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Kariolosko istrazivanje Skoljkasa zanimljivih za marikulturu

SAZETAK

Prou€avanje kromosoma provedeno je na jedinkama vrsta europska plosnata
kamenica, Ostrea edulis, dagnja, Mytilus galloprovincialis, kunjka, Arca noae,
prnjavica, Venus verrucosa, kucica, Ruditapes decussatus, sréanka, Cerastoderma
glaucum i kokoska, Chamelea galina. Za izradu preparata kromosoma korisStena je
uobi¢ajena metoda s citostatikom kolhicinom i bojanje s Giemsa bojom. Uzorci su
izradeni od tkiva Skrga i plasta te li¢inka kod kamenice. Diploidni broj kromosoma
utvrden je za kamenicu, 2n = 20 s 5 metacentri¢nih, 4 submetacentricna i 1
subtelocentricnim parom kromosoma. Prvi put je kod kamenice utvrdena pojava
subtelocentriénih kromosoma i izrada preparata kromosoma kod li¢inka kamenice.
Uzorci kromosoma sréanke pokazali su najveci diploidni broj kromosoma 2n = 38 kod
8 uzoraka. Usporedbom s ranijim istrazivanjima kariotipova srodnih vrsta iz reda
Veneroida, kod kojih je diploidni broj utvrden i iznosi 2n = 38 , a zbog malenog broja
uzoraka pretpostavljeno je da je i diploidni broj kromosoma kod vrste C. glaucum 2n
= 38. Broj kromosoma kod ove vrste do sada nije bio utvrden. Takoder je utvrden i
broj kromosoma kod kucice, 2n = 38. Uzorci kromosoma ostalih vrsta sadrzavali su
kromosome zarobljene u plazmi, slabo vidljive i nebrojive kromosome te nisu

napravljeni kariogrami.

Klju€ne rijeci: kromosomi/ kariotip/ kariogram



Karyology research of shellfish interesting for mariculture

ABSTRACT

Chromosome studies were performed on species European flat oyster, Ostrea
edulis, mussel, Mytilus galloprovincialis, Noah's arc, Arca noae, Venus shell, Venus
verrucosa, grooved carpet shell, Ruditapes decussatus, common cockle,
Cerastoderma glaucum and striped Venus, Chamelea galina. For chromosomal
preparation a conventional technique with citostatic colhicine and Giemsa staining
was used. Chromosome preparation was conducted on gill and mantle tissues as
well as larvae of oysters. Diploid chromosome number of 2n = 20 was confirmed for
O. edulis. lts karyotype consists of 5 metacentric, 4 submetacentric and 1
subtelocentric chromosomes. This is the first record of a subtelocentric chromosome
pair and the first report of chromosome preparation in larvae for this species. Eight
chromosome preparations of C. glaucum showed a diploid chromosome number 2n
= 38. Following a comparison with other species in the order Veneroida (which all
share the same chromosome number of 38) the diploid number of 2n = 38 was
confirmed for C. glaucum. This is a first record of chromosome number for C.
glaucum. Also, diploid chromosome number of 2n = 38 was confirmed for grooved
carpet shell. Chromosome samples of other species showed chromosomes captured

in plasma, poorly visible and uncountable chromosomes.

Keywords: chromosome/ karyotype/ karyogram
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1. UVOD

Kariologija je znanstvena disciplina koja se bavi prou€avanjem znacajki
kromosoma. Analiza kromosoma vazna je za identificiranje pojedinih vrsta
organizama i proucavanje njihove filogenije, te takoder za otkrivanje promjena broja i
morfologije kromosoma.

Kromosome je prvi puta opisao Karl Wilhelm von N&geli 1842. godine na
biljnim stanicama te kod Zivotinjskih stanica Walther Flemming 1882. godine.
Napretkom genetike poCetkom 20 st. otkriveno je da su kromosomi nositelji gena.
Levitsky je prvi definirao pojam kariotip kao fenotipski izgled somatskih kromosoma
(1931).

Skup svih kromosoma u jednoj stanici €ini njezin kariotip. Kariotip svih stanica
jednog organizma u pravilu je jednak, pa govorimo o kariotipu nekog organizma ili
vrste. Kariotipovi razli€itih vrsta mogu se znatno razlikovati. Ako zelimo shematski
prikazati kariotip izradujemo kariogram. To je crtez ili fotografija kromosoma koji su
poredani prema dogovorenom sustavu. Kromosomi se precrtaju s preparata (uz
pomoc¢ aparata za crtanje, jer njihove dimenzije moraju biti to€ne) ili mikrofotografije i
poredamo parove homolognih kromosoma po veli€ini. Shematsko prikazivanje
kromosoma, da bi se jasnije prikazale karakteristike i razlike izmedu pojedinih
kromosoma, naziva se idiogram. Danas postoje programi pomocu kojih se brzo i

pouzdano obraduje mikroskopska slika pomocu racunala.

1.1. Dosadasnja karioloska istrazivanja skoljkasa

Skoljkasi imaju iznimno vaZan ekonomski znadaj no istraZivanja njihovih
kromosoma nisu brojna. KarioloSka istraZzivanja su napravljena za nekoliko vrsta
SkoljkaSa koje spadaju u podrazred Heterodonta i Pteriomorphia (leyama, 1980;
Vitturi i sur., 2000). Podrazredu Pteriomorphia pripadaju redovi Arcoida, Mytiloida,
Ostreoida i Pterioida. Kod reda Mytiloida najveci broj istraZivanja proveden je za rod
Mytilus porodice Mytilidae (Dixon i Flavel, 1986; Thiriot-Quievreux i Insua, 1992;
Insua i sur., 1994; Martinez-Lage i sur.,, 1997). Opisane su vrste Mytilus
galloprovincialis s 2n =28 (Thiriot-Quievreux, 1984), M. edulis s 2n = 28 (Ahmed,



