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1. UvOD

1.1. Raznolikost hrvatske ihtiofaune

Ribe su najraznolikija i najbrojnija skupina zivucih kralje$njaka te predstavljaju vrlo vazan
dio ukupne bioloske raznolikosti i kljuénu sastavnicu gotovo svakog morskog i slatkovodnog
ekosustava. One pokazuju neobi¢no velike prilagodbe u bioloskim i ekoloskim osobinama te u
morfologiji i staniStima koja nastanjuju (Dul¢i¢ i Kovaci¢ 2020). Iako je pojam ,,riba* itekako
uvrijezen, on ne odrazava evolucijsku i taksonomsku jedinicu, ve¢ se njime mogu opisati svi
vodeni kraljesnjaci sa Skrgama tijekom cijelog zivota i tjelesnim privjescima u obliku peraja
(Nelson 2006). Prateci taj kriterij, pojam ,,riba“ predstavlja polifiletsku skupinu kralje$njaka i
ukljucuje sljedece, danas zivuce, razrede: sljepulje (Myxini), paklare (Petromyzonti),
precnouste (Elasmobranchii), cjeloglavke (Holocephali), mnogoperke (Cladistii), zrakoperke

(Actinopteri), resoperke (Coelacanthi) i dvodihalice (Dipneusti) (Van der Laan i sur. 2014).

Jedna od najéescih podjela riba je prema tipu vodenog stanista koje nastanjuju. Tako je
danas uvrijezena podjela riba na morske, na koje otpada oko 49 % svih trenutno opisanih vrsta,
i slatkovodne, na koje otpada oko 51 % svih trenutno opisanih vrsta (Fricke i sur. 2024). Voda
koja prekriva oko 73 % planeta Zemlje predstavlja izazovno staniste, ali i nudi brojne
moguénosti. Tako danas ribe nastanjuju gotovo sva vodna tijela na planetu, no njihova
raznolikost itekako se razlikuje. Naime, brojna stanista zahvaljujuci svojoj kompleksnosti, kao
Sto su koraljni grebeni i slatkovodna staniSta, pruzaju brojne ekoloske nise koje su omogucéile
specijaciju brojnih vrsta. S druge strane, brojna druga stanista kao $to je otvoreno i duboko
more su u potpunosti drugacijeg karaktera sto je uvjetovalo specijaciju nesto manjeg broja vrsta

izrazito drugacijih strategija zivotne povijesti (Pough i sur. 2013).

Danasnja raznolikost morskih riba u Hrvatskoj odrazava geolosku proslost ¢itavog Jadrana.
U prvom redu njegove zemljopisne, hidrografske i batimetrijske osobine. U geoloskoj proslosti,
promjene u razini mora i temperature Jadrana u posljednjih 2,5 milijuna godina, ukljucujudi i
zadnje ledeno doba kada je razina mora bila oko 120 m niza nego danas, utjecale su na sastav
vrsta u Jadranu. Uz to, Jadran se moze promatrati kao zaljev Sredozemnog mora, pa se tako
glavnina vrsta koje se mogu pronac¢i u Jadranu, mogu na¢i i u ostatku Sredozemnog mora.
Razlike u dubinama sjevernog, srednjeg i juznog Jadrana takoder utjeu na moguénost
naseljavanja pojedinih riba, naro¢ito mezopelagickih vrsta. Osim toga, u proteklim desetlje¢ima
covjekov utjecaj takoder uvjetuje promjenu u zajednicama zivih organizama koji se u pogledu

morskih ihtiocenoza ocituje kroz direktne negativne ljudske djelatnosti, klimatske promjene i
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,.lesepsijske migracije §to znacajno mijenjaju sastav ihtiofaune Jadrana. Tako prema trenutnim
podacima u Hrvatskoj obitava 449 morskih riba no taj broj bi u narednim godinama mogao biti
i veci (Lipej 1 sur. 2022, Dul¢i¢ i Kovaci¢ 2020).

Raznolikost slatkovodnih riba u Hrvatskoj rezultat je nekoliko razloga. Prvi je geografski
polozaj Hrvatske koja se nalazi na raskrizju nekoliko biogeografskih regija: kontinentalne,
mediteranske i alpinske. Takav geografski polozaj ukljucuje dva potpuno ihtioloski odvojena i
razli¢ita rije¢na slijeva: dunavski i jadranski, od kojih je jadranski izrazito bogat endemima
(Caleta i sur. 2019). Upravo zbog velikog broja endema, to je podrudje dobilo naziv ,,vruée
tocke* raznolikosti. Drugi je razlog kompleksna geoloska proslost regije koja je omogucila
razne vikarijatne dogadaje i razdoblja povoljnih prilika, pa je podru¢je dinaridskog krsa
omogucilo nesmetan razvoj starih populacija nekih slatkovodnih vrsta riba i izvoriste je u kojem
je pocela kolonizacija Sireg podrugja (Caleta i sur. 2015, Caleta i sur. 2019). No, &ovjekov
utjecaj na slatkovodne ekosustave rezultirao je i uvodenjem stranih vrsta u iste, koje danas
predstavljaju glavnu prijetnju opstanku autohtonih. Prema Caleta i sur. (2019), u Hrvatskoj
obitava 137 vrsta slatkovodnih riba $to ju svrstava u sam vrh prema brojnosti vrsta slatkovodnih

riba u Europi (Mrakov¢i¢ i sur. 2006).

Kada bismo htjeli prikazati ukupan broj riba koje mozemo pronaéi u Hrvatskoj, on nece
biti jednak zbroju gore navedenih brojeva, buduci da postoji dio riba koji se mozZe pronaci u
oba staniSta. Rije¢ je o eurihalinim vrstama koje nastanjuju braki¢ne i tranzicijske vode,
odnosno ekosustave na granici kopna i mora pod utjecajem plime i oseke, sa salinitetom ve¢im
od 0,5 %o (Agencija za okolis i prirodu 2015). Tranzicijske vode obuhvacaju obalne mocvare i
pli¢ine, lagune, estuarije i druge prijelazne vode te morske uvale. Ova specifi¢na stanista imaju
obiljezja usko povezana s koli¢inom unosa slatke vode povrSinskim tokovima ili vruljama,
fluktuacijama plime i oseke, ali i ljudskim djelatnostima koja su u proslosti, ¢esto znacajno,
mijenjala ova podrucja kroz melioraciju zemljista, pretvorbu istog u ribnjake za uzgoj ribe ili
izgradnju solana (Facca i sur. 2020). U eurihaline vrste riba koje dolaze u Hrvatskoj ubrajaju
se obrvan, Aphanius fasciatus (Valenciennes, 1821), ¢epa, Alosa fallax (Lacepede, 1803), Silo
crnoboko, Syngnathus taenionotus Canestrini, 1871, iverak, Platichthys flesus Linnaeus, 1758,
lubin, Dicentrarchus labrax Linnaeus, 1758, orada, Sparus aurata Linnaeus, 1758, glavoci,
Gobiidae, i cipli, Mugilidae (Caleta i sur. 2019, Dul¢ié¢ i Kova¢i¢ 2020). Spomenute vrste ili
trajno nastanjuju takva stanista ili ih koriste kao sklonista, mjesto reprodukcije, mjesto cuvanja

mladi ili kao hranilista (Franco i sur. 2009).



1.2. Obrvan
1.2.1. Taksonomija obrvana

Obrvan, Aphanius fasciatus (Valenciennes, 1821), pripada rodu Aphanius, porodici

Aphanidae, redu Cyprinodontiformes, razredu Actinopterygii.

Saranozupke (Cyprinodontiformes) su monofiletski red, morfoloski i ekoloski raznolikih
riba koje su globalno rasprostranjene u slatkovodnim, braki¢nim i morskim stanistima tropskog
I umjerenog pojasa. Taksonomija reda je nedavno revidirana (Piller i sur. 2022) te ga tako danas
sainjava Sesnaest priznatih porodica: Anablepidae, Aphaniidae, Aplocheilidae,
Cubanichthyidae, Cyprinodontidae, Fluviphylacidae, Fundulidae, Goodeidae,
Nothobranchiidae, Orestiidae, Pantanodontidae, Poeciliidae, Procatopodidae, Profundulidae,
Rivulidae i Valenciidae (Slika 1) (Parenti 1981, Freyhof i sur. 2017, Braganca i Costa 2018,
Piller i sur. 2022).

Poeciliidae “®
95 Anablepidae “*mmm——=t Linfja |
e )
- Fluviphylacidae @7 i r— )
:<Procatopodldae Cra
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100 75 _ B 2
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D S
Goodeidae % g
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100 ) . o
100 Cyprmodontlda 9
8 .
> Linija IV
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100 Fundulidae m
S
Pantanodontidae Linija vV
100 . s -
100 Nothobranchiidae %é% 3
)
100 Aplocheilidae <@ e - 3
== Linija VI 5
Rivulidae _g
<
— Atheriniformes
58

Beloniformes

Cichlidae

0,03

Slika 1. Filogram (ML) reda Cyprinodontiformes. Preuzeto iz Piller i sur. 2022.

Taksonomija vrsta roda Aphanius bila je predmet brojnih istrazivanja, buduci da se vrste
nisu mogle jednostavno razlikovati na temelju vanjske morfologije. Naime, tradicionalni

pristupi taksonomiji temeljen na morfologiji ¢esto ne moze razlikovati kripti€ne sastavnice



bioraznolikost §to moze dovesti do podcjenjivanja iste, narocito genske raznolikosti, ¢ime moze
doc¢i do neadekvatne zastite pojedinih vrsta i/ili populacija (Esmaeili i sur. 2020). Stoga se
integrativnim pristupom temeljenim na morfoloskim i molekularnim podacima dobivaju novi

pogledi na taksonomiju i filogeniju pojedinih vrsta.

Prema ranijim shvaéanjima, obrvan je pripadao porodici Cyprinodontidae (Parenti 1981),
a na temelju opseznih, multigenih filogenetskih istrazivanja pokazano je kako je porodica
Cyprinodontidae polifiletska te je rod Aphanius srodniji porodicama Valenciidae i Poeciliidae
(Pohl i sur. 2015, Helmstetter i sur. 2016, Reznick i sur. 2017). Tako su Freyhof i sur. (2017)
na temelju navedenog izdvojili pripadnike roda Aphanius u zasebnu porodicu Aphaniidae.
Naime, tradicionalno su ciprinidontiformne ribe zapadnog Palearktika svrstavane u dvije
porodice, Valenciidae i Cyprinodontidae (Parenti 1981, Kottelat i Freyhof 2007, Van der Laan
i sur. 2014), no porodica Cyprinodontidae je obuhvacala Cetiri sasvim razli¢ite skupine riba: pet
srodnih rodova (Cualac, Cyprinodon, Floridichthys, Jordanella, Megupsilon) iz Sjeverne,
Srednje i sjevera Juzne Amerike, rod Aphanius iz zapadnog Palearktika i sjeverne do istocne
Afrike, rod Orestias iz Anda te rod Cubanichthys s Kariba i Kolumbije (Parenti 1981., Van der
Laan i sur. 2014).

