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Uvod

Vodeni ekosustavi, kljuéni za globalnu bioloSku raznolikost 1 ljudsku egzistenciju, prolaze kroz
nevidene promjene zbog globalnog zatopljenja. Porast temperatura, uzrokovan antropogenim
klimatskim promjenama, remeti cikluse razmnozavanja, stope prezivljavanja i genetski integritet
vodenih organizama. Istodobno, sektor akvakulture suocava se s tim izazovima kroz inovativna
biotehnoloska rjeSenja. S obzirom na to da se povecava koriStenje vodenih resursa kako bi se
zadovoljili zahtjevi sigurnosti hrane, integracija naprednih tehnologija uzgoja, ukljucujuci selektivni
uzgoj, genomsku selekciju i uredivanje gena CRISPR/Cas9, nudi transformativni potencijal za
rjesavanje dvostruke krize klimatskih promjena i odrzive akvakulture.

Ovo poglavlje zadire u zamrSenu interakciju izmedu promjena okolisa i biotehnoloskog napretka u
akvakulturi. Najprije se istraZzuje kako globalno zatopljenje utjece na cikluse razmnozavanja i
dinamiku prezivljavanja vodenih vrsta, uzrokuju¢i znacajne promjene u strukturi populacije i
funkcijama ekosustava. Fokus se zatim prebacuje na revolucionarna biotehnoloSka rjeSenja, kao §to
su selektivni uzgoj i genomska selekcija, koja povecavaju otpornost i produktivnost vrsta akvakulture.
Nadalje, raspravlja se o revolucionarnoj tehnologiji uredivanja gena CRISPR/Cas9, isticu¢i njezinu
primjenu u poboljSanju otpornosti na bolesti, stope rasta 1 prilagodljivosti okoliSu kod razlicitih vrsta
riba. Konacno, ispituju se eti¢ka, ekoloska i1 regulatorna razmatranja koja okruzuju ove tehnologije,
naglaSavajuci potrebu za odrzivim 1 odgovornim inovacijama u akvakulturi.

Implikacije ovih rasprava dalekosezne su i utjeCu ne samo na buduénost akvakulture, ve¢ i1 na
globalne napore za ublaZavanje gubitka bioloske raznolikosti 1 utjecaja klimatskih promjena. Ovaj
uvod pruza temelj za sveobuhvatnu analizu izazova 1 prilika koje predstavlja integracija
biotehnologije u akvakulturu u sjeni globalnog zatopljenja.

1. Utjecaj globalnog zatopljenja na razmnozavanje vodenih
vrsta

1.1. Promjene u ciklusima razmnozavanja: Povecane temperature vode
mogu promijeniti cikluse razmnoZavanja vodenih vrsta, utjecuci na
vrijeme mrijesta, stope rasta i stope prezivljavanja li¢inki.

Globalno zatopljenje, potaknuto klimatskim promjenama izazvanim ljudskim djelovanjem, ima
dubok utjecaj na ekosustave diljem svijeta, uklju¢uju¢i vodeni okoli$. Jedno od najznacajnijih
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podrucja pogodenih porastom temperatura je uzgoj vodenih vrsta. Promjene temperature vode
mijenjaju cikluse razmnozavanja, vrijeme mrijesta, stope rasta i stope prezivljavanja potomstva, §to
dovodi do promjena u strukturi i funkcioniranju vodenih populacija. Ovaj pregled literature ima za
cilj istraziti kako ove promjene u okoliSu utjecu na vodene vrste, usredotocujuci se na promjene u
ciklusima razmnozavanja i genetskoj prilagodbi.

Promjene u uzgojnim ciklusima. Porast temperature vode zbog globalnog zatopljenja jedan je od
primarnih pokretaca promjena u reproduktivnom ponasanju vodenih vrsta. Mnoge se vrste oslanjaju
na specificne temperaturne znakove kako bi zapocele razmnozavanje. S porastom temperatura,
mijenja se vrijeme razmnoZzavanja, a ti pomaci mogu dovesti do neuskladenosti izmedu vrsta i
njihovih stanista.

Vrijeme mrijesta. Studije su pokazale da se mnoge vodene vrste razmnozavaju ranije tijekom godine
zbog toplijih temperatura vode. Na primjer, primijeceno je da se vrste riba kao sto su atlantski bakalar
(Gadus morhua) 1 smud (Perca fluviatilis) mrijeste ranije u sezoni kao odgovor na povecane
temperature vode (Tompkins i sur., 2017.). lako se raniji mrijest u po¢etku moze €initi korisnim, ¢esto
dovodi do neuskladenosti s dostupnos$¢u resursa hrane za li¢inke, jer fitoplankton, primarni izvor
hrane za mnoge mlade ribe, mozda nije dostupan u isto vrijeme (Durant i sur., 2007.). To moze dovesti
do smanjenja stope prezivljavanja potomaka, $to bi dodatno utjecalo na dinamiku populacije.
Stovise, raniji mrijest ne jaméi nuzno uspjeh, jer se vrste mogu mrijestiti prije nego to su uvjeti
optimalni za prezivljavanje li¢inki. Neuskladenost u vremenu moze smanjiti broj odrzivih potomaka,
Sto potencijalno dovodi do dugoro€nog pada populacije (O'Reilly 1 sur., 2008).

Stope rasta i metabolic¢ki ucinci. Poveéanje temperature vode takoder utjece na brzinu metabolizma
vodenih vrsta. Toplije temperature obi¢no ubrzavaju rast mnogih vrsta, jer poti¢u brze metabolicke
procese (Angilletta i sur., 2004). Medutim, ovo povecanje stope rasta ne mora uvijek biti korisno.
Vrste koje prebrzo rastu u toplijim vodama mozda nece razviti potrebnu veli¢inu ili snagu da prezive
u odrasloj dobi, §to moze dovesti do slabijih jedinki s manjim Sansama za uspjeSnu reprodukciju
(Heath 1 sur., 2014). Osim toga, brzi rast nije uvijek u korelaciji s pove¢anjem reproduktivnog
uspjeha, jer se vrsta moze suociti s neuskladeno$¢u u vremenu svojih razvojnih prekretnica i uvjetima
okolisa.

Stope prezZivljavanja licinki. Rane Zivotne faze vodenih vrsta ¢esto su najosjetljivije na promjene u
okoliSu, a porast temperature vode moze dodatno pogorsati te ranjivosti. PoviSene temperature mogu
smanjiti razinu kisika u vodi, utjecu¢i na stopu prezivljavanja li¢inki, koje zahtijevaju visoke
koncentracije kisika za pravilan razvoj (Portner i1 sur., 2014). Nadalje, viSe temperature mogu
stresirati mlade organizme, ¢ine¢i ith manje otpornima na ekoloske izazove, kao $to su grabeZljivost
ili nestaSica hrane (Walther i sur., 2002).

1.2. Genetska prilagodba: Neke se vrste mogu genetski prilagoditi
promjenjivim temperaturama, dok se druge mogu suociti sa
smanjenim reproduktivnim uspjehom ili padom populacije.

lako promjene u okoliSu uzrokuju izazove vodenim vrstama, neke imaju potencijal genetski se
prilagoditi promjenjivim uvjetima. Genetska prilagodba ukljucuje postupne promjene u genetskom
sastavu populacija, omogucujuci vrstama da se prilagode stresorima iz okoliSa, poput povecanja
temperature.



Funded by
the European Union

The Digital Blue Carrier for a Post-Carbon Future - Curriculum Innovations in Aquaculture [DiBluCa]"
2023-1-LT01-KA220-HED-000154247

Prilagodba temperaturnim promjenama. Istrazivanja su pokazala da su odredene vrste pokazale
odredeni stupanj genetske prilagodbe rastu¢im temperaturama. Na primjer, studije o atlantskom
bakalaru pokazale su dokaze o lokalnoj prilagodbi na razli¢ite toplinske uvjete u razliitim
geografskim podruc¢jima. (Jorgensen i sur., 2017.). Neke populacije bakalara koje zive u toplijim
vodama razvile su genetske osobine koje im omogucéuju uspjesan mrijest na viSim temperaturama.
Sli¢no tome, neke vrste riba mogu pokazivati promjene u reproduktivhom vremenu ili fizioloSkoj
toleranciji, prilagodavaju¢i se toplijem okruzenju tijekom vise generacija (Lynch i sur., 2014.).
Medutim, sposobnost vrsta da se genetski prilagode ograni¢ena je Cimbenicima kao Sto su genetska
raznolikost 1 brzina kojom se dogadaju promjene u okoliSu. Vrste s niskom genetskom raznolikoS¢u
ili one u staniStima koja se brzo zagrijavaju mogu se tesko prilagoditi dovoljno brzo da izbjegnu pad
populacije (Fischer i sur., 2014.). Nadalje, proces genetske prilagodbe je spor, a brzina zagrijavanja
moze nadmasiti sposobnost nekih vrsta da se pravovremeno prilagode na pad reproduktivnog uspjeha
i smanjenje populacije. Dok se neke vrste mogu uspjesno prilagoditi temperaturama zagrijavanja,
druge se mogu suociti s izazovima koji smanjuju njihov reproduktivni uspjeh ili dovode do pada
populacije. Na primjer, vrste sa specijaliziranim zahtjevima za uzgoj, poput onih koje se oslanjaju na
vrlo specifiéne temperaturne raspone za mrijest, mogu se teSko nositi s brzim temperaturnim
promjenama uzrokovanim globalnim zatopljenjem (Parmesan, 2006). U takvim slucajevima
reproduktivni uspjeh moze se smanjiti, a populacije mogu dozivjeti pad broja ili ¢ak lokalno
izumiranje.

Vrste koje se genetski ne prilagodavaju rastué¢im temperaturama mozda se ne¢e moci uspjesno
razmnozavati u svojim izvornim stanistima, Sto rezultira gubitkom genetske raznolikosti i dodatnim
smanjenjem njihovih Sansi za prezivljavanje uslijed klimatskih promjena (Chevin i sur., 2010.).