1970), M. trossulus s 2n = 28 (Gonzalez-Tizén, 2000), M. californianus s 2n = 28
(Ahmed, 1970). Red Ostreoida ukljuCuje i porodice Ostreidae i Pectinidae koje
ukljuéuju ekonomski znacajne vrste Skoljkasa. Unutar Ostreidae 5 vrsta je prethodno
karioloSki prouc¢avano i sve vrste imaju diploidni broj kromosoma 2n = 20 : O. edulis
(Thiriot-Quiévreux 1984), O. denselamellosa (Insua i Thiriot-Quiévreux 1991), O.
puelchana (Insua i Thiriot-Quiévreux 1993), O. chilensis (Landron de Guevara i sur.
1994) i O. angasi (Li i Havenhand 1997). Crassostrea gigas kao predstavnica
podporodice Crassostreinae takoder ima diploidni broj kromosoma 20 (Thiriot-
Quiévreux 1986). Kod porodice Pectinidae do sada je 17 vrsta kariolo$ki istrazeno:
Aequipecten opercularis, 2n = 26 (Insua i sur., 1998), Argopecten i. irradians, 2n =
32 (Wang i Guo, 2004), Argopecten purpuratus, 2n = 32 (Gajardo i sur., 2002; Von
Brand i sur., 1990), Chlamys gabra, 2n = 28 (Rasotto i sur., 1981), Euvola ziczac, 2n
= 38 (Basoa i sur., 2000), Nodipecten nodosus, 2n = 38 (Pauls i Alfonso, 2000;
Basoa i sur., 2000), Pecten albicans, 2n = 38 (Komaru i Wada, 1985; leyama, 1975),
Pecten jacobeus, 2n = 38 (Rasotto i sur.,, 1981), Pecten maximus, 2n = 38
(Beaumont i Gruffydd, 1974), Placopecten magellanicus, 2n = 38 (Xiang i sur., 1993),
Azumapecten farreri, 2n = 38 (Wang i Guo, 2004; Komaru i Wada, 1985), Chlamys
islandica, 2n = 38 (Beaumont i Gruffydd, 1974), Chlamys varia, 2n = 38 (Beaumont i
Gruffydd, 1974), Hinnites distortus, 2n = 38 (Beaumont i Gruffydd, 1974; Lépez-
Pindn i sur., 2005), Patinopecten yessoensis, 2n = 38 (Komaru i Wada, 1985),
Mimachlamys nobilis, 2n = 32 (Komaru i Wada, 1985) i Adamussium colbecki, 2n =
38 (Odierna i sur., 2005).

Predstavnik reda Arcoida je kunjka, Arca noae koja je zanimljiva za
marikulturu, a Ciji kromosomi do sada nisu istrazeni.

Podrazredu Heterodonta pripadaju redovi Veneroida i Myoida. Red Veneroida
ukljucuje 2 porodice, Cardiidae i Veneridae s viSe vrsta od komercijalnog znacaja.
Prou€avanja kromosoma izvrSena su na 4 vrste iz porodice Cardiidae i 12 vrsta iz
porodice Veneridae ukljuCujuéi vrste kokosSka, Chamelea galina, prnjavica, Venus
verrucosa i kuéica, Ruditapes decussatus (Menzel i Menzel,1965; Menzel,1968;
Gerard,1978; Rasotto i sur.,1981; Koulman i Wolff,1977; Corni i Trentini,1986;1990).
Diploidni broj kromosoma kod kucice i prnjavice iznosi 2n = 38 (Borsa i sur., 1990;
Ebied i Aly , 2004). Jednak diploidni broj 2n = 38 je potvrden i za kokoSku (Corni i
Trentini, 1986). Utvrden je i kariotip za vrste Cerastoderma edule (Cardiidae), 2n =
38 (Koulman i Wolff, 1977), Venerupis pullastra (Veneridae) 2n = 38 (Insua A. i sur.



1992), V. rhomboides (Veneridae), 2n = 38 (Insua A. i sur. 1992), V. aurea (Borsa i
sur. 1990), 2n = 38 i Ruditapes philippinarum (Borsa i sur. 1990), 2n = 38. Diploidni
broj kromosoma sréanke, Cerastoderma glaucum nije utvrden.

Ovi podaci se odnose na istrazivanja provedena diljem svijeta dok karioloSka
Istrazivanja Skoljkasa na isto¢noj obali Jadranskog mora do sada nisu provedena.

1.2. Struktura i grada kromosoma

Kromosom ¢ine dvije sestre kromatide (desna i lijeva polovica kromosoma)
podijelijene na gornji (p) i donji (q) krak, na kojima su smjesteni geni. To¢ka spajanja
sestara kromatida zove se primarna konstrikcija (primarno suzenje) ili centromera
koja sadrzi strukturu kinetohoru (pri€vrsnicu) koja sluzi za kretanje kromosoma i
njihovo odvajanje tijekom diobe. Centromeru tvori heterokromatinski blok od viSe
repetativnih sekvenci razli¢itih po broju parova baza za svaki kromosom. Centromera
kontrolira razdvajanje kromosoma u mejozi i mitozi ali je i glavna oznaka
raspoznavanja kromosoma. Centromera dijeli kromosom na dva kraka, pa njezin
polozaj odreduje duljnu krakova. Kad se centromera nalazi u sredini (medijano) i dijeli
kromosom na dva jednaka dijela, tj. oba kraka su jednako dugacka kromosom se
zove metacentricni. Ako se centromera nalazi blizu jednog kraja kromosoma
(submedijano) i ako su njegovi kraci nejednaki (jedan krak je nesto duzi od drugoga)
kromosom je telocentriéni (submetacentri¢ni). Telomera je zavrSni dio kraka p i q,
vazna za stabilnost i replikabilnost kromosoma. Akrocentricni kromosomi imaju
centromeru na kraju dugog kraka (subterminalno), dok je kratki krak sveden na
sasvim mali dio koji ponekad nosi i satelite (trabante). Regije tzv. nukleolusne
organizacije (engl. nucleolus organizing region, NOR) C¢ine specijalnu strukturu
akrocentri¢nih kromosoma bogatu ribosomnim genima (rDNK) te su one drzak
satelitima ili trabantima. Heitz 1931. govori o ulozi sekundarnog suzenja, a Mc Clintok

1934. sekundarno suzenje naziva regijom nukleolusne organizacije
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Slika 1. Vrste kromosoma prema polozaju centromere
Oblik kromosoma specifian je za svaku vrstu. Kromosomi mogu biti veliki i

mali.