Osim promjena na razini porodice, u proteklim je godinama doslo i do promjena na razini
taksonomije samog roda Aphanius. Brojnost vrsta roda Aphanius kretala se oko dvadeset
(Kottelat i Freyhof 2007), a u proteklih desetak godina opisan je velik broj novih vrsta naro¢ito
S podrué¢ja Turske i Irana (Teimori i sur. 2012, Esmaeili i sur. 2014, Teimori i sur. 2014,
Yogurtcuoglu i Freyhof 2018). Nakon $to su Esmaeili i sur. (2020) proveli DNA barkodiranje
vrsta roda Aphanius, prepoznata je velika genska raznolikost te je predlozeno smjeStanje
odredenih vrsta u nove rodove Aphaniops i Paraphanius. Upravo je to iziskivalo dodatan
pregled molekularnih podataka i morfoloskih karakteristika na temelju ¢ega je napravljena nova
klasifikaciju same porodice Aphaniidae (Freyhof'i Yogurtguoglu 2020). Unatoc ¢injenici, kako
su sve vrste unutar porodice sli¢ne po uzorcima ljusaka na tijelu, poloZaju peraja i meristickim
obiljezjima, pronadene su razlike te je prepoznato osam rodova: Anatolichthys, Aphaniops,
Aphanius, Apricaphanius, Esmaeilius, Kosswigichthys, Paraphanius i Tellia (Freyhof i
Yogurtguoglu 2020).

Tako se rod Aphanius razlikuje od ostalih rodova porodice Aphaniidae po jedinstvenom
uzorku boje muzjaka, prvenstveno zute repne peraje, koja se dobro razlikuje od srebrnastih
meduprostora izmedu sivih ili smedih bo¢nih pruga; po prisutnosti koznog omotaca na bazi
analne peraje kod Zenki (nasuprot odsutnosti kod Aphaniopsa), prisutnosti crnog ruba ledne
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peraje kod muzjaka (nasuprot odsutnosti kod svih Aphaniops osim A. sirhani) i prisutnosti

kanala glave (nasuprot odsutnosti u Anatolichtys) (Freyhofi Yogurtguoglu 2020).

1.2.2. Opis i biologija vrste

Jedinke obrvana malene su veliine s izrazenim spolnim dimorfizmom, pri ¢emu su
muzjaci manji od zenki (muZjaci dosegnu duljinu od 5 ¢cm, a zenke od 6 cm ukupne duljine).
Tijelo im je izduzeno i1 bo¢no spljosteno s dorzoventralno stisnutom glavom i Sirokim
meduorbitalnim razmakom. Tijelo je prekriveno velikim cikloidnim ljuskama. Nemaju bo¢ne
pruge, a u mediolateralnom nizu postoji 23 do 30 ljusaka. Usta su polugornja s blago
ispupcenom donjom ¢eljusti te 12 do 16 trovrhih zubi u jednom redu u obje ¢eljusti. Sve peraje
posjeduju samo mekane SipCice. Ledna i podrepna peraja smjestene su u straznjoj polovici tijela
s osnovicom ledne peraje smjeStenom nesto viSe prema naprijed. Prsne peraje su umjereno
kratke, a trbusne su male i smjeStene na sredini tijela (Kottelat i Freyhof 2007, Dul¢i¢ i Kovacié

2020).

Spolni dimorfizam jedinki osim u veli¢ini tijela o€ituje se i u obojenosti jedinki (Slika 2).
Muzjaci ove vrste imaju zelenosmede do sivosmede obojenje tijela s 8 do 15 plavosivih
okomitih traka duz bokova te Zuckaste peraje s viSe ili manje izraZenim crnim, popre¢nim
pojasom blizu ruba repne i ledne peraje. Ledna i podrepna peraja su veée od istih kod Zenki, a
njihova veli¢ina 1 intenzitet obojenosti pokazuju dominantnost jedinke (Cavaro i sur. 2021).
Zenke su svjetlije obojene te imaju 11 do 17 kraé¢ih tamno smedih traka koje se ne protezu
cijelom visinom tijela. Peraje su bezbojne do blijedo Zute (Jardas i sur. 2008, Kottelat i Freyhof
2007, Mrakov¢i¢ 1 sur. 2006). Obojenje muZzjaka povezano je s okoliSnim ¢imbenicima tako
muzjaci koji Zive u staniStima veceg saliniteta imaju izraZenije Zuto obojane peraje buduci da
mnogi pigmenti pokazuju antioksidativno djelovanje. Takoder, imaju izraZeniju ispruganost
ako naseljavaju staniSta s viSe vodene vegetacije §to je pokazano i na drugim ribama koje

naseljavaju heterogena stanista s gustom podvodnom vegetacijom (Cavraro i sur. 2021).

Obrvan je eurifagni omnivor koji se hrani uglavnom beskraljesnjacima, algama i organskim
detritusom (Jardas i sur. 2008, Kottelat i Freyhof 2007, Mrakovc¢i¢ i1 sur. 2006), a njegova
prehrana varira s dobi jedinke i godi$njim dobima (Facca i sur. 2020). Uz to, ima klju¢nu ulogu

u priobalnim 1 hipersalinim ekosustavima gdje je bitna karika u hranidbenim mreZama.



Slika 2. Morfologija muzjaka (A) i zenke (B) obrvana (Aphanius fasciatus).
Preuzeto iz Lionetto i sur. 2023.

Obrvan ima kratko generacijsko vrijeme koje u prosjeku iznosi 3,5 godina, a najvise do Sest
godina. Jedinke spolno sazrijevaju sa 7 do 12 mjeseci, a upravo rano spolno sazrijevanje jedna
je od strategija zivotinja koje zive u nestabilnom i nepredvidljivom okoliSu. Mrijeste se u vise
navrata u periodu od travnja do kolovoza ¢ime im je povecan fekunditet te omoguceno
polaganje vecih jaja §to pozitivno utjece i na vjerojatnost preZivljavanja. Mrijest se uglavnom
odvija u izrazito slanim ili bo¢atim vodama bez kompetitivnog pritiska. Li¢inacka faza izostaje.
Mlad se izvaljuje nakon 10 do 14 dana, nakon &ega tvore velike plove. Zenke su opéenito
brojnije od muzjaka, iako omjer spolova pokazuje sezonske varijacije. Tako muZzjaci koji su
obojaniji od Zzenki i koji se udvaraju prilikom parenja imaju veéu smrtnost tijekom

reproduktivnog razdoblja (Facca 1 sur. 2020, Kottelat 1 Freyhof 2007, Mrakovc¢i¢ 1 sur. 2006).

Obrvan naseljava obalne lagune, obalne mocvare, pli¢ine i muljeve, estuarije i druge
prijelazne vode, kao i umjetna slana i bocata staniSta (Mati¢-Skoko i sur. 2005, Mrakov¢ié i
sur. 2006, Bakran-Petricioli i Jakl 2007, Buj i sur. 2015, Reni¢ i sur. 2023). Stanista koja
nastanjuje su uglavnom malih povrSina i diskontinuirana, a mogu biti vrlo visoke slanosti §to je
za mnoge ribe nepogodno te predstavlja zapreku njihovom opstanku. Tako je za obrvana

zanimljivo da moze podnijeti temperaturni raspon od 4 do 40 °C te se razmnozavati pri salinitetu
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od 10 do 80 %o, ¢ime se ubraja medu najotpornije euritermne i eurihaline vrste Mediterana

(Facca i sur. 2020, Buj i sur. 2015, Jardas i sur. 2008).

1.2.3. Rasprostranjenost obrvana

Prirodno je rasprostranjen u veéem dijelu Mediterana (Slika 3). lzostaje u njegovu
najzapadnijem dijelu gdje je zamijenjen vrstama Apricaphanius iberus (Valenciennes, 1846) i
Apricaphanius baeticus (Doadrio, Carmona & Fernandez-Delgado, 2002) te u Egejskom moru
gdje ga zamjenjuje Aphanius almiriensis Barbieri, Kottelat & Stomboudi, 2007. U
jugoistocnom Sredozemnom moru areal mu se djelomicno preklapa s rasprostranjenosc¢u vrste
Aphaniops dispar (Riippell, 1829). Takoder moze se pronaéi i u Sueskom kanalu i u slatkim
vodama sjevera Afrike (Freyhof i Yogurtcuoglu 2020). Danasnja mu je rasprostranjenost
ograni¢ena na bocate i hipersaline vode u slanim mocvarama i lagunama gdje je brojan pri
malim dubinama. Procjenjuje se da na razini Mediterana danas obitava 135 populacija obrvana
(\Valdesalici i sur. 2019).

r’ b
0 25075000750 km
BN

@ Aphanius almiriensis

* Aphanius fasciatus

Slika 3. Kartografski prikaz rasprostranjenosti vrsta roda Aphanius.

Preuzeto iz Freyhof'1 Yogurtguoglu 2020.



1.2.4. Rasprostranjenost obrvana u Hrvatskoj

Budu¢i da je obrvan vrsta koja se najéeS¢e ne uzorkuje standardnim metodama i u
standardnim pracenjima stanja kako morskih, tako i slatkovodnih ihtiocenoza, podaci o
njegovoj rasprostranjenosti u Hrvatskoj su sporadi¢no poznati. Prvi precizni podaci o
rasprostranjenosti su objavljeni u Crvenoj knjizi slatkovodnih riba Hrvatske (Mrakov¢ic 1 sur.
2006) i Crvenoj knjizi morskih riba Hrvatske (Jadaras i sur. 2008) i to na lokalitetima solanama
Ston, Pag i Nin, uvalama Zrce i Dinjiska (otok Pag), Pantan te na uS¢ima Dragonje, Zrmanje,
Karisnice i Neretve. Takoder postoji povijesni podatak o nalazu obrvana u Vranskom jezeru
kod Biograda na Moru na temelju dva primjerka obrvana iz Prirodoslovnog muzeja u Trstu, §to
je1jedini nalaz za to podrucje (Mustafi¢ i sur. 2017). Istrazivanjima kasnijih godina ustanovljen
je izostanak obrvana na lokalitetima Kari$nica (Mioc¢i¢-Stosi¢ 2012.) i us¢e Zrmanje (Basi¢ i
sur. 2008, Mati¢-Skoko i sur. 2007), no pronadeni su novi lokaliteti i to uvala Supetarska Draga
na otoku Rabu i jezero Male Soline u Zabla¢u kod Sibenika (Margi¢ i sur. 2015). Novijeg
datuma, je pronalazak obrvana u uvali S¢uza, &ija je populacija predmet ovog rada. Tako danas
obrvan u Hrvatskoj nastanjuje solanu Pag, uvalu Dinjiska, solanu Nin, solanu Ston, otok Rab
(Supetarska Draga), Pantan, uvalu Séuza i jezero Male Soline kod Zabla¢a pored Sibenika
(Reni¢ i sur. 2023).

