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u se pokazala potreba za preciznim pregledom
netike riba da bi se ustanovila kromosomska
sa teleostima i da bi se razjasnili odnosi izme-
ievolucije kromosoma i raznolikosti vrsti vertebrata.
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Pregledni ¢&lanak

Proucavanje citogenetike riba
K. Al-Sabti

uvobD

Ribe zauzimaju vaino mjesto u proucavanju evo-
lucije Zivotinja i u razumijevanju razvoja vertebrata u
cijelosti. Pokazala se potreba za preciznim pregle-
dom citogenetike riba da bi se ustanovila kromosom-
ska veza sa teleosteima i da bi se razjasnili odnosi
izmedu evolucije kromosoma i raznolikosti vrsta ver-
tebrata. Buduéi da je ribe vrlo teiko citogeneticki 's-
traZivati, do sada u tom podrugju nije udinjen vedi
napredak.
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Cinjenica je da postoji oko 20 000 Zivuéih vrsta ri-
ba. Od toga je kod samo 1800 vrsta registriran broj
kromosoma, a kompletan kariotip kod 1300 vrsta. Na-
suprot tome, vise od 35% zivuéih vrsta sisavaca je
proucavano citoloski, u nekim sluéajevima vrlo inten-
zivno. U ovom radu obraduje se citogenetika riba.

Za cCitatelje zainteresirane za citogenetska istrazi-
vanja bilo bi od pomoéi da razlikuju citogenetiku od
citotaksonomije. Prvo se odnosi na proudavanje na-
sljeda pomocéu kromosoma (nosilac gena) i citoloski
mehaizam nasljedivanja. Citotaksonomija se, s druge
strane bavi prouavanjem fenotipskih i filogenetskih
odnosa unutar vrsta riba, baziranih na komparaciji
broja kromosoma i morfologiji (kariotip).

U pripremanju ovog rada koji ée pomoéi onima
koji su zainteresirani za ovo podruéje (ihtiolozi, tak-
sonomiéari) posluzio sam se izvrsnim radovima Go | d
(1979) i Ojima (1982).

KORISTENJE TEHNIKE ZA PREPARACIIU
KROMOSOMA RIBA

Razvoj citogenetskih tehnika za kromosome riba
od 1961., osobito sadasnja »air-drying« metoda, kom-
binirana sa kolhicinskim tretmanom da bi se akumu-
lirale stanice u metafazi i olak$alo odvajanje kro-
mosoma, omogucio je preciznu delineaciju kromoso-
ma u somatskim stanicama. Tim viSe, kultura stanica
riba koja pruia vaine podatke za istrazivanje u raz-
liégitim podru&jima biologije stanica, bila je primije-
njena odmah nakon razvoja tehnika za kulture stani-
ca sisavaca i utemeljenja stanicne linije in vitro. Teh-
nike stani¢ne kulture riba postale su pogodne za ko-
ristenje leukocita i stanica dobivenih iz raznih izvora
poput krvi, peraje, ljuska, skrga, ovarija, bubrega, oka
embrija. Razvoj novih diferencijalnih tehnika bojenja
uéinio je vidljivim karakteristi¢an naédin povezivanja
kromosoma riba. Ti novi tehnicki pristupi pokazali su
se djelotvorni za bolje razumijevanje i standardizira-
nje kariotipa. Vise o tehnikama preparacije kromo-
soma riba moie se naéi u radovima Al-Sabti
(1983). Gold (1979)i Ojima (1982).

ODREBIVANIJE SPOLA U RIBA

Vrlo je tesko razlikovati ribe po spolu. Razliditi ob-
lici uklju€uju hermafroditizam, uniseksualizam i bi-
seksualizam. Kao posljedica te raznolikosti, ribe su
koriStene u mnogim proudavanjima odredivanja i di-
ferencijacije spola (Yamamaoto, 1969).

Hermafroditi mogu biti sinhroni (simultani) kad j
jaje i sperma sazrijevaju u isto vrijeme, ili asinhroni
(konsekutivni) kad riba funkcionira ili kao muzjak :li
kao zZenka u isto vrijeme. Hermafroditizam mozie po-
stojati u vrsta koje su normalno biseksualne npr. kod
nekih sojeva Xiphophorus helleri (Lodi, 1979),
Smatra se da je hermafroditizam vazniji proces dife-
rencijacije nego determinacije spola (Gold, 1979).

