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Rekonstrukcija evolucione istorije kompleksa poto¢ne pastrmke Salmo cf. trutta zapadnog
Balkana: diferencijacija i diverzitet

Sazetak

Filogenija 1 sistematika u drugoj polovini 20. veka sve viSe se zasnivaju na molekularnim
metodama kojima se nastoje reSiti kompleksni odnosi izmedu rodova i1 vrsta u okviru porodice
Salmonidae. U ovom radu, kao molekularno-geneticki markeri koriS¢eni su kontrolni region
mitohondrijalne DNK (CR mtDNK), mikrosateliti i jedarni LDH-C* gen, vazan dijagnosticki
marker koji se dobro pokazao u reSavanju problema postglacijalne kolonizacije populacija S. trutta.
Krajem 20. veka definisane su jasne filogeografske linije pastrmki — atlantska (AT), dunavska
(DA), mediteranska (ME), jadranska (AD) i marmoratus linija (MA). Zapadni deo Balkana ¢ini
jadransko-mediteranska oblast sa najve¢im fenotipskim diverzitetom medu pastrmskim
populacijama, dok veliki deo unutrasnje teritorije pripada crnomorskom slivu. U ovoj disertaciji
analizirane su poto¢ne pastrmke iz reka crnomorskog sliva u Bosni 1 Hercegovini, i1 reka jadranskog
sliva u Crnoj Gori, sa ciljem utvrdivanja geneticke strukture i raznovrsnosti populacija kompleksa
S. cf. trutta na podru¢ju zapadnog Balkana, uzimajuc¢i u obzir potencijalne hibridizacione procese.
U rekama crnomorskog sliva detektovana su dva haplotipa DA (Da2, Da22), i jedan AT linije (Atl).
U jadranskom slivu ustanovljeno je Sest haplotipova iz tri linije: AD (ADcs11, Ad+Prz), DA (Dal,
Da2) i AT (A17, Atl). U gotovo svim rezidentnim populacijama primeceno je ukrStanje izmedu
autohtonih i introdukovanih jedinki. Invazivni efekti stranih haplotipova potocne pastrmke (Atl,
A17, Da2) u analiziranim rekama otkriveni su u proceni rizika od strane autora navedenih u ovoj
disertaciji. Nuzno je ustanoviti politiku upravljanja pastrmskim ribolovom 1 mere konzervacije kako
bi se redukovao rizik koji neadekvatno poribljavanje predstavlja po autohtoni fond potocne
pastrmke.

Klju¢ne reci: poto¢na pastrmka, kontrolni region, mikrosateliti, zapadni Balkan, diverzitet,
diferencijacija, konzervacija
Nau¢na oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Morfologija, sistematika i filogenija



Reconstruction of the evolutionary history of the brown trout complex Salmo cf. trutta of the
western Balkans: differentiation and diversity

Abstract

Phylogeny and systematics in the second half of the 20th century are mostly based on
molecular methods that seek to resolve complex relationships between genera and species within
the Salmonidae family. In this research, the following molecular molecular genetic markers were
used: mitochondrial DNA (CR mtDNA) control region, microsatellites and nuclear LDH-C * gene,
an important diagnostic marker that has proven particularly well for addressing postglacial
colonization of S. trutta populations. At the end of the 20th century clear phylogeographic lineages
of brown trout were defined — Atlantic (AT), Danubian (DA), Mediterranean (ME), Adriatic (AD),
and marmoratus (MA). Western part of Balkan is made up of the Adriatic-Mediterranean area,
which represents the area of greatest phenotypic diversity among trout populations, while a large
part of the its inland territory belongs to the Black Sea basin. In this dissertation, brown trout from
the rivers of the Black Sea basin in Bosnia and Herzegovina, and the rivers of the Adriatic basin in
Montenegro were analyzed, with the aim of determining the genetic structure and diversity of
populations of the complex of brown trout S. cf. trutta in the Western Balkans, taking into account
potential hybridization processes. In rivers of the Black Sea basin, three haplotypes were detected,
two of which belong to the DA lineage (Da2 and Da22), and one haplotype belongs to the AT
lineage (Atl). Six haplotypes from three lineages were detected in the Adriatic basin: AD (ADcsl1,
Ad + Prz), DA (Dal, Da2) and AT (A17, Atl). In almost all resident populations, crossing between
autochthonous and introduced individuals was observed. The invasive effects of foreign haplotypes
of brown trout (Atl, A17, Da2) in analyzed trout rivers were discovered in a risk assessment by the
authors cited in this dissertation. There is a great need to establish a trout fisheries management
policy and conservation measures to reduce the possible risk that inadequate stocking may pose to
an indigenous trout stock.

Key words: brown trout, control region, microsatellites, western Balkans, diversity,
differentiation, conservation
Scientific field: Biology

Scientific subfield: Morphology, systematics and phylogeny
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1. Uvod

1. UVOD

1.1. KARAKTERISTIKE PORODICE SALMONIDAE

1.1.1.POREKLO I RASPROSTRANJENJE

Na osnovu paleontoloskih nalaza je utvrdeno da postojanje salmonidnih vrsta datira jos iz
eocenske epohe, pocetka tercijara, dok je krajem tercijara 1 pocetkom kvartara njihova
rasprostranjenost bila znacajna (Mitrovi¢ i Pavlovi¢, 1980). Do danas nisu usaglaseni stavovi o
poreklu salmonida — pojedini autori smatraju da poticu iz marinskih stanista (Schmidt, 1947), dok
drugi smatraju da su poreklom iz slatkovodnih stanista (Neave, 1958; Vladykov, 1963).

Salmonidae naseljavaju severne delove Atlantskog okeana i Pacifika, delove Severnog ledenog
mora, reke 1 mora Evrope, Severne Amerike, Severne Afrike 1 zapadne Azije, tako da imaju
cirkumpolarno rasprostranjenje (Lagler, 1977). Pored severne Zemljine hemisfere, prisutne su i na
Jjuznoj, gde su introdukovane u vode Afrike, Australije, Novog Zelanda i Juzne Amerike, pre svega
zbog njihovog komercijalnog znacaja (Wheeler, 1992).

1.1.2. KLASIFIKACIJA I OPSTE ODLIKE SALMONIDA

Classis Osteichthyes
Subclassis Actinopterygii
Infraclassis Teleostei
Superordo Protacanthopterygii
Ordo Salmoniformes

Familia Salmonidae

Red Salmoniformes (Slika 1) obuhvata anadromne grupe, koje ve¢i deo Zivotnog ciklusa
provode u morima, kao i potamodromne grupe, koje svoj Zivot provode iskljucivo u slatkim vodama
(na primer, rodovi Hucho, Salmothymus, Salvethymus). Kod salmonidnih riba iza dorzalnog peraja
postoji dobro razvijeno adipozno-masno peraje. Anadromne predstavnike odlikuje primarna
metamorfoza koja se deSava tokom nizvodnih migracija. Sekundarna metamorfoza, narocito kod
muzjaka, odvija se tokom uzvodnih migracija pred period mresta, kada nastaju izrazenije
morfoloSke promene poput izmena u glavenom skeletu i zamene trofickih zuba reproduktivnim
(nupcijalnim). Navedene promene mogu biti trajne, kao kod pacifickih lososa (Oncorhynchus spp.),
ili prolazne, kao kod pripadnika roda Salmo i nekih drugih rodova, gde se morfoloske karakteristike
nastale sekundarnom metamorfozom tokom nizvodnih migracija posle reprodukcije delimi¢no
gube, odnosno dolazi do "regresivne metamorfoze". Ciklus morfoloskih promena i njihovog
nestanka u slede¢em periodu mresta se ponavlja (Saunders i Schom, 1985). Salmonidne vrste
svrstavaju se u mesozdere - predatore, hrane se akvati¢nim insektima, rac¢i¢ima i manjom ribom
(McDowell, 1998).



Rekonstrukcija evolucione istorije kompleksa potocne pastrmke Salmo cf. trutta

Ordo Salmoniformes
Familia Salmonidae
Subfamilia Coregoninae
Coregonus
Prosopium
Stenodus
SubfamiliaThymallinae
Thymallus
Subfamilia Salmoninae
Brachymystax
+ Eosalmo
Hucho
Oncorhynchus
Parahucho
Salmo
Salvelinus
Salvethymus

Slika 1. Klasifikacija unutar porodice Salmonidae reda Salmoniformes (Nelson, 1994)

Salmonidae imaju niz predackih odlika Teleostei, sa trbusnim perajima smestenim viSe unazad
(predanalni polozaj), 1 adipoznim perajem, koje je jedna od osnovnih, zajednickih osobina vrsta iz
ove familije, na lednom delu repne drske. Odlikuje ih vitko telo, vretenastog oblika, prekriveno
sitnim krljustima koje nisu zastupljene jedino na glavi, kao i ra¢vastim repnim perajem, dok u
ustima na vilicnim kostima poseduju jedan red oStrih zuba (McDowell, 1998). Na bokovima
poseduju tacke crvene i crne boje (ili iskljucivo jedne boje), kao i pruge i Sare, ¢iji broj i raspored
zavisi od toga o kojoj se vrsti radi (McDowell, 1998). Veli¢ina tela varira i krece se u rasponu od
oko 13 cm duzine kod adulta najsitnijih vrsta, do ¢ak dva metra kod najkrupnijih vrsta (Rainer i
Pauly, 2008).

Danas se smatra da porodicu Salmonidae ¢ine tri grupe koje se taksonomski definiSu kao
podfamilije — Coregoninae (ozimice), Thymallinae (lipljeni) i Salmoninae (lososi, pastrmke), i
generalno, sve tri grupe prihvacene su, pre svega u svrhu pronalazenja i izdvajanja grupa izvedenih,
sinapomorfnih osobina koje bi ukazale na monofiletsko poreklo (McPhail i Strouder, 1997).
Medutim, pojedini autori (Simonovi¢, 2001; Kottelat 1 Freyhof, 2007) smatraju da u porodici
Salmonidae ne postoji podela na potporodice, te ovde svrstavaju samo pastrmke, losose, mladice,
lenok 1 zlatov€ice, bez lipljena i ozimica, dok tradicionalna klasifikacija (Starley 1 Smith, 1993;
Crisp, 2000; Klemetsen i sar., 2003) u okviru ove porodice prepoznaje tri navedene potporodice,
prisutne 1 u okviru univerzalnog taksonomskog informacionog sistema - ITIS (eng. Integrated
Taxonomic Information System, 2003).

1.1.3. EVOLUCIJA I GENETIKA SALMONIDA

Salmonidae se prvi put pojavljuju u vidu fosilnog nalaza koji datira iz srednjeg eocena sa
vrstom Eosalmo driftwoodensis, koja je opisana u fosilnim nalazima iz pokrajine Drftvud Krik (eng.
Driftwood Creek), centralnog dela Britanske Kolumbije u Kanadi. E. drifiwoodensis je trenutno
najstarija potvrdena vrsta koja poseduje zajedniCke karakteristike sa potporodicama Salmoninae 1
Thymallinae, pa se stoga smatra drevnom vrstom koja odslikava vazan stadijum u evoluciji
salmonida (McPhail i Strouder, 1997). U nalazima fosila vrsta porodice Salmonidae dolazi do
prekida nakon pronalaska vrste Eosalmo driftwoodensis sve do pre sedam miliona godina (kasni
miocen) kada su pronadeni fosili nalik pastrmkama u Ajdahu (SAD) u jezeru Klarkija (eng. Clarkia
Lake beds), Cije je uzano i duboko korito jo§ od miocena ostalo tektonski stabilno, sa hladnom
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1. Uvod

vodom, u anoksi¢nim uslovima sa brzom sedimentacijom, pa je oduvek predstavljalo idealne uslove
za proces fosilizacije (Smiley, 2006; Anonymous, 2006; Rember, 2007). Za nekoliko od ovih
fosilnih nalaza ispostavilo se da su vrste koje pripadaju rodu Oncorhynchus, a njihovo prisustvo u
dalekoj unutras$njosti kopna dovelo je do zakljucka da ne samo da je ovaj rod bio prisutan u
pacifickim slivovima pre pocetka pliocena (pre pet do Sest miliona godina), ve¢ da su
Oncorhynchus clarkii 1 Oncorhynchus mykiss, 1 ostale vrste koje se danas smatraju pacifickim
lososima, divergirale pre pocetka pliocena, i da se tada desilo odvajanje izmedu rodova Salmo
(Atlantski lososi) 1 Oncorhynchus, mada pojedini nau¢nici smatraju da se odvajanje moglo desiti 1
na pocetku miocena, tj. pre 20 miliona godina (McPhail i Strouder, 1997; Montgomery, 2000).

Na osnovu najnovijih istrazivanja doslo se do zaklju¢ka da su Salmonidae divergirale od
ostalih Teleostei tokom kasne krede, pre 88 miliona godina, kao i da je taj dogadaj obelezen
duplikacijom citavog genoma kod predacke salmonidne vrste, koja je tom prilikom od diploidne
postala tetraploidna (Allendorf 1 Thorgaard, 1984; Macqueen i Johnston, 2014). U evolucionoj
istoriji salmonida ovo je Cetvrta duplikacija ovog tipa, s tim Sto se prve dve duplikacije odnose na
sve Vertebrata sa koStanim skeletom, dok se treca specificno odnosi na Teleostei (Macqueen 1
Johnston, 2014). S obzirom da su istrazivanja pokazala da je genom vrsta porodice Salmonidae bio
pod uticajem prirodne selekcije ne bi li se vratio u diploidno stanje, sve recentne vrste ove porodice
predstavljaju dokaz o delimic¢noj tetraploidiji, $to je podrzano rezultatima istraZivanja radenim na
duziCastoj pastrmki Oncorhynchus mykiss €iji je genom 1 dalje delimi¢no tetraploidan. Otprilike
polovina dupliciranih gena koji kodiraju proteine bila je u procesu selekcije izgubljena, dok, na
primer, sve mikro RNK (miRNK) sekvence postoje u duplikatima. Smatra se da se ovakav obrazac
delimic¢ne tetraploidije odrazava i na ostale recentne Salmonidae (Berthelot i sar., 2014;
Zhivotovsky, 2015). Genom prve fosilne vrste porodice Salmonidae koja pokazuje osobine
povezane sa onim kod recentnih vrsta, E. driftiwoodensis, ne moze biti sekvenciran, pa stoga nema
dokaza da je tetraploidnost postojala kod ove vrste u srednjem eocenu. E. driftwoodensis je znatno
mlada od pretpostavljenog vremena tokom kojeg se desila divergencija porodice Salmonidae od
ostalih Teleostei, $to bi znacilo da Salmonidae imaju ,,nevidljivu” evolucionu liniju od blizu 33
miliona godina. Usled nemogu¢nosti izolacije DNK iz fosilnih uzoraka, kao 1 nedostatka ranijih
prelaznih fosilnih oblika, utvrdivanje ta¢nog vremenskog perioda kada je doSlo do dogadaja
duplikacije genoma salmonida predstavlja izuzetno Siroku kategorizaciju vremena koja se kre¢e u
rasponu od 25 do 100 miliona godina starosti (Berthelot i sar., 2014). Novi napredak u analizama
kalibrisanog relaksiranog molekularnog sata (Drummond i sar., 2006) — modela koji predstavlja
sredinu izmedu hipoteze ,,striktnog” molekularnog sata i modela veceg broja stopa (eng. Many-
rates Model) (Felsenstein, 2001) i omoguéen je MCMC (eng. Markov Chain Monte Carlo)
tehnikama, obezbedio je temeljniji uvid u genom salmonida i omogucio preciznije utvrdivanje
vremena u kome se dogodila duplikacija Citavog genoma grupe, pa je tako po poslednjim
prorac¢unima utvrdeno vreme pomenutog dogadaja na period pre 88 miliona godina (Macqueen i
Johnston, 2014). Navedeno je doprinelo ve¢em broju rasprava o radijaciji vrsta u okviru porodice
Salmonidae jer, istorijski gledano, upravo dogadaj duplikacije genoma smatrao se uzrokom
varijabilnosti vrsta te porodice. Rezultati analiza dobijeni uz pomo¢ molekularnog sata otkrili su da
se specijacija ove grupe uglavnom deSavala tokom perioda naglih klimatskih promena, u vezi sa
poslednjim ledenim dobima, sa narocito visokim stopama specijacije kod salmonida koje se
odlikuju anadromnim nac¢inom Zivota (Macqueen i Johnston, 2014).

1.1.4. FILOGENIJA PORODICE SALMONIDAE

Filogenetski odnosi unutar porodice Salmonidae u proslosti su najpre bili zasnovani na
analizama morfoloSkih karaktera. Jo§ 1963. godine Vladykov je pokuSavao da reSi prethodno
postavljeni taksonomski problem koji je podrazumevao razdvojenost pacifickih pastrmki i lososa,
pa je stoga uveo rod Parasalmo za pacificke pastrmke. Na taj nacin nije uspeo da resi filogenetski
problem po kome se pacificke pastrmke svrstavaju blize rodu Oncorhynchus, a ne rodu Salmo kako
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je do tada vazilo (Starley i Smith, 1993). Oni su na osnovu morfoloskih analiza potvrdili bliskost
pacifickih pastrmki i lososa (Oncorhynchus) sa atlantskim lososima i pastrmkama (Salmo), dok su
rodovi Hucho 1 Salvelinus svrstani u njima sestrinsku grupu, a Brachymystax predstavlja
najudaljeniji recentni rod. Medutim, generalno je poznato da visok nivo fenotipske plasticnosti koji
karakteriSe potocnu pastrmku, kao i veéinu vrsta porodice Salmonidae, ograni¢ava upotrebljivost
morfoloskih karaktera u reSavanju fiogenetskih veza (Behnke, 1972).

Filogenija 1 sistematika u drugoj polovini 20. veka sve viSe se zasnivaju na molekularnim
metodama kojima se nastoje reSiti kompleksni odnosi izmedu rodova i vrsta u okviru porodice
Salmonidae. Ferguson i Fleming (1983) i Cross (1989) prvi vrse temeljnija istrazivanja uz upotrebu
alozima i potvrduju srodnost izmedu atlantskog lososa Salmo salar 1 potocne pastrmke Salmo trutta,
kao 1 njihovu udaljenost od ostalih rodova te porodice. Berg i Ferris (1984) i Gyllensten i Wilson
(1987) analizom mitohondrijalne DNK (mtDNK) potvrduju prethodno navedene zakljucke.
Sanfordovi (1990, 2000) izvestaji o osteoloSkim sinapomorfijama, studija koju su izveli Oakley 1
Philips (1999) o intronima gena za hormon rasta, kao i pomenuta istrazivanja Snoja i sar. (2002) o
kontrolnom regionu mtDNK (eng. Control Region - CR), citohromu b i LDH-C* genima,
intermedijarnu poziciju (Snoj i sar., 2002), izmedu atlantskog lososa Salmo salar L. i pet drugih
molekularnih linija roda Salmo, impliciraju¢i na taj nacin sinonimiju Sa/mothymus u rodu Salmo, jer
je geneticka distanca izmedu rodova Salmothymus, Acantholingua i Salmo mala. Medu vrstama
porodice Salmonidae, pastrmka Ohridskog jezera Salmo letnica (Karaman, 1924) predstavlja
element Jadranske slatkovodne faune, s obzirom da je jasno pozicionirana u Jadranski klaster S.
trutta mtDNK filogenije (S. trutta, Bernatchez, 2001 i Apostolidis i1 sar, 1997; S. letnica, Sell i
Spirikovski, 2004). Istrazivanje koje su sproveli Sell i Spirkovski (2004) dodatno dokazuje da
postoje dve reproduktivno izolovane jedinice u okviru ovog taksona. Nasuprot ovoj, po svojoj
prilici, modernoj liniji, Salmo ohridanus predstavlja liniju koja se znatno razlikuje, tj. divergirala je
od S. trutta. S. ohridanus, lokalno poznata i1 kao belvica (bela riba), imala je raznoliku taksonomsku
istoriju. Bila je smeStena u isti rod (Salmothymus) (Berg, 1910) kao i jadranska endemicna
mekousna pastrmka (S. obtusirostris), kasnije smeStena u monotipski rod kao Acantholingua
ohridana (Hadzis¢e, 1961), a nedavno reklasifikovana od strane Phillips i sar. (2000) kao Salmo
ohridana (ispravno S. ohridanus, na taj nac¢in kompletiraju¢i ,.krug® kao Sto pretpostavlja originalno
ime koje je dao Steindachner), i sada se smatra sestrinskom vrstom sa mekousnom pastrmkom
Salmo obtusirostris (Snoj i sar., 2002).

Oakley 1 Phillips (1999) otkrivaju nov polozaj roda Brachymystax, u okviru grane roda Hucho.
Rod Salvethymus je retko bio predmet istrazivanja baziranih na molekularnim metodama. Medutim,
Phillips 1 Oakley (1997) 1 Brunner i sar. (2001) na osnovu rezultata svojih molekularno-genetickih
istrazivanja, svrstavaju ovaj monotipski rod u rod Salvelinus, kao ishodisnu vrstu za S. alpinus
(Brunner i sar. 2001).

Prema  katalogu ihtioloSkih  taksona  (eng. Catalog of Fishes - CAS,
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatmain.asp) broj trenutno
dostupnih vrsta u okviru familije Salmonidae iznosi 769, od toga validnih 228, i 14 detektovanih u
periodu od 2009. do 2018. godine. Prema istom izvoru, broj dostupnih vrsta u okviru potporodice
Salmoninae iznosi 415, od toga validnih 124, 1 13 vrsta detektovanih u periodu od 10 godina.

Prema Norden (1961), Behnke (1968), Kendall i Behnke (1984) i Nelson (2006) ukupan broj
vrsta u okviru Salmoninae krece se od oko 20, pa do 100 i vise, svrstanih u sedam rodova (ITIS,
http://www.itis.gov, 2018), posledi¢no i broj vrsta u okviru roda Salmo varira u zavisnosti od
koncepta vrste koja se primenjuje.
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U radovima Hadis¢e (1960), Vukoti¢ i1 Ivanovi¢ (1971), Teskeredzi¢ i sar. (1993) i Kottelat
(1997) o Balkanskom poluostrvu, popisana je ukupno 21 nominalna vrsta porodice Salmonidae:
Acantholingua ohridana (Steindachner, 1892); Hucho hucho (Linnaeus, 1758); Salmo aphelios
Kottelat, 1997; Salmo balcanicus (Karaman, 1927); Salmo dentex Heckel, 1851; Salmo farioides
Karaman, 1938, Salmo labrax Pallas, 1814, Salmo letnica (Karaman, 1924), Salmo lumi Poljakov,
Filipi & Basho, 1958; Salmo macedonicus (Karaman, 1924); Salmo marmoratus Cuvier, 1829;
Salmo montenigrinus Karaman, 1933; Salmo pelagonicus Karaman, 1938; Salmo peristericus
Karaman, 1938; Salmo taleri (Karaman, 1932); Salmo trutta Linnaeus, 1758; Salmo visovacensis
Taler, 1950; Salmo zetenzis (Hadzisce, 1960); Salmo zrmanjensis Karaman, 1937; Salmothymus
obtusirostris (Heckel, 1852); 1 Thymallus thymallus (Linnaeus, 1758).

Prema Apostolidis 1 sar. (1996, 1997) i Bernatchez (2001), rod Salmo na Balkanskom
poluostrvu predstavljen je samo jednom vrstom, S. trutta, pa je lista salmonidnih vrsta Balkana
redukovana na pet vrsta svrstanih u pet rodova i dve familije (Tabela 1).

Tabela 1. Popis salmonidnih vrsta Balkanskog poluostrva prema Apostolidis i sar. (1996, 1997) i
Bernatchez (2001)

\ 1. Acantholingua ohridana (Steindachner, 1892) \
2. Hucho hucho (Linnaeus, 1758)
3. Salmo trutta (Linnaeus, 1758)
4. Salmothymus obtusirostris (Heckel, 1852)
5. Thymallus thymallus (Linnaeus, 1758)

1.1.5. RASPROSTRANJENOST I POREKLO SALMONIDNIH VRSTA NA
BALKANSKOM POLUOSTRVU

Slatkovodni ekosistemi Balkanskog poluostrva deo su pet morskih slivova. Uprkos maloj
povrsini koju zauzima (4.7% povrSine Evrope), Balkansko poluostrvo poznato je kao region u kome
su salmonidne vrste najbrojnije. Njegov zapadni deo ¢ini jadransko-mediteranska oblast koja
poseduje najvisi nivo endemizma rodova i vrsta (Behnke, 1973) tako da, uprkos maloj povrsini koju
zauzima, ono predstavlja oblast najveceg fenotipskog diverziteta medu pastrmskim populacijama
(Bernatchez, 2001).

Prema kladogramu odnosa salmonidnih rodova (Stearley i Smith, 1993) (Slika 2), najranije
razvijena recentna salmonidna vrsta Balkanskog poluostrva je lipljan Thymallus thymallus. Drugo
grananje ¢ine belvica Acantholingua ohridana (preimenovana u Salmo ohridanus Steindachner,
1892), i mekousna pastrmka Salmo obtusirostris. Oni su potekli od zajedniCkog pretka koji se
pojavio ubrzo nakon Sto je nastao predak sibirske salmonidne vrste lenok Brachymystax lenok.
Stoga su ove tri vrste filogenetski bliske Sto je takode zakljucio i Berg (1948) (prema Hadisce,
1961). Izvedenija od ove grupe vrsta je mladica Hucho hucho, dok je najizvedenija, na istoj
filogenetskoj udaljenosti od mladice, kao $to je ona od prethodna dva roda, Salmo trutta, koja je
prisutna u slatkovodnim ekosistemima Balkanskog poluostrva u Cetiri od ukupno pet linija koje je
opisao Bernatchez (2001): dunavska (DA), jadranska (AD), mediteranska (ME) i marmoratus
(MA).

Balkan je oblast najbogatija salmonidnim vrstama koje su filogenetski udaljene, a dve od njih
su i endemicne, Salmo ohridanus Steindachner, 1892, i Salmo obtusirostris. Navedene Cinjenice
vode ka pretpostavei da su neke od njih bile prisutne u ovoj oblasti tokom duzeg vremenskog
perioda, nakon $to su njihovi preci emigrirali iz udaljenih krajeva, a zatim evoluirali u drugim
ekoloskim uslovima na Balkanu u nove taksone (Georgiev, 2003). S obzirom da su njihove
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filogenetske veze razjasnjene, kao i njihova tacna pozicija u sistematici, ostaje pitanje njihovog
porekla, ili preciznije reCeno, puteva imigracije njihovih predaka u slatkovodne ekosisteme
Balkanskog poluostrva. Shvatanje zoogeografa (Karaman, 1924; Ladiges, 1967; Karaman, 1971)
vezano za neke od njih je, sa tacke glediSta opSteprihvacenog stanovista da su sve vrste porodice
Salmonidae mediteranskog basena usle kroz Gibraltar, pomalo zbunjujuce. Postoje neke teze koje
pokusavaju da rese problem porekla salmonidnih riba Balkanskog poluostrva, ali obi¢no pristupaju
problemu odvojeno, za jednu (Berrebi i sar., 2000), dve, ili najvise tri vrste (Taler, 1953; Karaman,
1957). Neki radovi daju odgovor na pomenuto pitanje na nivou roda (Banarescu, 1973).
Najtemeljniji rad relevantan za ovu temu jeste onaj napisan od strane Economidis i Banarescu
(1991) koji spominje neke od salmonidnih riba Balkana kao komponente ihtioloSkih podela
slatkovodnih basena Balkanskog poluostrva koje pripadaju okolnim morskim slivovima.
Istrazivanje koje je sproveo Taler (1953) najblize je reSavanju ovog problema: ,,Nema sumnje da su
mekousna pastrmka Salmothymus obtusirostris, zatim ohridska belvica Salmothymus ohridanus,
neretvanska glavatica, Salmo marmoratus, 1 neke druge salmonide iz oblasti zapadnog Balkana,
dosle drugim putevima, kao §to je bilo receno, za razliku od salmonida iz severnih oblasti.”

&L
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Slika 2. Kladogram odnosa salmonidnih rodova prema Stearley 1 Smith (1993)

Oblasti rasprostranjenja salmonidnih vrsta na Balkanskom poluostrvu, medu kojima su
predstavnici Cetiri linije S. trutta, rekonstruisane su na bazi istrazivanja i podataka Karaman (1924,
1936, 1957), Taler (1936, 1944, 1950, 1953), Poljakov i sar. (1958), Oresarov i Niskov (1959),
Jankovi¢ (1960), Aganovi¢ (1967), Vukovi¢ i Ivanovi¢ (1971), Sabioncello i sar. (1973),
Karapetkova 1 sar. (1993), Teskeredzi¢ i sar. (1993), Karapetkova (1994), Rakaj i Flloko (1995),
Apostolidis 1 sar. (1996), Kottelat (1997), i Bernatchez (2001).

NajuZe rasprostranjenje primeceno je za vrstu Salmo ohridanus (Acantholingua ohridana), ¢iji
je areal ograni¢en na Ohridsko jezero. Areal vrste S. obtusirostris ogranicen je samo na Jadranski
sliv, pri ¢emu je najseverniji deo reka Krka, a najjuzniji Bojana/Drim sistem, uS¢e Morace 1 Zete i
tok reke Bojane (Taler, 1953). Georgiev (2003) smatra da diskontinuirani areal ove vrste medu
rekama Krka, Vrlika, Neretva i1 Jadro, i odsustvo u reci Cetini, zasluZzuju da budu razmatrani
odvojeno. Diskontinuirani areal ukazuje na to da je vrsta stara sa geoloske tacke gledista. Cetina je
najduza reka u Dalmaciji, velike brzine toka koja se zavrSava vodopadom Gubavac visine 56 m,
malo pre usc¢a u Jadransko more, izmedu tokova reka Krke, Neretve i Jadra. Krka i Neretva odlikuju
se gotovo istim sastavom ihtiofaune, pri ¢emu je ve¢ina vrsta endemicna, sa izuzetkom S. frutta.
Pretpostavlja se da su uzrok odsustva S. obtusirostris ekoloski razlozi, poput nepovoljne brzine toka
vode. Georgiev (2003) ne isklju¢uje moguénost da ihtiofauna Cetine potice iz izvora susedne reke
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Krke, a ne iz us¢a kao $to je obicno slucaj. Prema Cvijicu (1989) deo koji odvaja vodotokove Krke i
Cetine je veoma nizak, i sve danasnje periodicno plavljene dalmatinske karstne depresije kuda
pomenute reke prolaze, nekada su predstavljale velike povezane limneticke sisteme. Trenutno
nezavistan recni sistem reke Zrmanje, u susedstvu Krke na severozapadu, nekada je bio integralni
deo njenog re¢nog sistema jer je Zrmanja bila pritoka reke Krke. Postoji mogucnost da su i Zrmanja
1 Krka nekada bile gornji delovi bivseg jedinstvenog toka reke Cetine (Georgiev, 2003).

Rasprostranjenje lipljana 7. thymallus, takode je ograni¢eno na zapadni deo Balkanskog
poluostrva. Lipljan naseljava velike planinske pritoke Dunava (Crnomorski sliv), dok je samo jedna
populacija prisutna u reci Soci (Jadranski sliv), koja se po meristickim 1 morfometrijskim
karakterima najvise razlikuje od onih prisutnih u Dunavskom slivu (Jankovi¢, 1960), §to potvrduje
davno prisustvo i odvajanje populacija dva vodotoka. Georgiev (2003) smatra da odsustvo T.
thymallus u odgovaraju¢im staniStima istocnog Balkana (reka Iskar koja je najstarija reka
Balkanskog poluostrva, poti¢e od najviSeg vrha na Balkanu — Musala, 2925 m nadmorske visine
(Oresarov i Niskov, 1959) nije posledica tektonskih, ve¢ ekoloskih razloga, a prisustvo 7. thymallus
u pritokama sa leve strane donjeg dela Dunava na Balkanskom poluostrvu (Banarescu, 1964) samo
potvrduje ovu tezu.

Rasprostranjenje mladice H. hucho na Balkanu, ukoliko se izuzme glavni deo toka Dunava
(Banarescu, 1964; Michailowa, 1967; Karapetkova, 1994), uopsteno odgovara distribuciji koju ima
lipljan. Distribucija mladice je proSirena tokom zime kada pojedine jedinke silaze u nizvodne
delove dunavskih pritoka u Julijskim Alpima i Dinaridima (Sava Bohinjka, Sava Dolinka, Una,
Kupa, Vrbas, Bosna, Drina, Ibar (Vukovi¢ i Ivanovi¢, 1971)), pa i u sam Dunav.