Rani snimci kromosoma, dobiveni elektronskim mikroskopom, pokazali su vrlo
slozen splet, naizgled neorganiziranih niti. Dugo se nagadalo na kakav su nacin
razli¢ite molekule medusobno organizirane u kromosomima.1871. god. Miescher je
izolirao jezgre iz stanica i pokazao da im je glavni sastojak tvar koju je nazvao
nuklein. Daljnja analiza jezgrine tvari je pokazala da je vazan sastavni dio jezgre,
odnosno kromosoma nukleinska kiselina DNK. Kromosomi nisu sastavljeni samo od
nukleinske kiseline DNK. Citokemijskim postupcima Brachet je 1942. godine dokazao
i postojanje druge nukleinske kiseline RNK, a kratko vrijeme nakon toga Mirsky i
Pollister (1946) pokazali su da su i bjelanCevine sastavni dio kromosoma.
Odvajanjem stanica i izoliranjem pojedinih vrsta molekula dokazano je da kromosomi
sadrze Cetiri glavne skupine molekula: DNK, RNK, bjelancevine histone i nehistonske
bjelancCevine.

Kromosomi postoje u razli€itim organizacijskim stanjima u razliitim fazama
zivotnog ciklusa stanice Sto se moze dokazati pokusom pomocu citokemije i
autoradiografije. Ovi pokusi pokazuju da se kromosomi sintetiziraju, ali se ne vide u
jednoj fazi Zivotnog ciklusa stanice, te da im se temeljito mijenja organizacija kad
stanica ude u proces diobe zbog ¢ega postaju vidljivi 1j., dolazi do kondenziranja i
zgruSavanja kromosomske tvari kromatina. Kromatin je osnovni sastavni dio
kromosoma. Biokemijska zapazanja pokazala su da je kromatin sastavljen iz velikog
broja jednakih jedinica. Elektronskim mikroskopom vidjelo se da je kromatin
sastavljen od velikog broja zrnaca (perlica, agregata) nanizanih na niti nazvanih nu
tjeleSca ili nukleosomi (Olins, 1973). Promjer nukleosoma je 6-8 nm, a niti koja ih
spaja 1-5 nm. Nukleosomi sadrze DNK i histone. Prisustvo histona je prvi otkrio
Casperson 1950. godine. Svaki nukleosom se sastoji od osam molekula histona i to
po dvije molekule svakog od Cetiri razli€ita histona: H2A, H2B, H3 i H4. Peti histon HI
je ukljuCen u povezivanje nukleosoma. Histoni Cine Cesticu oko koje je navijena
molekula DNK.

Kromatin se dijeli na eukromatin i heterokromatin. Eukromatinske regije su
specifieni dijelovi s odredenim nacinom kondenzacije i posebnim osobinama pri
bojenju. Eukromatin €ini uglavnom kromosomske krake i ve€ina dosad poznatih gena

smjestena je u eukromatinskim regijama kratkog i dugog kromosomskog kraka.



Eukromatin se odnosi na jedinstvenu transkripcijski aktivnu DNA koja se replicira u
ranoj S fazi stani¢nog ciklusa.

Heterokromatin se odnosi na visoko kondenziranu DNA koja se replicira u
kasnoj S fazi stani¢nog ciklusa i zauzima karakteristiCan smjestaj na kromosomima
(centromerni, pericentromerni, interkalarni i telomerni smjestaj). Heterokromatin je
genetiCki neaktivan. On ostaje kondenziran tijekom interfaze u stani¢noj diobi.
Funkcionalno postoje dvije vrste heterokromatina: konstitutivni (strukturni) (KH) i

fakultativni heterokromatin. Fakultativni heterokromatin je kromatin koji je preSao u

neaktivno stanje i karakterizira ga nejednoliki stupanj kondenziranosti homolognih

kromosoma ili homolognih kromosomskih podrucja. Konstitutivni heterokromatin se

pojavljuie na istim mjestima homolognih parova kromosoma. Konstitutivni
heterokromatin je vidljiv u interfazi kao tamno obojena podrucja (kromocentri) nakon
bojanja jezgri bojom Giemsa zahvaljuju¢i trajnoj kondenzaciji kroz staniéni ciklus.
Medusobni odnos koli¢éine i rasporeda heterokromatina duz kromosoma
karakteristiCan je za svaku vrstu i u pravilu se znatno razlikuje izmedu srodnih vrsta.
Konstitutivni heterokromatin stvaraju visoko repetitivne DNA sekvence koje se ne
transkribiraju, ali se repliciraju u kasnoj S-fazi stani€ne diobe. Obi¢no se nlazi u
podrucju centromere, kratkim kracima akrocentricnih kromosoma i u podrucju
sekundarnih konstrikcija kromosoma.

Regije heterokromatina mogu varirati veli¢inom, smjestajem, na¢inom bojanja
od stanice do stanice iste jedinke. Te heterokromatinske varijanjte nasljeduju se u
pravilu dominantno.

Faza stanic¢ne diobe u kojoj kromosomi dostignu maksimalno zgruSavanje je

metafaza. Metafazni kromosomi su razli€itih veli€ina i oblika; mogu varirati od
malenih zrnatih promjera 0.2 um do dugih Stapi¢astih 10 pum dugih i 2 pm Sirokih.
Osim primarnog centromernog suzenja, jedan ili nekoliko kromosoma mogu imati jo$
jedno sekundarno suzenje koje je ukljuéeno u organiziranju i sintezi jezgrice.
U normalnim uvjetima sve stanice organizma, osim spolnih stanica, sadrze istu
garnituru kromosoma u kojoj su uvijek po dva kromosoma jednaka (homologni
kromosomi). Iznimka su spolni kromosomi kada jedan spol ima dva jednaka spolna
kromosoma, dok drugi spol ima dva razliita spolna kromosoma. Ukupna garnitura
kromosoma zove se diploidni broj. Polovica tog broja, tj. broj kromosoma koji se
nalaze u gametama je haploidni broj. U haploidnom stanju je po jedan kromosom
svakog homolognog para (Berns M., 1997).



Promjene na kromosomima tzv. kromosomske abnormalnosti mogu biti
numericke i strukturne. Mogu biti vezane za autosome ili za gonosome. Haploidan i
diploidan broj kromosoma C¢&ine euploidiju. Ako je broj kromosoma umanjen ili
povecan to se stanje naziva heteroploidija. Aneuploidija je pojava da je haploidan ili
diploidan set kromosoma povecan ili smanjen za jedan ili viSe kromosoma na jednom
ili viSe kromosomskih parova. Posljedica aneuploidije je pojava monosomije,
trisomije, tetrasomije. Aneuploidije su nepoznata uzroka, a ucinak su nerazdvajanja
tijekom mejoze ili mitoze kromosoma. Poliploidije oznacavaju uviSestru¢enje Citavog
haploidnog broja kromosoma. Strukturne promjene kromosoma otkrivaju se sve
C¢eS¢e zahvaljujuéi boljim metodama pruganja (delecija, prstenasti kromosom,

izokromosom, inverzija, duplikacija, translokacija...)(Zergollern Lj. | sur. 1994).

