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PRIMJENA MOLEKULARNIH METODA U
RIBARSTVU
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Velika razli~itost me|u ribljim populacijama i vrstama, od kojih neke nisu do
kraja definirane (npr. vrste roda Cobitis), te negativni ~ovjekov utjecaj zbog
prevelike eksploatacije, neadekvatnih poribljavanja, te promjena prirodnih
sredina osigurali su ~injenicu da su ribe postale sredi{tem brojnih moleku-
larno–biolo{kih istra‘ivanja. Ovdje dajemo pregled nekih ~e{}e primjenjivanih
tehnika u razlikovanju ribljih populacija, osvr}emo se na njihove prednosti i
nedostatke. U uzgoju riba daje se uvid u problem redukcije genetske razli~ito-
sti, kako u slatkovodnom ribarstvu (npr. {arana, Cyprinus carpio), tako i u
marikulturi (npr. lubina, Dicentrarchus labrax).

Klju~ne rije~i: molekularne metode, genetska razli~itost, biodiverzitet, ribe

UVOD

Hrvatska je u svjetskim ihtiolo{kim krugovima poznata po postojanju brojnih
endemskih vrsta i podvrsta riba (E c o n om i d i s  i B a n a r e s c u , 1991).
Tomu je ponajprije razlog specifi~nost hrvatskih otvorenih voda, kojima
pripada velik broj kratkih i izoliranih rijeka jadranskog slijeva. Procesom
specifikacije u njima su se razvile endemske riblje vrste i podvrste (ponajprije
iz porodice pastrva, Salmonidae te {aranki, Cyprinidae, ali i druge). Za razliku
od tropskog pojasa, danas je u Europi rijetkost na}i neku do sada nepoznatu
vrstu kralje‘njaka. No, u Hrvatskoj je npr. jo{ prije nekoliko godina otkrivena
nova vrsta glavo~a — Knipowitichia mrakovcici (M r a k o v ~ i }  i K e r o v e c ,
1997).
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Po nekim teorijama, ti su endemi ostatci populacija, izvedenih iz pri-
marnih paratetskih riba, koje su prodrle u jadransko podru~je prije pet
milijuna godina, kada je cijelo Sredozemno more bilo djelomi~no punjeno
slatkom vodom iz Paratetisa. Nakon invazije slane vode kroz Gibraltarski
kanal, ribe su u Jadranskom moru nestale, a samo one koje su ‘ivjele u
perijadranskim prastarim rijekama su pre‘ivjele. Te su ribe poslije bivale
ugro‘ene s nekoliko ledenih doba. Upravo njihova dugotrajna izoliranost
uzrokovala je formiranje nekoliko razli~itih homogenih populacija (S n o j ,
2001). Tako je glavatica (Salmo marmoratus) jedan od tih endema, ~ija su
prirodna stani{ta rijeke od Italije do Albanije. Morfolo{ki se glavatica jasno
razlikuje od poto~ne pastrve, Salmo trutta (D e l l i n g  i sur., 2000), no te dvije
vrste uspje{no se me|usobno razmno‘avaju, stvaraju}i hibride, koji ponovno
imaju sposobnost razmno‘avanja i s glavaticom i s poto~nom pastrvom. Stoga
ih je sada te{ko me|usobno razlikovati. Danas hibridi prevladavaju, a ~ista
glavatica na|ena je u vi{im podru~jima rijeke So~e (C r i v e l l i  i sur., 2000).

Mekousna pastrva, Salmothymus obtusirostris endemi~na je vrsta jadran-
skog slijeva, s nekoliko podvrsta od kojih u hrvatskim rijekama nalazimo dvije:
Salmothymus obtusirostris krkensis, zlousta, u rijeci Krki i Salmothymus
obtusirostris salonitana, mekousna pastrva u rijekama Jadru i @rnovnici
(V u k o v i }  i  I v a n o v i } , 1971). Budu}i da je rije~ o relativno malim i
osjetljivim populacijama, promjene u njihovu stani{tu (ure|ivanje divljih obala,
ekolo{ki incidenti, te krivolov) dovode do jo{ izra‘enijega smanjenja populacija.
Te su populacije slabo istra‘ene i njihovo pravo stanje tek je potrebno utvrditi.

