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POTPOMOGNUTA SELEKCIJA U AKVAKULTURI

D. Matuli¢, A. Ivankovié, I. Anicié

SaZetak

Akvakultura je industrija u razvoju s ukupnom globalnom vrijednoséu od 56
milijardi dolara. Proizvodnja se temelji na oko 210 vrsta, od kojih Sarani i ka-
menice imaju najvecu proizvodnju. Neke od vrsta u akvakulturi nastoje se
proizvodno unaprijediti ciljanim selekcijskim radom, koji se primarno temelji
na metodama populacijske genetike. Glavni cilj uzgojnih programa u akvakul-
turi jest povecanje profitabilnosti i odrzivosti, uz o¢uvanje genetske varijabil-
nosti uzgajanih vrsta. Aktualnim uzgojno-selekcijskim programima nastoje se
unaprijediti salmonidi, Skampi i tilapije, uz napomenu da su pozitivni uéinci
kod salmonida najizrazeniji. Tijekom zadnjih desetljeca razvoj molekularne ge-
netike omogudio je pojacavanje selekcijskoga pritiska putem uporabe genet-
skih markera koji imaju izravne ili posredne u¢inke na proizvodne odlike. Cilj
je ovog rada prikazati nova dostignuca, moguénosti, ali i probleme pri integra-
ciji markerima potpomognute selekcije u akvakulturi.

Kljuéne rijeci: akvakultura, uzgojni program, markerima potpomognuta se-
lekcija

UVOD

Molekularna je genetika tijekom dvaju proslih desetljeéa metodologki i aplika-
tivno usla u niz ljudskih djelatnosti, a osobito nalazi primjenu u proizvodnji
hrane, odnosno u animalnoj proizvodnji. Otkriéem i usavrSsavanjem lancane
reakcije polimerazom (PCR; engl. Polymerase Chain Reaction) molekularna je
genetika usla na velika vrata u svijet animalnih znanosti i animalne proizvod-
nje Ivankovié, 2005). Kljuéan trenutak bili su otkriée i izolacija termosta-
bilnog enzima polimeraze, koji je ostajao aktivan i nakon izlaganja visim tem-
peraturama, nuznima za razdvajanje dvostruke uzvojnice DNA na jednostruke
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lance. Nakon razdvajanja uzvojnica DNA moglo je uslijediti kopiranje lanca
DNA na istovjetne kopije, $to je omoguéilo umnozavanje jednog DNA lanca u
viSe milijuna kopija nakon nekoliko desetaka sljednih ciklusa. Time je stvore-
na predispozicija za izravnu detekciju i analizu ucinaka cetiriju temeljnih evo-
lucijskih ¢imbenika (genetskog drifta, migracije, selekcije, mutacije) na razini
gena (DNA).

Lancana reakcija polimerazom (PCR metoda) uvelike se primjenjuje u ak-
vakulturi te, iako jo§ nije uvedena kao standardna metoda, vrlo je uc¢inkovita i
u dijagnosticiranju bolesti organizama koji zive u vodi (Strunjak Pero-
vié i Topié¢ Popovié, 1999). Molekulu DNA nalazimo u jezgri i u mito-
hondrijama. U riba se veli¢ina nuklearnog genoma krece od 0,3 do 4 bilijuna
parova baza (bp) (Ohno, 1974), mitohondrijalnog genoma od 16 000 do
18 000 parova baza (Park i Morgan, 1994). Kao rezultat tockastih mutaci-
ja i pogresaka pri replikaciji molekule DNA, nastaje pojava polimorfizma na
razini same molekule (Odak i sur., 2002).

Molekularnogeneticke metode omoguéile su identificiranje genetskih mar-
kera izravno ili posredno odgovornih za iskazivanje proizvodno zanimljivih
ucinaka, kvalitativne ili kvantitativne prirode. Dio genetskih markera izravno
je vezan za zapazene proizvodne ucinke, jer je njihov polimorfizam funkcio-
nalna mutacija. Za znatan dio genetskih markera uoc¢ena je posredna funkcio-
nalna veza preko genskih regija koje iskazuju kvantitativne ucéinke na proiz-
vodne odlike. Molekularna nam genetika omogucéuje izravnu ili posrednu de-
tekciju Zeljenih alelnih varijanti roditelja i potomaka, na temelju ¢ega postaje
moguée izravno odabrati jedinku za rasplod i uporabu, bez utjecaja spola,
dobi, zdravlja, reproduktivnog statusa i okolisnih ¢imbenika na konac¢nu odlu-
ku.

