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1.UuvoD

Globalno, ribarstvo predstavlja jedan od kljuénih sektora za prehrambenu sigurnost
stanovnistva, buduci da osigurava visokovrijedne bjelancevine, visokonezasiéene masne
kiseline i druge esencijalne nutrijente. OdrzZivo upravljanje ribljim i drugim biozalihama je od
presudne vaznosti, jer omogudéuje dugoro¢nu dostupnost resursa i o€uvanje ravnoteze
morskih ekosustava. U sklopu takvog upravljanja znacajnu ulogu imaju i i mjere repopulacije
koje dobivaju osobitu teZinu — one su znak da Covjek prepoznaje vlastitu odgovornost te

nastoji obnoviti ono $to priroda sama vise ne moze u istom ritmu nadoknaditi.

Repopulacija (restocking) i jaanje biozaliha (stock enhancement) predstavljaju
ispustanje uzgojenih ili prenesenih jedinki u prirodno staniste kako bi se obnovile ili povecale
populacije koje su oslabljene prelovom, degradacijom stanista ili drugim antropogenim i
prirodnim uzrocima. Temeljni cilj repopulacije je obnova populacija do razina koje mogu
izdrzati odrZivi ribolov, jacanje biozaliha se provodi kako bi se poveéala produktivnost
postojedih populacija. U okviru pristupa jacanja biozaliha praksa prepoznaje i pristup koji se
zove “ribolov temeljen na uzgoju” ili sea ranching koji podrazumijeva uzgoj i ispustanje
organizama radi kasnijeg ciljanog ulova u otvorenim vodama bez naknadnog hranjenja

(Lorenzen et al., 2010; Kitada, 2018).

Povijesno gledano, najopsezniji programi repopulacije razvijeni su u Japanu, gdje je
tijekom zadnjih 100 godina provedeno vise od 80 razlicitih programa koji su obuhvatili ribe,
rakove, Skoljkase i alge (Kitada, 2020). U Skandinaviji su krajem 20. stolje¢a provedeni
programi repopulacije lososa (Salmo salar) i bakalara (Gadus morhua) s naglaskom na
genetsku Cistocu i kontrolu bolesti (Araki & Schmid, 2010), dok u Mediteranu postoje pokusaji
obnavljanja populacija plemenite periske (Pinna nobilis) te eksperimentalna ispustanja

komercijalno vaznih vrsta poput kirnje (Epinephelus marginatus) (FAO/GFCM, 2023).

Medunarodna organizacijea za upravljanjem ribarstvom za Mediteran i Crno more
GFCM izradila je smjernice koje prepoznaju ,hijerarhiju intervencija“: primarni cilj treba biti
smanjenje pritiska ribolova i obnova degradiranih stanista, dok se repopulacija smije

razmatrati kada su osnovni uvjeti ekosustava zadovoljeni. Smjernice zahtijevaju definiranje



mjerljivih pokazatelja uspjeha, ukljucujuéi stopu preZivljenja, doprinos uzgojenih jedinki

prirodnom mrijestu, te socioekonomske koristi (FAO/GFCM, 2023).

Praéenje uspjeha repopulacije moze se provoditi razli¢itim metodama: ozna¢avanjem
jedinki (fizicke oznake, otisak otolita, genetske oznake), praéenjem pomocu video-nadzora ili
akusti¢nog telemetrijskog sustava, te analizom ribolovnih ocevidnika o iskrcaju i uzorkovanja
ulova (Lorenzen et al., 2010). Za ucinkovitu evaluaciju potrebna je kontrolna populacija ili
referentno podrucje, kako bi se mogla razlikovati prirodna varijabilnost od ucinka

repopulacije.

Neki od autora prepoznaju situcije kada repopulacija nosi i znatne rizike. Genetski rizici
ukljucuju smanjenje genetske raznolikosti, uvodenje maloadaptiranih genotipova i
hibridizaciju s lokalnim populacijama. Studije na lososidima pokazuju da uzgojene jedinke
¢esto imaju smanjenu prilagodenost u divljini, a negativni ucinci mogu nastati ve¢ unutar
jedne ili dvije generacije (Araki et al., 2008). Ekoloski rizici uklju¢uju prijenos bolesti i parazita,
promjenu meduvrsnih odnosa, te potencijalni pritisak na resurse ako se ispusta preveliki broj
jedinki (Kitada, 2018). Za konzervacijske translokacije, poput ponovnog uvodenja ugrozenih
vrsta Skoljkasa ili morskih cvjetnica, IUCN smjernice (IUCN/SSC, 2013) preporucuju procjenu
rizika invazivnosti, bolesti, utjecaja na postojeée zajednice i socioekonomske posljedice. Takvi
projekti trebaju biti dugoroéno planirani, s definiranim protokolima pracenja i jasnom

komunikacijom prema lokalnim zajednicama.