Najvecu teritoriju na Balkanu zauzima kompleks vrsta S. trutta, koja se prostire preko gotovo
¢itavog poluostrva, gde god ekoloski uslovi to dozvoljavaju. Filogeografske linije koje su skoro
jednako zastupljene su: jadranska linija (AD), koja pokriva severozapadne i jugozapadne oblasti
regiona, brojna loticka i pojedina limneti¢ka staniSta u kontinentalnoj oblasti Jadranskog i Jonskog
basena, dok su juzne populacije na Peloponezu diskontinuirane, i dunavska linija (DA), koja je
prosirena na severne, isto¢ne i centralne delove Balkanskog poluostrva (Crnomorski sliv 1 najveéi
deo sliva Egejskog mora) (Georgiev, 2003). Rezultati istrazivanja sprovedenih od strane
Apostolidis 1 sar. (1997) koja se ticu genetickih karakteristika kontroverzni su sa tacke gledista
geografskog rasprostranjenja re¢nih tokova i odgovaraju¢ih morskih basena jer oni isticu
moguénost da izu¢avane populacije nisu autohtone, ve¢ poreklom od donetih jedinki — jaja ili mladi,
tj. introdukovanih 1 aklimatizovanih uzoraka. Najuzu distribuciju ima linija marmoratus (MA) i
zanimljivo je da ona delimi¢no odgovara distribuciji S. obtusirostris: zajedno naseljavaju reku
Neretvu, blizu dunavske 1 jadranske linije S. frutta u re¢nom sistemu Bojana-Drim (Bernatchez,
2001). Najveci recni sistemi koji pripadaju jadranskoj obali Balkanskog poluostrva, sa najduzim
tokom 1 najbogatiji vodom, su reke Drim i Neretva. Izmedu reke Soce 1 Neretve nalaze se dva re¢na
staniSta — reka Krka i Cetina, koja naseljavaju pripadnici jadranske linije pastrmki. Krka se razlikuje
od ostalih rec¢nih staniSta u okviru jadranskog basena zbog svojih dugih dubokih delova, gde vladaju
mirni uslovi za Zivot, koji su ispresecani sedrenim kaskadama i vodopadima (Basioli, 1958). Zbog
navedenog jasno je da ekoloski uslovi reke Cetine 1 Krke ne odgovaraju ekoloskim potrebama i
adaptacijama S. trutta MA linije.

Pojedini nauc¢nici bavili su se distribucijom vrsta porodice Salmonidae na Balkanu kao i
mestima gde su najvisi delovi vodotokova u Dinaridima mogli promeniti svoj tok. Bianco (1990) je
analizirao osnove za distribuciju evromediteranskih slatkovodnih riba u periodu pliocen-pleistocen.
On navodi da su ledeni bregovi u vidu pregrada mogli uzrokovati inverziju re¢nih tokova, pri tom
posebno navode¢i Dinaride, kao i rod Salmo. Georgiev (2003) smatra da za danasnju distribuciju
vrsta pastrmki na Balkanu prethodno navedeno misljenje moze biti prihva¢eno sa dozom rezerve,
jer su Dinaridi oko 1000 m nizi od Pirineja, i oko 2000 m nizi od Alpa, te stoga efekat glacijacija na
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njih ne bi trebalo da je bio toliko izrazen, §to potvrduju sadasnje geomorfoloSke i hidroloske
osobine Dinarskih planina i tamosnjih voda. Ukoliko se zanemare mala izolovana glacijalna jezera
na Dinaridima, postoji samo jedno limneti¢ko staniSte pogodno za salmonide — Plavsko jezero
(Drecun, 1956; Jankovi¢, 1963; Vukovi¢ 1 Ivanovi¢, 1971), koje je znatno manje od glacijalnih
jezera na Alpima. Takode, granica ,,vecnog” snega na Dinaridima ima diskontinuiran karakter, i na
njima nikada nisu bili formirani toliko veliki gleCeri poput onih na Alpima i Pirinejima koji i danas
postoje. Stankovi¢ (1957) smatra da planinski lanci Dinarida i Helenida predstavljaju nepremostivu
barijeru za faunu zapadnog Balkana, sa akcentom na migracije riba. Georgiev (2003) smatra da 1
ovo razmatranje treba uzeti sa dozom rezerve i sumnje, jer bi gore navedeno moglo vaziti na primer,
za ciprinide, koje su adaptirane na mirne i tople nizijske vode, dok je nacin Zivota salmonida
prilicno drugaciji. S. trutta se odlikuje plasticnos¢u u pogledu ekoloskih osobina, tako da moze
opstati u najmanjim planinskim potocima. Prisustvo S. frutta u reci Eufrat, basenu Indijskog
okeana, je indikativno, jer je tok Eufrata sada odvojen od basena Crnog mora planinskim lancima
koji su u proseku 1000 m visi od Dinarida §to ukazuje na to da su pojedine populacije S. trutta, koje
naseljavaju potoke koji su nekada pripadali basenu Crnog mora, mogle postati sastavni deo
ihtiofaune Jadranskog basena, ili obratno, kao posledica seizmickih, tj. tektonskih aktivnosti.

Prema Herak (1985), postoje dve faze u tektonskoj integraciji izmedu Jadranskih i Dinaridnih
struktura, jedna u paleogenu, druga u neogenu. Obe faze uzrokovale su subdukciju, odnosno
podvlacenje jedne tektonske ploCe ispod druge, linijom Tolmin — Budva duzine od 600 km.
Posledice koje su ove faze ostavile jesu diferencirane visine reljefa, regresije, inklinacije
(nagibanje), dislokacije, te je posledi¢no doslo do raspada pojedinih strukturnih jedinica, §to u
sadasnjosti oteZzava definisanje nastalih kontakta na povrSini, kao i lokalna odstupanja od kanjona u
regionu. Ukoliko bi se utvrdilo da ove nepravilnosti postoje u geografiji Dinarida koji predstavljaju
liniju koja dovodi do podele izmedu Crnog i Jadranskog mora, moze se prihvatiti da ovo vazi i za
distribuciju ihtiofaune takode, tj. da je navedeni uticaj uzrokovao nepravilnosti u rasprostranjenju
dunavske 1 jadranske linije S. trutta. Najniza tacka izmedu crnomorskog 1 jadranskog basena na
Dinaridima je na njihovom severozapadnom delu — depresija reka Gacke i Like i reka Korana,
prolaz Babin potok na 828 m nadmorske visine. Korana izvire iz ¢uvenih sedrenih Plitvickih jezera,
negde oko 300 m nize od Babinog potoka i svakako treba imati u vidu Cinjenicu da, za razliku od
Like 1 Gacke koje spadaju u reke ponornice, populacije S. trutta Plitvickih jezera nisu autohtone
(Bogdanovic, 1961).

Populacije kompleksa S. trutta od velike su koristi za objasnjenje i razumevanje geoloske
istorije Balkana, i nisu jedine koje pokazuju nelogi¢nosti u svojoj distribuciji kontradiktornoj opste
poznatim principima genetike i zoogeografije u biologiji (Georgiev, 2003).

Na primer, Salmonidae koje naseljavaju reku Plivu, levu pritoku Vrbasa, u centralnom delu
Bosne 1 Hercegovine (Crnomorski sliv) su pored S. trutta 1 T. thymallus, koje naseljavaju reku
Vrbas, i Hucho hucho koja se u ovoj reci ne ocekuje, iako i ova vrsta naseljavaja reku Vrbas
(Curéié, 1938; Aganovi¢, 1967). Sedreni vodopad, kojim se Pliva zavrSava ulivajuéi se u Vrbas,
prema Matonickin i Pavleti¢ (1960) izuzetno je star, a predstavlja prirodnu barijeru za uzvodne
migracije u Plivu, Sto dovodi do zakljucka da je lipljan starija salmonidna vrsta koja je naselila reku
Plivu mnogo pre nego $to je mladica usla u danasnji vodotok Dunava. Sa druge strane, reke Krivaja
i Spreca, pritoke reke Bosne koja se uliva u Savu kod Samca, odlikuju se prisustvom mladice, ali ne
i lipljana (Jankovi¢, 1960), dok obe navedene vrste naseljavaju reku Bosnu, iako Krivaja ne
poseduje prirodne barijere koje bi spreéile migracije riba (Cur¢i¢ 1936; Jankovi¢ 1960).



1. Uvod

1.1.6. UTICAJ GLACIJACIJA NA DISTRIBUCIJU VRSTA PORODICE SALMONIDAE

Razdoblja tokom geoloske istorije za vreme kojih je dolazilo do naglog zahladenja, stvaranja
leda na kontinentima (inlandajsa) i formiranja glecera dogodile su se tokom Zemljine proslosti
nekoliko puta. Smatra se da su prva tri ledena doba nastupila u prekambrijumu, tj. pre 940 do 615
miliona godina, potom je usledilo ledeno doba u devonu pre oko 400 miliona godina, te u gornjem
karbonu 1 permu, pre otprilike 295 miliona godina. Pod novijim ledenim dobom smatra se ono koje
se dogodilo tokom pleistocena.

Poslednje ledeno doba nastupilo je u kvartaru, pre oko 2 miliona godina, a svoj vrhunac
dozivelo je u pleistocenu koji se deli na glacijale i1 interglacijale. Periodi kada se led na
kontinentima $irio ka jugu, a snezna granica spustala znatno ispod nivoa na kome se nalazi danas,
nazivaju se glacijali. U kvartaru ih je bilo pet — donau, ginc, mindel, ris i virm. Glacijali se odlikuju
razli¢itim intenzitetom i trajanjem, $to vazi i za interglacijale, periode u kojima je temperatura rasla
1 led se povlacio u viSe, severne predele. Posledica stvaranja velikih koli¢ina leda na skoro svim
kontinentima jeste opadanje nivoa svetskog mora za otprilike 180 m, zbog ¢ega su brojna danasnja
ostrva ulazila u sastav kopna, a na prostorima morskih prolaza nastale su prevlake koje su ostvarile
bitan uticaj na rasprostranjenost vrsta, pre svega zivotinjskih.

Cinjenicu da su visoke planine Balkanskog poluostrva za vreme pleistocena bile prekrivene
ledenim pokrivacem, poput onoga koji u sadaSnjosti prekriva Alpe, izneo je krajem 19. veka Jovan
Cviji¢, suprotstavivsi se do tada opSteprihvacenom misljenju da na Balkanu nema morfoloskih
tragova pleistocenske (diluvijalne) glacijacije, tj. da na balkanskim planinama ne postoje oblici
glacijalnog reljefa poput cirkova i lednickih dolina (valova). Kao deo svojih dugogodiSnjih
terenskih istrazivanja 1 otkrivanja fosilnog glacijalnog reljefa visokih planina Balkanskog
poluostrva, proucavao je i tragove starih gleera na planinama zapadnog Balkana, jer su u tom
pogledu ostale neispitane najvise planine dinarskog sistema, Bosne i Hercegovine i Crne Gore, koje
su po mnogim geomorfoloskim osobinama bile podobne za razvoj diluvijalnih gle¢era. Tokom svog
putovanja, Cviji¢ je ve¢ na pocetku pronasao tragove starih gleCera na planinama Bosne,
Hercegovine i Crne Gore: Treskavici, Cvrsnici, Prenju, Volujku sa Magliéem i na Durmitoru, a
uporedo je ispitivao morfoloske i tektonske osobine Dinarida.

U sastavu planina jugoistoéne Bosne, Hercegovine i Crne Gore ucestvovali su i eocenski
slojevi kao najmladi, a posle njihovog formiranja nije ceo pomenuti teren bio pod morem. U
mladem tercijeru bili su prisutni samo slatkovodni baseni, a tercijerni sedimenti su relativno dobro
ocuvani. Iz navedenog sledi da su se re¢ni sistemi u ovim oblastima morali razviti odmah posle
eocena. U diluvijalnoj glacijaciji Dinaridi su svojim najvisim delovima zalazili u sneznu liniju i
posedovali male glecere. Oni su se kretali kroz preglacijalna karstna ulegnuc¢a, da bi na kraju bili
zaustavljeni njihovom donjom pregradom. Nijedan gleCer dinarskog sistema nije silazio u rec¢ne
doline.

U crnogorskim 1 bosansko-hercegovackim planinama postojali su samo mali gle€eri koji su,
pored toga Sto je fenomen gleCera bio ograni¢en na relativno kratku periodu, imali neznatan uticaj
na postanak oblika. Za razliku od pomenutog fenomena glecera, karstni procesi, kojima su Dinaridi
od neogena do danas konstantno izlozeni, od mnogo veéeg znacaja su za formiranje oblika, pri
¢emu je proces olakSan time Sto je vecina visoravni sainjena od krecnjaka, te je pogodnija za
oblikovanje (skarS¢avanje). Kako su stari gleceri ucestvovali u stvaranju oblika i menjali postojece,
pri nastanku pojedinih oblika dolazilo je do kombinovanog uticaja karstnih procesa i delovanja
glecera.

Cviji¢ smatra da je sliv Gornje Morace bio pod znatnom glacijacijom primetivsi da oko tog
sliva postoji viSe cirkova — na Maganiku, veliki cirkovi Zijova, Stita i StoSca, veliki cirk Kotao na
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desnoj strani Morace na ¢ijem dnu se nalaze morene, manji cirkovi na levoj strani Morace na visini
od 1900 m, od kojih je najve¢i Pedova polja, dok su ranije opisani gleceri i1 cirkovi koji su tekli
prema gornjem slivu Male Rijeke.

Duz doline reke Morace, od Morackog manastira do us¢a u Skadarsko jezero, Cviji¢ je nailazio
na Sljunkovite mase koje su se ucvrstile u vidu konglomerata. Malo ih je zatekao u klisuri Morace
na potezu od manastira do Medurijecja, gde se reka Mrtvica uliva u Moracu, a najmanje u
kanjonskom kre¢njackom delu koji se naziva Platije, izmedu Medurijecja i sela Radunovi¢a. Kod
Morackog manastira primetio je prostranu preglacijalnu dolinu reke Morace, koju presecaju i njene
pritoke, useCenu u krec¢njak 1 listaste Skriljce, u koju je urezana uza dolina, izuzetno strmih strana,
ispunjena konglomerisanim $ljunkom do odredene visine, organizovanim u dve terase iznad re¢nog
korita. Na us¢u Mrtvice u Moracu takode je primetio preglacijalnu stenovitu terasu visine od oko 90
m iznad reke, u koju je urezana glacijalna dolina sa tri Sljunkovite terase. Najvecu koli¢inu
stalozenog konglomerisanog §ljunka primetio je kod Bioc¢a, na us¢u Male Rijeke u Moracu, koji se
prostire 1 naviSe uz dolinu Male Rijeke, a primecen je takode i1 sa obe strane reke Cijevne, pritoke
MoraCe. Neposredna veza izmedu morena gornjeg sliva MoraCe 1 njenih Sljunkovitih
konglomerisanih terasa nije utvrdena, medutim, s obzirom da je prisustvo morena utvrdeno i u
izvoriSnom delu Morace i posSto se u njenoj dolini nalazi isti Sljunak, sa istim brojem terasa, kao i u
Limu i Tari, Cviji¢ smatra da se konglomerat Morace moze sa velikom verovatno¢om smatrati
fluvioglacijalnim (Cviji¢, 1894).

Struktura populacija fauna riba umerenog klimatskog regiona bila je promenjena tokom
kvarternih glacijacija. Stoga, obrasci rasprostranjenja razli¢itih refugijalnih populacija i njihovih
naknadnih meSanja nadredeni su ponekada starijim obrascima genetiCke diferencijacije usled
hijerarhije reka (Perdices 1 sar., 2003; Volckaert i sar., 2002).

Klasi¢ne biogeografske studije smatraju da je isto€no-zapadna orijentacija glavnih evropskih
planinskih lanaca, od Kavkaza do Alpa i Pirineja, rezultirala izolacijom juznih poluostrva koja su
predstavljala refugijume tokom glacijalnih perioda (Hewitt, 2000). Ova izolacija se reflektuje u
distribuciji nekoliko slatkovodnih vrsta riba, kao §to je sluc¢aj sa familijom Cyprinidae, gde su
mediteranski taksoni diferencirani od severnoevropskih (Gilles i sar., 1998; Zardoya i Doadrio,
1998). Na populacionom nivou, evoluciona istorija riba u juznoevropskim regionima ukljucuje
periode izolacije koji favorizuju in situ diverzifikaciju, ali takode i moguénosti za migraciju
(Zardoya 1 Doadrio, 1998; Tsigenopoulos i Berrebi, 2000; Perdices i sar., 2003). Rasprostranjenje
vrsta ogranicenih na slatke vode, izgleda je rezultat menjanja tokova reka tokom glacijalnih perioda,
bilo us¢ima u nizijama kao odgovor na opadanje nivoa mora, ili skretanjem toka reka u korita
drugih reka u planinskim regionima (Durand i sar., 1999; Tsigenopoulos i Berrebi, 2000). Kod vrsta
porodice Salmonidae, anadromne ribe trebalo bi da poveéaju protok gena izmedu re¢nih basena
(Ryman, 1983). Medutim, znacajne geneticke razlike uo¢ene medu populacijama potocne pastrmke
S. trutta L. na bazi divergencije sekvenci na dva segmenta kontrolnog regiona mtDNK, izdvojile su
pet glavnih linija (Bernatchez i sar., 1992). Studije u kojima se koristio ve¢i broj baznih parova
(1250 bp) (Giuffra i sar., 1994), ili su se kombinovali podaci sekvenciranja kontrolnog regiona i
RFLP analiza mitohondrijalnih gena obezbedila su dodatnu potvrdu za validnost pomenutih linija
(Apostolidis i sar., 1997; Bernatchez, 2001; Machordom i sar., 2000; Suarez i sar., 2001).
Filogeografija ovih pet pastrmskih linija bila je revidirana od strane Bernatchez (2001), koji je
zakljuc¢io da one umnogome ostaju alopatricke, uprkos velikom disperzionom potencijalu vrste - AT
linija je kolonizovala Atlantski basen, od Maroka do Belog mora, dok je DA dominirala u rekama
pontokaspijskog basena; MA linija bila je u juznoj Evropi ograni¢ena na nekoliko reka u Italiji,
Hrvatskoj 1 Sloveniji koje su se o¢igledno ulile u basen Jadranskog mora tokom najduZzih glacijalnih
perioda; AD linija dominira u isto¢nim mediteranskim pritokama i veéi diverzitet je prisutan u
populacijama na Balkanu, sugeriSu¢i na to da je AD linija poreklom od balkansko-anatolijskog
glacijalnog refugijuma; veca brojnost pripadnika ME linije u rekama koje se slivaju u zapadno
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Mediteranskio more sugerisala je da ona mozda potice iz ovog regiona, iz izolovanih reka juzne
Francuske koje su sluzile kao glacijalni refugijumi za druge ribe.

1.1.7. KOMPLEKS POTOCNE PASTRMKE SALMO CF. TRUTTA

1.1.7.1. OpSte odlike i oblast rasprostranjenosti

Poto¢na pastrmka Salmo trutta L. 1758, je salmonidna vrsta autohtona za Evroaziju i Severnu
Afriku. Njen prirodni areal prostire se od severne Norveske i severozapadnog dela Rusije na jug, do
planina Atlas severne Afrike. Od zapada ka istoku, prostire se od Islanda do pritoka Aralskog mora
(MacCrimmon 1 Marshall, 1968; Behnke, 1986; Elliott, 1994; Berra, 2001). Poto¢na pastrmka
obuhvata brojne, jasno izrazene geografske forme (Blanc i sar., 1971), odnosno, njen prirodni
diverzitet odlikuje se kompleksnim obrascima fenotipski posebnih geografskih formi i1 znacajnom
varijabilnos$¢u zivotne istorije (Bernatchez i sar., 1992; Elliott 1994; Kottelat i Freyhof, 2007; Sanz,
2017). Navedene ¢injenice dovele su do zabuna u taksonomiji i sistematici potocne pastrmke koje
su doprinele otezanom razumevanju evolucione istorije ove vrste.

Poto¢na pastrmka je reofilna vrsta vretenastog oblika tela, na kome se sa dorzalne i lateralnih
strana, kao 1 na operkulumima, nalaze crne i crvene pege, dok su kod juvenilnih jedinki prisutne 1
poprecne pruge (Slika 3). Variranje boje tela u zavisnosti od tipa staniSta u morfologiji se smatra
adaptivnim jer povecava adaptivnu vrednost (eng. fitness) jedinki u novim uslovima sredine
(Kinnison i Hendry, 2004). Iza lednog peraja nalazi se adipozno-masno peraje koje je zajednicka
karakteristika Citave grupe, za koje se pretpostavlja da ima funkciju u smanjenju turbulencije vode
(Simonovi¢, 2010). Kosti gornje i donje vilice su nazubljene, a u prednjem delu gornje vilice nalazi
se 2-6 nizova zuba, dok je u zadnjem delu prisutan samo jedan niz (Simonovi¢, 2001), Sto, pored
broja branhiospina, predstavlja vazan taksonomski karakter za identifikaciju pastrmskih vrsta.

Poto¢na pastrmka pretezno naseljava podru¢je umereno-kontinentalne klime, ali i borealnu
zonu. Zivi u bistrim, hladnim vodama, bogatim kiseonikom, poput gornjih tokova reka velike brzine
ili visokoplaninskih jezera, dok migratorne jedinke u jednom delu Zivotnog ciklusa naseljavaju 1
more. Mresti se isklju¢ivo u slatkoj vodi, a period mresta traje od oktobra do februara. U tom
periodu muzjacima se lobanja izduzuje 1 pojavljuje im se kukast izrastaj na donjoj vilici, a zenke se
prepoznaju po nabubrelom stomaku punom ikre i crvenom polnom otvoru. Mreste se u parovima na
Sljunkovitom terenu gde Zenka kopa trlo (eng. redd) u koje polaze od 500 do 30 000 jaja
(Simonovi¢, 2001) koje nakon oplodenja zatrpava Sljunkom (Kottelat i Freyhof, 2007). Nakon
izvaljivanja embriona iz jaja nastaju prelarve (eng. alevin), koje se kre¢u u $ljunkovitoj podlozi oko
mesec dana, nakon ¢ega proplivaju (eng. parr) i po¢nu da se hrane planktonskim i bentosnim
raci¢ima (Simonovi¢, 2001). Jedinke od godinu dana dostizu veli¢inu od oko 10 cm, a one od dve
godine do 25 cm (Jevti¢, 1989). Zivotni vek potoéne pastrmke iznosi otprilike 20 godina, a polnu
zrelost dostizu nakon 2-3 godine (Semme, 1941). Adulti su oportunisti po pitanju ishrane i
uglavnom se hrane organizmima koji pripadaju makrozoobentosu i insektima sa povrSine vode,
pretezno iz grupa Trichoptera, Plecoptera, Ephemeroptera, Simulidae (Jonsson i Gravem, 1985;
Steingrimsson i1 Gislason, 2002), ali i manjim ribama i njihovom ikrom (Simonovi¢, 2001).

Bogatstvo fenotipske varijabilnosti uoc¢ene kod potoc¢ne pastrmke dovelo je do taksonomskog
prepoznavanja brojnih geografskih i ekoloskih formi koje su se Cesto nalazile u literaturi uz
zbunjujucu i nekonzistentnu nomenklaturu. Bila je uobicajena praksa da se osnovne ekoloske forme
S. trutta prepoznaju kao anadromne, jezerske i recne, tj. trutta, lacustris 1 fario. U zavisnosti od
tumacenja autora, navedeni nazivi su bili tretirani kao vrsta, podvrsta ili morfa. Medutim, ipak je
Siroko prihva¢eno misljenje da je vrednost morfoloskih kriterijuma, klasicno koris¢enih u proceni
filogenetskih odnosa kod salmonida, kao Sto su meristicki karakteri ili obojenost, osporavana usled
njihove fenotipske plasti¢nosti (Allendorf, Ryman i Utter, 1987). Prema morfoloskom i ponaSajnom
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fenotipu prepoznata su tri osnovna oblika: morski - Salmo trutta morpha trutta (marinus), jezerski -
Salmo trutta morpha lacustris 1 reni - Salmo trutta morpha fario. Jedino je morska pastrmka
anadromna i provodi deo zivota u morima zbog ishrane, ali se mresti kao i druge dve forme u
rekama. Takode, jezerski oblik provodi jedan deo Zivota u jezerima, tako da se jedino re¢ni oblik
smatra rezidentnim - monodromnim. Vazno je napomenuti da jedinke koje pripadaju razliCitim
formama uglavnom nisu reproduktivno izolovane tako da viSe oblika moze postojati i u okviru
jedne populacije koja se oznacava kao parcijalno migratorna.

Slika 3. Poto¢na pastrmka (Foto: Skraba Jurlina)

1.1.7.2. Taksonomija kompleksa poto¢ne pastrmke Salmo cf. trutta

Od vremena kada je Artedi (1738) opisao potocnu pastrmku Salmo trutta L., 1758, status vrste
¢esto je bio osporavan, i do sada je ostao nereSen. Veliki stepen varijabilnosti i1 izraZene plasti¢nosti
kompleksa potocne pastrmke razvijan je tokom duge evolucione istorije koja traje joS od srednjeg
miocena, a moze se pratiti sve do fosilnih ostataka S. immigratus (Kramberger, 1891) starih do 13
miliona godina, pronadenih u okolini mesta Samobor u Hrvatskoj (Andelkovi¢, 1989). Bernatchez
(2001) je, na osnovu strukture kontrolnog regiona mtDNK, zakljucio da je skoraSnja specijacija
poto¢ne pastrmke pocela pre 0.5 do 2 miliona godina, kao i da je prosla diferencijaciju tokom
glacijacija u pleistocenu koje su trajale oko 700 hiljada godina.

Istrazivanja bioloske varijabilnosti tokom proteklog veka dovela su, pored pomenute vrste S.
trutta, kao 1 vrste S. salar L. 1758, do opisivanja nekoliko dodatnih Salmo L. 1758 vrsta, koje su
neretko imale veoma ograni¢eno geografsko rasprostranjenje (Berrebi i1 sar. 2013; Clavero 1 sar.
2017; Ninua i sar. 2018). Broj vrsta Sa/mo u zavisnosti od izvora varira od oko 25 (Kottelat i
Freyhof, 2007; IUCN 2016) do gotovo 50 vrsta (Froese 1 Pauly, 2018), a medu njima je nekoliko
opisano tokom protekle decenije (Turan i sar., 2009; Delling, 2010; Turan 1 sar., 2011, 2012, 2014),
poput onih opisanih u Maroku — S. akairos Delling 1 Doadrio, 2005 i S. viridis Doadrio, Perea i
Yahyaoui, 2015. Navedene reference predstavljaju mali deo dostupne literature jer je istrazivanje u
ovoj oblasti i danas vrlo intenzivno, pa stoga postoje podaci proistekli iz istrazivanja na bazi
molekularnih metoda koji ukazuju na ¢injenicu da pojedine vrste nisu dobre, gde je Sanz (2017)
pruzila detaljan uvid u listu pomenutih vrsta, kao i pratece reference. Pored opisanih dobrih vrsta
poput, na primer, S. obtusirostris (Heckel 1851) (Snoj 1 sar., 2002) ili S. salar L., 1758, diverzitet
pastrmki podveden je pod kompleks vrsta S. trutta (Sanz, 2017), koja se odlikuje zbunjuju¢im
kladogramima, na taj nacin sputavaju¢i razumevanje evolucione istorije vrste i sprecavajuci razvoj
odgovarajucih strategija za oCuvanje i zastitu diverziteta pastrmki (Bernatchez i sar., 1992; Antunes
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i sar., 2001; Fumagalli i sar., 2002; Snoj i sar. 2010; Créte-Lafreniere i sar., 2012; Gratton 1 sar.,
2013; Ninua i sar., 2018).

Evoluciona istorija ovog taksona, stoga i taksonomija, bila je oblikovana kroz nekoliko
geoloskih dogadaja kao $to su glacijacije, planinska orogeneza, povlacenja mora, promene u recnim
slivovima 1 sli¢no (Karaman, 1924, 1927, 1932, 1933, 1938). Taksonomski status pastrmke koja
ima prilicno uniformne ekoloske karakteristike duz Balkanskog poluostrva je i dalje nerazjasnjen.
Karaman (1927) je tvrdio da je izolacija populacija pastrmki koja poti¢e od tercijara posledica
nastanka venca Dinarida, planinskog masiva u juznoj Evropi, koji se proteze zapadnim delom
Balkanskog poluostrva kroz Sloveniju, Hrvatsku, Bosnu i Hercegovinu, Srbiju, Crnu Goru i
Albaniju, dok je postpleistocenska izolacija pastrmki u okviru slivova posledica refugijalnog
karaktera Balkanskog poluostrva tokom, i nakon ledenih doba u kvartaru. Nominalni pastrmski
taksoni zapadnog Balkana su: pastrmka Crnomorskog sliva S. cf. trutta L., 1758; pastrmka
zapadnog Balkana S. taleri (Karaman, 1933) u slivu reke Save basena zapadnog Dunava, ali sa
locus typicus u gornjoj Zeti; pastrmski taksoni Egejskog sliva S. macedonicus (Karaman, 1924) 1 S.
pelagonicus Karaman, 1938; pastrmski taksoni Jadranskog sliva S. farioides, Karaman, 1938, iz
reke Neretve, zubatak i strun S. dentex (Heckel, 1851) iz Neretve i Morace, respektivno, glavatica S.
marmoratus Cuvier, 1829, iz slivova reka Adide, Po, Soce, donje Zete, Morace, Neretve 1 Drima; S.
peristericus Karaman, 1938, iz jezera Prespa; pastrmski taksoni kopnenih voda S. letnica (Karaman,
1924), S. lumi Poljakov, Filipi i Basho, 1958, S. aphelios Kottelat, 1997, 1 S. balcanicus (Karaman,
1927) koji se nalaze u simpatriji u razli¢itim delovima basena Ohridskog jezera (Simonovi¢ i sar.,
2007).

1.1.7.3. Genetika kompleksa vrsta Salmo cf. trutta

Upotreba genetickih markera dovela je do novih saznanja vezanih za filogeniju, evoluciju,
ekologiju, populacionu strukturu, menadzment i konzervaciju populacija i vrste (Avise, 2004).
Sveobuhvatnim analizama genetickog diverziteta populacija poto¢ne pastrmke (S. trutta L.) uz
upotrebu jedarnih i1 mitohondrijalnih (mtDNK) markera (npr. Garcia-Marin, Utter 1 Pla, 1999;
Antunes 1 sar., 2002; Bernatchez, 2001; Cortey, Pla i Garcia-Marin, 2004) ustanovljeno je da je S.
trutta geneticki 1 geografski visoko struktuirana vrsta.

Vise od 50 razli¢itih Lineovih vrsta opisano je tokom protekla dva veka na bazi varijabilnosti
vrste trenutno prepoznate kao S. trutta (Behnke, 1986). Nekoliko istrazivanja pokazalo postojanje
genetickih razlika pri nasledivanju odredenih morfoloskih 1 meristickih karaktera u sredinski
kontrolisanim uslovima (Chevassus, Blanc i Bergot, 1979; Blanc, Poisson i Vibert, 1983; Krieg,
1984; Skaala i Jorstad, 1987, 1988). Medutim, generalno je poznato da izuzetni nivo fenotipske
plasticnosti koji karakteriSe poto¢nu pastrmku i veéinu drugih salmonidnih vrsta ograni¢ava
upotrebljivost morfoloskih karaktera u reSavanju fiogenetskih veza (Behnke, 1972).