1.3. Identifikacija kromosoma

U pocCetku su se kromosomi odredivali Moorheadovom tehnikom bojanja
kromosoma koji su bili podijeljeni u 7 skupina na osnovi morfoloskih karakteristika
kao Sto su veliCina i polozaj centromere. Za bojanje kromosoma koristila su se
uobicajena citoloSka bojila poput acetokarmina, heksatoksilina, Leishmanova bojila,
Wrightova bojila i Feulgenova bojila. Za bojanje kromosoma danas se koriste
Romanovsky bojila koja uklju€uju boje Giemsa, Leishman i Wright. NajceSce se
koristi uobiajena tehnika bojanja s Giemsa bojom koja jednoliko boja kromosome a
centromere ostaju stisnute Sto omogucava mjerenje duljine kromosoma, polozZaj
centromere i omjer krakova.

Glavna prekretnica u razvoju citogenetike nastupa uvodenjem tehnika pruga
poCetkom 70-ih godina (Caspersson i sur. 1971) kojima se kromosomi mogu
definirati prema karakteristicnom rasporedu pruga duz kromosomske osi. Ovom
metodom se pomocu kvinakrinskih boja koje se vezuju izravno na DNK dobivaju
pruge, brojem i Sirinom specifiCne za svaki kromosom. Tom se metodom postize bolji
uvid u kromosomske homologe koji su bez tehnike pruganja bili teSko razlu€ivani.
Ovisno o pripremi kulture tkiva dobivaju se razne vrste pruga. Svaka tehnika
pruganja vezana je za samo odredene kromosomske regije (G-metoda boiji
kromatide; T-metoda telomere , NOR-metoda centromere).

Svaki kromosom ima odredeni uzorak pruganja $to omogucuje razlikovanje

pojedinih kromosoma unutar kariotipa. Pomocu tehnike pruganja svaki kromosom



pokazuje cijelom duljinom svjetlije i tamnije pruge koje predstavljaju eukromatinska i
heterokromatinska podrucja kromosoma, te su se bolje identificirati ne samo cijeli
kromosomi, vec i njihovi pojedini dijelovi, tj. omoguéeno je otkrivanje velikog broja
dotada neotkrivenih kromosomskih aberacija.

Metode pruganja mogu se podijeliti prema nacinu bojanja (apsorbcijsko i
fluorescencijsko bojanje). Za razliku od tehnika fluorescencijskog bojanja kod kojih se
u vecini sluCajeva koristi jednostavno bojanje fluorescencijskim bojama
(fluorokromima), ostale tehnike pruganja ukljuCuju neku vrstu predtretmana prije
bojanja.

Najcesce koristeno pruganje kromosoma je G-pruganje. G-pruganje je metoda
u kojoj se kromosomi ftretiraju tripsinom, a nakon toga boje ljubiCastom bojom
Giemsa. Svaki homologni par ima jedinstveni profil G-pruga S§to omoguéuje
prepoznavanje pojedinin kromosoma u kariotipu. Tretirani kromosomski preparati
analiziraju se pod svjetlosnim mikroskopom. Pregleda se 15-20 metafaznih stanica te
im se odredi broj kromosoma. Za detaljnu analizu izabere se najmanje 5
najkvalitetnijin metafaznih plo¢a. Detaljna analiza temelji se na usporedbi svake
pruge na jednom kromosomu s prugom homolognog kromosoma. Nakon
mikroskopske analize fotografiraju se najkvalitetnije metafazne stanice. lzrezu se svi
kromosomi i posloZe u parove prema veli€ini i uzorku pruganja u kariotip (Seabright,
1971).

Osim G-pruganja koriste se takoder jo$ i C- pruganje, Q- pruganje, T- pruganje
i R- pruganje, te NOR- bojanje i DAPI/Distamicin A bojanje. C-pruganjem dobiju se
rezultati bojanjem preparata Giemsa bojom nakon tretmana s NaOH. Pruge koje se
dobiju predstavljaju konstitutivni heterokromatin u podrucju centromera (Sumner,
1972). Kod Q-pruganja kromosomi se tretiraju s fluorescentnom bojom kako bi se
odredili specificni kromosomi i njihove strukturne promjene (Sumner, 1972). T-
pruganje se koristi za bojanje podrucje telomera na kromosomu kako bi se provele
citogenetiCke analize (Dutrillaux 1973).

R-pruganje obuhvaca dvije vrste pruganja: RHG (Giemsa Reverse Banding) i
AO pruganje (Acridin Orange). RGH pruganje se Kkoristi za analizu delecija i
translokacija. Ova tehnika ukljuuje inkubaciju stakalaca u vru¢em fosfatnom puferu
sa Giemsa bojom. Kromosomi na ovaj nacin pokazuju tamno obojane R pruge i slabo
vidlive G pruge. R pruge su bogate GC-regijama dok su AT-regije uniStene zbog
topline.



AO-pruganje se provodi pomocu Acridin Orange fluorokroma koji se vezuje na
DNK. Kod NOR-bojanja se kromosomi tretiraju sa otopinom srebro-nitrata koja se
vezuje za regije nukleolarnog organizatora (NOR-Nucleolar Organizing Regions) tj.,
sekundarna suzenja akrocentri¢nih kromosoma (Verma i sur., 1976).

DAPI/Distamicin A bojanje se koristi kod identifikacije pericentromernih to¢aka
kod promjena kromosoma i kod identifikacije jako malih kromosoma koje je
nemoguce bojati standardnim tehnikama.

RazliCite tehnike bojanja kromosoma takoder su primjenjivane kod citogenetickih
prou€avanja razli¢itih vrsta Skoljkasa (Rodriguez-Romero et al., 1979; Dixon et al.,
1986; Insua i Thiriot-Quievreux, 1991; Li i Heavenhand, 1997).

