tijekom obje
sezone, zabiljezen je u plitkom sjevernom Jadranu, u zoni A (a to je ujedno i zona s najve¢im
ulovima hlapa) Sto potvrduje prethodno objavljene rezultate (Pastor i sur., 2018). Povecanje
nije toliko izrazeno u sredi$njim i juznim dijelovima Jadrana jer je vodeni stupac iznad
termokline relativno mali naspram ukupne dubine (Buljan i Zore-Armanda, 1976; Lipizer i
sur., 2014). Povecanje zimske pridnene temperature u zoni A je izmedu 112 °C, a na ve¢em
dijelu srednjeg Jadrana izmedu 0 i 1 °C. Porast proljetne pridnene temperature jos je veci u oba
podrucja: do 2,5 °C u zoni A sjevernog Jadrana i do 1,5 °C u zonama srednjeg Jadrana. Unato¢
uoCenim promjenama, zimske pridnene temperature ostaju nize na sjevernom u odnosu na
srednji Jadran. S druge strane, proljetne temperature na sjevernom Jadranu su viSe od
temperatura srednjeg Jadrana, pri ¢emu se temperaturna razlika izmedu dvaju podrucja s
vremenom povecéava, zbog ucinkovitijeg prijenosa topline prema dnu u plitkim vodama

(Artegiani i sur., 1997).

U ovome istrazivanju uocena je statisticki znacajna korelacija izmedu zimskih (SVO) i
proljetnih (TSL) pridnenih temperatura mora i CPUE u sjevernom i srednjem Jadranu.
Znacajna povezanost temperature 1 ostalih okoli$nih varijabli na ribarstvo hlapova je utvrdena
i na podruéju Skotske (Lizarraga-Cubedo i sur., 2015). McCleese i Wildner (1958) otkrili su
snaznu korelaciju izmedu dugotrajnih stopa ulova ameri¢kog hlapa 1 povrSinske temperature
mora na velikim prostornim skalama, s odmakom od 0 do 3 godine. Takoder, sli¢ni zakljucci
su uoceni o utjecaju ribolovnog napora i temperature na stope ulova americkog hlapa na
razli¢itim prostornim i vremenskim skalama te se promjene u ribolovnom naporu trebaju uzeti
u obzir osobito na manjim prostornim skalama (Koeller, 1999). Zhao i sur. (2019) pokazali su
da porast temperature u zaljevu Maine dovodi do povecane lovnosti ameri¢kog hlapa tijekom
viSegodiS$njeg razdoblja. Razlog tomu je Sto je povecanje temperature mora pridonijelo Sirenju
pogodnog staniSta za nedorasle jedinke na sjevernom dijelu zaljeva Maine (Steneck i Wahle,
2013; Tanaka 1 Chen, 2016). Ove promjene u okoliSu takoder su bile popracene smanjenjem
broja velikih grabezljivaca kao §to je bakalar (Gadus morhua) (Le Bris i sur., 2018). Suprotno
tome, zagrijavanje mora u juznoj regiji zaljeva Maine povezano je sa smanjenim ulovima zbog
gubitka i dostupnosti pogodnog staniSta za novo naseljene jedinke (Tanaka i Chen, 2015;
Wabhle 1 sur., 2015). Takoder, na tom podrucju je uocena i povecana ucestalost epizootskih
bolesti (Glenn i Pugh, 2006.). lako u objavljenoj literaturi nema jasno definiranih podataka o
granicama temperaturnog raspona za europskog hlapa, Caputi i sur. (2013) te Green i sur.

(2014) upozoravaju da bi hlap mogao biti osjetljiv na klimatske promjene. Porast temperature
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je najvazniji ¢imbenik koji pokreée pomake u rasponu rasprostranjenosti i to s povecanjem
brojnosti na viSim geografskim Sirinama i smanjenjem brojnosti na nizim $irinama (Le Bris 1
sur., 2018). Ako se pridnena temperatura mora nastavi podizati procijenjeno je daljnje
pomicanje distribucije americkog hlapa prema sjeveru i u dublje vode (Rheuban i sur., 2017).
Za ocekivati je kako bi se takve prognoze mogle preslikati i na europskog hlapa. Temperatura
mora je moguce jedan od vaznijih ¢imbenika okolisa koji utjece na kolebanja brojnosti hlapa,
no jos uvijek je nejasno kako ona pridonosi ukupnoj varijaciji stope ulova i postoje li

vremenske i prostorne razlike.

Kod hlapova temperatura mora utjece na njihovo ponasanje, a posljedi¢no tome i na
dostupnost ribarstvu (Lizarraga-Cubedo i sur., 2015). Lovnost je povezana s kretanjem hlapova
i na nju utjecu brojni ¢imbenici, ukljucujuéi ponasanje pri hranjenju i da li je jedinka u procesu
presvlacenja (Wahle i sur., 2013), a oba su usko povezana s temperaturom (Green i sur., 2014).
Vise temperature mora poticu povecano kretanje hlapova Sto ih ¢ini dostupnijim ribolovnom
alatu, tj. povecava im se lovnost (Smith i sur., 1999; Moland i sur., 2011). Porast temperature
mora na pocetku ribolovne sezone (proljece) uzrokuje vecu mobilnost i aktivnost hranjenja
hlapa (Bennet i Lovewell, 1977; Lizarraga-Cubedo i sur., 2015). Ono §to slijedi je smanjena
mobilnost koja se moze pripisati razdoblju presvlacenja (Miller, 1990; Sheehy i sur., 1999) te
ponovno povecanje mobilnosti povezane s veCom aktivnoS¢u uocenom tijekom razdoblja
nakon presvlacenja. Uo€eno je ograniceno kretanje odraslih jedinki hlapa (Moland i sur., 2011.;
Skerritt i sur., 2015), dok americki hlap pokazuje vece obrasce kretanja i migracije (Estrella i
Morrissey, 1997). Takoder, Moland i sur. (2011) izvijestili su o povezanosti sezonske varijacije
aktivnosti hlapa s temperaturom mora, pri ¢emu se aktivnost hlapa smanjila tijekom zime s
minimumom tijekom veljace i oZujka, a pocela se povecavati od travnja. To je u skladu s
odabranim zimskim (SVO) i proljetnim (TSL) temperaturama u ovome istrazivanju, kako bi se
analizirala povezanost CPUE i pridnene temperature mora prije sezone ribolova i tijekom
ribolovne sezone. Temperatura je takoder u pozitivnoj korelaciji sa stopom rasta kod rakova, s
obzirom da utjece na temperaturnu toleranciju svake vrste (Hartnoll, 2001). ViSa temperatura
moze pozitivno stimulirati brzinu rasta smanjenjem vremena izmedu dva presvlacenja ili
povecanjem prirasta prilikom presvlacenja (Green i sur., 2014). Takoder, utvrdeno je kako
toplinski udari mogu utjecati na pomicanje procesa presvla¢enja kod populacije americkog
hlapa, rezultiraju¢i s pomakom ulova koji odgovara temperaturnom pomaku (Mills i sur.,

2013).
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Vecina rakova ima sinkronizirani mrijest i vrijeme njihove reprodukcije je temeljeno
prvenstveno na temperaturi (Lawrence i Soame, 2004). Uskladivanje izvaljivanja li¢inki s
obiljem hrane povecava stopu prezivljavanja li¢inki (Cushing, 1972). U ovome istrazivanju
zabiljezeni pozitivni trendovi pridnene temperature mora potencijalno mogu biti zasluzni za
uspjesniji mrijest 1 pove¢ano novacenje u sjevernom Jadranu, posebice zbog Cinjenice da su
pozitivni trendovi uodeni i prije 2008. godine (Vilibi¢ i sur., 2019). Zenke hlapa mrijeste se
ljeti (Tully i sur., 2001), a lic¢inke se izvaljuju u kasno proljece ili rano ljeto (Phillips, 2013).
Na vrijeme trajanja razvoja jajasca uvelike utjeCe temperatura, a poznato je kako povecanje
temperature skracuje proces inkubacije jajasca (Green i sur., 2014.). U kontekstu klimatskih
promjena u Sjevernom moru, zabiljezeno je da tijekom blagih zima (reZimi s poviSenim
temperaturama) dolazi do snaznih sezonskih pomaka izvaljivanja li¢inki, dok su
eksperimentalna istrazivanja pokazala skraCivanje trajanja li¢inacke faze uz znacajno
povecavanje stope prezivljavanja na viSim temperaturama (Schmalenbach i Franke, 2010).
Prvih nekoliko tjedana nakon izvaljivanja, kod hlapova slijedi pelagi¢na faza, a trajanje ove
faze ovisi o temperaturi i koleba izmedu 14 i 35 dana (Jerstad i sur., 2001; Browne i sur., 2009).
Iako jo$ uvijek nedostaju ekoloska istrazivanja bentoskih poslijeli¢inki hlapa u divljini
(Linnane i sur., 2001), one vjerojatno naseljavaju stjenovite podloge koje im pruzaju zaklon i
ostaju kripticne, a izlaze iz svojih skrovista tek nakon §to dosegnu izmedu 25 1 40 mm duljine
karapaksa (CL) (Linnane i sur., 2000 a,b; Ball i sur., 2001). Stoga bi viSe temperature u plitkim
obalnim vodama tijekom ljetnog razdoblja u Sredozemnom moru mogle imati veliku ulogu u
prezivljavanju i uspjehu novacenja jedinki hlapa (Pere i sur., 2019), pa tako i u vrlo plitkom
sjevernom Jadranu. Stovise, u preliminarnoj studiji koja je nedavno provedena na sjevernom
Jadranu zapazen je veéi odnos neodraslih jedinki u ulovu u odnosu na odrasle hlapove (Pavi¢i¢
1 sur., 2018). U budu¢im istrazivanja svakako je potrebno ciljano utvrditi dinamiku populacije

hlapa u Jadranu, posebice stopu novacenja.