Utjecaj globalnog zatopljenja na razmnozavanje vodenih vrsta je viSestruk, ukljucujuéi promjene u
ciklusima razmnoZavanja, promjene u stopama rasta i promjene u stopama preZivljavanja potomstva.
Porast temperatura doveo je do ranijeg mrijesta kod mnogih vrsta, ali to moZe uzrokovati
neuskladenost s dostupno$¢u hrane 1 optimalnim uvjetima okoliSa, §to rezultira niZim stopama
prezivljavanja li¢inki. Tako se neke vrste mogu genetski prilagoditi promjenjivim temperaturama,
stopa promjena u okoliSu moze premasiti njihovu sposobnost da to ucine, $to dovodi do smanjenog
reproduktivnog uspjeha i potencijalnog pada populacije. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se
razumjele dugorocne posljedice ovih promjena na vodene ekosustave 1 razvile strategije za
ublazavanje u¢inaka klimatskih promjena na ove vrste.

2. Biotehnoloski napredak u uzgoju akvakulture
2.1 Selektivni uzgoj: Koristenje tehnika selektivnog uzgoja za razvoj
sojeva riba i Skoljkasa koji su otporniji na viSe temperature i druge
stresove povezane s klimom.
Akvakultura je sektor koji brzo raste 1 znatno doprinosi globalnoj sigurnosti opskrbe hranom. Kako
se klima nastavlja mijenjati, akvakultura se suocava sa sve ve¢im izazovima, kao S§to su porast
temperatura i sve ¢eS¢i ekstremni vremenski dogadaji. Kako bi se rijesili ovi izazovi, biotehnoloski
napredak, posebno u selektivnom uzgoju i genomskoj selekciji, sve se viSe primjenjuje za razvoj vrsta
akvakulture koje su otpornije na stresove povezane s klimom.
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Selektivni uzgoj

Selektivni uzgoj desetlje¢ima je kamen temeljac akvakulture, pomazuéi u poveéanju produktivnosti
1 otpornosti uzgojenih vrsta. Proces ukljucuje odabir jedinki s poZeljnim osobinama za reprodukciju,
¢ime se postupno poboljSava genetski sastav populacija. Tradicionalni selektivni uzgoj u akvakulturi
usredotocio se na osobine kao $to su stopa rasta, otpornost na bolesti i u¢inkovitost pretvorbe hrane.
Kako klimatske promjene pojacavaju stresore okoliSa, sve je vec¢i naglasak na uzgoju osobina koje
daju vecu otpornost na povisene temperature vode i druge izazove povezane s klimom.

Istrazivanja su pokazala da selektivni uzgoj moze pomoc¢i vrstama akvakulture, kao Sto su ribe 1
skoljke, da se prilagode toplijim okruzenjima. Na primjer, istrazivanja atlantskog lososa pokazala su
da selektivni uzgoj moze poboljsati toleranciju na toplinu, potencijalno omogucujuéi uzgojenim
populacijama da prezive u toplijim vodama koje su posljedica klimatskih promjena (Gjeen i sur.,
2018.). Nadalje, selektivni programi uzgoja sve se vise fokusiraju na osobine poput otpornosti na
bolesti i sposobnosti prezivljavanja u hipoksi¢nim uvjetima, koji ¢e vjerojatno postati sve ¢es¢i kako
temperatura vode raste (Houston 1 sur., 2018.).

Selektivni uzgoj za otpornost na klimu takoder uklju€uje poboljSanje osobina ponasSanja. Na primjer,
ribe koje pokazuju vecu toleranciju na stresore kao $to su guzva i rukovanje mogu bolje podnijeti teze
uvjete stvorene klimatskim promjenama (Huntingford 1 sur., 2020.). Ovi uzgojni programi imaju za
cilj omoguditi vrstama akvakulture da se uspje$no prilagode promjenjivoj klimi, pridonoseci
dugoroc¢noj odrzivosti.

2.2 Genomska selekcija: Implementacija genomskih alata za
identifikaciju i Sirenje pozeljnih osobina, povecavajuci sposobnost
vrsta akvakulture da napreduju u promjenjivoj klimi.

Upotreba moderne biotehnologije za poboljSanje proizvodnje vodenih vrsta ima veliki potencijal ne
samo za zadovoljavanje potraznje, ve¢ 1 za poboljSanje akvakulture. Genetska modifikacija 1
biotehnologija takoder imaju ogroman potencijal za poboljSanje kvalitete 1 koliine riba koje se
uzgajaju u akvakulturi. Kako potraznja za akvakulturom raste, biotehnologija moze igrati klju¢nu
ulogu u njezinom zadovoljavanju. Kao i kod svih biotehnoloski poboljSanih namirnica, akvakultura
¢e biti strogo regulirana prije odobrenja za trZiste. Biotehnoloska akvakultura takoder nudi prednosti
za okoli$. Kada se na odgovarajuc¢i nacin integrira s drugim tehnologijama za proizvodnju hrane,
poljoprivrednih proizvoda 1 usluga, biotehnologija moze biti od znac¢ajne pomoc¢i u zadovoljavanju
potreba rastuceg i1 sve urbaniziranijeg stanovnistva u sljede¢em tisuclje¢u. UspjeSan razvoj 1 primjena
biotehnologije ovise o Sirokoj znanstvenoj osnovi koja ukljucuje biologiju, genetiku, agronomiju,
fiziologiju, patologiju, biokemiju te varijacije 1 metode uzgoja organizama. Napredak novih
tehnologija zahtijeva kontinuiranu posvecenost temeljnim istraZivanjima. Biotehnoloski programi
moraju biti ¢vrsto integrirani u znanstvenu osnovu, jer njihova izolacija moze ugroziti njihovu
ucinkovitost. Na slici 1. prikazana je uloga biotehnologije u povecanju proizvodnje ribe.

Genomska selekcija, koja koristi genomske alate za identifikaciju i Sirenje poZeljnih osobina,
predstavlja veliki korak naprijed u uzgoju akvakulture. Ova tehnika ukljucuje Povezivanje genetskih
markera s osobinama od interesa, omogucavajuci ucinkovitiju selekciju. Genomska selekcija moze
ubrzati uzgojne programe, omogucujuci uzgajiva¢ima da prepoznaju jedinke s najboljim genetskim
potencijalom za otpornost na okoliSne stresore.
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Jedna od najznacajnijih primjena genomske selekcije u akvakulturi je povecanje tolerancije na
toplinu. Studija na kalifornijskoj pastrvi (Oncorhynchus mykiss) otkrila je da bi se genomska selekcija
mogla koristiti za identifikaciju markera povezanih s tolerancijom na toplinu, Omogucujuci razvoj
sojeva s vecom sposobnoscu prezivljavanja u toplijim vodama (Liu i sur., 2020.). Primjenom
genomske selekcije na programe uzgoja, vrste akvakulture mogu biti genetski prilagodene za uspjeh
u okruzenjima za koja se ocekuje da ¢e dozivjeti vise temperature zbog klimatskih promjena.

*Enhancing fish < ‘:}E:;a la::de gﬁlbel'icfow
production ; : *Induced breeding. transgenesis, perception
*DNA manipulation chromosome engineering, and gene «Potential impact of gene-
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Slika 1. Uloga biotehnologije u povecanju proizvodnje ribe (Yang i sur., 2021.).

Osim tolerancije na toplinu, genomska selekcija koristi se za pobolj$anje drugih osobina povezanih s
klimom, kao S$to su Otpornost na bolesti 1 sposobnost preZivljavanja u uvjetima s niskom
koncentracijom kisika. Na primjer, genomski alati koriste se za identifikaciju genetskih markera
povezanih s rezistencijom na patogen Vibrio anguillarum, kKoji predstavlja znacajnu prijetnju vrstama
akvakulture u toplijim vodama (Vazquez i sur., 2018). Primjenom genomske selekcije za uzgoj riba
otpornijih na bolesti, sustavi akvakulture mogu postati odrziviji i manje ovisni o antibioticima, koji
su sve vise pod nadzorom zbog svojeg utjecaja na okolis.

Genomska selekcija integrira se s tradicionalnim selektivnim uzgojem kako bi se optimizirao genetski
dobitak. Kombinacija genomskih informacija s fenotipskim podacima omogucuje uzgajivac¢ima da
donesu informiranije odluke o tome koje jedinke odabrati za reprodukciju. Na primjer, genomski
podaci mogu se koristiti za predvidanje buduceg ucinka potomstva, $to pomaze u smanjenju rizika
od inbreedinga 1 ocuvanju dugorocnog genetskog zdravlja populacija akvakulture (Gjeen i sur.,
2018.).

Integracija selektivnog uzgoja i genomske selekcije

Integracija selektivnog uzgoja i genomske selekcije smatra se snaznom strategijom za osiguravanje
otpornosti vrsta akvakulture na klimatske promjene. Selektivni uzgoj pruza cvrste temelje
poboljSanjem osobina kao §to su stopa rasta i otpornost na bolesti, dok genomska selekcija ubrzava
proces i povecava preciznost uzgojnih programa. Zajedno, ove tehnike omogucuju brzi razvoj sojeva
koji su bolje prilagodeni promjenjivim uvjetima okolisa.
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U slucaju atlantskog lososa, na primjer, korisSteni su i selektivni uzgoj i genomska selekcija kako bi
se stvorili sojevi koji su otporniji na viSe temperature 1 bolesti (Gjoen 1 sur., 2018.). Kombinacija ova
dva pristupa ima potencijal znacajno povecati odrzivost akvakulture razvojem sojeva koji mogu

Izazovi i buduéi smjerovi

Iako biotehnoloski napredak obecava poboljSanje uzgoja u akvakulturi, postoje izazovi s kojima se
treba suociti. Jedna od klju¢nih briga je potencijal za genetsku homogenizaciju u uzgojenim
populacijama, §to moze dovesti do depresije inbreedinga i smanjene genetske raznolikosti. Za
programe uzgoja klju¢no je ucinkovito upravljati genetskom raznoliko$¢u, osiguravajuéi da vrste
akvakulture ostanu prilagodljive budu¢im promjenama u okoliSu (Houston i sur., 2018.).

