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1. UVOD

Okolisna DNA, eDNA, geneticki je materijal dobiven direktno iz okoliSnih uzoraka, kao $to su tlo,
sediment 1 voda, bez prepoznatljivih dijelova izvornog bioloskog materijala (Thomsen i Willerslev
2015). Kako su organizmi u interakciji s okoliSem dolazi do konstantnog ulaska DNA molekula u
njega u obliku izvanstani¢nih slobodnih oblika u otopini ili vezanih za Cestice, te u unutarstani¢nom

obliku gdje se DNA nalazi unutar stanice (Hansen i sur. 2018)

S obzirom na konstantno opadanje bioraznolikosti na Zemlji potrebne su analitiCke metode
istrazivanja bioraznolikosti kako bi ju se lakSe moglo pratiti. Analiza eDNA jedna je od takvih
metoda, koja uz tehnologiju DNA sekvenciranja daje moguénost uspjeSnog monitoringa
bioraznolikosti. Sakupljanje i analiza uzoraka morske vode za eDNA u mnogo se slucajeva
pokazala kao jeftina, osjetljiva 1 neinvazivna metoda za ispitivanja prisutnosti ili odsutnosti vrsta
za razliku od drugih uspostavljenih tehnika monitorniga koje ovise o hvatanju cijelih organizama
(Hansen 1 sur. 2018). eDNA omogucava determinaciju organizama vrlo malih dimenzija $to je
tradicionalnim metodama gotovo nemoguce, ali i identifikaciju jo§ nepoznatih vrsta ili pak
alohtonih (invazivnih) vrsta za istrazivano podrucje. Uz metodu eDNA treba spomenuti DNA
barkodiranje, $to je metoda identifikacija pojedine vrste prema njenom barkodu tj. DNA otisku
(,,fingerprintu‘), i metabarkodiranje, Sto je tehnika sakupljanja mnogo barkodova razlicitih vrsta,
jer se sakupljena eDNA analizira metodom metabarkodiranja kako bi se identificirala veéina

prisutnih organizma u uzorku (Douglas i sur. 2020) (slika 1).

Barcoding Metabarcoding eONA

scientists find diagnostic DNA sequences Metabarcoding is a technigue to efficienthy Scientists collect ‘environmental DNA" in
called harcodes that they use like fingerprints find many barcodes from mary different walter samples and use metabarcoding to
tovidentify individual species. organisms af one time identify witat animals hiave been there.

Slika 1. Pojednostavljen prikaz metoda DNA barkodiranja, metabarkodiranja te eDNA metode
(preuzeto iz Douglas i sur. 2020).



2. NASTANAK I RAZGRADNJA eDNA U MORSKOM OKOLISU

Koli¢ina eDNA fragmenata prisutna u okoliSnom uzorku je kontrolirana trima procesima: stopi
nastajanja, stopi degradacije i fizickom transportu (Hansen i sur. 2018). Potencijalnih izvora eDNA
je mnogo, ukljucujuéi izmet, sluz, ljuske, tkiva, gamete i ostali bioloski materijal. Ovisno o
molekularnom stanju eDNA, odnosno o tome radi li se o slobodnim fragmentima ili DNA koja se
nalazi unutar mitohondrija kao i o stanju abiotickih i biotickih okolisnih uvjeta, odreduje se njihova
vremenska postojanost. U vecini slucajeva, do razgradnje eDNA dolazi odmah nakon njenog
otpustanja u okolis. S druge strane, okolis$ni uvjeti u moru rezultiraju vrlo Sirokom i varijabilnom

raspodjelom eDNA unutar morskog okolisa (slika 2).

Slika 2. Uvjeti i nastajanje okoliSne DNA. (preuzeto sa https://www.usgs.gov/special-topics/water-
science-school/science/environmental-dna-edna).