Karakteristike populacije hlapa u Jadranskom moru: implikacije za odrzZivo ribarstvo

Brojnost i biomasa hlapa je razli¢ita na podrucju njegove rasprostranjenosti (Phillips,
2013). Evidentan je obrazac niske brojnosti hlapa u cijelom Sredozemnom moru, gdje su
okoli$ni uvjeti poput temperature nepovoljniji za ovu vrstu u odnosu na Atlantik (Pere i sur.,
2019). Hlap preferira hladnija mora i podrucja kontinentalnog $elfa do 50 m dubine (Holthuis,

1991; Galparsoro 1 sur., 2009) 1 zato ga u Sredozemnom moru ima najviSe u sjevernijim

121



podruc¢jima, poput sjevernog dijela Egejskog i Ligurskog mora i sjevernog Jadrana
(Triantafyllidis 1 sur., 2005; Pere 1 sur., 2019; Pavic¢i¢ i sur., 2018). U ovom istrazivanju, ulov
po jedinici ribolovnog napora (CPUE) je varirao od 4,6 do 239,0 g/vrsi i znacajno se razlikovao
izmedu godisnjih doba, dostizuéi najvece vrijednosti u toplijim mjesecima, sto je u korelaciji s
otvorenom ribolovnom sezonom koja traje od 5. svibnja do 31. kolovoza (NN 42/2016).
Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na iznimno niske stope ulova, $to bi moglo znaciti nisku
brojnost ove vrste u istrazivanom podru¢ju. Slicne rezultate, tj. niske stope ulova hlapa
zabiljezili su Pere i sur. (2019) na podrucju Korzike, iako direktne usporedbe nisu moguce
zbog koriStenja razli¢itog ribolovnog alata. Pere i sur. (2019) zabiljezili su da je CPUE hlapa
znacajno kolebao kao funkcija mjeseca, ribolovnog podrucja i dubine u ribolovnom podrucju
oko Korzike. Znacajno vecée vrijednosti CPUE su zabiljezene na podruc¢ju sjeverne Europe
(Addison, 1995; Jgrstad i sur., 2004; Schmalenbach, 2009; Agnalt i sur., 2009; Skerritt i sur.,
2020), sto ukazuje na vecu brojnost hlapova na tom podrucju u odnosu na Sredozemno more.
Medutim, kolebanja brojnosti hlapa mogu se pojaviti i kao posljedica kombinacije procesa
vezanih uz promjene okolisa i ribarstvo, poput povecanja ucinkovitosti lovnosti ribolovnog
alata i promjene ponaSanja ciljane vrste (Lizarraga-Cubedo i sur., 2015), ukljucujuci
hranidbene navike i status presvlacenja (Wahle i sur., 2013). Kako je raspravljano u gornjem
odlomku, odavno je poznato da temperatura mora utjece na ponasanje dekapodnih rakova i
sukladno tome utjece na vjerojatnost njihova ulova u vrsi (McCleese i Wildner, 1958; Green i
sur., 2014).

Osim same brojnosti, za dinamiku populacija svih vrsta iznimno je vazna duzinsko-
starosna struktura populacija, odnosno stokova te omjer spolova. Ukoliko su oba parametra
daleko od ravnoteznog, mogu ukazivati na ozbiljne probleme kroz koji neka populacija prolazi
(prelov). U ovom istraZivanju, jedinke hlapa ispod dozvoljene minimalne duZine ulova
uglavnom su lovljene u prolje¢e i jesen (> 59 %), vjerojatno zbog povecanja aktivnosti
hranjenja hlapa te povecane temperature mora kako predlazu Lizarraga-Cubedo i sur. (2015)
te Skerritt i sur. (2015). Omjer spolova je bio neznatno veéi u korist muzjaka, $to bi moglo
ukazivati na konstantno bolju stopu izbjegavanja vrsa od strane zenki tijekom cijele godine,
zbog razlicitih hranidbenih navika ili trazenja sklonista (Krouse, 1989). Sli¢ne rezultate omjera
spolova u ulovu tokom godine zabiljezili su Laurans i sur. (2009). Takoder, u ovom je
istrazivanju uoc¢eno kako se udaljavanjem od obale pojavljuju vece jedinke hlapa oba spola u
ulovu, $to je skladu s ostalim istrazivanjima koja su zabiljezila da nedorasle jedinke naseljavaju

plica stanista (Linnane i sur., 2000 a,b). Frekvencijska raspodjela duzina ukazuje na prisutnost
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najvecih jedinki u klasi duljine od 190 mm CL, bez prisutnosti jedinki manjih od 60 mm CL.
Sli¢na opazanja zabiljezili su Latrouite (2001) i Prodohl i sur. (2007) u Atlantiku, a Pere i sur.
(2019) u Sredozemnom moru oko otoka Korzike, zakljucivsi da bi kripticno ponasanje i
ograni¢eno kretanje mogli objasniti izostanak nedoraslih jedinki hlapova u ulovu uz naravno
opcenito prisutnu zakonodavnu zapreku o ulovu takvih jedinki Sto zasigurno utjece na rezultat.
Sli¢ne krajnje tocke raspona duzinskih razreda zabiljezili su Pere i sur. (2019), dok su
najucestaliji duzinski razredi u ulovu bili neSto ve¢i u odnosu na ovo istrazivanje te je
zabiljeZena nesto veca srednja vrijednost duzine karapaksa. Opéenito, duzinska raspodjela u
ovom istrazivanju i istrazivanju Pere i sur. (2019) ukazuje na to da je srednja vrijednost duzine
karapaksa ulovljenih jedinki vec¢a u Sredozemnom moru u usporedbi sa stokovima iz sjevernog
Atlantika (Bennet i Howard, 1987; Lizarraga-Cubedo i sur., 2003; Agnalt i sur., 2009; Laurans
i sur., 2009). Ovi rezultati se takoder mogu povezati sa selektivno$éu koristenog ribolovnog
alata (Pere i sur., 2019; Schoeman i sur., 2010), sto je ovdje odito, jer je vise od polovice svih
jedinki koje su bile ispod minimalne duzine ulova uhvac¢eno u vr§ama za uzorkovanje veli¢ine
oka od 40 mm, za razliku od 55 mm veli¢ine oka koja je propisana pravilnikom za lov velikih
rakova (NN 84/2015). Srednja vrijednost ukupne duzine ¢itavog uzorka u ovom istrazivanju je
bila niza (30,26 cm) u odnosu na istrazivanje Cetini¢ i sur. (2001) koja je iznosila 32,6 cm, ali
je zabiljezen sli¢an raspon duZzinskih razreda. U navedenom su istrazivanju zabiljeZene i nesto
vece srednje vrijednosti mase ukupnog uzorka 1 po spolu. Uzrok tomu moze biti broj
uzorkovanih jedinki, jer se istrazivanje Cetini¢ i sur. (2001) provelo na dosta manjem broju
jedinki (n = 184) za razliku od ovog istrazivanja (n = 1273). Ipak, uoceno smanjenje srednje
lovne duzine hlapa potrebno je tumaciti s oprezom obzirom da se navedena istrazivanja
razlikuju u koriStenim ribolovnim alatima 1 veli¢ini prikupljenog uzorka, no uobicajeno je da
kod vrsta komercijalne vaznosti poput hlapa ribolovni napor igra vaznu ulogu u strukturi 1
dinamici populacije (Pauly, 1998). No, negativni trendovi na skali od 20 godina uvijek
zahtijevaju kontinuirano promatranje kako bi se moglo utvrditi da li je posrijedi prirodno

kolebanje ili potencijalno negativni status populacije u odnosu na promatrani parametar.

Odredivanje starosti je vazno u istrazivanjima zZivotnog ciklusa vrste i u¢inkovitom
upravljanju stokovima (Uglem i sur., 2005), no kod rakova je ono komplicirano (Kilada i
Driscoll, 2017), s obzirom na nedostatak ¢vrstih struktura nakon svakog presvlacenja i ne
postojanja strukture koja bi predstavljala Zivotni vijek od trenutka rodenja do trenutka ulova.
Stoga za rakove uglavnom ne postoje starosne strukture koje bi bile podloga za procjenu stanja

stoka, a time i odrzivo gospodarenje stokovima. U takvim situacijama se mogu koristiti
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morfometrijske karakteristike populacije za upravljanje stokovima (Zheng i sur., 1995; Santos
i sur., 2002; Baggio, 2011). Razlike u morfometrijskim osobinama medu populacijama obi¢no
proizlaze iz kombinacije genetickih varijacija i razli¢itih uvjeta okoline (Hoffmann i Merila,
1999) koje mogu biti nasljedne. Populacije se nadalje mogu razlikovati zbog odgovora na
lokalne selekcijske pritiske (Schluter, 2000) pa se kod morskih vrsta ovi pritisci smatraju kao
prevladavaju¢i mehanizam divergencije medu populacijama unato¢ postojanju barijera protoka

gena (Ward i sur., 1994).

Morfometrijski odnosi i alometrija proucavani su kod mnogih vrsta rakova, iz reda
Decapoda (Ribeiro i sur., 2013; Glamuzina i sur., 2017), kod raznih vrsta jastoga (Horsford i
sur., 2014; Martinez-Calder6n i sur., 2018; Kampouris i sur., 2020) i kod ameri¢ckog hlapa
(French McCay 1 sur., 2003; Steinback i sur., 2008; Baggio, 2011). Takoder, dostupna su
morfometrijska istrazivanja za europskog hlapa (Devescovi i Lucu, 2000; Cetini¢ i sur., 2001;
Debuse i sur., 2001; Tully i sur., 2001; Lizarraga-Cubedo i sur., 2003; Agnalt i sur., 2009;
Schmalenbach, 2009), no ona su u primjeni metoda i analiziranih morfometrijskih odnosa
heterogena ¢ime se otezava direktna usporedba. U ovome istrazivanju, rezultati obi¢ne
regresije najmanjih kvadrata pokazale su da se masa eksponencijalno poveéava s porastom
duzine karapaksa 1 ukupne duzine, dok se ukupna duzina i Sirina drugog segmenta abdomena
linearno povecavaju s duzinom karapaksa. Usporedujuci nagibe obi¢nih regresija najmanjih
kvadrata, uocene su znacajne razlike u svim odnosima izmedu muZzjaka 1 Zenki, Sto ukazuje na
razliCite stope rasta po spolu, gdje muZzjaci rastu nesto brze od Zenki (Sheehy i sur., 1999;
Lizarraga-Cubedo i sur., 2003; Schmalenbach, 2009). Uoceno smanjenje stope rasta ukupne
duzine u odnosu na duzinu karapaksa i duzine karapaksa u odnosu na masu za oba spola,
odrazava morfoloSke promjene od izduzenog tijela prema tezem, kao §to su takoder uocili
Martinez-Calderdn i sur. (2018) za karipskog jastoga (Panulirus argus) i Radhakrishnan i sur.
(2015) za Panulirus homarus. Razlic¢ite vrijednosti koeficijenta b su zabiljezene kod americkog
hlapa. French McCay 1 sur. (2003) zabiljezili su koeficijent b od 2,934 za populaciju americkog
hlapa, dok su Steinback i sur. (2008) izvijestili o koeficijentu b od 3,347 za muzjake 1 2,972 za
zenke americkog hlapa. Baggio (2011) je zabiljeZio izometrijski rast americkog hlapa (CL vs.
W). U ovom istraZivanju zabiljeZena je negativna alometrija za muzjake i Zenke hlapa u odnosu
log CL naspram log W, dok je u istrazivanju na podrucju otoka Helgoland (Sjeverno more)
zabiljezena negativna alometrija za zenke, a pozitivna za muzjake (Schmalenbach, 2009).
Nadalje, u istraZivanju na podrucju Norveske zabiljeZena je pozitivna alometrija za odnos CL

naspram W za ukupni uzorak hlapa (b = 3,295) (Kristiansen i sur., 2004). ZabiljeZen je nesto
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veci rast kod muzjaka nego Zenki koje su pri odredenoj duzini imale neSto manju masu. Manje
stope rasta zenki su najvjerojatnije povezane s proizvodnjom jajasaca, koja zahtjevaju vise
energije nego proizvodnja muskih spolnih stanica (Wood, 2018). U ovom istrazivanju uocena
je pozitivna alometrija za log TL naspram log W za oba spola, dok je za odnos log CL naspram
log AW alometrija bila pozitivna za Zenke i negativna za muzjake kao Sto su uocili i Agnalt i
sur. (2009). Pozitivna alometrija je takoder zabiljezena izmedu TL i W u muzjaka hlapa u
sjevernom Jadranu (Devescovi i Lucu, 2000) te u ukupnom uzorku i po spolu u istocnom
Jadranu (Cetini¢ i sur., 2001) $to potvrduju rezultati ovog istrazivanja. Opisani alometrijski
odnosi, negativni za masu naspram duzine glavoprs$njaka te pozitivni za masu naspram ukupne
duzine hlapova ukazuju na izrazeniji duzinski rast glavoprsnjaka dok vecinu mase hlapovi
nakupljaju u predjelu abdomena. lako je indeks kondicije posljedica duzinsko-masenog
odnosa, varijacije u indeksu kondicije (W/CL indeks) nisu pokazale zna¢ajan sezonski u¢inak
nakon kontrole duZine karapaksa kao kovarijance. Sezonsku varijaciju indeksa kondicije uocili
su Martinez-Calderodn i sur. (2018), $to ukazuje da je to posljedica kombinacije i varijacija u
lokalnim ¢imbenicima, kao $to su rizik od grabezljivaca i dostupnost hrane (Ball i sur., 2001).
Takoder, indeks kondicije se pokazao ucinkovit za usporedbu nutritivnog statusa izmedu

populacija (Martinez-Calderén i sur., 2018).