Akvakultura je industrija u razvoju s ukupnom globalnom vrijednoséu od
56 milijardi dolara i s oko 210 vrsta koje se uzgajaju u akvakulturi (FAO,
2003), a prepoznata je kao najbrze rastuéi sektor proizvodnje hrane
(NACA/FAOQ, 2000). Proizvodnja hrane jedan je od strateskih nacionalnih,
ali i globalnih prioriteta. Nova su biotehnicka dostignuca iskoristiva u una-
predenju proizvodnih potencijala, te u pripremi na moguée promjene proiz-
vodnog okruzenja zbog odredenih klimatskih promjena. Molekularna genetika
otvara moguénost izravne analize kumulirane adaptabilnosti lokalnih popula-
cija u akvakulturi, te integracije specifiénih genskih zapisa u produktivnije po-
pulacije. Navedeno je u suglasju s ciljem selekcijskog uzgoja u akvakulturi koji
mozZemo postaviti kao poboljsanje postojeéih i razvoj novih pasmina i hibrida
te njihovih proizvodnih odlika.

Stopa je rasta najvaznija znacajka za vecinu, selekcijom obuhvaéenih, ak-
vakulturnih vrsta uzgajanih u monokulturi ili polikulturi. Relativno je malo
istraZzivanja radeno na ostalim, vrlo bitnim ekonomskim odlikama. Otpornost
na bolesti i kvaliteta fileta (polovica) tesko su mjerljive znacajke na kandidati-
ma za selekciju, ali imaju golem utjecaj na ucinkovitost proizvodnje i rentabil-
nost mnogih vrsta u akvakulturi Martinez, 2007).

26



Ribarstvo, 67, 2009, (1), 25—39
D. Matuli¢ i sur.: Potpomognuta selekcija u akvakulturi

Tablica 1. Poznate markerske QTL poveznice kod akvakulturnih vrsta
(Sonesson, 2007)

Table 1. Known marker-QTL linkages in aquaculture species
(Sonesson, 2007)

Odlika Referenca

Salmonidne vrste — Salmonids

Vrijeme mrijesta — eng. Spawning time Leder i sur. (2006)

Rano sazrijevanje — eng. Early development Martinez i sur. (2005)
Broj slijepih crijeva — eng. Pyloric caeca number Zimmerman i sur. (2005)
Limfociti koji imaju urodenu sposobnost citotoksi¢nog

ubijanja ciljnih stanica — eng. Natural killer cell-like Zimmerman i sur. (2004)
activity

Otpornost na hematopoeznu nekrozu — eng. Hematopoetic

necrosis resistance Rodriguez i sur. (2005)

Stopa razvoja — eng. Development rate Sundin i sur. (2005)

Otpornost na zaraznu anemiju lososa — eng. Infectious Moen i sur. (2004b, 2006)

salmon anemia resistance

Otpornost na miksoparazita Ceratomyxa shasta — eng. . .
Ceratomyxa shasta resistance Nichols i sur. (2003.b)

Otpornost na zar'aznu.nekrozu gusterate — eng. Infectious Ozaki i sur. (2001)
pancreatic necrosis resistance

Otporpost na zaraznu hematopoeznp nekrozu — eng. Khoo i sur. (2004)
Infectious hematopoietic necrosis resistance

Odnos mase i kondicijskog faktora — eng. Body weight Reid i sur. (2005)
and condition factor :

Odnos mase i mrijesta — eng. Spawning date and body

weight O’Malley i sur. (2003)

Odnos rasta i sazrijevanja — eng. Growth and maturation Martyniuk i sur. (2003)
Tolerancija na temperaturu — eng. Temperature tolerance Somorjai i sur. (2003)