Nadalje, provedba genomske selekcije zahtijeva znatna ulaganja u genomske resurse, ukljucujuci
razvoj visokokvalitetnih referentnih genoma i genetskih markera. lako su genomski alati posljednjih
godina postali dostupniji, cijena i sloZenost tih alata i dalje su prepreka za neke industrije akvakulture
(Huntingford 1 sur., 2020.).

Unato¢ tim izazovima, kontinuirani razvoj genomskih tehnologija, u kombinaciji s napretkom
racunalnih alata i strategija uzgoja, ima veliki potencijal za poboljSanje otpornosti vrsta akvakulture
na klimatske promjene.

Zakljucak

Biotehnoloski napredak u uzgoju u akvakulturi, ukljucujuéi selektivni uzgoj i genomsku selekciju,
nudi obecavajuca rjeSenja za izazove koje predstavljaju klimatske promjene. Pove¢anjem otpornosti
vrsta akvakulture na rastu¢e temperature, bolesti 1 druge stresore iz okoliSa, ove tehnologije mogu
pomo¢i u osiguravanju odrzivosti industrije. Integracija genomske selekcije s tradicionalnim
pristupima uzgoju vjerojatno ¢e biti klju€na strategija za razvoj sojeva riba i1 skoljkasa otpornijih na
klimatske promjene. Budu¢i da se sektor akvakulture i dalje suoCava s pritiscima klimatskih
promjena, te ¢e biotehnoloske inovacije imati klju¢nu ulogu u osiguravanju da akvakultura ostane
odrziv 1 odrziv izvor hrane za svjetsko stanovnistvo.

3. Genetski inZenjering i CRISPR

3.1. Genetski inZenjering u akvakulturi

Koristenje biotehnoloskih metoda za poboljSanje dobrobiti kultiviranih organizama, povecanje
produktivnosti i zaStitu vodenih ekosustava dalo je ohrabrujuce rezultate. Medu njima su cjepiva i
imunostimulansi, probiotici, prebiotici, simbiotici, paraprobiotici, lijeCenje fagima, antimikrobni
peptidi, genska terapija, RNA interferencija i druge biotehnoloSke terapije. Genetski napredak u
akvakulturi igra klju¢nu ulogu u povecanju produktivnosti, smanjenju troSkova proizvodnje i
minimiziranju utjecaja na okolis.

Primjeri metoda za uredivanje genoma riba ukljucuju CRISPR-Cas9, efektorske nukleaze sli¢ne
aktivatoru transkripcije 1 nukleaze cinkovog prsta. Molekularna biologija i transgeneza, bankarstvo
gena, manipulacija kromosomima, hormonski tretmani, uzgoj ribe s jednim ili vise roditelja, stvaranje
riba s razli¢itim brojem stanica (poliploidne, triploidne, haploidne, ginogeneti¢ke i androgene) te
upotreba sintetickih hormona u uzgoju riba druge su metode koje se koriste u biotehnologiji riba.
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Inovacije u biotehnoloskim tehnologijama revolucionirale su genetski uzgoj riba, sto je dovelo do
znacajnog napretka u industriji akvakulture (Yang i sur., 2021.).

Tehnike kao §to su genetski inZenjering 1 CRISPR-Cas9 omogucile su preciznu modifikaciju genoma
riba, §to je rezultiralo sojevima s poveéanim stopama rasta, otpornosS¢u na bolesti i poboljSanom
ucinkovito$¢u pretvorbe hrane. Programi selektivnog uzgoja optimizirani su selekcijom
potpomognutom markerima, omogucuju¢i ucinkovitiju identifikaciju i razmnoZzavanje pozeljnih
genetskih osobina. Nadalje, reproduktivne tehnologije, ukljucujué¢i mrijest izazvano hormonima i
krioprezervaciju spolnih stanica, poboljSale su uspjeh uzgoja 1 genetsku raznolikost. Ovaj
biotehnoloSki napredak pridonio je odrzivijim 1 produktivnijim praksama uzgoja ribe,
zadovoljavajuci sve vecu globalnu potraznju za morskim plodovima. Ovi alati igraju kljuénu ulogu u
izbjegavanju izumiranja ugrozenih vrsta riba 1 poboljSanju komercijalne proizvodnje ribe. Osim toga,
druge biotehnoloske metode, kao §to su upotreba sintetickih hormona, proizvodnja monoseksa i
transgeneza, doprinose napretku uzgoja riba. Ovi alati igraju glavnu ulogu u sprje¢avanju izumiranja
ugrozenih vrsta riba i poboljSanju komercijalne proizvodnje ribe. Osim toga, druge biotehnoloske
metode, kao §to su upotreba sintetickih hormona, proizvodnja monospolnih osoba i transgeneza,
znacajno doprinose napretku u uzgoju riba. Na slici 2. prikazane su razli¢ite biotehnoloSke inovacije
u uzgoju riba (Sankaran 1 Mandal, 2024.).

Biotechnological

innovation in
. — .

Slika 2. Biotehnoloske inovacije u uzgoju ribe

Genetska raznolikost predstavlja znacajan resurs koji se moze koristiti za pokretanje selektivnih
programa uzgoja, za koje je dokazano da znacajno poboljSavaju performanse sektora akvakulture.
Olaksavanje prijenosa osposobljavanja i tehnologije u razli¢itim sektorima akvakulture moze uvelike
koristiti vrstama manje vrijednosti, povecavajuci njihovu produktivnost i odrzivost.

Genom organizma moze se modificirati umetanjem sinteticke DNK napravljene iz razli¢itih izvora
pomocu procesa poznatog kao tehnologija rekombinantne DNK. Implantacija genetskog fragmenta
koji sadrzi na$ ciljni gen u postoje¢i genom prvi je korak u postupku. U ovoj tehnici restrikeijski
enzimi, vektori i stanice domacina koriste se kao alati. Razli¢iti enzimi ukljuceni su u procese rezanja,
sinteze i vezivanja. Enzimi poput restrikcijskih enzima dio su ove skupine. Za transport i ukljucivanje
ciljnih gena korisni su vektori. Primjene tehnologije rekombinantne DNK ukljucuju kloniranje gena,
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gensku terapiju i poljoprivredu. Slika 3 prikazuje razlicite korake uklju¢ene u tehnologiju
rekombinantne DNK (Sankaran 1 Mandal, 2024).

Expression

! |
Isolation of DNA

:

Fragmentation of DNA
1 |

Amplification of gene of interest

. |
Ligation
. |
Transformation
. |

Selection and screening

Slika 3. Glavni koraci ukljuceni u tehnologiju rekombinantne DNK (Sankaran i Mandal, 2024.)

3.2. CRISPR u akvakulturi

CRISPR/Cas9 predstavlja revolucionarni alat u genetskom inzenjeringu, koji omogucuje precizne i
ciljane modifikacije riblje DNK kako bi se poboljSale osobine kao $to su pigmentacija, rast, kvaliteta
miSica 1 otpornost na bolesti. Ova tehnologija nadmasuje tradicionalne metode uzgoja nudeci jeftiniji,
laksi 1 to¢niji pristup genetskom poboljSanju. Njegove primjene ukljucuju poboljSanje performansi
rasta (npr. tjelesne tezine, duljine 1 razvoja miSic¢a), kvalitete miSica, otpornosti na bolesti 1
odredivanja spola. Nadalje, CRISPR/Cas9 pruza obecavajuca rjeSenja za povecanje otpornosti na
bolesti ciljanjem imunoloski povezanih gena i putova prepoznavanja patogena, smanjujuci potrebu
za antibioticima 1 kemijskim tretmanima. Ova tehnologija znacajno je unaprijedila akvakulturu
genetskom optimizacijom klju¢nih svojstava ribljih vrsta. Na primjer, istraZivaci su uspjeS$no
manipulirali zametnim stanicama u atlantskom lososu kako bi kontrolirali diferencijaciju
reproduktivnih stanica, poboljsali u¢inkovitost pretvorbe hrane za rast Zutog soma, postigli ciljane
genske modifikacije u tilapiji 1 smanjili neZeljene u€inke izvan cilja (Zhu 1 sur., 2024.).

Slika 4 prikazuje metode CRISPR/Cas9 ukljucene u uredivanje gena. Enzim Cas9 i RNK vodi¢ dva
su glavna dijela sustava. Pojednostavljena varijanta antivirusnog obrambenog sustava CRISPR-Cas9
koja se nalazi u bakterijama sluzi kao osnova za sustav CRISPR-Cas9. In vivo uredivanje gena
omoguceno je umetanjem sinteticke vode¢e RNK (gRNA) kompleksirane s Cas9 nukleazom u
stanicu, a zatim rezanjem genoma na odredenom mjestu. Budu¢i da omogucuje jednostavno,
pristupacno 1 precizno uredivanje genoma in vivo, ova metoda je iznimno vazna u biotehnologiji i
medicini. Osim potencijalne korisnosti u upravljanju Steto¢inama 1 bolestima, ima i1 druge
potencijalne primjene u razvoju novih poljoprivrednih proizvoda, genetski modificiranih organizama
1 farmaceutskih proizvoda. Osim toga, obe¢ava u lijeCenju nasljednih poremecaja i poremecaja
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uzrokovanih somatskim mutacijama, ukljucujuéi rak. Sustav CRISPR/Cas9 nudi jednostavnu metodu
vodenu RNK za izazivanje ciljanih promjena na odredenim mjestima. Neki fenotipi, ukljucujuci boju
ociju ili osjetljivost na bolesti, mogu biti izazvani ovim promjenama DNK. Sustav koristi molekule
RNK dizajnirane da odgovaraju ciljnim sekvencama DNK u kombinaciji s enzimom nukleaze Cas9.

sgRNA Design and
Construction

-sgRNA Design
-sgRNA Cloning

Delivery of CRISPR
Components

-Methods of delivery

-Transfection
-Selection of Modified Cells

-Paired Nickases
-HDR for Knock-ins

Slika 4. CRISPR/Cas9 uredivanje gena (Sankaran i Mandal, 2024.)

