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Sazetak

Atlantska tuna Thunnus thynnus je pelagi¢na riba s visokim stupnjem eksploatacije i
gospodarskog znacaja. Kavezni uzgoj ove vrste koji obuhvaca ulov juvenilnih divljih jedinki,
njihov transport do uzgajalista i prilagodbu na kavezne uvjete zivota, moze biti stresan za
juvenilne ribe i rezultirati neocekivanim mortalitetima.

U ovom istrazivanju razvijen je novi set od 13 EST-SSR za T. thynnus kako bi se
utvrdilo moze li se prezivljavanje jedinki kroz uzgojni ciklus pratiti na genetickoj razini i
povezati s genima povezanima s imunitetom i odgovorom na uvjete stresa.

Zabiljezena je niska Fst vrijednost (0,005), slicna frekvencija alela i niska stopa
gubitka alela izmedu uzorkovanih populacija. Dva razli¢ita pristupa za identifikaciju lokusa
pod selekcijom nisu ukazala na odstupanje novorazvijenih lokusa od neutralnosti, te rezultati
istrazivanja upucuju na to da se oni ne mogu smatrati informativnim u istrazivanom
kontekstu.
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Abstract

Atlantic bluefin tuna Thunnus thynnus is pelagic fish with a high level of exploitation
and economic importance. The capture-based aquaculture that involves the catch of wild
individuals, a slow transport to the rearing facilities and adaptation to the captive
environment, could be stressful for juvenile fish, consequently resulting in unexpected
mortalities.

In this study, a new set of 13 EST-SSRs for T. thynnus was developed to explore
whether the survival success through the farming cycle might be monitored at the genetic
level and linked to several immunity and stress response-associated genes.

The observed FST value was low (0.005), showing similar allele frequencies and no
major allele loss between tested populations. Two different approaches for the identification
of loci under selection did not indicate departure from neutrality for any of the 13 EST-SSRs,
suggesting that they may not be considered informative in the studied context.
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1. UvOD

Atlantska plavoperajna tuna (Thunnus thynnus) je velika pelagi¢na riba iz razreda
kosStunjaca i porodice skusovki (Scombridae). Prvi put ju je znanstveno opisao Linnaeus
1758. godine kao Scomber thynnus (Ottolenghi, 2008). Budu¢i da je iznimno nutritivno
bogata veoma je cijenjen ulov te dostize visoku trzisnu vrijednost. Na svjetskoj razini ulov
tuna i crno trziste su se desetlje¢ima nekontrolirano razvijali, Sto je dovelo u pitanje njezin
opstanak i ugrozenost same vrste (Collete i sur., 2011; Benetti i sur., 2016). Zbog toga je
osnovana Medunarodna komisija za ocuvanje i zaStitu atlantskih tuna (ICCAT) kao
medunarodna organizacija koja prati stanje biozaliha tuna i njima sli¢nih vrsta u Atlantskom
oceanu, Sredozemnom moru i pripadaju¢im rubnim morima.

Uzgoj tuna je profitabilna industrija koja donosi visoku ekonomsku dobit, a kavezni
naéin uzgoja ove vrste se tijekom zadnjih 30 godina znatno povecao te je uspostavljen u
zemljama diljem svijeta poput Japana, Australije, Sjeverne Amerike, Dalekog Istoka i
Sredozemnog mora (Benetti i sur., 2016; Fernandez-Polanco i Llorente, 2016; Harley i sur.,
2013; Ottolenghi, 2008; Sumaila i Huang, 2012). Tuna predstavlja jedan od najvaznijih
izvoznih proizvoda, te je pridonijela naglom razvoju ribarstva i marikulture u Hrvatsko;j.
Medutim, ulov, dugotrajni transport do uzgajalista, adaptacija na kavezne uvjete Zivota,
ozljede nastale tijekom manipulacije ribom ili sudaranja i zaplitanja u mrezu kaveza tijekom
transporta i uzgoja, u kombinaciji s raznim biotickim i abiotickim ¢imbenicima mogu
uzrokovati stres kod juvenilnih jedinki, koji ima snazni suprimiraju¢i u¢inak na sastavnice
urodene imunosti (Balli i sur., 2016; Honryo i sur., 2018; Magnadéttir, 2006; Meyer, 1991;
Munday i sur., 2003; Mylonas i sur., 2010; Ottolenghi, 2008). Urodena imunost je temeljni
obrambeni mehanizam kod riba te je vazna u zastiti od uzro¢nika bolesti i odrzavanju
homeostaze (Magnadottir, 2006). Pad imunosti uslijed stresnih uvjeta dovodi do osjetljivosti
na infekcije i razvoja bolesti (Kirchhoff, 2012; Polinski i sur., 2014; Rauta i sur., 2012) sto
lose utjeCe na rast i kondiciju (Mladineo i sur., 2006) i u konaénici moze rezultirati
mortalitetom i velikim gubicima u proizvodnji uzgajalista (Buentello i sur., 2016; Evans,
2015).
Tijekom zadnjih nekoliko desetlje¢a intenzivho se provode bioloska i populacijska
istrazivanja ekonomski vaznih vrsta tuna iz roda Thunnus (T. thynnus, T. orientalis, T.
maccoyii) koristenjem razli¢itih genetickih biljega, a prikupljeni podatci su znacajni za

razumijevanje njihove ekologije i evolucije, prvenstveno u svrhu ocuvanja populacija u



prirodnom okolisu, ali i razvoja odrzivog uzgoja u akvakulturi (Barton, 2002; Barton i
Iwama, 1991; Ferrara i sur., 2010; Rooker i sur., 2007).

1.1. Svrha istrazivanja

Svrha ovog istrazivanja je pridonijeti poznavanju populacijske genetike atlantske
plavoperajne tune T. thynnus ulovljene u Jadranskom moru, kao i utjecaju uzgojnog ciklusa
na prisutnost pojedinih alela u populaciji i posljedi¢no prezivljavanje ove vrste. Razvojem i
optimizacijom nove skupine mikrosatelitskih biljega za genotipizaciju lokusa koji se nalaze
u, ili u blizini kodirajucih regija gena povezanih s imunoloskim sustavom i odgovorom na
stres, dat ¢e se znanstveni doprinos poznavanju populacijske genetike atlantske plavoperajne

tune u kaveznom uzgoju.

1.2. Cilj istrazivanja

Cilj ove disertacije je razviti i optimizirati nove potencijalno informativne
mikrosatelitne biljege u, ili u blizini kodiraju¢ih regija gena povezanih s imunoloskim i
stani¢nim sustavom aktivnog transporta, te pomocu njih istraziti moguée razlike u
genotipovima divljih juvenilnih jedinki atlantske plavoperajne tune koje ulaze u kavezni
uzgoj i jedinki koje prezive do kraja uzgojnog ciklusa u Jadranskom moru.

Nadalje, pomoc¢u novih mikrosatelitnih biljega cilj je utvrditi potencijalne biljege koji bi
mogli posluzili za otkrivanje jedinki u novoulovljenoj populaciji juvenilnih tuna iz

Jadranskog mora sklonijih slabijem odgovoru na stres tijekom uzgojnog ciklusa.

1.3. Opseg rada

Istrazivanje je provedeno na 334 uzorka atlantske plavoperajne tune iz dva uzastopna
uzgojna ciklusa na uzgajalistu u blizini juzne strane otoka Braca u sredisnjem dijelu
Jadranskog mora. Takoder u ovom istrazivanju je razvijeno i na uzorkovanim jedinkama tune

testirano 25 mikrosatelitnih lokusa.



1.4. Metode rada

U istrazivanju je koriStena genotipizacija mikrosatelitnih lokusa $to je standardna
metoda za istrazivanje geneticke raznolikosti.
sveprisutni oblik ponavljajuée DNA u eukariotskom i prokariotskom genomu, a zbog
mogucnosti brze i jednostavne amplifikacije PCR reakcijom (engl. Polymerase Chain
Reaction) (Chistiakov i sur., 2006; Li i sur., 2002) koriste se u raznim podrucjima genetickih,
ekoloskih i medicinskih istrazivanja (Antoniou i sur., 2017; Broughton i Gold 1997; Carlsson
i sur., 2004, 2007; Chistiakov i sur., 2006; Riccioni i sur., 2010a i b, 2013, 2017). Nalaze se u
kodiraju¢im i nekodiraju¢im regijama DNA i obuhvacaju veliki udio genetickog materijala.
lako se ve¢inom smatraju evolucijski neutralnim biljezima (Li i sur., 2002) mogu biti
povezani s kodiraju¢im regijama gena, poput EST-SSR (engl. Expressed Sequence Tag-
Simple Sequence Repeat) biljega, pa njihovi polimorfizmi mogu imati utjecaj na ekspresiju
funkcionalnih gena, a time i na fitness jedinki povezan s pripadajuc¢im svojstvima (Chistiakov
i sur., 2006; Li i sur., 2011; Vasemagi i sur., 2005). EST (engl. Expressed Sequence Tags)
mogu sadrzavati brojne mikrosatelite (Ellis i Burke, 2007). To su mali dijelovi DNA sljedova
koji se dobiju sekvenciranjem jednog ili oba kraja eksprimiranog gena. Razvoj
mikrosatelitnih biljega iz EST pokazao se kao moguéa opcija za dobivanje visokokvalitetnih
biljega (Gupta i sur., 2003) koji su mnogo oc¢uvaniji unutar taksonomskih granica nego $to su
to neutralni mikrosateliti, stoga se sve ¢esce koriste u genetickim istrazivanjima (Agostini i
sur., 2013; Ellis i Burke, 2007; Vasemaégi i sur., 2005).

U ovom istrazivanju su odabrani mikrosateliti razvijeni na kalupu EST sljedova iz
prethodno razvijene normalizirane cDNA (engl. complementary DNA) knjiznice tkiva T.
thynnus u Laboratoriju za akvakulturu, Instituta za oceanografiju i ribarstvo u Splitu
(Trumbi¢, 2015). Izbor je napravljen prema funkcionalnom opisu sljedova gena na kojima je
pronaden mikrosatelitni motiv, a koji se mogu dovesti u vezu s razli¢itim vidovima
imunoloskog i stani¢nog sustava aktivnog transporta kod tune kao nemodelnog organizma, te

otpornos§c¢u na uvjete stresa.



2. LITERATURNI PREGLED

U svjetskim morima zive tri vrste plavoperajne tune: atlantska plavoperajna tuna
(Thunnus thynnus) koja nastanjuje podruc¢je Atlantskog oceana i Sredozemno more; pacificka

plavoperajna tuna (Thunnus orientalis) koja nastanjuje sjeverni dio Tihog oceana, ali zalazi i

u juzni dio Tihog oceana, pred obale zapadne Australije i Papuanski zaljev; te juzna

Slika 1. Vrste plavoperajnih tuna: a) atlantska plavoperajna tuna (Thunnus thynnus); b)
pacificka plavoperajna tuna (Thunnus orientalis); ¢) juzna plavoperajna tuna (Thunnus

maccoyii) (izvor: www.fishbase.org; www.efishalbum.com).


https://hr.wikipedia.org/wiki/Papuanski_zaljev
http://www.fishbase.org/

Tablica 1. Geografski raspon, bioloSke osobitosti i status zaStite Medunarodne unije za
o¢uvanje prirode (engl. The International Union for Conservation of Nature; IUCN) tri vrste

plavoperajne tune (izvor: www.fishbase.org)

Vrsta Geografski raspon Rasr_)on D1_1_z1na Masa | Dob IUCNStatus
dubine | tijela zastite
Atlantska Usrozena
plavoperajna 0-985 | 458 | 684 | 32 %en |
tuna (Thunnus m cm kg |godine gl
thynnus) endangered)
Pacificka Raniiva
plavoperajna 300 | 450 15 (enJ |
tuna (Thunnus cm kg |godina g’
. . vunerable)
orientalis)
Jusna Kriti¢no
plavoperajna 50- 245 | 260 20 u‘%zcr’]zina
tuna (Thunnus 2743 m | cm kg |godina . glll
maccoyii) critically
endangered)

2.1. Sistematika atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus

Carstvo: Animalia

Koljeno: Chordata

Potkoljeno: Vertebrata

Nadrazred: Gnathostomata

Razred: Actinopterygii

Red: Perciformes

Podred: Scombroidei

Porodica: Scombridae

Rod: Thunnus

Vrsta: Thunnus thynnus (Linnaeus, 1758)



http://www.fishbase.org/

2.2. Rasprostranjenost atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus

Atlantska plavoperajna tuna je rasprostranjena u zapadnom dijelu Atlantskog oceana
od obala Kanade, Meksickog zaljeva, Kariba do Venezuele i Brazila, te u istocnom dijelu
Atlantskog oceana od obala Norveske do Kanarskih otoka, ukljuc¢ujuc¢i Sredozemno more i
juzni dio Crnog mora (Tablica 1). Duz tog podru¢ja migrira desetke tisu¢a kilometara,
prvenstveno u svrhu reprodukcije i potrage za hranom (Slika 2) (Abascal i sur., 2016; Block,
2001; Fromentin i Powers, 2005; Reeb, 2010; Rooker i sur., 2007; Taylor i sur., 2011,
Vanderlaan i sur., 2014). Juvenilne jedinke se najées¢e kreéu u jatima u pli¢im podruc¢jima
(epipelagijal), dok adultni primjerci zaranjaju u dublja i hladnija podru¢ja (mezopelagijal)
(Brill i sur., 1999; Ottolenghi, 2008).

Populacije unutar Atlantskog oceana su podijeljene na dva stoka (isto¢ni i zapadni
stok) pomocu 45° meridijana, temeljem razli¢ite dobi postizanja spolne zrelosti, odvojenog
podru¢ja mrijesta, geneticke diferencijacije i ponaSanja (Boustany i sur., 2008; Carlsson i
sur., 2004; 2007; Fromentin, 2009; Fromentin i Powers 2005; Riccioni i sur., 2010b; Viiias i
sur., 2011).