Meristicke znacajke — eng. Meristic traits Nichols i sur. (2004)
Razvoj embrija — eng. Embryonic development Robison i sur. (2001)
Albinizam — eng. Albinism Nakamura i sur. (2001)
Stopa razvoja — eng. Development rate Nichols i sur. (2000)s
Vrijeme mrijesta — eng. Spawning time Sakamoto i sur. (1999)

Gornja temperaturna tolerancija i veli¢ina — eng. Upper

temperature tolerance, size Perry i sur. (2001, 2003)

Gornja temperaturna tolerancija — eng. Upper

Danzmann i sur. (1999)
temperature tolerance

Gornja temperaturna tolerancija — eng. Upper

temperature tolerance Jackson i sur. (1998)

Tilapije — Tilapia
Tolerancija na hladnoéu — eng. Cold tolerance Moen i sur. (2004.b)

Odnos tolerancije na hladnoéu i veli¢ine ribe — eng. Cold

tolerance and fish size Cnaani i sur. (2003)

Stres i imunoloski odgovor — eng. Stress and immune Cnaani i sur. (2004)

response
Boja — eng. Colour pattern Streelman i sur. (2003)

Rano prezivljavanje — eng. Early survival Palti i sur. (2002)

Odredivanje spola — eng. Sex determination Lee i sur. (2003); Lee i sur. (2004)
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QTL — Quantitative Trait Loci

Istrazivanjem vezanosti molekularnogenetickih markera s poligenskim proiz-
vodnim znacajkama u nekim slu¢ajevima uocene su signifikantne veze alelnih
varijanti s kvantitativnim odlikama svojstava, zbog c¢ega se takvi lokusi nazi-
vaju QTL lokusima (engl. Quantitative Trait Loci). U takvim slu¢ajevima osta-
je nepoznato pojasnjenje izravnog ucinka prijepisa DNA koda (mutacije) na
proizvodne odlike, no za primjenu markera bitno je korektno pozicioniranje
genetskih lokusa (markera) u kromosomu (Ivankovié, 2005). QTL su loku-
si ¢ija varijabilnost podlijeze varijacijama u ekspresiji kvantitativnih karaktera
(Gelderman, 1975). Otkrivanje QTL-a pomaZe razumijevanju genetske
grade neke odlike, npr. broj i relativni u¢inak gena koji odreduju ekspresiju
neke odlike.

Genetske markere kojima se koristimo u selekcijskom radu dijelimo na iz-
ravne QTL markere (D-markere) i na posredne QTL LD (engl. linked mar-
kers in population-wide disequilibrium with the QTL) i QTL LE (engl. linked
markers in population-wide equilibrium with the QTL) markere. Dekkers
(2004) pokazuje da se selekcija temeljena na trima navedenim tipovima genet-
skih markera moze dijeliti na: GAS (engl. Gene-Assisted Selection), LD-MAS
(engl. LD Markers-Assisted Selection) i LE-MAS (engl. LE Marker-Assisted
Selection). Time je steéena osnova za ukljudivanje genetskih markera u pro-
grame genetskog unapredenja, odnosno selekcijske programe izgradnje popu-
lacija, posebice za obiljeZja kod kojih su standardne metode populacijske gene-
tike nedostatne ili spore (niska razina hereditarnosti, otezano kvantificiranje
fenotipskih/proizvodnih uc¢inaka i drugo). Za vaznije odlike akvakulturnih
vrsta identificiran je mali, ali rastuéi broj QTL.

Hayes i suradnici (2007) detektirali su QTL za odliku rasta kod austral-
ske vrste petrova uha Haliotis rubra (Leach), a u budué¢im se genskim
istrazivanjima nadaju, zbog velike vaznosti akvakulturalnih uzgojnih progra-
ma, otkriti QTL za odliku otporosti na bolesti (Fjalestad i sur., 1993;
Nell i Hand, 2003; Argue i sur.,, 2002; Henryon i sur.,2005). U salmo-
nidnih vrsta identificiran je QTL vezan za odnos mase i velicine
Martyniuk i sur.,, 2003; O’Malley i sur., 2003; Reid i sur., 2005), za
uzorak boje (Streelman i sur., 2003) te za jednu formu albinizma (Naka -
mura i sur., 2001). Identificiran je QTL i za razli¢ite zarazne bolesti, npr. za
zaraznu hematopoeznu nekrozu (Rodriguez i sur., 2005) i zaraznu salmo-
nidnu anemiju (Moen i sur., 2004b, 2006), (Tablica 1).