Hermafroditizam postoji u nekoliko redova riba
(Atz, 1964). To, zajedno sa razli¢itim oblicima gona-

da upuéuje na to, da je hermafroditizam evoluirg
biseksualnih ili gonohristi¢nih vrsta (Lepori,
premda neki autori smatraju da je hermafrodi
primitivna osobina.

Uniseksualizam je rjedi od hermafroditizma, cli
znati su slucajevi kad Zenka producira samo zem
potomke. On moZe biti popraéen bilo ginogene
bilo hibridogenezom. Kod ginogeneze sperma %
bliskih vrsta koridtena je da bi se potaknuo re
jezgre jajeta, ali da se s njom ne spoji (Al-Sab#
1984). Jezgra muzjaka ne sudjeluje u razvoju em
ja. Kod hibridogeneze genom muijaka sudjelui
fuziji, ali je samo haploidan genom 7enke prenes
jaje.

Vecina riba reproducira se biseksualno, imaju
vojene spolove koji se u prirodi nalaze u odnosu 1
Zbog toga je uobicajeno misljenje da odredive
spola ovisi u velikoj mjeri o genima koji pripad
jednom paru kromosoma (G o | d, 1979). Odrediva
spola u nekih riba kaZe se da je poligeno, tj. sp
odreden brojem manjine gena rasporedenih po
mosomskim komplementima. U zigoti, smatra se da
spol rezultat balansa izmedu muskih i Zenskih ge
Takoder se smatra da je poligeniéna determi
spola najprimitivniji mehanizam iz kojeg postepe
evoluira kromosomski sistem spola (O hno,
To ne znadi da su sve ribe sa poligeniénim odre
njem spola primitivne.

Kod vedine ispitivanih biseksualnih riba postoji
ka vrsta spolnih kromosoma ukljudenih u dete
ciju spola. Cesto je evidencija indirektna, ali
dolazi do muskih heterogameta (npr. XX Zenski
muski) i Zenskih heterogameta (WZ Zenski i ZZ
ki). Spolni kromosomi su na primitivnom stupnju ews
lucije riba (O hno, 1967) i morfoloski se ne razli
ju od autosoma u vecine vrsta. Zbog toga su koris
ne druge metode da bi se prikazali spolni kromosoms
Razumijevanje determinacije spola zahtijeva ra
njavanje citogeneti¢kih mehanizama, orfoloskih
cesa i hormonalne kontrole. U odnosu na druge
votinje kod teleostea se o tome vrlo malo zna.

KROMOSOMSKI KOMPLEMENT | VELICINA
GENOMA

Mnogi redovi riba imaju relativho uniformiran ka:
tip, premda se evoluciono razlikuju desecima i mi
nima godina (Gold, 1979). Broj kromosoma rik
kreée se od haploidnog broja (n)=8 kod Notobram
chius rachovii (Post, 1965), do n=84 kod Petroms
zon marinus (Potter i Rothwell, 1970). Sire

raspon kromosomskog broja je varljiv (sl. 1.). B
kromosoma i varijabilnost u broju kromosoma ¢&ini @
novu po kojoj se vrii odredivanje u taksonomiji ribe
Postoje najmanje 3 citoloSska mehanizma koji mog
pokazati promjene u broju kromosoma (G o | d, 1979
Poliplo‘dizacija, kad se umnoZava broj kromosoma
setu, (2) Robertsonijeva translokacija, kad centrié
spajanje 2 nehomologna akrocentri¢na kromosor
producira jedan metacentriéni ili kad centralna dis
cijacija jednog metacentri¢nog kromosoma produci
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‘dva nehomologna akrocentrika, i (3) aneuploidija
' gdje neodvajanje rezultira dobitkom ili gubitkom po-
jedinog kromosoma.