Slika 2. Podrucje rasprostranjenosti atlantske plavoperajne tune T. thynnus u Atlantskom
oceanu (svijetloplavo podrucje), podruc¢ja mrijesta (narancasto - zapadni stok, modro - isto¢ni
stok), crta odvajanja dva stoka 45° meridijanom (Zuta isprekidana linija) i migracijski putevi

(smede strelice) (izvor: www.pewtrusts.org).


http://www.pewtrusts.org/

2.3. Biolosko-ekoloske osobine atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus

Atlantska plavoperajna tuna je jedna od najveéih kostunjavih riba buduc¢i da moze
dosti¢i duzinu do 3 m, iako najcesce dostize od 0,5 do 2 metra. Moze teziti i do 680 kg te
dozivjeti dob od 40 godina. U odrasloj dobi rast u duzinu se usporava, dok se masa povecava
(Api i sur., 2018; Corriero i sur., 2005; Cort i sur., 2013; Neilson i Campana, 2008;
Santamaria i sur., 2009). Juvenilne jedinke nakon godinu dana dostizu masu od oko 4 kg i
duzinu od oko 60 cm, tune otprilike 10 godina starosti imaju masu od oko 150 kg i duzinu od
oko 200 cm, dok tune starosti 20 godina imaju masu i do 400 kg te duzinu od 300 cm
(Fromentin i Powers, 2005). U literaturi je zabiljezeno da zapadni stok raste brze nakon
dostizanja spolne zrelosti i dostize ve¢e duzine 0d isto¢nog stoka, te da muzjaci rastu brze od
zenki pa su proporcionalno ¢eséi u ulovu (ICCAT, 2017).

Tuna ima snazno mis$i¢avo tijelo vretenastog oblika, tamno plave boje s ledne, te srebrnkaste
s trbusne strane, o¢ima u ravnini s tijelom, adipoznim kapcima, te nizom malih perajica s
gornje i donje strane repne peraje koje joj sluze za odrzanje stabilnosti i smanjenje
turbulencija prilikom plivanja. Bo¢na pruga je uocljiva i proteze se duz Citavog tijela. Ledne
peraje su razdvojene uskim prostorom, prva je dugacka i trokutasta, a druga kratka i
zaSiljenog vrha. U prednjoj lednoj peraji se nalazi 12 do 15 tvrdih Zbica, a u drugoj jedna
tvrda i 13 mekanih. Prsne peraje su duze od trbusnih, a repna peraja je u obliku polumjeseca i
istih duzina na oba kraja. Zubi su maleni i koni¢ni, poslagani u jedan red s obje strane ¢eljusti
(Jardas, 1996).

Tuna je ,,savrSeni stroj za plivanje” i spada medu najbrze ribe u moru jer prilikom plivanja u
potrazi za hranom moze razviti veliku brzinu te roniti na velikim dubinama (Kitagawa i sur.,
2004). Krece se tuniformnim nacinom plivanja koje karakterizira minimalno bo¢no
pomicanje tijela, te snazne oscilacije repne peraje (Katz i sur., 2001; Shadwick i Syme 2008;
Syme i Shadwick, 2002). Ima relativno mali pliva¢i mjehur stoga stalno mora biti u pokretu
kako nebi tonula. To joj omoguc¢ava visa stopa aerobnog metabolizma u ¢emu joj za unosenju
dovoljne koli¢ine kisika pomaze velika povrsina skrgi i njihov tanki epitel. Nije u moguc¢nosti
koristiti kontrakcije Skrznih misi¢a operkuluma za izbacivanje vode kroz skrge, stoga se
koristi ,,ram” ventilacijom (kontinuiranim protokom vode kroz otvorena usta i skrge) koja je
energetski isplativija (Wegner i sur., 2013). Takoder, ima veliko i jako srce koje sudjeluje u
prijenosu kisika u tkiva odrzavajuci visoki krvni tlak i minutni volumen koji moze biti i do tri
puta veci nego kod ostalih vrsta riba (Blank, 2004; Brill i Bushnell, 2001; Korsmeyer i
Dewar, 2001).



Glavnu masu misica tvori veliki postrani misi¢ koji se prostire s obje strane tijela od glave do
repa. On se sastoji od miSi¢nih ploca (miomera) koje tvore oblik slova W i misi¢nih septa
(miosepta). Misi¢i se dijele na bijele (siromasni sarkoplazmom, male gustoce vlakana, slabe
prokrvljenosti, za snazno kratkotrajno plivanje i anaeroban rad) i crvene (nalaze se povrsinski
I postrano, bogati sarkoplazmom, velike gustoce vlakana, prokrvljeni, za neprekidne plivace
kontrakcije i aeroban rad). Crveni mi$i¢i su povezani s krvozilnim protustrujnim sustavom
(lat. rete mirabile) koji djeluje kao regulator topline omogucavaju¢i metabolicki aktivnim
tkivima da se zagriju iznad temperature okolne vode. Krvne zile kojima prolazi topla krv
mogu prenijeti toplinu na hladnu krv koja dolazi iz skrga i dostavlja kisik u misiée za plivanje
(Blank i sur., 2007; Collette i sur., 2001; Helfman i sur., 2009; Munday i sur., 2003). Ovakav
specifican nacin termoregulacije pruza tuni moguénost podnosenja ekstremnih promjena
temperatura tijekom potrage za plijenom u hladnijim i dubljim podrucjima, te doprinosi
sposobnosti prekooceanskih migracija duz Atlantskog oceana (Blank, 2004; Block, 2001;
Carey i Teal, 1969; Fromentin i Powers, 2005).

2.3.1. Ishrana atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus

Kao mnoge morske ribe, licinke atlantske plavoperajne tune se hrane malim
zooplanktonom (kopepodima i nauplijima kopepoda), li¢inkama drugih riba, ali mogu biti
sklone i kanibalizmu (Laiz-Carrion i sur., 2015; Llopiz i sur., 2015; Uriarte i sur., 2018).
Kopepodi su veoma vazni za zdravi razvoj li¢inki tuna zbog svoje sposobnosti sinteze visoko
nezasi¢enih masnih kiselina iz algi koje konzumiraju (Ajiboye i sur., 2010). Juvenilne i
adultne tune su vec¢inom predatori. Ishrana im se sastoji najve¢im dijelom od male pelagi¢ne
ribe poput srdele Sardina pilchardus, srdele goleme Sardinella aurita, papaline Sprattus
sprattus, in¢una Engraulis encrasicolous, haringe Clupea harengus, ali i od glavonozaca i
rakova (Battaglia i sur., 2013; Fromentin i Powers, 2005; Karakulak i sur., 2009; Sara i Sara,
2007; Sorell i sur., 2017; Uotani i sur., 1990; Varela i sur., 2014). U blizini obale se hrane i
morskim zvjezdac¢ama, kelpom i manjim obalnim vrstama riba. Nacin lova je razli¢it za svaki
pojedini plijen, npr. metoda ulova male plave ribe je zalijetanjem u njihova jata izazivajuci

im dezorijentaciju, a zatim ih naglim ubrzanjima ulove.



2.3.2. Razmnozavanje atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus

Atlantska plavoperajna tuna je oviparna i iteroparna vrsta (Corriero i sur., 2005;
Heinisch i sur., 2014; Schaefer, 2001). Spolno zrele jedinke se svake godine okupljaju u
podruc¢jima pogodnim za mrijest kada temperatura mora poraste na oko 24 °C (Block i sur.,
2005; Schaefer, 2001). Oplodnja se dogada neposredno u morskom stupcu, ikra je pelagic¢na i
promjera 1-1,2 mm, a li¢inke veli¢ine 3-4 mm izvale se nakon nekoliko dana. One sadrze
zumanjcanu vrecicu i relativno nerazvijen oblik tijela. Sadrzaj zumanjc¢ane vreéice Se potrosi
u roku od nekoliko dana, a zatim se po¢inju samostalno hraniti (Fromentin i Powers, 2005).
Fekunditet tune je izrazito velik; svaka spolno zrela zenka moze ispustiti 10-30 milijuna jaja,
medutim postotak prezivljavanja embrija do odraslog stadija je veoma nizak (Aranda i sur.,
2013).

Postizanje spolne zrelosti i sazrijevanje jaja i licinki ovisi 0 podruéju mrijesta i okolisnim
¢imbenicima poput temperature mora, strujanja, intenziteta svjetlosti i duljine dana (Masuma
i sur., 2011; Reglero i sur., 2018). Tune u isto¢nom dijelu Atlantskog oceana i u
Sredozemnom moru dostizu spolnu zrelost u dobi od oko 4 godine kada dostignu duzinu 110-
120 cm i masu od 30-35 kg, dok u zapadnom dijelu Atlantskog oceana postaju spolno zrele
mnogo kasnije, u dobi od 6-8, te ¢ak i do 11 godina starosti kada dostignu duzinu od oko 200
cm i masu od oko 150 kg (Block i sur., 2005; Corriero i sur., 2003, 2005; Dickhut i sur.,
2009; Heinisch i sur., 2015). Kod srodnih vrsta poput pacificke plavoperajne tune (T.
orientalis) i juzne plavoperajne tune (T. maccoyii) zabiljezena je sli¢na dob spolne zrelosti
kao i kod zapadnog stoka atlantske plavoperajne tune (Caton, 1991; Schaefer, 2001).

Mrijest se odvija u 2 podruéja; u Meksickom zaljevu u razdoblju izmedu travnja i lipnja kada
se povrSinska temperatura krece izmedu 22,6-27,5 °C, te u Sredozemnom moru u razdoblju
izmedu lipnja i kolovoza kada se povrSinska temperatura mora kre¢e izmedu 22,5-25,5 °C
(Boustany i sur., 2008; Cermefo i sur., 2015; Collette i sur., 2011; Corriero i sur., 2003;
Ravier, 2001; Richardson i sur., 2016; Rooker i sur., 2007). U Sredozemnom moru zabiljezen
je mrijest u nekoliko podru¢ja; u sredisnjem dijelu (podrucje Balearskih otoka i Tirensko
more) tijekom lipnja i srpnja te u istocnom dijelu (Levantinsko more) gdje se odvija nesto
ranije, tijekom svibnja i lipnja (Boustany i sur., 2008; Corriero i sur., 2003, 2005; Gordoa i
sur., 2009; Heinisch i sur., 2014; Medina i sur., 2002; Oray i Karakulak, 2005; Vidas i sur.,
2011).

Tijekom proslog desetljeca nekoliko puta je zabiljezen spontani mrijest tune u kavezima

uzgajalista duz Sredozemnog mora ukljucujuci i Jadransko more, medutim tek se koristenjem
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molekularnih metoda potvrdilo da su li¢inke uzorkovane u kavezima u uzgajalistu tune zaista
jedinke T. thynnus budu¢i da se uobiCajena prijasnja Karakterizacija li¢inki i juvenilnih
jedinki ve¢inom temeljila na morfoloskoj identifikaciji (Dzoi¢ i sur., 2017; Gordoa i sur.,
2009; Grubisi¢ i sur., 2013; Medina i sur., 2016; Puncher i sur., 2015). Glavni okida¢ za
mrijest tuna je nagli porast temperature na oko 24 °C (Schaefer, 2001), $to je u Jadranskom
moru zbog njegove plitkosti ¢esta pojava tijekom ljetnih mjeseci (Lionello i sur., 2012;
Lipizer i sur., 2014; Shaltout i Omstedt, 2014).

2.4. Regulacija ribolova i uzgoja atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus

Atlantski ocean u kojem obitavaju atlantske plavoperajne tune je pod nadleznoscu
razli¢itih drzava, a veliki udio obuhvacaju i medunarodne vode, stoga je za u¢inkovitu zastitu
ove vrste bilo potrebno uspostaviti organizaciju ¢ija bi uloga bila koordiniranje i razmjena
znanstvenih i ribolovnih podataka. U tu svrhu je 1969. godine u Rio de Janieru osnovana
Medunarodna komisija za ocuvanje 1 zastitu atlantskih tuna (engl. The International
Commission for the Conservation of Atlantic Tunas - ICCAT) ¢ija je glavna zadaca oCuvanje
i kontrola izlova atlantske plavoperajne tune i ostalih migratornih vrsta u Atlantskom oceanu,
Sredozemnom moru te pripadaju¢im rubnim morima.

Djelovanje ICCAT-a obuhvaca niz aktivnosti, npr. provodenje istrazivanja koja ukljucuju
oceanografiju, biometriju i ekologiju s naglaskom na utjecaj ribolova na gusto¢u stokova u
prirodi, prikupljanje i statisticku analizu podataka o stanju ribljih fondova u podrué¢jima
nadleznosti, te prikupljanje podatka o prilovu ulovljenom prilikom lova tune, a koji nije
predmet interesa drugih medunarodnih ribarskih udruzenja. Jedna od najvaznijih djelatnosti
je nadzor stokova tune te propisivanje razli¢itih mjera upravljanja ovom vrstom, medu kojima
su najznacajnije izlovne kvote. Kvote se odnose na maksimalne dopustene ulovne veli¢ine u
tonama i dodjeljuju se od 1982. godine jednom godisnje, za svaku drzavu ¢lanicu zasebno, na
temelju znanstvenih podataka, ali i povijesnih podataka o ulovu i ribolovnoj floti, te se
propisuju za svaki ribolovni alat posebno. Drzave koja nisu ¢lanice ICCAT-a tunu ne smiju
loviti, uzgajati i stavljati u promet. Kvote nisu vezane za teritorijalno more pojedinih ¢lanica,
ve¢ za same brodove $to znaci da brodovi mogu loviti bilo gdje u podru¢ju nadleznosti
ICCAT-a, dok su unutar kvote mati¢ne drzave. Osim kvota, ICCAT propisuje i vrijeme
lovostaja, minimalne ulovne veli¢ine, nacin uporabe ribolovnih alata, te nacin pracenja i
prikupljanja podataka o ulovu, nasadu, uzgoju i trgovini tunom. Sve te mjere se mijenjaju

tijekom godina na temelju podataka dobivenih znanstvenim istrazivanjima koja pokazuju da
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se stokovi postepeno oporavljaju (Karakulak i sur., 2016), ali u veéini drzava minimalna
veli¢ina ulovnih jedinki je ograni¢ena na masu od 30 kg i veli¢inu od 115 cm duzine. Za
razliku od ostalih drzava u Sredozemnom moru te ¢injenice da je Jadransko more specifi¢no
podrucje u koje zalaze manji primjerci tune prvenstveno radi hranjenja malom plavom ribom,
ICCAT je 2006. godine Republici Hrvatskoj odobrio ulov tune minimalne ulovne mase od 8
kg, te minimalne izlovne mase od 30 kg (Mylonas i sur., 2010; Katavi¢ i sur., 2003). Ta
ulovna masa vrijedi samo za potrebe uzgoja te su ribari zakonski obavezni prehranjivati
nedorasle jedinke dok ne dostignu prosjecnu masu od minimalno 30 kg. Za postizanje
navedenog potrebno je najmanje 18 mjeseci, stoga prosjeCan uzgoj tune u Republici
Hrvatskoj traje dvije do tri godine (Mylonas i sur., 2010; Ottolenghi, 2008).