1.4. Nomenklatura kromosoma prema polozaju centromere

NajceS¢éa morfoloSka karakteristika kromosoma koja se koristi za
karakterizaciju kromosoma je polozaj centromere.
Polozaj centromere izraCunava se pomoc¢u ukupne duljine kromosoma (c), duljine

dugog kraka (l) i duljine kratkog kraka (s) kao razlika

ili u obliku omjera

r=1/s(r=ratio)

Omjer izmedu krakova obi¢no se raCuna kao centromerni indeks i =100s/c.

Moguce varijacije u polozaju centromere prikazane su na slici 3. (Levan i sur.,
1964). U donjem dijelu slike nalaze se dvije skale, gornja d koja se temelji na

izraCunu razlika i donja r koja se temelji na izraCunu omjera.
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Slika 3. Varijacije u polozaju centromere

Slika 3. prikazuje razliCite poloZzaje centromere izmedu dvije tocke, medijane (M) i
terminalne (T), te je glavna svrha nomenklature omoguciti prikladnu podjelu
kromosoma s obzirom na polozaj centromere izmedu ove dvije tocke.

Izmedu medijane i terminalne toCke postoje 4 regije: medijana (m), submedijana
(sm), subterminalna (st) i terminalna regija (t), a njihove d i r vrijednosti su dane u
tablici 1.

Tablica 1. Medijana (m), submedijana (sm), subterminalna (st) i terminalna regija (1), i njihove
d i r vrijednosti.

Naziv Polozaj d vrijednost r vrijednost
M medijana tocka 0.0 1.0
m medijana regija 0.0-2.5 1.0-1.7
sm submedijana regija 2.5-5.0 1.7-3.0
st subterminalna regija 5.0-7.5 3.0-7.0
t terminalna regija 7.5-10.0 7.0-0
T terminalna tocka 10 0

Na slici 4. (Levan isur., 1964) prikazane su karakteristicne vrste kromosoma za svaku
od 4 regije.
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Slika 4. raspon promjena polozaja centromere podijeljen na 4 regije: m, sm, st i t; svaka

regija ima karakteristiCan kromosom.

1.5. Ciljevi i svrha istrazivanja

Svrha ovog rada je dobijanje podataka o broju i vrsti kromosoma kod razlicitih
vrsta Skoljkasa koji obitavaju u Jadranskom moru. Istrazivanje je provedeno na
populaciji Skoljkasa s dvije lokacije na podrucju juznog Jadrana: Malostonski zaljev i
usce rijeke Neretve. Broj kromosoma kod sréanke i kunjke do sada nije utvrden, te je
jedan od ciljeva ovog proucavanja bio odrediti taj broj. KarioloSko opisivanje ovih
vrsta znacajno bi doprinjelo identificiranju vrsta i razumijevanju filogenetskih odnosa
s drugim srodnim vrstama.

Takoder je jedan od ciljeva ovog istrazivanja bilo ponovavljanje postupka
odredivanja broja kromosoma kod razli¢itih vrsta Skoljkasa kod kojih je utvrdivanje
broja kromosoma vec¢ provedeno (kamenica, dagnja, prnjavica, kokoska i kucica) u
svrhu izrade kariograma ove populacije.

Odredivanje diploidnog broja tj., ploidije kod $koljkasa koji imaju ekonomsku
vaznost znacajno je radi moguc¢nosti krizanja i dobijanja jedinka s to€no odredenim
stupnjem ploidije u svrhu poboljSanja karakteristika bitnih kod komercijalnog uzgoja.

Rezultati ovakvog istrazivanja od velike su vaznosti radi mogucnosti
usporedbe sa ranije provedenim istrazivanjima i odredivanja mogucih razlika u

kariotpu istih vrsta kod razli¢itih populacija.
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2. MATERIJAL | METODE

Za odredivanje broja kromosoma prikuplijene su jedinke odraslih Skoljkasa
kamenice, Ostrea edulis (Linnaeus, 1758) (30 komada), dagnje, Mytilus
galloprovincialis (Lamarck, 1819) (14 komada), kunjke, Arca noae (Linnaeus, 1758)
(15 komada), prnjavice, Venus verrucosa (Linnaeus, 1758) (16 komada), kucice,
Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758) (12 komada), sréanke, Cerastoderma
glaucum (Poiret, 1789) (3 komada) i kokoske, Chamelea galina (Linnaeus, 1758) (5
komada). Jedinke kamenice, dagnje i kunjke su dobivene iz Malostonskog zaljeva,
dok su jedinke prnjavice, kucice, sréanke i kokoSke prikupliene sa usca rijeke
Neretve. Jedinke kunjke prikupliene su na podrucju Malostonskog zaljeva.
ProuCavanje je obuhvatilo &etiri pokusa, tri su provedena na odraslim jedinkama
Skoljkasa dok je posljednji proveden na li¢inkama kamenice.

Za odredivanje broja kromosoma koristena je metoda C-mitoze u kojoj se
koristi citostatik kolhicin koji sprije€ava formiranje diobenog vretena, pa stoga u
metafazi mitoze izostaje nakupljanje kromosoma u ekvatorijalnoj ravnini. Maksimalno
spiralizirani kromosomi ostaju razbacani po stanici (metafazna plo¢a) i stoga ih je

moguce izbroijiti i analizirati njihovu morfologiju.

Pokus 1

Za prvi pokuSaj odredivanja broja kromosoma koristene su 3 jedinke
kamenice, 7 jedinka dagnje, 7 jedinka kunjke, 8 jedinka prnjavice, 6 jedinka kucice i 2
jedinke kokoske. Jedinke su smjeStene u akvarij s 20 | morske vode i aeracijom.
Jedinke su izloZzene tretmanu kolhicinom 0,004% u trajanju od 12 sati. Nakon
tretmana kolhicinom sekcijom su uzeti uzorci tkiva Skrga. Uzorci su stavljeni u
hipotoniénu otopinu 0,9 % natrij-citrata u trajanju od 40 minuta. Tkivo je zatim
fiksirano u fiksativu 75 ml metanola i 25 ml acetatne kiseline (3:1) i fiksativ je tri puta,
svakih 20 minuta, izmjenjivan. Fiksirano tkivo koristeno je za izradu preparata
kromosoma na vru¢em stakalcu.