2.1. Nastanak eDNA

Stopa nastanka eDNA makro-organizama ovisi o veli¢ini jedinke, biomasi, prehrani, zdravstvenom
stanju, godiSnjem dobu 1 spolu. Ovisno o promjenama biotickih 1 abiotickih ¢imbenika,
prvenstveno promjenama koncentracije otopljenog kisika u moru i temperature, koli¢ina nastale
eDNA varira zbog stresa koje organizam prozivljava, promjena u metabolizmu 1 zdravlju izvornog

organizma. Istrazivanja Jo i sur. (2019) na japanskoj skusi, Trachurus japonicus (Temminick i



Schlegel, 1844), pokazala su kako koli¢ina nastale eDNA varira ovisno o biomasi jedinki te da
temperatura utjeCe na stopu nastajanja (slika 3) jer metabolizam organizama ovisi o temperaturi

okoliSa zbog Cega pri viSim temperaturama mora riblje jedinke dozivljavaju stres §to vodi do

povecanja koli¢ine nastale eDNA.
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Slika 3. Ovisnost koncentracije eDNA o temperaturi okoliSa. Usporedba je napravljena pri
temperaturama mora 13°C, 18°C, 23°C i 28°C pri ¢emu se promatra eDNA dimenzija >10 pum, 3-
10 pm, 0,8-3 pm 1 0,4-0,8 pm. Dimenzije 0,8-3 um 1 0,4-0,8 um eDNA pokazale su pozitivhu
korelaciju s temperaturom mora (p < 0,01), dok dimenzije >10 pm i 3-10 um eDNA nisu pokazale
gotovo nikakvu korelaciju s temperaturom mora (p > 0,05) (preuzeto iz Jo 1 sur. 2019).

S obzirom na razlike u veli€ini i biomasi izmedu jedinki iste, pa tako i razli¢itih vrsta, dolazi do
nastanka razli¢itih koli¢ina okoliSne DNA §to moZze utjecati na interpretaciju analize eDNA. Velike
jedinke riba imaju manju ukupnu povrsinu tijela izloZzenu vanjskom okolisu od skupine manjih riba
jednake ukupne biomase, §to dovodi do toga da velika skupina i znatno manjih riba proizvodi vece
koli¢ine eDNA. Takoder, o veli¢ini tijela jedinke kao 1 njihovoj starosti ovisi metabolizam. Posto
manji organizmi imaju opcenito brzi metabolizam, skupina manjih organizama proizvodi vise
eDNA od jednog velikog organizma iste biomase, ali sporijeg metabolizma. Sve ovo u pitanje
dovodi teorije odnosa koli¢ine nastale eDNA 1 koli¢ine, odnosno veli¢ine, organizama, dodatno uz
to kod nekih vrsta riba u fazi li¢inke 1 u juvenilnoj fazi veza metabolizma i veli€ine tijela ne ovisi
o biomasi. Zbog toga je od velike vaznosti prilikom analize eDNA uzimati u obzir veli¢inu

organizma, zivotni stadij te metaboli¢ku aktivnost.



2.2. Transport

Unutar morskog okolisa fragmenti eDNA mogu biti transportirani preko izrazito velikih udaljenosti
Sto je posljedica raznolikosti biotic¢kih i abiotickih uvjeta koji utjecu na razgradnju eDNA, kao i
zajedni¢kog utjecaja morskih struja, morskih mijena te rasprostiranju organizma. Utvrdeno je kako
u moru fragmenti eDNA, ovisno o prosjecnoj brzini morskih struja, mogu potencijalno putovati
viSe od 600 km u samo tjedan dana (Hansen i sur. 2018), a izmjereno vrijeme opstojanja eDNA
bilo je maksimalno 7 dana, nakon ¢ega je fragmente eDNA izrazito teSko bilo detektirati (Thomsen
1 sur. 2012). Jo§ jedan oblik transporta koji se pojavljuje je tonjenje fragmenata eDNA vecih

dimenzija pod utjecajem gravitacijske sile.