Dakle, repopulacija morskim organizmima je vrijedan alat za obnovu ekosustava i
ribarstvenih resursa, i treba je prakticirati kada mjere ocuvanje stanista i odgovorno
upravljanje ribolovom nisu dovoljne. Uspjesni programi karakterizirani su jasnim ciljevima,
znanstveno utemeljenim pristupom, genetski i zdravstveno kontroliranim uzgojem, te
transparentnim pracenjem i izvjestavanjem (Lorenzen et al., 2010; Kitada, 2020; FAO/GFCM,

2023).

Glavonosci  (Cephalopoda) predstavljaju iznimno vainu skupinu morskih
beskraljeznjaka s ekoloskog i gospodarskog stajalista. Ova skupina obuhvaca predstavnike
hobotnica (Octopoda), sipa (Sepiida) i lignji (Teuthida), vrste Cije su populacije pod sve veéim
pritiskom prelova (slika 1), degradacije stanista, zagadenja i klimatskih promjena. Zbog

kratkotrajnih Zivotnih ciklusa, brze stope rasta te visoke ovisnosti o kvaliteti okolisa,



glavonosci su posebno osjetljivi na antropogene utjecaje. Istovremeno, njihova bioloska
obiljezja cine ih potencijalno pogodnima za mjere repopulacije s ciliem povecanja
abundancije, pod uvjetom da se primijene odgovarajuce tehnologije i pratece mjere
upravljanja (FAO, 2020). U Japanu, zemlji s bogatom tradicijom ribarstva i akvakulture,
posljednjih desetlje¢a razvijeni su opsezni programi jacanja biozaliha i tzv. “sea ranchinga” za
razlicite morske organizme, ukljucujuéi i glavonosSce. Ti programi obuhvacaju proizvodnju
mladi u kontroliranim uvjetima, pustanje u prirodna stanista, postavljanje umjetnih substrata
za mrijest te provodenje sezonskih regulacija ribolova i zabrane ribolova u reproduktivnoj
sezoni (Masuda i Tsukamoto, 1998; Arimoto i sur., 2018). Cilj ovih napora je povecanje stope
prezivljavanja ranih razvojnih stadija, smanjenje pritiska na prirodni mrijest te doprinos

stabilizaciji ulova.
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Slika 1. Kretanje globalnog ulova po vaznijim grupama od 1950. Godine (FAO,2025).
GlavonosSci su brzorastuéi predatori, izuzetno pokretljivi i prilagodljivi, no s
ograni¢enim Zivotnim vijekom — najceSée od jedne do dvije godine. Vecina vrsta ima

semelparan zivotni ciklus, Sto znaci da se razmnozavaju samo jednom, nakon cega ugibaju.
Mrijest se odvija sezonski, a kod vecine vrsta licinke ili paralarve provode prvu fazu Zivota u
pelagi¢nom stupcu vode prije nego Sto se nasele na odgovarajuca dna. Ova faza izuzetno je
osjetljiva na promjene temperature, saliniteta i raspolozivosti plijena (Boyle i Rodhouse,

2005). Za uspjeh repopulacije presudna je moguénost zatvaranja reprodukcijskog ciklusa u



zatoceniStvu. Kod nekih vrsta, poput japanske hobotnice Octopus ocellatus i obi¢ne hobotnice
Octopus vulgaris, postignut je znacajan napredak u kontroliranoj reprodukciji, hranidbi i
uzgoju paralarvi (Iglesias i sur., 2014). Medutim, kod veéine komercijalno vaznih lignji i sipa,
poput japanske leteée lignje Todarodes pacificus, tehnologija zatvorenog uzgoja jos$ uvijek nije
potpuno razvijena, pa se nasadni materijal i dalje Cesto prikuplja iz divljih populacija, sto

dovodi do preklapanja interesa ribarstva i akvakulture (FAO, 1997).

Japan je pionir u sustavnom pristupu repopulaciji glavonozaca. U prefekturama kao

$to su Ehime, Nagasaki i Hokkaido provedeni su projekti koji kombiniraju vise metoda:

Postavljanje umjetnih mrijestiliSta — keramicke posude, betonske strukture i potopljene

mreze sluze kao substrati za odlaganje jaja hobotnica i sipa.