Opcenito, zabiljezene su razlike u stopama rasta izmedu razliCitih regija i po spolu te je
temperatura mora prepoznata kao lokalni ¢imbenik prilagodbe (Coleman 1 sur., 2020). Razlike
u duZzinsko-masenim odnosima i indeksu kondicije izmedu razli¢itih regija i izmedu spolova,
mogu biti rezultat brojnih ¢imbenika s obzirom da na promjene alometrijskih vrijednosti utjece
¢itav niz ¢imbenika ukljucujuéi dostupnost hrane u razli¢itim Zivotnim fazama, razlicite
hidrografske karakteristike staniSta, opc¢e fiziolosko stanje organizma, stupanj spolne zrelosti 1

niz drugih ekoloskih i bioloskih ¢imbenika (Froese, 2006).

U ovom istrazivanju, kod odnosa Sirine abdomena (AW) naspram CL uocena je
znacajna razlika izmedu spolova. Nakon duZzine od 80 mm CL, Zenke nakon presvlac¢enja imaju
proporcionalno S§iri abdomen od muZzjaka. Omjer AW/CL koriSten je za procjenu
morfometrijske zrelosti koja prethodi funkcionalnoj zrelosti (Tully i sur., 2001; Conan i sur.,
2001). U ovom istrazivanju nisu uocene tocke infleksije u omjeru AW/CL, kako bi se odredilo
pri kojoj duzini 50 % Zenki je zrelo u populaciji. Medutim, koriStenje odnosa AW/CL za
procjenu veli¢ine pri spolnoj zrelosti treba uzeti u obzir s oprezom (Landers 1 sur., 2001).
Nekoliko autora izvijestilo je o geografskoj varijabilnosti veli¢ine spolne zrelosti.

Funkcionalna i morfometrijska veli¢ina spolne zrelosti bila je 91,6 mm odnosno 84,3 mm CL
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za hlapa u obalnim vodama Northumberlanda, UK (Woodruff, 2017). Tully i sur. (2001)
procijenili su vrijednost funkcionalne zrelosti Lso ve¢om od 92,5 mm, dok su Laurans i sur.
(2009) izvijestili o jo§ vecoj vrijednosti funkcionalne zrelosti Lso od 103 — 106 mm CL.
Lizarraga-Cubedo i sur. (2003) otkrili su manju veli¢inu spolne zrelosti za populaciju iz Firth
of Forth (oko 80 mm CL) od populacije iz Hebrides u Skotskoj. Brojni ¢imbenici su povezani
s varijacijama veli¢ine spolne zrelosti za vrste iz roda Homarus, ukljucujuéi temperaturu
(Landers i sur., 2001; Baudron i sur., 2014; Le Bris i sur., 2017), ribolovni pritisak (The
Shelfish Team, 2014; Haarr i sur., 2018), kompeticiju unutar vrste (Grabowski i sur., 2010) i
predaciju (Le Bris i sur., 2017; Turner 1 sur., 2009). Ove razlike u veli¢ini prve spolne zrelosti
takoder mogu biti posljedica lovnosti Zenki hlapa (Tully, 2001), iako Laurans i sur. (2009) nisu
otkrili razlike u lovnosti Zenki s jajima i bez njih. Poznavanje reproduktivnog kapaciteta
klju¢no je za upravljanje iskoriStavanim populacijama jer je potrebno za modele dinamike
stoka 1 novacenja 1 moze se koristiti za definiranje grani¢nih vrijednosti ribolovne smrtnosti
(Laurans 1 sur., 2009). Takoder, vazno je znati razlike u reproduktivnim karakteristikama
izmedu razli¢itih regija kako bi se primjenjivale regionalno specificne mjere upravljanja

iskoriStavanih vrsta.

Geneticka raznolikost, populacijska struktura i povezanost hlapa u Jadranskom i

Sredozemnom moru

Poznavanje distribucije vrsta, strukture 1 veli¢ine populacije u odnosu na prikladnost
staniSta na lokalnim i Sirokim prostornim skalama klju¢ni su parametri za odrzivo upravljanje
ribarstvom temeljeno na ekosustavu. To je posebno vazno za poluzatvoreno Sredozemno more,
gdje je intenzivan ribolovni napor prepoznat kao jedan od glavnih ¢imbenika stresa na morski
ekosustav (Coll i sur., 2012; Colloca i sur., 2013; Corrales i sur., 2018). Naime, vecina
komercijalnth morskih stokova smatra se potpuno iskoriStenim ili prelovljenima
(Vasilakopoulos i sur., 2014; Osio i sur., 2015; Tsikliras i sur., 2015; FAO, 2018) te je
Sredozemno more prepoznato kao jedno od tri glavna ribolovna podrucja za koje je utvrden
najveci postotak stokova koji se izlovljavaju na neodrzivim razinama prema procijeni iz 2015.
godine (Vannuccini i sur., 2018). Na cijelom podrucju rasprostranjenosti danas se stokovi
europskog hlapa smatraju iskoriStenima zbog zna¢ajnog smanjenja ulova kao $to je i slucaj u
mnogim regijama Sredozemnog mora (Lloret i Riera, 2008; Lotze i sur., 2011; Pere i sur.,

2019), iako gotovo nikakva procjena stokova jo$ nije provedena. Geneticki pristupi temeljeni
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na protoku gena i procjeni raznolikosti se mogu takoder koristiti za u¢inkovito upravljanje, jer
je geneticka raznolikost odavno prepoznata kao jedan od temelja ocuvanja bioloske
raznolikosti (Laikre i sur., 2010). S druge strane, intenzivni ribolovni napor moze negativno
utjecati na geneticku raznolikost iskoriStavanih vrsta kroz selekciju i genski otklon (Marty i
sur., 2015). Ribarstvena znanost je prepoznala vaznost znanja o strukturi stoka i dinamici
populacija iskoriStavanih vrsta za odrzivo upravljanje resursima (Ovenden i sur., 2015) i u tu
svrhu uspjesno primjenjuje pristupe populacijske genetike (Cadrin i sur., 2014), ukljucujuéi
odredivanje strukture stoka, geneticke raznolikosti, efektivne veli¢ine populacije i otpornosti

populacije te adaptivnog odgovora na ribolov (Ovenden i sur., 2015; Mati¢-Skoko i sur., 2018).

U svrhu odredivanja geneticke raznolikosti, populacijske strukture, efektivne veli¢ine
populacije i migracijskih obrazaca koji utjeCu na geneticku povezanost hlapa u ovome
istrazivanju koriSteno je 14 neutralnih mikrosatelitnih lokusa i dio COI regije mtDNA
usporedbom 331 jedinke uzorkovane iz sredi$njeg i istonog Sredozemnog mora. Ovo
istrazivanje predstavlja prvi opis genetiCke raznolikosti i strukture populacije hlapa H.
gammarus, dekapodnog raka od ekoloSke i gospodarske vaznosti u Jadranskom moru.
Standardizirani set mikrosatelitnih lokusa, posebno dizajniranih za hlapa, pokazao se robusnim
1 ucinkovitim u analizi geneticke raznolikosti i populacijske strukture. Nakon iskljucenja
lokusa HGAS koji je pokazivao visoku ucestalost nul-alela (> 10 %), nije uo¢ena neravnoteza

vezanosti gena i nije uo¢eno znacajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze.

Opcenito, u ovome istrazivanju zabiljezene su sli¢ne vrijednosti srednjeg broja alela po
lokusu, efektivnog broja alela te alelnog bogatstva u istrazivanim populacijama. Srednja
oCekivana (He) 1 opazena (Ho) heterozigotnost su pokazale umjerenu varijaciju medu
populacijama i ontogenetskim stadijem te su najvece vrijednosti zabiljeZene za populaciju iz
Jonskog mora vjerojatno zbog manjeg broja uzoraka u odnosu na ostale populacije. Takoder,
vrijednosti koeficijenata krizanja u bliskom srodstvu (Fs) bile su niske i statisti¢ki neznacajne.
Fiksacijski indeks opisuje odnos izmedu razlika ocekivane 1 uocCene heterozigotnosti, gdje
vrijednosti oko nule ukazuju da je populacija u ravnotezi, dok vrijednosti znacajno povise nule
ukazuju na viSak homozigotnosti §to moze biti posljedica krizanja jedinki u bliskom srodstvu.
Indeksi geneticke raznolikosti za nedorasle 1 odrasle jedinke su bili usporedivi s vrijednostima
uocenim za populacije hlapa iz sjevernoeuropskih mora gdje su koriSteni isti mikrosatelitni
biljezi (Ellis i sur., 2017). Osim toga, geneticka raznolikost je bila usporediva s rezultatima

istrazivanja populacije s otoka Lundy, zaSti¢enog morskog podrucja u kanalu Bristol
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(Ujedinjeno Kraljevstvo) koji je uspostavljen 2003. (Watson i sur., 2016), $to ukazuje na

stabilnost geneticke varijabilnosti unato¢ intenzivnom ribolovnom naporu unutar regija.