2.3. Opstojanje i razgradnja

Vazno je poznavati vrijeme opstojanja okoliSne DNA u odredenim sistemima jer je moguca pojava
eDNA nekog organizma na podrucju na kojem trenutno ne Zivi ili nikad nije ni Zivio, ali je zbog
transporta eDNA ondje detektirana. Isto tako moguce je da se eDNA nekog organizma niti ne
detektira zbog malobrojnih jedinki ili laznog negativnog rezultata. Razli¢ita istraZivanja su utvrdila
kako je vrijeme opstojanja eDNA u morskoj vodi dulje od vremena opstojanja u slatkoj vodi zbog
viSeg saliniteta, stabilnije temperature, viSeg pH i vece ionske vrijednosti. Vise temperature morske
vode u pravilu produljuju vrijeme opstojanja eDNA (vidljivo na slici 4 za jednu vrstu ribe i jednu
vrstu raka). Uzorkovanjem morske vode 1 eDNA te kvantifikacijom fragmenata eDNA
kvantitativnom lancanom reakcijom polimeraze (q Polymerase Chain Reaction, qPCR), Thomsen
i sur. (2012) utvrdili su kako 1 najmanji fragmenti eDNA bivaju u potpunosti degradirani u nekoliko

dana tj. od 0,9 do 6,7 dana.
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Slika 4. Eksponencijalna degradacija eDNA u morskoj vodi u ljetnim i zimskim uvjetima S$to
ukazuje na ovisnost degradacije o temperaturi okolisa (preuzeto iz Collins i sur. 2018).

Razgradnja eDNA zapocinje u trenutku kada fragmenti dospiju u okoli$, a ovisi o abiotickim
¢imbenicima, prvenstveno temperaturi, pH vrijednosti mora, salinitetu i ultraljubicastoj radijaciji.
Temperatura morske vode smatra se klju¢nom u procesu degradacije eDNA, no utvrdeno je kako
ona ne utjeCe direktno na degradaciju eDNA ve¢ indirektno enzimatskom hidrolizom mikroba 1
izvanstani¢nih nukleinskih kiselina (Jo i sur. 2018). Od drugih uzroka degradacije eDNA valja

izdvojiti ultraljubicasto zracenje kao 1 djelovanje mikroba.



3. MONITORING MORSKIH VRSTA UZ POMOC eDNA

Saznanje o rasprostiranju vrsta je od izrazite vaznosti za ekoloSko upravljanje okoliSem 1
konzervacijsku biologiju (Rees i sur. 2014). Monitoring rasprostiranja je od izrazite vaznosti za
ekologiju zbog razumijevanja odnosa vrsta i jedinki, ali i novih pojava i situacija koje su posljedica
klimatskih promjena. U konzervacijskoj biologiji monitoring eDNA je koristan za proucavanje
bioraznolikosti mora i oceana. Primjena eDNA S§iroka je upravo u istrazivanjima i opisu Sirokog
filogeneti¢kog raspona vrsta u moru te je od izrazite vaznosti u razumijevanju zivota u moru, ali i
na Zemlji opéenito. Ova metoda omogucuje monitoring unutar razli€itih okoli$nih uvjeta u moru
te je pouzdanija i korisnija od onih starijih, tradicionalnih, zbog moguénosti istrazivanja vrsta koje
nije potrebno fizicki uloviti. Metoda je i koja proSiruje moguénosti tradicionalnih metoda kada su
u pitanju prolazne vrste, no prednost tradicionalnih metoda nad eDNA metodom je moguénost

razlikovanja zivih od mrtvih organizama (Rees i sur. 2014).

3.1. Metode i primjena

Koristenje eDNA analize u svrhu monitoringa morskih populacija proizaslo je iz metoda koristenih
za procjenu raznolikosti makroorganizama u antickim sedimentima. Danas se metoda analize
eDNA sastoji od uzimanja uzorka morske vode i amplifikacije pronadenih nukleinskih kiselina
metodom PCR. Koli¢ina sakupljenog uzorka morske vode moze varirati od 15 mL do 10 L ovisno
o mjestu sakupljanja, no standardni volumen uzorka je od 1 do 2 L i ve¢inom se uzorkuje na tri
razliCita mjesta iste lokacije radi vece Sanse prikupljanja vrsta (Rees 1 sur. 2014). Takoder, s
obzirom na razli¢ite koli¢ine eDNA na odredenim podruc¢jima kao i na raznolikost uvjeta, morska
voda se prikuplja na vise nacina. Jedan takav je pumpanje vode kroz filtere s peristaltikom ili pak
sakupljanje povrSinskog sloja morske vode djelomi¢nim uranjanjem spremnika nakon ¢ega slijedi

filtriranje ili precipitacija etanolom (Rees i sur. 2014) (prikazano na slici 5).