Pustanje mladi iz uzgoja — laboratorijski uzgojene jedinke pustaju se na odabrane lokacije s

povoljnim ekoloskim uvjetima.

Sezonske zabrane izlova — privremeno zatvaranje ribolovnih zona tijekom mrijesta, Sto
omogucuje prirodno novacenje.Pracenje i evaluacija — koriStenjem oznacavanja i
telemetrijskog pradenja, te genetskih analiza prati se stopa povratnog ulova i utjecaj na

strukturu populacije (Arimoto i sur., 2018).

Uspjesni programi dokazuju da su stope povratnog ulova kod hobotnica mogle dosecii do 20
% pustenih jedinki, Sto ekonomski opravdava ulaganja, osobito u podrucju s visokim trzisSnim
cijenama proizvoda (Yamashita i sur., 2005). No, rezultati variraju ovisno o kvaliteti stanista,

gustodi predatora, oceanografskim uvjetima i provedbi prate¢ih mjera zastite.

Vezano za repopulaciju glavonozZcima prepoznata su i neka ograniéenja i izazovi. Ogranic¢enja
repopulacije glavonozaca dijelom su sli¢cna onima kod drugih morskih organizama, a dijelom

specifi¢na za ovu skupinu:

Nepotpuna biotehnoloska rjeSenja — zatvaranje Zivotnog ciklusa moguée je samo za

ogranicen broj vrsta, dok je kod lignji i dalje u eksperimentalnoj fazi.

Visoki troskovi hranidbe — glavonosci su karnivori i zahtijevaju hranu bogatu proteinima, sto
povecava proizvodne troSkove i stvara dodatni pritisak na druge riblje resurse (Garcia Garcia

isur.,, 2011).



Ekoloska neizvjesnost — prirodna varijabilnost regrutacije otezava predvidanje rezultata, pa

i planiranje uzgoja za potrebe repopulacije.

Ipak prepoznate su znacajne moguénosti perspektive i razvoja medoda repopulacije
glavonosScima. FAO naglasava da repopulacija glavonoZaca treba biti dio Sire strategije
integriranog upravljanja obalnim podrucjima, koja uklju¢uje obnovu stanista, prilagodene
mjere kontrole ribolovna i sudjelovanje lokalnih zajednica (FAO, 2020). Primjena japanskih
iskustava, poput kombinacije umjetnih mrijestiliSta i sezonskih zatvaranja, u Jadranu bi se
mogla testirati kroz pilot-projekte za hobotnicu i sipu, uz obnovu livada Posidonije, Posidonia
oceanica, na mekom dnu koja inace nisu pogodna za zadrZavanje i deponiranje oplodenih
jajasaca.

S obzirom na rastuéu potraznju na domaéem i medunarodnom trziStu, znacajnog pritiska
gospodarskog i rekreacijskog ribolova, te relativho kratke Zivotne cikluse ciljanih vrsta
glavonozZaca, glavno ogranienje ostaje u razvoju pouzdane tehnologije zatvorenog uzgoja.
Uspjeh ovakvih programa ovisit ¢e o interdisciplinarnoj suradnji biologa, uzgajivaca, ribara i
donositelja odluka , uz stalno pracenje bioloskih i ekoloskih, kao socioekonomskih

pokazatelja.

1.2. Opis vrste i uzgojne tehnologije

1.2.1 BioloSka i ekoloska obiljezja hobotnice

Svi danasnji glavonosci, ukljuéujuéi lignje, sipe i hobotnice, pripadaju podrazredu
Coleoidea (Boyle i Rodhouse, 2006; Kroger i sur., 2011). Prema nalazima fosila i molekularnim
istrazivanjima, Coleoidea su se razvile zajedno sa sestrinskom skupinom Nautiloidea u kasnom
paleozoiku, prije priblizno 276 milijuna godina, kada su, pod pritiskom kompeticije, zauzeli
dublje dijelove vodenog stupca. Prilagodba na Zivot pod utjecajem visokog hidrostatskog tlaka
rezultirala je gubitkom vanjskog oklopa, sto je znacilo gubitak njegove zastitne funkcije, ali i
oslobadanje tijela od krutih ograni¢enja, ¢ime je omoguceno zauzimanje bento-pelagickih
staniSta (Krogerisur., 2011). Povecana ranjivost na predatore nadoknadena je razvojem brzeg
plivanja i vece pokretljivosti, Sto je iziskivalo povecanu potrosnju energije i ubrzanje

metabolizma. KrvoZilni sustav glavonoZaca zatvorenog je tipa, s dva razgranata srca smjestena