Tokom osamdesetih godina, nastojanje da se bolje shvati geneticka diferencijacija potocne
pastrmke postignuto je kroz analize varijabilnosti alozima putem elektroforeze (Ferguson, 1989;
Guyomard, 1989). Ova istraZivanja opisala su geneticki diverzitet pastrmskih populacija u
odredenim geografskim oblastima (Taggart, Ferguson i Mason, 1981; Guyomard i Krieg, 1983;
Krieg i Guyomard, 1985; Ryman, 1983; Crozier i Ferguson, 1986; Karakousis 1 Triantaphylidis,
1988; Osinov, 1990a) i dovela do postavljanja novih pitanja — pre svega da li razli¢ite ekoloske
varijante pronadene u razli¢itim slivovima imaju monofiletsko poreklo (Guyomard i sar., 1984;
Osinov, 1984; Skaala i Naevdal, 1989; Hindar i sar., 1991), kao i da li razli¢itost geografskih formi
i/ili odvojenost simpatrickih formi bazirana na fenotipskim razlikama ima filogenetsku osnovu
(Ryman, Allendorf i Stahl, 1979; Krieg i Guyomard, 1985; Hamilton i sar. 1989; Guyomard, 1989;
Karakousis i1 Triantaphylidis, 1990; Osinov, 1990; Osinov, 1990b; Ferguson i Taggart, 1991).
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Analize alozimske varijabilnosti pokazale su da potocna pastrmka predstavlja jednu od visoko
struktuiranih Zivotinjskih vrsta sa vise od 50% ukupnog genetickog diverziteta distribuiranog medu
populacijama u pojedinim oblastima (npr. Krieg i Guyomard, 1985). Ova istraZivanja narocito su
bila korisna pri donoSenju zaklju¢aka o tome da su ekoloske varijante polifiletske po poreklu, pri
¢emu bi razli¢iti preci u razliCitim slivovima nezavisno dali jezerske, recne i anadromne forme
(Bernatchez i sar., 1992). Prema ovim autorima, geografska distribucija mtDNK diverziteta
podudara se sa obrascima geneticke diferencijacije detektovane u ranijim studijama alozimske
varijabilnosti. Najpre, mtDNK filogenetski diskontinuitet izmedu Atlantskog i Mediteranskog sliva
paralelan je obrascima ustanovljenim od strane Krieg i Guyomard (1985) i Guyomard (1989) koji
su demonstrirali dihotomu diferencijaciju izmedu navedenih basena kod francuskih populacija
potocne pastrmke. Medutim, velika odstupanja izmedu mtDNK 1 analiza proteinske varijabilnosti
bila su primeé¢ena kod genetickog variranja na intra- 1 interpopulacionim nivoima. Vecina
populacija obuhvacenih istrazivanjem pokazala je nizak nivo intrapopulacionog diverziteta. To se
naroCito odnosi na populacije Atlantskog basena u kojima nije primecena varijabilnost sekvenci
mtDNK. Nasuprot tome, ove populacije su pokazale visoke nivoe proteinske varijabilnosti
(Gyllensten, 1985; Ferguson, 1989). Ostre razlike u frekvencijama alela, ¢ak i u okviru malih
geografskih podrucja, karakterisale su mnoge od ovih populacija, dok je monomorfnost
ustanovljena u mtDNK sekvencama. Nedostatak podudarnosti izmedu obrazaca varijabilnosti
mitohondrijalnih 1 jedarnih gena teorijski je verovatna usled razliCitih nafina nasledivanja i
evolucije, kao 1 ¢injenice da je ¢esto konstatovana (npr. Ward i sar., 1989; Ferguson i sar., 1991).

Pored toga, problemi koji podrazumevaju razlike u laboratorijskim tehnikama i nedoslednosti u
nomenklaturi alozima izazvale su sumnju u opravdanost takvog pristupa (Ferguson, 1989). Pri
tome, procene geneticke divergencije dobijene iz podataka o alozimima bile su bazirane na
varijacijama frekvencije alela, stoga se iz njih nisu mogle detektovati filogenetske veze medu
samim alelima. Dobijanje takvih informacija zahteva istrazivanje geneticke varijabilnosti na nivou
DNK molekula, i upucuje na filogeografiju (Avise i sar., 1987). Ovakav pristup bio je Siroko
primenjivan na istrazivanja varijabilnosti mtDNK koriS¢enjem reakcija restrikcije polimorfizama
duzine fragmenata (eng. Restriction Fragment Lenght Polymorphism - RFLP) kod velikog broja
zivotinja (Billington i Hebert, 1991). Istrazivanja Bernatchez i sar. (1992) potvrduju ovo stanoviste i
dovode u pitanje opravdanost razlic¢itih taksonomskih identifikacija 1 kategorizacija baziranih
isklju¢ivo na morfoloskim kriterijjumima. Na primer, citav opseg mtDNK filogenetskog
diskontinuiteta opisanog u istrazivanju Bernatchez 1 sar. (1992) uocen je medu re¢nim pastrmskim
populacijama, prikupljenim u razli¢itim slivovima, koji predstavlja jednu morfu - fario na bazi
morfoloskih sli¢nosti, dok nijedna od morfoloski razli¢itih populacija uzetih u obzir u tom
istrazivanju nije presla nivo divergencije u okviru morfe fario. Na bazi visoke morfoloske
odredenosti, glavatica S. marmoratus je bila deo hipoteze u kojoj predstavlja najranije grananje u
kompleksu S. trutta (na pr. Behnke, 1968), dok sadasnji rezultati u potpunosti podrzavaju
evolucionu posebnost S. marmoratus, ukazuju¢i na njenu davnu monofileticku divergenciju.
Rezultati ovog istrazivanja takode su ukazali na mnogo skoriju divergenciju drugih, morfoloski
diferenciranih populacija, tj. S. letnica, S. carpio 1 S. macrostigma. Sve navedeno naglasava vaznost
uzimanja u obzir analiza genetickih i morfoloskih karaktera, kako bi se bolje razumeli razliciti
evolucioni uticaji, kao 1 njihova uloga u obrascima oblikovanja evolucije organizama.

Uvodenje postupka lancane reakcije polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction — PCR)
(Saiki i sar., 1985) omogucilo je dobijanje informacija o sekvencama specifi¢nih delova genoma u
populacionim istraZivanjima velikih razmera (Meyer i sar., 1990; Carr 1 Marshall, 1991; McVeigh,
Bartlett i Davidson, 1991; Patton i Smith, 1992).

Brzi napredak u razvoju novih tehnika za analiziranje molekularnih i biohemijskih osobina
omogucio je definisanje jasnih i prepoznatljivih filetickih linija pastrmki — atlantske (AT), dunavske
(DA), mediteranske (ME), jadranske (AD) i marmoratus linije (MA) (Bernatchez i sar., 1992;
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Bernatchez, 2001). Suéarez i sar. (2001) su sekvenciranjem c¢itavog kontrolnog regiona mtDNK
populacija potocne pastrmke Iberijskog poluostrva i severne Afrike opisali jo$ jednu, endeminu
grupu ograni¢enu na Duero bazen Iberijskog poluostrva (DU, Duero). Bardakci i sar. (2006) opisali
su 1 sedmu, Tigris liniju (TI) iz severoisto¢ne Anatolije, za populacije iz sliva Tigrisa. Medutim,
navedena linija kasnije je opisana kao zasebna vrsta S. tigridis (Turan i sar., 2011). Ubrzo nakon
toga, nastale su i hipoteze o njihovoj evolucionoj istoriji. Medutim, taksonomija pojedinih
predstavnika ovih linija i dalje je ostala neresena (Kottelat, 1997) u smislu neusaglaSenosti
molekularnih 1 morfoloskih podataka, gde se pojedini autori (Kottelat, 1997) ne slazu oko baziranja
taksonomskih podela isklju¢ivo na biohemijskim ili molekularnim podacima, bez uzimanja u obzir
rezultata proisteklih iz morfoloskih i zoogeografskih istrazivanja. Kao pristalica takvog misljenja,
Delling (2002) je, na primer, tvrdio da ,,molekularni markeri Siroko primenjivani u biologiji
pastrmki imaju potencijal da falsifikuju prepoznatljivu vrstu” zbog nedostatka rezultata
odgovarajuc¢ih molekularnih i biohemijskih analiza u sistematici. Takode je dobro poznata i razlika
koja postoji izmedu stabala gena i stabala vrsta, kao 1 izmedu nDNK 1 mtDNK stabala (Maddison,
1997; Hudson i Coyne, 2002; Brito i Edwards, 2009), a narocito je problemati¢na kod blisko
srodnih vrsta ili onih sa velikim populacijama (Heled i Drummond, 2010), Sto je ¢esto uocavano u
rodu Salmo. Sa razvojem novih tehnika postalo je lakSe prikupljati podatke na osnovu vise jedarnih
genskih lokusa 1 veceg broja jedinki po vrsti (Carstens 1 Knowles, 2007; Heled i Drummond, 2010;
Drummond i sar., 2012).

Kao $to je pomenuto, u genetiCkom smislu, predstavnici roda Salmo, sa izuzetkom Salmo
salar, uglavnom se smatraju pripadnicima kompleksa Salmo trutta, koji obuhvata pet
mitohondrijalnih linija koji su nazive dobili po basenima u kojima su pronadeni (Machordom,
2000). Odvojena marmoratus linija odgovara vrsti glavatica, Salmo marmoratus, za koju sa
taksonomske tacke glediSta postoji neusaglasenost, s obzirom da je neki smatraju posebnom vrstom
(npr. Berrebi i sar., 2000; Fumagalli i sar., 2002; Splendiani i sar., 2006), ili delom kompleksa
Salmo trutta (Bernatchez, 2001; Meraner i sar., 2007). Pored Salmo salar i kompleksa Salmo trutta,
postoje dva fenotipski jasno izrazena ¢lana roda Salmo — ohridska belvica Salmo ohridanus i
mekousna pastrmka Salmo obtusirostris, pri ¢emu su obe nejasno klasifikovane uprkos razlikama u
morfologiji, pa je njihova pozicija u okviru Salmonidae bila prerasporedena viSe puta (Snoj i sar.,
2002). Na bazi molekularnih podataka ove dve vrste smestene su u rod Sa/mo (Phillips 1 sar., 2002;
Susnik i sar. 2006; Snoj i sar., 2008). Dok se za S. ohridanus ispostavilo da je nesporno sestrinska
vrsta u odnosu na kompleks S. trutta, tatna pozicija S. obtusirostris tek treba da bude reSena — u
zavisnosti od upotrebljenih molekularnih markera i primenjenog modela evolucije, S. obtusirostris
se pripisuje ili kompleksu S. trutta, ili kao sestrinska vrsta S. ohridanus (Snoj 1 sar., 2002; Razpet i
sar., 2007). Iako je jo$ nekoliko vrsta opisano na Balkanu (Kottelat, 2007), polozaj u sistematici
vec¢ine njih 1 dalje je neodreden (Delling, 2010). Stoga su istraZivanja koja su sproveli Pustovrh i
sar. (2014), pored S. salar, bila usmerena samo na one taksone za koje je odvajanje prethodno
opisano na molekularnom nivou, odnosno, S. marmoratus, S. obtusirostris, S. ohridanus, dok su za
ostale taksone koristili oznaku Salmo trutta kompleks.

1.1.7.4. Filogenija i filogeografija kompleksa poto¢ne pastrmke Salmo cf. trutta

Za razliku od prethodnih studija o genetickoj varijabilnosti S. trutta koncentrisanoj na
specificne geografske regione, Bernatchez i sar. (1992) objavili su prvu procenu filogenetskih veza
izmedu veoma udaljenih populacija. Kao Sto je prethodno navedeno, istrazivanje koje su sproveli
dovelo je do otkrica pet visoko diferenciranth mtDNK filogenetskih grupa. Na bazi procene
divergencije sekvenci, smatra se da su grupe morale divergirati od zajednickog pretka mnogo pre
poslednje glacijacije koja je dostigla vrhunac pre oko 18000 godina. Aplikacija 2% divergencije
sekvenci na milion godina molekularnog sata (Brown i sar., 1979) bi pretpostavila da su divergirale
u redu veli¢ine od pre 450 — 700 hiljada godina. Medutim, ova procena mora se smatrati
minimalnom, jer ukoliko se stopa evolucije ektotermnih vertebrata razlikuje od one kod
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endotermnih vertebrata, verovatno je niza od 2% (Kocher i sar., 1989). Usled odsustva ili prisustva
kratkih internodusa na molekularnim stablima, moze se do¢i do zakljucka da se izolacija svih
navedenih grupa desila u slicnim geoloskim periodima. Visoki stepen geografskog diskontinuiteta
izmedu pet mtDNK grupa (haplogrupa) konzistentan je sa drevnom alopatrickom divergencijom u
okviru odvojenih slivova pra¢enih ograni¢enim prirodnim intermiksisom tokom proteklih nekoliko
stotina hiljada godina (Bernatchez i sar., 1992).

Bernatchez (2001) je procenio starost DA linije poto¢ne pastrmke na period od pre 150 — 300
hiljada godina i zakljucio da je pomenuta linija najstarija uzevsi u obzir i ¢injenicu da je zastupljena
u jugoisto¢noj Evropi i susednim oblastima koje su najmanje bile pod uticajem glacijacija. Izveo je 1
zakljucak da su sve ostale linije poto¢ne pastrmke — AT, AD, ME, Duero (DU), Tigris (TI) i MA
izvedene iz DA linije tokom perioda glacijacija. Poto¢ne pastrmke svih navedenih linija odlikuju se
izuzetnom varijabilno$¢u u spoljasnjoj morfologiji i boji, genetickoj strukturi, kariotipovima i
odlikama Zzivotne istorije (Apostolidis i sar., 1996a; Dorofeeva, 1998; Osinov 1 Lebedev, 2000;
Sanford, 2000; Suarez i sar., 2001; Simonovi¢ i sar., 2007).

Pored jadranskog basena koji se odlikuje znacajnim endemizmom pastrmskih taksona
(Karaman, 1924, 1927, 1932, 1933, 1938), veliki deo unutraSnje teritorije zapadnog Balkana
pripada Crnomorskom slivu. Skorasnja istraZzivanja na osnovu mtDNK pokazala su izuzetnu
varijabilnost poto¢ne pastrmke crnomorskog sliva zapadnog Balkana, na taj nafin podrzavajuci
misljenje koje je dao Bernatchez (2001) o daleko ve¢em mtDNK diverzitetu i posedovanju
privatnih mtDNK genotipova u okviru zapadnog Balkana u odnosu na iste kod AT linije.
Bernatchez i sar. (1992) najpre su prijavili dva CR haplotipa DA linije poto¢ne pastrmke, Dal i
Da2, za koje je naknadno utvrdeno da su Siroko rasprostranjeni u gornjim tokovima Dunava u
Nemackoj 1 Austriji (Weiss i sar., 2001). Nakon toga, pronadeno je jo$ nekoliko CR haplotipova u
istoj oblasti (Weiss i sar., 2001; Duftner i sar., 2003; Bari¢ i sar., 2010), u susednoj juznoj oblasti
Tirol (Meraner i sar., 2007), kao 1 na ve¢oj udaljenosti od dunavskog basena, u Jermenskom jezeru
Sevan, pastrmka S. ischchan (Osinov, 2009), i u tokovima basena Kaspijskog mora u Iranu
(Hashemzadeh Segherloo 1 sar., 2012). Medutim, navedena varijabilnost do sada nije bila
procenjena u odnosu na trenutni taksonomski status poto¢ne pastrmke. U okviru Citavog basena
Dunava, jedini do sada prihvaceni nominalni pastrmski takson je crnomorska pastrmka S. /abrax,
Pallas (1814). Berg (1962) i Banarescu (1964) smatrali su da ova vrsta ima sve tri forme Zivotne
istorije — rezidentnu, jezersku i anadromnu, medutim, Balon (1968) je osporio validnost ovog
taksona, kao i njegovu pojavu u ¢itavom basenu Dunava, dok je Behnke (1986) izneo hipotezu da je
S. labrax najstarija vrsta poto¢ne pastrmke proistekla direktno od primitivnog pretka svih populacija
poto¢ne pastrmke. Bernatchez i Osinov (1995) i Osinov i Bernatchez (1996) ne opravdavaju
taksonomsku odredenost poto¢ne pastrmke crnomorskog sliva u poredenju sa poto¢nom pastrmkom
basena Aralskog i Kaspijskog mora. Jo§ nekoliko provizornih pastrmskih taksona poput Trutta
likana (Karaman, 1932) i S. taleri (Karaman, 1932) opisani su u tokovima zapadnog Balkana koji
su u odnosu na basen Dunava periferni, poput Licke Jasenice (Lika, Hrvatska), ili susedni poput
gornjeg toka reke Zete u jadranskom slivu Crne Gore. Laikre 1 sar. (1999) smatraju verovatnim da
je sustinski deo postojeée geneticke varijabilnosti u okviru ove glavne evolucione linije ostao
neotkriven usled rezultata istrazivanja baziranim na izuzetno malom broju populacija. Istrazivanja u
okviru uzoraka koji poti¢u iz basena Dunava u zapadnom Balkanu, doprinela su novim saznanjima
o diverzitetu CR mtDNK haplotipova poto¢ne pastrmke. Obrazac rasprostranjenja nedavno
otkrivenih haplotipova dunavske linije (To$i¢ i sar., 2014; Skraba i sar., 2017), i onih poznatih od
ranije u re€nim sistemima zapadnog Balkana u okviru crnomorskog sliva (Snoj, 2004; Maric¢ i sar.,
20006), kao i van njega (Jadan i sar., 2007), prikazao je njihov status, karakter, kao i evolucionu
istoriju potocne pastrmke uopste u novom svetlu. Kako bi razresili filogeografske i taksonomske
nekonzistentnosti u rodu Salmo, narocCito kod pastrmki zapadnog Balkana, i kako bi se izbegla
pogreSna tumacenja usled mogucih razlika izmedu stabala gena i vrsta, Pustovrh i sar. (2014) su,
analiziraju¢i 22 jedarna regiona, primenili novi sistem molekularno-genetickih markera koji se
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zasniva na vecem broju nezavisnih i neutralnih nDNK lokusa od prethodno koriS¢enih, i koji su
dizajnirani za razlikovanje ¢istokrvnih linija pastrmki od njihovih hibrida (Pustovrh 1 sar., 2012)
(Slika 4).

Simonovi¢ i sar. (2017) dali su pregled raznovrsnosti i filogeografske osobenosti s ciljem da se
one sagledaju, da se odgonetnu odnosi izmedu odredenih pastrmskih populacija i da se da uvid u
njihovu evoluciju uz upotrebu kontrolnog regiona mtDNK kao molekularnog markera. Navedeno je
veoma vazno zbog ocuvanja autohtone potoCne pastrmke, s obzirom da postoji opasnost od
poribljavanja jedinkama iz ribnjackih populacija, Sto je ve¢ nanelo Stetu populacijama od velikog
konzervacionog znacaja.

Prema Lobon-Cervia, J. 1 Sanz, N. (2018) filogenetske analize potvrdile su taksonomske
pozicije S. ohridanus 1 S. obtusirostris kao predackih vrsta koje su dosta divergirale u odnosu na
kompleks vrsta S. trutta. U kompleksu vrsta potocne pastrmke, haplotipovi su se grupisali u tri
»glavne linijje (Mediteransku, Dunavsku 1 Atlantsku), i devet ,,manjih* linija - Jadransku (AD),
Mediteransku (ME) i Marmoratus (MA) u okviru Mediteranske ,,glavne™ linije; Dunavska
crnomorska (DA-BS) i isto¢no Dunavska (DA-ES) linija u okviru ,,glavne* Dunavske linije; 1
Atlantska (AT) i Duero (DU) linije u okviru ,,glavne* Atlantske linije. Dodatno, dve populacije koje
su se pokazale kao ,,outline* grupe (Tigris - Turska i Dades - Severna Afrika) pokazale su
haplotipove koji su veoma divergentni i smatrani su nezavisnim od ostatka linija, formirajuci Tigris
(TT) 1 Dades linije. Tigris linija je jasno bila izdvojena u Dunavsku ,,glavnu® liniju, ali filogenetska
pozicija Dades linije nije bila u potpunosti definisana. Dalje podele u okviru linija primeéene su
uglavnom u AT, DA-BS i AD linjjama.
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Slika 4. Molekularna filogenija Sa/mo zapadnog Balkana uradena na osnovu vise jedarnih lokusa
prema Pustovrh i sar. (2014)
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Filogenetske linije poto¢ne pastrmke su geografski distribuirane, medutim, kod velikog broja
njih dolazi do preklapanja areala u juznoj Evropi, uglavnom na Balkanskom, Iberijskom 1
Anatolijskom poluostrvu. Uprkos ¢injenici da su antropogeno delovanje i klimatske promene
smanjili prirodnu distribuciju vec¢ine linija potoCne pastrmke, druge linije su proSirile svoju
distribuciju putem poribljavanja alohtonim linijama, kao i translokacijama (Bernatchez, 2001).
Najpoznatiji primer je AT linija ¢iji areal obuhvata reke basena Atlantskog okeana, a najverovatnije
je autohtona i za gornje pritoke Dunava. AT linija je umnogome proSirila svoju oblast
rasprostranjenosti putem poribljavanja uzgajanom ribom poreklom iz severne Evrope, na taj nacin
objaSnjavaju¢i danaSnje filogeografske obrasce (Garcia-Marin i sar., 1999; Marzano i sar., 2003;
Jug 1 sar., 2005; Simonovi¢ 1 sar., 2007; Meraner 1 sar., 2007; Kohout i sar., 2012; Gratton 1 sar.,
2013).

1.2. MOLEKULARNI MARKERI

Razlic¢iti geneticki markeri koriS¢eni su u analizi populacija poto¢ne pastrmke jo§ od vremena
kada je Ferguson (1989) izvrSio detaljne genetiCke analize pomenutih populacija. Lokusi mtDNK
koji se najcesce koriste su kontrolni region (eng. control region - CR) i1 gen za citohrom b (Cytb), a
od jedarnih gen koji kodira za laktat-dehidrogenazu (LDH-C*), geni za hormone rasta GH1 i GH2,
gen za transferin, unutrasnji grani¢nik 1 1 2 (eng. internal transcribed spacer 1 and 2, ITS1, ITS2) 1
mikrosateliti. Pored razmatranja taksonomskih problema, ovi markeri Cesto se koriste i u
filogeografskim (Bernatchez, 2001; Cortey 1 sar., 2004), populaciono-genetickim (Zhang 1 Hewitt,
2003), konzervacionim analizama (Apostolidis i sar., 2008; Vera i sar., 2010b; Kohout i sar., 2012,
2013), kao 1 u proceni obima lokalnih adaptacija (Meier i sar., 2011, Fraser 1 sar., 2011) 1 efektivne
veli¢ine populacije (Serbezov i sar., 2012). Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, naucnici su dosli do
zakljucka da bi najbolje bilo analizirati Sto viSe lokusa kako bi rezultati bili pouzdaniji, jer svaki od
navedenih markera poseduje prednosti i mane, a upotrebom samo jednog od njih analizira se mali
deo genoma, pa je mogucénost da se uoce razlike smanjena ili nije reprezentativna (Elliott, 1994). Za
kompleks vrste S. trutta u banci gena (eng. GenBank database) najvise je podataka proisteklih iz
analize CRmtDNK (Benson i sar., 2009).

U ovom radu, kao molekularno-geneticki markeri koriS¢eni su kontrolni region
mitohondrijalne DNK (CR mtDNK), LDH-C* lokus i mikrosateliti, pa ¢e oni stoga biti detaljnije
razmatrani.

1.2.1. MITOHONDRIJALNA DNK

Kod svih visecelijskih i vecine jednocelijskih organizama mtDNK je cirkularni molekul, u
formi dvostrukog heliksa, koji je kao geneti¢ki marker u Sirokoj upotrebi za filogenetske studije,
analize populaciono-geneti¢kih struktura 1 proces specijacije (Nielsen i sar., 1998; Wang 1 sar.,
2007; Vera i sar., 2010; Schenekar i sar., 2014). Polimorfizmi duzine mtDNK su prijavljivani ranije
Spirkovsky, 2004; Wang i sar., 2011). Duzina kompletne mtDNK vecine vrsta porodice Salmonidae
1znosi 16670 bp, Sto je ¢ini za 100 bp duzom od humane mtDNK (Berg i Ferris, 1984).

Mitohondrijalna DNK se gotovo isklju¢ivo maternalno nasleduje (Lee 1 sar., 1995), dok se
smatra da proces rekombinacije izostaje, odnosno da je izuzetno redak, §to sprecava redistribuciju
mutacija kod potomaka. Akumulacija takvih mutacija na istom molekulu onda dozvoljava da
mtDNK bude koriS¢ena kao efikasni marker za identifikaciju razli¢itih evolucionih tragova
(Guyomard, 1993). Osim toga, visa stopa mutacija nekodirajuéeg CR mtDNK u poredenju sa
kodiraju¢im regionima jedarne DNK, usled neefikasnih mehanizama reparacije, ¢eS¢e vodi do
varijabilnog broja tandemskih ponovaka, duplikacija ili rearanzmana gena (Wang i sar., 2007;
Jamandre 1 sar., 2014). Studije varijabilnosti sisarske DNK pokazale su da su najvarijabilniji delovi
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mitohondrijalnog genoma smesteni u pomenutom nekodiraju¢em kontrolnom regionu, tzv. D-petlji
(eng. D-loop) (Vigilant 1 sar., 1989), a dosta podataka potvrduje da prethodno navedena ¢injenica
vazi 1 za nize vertebrate, narocito za ribe.

CR je hipervarijabilan, brzo evoluiraju¢i, nekodiraju¢i segment mitohondrijalnog genoma
(Zhaoxia 1 sar., 2010; Shi 1 sar., 2013). Kod vrsta porodice Salmonidae, CR je lociran izmedu
tRNK-Pro i tRNK-Phe gena i smatra se da regulise replikaciju i transkripciju mtDNK lanaca (Hurst
i sar., 1999; Zhaoxia i sar., 2010; Wang 1 sar., 2011).

Markeri mtDNK markeri od velikog su znacaja za filogenetske rekonstrukcije iz svezih 1
muzejskih uzoraka jer tokom vremena dolazi do degradacije nukleinskih kiselina jedra, dok su
mitohondrijalni genomi dostupni u daleko ve¢em broju kopija po ¢eliji u poredenju sa jedarnom
DNK (Hoss, 2000; Wandeler i sar., 2003), i zato Sto je mtDNK pouzdana za barkodiranje kod
ki¢menjaka (Allio 1 sar., 2017). Uprkos uniparentalnom nasledivanju, mtDNK je ve¢ duzi niz
godina geneticki marker od velike vaznosti u istrazivanjima S. trutta kompleksa, s obzirom na veliki
broj podataka dostupan iz prethodnih istrazivanja (Bernatchez i sar., 1992; Snoj 1 sar, 2002;
Verspoor i sar., 2002; Susnik i sar., 2006; Créte-Lafreniére i sar., 2012), kao i usled dobro podrzane
hipoteze o filogenetskim vezama zasnovane na mtDNK istrazivanjima (Bernatchez, 2001; Cortey i
sar., 2004; Vera i sar., 2010; Snoj i sar., 2011; Sanz, 2017). CRmtDNK se ubraja u najcesce
koris¢ene molekularne markere kod poto¢ne pastrmke. Njegovom upotrebom otkriveni su
polimorfizmi povezani sa mtDNK haplogrupama, tj. linijjama, kao i sa haplotipovima u okviru
svake od haplogrupa.

Izuc¢avanje principa i procesa koji upravljaju geografskom distribucijom geneoloskih linija,
filogeografija, Cesto se fokusirala na mitohondrijalni genom (Avise, 1998). Ipak, maternalni
predacki putevi registrovani od strane ovog molekula predstavljaju samo mali deo ukupnog
istorijskog razvoja organizma koji se polno razmnozava (Avise i Wollenberg, 1997). Medutim,
desava se da pojedinacni organizmi imaju vise mtDNK haplotipova. Ova pojava poznata je pod
nazivom heteroplazmija 1 opisana je u vrlo retkim slucajevima. lako Cesto povezivana sa bolestima
u proslosti (Grzybowski, 2000), za heteroplazmiju se trenutno zna da se pojavljuje i kod zdravih
individua. Dva tipa heteroplazmije su poznata na osnovu tipa promene u sekvenci: ¢eS¢e opisivana
heteroplazmija mesta (engl. site heteroplasmy) (Brown i sar., 1992; Nesbe i sar., 1998) i
heteroplazmija duzine (engl. length heteroplasmy) (Vollmer i sar., 2011).

Mitohondrijalni genom izgleda evoluira brze od pojedinacnih kopija nuklearnog genoma za
faktor deset (Brown i sar., 1979). Deo mtDNK koji najbrze evoluira je CR, verovatno zbog manjeg
selektivnog pritiska (Brown i sar., 1979; McMillan i Palumbi, 1997; White i Martin, 2009). U
okviru kontrolnog regiona ki¢menjackih mitohondrijalnih genoma, tandemski ponovci (eng. tandem
repeats - TRs) locirani na krajevima CR (3' i1 5') evoluiraju najbrze, sa velikim varijacijama u
veli¢ini motiva i broju kopija Sto rezultira insercijama i delecijama - indela (eng. indels) u ovim
regionima (Mundy i sar., 1996; Ray i Densmore, 2003; Mjelle i sar., 2008; Okada i sar., 2010). Do
danas, nekoliko hipoteza je postavljeno o nastanku indela mtDNK tandemskih ponovaka (mtTRs).
Dve vezane teorije koje objasnjavaju mehanizam putem kojeg indeli motiva nastaju u jedarnim
genomima primenjeni su na slicne dogadaje u mtDNK. Prema jednoj teoriji, rekombinacija, koja je
redak dogadaj u mtDNK (Lunt i Hyman, 1997; Hoarau i sar., 2002; Piganeau, 2004; Mjelle i sar.,
2008; Sammler i sar., 2011), odgovorna je za njihov nastanak. U ovom sluc¢aju, dvolancani raskid i
ponovno spajanje DNK vodilo je do nastanka ili gubitka mtTRs motiva. Prema alternativnoj
hipotezi, proces pogresnog sparivanja skliznutog lanca (engl. slipped-strand mispairing, SMM) ili
klizanje DNK (Levinson i Gutman, 1987) ne odnosi se samo na mikrosatelitske indele (Torres-Cruz
i van der Woude, 2003; Ellegren, 2000; Mayer i sar., 2010), ve¢ i na insercije i delecije u mtTRs
(Dieringer 1 Schlotterer, 2003; Leclercq i sar., 2010; Okada i sar., 2010). U svojoj najjednostavnijoj
formi, SSM model ukljucuje lokalnu denaturaciju i premestanje lanaca DNK dupleksa, pra¢enog
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pogreSnim sparivanjem komplementarnih baza na mestu postojecih sli¢nih sekvenci ili kratkih TRs.
Kada je praceno replikacijom ili reparacijom, pogresno sparivanje bi moglo dovesti do indela jedne
ili nekoliko jednostavnih ponovaka (Shi, 2013).

Iako je prevalenca TRs u odnosu na veliko geografsko strukturiranje vrste i dalje diskutabilna,
Wetjen i sar. (2016) smatraju da ¢e oni, iako raritet koji se pojavljuje kod pojedinih jedinki, ili u
izolovanim populacijama, kao $to je u slucaju potocne pastrmke, biti od znacaja za identifikaciju
lokalnih populacija i za izu¢avanje njihovih evolucionih procesa.

1.2.2. MIKROSATELITI

Postojanje repetitivnih sekvenci DNK kod eukariota dokazano je u eksperimentima sa
reasocijacijom DNK jo$ u drugoj polovini dvadesetog veka (Britten i Kohne, 1968). Repetitivna
DNK obicno se klasifikuje u dve kategorije: satelitska DNK koje se sastoji od velikog broja
tandemski ponovljenih sekvenci, 1 rasuta ponavljaju¢a DNK. Mini- i mikrosateliti spadaju u prvu
kategoriju. Pod minisatelitima se podrazumevaju sekvence koje se sastoje od tandemskih
ponovljenih sekvenci od motiva duzine 9 do 200 baznih parova, imaju ukupnu duzinu od 0.1 do 7
kb (kilobaza) (Jeffreys 1 sar., 1985) 1 Cesto su locirani blizu centromera i telomera. Mikrosateliti se
sastoje od tandemski ponovljenih motiva od jednog do pet baznih parova, sa ukupnom duzinom
obi¢no manjom od 0.2 kb (Rassman 1 sar., 1991), a njihov raspored duz hromozoma je vise
nasumican u odnosu na raspored minisatelita (Hearne i sar., 1992), dok su u regionu centromera i
telomera hromozoma slabo zastupljeni (Wong 1 sar., 1990; Wintero i sar., 1992). Oba tipa
tandemski ponovljenih sekvenci pronadeni su u svim tipovima eukariotskih genoma do sada
(Jarman i Wells, 1989; Epplen i sar., 1991).