Step 1: Choose the best protocol, depending on your conditions |

Protocol #1: Hand pump Protocol #2: Cordless driver Protacol #3: 120-V pump

Step 2: Collect water sample
oo TN

Direct Collect and pour

Step 3: Preserve water sample

N

Ethanoi-filled vial

Slika 5. Postupak prikupljanja uzorka morske vode za istrazivanja eDNA (preuzeto iz Laramie i
sur. 2015).

Detekcija eDNA makro i1 mikro organizama u morskoj vodi se razlikuje jer je eDNA
makroorganizama prisutna kao istinska eDNA tj. kao stani¢ni ostaci i slobodna DNA, dok je kod
mikroorganizama moguca detekcija DNA koja je izvorno iz cijelog i u morskoj vodi prisutnog

organizma (Thomsen i sur. 2012).



3.2. Detekcija vrsta

Detekcija vrsta organizama uz pomo¢ eDNA vrlo je korisna kako bi se spoznala bioraznolikost
nekog okolisa, a da ne uzimamo Zive jedinke iz njega. Procjena rasprostranjenosti vrsta nuzna je
za odredivanje bioraznolikosti okoliSa, no odredene je vrste teSko detektirati u nekim stadijima

razvoja kao 1 u nekim vremenskim periodima (Ficetola i sur. 2008).

Thomsen i sur. (2012) utvrdili su kako je metoda eDNA pogodna u detekciji vrsta
makroorganizama (prvenstveno riba) jer morska voda sadrzi velike koli¢ine njihovog genetickog
materijala. Usprkos sumnjama o primjenjivosti metode istrazivanja eDNA na morskoj vodi zbog
njena nadasve velikog volumena, utjecaja morskih struja i valova te mogucih utjecaja saliniteta na
degradaciju eDNA, utvrdili su kako je ova metoda vrlo pogodna za primjenu. Dapace, moguce ju
je primijeniti u bilo kojem morskom okoliSu i uz to je izrazito precizna i objektivha metoda
identifikacije razlicitih vrsta. Potencijalni problemi prilikom identifikacija vrsta s eDNA metodom
su nedovoljno poznavanje rasprsenosti eDNA u morskom okoliSu i pristranost afiniteta pocetnica
u metodi PCR na odredene sekvence DNA molekula. Ve¢ navedeno istrazivanje je pokazalo

ucinkovitost eDNA metode naspram nekih drugih metoda identifikacije §to je prikazano na slici 6.
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Slika 6. Broj identificiranih ribljih vrsta pomocu 9 konvencionalnih metoda naspram broja
identificiranih ribljih vrsta metodom eDNA (preuzeto iz Thomsen i sur. 2012).



Iz rezultata je vidljivo kako je ova metoda bila najuspjeSnija prilikom identifikacije vrsta

makroorganizama.

3.3. Inventarizacija morskih vrsta uz pomo¢ eDNA

Eksperiment popisivanja vrsta morskih riba unutar velikog mezokozmosa proveli su Kelly i sur.
(2014) u akvariju u Monterey-u s odredenim brojem vrsta makroorganizama koji su ukljucivali 1
morske kornjace uz ribe. Kao pocetnice u metodi su koristili mitohondrijsku DNA (mtDNA) te su
poznajuci vrste unutar promatranog mezokozmosa bili u moguénosti utvrditi preciznost metode
kada je u pitanju inventarizacija vrsta. Od prisutnih taksonomskih grupa organizama u
akvariju/mezokozmosu eDNA metodom je detektirana do razine roda nekolicina vrsta riba
koStunjaca naspram riba hrskavi¢njaca i morskih kornjaca (tablica 1). One nisu detektirane eDNA
metodom jer su u istrazivanju koriStene specificne sekvence, pocetnice 12S, koje imaju dvije
razlike u uzvodnoj regiji za vezanje pocetnica hrskavi¢njaca i morskih kornjaca, stoga su bile
znatno pogodnije za detekciju koStunjaa gdje dolazi do amplifikacije. Takoder, u ovom
mezokozmosu pronadena je eDNA morske vidre §to ukazuje 1 na moguénost monitoringa morskih