1.2.5. UgroZenost i zaStita obrvana

Obrvan je strogo zasti¢ena zavicajna divlja svojta sukladno Zakonu o zastiti prirode (NN
70/05, 139/08), Pravilniku o proglaSavanju svojti zastiCenim 1 strogo zasticenim (NN 99/09) te
je uvrstena u Crvenu knjigu slatkovodnih riba Hrvatske (Mrakov¢i¢ i sur. 2006) i Crvenu knjigu
morskih riba Hrvatske (Jardas i sur. 2008) u kojima ima status ugrozene vrste (EN). Na
globalnom i europskom Crvenom popisu IUCN-a oznaéena je kao najmanje zabrinjavajuca
vrsta (LC) (Crivelli 2006, Freyhof 2010). Medunarodno je zasticen Bernskom konvencijom
(Dodaci 111 111) te Direktivom o oc¢uvanju prirodnih stanis$ta i divlje faune i flore (Dodatak I1).
Temeljem spomenute Direktive na podru¢ju Republike Hrvatske su izdvojena sljedec¢a podrucja
ekoloske mrezZe na kojima su populacije vrste cilj o¢uvanja: HR2001359 Otok Rab, HR3000450
Solana Pag, HR2001384 Solana Dinjiska, HR3000421 Solana Nin, HR3000430 Pantan i
HR3000167 Solana Ston (Reni¢ i sur. 2023).

Kao glavne prijetnje populacijama obrvana prepoznate su sljede¢e ugroze: razlicite

aktivnosti koje dovode do uniStavanja ili degradiranja prirodnih i poluprirodnih stanista,
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odnosno unisStavanje plitkih 1 muljevitih morskih obala navozenjem kamenja 1 sli¢nog
materijala (Reni¢ i sur. 2023). Tako u prvom redu nasipavanje obale i podmorja krutim
materijalom i otpadom, kao i nekontrolirana gradnja privatnih i turistickih objekata te gradnja
marina, lukobrana, sidriSta, kupalista i umjetnih plaza u zatvorenim uvalama priobalnog pojasa
ima za posljedicu promjene ekoloskih ¢imbenika (Jardas i sur. 2008), ali i gubitak geoloski

uvjetovanog malog broja pogodnih stanista za obrvana.

Zatim, strane vrste prisutne u istim staniStima kao obrvan vjerojatno izrazavaju predacijski,
a moguce i kompeticijski negativan u¢inak (Renic i sur. 2023). Poglavito gambuzija (Gambusia
holbrooki Girard, 1859), koje se nalazi na IUCN-ovom popisu 100 svjetski najopasnijih
invazivnih stranih vrsta i za koju je dokazan kompeticijski, ¢ak i predacijski u¢inak na pojedine
populacije obrvana posebice u slatkovodnim i bocatim stanistima (Monti i sur. 2021, Kottelat i
Freyhof 2007, Crivelli 1995).

Razli¢ite promjene hidroloskih rezima tekuéica kao $to su kaptiranje izvora, crpljenje vode
ili meliorativne radnje takoder negativno djeluju na ovu vrstu jer im je sezonsko poplavljivanje

krskih izvora potrebno za razmnozavanje u boc¢atim dijelovima vodotoka (Reni¢ i sur. 2023).

Solane, iako antropogena, izrazito su bitna stanista za opstanak ove vrste. Tako svi uzroci
ugrozenosti koji su posljedica izostanka aktivnosti nuznih za odrzavanje takvih poluprirodnih
staniSta (npr. prestanak rada solana s tradicionalnom proizvodnjom morske soli i sl.) mogu

uzrokovati promjene ekoloskih uvjeta nuznih za opstanak obrvana (Reni¢ i sur. 2023).

Kao dugoroéna ugroza koja prvenstveno ugrozava staniste obrvana prepoznato je podizanje
razine mora, naro¢ito uz nizi dotok sedimenta slatkom vodom, poglavito povremenih i

presusujucih vodotoka (Cavraro i sur. 2017).



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Svrha ovog istrazivanja bila je morfoloski i genski okarakterizirati populaciju obrvana u
uvali Séuza te pokusati objasniti podrijetlo ove populacije te moguée lokalne ¢imbenike koji
utjeCu na njenu raznolikost i trenutno stanje populacije.

Stoga su postavljeni sljedeci ciljevi istrazivanja:

e opisati morfometrijske znacajke populacije,

e opisati gensku raznolikost populacije,

e utvrditi filogenetski polozaj i srodstvene odnose u odnosu na druge populacije ove vrste,
e predloziti konzervacijske mjere za opstanak populacije.

Ostvarivanjem navedenih ciljeva istrazivanje ¢e omoguciti odredivanje evolucijskih puteva
ciljne populacije sa srodnim i geografski bliskim populacijama obrvana te ¢e se omoguciti
predvidanje buduéih reakcija populacije na promijene i prijetnje u okolisu. Prvi cilj pomoéi ¢e
odredivanju raznolikosti morfoloskih znacajki izmedu muzjaka i Zenki na istrazivanom
podrucju. Drugi i treci cilj pruzit ¢e uvid u gensku strukturu i1 raznolikost istrazivane populacije
i povezanost iste s drugim populacijama ove vrste, dok ¢e se Cetvrtim ciljem na temelju
prikupljenih podataka i koriStenjem adekvatnih analiza donijeti zakljucci o najefikasnijim
mjerama zastite populacije. Sve navedeno omoguéit ¢e kvalitetnije planiranje aktivnosti

o¢uvanja populacije obrvana u povoljnom stanju, kao i njegovog stanista.
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3. PODRUCJE ISTRAZIVANJA

Ovim istrazivanjem obuhvaéeno je podrudje uvale Séuza (Slika 4). Ona predstavlja
najuvuceniji dio Medulinskog zaljeva od kojeg je odvojena zastitnim zidom (umjetna porozna
barijera). SmjesStena je na samom jugu poluotoka Istre, izmedu rta Brigi na poluotoku
Premantura i rta Munat Pomerski. Administrativno se nalaze na podrucju Istarske Zupanije,

Op¢ine Medulin (Anonymus 2023).

Uvala Séuza predstavlja prirodnu uvalu nastalu transgresijom mora nakon posljednje
glacijacije. Povrsina uvale iznosi 68,56 hektara s maksimalnom izmjerenom dubinom od 1,7
m. Na podrugju uvale S¢uza prema Karti obalnih i pridnenih morskih stanista (Bioportal 2023)
nalaze se sljedeci staniSni tipovi: Infralitoralni pjeskoviti muljevi, pijesci, §ljunci i stijene u
eurihalinom i euritermnom okolisu (G. 3. 1.) i Asocijacija s vrstom Cymodocea nodosa (G. 3.
2. 2. 1.). Asocijacija s vrstom Cymodocea nodosa odgovara kodu stani$nog tipa znacajnog za
EU (Natura kod) 1110 Pjesc¢ana dna trajno prekrivena morem, dok stani$ni tip Infralitoralni
pjeskoviti muljevi, pijesci, $ljunci i stijene u eurihalinom i euritermnom okolisu odgovara
Natura kodu 1150* Obalne lagune. Ovi stani$ni tipovi nalaze se i na Popisu ugrozenih i rijetkih
staniS$nih tipova zastupljenih na podru¢ju Republike Hrvatske znacajnih za ekolosku mrezu
Natura 2000, a stani$ni tip Obalne lagune prepoznat je kao prioritetni stanisni tip. Uvala Séuza
predstavlja jedno od najvaznijih podru¢ja u Hrvatskoj za prioritetni ciljni stani$ni tip 1150*
obalne lagune (Anonymus 2023), zbog ¢ega je podrucje uvale obuhvaca podrucje ekoloske

mreZe znaéajno za oéuvanije ciljnih vrsta i ciljnih stani$nih tipova; HR3000174 S¢uza.

Zbog svojih stani$nih obiljezja uvala Séuza ima vaznu funkciju rastilista i hranilista mnogih
vrsta riba, a livade morskih cvjetnica pruzaju pogodne uvijete za sparidne vrste riba (ljuskavke,
Sparidae). Na podrucju ¢itavog Medulinskog zaljeva na temelju trenutnih podataka obitava 79
vrsta priobalnih riba svrstanih u 31 porodicu, od ¢ega nesto manje od 60 % stalno prisutnih,

oko 30 % povremeno prisutnih i nesto preko 10 % tranzitnih vrsta riba (Anonymus 2023).

Unato¢ dugoj tradiciji u lovu i uzgoju skoljkasa, kao i u ribolovu (na pomorskoj karti i TK
25.000 uvala se naziva Ribnjak), na podruc¢ju uvale uzgoj danas ne postoji (Anonymus 2023).
Uz to, uvala Séuza je na inicijativu lokalnih ribara uvrstena u Pravilnik o obavljanju ribolova u
zaSticenim podrucjima, posebnim stani§tima i podru¢jima s posebnom regulacijom ribolova
(NN 125/20) kao podrucje ribolovnog mora s posebnom regulacijom ribolova u kojoj je svaki
oblik ribolova (gospodarski, mali obalni, sportski i rekreacijski) zabranjen (NN 125/20;
Anonymus 2023).
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Uzorkovanje je provedeno na dvije postaje. Postaja T1, koja odgovara transektu 1,
predstavlja najsjeverniju tocku zaljeva, a ujedno i mjesto gdje se ulijeva povremeni vodotok u
more. Postaja T2, koja odgovara transektu 2, nalazi se na mjestu spoja obale sa zastitnim zidom
koji uvalu odvaja od Medulinskog zaljeva. Koordinate uzorkovanih postaja zabiljezene su u
HTRS96/TM projekcijskom koordinatnom sustavu te su prikazane u Tablici 1. Kartografski

prikaz podrucja istrazivanja izradio sam u QGIS 3.22.14. programskom paketu.

Tablica 1. Uzorkovane postaje s pripadaju¢im koordinatama u HTRS96/TM projekcijskom

sustavu.
X koordinata Y koordinata
T1 293148 4968204
T2 293943 4967444

0 75 150 km . e postaj¢ uzorkovanja
— ] uvala S¢uza

Slika 4. Kartografski prikaz podru¢ja istrazivanja. Sve podloge preuzete su s Bioportala
(https://bioportal.hr/gis/), a kartografski prikaz je izraden u programskom paketu QGIS 3.22.14.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1.

4.1.1.

4.1.2.

4.1.3.

Popis koriStenih kemikalija, opreme i racunalnih programa

Terenska oprema za sakupljanje uzoraka

mreZa potegaca
¢izme
posude za pohranjivanje uzoraka

96 %-tni etanol

Laboratorijska oprema i kemikalije

digitalna pomi¢na mjerka (Mitutoyo CD—6 CS)

PCR uredaj (eppendorf nexus GX2)

centrifuga (eppendorf Centrifuge 5424)

vodena kupelj (SHEL LAB model no: 1225)

set kemikalija za izolaciju DNA (Dneasy Blood & Tissue Kit;QIAGEN): ATL
pufer, AL pufer, AW1 i AW2 koncentrirani pufer (prema uputama treba dodati
96-100 % -tni etanol), AE elucijski pufer, proteinaza K

set kemikalija za lan¢anu rekaciju polimerazom (HotStarTaq Plus Master Mix
Kit;QIAGEN)

agaroza (Thermo Scientific TopVision Agarose Tablets)

TAE pufer

boja za agarozni gel (Invitrogen SYBR Safe DNA gel stain)

oprema za elektroforezu (BIO RAD SUB-CELL GT i BIO RAD POWER PAC
300)

vrtlozna mijesalica (BIO RAD BR-2000 Vortexer)

mikropipete (Eppendorf Research plus)

uredaj za fotografiranje gela s UV svjetlom (FastGene GelPic LED Box)

Racunalni programi

BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5 (Hall 1999)
DnaSP 5.10 (Librado i Rozas 2009)

Network 4.5.1.6. (Fluxus Technology Ltd.)