Kao 1 mikrosatelitski lokusi, minisatelitski aleli variraju u broju tandemski ponovljenih
elemenata, stoga je dat opSti naziv za oba tipa — ,lokusi sa varijabilnim brojem tandemskih
ponovaka“ (eng. Variable Number of Tandem Repeat Loci, VNTRs) (Bruford i Wayne, 1993). Prvi
radovi o izolaciji 1 karakterizaciji varijabilnosti alela mikrosatelita nakon kori§¢enja PCR tehnike
objavljeni su 1989. godine (Litt i sar., 1989; Weber i1 sar., 1989; Tautz, 1989). Od tada,
mikrosatelitski lokusi su u Sirokoj upotrebi, dokazano je da su izuzetno polimorfni (Amos i sar.,
1993), a njihova brojnost i sveprisutna distribucija ih je ucinila vrednim genetickim markerima - za
povezivanje mapiranih genoma raznovrsnih organizama (Weissenbach 1 sar., 1992.; Dietrich i sar.,
1992; Zhang i sar., 1992); u forenzickim slucajevima (Hagelberg i sar., 1991; Jeffreys i sar., 1992),
kao 1 u analizi muzejskih primeraka (Ellegren, 1991). Takode, mikrosateliti su uspesno primenjivani
za utvrdivanje srodstva kod ¢oveka i drugih vrsta (Hagelberg i sar., 1991; Jeffreys i sar., 1992;
Morin i sar., 1993; Amos i sar.,, 1993). Jedna od upotrebnih vrednosti mikrosatelita kao
molekularnih markera je ta Sto se prajmeri dizajnirani za jednu vrstu mogu koristiti i za srodne
taksone (Moore i sar., 1991; Schlotterer i sar., 1991).

Mikrosateliti su, kao i tandemski ponovci, skloni proklizavanju tokom replikacije DNK.
Smatra se da kombinacija SSM procesa sa tackastim mutacijama doprinosi evoluciji kompleksnijih

ponavljajuc¢ih jedinica.

Pogresno sparivanje skliznutog lanca (SSM) kao mutacioni proces jedan je od viSe postojecih
objasnjenja za poreklo i evoluciju ponavljaju¢ih DNK sekvenci (Levinson i Gutman, 1987).
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1.2.3. LDH*C LOKUS

Gen koji kodira specifican enzim oka LDH-C*, takode predstavlja vazan dijagnosticki marker
koji se naroCito dobro pokazao za reSavanje problema postglacijalne kolonizacije populacija. Kod
potocne pastrmke ima dva kodominantna alela: LDH-C*100, koji se smatra predackim, i LDH-
C*90, jedinstven za liniju poto¢ne pastrmke, koji se pojavljuje sa daleko veCom ucestalos¢u od
LDH-C*100 (Ferguson i Fleming, 1983). Na osnovu istrazivanja koja su sproveli Hamilton 1 sar.
(1989) doslo se do zakljucka da su populacije koje nose alel LDH-C*90 vezane za severozapadni
deo Evrope, jer je 80% ispitivanih populacija nosilo fiksiran pomenuti alel, ili je on bio daleko
ucestaliji, a mesta gde je on fiksiran (delovi Baltika, Britanije i Irske) najverovatnije predstavljaju
mesto nastanka ovog alela. Populacije u kojima je alel LDH-C*100 fiksiran Ceste su u Crnom i
Kaspijskom moru (Osinov, 1984), Gr¢koj, Korzici, Francuskoj (koja gravitira ka Mediteranu),
Skotskoj, Islandu, Irskoj i severnom delu Spanije (Elliott, 1994). Takode, postoje i populacije kod
kojih je ucestalost ovog alela jako visoka i one se nalaze u jugozapadnoj Bretanji u Francuskoj,
visokoplaninskim delovima Svedske, Norveskoj, Skotskoj i Velsu. Generalni zaklju¢ak je da se
ovaj alel nalazi mahom u reliktnim populacijama i izolovanim lokalitetima, najceS¢e ukoliko
postoje nepremostive prepreke kao Sto su veliki vodopadi (Ferguson, 1989; Hamilton i sar., 1989;
Marshall i sar., 1992).

1.3. ANALIZIRANA PODRUCJA

Balkansko poluostrvo je oblast koja zauzima isto¢ni 1 jugoistocni deo Evrope (Slika 5), a
smatra se da je naziv dobilo po Balkanskim planinama koje se prostiru od granice izmedu Srbije i
Bugarske do Crnog mora. Re¢ Balkan vodi poreklo od bugarske reci ,,balkan* §to znaci planina
(Kostov 1 sar., 1994), dok na turskom jeziku ista re¢ ima drugacije znaenje - ,,venac Sumovitih
planina®“ (,,Balkan”. Encarta World English Dictionary, 2011). Balkansko poluostrvo okruzeno je sa
ukupno Sest morskih basena — Crnim morem na istoku, Sredozemnim i Jonskim na jugu,
Mramornim 1 Egejskim na jugoistoku i Jadranskim morem na jugozapadu. U geografske granice
Balkana spadaju reke Dunav, Sava i Kupa na severu, Sredozemno more na jugu, Jadransko i Jonsko
more na zapadu, i Egejsko, Mramorno i Crno more na istoku 1 jugoistoku. Sa severa prema jugu i
jugoistoku preko poluostrva se prostiru visoki planinski sistemi — Karpatski, Balkanski, Dinarsko-
Sarsko-Pindski i Rodopski. Na planini Rili nalazi se najvisa tacka Balkana, vrh Musala, ¢ija visina
iznosi 2925 m. Izmedu planina nalaze se ravnice koje ¢ine 29 % ukupne povrSine poluostrva, koje
se medusobno spajaju klisurama, uglavnom na juznim i1 zapadnim delovima poluostrva. Medu njima
se po svojoj veli€ini istie Panonska nizija u slivu Save, Dunava, Drave, Morave i Tise, koja je
ujedno 1 najniza oblast u panonskom basenu izmedu Alpa, Karpata, Rodopa 1 Dinarida. Nastala je
oticanjem Panonskog mora, odnosno sistema oligohalinih i slatkovodnih jezera, na zapad, dolinom
Save, ka Istri 1 Kvarneru. Perdapska klisura stara je svega oko deset hiljada godina i njenim
otvaranjem Dunav se probio na jugozapadnu stranu Karpata na koju je preSao sa severne strane,
kuda je do tada tekao. Oticanje sistema jezera bilo je dosta ranije, po svoj prilici krajem neogena,
pred nastupanje pleistocena i ledenih doba. Ovaj pravac oticanja potvrduje i distribucija moruna
Huso huso 1 ponto-kaspijskih glavoc¢i¢a Knipowitchia spp. u severnom Jadranu (Hsu, 1978).
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Slika 5. Balkansko poluostrvo oivi¢eno geografskim granicama (izvor: Wikipedia)

Podunavlje kao velika oblast, koja predstavlja vezu izmedu istocne 1 zapadne Evrope,
crnomorskog i mediteranskog regiona, kao i severnih delova Evrope sa centralnom oblas¢u Balkana
putem velikog broja pritoka, od velikog je bioloskog znacaja.

Zapadni Balkan je podrucje Balkanskog poluostrva definisano sa geografskog i geopolitickog
aspekta, a obuhvata zemlje bivse Jugoslavije (Hrvatsku, Bosnu i Hercegovinu, Srbiju, Crnu Goru,
Makedoniju, Sloveniju) i Albaniju.

1.3.1. PODRUCJE NACIONALNOG PARKA UNA

Podru¢je Nacionalnog parka (NP) Una nalazi se u zapadnom delu Bosne i1 Hercegovine, na
podrucju grada Bihaca i pripada Unsko-koranskoj zaravni (Slika 6). Obuhvata doline reka Una i
Unac, kao 1 orografske padine planina PljeSevice, Grmeca i Osje€enice. Prostire se dolinom gornjeg
toka reke Une, obuhvatajuéi kanjon reke Unac, desne pritoke Une, sve do recice Krke na zapadu.

Ovo podrucje predstavlja jedinstvenu prirodnu celinu u ovom delu Europe, vredne
geomorfoloSke i bioloSke raznolikosti. Rezultati Studije izvodljivosti za zaStitu Nacionalnog parka
Una iz 2005. godine pruzili su osnovu i dokazali potrebu za zastitu podrucja kroz kategoriju zastite
na nivou nacionalnog parka, $to je prihvaceno od strane lokalne zajednice i organa vlasti u BiH.
Donosenjem Zakona o Nacionalnom parku Una 2008. godine $titi se prostor ukupne veli¢ine 19800
ha koji je administrativno pod teritorijom grada Bihac¢a, a jedan manji deo prostire se na podrucju
opstine Drvar. Od ukupne povrsine NP-a, u rezimu stroge i umerene zastite je ukupno 13500 ha, a u
reZimu usmerenog razvoja oko 6300 ha.

Reka Una, po kojoj je Nacionalni park dobio ime, izvire u selu Donja Suvaja ispod planine
Strazbenice u Hrvatskoj, 1 predstavlja tipicno krsko vrelo, uzlaznog tipa, modro-zelene boje (Slika
7). U gornjem toku, od izvora do Bihac¢a ukupan pad iznosi skoro 3 m/km. U ovom delu Una ima
obelezja prave planinske reke i njeni sedreni slapovi, bukovi i vodopadi, kao §to su: veliki vodopad
u Martin Brodu, Strbacki buk, Troslap, Dvoslap i Ripacki slap, predstavljaju impozantne prirodne
tvorevine. Niz Martinbrodski vodopad i Strba¢ki buk voda se obrusava preko nekoliko manjih i
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vecih slapova i vodopada, gradeci jedinstvene sedrene tvorevine svojstvene ovoj reci. Zivi svet Une
od velikog je znaCaja s obzirom doprinosi stvaranju sedrenih tvorevina. Mahovine su gradom
pogodne za zadrzavanje natalozenog kalcita, ¢ine¢i tako neizostavnu kariku u procesu stvaranja i

rasta sedrenih tvorevina.
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Slika 6. Mapa Nacionalnog parka Una (http://nationalpark-una.ba/bs/)
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Slika 7. Reka Una kod Martin Broda (Foto: Skraba Jurlina)

Slika 8. Reka Krka (Foto Skraba Jurlina)

Reka Unac izvire kao Mlinski potok, ispod planine Sator na 876 m nadmorske visine. Svojim
tokom kroz Nacionalni park Una do Martin Broda, Unac te¢e najuzom klisurom, pri ¢emu njena
dubina dostize i do 350 m. Ukupna duzina toka je oko 66 km, te ima visinsku razliku od oko 450
m. Unac je prva velika pritoka Une koja je svojom izuzetnom c¢isto¢om i hladnocom dodatno
rashladuje. Unac se svojim tokom puni vodom iz desetak raznih pritoka i vrela. DeSava se da leti u
jednom delu presusi, zbog smanjenog dotoka vode iz okolnih Sumskih potoka, ostavljajuci iza sebe
mala jezera prepuna ribe. Taj deo puta Unac teCe kao ponornica, izviruéi zadnji put iz Crnog vrela,
oko 3 km pre usé¢a u Unu.

Tok reke Krke duzine je oko 5 km i predstavlja grani¢nu reku sa Hrvatskom, a celim svojim
tokom proti¢e kroz Nacionalni park (Slika 8). Izvire ispod zaravni na kojoj se prostire selo Mali
Cvjetni¢, a sam prilaz do izvora reke Krke izuzetno je zahtevan, pa silazak u korito ove reice pruza
nesvakidaSnje uZitke u istinskoj lepoti netaknute prirode.
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Delovi reka Une i Unca ¢ine jedan od najveéih musicarskih revira u Evropi.

Reka Krusnica izvire u planini Grme¢, u severozapadnom delu Bosne i Hercegovine, iznad
grada Bosanska Krupa, dok se u reku Unu uliva 7 km nizvodno (Slika 9). Vodotok reke ima Sirinu
od 15 do 30 m i dubinu 5 do 7 m, a temperatura vode iznosi oko 10 °C.

U jesenjim i proleénim mesecima KrusSnica se izliva iz svoga korita. Kapacitet izvora je vrlo
karakteristiCan zbog njegove velike zapremine, pa minimalno isticanje iznosi 1,5 m?%s, a
maksimalno 80 m?/s. Izvor odlikuje velika dubina — ronioci su uspeli da dopru do dubine od 127 m,
gde su konstatovali prisustvo velikih dvorana, 1 nisu mogli i¢i dalje jer nisu posedovali opremu za
vece dubine, a smatraju da je dubina izvora oko 300 m.

Najnovija speleo-ronilacka ekspedicija potvrdila da se radi o retkom i ekoloski ocuvanom
izvoru, sa bogatom speleoloSkom faunom 1 velikom koli¢inom pitke vode (Slika 10)
(https://bs.wikipedia.org/wiki/Krusnica). Fauna reke odlikuje se bogatstvom, pre svega usled
¢injenice da ve¢im delom svog toka ne prolazi kroz naseljeno mesto. Bogata je salmonidnim
vrstama riba, a najzastupljeniji je lipljan, zatim poto¢na pastrmka, mladica i mnogo “bele ribe” iz
porodice Cyprinidae. Ono §to je najzanimljivije a tice se Zivog sveta u reci Krusnici, jeste da u njoj
Zivi covecija ribica Proteus anguinus (Amphibia, Proteidae)
(http://www .bistrobih.ba/nova/2011/06/30/cuda-rijeke-krusnice 2/).

Slika 9. Izvor reke Kru$nice Slika 10. Reka Krusnica (Foto: Skraba Jurlina)
(Foto: Skraba Jurlina)

Izvor reke Svetinje nalazi se na uzvisenju iznad proplanka u Dobrom Selu, na samoj granici sa
Hrvatskom. Reka izvire iz stene i spusta se niz liticu visine oko 15 m. IzletiSte Svetinja, nazvano
prema istoimenom izvoru vode, poznato je po tome Sto obiluje izvorima pitke vode.

1.3.2. PODRUCJE CRNE GORE

1.3.2.1. OpSste odlike

Podru¢je Crne Gore pripada Dinarskom karstu, izrazenoj celini specifi¢nih hidroloskih 1
morfoloskih odlika. Termin karst odnosi se na terene izgradene od kre¢njaka i dolomita, a naziv je
dobio po reci ,,kras”, germanskog porekla, koja predstavlja ime oblasti na jugozapadu Slovenije u
sistemu Dinarskih planina. Karstna podruéja podrazumevaju citav niz specificnih geoloskih,
geomorfoloskih 1 hidroloSkih osobina, i u Crnoj Gori zauzimaju vise od 70% teritorije.
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Kao posledica geografskog polozaja, nadmorske visine, blizine mora, prostornog rasporeda i
polozaja reka, jezera i1 planina, Crnu Goru odlikuju slozeni klimatski uslovi koji se razlikuju od
mediteranske klime na jugu i u centralnim oblastima, u Bjelopavli¢koj i Zetskoj ravnici, preko
umereno kontinentalne i kontinentalne klime u jugozapadnim karstnim delovima i re¢nim dolinama,
do alpske, odnosno planinske klime koja karakteriSe planinske visine iznad granice pojavljivanja
Suma u srediSnjem i severnom delu zemlje.

1.3.2.2. Hidrolo$ke osobine

Crna Gora spada u jednu od najbogatijih zemalja vodom, ne samo na Balkanu, ve¢ i na
evropskom kontinentu. Sve kopnene vode koje joj pripadaju formiraju se na njenoj teritoriji
zahvaljujuéi heterogenim uslovima u pogledu reljefa, geologije 1 klime, koji omogucuju formiranje
podzemnih i povrSinskih tokova, pri ¢emu razudeni reljef narocito ima uticaja na nastanak padavina
1 njihovu preraspodelu, tj. pravac slivanja. U Crnoj Gori, pored velikog broja reka, postoji i 30
prirodnih jezera, od kojih je Skadarsko najvece sa povrSinom od otprilike 350 do 500 km? u
zavisnosti od vodostaja. Lednic¢ka jezera, koja su prisutna na visokim planinama kao posledica
glacijacije, zapreminski nisu toliko znacajna.

Hidrografski slivovi prisutni u Crnoj gori su crnomorski i jadranski. Najznacajnije reke
jadranskog sliva su Moraca sa pritokama (Zeta, Mala Rijeka i1 Cijevna), Rijeka Crnojevica,
Oraovstica, Bisevina, Grahovska reka, Nudolska reka i Bojana, koja je ujedno i1 otoka Skadarskog
jezera, dok su reke znaCajne za crnomorski sliv Piva, Tara, Komarnica, Lim, Ibar 1 Cehotina
(Markovi¢, 1990).

Za ovaj rad koriS¢eni su uzorci iz reka koje pripadaju jadranskom slivu, pa ¢e o njima biti nesto
viSe receno.

Reka Moraca, duzine 113 km, nastaje ispod planine Rza¢ na severu Crne Gore, spajanjem
Rizackog 1 Javorskog potoka koji pocinju od vododelnice prema Tari, a uliva se u Skadarsko jezero.
Moraca je brza planinska reka u svom severnom delu, niz obronke Rzaca, Sirine oko 100 m, i
uglavnom plitka. 1za Ljevista sliva se u dolinu koja razdvaja Moracke planine od Sinjajevine.
Nastavlja podnozjem Babinog zuba, najviSeg vrha Sinjajevine, a zatim, u blizini Crkvina, ulazi u
svoj duboki kanjon Platije, jedan od najfascinantnijih predela Crne Gore. Moraca je poznata po
uskoj i strmoj re¢noj dolini sve do ulaza u Zetsku ravnicu, ogradenoj visokim planinama i
planinskim grebenima, pa su stoga njene pritoke kratkog toka i velikog pada. Sama Moraca ima pad
oko 2100 m od izvora do Podgorice, Sto predstavlja izuzetno nagli pad na kratkom rastojanju od 70
km. Nakon spajanja sa svojom najvecom pritokom Zetom, severno od Podgorice, Moraca ulazi
u Zetsku dolinu, gde postaje prava ravnicarska reka, kroz koju te¢e sve dok se ne ulije u Skadarsko
jezero. Pored brojnih manjih potoka koji Moracu snabdevaju vodom, pogotovo u kisnom periodu,
od znacaja su njene leve pritoke: Javorski potok, Slatina, Mostanica, Sjevernica, Krusevacki potok,
Mala rijeka, Ribnica i Cijevna, kao i desne: Ratnja rijeka, PoZnja, Topli potok, Vrela, Ibristica,
Mrtvica, Zeta, Mareza i Sitnica (Filipovi¢, 1975; Mihailovi¢, 1984; Radojici¢, 2005)

Reka Sjevernica, leva pritoka Morace, izvire ispod Ostrevice (1768 m) i njeni izvori su na
nadmorskoj visini 1400 — 1500 m. U svom izvoriSnom delu, sa desne strane prima pritoku
Bratozicu, a sa leve TrebeSicu.

Mala Rijeka, takode leva pritoka Morace, izvire na kre¢njackoj zaravni Brskut, na kojoj se
nalazi granica izmedu sedimenata fliSa iz gornje krede, i masivnih, stratifikovanih kre¢njaka i
dolomita iz jure i krede (Slika 11). Nastaje spajanjem povremenih vodotokova Brskut i Nozica kod
mesta Dubaja, na nadmorskoj visini od 630 m (Slika 12). Proticaj na Maloj Rijeci, izmeren
neposredno pre njenog usca u Moracu je promenljiv, i iznosi od 0 do 60 m?®/s, jer u toku letnjih
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1. Uvod

meseci donji tok reke uglavnom presusi. Kanjon Male Rijeke dubok je od 600 do 900 m, a

Slika 11. Mala Rijeka Slika 12. Reka Nozica
(Foto: Skraba Jurlina) (Foto: Skraba Jurlina)

Kanjon reke Mrtvice nalazi se na 35 km od KolaSina, a pocinje u selu Velje Duboko (Slika 13).
Jedna od pretpostavki o poreklu njenog imena jeste i ¢injenica da je Mrtvica ponornica, koja od
Velja Dubokog sve do vrela Bijele Nerine ¢esto ponire i nanovo se pojavljuje, pa povremeno deluje
kao da je “mrtva”. Nastaje od viSe potoka na prostoru uvale, tj. nekadasnjeg ledniCkog cirka u
pleistocenu, iz istoimenog sela Velje Duboko, na nadmorskoj visini od 1014 m. Mrtvica se uliva u
Moracu, kao njena desna pritoka, na nadmorskoj visini od otprilike 180 m, na podrucju mesta
Medurijecje. Mrtvica je tipi¢na planinska reka koja obiluje slapovima, bistra je, brza i izuzetno
hladna, sa temperaturom od Cetiri stepena usled ¢ega se smatra jednom od najhladnijih reka na
Balkanskom poluostrvu. Njeni najvisi izvori nalaze se severno od sela Velje Duboko, ispod planine
Stozer (Vojnovac 2072 m) i katuna Utilice, na nadmorskoj visini 1250 — 1650 m. U istocnom obodu
uvale Velje Duboko, Mrtvica prima desnu pritoku, ¢ija su izvoriSta na nadmorskoj visini od 1000
do 1100 m, ispod ogranaka Maganika, i njegovih vrhova Rogoded (2017 m) i Zuta greda (2104 m).
Najvecu koli¢inu vode dobija od izdasnih vrela Jama 1 Bijelih Nerina. Kanjon Mrtvice dugacak je
oko 9 km, dok njegova visina na pojedinim mestima dostize do 1100 m. Smatra se jednim od
najlepsSih kanjona u Dinaridima, a zavrSava se kod mesta gde se u Mrtvicu uliva potok Dubo¢njak

cen e

2005).
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Slika 13. Deo kanjona reke Mrtvice kod mesta Velje Duboko
(Foto: Skraba Jurlina)

Reka Zeta, kao desna pritoka Morace, nastaje u severozapadnom delu NikSi¢kog polja. Izvire
kao potok Surduk, koji se u NikSickom polju, nakon ulivanja dve manje pritoke — Rastovca
(Brezovice) 1 SuSice, pretvara u Zetu, u koju se uliva nakon toga Mostanica. Pri niskom vodostaju
gubi vodu u viSe ponora kod Zavrha, odakle tece prema istoku meandriraju¢i kroz ravnicarsko
podrucje Mokre njive 1 Bjelopavlicku ravnicu. Kada je vodostaj visok, propada na ivici polja u
ponor Slivlje, odakle te¢e podzemno pravolinijski oko 5 km, da bi ponovo izbila iz pecine na juznoj
padini Planinice na vrelu Perucice i Glave Zete, na visini od 100 m, 1 otprilike 550 m nize od
ponora Slivlja. Od jakih pomenutih vrela u ovoj oblasti, nastaje vodotok Donje Zete, odnosno, Zeta
se do Slivlja naziva Gornja Zeta, a od vrela PeruCica Donja Zeta. Ukupna duzina reke Zete, s
podzemnim tokom, iznosi oko 89 km, a povrsina sliva je 1547 km? Ispod nekadasnjeg grada
Duklje, kod Podgorice, uliva se u Moracu kao njena glavna pritoka (Markovi¢, 1990).
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2. Ciljevi rada

2. CILJEVI RADA

Naucni ciljevi istrazivanja obuhvacenih ovom doktorskom disertacijom su sledeci:

1)

2)

3)

Utvrditi geneticku strukturu do sada neistrazenih populacija kompleksa poto¢ne pastrmke
S. cf. trutta na podru¢ju zapadnog Balkana uz pomo¢ molekularnih metoda — analizom
kontrolnog regiona mitohondrijalne DNK (CR mtDNK, D-loop) i jedarne DNK (dela
jedarnog gena za LDH-C* 1 osam mikrosatelitskih lokusa).

Utvrditi raznovrsnost (ukljucujuci i alohtone elemente) kompleksa S. cf. frutta reka
zapadnog Balkana i njene karakteristike, pre svega potencijalne hibridizacione procese
koji deluju na umanjenje originalnog diverziteta.

Uporediti dobijene rezultate sa podacima za kompleks S. cf. trutta iz drugih reka Balkana

i uporediti dobijenu rekonstrukciju evolucione istorije sa postoje¢im podacima o
geomorfoloskim zbivanjima na Balkanu.
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3. MATERIJAL I METODE

Za izradu ove doktorske disertacije koriS¢en je materijal uzorkovan u periodu od 2012. do
2016. godine u rekama Dunavskog sliva iz Nacionalnog parka Una (Bosna i Hercegovina) i na
nekoliko lokaliteta u rekama Jadranskog sliva u Crnoj Gori.

Uzorkovanje poto¢ne pastrmke u gornjim i srednjim delovima toka reke Une, koja je pritoka
Save, 1 njenim pritokama izvrSeno je na pet lokaliteta: Krka, Una kod Martin Broda, Una kod
Loskuna (gornji tok), Kru$nica i Svetinja (pritoke Une, srednji tok) (Slika 14).

Hrvatska

Jadransko more Crna Gora

s

Bosna i Hercegovina

—

Hrvatska

INacionalni park Unq

Slika 14. Mapa sa mestima uzorkovanja u Nacionalnom parku Una - krugovi oznac¢avaju mesta
uzorkovanja u slivu reke Une: 1 - Reka Krka, 2 — Reka Una kod Martin Broda, 3 — Reka Una kod
Loskuna, 4 — Reka Krusnica, 5 — Reka Svetinja. Kvadrati oznacavaju ribnjake (1 — Martin Brod,
2 — Klokot, 3 — Krus$nica). Pravougaonici oznacavaju vodopade (A — vodopad kod Martin Broda,
B — Strbacki buk, C — vodopad Kostela).
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Poto¢ne pastrmke u Crnoj Gori uzorkovane su iz reka koje pripadaju Jadranskom slivu: Zeta,
Nozica, Mrtvica i Sjevernica (Slika 15).

Crna Gora

Y 4 )

Moraca

10 20

Slika 15. Mapa sa mestima uzorkovanja u Crnoj Gori: 1 - Reka Mrtvica, 2 - Reka Sjevernica,
3 — Reka Nozica, 4 — Gornja Zeta, 5 — Donja Zeta

Na svim navedenim lokalitetima ukupno je prikupljeno 160 uzoraka analnih peraja riba, koji su
koris¢eni u rekonstrukciji evolucione istorije u okviru rada na projektu OI173025 “Evolucija u
heterogenim sredinama: mehanizmi adaptacija, biomonitoring i konzervacija biodiverziteta”
Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Republike Srbije.

Terenski rad obuhvatio je uzorkovanje riba pomocu elektroagregata 1G200/1 (AquaTech, AU),
ulazne struje 12 V, izlazne struje 500 V, maksimalne jac¢ine 15A DC i frekvencije 65 Hz. Nakon
prikupljanja tkiva iseCaka analnih peraja poto¢nih pastrmki za DNK analize odlozena su u
obeleZene tubice od 2 ml sa 96% etanolom, a ribe su vra¢ene zive u vodu iz koje su uzorkovane.
Uzorci DNK su skladisteni na 4 °C, a zatim koriS¢eni za molekularne analize (alternativno su
odlagane na -20 °C na duzi vremenski period).
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Tabela 2. Distribucija uzorkovanih jedinki po lokalitetima i analiziranim genetickim markerima

Lokalitet mtDNK Mikrosatelitski lokus RFLP LDH-C*
Svetinja 9 10 10
Krusnica 9 11 11
Krka 28 28 -
Una 18 20 -
Mrtvica 12 12 12
Sjevernica 12 12 -
Nozica 18 18 -
Gornja Zeta 30 32 32
Donja Zeta 17 17 -
Ukupno 153 160 65

3.1. MOLEKULARNO-GENETICKE ANALIZE

Ekstrakcija 1 amplifikacija DNK materijala radeni su u Centru za genotipizaciju ribolovnih
resursa na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Umnozeni PCR fragmenti mtDNK
sekvencirani su u MACROGEN® Europe, dok je analiza duzine fragmenata mikrosatelitskih lokusa
izvr§ena u Centru za humanu molekularnu genetiku Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
Amplifikacija i restrikcione analize jedarne DNK takode su radene u Centru za genotipizaciju
ribolovnih resursa na BioloSkom fakultetu u Beogradu.

3.1.1. EKSTRAKCIJA DNK

Deo analnog peraja veli¢ine oko 4 mm? ispran je od alkohola destilovanom vodom 1 osuSen na
papiru, a zatim prenet u tubu od 1.5 ml koja je prethodno obelezena. DNK iz uzoraka analnog
peraja izolovana je na dva nacina: tehnikom isoljavanja (Miller i sar., 1988) i pomocu kita za
ekstrakciju Quick-gDNA™ MiniPrep (Zymo research Corporation, SAD), prema uputstvima
proizvodaca. Pocetni koraci izolacije isti su za obe tehnike. U tubu od 1.5 ml dodato je 200 pl
ektrakcionog TEN pufera2, 7 pl 10% AccuGene® SDS3 (Lonza, CH) i 5 pl proteinaze K (dpplied
Biosystems®, SAD), uz meSanje obrtanjem. Pracenjem instrukcija priloZenog uputstva za optimalne
uslove delovanja enzima proteinaze K, tubice sa uzorkom i dodatim reagensima stavljene su na
inkubaciju, 1h na 65°C i centrifugirane na 500 rpm.

3.1.1.2. Tehnika izolacije DNK isoljavanjem

Nakon inkubacije u svaku tubicu dodato je 10 pul SM NacCl, a zatim su centrifugirane 15 min na
2000 g (BOECO, DE). 1z svake tubice supernatant je prebacen u novu isto obelezenu tubicu, a talog
je odbacen. Ovaj postupak ponovljen je jo§ dva puta i nakon poslednjeg centrifugiranja i presipanja
supernatanta u svaku tubicu, dodato je 1 ml 96% etanola. MeSanjem sadrzaja u tubicama putem
obrtanja pracena je promena boje rastvora i prisustvo belih niti DNK u tubicama. Tubice su zatim
kratko centrifugirane na najvecoj brzini u trajanju od 15 s. Posle centrifugiranja supernatant je
odliven, talog zadrZan, 1 u svaku tubicu dodato je po 1 ml 75% etanola uz meSanje obrtanjem ili
blagim vorteksiranjem. Sadrzaj tubica se ponovo centrifugirao na najvecoj brzini u trajanju od 15 s,
zatim je supernatant pazljivo izvucen pipetom, a u talogu je ostala izolovana DNK. Talog je osusen
na vazduhu dok sav alkohol nije ispario i dodato je 30 ul AccuGene® molekularne vode (Lonza,
CH). Uzorci su ostavljani u frizideru na 4° C jedan dan kako bi se rastvorila DNK, a zatim su
koriséeni za molekularne analize ili su ¢uvani u zamrzivacu na -20 °C. Jedan deo uzoraka DNK
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izolovane metodom isoljavanja precis¢en je kroz Zymo-Spin™ kolonice iz Quick-gDNA™
MiniPrep kita (Zymo research Corporation, SAD), a zatim uspe$no koriS¢en za amplifikaciju.

3.1.1.3. Quick-gDNA™ MiniPrep

Izolacija DNK pomoc¢u kita Quick-gDNA™ MiniPrep radi se prema uputstvima
proizvodaca (Zymo research Corporation, SAD) za materijal prethodno digeriran razgraden
pomocéu proteinaze K (Applied Biosystems®, SAD). Izolovana DNK rastvorena je u 60 pul
odgovarajuceg pufera (DNA Elution Buffer) i uvana na -20 °C. Nakon izolacije DNK proverena je
uspesSnost ekstrakcije na 0.8% agaroznom gelu.

3.1.1.4. Amplifikacija

Amplifikacija lan¢anom reakcijom polimeraze: lanc¢ana reakcija polimeraze (eng. Polymerase
Chain Reaction, PCR) koriS¢ena je za umnozavanje kontrolnog regiona mitohondrijalne DNK, dela
jedarnog gena za LDH-C* i1 za osam mikrosatelitskih lokusa.

Deo CR mtDNK (D-petlja), duzine oko 1080 bp, umnozavan je pomocu nizvodnih prajmera
28RIBa (5’- CACCCTTAACTCCCAAAGCTAAG -3’) (Snoj 1 sar., 2000) i novo-dizajniranog
prajmera Trutta mt F (5'- TGAATGAACCTGCCCTAGTAGC -3'; Brkusanin, 2018), kao i
uzvodnog prajmera HN20 (5'-GTGTTATGCTTTAGTTAAGC-3'; Bernatchez i Danzmann, 1993).
Uspesnost amplifikacije proverena je na 1.5% agaroznom gelu. UmnoZeni fragmenti poslati su na
sekvenciranje, a dobijene sekvence analizirane su u odgovaraju¢im programima ClustalX2 (Larkin i
sar., 2007) 1 Mega 7.0 (Kumar i sar., 2016).

Mikrosatelitski lokusi koji su koriS¢eni u analizi su: SsoSL438 (Slettan, 1 sar., 1995), Ssa85
(O'Reilly 1 sar., 1996), Str73INRA (Estoup i sar., 1993), SSsp2216 (Paterson i sar., 2004),
Ssa410Uos (Cairney 1 sar., 2000), SsaD190, SsaD71 (King i sar., 2005) i OMM1064 (Rexroad 1
sar., 2002), dok su prajmeri za njihovo umnoZzavanje preuzeti iz radova navedenih autora.
Ocekivane duzine PCR produkata preuzete su iz Lerceteau-Kohler i Weiss (2006). Amplifikacija
fragmenata ovih lokusa radena je u cetiri dupleks reakcije (u svakoj bila kombinovana po dva
lokusa ¢ije se duzine PCR produkta ne preklapaju), kao i u nekoliko monopleks reakcija po potrebi
(Tabela 3), dok su se duzine dobijenih fragmenata ocitavale nakon fragment analize na kapilarnoj
elektroforezi.