Kavezni uzgoj je primarno ribarska djelatnost kojom se proizvodi hrana, obavlja se na
pomorskom dobru te je potrebna koncesija za gospodarsko koristenje pomorskog dobra za
djelatnost uzgoja koja se dobiva od Ministarstva mora, prometa i infrastrukture. Budu¢i da
hrvatsko teritorijalno more pripada Sredozemnom moru i Atlantskom oceanu u njemu se
moze Uzgajati samo atlantska plavoperajna tuna koja u to podruc¢je dolazi iskljucivo radi
hranjenja. Ribolov i uzgoj tune je reguliran nizom zakonskih propisa od kojih je najvazniji
Pravilnik o ulovu, uzgoju i prometu tune (T. thynnus), igluna (Xiphias gladius) i iglana
(Tetrapturus belone). Tim pravilnikom se u svrhu racionalnog gospodarenja i zastite tune
propisuje drzavna ulovna kvota, ukupna izlovna kvota te dopustena izlovna kvota tuna po
pojedinim oblicima ribolova i ribolovnim alatima; zatim mjere obavljanja ribolova,
dozvoljeni alati i oprema; mjere upravljanja kapacitetom ribolovne flote za ulov; vremenska
zabrana koristenja pojedinih ribolovnih alata, minimalna ulovna veli¢ina; na¢in obavljanja
sportskog ribolova tune (T. thynnus), igluna (X. gladius) i iglana (T. belone); na¢in obavljanja
rekreacijskog ribolova tune (T. thynnus), igluna (X. gladius) i iglana (T. belone); nacin
obavljanja radnji prebacivanja, prekrcavanja, stavljanja ribe u kaveze, izlova i iskrcaja;
dozvoljen ukupni uzgojni kapacitet; dozvoljena ukupna ulazna koli¢ina tuna u uzgajalista;
mjere obavljanja uzgoja; obveze izvjestavanja te dostava podataka o ulovu, prebacivanju,
prekrcaju, iskrcaju i uzgoju; evidencija ulova i unakrizna provjera podataka; upotreba sustava
pracenja plovila; program promatrac¢a na ribarskim plovilima i uzgajalistima, te trziSne mjere
(NN 4/2017). U pravilniku su takoder navedeni propisi 0 vremenu i nacinu ribolova, te upute
ovlastenicima povlastice za uzgoj. Izlov se obavlja nakon dostizanja trzisno prihvatljive
cijene i velicine ribe, 0 ¢emu su ovlastenici povlastice za uzgoj tune duzni prije planiranog
provodenja izlova obavijestiti nadlezno ministarstvo. Izlov tuna s uzgajalista, njihov prekrcaj

na plovilo za preradu i prijevoz, te ispravnost i uskladenost svih radnji i dokumentacije
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kontrolira ribarska inspekcija. Tijekom izlova, u svrhu dobivanja podataka o duzini i masi
tuna izlovljenih iz svih instalacijskih kaveza, provodi se znanstveno uzorkovanje 100 jedinki
za svakih 100 tona zive tune, odnosno 10% od ukupnog broja tuna u pojedinom uzgojnom
kavezu (NN 4/2017).

2.4.1. Kavezni uzgoj atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus

Akvakultura je kontrolirani uzgoj vodenih organizama (FAO, 2009). Jedna je od
najbrze rastu¢ih aktivnosti u proizvodnji hrane u posljednjih nekoliko godina koja ¢ini skoro
polovicu svjetske opskrbe vodenim organizmima za ljudsku prehranu. Marikultura, kao dio
akvakulture, podrazumijeva kontrolirani uzgoj riba, rakova, mekusaca i vodenoga bilja u
morskoj ili bocatoj vodi. Odvija se u bazenima, plutaju¢im kavezima ili drugim uzgojnim
instalacijama koje se smjestaju u zasticene dijelove priobalnoga mora. U Republici Hrvatskoj
ukljucuje uzgoj bijele i plave ribe i skoljkasa. Najznacajnije vrste morskih riba u uzgoju su
lubin (Dicentrarchus labrax), komarca (Sparus aurata) i atlantska plavoperajna tuna (T.
thynnus), a od skoljkasa modra dagnja (Mytilus galoprovincialis) i plosnata kamenica (Ostrea
edulis). Od ostalih vrsta u uzgoju znacajne su Jakobova kapica (Pecten jacobaeus), hama
(Argyrosomus regius), pic (Diplodus puntazzo), zubatac (Dentex dentex), pagar (Pagrus
pagrus) i romb (Scophthalmus maximus) (www.mps.hr).

Atlantska plavoperajna tuna spada u iznimno vazne riblje vrste u gospodarstvu te se
lovi stolje¢ima zbog svog ukusnog i hranjivog mesa. Meso joj obiluje skupinama tvari
potrebnih ljudskom organizmu poput nezasi¢enih masnih kiselina (omega-3 masne kiseline),
proteina, esencijalnih aminokiselina, vitamina, te elemenata fluora, natrija, kalcija i joda.
Smatra se da konzumacija ove namirnice pogoduje reduciranju masnoce U Krvi, sprecavanju
bolesti kardiovaskularnog sustava, pomoci u prevenciji nastanka tumora i opéenito pridonosi
boljem zdravstvenom stanju organizma (Garaffo i sur., 2011; Mozaffarian i sur., 2003; Ozden
i sur., 2018).

Kavezni uzgoj tune ima dva oblika:

a) uzgoj temeljen na ribolovu

b) uzgoj temeljen na induciranom mrijestu

a) Uzgoj tune temeljen na ribolovu je najstarija i najzastupljenija metoda. Osniva se na
principu da se juvenilni primjerci tune ulove u svom prirodnom stani§tu mrezama

plivaricama i transportiraju u instalacijske kaveze gdje se hrane (tove) s ciljem povecanja
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mase (prirasta) do zadovoljavajuce trzisne mase i kvalitete mesa (Giménez-Casalduero i
Sanchez-Jerez, 2006; Mylonas i sur., 2010; Ottolenghi, 2008).

Ovim nacinom kaveznog uzgoja tune u Jadranskom moru se zapocelo 1996. godine od strane
povratnika iz Australije, temeljem iskustva uzgoja juzne plavoperajne tune (T. maccoyii)
(Katavi¢ i sur., 2003; Miyake i sur., 2003). Danas u Republici Hrvatskoj djeluje nekoliko
uzgajaliSta na podrucju Zadarske i Splitsko-dalmatinske Zzupanije te ova grana gospodarstva
ima vazan socio-ekonomski znacaj, posebice u otvaranju novih radnih mjesta, obnovi
ribarske flote, izgradnji kopnene ribarske infrastrukture i logistike, te razvoju prate¢ih
djelatnosti vezanim uz nabavu hrane.

Ova metoda uzgoja se sastoji od nekoliko faza:

1) Ribolov - nabava nasadnog materijala

Ribolov se obavlja posebno opremljenim brodovima - tunolovcima plivari¢arima. Potrebno je
prvo otkriti jata tuna u otvorenom moru te ih uz pomo¢ radne brodice (engl. skiff) kojoj je
svrha pridrzavanje jednog kraja mreze dok plivarica otpustaju¢i mrezu okruzuje jato, uloviti i
prebaciti u transportne kaveze.

2) Prijevoz ulovljenih tuna do uzgajalista

Nakon otkrivanja, ulova i prebacivanja u transportne kaveze, tune se tegljatem polagano
dovlace do instalacijskih kaveza uzgajalista. Transportni kavezi su armirane konstrukcije s
plutaju¢im elementima povezane s brodom konopom duzine 150-200 m, kako bi se smanjila
naprezanja u plovidbi. Brod koji vuce transportni kavez mora se kretati vrlo sporo, brzinom
od 1 do najvise 1.5 ¢vora (Nm/h), pa transport do uzgajalista zna potrajati i do nekoliko
tjedana.

3) Uzgoj tuna u instalacijskim kavezima

Nakon prebacivanja tune iz transportnih kaveza u instalacijske kaveze u uzgajalistu slijedi
najvazniji dio uzgoja. Vizualnom procjenom ronioca odreduje se koli¢ina nasadnog
materijala, tj. broj ulovljenih jedinki, te njihova duzina i masa. Instalacijski uzgojni kavezi su
plutaju¢i kavezi pucinskog (engl. offshore) tipa koji mogu izdrzati snazne nalete valova i
vjetra. Osnovni parametri na temelju kojih se odreduje potrebna povrSina za uzgajanje
odredene mase tuna su dubina podrucja uzgajalista, dubina kaveza za uzgoj, trajanje
uzgojnog ciklusa i tehnika sidrenja. Nadalje, potrebno je odabrati miran polozaj udaljen od
obale, s malim prometom plovila i ostalim potencijalno uznemirujuc¢im aktivnostima te sa sto
boljom kakvo¢om vode i bogato prirodnom hranom. Uz pravilan odabir osobitosti kaveza

(oblik, velicina i dubina) sve navedeno utjece na bolji prirast, konverziju hrane, smanjenje
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stresnih uvjeta i smrtnosti tijekom uzgojnog ciklusa (Katavi¢ i sur., 2016; Ottolenghi, 2008;
Tsuda i sur., 2012).

U uzgajalistima se juvenilne jedinke tune hrane do sitosti nekoliko puta dnevno svjezom i
odmrznutom malom plavom ribom, glavonoscima, rakovima te haringama iz uvoza u
razdoblju od Sest mjeseci do tri godine, tj. do postizanja Zeljene konzumne veli¢ine i mase
(Buentello i sur., 2016). Dnevna koli¢ina hrane koju ribe pojedu ovisi 0 uzrastu, planskim
ciljevima uzgajivac¢a i vanjskim okoliSnim uvjetima, pogotovo temperaturi. Konzumacija
hrane se najbolje odvija u ljetnim mjesecima te se smanjuje s opadanjem temperature mora
(Claireaux i Lagardere, 1999; Klinger i sur., 2016). Vremenska duljina uzgoja ovisi 0
pocetnoj masi ribe, zahtjevima i cijeni na trzistu, a naroc€ito 0 veli¢ini ulovne kvote jer kako
se smanjuje kvota, vrijednost ribe raste.

4) lIzlov uzgojne tune i priprema za trziste

Nakon odredenog perioda uzgoja slijedi zadnji dio uzgojnog ciklusa. Najveci dio uzgojene
tune je namijenjen japanskom trziStu gdje se tuna konzumira sirova, stoga su zahtjevi
kakvoce mesa veoma visoki. Usmr¢ivanje ribe treba obaviti brzo, humano i u¢inkovito, bez
izazivanja stresa ili umaranja tune kako bi se minimalizirala koncentracija mlije¢ne kiseline u
tkivu koja mesu daje ,,izgoreni*“ okus i znatno snizava cijenu na trzistu. Mlije¢na kiselina
nastaje kada se tuna ,,bori“ prije smrti zbog prenapucenosti u lovnim mrezama jer tada nema
mjesta za plivanje i ne moze dobiti odgovarajucu koli¢inu kisika. Postoji nekoliko nacina
izlova, a izbor ovisi 0 veli¢ini riba. U hrvatskim uzgajalistima se primjenjuje ,,Tanguchijeva
ili Iki-jime metoda“ koja zapoc¢inje sakupljanjem jata riba uz bok broda, te se pomo¢ ronioca
svaka jedinka dovodi do platforme gdje je radnici s broda preuzimaju i uz pomo¢ kuke
izvlace na brod. Na brodu slijedi postupak unistavanja mozga i ledne mozdine tune ubodom
pomocu metalnog $iljka u ¢eonu kost, te uvlacenjem celi¢ne sonde duzine 1 m Cime se
uniStava sredi$nji ziv€ani sustav, $to uzrokuje momentalnu smrt. Ova metoda se smatra
najhumanijom, a njenom primjenom kvaliteta mesa ostaje na najvisoj razini. Nakon
usmréivanja presijecaju se lateralne arterije s ciljem odstranjivanja krvi jer ona smanjuje
kvalitetu mesa i rok uporabe tune kao proizvoda. Potom se vadi utroba, uklanjanju skrge te se
riba smrzava i prebacuje u japanske brodove hladnjace ili odvozi u ribopreradivacke tvrtke na
daljnju obradu (Blanc i sur., 2005; Mylonas i sur., 2010; Ottolenghi, 2008).

b) Uzgoj temeljen na umjetnom (induciranom) mrijestu ne koristi roditeljske populacije tuna
ulovljene u divljini nego se, imitirajuéi uvjete u prirodi, tune navodi na mrijest u kavezima i

tako zatvora krug uzgoja. To je relativno nova metoda koja pokazuje veliki potencijal za
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smanjenje ribolovnog pritisaka na prirodne populacije i zadovoljavanje rastuceg trzista sushi i
sashimi delikatesa, ali zahtjeva zna¢ajna novcana sredstva i jo§ mnogo istrazivackog rada
prvenstveno zbog slozenih reprodukcijskih osobina tune (Masuma i sur., 2011; Ortega i sur.,
2013; Purcell i sur., 2013).

Prve pokusaje umjetnog mrijesta pacificke plavoperajne tune zapoceli su znanstvenici na
japanskom sveucilistu Kindai University 1970-ih godina, ali su u poc¢etku sva oplodena jaja i
embriji ugibali unutar par tjedana. Nakon niza godina pokusaja, znanstvenici su 2002. godine
uspjeli potpuno zatvoriti zivotni ciklus i1 uzgojiti li¢inke od odrasle umjetno uzgojene
pacificke plavoperajne tune (Kato i sur., 2008; Masuma i sur., 2008, 2011; Sawada i sur.,
2005). Posljednjih godina je proizvodnja u ovom sektoru akvakulture u stalnom porastu
buduc¢i da japanski znanstvenici uspijevaju prevladati ve¢inu izazova na ovom podrucju S
kojima se suocavaju ostala uzgajalista diljem svijeta. Medutim, jo§ uvijek je stopa uginuca
licinki vrlo visoka, a glavni razlozi su stres, pothranjenost uslijed lose palatabilnosti hrane,
kanibalizam, ozlijede kraljeznice i koze uslijed sudaranja sa stijenkama bazena te
nemogucénost proizvodnje dovoljnog broja kopepoda za prehranu li¢inackih stadija tune
(Benetti i sur., 2016; De Metrio i sur., 2010; Higuchi i sur., 2013; Honryo i sur., 2013;
Kadota i sur., 2016; Masuma i sur., 2008, 2011; Miyashita i sur., 2000; Patridge i sur., 2013;
Sabate i sur., 2010; Sawada i sur., 2005).