MEGA 6.06 (Tamura i sur. 2007)
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e PAUP 4.0b10 (Swofford 2002)

e QGIS3.20.2

e Microsoft Office 2010 programski paket
e Past 4.13 (Hammer i sur. 2001)

e VORTEX 10.6.0.0. (Lacy i Pollak 2023)

4.2. Skupljanje uzoraka

U ovom istrazivanju obradio sam 40 jedinki obrvana za morfometrijska istraZivanja i
dodatnih 30 jedinki za genska istrazivanja. Uzorke su metodom mreza potegaca, skupili
djelatnici Zoologijskog zavoda Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Zagrebu, dana 19.
lipnja 2023. godine. Sve analizirane jedinke obrvana uzorkovane su na postaji T1, dok na
postaji T2 obrvan nije zabiljezen. Nakon $to su ulovljene, jedinke su konzervirane u 96 %-tnoj

otopini etilnog alkohola.

MrezZe potegace predstavljaju primjerenu metodu za uzorkovanje pridnenih ili pelagic¢kih
morskih riba u plitkim obalnim dijelovima, kao i slatkovodnih kada elektroribolov zbog vece
koli¢ine otopljenih soli nije mogu¢ (Renic i sur. 2023). Njima se zapasuje jedan dio mora (uvala,
dio lagune, kanali, us¢a vodotokova u more i sl.) te se potom mreza jednoliko s obije strane
poteZe prema obali bilo uzetom ili pomoc¢u vitla na plovilu koje je privezano za obalu ili

fizickom snagom covjeka (Cetini¢ 1 Swiniarski 1985).

MreZa potegaca koriStena u ovom istrazivanju je jednostruka mreza veli¢ine mreznog oka
od 2 mm do 4 mm. Njome se upravlja pomoc¢u dva dugacka uzeta pri¢vri¢ena na krajevima radi
povlacenja i zbijanja jata riba. Vazna znacajka potegaca je da se riba u njih ne zaplice, nego se
samo skuplja. Sastoji se od gornjeg konopca s plutacama koji plutaju na povrsini te donjeg
dijela s utezima koji struzu po dnu. Iz tog razloga moguce ju je koristiti Samo na onim
lokalitetima gdje su dna Cista pomi¢na, pjeskovita i pjeskovito-muljevita, odnosno tamo gdje
nema stijena, zadijeva i prepreka. PovrSina i dno mreze predstavljaju prirodne zapreke koje

onemogucuju bijeg riba iz podrucja ogradenog mrezom (Renic¢ 1 sur. 2023).

4.3. Morfometrija

Kako bih morfoloski opisao populaciju na istrazivanom podrucju, analizirao sam

morfometrijske odnose 40 jedinki obrvana. Morfometrijska obiljezja odnose se na mjere
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dijelova tijela te udaljenosti izmedu pojedinih dijelova tijela ili odredenih tocaka na tijelu te
predstavljaju kontinuirane znacajke kojima se opisuje sam oblik tijela. Morfometrijske analize
ukljucuju mjerenje pojedinih duljina na tijelu riba te njihovu statisticku obradu i usporedivanje.
Na taj na¢in se omogucuju opisivanje oblika tijela pojedinih riba te utvrdivanje razlika izmedu
populacija i vrsta.

Sve mjere sam izmjerio na tijelu ribe, od tocke do tocke, u laboratoriju pomocu digitalne
pomi¢ne mjerke marke Mitutoyo CD—6 CS s to¢nosti od 0,1 mm. Izmjerio sam dvadeset
odabranih morfometrijskih svojstava prema Kottelat i Freyhof (2007), (Slika 5): totalna duljina
(TL), standardna duljina (SL), predorzalna udaljenost (aD), predprsna udaljenost (aP),
predtrbusna udaljenost (aV), predpodrepna udaljenost (aA), duljina glave (c), predo¢ni prostor
(prO), promjer oka (Oh), zao¢ni prostor (poO), duljina baze ledne peraje (IDb), duljina prsne
peraje (IP), duljina trbusne peraje (IV), V-A udaljenost, duljina baze podrepne peraje (IADb),
visina repnog drska (h), najveca visina tijela (H), visina glave (HcO), najveca Sirina tijela (lac)

i meduocna Sirina (io).

TL
SL
aD IDb
C
[prO Oh poO
O X s .,“' - 1
& 1
HI g o, 4R
™
v 1Ab
aP
aVv V-A
aA

Slika 5. Prikaz morfometrijskih mjera koje su se koristile u istrazivanju. Prikazane su sve
mjere osim mjera Sirine. Prikaz sam izradio u programu Microsoft PowerPoint 2010, a

fotografiju preuzeo iz Freyhof i Yogurtguoglu 2020.
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Kako bih mogao analizirati morfometrijske mjere, a da se pritom $to viSe smanji
komponenta ekoloskog utjecaja na njih, napravio sam njihovu standardizaciju odnosno iskazao
ih kao relativne vrijednosti. Iako se utjecaj ekoloskih faktora na morfometrijske odnose takoder
ne moze zanemariti, ipak je znatno smanjen. Naime, u brojnim je slu¢ajevima dokazano kako
na morfoloske znacajke pojedinih riba uvelike utjeCu ekoloski uvjeti staniSta te buduci da
genski faktori uvjetuju odredene raspone dimenzija tijela unutar kojih mogu nalaziti pojedine
vrste. Standardizaciju sam proveo tako da sam mjere pretvorio u morfometrijske odnose te ih

iskazao kao odnose koliko puta neka mjera stane u SL, ¢ i H (Kottelat i Freyhof 2007).

Iz izmjerenih mjera za svaku sam jedinku odredio 20 morfometrijskih odnosa ili omjera:
omjer standardne duljine i ukupne duljine tijela (SL/TL); omjere duljine glave, predpodrepne,
predtrbusne, predprsne i predorzalne udaljenosti, V-A udaljenosti, duljina baza ledne i podrepne
peraje, duljina prsne i trbusne peraje, najvece §irine tijela te najveée i najmanje visine tijela sa
standardnom duljinom (c/SL, aA/SL, aV/SL, aP/SL, aD/SL, V-A/SL, IDd/SL, IAd/SL, IP/SL,
IV/SL, lac/SL, H/SL i h/SL); omjere Sirine meduocnog prostora, promjera oka, predo¢nog i
zao¢nog prostrora s duljinom glave (io/c, Oh/c, prO/c, poO/c);omjere visine glave i najmanje

visine tijela s najve¢om visinom tijela (hco/H i h/H).

4.4, Statisticka obrada morfometrijskih znacajki

Statisticka obrada morfometrijskih podataka obuhvacala je deskriptivnu statistiku,
racunanje koeficijenata korelacije te utvrdivanje statisti¢ki znacajnih razlika u morfometrijskim

mjerama i omjerima izmedu muzjaka i Zenki.

Deskriptivnom sam statistikom uredio nestandardizirane podatke te formirao statisti¢ki niz,
sazeo pojedinacne podatke i izrazio ih pomocu pokazatelja srednje vrijednosti i mjera
disperzije. Istaknuo sam minimalne i maksimalne vrijednosti svih morfometrijskin mjera
odvojeno za muzjake i zZenke. IzraCunao sam aritmeticku sredinu, kao najceSéu srednju
vrijednost, svih morfometrijskih znacajki takoder odvojeno za muzjake i Zenke. Od polozajnih
srednjih vrijednosti odredio sam medijan. Uz to, kao mjeru disperzije kojom sam opisao stupanj
varijabilnosti podataka izraCunao sam standardnu devijaciju. Svu deskriptivnu statistiku sam

napravio u programu Past 4.13 (Hammer i sur. 2001).

U istom programu izracunao sam i koeficijent korelacije (Pearsonov koeficijent) Koji

govori o linearnom odnosu izmedu dvije varijable, a ra¢una se kao kovarijanca standardiziranih
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vrijednosti dviju varijabli. S obzirom na to da je ovim testom zaklju¢eno da vecina mjera

znacajno korelira sa standardnom duljinom, napravio sam standardizaciju podataka.

Kako bih provijerio imaju li svi podaci/varijable normalnu raspodijelu (distribuciju) proveo
sam Shapiro-Wilks test normalnosti pri razini pouzdanosti od 95 % i njime dodatno potvrdio
potrebu za standardizacijom podataka. Naime, nulta hipoteza ovog testa pretpostavlja da
vrijednosti podataka svih varijabli prate normalnu distribuciju gdje dolazi do odbacivanja nulte
hipoteze ako je p-vrijednost manja od 0,05. Neke varijable nisu imale normalnu raspodjelu
prema Shapiro-Wilks testu, zbog ¢ega sam dodatno transformirao Ciste podatke pomo¢
logaritma po bazi 10 buduéi da su sve koristene mjere kontinuirane varijable. Ponovnom

provedbom testa podaci i dalje nisu imali normalnu distribuciju.

Za usporedbu srednjih vrijednosti dva nepovezana uzorka, u ovom istrazivanju muzjaka i
zenki, koristio sam parametarski t-test (s obzirom da je veéina podataka imala normalnu
distribuciju) kako bih mogao usporediti, razlikuju li se statisti¢ki znacajno muZzjaci i Zenke po
svojim morfometrijskim karakteristikama. T-test polazi od nulte hipoteze da su dva uzorka
uzeta iz populacija s jednakim srednjim vrijednostima. Nultu hipotezu, kako su aritmeticke
sredine pojedinog morfometrijskog svojstva izmedu muzjaka i zenki s pojedinog lokaliteta
statisticki znacajno razliite (na razini znacajnosti od 5 %) prihvacamo ako je p-vrijednost

manja od 0,05.

Sve navedene testove proveo sam i na morfometrijskim mjerama i morfometrijskim

omjerima u rac¢unalnom programu Past 4.13. (Hammer i sur. 2001).