Tako|er tek predstoji utvr|ivanje pravoga broja vrsta roda vijuni (porodica
Cobitidae). Rod Cobitis {iroko je rasprostranjen u na{im vodama, zastupan
trima vrstama s 12 razli~itih formi, no nedovoljno prou~enih (S o f r a d ‘ i j a
i  B e r b e r o v i } ,  1978). S c h n e i d e r  i suradnici (2000) promatrali su ~etiri
populacije vijuna iz jadranskog i crnomorskog slijeva. Na osnovi morfolo{kih
razlika uo~avaju da populacije C. narentana iz rijeke Neretve i C. dalmatina
iz rijeke Cetine ne bi trebale biti smatrane podvrstama, ve} vrstama. Tako|er
postojanje dviju to~aka na kaudalnoj peraji Cobitisa iz rijeke Zrmanje upu}uje
na to da je ta populacija zapravo C. taenia bilienata Canestrini, 1865 iz
sjeverne Italije. Za ovakve je slu~ajeve nu‘no daljnje prou~avanje na osnovi
genetskih i biokemijskih metoda. Upotreba novih genetskih tehnika, koje
uklju~uju molekularne metode, dovodi do revizije mnogih dosada{njih spoznaja
(V a s i l e v a , 2000).

UZROCI SMANJENJA BIODIVERZITETA RIBA

Organizirane introdukcije alohtonih vrsta u otvorene vode zapo~ele su u 19.
st. radi bolje ribarske iskori{tenosti pojedinih akvatorija. No, uspjeh se pokazao
samo u rijetkim slu~ajevima kada su one zauzele neiskori{tene ekolo{ke ni{e.
Mnogo su ~e{}e unesene vrste, ako su opstale u nekoj vodi, djelovale negativno,
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pa ~ak i katastrofalno na autohtone populacije, bilo kompeticijom, bilo predaci-
jom. Negativni utjecaj intenzivnog poribljavanja jasno se mogao uo~iti u
smanjenju biodiverziteta u vodama. Uspje{an razvoj induciranog mrijesta
nekoliko ribljih vrsta omogu}io je nasa|ivanje ograni~enoga broja genotipova
u velik broj otvorenih voda. Uno{enje riba s ribogojili{ta dugo je bilo
opravdavano kao poku{aj rehabilitacije vrsta kojima je prijetilo istrebljenje ili
je uni{ten njihov okoli{ one~i{}enjem ili gradnjom brana. Osim ekolo{kih
promjena, ta uno{enja dovela su do pada genetske varijabilnosti tih vrsta zbog
eliminacije lokalnih populacija ili zbog mogu}ega kri‘anja s unesenim vrstama
(T r e e r  i sur., 2001). U ^e{koj se dogodilo da u otvorenim vodama koje
pripadaju razli~itim sljevovima triju razli~itih mora, postoji samo jedna homo-
genizirana populacija doma}e pastrve (Salmo trutta), ([ l e c h t a  i sur., 1996).
Izbjegavanje ovoga problema u kopnenim vodama morat }e se rje{avati sve
pro{irenijim mrijestom autohtonih populacija riba u svrhu poribljavanja.

Svijest o mogu}em negativnom genetskom u~inku na divlje populacije
rezultirala je brojnim studijama koje su poku{ale ocijeniti genetsko stanje u
tim vodama. Za{tita slatkovodnih riba va‘no je svjetsko pitanje, jer je tre}ina
znanih ribljih vrsta nestala ili je ozbiljno ugro‘ena. Posebice je upitna
budu}nost malih ribljih populacija, jer ribe su upravo primjer neobi~no
velikoga stupnja populacijske razli~itosti na malom geografskom podru~ju
(C r i v e l l i  i sur., 2000).