U dostupnim istrazivanjima populacijske strukture hlapa na razli¢itim prostornim
skalama koriSteni su novi i tradicionalni markeri, tj. RAPD (Ulrich i sur., 2001), alozimi
(Jerstad i sur., 2005), mtDNA i RFLP (Triantafyllidis i sur., 2005), mikrosateliti (Huserbraten
i sur., 2013; Watson i sur., 2016; Ellis i sur., 2017) i SNP-ovi (Jenkins i sur., 2019, 2020). Na
Sirokoj prostornoj skali uoCeni su obrasci diskontinuiteta protoka gena i identificirano je
nekoliko glavnih grupa, tj. Atlantska, sjeverno Norveska, Nizozemska i grupa iz Sredozemnog
mora s prisutno$c¢u izolacije prema udaljenosti (IBD) na europskoj razini (Triantafyllidis i sur.,
2005; Ellis i sur., 2017). Nadalje, u istrazivanju Ellis i sur. (2017) kod populacije iz Svedske
zabiljeZen je ograniCen protok gena, no ti su uzorci bili genotipizirani od strane drugih
istrazivaca te uocena geneticka divergencija moze proizaci iz razlika u ocitavanju alela. U
istrazivanju Triantafyllidis i sur. (2005) nije uoéena diferencijacija izmedu uzoraka iz Svedske
i ostalih iz Atlantske regije, ali treba napomenuti kako se ovo istrazivanje temeljilo na mtDNA
koja moze podcijeniti suvremenu divergenciju (Rowe i sur., 2017). Oba prethodno navedena
istrazivanja pokazuju kako populacije smjeStene na granicama areala rasprostranjenosti, kao u
slu¢aju populacija koje potjecu iz sjeverne Norveske i Egejskog mora, predstavljaju diskretne
bioloske jedinice zbog smanjene stope migracije i posljedi¢no povecanog genskog otklona, ali
1 zbog povijesnog prelova populacija. Dodatno, analiza mtDNA takoder je podrzala
subregionalnu podjelu unutar Sredozemnog mora, potvrdujuci diferencijaciju populacija iz
Egejskog mora, Jadranskog mora i iz zapadnog dijela Sredozemnog mora (Triantafyllidis i sur.,
2005) 1ako zakljucke treba uzeti s oprezom zbog malog broja uzoraka populacija iz Jadranskog
mora i zapadnog Sredozemnog mora. Takav obrazac diferencijacije uocen je i u ovom
istrazivanju, gdje je najviSa razina geneticke diferencijacije utvrdena medu populacijama iz
razli¢itih bazena Sredozemnog mora, dok su populacije iz Jadranskog mora bile panmikti¢ne.
Uocena je niska razine ukupne geneticke diferencijacije hlapa (Fst = 0,0062, Dest = 0,023) i
ove vrijednosti se preklapaju s prethodno dokumentiranom razinom ukupne geneticke
diferencijacije pomocu istog skupa mikrosatelitnih lokusa na Sirokom skupu uzoraka
prikupljenih diljem Europe (Fst = 0,007, Dest = 0,011; Ellis i sur., 2017). lako je uo¢ena niska
razina ukupne geneticke diferencijacije, ve¢ina usporedbi Fst-a u parovima su bile znacajne
izmedu populacija iz razliitih bazena Sredozemnog mora, odnosno izmedu populacija iz
Egejskog i Jadranskog mora, Jadranskog i Ligurskog mora te Egejskog i Ligurskog mora.

Vecina jadranskih populacija je pokazala ograni¢en protok gena prema populaciji iz Ligurskog
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mora, osim populacije iz zapadnog srednjeg Jadrana (AD_AN) i populacija nedoraslih jedinki
(AD UM J 1 AD PU J). Unutar Jadranskog mora znacajna geneticka udaljenost je
zabiljezena izmedu populacije otoka Visa (AD_VI) i populacije otoka LoSinja (AD LO).
Visok protok gena i niske vrijednosti Fst-a kod morskih vrsta ne znace izostanak populacijske
strukture, jer izmjena samo nekoliko jedinki po generaciji izmedu populacija moze odrzati
geneticku homogenost (Waples, 1998). Visoki protok gena zabiljezen u Jadranskom moru 1
smanjeni protok prema drugim bazenima potvrden je s objema prostornim analizama Koje
sugeriraju zadrzavanje li¢inki i ograniCenu disperziju unutar Jadranskog mora. Naime,
hijerarhijska strukturna analiza 1 DAPC analiza zabiljezile su tri razli¢ita klastera. Sve
jadranske populacije svrstane su u prvi klaster s postotkom pridruzivanja od 71 %, populacije
iz Ligurskog 1 Egejskog mora u drugi i treci klaster s postotkom pridruzivanja od 82 % 1 63 %,
s izuzetkom populacije iz Jonskog mora koja je pokazala heterogenije podrijetlo, $to je u skladu
s Fst vrijednostima. Poluzatvoreno Jadransko more predstavlja jednu od definiranih
filogeografskih regija unutar Sredozemnog mora. Naime, smanjeni protok gena izmedu
Jadranskog 1 ostatka Sredozemnog mora ve¢ je ranije dokumentiran za nekoliko drugih
morskih vrsta kao $to je kucica (Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758), Cordero i sur., 2014),
sipa (Sepia officinalis Linnaeus, 1758, Pérez-Losada i sur., 2007), list (Solea solea (Linnaeus,
1758), Sabatini i sur., 2018) i hridinasti jezinac (Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816),
Maltagliati i sur., 2010). Daljnja hijerarhijska analiza strukutriranosti populacija samo za

Jadransko more nije uoc€ena.

Ipak, u ovoj studiji uocena je difuzna barijera izmedu Jadranskog i Jonskog mora, iako
se zbog male veli¢ine uzorka jonske skupine ne mogu donijeti Cvrsti zakljucci u pogledu
povezanosti populacija. Jonska populacija pokazala je obrazac diferencijacije od sjevera prema
jugu karakteriziran niskim i neznaajnim Fst usporedbama u parovima sa svim ostalim
uzorkovanim skupinama. Nadalje, sve jedinke u toj skupini bile su djelomi¢no rasporedene u
sva tri klastera identificirana Bayesovskom analizom. Jonsko more ne predstavlja
filogeografsku barijeru i povezano je s Jadranskim morem oceanografskim procesima
prvenstveno obalnim morskim strujama (Villamor i sur., 2014). Stoga izmjena li¢inki 1

suvremeni protok gena uvelike ovise o sposobnosti disperzije vrste (Rossi i sur., 2014).

Najrazli¢itije jedinke karakterizirane visokim koeficijentom pridruzivanja u svoj klaster
potjecu iz Ligurskog mora vjerojatno kao rezultat znacajne izolacije prema udaljenosti (IBD).
Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na diskontinuitet diferencijacije umjesto kontinuirane linije

geneticke diferencijacije. Uoceni diskontinuitet je rezultat prisutnosti barijera protoka gena ili
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potencijalno moze ukazivati na pristran uzorak s neformalnom distribucijom uzorkovanja
unutar regije istrazivanja (Meirmans, 2012). Ipak, pretpostavlja se kako je u slu¢aju populacije
iz Ligurskog mora, IBD manje vazan pokreta¢ suvremene populacijske strukture. Ograniceni
protok gena prema srediSnjem Sredozemnom moru moze se djelomicno objasniti Sicilijskim
tjesnacem koji dijeli Sredozemno more na dva dijela, zapadni i isto¢ni. Sicilijski tjesnac je
prepoznata oceanska fronta kao barijera protoka gena kod nekih morskih riba kao $to je vrsta
ribe iz porodice gobida (Pomatoschistus tortonesei Miller, 1969; Mejri i sur., 2009), skusa
(Scomber scombrus Linnaeus, 1758) i lokarda (Scomber colias Gmelin, 1789) (Zardoya i sur.,
2004). Osim toga, programi poribljavanja mogu utjecati na geneticku strukturu domace
populacije ako se koriste jedinke koje potjeu van podrucja prirodne povezanosti populacija.
Programi poribljavanja se opcenito provode da bi obogatili divlje populacije koje su
prelovljene ili su pred kolapsom stoka. Jedan takav program poribljavanja se provodio na
podrucju Korzike tijekom 1970-tih godina gdje su koriSteni hlapovi koji potjecu s atlantske
obale Francuske. U nedavnom istrazivanju temeljenom na analizi 79 SNP-ova uoceno je da je
program poribljavanja koji se provodio na podrucju Korzike ostavio trag atlantskog podrijetla
u suvremenoj strukturi populacije i utjecao na geneti¢ku strukturu prirodne populacije (Jenkins
i sur., 2020). Ukupno tijekom provedenog poribljavanja pusteno je oko 11 000 mladih jedinki
hlapa atlantskog podrijetla na podruc¢ju Korzike te nije uspostavljen monitoring plan
prezivljavanja pustenih jedinki i novacenja u domacu populaciju. Takav utjecaj poribljavanja
s hlapovima atlantskog podrijetla moze dodatno objasniti uoceni diskontinuitet geneticke
diferencijacije uo€en unutar Sredozemnog mora u ovom istraZivanju. Sli¢no intraspecifi¢ni
hibridizacijski obrazac izmedu uzgojne komarce (Sparus aurata Linnaeus, 1758) atlantskog
podrijetla koje su prebjegle iz uzgajalista 1 divljih jedinki ve¢ je dokumentiran u Jadranu gdje
su jako izmijeSane populacije imale smanjenju genetiku raznolikost (Segvi¢-Bubié i sur.,

2017; Zuzul i sur., 2019).

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju kako uo¢eno smanjenje veli¢ine populacije zbog
prekomjernog izlova, gubitka staniSta 1 drugih antropogenih aktivnosti nisu znacajno utjecali
na neutralnu genetiCku raznolikost. Rezultati testa viska heterozigota u populaciji prema
dvofaznom modelu nisu pokazali signale geneticke erozije u svim testiranim populacijama
hlapa, dok su M omjeri bili iznad 0,68 (prosjek 0,77) kao grani¢na vrijednost za demografski
stabilne prirodne populacije (Garza i Williamson, 2001). U istrazivanju Watson 1 sur. (2016)
zabiljeZzene su znacajne vrijednosti M omjera §to sugerira povijesno smanjenje veliine

populacije hlapa u Irskom moru, dok nedavno smanjenje veli¢ine populacije nije uoceno.
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Takoder, sli¢ne vrijednosti indeksa geneticke raznolikosti bile su zabiljeZene na Sirem podrucju
sjeverne Europe (Watson i sur., 2016; Ellis i sur., 2017). Ipak, postoji potencijalno ograni¢enje
ovog skupa podataka za otkrivanje u¢inka uskog grla zbog relativno kratkog vremena koje je
proslo od znacajnog smanjenja veliCine populacije hlapa u Jadranskom moru. Naime,
posljednji znacajan procijenjeni pad ulova zabiljezen je tijekom 1990-ih, od 119 t po godini do
10 t po godini (Lotze i sur., 2011). Uzimajuci u obzir dugovjeénost ove vrste (42-72 godine,
Sheehy i sur.,, 1999) i relativno dugo generacijsko vrijeme (9,81-12,88 godina, ovo
istrazivanje), moze se pretpostaviti da je proslo premalo vremena/generacija da se uoc¢i gubitak

geneticke raznolikosti genskim otklonom.