4.5. Laboratorijske analize uzoraka (izolacija DNA, umnaZanje gena
lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR), sekvenciranje)

Za genske analize je uzorkovano dodatnih 30 jedinki obrvana. Svim jedinkama sam
odrezao repne peraje, a ako su bile premalene i komadi¢ prsnih. Svaki uzorak tkiva sam odlozio
u oznacenu Eppendorf tubicu (0,5 ml), a po potrebi ga i dodatno usitnio Skarama. 1z uzoraka
tkiva izolirao sam DNA pomoc¢u DNeasy Blood & Tissue kompleta za izolaciju (QIAGEN)
slijedeci protokol proizvodaca. U tubice s uzorcima, prvo sam dodao 180 ul ATL pufera i 20
uL proteinaze K. Zatim sam tubice zatvorio i stavio na vrtloznu mijesalicu kako bi se njihov
sadrzaj ravnomjerno izmijesao. U sljedecem koraku uzorke u tubicama stavio sam u vodenu

kupelj na temperaturu od 56 °C u trajanju od 24 sata. Drugi dan ponovno sam ih stavio na
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vrtloznu mijesalicu (u trajanju desetak sekundi) nakon ¢ega sam dodao 200 ul AL pufera. Zatim
sam sve opet promijesao na vrtloZznoj mijesalici nakon ¢ega sam uzorcima dodao 200 pl 96%-
tnog etilnog alkohola. Ponovno je uslijedilo mijesanje na vrtloznoj mijesalici nakon kojeg sam
iz tubica mikropipetom izvadio 650 pl uzorka te sam taj volumen prebacio u tubice s kolonom
koje sam prethodno oznacio jednako kao i na prethodnim tubicama. Nakon toga, uzorke sam
stavio na centrifugu 8000 rpm na 1 minutu. Nakon centrifuge, kolone tubica sam prenio u nove
tubice u koje sam zatim dodao 500 ul AW1 pufera te sam ih ponovno centrifugirao na 8000
rpm na 1 minutu. Kolonu sam ponovo prenio u novu tubicu u koju sam dodao 500 ul AW2
pufera. Pri svakom prenoSenju kolone u novu tubicu, donji dio tubice s membranom sam
odlijevao. Zatim je uslijedila centrifuga uzoraka na 14000 rpm u trajanju od 3 minute. Nakon
centrifuge donji dio tubice s kolonom sam odlio, a kolonu sam prenio u Eppendorf tubicu s
prethodno oznacenim pripadaju¢im kodom. U svaku tubicu dodao sam 150 pl elucijskog AE
pufera i tubice s uzorcima sam ostavio 2 do 3 minute na sobnoj temperaturi da pufer moze
djelovati. Nakon toga uslijedilo je centrifugiranje uzoraka (8000 rpm na 1 minutu) nakon koje
sam kolone bacio, a u Eppendorf tubicama su zaostali DNA izolati.

Dobivene DNA izolate sam umnoZzio lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR reakcijom)
uz uvijete i pocetnice navedene u Tablici 2. Prije stavljanja u PCR uredaj, uzorke sam pripremio
s obzirom na genski marker, odnosno gen za citokrom b (cyt b), koriste¢i komplet kemikalija
HotStarTaq Plus Master Mix Kit (QIAGEN) te pocetnice sintetiziranih u MacrogenEurope

Servisu.

Tablica 2. Laboratorijski protokol za PCR i pocetnice za analizirani genski marker prema Buj i

sur. 2015.

genski marker | cytb

10 min, 95°C

35x 1 min, 92°C

PCR ciklus 01:30, 48°C

03:00, 72°C

4 min, 72°C

ApL14724: GTGACTTGAAAAACCACCGTTG
ApH15915: CAACGATCTCCGGTTTACAAGAC

pocetnice
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Rezultat i uspjesnost PCR reakcija provjerio sam elektroforezom na agaroznom gelu. Gel
sam pripremio pomocu 1 g agaroze koju sam stavio u 100 ml TAE (1 %) pufera. Takoder da bi
gel kasnije bilo moguce fotografirati pod UV svjetlom dodao sam u mjeSavinu za gel i 8 pl
SYBR Safe boje. Uzorke sam mikropipetom nanio u jazice na gelu koji sam zatim stavio u
kadicu za elektroforezu te proveo elektroforezu na 120 V, 30 minuta. Nakon pola sata gel sam
fotografirao u stroju za fotografiranje s UV svjetlom. Dobiveni PCR produkti provjereni

elektroforezom zatim su poslani na sekvenciranje u MacrogenEurope servis u Nizozemskoj.

4.6. Filogenetska rekonstrukcija

S ciljem utvrdivanja srodstvenih odnosa populacije obrvana iz uvale S¢uza s ostalim
populacijama te vrste, proveo sam filogenetsku rekonstrukciju metodama najvece parsimonije
(MP) i najvece vjerojatnosti (ML), koje rezultiraju filogenetskim stablima te metodom
susjednog sparivanja (MJ), koja rezultira filogenetskom mrezom. Kao osnovni genski marker
za filogenetsku rekonstrukciju koristio sam gen za citokrom b (cyt b), koji se u prethodnim
istrazivanjima pokazao kao najpogodniji za taksonomske analize te analize populacijske
genetike riba, s obzirom na odgovarajucu stopu mutacija i broj parsimonijskih mjesta prikladnih

ba$ za istrazivanja na razini inter- i intraspecijske raznolikosti.

Sekvence dobivene iz prikupljenih uzoraka za ovo istraZivanje sravnio sam pomocu
racunalnog programa BioEdit (Hall 1999), a kromatograme svih dobivenih sekvenci sam
provjerio vizualno. Kao ulazne sekvence za izradu filogenetskih stabala i mreze koristio sam
haplotipove koje sam odredio prema sekvencama dobivenim iz uzoraka prikupljenih za ovo
istrazivanje pomocu programa DnaSP 5.10.01 (Librado i Rozas 2009). Osim haplotipova
dobivenih ovim istraZivanjem, u filogenetsku rekonstrukciju ukljuc¢io sam 1 sve sekvence

zadovoljavajuce duljine prisutne u Banci gena (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

(Tablica 3). Sekvence preuzete iz Banke gena predstavljaju jedinke s lokaliteta iz Italije,
Slovenije, Hrvatske, Crne Gore, Albanije i Grcke, a koristio sam ih radi dobivanja jasnijeg

uvida u filogenetski polozaj prouc¢avanih jedinki u odnosu na njihove europske srodnike.
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Tablica 3. Sekvence obrvana iz Banke gena (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) koje su

ukljucene u filogenetsku rekonstrukciju na temelju cyt b gena.

pristupni kod referenca lokalitet
OR134828 Pappalardo i sur. 2024 Korission
OR134825 Pappalardo i sur. 2024 Korission
OR134818 Pappalardo i sur. 2024 Vain
OR134813 Pappalardo i sur. 2024 Vain
OR134812 Pappalardo i sur. 2024 Tarquinia
OR134805 Pappalardo i sur. 2024 Tarquinia
OR134797 Pappalardo i sur. 2024 Casaraccio
OR134794 Pappalardo i sur. 2024 Casaraccio
OR134788 Pappalardo i sur. 2024 Grado
OR134785 Pappalardo i sur. 2024 Grado
OR134783 Pappalardo i sur. 2024 Karavasta
OR134774 Pappalardo i sur. 2024 Karavasta
KT280033 Buj i sur. 2015 Secovlje
KT280016 Buj i sur. 2015 Secovlje
KT280023 Buj i sur. 2015 Pag
KT280024 Buj i sur. 2015 Pag
KT280022 Buj i sur. 2015 Dinjiska
KT280021 Buj i sur. 2015 Dinjiska
KT280017 Buj i sur. 2015 Nin
KT280018 Buj i sur. 2015 Nin
KT280025 Buj i sur. 2015 Pantan
KT280012 Buj i sur. 2015 Ston
KT280013 Buj i sur. 2015 Ston
KT280027 Buj i sur. 2015 Ulcinj
KT280028 Buj i sur. 2015 Narta
KT280030 Buj i sur. 2015 Narta
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MP i ML analize proveo sam pomocu racunalnog programa PAUP 4.0b10 (Swofford 2002)
I MEGA 6.06 (Tamura i sur. 2007)., pod heuristickim modelom uz 100 ponavljanja, nasumic¢an
redoslijed unosenja taksa te preklapanje grana dijeljenjem i ponovnim povezivanjem (eng. tree
bisection-reconnection). Tom se metodom traZi stablo najkrace topologije preraspodjeljivanjem
grana na nacin da se prvotni kladogram podijeli na vise manjih podkladograma, koji se zatim
preslaguju u nova stabla. Sva mjesta kodona, kao i sve nukleotidne supstitucije, imala su
jednaku tezinu. Podrzanost grananja, odnosno postotna vjerojatnost za svako grananje u stablu,
prilikom obje rekonstrukcije utvrdio sam analizom samopodrzanja (BS, od engleskog Bootstrap
analysis), uz 1000 BS ponavljanja i 10 replika dodatnih sekvenci. Za ukorjenjenje stabala (engl.
outgroup) prilikom provodenja analiza za cyt b koristio sam sekvencu vrste Poeciliopsis
monacha Miller, 1960, meksickog endema iz porodice Poecilidae, roda Cyprinodontiformes
(ime sekvence: Poeciliopsis monacha; pristupni kod: AF047344.1; referenca: Sanjur i

Vrijenhoek neobjavljeno) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Filogenetsku mrezu izradio sam metodom susjednog sparivanja (MJ) pomoéu racunalnog
programa Network 4.5.1.6. (Fluxus Technology Ltd.) koriste¢i haplotipove dobivene pomocu
programa DnaSP 5.10. (Librado i Rozas 2009) i sekvence iz Banke gena (Tablica 3).

4.7. Genska raznolikost

S ciljem utvrdivanja stupnja genske raznolikosti populacije izraCunao sam 0snovne mjere
genskog polimorfizma. Ovu sam analizu proveo pomocu ra¢unalnog programa DnaSP 5.10
(Librado i Rozas 2009) na skupu podataka koji obuhvaca 28 cyt b sekvenci, s obzirom na to da
se taj genski marker pokazao kao najbolji za opisivanje intraspecijske raznolikosti. Odredio
sam sljede¢e mjere: broj polimorfnih mjesta (S), ukupan broj mutacija (n), raznolikost
haplotipova (Hd), prosjecan broj razlika nukleotida (K) te nukleotidna raznolikost (r). Genska
raznolikost vrlo je dobar pokazatelj stanja populacija i njithove sposobnosti za suocavanje s
promjenama u okoliSu te je vazan podatak prilikom odredivanja konzervacijskih mjera, kao i

djelotvornih mjera zastite.
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4.8. Analiza vijabilnosti populacije

Za potrebe provedbe 4. cilja diplomskog rada proveo sam analizu vijabilnosti populacije
(PVA; eng. Population Viability Analysis) koristenjem simulacijskog modela i racunalnog
programa Vortex 10.6.0.0 (Lacy i Pollak 2023). Ova analiza omogucuje razumijevanje
deterministickih sila te demografskih, okoli$nih i genetskih stohasti¢nih dogadaja na dinamiku
divljih populacija. Kako bih modelirao vijabilnost populacije tijekom sljede¢ih 100 godina u
slu¢aju pojacanja ili pojave novih prijetnji, priredio sam ¢etiri scenarija.

Scenariji su opisani kako slijedi:

e SCENARU 0: nisu predvidene nikakve dodatne prijetnje, ali ni uklanjanje trenutnih,

e SCENARU 1: ukljucen je utjecaj invazivnih i predatorskih vrsta, bilo riba (slatkovodnih

ili morskih), bilo beskraljesnjaka, koje utjeCu na smanjenje stopu reprodukcije, ali ne
povecavaju mortalitet,

e SCENARW 2: ukljuéena je degradacija stanista, ¢ime dolazi do smanjenja kapaciteta

stani$ta, te se snizava stopa reprodukcije obrvana i poveéava mortalitet,

e SCENARUW 3: ukljucuje toksi¢no cvjetanje mora u razmacima svakih 6 godina, ¢ime se

povecava mortalitet svih razvojnih stadija.