Iako CRISPR/Cas9 ima potencijal revolucionirati podrucje genetskog inzenjeringa, nije bez
ograni¢enja. Tocnost uredivanja genoma znacajna je briga, jer rezultira trajnim promjenama u
genomu. Osim toga, njegova upotreba u genetskoj modifikaciji ljudske zametne linije vrlo je
kontroverzna. Opcenito, koriStenje uredivanja gena CRISPR/Cas9 ima kapacitet revolucionirati
podrucja biotehnologije i medicine. Medutim, klju¢no je vjeZbanje razboritosti i promisljanje etickih
posljedica povezanih s njegovom primjenom (Sankaran i Mandal, 2024.).

3.2.1. Otpornost na bolesti

Otpornost na bolesti kriticna je osobina u akvakulturi, koja odrazava sposobnost vrste da izdrzi
infekcije, losu kvalitetu vode i promjene u okolisu. Uredivanje genoma posredovano CRISPR/Cas9
pojavilo se kao moéna metoda za poboljSanje ove otpornosti. Integracijom antimikrobnih peptidnih
gena (AMG) u genome riba, CRISPR/Cas9 smanjuje kolonizaciju bakterija, pove¢ava prezivljavanje
nakon infekcije 1 mijenja ekspresiju gena povezanih s imunoloSkim sustavom. Ovo precizno
uredivanje dovelo je do znacajnog napretka, kao Sto je povecanje otpornosti na infektivnu nekrozu
gusterace (IPN) i bakterijsku hladnovodnu bolest kod lososa i ciljanje gena JAM-A u amuru kako bi
se blokirao ulazak virusa, daju¢i imunitet na reovirus amura (GCRV).

Kod tilapije, CRISPR/Cas9 je uredio gene povezane s imunoloSkim odgovorima, poboljSavajuci
otpornost na bakterijske patogene kao Sto su Streptococcus agalactiae 1 Aeromonas hydrophila.
Sli¢no tome, kod soma, ova tehnologija je ciljala imunoloske regulacijske gene, povecavajuci stopu
prezivljavanja nakon izlaganja patogenu. Ovaj napredak nadopunjen je tehnikama uvodenja stranih
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gena, poboljSavajuci otpornost na bolesti uz povecanje rasta i nutritivne vrijednosti kod vrsta poput
tilapije i soma (Zhu i sur., 2024.).

3.2.2. Rastribe i kvaliteta misic¢a

CRISPR/Cas9 bio je kljucan u poboljSanju stope rasta i kvalitete misi¢a u svim vrstama akvakulture,
ukljucujuéi nilsku tilapiju, kanalskog soma, obi¢nog Sarana i kalifornijsku pastrvu. Ciljajuéi gene
povezane s hormonom rasta kao $to je miostatin (mstn), koji inhibira rast miSica, istrazivaci su postigli
znacajna poboljSanja u tjelesnoj masi i razvoju misic¢a. Na primjer, kanalski som s poremeéenim mstn
genima pokazao je povecanje tjelesne tezine od 29,7%, dok su sli¢cne modifikacije kod Paralichthys
olivaceus 1 orade povecale miSi¢nu masu 1 optimizirale komercijalnu veli¢inu ribe.

Osim rasta, CRISPR/Cas9 omogucuje proucavanje razvojnih procesa i modela ljudskih bolesti
pomocu zebrice, Siroko koriStenog organizma za genetska istrazivanja. Transgene tehnike dodatno su
unaprijedile uzgoj ribe prekomjernom ekspresijom gena hormona rasta u vrstama poput atlantskog
lososa, postizuci brzi rast i vece prinose kako bi se zadovoljila globalna potraznja za proteinima. Ove
genetske modifikacije, u kombinaciji s optimiziranom prehranom i selektivnim uzgojem,
poboljsavaju teksturu misi¢a i ukupnu ucinkovitost akvakulture (Zhu i sur., 2024.).

3.2.3. Efektiizvan cilja u CRISPR/Cas9

Iako CRISPR/Cas9 nudi neusporedivu preciznost, nepozeljni efekti ostaju zabrinjavaju¢i. Ove
nenamjerne izmjene mogu utjecati na regije genoma koje nisu ciljane, potencijalno uzrokujuéi Stetne
ucinke. Nedavni napredak, ukljucujuéi varijante Cas9 visoke vjernosti (npr. SpCas9-HF1, eSpCas9),
znacajno je smanjio aktivnost izvan cilja. Poboljsani dizajn vodilice RNA (gRNA) i algoritmi kao $to
je CRISPR-DO imaju poboljSanu specificnost. Osim toga, novi alati poput baznih i primarnih
uredivata omogucuju precizne modifikacije genoma bez izazivanja prekida dvostrukog lanca,
minimiziraju¢i mutacije izvan cilja. Napredni sustavi isporuke, kao $to su nanocestice 1 virusni
vektori, dodatno povecavaju to¢nost u aplikacijama za uredivanje gena.

Mnoge riblje vrste u akvakulturi imale su koristi od ovog napretka. Uredivanje visoke vjernosti
omogucilo je istrazivaima da poboljSaju rast, otpornost na bolesti i druge osobine uz odrZavanje
genomskog integriteta.

Mehanizam koji koristi CRISPR/Cas9 u nokaut genima kod razli¢itih vrsta riba prikazan je na slici
5.
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Slika 5. Koraci primjene CRISPR/Cas9 u akvakulturi (Prvo, specificna gRNA je dizajnirana da
odgovara ciljnoj sekvenci gena. Zatim se protein Cas9 veze za ciljnu DNK, uzrokujuci prekid
dvolanca. Konacno, prekid je popravijen) (Zhu i sur., 2024.)

3.2.4. Odredivanje spola

Odredivanje spola kod riba ukljucuje genetske, okoliSne i epigenetske Cimbenike, Sto ga Cini
sloZenim, ali vitalnim podru¢jem proucavanja u akvakulturi. CRISPR/Cas9 je osvijetlio mehanizme
spolne diferencijacije preciznim ciljanjem relevantnih gena. Na primjer, uredivanje gena amh u
nilskoj tilapiji rezultiralo je fenotipskim Zzenkama od genetskih muzjaka, pokazuju¢i ulogu gena u
odredivanju muskog spola. Sli¢ne studije na zebrici istrazivale su gene kao §to su dmrtl i sox9a,
otkrivajuc¢i poligenu prirodu odredivanja spola kod ove vrste. Osim toga, CRISPR/Cas9 pregledi u
cijelom genomu identificirali su glavne regulatore kao Sto je gen sdY u kalifornijskoj pastrvi,
unaprjedujuci nase razumijevanje spolne diferencijacije.

3.2.5. Ucinci koristenja CRISPR/Cas9 u uredivanju gena na razliCitim vrstama riba
CRISPR/Cas9 bavi se izazovima kao §to su izbijanje bolesti, slabe stope rasta i degradacija okolisa u
akvakulturi. Njegove se primjene proSiruju na kontrolu invazivnih vrsta, inZenjering
mikroorganizama za sanaciju okolisa i stvaranje genetski modificirane ribe za odrzivu proizvodnju.
Uredivanje genoma nudi rjeSenja za poboljSanje osobina riba uz ublazavanje ekoloskog otiska
akvakulture. Na primjer, transgene ribe s poboljSanom ucinkovitoSéu pretvorbe hrane smanjuju
upotrebu resursa, podrzavajuci ekoloski prihvatljive prakse.

Omogucavanjem preciznih genetskih modifikacija, CRISPR/Cas9 transformirao je
akvakulturu, utiru¢i put odrZivim i u€inkovitim praksama uzgoja ribe. Kontinuirani napredak u
tehnikama uredivanja, etiCkim razmatranjima i upravljanju okoliSem dodatno ¢e optimizirati
njegovu primjenu u industriji. Tablica 1 daje sazetak svojstava koja su najcesc¢e ciljana za uredivanje
genoma u ribljoj akvakulturi (Blix 1 sur., 2021.).

Tablica 1. Ucinci CRISPR/Cas9 na bioloske i ekoloske aspekte ribljih vrsta
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Primjenjiva polja Utjecaje

Otpornost na bolesti Koristi se za smanjenje virusne infekcije virusom hemoragijske septikemije (VHSV)
stanica prirodnog embrija Paralichthys olivaceus (HINAE).

Omogucuje uredivanje gena kod ribljih vrsta kao Sto su losos, tilapija i Skampi kako
bi se povecala njihova otpornost na bolesti.

Pomaze u deleciji gena JAM-A u stanicama amura, $to znacajno povecava otpornost
na infekciju reovirusom amura (GCRV).

Pomaze u poboljsanju linija ribljih stanica za odgovor domacina i genetsku otpornost
na zarazne bolesti, koriste¢i atlantskog lososa i kalifornijsku pastrvu kao modelne
sustave u akvakulturi.

Prilagodba okolisu Pomaze u uredivanju gena u ribljim vrstama, kao §to je uzgojeni losos,
kako bi se prilagodili promjenjivom okruzenju

Poboljsane stope rasta | Povecava rast miSi¢a izbacivanjem gena receptora melanokortina (mc4r)
1 misic¢i i eksperimentalno je isproban na kanalskom somu i ribi medaka.