sisavaca metodom eDNA.

Tablica 1. Morske vrste unutar mezokozmosa u Monterey Bay akvariju 1 uspjeSnost njihove
detekcije metodom eDNA (preuzeto iz Kelly i sur. 2014).

Estimated biomass in Lowest taxonomic rank

Species Commaon name Family Approx.count tank (kg) detected with eDNA
Bony fish

Coryphosna hippurus Dalphinfish Coryphaenidae G B4 Ganus
Mol mola Ocean sunfish Malidas 1 1,000 No detect
Naucrates doctor Pilat fish Carangldas 7 1275 Family
Sarda chifiznsis Padfic bonito Scambridae I5 45 Family
Sardingps sogax Sardine Clupeidas 13,000 2,600 Genis
Scomber japonicus Chub mackerel Scombridas 17 o Genus
Thunnus albacares Yellowfin tuna Scombridas 11 748 Ganus
Thunnus arientafis Padfic bluefin tuna Scombridas T 1,890 Genus
Cartilaginous fish

Carcharhinus plumbeus Sandbar shark Carcharhinidas 1 &5 No detect
Dasyats viokicea Pelagic stingray Dasyatidae 2 5 Mo detect
Spyima fewini Hammerhaad shark Sphymidas 2 108 Mo detect
Turtle

Chefania mydas Green sea turtle Cheloniidae 2 258 Mo detect



Zbog nedovoljnog poznavanja sekvenci razli¢itih morskih vrsta eDNA metoda moze biti, usprkos
svemu ve¢ navedenom, nedostatna zbog nemoguénosti detektiranja vrsta ¢iji nam je genom slabo
poznat ili nepoznat (rijetke ili slabo istrazene vrste). Valja napomenuti da je odredene vrste unutar
mezokozmosa teze detektirati i zbog manje proizvodnje eDNA u odnosu na druge vrste Sto dovodi
do neravnomjernog omjera koli¢ine eDNA u morskom okoliSu te njihove manje amplifikacije u

metodi PCR.

4. OKOLISNI UVJETI

Morski ekosistemi se mijenjaju velikom brzinom kako se oceani zagrijavaju i postaju sve kiseliji
(Berry i sur. 2019). Globalno zatopljenje kao i1 zagadenje uvelike pridonose ekoloSkim problemima
danasnjice koji ne zaobilaze morske okoliSe i zna€ajno utjecu na bioraznolikost mora. Promjenu u
bioraznolikosti kao izravnu posljedicu globalnih klimatskih 1 okoli$nih promjena moguce je pratiti
eDNA metodom kako ne bi bilo potrebno koristiti ogromne koli¢ine podataka i resursa. Osim
istrazivanja promjena bioraznolikosti kao rezultata klimatskih promjena, eDNA se koristi 1 u

istrazivanju bioraznolikosti opCenito te ponaSanja organizama u okolisu.