Kao prijetnje su odabrane one ugroze koje su prepoznate prilikom terenskog istrazivanja,

ali i pregledom literature (Anonymus 2023, Reni¢ i sur. 2023, Jardas i sur. 2008).

Kao ulazni podaci za ovu analizu postavljene su sljedeée postavke 0 veli¢ini populacije,
kapacitetu staniSta, mortalitetu jedinki po starosnim kategorijama te podaci o reproduktivnom
sustavu i utjecaju prijetnji na prezivljavanje i stopu razmnozavanja. Simulacija svakog scenarija
provodena je sto puta, a izumiranje je definirano kada veli¢ina populacije padne ispod kriticne
veli¢ine koja je definirana sa sto jedinki i temeljio na 100/1000 pravilu (Frankham i sur. 2014)
prema kojem je potrebno najmanje sto jedinki za ograni¢avanje depresije inbreedinga na 10 %
tijekom 5 generacija. Uz to, postavke svih scenarija uklju¢ivale su sljedece populacijske
znacajke obrvana: populacija je poligamna, 100 % svih zenki stvara potomstvo i 100 % ih se
razmnozava. Populacija se sastoji od 50 % Zenki i 50 % muzjaka. Zenke donose 30 000 oocita
po generaciji. Nema metapopulacija i depresije inbreedinga. Jedinke su spolno aktivne od prve

do cetvrte godine zivote, a maksimalna dob koju mogu doZivjeti je Sest godina.
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5. REZULTATI

5.1. Morfometrijske znacajke populacije

Deskriptivnom statistikom opisane morfometrijske zna¢ajke u Tablici 4 prikazane su
najmanje (min), najve¢e (max) i srednje vrijednosti (X), medijan i standardna devijacija jedinki

unutar populacije.

Tablica 4. Najmanje (min), najvece (max) i srednje vrijednosti (X), medijan (med) i standardna

devijacija (stdev) morfometrijskih mjera muzjaka i Zenki (u milimetrima).
muzjaci Zenke

min | max X med | stdev | min | max X med | stdev
TL |19,80 37,61 29,60 30,38 | 4,09 |18,92 36,39 |28,90 | 31,45 | 6,70
SL | 15,66 | 30,33 | 24,40 | 24,26 | 4,33 | 15,81 | 29,62 | 23,77 | 25,49 | 5,38
aD | 9,85 | 47,43 1590 | 14,75 | 7,66 | 8,78 | 18,49 | 14,36 | 15,32 | 3,46
aP 562 | 989 | 7,84 | 8,04 | 1,06 | 575 | 964 | 7,98 | 8,35 | 1,46
av | 8,15 | 14,58 | 11,38 | 11,30 | 1,57 | 7,41 | 1529 | 11,91 | 12,69 | 2,74
aA | 9,38 | 18,32 |14,95| 15,08 | 2,10 | 9,61 | 19,57 | 15,33 | 16,40 | 3,65
dpc/h | 2,65 | 488 | 3,72 | 3,80 | 0,53 | 2,48 | 472 | 3,66 | 3,91 | 0,77
H 3,90 | 7,49 | 59 | 595 | 091 | 399 | 858 | 6,20 | 6,81 | 1,65
lac | 2,69 | 530 | 4,03 | 398 | 0,69 | 2,73 | 583 | 432 | 468 | 1,11
V-A | 228 | 408 | 3,11 | 3,11 | 0,42 | 2,27 | 514 | 3,76 | 3,91 | 0,92
c 499 | 864 | 698 | 705 | 0,89 | 461 | 884 | 7,09 | 7,55 | 1,40
prO | 1,07 | 305 | 1,88 | 1,88 | 0,51 | 1,06 | 2,53 | 1,90 | 2,02 | 0,45
Oh | 164 | 3,14 | 232 | 2,26 | 0,40 | 1,35 | 2,76 | 2,12 | 2,24 | 0,41
io 232 | 39 | 3,07 | 3,02 | 043 | 2,10 | 419 | 3,09 | 3,31 | 0,72
Hco | 2,92 | 572 | 465 | 472 | 0,72 | 3,01 | 6,05 | 469 | 509 | 1,09
poO | 244 | 412 | 3,23 | 3,16 | 0,47 | 2,13 | 4,08 | 3,29 | 3,49 | 0,68
IP 3,29 | 6,46 | 487 | 483 | 097 | 289 | 6,21 | 4,72 | 494 | 101
IV | 133 | 539 | 326 | 324 | 0,88 | 1,24 | 3,70 | 2,76 | 3,07 | 0,83
IDb | 2,58 | 5,19 | 3,84 | 3,92 | 0,62 | 2,99 | 508 | 3,96 | 3,96 | 0,56
IAb | 2,43 | 410 | 3,25 | 3,23 | 0,48 | 2,38 | 3,58 | 2,88 | 2,88 | 0,30
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5.2. Kaorelacija tjelesnih mjera sa standardnom duljinom tijela

Korelacija izmjerenih tjelesnih mjera i standardne duljine tijela izracunata je Pearsonovim
koeficijentom korelacije. 1z Tablice 5. vidi se kako je zna¢ajan broj tjelesnih mjera u korelaciji
sa standardnom duljinom tijela. Nasuprot tome, nakon §to je izracunat Pearsonov koeficijent

standardiziranih podataka pokazalo se da vise niti jedna omjer nije u znacajnoj korelaciji sa SL.

Tablica 5. Pearsonov koeficijent korelacije pojedinih mjera u odnosu na standardnu duljinu za

jedinke svih populacija.

Pearsonov koeficijent

abD 0,90481
Ap 0,91682
aVv 0,89957
aA 0,92877
dpc/h 0,91667
H 0,90019
lac 0,88294
VA 0,63272
c 0,91916
pro 0,76450
Oh 0,87594
io 0,86487
Hco 0,89669
poO 0,92590
IP 0,81785
\V 0,79830
IDb 0,58683
IAb 0,42578
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5.3.  Shapiro-Wilk test normalnosti

Proveo sam Shapiro-Wilk test na cijelom skupu podataka i rezultati su prikazani u Tablici
6. Za ve¢inu mjera normalna distribucija podataka nije zabiljezena, (p<0,05), zbog ¢ega je bila
potrebna standardizacija podataka. Kako bih standardizirao podatke pretvorio sam varijable u

morfometrijske omjere.

Tablica 6. Shapiro-Wilk test na nestandardiziranim tjelesnim mjerama. Ovaj test daje testnu

statistiku W i p vrijednost. Mjere za koje je vrijednost p bila manja od 0,05 su podebljane.

mjera W p
TL 0,9197 0,0075
SL 0,9591 0,1563
aD 0,9314 0,0179
aP 0,9448 0,0503
aVv 0,9621 0,1977
aA 0,9421 0,0406

dpc/h | 0,9537 0,1017
H 0,9440 0,0472
lac 0,9416 0,0391
VA 0,9353 0,0241
C 0,9496 0,0737
pro 0,9683 0,3178
Oh 0,9815 0,7460
lo 0,9665 0,2764
Hco 0,9353 0,0240

poO 0,9415 0,0388
IP 0,8524 0,0001
v 0,9259 0,0119
ID 0,7585 | 1,03E-06
1A 0,7434 | 5,42E-07

25



5.4. T-test

Muzjaci i zenke obrvana, razlikuju se ve¢ i na o¢igled prema ukupnoj veli¢ini, ali i ostalim
duljinama tijela. T-testom je potvrdeno kako se dio izmjerenih mjera statisticki znacajno
razlikovala izmedu muzjaka i Zenki. Od 20 ¢istih morfometrijskih mjera njih su se dvije
statistiCki znacajno razlikovale, a od 23 morfometrijskih odnosa (neovisnima o veli¢ini) njih se
devet statisti¢ki znacajno razlikovalo izmedu muzjaka i zenki (t-test; p < 0,05). Rezultati t-testa

morfometrijskih mjera i odnosa muzjaka i Zenki prikazani su u tablicama 7 i 8.

Tablica 7. T-test morfometrijskih mjera muzjaka i zenki pri razini pouzdanosti od 95 %

(p>0,05). Podebljane su morfometrijske mjere koje su se znacajno razlikovale.

mjera t-test p vrijednost
TL 0,2992 0,7664
SL 0,3267 0,7457
aD 0,0783 0,9380
aP 0,4638 0,6454
aVv 0,8305 0,4115
aA 0,5083 0,6142
dpc/h 0,1488 0,8825
H 0,6334 0,5303
lac 1,0785 0,2876
V-A 3,2486 0,0024
c 0,4895 0,6273
Pro 0,2239 0,8240
Oh 1,5216 0,1364
i0 0,0881 0,9302
Hco 0,2839 0,7780
poO 0,3605 0,7205
IP 0,1564 0,8766
v 1,7547 0,0876
IDb 0,6294 0,5333
IAb 2,7407 0,0097
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Srednja vrijednost, standardna devijacija te raspon vrijednosti V-A vrijednosti i duljine
baze podrepne peraje muzjaka i zenki, tj. morfometrijskih mjera koje se znacajno razlikuju kod

spolova prikazani su i standardnih Box-Whiskers dijagramima (slike 6 1 7).

6.0

5.5
5.0+
4.3+
4.0+
3.5+

2.3

20

muzjak
Zenka

Slika 6. Box-Whiskers dijagram za vrijednosti V-A udaljenosti muzjaka i zenki.

4.5+

3.5

3.0

2.57

2.0

muZjak
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Slika 7. Box-Whiskers dijagram za duljine baza podrepne peraje muzjaka i zenki.
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Tablica 8. T-test morfometrijskih omjera muzjaka i zenki pri razini pouzdanosti od 95 %

(p>0,05). Podebljani su morfometrijski omjeri koji su se znac¢ajno razlikovali.

mjera t-test p vrijednost
SL/TL 2,3966 0,0216
aD/SL 0,7345 0,4674
aP/SL 2,0195 0,0505
aVv/SL 3,0174 0,0045
aA/SL 2,5632 0,0144
h/SL 0,4517 0,6540
H/SL 2,0819 0,0441
lac/SL 3,5624 0,0010
VA/SL 5,0822 0,00001
c/SL 2,1260 0,0401
prO/c 0,1149 0,9091
Oh/c 3,6719 0,0007
lo/c 1,2398 0,2226
Hcolc 0,5316 0,5981
poOlc 0,4217 0,6756
IP/SL 0,8135 0,4213
IV/SL 3,1366 0,0033
ID/SL 0,3966 0,6941
IA/SL 3,2822 0,0024
Hco/H 0,8285 0,4126
h/H 1,5426 0,1312
h/lpc 3,2553 0,0024
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5.5. Filogenetska rekonstrukcija

Filogenetska rekonstrukcija istrazivane populacije temeljena je na sekvencama gena za
citokrom b. Ulazni podaci za dobivanje filogenetskih stabala su sekvence duge 1103 parova
baza, od kojih je 842 mjesta konstantno, a 233 varijabilno. Parsimonijski zna¢ajnih mjesta je
28, a preostalih 79 varijabilnih mjesta nisu nositelji filogenetskog signala. Analize sam proveo
na ukupno 28 sekvenci dobivenih iz prikupljenih uzoraka te sam pomocu racunalnog programa
DnaSP 5.10 (Librado i Rozas 2009) utvrdio prisutnost 9 haplotipova. Uz tih 28 sekvenci u
analizama sam radi to¢nijeg pozicioniranja vrste s istrazivanog podruéja, ukljucio jos i 26

sekvenci iste vrste iz Banke gena (Tablica 5).