SI. 1 a—d: Cetiri metafaze u salmonida i ciprinida sa
razli¢itim brojem kromosoma (2n)

2n = 60
] -
| B R S S T
4 o.. ’I‘-
x tcca{\:“

b — Glavatica, Salmo marmoratus, 2n=80

¢ — Saran, Cyprinus carpio, 2n =298

d—Klen, Leuciscus cephalus, 2n =50

Medu diploidnim vrstama, svaki par homolognih
kromosoma se razlikuje genetski od drugog para
kromosoma u istoj stanici. Manifestacije nekih od tih
razlika ukljuéuju morfoloske (fenotipske) ili kariotip-
ske razlike medu parovima kromosoma u relativnoj
veliéini, obliku i poziciji centromera. Kariotipske raz-
like medu vrstama i redovima mogu biti koristene da
bi se odredile fenotipske sli¢nosti i filogenetski odno-
si. Vise o morfologiji kromosoma moze se naéi u radu
Al-Sabti, 1983.

Veli¢ina genoma. ili koli¢ina DNA po nukleusu, ta-
koder pokazuje veliku raznolikost medu ribama. Po-
stoj iuobi¢ajena homogenost kolicine DNA unutar
porodica i nizih taksonomskih kategorija, i veli¢ina
genoma nastoji da bude relativno stabilna. lznimke
se mogu na¢i u nekim porodicama poput Ciprinida,
gdje se vrste mogu razlikovati u koli&ni DNA vise ne-
go dvostruko. Smanjenje koli¢ine DNA &esto je po-
vezano sa porastom specijalizacije koja se odéituje u
obliku tijela i izgledu tijela. Vise specijalizirane vrste
imaju manje DNA po stanici nego nespecijalizirani
oblici.

KORISTENJE CITOGENETIKE RIBA U ZASTITI
LJUDSKOG ZDRAVLIA | PROGRAMU
MONITORINGA

Oneciscenje vodenog okolisa kemijskim oneé&i$éiva-
¢ima postalo je ozbiljan problem, tim vise $to su se
mnoga od tih onediiéenja pokazala mutagena ili
kancerogena. Riba je koritena u monitoringu
efekata niske koncentracije polutanata na _nji-’
hove kromosome u prirodi i U eksperimentima,
koji bi mogli dati kvantitativnu procjenu rizika
ekspozicije riba agensima koji o3te¢uju kromoso-
me. To bi mogao biti koristan prilog skrining testo-
vima napravljenim da bi se zastitilo ljudsko zdravlje
(Kligerman etal, 1975; Kligerman, 1979;
Prein et al, 1978; Barker i Racham, 1979;
Alink i sur, 1980; Sofrandzija i sur, 1980;
Maddock i Kelly, 1980; Strom berg i sur,
1981; Refstie, 1981; Hooftman, 1981; Ko-
can isur,1981; Landolt i Kocan, 1983; Al-
-Sabti i sur, 1984; Al-Sabti, 1985). U studijama
o zastiti okolisa takoder su koristeni eritrociti riba
koji su imali mikronukleuse (Jenssen i Ramel,
1980; Hooftman i Raat, 1982).
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Citatelji zainteresirani viSe za efekte polutanata na
kromosome riba mogu proéitati rad Al-Sabti, 1983.

CITOGENETIKA U UZGOJU RIBA

Poboljsanja u uzgoju riba selekcioniranjem napre-
dovala su brie kod Ciprinida i Salmonida. Prilikom
odabiranja jedinki koje ée dati potomstvo uvijek su
se odabirale najvece i najbolje ribe pri éemu su se
uzimale u obzir slijedece osobine: mala glava, visoko
tijelo, jaka leda, otpornost na bolesti, prilagodljivost
klimatskim uvjetima, pokrivenost ljuskama. Takva se-
lekcija rezultirala je poboljsanjima u veliini i stopi
rasta i drugim Zeljenim kvalitetama (Hlckling,
1971).

Da bi se danas napravila selekeija na bilo kojoj vrsti
riba, populacija ne moZe biti izolirana od citogene-
tickih analiza vrsta u toj populaciji. Klasiéni rezultati
selekcije ovise veéinom o meristiénim i morfometrij-
skim analizama, dok citogeneti¢ke analize ne ovise
samo o genotipskim proudavanjima, nego i o odnosu
bilo koje promjene u fenotipu te populacije poveza-
ne sa bilo kojom promjenom u njihovom genotipu, i o
povezanosti promjena genotipa sa bilo kojim efektom
okolida (citotaksonomija).