Istrazivanja umjetnog mrijesta kod atlantske plavoperajne tune su zapocela mnogo kasnije u
Spanjolskoj, Malti, Grékoj, Hrvatskoj, Egiptu i Turskoj projektima Europske unije: DOTT,
REPRODOTT, SELFDOTT i TRANSDOTT (Miyake i sur., 2003; Mylonas i sur., 2010;
Zohar i sur., 2016). Prvi projekt DOTT (engl. Domestication of Thunnus Thynnus; 2001-
2002) je imao za cilj razviti strategiju za provodenje zatvorenog ciklusa uzgoja atlantske
plavoperajne tune u Europi. Projektom REPRODOTT (engl. Reproduction of the Bluefin
Tuna in Captivity - Feasibility Study for the Domestication of Thunnus thynnus; 2003-2005)
se istrazivala moguénost reprodukcije tuna u zatocenistvu, projekt SELFDOTT (engl. From
Capture-based to Self-sustained Aquaculture and Domestication of Bluefin Tuna, Thunnus
thynnus; 2008-2011) je bio usmjeren na razvoj protokola za uzgoj hrane za li¢inacki stadij, a
TRANSDOTT (engl. Translation of Domestication of Thunnus thynnus into an Innovative
Commercial Application; 2012-2014) je obuhvatio rezultate iz prijasnjih projekata kako bi
razvio smjernice za komercijalno isplativ uzgoj tune na ovaj nacin (Boéttcher, 2014; De la
Gandara i sur., 2010; Ortega i sur., 2013). Medutim, unato¢ znacajnim uspjesima

znanstvenika koji su uspjeli dobiti li¢inke tune u zatvorenom ciklusu, do danas jos ovakav
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naéin uzgoja nije u potpunosti komercijalno isplativ (Benetti i sur., 2016; Masuma i sur.,
2011; Ortega i sur., 2013).

2.4.2. Utjecaj kaveznog uzgoja na imunoloski sustav atlantske plavoperajne tune Thunnus

thynnus

Povrsina ribe je prekrivena sluzi koja ima baktericidno djelovanje, olaksava ribi
kretanje kroz vodu smanjujuéi trenje te pomaze u kontroli koli¢ine vode u tijelu. Prilikom
manipulacije ribom tijekom ulova i transporta ¢esto dolazi do mjestimi¢nog gubitka sluzi i
ljuski, te mehanickog ostecenja tkiva $to olakSava prodiranje patogena u organizam. To kod
juvenilnih riba slabijeg imunoloskog sustava predstavlja veliku moguénost za razvoj bolesti,
buduci su mnogo osjetljivije od odraslih jedinki koje su tijekom godina razvile otpornost na
mnoge infekcije (Munday i sur., 2003; Schreck i sur., 2016).

Tijekom uzgojnog ciklusa jedinke tune su neprestano izlozene raznim bioti¢kim i
abiotickim ¢imbenicima Koji uzrokuju stresne uvjete i utje¢u na odrzavanje homeostaze u
organizmu. Uzgojne aktivnosti poput pracenja jata brodovima, ulov, transport do uzgajalista,
te manipulacija prilikom preseljenja u instalacijske kaveze, izvori su stresa koji negativno
utjeGe na imunoloski sustav, ¢ine¢i ga slabijim $to pridonosi nastanku bolesti, gubicima
tijekom uzgojnog ciklusa u vidu uginuéa ili izostanka odgovarajuceg prirasta prezivjelih
jedinki (Balli i sur., 2016; Benetti i sur., 2016; Buentello i sur., 2016; Caruso i sur., 2005;
Evans, 2015; Higuchi i sur., 2013; Honryo i sur., 2013, 2018; Iversen i sur., 1998; Kirchoff,
2012; Magnadottir, 2006; Masuma i sur., 2011; Mateus Bonga, 2017; Meyer, 1991; Mylonas
i sur., 2010; Ottolenghi, 2008; Rauta i sur., 2012; Wendelaar i sur., 1997). Na rast i zdravlje
jedinki tijekom kaveznog uzgoja utjecu i razli¢iti ¢imbenici U okoliSu poput temperature,
kvalitete i saliniteta mora, kakvoce, koli¢ine i sastava hrane, osmotskih prilika, koncentracije
ugljicnog dioksida u vodi, prisutnost raznih zagadivaca i teskih metala, ali i organizacija
uzgoja od strane uzgajivaca (Kvamme i sur., 2013; Masuma i sur., 2011; Tsuda i sur., 2012).
Temperatura mora je vazan Cimbenik jer utjeCe na brzinu metabolickih procesa, sintezu
antitijela nakon ulaska patogena u organizam, odreduje podrucje kretanja tuna, pa njena
promjena, pogotovo nagli pad, za tune u kavezima moze biti izraziti stresor koji povecava
rizik od nastanka bolesti (Klinger i sur., 2016; Polinski i sur., 2013, 2014). Takoder,
povecanje koli¢ine nasada ribe u kavezima uzrokuje povecanje koncentracije organskih tvari,
koncentracije izlucenih tvari (urea, izmet, neprobavljena hrana), te pad kisika Sto predstavlja

idealnu podlogu za razvoj brojnih mikroorganizama i patogena, §to povecava rizik od
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nastanka bolesti i negativno utjece na prirast ribe (Barton, 2002; Barton i lwama 1991; Davis,
2010; Kitagawa i sur., 2000; Mladineo i sur., 2008; Mladineo i Tudor, 2004; Moyle i Cech,
2004; Teo i sur., 2007; Terova i sur., 2005). Kod mnogih vrsta plavoperajnih tuna zabiljezen
je pad urodene imunosti i uginuca uzrokovana dugotrajnom izloZeno$¢éu virusnim i
bakterijskim infekcijama te raznim nametni¢kim organizmima Kkoji su cesto prisutni u
podru¢jima uzgajalista (Deveney i sur., 2005; Mladineo i Tudor 2004; Mladineo 2006;
Mladineo i sur., 2006, 2008; Munday i sur., 2003; Nowak i sur., 2006; Polinski i sur., 2014;
Sakthivel i sur., 2016). Jedan od ¢imbenika koji uzrokuje stres je i sama duljina kaveznog
uzgoja. Evans (2015) je u svom istrazivanju utjecaja stresa i imunoloskog odgovora kod
juzne plavoperajne tune u kaveznom uzgoju zabiljezio vise razine pokazatelja stresa kod
jedinki koje su duzi vremenski period drzane u kavezima (18 mjeseci umjesto uobicajenih 6-
8) Sto ukazuje na smanjenje imunokompetencije organizma s duljinom uzgoja (Ellis i sur.,
2009; Evans, 2015; Mladineo i sur., 2008). Odgovor organizma na stresne uvjete najéesce je
reguliran slozenom interakcijom vise razlic¢itih gena, te je potrebno dobro poznavati ulogu
svakog zasebno te njihovu medusobnu povezanost, buduc¢i da varijacije u broju alela
uzrokovane mutacijama mogu imati ulogu u regulaciji transkripcije, sto u konacnici moze
utjecati na ekspresiju gena, dovesti do promjene u fenotipu ili uzrokovati nastanak oboljenja
(Conner i Hartl, 2004; Li i sur., 2004).

Tijekom posljednjih godina uslijed brojnih istrazivanja donesene su smjernice za ucinkovitiju
metodologiju ulova, transporta i uzgoja (Beaz i Nuifiez, 2003; De Bartolome i Mendez, 2005)
koje su rezultirale smanjenjem postotka smrtnosti (Evans, 2015; Katavi¢ i sur., 2003;

Nakada, 2008), iako ovaj problem i dalje uzgajivacima predstavlja veliki izazov.

2.5. Genska raznolikost

Genska raznolikost dio je ukupne bioloske raznolikosti, a opisuje varijaciju na razini
DNA unutar neke populacije ili vrste (Frankham i sur., 2002). Temelj je evolucijskog razvoja
jer visa razina raznolikosti omogucava bolju prilagodbu populacija i vrsta u promjenjivom
okolisu, a njen gubitak utjece na smanjenje njihove dugorocne prilagodljivosti. Postoje dvije
glavne vrste genske raznolikosti: adaptivna i neutralna. Neutralna se analizira razli¢itim
molekularno-genetickim laboratorijskim metodama sto zna¢i da otkrivene varijante gena
nemaju izravan ucinak na fitness. Selektivno je neutralna i ne govori nista o adaptivnom ili
evolucijskom potencijalu vrste ili populacija. Medutim, neutralni biljezi imaju potencijal za

istrazivanje procesa poput protoka gena, genetickog pomaka, mutacija i migracija alela. Alel
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je alternativni oblik gena koji se nalazi na odredenom mjestu, tj. lokusu homolognog para
kromosoma. Organizam za svaku osobinu nasljeduje dva alela, po jedan od svakog
roditelja. Jedinke mogu biti homozigotne (imaju identi¢ni par alela) ili heterozigotne (imaju
dva razlicita alela). Kada na lokusu postoje dva ili vise alela tada je on polimorfan, uz uvjet
da se drugi alel javlja u populaciji s frekvencijom 5% ili vise. Adaptivna genska raznolikost
je pod utjecajem prirodne selekcije te se analizira u kvantitativnim genetickim
eksperimentima pod kontroliranim i ujednacenim uvjetima okoline (Holderegger i sur., 2006;
Kirk i Freeland, 2011).

Genska raznolikost nastaje kao posljedica mutacija i rekombinacija. Mutacije utjecu na
stvaranje novih alela i u kracem vremenskom razdoblju imaju slab utjecaj na promjenu
geneticke strukture neke populacije, medutim, dugoroéno u kombinaciji s drugim
evolucijsko-adaptacijskim procesima predstavljaju nezaobilazan izvor geneticke raznolikosti
u populacijama. Migracije alela, odnosno izmjene alela izmedu razli¢itih populacija,
omogucéavaju unos novih alela u populaciju, tj. povecavaju njenu geneti¢ku raznolikost, ali
kroz dulje vremensko razdoblje mogu utjecati i na smanjenje geneticke diferenciranosti
izmedu populacija. Promjena frekvencije (ucestalosti) nekog alela u populaciji ovisi 0
intenzitetu i koli¢ini migracije, te o razlikama u frekvencijama alela izmedu dvije populacije.
Geneticki pomak (engl. genetic drift) je pojava slu¢ajnih promjena frekvencija alela, a time i
promjena u genotipskim frekvencijama zbog sluc¢ajnog odabira alela iz roditeljske generacije
koji se prenose na potomstvo. U izrazito malim populacijama, kakve su obi¢no populacije
ugrozenih vrsta, geneticki pomak moze uzrokovati povecanje homozigotnosti i ucestalosti
letalnih alela tijekom nekoliko generacija (Halligan i Keightley, 2003; Lobo, 2008). Na
smanjenje genske raznolikosti znacajan utjecaj ima i krizanje u srodstvu unutar malih
populacija (Frankham i sur., 2002; Markert i sur., 2010), stoga veéinu ugrozenih populacija
karakterizira mala ili opadajuca veli¢ina populacija s nizom genetickom raznolikos¢u.
Genska raznolikost neke vrste moze pruziti informacije o podrijetlu populacija, razini
krizanja u srodstvu, prilagodbama lokalnim uvjetima okoline ili Sirenju stanista, a
poznavanje razine, obrasca i uzroka geneticke raznolikosti neke vrste nuzna je informacija
za njen uzgoj, izradu programa ocuvanja ili taksonomska evolucijska i ekoloska istrazivanja
(Geller i sur., 2010).

Genska raznolikosti se istrazuje pomoc¢u genetickih biljega koji iskljucuju sve subjektivne
procjene te omoguéuju brze odredivanje stupnjeva ugrozenosti populacija, pracenje stupnja
krizanja u srodstvu, stvaranje genetskih mapa, donosenje zakljucaka o taksonomskim i

filogenetskim odnosima izmedu vrsta, ¢ime Se moguénost pravovremenog djelovanja u
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njihovoj zastiti uvelike pove¢ava (Amaral i sur., 2017; Diaz-Arce i sur., 2016; Frankham i
sur., 2002; Hedrick, 2004; Schulman, 2007).

Geneticki biljezi oznacavaju nasljedna svojstva koja pokazuju odredeni stupanj varijabilnosti
medu istrazivanim jedinkama, a koja nastaju zbog promjena u nukleotidnom slijedu uslijed
djelovanja mutacija. lako nuzno ne moraju biti geni, takvim se smatraju s obzirom da se
nasljeduju po istim nacelima, stoga se njihovi razliciti oblici nazivaju alelima, a njihovo
specificno mjesto na kromosomu lokusom. Neki od najces¢e koristenih biljega u
molekularnim istrazivanjima su: polimorfizam duljine restrikcijskinh fragmenata (engl.
Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP), nasumi¢no umnozena polimorfna DNA
(engl. Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD), polimorfizam duljine umnoZenih
fragmenata (engl. Amplified Fragment Length Polymorphism; AFLP), mikrosateliti ili
jednostavni ponavljaju¢i sljedovi (engl. Simple Sequence Repeats; SSR), polimorfizam
pojedina¢nih nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphism; SNP), te mitohondrijska
DNA (mtDNA). Oni mogu biti dominantni ili kodominantni. Kodominantni biljezi (npr.
RFLP, mikrosateliti) su informativniji od dominantnih (npr. RAPD, AFLP) jer omogucavaju
razlikovanje heterozigota od homozigota za svaki analizirani lokus i alel §to pruza potpuniju

informaciju o genetickoj raznolikosti i strukturi neke populacije.

2.5.1. Mikrosatelitni biljezi

Mikrosatelitni biljezi su molekularni biljezi koji se nazivaju i jednostavni ponavljajuci
sljedovi (engl. Simple Sequence Repeats; SSR) ili kratka tandemska ponavljanja (engl. Short
Tandem Repeats; STR). Oznacavaju kratke ponavljajuce sljedove nukleotida u eukariotskim i
prokariotskim genomima (Ellegren, 2004; Li i sur., 2002; Lopez-Flores i Garrido-Ramos,
2012; Selkoe i Toonen, 2006; Toth i sur., 2000). Otkriveni su 1980-ih godina i od tad imaju
Siroku primjenu u raznim podru¢jima populacijske genetike, biotehnologije, evolucijske
biologije i medicine (Jarne i Lagoda, 1996).

Ponavljajuci slijed mikrosatelita ¢ini motiv od jedan do Sest parova baza koji se najcesce
ponavlja izmedu pet i 40 puta (Hearne i sur., 1992; Lopez-Flores i Garrido-Ramos, 2012,
Nagpure i sur., 2013; Page i Holmes, 1998; Selkoe i Toonen, 2006). Medusobno se razlikuju
u duzini i sloZenosti ponavljajuceg slijeda. Struktura mikrosatelitnih ponavljanja moze biti
»savrSena“ kada ponavljanja sadrze jedinice identiéne duzine i slijeda (npr.
CACACACACACA), ,,prekinuta“ kada se unutar ponavljajuc¢eg motiva pojavi motiv koji ne

odgovara motivu slijeda (npr. CACAGCCACA) i ,,slozena“ koja se sastoje od dva ili vise
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jednostavnih  ponavljanja s ponavljaju¢éim jedinicama promjenjive duzine (npr.
CACAGCGCGCTATA).