Dobivena stabla (Slika 8 i Slika 9) pokazuju jednaku topologiju, a haplotipovi su se
grupirali na isti na¢in. Grane oba stabla su plitke, odnosno kratke, §to moze biti odraz nedavne

divergencije.

Osnovni podaci o filogenetskom stablu koje je dobiveno metodom najveée parsimonije
(MP) nalaze se u Tablici 9, dok je parametar (Ln) koji opisuje filogenetsko stablo dobiveno

metodom najvecée vjerojatnosti (ML) naveden u opisu Slike 9.

Tablica 9. Podaci o filogenetskom stablu na Slici 8.

duljina stabla 283
indeks konzistencije (CI) 0,9470
indeks homoplazije (HI) 0,0530
CI bez neinformativnih mjesta 0,6939
HI bez neinformativnih mjesta 0,3061
indeks retencije 0,8729
indeks reskalirane konzistencije (RC) 0,8266
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Slika 8. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najveée parsimonije (MP) na temelju cyt b

gena; brojevi pored grananja oznacavaju podrzanost u postocima.

30



Hap 1
r Hap 2
611 Hap 4
“Hap 9
- Hap 3
Hap 5
[Hap 6
Hap 7
r Hap 8
75 8E{ir’ado
Grado
Sedovlje
Secovlje
- Pag
- Pag
- Dinjigka
- Dinjigka
s9[  Nin
- Nin
- Pantan
9 Korission
;uKaravasta
Karavasta
- Korission
- Vain
|| Vain
> J[Ston

59
59

58+ Ston
Ulcinj
Narta
- Narta
- Targuinia
- Tarquinia
ﬂ[ Casaraccio
Casaraccio

P. monacha

— 0,005 promjena po mjestu

Slika 9. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvecée vjerojatnosti (ML) na temelju cyt b

gena; brojevi pored grananja oznacavaju podrzanost u postocima.
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Slika 10. Filogenetska mreZza dobivena metodom susjednog povezivanja (MJ) izradena
koristeci sekvence na temelju cyt b gena. Svaki krug predstavlja jedan haplotip, a lokalitet na
kojem je on pronaden predstavljen je zasebnom bojom koja je pojasnjena u legendi. Duljine

linija proporcionalne su broju mutacija, a crvene to¢ke oznacavaju haplotipove koji nisu

primije¢eni u ovom istrazivanju.
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5.6. Genska raznolikost

Ovim istrazivanjem utvrdena je umjerena intraspecijska raznolikost obrvana u uvali Séuza,
gdje je nadeno 9 haplotipova u 28 uzoraka. Takoder je utvrden nizak prosjecan broj razlika

nukleotida. Mjere genskog polimorfizma prikazane su u tablici 10.

Tablica 10. Mjere genskog polimorfizma obrvana iz uvale Séuza na temelju cyt b gena. N —
broj sekvenci, h — broj haplotipova, S — broj polimorfnih mjesta, Hd — raznolikost haplotipova,

k — prosjecan broj razlika nukleotida, n- nukleotidna raznolikost, n- ukupan broj mutacija

N h S Hd k II
28 9 6 0,632 0,937 0,00085 7

5.7. Analiza vijabilnosti populacije

U Scenariju 0 bez ikakvih dodanih ugroza ili predvidenih katastrofa, obrvan ima odrzivu
populaciju u kontinuitetu s malom oscilacijom u brojnosti jedinki, time je vjerojatnost
izumiranja populacija svega 2 %. Uz pojavu invazivnih vrsta (Scenarij 1) predvideno je da ¢e
se razmnozavati samo pola populacije muzjaka i da nece biti znacajnije smrtnosti, $to govori
da bi se populacija kroz sto godina smanjila za vise od 800 jedinki, ali ne bi izumrla u prvih
stotinu godina. Degradacija staniSta (Scenarij 2) kroz fizicke promjene i zagadenje
najdrasti¢nije bi djelovalo na populaciju $to se o€ituje kroz nagli pad brojnosti jedinki u prvih
deset godina. Toksi¢na cvjetanja mora (Scenarij 3) uz predvidanje njihovog pojavljivanja
svakih 6 godina zbog sve veceg utjecaja klimatskih promjena, smanjilo bi veli¢inu populacije
za otprilike 400 jedinki, ali bi ona i dalje bila odrziva. Graficki prikaz kretanja veli¢ine
populacije kroz sve scenarije prikazan je naslici 11. U tablicama 11 i 12 prikazani su parametri
kroz sve provedene scenarije, kako bi se jasnije vidjele posljedice pojedinog scenarija nakon
prvih 50 i 100 godina.

Tablica 11. Izlazni podaci u pedesetoj godini.

srednja veli¢ina broj broj dobivena broj raznolikost
populacije izumrlih | opstalih heterozigotnost alela haplotipova
0 969,16 0,0 % 100,0 % 0,9742 74,47 24,55
1 444,69 26,0 % 74,0 % 0,8953 32,23 10,39
2 168,89 53,0 % 47,0 % 0,8605 17,68 5,55
3 674,63 8,0 % 92,0 % 0,9342 39,15 12,92
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Tablica 12. Izlazni podaci u stotoj godini.

srednja veli¢ina broj broj dobivena broj raznolikost
populacije izumrlih | opstalih heterozigotnost alela haplotipova
0 944,48 2,0% 98,0 % 0,9499 38,26 12,58
1 269,35 51,0 % 49,0 % 0,7724 11,80 3,90
2 101,40 68,0 % 32,0 % 0,6155 5,84 2,06
3 680,74 11,0 % 89,0 % 0,8674 17,44 5,97
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Slika 11. Graficki prikaz analize vijabilnosti obrvana na temelju analiza Cetiri scenarija kroz

sto godina (0 = bez katastrofa; 1 = invazivne vrste; 2 = degradacija stanista; 3 = toksi¢no

cvjetanje mora)
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6. RASPRAVA

Provedeno istrazivanje i dobiveni rezultati pruzaju nam nove spoznaje O jednoj od
populacija obrvana u Jadranu. Gubitak i degradacija staniSta medu glavnim su prijetnjama
bioraznolikosti diljem svijeta. Ljudski pritisci uzrokuju ne samo fragmentaciju stanista, vec¢ i
smanjenje kvalitete istih. Zbog povezanosti s vodenim ekosustavom u kojem zive i velikog
antropogenog pritiska na njihova stanista, smatra se kako su ribe, prvenstveno slatkovodne,
danas najugrozenija skupina kralje$njaka (Caleta i sur. 2015). Naime, promjene brzine rasta,
brojnosi i rasprostranjenosti riba direktan su pokazatelj promjena u okolisu koje su uvjetovane
degradacijom stani$ta, eutrofikacijom, promjenama temperature i dostupnosti hrane. Prema
Facca i sur. (2020) obrvan je jedna od Sest vrsta riba koje su povezane s lagunama i slanim
mocvarama te se mogu smatrati ekoloSkim bioindikatorima ¢ija prisutnost govori o zdravlju

ekosustava.

Analizirajuci duzinski sastav istrazivane populacije uoc¢eno je kako najveca standardna duljina
tijela iznosi 36,14 mm, a najmanja 15,66 mm. Dobivene vrijednosti ovim istrazivanjem su u
skladu s rezultatima drugih autora. Tako Freyhof i Yogurtcuoglu (2020) navode sljedece
najmanje i najvece standardne duljine tijela obrvana s pojedinih lokaliteta: 18 — 28 mm Arabax
(Sardinija, Italija), 11 — 29 mm Caliegri (Sardinija, Italija), 13 — 28 mm Comacchio (lItalija), 18
— 48 mm Venecija (Italija), 15 — 47 mm Bechechema (Tunis), 17 — 33 mm Meggarine (AlZir),
27 — 35 mm Pag (Hrvatska). Mar¢i¢ i sur. (2015) su za populaciju s otoka Raba utvrdili
vrijednosti 10,5 — 27,9 mm, a za populaciju iz Zablac¢a 15,6 — 31,6 mm. Englezou i sur. (2018)
su utvrdili vrijednosti 14,6 — 50,1 mm za populaciju s lokaliteta Morphou (Cipar). Razlike u
rasponima duljina tijela odraz su razli¢itih ekoloskih prilika u kojima populacije Zive. Takoder,
treba imati na umu kako nije jednak proucavani uzorak sa svih lokaliteta pa se konkretniji
zakljuéci ne mogu donositi. Kod obrvana u uvali Séuza utvrdeno je da muZjaci imaju nesto veéu
zabiljezenu maksimalnu standardnu duzinu tijela od Zenki (30,33 mm prema 29,62 mm) sto nije
slu¢aj prema literaturnim navodima (Kottelat i Freyhof 2007). No provedenim testovima je
utvrdeno kako se spolovi ove populacije ne razlikuju statisti¢ki znacajno u pogledu veli¢ine
tijela te je razlog vjerojatnog ulova nesto ve¢ih muzjaka vrijeme uzorkovanja, buduci da je u
brojnim istrazivanjima utvrdeno kako obrvan ima sezonski promjenjiv omjer spolova
(Leonardos 1 Sinis 1998, Poljani¢ 2014, Labacci i sur. 2019, Lionetto i sur. 2023).

Osim razlika u obojenosti i ispruganosti, kao i razlike u ukupnoj i standardnoj duljini tijela,

odrasli muzjaci imaju jo$§ i dvije znacajke vanjskog izgleda koje omogucéuju razlikovanje
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muzjaka od zenki, a to su duljine ledne 1 podrepne peraje. Ovim istrazivanjem mjerene su baze
ledne i podrepne peraje jer su rubovi peraja na odredenom broju jedinki bili oSte¢eni. Tako je
ustanovljeno i na ¢istim mjerama i na omjerima kako se duljina baze podrepne peraje i odnos
IAb/SL statisticki znacajno razlikuju izmedu Zenki i muzjaka (t-test, p<0,05), dok se duljina
baze ledne peraje nije znacajno razlikovala. Uz to na oba seta podataka, muzjaci i Zenke su se
statisticki znacajno razlikovali 1 na temelju V-A udaljenosti (udaljenost izmedu pocetka baze
trbusne peraje i urogenitalne papile). Tu je razliku moguée pripisati razli¢itim ulogama spolova
prilikom reprodukcije, no tu pretpostavku treba dodatno ispitati. Nadalje, iako nisu toliko
izrazene, izmedu zenki i muzjaka obrvana postoje i statisti¢ki znacajne razlike u duljini trbusnih

peraja (t-test, p<0,05) pa se i to obiljezje treba smatrati sekundarnom spolnom oznakom.