Dobijeni rezultati su softverski analizirani pomoéu GeneMapper® ID v3.2.1 (dpplied
Biosystems, SAD) 1 odgovaraju¢ih programa: Micro-checker 2.2.3 (van Oosterhout i sar., 2004.) za
utvrdivanje prisustva nultih alela ili gresaka u odredivanju genotipova i kucanju; GENETIX 4.05
(Belkhir i sar., 1996-2004) pomocu koga je utvrdena ocekivana, objektivha i1 detektovana
heterozigotnost, proseCan broj alela po lokusu, ucestalost alela, indeksi fiksacije, kao i
korespodentna faktorijalna analiza (FCA); Fstat 2.9.3.2 (Goudet, 2002) pomoc¢u koga su dobijene
vrednosti genskog diverziteta po lokusima i bogatstvo alela (eng. allelic richness), prosecan broj
alela po lokusima u populacijama, vrednosti Wright-ove F statistike, kao i informacija o tome da li
su populacije u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (eng. Hardy-Weinberg equilibrium, HWE);
POPULATIONS 1.2.31 (Langella, 2002) u kome su alelske distance (eng. shared alelle distances,
DAS, Chakraborty i Jin, 1993) koris¢ene za procenu geneticke udaljenosti izmedu jedinki i izmedu
populacija u programu; Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier i Lischer, 2010) koji je upotrebljen racunanje
genetickog diverziteta izmedu populacija kao i analizu molekularne varijanse (AMOVA).,
BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet i Luikart, 1996; Piry i sar., 1999), koji u svom paketu ima tri testa:
Sign test, Standardized differences test 1 Wilcoxon test (Sign-rank test) za raunanje i poredenje
ravnotezne ocekivane (Heq) 1 uoCene heterozigotnosti (He) u populacijama, kao i tri modela
mutacija: [IAM, TPM i SMM. Ukoliko se neki mikrosatelitski lokus uvek menja dodavanjem samo
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jednog ponovka, govorimo o stupnjevitom modelu mutacija (eng. stepwise mutation model, SMM)
(Kimura 1 Ohta, 1978; Bell i Jurka, 1997). Pojedini mikrosateliti evoluiraju prema dvofaznom
modelu mutacija (engl. twophasemutational model, TPM) gde dolazi do dodavanja ili uklanjanja
samo jednog ponovka, i gde postoji verovatno¢a mutacionih dogadaja sa ve¢im promenama u broju
ponovaka (Di Rienzo i sar., 1994) ili prema modelu beskona¢nog broja alela (engl. infinite-allele
model, IAM) po kome svaka mutacija stvara novi alel (Kimura i Crow, 1964). Od velike je vaznosti
odabir odgovaraju¢eg modela mutacija kada se procenjuju distance izmedu populacija, jer se
pretpostavke navedenih modela razlikuju, pa prema stupnjevitom modelu mutacija duZzine
mikrosatelita daju direktnu informaciju o srodnickim odnosima izmedu alela, za razliku od onih kod
kojih se broj ponovaka nepredvidivo menja (TPM). Sto je duze vreme divergencije populacija,
verovatnoc¢a da aleli prestavljaju homoplazije se povecava (Stojkovi¢ i Tuci¢, 2012).

Program STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard i sar., 2000) koriS¢en je za analizu struktuiranosti
populacija sa pretpostavljenim brojem grupa K = 10, dok je period testiranja bio podeSen na 100
000 do 500 000, sto je ponovljeno 7 puta za svaku grupu K, a program Structure Harvester (Earl 1
vonHoldt, 2012) je upotrebljen za procenu najverovatnije K vrednosti prema Evanno 1 sar. (2005),

Tabela 3. Analizirani mikrosatelitski lokusi, njihova struktura, o¢ekivana duzina PCR produkata i
prajmeri koriS¢eni za njihovu amplifikaciju uz odgovarajuce fluorescentne obelezivace (FAM ili
NED)

Ocekivana
Lokus Ponavljajuéi motiv  Boja Sekvenca prajmera Reference duzina

produkta

Prva dupleks reakcija

5_CCTGGAGATCCTCCAGCAGGA-3'  Estoupi  138-144

R (CT-TTATCT(GT):  FAM 5 o A T CTGCTTGTAACTAGACCTA-3  sar., 1993 bp
5'GGAAAATAATCAATGCTGCTGGTT-3 Caimeyi  173-310

Ssad10Uos Lol FAM S CTACAATCTGGACTATCTTCTTCA-3'  sar., 2000 b

Druga dupleks reakcija

(TAGA), FAM 5 (CAGACCACTGAACITCTCATCS s 3005 b
Treca dupleks reakcija

ol PAM S CCCGCICCTCACTTAATCS  sar. 199 bp
(GTTA) NED 3 G ECANCAGEAGCATCTACACCCAG _sar- 2004 b

Cetvrta dupleks reakcija

SAGAATGCTACTGGTGGCTGTATTGA-  Rexroadi | o oo
OMM1064 [ETSUNT NED 3' sar., 2002 .

5 TCTGAAAGACAGGTGGATGGTTCC-3' P

5'-GACAACACACAACCAAGGCAC-3' Slettan, ~ 89-109 bp
RSt (AC)-AT(AC)s NED & ITATGCTAGGTCTTTATGCATTGT-3' 1995

Za amplifikaciju LDH-C* regiona duzine 440 bp kori$¢eni su nizvodni prajmer Ldhxon3F (5'-
GGCAGCCTCTTCCTCAAAACGCCCAA-3"), 1 uzvodni prajmer LdhxondR  (5'-
CAACCTGCTCTCTCCCTCCTGCTGACGAA-3") (McMeel i sar., 2001). Uspesnost amplifikacije
proverena je elektroforezom na 2% agaroznom gelu. Nakon toga, dobijeni PCR produkti kori§¢eni
su u restrikcionoj analizi (eng. restriction fragment length polymorphism, RFLP), kojom se utvrduje
polimorfizam duzine restrikcionih fragmenata, uz upotrebu restrikcionog enzima Bsell (Thermo
Fisher Scientific, SAD) koji seCe sekvencu DNK na mestu CCCNNNNN/NNGGG. U slucaju
prisustva alela LDH-C*90, enzim prepoznaje spomenutu sekvencu i nakon digestije nastaju dva
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fragmenta duzine 360 i 80 bp, dok u slucaju alela LDH-C*100 postoji supstitucija G u A pa enzim
ne prepoznaje sekvencu i neseceni fragment je duzine 440 bp. Kod homozigota vidi se samo jedna
traka duzine 440 ili 360 bp, a kod heterozigota uocavaju se tri trake, pri cemu se prve dve, od 440 i
360 bp, jasno razlikuju.
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4. REZULTATI

4.1. ANALIZA KONTROLNOG REGIONA MTDNK

Analiza rezultata sekvenciranja kontrolnog regiona (CR) mtDNK uradena je na ukupno 158
uzoraka riba, od kojih je 67 iz reka crnomorskog (dunavskog) sliva iz Nacionalnog parka Una, dok
je 91 uzorak iz jadranskog sliva u Crnoj Gori. Sekvenciranje je omogucilo uvid u nukleotidni
raspored analiziranih sekvenci u duzini od 369 bp do 1004 bp, pocevsi od 5° kraja lanca CR
regiona, do takozvanog ,,poli T* bloka koji se nalazi otprilike na polovini njegove ukupne duZzine,
odnosno i iza ,,poli T” bloka u zavisnosti od kvaliteta sekvenci.

Sumarno je iz svih analiziranih uzoraka identifikovano 7 haplotipova registrovanih u banci
gena (eng. GenBank) 1 nekoliko potencijalno novih haplotipova koji pripadaju DA grupi
haplotipova (Tabela 4).

Tabela 4. Detektovani haplotipovi u rekama crnomorskog 1 jadranskog sliva na podrucju
Nacionalnog parka Una i u Crnoj Gori

Haplotipovi

Dal Da2 Da22 ADcsll  Ad+Prz  Atl  Al7 DL
haplogrupa

U okviru uzoraka iz reka crnomorskog (Slika 16) sliva detektovana su tri haplotipa, od koji dva
pripadaju DA liniji (Da2 i Da22), dok jedan haplotip pripada AT liniji (Atl).
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MAt1 WDa22 wDa2

2%

Slika 16. Procentualna zastupljenost haplotipova u crnomorskom slivu

Procentualno najzastupljeniji haplotip u crnomorskom slivu je Da22 koji je prisutan kod 89%
jedinki na ispitivanim lokalitetima pomenutog sliva, dok je haplotip Da2, takode autohton za ovaj
sliv kao 1 prethodno navedeni, bio prisutan kod svega 2% jedinki. Haplotip Atl, koji je alohton za
podrucje crnomorskog sliva, bio je zastupljen sa 9%.

U okviru uzoraka iz jadranskog sliva iz Crne Gore (Slika 17) detektovano je Sest haplotipova,
od kojih dva pripadaju AD liniji (ADcs11 i Ad+Prz), dva pripadaju DA liniji (Dal i Da2) i dva
pripadaju AT liniji (A17 i Atl).

Detektovani haplotipovi poto¢ne pastrmke dunavskog sliva zapadnog Balkana uz pridruzene
haplotipove jadranskog i atlantskog sliva koji se pominju u ovoj studiji dati su u Tabeli 5.

MA17 MAtl wDal MDa2 wAd+Prz ADcs11

2%

Slika 17. Procentualna zastupljenost haplotipova u jadranskom slivu

U jadranskom slivu, iako neocekivan, procentualno najzastupljeniji haplotip u uzorcima je Dal
sa 54%, za njim sledi ADcsll sa 29%, zatim Ad+Prz sa 10%, oba autohtona za ovaj sliv,
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novozabeleZeni alohtoni A17 haplotip na ovim prostorima sa 4%, zatim Atl sa 2% i Da2 sa 1%
ucesc¢a na ispitivanim lokalitetima ovog sliva.

Iz analize procentualne zastupljenosti haplotipova izuzeto je nekoliko jedinki — dve iz reke
Krusnice koja pripada crnomorskom slivu i dve jedinke iz gornjeg toka Zete (Niksicko polje), koja
pripada jadranskom slivu. Jedinke iz Krusnice (KS1 1 K$9), za koje postoji pretpostavka da su
nosioci novog mtDNK haplotipa usled tranzicije (C—T) na polimorfnom mestu 225, isklju¢ene su
iz dalje analize mtDNK jer njihove sekvence nisu bile jasno ¢itljive sve do poli T bloka, dok su za
analizu mikrosatelitskih lokusa uzete u obzir. Nakon poredenja mtDNK sekvenci jedinki Gz21 i
Gz26 iz gornjeg toka Zete sa mtDNK sekvencama haplotipova DA haplogrupe, takode je nastala
pretpostavka da su nosioci novog haplotipa, i1 to iz grupe Da23 haplotipova, usled prisustva
tranzicije (A—QG) na polimorfnom mestu 233, ali je zbog kvaliteta sekvenci neophodno ponoviti
sekvenciranje pre eventualnog pohranjivanja u banku gena. Ova Cetiri uzorka uzeta su u razmatranje
prilikom konstruisanja potencijalnog filogenetskog stabla (Slika 21), dok su njihovi mikrosatelitski
lokusi posebno analizirani.

Tabela 5. Polimorfna mesta na 5' kraju CRmtDNK kao molekularnog markera za sekvence
haplotipova poto¢ne pastrmke dunavskog sliva zapadnog Balkana uz pridruzene haplotipove
jadranskog 1 atlantskog sliva koji se pominju u ovoj studiji. Zvezdica (*) na poziciji 113 oznacava
inserciju nukleotida (A) u CRmtDNK MA1 haplotipa marmoratus linije i nije ubrojana u ukupan
broj polimorfnih mesta, dok su one pozicije koje karakteriSe vezano nasledivanje (eng. /inkage
disequilibrium) podebljane.

Pozicija nukleotida

Haplotip
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113* 146 228 234 235 236 262 389 390 403 530 542 543 548
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Na slici 18 je predstavljeno filogenetsko stablo na osnovu dobijenih haplotipova gde se vidi
grupisanje haplotipova koji pripadaju AT, AD i DA linijama.

38



4. Rezultati
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Slika 18. Filogenetsko stablo haplotipova pronadenih na lokalitetima Nacionalnog parka Una i Crne
Gore. Stablo je uradeno na osnovu sekvenci 5'- kraja CR mtDNK metodom ,,Neighbor-Joining*
(N-J) u programu MEGA 7.0.21. Brojevi uz ¢vorista su procentualne vrednosti grananja u 1000

ponavljanja. Kao’’outgroup’’ uklju€ena je vrsta Salmo salar
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Slika 19. Filogenetsko stablo dostupnih sekvenci haplotipova pronadenih na teritoriji zapadnog
Balkana. Stablo je uradeno na osnovu sekvenci 5'- kraja CR mtDNK metodom ,,Neighbor-Joining*
(N-J) u programu MEGA 7.0.21. Brojevi uz ¢vorista su procentualne vrednosti grananja u 1000
ponavljanja.
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Tabela 6. Rezultati Tajima testa neutralnosti (Tajima’s Neutrality test) izmedu parova 20 sekvenci
uradenog u programu MEGA 7.0.21 (m - broj sekvenci; n — ukupan broj polozaja; S — broj
segregirajucih polozaja; ps = S/n, ® = ps/al, n — diverzitet nukleotida; D — statistika Tajima testa)

M S Ps 0) T D
20 97 0.185115 0.052178 0.041513 -0.839216

Na slici 20 predstavljeno je filogenetsko stablo haplotipova pronadenih na teritoriji zapadnog
Balkana uzorke za koje postoji pretpostavka da su nosioci novih haplotipova (Ks$1, Ks2, GZ21 i
GZ26), a koji su se na osnovu filogenetske analize svrstali u grupu Da22, odnosno Da23
haplotipova.

Da-Dz
Da-\r
Da21
BEY
ks
Ks9
Da3
5 Da2?
DaZic
EE DaZ3b
34 2 Da23a
35 — G721
74 NL— G726
DaZ
Da-vl
DaDA
— AT
F|L— A1
Ad-Prz
Ad-Bo
Ad
- — ADcs11
BE L—— Ad-M1
WA

14

18
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13

27

E5

ax

=t

EE

58

Slika 20. Filogenetsko stablo dostupnih sekvenci haplotipova pronadenih na teritoriji zapadnog
Balkana uz uzorke iz Krusnice (K$1 1 K§2) i Gornje Zete (GZ21 i GZ26). Stablo je uradeno na
osnovu sekvenci 5'- kraja CR mtDNK metodom ,,Minimum Evolution” (ME) u programu MEGA
7.0.21. Brojevi uz ¢vorista su procentualne vrednosti grananja u 1000 ponavljanja.
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Slika 21. Filogenetsko stablo dostupnih sekvenci haplotipova pronadenih na teritoriji zapadnog
Balkana. Stablo je uradeno na osnovu sekvenci 5'- kraja CR mtDNK metodom ,,Maximum
Likelihood* (ML) baziranom na Tamura-Nei modelu u programu MEGA 7.0.21. Brojevi uz
¢vorista su procentualne vrednosti grananja u 1000 ponavljanja.

Najveci procenat varijabilnosti je, na osnovu rezultata analize molekularne varijanse
(AMOVA) za svih 10 reka, detektovan izmedu populacija (70.51%), sa odgovaraju¢om vrednoscu
indeksa fiksacije Fst od 0.70514 (P<0.01) (Tabela 7).

Tabela 7. Analiza molekularne varijanse (AMOVA) preko ucestalosti haplotipova u okviru i
izmedu populacija. Stepeni slobode (d.f.), suma kvadrata (SS) i procenat varijabilnosti, verovatnoca

(P).

Izvor varijabilnosti .1 SS Varij abllnos.t P.ljoce.nat .
komponenti  varijabilnosti
9 258.939.  1.85904 Va 70.51 <0.01

Izmedu jedinki u okviru 145 112719 0.77737 Vb 29.49
populacija

154  371.658 2.63642
Indeks fiksacije Fst 0.70514

Na osnovu ucestalosti haplotipova analizirane su razlike izmedu 10 pojedina¢nih proucavanih
populacija (Tabela 8). Na osnovu izracunatih vrednosti F statistike, pokazale su se znacajne razlike
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izmedu reke Nozice, s jedne strane i reka Krke, Une kod Martin Broda i Une kod Loskuna, (1.00, P
<0.01) sa druge strane.

Od ukupno 14 polimorfnih mesta (Tabela 9), iste Fsr vrednosti pokazala su mesta 2, 235, 541,
542 1 547 gde je Fst = 0.75774, kao 1 polimorfna mesta 388 i 389 gde je Fst = 0.17408. Ostala
polimorfna mesta pokazala su razli¢ite Fst vrednosti. Sve Fst vrednosti bile su statisticki znacajne
(P <0.001).

Tabela 8. Vrednosti parnih Fst zasnovanih na ucestalosti haplotipova - dijagonalno levo, i P
vrednosti — dijagonalno desno na osnovu analize molekularne varijanse (AMOVA). Broj
permutacija iznosi 110. Znakom (*) oznacene su vrednosti P < 0.01; znakom (**) oznacene su
vrednosti P < 0.05 dijagonalno desno. (Sv — Svetinja; K§ — Krusnica; Kr — Krka; Umb — Una Martin
Brod; Ul — Una Loskun; Mr — Mrtvica; S — Sjevernica; NZ — Nozica; Gz — Gornja Zeta; Dz — Donja

Zeta).
S

Sv 1 * 0.5 *k * * * 0.01 *
-0.122 0.5 ok * * * * *
0477  0.473 1 1 * * * * *
0.115  0.111 0 1 * * * * *
0359  0.356 0 0 * * * * *
0.547  0.554 0916 0.797 0.883 0.081 * * 0.027
0366  0.375 0.813 0592 0.746  0.086 * * 0.01
0.431  0.450 1 1 1 0.878  0.726 0.584 *
0291 0309 0.608 0434 0545 0811 0.668 0.009 *
0.696 0.702 0949 0.892 0.932 0.165 0.116 0929 0.866

Tabela 9. Rezultati analize molekularne varijanse (AMOVA) za polimorfna mesta.

Izmedu populacija U okviru populacija Indeksi fiksacije

Lokus SSD d.f. Va % var. SSD d.f. Vb % var Fst P
2 24.231 9 0.175  75.774 8.116 145 0.055 24226 0.757 O
26 24.465 9 0.175 71.087 10366 145 0.071 28912 0.710 O
80 12.506 9 0.088  58.312 9.132 145 0.062 41.687 0.583 0
125 2.345 9 0.014  25.525 6.132 145 0.042 74474 0255 O
234 32.232 9 0.235  86.069 5.522 145 0.038 13930 0.860 O
235 24.231 9 0.175  75.774 8.116 145 0.055 24226 0.757 O
261 18.724 9 0.133  66.225 9.882 145 0.068 33.774 0.662 0
388 2.102 9 0.011 17.407 8.116 145 0.055 82592 0.174 O
389 2.102 9 0.012 17.407 8.116 145 0.055 82592 0.174 O
402 22.596 9 0.164 84.142 4.500 145 0.031 15857 0.841 O
529 20.704 9 0.148 67.431 10366 145 0.071 32568 0.674 O
541 24.231 9 0.175  75.774 8.116 145 0.055 24226 0.757 O
542 24.231 9 0.175  75.774 8.116 145 0.055 24226 0.757 O
547 24.231 9 0.175  75.774 8.116 145 0.055 24226 0.757 O
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4.2. ANALIZA LDH-C* LOKUSA

U okviru dunavskog sliva Nacionalnog parka Una, dve su reke u kojima su pored dunavskih
haplotipova otkriveni i atlantski — Svetinja 1 Krusnica. Utvrdivanje potencijalne hibridizacije kod
uzorkovane 21 jedinke sprovedeno je restrikcionom analizom gena LDH-C*. Od ukupnog broja
uzoraka, Sest je nosilo atlantski mitohondrijalni haplotip - Svl, Sv6, Sv9 iz reke Svetinje, 1 Ks4,
Ks8 i KS10 iz reke Krusnice, dok su ostali uzorci bili dunavskog haplotipa. Kod atlantske
haplogrupe daleko je prisutniji sporiji alel LDH-C*90, dok je kod dunavske prisutniji LDH-C*100.
Ukoliko nije doslo do hibridizacije, ovih Sest uzoraka bi trebalo da budu homozigoti za kraéi alel
LDH-C*90 ili heterozigoti. Ustanovljeno je da su dva uzorka homozigoti za kraci alel (Sv6 i K§4),
prisustvo heterozigota utvrdeno je za preostale uzorke koji nose atlantski haplotip (Svl, Sv9, Ks8,
Ks$10), dok su medu dunavskim haplotipovima dominirali heterozigoti (KS5, K6, K87, K§11. Sv2,
Sv3 Sv4, Sv5, Sv7, Sv8 i Sv10), a homozigota za duzi alel LDH-C*100 bilo je Cetiri (KSI1, K$2,
K33 1 K39) (Slike 23, 24).

Slika 23. Rezultat restrikcione analize uzoraka iz Svetinje (Foto: Skraba Jurlina)

Slika 24. Rezultat restrikcione analize uzoraka iz Krugnice (Foto: Skraba Jurlina)

U okviru jadranskog sliva Crne Gore, dve su reke u kojima su pored jadranskih i dunavskih
otkriveni i atlantski haplotipovi — Mrtvica 1 Gornja Zeta, pa je utvrdivanje potencijalne hibridizacije
izmedu jedinki jadranske i atlantske linije restrikcionom analizom gena LDH-C* sprovedeno na
jedinkama iz gornjeg toka reke Mrtvice, kao 1 izmedu dunavske i atlantske linije na 32 jedinke iz
Gornje Zete. Od dvanaest uzoraka iz Mrtvice, tri je nosilo atlantski mitohondrijalni haplotip — Mrl,
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Mr4 i Mr7, dok su ostali uzorci bili jadranskog haplotipa. Dve od ukupnog broja jedinki (Mrl i
Mr4), koje nose A17 haplotip, su heterozigoti, kao i dve jedinke jadranskog haplotipa ADcsl1
nasledenog od zenki koje su najverovatnije hibridizovale sa muzjacima koji nose A17 haplotip.
Preostali uzorci koji pripadaju ili jadranskoj liniji (Mr2, Mr3, Mr5, Mr6, Mr10, Mrl1 i Mr12), ili
atlantskoj (Mr7), bili su homozigoti za duzi alel (LDH-C*100/100) (Slika 25).

Slika 25. Rezultat restrikcione analize uzoraka iz Mrtvice (Foto: Skraba Jurlina)

Od ukupno 32 jedinke iz Gornje Zete (Slike 26 i 27), kod pripadnika dunavske linije jedna
jedinka je nosilac Da2 haplotiopa (Gz24), dok vecina jedinki nosi Dal haplotip (sa izuzetkom dva
pomenuta uzorka — Gz21 1 Gz26, za koje se pretpostavlja da su iz grupe Da23 haplotipova). Jedinke
Gz5 1 Gz30 pripadaju atlantskoj liniji 1 nosioci su Atl haplotipa. Kao $to je ranije navedeno, kod
atlantske haplogrupe prisutniji je sporiji alel LDH-C*90, dok je kod dunavske prisutniji LDH-
C*100. Ukoliko nije doslo do hibridizacije, uzorci Gz5 i Gz30 trebalo bi da budu homozigoti za
sporiji alel LDH-C*90 ili heterozigoti. Medutim, za razliku od uzorka Gz5 koji je heterozigot,
uzorak Gz30 je homozigot za brzi alel (LDH-C*100/100), pa se moze konstatovati da je do
hibridizacije ipak doslo. Kod preostalih uzoraka pripadnika dunavske haplogrupe konstatovani su
heterozigoti (LDH-C*100/90), ili homozigoti za brzi (LDH-C*100/100) ili sporiji alel (LDH-
C*90/90) (Slike 26 1 27).

Slika 26. Rezultat restrikcione analize prvih 16 uzoraka iz Gornje Zete uz Ladder od 50 bp
(Foto: Skraba Jurlina)
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Slika 27. Rezultat restrikcione analize preostalih 16 uzoraka iz Gornje Zete uz Ladder od 50 bp
(Foto: Skraba Jurlina)

4.3. ANALIZA MIKROSATELITSKIH LOKUSA

Upotrebom programa Micro-checker v. 2.2.3 (van Oosterhout 1 sar. 2004) nekonzistentni aleli
detektovani u populacijama prepravljeni su, a nultih alela je bilo u populaciji iz donjeg toka Zete, i
to na lokusu SsoSL438 17, a na lokusima SsaD190 i SsaD71 po jedan kod iste jedinke Dz12.
Pronadeno je ukupno 46 privatnih alela, od kojih su na lokusima SsaD190 i SsoSL438 detektovana
po Cetiri, na lokusu SsaD71 14, na lokusu Str73INRA dva, pet privatnih alela na lokusu
Ssa410UoS, na lokusu Ssa85 tri, na SSsp2216 dva, i 12 privatnih alela na lokusu OMM1064.
Najveca ocekivana heterozigotnost (Hexp) je dobijena za jedinke reke Svetinje (0.76), kao i najveéa
objektivna heterozigotnost (Hn.b.) (0.84), dok je najveca detektovana heterozigotnost (Hobs) za
jedinke reke Une kod Martin Broda (0.77) (Tabela 10).

Tabela 10. Prosec¢na heterozigotnost mikrosatelitskih lokusa u ispitivanim populacijama (Sv —
Svetinja; K§ — Krus$nica; Kr — Krka; Umb — Una Martin Brod; Ul — Una Loskun; Mr — Mrtvica; S —
Sjevernica; Nz — Nozica; Gz — Gornja Zeta; Dz — Donja Zeta). He, — oCekivana heterozigotnost;
H... — objektivna heterozigotnost; Hu,s — detektovana heterozigotnost; SD — standardna devijacija; P
— verovatnoéa; An — prosecan broj alela po lokusima

Sv KS§ Kr Umb Ul Mr S Nz Gz Dz
Hexp 0.76 0.74 0.63 0.58 0.65 0.49 0.51 0.57 0.54 0.66
SD 0.13 0.20 0.32 0.26 0.23 0.16 0.31 0.10 0.25 0.32
Hnp. 0.84 0.81 0.65 0.71 0.75 0.51 0.53 0.66 0.55 0.62
SD 0.15 0.21 0.32 0.32 0.24 0.23 0.33 0.12 0.25 0.26
Hobs 0.73 0.64 0.63 0.77 0.72 0.52 0.45 0.51 0.46 0.64
SD 0.24 0.31 0.34 0.42 0.38 0.22 0.30 0.24 0.22 0.36
P(0.95) 1.0 1.0 0.95 0.95 1.0 1.0 0.95 1.0 1.0 1.0
P(0.99) 1.0 1.0 0.95 0.95 1.0 1.0 0.95 1.0 1.0 1.0
An 7.45 7.45 8.50 4.00 7.75 4.12 5.00 4.45 8.50 5.61

Najveci broj alela koji je registrovan je 22, i to za lokus OMM1064 u reci Krki. Na lokusu
SsaD71 u Donjoj Zeti je uoCeno najvece alelsko bogatsvo (13). Najvec¢i geneticki diverzitet (1)
konstatovan je u populacijama reke Svetinje na lokusu SsaD71, Krusnice na lokusu SsaD190, Une
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kod Loskuna na lokusu Ssa410Uos i kod Martin Broda na lokusu SSsp2216, i Krke i Une kod
Martin Broda na lokusu OMM1064, dok u populacijama gde je prisutan jedan alel na lokusima
Str73INRA u Krki i Sjevernici, Ssa85 u Uni kod Martin Broda i SsoSL438 u Sjevernici, nije bilo
genetickog diverziteta (Tabela 11).

Tabela 11. Alelske ucestalosti po lokusima za svaku populaciju (Sv — Svetinja; K§ — Krusnica; Kr —
Krka; Umb — Una Martin Brod; Ul - Una Loskun; Mr — Mrtvica; S — Sjevernica; Nz — Nozica; Gz —
Gornja Zeta; Dz — Donja Zeta). Hexp - o¢ekivana heterozigotnost, Hnb. - objektivna heterozigotnost,
Hobs - detektovana heterozigotnost, SD - standardna devijacija, P — verovatnoca, Fis - indeks
fiksacije, A - broj alela po lokusu, A: - alelsko bogatstvo. Znakom (*) obeleZeni su privatni aleli.