Mikrosateliti se nalaze razmjesteni po cijelom genomu, u nekodiraju¢im, UTR (engl.

Untranslated Region) i kodiraju¢im regijama genoma (Chistiakov i sur., 2006; Li i sur., 2002,
Lopez-Flores i Garrido-Ramos, 2012; Tautz i Renz, 1984; Toéth i sur., 2000). Njihova
zastupljenost u genomu se poveéava Sa slozeno$¢u organizma, npr. kod jednostavnih
organizama poput kvasaca Cerevisiae elegans i Saccharomyces cerevisiae ¢ine 0,21-0,30%
genoma, kod biljaka poput talijinog uro¢njaka Arabidopsis thaliana i kukuruza Zea mays
0,37-0,85%, dok kod visih organizama poput riba napuhaca Fugu rubripes i Tetraodon
nigroviridis ili sisavaca ¢ak 2-3% genoma (Ellegren, 2004; Crollius i sur., 2000; Morgante i
sur., 2002; Wang i sur., 1994). U nekodiraju¢im i UTR regijama se nalaze u mnogo veéem
postotku nego u kodiraju¢im regijama, te su najbrojnija dinukleotidna ponavljanja koja se
ve¢inom Kkoriste u istrazivanjima jer se smatraju najpolimorfnijim, dok se tri- i heksa-
nukleotidna ponavljanja najées¢e pojavljuju u kodiraju¢im regijama Sto se moze objasniti
supresijom ostalih ponavljanja vjerojatno uzrokovanih frame-shift mutacijama ili pomakom
okvira ¢itanja (Ellegren, 2004; Metzgar i sur., 2000; Li i sur., 2004; Toth i sur., 2000; Wren i
sur., 2000). Insercijom najéesce dolazi do umetanja jednog ili dva nukleotida, a delecijom do
njihovog gubitka, dok insercijom ili delecijom tri nukleotida ne dolazi do pomaka okvira
Citanja.

Mikrosatelitna ponavljanja karakterizira polimorfnost zbog visoke stope mutacija (od 10 do
10° mutacija po lokusu u generaciji) kojima su podlozni prilikom udvostrudenja DNA
molekule. Stope mutacija mogu varirati izmedu lokusa i alela istog lokusa ovisno o strukturi
mikrosatelita, tj. o duljini motiva, broju ponavljanja, prekidima unutar motiva, sastavu
nukleotidnog motiva, te sastavu boc¢nih sekvenci (Akemi Hoshino i sur., 2012; Ellegren,
2004; Hoffman i Amos, 2004; Lopez-Flores i Garrido-Ramos, 2012; Schug i sur., 1997).
Postoje dva glavna mehanizma mutacija:

(1) promjena duljine u mikrosatelithom motivu koji se zasniva na rekombinaciji DNA
molekule kroz nejednaki crossing-over (Slika 3a);

(2) pogreske prilikom replikacije DNA molekule (Bruford i Wayne, 1993; Ellegren, 2004,
Gemayel i sur., 2010; Selkoe i Toonen, 2006).

Nejednaki crossing-over uzrokuje smanjenje ili potpuni gubitak mikrosatelitnih regija na
jednom kromosomu i povecanje njihovog broja na drugom (Slika 3a), a replikacijsko klizanje
(engl. replication slippage) pogresno sparivanje uslijed ispadanja ili umetanja dijela slijeda u

novonastali lanac DNA, sto uzrokuje da novonastali komplementarni lanac DNA nosi
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,om¢u“ koja u idu¢im ciklusima replikacije moze produljiti novi lanac (engl. forward
slippage) ili ga smanjiti (engl. backward slippage) (Slika 3b). Greske koje nastaju prilikom
replikacije su najvjerojatniji mehanizam stvaranja mutacija, ali mehanizam njihovih mutacija
nije klju¢an za sve analize jer ne predstavlja vazan ¢imbenik U statistickoj obradi (Neigel,
1997).
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Slika 3. a) Nejednaki crossing over izmedu homolognih kromosoma (crni i sivi dijelovi
oznacavaju mikrosatelitne regije); b) Replikacijsko klizanje (modificirano prema Ellegren,
2004).

Medutim, ako se koristenjem mikrosatelita zele procijeniti parametri geneticke udaljenosti i
diferencijacije populacija kako bi se dobila sto jasnija slika geneti¢ke strukture istrazivanih
populacija, za neke statisticke metode je potrebno upotrijebiti teoretske modele mikrosatelita
(Balloux i Lugon-Moulin, 2002). Osnovni teoretski modeli mutacijskog mehanizma
mikrosatelita su: model beskonac¢nog broja alela (engl. Infinite Allele Model; 1AM) kod
kojeg svakom mutacijom nastaje novi alel u populaciji bez obzira od kojeg broja uzastopnih
ponavljanja se sastoji mikrosatelit (Kimura i Crow, 1964), model postupnih mutacija (engl.
Stepwise Mutation Model; SMM) kod kojeg se duzina lokusa mijenja stalnom brzinom
replikacije, dodavanjem ili oduzimanjem jednog ponavljanja (pod pretpostavkom promjene
jednog ponavljanja po mutaciji) (Ellegren, 2004; Ohta i Kimura, 1973), te dvofazni model
(engl. Two-Phase Model; TPM) koji pretpostavlja da ve¢ina mutacija slijedi SMM, ali
dozvoljava i odredeni postotak promjena po modelu IAM (Di Rienzo i sur., 1994).

Cjelokupni proces mutacija mikrosatelita je vrlo slozen jer ne postoji njihova jednolika stopa,
one se razlikuju izmedu i unutar vrsta, ali i izmedu lokusa i alela (Ellegren, 2004; Lopez-

Flores i Garrido-Ramos, 2012). Varijacija mikrosatelita je uglavnom neutralna i nema

21



fenotipsku ekspresiju, medutim svaka promjena koja nastaje uslijed djelovanja mutacija
unutar ili u blizini kodirajuce regije genoma moze utjecati na promjenu u funkciji proteina sto
je vrlo vjerojatno povezano s evolucijskim razvojem vrsta i nastankom nekih bolesti (Li i
sur., 2004). Slijedom toga, mikrosateliti se mogu Koristiti za oznacavanje odgovaraju¢ih
funkcionalnih gena ili mapiranje kvantitativnih obiljezja lokusa (engl. Quantitative
Trait Loci; QTL) sto ih ¢ini korisnim i izvan glavne primjene u populacijskoj genetici (Guo i
sur., 2007; Hibrand-Saint i sur., 2007; Hung i sur., 2016).

Mikrosateliti se mogu primijeniti u Sirokom spektru bioloskih studija jer su zbog svojih
brojnih osobina vrlo u¢inkoviti biljezi za populacijsku genetiku, analizu podrijetla, mapiranje
gena, sudsku identifikaciju, te u medicinskim, konzervacijskim i arheoloskim istraZivanjima.
Kao vec¢inom neutralni biljezi, smatraju se idealnim za istrazivanje podrijetla te procesa
unutar i izmedu populacija, kao $to su izolacija i migracija medu populacijama, obzirom da
selekcija moze relativno brzo utjecati na promjenu ucestalosti alela za pojedine lokuse, a time
prikriti povijesne obrasce (Amos i sur., 2015; Antoniou i sur., 2017; Beacham i sur., 1996;
Bruford i Wayne, 1993; Chistiakov i sur., 2006; Ellegren, 2004; Hung i sur., 2016; Jarne i
Lagoda, 1996; Liu i sur., 2004; Mittal i Dubey, 2009).

Obzirom na njihovu S$iroku distribuciju unutar genoma, visoku razinu polimorfizma i
kodominantnosti, tj. sposobnosti razlikovanja homozigota od heterozigota (Slika 4),
mikrosateliti imaju niz prednosti u odnosu na ostale biljege koji se koriste u istrazivanjima
populacijske genetike poput RFLP (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism),
AFLP (engl. Amplified Fragment Length Polymorphism) ili RAPD (engl. Random
Amplification of Polymorphic DNA), jer daju moguénost preciznog izraCunavanja
frekvencija alela, te potrebe genotipizacije mnogo manjeg broja jedinki za tocnu procjenu
populacijskih parametara (Lynch i Milligan, 1994; Mariette i sur., 2002).

Nadalje, mogu se razviti za bilo koji organizam, amplifikacija se provodi u uvjetima visoke
specifi¢nosti, za samu analizu je potrebna vrlo mala koli¢ina DNA, a moze se koristiti ¢ak i
djelomi¢no degradirana DNA. Susjedne ili boc¢ne regije (engl. flanking region) na
mikrosatelitnom lokusu su manje podlozne mutacijama $to olakSava sintezu PCR pocetnica
(Beckmann i Soller, 1990).
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HOMOZIGOT: mikrosatelitni lokus ima isti broj ponavljanja na oba kromosoma

..TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG...
...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG...

..TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG...
..TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG...
5' bocna regija ponavljajuéi motiv 3' bocna regija

HETEROZIGOT: mikrosatelitni lokus ima razli¢iti broj ponavljanja na kromosomima, npr.

na jednom 10 ponavljanja GA motiva, a na drugom 8 ponavljanja GA motiva

..TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG...
...TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG...

..TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG...
..TAGCCGGGCTAGAGAGAGAGAGAGAGAAGTCGTTAGCG...
5'bocna regija ponavljajuéi motiv 3' bocna regija

Slika 4. Primjer razlike izmedu homozigotnih i heterozigotnih lokusa. Kod organizma koji su
homozigotni za neki mikrosatelitni lokus, oba kromosoma imaju isti broj ponavljanja, dok

heterozigoti imaju razli¢it broj ponavljanja na kromosomima.

Medutim, unato¢ brojnim prednostima, ovi biljezi imaju i nekoliko nedostataka:

- imaju visoku razinu specifi¢nosti za jednu vrstu ili nekoliko usko srodnih vrsta, te zbog
Cinjenice da se veé¢inom nalaze u nekodiraju¢im podruc¢jima genoma, za istraZzivanje vrsta
koje nemaju veliku ekonomsku vaznost najces¢e se moraju razviti de novo (Zane i sur.,
2002). Prvo je potrebno sintetizirati PCR pocetnice za svaki lokus za sto je potrebno klonirati
i sekvencirati klonove koji sadrze mikrosatelitni motiv, a zatim izraditi i testirati sve
pocetnice §to zahtijeva laboratorijsku struc¢nost, vrijeme i znaCajne ekonomske izdatke
(Abdelkrim i sur., 2009; Nagpure i sur., 2013; Zane i sur., 2002);

- Taq polimeraza prilikom produzavanja lanca DNA moze ponekad dodati nukleotid
adenozin na 3° kraj mati¢cnih i amplificiranih lanaca, sto moze stvoriti poteskoce pri
odredivanju stvarne duzine alela. Greska se moze dogoditi zbog pojave visestrukih
umnozenih lokusa na temelju istog predloska DNA, te zbog pogresaka pri umnozavanja,
ovisno o vrsti elektroforeze, nastaju tzv. “stutter” bendovi koji su krac¢i od ostalih alela i
smatraju se glavnim uzrokom pogresaka U genotipizaciji zbog problema u pravilnom

ocitavanju genotipova (Amos i sur., 2006; Butler, 2006). Medutim, napretkom tehnologije,
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povecanjem preciznosti polimeraza, te mogucnosti ponavljanja analiza zna¢ajno se smanjuje
utjecaj ovakvih pogresaka na rezultate;

- hipervarijabilnost mikrosatelita ponekad nije prednost jer ulomci mikrosatelita istih duzina
ne moraju poticati iz iste nasljedne linije, odnosno ne nastaju istim evolucijskim putem. Ta
pojava naziva se homoplazija, te moze utjecati na to¢nost procjene geneti¢kih parametara.
Povecanjem stupnja mutacije i vremenom odvajanja od zajednickog pretka povecava se i
stupanj homoplazije (Estoup i sur., 2002). Mogu¢nost ove pojave dodatno povecéavaju i
potencijalni mehanizmi selekcije koji ograni¢avaju raspon mogucih alela. Homoplazija tako
dovodi do podcjenjivanja unutarpopulacijskih podjela (subpopulacijske podjele) i geneticke
diferencijacije izmedu populacija i vrsta;

- problemi mogu nastati i prilikom analize podataka i izracunavanja frekvencije alela, tj. do
pojave nul alela prilikom genotipizacije. Nul aleli predstavljaju smetnje ili potpuni nedostatak
umnazanja nekog alela, a uzrokuju ih mutacije u bo¢nim regijama koje mogu onemoguditi
vezivanje pocetnica $to moze dovesti do smanjena ili gubitka PCR produkta (Callen i sur.,
1993). Prisutnost nul alela utje¢e na procjenu genetickih parametara i rezultate molekularnih
analiza (Chapuis i Estoup, 2007; Dakin i Avise, 2004; Jones i Ardren, 2003; Pemberton i sur.,
1995). Manifestira se kao smanjenje frekvencije heterozigota u odnosu na o¢ekivanu prema
Hardy-Weinbergovim uvjetima ravnoteze (engl. Hardy-Weinberg Equilibrium; HWE). Pri
razdvajanju elektroforezom, jedinke koje su heterozigoti za nul alel izgledaju kao homozigoti
za vidljivi alel, dok se nulti homozigoti pojavljuju kao neuspjesne reakcije. Ukoliko se
potvrdi pojava takvih alela na odredenim lokusima, njih je potrebno iskljuciti iz vise-lokusnih
analiza (Dewoody i sur., 2006).

Odredivanje duzina alela mikrosatelitnog lokusa se provodi nakon izolacije DNA iz
tkiva prema nekom od mnogobrojnih protokola, odredivanja njene koli¢ine i kakvoce, te
umnazanja odredenog slijeda PCR reakcijom koriste¢i specificne pocetnice za svaki od
istrazivanih lokusa. Pocetnice su kratki sintetizirani oligonukleotidi koji prepoznaju odreden
slijed nukleotida u genomskoj DNA koja sluzi kao kalup na koji djeluje DNA polimeraza i
umnaza zeljeni dio lanca. Pocetnice za umnozavanje odredenog lokusa se mogu pronaci u
literaturi ili samostalno dizajnirati pomocu racunalnih programa (npr. Primer3; FullSSR;
WEebSAT; FastPCR; QDD) tako da hibridiziraju na bo¢na podrucja uz sam mikrosatelitni
lokus. UspjeSnost PCR reakcije se najceS¢e provjerava metodom elektroforeze na
horizontalnom agaroznom gelu, a genotipizacija se provodi metodom kapilarne elektroforeze
u kapilarama s polimerima visokog stupnja razluc¢ivanja fragmenta. Kapilarna elektroforeza

primjenjuje se u biotehnologiji dugi niz godina za analizu DNA, RNA, proteina i
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ugljikohidrata. Karakterizira je kratko vrijeme analize, visoka ucinkovitost, razli¢iti
mehanizmi razdvajanja, a za analizu su potrebne vrlo male koli¢ine uzoraka.