MAS — Marker Assisted Selection
Markerima potpomognuta selekcija (MAS; engl. Marker Assisted Selection)

primjenjuje se u biljnom i Zivotinjskom uzgoju. To je proces u kojemu je mar-
ker (morfoloski, biokemijski ili onaj temeljen na varijacijama u DNA/RNA)
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Tablica 2. Akvakulturne vrste za koje postoje genske mape

(Sonesson, 2007)

Table 2. Aquaculture species for which there are genetic marker maps

(Sonesson, 2007)

Vrsta — Species

Referenca

Kapica

eng. Scallop

lat. Familliae: Pectinidae
Atlantska kamenica

eng. Pacific oyster

lat. Crassostrea gigas
Americ¢ka kamenica

eng. Eastern oyster

lat. Crassostrea virginica
Atlantska bijela kozica

eng. White shrimp

lat. Penaeus (Litopenaeus) vannamei

Kuruma kozica

eng. Kuruma prawn

lat. Penaeus japonicus
Velika tigrasta kozica

eng. Giant tiger prawn

lat. Penaeus monodon
Atlantski losos

eng. Atlantic salmon

lat. Salmo salar
Jezerska zlatovcica

eng. Arctic char

lat. Salvelinus alpinus
Kalifornijska pastrva

eng. Rainbow trout

lat. Oncorhynchus mykiss
Salmonidi (salmonidne vrste)

eng. Salmonids

lat. Familliae: Salmonidae

Li i sur. (2005)
Wang i sur. (2004)

Hubert i Hedgecock (2004)

Yu i Guo (2003)

Pérez i sur. (2004)

Moore i sur. (1999)

Li i sur. (2003)

Wilson i sur. (2002)

Moen i sur. (2004a)

Gilbey i sur. (2004)

Woram i sur. (2004)

Nichols i sur. (2003a)

Sakamoto i sur. (2000)

Young i sur. (1998)

May i Johnson (1990)
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Saran

eng. Common carp

lat. Cyprinus carpio
Brancin

eng. European seabass

lat. Dicentrarchus labrax
Kanalni som

eng. Channel catfish

lat. Ictalurus punctatus
Tilapija

eng. Tilapia

lat. Oreochromis spp

Sun i Liang (2004)

Chistiakov i sur. (2005)

Waldbieser i sur. (2001)
Liu i sur. (2003)

Lee i sur. (2005)
McConnell i sur. (2000)
Agresti 1 sur. (2000)

Kocher i sur. (1998)
Japanski halibut
eng. Bastard halibut Coimbra i sur. (2003)

lat. Paralichthys olivaceus

upotrebljavan za posrednu selekciju genetske odrednice ili ¢imbenika od
znacajnog genetskog interesa, npr. produktivnost, otpornost na bolesti, tole-
rancija na stres itd. Korisna je za tesko mjerljive znacajke ili one koje su
izrazene tek kasnije u razvoju ili pri klanju — heritabilnost, otpornost na bo-
lesti, kvaliteta fileta, konverzija hrane, tolerancija na salinitet i niske tempe-
rature (Sonesson, 2007).

Premda je vec¢ina ekonomski bitnih proizvodnih svojstava poligenske pri-
rode, odredeni broj svojstava vezan je za djelovanje jednog ili manjeg broja
gena, tako da je uc¢inak mutacija na tim genima u izravnoj vezi s proizvodnim
svojstvom. Na takva monogenska proizvodna obiljezja moze se ugradnjom od-
govarajuc¢ih genskih markera (izravnih biljega) u uzgojne programe vrlo ucin-
kovito djelovati (MAS), (Ivankovié, 2005). Upoznavanje nacina djelovanja
mutacije na proizvodno obiljezje pomaze u konstrukciji genskih testova.