Poboljsao je stope rasta i poveéao miSicnu masu kanalskog soma
modificiraju¢i gen miostatina u embrijima kanalskog soma.

Pomaze u povecanju miSi¢ne mase tupe njuske zbog poremecaja mstna

CRISPR/Cas9 tehnologija uredivanja gena revolucionirala je akvakulturu omogucavajuéi precizne
genetske modifikacije za poboljSanje svojstava kao §to su otpornost na bolesti, rast i odrzivost. Ovaj
alat takoder olakSava genske pogone, povecavajuci stopu nasljedivanja modificiranih gena na gotovo
100%, ubrzavaju¢i Sirenje pozeljnih osobina unutar populacije.

Li i sur., 2021. koristili su CRISPR/Cas9 za stvaranje sterilnih, potpuno muskih populacija nilske
tilapije, Sto je rezultiralo brzim stopama rasta i smanjenim ekoloSkim rizicima od odbjegle uzgojene
ribe. Slicno tome, Wargelius i suradnici poboljsali su otpornost na bolesti atlantskog lososa
modificirajuci gene bitne za virusnu infekciju, rjeSavajuci znacajne gubitke u akvakulturi uzrokovane
patogenima poput IPNV 1 SAV.

Druge studije iskoristile su CRISPR/Cas9 za povecanje otpornosti na bolesti Sarana, tilapije i soma
ciljanjem imunoloski povezanih gena ili putova prepoznavanja patogena. Uredivanje gena povezano
s rastom takoder je dalo znacajne uspjehe, kao §to su nokauti miostatina kod obi¢nog Sarana,
kanalskog soma 1 orade, $to je dovelo do povecane veli¢ine tijela i stope rasta.

Primjene CRISPR/Cas9 protezu se izvan proizvodnih svojstava, omogucujuéi stvaranje novih
fenotipova. Primjeri ukljucuju albino nilsku tilapiju 1 modificirane pacificke kamenice s pojacanim
rastom. Svestranost tehnologije obuhvaca 1 vrste kao §to su Skampi, Sto dodatno pokazuje njezin
transformativni potencijal u akvakulturi (tablica 2.).

Tablica 2. Primjena CRISPR/Cas9 u razlicitim vrstama riba i njihovi utjecaji
(Zhu i sur., 2024.)

Vrste riba Tehnoloski utjecaji

Nilska tilapija Koristi se za proizvodnju sterilnih populacija nilske tilapije, smanjujuci rizik od Stete za
okolis od odbjegle ribe.

Pomaze u uredivanju gena kako bi se stvorile vrste koje su vrlo otporne na virusne

Atlantski losos infekcije, npr. losos

Zebra Omogucuje znanstvenicima proucavanje mutacija i genetskih varijanti kod zebrice.

Moze se koristiti za uspjeSnu integraciju kompozitnih oznaka u embrije zebrice,
omogucujuéi precizno oznacavanje i vizualizaciju stani¢nih struktura ili proteina. To nudi
potencijal za proucavanje dinamike proteina, ekspresije gena i drugih bioloskih procesa u
ovom modelnom organizmu.
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Kalifornijska Pokazalo se da smanjuje ekspresiju gena igfbp-2b kod kalifornijske pastrve, utjecuéi na
pastrva rast i razvoj, ali njegov utjecaj na ukupnu izvedbu i endokrini sustav ostaje nejasan.
Atlantski losos i | KoriSten je za ciljanje jedinstvenih gena povezanih s rastom i imunitetom u stanicama
kalifornijska atlantskog lososa, kalifornijske pastrve i coho lososa.

pastrva

Oryzias latipes | Ima potencijal povecati rast miSica i tjelesnu tezinu kod uzgojenih vrsta riba kao §to je
medaka. Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdio njegov utjecaj na
prinos proizvodnje i zdravlje riba.

Paralichthys Moze se koristiti za ometanje gena miostatina kod Paralichthys olivaceus potencijalno
olivaceus povecavajuéi tjelesnu tezinu i misi¢no tkivo, ali potrebna su daljnja istrazivanja kako bi
se razumjeli njegovi ucinci na ucinkovitost proizvodnje i zdravlje riba
Kanalski som Koristen je za modificiranje gena miostatina u kanalskom somu kako bi se poboljSao rast

1 kvaliteta miSica, ali potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se u potpunosti razumjeli
njegovi ucinci.

4. Tehnologije Krioprezervacije i potpomognute oplodnje

4.1. Akvakultura i krioprezervacija
Na uzgoj ribe utjecu razli¢iti ¢imbenici, a ¢ak 1 najiskusniji operateri mrijestiliSta cesto se susrecu s
djelomicnim ili potpunim neuspjesima u procesu uzgoja. Da bi se postigla Zeljena koli¢ina sjemena,
inducirani uzgoj naSiroko se smatra u€inkovitom metodom. Ovaj pristup olakSava sazrijevanje 1
mrijest riba u nepovoljnim uvjetima, kao §to su neadekvatne kiSe ili ekstremni klimatski scenariji.
Medutim, opetovani uzgojni napori mogu uzeti znacajan danak na zdravlje legla unutar njihovog
ograni¢enog zivotnog vijeka. Zamjena legla izazovna je zbog logistickih i fizioloskih problema
povezanih s njihovim transportom. Posljedi¢no, prijevoz spolnih stanica pojavio se kao obecavajucéa
alternativa, nude¢i prednosti slicne onima uocenim u stocarstvu.
Integracija biotehnoloskih alata u programe uzgoja ribe klju¢na je za osiguravanje dosljedne i odrzive
proizvodnje sjemena. Krioprezervacija predstavlja odrZivo rjeSenje za proizvodnju visokokvalitetnog
sjemena 1 genetski superiornih vrsta ribe. Prepoznajuéi njegov potencijal, Organizacija za hranu i
poljoprivredu (FAO) identificirala je krioprezervaciju kao klju¢nu strategiju za ocuvanje genetskih
resursa riba (Betsy 1 sur., 2022.).
Krioprezervacija se odnosi na o€uvanje bioloSkih uzoraka na ekstremno niskim temperaturama,
ucinkovito zaustavljanje metabolickih aktivnosti 1 oCuvanje strukturnog 1 funkcionalnog integriteta
na neodredeno vrijeme. Ova tehnologija postala je kamen temeljac reproduktivne biologije, nudeci
klju€ne prednosti za sto€arstvo i1 akvakulturu. OdrZavanjem temperature ispod —130°C, metabolicke
aktivnosti potpuno prestaju, omogucujuci bioloskim uzorcima, kao §to su stanice, tkiva, pa €ak i cijeli
organizmi, da ostanu odrZivi nakon odmrzavanja. Krioprezervacija ima posebnu vaznost za ocuvanje
vrijednog genetskog materijala, poboljSanje programa uzgoja i podrS8ku naporima za ocuvanje
bioloske raznolikosti (Fletcher i Rise, 2012).

4.2. Osnovni principi stani¢ne Krioprezervacije
4.2.1. Mehanizmi oCuvanja

Ocuvanje omogucuje ocuvanje spolnih stanica tijekom duljeg razdoblja, Cesto u trajanju od nekoliko
godina, bez znacajnog utjecaja na njihovu sposobnost gnojidbe. Snizavanjem temperature na
priblizno -196°C svi bioloski i biokemijski procesi se zaustavljaju sprje¢avajuci procese koji dovode
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do stani¢ne smrti 1 razgradnje DNK. Ovo predstavlja moc¢an alat za potporu dugoro¢noj odrzivosti
akvakulture 1 ocuvanju bioloske raznolikosti.

Medutim, stvaranje leda u bioloskim sustavima predstavlja znaCajan izazov jer moze dovesti do
mehanickih osteéenja i osmotske neravnoteze. Kontrolirani procesi hladenja osiguravaju da se led
stvara izvanstani¢no, stvarajuci tako gradijent koncentracije koji olaksava istjecanje vode iz stanica.
Ovaj proces sprjeCava smrtonosno stvaranje leda unutar stanice. Napredak u krioprotektivnim
sredstvima (CPA) bio je kljuan u ublazavanju ovih ostecenja, omogucujuci uspjesno ocuvanje
razli¢itih tipova stanica, tkiva 1 malih bioloskih struktura. UsavrSavanjem medudjelovanja izmedu
brzina hladenja, koncentracija CPA 1 karakteristika specifi¢nih za stanicu, istrazivaci su poboljsali
ishode krioprezervacije.

4.2.2. Krioprotektivna sredstva

Krioprotektivna sredstva igraju klju¢nu ulogu u smanjenju stvaranja leda unutar stanice i odrZzavanju
integriteta proteina i membrane tijekom zamrzavanja i odmrzavanja. Ovi agensi spadaju u dvije
kategorije: propusni i nepropusni. Propusni CPA, kao §to su DMSO, glicerol i metanol, prodiru u
stanicnu membranu kako bi uravnotezili unutarstani¢ne 1 izvanstanicne osmotske tlakove.
Nepropusni CPA, ukljucujuéi Secere i odredene proteine, prvenstveno djeluju izvanstani¢no kako bi
promijenili to¢ku ledista otopine 1 pruzili dodatnu zastitu. Unato¢ njihovim prednostima, CPA se
moraju koristiti oprezno, jer mogu izazvati toksi¢nost, osmotski stres i kromosomske abnormalnosti
ako se nepravilno primjenjuju. Balansiranje zastitnih uc¢inaka i potencijalnih Stetnih ishoda kriti¢no
je podrucje tekucih istrazivanja.