4.1. eDNA u ekologiji

Okolisna DNA od velikog je znac¢aja za ekologiju jer se uz pomoc¢ nje prilikom istrazivanja moguce
fokusirati na prehranu, rasprostranjenost vrsta, troficke interakcije i bioraznolikost (Berry i sur.
2019). Detekcijom eDNA unutar izmeta i fekalnih peleta organizama moguce je utvrditi veze u
hranidbenom lancu morskog okolisa Sto pak dovodi do spoznaja o ponaSanjima organizama kao i
o njihovoj brojnosti (Yoccoz 2012). Balint i sur. (2018) navode da kako bi mogli spoznati danasnju
bioraznolikost okoliSa potrebno je poznavati dugotrajnu dinamiku okoliSa. To je nemoguce bez
poznavanja temporalne dinamike koja upucuje na veze izmedu okolisnih promjena i ekoloske

dinamike $to omogucuje predvidanja o stanju bioraznolikosti u buduénosti. OkoliSna DNA
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pokazala se kao potencijalno dobra metoda upravo u otkrivanju te temporalne dinamike okolisa.
eDNA osigurava kontinuirane temporalne podatke o bioraznolikosti tijekom duljeg perioda
vremena za brojne vrste 1 geografska podrucja. Moguce je prikupiti informacije o promjenama u
relativnom obilju vrsta tijekom vremena koriste¢i visSe sekvenci eDNA koje se ocitavaju kao
kvantitativni indeksi. Osim toga, dugoro¢ni monitorinzi omogucuju saznanja o utjecaju znacajnih

dogadaja na populacije.

4.2. Sezonski utjecaj

Metoda eDNA djelomi¢no ovisi o godiSnjem dobu provodenja istrazivanja jer npr. degradacija
okoliSne DNA je Cesto pod utjecajem okoliSnih uvjeta pa stoga varira ovisno o dijelu godine.
Monitoring vrsta u samo jednom odredenom vremenskom periodu je neadekvatan za sagledavanje
ukupne bioraznolikosti 1 promjena u raznovrsnosti vrsta u okoliSu. Berry i sur. (2019)
istrazivanjima metodom eDNA tijekom nekoliko godina utvrdili su kako je najveca razlika u
detekciji vrsta izmedu ljeta i zime te nesSto manja za zimu i proljece, a najmanja razlika zabiljeZena
je izmedu zime 1 jeseni te proljeca i ljeta. Za pojedinu vrstu broj jedinki se povecava ovisno o
temperaturi morske vode 1 salinitetu Sto se smatra posljedicom veze izmedu okoli$nih varijabli 1
sastava fitoplanktona kao glavnog izvora hrane za mnoge organizme. Salter (2018) je istrazivao
promjene tijekom godinu dana u sjeverozapadnom Mediteranu sakupljaju¢i uzorke morske vode
na jednoj postaji svaka dva tjedna. Maksimalna temperatura zabiljeZena je u kolovozu, a minimalna
u veljaci dok je salinitet mora prili¢no konstantan tijekom cijele godine uz izuzetak epizodi¢nog
pada u mjesecu svibnju. Ogranicenje fosfata u tom podrucju pokazalo se najznacajnijim za ljetnih
mjeseci Sto je posljedica rapidnog cirkuliranja fosfata, visokih temperatura i niskih koncentracija
bioloski dostupnog fosfata. Takoder, pokazalo se da su periodi ogranic¢ene koli¢ine fosfata u
sjeverozapadnom Mediteranu povezani s pove¢anom cirkulacijom degradirane eDNA te kako u
regulaciji prisutnosti degradirane eDNA u prirodnom morskom okoliSu veliku ulogu igra mikrobno
koristenje eDNA kao izvora otopljenog organskog fosfora. Naravno, kako je ve¢ i prije navedeno,
na degradaciju eDNA utjecu i abioticki faktori tj. temperatura mora, UV zracenje, pH vrijednost
mora, koli¢ina otopljenog kisika i salinitet mora, no u ovom slucaju taj je utjecaj bio manje znacajan

zbog relativno malih gradijenata abiotickih faktora izmedu sezona.

11



5. MEDITERAN

Mediteran ili Sredozemlje (slika 7) podrucje je izrazite bioraznolikosti koja je dugo vremena
istrazivana tradicionalnim metodama koje se temelje na morfoloskim identifikacijama organizama,
ali s novim otkri¢ima pojavljuju se metode koje koriste molekularne alate kao Sto su okoliSna DNA,
DNA barkodiranje i metabarkodiranje (Zangaro i sur. 2021). S klimatskim promjenama i
zagadenjima ova izrazita bioraznolikost je pod stalnom prijetnjom, a ni pojave novopridoslih, ¢esto

invazivnih vrsta koje tome pridonose nisu rijetkost.
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Slika 7. Kartografski prikaz Mediterana (preuzeto sa
https://shimanovskadm.ru/hr/stay/sredizemnoe-more-na-karte-mira-so-stranami-podrobnye-karty-
sredizemnogo-morya.html).