Molekularnogeneticke markerske mape napravljene su za mnogo akvakul-
turnih vrsta npr. tilapiju, soma, veliku tigrastu kozicu i kuruma kozicu, ja-
panskog iverka te atlantskog lososa, iako je njihova gustoéa opéenito niska
(Ruane i Sonino, 2007). Gustoéa je markerskih mapa visoka za kalifornij-
sku pastrvu (Nicholas i sur., 2003a), a ima vise od 1 300 markera koji se
protezu kroz cijeli genom. Velika veéina njih su AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism) markeri (Vos i sur., 1996), ali takoder ukljucuju i vise
od 200 mikrosatelitnih markera (Nichols i sur., 2003a), (Tablica 2).
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Graf 1. Unos fenotipskih i molekularnih podataka poligenskih i
monogenskih odlika, ukljucujuéi direktne (D) i indirekine markere (LD, LE),
u selekcijski program koji je uskladen s poslovnim ciljem koristeéi se
analizama za procjenu uzgojne vrijednosti (PUV), molekularnu procjenu i
genotipove (ili genotipske mogucnosti). Pune i isprekidane strelice naznacuju
protok informacija za poligenska, odnosno monogenska svgjstva (Dekkers,
2004).

Figure 1. Integration of phenotypic and molecular data on polygenic and
monogenic traits, including data on direct (D), linkage disequilibrium (LD),
and linkage equilibrium (LE) markers, in a selection program that will meet
business goals, using analysis tools to estimate breeding values (EBV),
molecular scores, and genotypes (or genotype probabilities). Solid and broken
arrows indicate the flow of information for polygenic and monogenic traits,
respectively (Dekkers, 2004).

MAS — generacijski interval i introgresija

Selekcijom potpomognutom markerima mozemo smanjiti generacijski interval,
ali, dakako, ne moZzemo smanjiti razdoblja u kojem riba spolno sazrijeva (osim
ako selekcijska shema ne ukljucuje in vitro korake i sl.), (Sonesson, 2003).
Za najcesée uzgajane vrste razdoblje spolne zrelosti u razmaku je od dvije do
tri godine, s iznimkom vrsta tilapija, koja spolno sazrijeva u samo jednoj godi-
ni. Kod riba, generacijski je interval bioloski minimum i nemoguce ga je do-
datno umanjiti, ali markerima asistiranom selekcijom moZemo djelovati na
druge genetske i ekonomske ¢imbenike. Mozemo izvrsiti predselekeiju rodite-
lja na bazi markerskih informacija za znacajke koje su mjerene kasnije u Zivo-
tu, dakle stedimo vrijeme i novac zadrZavajuéi u uzgoju manji broj riba. Su-
protno tomu, intenzitet selekcije moze biti poveéan za druge odlike za koje
nije upotrebljavana markerska informacija (Sonesson, 2003).

Buduéi da sve uzgajane akvati¢ne vrste jos uvijek imaju svoje divlje pret-
ke, moguéa je ugradnja gena (ili QTL) od tih divljih predaka u uzgajane vrste.
Kod vrste bijelog skampa u divljim je populacijama pronadena veca otpornost
na bolesti, ali niza stopa rasta nego kod uzgajanih vrsta. U ovom primjeru,
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samo bi se geni za otpornost na bolesti trebali ugraditi u uzgajane vrste, na-
ravno, pazeéi na poligenu prirodu genoma te moguéi uéinak utjecaja ugradbe-
nog gena na svojstvo stope rasta (Sonensson, 2007). Problem primjene
markerima potpomognute introgresije, tj. trajne ugradnje gena iz jednog seta
diferencirane populacije u drugu, jest u trazenju znacajki od genetskog intere-
sa kod divljih populacija u okviru, $to je dosta vazno, razumljivog te opravda-
nog troska, te onda identificirati gene ili markirane QTL za tu znacajku koju
mislimo ugraditi (Visscher i sur.,, 1992; Koudande i sur., 2000). Ovo je
skup i vremenski dugotrajan proces, pogotovo za vrste s dugim generacijskim
intervalom, a prema Dekkersu i Hospitalu (2002), ekonomiénost je
odluéujuéi ¢imbenik za primjenu molekularne genetike u genetski unapri-
jedene programe. Isplativost primjene markerima potpomognute selekcije tre-
ba usporediti ne samo s konvencionalnim uzgojnim metodama nego i s upora-
bom ostalih novih tehnologija koje potencijalno mogu unaprijediti populacij-
sku genetiku u akvakulturi poput triploidizacije te metode izmjene spolova.