4.2.3. Protokoli hladenja i odmrzavanja

Uspjeh krioprezervacije u velikoj mjeri ovisi o preciznoj kontroli protokola hladenja i odmrzavanja.
Kontrolirane brzine smrzavanja, obi¢no u rasponu od -40 °C/min do sporijih brzina, klju¢ne su za
minimiziranje stvaranja kristala leda. Specijaliziran bio-zamrzivaci 1 metode dusikove pare su Siroko
rasprostranjene za postizanje ovih kontroliranih uvjeta. Nasuprot tome, odmrzavanje mora biti brzo
kako bi se sprijecila rekristalizacija leda, §to moZe ozbiljno oStetiti stani¢ne strukture. tehnologije u
nastajanju, ukljuuju¢i programibilne uredaje za zamrzavanje 1 napredne tehnike odmrzavanja,
nastojati standardizirati 1 optimizirati ove procese za razliite bioloSke materijale, ¢ime se
poboljSavaju stope prezivljavanja i funkcionalni oporavak (Fletcher i Rise, 2012).

4.3. Krioprezervacija spolnih stanica

4.3.1. Krioprezervacija sperme

Krioprezervacija sperme predstavlja jednu od najuspjesnijih primjena kriobiologije, s dobro
uspostavljenim protokolima u stocarstvu i proSirenom primjenom u akvakulturi. Medutim, riblji
spermatozoidi pokazuju znacajne razlike u odnosu na spermu sisavaca, $to zahtijeva jedinstvene
pristupe. Kljuéne karakteristike sperme riba ukljucuju njihovu nepokretnost u sjemenoj plazmi,
aktivaciju pokretljivosti nakon izlaganja aktiviraju¢im otopinama, visoku osjetljivost na osmotske
promjene i relativno nisku proizvodnju ATP-a. Ove jedinstvene osobine naglaSavaju potrebu za
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prilagodenim strategijama krioprezervacije kako bi se osigurala odrzivost 1 funkcionalnost nakon
odmrzavanja.

Razvoj u€inkovitih protokola za krioprezervaciju sperme riba ukljucuje nekoliko kriti¢nih koraka:
Prikupljanje sperme: Dobivanje visokokvalitetne sperme bez zagadivaca je neophodno. Obi¢no se
koriste tehnike kao Sto su masaza trbuha, aspiracija ili izravno vadenje iz testisa, ovisno o vrsti.
Mora se paziti da se izbjegne kontaminacija tvarima poput urina, koje mogu prerano aktivirati
pokretljivost.

Analiza kvalitete: Procjena kvalitete sperme kljuc¢na je za odabir uzoraka prikladnih za zamrzavanje.
Procjenjuju se parametri kao Sto su pokretljivost, odrzivost, pH i1 osmolalnost, ¢esto koristeci
napredne racunalne sustave kako bi se osigurala to¢nost.

Formulacija ekstendera: Ekstenderi su puferirane otopine dizajnirane da sprijece preranu aktivaciju
pokretljivosti 1 osiguraju optimalno okruzenje za zamrzavanje. Uobicajene komponente ukljucuju
glukozu, Zumanjak, antioksidante i CPA poput DMSO-a ili glicerola. Izbor ekstendera razlikuje se
ovisno o vrsti i specificnim zahtjevima.

Zamrzavanje i odmrzavanje: Sperma se obi¢no ubacuje u francuske slamke ili kriovijale i zamrzava
kontroliranim brzinama prije nego Sto se pohrani u tekuci dusik (—196°C). Odmrzavanje se mora
brzo provesti u vodenoj kupelji kako bi se osigurala maksimalna odrzivost. Na Slici 6 prikazan je
postupak zamrzavanja sperme.

b o K :
Slika 6. Postupak zamrzavanja sperme: (A) ekstrakcija sperme pastrve kaulacijom, (B)
razrjedivanje u nastavku za krioprotekciju, (C) punjenje francuskim slamkama od 0,5 cc (umetnute
s razlicitim slamkama, kriovijalcima i PVA prahom za brtvijenje slame), (D) zamrzavanje preko
plutajuceg uredaja u kutiji od stiropora koja sadrzi N21, (E) skladistenje u spremniku N2I, (F)
skidanje zenki, (G) odmrzavanje sperme u vodenoj kupelji, i (H-J) oplodnja (Fletcher i Rise,
2012.)
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4.3.2. Krioprezervacija jajnih stanica

Zarazliku od sperme, jajne stanice predstavljaju znacajne izazove za krioprezervaciju. Njihova velika
veli€ina, sloZena struktura 1 ogranic¢ena propusnost za CPA ¢ine ih vrlo osjetljivima na kriooStecenje.
Problemi kao $to su osjetljivost na hladenje, stvaranje leda unutar stanice i toksicnost CPA posebno
su izrazeni. StoviSe, prisutnost viSestrukih membranskih slojeva i visok sadrzaj lipida dodatno
otezavaju proces konzerviranja.

Nedavna istrazivanja usredotocila su se na ouvanje jajnih stanica u ranim razvojnim fazama, gdje
njihova strukturna jednostavnost moze smanjiti osjetljivost na kriooste¢enje. Strategije ukljucuju
postupno uklanjanje CPA kako bi se smanjila toksi¢nost, studije otpornosti na hladenje i primjenu
tehnika vitrifikacije. Vitrifikacija, koja ukljucuje ultrabrzo zamrzavanje s visokim koncentracijama
CPA, nudi obecavajucu alternativu uklanjanjem stvaranja kristala leda. Medutim, i dalje postoje
izazovi u postizanju ujednacene distribucije CPA 1 minimiziranju toksicnosti.

4.4. Krioprezervacija embrija

Krioprezervacija ribljih embrija, ¢iji je cilj ocuvanje genetskog materijala majke i oca, ima znatan
potencijal za poboljSanje reproduktivnog upravljanja akvakulturom. Unato¢ obecavaju¢im
rezultatima uspjesna krioprezervacija ribljih embrija ostaje izazov zbog bioloske slozenosti embrija,
poput njihove velike velic¢ine, kompleksne strukture i ograni¢ene propusnosti za krioprotektivna
sredstva (CPA). Ovi ¢imbenici, u kombinaciji s prisutnoséu barijera poput sincicijskog sloja
zumanjka (YSL), oteZava ucinkovitu distribuciju CPA 1 vode unutar embrija (lika 7, Hagedorn i sur.,
1997).

Slika 7. Embrij romba u stadiju repnog pupoljka koji pokazuje razlicite ovojnice i odjeljke: horion
(strelica), sincicijski sloj Zzumanjka (vrh strelice), Zumanjcana vrecica (ys), perivitelinski prostor
(pvs) i odjeljak embrija (ec) (Hagedorn i sur., 1997)

Jedna od glavnih prepreka je visok sadrzaj vode u embrijima, $to moZze uzrokovati stvaranja leda i
oStecenja stanica tijekom smrzavanja 1 odmrzavanja. Embriji u ranoj fazi, koji teoretski imaju
jednostavniju strukturu pogodnu za ocuvanje, vrlo su osjetljivi na hladenje 1 toksi¢nost CPA, S§to
dodatno otezava krioprezervaciju.
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Studije o osjetljivosti na hladenje u ribljim embrijima pokazale su da su rane razvojne faze osjetljivije
na niske temperature nego kasnije faze. Strategije za ublaZavanje ozljeda od hladenja ukljucuju
modificiranje strukture embrija i koriStenje zastitnih tvari kao $to su proteini protiv smrzavanja
(AFP). Ovi su pristupi pokazali potencijal za povecanje otpornosti na niske temperature, ali jo§ nisu
postigli dosljedan uspjeh.

Upotreba vitrifikacije, tehnike koja eliminira stvaranje leda ultrabrzim smrzavanjem, predlozena je
kao nacin za prevladavanje ovih izazova. Medutim, vitrifikacija zahtijeva visoke koncentracije CPA,
koji mogu biti toksi¢ni i teSko ih je ravnomjerno rasporediti unutar embrija zbog ogranicene
propusnosti. Istrazuju se razli¢ite eksperimentalne tehnike, kao $to su povecanje propusnosti embrija
1 poboljSanje sustava isporuke CPA-a, kako bi se rijeSila ta ograni¢enja.

Nedavni napredak ukljuuje metode za zaobilazenje barijera poput YSL-a i poboljSanje penetracije
CPA. Tehnike poput mikroinjekcije CPA-a ili genetskog inzenjeringa za poboljSanje propusnosti
embrija pokazale su se obecavaju¢im. Osim toga, upotreba prirodnih proteina protiv smrzavanja
pokazala je potencijal u smanjenju stvaranja kristala leda i ublazavanju oste¢enja uzrokovanih
smrzavanjem. lako su ove metode jos uvijek u eksperimentalnoj fazi, one nude vrijedan uvid u
buduénost krioprezervacije embrija.

Prevladavanje izazova krioprezervacije ribljih embrija zahtijevat ¢e interdisciplinarnu suradnju i
tehnoloSke inovacije. Napori su usmjereni na poboljSanje krioprotekcije na stanicnoj razini i
poboljsanje tehnika za isporuku CPA. Obecavajuci smjerovi ukljucuju koriStenje naprednih laserskih
tehnologija za stvaranje privremenih pora u embrijima i razvoj genetski modificiranih sojeva s
povecanom otpornosc¢u na osteéenja smrzavanjem.

Uz kontinuirano istrazivanje, krioprezervacija ribljih embrija mogla bi postati pouzdan alat za
akvakulturu, podrzavaju¢i o¢uvanje genetskih resursa i promicuci odrzive prakse u uzgoju ribe.