Lokus Populacija

Sv K Kr Umb Ul Mr S N; Gz Dz
Ssab1%
(N) 10 11 28 4 6 12 12 18 32 16
107* 0 0.091 0 0 0 0 0 0 0 0
111* 0 0 0 0 0063 0 0 0 0 0
115 0 0.136 0 0 0031 0 0 0 0 0
119 0.500  0.182 0.554  0.625 0.438 0.042 0.083 0.556 0.688 0
123 0.150  0.136 0.125 0.125 0219 0 0 0.444 0 0
127 0 0 0018 0 0 0 0 0 0.016 0
131 0 0.182 0 0 0031 0 0 0 0.219 0
135 0.050  0.091 0 0 0 0 0292 0 0 0.031
139 0.100 0 0018 0 0 0.042 0.042 0 0 0
143 0.100  0.182 0250 0.125 0219 0.167 0 0 0.078 0
147* 0 0 0.036 0.125 0 0 0 0 0 0
151 0.100 0 0 0 0 0.083 0 0 0 0
159+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.031
163 0 0 0 0 0 0.667 0.250 0 0 0.344
167 0 0 0 0 0 0 0167 0 0 0.406
171 0 0 0 0 0 0 0167 0 0 0.188

F, (W&C)  -0.099 -0.134 -0.030 -0.200 -0.207 -0.085 0.403 -0.097 -0.174 0.021

167 0 0 0 0 0 0.083 0 0 0 0
183 0.150  0.091 0 0 0 0 0 0 0.016 0
191 0.250  0.091 0.071  0.125 0.156 0.167 0 0.056 0.063 0
195 0.150 0.045 0.196 O 0.094 0.083 0.083 0 0 0.133
199 0.050  0.091 0.232  0.250 0.031 0417 0 0 0.156 0.033
203 0.050 0318 0.357 0.500 0.500 O 0 0 0.672 0
207 0 0.136 0 0 0.125 0 0 0 0.031 0
211 0.200 0.136  0.036 0.125 0.031 O 0 0.083 0 0



4. Rezultati

215 0 0.091 0 0 0 0 0 0.028 0.016 0
219 0.100 0 0.107 0 0.063 0 0.083 0.167 0.031 0
223 0 0 0 0 0 0 0.208 0 0 0
227* 0 0 0 0 0 0 0.083 0 0 0
231 0.050 0 0 0 0 0 0 0 0 0.100
235 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.233
239 0 0 0 0 0 0 0.083 0.083 0 0
243* 0 0 0 0 0 0 0 0.583 0 0
251* 0 0 0 0 0 0 0 0 0.016 0
271%* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.033
311* 0 0 0 0 0 0 0.042 0 0 0
319* 0 0 0 0 0 0 0.083 0 0 0
443* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
447 0 0 0 0 0 0 0.083 0 0 0
451 0 0 0 0 0 0.167 0.042 0 0 0
459* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.033
463* 0 0 0 0 0 0 0.125 0 0 0.033
467 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.133
471 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.100
475% 0 0 0 0 0 0 0.042 0 0 0.033
491* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.067
492%* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.033
495* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.033
499* 0 0 0 0 0 0 0.042 0 0 0

138 0.700 0.773 ~ 1.000 0.625 0.844 0.000 0.833 0.444 0.922 0.529
140 0 0 0 0.250 0.063 0.750 0.167 0.556 0.016 0.441
142 0.250 0.182 0 0 0.031 0.042 0 0 0.031 0
144 0.050 0.045 0 0 0.063 0.208 0 0 0 0
150 0 0 0 0.125 0 0 0 0 0 0.029
160* 0 0 0 0 0 0 0 0 0.016 0
162* 0 0 0 0 0 0 0 0 0.016 0

176* 0 0 0 0 0 0 0 0.167 0.125 0
180 0 0 0 0 0 0 0 0 0.531 O
184 0 0.091 0 0 0 0 0 0 0 0
196 0.050 0 0 0 0 0 0 0 0 0.029
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200* 0 0 0 0 0 0.042 0 0 0 0
204 0.050 0 0 0 0 0 0 0 0 0
208* 0.050 0 0 0 0 0 0 0 0 0
220 0.050 0.045 0 0 0 0 0 0 0.063 0
224 0 0 0.018 0 0 0 0.083 0 0.047 0
228 0.250 0 0 0 0 0.292 0 0 0 0
232 0.200 0 0.036 0 0 0 0 0 0.031 0
236 0.050 0.045 0.143 0 0.031 0.042 0.208 0 0.047 0
240 0 0 0.071 0 0.031 0 0 0 0.016 0
244 0 0 0.107  0.125 0.094 0 0 0 0.031 0
248 0.100 0.182 0.161 O 0.031 0 0 0.472 0.078 0.265
252 0 0.136 0.054 0 0.125 0 0.042 0 0.016 0
256 0.050 0.136 0.161 0.125 0.250 0 0.042 0.083 0 0
260 0.100 0.136 0 0.625 0 0 0.042 0.000 0.016 0.059
264 0 0 0.089 0 0.125 0 0 0 0 0.088
268 0.050 0.045 0.036 0 0.031 0 0 0.056 0 0.088
272 0 0.045 0.036 O 0.031 0 0 0 0 0.029
276 0 0 0.018 0 0.031 0 0.083 0 0 0.029
280 0 0.045 0.036 O 0.031 0.083 0.125 0 0 0.059
284 0 0 0.036 0.125 0.125 0.542 0 0 0 0.206
288 0 0 0 0 0 0 0.333 0 0 0
296 0 0 0 0 0.063 0 0 0 0 0.147
300* 0 0 0 0 0 0 0.042 0 0 0
304 0 0.045 0 0 0 0 0 0.028 0 0
308 0 0.045 0 0 0 0 0 0.056 0 0
320* 0 0 0 0 0 0 0 0.139 0 0

103* 0 0 0 0 0.031 0 0 0 0 0
107 0.100 0 0 0 0 0.792 0.708 0.056 0.109 0.676
109 0.100 0 0 0 0 0 0292 0 0 0.324
111 0.350 0.636  0.786 1 0.813 0.208 0 0.639 0.844 0
113 0.350 0364 0214 O 0.156 0 0 0.278 0.016 O
117* 0 0 0 0 0 0 0 0.028 0.031 0
129* 0.100 0 0 0 0 0 0 0 0 0

137 0.050 0.045 0 0 0 0 0 0 0 0
141 0.100 0273  0.018 O 0.031 0.083 0 0 0 0
145 0.150 0.136 0 0 0 0 0 0 0 0
149 0.200 0.045 0 0 0 0 0 0 0 0



4. Rezultati

153 0.050 0 0 0 0 0.042 0 0.083 0.016 O
157 0 0 0 0 0 0.250 0 0 0.016 0
161 0 0.045 0 0 0 0 0.042 0 0 0
165 0 0 0 0 0 0 0 0 0.016 0
169 0 0 0 0 0 0.583 0.833 0.028 0.016 0.912
173 0 0 0 0 0 0 0 0.250 0.047 0.059
177 0.150 0 0.089 0 0 0 0 0 0.016 0
181 0.100 0.182 0.054 O 0 0 0 0 0.063 0
185 0 0 0 0 0 0.042 0.083 0 0 0.029
189* 0 0.045 0 0 0.031 0 0 0 0 0
193 0.100 0.045  0.036  0.125 0.063 0 0 0.028 0.141 0O
197 0.050 0 0.089 0 0.063 0 0 0.444 0438 0
201 0 0 0.161 0.250 0.188 0 0 0.139 0.063 0
205 0 0.045 0357 0.375 0313 0 0.042 0.028 0.078 0
209 0.050 0 0.161 0.125 0.281 O 0 0 0.078 0
213 0 0.136 0.036 0 0.031 0 0 0 0.016 0
217* 0 0 0 0.125 0 0 0 0 0 0

097* 0 0 0.000 0 0 0 0 0.333 0.016 NA
099* 0 0 0.000 0 0 0 0 0 0.031 NA
101 0.350 0.182 0.018 0 0 0.083 0 0 0.078 NA
103 0.250  0.091 0.054 0.250 0.031 0.208 O 0 0.047 NA
105 0 0 0.000 0 0 0 0 0 0.063 NA
107 0.100  0.318 0393 0375 0.469 0 0 0.667 0.672 NA
109 0.200  0.182 0.054 0.125 0.063 0.708 1 0 0 NA
111* 0 0 0.018 0 0.000 0 0 0 0 NA
113 0 0 0268 0 0.188 0 0 0 0.047 NA
115 0.100  0.227 0.107 0.125 0.156 0 0 0 0.047 NA
117* 0 0 0.089  0.125 0.094 0 0 0 0 NA

175% 0.100 0 0.018 0 0 0 0 0 0 0
179 0.100  0.045 0 0 0 0 0 0 0.125 0
183* 0 0 0 0 0 0 0 0.611 0.047 0
187 0 0 0 0 0 0 0 0 0.047 0
191 0 0.045 0 0 0 0 0 0.028 0 0
195* 0.150 0 0.179  0.125 0.063 0 0 0 0 0
199 0.300 0.227 0.089  0.250 0.250 0.833 0.167 0O 0.016 0.412
203 0 0 0018 0 0 0 0.042 0 0 0.235
207 0 0 0.036 0 0 0 0.542 0 0 0.353
211 0 0 0 0 0 0 0.250 0 0.016 0
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215%* 0 0 0 0 0 0.042 0 0 0 0
219* 0 0.045 0 0 0 0 0 0 0 0
223 0.050 0 0 0 0 0 0 0 0.094 0
231 0.050  0.091 0 0 0 0 0 0 0 0
235 0 0 0 0 0 0 0 0 0.125 0
239 0.050 0 0.036 O 0.031 0 0 0 0 0
243 0 0 0 0 0 0 0 0 0.141 0
247 0 0 0.018 O 0.063 0 0 0.167 0 0
251 0.050 0 0.143 0 0.031 0 0 0.056 0.078 0
255 0 0.045 0.036  0.125 0.031 0.125 0 0.139 0.156 0
259 0 0.045 0.036 0 0.063 0 0 0 0.016 0
263 0.050  0.045 0.054  0.125 0.063 0 0 0 0 0
267 0 0.182 0018 0 0.156 0 0 0 0 0
271%* 0 0 0.054 O 0.031 0 0 0 0 0
275%* 0 0 0018 0 0 0 0 0 0 0
279 0 0.091 0.018 O 0.063 0 0 0 0.047 0
283 0.050  0.000 0.071 0 0 0 0 0 0.031 0
287 0.050  0.091 0.054 0.125 0 0 0 0 0.047 0
291* 0 0.045 0.018  0.250 0.063 0 0 0 0 0
295%* 0 0 0.018 O 0 0 0 0 0 0
299* 0 0 0.036 0 0.031 0 0 0 0 0
303 0 0 0.018 O 0 0 0 0 0.016 0
307* 0 0 0018 0 0.031 0 0 0 0 0
315* 0 0 0 0 0.031 O 0 0 0 0

Fis (W&C) 0.111  0.01 -0.073  -0.091 0.112 -0.114 -0.041 -0.033 0.456 -0.146

Analiza molekularne varijanse (AMOVA), prema Weir i Cockerham, pokazala je da u ukupnoj
genetickoj varijabilnosti najveéi procenat nose pojedinacne individue (71.01%), dok varijabilnost
izmedu populacija iznosi 22.49% (Tabela 12). Intrapopulaciona genetiCka varijabilnost iznosi
6.51% 1 ukazuje na to da postoje razlike izmedu jedinki u okviru subpopulacija u odnosu na totalnu
populaciju koju predstavljaju sve jedinke u rekama analiziranog regiona, dok su jedinke
pojedinacnih tokova posmatrane kao subpopulacije.

Tabela 12. Analiza molekularne varijanse (AMOV A) preko matrica distanci prema Weir i
Cockerham, 1984. Stepen slobode (d.f.); suma kvadrata (SS); verovatnoca (P).

Izvor varijabilnosti d.f. SS Varljabllnos.t P.I:oce.nat . Indek.s.l
komponenti varijabilnosti fiksacije

Izmedu populacija 9 197.059 0.62837 22.49 Fs1:0.22485

Izmedu jedinki u 150 352206  0.18183 6.51 Fis :0.08394  <0.01
okviru populacija
317.500  1.98438 71.01 Fir: 028992 <0.01

U okviru jedinki 160
319 866.766  2.79458
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4. Rezultati

Tabela 13. FIS vrednosti specifi¢ne za svaku populaciju (1023 permutacije)

Populacija Fis vrednost P (Rand Fis >= Obs Fis)

0.12500 0.018573
0.19260 0.000000
0.04296 0.137830
-0.01887 0.695992
-0.01695 0.689150
0.01356 0.463343
0.32633 0.000000
0.08356 0.142717
0.15191 0.000978
-0.08524 0.905181

Tabela 14. Testiranje HWE u populacijama. Proporcije randomizacije (1000) koje su pokazale
manje Fis vrednosti od uocenih na analiziranim mikrosatelitskim lokusima (Sv — Svetinja; KS —
Krusnica; Kr — Krka; Umb — Una Martin Brod; Ul — Una Loskun; Mr — Mrtvica; S — Sjevernica; Nz
— Nozica; Gz — Gornja Zeta; Dz — Donja Zeta).

Lokus Sv Ks Kr Umb Ul Mr S Nz Gz Dz
SsaD190 -0.099 -0.134 -0.030 -0.200 -0.207 -0.085 0.403 -0.097 -0.174 0.021
SsaD71 -0.146  0.167 0.128 0.000 -0.137 0.795 0.293 0.391 0.410 0.047
Str73INRA  0.153  0.540 NA 0.625 0357 -0.234 1.000 0.128 -0.037 -0.092
Ssa410Uos  0.122 0.126 0.019 -0.200 -0.116 -0.186 0.218 -0.136 -0.033 -0.019
Ssa85 0.620 0.636 0.379 NA 0.236 -0.222 0.814 0.584 0.106 -0.180
SSsp2216 0.138 0.394 0.035 -0.200 -0.013 -0.384 -0.086 -0.143 0.036 -0.043
SsoSL438 -0.141 0.106 -0.032 -0.200 0.148 -0.262 NA 0.521 0.250 NA
OMMI1064 0.111 0.010 -0.073 -0.091 0.112 -0.114 -0.041 -0.033 0.456 -0.146
Ukupno 0.092 0.181 0.032 -0.048 0.005 -0.018 0.326 0.127 0.164 -0.045

Tabela 15. Fis vrednosti za svaku populaciju i sve analizirane polimorfne mikrosatelitske lokuse
(Sv — Svetinja; K§ — Krusnica; Kr — Krka; Umb — Una Martin Brod; Ul — Una Loskun; Mr —
Mrtvica; S — Sjevernica; Nz — Nozica; Gz — Gornja Zeta; Dz — Donja Zeta).

SsaD190 -0.084 0.403 -0.174 | 0.021

SsaD71 0.209 -0.147 0.167 0.127 0.000 -0.137 0.795 0.293 0391 0.409 0.047

Str73INRA 0.178 0.153 0.540 NA  0.625 0.357 -0.234 1.000 0.128 -0.037 -0.092
Ssa410Uos -0.009 0.122 0.126 0.019 -0.200 -0.116 -0.165 0.217 -0.136 -0.033 -0.019
Ssa85 0.342 0.619 0.636 0379 NA  0.235 -0.222 0.813 0.584 0.106 -0.180
SSsp2216  0.009 0.138 0.394 0.035 -0.200 -0.012 -0.383 -0.086 -0.144 0.036 -0.043

OMM1064 0.091 0.111 0.009 -0.073 -0.091 0.111 -0.113 -0.041 -0.033 0.456 -0.146

51



Rekonstrukcija evolucione istorije kompleksa potocne pastrmke Salmo cf. trutta

Nei distance izracunate su sa 1000 permutacija za jedinke po svakom paru populacija (Tabela
16). Najvece vrednosti Nei distanci uoCene su izmedu Mrtvice, sa jedne strane, 1 Gornje Zete,
Mrtvice 1 Krke sa druge strane - 2.140 i 1.906 respektivno, kao i izmedu Sjevernice i Nozice —
1.815, dok su najmanje vrednosti izmedu Une kod Loskuna sa jedne strane i Krke, Une kod Martin
Broda, 1 Krusnice sa druge — 0.065, 0.180, 0.196, respektivno, kao i izmedu Krke i Gornje Zete —
0.196. Fsr vrednosti dobijene za parove subpopulacija ukazuju na sliénu situaciju (Tabela 16), dok
je procenjeni protok gena prema formuli Nm = 1— Fst/ 4Fst najveéi izmedu populacija sa
najmanjim distancama i obrnuto.

Tabela 16. Stvarne vrednosti Nei distanci (1972) sa 1000 permutacija (Sv — Svetinja; KS —
Krusnica; Kr — Krka; Umb — Una Martin Brod; Ul — Una Loskun; Mr — Mrtvica; S — Sjevernica;
Nz — Nozica; Gz — Gornja Zeta; Dz — Donja Zeta).

Nei distance Sv  K§ Kr Umb Ul Mr S 4 Gz Dz

Sv 0.271 0.345 0.502 0.423 1.194 0987 0.787 0.528 1.270
Ks§ 0.229 0.345 0.196 1.538 1.113 0.687 0.339 1.441
Kr 0.208 0.065 1.906 1.166 0.548 0.196 1.440
Umb 0.180 1.310 1.479 0.637 0.296 1.608
Ul 1.612 1.286 0.558 0.208 1.456
Mr 0.582 1.731 2.140 0.473
S 1.815 1.392 0.350
Nz 0.508 1.511
Gz 1.654
Dz

Tabela 17. Fsr vrednosti (dijagonalno desno) koje pokazuju geneticku udaljenost parova
subpopulacija 1 izracunate vrednosti protoka gena — Nm (dijagonalno levo) (Sv - Svetinja, KS -
Krus$nica, Kr - Krka, Umb - Una Martin Brod, Ul - Una Loskun, Mr - Mrtvica, S - Sjevernica, NZ -
Nozica, Gz - Gornja Zeta, Dz - Donja Zeta).

Fs1/Nm Sv KS§ Kr Umb Ul Mr S Nz Gz Dz

Sv 0.022  0.091 0.082 0.093 0.272 0.235 0.196 0.179 0.228
KS 11.113 0.061 0.043 0.036 0.303 0.254 0.185 0.133 0.251
Kr 2497 3.848 0.041 0.009 0.369 0.309 0.198 0.099 0.310
Umb 2798 5.563  5.847 0.018 0.352 0.339 0.200 0.109 0.320
Ul 2438 6.694 27.527 13.638 0.347 0.311 0.189 0.098 0.294
Mr 0.669 0.575 0427  0.460 0.470 0.269 0396 0.434 0.186
S 0.813 0.734 0559 0487 0.553 0.679 0.388 0.383 0.075
Nz 1.025 1.010 1.012 1.000 1.072 0.381 0.394 0.226 0.323
Gz 1.146 1.629 2275 2.043 2301 0.326 0.403 0.856 0.367
Dz 0.846 0.746 0.556  0.531 0.600 1.094 3.083 0.524 0.431
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Slika 28. Grupisanje populacija (gore) i jedinki (dole) preko Das distanci (Sv — Svetinja;
K — Krusnica; Kr — Krka; Ul — Una Loskun; Umb — Una Martin Brod; Mr — Mrtvica; S - Sjevernica

N — Nozica; Gz — Gornja Zeta; Dz — Donja Zeta).
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Koris¢enjem Das distanci u programu POPULATIONS (Slika 28) konstatovano je da je
grupisanje populacija jasno odvojilo sa jedne strane Donju Zetu, Sjevernicu i Mrtvicu, ¢iji su
predstavnici ve¢im delom nosioci haplotipova jadranske linije, pri ¢emu su Donja Zeta i Sjevernica
sestrinske grupe, 1 populacije ¢iji su predstavnici nosioci pretezno dunavskih haplotipova — Una
Loskun i Krka kao sestrinske grupe, Una kod Martin Broda, Gornja Zeta, zatim Krusnica i Svetinja,
1 nesSto udaljenija Nozica sa druge strane.

Upotrebom programa STRUCTURE prvo su pojedinacno analizirane populacije reka
dunavskog i jadranskog sliva, a kasnije sve uzorkovane populacije zajedno. Pri prvom struktuiranju
izdvojene su dve grupe: populacije iz sliva reke Une (Slika 29) i populacije reka Crne Gore (Slika
30). Preko vrednosti AK pri primeni metoda Evanno i sar. (2005) utvrdeno je da AK dostize
maksimalnu vrednost kada je K = 2, odnosno pretpostavljajuci dva klastera (Slika 29, 301 31).

Na slici 29 moze se uociti sli¢nija geneticka struktura pastrmki reka Svetinje 1 Krusnice s jedne
strane, 1 Krke, Une kod Martin Broda i Une kod Loskuna s druge strane.

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

25

20

Delta K

10

A b

K Reps Mean LnP(K) SD LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K
7  -2116.014286 0.845436 — — —

-2052.357143  6.615350  63.657143 210.100000 31.759468
-2198.800000 212.369725 -146.442857 86.571429 0.407645
-2258.671429 185.442351 -59.871429 16.271429 0.087744
-2302.271429 148.916640 -43.600000 13.828571 0.092861
-2332.042857 52.020985 -29.771429 6.814286 0.130991
-2355.000000 37.794576 -22.957143 — —

N N B W N~
NN N 99
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4. Rezultati
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Slika 29. Vrednost AK za subpopulacije crnomorskog sliva (gore) 1 prikaz struktuiranosti
subpopulacije (dole) (1 — Svetinja; 2 — Krusnica; 3 — Krka; 4 — Una Martin Brod; 5 — Una Loskun)

Sli¢nost populacija Nozice i Gornje Zete je evidentna (Slika 30) u odnosu na populacije

Mrtvice,

Sjevernice 1 Donje Zete. Sli¢ni rezultati dobijeni su i upotrebom DAS distanci u programu

POPULATONS (Slika 28). Isto je prikazano i na slici 31 gde su sve analizirane populacije
prikazane zajedno.

Deltak = mean(|L"(K)]|) / sd(L(K))

~N
w
Iy
w
o

Reps | Mean LnP(K) | SD LnP(K) Ln'(K) |Ln""(K)| Delta K

7 -2862.100000 0.707107 — — —

-2257.142857 0.602376 604.957143 | 413.357143 | 686.210894

-2065.542857 | 23.841620 | 191.600000 | 92.114286 3.863592

-1966.057143 | 45.826697 99.485714 | 1010.400000 | 22.048283

-2876.971429 | 831.530245 | -910.914286 | 1171.685714 | 1.409072

-2616.200000 | 1143.799426 | 260.771429 | 306.957143 | 0.268366

N | N[N B |W N |-

N (N9 9

-2048.471429 | 208.052002 | 567.728571 — —
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Slika 30. Vrednost AK za subpopulacije jadranskog sliva (gore) i prikaz struktuiranosti
subpopulacije (dole) (1 — Mrtvica; 2 — Sjevernica; 3 — NoZica; 4 — Gornja Zeta; 5 — Donja Zeta)

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

800 |-

600 |-

N
=
ot
(=]
=

K Reps Mean LnP(K) SD LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K
7 -5462.785714 0.474091 — — —
-4726.071429 0.558911 736.714286 429.157143 767.845906
-4418.514286 11.407809 307.557143 145.914286 12.790738
-4256.871429 30.947359 161.642857 21.957143 0.709500
-4117.185714 12.129225 139.685714 110.414286 9.103161
-4087.914286  6.542280 29.271429 78.571429 12.009793
-4137.214286 61.015747 -49.300000 195.000000 3.195896
-4381.514286 339.711419 -244.300000 331.214286 0.974987
-4294.600000 65.068554 86.914286 622.900000 9.572981
-4830.585714 548.942724 -535.985714 336.571429 0.613127
-5030.000000 712.305910 -199.414286 28.128571 0.039489
-5201.285714 963.752197 -171.285714 — —
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4. Rezultati

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

10

Slika 31. Vrednost AK za subpopulacije crnomorskog i jadranskog sliva (gore) 1 prikaz
struktuiranosti subpopulacija (dole) (1 — Svetinja; 2 — Kru$nica; 3 — Krka; 4 — Una Martin Brod; 5 —
Una Loskun; 6 — Mrtvica; 7 - Sjevernica; 8 — Nozica; 9 — Gornja Zeta; 10 — Donja Zeta)

U programu BOTTLENECK za svaku populaciju uradena je procena da li je skoro prosla kroz
smanjenja brojnosti, odnosno kroz “geneti¢ki uska grla”. Izuzetak je bila populacija iz Une kod

Martin Broda ¢iji je uzorak bio previSe mali, te analiza nije mogla biti uradena.

Tabela 18. Rezultati Wilcoxonovog testa u cilju utvrdivanja genetickog uskog grla (eng.
bottleneck) u pojedinacnim populacijama prema tri modela mutacija — IAM, TPM i SMM.
Podebljane su vrednosti za znacajnos¢u manjom od 0.05; D - deficit heterozigotnosti E - viSak

heterozigotnosti.

Populacija IAM TPM SMM

Svetinja 0.125 E 0.578 E 0.808 E
Krusnica 0.009 E 0.125 E 0.230 E
Krka 0.004 E 0.531E 0.961 E
Una Martin Brod 0.656 E 0.852 E 0.039 D
Una Loskun 0.578 E 0.002 D 0.002 D
Mrtvica 0.775 E 0.010 D 0.004 D
Sjevernica 0.148 E 0.406 E 0.656 E
Nozica 0.027 E 0.371 E 0.844 E
Gornja Zeta 0.025D 0.006 D 0.004 D
Donja Zeta 0.055 E 0.234 E 0.637 E

Efekat uskog grla detektovan je prema IAM modelu u Krusnici, Krki 1 Nozici (P < 0.05).
Deficit heterozigotnosti je prema TPM modelu detektovan je u Uni kod Loskuna, Mrtvici i Gornjoj
Zeti, dok je prema SMM modelu detektovan u Uni kod Martin Broda i Loskuna, Mrtvici 1 Gornjoj
Zeti. Test promene modaliteta (eng. mode shift test) pokazao je odstupanje od L-oblika distribucije
alelskih ucestalosti u jednoj populaciji - Uni kod Martin broda, gde je ustanovljen i znacajan deficit
heterozigotnosti (Tabela 18).
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S. DISKUSIJA

Identifikacija 1 odrzavanje genetickog diverziteta u okviru, kao i medu populacijama, u
glavnom je fokusu konzervacije biodiverziteta (Frankham 1 sar., 2002). Ocuvanje genetickog
diverziteta osigurava potencijal vrsti da odgovori na odredene sredinske promene, kao i da evoluira
pod njihovim uticajem (Araguas i sar., 2009). Konzervacija diferenciranih genetickih resursa
trebalo bi da bude osnova razvoja odgovarajucih programa upravljanja za eksploatisane 1 ugrozene
vrste (Hurt 1 Hedrick, 2004). Uprkos tome, gubici prirodnih genetickih resursa se dramati¢no
povecavaju Sirom sveta zbog hibridizacije i introgresije usled namernog premestanja domacih
stokova 1 modifikacija staniSta od strane ljudi (Allendorf'i sar., 2001).

Iberijsko, Apeninsko i Balkansko poluostrvo smatraju se rezervoarima diverziteta S. trutta
kompleksa i srodnih vrsta roda Salmo (Suarez i sar., 2001; Snoj i sar., 2002; Susnik i sar., 2007).
Mnoge populacije na ovim teritorijama nastale su kao posledica delovanja kompleksnih evolucionih
mehanizama, ukljucujué¢i pojave sekundarnog kontakta izmedu predackih linija, kao i lokalne
adaptacije populacija (Sanz i sar., 2002; Snoj 1 sar., 2008; Vera i sar., 2010a). Vrste kompleksa S.
trutta vazne su za komercijalnu akvakulturu i rekreativni ribolov u zemljama ovog regiona.
Intenzivni ribolov, fragmentacija staniSta i hemijsko i biolosko zagadenje doveli su do pada
brojnosti i istrebljenja lokalnih mediteranskih populacija pastrmki (Bari¢ i sar., 2010). Decenijama
je poribljavanje ribnjackim linijama kori$¢eno kao protivteza padu brojnosti pastrmskih populacija.
Medutim, na primer kod juznoevropskih populacija poto¢ne pastrmke navedeni postupak doveo je
do introgresije 1 hibridizacije sa uzgajanim stokovima poreklom iz centralne Evrope (Garcia-Marin 1
sar., 1999b; Berrebi i sar., 2000; Aparicio i sar., 2005; Jug i sar., 2005; Meldgaard i sar., 2007).

Prac¢enje geneticke varijabilnosti potocne pastrmke, Salmo trutta L., ekstenzivno je
primenjivano u svrhu procene introgresije ribnjackih linija u divlje populacije (Hansen 1 Loeschcke,
1994; Arias i sar., 1995; Largiader i Scholl, 1995; Garcia-Marin i sar., 1999a). Geneticki markeri
koji su otkrili jasno odredene geografske haplogrupe, takode su bili koriS¢eni za izvodenje
zakljucaka o prisustvu glacijalnih refugijuma i postglacijalnog protoka gena (Bernatchez i sar.,
1992; Garcia-Marin 1 sar., 1999b; Weiss 1 sar., 2000), iako mtDNK kao geneticki marker moze
samo indirektno da posluzi kao indikator introgresije.

Dostupnost dijagnostickih geneti¢kih markera koji omogucéuju razlikovanje izmedu alohtonih i
nativnih populacija potocne pastrmke, obezbedila je monitoring genetickog uticaja pustanja riba u
reke koja obuhvataju i alohtone stokove. Medu dijagnostickim karakterima, LDH-C* lokus bio je
najuticajniji jer je *100 alel bio fiksiran medu nativnim iberijskim populacijama pre poribljavanja, a
*90 alel je bio fiksiran u centralnoevropskim stokovima poreklom iz ribnjaka (Garcia-Marin i sar.,
1991; Martinez i sar., 1993; Arias i sar., 1995).

Na nivou mitohondrijalnog genoma, haplotipovi mediteranske (ME) i jadranske (AD) linije
potocne pastrmke predstavljaju autohtone zapadnomediteranske populacije, dok se haplotipovi koji
pripadaju atlantskoj (AT) liniji poistovecuju sa ribnjackim ribama (Cortey i sar., 2004). AT
haplotipovi uoceni kod jedinki iz ribnjaka jasno su se razlikovali od AT haplotipova detektovanih
kod iberijskih atlantskih autohtonih populacija (Cortey 1 Garcia-Marin, 2002; Cortey 1 sar., 2009;
Vera 1 sar., 2010a). Istrazivanja bazirana na LDH-C* 1 mtDNK varijabilnosti pokazala su
redukovani doprinos oslobadanja iz ribnjaka u atlantske reke Iberijskog (Pirinejskog) poluostrva
(Arias 1 sar., 1995; Bouza i sar, 2001; Almodovar i sar., 2006), ali znac¢ajan doprinos mediteranskim
rekama (Sanz 1 sar., 2000, 2002; Almodovar i sar., 2006).

58



5. Diskusija

AD linija poto¢ne pastrmke rasprostranjena je duz juzne Evroazije, od Turske do isto¢nog
Iberijskog poluostrva u rekama koje se ulivaju u Mediteranski basen. Visoko je struktuirana linija sa
kompleksnim i mreZastim obrascima genskog diverziteta, kao 1 sa brojnim slu¢ajevima endemizma
(Bernatchez, 2001; Cortey 1 sar., 2004; Bardakeci 1 sar., 2006; Gratton 1 sar., 2014). Mrezasti areal
bio je omogucen sredinskim i klimatskim promenama tokom perioda glacijacija u pleistocenu koje
su modifikovale hidrografske veze u maloj razmeri 1 izolovale populacije potone pastrmke u
gornje tokove reka tokom toplijih, interglacijalnih perioda (Bianco, 1990; Giuffra i sar., 1994;
Macklin i sar., 1995; Berrebi i sar., 2000; Sanz i sar., 2002; Bardakci i sar., 2006; Gratton 1 sar.,
2014). Sekundarni kontakt izmedu linija uobicajenih za pleistocen (Bandrescu, 2004), mogao bi
objasniti prisustvo AD linije u juznim pozicioniranim rekama Iberijskog poluostrva koje pripadaju
Atlantskom basenu, a verovatno i u Dunavskom basenu (Sanz i sar., 2006; Kohout i sar., 2013).
Postglacijalno, kao i1 skorasnje otopljavanje u oblasti reka mediteranskog basena ogranicilo je
populacije potocne pastrmke na male oblasti u rekama i povecalo je izolaciju i pojavu genetickog
drifta na taj nacin proizvevsi geneticku jedinstvenost u okviru AD linije (Sanz 1 sar., 2002; Cortey 1
sar., 2004), dogadaj koji je takode opisan kod drugih kontinentalnih vrsta riba u juznoj Evropi
(Durand 1 sar., 1999; Volckaert i sar., 2002; Seifertova i sar., 2012; DeFaveri i sar., 2012; Sanz 1
sar., 2015). S. dentex, S. macedonicus, S. cenerinus, S. peristericus, S. platycephalus, S. letnica, S.
macrostigma, S. pelagonicus, S. cetti, S. fibreni, S. carpio su neki od morfoloski identifikovanih
taksona u Mediteransko-Jadranskoj oblasti. Medutim, klasifikacija ovih taksona na nivo vrste slabo
je opravdana i podrzana molekularnim podacima pa je za sve napred navedene taksone objavljeno
da pripadaju poto¢noj pastrmki AD linije (Su$nik i sar., 2004; 2006; Barkakci i sar., 2006; Lo
Brutto 1 sar., 2010; Berrebi i sar., 2013; Querci 1 sar., 2013; Kohout i sar., 2013; Gratton 1 sar.,
2013; 2014; Zaccara i sar., 2015).

Procenjeno je da se glavna ekspanzija jadranske linije dogodila u periodu od pre 150 do 200
hiljada godina, pre poslednjeg ciklusa glacijacije (Cortey i sar., 2004; Susnik i sar., 2007b). Pored
toga, veliki diverzitet poto¢ne pastrmke u citavom Jadranskom slivu objasnjen je uspeSnim
dogadajima kolonizacije. Nezavisno od glavne ekspanzije, drevni talasi kolonizacije bi verovatno
mogli objasniti pojavu jadranske potocne pastrmke u Ohridskom jezeru (Susnik i sar., 2007b;
Pustovrh i sar., 2014). Razpet i sar. (2007) doveli su u vezu nedostatak intermedijarnih haplotipova
iz reke Neretve (AdN) sa reliktnim pojedina¢nim dolascima pripadnika ove linije u basen Neretve
tokom inicijalnog perioda formiranja AD linije. Isti talas kolonizacije podrazumevao bi divergentni
AD-C1 haplotip u reci Zeti (Susnik i sar., 2007b) 1 Ad+Prz haplotip iz TripuSnice i basena reke
Drim (Mari¢ i sar., 2006; Snoj i sar., 2009) koji su blisko povezani sa AD+N haplotipom (Mari¢ i
sar., 2006; Razpet 1 sar., 2007). Isto tako, AD haplotipovi pronadeni u Albaniji nisu blisko povezani
sa ostalim haplotipovima AD linije, pretpostavljajuéi na taj nacin nezavisnu kolonizaciju ove oblasti
(Snoj 1 sar, 2009)

Populaciona struktura slatkovodnih vrsta riba Cesto rezultira iz izolacije ribljih populacija
izmedu tokova, kao Sto je prikazano u podacima Ward i sar. (1994), koji su pokazali veci prosecni
stepen geneticke diferencijacije medu lokalitetima kod slatkovodnih vrsta nego kod marinskih.
Medutim, struktura populacija fauna riba umerenog klimatskog regiona bila je promenjena tokom
kvartarnih glacijacija. Stoga, radijalni obrasci razliCitih refugijalnih populacija 1 naknadnih
mesavina ponekada su nadredeni starijim obrascima geneticke diferencijacije usled hijerarhije reka
(Perdices 1 sar., 2003; Volckaert i sar., 2002). Klasi¢ne biogeografske studije ukazuju da je
istocnozapadna orijentacija glavnih evropskih planinskih lanaca, od Kavkaza do Alpa i Pirineja,
rezultirala izolacijom juznih poluostrva koja su predstavljala refugijume tokom glacijalnih perioda
(Hewitt, 2000). Ova izolacija se reflektuje u distribuciji nekoliko slatkovodnih vrsta riba, kao Sto je
slu¢aj sa familijom Cyprinidae gde su mediteranski taksoni diferencirani od srednje-evropskih
(Gilles 1 sar., 1998; Zardoya i Doadrio, 1998). Na populacionom nivou, evoluciona istorija vrsta
riba u juZnoevropskim regionima ukljucuje periode izolacije koji favorizuju in situ diverzifikaciju,
ali takode 1 moguénosti za migraciju (Zardoya i Doadrio, 1998; Tsigenopoulos i Berrebi, 2000;

59



Rekonstrukcija evolucione istorije kompleksa potocne pastrmke Salmo cf. trutta

Perdices i sar., 2003). Rasprostranjenje vrsta ogranicenih na slatkovodne uslove izgleda da je
rezultat menjanja tokova reka tokom glacijalnih perioda, bilo re¢nim uS¢ima u nizijama kao
odgovor na opadanje nivoa mora, ili skretanjem toka reka u korita drugih reka u planinskim
regionima (Durand 1 sar., 1999; Tsigenopoulos i Berrebi, 2000). Kod salmonida, anadromne ribe bi
trebalo da povecaju protok gena izmedu re¢nih basena (Ryman, 1983). Medutim, znacajne
geneticke razlike uocene su medu populacijama kompleksa potocne pastrmke, Salmo trutta L.