Multipleks ili zdruzeni PCR je izmijenjena metoda PCR reakcije u kojoj se umjesto jednog
para pocetnica U istoj reakcijskoj smjesi koriste dva ili vise parova specifi¢nih pocetnica
obiljeZenih razli¢itim fluorescentnim bojama s ciljem istovremenog umnazanja dva ili vise
odsjecaka DNA. Produkti zdruzene PCR reakcije analizirani metodom kapilarne
elektroforeze prikazani su kao niz vrsaka te imaju vecu rezoluciju od produkata ocitanih na
obi¢cnom agaroznom gelu gdje su produkti prikazani kao duza, kontinuirana crtica.
Umnazanjem viSe odsjecaka te usporedbom odnosa njihovih produkata moze se analizirati i
odrediti koli¢ina svakog produkta $to omoguéuje odredivanje genomskih promjena, te
kvantifikaciju stupnja gubitka alela ili eventualnog smanjenja umnozavanja. lako je takvu
reakciju teze optimizirati, njome se stedi vrijeme i kemikalije jer se na taj nacin nekoliko
PCR reakcija i analiza produkata u agaroznom gelu svodi na samo jednu analizu. Prilikom
uspostavljanja multipleks PCR-a slijedi se protokol kao i za standardnu PCR reakciju, a
jedina razlika je da za nju treba dizajnirati pocetnice slicnih temperatura sparivanja, a one
slicnih duzina oznaditi razli¢itim fluorescentnim bojama kako bi se njihovi produkti lakse
detektirali nakon umnazanja (Pemov i sur., 2005).

Jedan od izvora sljedova za razvoj mikrosatelita su EST, kratki jednostrani slijedovi
koji proizlaze iz komplementarnihn DNA (cDNA) klonova (Adams i sur., 1991; Chini i sur.,
2008; Kirk i Freeland, 2011). Znanstvenici ih sve ¢esc¢e koriste jer predstavljaju kodirajuce
regije genoma, korisni su za identifikaciju gena i mapiranje njihovih pozicija u genomu,
omogucuju jednostavan i relativno jeftin nac¢in pronalaska novih gena ili gena ukljuéenih u
neko svojstvo (Adams i sur., 1991; Ellis i Burke, 2007). Mikrosateliti identificirani u EST
nazivaju se EST-SSR i kod njih je zabiljezena niza stopa varijacije nego kod neutralnih
mikrosatelita iz genomske DNA, ali zbog njihove moguc¢nosti koriStenja izmedu srodnih
rodova i vrsta (biljezi razvijeni kod jedne vrste/roda se mogu primijeniti i kod drugih), te
¢injenice da njihova varijacija potencijalno moze ukazati na odredena svojstva fenotipa jer se
nalaze unutar gena, vrijedan su resurs za populacijska i evolucijska istrazivanja (Ellis i Burke,
2007; Coulibaly i sur., 2005; Duran i sur., 2009; Ji i sur., 2012). Polimorfizmi u EST-SSR
mogu biti jako korisni u istrazivanjima bioraznolikosti u uzgojnom ponasanju, te otkrivanje
utjecaja selekcije ili istrazivanja prilagodljivog ponasanja u Sirokom rasponu vrsta (Li i sur.,
2002; Luikart i sur., 2003; Slate i sur., 2007; Vasemagi i sur., 2005).
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U odnosu na druge genomske biljege na osnovi DNA, EST-SSR sadrze niz prednosti:

- jeftiniji razvoj zbog moguénosti provodenja istrazivanja i razvoja biljega na glavnoj ciljanoj
vrsti, te njihovog kasnijeg koristenja kod razli¢itih drugih vrsta i rodova, buduci da se temelje
na genskim sekvencama koje su visoko ocuvane. To smanjuje troSkove i vrijeme rada
povezanih s pocetnim koracima razvoja mikrosatelita, tj. izgradnji knjiznice i sekvenciranja
velikog broja podataka (Coulibaly i sur., 2005; Ellis i Burke, 2007; Gupta i sur., 2003;
Pashely i sur., 2006; Pérez i sur., 2005; Serapion i sur., 2004; Varshney i sur., 2005; Yue i
sur., 2004);

- dobivanje podataka koje je lakse analizirati zbog manjeg broja nul alela i “stutter” bendova
u usporedbi s ostalim genetickim biljezima (Eujayl i sur., 2004; Pashley i sur., 2006). To se
moze pripisati kra¢éim ponavljaju¢im nizovima pri ¢emu je smanjeno klizanje DNA
polimeraze tijekom PCR reakcije, te pocetnicama Koje su izvedene iz relativno konzerviranih
sekvenci (Ellis i Burke, 2007; Liepelt i sur., 2001).

Medutim, unato¢ brojnim prednostima, imaju i nekoliko nedostataka:

- za vrste ¢ije se sekvence ne nalaze u postoje¢im bazama podataka moraju se razviti de novo.
Za taj postupak je potrebno sakupiti dovoljne koli¢ine svjezeg tkiva za izolaciju RNA i razvoj
cDNA knjiznice §to moze biti problemati¢no kad se istrazuju rijetke vrste malih populacija
koje sporo rastu ili im se staniste nalazi na udaljenim lokacijama (Decroocq i sur., 2003);

- karakterizira ih relativno nizak stupanj polimorfizma buduc¢i da se nalaze unutar gena, a
time su i viSe konzervirani po vrstama (Dufresnes i sur., 2014; Hung i sur., 2016; Riccioni i
sur., 2017; Wang i sur., 2011). Medutim, razine geneticke raznolikosti otkrivene tim
biljezima su znatno vec¢e od onih koje su otkrivene koristenjem ostalih tipova biljega, poput
alozima, te otkrivaju dovoljnu razinu varijacija za vec¢inu populacijskih genetickih
istrazivanja zbog nize alelne raznolikosti, u usporedbi s genomskim mikrosatelitima. Nadalje
naj¢esce nisu pod utjecajem selekcije buduci da na jako mali postotak gena utjece pozitivna
selekcija cak i kada su povezani s funkcionalnim podrucjima, iako ¢e neki mali dio svih EST-
SSR neizbjezno biti podvrgnut selekciji, Sto moze utjecati na procjenu populacijskih
genetickih parametara (Ellis i Burke, 2007).

2.5.2. Istrazivanja genetike riba mikrosatelitnim biljezima

Odrzivo ribarenje komercijalno vaznih vrsta riba zahtijeva ucinkovitu strategiju
upravljanja temeljenu na znanstvenim istrazivanjima (Carvalho i Hauser, 1994; Dunlop i sur.,

2009; Frankham i sur., 2002). Utjecaj raznih biotic¢kih i abiotickih ¢imbenika, veliki ribolovni
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pritisak te opadanje brojnosti populacija morskih riba stvara potrebu za dodatnim
istrazivanjima 0 njihovoj biologiji, kretanju, strukturi populacija, te prilagodbi na promjene u
okolisu (Johnson i Welch, 2009; Nielsen i sur., 2009; Piroddi i sur., 2017). Morske ribe
karakterizira niska geneticka raznolikost i1 slaba prilagodenost lokalnim promjenama u
okolisu (Poulsen i sur., 2005; Smedbol i sur., 2002), a podruéje genetike riba, u usporedbi s
drugim kraljeznjacima, je jo$ uvijek slabo razvijeno (Chini i sur., 2008; Sundaray i sur.,
2016). Vecina istrazivanja je provedena na modelnim vrstama iz grupe visih riba (Teleostei),
npr. zebrici Danio rerio i napuhaci Takifugu rubripes koje su jedne od najistrazenijih vrsta, te
se njihov u potpunosti mapiran genom moze pronaci U bazama podataka (Aparicio, 2002;
Lieschke i Currie, 2007; Kishi i sur., 2009). Manjak podataka za nemodelne komercijalno
vazne vrste, ukljucujuc¢i brojne akvakulturne vrste, predstavlja prepreku za istrazivanja
njihove funkcionalne genomike, transkriptomike i proteomike. Medutim zadnjih godina
napredak tehnologije sekvenciranja doveo je do novih mogucnosti analiza genoma velikom
brzinom i razvoja biljega za nemodelne vrste, te se neprestano povecava broj istrazivanja
kako bi se na svakome kromosomu $to to¢nije mogao precizirati polozaj pojedinih gena,
odrediti njihove funkcionalne uloge i obrasce evolucije, sto ¢e olaksati istrazivanje procesa
nastanka mnogih bolesti tijekom selekcije ili uzgoja (Basiita i sur., 2015; Chini i sur., 2008; Ji
i sur., 2012; Reuter i sur., 2015; Shikano i sur., 2010; Sundaray i sur., 2016).

Mikrosatelitni biljezi su se pokazali veoma dobrim za provodenje genetickih
istrazivanja kod riba, pogotovo kod vrsta kod kojih su zabiljezene niske razine varijacije
koristenjem ostalih biljega (Carlsson i sur., 2004; Chistiakov i sur., 2006; Jarne i Lagoda,
1996; Kalinowski, 2002; Queller i sur., 1993; Ruzzante i sur., 1998). Tijekom zadnjih
desetljeca pomocu njih su napravljena mnoga vrijedna istrazivanja riba u svrhu istrazivanja
geneticke diferencijacije izmedu divljih i uzgojnih populacija (Brifez i sur., 2011; Luo i sur.,
2012; Pan i Yang, 2010), karakterizacije i identifikacije vrsta (Abdul Rahman i sur., 2014;
Nikoli¢ i sur., 2015), odredivanje srodstva i evolucijskih odnosa medu vrstama (Liao i sur.,
2006; Mendonga i sur., 2012; Tong i sur., 2002), te razlikovanja geografski izoliranih
podpopulacija (Jarne i Lagoda, 1996). Medutim, jo$ uvijek se vecina istrazivanja provodi na
modelnim vrstama ili malom broju komercijalno vaznih vrsta poput Zutoperajne tune T.
albacares (Appleyard i sur., 2001; Takagi i sur., 2001), prugaste tune Katsuwonus pelamis
(Dammannogoda i sur., 2012; Menezes i sur., 2008), Spanjolske skuSe Scomberomorus
commerson (Van Herwerden i sur., 2006), lubina D. labrax (Garcia de Leon i sur., 1995),
Sarana Cyprinus carpio (Cheng i sur., 2010; Yue i sur., 2004), lososa Salmo salar (Koljonen i

sur., 2002; Norris i sur., 1999; Portnoy i sur., 2014; Rengmark i sur., 2006), pastrve Salmo
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trutta (Achrem i sur., 2015), bakalara Gadus morhua (Glover i sur., 2011), te je potrebno

prosiriti broj vrsta i uzoraka na kojima se istrazuju ovi biljezi.

2.6. Istrazivanja atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus

Tunolov atlantske plavoperajne tune, kao vazan izvor hrane i prihoda, od davnina je
bio dobro razvijen duz podrucja koje ova vrsta nastanjuje, a razvojem sushi i sashimi trzista u
Japanu 1980-ih godina porasla je potraznja za ovom vrstom te je ona postala
visokoprofitabilni ulov (Collette i sur., 2011; Fromentin i sur., 2014; Fromentin i Powers,
2005; Papaconstantinou i Farrugio, 2000). Medutim, industrijalizacija europske ribolovne
flote tijekom 20. stoljeca uzrokovala je preveliki ribolovni pritisak, te je do pocetka 2000-ih
procijenjeno da su veli¢ine populacija pale na toliko nisku razinu da im prijeti kolaps
(MacKenzie i sur., 2009; Mylonas i sur., 2010; Piroddi i sur., 2017; Safina i Klinger, 2008).
Kako bi se uspostavio ispravan i odrziv plan obnove i upravljanja bilo je potrebno prikupiti
znanje o biologiji ove vrste, njenom nac¢inu ponasanja, prostornoj strukturiranosti populacija,
te njihovom mijesanju unutar podrucja koje nastanjuju (Fromentin i sur., 2014; Taylor i sur.,
2011). Stoga se ve¢ niz desetlje¢a provode intenzivna istrazivanja koriste¢i razne metode
poput standardnih metoda ulova (Fromentin, 2002; Maunder i Punt, 2004), konvencionalnog
I elektroni¢kog tagiranja (oznacavanja) (Aranda i sur., 2013; Block, 2001; Block i sur., 2005;
Cermenio i sur., 2015; Stokesbury i sur., 2004; Walli i sur., 2009), biogeokemijske analize
tvrdih struktura (otoliti, kosti, ljuske, bodlje peraja, kraljesci) (Luque i sur., 2017; Neilson i
Campana, 2008; Rooker i sur., 2003; Santamaria i sur., 2009; Schloesser i sur., 2010), te
molekularne metode (Api i sur., 2018; Antoniou i sur., 2017; Boustany i sur., 2008; Carlsson
i sur., 2004, 2007; Lockley i Bardsley, 2000; Secor i sur., 2014; Vella i sur., 2016; Vinas i
sur., 2011).