Stakalce se postavi na grija¢ na optimalnu temperaturu od 45 do 50 °C.
Uzorak tkiva se osu$i na zraku a zatim se usitnjuje u 50% otopini destilirane vode i
acetatne kiseline, te se pipetom uzimaju usitnjeni dijelovi tkiva i stavljaju na stakalce.
Proces usitnjavanja treba provesti u §to kraéem moguéem roku jer acetatna kiselina
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moze oSstetiti tkivo prilikom duljeg izlaganja. Na svakom stakalcu su uzorci

napravljeni od jedne jedinke (Slika 5.).

Slika 5. |zrada preparata kromosoma na vruéem stakalcu

Nakon izrade preparati se bojaju. Provedeno je uobi¢ajeno bojanje s Giemsa
bojom. Za to je koristeno 20 ml otopine A (12.5g NazHPO4 * 12 H20 + 500 ml

destilirane vode) i 20 ml otopine B (4.76 KH2PO4 + 500 ml destilirane vode), te 1 ml
Giemsa boje. Bojanje preparata trajalo je 7 minuta (Slika 6.).

Slika 6. Uobi¢ajeno bojanje s Giemsa bojom

Napravljeni su preparati za jedinke prnjavice, kucice, kokoSke, kunjke i
kamenice. Jedino za dagnju nisu izradeni preparati od fiksiranog tkiva. Metafaze su
prou¢avane pomocu Nikon Eclipse E600 svjetlosnog mikroskopa i napravljene su
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fotografije najbolje vidljivih metafaza koriste¢i 100 x objektiv sa kompjuterskom

digitalnom kamerom MicroPublisher 3.3.

Pokus 2

Koristeno je 7 jedinka dagnje, 8 jedinka prnjavice, 6 jedinka kunjke, 2 jedinke
kucice i 1 jedinka kokosSke. Jedinke su takoder bile smjeStene u akvarij s 20 | morske
vode i aeracijom. Kod drugog pokusaja tretman kolhicinom je bio jednak Sto se tiCe
koncentracije samo je izmijenjena duljina trajanja tretmana na 14 sati. Ostali koraci u

izradi preparata ostali su jednaki.

Pokus 3

KoriSteno je 16 jedinka sréanke i 10 jedinka kunjke. Jedinke su smjestene u
bazen s 10 | morske vode i aeracijom, te su izloZzene tretmanu kolhicinom 0.004% u
trajanju 14 sati. Zatim su uzorci tkiva od Skrga i plasta stavljeni u hipotoni¢nu otopinu
0.9% natrij-citrata u trajanju od 40 minuta. Nakon toga su fiksirani u otopini 3:1
etanola i acetatne kiseline koja je izmjenjivana svakih 20 minuta tri puta. Nakon
fiksiranja izradeni su preparati na vru¢em staklacu. Za bojanje je koristeno 25 ml

otopine A i 25 ml otopine B te 2.5 ml Giemsa boje. Bojanje je trajalo 20 minuta.

Pokus 4.

Za izradu kariograma koriStene su li€inke kamenice koje su bile izlozene
tretmanu kolhicinom 0.1% u trajanju 2 sata. Nakon toga uzorak je stavljen u 0.9
hipotoni¢nu otopinu natrij-citrata u trajanju 40 minuta. Uzorak je fiksiran u fiksativu
3:1 etanola i acetatne kiseline i nakon tri izmjene, svakih 20 minuta, izradeni su
uzorci na vru¢em stakalcu. Nakon izrade uzorci su obojani Giemsa bojom u trajanju
od 20 minuta.

Kariotipovi su napravljeni od mikrofotografija metafaza kod li¢inka kamenice
koristeci besplatni program preuzet s interneta «ImageJ» verzija 1.410. Fotografije u
boji su prvenstveno pretvorene u 8-bitske crno-bijele fotografije. Zatim su pojedinacni
kromosomi kopirani s fotografije na bijeli papir i mjerene su im duljine dugog i kratkog
kraka u pikselima. Kromosomi su klasificirani u skladu s omjerom duljina (r) dugih
krakova (l) i kratkih krakova (s) nanainr=1/s.
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r (proporcije)

Klasifikacija

1,00-1,70

1,71-3,00

3,01-7,00
7,00-

Metacentriéni kromosom
Submetacentriéni kromosom
Subtelocentriéni kromosom

Akrocentriéni ili telocentriéni kromosom

Pojedinacni kromosomi su spareni prema omjeru r i parovi su poredani u tri

reda sa metacentricima u prvom, submetacentricima u drugom i subtelocentricima u

tre¢em redu (akrocentrici i telocentrici nisu uo€eni kod kamenice). Za klasifikaciju

kromosoma koriStena je metoda koju su opisali Levan i suradnici (1964).
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3. REZULTATI

Pokus 1.

Kod prvog pokusa odredivanja broja kromosoma rezultati nisu bili
zadovoljavajuc¢i. Kromosomi su uglavnom bili slabo vidljivi, nebrojivi i zarobljeni u
plazmi te nije bilo moguée odrediti broj kromosoma kod svih vrsta Skoljkasa osim kod
kamenice kod koje su kromosomi bili vidljivi i bilo je moguce utvrditi njihov broj te su
za ovu vrstu napravljeni uzorci na tri stakalca za odredivanje broja kromosoma.

Pregledavanjem uzoraka utvrden je broj kromosoma kod kamenice 2n = 20.

. .'

Slika 7 . Kunjka, Arca noae, kromosomi zarobljeni u plazmi

Slika 8. Prnjavica, Venus verrucosa, slabo vidljivi kromosomi
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Slika 9. Kuéica, Ruditapes decussatus, nebrojivi kromosomi

Slika 10. Kamenica, Ostrea edulis, jasno vidljivi kromosomi, 2n = 20

Pokus 2.

Zbog manjkavih rezultata ponovljeno je odredivanje broja kromosoma kod
dagnje, prnjavice, kunjke, kuéice i kokoSke ovaj puta s tretmanom duljeg izlaganja
kolhicinu (14 sati). Kod jedinka kunjke, prnjavice i kokoSke nisu dobijeni uzorci s
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kromosomima, dok su uzorci kod dagnje sadrzavali kromosome ali nazalost nisu bili
brojivi te nije odreden broj kromosoma kod ove vrste. Jedino su uzorci kod kucice
sadrzavali jasno vidljive kromosome, te je utvrden diploidni broj kromosoma 2n = 38

Za ovu vrstu.

Slika 11. Kromosomi kucice, Ruditapes decussatus, 2n = 38

Slika 12. Dagnja, Mytilus galloprovincialis, nebrojivi kromosomi
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Pokus 3.