5.1. Biomonitoring morskih alohtonih vrsta

Bioraznolikost Mediteranskog mora ugrozena je pojavom alohtonih vrsta (Non-Indigenous
Species, NIS) te je monitoring njihove rasprostranjenosti vazan u o¢uvanju ekosistema. Zangaro i
sur. (2021) navode 665 potvrdenih invazivnih vrsta unutar Mediterana koje su svrstali u 10 glavnih
taksonomskih grupa (slika 8). Navode problem manjka DNA barkodova S$to ograni¢ava

monitoring, ali i da je monitoring eDNA puno prikladnija metoda otkrivanja i kontrole nepoznatih
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invazivnih vrsta od tradicionalnih metoda jer se ne svodi samo na morfolosku identifikaciju i ne
ovisi o veli€ini istrazivanog teritorija kao ni o znanju taksonoma. Istrazivanjem su ustanovili kako
cak 33% invazivnih vrsta nema nikakvu sluzbenu evidenciju zbog ¢ega ih je detektirati DNA
barkodiranjem izrazito tesko. Istrazivali su u¢inkovitost DNA barkodiranja te citokrom oksidazu |
(COI) kao barkod s ili bez pocetnica tijekom detekcije i identifikacije invazivnih vrsta. Usmjerivsi
se na COI barkod, glavni gen koriSten za barkodiranje koji se pojavljuje u razli¢itim taksonomskim
grupama, ustanovili su kako 45,3% od 382 vrste (vidljivo zajedno s ostalim taksonomskim
grupama na slici 8) s COI barkodom nemaju javno dostupne pocetnice. Prema slici 8 vidljivo je 1
kako je za pojedine taksonomske grupe stupanj asocijacije s korisStenim DNA barkodovima izrazito

nizak.
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Slika 8. Detektiranje invazivnih vrsta organizama u 10 taksonomskih grupa DNA barkodiranjem
1 COI barkodovima s ili bez poznatih pocetnica (preuzeto iz Zangaro i sur. 2021).

COlI je vrlo koristan geneticki marker jer je Sirokog opsega sekvenciranja za razlicita koljena Sto
ga ¢ini pogodnim u identifikaciji vrsta u okoliSnim uzorcima. Ipak, za neke vrste/skupine
organizama on nije pogodan (dovoljno razlikovan) geneticki marker. Problem u koriStenju eDNA
u monitoringu Mediteranskog mora je u tome da za samo 26% invazivnih vrsta postoje javno

dostupne pocetnice.
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5.2. Konzervacijski paradoks