u bazi Skrgi, Cija je uloga poboljsati cirkulaciju unutar skrga i opskrbu kisikom, te s glavnim
sistemskim srcem koje osigurava distribuciju krvi po cijelom tijelu. Takav sustav, zajedno s
ucinkovitijom ventilacijom skrgi, omogucio je razvoj snazne muskulature plasta i stvaranje
komore za mlazni pogon — specificnog oblika kretanja koji karakterizira ove Zivotinje (Boyle i
Rodhouse, 2006). GlavonozZci su evolucijski razvili napredne sloZene osjetilne sustave,
posebno oi, €ija je grada i funkcija naprednija ili usporediva s gradom oka visih kraljeznjaka,
te visoko razvijen mozak koji hobotnicama omogucuje iznimnu prilagodljivost, sloZzene
obrasce ponasanja i rjeSavanje problema (Nixon i Young, 2003). Tijelo hobotnice bogato je
slozenim osjetilnim strukturama koje joj omogucuju visoku osjetljivost i preciznost u
interakciji s okolisSem. Krakovi i pipci hobotnice opremljeni su brojnim receptorima za kemijske
i taktilne podrazaje, ¢ime se osigurava izuzetna sposobnost prepoznavanja predmeta i hrane
u neposrednoj blizini (Wells, 1978). Na pipcima se nalaze osjetilne stanice koje omogucuju
hobotnici ne samo da "okusi" tvari dodirom veé i da procijeni teksturu i oblik predmeta bez
vizualne pomodi (Kier & Smith, 1985). Ovakva kombinacija kemijskih i mehanickih osjetila
doprinosi sofisticiranom nacinu prikupljanja informacija, Sto hobotnicu ¢ini uspjesnim
predatorom i istrazivatem morskog okolisa (Budelmann, 1995). Novija istrazivanja potvrduju
da hobotnice pokazuju oblike kognitivnih sposobnosti koji ukljuéuju uéenje promatranjem,
prepoznavanje pojedinih jedinki i upotrebu predmeta kao alata, Sto ih svrstava medu
najinteligentnije morske beskraljeznjake. Uzimajuéi u obzir sve veéi broj dokaza o izrazito
razvijenoj kogniciji kod mekuSaca, provedena su brojna istrazivanja s ciljem evaluacije
neuroloskih i ponasajnih svojstava hobotnica (Octopus vulgaris i srodne vrste).
Eksperimentalna promatranja pokazala su da hobotnice posjeduju decentralizirani zivéani
sustav — viSe od 60% neurona nalazi se u krakovima, dok se ostatak rasporeduje u mozgu i
opti¢kim reznjevima (Godfrey-Smith, 2016). Ovakva organizacija omogudéava autonomno
procesiranje informacija u kracima i neovisno izvrSavanje zadataka, $to je dokumentirano kroz
manipulacijske eksperimente s objektima razli¢itih struktura i otpornosti (Byrne et al., 2006).
Za vrijeme testiranja sposobnosti rjeSavanja problema, koriSteni su zadaci otvaranja kutija i
manipulacije predmetima, gdje su hobotnice demonstrirale sposobnost prilagodbe
ponasanja, memoriranja rjeSenja te donosenja alternativnih strategija u slu¢aju promjene
uvjeta (Fiorito et al., 1990). Opservacijskim ucenjem, koje je rijetkost kod beskraljesnjaka,
dokumentirana je moguénost da hobotnice promatranjem drugih jedinki savladavaju

diskriminacijske zadatke, Sto ukazuje na postojanje visih oblika procesiranja informacija (Kuba
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et al., 2006). Snimanjem ponasanja pomocu kontinuirane video analize (npr. “GoPro Hero”
kamera postavljena unutar akvarija) uoceno je postojanje tzv. individualnih stilova ponasanja,
uklju€ujudi izrazenu radoznalost, prepoznavanje objekata te ¢ak oblik ponasanja nalik igri
(Mather & Anderson, 1999). U uvjetima laboratorija, koristenjem neurofizioloskih mjerenja i
histoloSkih analiza, utvrdeno je da su vertikalni rezanj i superiorni frontalni rezanj mozga
odgovorni za memorijske funkcije, s izrazenom neurogenezom tijekom intenzivne kognitivne
stimulacije (Shomrat et al., 2011). U sklopu ekoloskih promatranja,neke vrste hobotnica,
poput Amphioctopus marginatus, zabiljezene su kako koriste alate — npr. polovice kokosovih
ljuski za zaStitu — Sto je jedan od rijetkih primjera upotrebe alata kod beskraljesnjaka (Finn et
al., 2009). Takvo ponasanje jasno pokazuje planiranje unaprijed i svijest o vlastitom tijelu u
prostoru. Dodatno, biljezeni su slu¢ajevi meduvrsne suradnje, gdje hobotnice sudjeluju u
koordiniranom lovu s ribama, izmjenjujuéi napade i pozicije, $to sugerira kognitivnhu
fleksibilnost i sposobnost socijalnog procesiranja (Vail et al., 2013). U konacnici, promatrajuci
emocionalne reakcije hobotnica, ukljucujuéi izbjegavanje bolnih podrazaja, promjene boje
tijela i bihevioralne inhibicije, znanstvena zajednica sve viSe prepoznaje potencijalnu
sentijentnost (osjecajnost) kod ove skupine Zivotinja, Sto ima direktne eticke implikacije za