Istrazivanja ove vrste su zapocela konvencionalnim tagiranjem jedinki u Atlantskom
oceanu, a ponovnim hvatanjem tagiranih jedinki dobili su se podatci o njihovom kretanju.
Medutim, broj ponovo ulovljenih jedinki je bio malen, a dobivanje podataka o njihovom
hvatanju i kretanju je prvenstveno ovisio o dobroj suradnji s ribarima. Takoder, podatci o
broju i podru¢ju ponovnog ulova bile su upitne jer se moglo dogoditi da broj oznacenih
jedinki nije pravilno prijavljen ili su uhvacene u trenutku migracije (Ely i sur., 2002; Rooker i
sur., 2007). Elektroni¢ko tagiranje jedinki je omogucilo dobivanje pouzdanijih podataka koji
su osim kretanja i strukture stokova ukljucivali i oceanografske parametre podrucja u kojem
su se jedinke kretale (Block i sur., 2005, 2009; Cermefio i sur., 2015; Galuardi i sur., 2018;
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Rooker i sur., 2007; Stokesbury i sur., 2004; Teo i sur., 2007). Ovom metodom je zabiljezen
povratak tagiranih jedinki u podruc¢je njihovog mrijesta uzastopno tijekom nekoliko godina
(Abascal i sur., 2016; Block, 2001; Rooker i sur., 2007; Teo i sur., 2007; Vella i sur., 2016).
Slican obrazac ponasanja je zabiljezen i kod drugih vrsta morskih riba kao sto su bakalar G.
morhua, haringa Clupea harengus i losos S. salar (Bekkevold i sur., 2002; Gudjoénsson i sur.,
2015; Lacroix, 2013; Ruzzante i sur., 2006). Osim podataka o kretanju i strukturi stokova
unutar Atlantskog oceana, tagiranjem su dobiveni podatci 0 podru¢jima mrijesta,
migracijskom kretanju i postojanju podpopulacija unutar Sredozemnog mora (Antoniou i
sur., 2017; Karakulak i sur., 2004; Oray i Karakulak, 2005; Rodriguez-Marin i sur., 2005;
Vella i sur., 2016; Vidas i sur., 2011). De Metrio i sur. (2005) su prate¢i kretanje jedinki
unutar Sredozemnog mora uocili da one tagirane u zapadnom dijelu nisu zabiljezene u
Levantinskom, Egejskom i Jadranskom moru, nego su vec¢inom ponovo ulovljene u
sredisnjem dijelu Sredozemnog mora, sto je islo u prilog pretpostavci da u isto¢énom dijelu
postoji zasebna populacija. Aranda i sur. (2013) su pratili rute kretanja i ponasanje tijekom
mrijesta u zapadnom dijelu Sredozemnog mora. Ribe tagirane tijekom iste godine kretale su
se slicnim smjerom; nakon mrijesta oko Balearskih otoka presle bi Gibraltarski tjesnac i
uputile se prema sjeveroisto¢nom dijelu Atlantskog oceana. Cermeiio i sur. (2015) su pomocu
arhivskih podataka i elektronickog tagiranja zabiljezili da se nakon mrijesta u podrucju
Sredozemnog mora jedinke odredeno vrijeme tu zadrzavaju Sto je potvrdilo vaznost tog
podrucja za mrijest i ishranu juvenilnih jedinki.

Biogeokemijske analize u tvrdim strukturama i stabilni izotopi su koriSteni za
dobivanje podataka o migracijama, razlikama izmedu stokova i dobnih skupina, prehrani te
¢ak i o fizikalno-kemijskim svojstvima okolisa u kojem su ribe boravile (Block, 2001; Block
i sur., 2005; Brophy i sur., 2016; Dickhut i sur., 2009; Estrada i sur., 2005; Fromentin i
Powers, 2005; Garcia i sur., 2017; Rooker i sur., 2001, 2003, 2007, 2008; Secor, 2002;
Thresher, 1999). Rooker i sur. (2003, 2008) su provodenjem kemijskih analiza u otolitima
zabiljezili mijeSanje istoénog i zapadnog stoka tuna, te znacajno opadanje broja jedinki iz
zapadnog stoka u blizini podrucja mrijesta u Sredozemnom moru sto je potvrdilo da jedinke
iz zapadnog stoka rijetko ulaze u Sredozemno more, te da se jedinke iz obje populacije
vracaju U podrucje mrijesta.

Istrazivanja koristenjem molekularnih metoda su zapocela 1960-ih godina i vrlo brzo
su se pokazala najucinkovitijim zbog osjetljivosti, objektivnosti, te dobivanja pouzdanih
podataka o strukturi i dinamici populacija atlantske plavoperajne tune koji su se mogli

previdjeti izravnim promatranjem ili tagiranjem (Alvarado Bremer i sur., 1999; Boustany i
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sur., 2008; Broughton i Gold, 1997; Polinski, 2014; Rasmussen i Morrissey, 2008; Vinas i
sur., 2001; Vinas i Tudela, 2009; Teletchea, 2009). Najveci broj istrazivanja je proveden
kako bi se razjasnila kompleksna struktura populacije atlantske plavoperajne tune unutar
Atlantskog oceana. Edmunds i Sammons (1971, 1973), te Thompson i Contin (1980) su
proucavajuci polimorfizam enzima tetrazolium oksidaze u krvi i tkivu plavoperajnih tuna u
Atlantskom oceanu zakljucili da u tom podrucju postoji samo jedna populacija. Njihovi
rezultati su bili u skladu s istrazivanjem Mather (1969) koji je zabiljezio da tune iz
Biskjaskog zaljeva i zapadnog dijela Atlantskog oceana pripadaju jednoj populaciji koja ima
povremene transatlantske migracije. Ward (1995) je koristio alozime za istrazivanje struktura
stokova atlantske plavoperajne tune T. thynnus iz Atlantskog oceana i zutoperajne tuna T.
albacares iz Tihog oceana, ali nije pronasao znacajnu genetiCku raznolikost izmedu
istrazivanih vrsta zbog nedovoljnog polimorfizma alozima. Pujolar i Pla (2000) su izmedu
uzorkovanih jedinki iz sjeverozapadnog dijela Atlantskog oceana i Sredozemnog mora
pronasli varijacije te su zakljucili da su to dvije razli¢ite populacije. S druge strane, kod
uzoraka iz Sredozemnog mora su zabiljezili homogenost sto je dovelo do zakljucka o
vjerojatnom postojanju panmikti¢ne populacije u tom podrucju. Sli¢ni rezultati su zabiljezeni
i U istrazivanju Pujolar i sur. (2003) koji su koriste¢i alozime pronasli male razlike izmedu
uzoraka isto¢nog i zapadnog stoka iz Atlantskog oceana, dok izmedu uzoraka unutar
Sredozemnog mora nije bilo razlika. Ti rezultati su vjerojatno bili povezani s malim brojem
uzorkovanih jedinki i nacinom uzorkovanja budu¢i da su uzorci zapadnog stoka uzeti duz
obale Sjedinjenih Ameri¢kih Drzava gdje dolazi do mijeSanja oba stoka tijekom migracija,
Sto je moglo utjecati na pogre$no razaznavanje njihove strukture (Rooker i sur., 2007).
Medutim, unatoc¢ Cinjenici da su se alozimi pokazali znatno brzim i jeftinijim od metoda koje
su koristile DNA, uslijed pojave suprotnih rezultata o strukturi populacije, zakljuceno je da su
alozimi preslabi kao biljezi za istrazivanja populacijske genetike morskih riba (Boustany i
sur., 2008; Carlsson i sur., 2004, 2007; Ely i sur., 2002; Ferguson i Danzmann,1998; Kumar i
Kocour, 2015; Larsson i sur., 2007; Pujolar i sur., 2003; Takagi i sur., 1999).

Kontrolna regija mtDNA kod roda Thunnus je veoma polimorfna stoga su mnogi
znanstvenici ovom metodom proucavali razlike izmedu vrsta tuna unutar roda Thunnus te
varijacije izmedu populacija odredene vrste (Alvarado Bremer i sur., 1997; Amaral i sur.,
2017; Dalziel i sur., 2005; Nakadate i sur., 2011; Kumar i Kocour, 2015; Vidas i Tudela,
2009; Vinas i sur., 2011), ali rezultati su ¢esto bili kontradiktorni. Alvarado Bremer i sur.
(1999) su koriste¢i mMtDNA pronasli razlike izmedu populacija iz Sredozemnog mora i

zapadnog dijela Atlantskog oceana, ali stupanj raznolikosti je bio slabo definiran te su
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naglasili da ga treba potvrditi ve¢im brojem uzoraka. Boustany i sur. (2008) i Carlsson i sur.
(2004, 2007) su takoder pronasli razlike izmedu populacija iz Meksickog zaljeva i
Sredozemnog mora te izmedu uzoraka unutar Sredozemnog mora, ali su istrazivanja proveli
na juvenilnim “young-of-the-year” tunama (YOY), za koje je osobito da se nakon mrijesta
odredeno vrijeme zadrzavaju u blizini podrucja mrijesta, i na ribama za koje se to¢no znalo
podrucje mrijesta $to je moglo utjecati na strukturiranost rezultata koje mozda ne bi bilo da su
uzorkovane odrasle jedinke. Vinas i sur. (2001) su pronasli znacajnu raznolikost izmedu
uzoraka s tri postaje u Sredozemnom moru, ali buduci da je kod jedne postaje uzorkovan mali
broj uzoraka, zakljucili su da je to moglo imati utjecaj na rezultate. Vifas i Tudela (2009) su
istrazivanje proveli na tri vrste roda Thunnus (T. thynnus, T. orientalis i T. obesus)
koristenjem nekoliko genetickih biljega: mtDNA, mtDNA citokrom C oksidaze podjedinica 1
(engl. Cytochrome Oxidase subunit I; COI), nuklearne regije rDNA unutras$njeg
transkribiranog prostora (engl. Internal Transcribed Spacer; ITS) i FINS metode (engl.
Forensically Informative Nucleotide Sequencing). Kombinacijom FINS metode, te
mitohondrijskog i nuklearnog biljega zabiljezene su razlike izmedu istrazivanih vrsta, dok se
COl biljeg, ¢esto koristen za DNA barkoding (Ko i sur., 2013; Ward i sur., 2005), pokazao
preslabim za razlikovanje manjih razlika izmedu vrsta. lako se mtDNA pokazala veoma
korisnom u provodenju genetickih analiza kod razli¢itih vrsta tuna, utvrdeno je da ipak ima
nedovoljnu snagu kao geneticki biljeg za otkrivanje razlika medu stokova, a buduci da se
nasljeduje samo s majcine strane, prati razlike samo u jednom spolu, §to takoder moze
utjecati na rezultate (Kumar i Kocour, 2015).

Mikrosateliti su se pokazali najpreciznijima za istrazivanje genetickih varijacija kod
tuna u Atlantskom oceanu i Sredozemnom moru (Antoniou i sur., 2017; Broughton i Gold
1997; Carlsson i sur., 2004, 2007; Ely i sur., 2002; Ferrara i sur., 2010; Nikoli¢ i sur., 2015;
Riccioni i sur., 2010b, 2013, 2017; Vinas i sur., 2001, 2003, 2011). Broughton i Gold (1997)
su pomocu novorazvijenih pocetnica pronasli varijacije izmedu uzoraka iz Meksickog
zaljeva, Sjevernog dijela Atlantskog oceana, Sredozemnog mora i Tihog oceana. Medutim,
zbog malog broja uzorkovanih jedinki napomenuli su da se rezultati trebaju interpretirati s
oprezom. Sli¢na situacija je zabiljezena i kod istrazivanja Takagi i sur. (1999) koji su izmedu
uzoraka iz sjeverozapadnog dijela Atlantskog oceana i Sredozemnog mora zabiljezili
raznolikost, ali su komentirali da je za provodenje istrazivanja u bliskom podru¢ju potreban
mnogo veéi broj uzoraka. Carlsson i sur. (2007) koriste¢ci mtDNA nisu pronasli razlike
izmedu uzoraka juvenilnih tuna iz zapadnog dijela Sredozemnog mora i Meksic¢kog zaljeva,

medutim kada su ukljucili i mikrosatelite, zabiljezili su malu, ali znacajnu razliku.
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Zbog geografskih osobina, relativno zatvorenog podrucja i zabiljezene homogenosti izmedu
uzoraka, dugo se smatralo da unutar Sredozemnog mora postoji jedna panmikti¢na
populacija. Medutim, brojna istrazivanja su davala suprotne rezultate. Carlsson i sur. (2004)
su koriste¢i devet mikrosatelitnin lokusa i mtDNA zabiljezili slabu, ali znac¢ajnu geneticku
raznolikost izmedu juvenilnih jedinki uzorkovanih u Tirenskom i Jonskom moru, te zakljucili
da postoje razlike izmedu ta dva podrucja i da su to oc¢ito odvojene populacije. Na razvoj i
uzrok tih razlika vjerojatno su utjecali razli¢iti oceanografski uvjeti u tim podrucjima,
narocito salinitet i srednje temperature na povrsini (Carlsson i sur., 2004; Millot, 1999;
Riccioni i sur., 2013; Rooker i sur., 2007). Njihove rezultate su potvrdili Riccioni i sur.
(2010b, 2013) koji su uz ukljucivanje povijesnih podataka pokazali da su razlike unutar
Sredozemnog mora zabiljezene i davno prije, a mogle su nastati zbog razli¢itih okolisnih
parametara u podru¢jima mrijesta. Vinas i sur. (2011) analizom uzoraka iz isto¢nog i
zapadnog dijela Sredozemnog mora pomo¢u mikrosatelita i mtDNA nisu pronasli znacajne
razli¢itosti. Medutim, iako su njihovi rezultati generalno potvrdili postojanje jedne
panmikti¢ne populacije, te nedostatak diferencijacije unutar Sredozemnog mora, $to je u
skladu s istrazivanjima na velikim pelagi¢kim vrstama u oceanima (Graves, 1998; Palumbi,
1994), te ¢injenice 0 smanjenom broju jedinki u stokovima, autori su predlozili odvojen nacin
upravljanja stokovima tuna u istrazivanim podrucjima kako bi se minimalizirala steta koja
moze biti ucinjena ako ta razlika zaista postoji. Postojanje panmikticne populacije i
nepostojanje znaCajne geneticke diferencijacije izmedu jedinki uzorkovanih duz
Sredozemnog mora koriste¢i mikrosatelite zabiljezili su i Vella i sur. (2016) pretpostavivsi da
dolazi do protoka gena tijekom migracijskog kretanja tuna u razdoblju mrijesta. Naveli su da
je nuzno provesti dodatna istrazivanja migracijskih putova kako bi se razjasnile nedoumice u
kolikoj mjeri dolazi do odvajanja genetickog materijala u razli¢itim podru¢jima mrijesta.
Antoniou i sur. (2017) su koriste¢i mikrosatelite i polimorfizme jednog nukleotida (SNP)
usporedili jedinke uzorkovane duz cijelog Sredozemnog mora i obale sjeverne Afrike te
pokusali pomocu selektivno neutralnih procesa otkriti postojanje prirodnih barijera i
procijeniti razinu protoka gena. Zabiljezili su nisku razinu geneticke diferencijacije sto je
zabiljezeno kod migratornih morskih vrsta s visokim potencijalom protoka gena. Riccioni i
sur. (2017) su koriste¢i EST-SSR istrazivali geneticku diferencijaciju i dinamiku populacija
T. thynnus u Sredozemnom moru. Rezultati nisu pokazali prisutnost selektivnog pritiska na
EST-SSR niti znacajnu razli¢itost medu uzorcima §to su autori pripisali niskoj stopi
polimorfizma EST-SSR biljega te zakljucili da oni nisu prikladni za detekciju geneticke

razli¢itosti izmedu populacija tuna u usporedbi s neutralnim mikrosatelitima (Riccioni i sur.,
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2010b, 2013). Stoga, ni tom metodom populacijska dinamika atlantskih plavoperajnih tuna u
Sredozemnom moru nije u potpunosti razjas$njena, te su potrebna daljnja istrazivanja koja ¢e
ukljucivati veci broj uzoraka, te uzorkovanje u podrucjima mrijesta i na YOY tunama kao sto
su radili Carlsson i sur. (2004, 2007), te Boustany i sur. (2008).