4.5. Krioprezervacija embrija

Tehnologija krioprezervacije razvijena je za mnoge vrste riba (Betsy i sur., 2022.):
e Ova se tehnologija moZe koristiti za o€uvanje najbolje dobne skupine koja se moze koristiti u
bilo kojem trenutku u buduénosti.
e Takoder moze eliminirati problem inbreedinga jer se kriokonzervirani spermatozoidi mogu
lako razmjenjivati izmedu mrijestilista.
Pomocu ove tehnologije spermatozoidi mogu biti dostupni u bilo koje doba godine.
Omogucuje uzgoj izvan sezone.
Sinkronizira dostupnost spolnih stanica oba spola §to dovodi do ekonomije sperme.
Pojednostavljuje upravljanje leglom na farmama.
PomaZe u proizvodnji odrzivog i snaznog potomstva hibridizacijom unutar vrste.
Prevladava poteSkoce koje nastaju zbog kratkotrajne odrzivosti spolnih stanica.
Omogucuje genetsko oCuvanje zeljenih linija.
Omogucuje krizanje u razli¢ito doba godine.
Pomaze u skladiStenju germplazme za programe genetske selekcije ili o€uvanje vrsta.

Kriokonzervirani spermatozoidi mogu pomo¢i u programima hibridizacije 1 istraZivanjima
genetskog inZenjeringa na ribama.

e To dovodi do mnogih drugih puteva kao §to je kriobankiranje odrzivih spolnih stanica kao u
slu¢aju zivotinjske proizvodnje i razvoja banke gena i genetske manipulacije kod riba.
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Krioprezervacija predstavlja transformativni alat u biotehnologiji akvakulture, nude¢i znacajne
prednosti za genetsko ocuvanje, programe uzgoja i ocuvanje bioloSke raznolikosti. lako izazovi
ostaju, posebno u ocuvanju embrija i jajnih stanica, stalni napredak u krioprotektivnim metodama,
genetskim alatima i interdisciplinarnim istrazivanjima obec¢ava prevladavanje ovih prepreka. Buduci
razvoj vjerojatno ¢e prosiriti opseg 1 ucinkovitost krioprezervacije, osiguravajuéi njezinu S$iru
primjenu u akvakulturi i Sire. Kroz kontinuirane inovacije, krioprezervacija je spremna igrati
integralnu ulogu u podrSci odrzivom rastu akvakulture i o¢uvanju vodene bioloske raznolikosti
(Fletcher & Rise, 2012).

5. Eticka, ekoloska i regulatorna razmatranja u biotehnologiji

akvakulture

5.1. Eticka pitanja u biotehnologiji akvakulture
5.1.1. Dobrobit Zivotinja u genetskoj modifikaciji

Eticke implikacije genetske modifikacije u akvakulturi su duboke, posebno u pogledu dobrobiti
zivotinja. Genetske intervencije, kao Sto su transgeneza i uredivanje gena, Cesto imaju za cilj
poboljsati proizvodne osobine kao Sto su stope rasta, otpornost na bolesti ili tolerancija na okolis.
Medutim, ove modifikacije mogu nenamjerno uzrokovati fizioloSki stres ili zdravstvene
komplikacije. Na primjer, ubrzani rast transgenih riba moze dovesti do deformiteta kostura, smanjene
imunoloske funkcije ili promijenjene brzine metabolizma. Kriti€ari tvrde da davanje prioriteta
produktivnosti nad dobrobiti moze ugroziti eticki tretman ovih organizama, postavljajuéi pitanja o
ravnotezi izmedu inovacija i humanih praksi.

Ogranicena priroda sustava akvakulture dodatno pojacava ovu zabrinutost. Ribe koje se uzgajaju u
takvim okruZenjima Cesto su izloZene velikoj gusto¢i populacije, $to dovodi do stresa, osjetljivosti na
bolesti 1 promjena u ponaSanju. Eticka razmatranja proSiruju se na to jesu li genetski modificirane
ribe viSe ili manje prikladne za razvoj u takvim uvjetima u usporedbi sa onima u prirodi. Razvoj
mjernih podataka o dobrobiti posebno prilagodenih genetski izmijenjenim vodenim vrstama kljuc¢an
je kako bi se osiguralo da njihova kvaliteta zZivota ne bude neopravdano ugrozena.

5.1.2. Ekoloski integritet i bioloska raznolikost

Osim dobrobiti pojedinca, eticka pitanja obuhvacaju Sire ekoloske u¢inke biotehnoloskih intervencija.
Uvodenje genetski modificiranih ili selektivno uzgojenih vrsta u sustave akvakulture ili prirodna
staniSta predstavlja rizik za ekoloski integritet. Na primjer, transgene ribe s povecanim stopama rasta
mogu nadmasiti autohtone vrste za resurse, narusavajuci lokalne ekosustave 1 potencijalno dovodeci
do smanjenja ili izumiranja prirodnih populacija. Ti problemi naglasavaju moralnu odgovornost
osiguravanja da biotehnoloSke primjene ne ugrozavaju biolosku raznolikost 1 otpornost vodenih
ekosustava.

Eticka rasprava takoder se dotiCe ljudskog upravljanja bioloskom raznoliko$¢u. Iako biotehnologija
moZze pomoc¢i u naporima za ocuvanje, kao Sto je krioprezervacija genetskog materijala ugroZenih
vrsta, ona takoder postavlja pitanja o pravu covjecanstva da mijenja genetske kodove u ekonomske
ili ekoloSke svrhe. Postizanje ravnoteze izmedu iskoriStavanja biotehnologije za pozitivne ishode i
o¢uvanja prirodnih evolucijskih procesa vodenih vrsta ostaje klju¢ni eticki izazov.
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5.2. Regulatorni okviri
5.2.1. Globalni standardi i smjernice

Upravljanje biotehnoloskim primjenama u akvakulturi sloZzeno je podrucje koje se razvija.
Medunarodne organizacije kao §to su Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAO) i Konvencija o
bioloskoj raznolikosti (CBD) uspostavile su okvire za usmjeravanje sigurne i eticke uporabe
biotehnologije. Ove smjernice naglasavaju nacelo predostroznosti, zagovarajuéi temeljite procjene
rizika 1 pracenje prije odobrenja i pusStanja genetski modificiranih organizama (GMO) u sustave
akvakulture.

Jedan od klju¢nih aspekata globalnih standarda je uskladivanje propisa u svim zemljama kako bi se
osigurala dosljednost u sigurnosnim mjerama i zastiti okolisa. To je posebno vazno s obzirom na
prekograni¢nu prirodu vodenih ekosustava i potencijal bjegunaca da utjeCu na vode susjednih
zemalja. Suradnja medu zemljama putem ugovora i sporazuma ima klju¢nu ulogu u uspostavljanju
jedinstvenih praksi i ublazavanju rizika

5.2.2. Nacionalni regulatorni pristupi

Na nacionalnoj razini, regulatorni okviri uvelike se razlikuju, odrazavajuci razliCite prioritete,
tehnoloske kapacitete 1 drusStvene stavove prema biotehnologiji. Neke zemlje, poput Sjedinjenih
Drzava i Kanade, imaju robusne sustave za procjenu sigurnosti i u¢inkovitosti genetski modificiranih
organizama, ukljuuju¢i opsezne procese pregleda koji ukljucuju znanstvene, ekoloske i
javnozdravstvene procjene. S druge strane, drugim regijama moZda nece imati sveobuhvatne
regulatorne strukture, §to dovodi do nedostataka u nadzoru i potencijalnih rizika.

Regulatorni pristupi ¢esto ukljucuju procese u vise koraka, pocevsi od laboratorijskih ispitivanja i
prolazeci kroz kontrolirana terenska ispitivanja prije potpune implementacije. Ovi procesi imaju za
cilj procijeniti ekoloSke, ekonomske 1 druStvene implikacije novih biotehnologija. Javno savjetovanje
1 transparentnost sve se viSe prepoznaju kao klju¢ne sastavnice regulatornih okvira kojima se potice
povjerenje i osigurava da odluke odrazavaju drustvene vrijednosti.

5.2.3. Procjene sigurnosti i postupci odobravanja

Procjene sigurnosti klju€ne su za regulatorne okvire, pruzajuéi znanstvenu osnovu za procjenu
potencijalnih rizika biotehnoloskih primjena. Te se procjene obi¢no odnose na nekoliko klju¢nih
podrucja:

Rizici za okoli$: Procjena vjerojatnosti bijega i potencijalnih ekoloskih utjecaja GMO-a, ukljucujuci
natjecanje s autohtonim vrstama, hibridizaciju 1 modifikaciju stanista.

Rizici za ljudsko zdravlje: Osiguravanje da genetski modificirana riba namijenjena konzumaciji ne
sadrzi alergene, toksine ili neZeljene genetske ucinke koji bi mogli nastetiti potrosacima.

Pracenje ekosustava: Provedba programa prac¢enja nakon odobrenja za otkrivanje i ublaZavanje
nepredvidenih utjecaja, osiguravajuc¢i dugoro¢nu odrzivost.

Procesi odobravanja ¢esto ukljuc¢uju koordinaciju izmedu viSe agencija, ukljucujuci tijela za zastitu
okoliSa, poljoprivredu i javno zdravstvo. Rigorozne znanstvene procjene, u kombinaciji s javnim
doprinosom, imaju za cilj uravnoteziti inovacije sa sigurnosnim i etickim razmatranjima.
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5.3. Utjecaji biotehnologije akvakulture na okolis
5.3.1. Dinamika ekosustava i genetsko oneciScenje

Jedan od najznacajnijih ekoloskih rizika biotehnologije akvakulture je genetsko zagadenje, gdje se
geni genetski modificiranih ili selektivno uzgojenih vrsta prenose na prirodne populacije. To se moze
dogoditi krizanjem, $to dovodi do genetske homogenizacije 1 gubitka lokalno prilagodenih osobina
kod prirodnih populacija. Dugoro¢ne posljedice takve genetske introgresije ukljucuju smanjenu
otpornost na promjene u okoliSu i smanjenu bioloSku raznolikost.

Ucinci selekcije pripitomljavanja na genetske i1 fenotipske karakteristike vrsta u akvakulturi dovode
do razlicitih potencijalnih utjecaja na okoli§ nakon ispustanja u prirodu. Na slici 8 prikazani su
mehanizmi odgovorni za navedene utjecaje unutar Cetiri kategorije: izravni ekoloski uc€inci, neizravni
ekoloski ucinci, izravni genetski ucinci 1 neizravni genetski u¢inci.