uzgoj i eksperimentalni rad (Birch et al., 2021).

sposobnost trenutne promjene boje i uzorka tijela radi izbjegavanja predatora ili maskiranja
tijekom lova (Slika 2). Promjena boje temelji se na stezanju i rastezanju kromatofora pomocu
posebnih misiénih stanica, a proces je pod izravnom kontrolom Ziv€éanog sustava (Matonickin,
1998). Uz kromatofore, u promjenu vizualnog dojma uklju¢ene su i druge strukture poput
iridofora i leukofora, koje omogudéuju modulaciju boje, kontrasta i refleksije svjetlosti. Druga
ucinkovita obrambena strategija jest ispustanje crnila iz vrecice smjeStene s ventralne strane
trbusnih organa, ¢ime hobotnica u opasnosti stvara gust oblak koji zbunjuje napadaca. Crnilo,
bogato tirozinom, moZe iritirati o¢i i privremeno onemoguditi osjet njuha predatora

(Franetovic, 2002).



Slika2 Hobotnica kamuflirana u pijesak (izvor:
https://www.telegraph.co.uk/news/picturegalleries/earth/3247746/Animals-disappear-
using-camouflage.html?image=7The Telegraph).

1.2.2. Morfoloska obiljezja i reprodukcija

Hobotnica (Octopus vulgaris Cuvier, 1797) bentoska je vrsta koja nastanjuje podrucje
od same obale do vanjskog ruba kontinentalnog Selfa, na dubinama od 0 do 200 metara, a
obitava u raznovrsnim staniStima poput stjenovitih obala, koraljnih grebena i livada morskih
cvjetnica. Kao stenohalina vrsta izostaje u brakicnim podrucjima, a pad temperature mora
ispod 7 °C dovodi do usporavanja metabolizma i smanjene aktivnosti. Tijelo joj je bilateralno
simetri¢no, misicavo, s osam krakova koji mogu doseci duljinu do 3 metra, na kojima se nalaze
prianjaljke rasporedene u dva niza. Kod muzjaka je treci desni krak hektokotiliziran — na vrhu

preobraZen u Zlicasti izdanak (ligulu) koji sluzi pri kopulaciji (Slika 3).



Slika 3. Hektokotilizirani krak muZjaka hobotnice na lijevoj slici lijevi krak, na slici desno
spolni dimorfizam kod hobotnice hektokotil u bijelom okviru i veée prijanjaljke na krakovima
u crvenim okvirima. (Izvor: Leon Grubisic).

RazmnoZavanje hobotnice klasificira se kao simultano terminalno, a vrsta je
semelparna, s unutarnjom oplodnjom (Roper i sur., 1983). Spolno sazrijevanje obi¢no nastupa
izmedu 12. i 18. mjeseca starosti, a Zenka se razmnoZava samo jednom (Rocha i sur., 1999).
U Sredozemnom moru zabiljeZena su dva glavna perioda mrijesta, u razdoblju od travnja do
lipnja, te u listopadu. Hobotnice su vrlo plodne. Zenke mogu proizvesti od 100 000 do 500 000
jaja (Mangold, 1983), koja odlazu u obliku grozdova na zaklonjenim povrSinama unutar
odabranog sklonista. Tijekom reproduktivhe sezone zabiljezena su razli¢ita ponasanja
muzjaka i Zenki hobotnica, koja ukljucuju promjene u boji tijela, pokrete krakova te prostorne
interakcije. Zenke hobotnica u odredenim vrstama pokazuju selektivnost prema
potencijalnim muzjacima, Sto se tumaci kao oblik odabira partnera temeljen na velicini,
ponasanju ili genetskoj raznolikosti (Huffard, 2005). Kopulacija zapocinje kada muzjak
specijaliziranim krakom, tzv. hektokotilom, prenese spermatofore — kapsulirane pakete
sperme — u Zenski plast, gdje ih pohranjuje u jajovodu do trenutka oplodnje (Norman, 2000).
U nekim slucajevima zabiljeZena je i udaljena oplodnja, pri cemu muzjak umetne hektokotil u
Zzenku s odredene distance, ¢ime smanjuje rizik od agresije (Hanlon & Messenger, 1996).
Reproduktivni ¢in kod hobotnica Cesto je popracen sloZenim ponasanjima i taktickim
prilagodbama koje variraju medu vrstama i ovisno o okoliSnim ¢imbenicima. Spolno zrela