Povezanost kod ve¢ine morskih organizama je definirana kretanjem tj. disperzijom
jedinki u pelagi¢nim fazama razvoja i usko je povezana s morskim strujama te je zato trajanje
pelagi¢ne faze vazan ¢imbenik povezanosti morskih populacija (Cowen i sur., 2007). U ovom
istrazivanju suvremene i povijesne procjene protoka gena pokazale su ograni¢enu razmjenu
genetickog materijala izmedu razli¢itih bazena Sredozemnog mora, ali ne i unutar Jadranskog
mora. Naime, rezultati analiza provedenih s Migrate i BayesAss programima pokazali su da
sjeveroistocna obala Jadranskog mora djeluje kao glavni izvor protoka gena u Jadranskom
moru, s asimetri¢nim migracijskim obrascem od sjevernih prema juznim regijama. Ovi rezultati
su dodatno potkrijepljeni nedostatkom izolacije prema udaljenosti (IBD) unutar Jadranskog
mora. Opcenito, povijesne procjene stope migracije podrZzavaju vecéi protok gena medu
istrazivanim populacijama. Iako je dijagnostika modela za ove analize i1 konvergencija dobro
izvedena, BayesAss metoda ima manju osjetljivost kada su vrijednosti Fst izmedu populacija
manje od 0,05, ili u slucajevima visoke stope migracije (Faubet 1 sur., 2007). Budu¢i da su
globalne i vrijednosti Fst -a u parovima medu uzorkovanim populacijama bile ispod praga
kojeg zahtijeva ova metoda, potreban je oprez kod tumacenja ovih rezultata kao preciznih
vrijednosti stopa migracije. Huserbraten i sur. (2013) su istrazivali protok gena izmedu
populacija hlapa u zasticenim podrucjima u NorveSkoj primjenom mikrosatelitnih biljega.
Autori su zabiljezili visok protok gena unutra podruc¢ja istraZivanja s procijenjenom Fst
vrijednosti manjom od 0,0001 na cca. 400 km obale, §to ukazuje na to da je povezanost
populacija primarno odredena disperzijom li¢inki koja je pak uvjetovana prevladavajué¢im
morskim strujama. Galparsoro 1 sur. (2009) izradili su modeliranu kartu prikladnosti staniSta
za Biskajski zaljev te istaknuli da su najpovoljnija staniSta za hlapa mjesta na granici izmedu
sedimentnih i stjenovitih dna na dubinama od 35 do 40 m, s umjerenim do jakim uvjetima

energije valova. Isto¢na obala sjevernog Jadrana ima sli¢ne karakteristike stanista. Jadransko
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more je podijeljeno u tri pod regije, gdje dubina raste od sjevera prema jugu (Trincardi i sur.,
1994). Sjeverni Jadran je najopsezniji kontinentalni Self Sredozemnog mora s prosjecnom
dubinom dna od oko 35 m (Trincardi i sur., 1994). Podrucje gdje su izvorne populacije protoka
gena (AD UM, AD PU) uzorkovane je istocna obala sjevernog Jadrana, koju karakteriziraju
uglavnom muljevita dna proSarana krskim elementima (Fiitterer i Paul, 1976). Srednji 1 juzni
Jadran karakteriziraju prosje¢ne dubine od 150 m i Siroke depresije duboke 1218-1225 m, dok
heterogeno dno i relativno male dubine Cine isto¢nu obalu sjevernog Jadrana najpogodnijim
staniStem za hlapa. Kameni supstrat pruza zaklon od grabezljivaca dok sedimentna podloga
povecava dostupnost hrane za hlapa. Budu¢i da odrasli hlapovi pokazuju mali raspon kretanja,
najcesce do 3 km od zaklona (Moland i sur., 2011; Oresland 1 Ulmestrand, 2013; Skerritt i sur.,
2015), protok gena unutar Jadrana vjerojatno je primarno odreden potencijalom disperzije

planktonskih li¢inki uz potporu lokalnih oceanografskih karakteristika.

Specifi¢ne lokalne oceanografske karakteristike igraju vaznu ulogu u povezanosti
populacija. Strujanja u Jadranskom moru su uglavnom u smjeru suprotnom od kazaljke na satu,
sa strujama koje se kre¢u prema sjeveru uzduz isto¢ne obale i vrac¢aju se u smjeru juga uzduz
zapadne obale, s izraZzenim vrtlozima u juznom, srednjem i sjevernom Jadranu (Orli€ 1 sur.,
2012). Uz op¢i obrazac panmiksije, takav cirkulacijski sustav uvelike utje€e na povezanost
populacija u Jadranu (Melia i sur., 2016) te moze biti odgovoran za blagi prekid protoka gena
uocen izmedu populacije otoka Visa (AD_VI) iz srednjeg Jadrana i populacija otoka LoSinja
(AD_LO) iz sjevernog Jadrana. lako je novacenje unutar iste populacije na maloj prostornoj
skali bilo zabiljezeno na drugim podru¢jima (Qresland i Ulmestrand, 2013; Watson i sur.,
2016), pretpostavljamo da struja zapadnog Jadrana podrzava disperziju li¢inki iz sjevernog
Jadrana, utjecuci na geneticku homogenost populacija. Uzimajuc¢i u obzir trajanje pelagi¢ne
faze li¢inke, od 2 do 4 tjedna (Schmalenbach i Franke, 2010) i prosjek brzine struje od 25 cm/s
(Poulain, 2001), geneti¢ki materijal bi se potencijalno mogao prenijeti na relativno velikim
udaljenostima, od 300 do 600 km. Zbog vremenskih fluktuacija povezanosti populacija, bilo bi
poZeljno ponovno uzorkovanje, ukljucujuéi populacije na najjuznijim granicama bazena kako
bi se mogao procijeniti geneticki identitet svih mogucih populacija kao izvor protoka gena
unutar Jadranskog mora.

Prakti¢ni nacin integracije genetickih informacija u upravljanje ribarstvom je pracenje
efektivne veli¢ine populacije (Ne). Efektivna veli¢ina populacije je klju¢ni parametar u
populacijskoj genetici jer odreduje razinu geneti¢ke varijacije koja se moze odrzati i pruza uvid

u rizik od izumiranja kao 1 u dugoroc¢ni evolucijski potencijal (Charlesworth, 2009). Kao takva,
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geneticka raznolikost i Ne mogu se koristiti kao proxy za razinu opasnosti iskoriStavanih vrsta
kada nisu dostupni svi potrebni podaci za potpunu procjenu stokova (Hare i sur., 2011;
Ovenden i sur., 2015). U ovome istrazivanju prosjec¢na suvremena efektivna velic¢ina populacije
(NE) procijenjena za populacije hlapa varirala je od 1,560 do 2,094, ovisno o koristenoj metodi,
s preklapanjem intervala pouzdanosti ovih vrijednosti s povijesnim procjenama po populaciji.
Najvece vrijednosti efektivne veli¢ine populacije zabiljezene su za populacije sjevernog
Jadrana (AD_UM i AD_PU). Moguci problem za procjenu efektivne veli¢ine populacije (NEg)
LD metodom (NeEstimator; Do i sur., 2014) mogu predstavljati preklapajuce generacije. Druga
metoda tj. metoda vjerojatnosti implementirana u AgeStructure programu (Wang i sur., 2010)
koristena je kako bi se otklonio potencijalni uéinak preklapajucih generacija na procjene NE.
Ova metoda je posebno razvijena za populacije s preklapaju¢im generacijama te analizira samo
jedinke poznate dobi i spola. Ova dva razliita pristupa dala su sukladne procjene Ne za
jadranski bazen, $to ukazuje na pouzdanost rezultata procjena Ne. Zanimljivo je da je analiza
AgeStructure pokazala nesto nize vrijednosti Ne po dobnoj klasi za muzjake do 20 % za razliku
od NE Zenki. Kod hlapova postoje razlike u ponasanju izmedu spolova na nacin da su muzjaci
ribolov od Zenki. U skladu s navedenim su 1 rezultati prethodnog poglavlja gdje se uocava da
su u lovinama znacajno prisutniji muzjaci. Takve razlike medu spolovima mogu utjecati na
veli¢inu populacije 1 posljedi¢no na Ne muzjaka. Slicna ukupna procjena Ne uocena je kod
hlapova iz sjevernoeuropskih mora (Ellis i sur., 2017). Takoder, sli¢ne vrijednosti Ne su uocene
u istraZzivanju na podrucju Irskog mora, no u analizi je koriSten manji broj mikrosatelitnih
lokusa (Watson i sur., 2016). Osim toga, ove NE vrijednosti spadaju u raspon kriti¢ne veli¢ine
populacije (Ne =1000 - 5000) potrebne za odrzavanje dovoljne geneti¢ke varijance za
adaptivni odgovor u kvantitativnim osobinama (Burger i Lynch, 1997). Rezultati ukazuju na
odgovarajucu snagu hlapa da odgovori na izazove okoliSa, kao §to je ve¢ zabiljezeno kod nekih
drugih morskih vrsta koje su prelovljene, npr. kod plavoperajne tune (Thunnus thynnus
(Linnaeus, 1758), Riccioni i sur., 2010) i vrste ribe iz porodice Scienidae (Totoaba macdonaldi
(Gilbert, 1890); Valenzuela-Quifionez i sur., 2014).

Geneticka raznolikost i demografska povijest populacije hlapa analizirana je pomocu
COlregije mtDNA. Prosjec¢na haplotipna raznolikost (0,456) u svim istrazivanim populacijama
je u skladu sa zabiljezenim podacima za druge morske rakove u Sredozemnom moru poput
vrste Pachygrapsus marmoratus (J.C. Fabricius, 1787) (Deli i sur., 2015) te Aristeus

antennatus (Risso, 1816) (Marra i sur., 2015). Haplotipna raznolikost je bila niza od onih
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zabiljezenih za populacije hlapa ispitane pomocu RFLP analize 3-kb fragmenta mtDNA
(Triantafyllidis i sur., 2005). U navedenom istrazivanju zabiljezeno je smanjenje geneticke
raznolikosti u populacijama iz Jadrana i Egejskog mora u usporedbi s drugim regijama u
Sredozemnom moru, pretpostavljaju¢i da je moguci uzrok tomu sinergijski u¢inak uskog grla,
odsutnost imigracije koja bi povecala geneti¢ku varijaciju i visoka iskoristavanost populacija.
Indeksi raznolikosti mtDNA iz ovog istrazivanja nisu usporedivi s ostalim istrazivanjima, s
obzirom na koriStenje razli¢itih genetickih biljega i/ili duzine sekvence i ograni¢enosti velicine
uzorka. Sirenje rasprostranjenosti je proces koji se dogada u evolucijskoj povijesti veéine vrsta
te moze znacajno utjecati na obrasce geneti¢ke raznolikosti s izravnim posljedicama na
o¢uvanje bioloske raznolikosti. Kolonizacija povoljnih stanista ¢esto se oslanja na founder
dogadaje, uspostava nove populacije iz malog broja jedinki, koji dovode do diferencijacije
izmedu novoosnovanih i izvornih populacija putem genskog otklona (Waters i sur., 2013). U
ovome istrazivanju hipoteza iznenadne populacijske ekspanzije nije odbafena za skup
podataka COI regije. Procjene vremena ekspanzije podrzavaju hipotezu o dogadaju u
pleistocenu za Jadransko more, tj. posljednji glacijalni maksimum (LGM ~ 18 kilo pb), gdje je
na Sirenje i smanjenje europskih populacija hlapova utjecala razina mora (Svitoch i sur., 2000).
Sjeverne 1 srediSnje regije Jadrana tada nisu bile pod morem i razina mora je bila oko 130 m
niza nego danas (Malvi¢ i Veli¢, 2011; Sikora i sur., 2014). Nadalje, orijentacija bazena sjever
- jug pridonijela je postglacijalnoj rekolonizaciji Jadrana iz juznih podrucja u smjeru sjevera
(Bianchi i sur., 2012). Nekoliko founder dogadaja duz rekolonizacijske osi mogli su dovesti do
smanjena geneticke raznolikosti na granicama raspona ekspanzije zbog genskog otklona.
Utjecaj takve dinamike rekolonizacije na geneticku raznolikost je zabiljeZena za gorgoniju
Paramuricea clavata (Risso, 1826) u isto¢énom Jadranu, za koju je zabiljeZena niza geneti¢ka
raznolikost populacija uzorkovanih prema sjeveru, te nije doslo do drastiénog smanjenja
veli¢ine populacije tijekom rekolonizacije (Ledoux i sur., 2018). U ovome istraZivanju, istim
¢imbenicima mogu se objasniti razli¢ite razine raznolikosti haplotipova hlapa uoc¢ene izmedu
sjevernog (0,44) i srednjeg Jadrana (0,62), kao $to je zabiljezeno i kod obrvana, Aphanius
fasciatus (Valenciennes, 1821) (Buj i sur., 2015). Ipak, malo se zna o procesima koji oblikuju