Dunavski haplotipovi imaju Siroku geografsku distribuciju s obzirom da su zastupljeni od
centralnog dela Evrope ka istoku do Avganistanskih reka koje se ulivaju u Aralsko more i gore ka
severnim rekama Rusije koje se ulivaju u Kaspijsko more, dok je glavna DA linija najpre opisana u
rekama koje se ulivaju u Dunavski basen (Bernatchez i sar., 1992). Naknadnim istrativanjima DA
haplotipovi konstatovani su u rekama koje se ulivaju u Crno more, pa i van dunavskog sliva
(Kohout 1 sar., 2013), kao i rekama koje se ulivaju u Kaspijsko i Aralsko more (Griffiths 1 sar.,
2009; Hashemzadeh 1 sar., 2012). Pored navedenog, DA haplotipovi su povremeno nalaZeni u
gornjoj Visli, koja se uliva u Atlantski okean, verovatno kao posledica sekundarnog kontakta nakon
perioda glacijacija, izmedu gornjih pritoka Visle i dunavskih pritoka (Kohout i sar., 2012).
Izmestanje tokova severno pozicioniranih reka iz velikih lednickih jezera koja su se izlivala ka jugu
bilo je uobicajeno tokom kvartarnih glacijacija koja su obuhvatila severnu Rusiju (Mangerud 1 sar.,
2004). Pored toga, Dunavski haplotipovi pronadeni su i u reci Adide i u gornjoj Neretvi, koje se
ulivaju u Jadransko more, koji su se tamo zatekli verovatno usled sekundarno uspostavljenih veza
putem re¢nih korita izmedu Dunavskih pritoka i1 ovih reka tokom pleistocena (Meraner i sar., 2007;
Razpet 1 sar., 2007). Takode, ni antropogeno delovanje tj. introdukcija poto¢ne pastrmke DA linije
ne moze biti u potpunosti izopStena kada su Adide i gornja Neretva u pitanju (Meraner i sar., 2007;
Simonovi¢, pers. comm.).

Dunavskoj kladi u gornjem toku Dunava nedostaje geografska struktura velikih razmera u
pravcu sever-jug. U slivu reke Kamp u severnoj Austriji, koja je leva pritoka Dunava, Weiss 1 sar.
(2001) prijavili su prisustvo retkih haplotipova dunavske linije — Da3, Da9 i Da23.

Paleohidroloski dokaz opisuje vezu izmedu Kamp-Dunav-Morava regiona i sistema jezera koja
su povezala Becku kotlinu, sedimentnu tvorevinu izmedu isto¢nih Alpa i1 Karpatskih planina,
Madarske nizije i regiona Crnog, Kaspijskog i Aralskog mora u srednjem do kasnom pliocenu
(Fink, 1996). Takav sistem bi omogucio prostor za kolonizaciju, ili zastitio (odrzavao predacki pul
dunavskih haplotipova koji je sada vikarno rasporeden). Na drugim mestima severno od Dunava,
jedna populacija (Waldaist) sadrzi privatni haplotip (Da24) i, osim Da22, koji pokazuje visoke
frekvencije u dve bliske populacije u gornjoj Austriji (juzno od Dunava), dunavski haplotipovi koji
se ceS¢e pojavljuju su Siroko distribuirani i1 ne pokazuju precizan geografski obrazac
rasprostranjenja.

Za razliku od dunavske grupe poto¢ne pastrmke koja se karakteriSe vecim diverzitetom,
pripadnici atlantske linije u gornjem delu Dunava predstavljaju ograniceniji i izvedeni genski pul u
ovom regionu. Dominantni mehanizam introdukcije bio je oslobadanje gajenih jedinki iz ribnjaka,
ali se u izvesnoj meri prirodna kolonizacija mogla desiti u relativno skoroj proslosti (kasni do post-
pleistocen). Pored toga, znacajna filogeografska struktura dunavske linije i dalje je prisutna u
gornjem delu Dunava, a pojedine izolovane populacije (Bliihnbach, Lohnbach, Gossenkollersee i
Anrasersee) su dominantne ili fiksirane za haplotipove dunavske linije. Kontinuirano poribljavanje
alohtonim linijjama poto¢ne pastrmke ¢e ugroziti geneticki integritet prirodnih populacija u ovom
regionu (Weiss i sar., 2001). Izgleda da je znacajno veca ucestalost haplotipova atlantske linije u
podru¢jima koja nisu bila zahvacena glacijacijom, kao i na severnim padinama Alpa, u suprotnosti
sa Cistom introdukcijom antropogenog porekla, kako je malo razloga da se pretpostavi veca
upotreba ili preZivljavanje odgajanih riba na severu. Uzgajanje pastrmki u Austriji je sveprisutno, a
eksperimentalni podaci ne ukazuju na visu stopu prezivljavanja odgajanih riba u sistemima koji su
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hidroloski i1 termalno varijabilniji na severu (Weiss i Kummer, 1998; Weiss i Schmutz, 1999a).
Prema prisustvu populacija potocne pastrmke atlantske linije koja je prirodno kolonizovala gorn;ji
sliv Dunava, mogao bi se ocekivati odredeni diverzitet haplotipova koji reflektuje heterogena
porekla, i/ili mutacije tokom njihovog boravka. Prisustvo dva retka haplotipa Atlantske klade, At10
i Atll, u severnim populacijama podudara se sa ovim ocekivanjem, iako prisustvo navedenih
haplotipova u neko doba u proslosti u ribnjacima, ili njihova prirodna pojava negde drugde u
gornjem toku Dunava, gde je uzorkovanje moglo biti neadekvatno, ne moze biti iskljucena. Takode,
prisustvo retkog atlantskog haplotipa A17 primeceno je i u reci Mrtvici u Crnoj Gori koja pripada
jadranskom slivu, §to je najverovatnije posledica introdukcije. Razmatraju¢i diverzitet haplotipova
Atlantske linije u okviru istocnog Atlantika (Weiss i sar., 2000), pretpostavljaju se da je ova klada
nastala tamo, odvajanjem od zajedni¢kog pretka nakon izolacije Mediterana i da se proSirila na
sever rano u pleistocenu ili kasno u pliocenu. Slede¢i navedeno, ¢ak iako je potocna pastrmka
Atlantske linije stigla prirodno u gornji tok Dunava, jedna od moguénosti bila bi da se naseljavanje
dogodi putem kolonizacione rute pravca sever-jug.

Diverzitet autohtonih potoc¢nih pastrmki Sal/mo spp. obuhvata veliku varijabilnost nominalnih
taksona u Srbiji, Crnoj Gori i Bosni i Hercegovini. Detektovano je medu rezidentnim patrmkama
prisustvo atlantske potoCne pastrmke atlantske mtDNK linije (AT) koje su introdukovane u
populacije dunavske pastrmke S. /abrax i jadranske S. farioides koje pripadaju jadranskoj (AD) i
dunavskoj (DA) mtDNK liniji. U okviru jadranskog sliva Crne Gore, napred su pomenute reke u
kojima su pored jadranskih i dunavskih otkriveni i atlantski haplotipovi — Mrtvica i Gornja Zeta. U
gornjem toku reke Mrtvice prvi put je detektovan alohtoni haplotip A17, dok je u Gornjoj Zeti
konstatovano prisustvo Atl haplotipa. U gotovo svim populacijama koje su rezidentne primeceno je
ukrStanje izmedu autohtonih 1 introdukovanih jedinki usled prisustva heterozigota za deo
ispitivanog jedarnog gena LDH-C*, kao i odredenih mikrosatelitskih lokusa. Izuzetak je populacija
iz reke Mrtvice u Crnoj Gori gde su se i rezidentne i migratorne jedinke AD linije mrestile u donjem
toku reke, gde je ustanovljeno prisustvo jedinki AD haplotipova - ADcsl1, Ad+Prz i AD-M1
(Mrdak, 2011) a nijedan mikrosatelitski alel AT linije jedinki introdukovanih u gornji tok reke nije
detektovan (Skraba Jurlina i sar., 2018).

U gornjem toku reke Mrtvice gde su prisutne alohtone jedinke AT haplogrupe koje su
pomesane sa jedinkama jadranske pastrmke, uocena heterozigotnost Hobs = 0.16667 bila je znacajno
niZa u poredenju sa ocekivanom Hexp = 0.72826 za lokus SsaD71 na taj na¢in pokazujuéi odstupanje
od Hardy-Weinberg-ove ravnoteze (p < 0.001), sa slabo izrazenom diferencijacijom u okviru
populacije Fis = 0.779. Kod poto¢nih pastrmki AT haplogrupe detektovani su privatni aleli
specifi¢ni za ovu haplogrupu na dva mikrosatelitska lokusa u heterozigotnom stanju - kod uzoraka
Mr4 1 Mr7 za lokus SsaD190 (151), i kod uzorka Mr1 za lokus Ssa410UoS (200), dok je jedan od
privatnih alela primecen kod jedne jedinke AD haplogrupe (Mr9) za lokus OMM 1064 (215), takode
u heterozigotnom stanju. Detektovani privatni aleli za AT haplogrupu nisu primeceni ni u jednoj
jedinki iz populacije donjeg toka Mrtvice koja pripada AD haplogrupi (Mrdak, 2011). Migratorne
pastrmke AD linije u kombinaciji sa rezidentnim jedinkama iste linije donjeg toka reke suzbijaju
introgresiju gena prisutnih u gornjem toku koji poticu od introdukovanih jedinki AT linije.

Ukrstanje izmedu jedinki AD i AT linije primeceno je, medutim, u gornjem toku Mrtvice koji
je izolovaniji u odnosu na donji tok na osnovu analize LDH-C* lokusa i mikrosatelitskih alela
(Skraba Jurlina i sar., 2018).

U reci Sjevernici, levoj pritoki Morace, od ukupno 12 uzoraka detektovana su tri uzorka koji su
nosioci haplotipa DA linije (Dal), dok su preostali bili nosioci haplotipova AD linije (ADcs11 i
Ad+Prz).
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Plasti¢nost zivotne istorije potone pastrmke ¢ini je veoma otpornom i omogucuje joj veliku
sposobnost adaptacije na nagle promene koje mogu nastupiti u njihovom staniStu, kao i na
dugotrajne otezane uslove, poput nedostatka prirodnih resursa, pri ¢emu dugotrajni Stetni uticaji
dovode do odrzavanja genetiCke varijabilnosti lokalnih populacija (Ferguson 1 sar., 2019). Kod
pripadnika porodice Salmonidae se obi¢no javlja instinkt za migracije, pri ¢emu se kod mnogih
populacije dele na rezidentne, koje uglavnom ¢ine muzjaci koji obitavaju u potocima, i migrirajuce,
jezerske ili morske, koje uglavnom ¢ine jedinke Zenskog pola (Fleming i Gross, 1991; Ferguson,
2006a) koje se meSaju (Hansen, 2002). Nasuprot morfoloskim, ekoloskim ili demografskim
razlikama (Klemetsen i sar., 2003) izmedu rezidentnih i migratornih jedinki, medu njima nisu
pronadene genetiCke razlike (Hindar 1 sar., 1991; Hansen, 2002; Charles 1 sar., 2005) §to ukazuje na
njihovo pripadanje istoj populaciji.

Migratorno ponasanje autohtonih pastrmki na Balkanu ograni¢eno je na svega nekoliko
populacija isto¢nog dela, tj. na Salmo labrax populacije koje migriraju zbog mresta u male pritoke
Crnog mora u Bugarskoj (Kohout i sar., 2013), kao i na nekoliko populacija zapadnog Balkana u
Crnoj Gori koje pripadaju jezerskoj formi iz Skadarskog jezera jadranske pastrmke S. farioides
(Karaman, 1938), koja se naziva i ,strun" (Mrdak i sar., 2006), i populacije glavatice, S.
marmoratus ili ,,zubatak" koji je nominalno opisan kao S. dentex Heckel 1 Kner, 1958. Vazno je
napomenuti da su migratorne pastrmke AT linije prisutne i u podru¢ju Dunava u Perdapskoj klisuri.
Primeceno je da migriraju u kasno leto i ranu jesen iz akumulacije Perdap i u nize delove pritoka,
pri ¢emu se neki od tih potoka u svom gornjem toku odlikuju prisustvom autohtonih pastrmki DA
linije, koje 1 dalje nisu u kontaktu sa jedinkama koje obitavaju u akumulaciji. Ukoliko bi do
pomenutog kontakta doslo, posledice po jedinstvene autohtone populacije bile bi nesagledive u
konzervacionom smislu, zbog jakog invazivnog karaktera koji su pokazale pastrmke AT linije
(Simonovi¢ i sar., 2015).

Na podruéju Nacionalnog parka Una, Skraba i sar. (2017) detektovali su tri CR mtDNK
haplotipa od kojih su dva pripadnici dunavske linije (Da2 i Da22), dok jedan haplotip pripada
atlantskoj liniji (Atl). U gornjem delu toka 28 uzoraka iz Krke, Cetiri iz gornjeg toka Une kod
Martin Broda i Cetiri iz donjeg toka Une kod Loskuna pronaden je haplotip Da22. U donjem toku
sliva Une u reci Svetinji koja je njena pritoka, jedna poto€na pastrmka je imala Da22 haplotip, jedna
Da2, i dve jedinke Atl haplotip, dok je u Krusnici pronadena jedna jedinka Atl haplotipa i dve koje
su nosioci Da22 haplotipa. Uzimaju¢i u obzir rasprostranjenost i ucestalost pojavljivanja, Da22
haplotip je najverovatnije autohton u slivu reke Une, kao §to je i u rekama Lohnbach i Daglesbach u
Austriji (Duftner i sar., 2003). Ovo otkri¢e Da22 kao nativnog CR mtDNK haplotipa je prvo vezano
za Balkan, kao i za oblast juzno od Alpa. Neprohodne prirodne prepreke koje Strbac, Martin Brod i
vodopadi Kostelski Buk predstavljaju za Sirenje potocne pastrmke uzvodno, favorizuju sprecavanje
prohodnosti za druge haplotipove koji su prisutni u pritokama nizvodnog toka reke Une. Pojava Atl
haplotipa u donjem delu sliva reke Une ukazuje na to da je ovaj haplotip introdukovan. Pomenuti
haplotip je do sada detektovan Sirom zapadnog Balkana (Mari¢ i sar., 2006; Jadan, 2007; Mrdak,
2011; Simonovi€ 1 sar., 2015). Njegova domestifikacija za uzgoj u mrestiliStima ima dugu istoriju,
ali takode 1 vidljive Stetne efekte snazne introgresije u divlje populacije poto¢ne pastrmke koje su
poribljavane Atl haplotipom. Simonovi¢ 1 sar. (2014, 2015) otkrili su veoma snaZan invazioni
potencijal u pastrmskim rekama u toj oblasti Sto predstavlja jasno upozorenje o uticaju koji
pomenuti haplotip ima na divlje populacije poto¢ne pastrmke. Pojava Da2 haplotipa u pastrmskim
rekama koje se ulivaju u Unu u njenom srednjem toku takode implicira njegovu introdukciju u
divlje populacije poto¢ne pastrmke poribljavanjem. Ovaj haplotip je prvo bio prijavljen od strane
Bernatchez 1 sar. (1992), dok su njegovo prisustvo Mari¢ i sar. (2006) detektovali na nekoliko
lokaliteta u rekama dunavskog sliva u Srbiji, zajedno sa Dal haplotipom, kao 1 sa Da23c (ToSi¢ i
sar., 2014) haplotipom ekskluzivnim za sliv Crnog Timoka u isto¢noj Srbiji (crnomorski sliv), u
tokovima za koje se zna da su bili poribljavani. Mrdak (2011) je konstatovao njegovo prisustvo kod
18% jedinki potoc¢ne pastrmke iz reke Tare u Crnoj Gori, zajedno sa poto¢nom pastrmkom Dal i
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Atl haplotipa. Mrdak (2011) je takode prijavio i prisustvo Da2 haplotipa koje je detektovano samo
kod potocne pastrmke iz Vrijeke u Fatnickom karstnom polju u Hercegovini. Jadan i sar. (2007)
prijavili su prisustvo poto¢ne pastrmke Da2 haplotipa kao jedinog u reci Gackoj, u Lickom
karstnom polju u zapadnoj Hrvatskoj gde se pojavio zajedno sa poribljenom potocnom pastrmkom
atlantske linije. Neuporedivo niza ucestalost pojave potocne pastrmke Da2 haplotipa u poredenju sa
onima koje su nosioci Dal haplotipa u vodotokovima u Srbiji, ukazuje na to da su jedinke potocne
pastrmke Da2 haplotipa bile introdukovane u pomenute oblasti poribljavanjem, kako su i
konstatovali Simonovi¢ 1 sar. (2015). Medutim, Jadan i sar. (2007) smatraju potocnu pastrmku Da2
haplotipa domorodackom.

U oblasti istrazivanja u okviru Nacionalnog parka Una postoje mrestiliSta i pastrmski ribnjaci —
po jedan na gornjem delu Une kod Martin Broda, na Klokotu i na KruSnici u srednjem delu toka
Une. Pomenuta mrestiliSta uglavnom se bave mrestom i uzgojem duzicaste pastrmke Oncorhynchus
mykiss, ali 1 potone pastrmke i lipljena u svrhu poribljavanja. Uzimajuci u obzir da je najveci
ribnjak u Martin Brodu u oblasti joS uvek divljih populacija potocne pastrmke, neophodne su
krajnje mere predostroznosti kako bi se izbegla introdukcija poto¢ne pastrmke bilo kog alohtonog
haplotipa u tu oblast. Dodatno, ¢ini se da su potocne pastrmke Da22 haplotipa ve¢ bile
domestifikovane u mrestiliStima 1 uzgajane u svrhu poribljavanja. Mari¢ 1 sar. (2006) prijavili su
prisustvo poto¢ne pastrmke Da22 haplotipa u Rosomackoj reci, dok su Simonovi¢ i sar. (2015) isti
haplotip pronasli u Jermi (sliv Juzne Morave), pri ¢emu su obe reke sigurno bile pod uticajem
poribljavanja od 2008. godine, a verovatno i pre. U zavr§nom, master radu Kanjuh (2017) takode je
nadena poto¢na pastrmka Da22 haplotipa u Visocici, na Staroj planini. Koliko je poznato do sada,
nijedan od vodotokova zapadnog Balkana sem Une ne karakteriSe se pomenutim haplotipom kao
autohtonim. Preliminarni nalazi pokazuju introgresiju dve strane linije potocne pastrmke u
populaciju reke Svetinje, kao i potocne pastrmke atlantske linije u reku Krus$nicu, $to potvrduje
veliki invazioni potencijal ovih haplotipova, i rizik koji predstavljaju po divlje populacije poto¢ne
pastrmke, kao $to su zakljucili Simonovi¢ i sar. (2015).

Simonovi¢ i sar. (2017) detektovali su 15 haplotipova Dunavske (DA) linije, kao 1 tri haplotipa
Jadranske (AD), Atlantske (AT) i marmoratus linije (MA) na podrucju zapadnog Balkana. Veliki
diverzitet haplotipova ove oblasti, osim onih iz DA haplogrupe koji se smatraju autohtonim za ovu
oblast, ¢ine i alohtoni haplotipovi. Vrednost prosecnog diverziteta haplotipova (Hmean) ukazuje na
veliku proporciju tokova koji sadrze viSe od jednog haplotipa, tj. u ovom slucaju do cetiri u
pojedinim rekama (Simonovi¢ i sar., 2017). Kohout i sar. (2013) konstatovali su prisustvo jedinki
dva haplotipa Dunavske (DA) linije u reci DZepska u juznoj Srbiji (DaDa*Dz i DaDA1), i iako su
oba haplotipa poto¢ne pastrmke smatrali autohtonim, pronalazak Dal i Da2 haplotipova uz njih,
uporedivsi sa jedinim drevnim haplotipom, Da*Dz, koji su detektovali Mari¢ i sar. (2006), dovodi u
pitanje autohtoni karakter ove viSestruke simpatrije. Rekonstrukcija filogenije pokazala je centralnu
poziciju haplotipova Da*Vr 1 Da*Dz izmedu ostalih haplotipova DA linije, kao 1 AT i
juznoevropskih AD 1 MA linija (Mari¢ i sar., 2006; Simonovi¢ i sar., 2017). Preostali Da
haplotipovi svrstani su u jednu, izvedeniju kladu metodama distanci i Neighbour-Joining. Tajima
relativna stopa (eng. Tajima’s Relative Rate) 1 test maksimalne verovatnoce (eng. Maximum
Likelihood) pokazali su ravnomernu stopu evolucije kroz filogenetsko stablo (Simonovi¢ 1 sar.,
2017). Relativno velika srednja distanca izmedu haplotipova DA linije u poredenju sa onim izmedu
haplotipa van DA linije poti¢e od velike distance, tj. visokog stepena diferencijacije izmedu
predackih i izvedenih haplotipova. Takode, znacaj procena diferencijacije na bazi nukleotidnih
sekvenci saglasan sa rezultatima F-statistike ukazuje na vecu divergenciju izmedu Da haplotipova,
koja se definiSe kao drevna i predacka, u odnosu na izvedene Da haplotipove. Mogla bi se postaviti
hipoteza u vezi navedenog, tj. da je pomenuto posledica duge i delotvorne izolacije predackog
haplotipa od izvedenih. Nasuprot njima, izvedeni haplotipovi pokazali su nizi nivo divergencije koji
odgovara njihovom skorijem poreklu. Pregled distribucije haplotipova u basenu Dunava zapadnog
Balkana ukazuje na to da je Dal najSire rasprostranjen haplotip, te da se moze smatrati predackim u
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ovoj oblasti. Medutim, centralna pozicija Da*Vr, Da*Dz i Da-s6 haplotipova u filogenetskom
stablu, njihova izrazita diverzifikacija od ostalih Da haplotipova, i njihova bliska i1 lokalizovana
distribucija u tokovima severne padine poluostrva izmedu basena Egejskog i Crnog mora, dovode u
pitanje navedeno, ukazuju¢i na njihov predacki karakter. Potocne pastrmke Da*Vr haplotipa u
bliskoj su vezi sa makedonskom pastrmkom Salmo macedonicus (Karaman, 1924) jadranske (AD)
linije, kao Sto je takode zakljuCeno iz pronalaska Ad*Boz haplotipa iz reke Bozice, na juznim
padinama istog poluostrvskog razvoda, koji je proglasen drevnim-predackim u jadranskoj (AD)
liniji (Mari¢ 1 sar., 2006). Poluostrvska vododelnica na Vlasinskoj visiji na 1220 m visine lezi na
najzapadnijem kraju starog Rodopskog masiva. Duga izolacija ove oblasti i drevni karakter Da*Vr i
Da*Dz haplotipova podrzani su prirodnim odsustvom Dal haplotipa u re¢nim tokovima te oblasti.
Stavie, drevni karakter poto¢ne pastrmke Vlasinske oblasti potvrden je i rezultatima istraZivanja
Simonovi¢ i sar. (2007) o njenoj morfologiji. Kada se napravi poredenje diverziteta haplotipova kod
CR haplotipova potoc¢ne pastrmke DA linije zapadnog Balkana sa onim koje su objavili Kohout i
sar. (2013) za isto¢ni Balkan, moze se zakljuciti da su ove dve oblasti veoma slicne (12 DA
haplotipova na zapadnom Balkanu naspram njih 14 na isto¢nom, sa slede¢im zajednickim
haplotipovima za obe oblasti — Dal, Da2, DaDA1 1 Da*Dz). Struktura ove dve grupe haplotipova je
razli¢ita, ukazuju¢i na kompleksnost i visok stepen nezavisnosti u evolucionoj istoriji populacija
potocne pastrmke crnomorskog sliva.

Potocne pastrmke Da-s6, odnosno Da21 haplotipa, pronadene su u Studenackoj reci, a Da22
haplotipa u izolovanom potoku Rosomaca u sistemu Juzne Morave, i u gornjem delu toka reke Une.
Sekvenca Da-s6 haplotipa ista je kao 1 kod sevanske pastrmke Salmo ischchan iz Jermenije. Vrlo je
verovatno i lako moguce da haplotipovi Da-s6 i Da22 imaju vikarnu distribuciju u okviru oblasti
rasprostranjenja potocne pastrmke. Moze se hipotetisati da nedavna pojava Da-s6 haplotipa na
periferiji zapadnog Balkana i isto¢no, na primer u oblastima Kavkaza, i Da22 haplotipa u zapadnom
Balkanu i zapadnije, na primer u Austriji, moze ukazati na razli¢ite periode i oblasti kada i gde su
diverzifikovali, kao i na prilike da se Sire pre redukcije njihovog skorasnjeg areala koja je usledila.
S obzirom da je veza izmedu zapadnog, Panonskog i isto¢nog, Dakijsko-kaspijskog basena nestala
tokom kasnog miocena i ranog pliocena (Andelkovi¢, 1970; Almaca, 1990), moze se pretpostaviti
da su Da-s6 i Da22 priblizno diverzifikovali pre i nakon tog perioda, respektivno. Ovaj hipoteticki
scenario smesten u period od pre 6 do 5 miliona godina, ne podudara se sa datiranjem uz upotrebu
molekularnog sata, po kome je procenjeno vreme diferencijacije u dunavskoj liniji na period pre
najvise 2 miliona godina (Bernatchez 1 sar., 2001). Osnovna pozicija Dal haplotipa u topologiji
klade izvedenih dunavskih haplotipova i Siroka distribucija potocne pastrmke koja ga ima u basenu
Dunava zapadnog Balkana, podrzava njegovu urodenost, kao i njegov predacki karakter u
poredenju sa drugim izvedenim haplotipovima DA linije. To je podrzano jedinstvenoséu Dal
haplotipa kod jedinki potocne pastrmke iz kompletno izolovanih (stoga i neizlaganih introgresiji)
gornjih delova tokova reka, kao $to je Licka Jesenica dunavskog basena u Hrvatskoj, i u gornjim
delovima toka re¢nog sistema gornje Zete i NoZice, smeStene u jadranskom basenu u Crnoj Gori.
Tako je u Gornjoj Zeti, pored pomenutog alohtonog haplotipa AT linije, prilikom ovog istrazivanja
uoceno prisustvo veceg broja jedinki koje su nocioci Dal haplotipa, svega jedna jedinka koja je
nosilac Da2 haplotipa i dve jedinke za koje se prema uradenim filogenetskim stablima pretpostavlja
da pripadaju grupi Da23 haplotipova. Jedno od mogucih objasnjenja za prisustvo Da23 haplotipova
u ovoj oblasti jeste da je ovo ostatak stare faune s obzirom da je Niksi¢ko polje najvece krasko polje
u Dinaridima pa se moze pretpostaviti da je nekada bilo jezero, te bi ova dunavska linija bila ostatak
iz perioda kad je ova oblast bila deo nekog sistema jezera kao osataka Paratetisa. Gornji deo toka
gornje Zete blizu je gornjeg toka reke Komarnice (gornji tok Pive) na suprotnoj, dunavskoj strani
poluostrvske vododelnice. Gornja Zeta skuplja vodotokove u izdignutom Niksickom karstnom polju
na strani sliva Jadranskog mora. Ponire i pojavljuje se posle podzemnog toka od oko 5 km nekoliko
stotina metara ispod, u dolini donjeg toka Zete, teku¢i ka Skadarskom jezeru i Jadranskom moru.
Shodno tome, bio je ocekivan pronalazak jedinki nosilaca AD haplotipova (ADcs11 i Ad+Prz) u
donjem toku reke Zete. Sli¢no, izvor reke Nozice blizu je gornjem toku reke Tare, pritoke Drine.
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Nozica takode ponire i pojavljuje se kao Mala Rijeka, pritoka reke Morace. Tokom ovog
istrazivanja, zakljuceno je da su svih 18 uzorkovanih jedinki iz reke Nozice nocioci Dal haplotipa.
[ako su Jug i sar. (2005) doveli u pitanje efikasnost izolacije prirodnih, autohtonih populacija u
gornjim delovima tokova privremeno izolovanih reka, intaktnost potocne pastrmke Dal haplotipa u
trajno izolovanim rekama Licka Jesenica i Nozica, kao 1 u toku gornje Zete, ¢ini ih autohtonim.
Potoc¢na pastrmka Da2 haplotipa Siroko je rasprostranjena u rekama dunavskog basena zapadnog
Balkana, kao i van njega, na primer u Gackoj u Lici (Hrvatska) i u Vrijeci u Hercegovini. Ne postoji
reka u Dunavskom basenu ovog regiona gde je Da2 haplotip jedinstven, privatni haplotip.
Ekskluzivnost Da2 haplotipa poznata je jedino kod poto¢ne pastrmke iz reke Vrijeke u basenu
Jadranskog mora, koja je prirodno izolovana od pastrmki uopSte. Jadan i sar. (2007) smatraju
poto¢nu pastrmku Da2 haplotipa autohtonom za reku Gacku i druge vodotokove u Hrvatskoj.
Stefanac i Bunjevéevi¢ (1982) su, nasuprot njima, prijavili dva ,.ekotipa” potoéne pastrmke tamo,
izuzetno slicna opisu potocne pastrmke DA (vitkije telo, duze vilice, sedam do devet svetlih crvenih
taCaka duz lateralne linije, bez tamnih tacaka na Skrznim poklopcima) i AT (robusnije telo,
zaobljenija glava, crvene tacke nepravilno rasporedene po bokovima, sa crnim u obliku slova ,,x”
izmedu njih) linija. Jeli¢ 1 sar. (2016) smatraju da postoji mogucnost da potona pastrmka nije
uopste autohtona za reku Gacku u Lickom polju, usled geografske izolacije. Prirodni areal poto¢ne
pastrmke Da2 haplotipa je u vodotokovima koji se spajaju sa juznim nemackim (Bernatchez, 2001)
1 austrijskim gornjim delom Dunava (Weiss i sar., 2001). Veliki deo regiona zapadnog Balkana
(Slovenija, Hrvatska, mali periferni delovi Crne Gore i Bosna i Hercegovina) bio je sastavni deo
Austrugarske kroz citav 19. i na pocetku 20. veka. Kohout i sar. (2012) naveli su da su tokom 19.
veka obimna poribljavanja bila pokrenuta tokom vladavine Austrougarske u centralnoj Evropi, uz
dati primer prenosa ikre iz Salzburga (gornji deo basena Dunava) u ribnjak NedoSin (basen
Severnog mora). Postoji jo§ svedoCenja od strane Gridellija (1936) o poribljavanju slovenackih
vodotokova, na primer, reke Soc¢e 1 njene pritoke Idrijice, sa mladi poto¢ne pastrmke koja potice iz
ribnjaka na izvoru (vrelu) reke Bosne u blizini Sarajeva, u periodu izmedu 1906. i 1912. godine. 1z
detaljnog opisa dve varijante potocne pastrmke, ¢ini se da su pripadnici DA (,,svetlo maslinaste
boje, sa gupama crvenih tacaka u jednoj liniji duz citave duzine tela®) i AT linija (,,tamno
maslinaste boje,..., prisustvo crvenih i crnih tacaka®) tada bili poribljavani. Razpet i sar. (2007)
potvrdili su navedeno restrikcionim analizama (RFLP) na uzorku obe varijante potocne pastrmke iz
reke Idrijice, koja je ostala do sada izolovana od uticaja drugih pastrmskih vrsta koje naseljavaju
reku Socu, kao §to je, na primer, Salmo marmoratus. Ovo podrzava hipotezu o ribnjackom poreklu
potocne pastrmke Da2 haplotipa u toj oblasti, kao i Sirom zapadnog Balkana. Materijal za
poribljavanje vodotokova u Crnoj Gori takode je uvezen iz ribnjaka u Bosni i Hercegovini, §to
objasnjava pronalazak potocne pastrmke Da2 haplotipa zajedno sa onima koje pripadaju Dal
haplotipu u Komarnici i Tari. Alohtoni status poto¢ne pastrmke Da2 haplotipa u reci Vrijeki (juzna
Hercegovina) i1 Gackoj, koje pripadaju jadranskom slivu, takode se uklapa u taj scenario. Potocne
pastrmke AT linije pojavile su se i u uzorcima iz gornjeg toka reke Save, u reci Dravi, Uni, Tari,
Komarnici i Gackoj, na Sirem podruc¢ju Perdapske klisure (Mari¢ 1 sar., 2012; Tosi¢ 1 sar., 2016) i u
rekama Gradac i Jerma (Simonovi¢ i sar., 2015). Sve navedene potoc¢ne pastrmke pripadaju Atl
Morave, Kupe i Une, sa poto¢nom pastrmkom jednog haplotipa Dal, ili sa upadljivom dominacijom
Da22 haplotipa gornjeg toka reke Une. Poto¢na pastrmka susednih slivova u oblasti Perdapa 1
Timoka, slede za njima, usled velikog udela Da23 haplotipa u tamo$njim rekama. Medutim, pojava
drugih haplotipova DA i1 AT linije (na primer Dal, Da2, Atl) u ovim slivovima, umanjila je njihovu
diferencijaciju u poredenju sa Cistim, autohtonim populacijama poto¢ne pastrmke. Ostali slivovi
pokazali su manju diferencijaciju medu pastrmskim populacijama, proporcionalnu broju
haplotipova, kao i1 ucestalos¢u njihove pojave u njima. Niska stopa migracija od manje od jedne
jedinke godiSnje izmedu slivova, u saglasnosti je sa obrascem rasprostranjenosti populacija potocne
pastrmke u slivovima, pogotovo na mestima gde je o¢uvana izvornost populacija (Simonovic i sar.,
2017).
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Pojava tri haplotipa jadranske linije (AD) kod nativne Salmo farioides u reci Mrtvici sugeriSe
njihovu dinami¢nu 1 sloZzenu evolucionu istoriju. S obzirom na izolaciju Sal/mo spp. u gornjem toku
Mrtvice od jedinki u donjem delu reke, ADcs11 haplotip se ¢ini predackim za haplotip AD-M1 koji
je zastupljen samo u donjem toku, Sto je u skladu sa nalazima Mrdak i sar. (2006). Prema Susnik i
sar. (2007), Ad+Prz je sestrinska klada roda koji obuhvata haplotipove Adcsll i AD-MI, oba
unutar AD haplogrupe. Pojava AD+Prz haplotipa samo u donjem toku Mrtvice podrazumeva da je
introgresiran tamo nakon izolacije gornje Mrtvice kada se transverzija na novom polimorfnom
nukleotidnom mestu 256 unutar haplotipa ADcs11 ve¢ dogodila 1 izvela AD-M1 haplotip.