Zenka hobotnice tijekom kopulacije prikuplja spermatofore jednog ili viSe muzjaka, koje se



pohranjuju u posebne spremnike unutar plasta. Do oplodnje, medutim, ne dolazi odmah
nakon prijenosa spermatofora. Zenka sama regulira vrijeme kada ¢e iskoristiti pohranjeni
reproduktivni materijal, a proces oplodnje mozZe uslijediti i nakon nekoliko dana ili tjedana,
ovisno o okolisnim uvjetima i fizioloskoj spremnosti za polaganje jaja (Hanlon & Messenger,
1996; Boyle & Rodhouse, 2005). Ova odgodena oplodnja smatra se oblikom Zenske
reproduktivne kontrole, a omogucava Zenki da optimizira vrijeme i mjesto polaganja jaja u
svrhu maksimalne zastite potomstva (Naud et al., 2005). Nakon uspjesne oplodnje, Zenka
zapocinje proces polaganja jaja. Jaja su pojedina¢no obavijena prozirnim ovojem i polazu se u
skupinama, koje Zenka paZljivo pri¢vrScuje za tvrdu podlogu, obi¢no na strop ili zidove
sklonista (Norman, 2000). Tijekom cijelog razdoblja inkubacije, koje moze trajati od nekoliko
tjedana do nekoliko mjeseci, Zenka ne napusta gnijezdo. Aktivno propusta svjezu morsku vodu
preko jaja pomoc¢u mlaznog plasta i pokreta krakova, osiguravajuéi potrebnu ventilaciju i kisik
(Boal, 2006). Istodobno, uklanja ostatke, sediment i jaja koja pokazuju znakove propadanja,
¢ime smanjuje rizik od infekcija i poveéava Sanse za prezZivljavanje potomstva (Hanlon &
Messenger, 1996). Tijekom tog perioda Zenka prestaje s hranjenjem, trosi vlastite tjelesne

rezerve i, u pravilu, ugiba neposredno nakon izlijeganja mladunaca.

Tijekom inkubacije, koja traje od Cetiri do dvanaest tjedana, Zenke se ne hrane niti
napustaju skloniste, Sto rezultira njihovom smréu nakon izvaljivanja mladih (Iglesias i sur.,

2000).

Netom nakon izvaljivanja, jedinke hobotnice prolaze planktonsku fazu u obliku
parali¢inki duljine plasta oko 2 mm (Boletzky, 1987). Taj stadij traje priblizno osam tjedana pri
temperaturi od 21 °C (Villanueva, 1995), a paralarve se hrane zoeama rakova Liocarcinus
depurator, Pagurus prideaux i Eriphia verrucose (Cinoti, 2007). Prelazak na bentoski nacin
Zivota dogada se kada jedinke dosegnu duljinu plasta od 7,5 mm (slika 4.), neovisno o
temperaturi mora (Villanueva, 1995; Cinoti, 2007). Posljednja istrazivanja upucuju na to da
klimatske promjene i porast temperature mora mogu skratiti trajanje planktonske faze, sto

moZe utjecati na obrasce disperzije i strukturu populacija.
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Slika 4. Makrofotografija parali¢inki hobotnice razliCite starosti (Izvor. Leon Grubisic)

1.1.3. Prehrana i ponasanje

Hobotnica je izraziti predator (Mather i O'Dor, 1991) koji svoj plijen pronalazi vizualno,
nasumicnim pretrazivanjem krakovima ili ispuhivanjem mlaza vode kako bi otkrila zakopane
organizme. Posjeduje kemoosjetilne stanice na usnom polju i prianjaljkama (Budelmann,
1996), koje koristi za socijalnu komunikaciju i detekciju plijena na udaljenosti. Preferira Zivu
hranu, no u zatoceniStvu se moZe prilagoditi i na mrtvu hranu poput komadiéa rakova, riba ili
mekusaca. Najveca aktivnost zabiljeZzena je u noénim satima i u vrijeme sumraka (Boucaud-
Camou i Boucher-Rodoni, 1983), a vrsta pokazuje izrazeni negativan fototaksizam. U uvjetima
zatoCeniStva opaZene su razlike u individualnom ponasanju, $to ukazuje na postojanje
odredenih ,,0sobnosti” kod hobotnica, ukljucujuéi varijacije u razini istrazivackog ponasanja,

agresivnosti i tolerancije na prisutnost drugih jedinki.
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1.1.4. Uzgoj i repopulacija