Konzervacijski paradoks je pojava koja ukazuje na to da lokalna bioraznolikost ne opada usprkos
ukupnom, svjetskom, opadanju bioraznolikosti. Boulanger i sur. (2021) navode kako dugorocna
istrazivanja pokazuju da svega 3% obalnih morskih ekosistema dozivljava pad lokalnog bogatstva
vrsta, a ¢ak 16% istrazivanih podrucja biljezi pozitivan trend u bioraznolikosti. Taj fenomen,
paradoks, moze biti posljedica ravnoteze izmedu izumiranja vrsta i kolonizacije vrsta na
istrazivanim lokacijama, odnosno, dolazi do zamjene autohtonih vrsta alohtonim (ponekad)
invazivnim vrstama. Takoder, bioraznolikost podrucja moze se povecati u slu¢aju smanjenja broja
jedinki odredene osjetljive vrste, §to omogucuje povecanje broja i koegzistenciju vise drugih
izdrzljivijih vrsta. Istrazivan je fenomen u zaSti¢enim podrucjima, s naglaskom na podrucja u
kojima nije dozvoljeno nista dirati, tzv. ,,no take zone*. Zasti¢ena podrucja opcenito su znana kao
efektivni alati ocuvanja prirode, koji omogucuju razvoj vece biomase i gustoce zivog svijeta unutar
svojih granica ali 1 neposredno izvan njih. No, pokazalo se kako unutar takvih podrucja postoje
dva razliita ishoda: manji broj vecih predatora Sto automatski rezultira ve¢om bioraznoliko$¢u
manjih organizama ili moze do¢i do pretjeranog razmnozavanja velikih predatora Sto ¢e uvelike
smanjiti bioraznolikost unutar zatvorenog podrucja. Problem kod proucavanja konzervacijskog
paradoksa je nemogucénost determinacije svih prisutnih vrsta, pogotovo onih izrazito malih
dimenzija ili nepoznatih, no taj problem je smanjen metodom determinacije vrsta s eDNA kojom
je, kako $to je 1 ranije nekoliko puta receno, moguca identifikacija ve¢eg broja morskih vrsta bez
potrebe hvatanja organizama. Uzimanjem uzoraka eDNA sa 6 ,no take zone* lokacija u
Mediteranu, Boulanger i sur. (2021) su dosli do zakljucka kako se raznolikost vrsta smanjuje ovisno
o za$titi podruc¢ja. Rezervati ve¢inom zaStitu pruzaju organizmima visoke troficke razine i1 velike
biomase, koji su podlozni stradavanju ribolovom dok su na podru¢jima gdje je dozvoljen ribolov
zastupljeni organizmi manje biomase 1 na niZim trofickim razinama. To bi znacilo da ribolov
uvelike djeluje na troficke razine morskih organizama, poglavito riba, jer se fokusira na vece,
predatorske organizme ¢ime se povecava koli¢ina manjih organizama kojima se predatori obi¢no

.....

stanju, $to onda smanjuje bioraznolikost manjih organizama.
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7. ZAKLJUCAK

Metoda okolisne DNA (eDNA), koja se zasniva na nukleinskim kiselinama koje organizmi
ispustaju na razli¢ite nacine u okolis§, relativno je nov nacin identifikacije 1 monitoringa Zivih
organizama u svim okoli§ima, pa tako i u moru. Ima svoje prednosti, ali i nedostatke. Pogodna je
metoda za identifikaciju manjih organizama, mikrobnih oblika, ali i juvenilnih oblika vrsta, koje je
izrazito teSko fizicki uloviti i na taj nacin ih tradicionalno identificirati. Radi se o neinvazivnoj
metodi koja u osnovi zahtjeva samo sakupljanje uzoraka morske vode, neki oblik filtracije te
umnazanje PCR nukleinskih uzoraka. Prilikom izvodenja metode nije potrebno ekstenzivno
taksonomsko znanje zbog cega je i pogodna za determinaciju novih i invazivnih vrsta nekih
podrucja. Omogucuje monitoring bioraznolikosti mora velikih razmjera, no jo$ uvijek se radi o
djelomi¢no ograni¢enoj metodi. Nedovoljno poznajemo genome mnogih organizama pa je
odredene vrste tesko identificirati zbog nedostatka dostupnih sekvenci. Isto tako Siroko koriSteni
geneticki markeri neki put nisu pogodni za sve vrste/skupine organizama. Koli¢ina eDNA
materijala u morima ovisi o vanjskim ¢imbenicima, a uz to eDNA se prenosi na razmjerno velike
udaljenosti pod utjecajem morskih struja i morskih mijena. Postoji odredena korelacija izmedu
koli¢ine eDNA koju organizam proizvede i njegove biomase, veli¢ine, starosti i slicno, $to takoder
valja uzeti u obzir prilikom koristenja ove metode u svrhu monitoringa bioraznolikosti. Zaklju¢no,
radi se o relativno jeftinoj i brzoj metodi koja je prekretnica u istraZivanju bioraznolikosti morskih

okolisa diljem svijeta te treba dalje raditi na njenoj optimizaciji.
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