1 odrzavaju obrasce geneticke raznolikosti u Jadranu te su potrebna daljnja istrazivanja.
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Odrzivo gospodarenje i zastita hlapa

Mjere upravljanja ribarstvom hlapa u Hrvatskoj uklju¢uju minimalnu veli¢inu ulova,
zatvorenu sezonu i zabranu ulova zenki s jajima (NN, 42/2016.). Trenutno, ribolovna sezona
je otvorena od 5. svibnja do 1. rujna. S obzirom na mogucée ranije pojac¢ano kretanje hlapova
zbog poviSene temperature, uocen je trend ilegalnog ulova hlapa u Hrvatskoj prije sezone
ribolova, uglavnom u ozujku i travnju (osobni komentar). U buducnosti ¢e stoga trebati
razmotriti izmjene postoje¢eg vremenskog okvira zabrane ribolova ukoliko se nastave uoceni
trendovi pojave. Takoder, posljednjih godina u Europi su uvedene dodatne mjere za zastitu
hlapova, kao §to je obiljezavanje repne peraje u obliku V ureza za Zenke s vanjskim jajima
(Tully, 2001) 1 uspostava zasti¢enih podrucja (Moland i sur., 2021), pa bi se o provedbi ovih
mjera trebalo razmisliti i u Hrvatskoj. Klimatske promjene ¢e zasigurno izazvati razlicite
ucinke na oba sektora ribarstva, gospodarski i rekreacijski. Gospodarski ribari mogu se
prilagoditi ovim promjenama uglavnom kroz Sirenje ribolovnih podruéja sljedeéi distribucije
ciljanih vrsta, §to ¢e posljedicno povecati operativne troskove. No, pitanje je kako ¢e se uo€eni
trendovi odraziti na rekreativni sektor posebice iz razloga $to on i sad predstavlja nepoznanicu
po pitanju koli¢ine ostvarenog ulova. U¢inci klimatskih promjena na ribarsku zajednicu ¢e biti
znacajni jer je drustveno-ckoloski sustav ve¢ pod pritiskom, zbog prekomjernog izlova u
Sredozemnom moru (Miller i sur., 2010; Colloca i sur., 2011; Pranovi i sur., 2013) i o¢ituje se
smanjenom demografskom strukturom i ograni¢enjem zemljopisne distribucije pojedinih vrsta,
ali 1 gubitkom raznolikosti op¢enito (Rijnsdorp 1 sur., 2009; Perry i sur. 2010; Planque 1 sur.,
2010). Ve¢ je prethodno istaknuto kako se razlike u veli¢ini spolne zrelosti, fekunditetu 1
strukturi populacije hlapa izmedu razli¢itih podru¢ja mogu pojaviti kao odgovor na lokalne
uvjete okolisa i lokalne strategije ribolova (Lizarraga-Cubedo i sur., 2015) koje se bitno mogu
razlikovati ¢ak 1 izmedu dva susjedna podrucja/regije/ribolovne zone. Ribolov hlapa je
najceS¢e reguliran samo minimalnom veli¢inom ulova (Pere i sur., 2019) 1 upravitelji u
ribarstvu moraju biti sigurni da propis o minimalnoj veli¢ini ulova odgovara stvarnoj veli¢ini
spolne zrelosti na podrucju upravljanja. Stoga je EU regulativa prepoznala i propisala razlicite
minimalne veli¢ine ulova za hlapa za zemlje sjeverne Europe i Sredozemnog mora. No, mozda
Je isto potrebno razmotriti i na subregionalnoj razini jer je na podrucju rasprostranjenosti hlapa
dokumentirano nekoliko geneticki razlicitih populacija (Triantafyllidis i sur., 2005; Ellis i sur.,
2017), dok su jadranske populacije panmikti¢ne kako smo pojasnili u prethodnom poglavlju
(ovo istrazivanje). Ako se ovi trendovi zagrijavanja mora nastave moze se ocekivati kako ¢e

razlike u glavnim bioloskim tockama izmedu atlantskih i mediteranskih stokova postati jos
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izrazenije. U ovome istrazivanju potvrdeno je da je sjeverni Jadran posebno osjetljivo podrucje
na klimatske promjene. Kako je plitki sjeverni Jadran konfiguriran kao slijepa ulica (Ben Rais
Lasram i sur., 2010; Pranovi i sur., 2016) 1 sprje¢ava daljnju migraciju borealnih vrsta, poput
hlapa, prema sjeveru upitno je kako ¢e se ove vrste ponasati u buduc¢nosti. Zasigurno, uocene
promjene zahtijevaju dublju i slozeniju analizu stoka hlapa i azuriranje postojec¢ih mjera

upravljanja na podrucju Jadranskog i Sredozemnog mora.

Minimalna duzina lovnosti naj¢esce se odreduje prema duzini prve spolne zrelosti vrste
(Lizarraga-Cubedo i sur., 2003; Laurans i sur., 2009). Trenutna minimalna duzina lovnosti
hlapa u Sredozemnom moru odredena od Europske unije je 105 mm CL, kao jedina mjera
upravljanja, s ciljem zastite neodraslih jedinki i osiguravanja mrijesta prije nego §to jedinke
postanu ranjive na ribolov (Le Bris i sur., 2017). Ista minimalna duzina ulova je primijenjena i
u Hrvatskoj. Iako analiza selektivnosti vr§a namijenjenih lovu ribe (40 mm) 1 velikih rakova
(55 mm) u ovome istrazivanju nije provedena, no vjerojatno bi omjer jedinki hlapa ispod 105
mm CL bio znatno nizi od ovdje dobivenog. Nasi rezultati upucuju na to da postojeci pravni
okvir u hrvatskom morskom ribarstvu za hlapa odrzava ulov u pozitivhom trendu, s bioloSkim
karakteristikama koje ne upuéuju na znacajnu promjenu unutar analizirane populacije.
Medutim, produljenje ribolovne sezone (obuhvacanje travnja i rujna) nije preporucljivo, unato¢
pozitivnom trendu ulova posljednjih godina. Dodatni napor je pozeljan zbog smanjenja
ribolovnog pritiska u obalnom dijelu (<3 nm), ne samo za aktivne ribolovne alate ve¢ i za

pasivne alate, kao Sto su razli¢ite mreZe stajacice 1 vrse.

Unos nezavi€ajnih vrsta moze negativno utjecati na bioraznolikost, funkcije u
ekosustavu i na same zavicajne vrste (Molnar i sur., 2008). Jedna od takvih vrsta je i americki
hlap (Homarus americanus) koji je putem uvoza zivih jedinki s americkog trzista, bilo bijegom
ili pustanjem, unesen na podrucju sjeverne Europe (Ellis i sur., 2020). Takoder, na podrucju
Sredozemnog mora zabiljeZena su dva nalaza ameri¢kog hlapa, i to u Jadranu (Pavici¢ i sur.,
2020) 1 Egejskom moru (Kampouris i sur., 2021). Pretpostavlja se da je vektor unosa takoder
trgovina Zivim hlapovima. U slucaju ponavljanja takvih nalaza, postoji opasnost od negativnog
utjecaja na populaciju europskog hlapa jer ove dvije vrste naseljavaju sli¢na stani$ta, a moguc

je 1 prijenos bolesti uz potencijalnu moguénost hibridizacije (Ellis 1 sur., 2020).

Poznavanje strukture stoka i povezanosti populacija vazno je za u¢inkovito upravljanje
ribarstvom. Prvi put, ovo istrazivanje daje detaljnu geneti¢ku strukturu hlapa u Jadranskom

moru 1 informacije o povezanosti populacija izmedu Jadrana i ostalih regija Sredozemnog
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mora. Hlap odavno pokazuje znakove prekomjernog iskoristavanja u Jadranu (Lotze i sur.,
2011), no unato¢ provedbi regulatornih mjera za hlapa poput minimalne veli¢ine ulova i
dopustene sezone ribolova, druge dodatne strateske ili dugorocne upravljacke mjere nisu
predlozene za povecanje brojnosti i biomase te ocuvanje ove vrste. PoboljSanje produktivnosti
1 odrzivosti ribarstva hlapova u Europi se prakticira kroz dva pristupa: poribljavanje (Ellis 1
sur., 2015b; Hinchcliffe i sur., 2021) i uspostavljanje morskih zaSti¢enih podru¢ja (MPA)
(Moland i sur., 2021; Knutsen i sur., 2022). Poribljavanja hlapova ima svrhu u obogaéivanju
prelovljenih stokova te su uglavnom provodena na podrucju sjeverne Europe (Hinchcliffe i
sur., 2021), dok se samo jedan takav program poribljavanja provodio u Sredozemnom moru, i
to tijekom 1970-ih na podru¢ju Korzike (Jenkins i sur., 2020). Zbog jo$ uvijek nepovoljnih
metoda oznacavanja mladih jedinki i ogranicenih saznanja o ekologiji hlapa, posebice ranih
razvojnih stadija, procjena utjecaja i potencijal poribljavanja hlapova ostaju do danas
ograniceni. S druge strane, morska zasti¢ena podrucja su pokazala visok potencijal u odrzivom
upravljanju ribarstvom hlapova (Moland i sur., 2021; Knutsen i sur., 2022). Naime, nakon Cetiri
godine od uspostavljanja zasticenih podru¢ja u juznoj Norveskoj, vrijednosti CPUE-a iz
eksperimentalnog ribolova su se povecéale za oko 2,6 puta u usporedbi s vrijednostima prije
zaStite (Moland 1 sur., 2013a; Nillos Kleiven i sur., 2019), dok se u istom razdoblju u
kontrolnim podru¢jima CPUE povecao 87 % (Moland i sur., 2013a). Takoder, sli¢ni rezultati
zastite uoGeni su na zapadnoj obali Svedske gdje je uoéeno smanjenje prirodne smrtnosti
hlapova, povecanje srednje duzine tijela i CPUE-a (Moland i sur., 2013b). Sveukupno,
zabiljezen je niz pozitivnih ucinaka zaSti¢enih podrucja na hlapove poput povecanja brojnosti,
veli¢ine 1 biomase 1 povecanja ulova (Moland i sur., 2013a; Moland i sur., 2013b; Nillos
Kleiven i sur., 2017; Moland i sur., 2021), zastita specificnih osobina (Sgrdalen i sur., 2020;
Moland i sur., 2021) i zastita geneticke strukture od selekcije ribolovom (Huserbraten i sur.,
2013). Preporuka izvedena iz rezultata ovog istraZivanja je uspostava novih medusobno
povezanih zasti¢enih podrucja, ciljajuci prvenstveno na isto¢ni dio sjevernog Jadrana, podrucje
prepoznato kao glavni izvor protoka gena prema rezultatima ovog rada. Osim ve¢ postojecih
zaSti¢enih podrucja, poput Nacionalnog parka Brijuni u sjevernom Jadranu, veliki udio stanista
hlapa ostaje osjetljivo na antropogene poremecaje i sadasnja razina zastite od 3 % podrucja
sjevernog Jadrana ¢ini se nedovoljnom (Bastari i sur., 2016). Za postizanje uspjeha zaStite
bioloske raznolikosti, morska zaSti¢ena podrucja bi trebala biti prvenstveno povezana s drugim
zaSti¢enim podrucjima putem migracija odraslih jedinki ili disperzijom li¢inki. Poznavanje
bioloskih osobina vrste kao $to je trajanje pelagicne faze li¢inke i strategija mrijesta, zajedno s

Lagrangeovim transportom Cestica unutar lokalnog strujnog sustava za istraZivanje transporta
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licinki i povezanosti populacija, trebaju se uzeti u obzir za prikladno prostorno planiranje

podrucja za zastitu (Bray i sur., 2017; Legrand i sur., 2019).