Kod treceg pokusa dobijeni su kvalitetni uzorci kromosoma kod sréanke. Od
20 stakalaca sa po Sest uzoraka na svakom stakalcu najveéi broj stanica u metafazi
je pokazivao diploidni broj kromosoma 36, dok je 8 uzoraka imalo najveci broj
kromosoma koji je iznosio 38. Slika 13. prikazuje distribuciju frekvencija diploidnog
broja kromosoma kod sréanke.

O Stanice u metafazi

15

10

zﬂﬂuu HTD -

<25 29 34 >38

Diploidni broj kromosoma

Broj stanica u metafazi

Slika 13. Distribucija frekvencija diploidnog broja kromosoma kod sréanke, Cerastoderma
glaucum

Samo je jedan uzorak imao broj kromosoma veéi od 38 (2n = 59). Osim ove
iznimke najvec¢i diploidni broj kromosoma iznosio je 2n = 38 kod 8 uzoraka.
Usporedbom sa ranijim istrazivanjima kariotipova srodnih vrsta iz reda Veneroida,
kod kojih je diploidni broj utvrden i iznosi 2n = 38, i na temelju rezultata u ovom

istrazivanju utvrdeno je da je i diploidni broj kromosoma kod sréanke 2n = 38.
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Slika 14. Diploidni kromosomi sréanke, Cerastoderma glaucum 2n = 38

Takoder su bili vidljivi kromosomi kod kunjke ali nije bilo dovoljno uzoraka za
utvrditi broj kromosoma. Od ¢etiri uzorka dva su bila nebrojiva, jedan je pokazivao
broj kromosoma 23, a jedan 40 (Slika 15. ai b).

a) b)

Slika 15. Kromosomi kunjke, Arca noae, a) 40 kromosoma; b) 23 kromosoma
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Pokus 4.
Najbolji rezultati dobijeni su kod li€inka europske plosnate kamenice s
visebrojnim uzorcima kromosoma s diploidnim brojem 2n = 20 (Slika 16 a-e).

a) b)
c) d)

&
?-c-;t 5

Slika 16. Kromosomi kamenice, Ostrea edulis dobijeni kod li¢inka a); b); ¢); d); e)
2n=20

€)
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Mjerenjem nekoliko uzoraka metafaznih kromosomskih parova utvrdeno je da
se kariogram europske plosnate kamenice iz Malostonskog zaljeva sastoji od 5
metacentri€nih, 4 submetacentri¢na i 1 subtelocentricnog para kromosoma. Odnos
dugog i kratkog kraka kod subtelocentricnog para kromosoma iznosio je dugi krak /
kratki krak = 3.3. Do sada nije zabiljezena pojava subtelocentricnih kromosoma kod
ove vrste. Na slikama 17. i 18. koje prikazuju kromosomske parove poredane u
skladu sa njihovim oblikom i veli€éinom jasno su vidljivi metacentricni,

submetacentri¢ni i subtelocentri¢ni parovi kromosoma.

R KX X
I KX
NS STTNN
»A

Slika 17. Kariogram europske plosnate kamenice O edulis. Prva dva reda prikazuju 5
metacentri€nih parova kromosoma, treci red 4 submetacentri¢na para kromosoma i

Cetvrti red prikazuje 1 subtelocentri¢ni par kromosoma.
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Slika 18. Kariogram europske plosnate kamenice O edulis. Kromosomski parovi; 1-5
metacentri€ni parovi kromosoma, 6-9 submetacentri¢ni parovi kromosoma i
10 subtelocentriéni par kromosoma
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4. RASPRAVA

lako su SkoljkaSi vazna sastavnica morske i slatkovodne faune istrazivanja
njihovih kromosoma nisu brojna. Karioloska istrazivanja su napravljena za nekoliko
vrsta Skoljkasa (Cornet i Soulard, 1990; Wada i Komaru, 1993; Insua i sur., 1998;
Martinez-Lage i sur, 2002; Lopez-Pinon i sur., 2005; Insua i sur., 2006). Nekoliko
vrsta koje spadaju u podrazred Heterodonta i Pteriomorphia su citogeneticki
istrazene (leyama, 1980; Vitturi i sur., 2000). Takoder su dostupni podaci o izradi
kariograma kod vrsta koje pripadaju redovima Arcoida, Mytiloida, Ostreoida i
Pterioida podrazreda Pteriomorphia (Martinez-Lage i sur., 1994, 1997; Insua i sur.,
1998; Torreiro i sur., 1999; Pauls i Affonso, 2000; Cross, 2005).

Podaci o kariotipu kod reda Mytiloida su najbrojniji za rod Mytilus porodice
Mytilidae (Dixon i Flavel, 1986; Thiriot-Quievreux i Insua, 1992; Insua i sur., 1994;
Martinez-Lage i sur., 1997). Diploidni broj dagnje Mytilus galloprovincialis iznosi 2n
=28 (Thiriot-Quievreux, 1984). Kromosomi ove vrste u naSem istrazivanju bili su
slabo vidljivi i nebrojivi, te nismo uspjeli ponoviti izradu kariograma. U istrazivanju je
koriStena standardna metoda s citostatikom kolhicinom, kao $to je ranije opisano u
radovima, ali rezultati nisu bili zadovoljavajuc¢i. Za odredivanje broja kromosoma
provedena su dva pokusa sa koncentracijom kolhicina 0,004 % a razli€itim
vremenom djelovanja (12 i 14 sati). Za daljnje pokuse trebalo bi pokusati sa drugim
koncentracijama kolhicina.