KLASI^NE METODE RAZLIKOVANJA RIBLJIH POPULACIJA

Jedan od va‘nijih zadataka u za{titi slatkovodnih riba jest determinacija
genetske razli~itosti izme|u autohtonih i unesenih vrsta, te njihovih hibrida.
Me|u ostalim, u Francuskoj i Sloveniji vo|eni su opse‘ni projekti poku{aja
revitalizacije autohtonih populacija, ~iji se obujam sve vi{e smanjivao nakon
uno{enja ribogojili{nih riba. Cilj je bio uo~iti genetski ~iste populacije autoh-
tonih vrsta, te ih po mogu}nosti izmrijestiti umjetno i vratiti u vode. Prvi
korak u takvim slu~ajevima jest pronala‘enje ~iste autohtone populacije s
pomo}u vanjskih oznaka.

Za razlikovanje ribljih populacija primjenjuju se klasi~ne morfolo{ke (mor-
fometrijske i meristi~ke) metode, kao i suvremene molekularne metode.
Morfolo{ke su metode danas jo{ dosta u primjeni, ponajprije zbog pris-
tupa~nosti i ~esto ekonomskog zna~enja. Za prikazivanje morfolo{kih razlika
izme|u genetski bliskih populacija ili taksona riba bolje rezultate daje metoda
vezane mre‘e (truss network), kojom se mjere elementi oblika, bazirani na
linearnim mjerenjima izme|u homolognih klju~nih anatomskih to~aka (D e -
l l i n g  i sur., 2000).

Budu}i da su vanjske oznake vrlo podlo‘ne utjecaju sredine, za detaljnu
se analizu primjenjuju molekularne metode. Molekularne se metode zasnivaju
na upotrebi genetskih markera.
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MOLEKULARNE METODE RAZLIKOVANJA RIBLJIH
POPULACIJA

Sedamdesetih godina u molekularnoj populacijskoj genetici riba glavni su alat
bili enzimi, a budu}i da su vrlo korisni pri istra‘ivanju genetske razli~itosti,
svoje mjesto imaju i danas. Vrlo su uvjerljivi i relativno se lako primjenjuju,
no treba spomenuti i njihove mane, kada su upotrebljavani kao markeri kod
nekih ribljih vrsta. Ponajprije se problem pojavio kada je utvr|eno da je
njihova varijabilnost kod nekih vrsta znatno niska, osim toga ~esto se nalaze
na vrlo malom kodiraju}em dijelu genoma i te{ko ih je detektirati elektrofore-
zom. Za istra‘ivanje tom metodom potreban je ve}i uzorak tkiva, koji, ako se
du‘e ~uva, degradira (C a r v a l h o  i  H a u s e r , 1994). U ranijim studijama
enzimski su lokusi najprije rabljeni kao biokemijski markeri ribogojili{nih
linija radi otkrivanja i popravljanja rijetkih alela (U t t e r  i  S e e b , 1990), a
tek poslije i kao dijagnostika za razlikovanje doma}ih od divljih populacija.
Osim toga, enzimski je polimorfizam bio u~inkovito rabljen kao genetski
marker da karakterizira strukturu populacije razli~itih ribljih vrsta. No
pojavila se potreba za vi{e polimorfnim markerima pri detektiranju inbridinga
u populacijama, u studijama uspjeha kri‘anja divljih populacija.

Molekulu DNA nalazimo u jezgri i u mitohondijima. Kod riba se veli~ina
nuklearnog genoma kre}e od 0,3 do 4 bilijuna parova baza (O h n o , 1974),
mitohondrijalnog genoma od 16 000 do 18 000 parova baza (P a r k  i
M o r g a n , 1994).

Polimorfizam na DNA razini nastaje kao rezultat to~kastih mutacija i
pogre{aka prigodom replikacije. Ista‘ivanje tih varijacija postalo je mogu}e
zahvaljuju}i razvoju tehnika DNA analize, ponajprije otkri}em restrikcijskih
enzima, koji re‘u molekulu DNA na fragmente, te razvojem lan~ane reakcije
polimeraze (PCR), koja omogu}uje amplifikaciju fragmenta DNA od minimal-
nog uzorka tkiva.