U ovome istrazivanju nije zabiljezen gubitak neutralne geneticke raznolikosti za
populacije hlapa, ali ribarstvo i antropogeni utjecaji mogu uzrokovati promjene vaznih osobina
pod selekcijom koje se ne mogu jednostavno procijeniti s genetickim biljezima koriStenim u
ovom radu. Osim toga, vazno ogranicenje metoda pridruzivanja koje su se koristile je njihova
moc¢ otkrivanja migranata u slucajevima niske razine diferencijacije populacija, iako to moze
biti premosteno vecom veli¢inom uzorka i dodatnim lokusima, Sto rezultira odgovaraju¢om
snagom za otkrivanje migranata (Paetkau i sur., 2004; Manel i sur., 2005.). U ve¢ini slucajeva
morske vrste funkcioniraju kao diskretne populacije u odrasloj bentickoj fazi, povezane
morskim strujama i disperzijom li¢inki u pelagi¢noj fazi, gdje se moze ocekivati visok protok
gena i nedostatak strukture populacija kada se koriste neutralni mikrosatelitni biljezi.
Homogenost jadranskih populacija hlapova i uoena razina povezanosti istiu potrebu za
zajednickim upravljanjem stokova hlapa s Hrvatske i talijanske strane. Jedan od prioriteta
upravljanja ribarstvom i zaStitom je prepoznavanje populacija koje su glavni izvor protoka
gena, $to je dovelo do povecanja istrazivanja populacijske genomike 1 koriStenja polimorfizma
pojedinac¢nih nukleotida (SNP) kao biljega. SNP biljezi imaju moguénost testiranja velikog
broja lokusa, otkrivanja fine populacijske strukture i asimetriéne dinamike protoka gena.
Mnoge morske vrste pokazale su znatne razine diferencijacije analizom lokusa gena kandidata
pod selekcijom (Cure 1 sur., 2017), dajuéi nove uvide u izvornu populaciju i povezanosti

populacija novacenjem.

Nedavno razvijeni SNP markeri koriste¢i RAD sekvenciranje pokazali su se pouzdanim
u otkrivanju populacijske strukture hlapa (Jenkins i sur., 2019). Ipak, rezultati ovog istrazivanja
pruzaju nove uvide u geneti¢ku raznolikost i strukturu hlapa u Jadranskom moru i koristiti ¢e
za upravljanje ribarstvom i prostorno planiranje mreze morskih zasti¢enih podrucja. Medutim,
za potrebe pracenja stanja populacija i mozebitnih promjena geneticke arhitekture
kvantitativnih osobina kao odgovora na antropogene i/ili klimatske selekcijske pritiske,
preporucljivo je koristenje SNP markera u buduc¢im istrazivanjima hlapa ne samo u Jadranskom

1 Sredozemnom moru, nego na cjelokupnom podruc¢ju njegove rasprostranjenosti.

138



6. ZAKLJUCCI

Na osnovu provedenih istrazivanja o statusu hlapa (Homarus gammarus) u Jadranskom moru,
s ribarstvenog i ekoloSkog stajaliSta uporabom suvremenih metoda ribarstvene biologije i

populacijske genetike, doneseni su sljedeci zakljucci:

1. Za podrugje sjevernog Jadrana u razdoblju od 2008. do 2017. zabiljezeni su statisticki
znacajni porasti ulova, ribolovnog napora i ulova po jedinici ribolovnog napora
(CPUE). Za podrucje srednjeg Jadrana zabiljezen je blagi, ali statisticki neznacajan
porast ulova i ulova po jedinici ribolovnog napora dok je trend ribolovnog napora za

podrucje srednjeg Jadrana bio blago negativan i neznacajan.

2. Zabiljezeni su pozitivni i statisticki znacajni trendovi pridnene temperature mora na
obje istrazivane postaje i to 0,15 °C/god (p < 0,05) na postaji SJ107 te 0,14 °C/god (p
< 0,05) na postaji Stonéici u vremenskom razdoblju od 2008. do 2017. Takoder,
zabiljezeni su pozitivni i znacajni trendovi modeliranih temperatura koji su veéi od
trendova izmjerenih temperatura i to 0,26 °C/god (p < 0,05) na postaji SJ107 te 0,15
°C/god (p < 0,05) na Stoncici. Regionalni sustav modeliranja oceana (ROMS) se
pokazao uspjeSan u reproduciranju varijabilnosti godiSnjih 1 sezonskih pridnenih

temperatura mora za sjeverni i srednji Jadran.

3. Prostorno - vremenske distribucije zimskih (SVO) i proljetnih (TSL) temperaturnih
vrijednosti modela pokazuju znacajan porast zimske (SVO) i proljetne (TSL) sezone na
cijelom Jadranu izmedu prvih (2008. - 2012.) i posljednjih (2013. - 2017.) pet godina
simulacije. Najveéi porast zabiljezen je u plitkom sjevernom Jadranu tijekom obje
sezone (ribolovna zona A), dok je porast manji u dubljim srediSnjim i juZnim dijelovima
Jadrana (ribolovne zone C, F, G). Porast zimske (SVO) temperature u sjevernom
Jadranu je izmedu 1 i 2 °C, a na ve¢em dijelu srednjeg Jadrana izmedu 0 i 1 °C. Porast
proljetne (TSL) temperature jos je veci u oba podrucja, do 2,5 °C u ribolovnoj zoni A

sjevernog Jadrana i do 1,5 °C u ribolovnim zonama srednjeg Jadrana (C, F, G).

4. Uocena je statisticki znacajna korelacija izmedu zimskih (SVO) 1 proljetnih (TSL)
pridnenih temperatura mora i ulova po jedinici ribolovnog napora (CPUE) za ribolovne

zone A i1 C, dok je za zonu G korelacija bila znacajna samo za proljetne temperature.
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Korelacija izmedu grupiranih ribolovnih zona, za sjeverni i srednji Jadran, i ulova po

jedinici ribolovnog napora (CPUE) je bila statisticki znacajna za oba podrucja.

. Duzinski razredi prema duzini glavoprsnjaka (CL) hlapa u uzorku bili su u rasponu od
60 - 190 mm. Najzastupljeniji duzinski razredi za muzjake i1 zenke hlapa u uzorku bili
su od 80 - 120 mm duzine glavopr$njaka. Hlapovi ispod minimalne veli¢ine ulova
(MLS) od 105 mm CL ¢inili su 52,83 % ukupnog uzorka te je omjer spolova bio blago

veéi za muzjake (52,7 %) u odnosu na zenke (47,3 %).

. Opc¢enito, zabiljeZene su niske vrijednosti ulova po jedinici ribolovnog napora (CPUE)
koji je bio u rasponu od 4,6 do 239 g po vrsi. Znacajne razlike uocene su izmedu svih
sezona osim toplog dijela godine, prolje¢a i ljeta, kada su zabiljezene i najvece
vrijednosti (proljece: 102 g/vrsi; ljeto: 101,2 g/vrsi). Uoceno je kako manje jedinke
hlapa nastanjuju pli¢a stanista i blize obali, dok se sve vece jedinke pojavljuju dalje od

obale.

. Zabiljezen je spolni dimorfizam u rastu izmedu muzjaka i Zenki hlapa. Nagibi svih
morfometrijskih odnosa obi¢ne regresije najmanjih kvadrata znacajno su se razlikovali
izmedu Zenki 1 muzjaka. Zabiljezen je izraZeniji rast u masu za muzjake nego Zenke pri
odredenoj duzini glavoprsnjaka (CL) ili ukupne duzine (TL). Pri duZini glavoprSnjaka
od 80 mm Zenke su pocele razvijati sekundarne spolne karakteristike, odnosno imaju

Sir1 abdomen nego muzjaci.

Rezultati standardizirane regresije glavne osi ukazuju na negativni alometrijski rast za
odnose log CL vs. log W i log CL vs. log TL za oba spola, dok su log TL vs. log W
odnosi za oba spola pokazali pozitivnhu alometriju. Za sve odnose izmedu spolova
uocena je ista vrsta alometrije, osim log AW vs log CL odnosa, koji su pokazali

pozitivnu alometriju za Zenke i negativnu alometriju za muzjake.

Standardizirani set mikrosatelitnih lokusa, posebno dizajniranih za hlapa, pokazao se
robusnim 1 ucinkovitim u analizi geneticke raznolikosti 1 populacijske strukture.
Populacije nisu pokazale na znacajno odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze te

nije uo¢ena neravnoteza vezanosti gena.
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11.

12.

13.

14.

Uoceno smanjenje veli¢ine populacije zbog prekomjernog izlova, gubitka stanista i
drugih antropogenih aktivnosti nije znacajno utjecalo na neutralnu geneticku
raznolikost. Rezultati testa viska heterozigota u populaciji prema dvofaznom modelu
nisu pokazali signale geneticke erozije u testiranim populacijama hlapa, dok su M
omjeri bili iznad 0,68 kao grani¢na vrijednost za demografski stabilne prirodne

populacije.

Ukupna geneticka udaljenost procijenjena s Fst i Dest statistikom je iznosila 0,0062 (p
<0,001) 10,023 §to ukazuje na relativno nisku geneticku udaljenost izmedu istrazivanih
populacija. Najvisa razina geneti¢ke diferencijacije je utvrdena medu populacijama iz
razli¢itih bazena Sredozemnog mora, dok su populacije iz Jadranskog mora bile

panmikti¢ne.

Analizom populacijske strukture prepoznata su tri zasebna klastera hlapa. OpaZzena je
homogenost jadranskih populacija, koje su pridruzene u prvi klaster s postotkom
pridruzivanja od 71 %. Populacija iz Ligurskog mora pridruzena je u drugi klaster (82
%), a populacija iz Egejskog mora pridruzena u treci klaster (63 %) dok je populacija
iz Jonskog mora djelomi¢no dodijeljena svakom od triju klastera. Analiza izolacije
prema udaljenosti (IBD) je takoder potvrdila ove rezultate dok analiza provedena
isklju¢ivo na populacijama Jadranskog mora nije otkrila izolaciju prema udaljenosti

zbog geneticke homogenosti.