24 vrste iz nadporodice Ostreacea su citogeneticki prou¢avane (leyama, 1990;
Insua i Thiriot-Quievreux, 1993). Porodica Ostreidae ukljuuje tri podporodice
Lophinae, Ostreinae i Crassostreinae. Unutar Ostreinae 5 vrsta je prethodno
karioloSki prou¢avano: O. edulis (Thiriot-Quiévreux 1984), O. denselamellosa (Insua
i Thiriot-Quiévreux 1991), O. puelchana (Insua i Thiriot-Quiévreux 1993), O. chilensis
(Landron de Guevara i sur. 1994) i O. angasi (Li i Havenhand 1997). Diploidni broj 2n
= 20 karakteristi¢an je za rod Ostrea (Nakamura, 1985; leyama, 1990). KarioloSko
proucavanje kod australske kamenice Ostrea angasi pokazalo je 2n = 20 sa 5
metacentriCnih, 3 submetacentricna i 2 subtelocentricna para kromosoma (Li i
Havenhand, 1997). Kariotip vrste O. conchaphila se sastoji od 6 metacentri¢nih
(1,2,4,6,8 i 10) i 4 submetacentricna para kromosoma (3,5,7,9). Crassostrea gigas
takoder ima diploidni broj kromosoma 20 (Thiriot-Quiévreux 1986), te vrste Ostrea

denselamellosa (Insua i Thiriot-Quievreux, 1991), O. puelchana iTiostrea chilensis
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(Insua i Thiriot-Quievreux, 1991, 1993; Thiriot-Quievreux i Insua, 1992; Landron de
Guevara i sur., 1994).

U naSem istrazivanju takoder je diploidni broj kromosoma kamenice iznosio 2n
= 20. Istrazivanje je radeno na odraslim jedinkama i li¢inkama europske plosnate
kamenice. U oba slu€aja dobiveni su jasno vidljivi metafazni uzorci kromosoma, te je
izraden kariogram za ovu vrstu. Mijerenjem nekoliko uzoraka metafaznih
kromosomskih parova utvrdeno je da se kariogram europske plosnate kamenice iz
Malostonskog zaljeva sastoji od 5 metacentricnih, 4 submetacentriCna i 1
subtelocentricnog para kromosoma. Do sada nije zabiliezena pojava
subtelocentriénin kromosoma kod ove vrste. Leitdo i sur. (2002) opisali su 5
metacentriCnih i 5 submetacentricna kromosomska para kod europske plosnate
kamenice. Thiriot-Quievreux C. i sur. (1982) opisali su metacentricne,
submetacentri¢ne i telocentricne kromosome kod europske plosnate kamenice. lako
su do sada su uradeni preparati kromosoma od li¢inka kod srodnih vrsta kamenica
poput Crassostrea gigas (Cheung i sur., 2006), po prvi put su dobijeni kromosomi od
li¢inka europske plosnate kamenice.

Red Veneroida ukljuCuje 2 porodice, Cardiidae i Veneridae s viSe vrsta od
komercijalnog znacaja. Prou¢avanja kromosoma izvrSena su na 4 vrste iz porodice
Cardiidae i 12 vrsta iz porodice Veneridae ukljuCujuci vrste kokoska, Chamelea
galina, prnjavica, Venus verrucosa i kucica, Ruditapes decussatus (Menzel i
Menzel,1965; Menzel,1968; Gerard,1978; Rasotto i sur.,1981; Koulman i Wolff,1977;
Corni i Trentini,1986;1990). Diploidni broj kromosoma kod kucice i prnjavice iznosi 2n
= 38 (Borsa i sur., 1990; Ebied i Aly , 2004). Jednak diploidni broj 2n = 38 je potvrden
i za kokosku (Corni i Trentini, 1986). U naSem istrazivanju provedeni su pokusi za
odredivanje broja kromosoma kod kokoske, prnjavice, kucice i sréanke. Najvedi
diploidni broj kromosoma kod sréanke iznosio je 2n = 38 kod 8 uzoraka. Usporedbom
sa ranijim istrazivanjima kariotipova srodnih vrsta iz reda Veneroida, kod kojih je
diploidni broj utvrden i iznosi 2n = 38 , i na temelju rezultata ovog istraZivanja utvrden
je diploidni broj kromosoma kod sréanke 2n = 38. Naime, utvrden je kariotip za vrstu
Cerastoderma edule (Cardiidae), 2n = 38 (Koulman i Wolff,1977). Kariotip se sastoji
od 12 submetacentri¢nih, 4 subtelocentricna i 3 telocentri¢na para kromosoma. Kod
vrste Venerupis pullastra (Veneridae) diploidni broj kromosoma 2n = 38 (3

metacentriCha, 8 sumnetacentri¢nih i 8 subtelocentricna kromosomska para), te kod



25

vrste V. rhomboides diploidni broj kromosoma 2n = 38 (Veneridae) (4 metacentri¢na,
8 submetacentri¢nih, 4 subtelocentricna i 3 telocentricna kromosomska para).
Kromosomi kokoSke i prnjavice u svakom pokusu nisu bili jasno vidljivi, bili su
nebrojivi i nije bilo moguce odrediti njihov broj niti izraditi kariogram. U nasem
istrazivanju uspjesno smo utvrdili diploidni broj kromosoma kod kuéice 2n = 38.
Jedan od glavnih ciljeva ovog istrazivanja bilo je odredivanje broja kromosoma
kod kunjke koji do sada nisu opisani niti odredeni. U tri pokusSaja je napravljen pokus
odredivanja broja kromosoma. Koristena je koncentracija 0,004 % kolhicina u trajanju
12, 14 i 14 sati, no pokusi nisu rezultirali metafazama koje bi bile pogodne za
odredivanje broja kromosoma. Kromosomi su bili zarobljeni u plazmi, slabo vidljivi i
nebrojivi. Za daljnje prou€avanje potrebno je mijenjati koncentraciju kolhicina i
odrediti optimalnu metodu provodenja istrazivanja, te tretirati ranije zivotne stadije,

licinke i mlad.



26

5. ZAKLJUCCI

1. Napravljeni su preparati kromosoma kod sljedecih vrsta Skoljkasa: kamenica
Ostrea edulis, dagnja Mytilus galloprovincialis, kunjka Arca noae, prnjavica
Venus verrucosa, kucica Ruditapes decussatus, srCanka Cerastoderma

glaucum i kokoska Chamelea galina

2. Diploidni broj kromosoma kucice, Ruditapes decussatus iznosi 2n = 38

3. Diploidni broj kromosoma 2n = 38 opisan je po prvi puta kod sréanke,

Cerastoderma glaucum
4. Preparati od kromosoma li¢inka kamenice Ostrea edulis napravljeni su prvi put
5. Diploidni broj kromosoma kamenice Ostrea edulis iz Malostonskog zaljeva je
2n =20
6. Po prvi puta je opisan subtelocentri¢ni par kromosoma kod europske plosnate

kamenice. Ovom genetickom znacajkom se kamenica iz Malostonskog zaljeva

razlikuje od drugih europskih populacija koje su kariolo$ki opisane
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