Podru~je nuklearne DNA molekule koje je od posebnog interesa jesu
minisateliti i mikrosateliti. Genom riba veoma je bogat tim sekvencama, tako
da kod poto~ne pastrve u genomu nalazimo od oko 33 000 do 109 000
mikrosatelita (E s t o u p  i sur., 1993). Vrlo su pogodni za istra‘ivanja jer se,
osim iz krvi i tkiva riba, uspje{no mogu izolirati i iz suhih ljuski (M i l l e r  i
K a p u s c i n s k i , 1996), te iz otolita (H u t c h i n s o n  i sur., 1999). Nalaze se
na nekodiraju}em dijelu DNA i rastu neprestano. Mikrosateliti se sastoje od
jednostavnih opetovanih sljedova nukleotida, veli~ine od 2 do 6 parova baza.
U procesu replikacije DNA molekule veoma su ~este pogre{ke koje dovode do
produ‘enja ili skra}enja sekvence mikrosatelita. Ta se pojava lijepo mo‘e uo~iti
u gelu pri elektroforezi, nakon {to koli~inu DNA metodom PCR pove}amo
toliko da bude vidljiva. Uspore|ivanjem mikrosatelita razli~itih populacija i
jedinki mo‘e se zaklju~iti na kojem se stupnju razlikuju, a njihov visok stupanj
polimorfnosti daje ve}u informativnost od one kod enzima. Upravo ih zbog
toga A l i a h  i suradnici (2000) uporabljuju pri istra‘ivanju bliskih linija, kod
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populacija koje su ugro‘ene »uskim grlom (bottlenecks)« kao rezultatom
kri‘anja.

Spontana mutacija za minisatelitske i mikrosatelitske lokuse jest 10–2 do
10–4 po generaciji, {to je znatno vi{e od promjena na enzimima od 10–6 po
generaciji (N e i , 1987). Minisateliti i mikrosateliti obi~no ozna~uju mende-
ljejevsko kodominantno naslje|ivanje i ono {to bitno pridonosi njihovoj popu-
larnosti jest da su mikrosatelitski lokusi bliskih vrsta gotovo jednaki, pa je
stoga mogu}e upotrebljavati iste primere i procedure.

I minisateliti i mikrosateliti uspje{no se upotrebljavaju u analizi populacija
riba. Zahvaljuju}i njihovu visokom stupnju polimorfizma ovi su se markeri
pokazali korisnima za istra‘ivanja vrsta s malim enzimskim varijacijama kao
{to je npr. atlantski losos (Salmo salar), (G a v i n  i sur., 1996) i jezerska
zlatov~ica (Salvelinus alpinus), (B r u n n e r  i sur., 1998).

Zahvaljuju}i tim svojstvima ti su markeri vrlo efikasni u istra‘ivanju
srodnih linija u uvjetima akvakulture, te kod vrlo bliskih, nedavno odvojenih
populacija.

Zbog velikog polimorfizma mnogi minisateliti i mikrosateliti omogu}uju
uspje{nu identifikaciju jedinki i odnosa unutar porodica. To uklju~uje velik
broj mikrosatelita (engl. DNA fingrprinting), koji predstavljaju razli~ite geno-
tipove. Ti markeri omogu}uju ista‘iva~ima da identificiraju srodstvo i vezu ne
samo u prvoj nego i u daljnjim generacijama, a to omogu}uje analizu
reprodukcijskog uspjeha i »fitness« pojedine jedinke (C r i v e l l i  i sur., 2000).

Mikrosatelitski su lokusi vrlo pogodni za populacijska prou~avanja jer se
lako otkrivaju s pomo}u PCR tehnike i jer se i razlika u alelima od 1 bp mo‘e
uo~iti na visoko rezolucijskim gelovima.