Suvremene i povijesne procjene protoka gena pokazale su ograni¢enu razmjenu
genetickog materijala izmedu razli¢itith bazena Sredozemnog mora, ali ne i unutar
Jadranskog mora. Povijesne procjene stope migracije u odnosu na suvremene pokazuju
veci protok gena medu istrazivanim populacijama. Rezultati ukazuju da sjeveroisto¢na
obala Jadranskog mora djeluje kao glavni izvor protoka gena u Jadranskom moru, s

asimetricnim migracijskim obrascem od sjevernih prema juznim regijama.

Povezanost populacija je odredena trajanjem pelagi¢ne faze liCinke 1 specifi¢nim
oceanografskim karakteristikama. S obzirom na specifi¢na strujanja u Jadranu i trajanje
pelagi¢ne faze licinke hlapa od dva do Cetiri tjedna geneticki materijal se moZze prenijeti

na relativno velikim udaljenostima, od 300 do 600 km.
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16.

17.

Prosje¢na suvremena efektivna veli¢ina populacije (Ng) procijenjena za populacije
hlapa je kolebala od 1,560 do 2,094, ovisno o koristenoj metodi, s preklapanjem
intervala pouzdanosti ovih vrijednosti s povijesnim procjenama po populaciji. Najvece
vrijednosti efektivne veliine populacije zabiljezene su za populacije sjevernog Jadrana
(AD UM 1 AD PU) te se uocene nesto vece vrijednosti efektivne veli¢ine populacije
do 20 % za zenke nego za muzjake. Procijenjeno oc¢insko generacijsko vrijeme (GI)
hlapa iznosi 11,42 (95 % CI: 9,81 - 12,67) dok majcinsko GI iznosi 12,74 (95 % CI:
11,24 - 12,88).

Prosjecna haplotipna raznolikost u svim istrazivanim populacijama je iznosila 0,456, te
su razlicite razine raznolikosti haplotipova hlapa uocene izmedu sjevernog (0,44) i
srednjeg Jadrana (0,62). Vrijednosti testova neutralnosti za ukupni uzorak bile su
negativne, ali nisu statisticki znacajno odstupali od modela neutralne evolucije, pri
¢emu su analiza neuskladenosti distribucije 1 SSD test podrzali hipotezu o iznenadnoj
ekspanziji populacije. Vrijednosti parametra ekspanzije izraunate iz neuskladenosti
distribucije svih sekvenci iz Jadranskog mora dale su procjene divergencije u rasponu
od 13,5 do 18,9 kilo pb.

Postoje¢i pravni okvir u hrvatskom morskom ribarstvu za hlapa odrzava ulov u
pozitivnom trendu, s bioloSkim karakteristikama koje ne upucuju na zna€ajnu promjenu
unutar analizirane populacije. Produljenje ribolovne sezone (obuhvacdanje travnja i
rujna) nije preporucljivo, unato¢ pozitivnom trendu ulova posljednjih godina.
Preporuka za dodatne mjere za zastitu hlapova su obiljeZavanje repne peraje u obliku
V ureza za zenke s vanjskim jajima kako bi se zastitile reproduktivno sposobne zenke
1 uspostava novih medusobno povezanih zasti¢enih podrucja, ciljaju¢i prvenstveno na
isto¢ni dio sjevernog Jadrana, podrucje prepoznato kao glavni izvor protoka gena prema

rezultatima ovog istrazivanja.
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Tablica P1l. SaZeta statistika za geneticku raznolikost vrste Homarus gammarus, prikazuje broj uzoraka (n), broj alela (nA), opaZenu
heterozigotnost (Ho) i o¢ekivanu heterozigotnost (He) i fiksacijski indeks (FIS) za 14 mikrosatelitnih lokusa za svih 13 populacija.

Lo AD_VE_A AD_UM_A AD_PU_A AD_LO_A AD_AN_A AD_HV_A AD_VI_A LG_CO_A 10_PA_A EG_AL_A AD_UM_J AD_PU_J AD_AN_J
D106 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 6 6 7 6 6 6 6 7 4 5 5 5 5
HO 0,85 0,85 0,77 0,82 0,79 0,67 0,75 0,86 1,00 0,80 0,63 0,67 0,81
HE 0,78 0,80 0,79 0,78 0,80 0,75 0,73 0,76 0,82 0,74 0,78 0,69 0,75
FIS 0,1 0,07 0,02 -0,06 0,02 0,11 -0,04 0,13 -0,26 -0,08 0,21 0,03 -0,08
c118 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 6 6 6 6 6 6 6 6 4 5 4 6 6
HO 0,65 0,60 0,60 0,74 0,71 0,62 0,57 0,61 0,50 0,55 0,63 0,71 0,50
HE 0,59 0,58 0,60 0,70 0,68 0,59 0,54 0,58 0,79 0,73 0,65 0,63 0,62
FIS -0,11 -0,05 0,06 -0,05 -0,05 -0,05 -0,06 0,04 0,4 0,25 0,04 0,13 0,2
B4 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 4 5 6 6 4 5 4 6 2 3 3 4 3
HO 0,45 0,48 0,50 0,56 0,50 0,49 0,46 0,61 0,25 0,45 0,13 0,58 0,50
HE 0,54 0,50 0,55 0,82 0,58 0,40 0,40 0,62 0,25 0,38 0,24 0,48 0,45
FIS 0,17 0,03 0,09 0,17 0,14 0,21 0,15 0,02 0 0,19 0,5 0,22 0,13
D117 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 3 7 5 6 4 6 5 3 3 6 3 5 4
HO 0,60 0,48 0,58 0,68 0,79 0,62 0,75 0,46 0,75 0,55 0,75 0,29 0,69
HE 0,55 0,59 0,59 0,60 0,60 0,61 0,62 0,44 0,61 0,56 0,54 0,58 0,56
FIS 0,1 0,18 0,02 0,14 0,32 0,01 0,22 -0,05 -0,29 0,02 0,42 0,50 0,23
c103 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 6 7 6 6 5 5 6 5 3 4 4 6 5
HO 0,70 0,71 0,73 0,65 0,71 0,82 0,79 0,64 0,75 0,60 0,75 0,71 0,75
HE 0,64 0,69 0,70 0,72 0,70 0,73 0,69 0,70 0,71 0,63 0,64 0,71 0,72
FIS -0,09 -0,02 -0,04 0,10 0,01 0,13 0,14 0,08 -0,06 0,05 0,18 0,01 -0,05
c120 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 7 9 10 9 6 9 8 7 5 6 4 7 6
HO 0,70 0,75 0,81 0,74 0,71 0,69 0,71 0,79 1,00 0,55 0,63 0,54 0,75
HE 0,79 0,30 0,84 0,78 0,77 0,81 0,78 0,86 0,86 0,59 0,78 0,82 0,79
FIS 0,12 0,06 0,04 0,06 0,08 0,15 0,08 0,09 0,2 0,07 0,21 0,34 0,05
B6 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 5 6 6 7 5 6 6 6 5 6 5 5 7
HO 0,90 0,79 0,73 0,82 0,71 0,82 0,79 0,79 0,75 0,75 1,00 0,67 0,75
HE 0,76 0,73 0,76 0,83 0,74 0,75 0,77 0,76 0,86 0,72 0,78 0,74 0,69
FIS -0,18 -0,08 0,04 0,01 0,04 0,1 0,02 0,04 0,14 0,04 0,32 0,11 -0,08
D129 n 20 48 43 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 6 7 6 7 4 6 8 6 4 5 3 7 6
HO 0,55 0,79 0,54 0,65 0,57 0,72 0,71 0,61 0,75 0,70 0,63 0,67 0,81
HE 0,53 0,77 0,56 0,69 0,66 0,69 0,74 0,63 0,75 0,59 0,69 0,63 0,69
FIS -0,04 0,03 0,03 0,07 0,14 0,04 0,03 0,03 0 0,19 0,10 -0,05 0,19
c6 n 20 48 48 34 14 39 28 27 / 20 8 24 16
nA 6 6 6 6 4 6 5 7 / 2 3 6 6
HO 0,40 0,33 0,40 0,29 0,21 0,31 0,25 0,41 / 0,10 0,25 0,50 0,63
HE 0,36 0,37 0,40 0,36 0,32 0,30 0,26 0,49 / 0,10 0,24 0,50 0,56
FIS 0,11 0,09 0,01 0,2 0,35 0,01 0,06 0,18 / -0,03 -0,04 0,01 0,12
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C129 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 8 6 9 8 7 10 9 7 5 7 5 8 6
HO 0,70 0,67 0,75 0,74 0,57 0,72 0,71 0,71 0,75 0,75 0,63 0,75 0,75
HE 0,81 0,73 0,77 0,82 0,77 0,83 0,79 0,71 0,79 0,77 0,79 0,83 0,73
FIS 0,14 0,08 0,03 0,1 0,26 0,14 0,1 -0,001 0,05 0,03 0,22 0,1 -0,03
D110 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 6 8 9 10 7 8 8 9 4 8 7 5 7
HO 0,85 0,73 0,77 0,88 0,71 0,74 0,86 0,71 1,00 0,80 0,88 0,54 0,81
HE 0,71 0,76 0,78 0,78 0,77 0,77 0,77 0,78 0,75 0,69 0,79 0,71 0,74
FIS -0,2 0,05 0,01 -0,14 0,08 0,04 -0,12 0,09 -0,41 -0,17 -0,11 0,24 -0,1
C131b n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 9 9 10 10 8 10 9 10 4 9 7 8 9
HO 0,65 0,83 0,77 0,79 1,00 0,79 0,96 0,79 0,75 0,80 1,00 0,75 0,88
HE 0,81 0,82 0,80 0,85 0,86 0,86 0,86 0,79 0,75 0,87 0,87 0,80 0,70
FIS 0,2 -0,02 0,04 0,07 -0,17 0,07 -0,12 0,01 0 0,08 -0,17 0,06 -0,1
Ci11 n 20 48 48 34 14 39 28 28 4 20 8 24 16
nA 5 6 5 5 4 5 4 7 4 6 4 4 6
HO 0,60 0,63 0,85 0,88 0,86 0,74 0,71 0,75 1,00 0,80 0,50 0,75 0,75
HE 0,71 0,73 0,75 0,74 0,68 0,69 0,76 0,70 0,79 0,77 0,75 0,68 0,74
FIS 0,16 0,15 -0,14 -0,19 -0,27 -0,08 0,06 -0,08 -0,33 -0,04 0,35 -0,11 -0,01
D111 n 20 48 48 34 14 39 28 27 4 20 8 24 16
nA 7 7 7 8 7 7 8 8 4 6 4 8 6
HO 0,65 0,73 0,69 0,59 0,50 0,69 0,75 0,78 0,75 0,75 0,50 0,67 0,69
HE 0,73 0,68 0,68 0,71 0,71 0,72 0,76 0,70 0,79 0,65 0,65 0,71 0,72
FIS 0,11 -0,07 -0,004 0,18 0,3 0,04 0,01 -0,12 0,05 -0,17 0,24 0,06 0,05
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