Citogenetika sa svim svoj'm praktiénim primjenama
trebala bi se mnogo koristiti u reprodukciji riba. Oz-
biline poteskoée u programima reprodukcije riba
predstavlia utvrdivanje vremena i cijene rada. Pur-
dom i Linkoln (1973) smatraju da visoko krizani
sojevi mogu biti producibilni samo u nekoliko gene-
racija poveéanjem stupnja parenja kroz artificijelnu
partenogenezu, tj. kad sperma stimulira razvoj ili gi-
nogenezu diploidnog jajeta. Upotreba temperaturnih
Sokova tokom fertilizacije normalnom spermom mojze
takoder biti korisna u kulturi riba. Prakti€éna korist tri-
ploidnih riba je u tome 3to se ocekuje da ée biti ste-
rilne tokom iregularne segracije tokom mejoze. Steril-
na riba je od koristi u programima uzgoja i reproduk-
cije kad je geneti¢ki integritet prirodne populacije
ugrozen uvodenjem umjetne oplodnje.

Uloga kromosomskih aberacija (anomalija) u re-
produktivnom neuspjehu nije poznata, ali te je ano-
malije lako identificirati opéim kariotipskim analiza-
ma. Sluéajevi reproduktivnog neuspjeha u kulturi riba
su Cesti, ali su obi¢no povezani s neadekvatnim po-
stupcima koji rezultiraju fizioloskim stresom na odra-
sle jedinke, jaja i embrije. Razumljivo je da kromo-
somske anomalije igraju vaZnu ulogu u neuspjehu
reprodukcije riba. Odrasli sa poveéanom reprodukeij-
skom sposobno3éu povezanom sa strukturalnom he-
terozigotnoséu za kromosomsko preuredenje mogu
biti identificirani prije njihove upotrebe u programi-
ma ukritavanja. Individualni kromosomi takoder mo-
gu sluZiti za identifikaciju specifiénih sojeva ili hi-
brida. Citogenetske tehnike kao uvijek, trebaju biti
potvrdene da bi mogle sluziti u unapredivanju pro-
dukcije uzgoja riba,

SAZETAK

Pokazala se potreba za preciznim pregledom
genetike riba da bi se ustanovila kromosomska
sa teleosticima i da bi se razjasnili odnosi iz
evolucije kromosoma i raznolikosti vrsta vertb
Buduéi da je vrlo tedko citogeneti&ki istrazivati, do
da u tom podruéju nije uéinjen veéi napredak.
voj citogenetskih tehnika za kromosome riba od 1
osobito sadasnja »Air-drying« metoda, kombini
sa kolhicinskim tretmanom da bi se akumulirale
nice u metafazi i olak$alo odvajanje kromos
omoguéio je preciznu delineaciju kromosoma u
matskim stanicama. Tim vise, kultura stanica
(krv, peraje, ljuske, 3krge, ovariji, bubreg, o&i
brija) pruza podatke za citoloka istraZivanja.

Vrlo je tesko razlikovati ribe po spolu. Razliéiti
lici ukljuéuju hermafroditizam, uniseksualizam i
seksualizam. Hermafroditi mogu biti sinhroni (si
tani) kad i jaja i sperma sazrijevaju u isto vrijeme,
asinhroni (konsekutivni) kad riba funkcionira ili
muZjak ili kao Zenka u isto vrijeme. Uniseksualizam
riedi od hermafroditizma, ali poznati su sluéajevi
zenka producira samo Zenske potomke. On moze
popracen bilo ginogenezom bilo hibridogenezom. W
¢ina riba reproducira se biseksualno, imaju odvoj
spolove koji se u prirodi nalaze u odnosu 1 : 1.
ni kromosomi su na primitivnom stupnju evolucije
ba i morfoloski se ne razlikuju od autosoma kod
¢ine vrsta. Zbog toga su koriitene druge metode
bi se prikazali spolni kromosomi.

Siroki raspon kromosomskog broja je varljiv. B
kromosoma i varijabilnost u broju kromosoma &ini
novu po kojoj se vrii odredivanje u taksonomiji ri
Kariotipske razlike medu vrstama i redovima mogs
biti koristene da bi se odredile fenotipske sli¢nosti &
filogenetski odnosi.