Radec¢i filogenetsku rekonstrukciju populaciji obrvana s istrazivanog lokaliteta su utvrdeni
srodstveni odnosi s ostalim populacijama. Dobivena filogenetska stabla, MP i ML, na temelju
cyt b gena jasno prikazuju odvajanje populacija, ali s niskom vrijedno$¢u samopodrzavanja
(Slike 8 1 9). Stabla su dobro strukturirana i prikazana s kratkim granama $to nas upucuje na
¢injenicu kako nema dublje evolucijske podijeljenosti izmedu populacija i upucuje na relativno
nedavnu i brzu kolonizaciju podru¢ja rasprostranjenosti ove vrste. Osim toga uocljivo je kako
je evolucijski razvoj obrvana u uvali Séuza potekao od jednog ancestralnog haplotipa, od kojeg
su se daljnjim mutacijama razvili svi ostali, a ta se tvrdnja na samom stablu ocituje kroz

strukturiranost. Ista se pojava ocituje i na filogenetskoj mrezi kroz zvjezdasti oblik.

Uoceno je grupiranje haplotipova u Cetiri skupine koje prate isti geografski uzorak kao u
istrazivanjima drugih autora (Pappalardo i sur. 2024, Langeneck 1 sur. 2021, Buj 1 sur. 2015).
Haplotipovi svih skupina od susjednih su udaljene s najmanje pet mutacija, a unutar skupina ta
udaljenost iznosi najviSe dvije, no uglavhom je svedena na jednu mutaciju. Ranijim
istrazivanjima je ustanovljeno kako populacije obrvana na isto¢noj obali Jadranskog mora tvore
dvije skupine genski srodnih populacija. Prvoj skupini pripadaju populacije sjevernog i
srednjeg, a drugoj populacije juznog Jadrana. Dokazano je kako su skupine medusobno genski
razlicite, dok su populacije unutar svake pojedine skupine genski slicne (Buj i sur. 2015). Tako
se i ovim istraZivanjem populacija obrvana iz uvale Séuza smjestila u sjevernu skupinu $to je
jasno vidljivo na filogenetskoj mrezi (Slika 10) i filogenetskim stablima. Tako su haplotipovi
grupirani u sljedece skupine: sjevernojadransku koju sacinjavaju haplotipovi s lokaliteta Grado,
Secovlje, Séuza, Pag, Dinjiska, Nin, Pantan, juznojadransko-jonsku grupu koju ¢ine haplotipovi
s lokaliteta Ston, Ulcinj, Narta, Karavasta, Korission i tirensku grupu koju ¢ini haplotipovi s
lokaliteta Tarquinia i sardinijsku koju ¢ini haplotip s lokaliteta Casaraccio.
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Genska raznolikost istrazivane populacije je umjerena. Tako rezultati ovog istrazivanja
potvrduju one prethodnih studija o genskoj raznolikosti obrvana prema kojima postoji srednja
haplotipska i nukleotidna raznolikost s velikim brojem privatnih haplotipova (Pappalardo i sur.
2024, Buj i sur. 2015). Uz to uocena je znacajna genska homogenost $to i ne iznenaduju s
obzirom na rascjepkani areal te brzu izmjenu generacija i velik broj jedinki $to u kratkom
vremenu uvjetuje fiksaciju ili nestanak odredenih haplotipova. Zbog kratkog vremena proteklog
nakon kolonizacije nije doslo do razvoja veceg broja jedinstvenih haplotipova, kao ni vece
raznolikosti haplotipova na pojedinim lokalitetima. Sama raznolikost haplotipa (Hd) na
istrazivanom lokalitetu iznosi 0,632 $to je veca raznolikost od prosjecne za sjevernojadransku
grupu koja iznosi 0,551 i gotovo jednaka onoj u juznojadranskoj grupi gdje srednja vrijednost
iznosi 0,642. Tako populacija u uvali Séuza ima najveéu gensku raznolikost u usporedbi s
ostalim lokalitetima (0,182 Secovlje; 0,571 Pag; 0,571 Dinjiska; 0,476 Nin; 0,133 Pantan; 0,455
Ston; 0,133 Ulcinj; 0,476 Narta) (Buj i sur. 2015). U istrazivanju Buj i sur. (2015) veca je
raznolikost zamijecena na lokalitetima koji su pretvoreni u solane i gdje je obrvan jedina vrsta
ribe 1 nema kompeticijski pritisak, dok je u lagunama u kojima su zamijeéene vecéa raznolikost
riba imale manju gensku raznolikost. Rezultati ovog istraZivanja odstupaju od tog objasnjena
buduéi da je uvala Séuza raznolika ribom i predstavlja mrijestiliste i rastiliste brojnih morskih

riba.

U oblikovanju dana$nje populacijske strukture 1 genske raznolikosti populacije obrvana u
Jadranskom moru veliku ulogu imao je posljednji glacijalni maksimum (prije otprilike 18 000
godina) kada je razina mora bila 160 — 180 m niza nego danas. Tada je cijeli sjeverni dio
Jadranskog bazena bio fluvio-jezerska ravnica s obalama smjeStenim na rubovima
srednjojadranske depresije, a sjeverne granica samog Jadrana se nalazila sjeverno od linije
Pantan - Lesina. Intrapopulacijska geneticka divergencija veéine istrazivanih jadranskih
populacija pleistocenskog je podrijetla, Sto implicira da se kolonizacija sjevernih i juznih
dijelova isto¢nojadranskih lokaliteta nije dogodila s jednog lokaliteta nakon glacijacije, ve¢ da

su populacije ostale u izoliranim dijelovima zaostale morske vode (Buj i sur. 2015).

S obzirom na to da je genska raznolikost u pozitivnhom odnosu s veli¢inom populacije, vrste
s manjom genskom raznoliko$¢u imaju manje izglede za prezivljavanje i obratno. Taj je
problem vrlo rijetko izrazen kod malih prirodnih populacija koje su evolucijski prilagodene na
takvu gustocu te upravo otpornost tih vrsta na promjene u okolisu proizlazi iz njihove visoke

genske raznolikosti, dok se smatra kako ¢e se populacije s umjerenom genskom raznolikoS¢u
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teze prilagoditi i oduprijeti pritiscima i prijetnjama (Buj i sur. 2020). Kako je ovim
istrazivanjem ustanovljeno da je genska raznolikost obrvana umjerena, provedena je analiza
vijabilnosti populacije s ciljem utvrdivanja kako ¢e potencijalne ugroze utjecati na populaciju.
Analizom vijabilnosti populacije kroz sva 4 scenarija u narednih sto godina populacija ¢e
opstati unato¢ oscilacijama i velikom smanjenju brojnosti jedinki u scenarijima 1 i 2. Pojava
invazivnih vrsta, drasti¢éno smanjuje veli¢inu populacije u prvih desetak godina, ali ne izumire
u prvih stotinu godina. Znacajnija degradacija stani$ta u pogledu fizickih promjena stanista kroz
nasipavanje obala u jednom pogledu i zagadenje iz raznih izvora (slijevanje oborinskih i
otpadnih voda $to je trenutno uo¢eno kao ugroza) u drugom najdrasti¢nije smanjuju populaciju
i dovode ju na rub izumiranja kroz sto godina. Toksi¢na cvjetanja mora koja su karakteristicna
za obalne lagune izrazito variraju tijekom godina, no s trendom globalnog zagrijavanja postoji
velika vjerojatnost ¢eS¢eg cvjetanja i prirodne eutrofikacije gdje nastaju anoksi¢ni uvjeti Koji
Cesto zavrSavaju pomorom organizama (Bakran-Petricioli i Jakl 2007). U navedenom scenariju

populacija opstaje unato¢ oscilacijama u brojnosti.

Za djelotvornu zaStitu i1 upravljanje vrstama potrebno je Sto bolje poznavati njihove
ekoloSke znacajke, stanje populacija, procese koji djeluju na veliinu 1 rasprostranjenost
populacija (Buj i sur. 2020). Kako bi se populacija obrvana iz uvale S¢uza u narednim godinama
ocuvala zbog jedinstvene raznolikosti i funkcija koje pruzaju ekosustavu trebalo bi poduzeti
konzervacijske mjere navedene u nastavku. Sve vec¢i antropogeni pritisak na obalna podrucja
uzrokuje progresivnu degradaciju najosjetljivijih lagunskih stanista (koja su na
isto¢nojadranskoj obali izrazito rijetka), a neadekvatne prakse upravljanja mogu dovesti do
rizika narusavanje bioraznolikosti podrucja (Gaertner-Mazouni i De Wit 2012, Bakran-
Petricioli i Jakl 2007). Tako bi se u prvom redu trebalo regulirati nasipavanje obala kako bi se
sprijecilo narusavanje stani$nih uvjeta i samog stanista ¢ija je degradacija prepoznata kao
glavna ugroza populaciji obrvana. Nadalje, treba biti oprezan s mogu¢noséu pojave ili unosom
invazivnih stranih vrsta koje vrlo brzo stvaraju stabilne populacije i imaju razne negativne
uc¢inke na nativne vrste, poglavito kroz predacijski i kompeticijski ucinak (Monti i sur. 2021).
Uz to, posebnu paznju treba obratiti na tzv. lesepsijske migrante koji se sve ¢esce uocavaju u
Jadranu, a nije poznato koje sve posljedice mogu imati na nativnu faunu. Takav primjer je i
vrsta srebrenopruga napuhaca, Lagocephalus sceleratus (Gmelin, 1789), koja je nedavno

zabiljezena u Medulinskom zaljevu, kojem pripada i uvala Séuza.

Kako bi se bolje mogla stititi populacija obrvana, koji je izdvojen kao cilja vrste ekoloSke

mreze HR3000174 Séuza, izuzetno je vazna provedba redovitog praéenja stanja
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rasprostranjenosti i brojnosti populacije, povrsine i kvalitete staniSta i utvrdivanje izgleda za
buducénost. Tu treba posebno naglasiti nuznost prikupljanja podataka 0 genskoj raznolikosti
koja omogucuje uvid u strukturiranost populacije te predvidanju nastanka mogucih scenarija,
iako se obi¢no ne smatraju procjenama rizika od izumiranja, mogu biti od velike pomoc¢i u

ocuvanju vrsta, njihovu razvoju i odlukama o njihovoj zastite.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanje moze se zakljuciti sljedece:

e Populacija obrvana u uvali Séuza svojim se vrijednostima standardne i ukupne
duljine tijela nije znacajno razlikovala od ostalih populacija, dok se za ostale
morfometrijske mjere ne moze donijeti precizniji zakljucak.

e Muzjacii Zenke se statisticki znacajno razlikuju u dvije morfometrijske mjere i devet
morfometrijskih omjera.

e Populacija obrvana iz uvale Séuza filogenetski je srodna sjevernojadranskim
populacijama.

e Genska raznolikost poulacije je umjerena, no neSto visa u odnosu na ostale
populacije na isto¢noj obali Jadranskog mora.

e S obzirom na dobivene rezultate analize vijabilnosti populacije, degradacija stanista
predstavlja najveéu ugrozu opstanku populacije te se u budué¢im planiranjima
upravljanja podru¢jem uvale S¢éuza treba paziti da ne dolazi do fizi¢kih promjena u
samom stani$tu u vidu nasipavanja obala 1 zagadenja iz raznih izvora. Takoder,
potrebno je redovito pratiti stanje populacije kako bi se moglo aktivno djelovati na

uklanjanju trenutnih prijetnji i uvidanju negativnog utjecaja potencijalnih.
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