Postotak je zamjene nukleotida u mt DNA 5 do 10 puta ve}i nego u
nuklearnoj DNA (N e i  i  T a j i m a , 1981). Ako mu‘jaci nekih vrsta migriraju
tijekom reprodukcije vi{e nego ‘enke, razli~itost u populaciji ne}e se o~itovati
u enzimima, nego u mtDNA, jer se prenosi samo preko ‘enke. Va‘na osobina
mtDNA, za razliku od enzima i mikrosatelita, jest da se mtDNA mogu
prespojiti jedno s drugima stvaraju}i mre‘u od uzastopnih evolucijskih doga-
|aja.

Postupni nestanak razli~itosti dosta je br‘i kod enzima, dok se razli~itost
dugo odr‘ava u mtDNA i upravo je zato mtDNA odli~an marker za istra‘iva-
nja evolucije nekih populacija.

Signifikantne razlike mtDNA u razli~itim geografskim podru~jima i ma-
terinsko (klonalno) naslje|ivanje ~ine mtDNA efikasnim genetskim markerom
za razli~ite ribogojili{ne populacije i linije. Ti markeri omogu}uju razlikovanje
populacija, identificiranje podrijetla riba, ispitivanje djelotvornosti uvo|enja
pojedinih linija u akvakulturu, te su vrlo efikasni za kontrolu djelovanja
unesenih linija na doma}e, autohtone vrste.
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Mnogobrojna nova ista‘ivanja biodiverziteta riba ~esto u sebi uklju~uju sve
ove metode, i klasi~ne i molekularne, te tako pove}avaju svoju vjerodostojnost
(L i  i sur., 1993).

TRENDOVI PROU^AVANJA BIODIVERZITETA U RIBARSTVU

Tradicija poribljavanja otvorenih voda u Francuskoj prisutna je od 19. stolje}a.
Posljedica je toga da je gotovo nemogu}e prona}i populaciju bez utjecaja
poribljavanja. Razli~iti tipovi genetskih markera razvijeni su za prou~avanje
utjecaja domestificiranih i divljih riba. Autohtone »one~i{}ene« riblje populacije
uglavnom su se nalazile u vi{im, te‘e dostupnim tokovima rijeka, koje su
izbjegle poribljavanje. Takve sada ve} registrirane mogu}e autohtone populacije
uspore|ivane su s poto~nom pastrvom iz donjih tokova.

Poto~na pastrva (Salmo trutta) u Francuskoj postoji u dvjema formama:
mediteranskoj i atlantskoj, ovisno o tome u kojem slijevu obitavaju. Genetska
udaljenost tih formi izmjerena s enzimima je 0,1, dok je s pomo}u mtDNA
utvr|eno 1,5% (B e r n a t c h e z  i sur., 1992). P o t e a u x  i suradnici (1999) s
pomo}u enzima i mtDNA utvrdili su da postoji razlika u reprodukcijskom
uspjehu izme|u podru~ja gdje su uneseni doma}i genotipovi i divljih tipova
gdje je izbjegnuto poribljavanje. Tako je u tokovima gdje je provo|eno
intenzivno poribljavanje utvr|en velik pad divljih vrsta (P o t e a u x  i sur.,
1998).

Na podru~ju jugozapadne Francuske ~etiri vrste pastrva »bore« se za
prevlast; to su: sjevernoatlantska, ju‘noatlantska, mediteranska i doma}a
pastrva. Razumijevanje toga izuzetnog primjera unutarvrsnih odnosa izazov je
koji zahtijeva posebne markere i statisti~ke metode. Prvi marker koji se rabio
jesu enzimi. Veliko podru~je s mnogo nejasno}a je analizirano, a rezultati su
dali dobru sliku preklapanja teritorija. Na temelju detaljnih istra‘ivanja
doneseni su zaklju~ci, kojima je poribljavanje obustavljeno, osim u nekoliko
rijeka. Zbog razmjene riba varijabilnost unutar ribogojili{ta vrlo je mala, pa je
prirodna razli~itost znatno ve}a nego kod doma}ih linija.