Veli¢ina genoma, ili koli¢ina DNA po nukleusu, ta-
koder pokazuje veliku raznolikost medu ribama. Ko-
licina DNA unutar porodice bude relativno stabilna.
iznimke se mogu naéi u nekim porodicama poput:
ciprinida (G o ld, 1979).

Riba je kori§tena u monitoringu efekata niske kon-
centracije polutanata na njihove kromosome u pri-
rodi u eksperimentima koji su mogli dati kvantitativne
procjenu rizika ekspozicije riba agensima koji oste-
¢uju kromosome, to bi mogao biti koristan prilog skri=
ning testovima napravljenim da bi se zastitilo ljudske
zdravlje.

Da bi se danas napravila selekcija na bilo kojoj
vrsti riba, populacija ne moze biti izolirana od cito-
genetickih analiza vrsta u toj populacij’. Citogene-
tika sa svim svojim praktiénim primjenama trebala bi
se mnogo vise koristiti u reprodukciji riba. Purdom
i Linkoln (1973) smatraju da visoko krizani soje-
vi mogu biti producibilni samo u nekoliko generacija
poveéanjem stupnja parenja kroz artificijelnu parte-
nogenezu ili ginogenezu. Uloga kromosomskih ano-
malija u reproduktivnom neuspjehu nije poznata, ali
te je anomalije lako identificirati opéim kariotipskim
analizama,
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Summary

STUDIES ON FISH CYTOGENETICS

‘accurate cytogenetic survey of fish has become
creasingly important in order to establish the chro-
osomal relation with teleost, and to enlighten the
relations between chromosomal evolution and diffe-
rentiation of vertebrata species. Since fish are com-
paratively difficult for cytogenetic studies, not much
progress has been made in this field. The develop-
ent of cytogenetic techniques for fish chromosomes
since 1961, particularly, the accurate air-drying me-
od, combined with colchicine treatment to accumu-
Jate cells at metaphase and facillitate the spread of
chromosomes, enabled the accurate delination of
chromosomes in somatic cells. In addition, fish cell
culture (blood, fins, scales, ovaries, kidney, and eye
bryos) provides important material for cytological
analysis.

sh stand out amongst the vertebrates in the range of
sexuality which they exhibit. the various strategies em-
ployed include hermaphroditism, unisexuality and
bisexuality. Hermophrodites, may be synchronous
imultaneous) when both eggs and sperms mature
the same time, or asynchronous (consecutive) when
e fish functions as either male or female at any one
time. Unisexuality in fish is rarer than hermaphrodi-
sm, but cases are known whereby the female pro-
duce only female offspring. This may be accomplished
either gynogenesis or hybridogenesis. The majority
of fish reproduce bisexually, and have separate sexes
‘which in nature are regularly encountered in an ap-
proximate 1 : 1 ratio. Sex chromosomes are in a pri-
ative state of evolutionn in fish and are morphologi-
cally indistinguishable from autosomes in the majo-
rity of species. Hence, methods other than cytologi-
~al ones have to be used to demonstrate sex chromo-
omes.

e wide range of chromosome numbers in fish is mis-
leoding. Chromosome nunmber and variabilities in
chromosome number distinguist certain major taxo-
pomic groupings of fish. Karyotypic differences among
cies of taxons may be used to determine phenetic
similarities and phylogenetic relationships.

enome size, or the amount of DNA per nucleus, also

ows wide variation among fish. DNA amounts in
one family tend to be relatively stable, but exceptions
occur in some families like cyprinida, where species
may differ in DNA content by more than two fold
(Gold, 1979).

sh have been used in monitoring the effects of low
el pollutants on their chromosomes in the field
and/or experimental conditions which could give qu-
lontitative estimates of risk from exposure of fish to
chromosome damaging agents. This could be a useful
addition to screening tests designed to protect public
health.

Presenthly, selection on any fish species population
cannot be isolated from the cytogenetical analysis of

the specimens in that population. The discipline of
cytogenetics, along with its pract'cal application, has
yet to be used extensively in fish breeding on fish cul-
ture. Purdom and Lincoln (1973), have suggested that
highly inbred strains could be produced in only a few
generations by increasing the rate of inbreeding
through artificial parthenogenesis or gynogenesis.
The role of chromosomal anomalies in reproduction
failure is not well known, but those anomalies are
easily identified through general karyoloigcal analy-
sis.
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