Prvi pokusaji industrijskog uzgoja hobotnice u plutaju¢im kavezima zapoceli su krajem
1990-ih godina (Iglesias i sur., 2000). Danas se u Spanjolskoj postizu stope rasta od 0,3 do 0,8
kg mjesecno, uz smrtnost od 5,7 %, a hobotnice se hrane odmrznutim srdelama (Sardina
pilchardus), bukvama (Boops boops), skuSama (Scomber scombrus) i dagnjama (Mytilus sp.).
Preporucuje se razdvajanje spolova kako bi se sprijecila kopulacija, buduc¢i da neosjemenjene
Zenke rastu brze i bolje iskoriStavaju hranu. Optimalna temperatura mora za rast je izmedu
1621 °C, s prosjekom od 17,5 °C. Sve vedi interes izaziva uzgoj u recirkulacijskim sustavima
akvakulture (RAS), koji omogucuju potpunu kontrolu temperature, saliniteta i kvalitete vode

te potencijalno omoguduju cjelogodisnji uzgoj i kontrolirano razmnozavanje.

S obzirom na problem prelova i potrebu ocuvanja prirodnih populacija, razvijen je
koncept repopulacije ispustanjem nedoraslih jedinki u more (Casalini i sur., 2020). Stopa
prezivljavanja moZe se znatno povecati odabirom podrucja s manjim brojem predatora ili
ispustanjem u razdoblju smanjene predatorske aktivnosti (Blankenship i Leber, 1995).
Medutim, pretjerano ispusStanje moZe nepovoljno utjecati na maticni stok, kao Sto je
zabiljezeno kod kozica Penaeus japonicus i P. chinensis u Japanu i Kini (Hamasaki i Kitada,

2006; Wang i sur., 2006a).

Uspjesnost repopulacije ovisi o razumijevanju ekologije ciljne vrste, procjeni nosivog
kapaciteta ekosustava i prirodne smrtnosti, a programi moraju biti drustveno prihvatljivi,
gospodarski isplativi i ekoloski odrzivi (Bell i sur., 2005; Devin i Johann, 2008). Klju¢ni koraci
ukljucuju procjenu statusa populacije, modeliranje koristi od ispustanja, edukaciju ribara i
stalno pracenje rezultata. Hobotnica se pritom promatra ne samo kao vrijedan gospodarski
resurs vec i kao vazan element morskih ekosustava, ¢ije oCuvanje moze imati dugorocne

pozitivne ucinke na bioraznolikost i odrzZivost ribolova.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Svrha ovog istraZivanja jest prikaz i analiza rezultata koji se odnose na moguénost
prikupljanja i dugotrajnog odrzavanja mati¢nog jata hobotnica (Octopus vulgaris) temeljenog
na ciljanom ulovu nedoraslih jedinki iz prirodnih populacija i njihovom uzgoju u kontroliranim
uvjetima. Istrazivanje je usmjereno na ispitivanje tehnickih, bioloskih i logistickih aspekata
ovog procesa, pri cemu je krajnji cilj bio procijeniti odrZivost uspostave zatvorenog uzgojnog
ciklusa, Sto ukljuCuje i repopulaciju ciljane vrste u prirodnom okoliSu. Poseban naglasak
stavljen je i na izradu prakti¢nog prirucnika koji ¢e objediniti sve rezultate i preporuke te

sluZiti kao vodi¢ za budude aktivnosti u uzgoju hobotnice.