[aran (Cyprinus carpio) vjerojatno je najprou~avanija riba svijeta. Ponaj-
prije zbog duge povijesti u njenoj domestifikaciji i zbog veoma {iroke ras-
prostranjenosti postoji velik broj razli~itih populacija. U vi{e od stolje}a staroj
slatkovodnoj akvakulturi u~injeno je mnogo na selekciji riba za zadovoljenje
uzgojnih potreba (H a b e k o v i }  i  T u r k , 1981). Rezultiralo je to npr.
svjetski poznatim linijama {arana s ribnja~arstava Na{ice i Poljana, kao i
anga‘manom na drugim ribnjacima na formiranju vlastitih mati~nih stokova
ribe.

Usavr{avanje tehnika induciranog mrijesta riba, uz sve prednosti, dovelo
je do mije{anja genotipova, te se posljednjih desetlje}a uo~ava nagli gubitak
genetske raznolikosti, i na otvorenim vodama, i u uzgoju (T r e e r  i sur., 1995).
Stoga je briga o o~uvanju biolo{ke raznolikosti u ribarstvu Hrvatske nu‘nost.
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Mnogi su markeri primjenjivani pri genetskom razlikovanju populacija,
ponajprije morfolo{ki. T r e e r  i sur. (2000) morfolo{ki prate populacije {arana
s ~etiri slatkovodna ribnja~arstva, te na osnovi mjerenja utvr|uju da jo{ postoje
dobro definirane linije u Hrvatskoj, ali da je ipak potrebna detaljnija provjera
s pomo}u molekularnih markera. Osim morfolo{kih markera, dosta su se rabili
imunogenetski i biokemijski markeri, no njihovo mjesto sve vi{e zauzimaju
mikrosateliti zbog znatno ve}eg polimorfizma (C r o o i j m a n s  i sur., 1997).

S pomo}u DNA markera mogu}e je bolje vidjeti postoje}e stanje na
ribnjaku, odnosno postoji li opasnost od inbridinga, kao i genetsku varijabil-
nost populacija. Tako|er je mogu}e utvrditi udaljenost me|u populacijama.

Na {aranima u ribnjacima analiza razlike populacija dobro se mo‘e
utvrditi s pomo}u mikrosatelita (L e h o c z k y  i sur., 2000). Uporabom mikro-
satelitskih markera zajedno s enzimima u Danskoj utvr|ena je udaljenost
ribnja~arskih {arana od {arana u divljim vodama (T a n c k  i sur., 2000). Sli~an
tip istra‘ivanja ra|en je u Njema~koj gdje se tra‘ila udaljenost izme|u doma}ih
i stranih linija {arana, no kao markeri rabili su se enzimi (K o h l m a n n  i
K e r s t e n , 1999).

Problem »one~i{}enja« morske ribe pojavio se razvojem marikulture u
Jadranskom moru. Naime, velike koli~ine mla|a, ponajprije lubina (Dicentrar-
chus labrax) nabavljaju se iz inozemstva (uglavnom iz Italije i Francuske), ~iji
znatan dio bjegovima dospijeva u otvoreno more i dobiva mogu}nost kri‘anja
s doma}im populacijama (T r e e r  i sur., 2001). Razli~ite selekcije uklju~uju
diferencijaciju jednog ili vi{e lokusa, {to vodi do djelomi~ne redukcije protoka
gena. To se naj~e{}e doga|a u slu~ajevima kad je morska li~inka prenesena u
drugi okoli{.

Lubin je odli~an biolo{ki model za prou~avanje odnosa izme|u genetske
strukture i selekcije. To je {iroko rasprostranjena eurihalna i euritermna riba
koja uspje{no kolonizira obalne lagune, kao i otvorena mora (T r e e r  i sur.,
1995a). Nekoliko je studija poku{alo definirati genetski odnos izme|u popula-
cija lubina. U tim studijama kori{teni su razli~iti molekularni markeri, te su
zato komplementarne. L em a i r e  i suradnici (2000) usporedili su podatke
dobivene s pomo}u mikrosatelita i enzima u lubina iz razli~itih podru~ja
Sredozemlja, te su utvrdili da se najkompletnija slika dobiva uporabom obaju
tipova markera.