Aquaculture escapee event

Ecological Genetic impacts
impacts

Direct
(interbreeding & introgression)

Indirect _ Indirect
(via ecological
- Loss of genetic impacts)
! diversity
: Dlsease + Inbreeding depression
’ P”*da“’.'? + Habitat modification + Outbreeding depression + Loss of genetic
* Competition + Apparent competition + Genetic extinction diversity
» Apparent facilitation + Inbreeding depression
= Multitrophic interactions + Genetic drift
+ Selective pressure
Equally likely in
native and exolic Most likely in native
habitats containing habitats containing
heterospecifics with a Most likely in exotic conspecifics or native - -
similar ecological habitats lacking and exotic habitats Equally likely in
niche heterospecifics with a containing closely native or exotic
similar ecological niche related heterospecifics habitats

Slika 8. Mogudi utjecaj bjegunaca iz akvakulture na okolis

Sustavi akvakulture posebno su osjetljivi na bijeg, gdje riba iz uzgoja ulazi u prirodne ekosustave.
Ovi bjegunci mogu nadmasiti divlje populacije za resurse, uvesti bolesti 1 poremetiti dinamiku
hranidbene mreze. Ublazavanje ovih rizika zahtijeva snazne strategije suzbijanja, kao §to su fizicke
barijere, 1 razvoj sterilnih genetski modificiranih riba kako bi se sprijecilo razmnoZavanje u prirodi.

5.3.2. Interakcije s prirodnim populacijama

Interakcije izmedu uzgojenih i prirodnim populacija nadilaze genetske utjecaje. Transgene ribe s
poboljSanim osobinama, kao Sto su brzi rast ili ve¢a otpornost na bolesti, mogu imati ekoloske
prednosti u odnosu na prirodne populacije. Ove prednosti mogu dovesti do promjena u odnosima
grabezljivca i plijena, promijenjene dinamike natjecanja i promjena u koriStenju stanista.
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Istrazivanje ponaSanja i ekoloskih uloga genetski modificiranih riba klju¢no je za predvidanje i
upravljanje tim interakcijama. Dugoro¢ne ekoloSke studije, u kombinaciji s prediktivnim
modeliranjem, mogu pomoc¢i u prepoznavanju potencijalnih rizika i usmjeravanju praksi upravljanja.

5.3.3. Dugorocna odrzivost

Osiguravanje dugoro¢ne odrzivosti biotehnologije akvakulture zahtijeva holisticki pristup koji uzima
u obzir ekolosku, ekonomsku i socijalnu dimenziju. To ukljuuje smanjenje uniStavanja stanista,
optimizaciju koriStenja resursa i zastitu prirodnih populacija. Napredak u biotehnologiji, kao Sto je
razvoj ekoloski prihvatljive hrane za uzgojne organizme i poboljSanje sustava gospodarenja otpadom,
moze doprinijeti odrzivijim praksama akvakulture.

Pracenje i prilagodljivo upravljanje kljucne su komponente odrzive akvakulture. Kontinuiranom
procjenom utjecaja biotehnoloskih intervencija na okoli§ 1 prilagodavanjem praksi u skladu s tim,

dionici mogu uravnoteziti produktivnost s ekoloSkom odgovornoséu

5.4. Balansiranje napretka i odgovornosti

Integracija biotehnologije u akvakulturu nudi goleme moguénosti za rjeSavanje globalnih izazova kao
Sto su sigurnost opskrbe hranom i ocuvanje bioloske raznolikosti. Medutim, ovaj napredak mora biti
popra¢en snaznom predanoscu etiCkim nacelima, strogim regulatornim nadzorom i proaktivnim
ekoloskim upravljanjem. Poticanjem suradnje izmedu znanstvenika, kreatora politika, dionika u
industriji 1 javnosti, akvakultura se moze razvijati na inovativan i odrziv nacin.

Eticka, ekoloska 1 regulatorna razmatranja nisu prepreke koje treba prevladati, ve¢ kljucni elementi
odgovornog napretka biotehnologije akvakulture. Pazljivim planiranjem, transparentnim donosenjem
odluka 1 kontinuiranim istrazivanjima, sektor moze ostvariti svoj puni potencijal uz ocuvanje
dobrobiti vodenih ekosustava i zajednica koje ovise o njima (Fletcher i Rise, 2012).

Sazetak

Globalno zatopljenje znacajno je poremetilo cikluse razmnozavanja, stope rasta i opstanak vodenih
vrsta. Porast temperature vode mijenja vrijeme mrijesta 1 brzinu metabolizma, Sto dovodi do
neuskladenosti s dostupnoS$¢u hrane te do neoptimalnih uvjeta za razvoj li¢inki. Vrste poput
atlantskog bakalara i europskog smuda razmnoZavaju se ranije, $to rezultira smanjenim stopama
prezivljavanja njihovih potomaka. Osim toga, poviSene temperature mogu smanjiti razinu kisika u
vodi, stresirajuci li¢inke 1 utjecu¢i na razvoj mladuncadi. lako se neke vrste genetski genetski
prilagodavaju kako bi se nosile s tim promjenama, brze promjene u okoliSu ¢esto nadmasuju
sposobnost populacija da se prilagode, Sto dovodi do dugoro¢nog smanjenja populacija.
Akvakultura je prihvatila biotehnologiju kako bi ublaZila ove izazove i povecala otpornost uzgajanih
vrsta. Programi selektivnog uzgoja usredotoceni su na osobine kao §to su tolerancija na toplinu,
otpornost na bolesti 1 ucinkovitost rasta. Genomska selekcija ubrzava ovaj proces koriStenjem
genetskih markera za razmnoZzavanje pozeljnih osobina. Na primjer, atlantski losos uzgajan je za
podnoSenje visih temperatura i hipoksi¢nih uvjeta, dok su genomski alati koriSteni za razvoj sojeva
kalifornijske pastrve i drugih vrsta otpornih na bolesti.
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Tehnologija CRISPR/Cas9 pojavila se kao revolucionarni alat u akvakulturi, omogucujuéi precizne i
ciljane modifikacije genoma riba. Ova metoda omogucuje poboljSanje klju¢nih osobina ukljucujuéi
rast, kvalitetu miSica, otpornost na bolesti i1 prilagodbu okolisu. Na primjer, enetske modifikacije kod
vrsta poput nilske tilapije i kanalskog soma dovele su do brzeg rasta i poboljSanog razvoja misica
ciljanjem gena miostatina (mstn). Sli¢no tome, CRISPR/Cas9 je koriSten za povecanje otpornosti na
bolesti atlantskog lososa i amura putem uredivanja gena povezanih s imunitetom i1 putevima
prepoznavanja patogena.

Osim poboljsanja individualnih osobina, CRISPR ima primjenu u odredivanju spola i upravljanju
populacijom. Tehnike poput stvaranja sterilnih populacija smanjuju ekoloske rizike povezane s
bijegom ribe iz uzgoja. Unato¢ ovom napretku, tehnologija nije bez izazova. U¢inci izvan cilja i eticka
zabrinutost oko uredivanja genoma, posebno u pogledu dobrobiti zivotinja i ekoloskih rizika,
zahtijevaju snazan regulatorni nadzor i daljnja istrazivanja.

Krioprezervacija je jo$ jedna klju¢na tehnologija koja omogucéuje oCuvanje genetskih resursa i
poboljsava udinkovitost uzgoja. Cuvanjem spolnih stanica i embrija na ultra niskim temperaturama,
ova tehnika podrzava ocuvanje bioloske raznolikosti i programe uzgoja u svim godi$njim dobima i
zemljopisnim podru¢jima. Medutim, izazovi kao $to su osjetljivost na hladenje i toksicnost
krioprotektivnih sredstava, posebno kod jajnih stanica i embrija, naglasavaju potrebu za stalnim
istrazivanjima kako bi se optimizirali protokoli i poboljSale stope uspjeha.

Integracija biotehnologije u akvakulturu otvara duboka eticka i ekoloska pitanja. Potencijal genetski
modificiranih organizama (GMO) da pobjegnu u prirodne ekosustave i krizaju se s prirodnim
populacijama predstavlja rizik za genetski integritet i biolosku raznolikost. Regulatorni okviri na
nacionalnoj i medunarodnoj razini klju¢ni su za rjeSavanje ovih problema, uz naglasak na procjeni
rizika, praéenju i angazmanu javnosti. Eticka razmatranja prosiruju se i na dobrobit zivotinja, posebno
u osiguravanju da biotehnoloske intervencije ne ugrozavaju zdravlje i dobrobit uzgajanih vrsta.
Buduénost akvakulture ovisi o ravnotezi izmedu tehnoloSkog napretka i odrzivosti. Inovacije poput
CRISPR/Cas9 1 genomske selekcije imaju ogroman potencijal za povecanje otpornosti i
produktivnosti. Medutim, interdisciplinarna suradnja, u¢inkovito upravljanje i ekoloska odgovornost
kljuéni su za smanjenje negativnih utjecaja i osiguravanje dugoro¢ne odrZivosti. Prioritiziranjem
etiCkih praksi i odrzivosti, akvakultura moze imati klju¢nu ulogu u rjeSavanju globalnih izazova
sigurnosti hrane te oCuvanju vodene bioloSke raznolikosti.

Ovo poglavlje naglaSava hitnost rjeSavanja medusobno povezanih izazova klimatskih promjena 1
odrzivosti akvakulture putem inovativnih i1 odgovornih biotehnoloSkih rjeSenja. IskoriStavanjem
potencijala ovog napretka, akvakulturna industrija moZe doprinijeti globalnim naporima za oCuvanje
bioloske raznolikosti, povecanje otpornosti na klimatske promjene i1 osiguranje sigurnosti hrane.
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