Nalaz Salmo trutta alohtone AT haplogrupe u Mrtvici bio je neocekivan, posebno haplotipa
A17. Njihova pojava u visokim tokovima Jadranskog basena u Crnoj Gori je najverovatnije
posledica poribljavanja. Veliki broj autohtonih Salmo taksona opisano je unutar jadranskog i
mediteranskog podrucja, za koja su karakteristiCan visok stepen endemizma salmonidnih vrsta
(Behnke, 1973), kao i velika fenotipska raznovrsnost populacija pastrmki (Bernatchez, 2001).
Apostolidis 1 sar. (2011) zakljucili su da nije jasno da li su ovi taksoni fenotipske varijante ili
razliCite vrste. Pored Salmo marmoratus Cuvier, 1829, 1 Salmo zetensis (Hadzisce, 1960), koji se
jasno razlikuju, za Moracu su prijavljene jo§ tri vrste Salmonida — za re¢ni sistem: jadranska
pastrmka Salmo farioides, Salmo montenigrinus Karaman, 1933, i "strun" Salmo dentex (Heckel,
1851.) (Drecun, 1962; Ivanovi¢, 1973; Sori¢, 1990; Marié, 1995). Na osnovu CRmtDNK i analize
egzona 13 gena za transferin, kao 1 informacija dobijenih terenskim istrazivanjima i1 zapaZanjima,
Mrdak i sar. (2006) i Snoj i sar. (2010) zakljucili su da je u Crnoj Gori, Salmo cf. dentex ekomorf
jadranske pastrmke S. farioides sa Skadarskog jezera, koje migriraju uzvodno do mesta za
mrescenje u gornjem delu reke Morace. Prema Mari¢ i Milosevi¢ (2011), samo jadranska pastrmka
(S. farioides), javlja se u sistemu reke Morace. Trenutno prijavljeni haplotip A17 predstavlja prvi
nalaz ovog haplotipa na Balkanu i u basenu Jadranskog mora, te ukazuje na jedinstven dogadaj
poribljavanja Mrtvice sa Salmo trutta. Nedavno prijavljena pojava haplotipa Atl kod potoc¢ne
pastrmke u mnogim potocima atraktivnim za ribolov Sirom zapadnog Balkana (Snoj, 2004, Mari¢ i
sar., 2006, 2012; Jadan i sar., 2007; Simonovi¢ i sar., 2015; Mrdak, neobjavljena publikacija), kao i
poreklo potocne pastrmke (Mari¢ i sar., 2010), namece pitanje o periodu domestifikacije i
poribljavanja S. trutta pomenutog, neuobicajenog haplotipa A17, daleko od svog prirodnog areala
(Kohout et al., 2012). Rezultati ovog istrazivanja namecu pitanje zasto pastrmka haplotipa A17 ne
bi mogla migrirati nizvodno s obzirom da nisu detektovane u donjem delu Mrtvice, kao ni u recnom
sistemu Morace (Susnik 1 sar., 2007). Postoji nekoliko pretpostavki koje bi mogle posluziti kao
potencijalni odgovori — da postoji jaci ribolovni pritisak u tom donjem, pristupacnijem delu reke pa
se jedinke love ili da pastrmke sa A17 haplotipom nestaju usled jaceg selekcionog pritiska tokom
mresta jer mrestiliSta dele sa Salmo farioides pa ne uspevaju da prezive i da se reprodukuju, ili da je
broj jedinki koje su nosioci haplotipa A17 u gornjem delu Mrtvice isuvise mali kako bi se ostvario
uspesan protok gena u genski pul Salmo farioides u donjem delu Mrtvice. Introgresija Salmo trutta
u genski fond Salmo farioides je otkrivena samo u gornjem delu Mrtvice, gde one Zive u simpatriji.

Nedostatak introgresije, tj. uspeSnog nastanjivanja Salmo trutta AT haplogrupe u donjoj
Mrtvici, uprkos njihovoj introgresiji u genski fond autohtone Salmo farioides u gornjem toku
Mrtvice, moglo bi biti posledica razlike u strukturi populacija, tj. postojanja dva oblika zivotne
istorije jedinki. Dodatno, pored rezidentnih predstavnika, postoje i S. farioides u donjem delu
Mrtvice koje se slobodno kre¢u do Morace i koje bi se mogle sresti sa mnogim srodnim vrstama na
uobiCajenim mrestili§tima, pri ¢emu taj deo reke posecuje i S. c¢f. dentex, jezerska forma S.
farioides, koji migriraju tokom sezone mresta daleko uzvodno MoraCom od Skadarskog jezera.
Mrdak (2011) je uzorkovao u Moraci 11 jedinki Sal/mo cf. dentex, koje su imale slicnu alelsku
strukturu kao jedinke rezidentne S. fariodes, Sto ukazuje na visok stepen ukrStanja izmedu re€nih i
jezerskih formi. Ova konstatacija podrzana je ¢injenicom da postoji Hardi-Wainberg-ova ravnoteza
na Sest od sedam mikrosatelitskih lokusa kod S. farioides iz donjeg dela Mrtvice, §to ukazuje na
panmiksiju. Medutim, za sada postoji dobar ishod za status originalnog diverziteta S. farioides u
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donjem delu Mrtvice i u Mora¢i, s obzirom da opstaje uprkos introdukeiji alohtone Salmo trutta
(Skraba i sar., 2018).

Analiza jedarnog genoma (gen LDH-C* 1 mikrosatelitski lokusi), za razliku od analize
mitondrijalnog genoma, govori i o paternalnom poreklu jedinki. Kada se uzme u obzir Perdap i
Timocka krajina, gde jedino u Vratni postoji meSavina atlanskih i dunavskih poto¢nih pastrmki,
analiza jedarnog gena LDH-C* obuhvatila je samo jedinke iz ove reke (Tosi¢, 2016). lako je analiza
mtDNK otkrila tri jedinke od sedam sa atlanskim haplotipom, analizom gena LDH-C* otkrivena je
samo jedna heterozigotna jedinka. Jedan od alela koji je posedovala karakteristi¢an je za populacije
atlanskog regiona (LDH-C*90). Jedinke koje su nosile mtDNK atlanskog haplotipa vode poreklo po
maternalnoj liniji od atlanske poto¢ne pastrmke. Postojanje dve jedinke koje nose mitohondrijski
atlanski haplotip, a na jedarnoj DNK LDH alele iskljucivo vezane za dunavsku liniju, ukazuje na
dunavsko paternalno poreklo ovih jedinki. To nesumnjivo ukazuje da je dolazilo do ukrStanja
izmedu ove dve linije u Vratni, kao i da su se introdukovane atlanske jedinke ve¢ introgresirale u
populaciju autohtone, crnorecke pastrmke.

U okviru NP Una, u subpopulacijama iz reka Svetinje i Kru$nice, geneticka diferencijacija kod
jedinki poto¢ne pastrmke bila je niza $to se vidi iz indeksa fiksacije Fis = 0.1250 (p < 0.02) i Fis =
0.1926 (p < 0.001), respektivno, u poredenju sa Fis vrednostima od -0.01695 1 0.04296 (p > 0.1) kod
jedinki subpopulacija iz gornjeg toka Une (Krka, Una Martin Brod 1 Una Loskun) gde alohtone
jedinke nisu prisutne. Nekoliko privatnih alela pronadeno je kod jedinki koje pripadaju AT
haplogrupi. Kod uzoraka iz reke Svetinje uoceni privatni aleli pretezno su bili u heterozigotnom
stanju (Sv2, Sv3, Sv4, Sv7 1 Sv10) za lokuse Ssa410UoS i OMM1064, dok su kod jednog uzorka
(Sv2) bili u homozigotnom stanju za lokus Ssa85. Kod jedinki iz reke Krusnice (K85, K$6 1 KS11)
svi privatni aleli bili su u heterozigotnom stanju.

Introdukcija poto¢ne pastrmke alohtonih haplogrupa i haplotipova u areal poto¢ne pastrmke
DA haplogrupe na zapadnom Balkanu traje poprili¢no dugo, tj. od sredine 19. veka, od vremena
kada su Slovenija, Hrvatska 1 Bosna 1 Hercegovina bile pod vladavinom Austro-ugarskog carstva
(Razpet i sar., 2007; Simonovi¢ i sar., 2017a), te su krajem 19. veka potocne pastrmke Atl i Da2
haplotipa prenoSene u reke Hrvatske, Slovenije 1 Bosne i Hercegovine, dok su reke Crne Gore bile
poribljene sredinom 20. veka, a reke Srbije krajem 20. i pocetkom 21. veka (Simonovi¢ i sar.,
2017a). Svako introdukovanje predstavlja rizik po gubitak originalne geneticke strukture u lokalnoj
recipijentnoj populaciji potocne pastrmke (Templeton, 1986; Laikre i Ryman, 1996; Laikre i sar.,
1999; Hansen, 2002; Ferguson, 2006a). Medutim, tesko je detektovati posledice efekata
introdukcije jedinki gajenih u ribnjacima sa haplotipovima DA haplogrupe koriste¢i iskljucivo
haploidne geneticke markere, Sto je narocito problematicno uzimajuci u obzir da je u malom broju
ribnjaka u oblasti zapadnog Balkana izvrSena genotipizacija jedinki potocne pastrmke. Efekte
introdukcije jedinki AT haplogrupe u areale poto¢ne pastrmke DA ili AD haplogrupe pouzdanije je
ustanoviti uz pomo¢ analize dela jedarnog gena, tj. njegovog alela LDH-C*90, koje one prenose na
svoje potomke ukrstajuéi se sa jedinkama AD ili DA linije, gde se nakon analize i mikrosatelitskih
alela i1 detekcije privatnih alela specificnih za jedinke introdukovane linije, dobija uvid u
novonastale promene u genetickoj strukturi poto¢ne pastrmke recipijentne populacije.

Nakon uvida u rezultate nedavnih istrazivanja o prirodnom arealu poto¢ne pastrmke zapadnog
Balkana (Mari¢ 1 sar., 2006; Simonovi¢ i sar., 2017a), kao i nakon uvida u posledice koje
introdukcija alohtonih linija poto¢ne pastrmke i srodnih vrsta moze ostaviti po njih (Simonovi¢ i
sar., 2013, 2015), moze se doc¢i do zakljucka da trenutno stanje pastrmskih populacija ovog regiona
pokazuje prisustvo dugotrajne i stalne introdukcije. Poribljavanje je najc¢es¢i vid aktivnosti kod
upravljanja ribolovnim resursima, $to je rezultiralo pojavom novih, stranih haplotipova pogotovo u
rekama koje su ribolovno atraktivne, kao $to Krusnica u Bosni i Hercegovini (Skraba Jurlina i sar.,
2018) ili reka Gradac u Srbiji (Simonovi¢ i sar., 2014). Medutim, poribljavanje je prisutno isto tako
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i u ribolovno neatraktivnim rekama koje se odlikuju prisustvom potocne pastrmke drevnog-
predackog karaktera, kao $to su na primer Svetinja u Bosni i Hercegovini (Skraba i sar., 2017),
DzZepska u jugoistocnoj Srbiji (Kohout i sar., 2013) ili Vratna u isto¢noj Srbiji (ToSi¢ i sar., 2016).

Kada je u pitanju poribljavanje Mrtvice, teSko je poverovati da je tom prilikom poribljen samo
gornji tok reke pastrmkom AT haplogrupe, dok u donjem toku jedinke ove haplogrupe nisu
pronadene. Ukoliko se pode od pretpostavke da je bilo poribljavanja, onda se introdukovane jedinke
nisu razmnoZzavale, te su stoga nestale iz donjeg toka reke koja je dostupna migratornoj, jezerskoj
formi jadranske pastrmke ("strun"), bez obzira na to §to su ostale i mrestile se u gornjem toku reke,
gde su samo alohtone poto¢ne rezidentne jadranske pastrmke bile te koje su se ukrStale dajuci
hibride, ali sa redukovanom heterozigotnos¢éu. Takode, niska vrednost protoka gena izmedu ove dve
populacije ukazuje na nemoguénost jedinki iz gornjeg toka Mrtvice da migriraju nizvodno 1 ukrStaju
se sa autohtonim jadranskim pastrmkama (Skraba Jurlina i sar., 2018), iako ne postoje fizicke ili
reproduktivne barijere za nizvodne migracije. Kod poto¢ne pastrmke dva haplotipa DA haplogrupe,
Da22 u pritokama srednjeg toka reke Une u Bosni i Hercegovini i Da23c¢ u Vratni u isto¢noj Srbiji,
svi diploidni geneticki markeri pokazali su da postoji ukrStanje sa poribljenim potocnim
pastrmkama AT haplogrupe, kao i njihov opstanak poput onih jedinki iz gornjeg toka Mrtvice.
Stavise, ¢ini se da je poto¢na pastrmka usko rasprostranjenog haplotipa Da23c¢ u nekoliko
derdapskih reka, ugrozena pojavom jezerske forme poto¢ne pastrmke AT haplogrupe (Mari€ i sar.,
2012), koja je detektovana u najnizem delu toka tih reka u kasno leto i ranu jesen (ToSi¢ i sar.,
2016). Srebrna boja tela i brojne tackice na ledima i1 perajima ukazuju na to da su podlegle procesu
smoltifikacije prilikom spuStanja nizvodno u akumulaciju. Ukoliko bi nakon sticanja polne zrelosti
ve¢ pocele da se vracaju u najbliza prirodna plodista, postojao bi veliki rizik od ukrStanja sa
autohtonom pastrmkom DA haplogrupe i introgresije u genofondove njihovih populacija u rekama
gde ne postoji fizicka prepreka za uzvodne migracije, pa bi na taj nafin vremenom mogle dati
hibridne potomke koji bi poceli da menjaju svoju zivotnu istoriju i daju i jezerske forme, kao i
jedinke koje obitavaju u rezervoarima, Sto bi imalo jak uticaj na originalni fond poto¢ne pastrmke
autohtone DA haplogrupe. Kao dodatak merama zastite navedenim u Simonovi¢ i sar. (2015) koje
su primenljive kod ve¢ ugroZenih autohtonih populacija, razmatranje konstrukcije fizickih barijera
poput nepremostivih kaskada, deluje kao opravdana preventivna opcija za ocuvanje dragocenih
pastrmskih fondova u konzervacionom smislu, od migratornih jedinki AT haplogrupe koje se krecu
uzvodno, bilo iz jezera ili akumulacija. Ta osobina podrzava procenu potocne pastrmke AT
haplogrupe kao visoko rizicne u FISK evaluaciji koju su Simonovi¢ i sar. (2015) sproveli za
alohtone pastrmske vrste i linije u rekama Srbije kao recipijentnim staniStima. Sa druge strane, kod
autohtonih linija instinkt za migracije 1 plasti¢nost Zivotne istorije pomazu im da prevazidu manjak
resursa na prirodnim mrestiliStima njihovog stanisSta (Gross i sar., 1988) i da odrze originalnu
geneticku strukturu lokalno adaptiranih populacija. Sadasnje saznanje o populacijama potocne
pastrmke zapadnog Balkana ukazuje na to da te osobine, delujuéi kao opsti stabilizujuci populacioni
mehanizam, takode mogu da pomognu u borbi sa jedinkama drugih populacija koje mogu do¢i
prirodnim putem, ili usled antropogenog delovanja u njihova prirodna stanista.

Tokom poslednja dva veka, upravljanje fondom poto¢ne pastrmke imalo je za cilj podrsku
populacijama, koje su bile ugroZene sredinskim promenama i prekomernim ribolovom. Obimno
poribljavanje je prvobitno bilo inicirano kao korisna praksa. Medutim, zajedno sa degradacijom
staniSta 1 ribolovnom praksom, poribljavanje je imalo nepovoljne uticaje na divlje populacije
(Laikre, 1999). Uzgajane poto¢ne pastrmke oslobodene u divljinu razlikuju se od divljih poto¢nih
pastrmki u mnogim aspektima, ukljucujuéi geneticke, bihevioralne i druge fenotipske karakteristike
(Ferguson, 2007). Geneticke promene populacija uzrokovane efektom osnivaca i sledstvenom
domestifikacijom vodile su do smanjenog stepena prezivljavanja i sposobnosti razmnoZavanja u
divljini kao posledica novonastalih generacija proisteklih iz uzgoja. Uprkos navedenom, pojedine
individue iz uzgoja obicno prezive i1 uspesno se razmnozavaju u divljini. Naknadno poribljavanje
ima nepredvidiv efekat na divlje populacije. Za razliku od pojedinih slucajeva kada je bio prijavljen
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mali efekat ili ga uopste nije bilo (Arias i sar., 1995; Poteaux i sar., 1998; Weiss i Schmutz, 1999),
obimno ukrstanje izmedu divljih 1 uzgajanih pastrmki bilo je dokumentovano u mnogim divljim
populacijama (Largiader i Scholl, 1996; Weiss 1 sar., 2001; Cagigas i sar., 2006; Hansen i
Mensberg, 2009). Takvo ukrStanje ¢esto uzrokuje umanjenje adaptivne vrednosti 1 gubitak lokalne
adaptacije na razlicite sredinske uslove. Obim negativnih posledica tesko je predvideti i ne moze
biti vidljiv dok ne dovede do izrazitog pada brojnosti populacije. Stoga, geneticka varijabilnost
izmedu 1 u okviru populacija i trenutne stope introgresije, treba da budu ispitani u posebnim
populacijama kako bi se razvile dalje strategije za uzgajanje i konzervaciju potocne pastrmke.
Pastrmke AT linije rasprostranjene su prirodno u atlantskom basenu severno od severne Afrike, i
pokazuju svoju najvecu genetiCku varijabilnost na Iberijskom poluostrvu (Cortey i sar., 2009).
Veéina domestifikovanih sojeva poto¢ne pastrmke proistekla je iz ove linije. Sirenje atlantske linije
posredstvom Coveka dogodilo se takode izvan njene prirodne oblasti distribucije, gde je
introgresirala u mnoge lokalne populacije potocne pastrmke (Largiader i Scholl, 1996; Poteaux i
sar., 1998; Weiss 1 sar., 2001; Sanz i sar., 2006; Meraneret i sar., 2007; Razpet i sar., 2007). Pored
pripadnika DA linije koja je Siroko rasprostranjena u Crnomorskom, Kaspijskom i basenu Aralskog
mora, gornji deo basena reke Dunav je takode staniSte pripadnika AT linije. U Austriji 44% svih
individua pripada AT liniji (Weiss i sar., 2001). Medutim, AT linija je poprilicno retka u
dunavskom basenu u Srbiji (Mari¢ 1 sar., 2006). Geneticko meSanje AT i DA grupa potocne
pastrmke potvrdeno je upotrebom i analizom tri tipa genetickih markera od strane Kohout i sar.
(2012), pri ¢emu je ustanovljen obiman doprinos poto¢ne pastrmke atlantskog basena genetickoj
strukturi populacija dunavskog basena. Medutim, odredeni nivo diferencijacije izmedu populacija je
i dalje bio primetan. Stavise, neke od populacija poseduju jedinstvene alele i/ili haplotipove, na taj
nacin odrzavaju¢i znaCajnu geneticku diverzifikaciju. Tokom poslednja dva veka, prenoSenje
jedinki pod uticajem antropogenih faktora rezultirali su protokom gena izmedu znatno udaljenih
populacija, ¢ak i izmedu razli¢itih re¢nih basena. Trenutno, uzgajane linije centralne Evrope sadrze
pulove gena razlic¢itog porekla. Uzimajuci u obzir da se poribljavanje uzgajanim ribama desava u
ovom regionu, veliki diverzitet haplotipova i ukrStanje AT i DA linija u mnogim populacijama nije
iznenadujuce. Siroka distribucija AT mtDNK linije u Dunavskom basenu je prethodno prijavljena u
Austriji (Weiss i sar., 2001). Populacije u ¢eskim i slovackim delovima Dunavskog basena imale su
vece frekvence AT linije u odnosu na austrijske. To moze biti rezultat davne introgresije, ali je
verovatnije posledica transfera posredovanim covekom iz stokova koji jo§ uvek nisu analizirani.
Pleistocenski kontakt izmedu atlantskih populacija i populacije gornjeg Dunava registrovan je kod
gregeca Perca fluviatilis L. (Nesbo 1 sar., 1999) 1 evropskog lipljana Thymallus thymallus L. (Gum 1
sar., 2005) i takode je predlozen za poto¢nu pastrmku (Bernatchez, 2001; Weiss i sar., 2001).
Medutim, populacije potocne pastrmke gornjeg dela Dunava su dalje bile pogodene nedavnim
uplivom gena iz Atlantskog basena u Nemackoj, gde poribljavanje ima veoma dugu tradiciju i gde
su pronadene introdukovane populacije (Riffel i sar., 1995). Iako su atlantski haplotipovi dominirali
u svakoj od analiziranih populacija, velika proporcija dunavske mtDNK filogenetske grupe je
pronadena u basenu reke Visla. To korespondira sa hipotezom o postglacijalnom kontaktu i
kolonizaciji gornjih pritoka basena reke Visla iz basena Dunava (Konopinski i sar., 2007).
Poribljavanje uzgajanom potocnom pastrmkom vrSeno je da bi se kompenzovao pad brojnosti
populacija kao rezultat eksploatacije ili sredinskih promena. Medutim, poribljavanje ima razlicite
efekte na divlje populacije. Ribnjacka populacija italijanskog porekla pokazala je redukovanu
geneticku varijabilnost i druge pokazatelje domestifikacije, kao $to je enormno brzi rast, spremnost
da prihvate granulisanu hranu i nisku stopu prezivljavanja mladi u novoj sredini (Pokorny i sar.,
2000). Dodatno, uzimajuéi u obzir njihov kasni mrest - decembar i januar (Pokorny i sar., 2000),
koji moZe uzrokovati iskopavanje ikre rano razmnozenih riba (Ferguson, 2007), poribljavanje ovim
pastrmkama bi trebalo da bude izbegnuto. Preostale ribnjacke populacije, pogotovo one iz basena
Dunava, bile su veoma varijabilne, $to bi moglo biti objasnjeno visSestrukim poreklom ovih
populacija. U svakom slucaju, moguéi negativni efekti na divlje populacije, kao $to su prekoracenje
kapaciteta nosivosti, ukrStanje geneticki udaljenih populacija koje za posledicu imaju smanjenje
adaptivne vrednosti i Sirenje bolesti i1 parazita trebalo bi da budu spreceni. S obzirom da je geneti¢ka
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struktura poto¢ne pastrmke snazno pogodena, poribljavanja bi trebalo da budu kao mera
ribarstvenog upravljanja ponovo preispitana. Podrzano uzgajanje ¢ini se odgovaraju¢om strategijom
za upravljanje fondom potocne pastrmke jer bi pomoglo povecanju gustine populacije pastrmki bez
rizika od ukrStanja sa alohtonim jedinkama (Ryman i Laikre, 1991; Ferguson, 2007). Sa druge
strane, potencijalni rizik ukrStanja i gubitka geneticke varijabilnosti ne sme biti potcenjen (Ryman i
Laikre, 1991; Hansen 1 sar., 2000). Uzroci pada brojnosti populacije trebalo bi da budu ispitani u
pojedinacnim slucajevima. Ono S$to je vazno jeste da dugorocna stabilizacija gustine populacija
pastrmki Cesto nije moguca bez strategija unapredenja zivotne sredine (npr. restauracijom stanista,
uklanjanjem migracionih barijera, unapredenjem hidroloskog rezima), koje su generalno efikasnije
od poribljavanja (Cowx, 1994; Fjellheim 1 sar., 2003; Oosterhout i sar., 2005; Ferguson, 2007).
Prestanak uvodenja alohtonih vrsta riba i poribljavanje domestifikovanom poto¢nom pastrmkom je
esencijalno za efikasno upravljanje ribolovom i zastitu u otvorenim vodama.
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Diverzitet autohtonih poto¢nih pastrmki Salmo spp. obuhvata veliku varijabilnost nominalnih
taksona na teritoriji zapadnog Balkana. Medutim, on podrazumeva i prisustvo sve veceg broja
invazivnih, alohtonih populacija poto¢ne pastrmke.

Analiza bogatog originalnog diverziteta u okviru svih linija (haplogrupa) ukazuje na dinami¢nu
evolucionu istoriju poto¢ne pastrmke Salmo cf. trutta na teritoriji zapadnog Balkana, sa viSestrukim
kolonizacijama i redukcijama prvobitnih areala rasprostranjenosti pojedinih haplotipova koji
korespondiraju sa orogenim dogadajima neogensko-pleistocenskog razdoblja geoloske istorije ovog
podru¢ja. Podrska ovom zakljuCku su postojanje potoCnih pastrmki dunavske haplogrupe u
izolovanim visinskim vodotocima Jadranskog sliva iznad ponora, kao i pojedinih haplotipova
dunavske haplogrupe u izolovanim vodotocima iznad i izvan kontinuiranog areala rasprostranjenja.
Korelacija ovih svojstava distribucije sa geoloskim dogadajima i konkordancija sa filogenetskim
odnosima ustanovljenim za te haplotipove je veoma dobra.

Distribucija pojedinih haplotipova ¢iji je status odreden alohtonim u razli¢itim delovima
zapadnog Balkana i isklju¢enost podudaranja sa dogadajima geoloske istorije i distribucijom
haplotipova koji se smatraju autohtonim govore o velikoj verovatno¢i njihove introdukcije iz
podrucja razvijene akvakulture u skorijoj ili davnijoj istorijskoj proslosti i okolnostima kroz koje je
zapadni Balkan prolazio.

Alohtone vrste riba mogu promeniti strukturu zajednice kroz interspecijsku kompeticiju i
hibridizaciju sa autohtonom faunom riba. Stavie, alohtone vrste riba mogu imati znacajne
negativne efekte na nize troficke zajednice (fauna bentosa, fitoplankton i zooplankton). Namerno
otpustanje alohtonih riba za komercijalne ili rekreativne svrhe uobicajen je slucaj, a procedure
upravljanja su u mnogim zemljama manje stroge za riblje vrste u odnosu na druge.

Hibridizacija kao proces ukrStanja individua iz razli¢itih populacija moze dovesti do
introgresije kada hibridi F1 generacije postanu plodni i ukrste se sa jednom ili obe roditeljske
populacije. Obimna hibridizacija i introgresija medu populacijama riba koje se deSavaju kao rezultat
antropogenih introdukcija Cesto su belezene, kao na primer kod salmonidnih vrsta Salmo trutta i
Salmo marmoratus gde je introgresija prisutna u oba smera. Introgresija ne mora nuzno voditi do
mesanja genoma velikih razmera ukoliko je ukrStanje sa roditeljskim taksonima retko i ukoliko prve
generacije hibrida imaju nizak fitnes. Pojedinacni aleli, medutim, koji predstavljaju prednost u
novoj sredini i1 geneticka pozadina ¢e se introdukovati lako pod takvim uslovima.

Istrazivanja geneticke strukture autohtonih 1 alohtonih populacija obezbeduju bazu za
razumevanje evolucije tokom procesa ustanovljavanja. Doprinosi istrazivanja uz upotrebu
neutralnih genetickih markera raznovrsni su i mnogobrojni i ukljucuju identifikaciju izvornih
populacija i kripti¢nih invazija, testiranje modela opadanja brojnosti populacija i genetickih uskih
grla, razlikovanje pojedinacnih i viSestrukih invazija, procenjivanje protoka gena i rasprostiranja
medu invazivnim populacijama, odredivanje nivoa ploidije 1 reproduktivne strategije i
identifikovanje hibridizacije 1 introgresije izmedu autohtone i alohtonih populacija. Populaciono-
geneticka istrazivanja procesa invazija su posebno izazovna usled njihove kompleksnosti i relativno
male starosti mnogih invazivnih populacija.
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Invazivni efekti nekoliko stranih linija poto¢ne pastrmke (Atl, A17, Da2) u pastrmske reke
Srbije, Bosne 1 Hercegovine 1 Crne Gore otkriveni su u proceni rizika od strane autora navedenih u
ovoj disertaciji. Stoga je neophodno pratiti geneticko stanje populacija, formirati mati¢na jata radi
poribljavanja odgovaraju¢im genetickim materijalom i odrzavanja genofonda, kao i uvesti geneticke
analize za poto¢ne pastrmke koje se koriste za poribljavanje.

S obzirom da ne postoje pravne prepreke ribnjackom poribljavanju potocnom pastrmkom,
rastu¢i uticaj rekreativnog ribolova na divlje potocne pastrmke neadekvatno kontrolisanim
poribljavanjem povecava rizik introdukcije alohtonih linija poto¢ne pastrmke koje ¢e ugroziti
originalni diverzitet. Stoga, postoji velika potreba da se ustanovi politika upravljanja pastrmskim
ribolovom kako bi se redukovao moguéi rizik koji poribljavanje moze predstavljati (Simonovi¢ i
sar., 2015). Implementacija uslovnog ili totalnog rezima ,,uhvati-i-pusti* (eng. catch-and-release,
C&R) ribolova, podrzala bi samoodrzivost poto¢ne pastrmke i iskljucila potrebu za poribljavanjem.
Dodatno, podrska samoodrzivosti pastrmskog fonda bi odrzavala troSkove upravljaca na razumnom
nivou, pogotovo kada prihodi od ribolova ne mogu pokriti troSkove poribljavanja. Regulacioni
(bezuslovni ili uslovni, parcijalni ili totalni) C&R rezim ribolova je koriS¢en kao obavezna pravna
zaStitna mera koja bi trebalo da oCuva odrzivost ribolova, i naj¢eS¢e je koriS¢ena da umanji
ribolovni pritisak na osetljive ribolovne resurse.
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