Genetski se markeri vrlo ~esto upotrebljavaju pri genetskom pra}enju
brojnih drugih ribljih vrsta. Tako se pri istra‘ivanju genetske razli~itosti
populacija podusta (Chondrostoma nasus), (L u s k o v a  i sur., 1997) i mrene
(Barbus barbus), ([ l e c h t o v a  i sur., 1998), koristi enzimskim polimorfiz-
mom.

Genetski se markeri vrlo u~inkovito rabe za istra‘ivanja ne samo riba nego
i ostalih akvati~nih organizama. Tako su B i e r n e  i suradnici (2000) rabili
mikrosatelite pri razlikovanju dviju populacija kozica (Penaeus stylirostris) koje
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se uspje{no uzgajaju dugi niz godina, pri ~emu su bili izdvojeni od drugih
populacija. Iako je bila rije~ o malom uzorku u vrlo bliskom odnosu, mikro-
sateliti su se pokazali dovoljno informativnima za istra‘ivanje. Pri tome je
molekula DNA izolirana iz hemolimfe. Zaklju~ili su o postojanju inbridin{ke
depresije u kozica (B i e r n e  i sur., 2000).

Pacifi~ke kamenice (Crassostrea gigas) unesene su u Tasmaniju prije
pedesetak godina, te su se pojavili strahovi da su izgubile svoju genetsku
varijabilnost kroz postupno prilago|avanje. Rabe}i 17 enzimskih lokusa, pro-
matrane su tri udoma}ene populacije u Autraliji i uspore|ene s endemskom
japanskom populacijom. Sve su populacije pokazale visok stupanj genetskog
varijabiliteta (E n g l i s h  i sur., 2000).

Enzimi su se rabili uz morfolo{ka mjerenja i pri razlikovanju kamenica
roda Saccostrea u Tajlandu. ^etiri od osam enzima bila su vrlo efektivna u
razlikovanju izme|u triju vrsta kamenica. Obje metode primjenjene zajedno
pokazale su se vrlo dobre za uzgajiva~e pri utvr|ivanju identiteta uzgojnog
materijala (D a y  i sur., 2000).

DNA tehnologija progresivno raste. Iako DNA analize mogu biti dugotraj-
ne, zamorne i skupe, koli~ina genetske razli~itosti uo~ena na taj na~in mnogo
je ve}a nego istra‘ivanjem s pomo}u enzima. Trenuta~no, glavni metodolo{ki
trend u ovom polju jest razvoj {to br‘eg i lak{eg dobivanja podataka, {to se
napose odnosi na automatizaciju. Kompjutorske baze nuklearnih sekvenci
mnogih gena, DNA markera, primera i ostalih sli~nih informacija su naprav-
ljene i dostupne su istra‘iva~ima. Razvijene su i specijalne metode statisti~ke
analize i sli~nih kompjutorskih programa. Svi ti uvjeti omogu}uju {iroku
primjenu analiza DNA polimorfizama razli~itih ribljih populacija.
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THE USE OF MOLECULAR METHODS IN FISHERIES

T. Odak, T. Treer, I. Ani~i}, R. Safner, M. Piria

The existence of high diversity between fish populations and species, among
which some are not completely defined (for instance species of genus Cobitis),
as well as negative human influence through overexploitation, non adequate
fish stockings and changes of natural habitats, both ensured the fact that fish
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entered into the focus of many molecular biological investigations. In this
paper has been given the review of the most used techniques in the
differentiation of fish populations, including their advantages and weaknesses.
The problem of the reduction of genetic diversity in freshwater (for instance
common carp, Cyprinus carpio) and marine (for instance seabass, Dicentrar-
chus labrax) aquaculture is also discussed.

Key words: molecular methods, genetic diversity, biodiversity, fish
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Znanstveno–stru~ni skup
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Ministarstva znanosti i tehnologije i Ministarstva zdravstva
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dvorani Veterinarskog fakulteta Sveu~ili{ta u Zagrebu, Heinzelova 55 s
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