Od navedenih metoda za istrazivanje, geneticki biljezi i biogeokemijske analize tvrdih
struktura su pokazali najve¢i potencijal u istrazivanjima strukturiranosti i dinamike
populacija atlantske plavoperajne tune, te bi njihovo koristenje u kombinaciji s ostalim
metodama poput terenskog promatranja i elektronickog tagiranja trebalo prosiriti dodatnim
brojem uzoraka i standardiziranim metodama uzorkovanja, obrade uzoraka i analize rezultata,
kako bi se mogu¢nost suprotnih rezultata svela na najmanju razinu, te postavio pravilan plan

ocuvanja Ove Vrste.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Prikupljanje uzoraka atlantske plavoperajne tune Thunnus thynnus

Uzorkovanje je provedeno na uzgajalistu Sardina d.0.0. smjestenom u blizini juzne obale
otoka Braca (43°28'77.04” N, 16°48°28.06” E) u Jadranskom moru u razdoblju izmedu 2009.
I 2014. godine (Slika 5). Uzorkovane su repne peraje 334 atlantske plavoperajne tune T.
thynnus tijekom dva uzastopna ciklusa kaveznog uzgoja; prilikom ulaza novoulovljenih
juvenilnih divljih populacija u uzgoj u prolje¢e 2009 i 2012. godine (divlje populacije,
Tablica 2), te prilikom izlova istih populacija nakon uzgojnog ciklusa u trajanju od otprilike
2,5 godine (uzgojne populacije, Tablica 2). Uzorci su pohranjeni u 96% etilnom alkoholu i

¢uvani na +4 °C do njihove obrade.

44°N

ol

43°N

40'

otoka Brada u Jadranskom moru.
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Tablica 2. Broj prikupljenih uzoraka atlantske plavoperajne tune T. thynnus tijekom dva uzastopna

uzgojna ciklusa na uzgajalistu u blizini juzne obale otoka Bra¢a u Jadranom moru

Ime populacije Skra¢eni naziv Godina Broj Uzgojni
populacije uzorkovanja uzoraka ciklus
Divlja populacija2009 D1 2009 100 1.
Uzgojna populacija2011 Ul 2011 95 1.
Divlja populacija2012 D2 2012 55 2.
Uzgojna populacija2014 U2 2014 84 2.

3.2. lzolacija ukupne DNA

Izolacija ukupne genomske DNA (gDNA) je izvrSena prema modificiranom protokolu

izolacije DNA iz sisavaca koristenjem izopropilnog alkohola (Laird i sur., 1991).

Kemikalije koriStene u ovom istrazivanju Su:

- lizirajuéi pufer (engl. lysis buffer; 1 M Tris-HCI, 0,5 M EDTA, 5 M NaCl, 10% SDS, pH

7,5)

- enzim proteinaza K (koncentracije 20 mg/ml; Thermo Fisher Scientific, USA)

- etilni alkohol (Sigma Aldrich, SAD)

- izopropilni alkohol (Kemika, Hrvatska)

- TE pufer (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA, pH=8,0)

- Kit 2xType-it Microsatellite PCR Master Mix (QIANGEN, USA). Kit se sastoji od Master
Mix-a koji sadrzi optimizirane koncentracije HotStarTag DNA polimeraze, MgCl,,
deoksinukleozid trifosfate (ANTP) i pufer koji ima uravnotezenu kombinaciju soli i
dodataka tako da osigurava ucinkovito vezanje i produljenje svih pocetnica u reakciji

- agaroza (Sigma-Aldrich, USA)

- SYBR-Safe DNA interkalirajuca boja (Invitrogen, USA)

- LB pufer (engl. loading buffer; 10 mM Tris-HCI (pH= 7,6); 0,03% bromophenol blue,
0,03% xylene cyanol FF; 60% glycerol; 60 mM EDTA, pH=8,0)

- GeneRuler 100 bp; 0,1 pg/ml, 50 pg (ThermoFisher Genomics, EU)

- miliQ voda (engl. double destilated water; ddH,O)
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Oprema i materijal koriSteni u ovom istrazivanju:

- mikropipete (Gilson, USA)

- 0,2 ml mikrotubice (RNAse, DNAse and PCR inhibitors-free, Sigma-Aldrich, USA)
- 1,5 ml plasti¢ne tubice (Eppendorf, EU)

- 96-jazi¢ne ploce (Life Technologies, USA)

- mikrocentrifuga (Eppendorf, EU)

- mjesalica/vortex (IKA India Private Limited)

- termomyjesalica (Biosan)

- spektrofotometar (Jenway, Bibby Scientific, UK)

- PCR uredaj MyCycler™ Thermal Cycler System (Bio-rad)
- uredaju za elektoforezu (EPS 600, Pharmacia Biotech)

- UV transiluminator (Vilber Lourmat)

- digitalni fotoaparat

- genski analizator (ABI3730x|I DNA Analyzer, Applied Biosystems)

3.2.1. Postupak izolacije DNA

1. Komadi¢ repne peraje (duzine oko 5 mm) je izrezan, usitnjen pomocu Skarica u Petrijevoj
zdjelici. Nakon svakog uzorka pribor i zdjelica su isprani 70%-tnim etilnim alkoholom.

2. U sterilne plasti¢ne tubice (2 ml) dodano je 200 ul lizirajuceg pufera, usitnjeno tkivo repne
peraje, 4 ul enzima proteinaze K koncentracije 20 mg/ml koja degradira tkivne proteine.
Mjes$avina je dobro promijesana koriste¢i vortex uredaj, te inkubirana 12 h u termomijesalici
na temperaturi od 55 °C.

3. Nakon inkubacije lizirani uzorak je kratko izmijesan, te je smjesa centrifugirana 10 minuta
na 13000 okretaja/min u mikrocentrifugi.

4. Supernatant je pomoc¢u mikropipete otpipetiran u nove sterilne plasti¢ne tubice, dodan je
jednaki volumen izopropilnog alkohola, smjesa je dobro promijeSana, te ponovo
centrifugirana 10 minuta na 13000 okretaja/min kako bi se DNA istalozila.

5. Supernatant je mikropipetom pazljivo odstranjen te su tubice ostavljene oko 15 minuta na
zraku kako bi sav izopropilni alkohol ispario.

6. Talog DNA u svakoj tubici je ispran s 500 ul 70%-tnog etilnog alkohola. Smjesa u
tubicama je pazljivo promije$ana te ponovo centrifugirana 10 minuta na 13000 okretaja/min.
7. 70%-tni etilni alkohol je iz svake tube mikropipetom pazljivo otpipetiran, a tubice su

ostavljene na zraku oko 30 minuta kako bi preostali etilni alkohol ispario.
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8. Nakon susenja, talog DNA je otopljen u 20-40 ul TE pufera ovisno o njegovoj veliini.
Tubice su oznacene i ostavljene preko noc¢i na 4 °C kako bi se DNA potpuno otopila, a

sutradan su pohranjene na -20 °C.

3.2.2. Odredivanje koncentracije i ¢istoce DNA pomoc¢u UV spektrofotometrije

Koncentracija 1 ¢istoca izolirane genomske DNA svih uzoraka provjerena je UV
spektrofotometrom u odnosu na TE pufer kao slijepu probu.
Koncentracija se odredila mjereé¢i koli¢inu apsorbiranog zracenja od nukleotidnih baza na
260 nm, a izrazila u ng/ul.
Cistoéa se odredila temeljem omjera valnih duljina 260/280 nm koji upucéuje na
kontaminaciju proteinima i idealno iznosi 1,8-2,0. Vrijednosti manje od 1,8 ukazuju na
kontaminaciju proteinima ili fenolima, a vrijednosti ve¢e od 2,0 na kontaminaciju s RNA.
Nadalje, odredio se omjer 260/230 nm koji poprima vrijednosti >1,8 za ¢istu DNA, a ako to
nije slucaj, upucuje na prisutnost kontaminiraju¢ih spojeva kao $to su proteini, polifenoli,

ugljikohidrati.

3.2.3. Razrjedenje uzoraka DNA na koncentraciju od 10 ng/ul

Budu¢i da je za svaki uzorak pomocu UV spektrofotometra oditana razli¢ita
koncentracija i cistoca izolirane genomske DNA, svi uzorci su razrijedeni na jedinstvenu
koncentraciju od 10 ng/ul. Razrjedenja su napravljena mikropipetiranjem iz originalne tubice
odredenog volumena uzorka, izraGunatog prema formuli ((a*b)/c), koji se prebacio u novu
sterilnu plasti¢nu tubicu u koju je dodan volumen miliQ vode, izracunat prema formuli (b-
((@*b)/c)).

a - ciljana koncentracija uzorka (10 ng/ul)
b - volumen miliQ vode s kojom se uzorak razrjeduje (50 pl)

C - pocetna koncentracija uzorka

3.3. Razvijanje novih EST-SSR pocetnica za atlantsku plavoperajnu tunu Thunnus thynnus

EST-SSR molekularni biljezi koristeni u ovoj studiji su prethodno opisani i razvijeni na
temelju normalizirane cDNA knjiznice izgradene od transkripata razlicitih tkiva vrste

Thunnus thynnus, kako je opisano u Trumbi¢, 2015. Za potrebe ovog istrazivanja je
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odabrano 25 lokusa u blizini gena s potencijalnom ulogom u imunoloskom odgovoru,
odgovoru na stres ili prijenosu signala na kojima su osmisljene specifiéne pocetnice koje
omeduju ponavljajuce regije mikrosatelita koriStenjem racunalnog programa Primer3

(Untergasser i sur., 2012).

3.4. Umnozavanje (amplifikacija) mikrosatelitnih lokusa u lancanoj reakciji polimerazom
(PCR)

Lanc¢anom reakcijom polimeraze (PCR) testirane su sve novorazvijene pocetnice na
razli¢itim temperaturama spajanja pocetnica (58-62 °C) i slucajno odabranim uzorcima dok
nije pronadena optimalna temperatura na kojoj se najveci broj lokusa uspjesno umnozio. PCR
reakcije su provodene u sterilnim mikrotubicama od 0,2 ml koriste¢i PCR uredaj. Za PCR
reakciju koriSten je 2xType-it Microsatellite PCR Master Mix (QIAGEN, USA) koji je
razvijen za umnazanje zdruzenih PCR reakcija u analizama minisatelita i mikrosatelita u
populacijskoj genetici.

Ukupni volumen PCR smjese je bio 5 ul, a sastavnice reakcijske smjese su navedene u
Tablici 3.

Tablica 3. Sastavnice reakcijske smjese za provodenje PCR reakcije testiranja novorazvijenih

pocetnica za atlantsku plavoperajnu tunu T. thynnus

Reakcijska smjesa Volumen za 1 reakciju (ul)
2xType-it Multiplex PCR Master Mix 2,5
Mix pocetnica (F+R) 0,5 Master mix
H,0 1
DNA 1

Svaki par pocetnica je testiran kroz niz kombinacija, mijenjajuci temperaturu spajanja
pocetnica, koncentraciju pocetnica u PCR reakcijskoj smjesi, te broj ciklusa tijekom PCR
reakcije. Nakon nekoliko uzastopnih pozitivnih rezultata umnazanja svakog para pocetnica
zasebno, zabiljezeni su njihovi optimalni uvjeti, te su odabrani slijede¢i uvjeti za izvodenje
PCR reakcije:
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1) 95 °C/ 5 min (pocetna denaturacija; engl. initial denaturation)
2) 30 ciklusa: 95 °C/ 30 sek (denaturacija; engl. denaturation)

60 °C/ 90 sek (spajanje pocetnica; engl. annealing)

72 °C/ 30 sek (produljenje pocetnica; engl. elongation)

3) 60 °C/ 30 min (zavrsno produljenje umnozenih slijedova DNA; engl. final elongation)

3.4.1. Provjera umnazanja PCR produkta elektroforezom u agaroznom gelu

Rezultati umnazanja su provjereni gel elektroforezom u 2% agaroznom gelu. Gel je
napravljen otapanjem 1 g agaroze u 50 ml 1X TAE pufera. U otopljenu agarozu je dodano 3
pul SYBR-Safe DNA interkaliraju¢e boje koja omogucava vizualizaciju DNA na UV
transiluminatoru. PCR produkti (5 pl) su pojedinac¢no izmijesani S LB puferom i naneseni u
jazice u agaroznom gelu. U prvu jazicu je nanesen samo biljeg poznatih velicina DNA
fragmenata (100 pb, 200 pb, 300 pb, 400 pb, 500 pb, itd., do 1000 pb) koji je posluzio za
odredivanje duljina umnozenih DNA fragmenata. Elektroforeza se provodila na sobnoj
temperaturi u uredaju za elektroforezu pri naponu od 70 V i trajanju od 20 minuta. Gelovi su

vizualizirani na UV transiluminatoru te fotografirani pomoc¢u digitalnog aparata.

3.4.2. Optimizacija zdruzene (engl. multiplex) PCR reakcije

Nakon temeljitog testiranja svih pocetnica odabrano je njih 15 za daljnju analizu i
optimizaciju u zdruzenoj PCR reakciji (engl. Multiplex Polymerase Chain Reaction;
multiplex PCR). Prema osobinama pocetnica, kao $to je duzinski raspon svakog pojedinog
produkta te teoretska optimalna temperatura na kojoj su se lokusi prethodno umnazali,
odredeno je da se sve pocetnice koriste u jednoj zdruzenoj reakciji, te su sve uzvodne
pocetnice oznacene fluorescentnim bojama (NED - Zzuta boja, PET - crvena boja, VIC -
zelena boja, 6FAM - plava boja).

Pocetnice su narucene od proizvodaca (Life Technologies, USA; Applied Biosystems &
Invitrogen) te su otopljene u TE puferu prema uputama kako bi se dobila stock otopina
koncentracije 100 uM, od koje su napravljene radne otopine pocetnica. Napravljene su cetiri
radne otopine pocetnice kako bi se olaksala priprema zdruzene PCR reakcije; tri otopine koje
su sadrzavale Cetiri para pocetnica i jedna koja je sadrzavala tri para pocetnica, svaka

koncentracije 2 uM (Tablica 4).
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Tablica 4. IzraGun za izradu radnih otopina pocetnica za provodenje zdruzene (engl.

multiplex) PCR reakcije

ZUTI MIX
Lokus F | R [Mix pocetnica | H