Za prakti¢nu primjenu naprednih molekularnih tehnologija poput marke-
rima potpomognute selekcije u akvakulturi preduvjet je postojanje snaznoga
uzgojnog programa. U situacijama kada kapacitet i infrastruktura nisu zado-
voljene za podrzavanje konvencionalnog uzgojnog programa, selekcija markeri-
ma neée pruziti preéac nikakvom genetskom unapredenju. Ruane i So-
nino (2007) upozoravaju na problem uporabe markerima potpomognute selek-
cije i prava na intelektualno vlasnistvo. Informacije o dijelu genetskih marke-
ra za koje su otkriveni ucinci na proizvodno zanimljive odlike zasti¢ene su
pravom na intelektualno vlasnistvo. Uskraéivanje pristupa moguée korisnim
informacijama moZe usporiti, odnosno dovesti u neravnopravan polozaj manje
razvijene zemlje u pogledu razvoja i primjene markerima potpomognute selek-
cije u akvakulturi.

Prema Dekkersu (2004), uspjeSsna implementacija markerima potpomo-
gnute selekcije zahtijeva opsezan integrirani pristup koji je blisko uskladen s
poslovnim ciljem i trzistem. Potreban je razvoj logistike za prikupljanje te
pohranu uzoraka DNA i genotipiziranje. U praksi su sva tri tipa prije opisa-
nih markera dostupna za kategorizaciju uz sveobuhvatan pristup istrazivanju
i analiziranju podataka vezanih uz fenotip za visestruke odlike, za izravne
odlike (D-markere), LD/LE markere i razvoj selekcijske strategije koja udovo-
ljava poslovnim ciljevima (Graf 1). Praksa ¢e se kasnije veéinom voditi genet-
skom dobiti koja je odredena svojom trzisnom isplativoséu.

ZAKLJUCAK

Selekcija potpomognuta markerima trenutacno je ograni¢ena manjkom visoko
rezolutnih genetskih mapa za veéinu akvakulturnih vrsta. Medutim, u skoroj
buduénosti markerima potpomognuta selekcija izrazito ¢e povecati to¢nost se-
lekcije za veéinu odlika. Aktualni uzgojni programi, odnosno selekcijski zahva-
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ti u akvakulturi zasnivaju se na linijskim informacijama genetski vrlo bliskih
jedinki samo za dio gospodarski vaznijih znacajki. Sve dok ne budu poznate i
dostupne genetske karte visoke rezolucije, primjena markerima potpomognute
selekcije bit ée ograni¢ena na genetske markere srednje visokog uéinka. Do
tada ce fenotip, odnosno proizvodni ucinak ostati vazna komponenta progra-
ma genetskog unapredenja u akvakulturi, jer uzima u obzir ukupni uéinak
svih gena populacije, odnosno vrste.

Summary

GENETIC MARKERS ASSISTED SELECTION
IN AQUACULTURE

D. Matuli¢, A. Ivankovié, I. Anicié

Aquaculture is an increasing industry, with a total value of 56 billion US$.
Production is based on about 210 species of which the carps and oysters have
the largest world-wide production. Aquaculture industry strives to improve
production of some species with selection targeted work, which is primarily
based on methods of population genetics. The main goal of breeding programs
in aquaculture is to increase the profitability and sustainability, while main-
taining genetic variability in the cultured stock. Current breeding selection
programs strive to improve salmonids, shrimps and tilapia with the proviso
that the positive effects at salmonids are most stated. During the last decade
development of molecular genetics provides the ability of increasing selection
pressure through the use of genetic markers that have direct or indirect ef-
fects on the production value. The aim of this work is giving the display of
new achievements, capabilities, but also having problems in the integration of
marker assisted selection in aquaculture.

Key words: Aquaculture, Breeding program, Marker assisted selection
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