Pritom su definirani sljedeci specifi¢ni ciljevi:

e Utvrditi mogucnost ulova i transporta Zivih hobotnica do uzgojnog postrojenja, uz
ocCuvanje visoke stope preZivljavanja i minimaliziranje stresa kod jedinki.

e Istraziti moguénost dugotrajnog odrzavanja mati¢nog jata u kontroliranim uvjetima
mrijestiliSta, ukljucujudi prilagodbu jedinki na zatodenistvo.

e Testirati hranidbene strategije mati¢nog jata temeljene na sitnoj pelagic¢koj ribi, uz
evaluaciju utjecaja na kondicijsko stanje i reproduktivnu sposobnost jedinki.

e Provjeriti izvedivost hranjenja i uzgoja paralarvi hobotnice od izvaljivanja do prijelaza
na bentoski nacin Zivota.

e Procijeniti uspjesnost repopulacije putem ispustanja juvenilnih jedinki u more te
pratiti njihov opstanak i integraciju u prirodne populacije.

e lzraditi priru€nik za uzgoj mati¢nih jedinki hobotnice, s detaljnim opisom svih koraka

postupka, uklju¢uju¢i metode uzgoja najranijih faza paralarvi za potrebe repopulacije.

Ovi ciljevi proizlaze iz potrebe za pronalaskom alternativnih i odrzivih modela
iskoriStavanja resursa glavonozaca, s naglaskom na ocCuvanje mati¢nog stoka i smanjenje
pritiska ribolova na prirodne populacije. Izrada priru¢nika osigurava da rezultati istrazivanja
ne ostanu samo u znanstvenom okviru, veé budu dostupni i primjenjivi u praksi, ¢ime se stvara

temelj za daljnji razvoj odrzive akvakulture hobotnice.
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5. MATERUJALI | METODE

2.1. Prikupljanje maticnog jata

Istrazivanje obuhvada rezultate dviju zasebnih terenskih kampanja provedenih
tijekom 2019, 2020 i 2023 godine. Prvo prikupljanje provedeno je u veljaci 2019. godine u
akvatoriju juzne strane otoka Braca, na lokalitetima uvale Smrka, uvale Luéice i uz obalu Rta
Kobila. Za potrebe ovog posla angazirani su lokalni ribari iz Milne, Cije iskustvo u poznavanju

ribolovnih terena i ponasanja ciljne vrste znacajno doprinosi ucinkovitosti lova.

Za lov Zivih hobotnica koristen je iskljucivo ribolovni alat poznat pod nazivom panula.
Panula je jednostavne konstrukcije i sastoji se od motovila s namotanom monofilamentnom
strunom promjera 2 mm, na Cijem je slobodnom kraju postavljen mamac te olovno otezanje.
Kao mamoci su se, ovisno o dostupnosti i vremenskim prilikama, koristile razlicite vrste sitne
ribe, pri ¢emu su u drugom prikupljanju (oZujak 2020.) najceS¢e koriStene bukva (Boops

boops) i Sarun (Trachurus trachurus) (Slika 5).

Slika 5. Panula za lov hobotnica, mamac i uteg od nekoliko karika metalnog lanca.
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Drugo prikupljanje provedeno je 13. oZujka 2020. godine istrazivatckom motornom
brodicom ,Navicula” Instituta za oceanografiju i ribarstvo u Splitu, u istom akvatoriju i na istim
lokalitetima. Metodologija lova bila je u potpunosti identi¢na prvoj kampanji, kako bi se

osigurala usporedivost rezultata.

Lov je organiziran tako da bi dvoje ¢lanova posade, smjestenih na krmi broda, povlacdilo
panulu po morskom dnu, ciljajué¢i dubine izmedu 5 i 20 metara. Brzina povlacenja
prilagodavala se uvjetima na terenu — minimalno koriStenje pogonskog motora ili oslanjanje
na prirodno kretanje broda pod utjecajem lokalnih morskih struja i vjetra. Nakon Sto bi se
hobotnica prihvatila za mamac, slijedilo je lagano ru¢no povlacenje do povrsSine, a zatim
izvlacenje iz mora pomodu janke. Ulovljene hobotnice odmah su odvajane u pojedinacne
vreée izradene od mreznog tega te smjeStane u transportni bazen (Slika 6). Ovakav nacin
odvajanja sprjeCava bijeg jedinki, mehanicka oSteéenja i eventualnig gubitaka zbog
kanibalizma. Tijekom transporta more u bazenu izmjenjivalo se u redovitim intervalima od
jednog sata, ¢ime se odrzavala kvaliteta vode, osiguravao kisik i smanjivao stres kod Zivotinja.
Ova metoda omogudila je visoku stopu preZivljavanja unato¢ duljem vremenu ribolova i
transporta. Transport od Braca do eksperimentalnog mrijestilista Instituta u Splitu obavljen je

istom brodicom , Navicula®.
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Slika 6. Transportni bazen s hobotnicama odvojenima u vrecama od mreznog tega (lzvor: I.

Grubisic).

2.2. Odredivanje mase i spola

Po dolasku u mrijestiliste, svaka je hobotnica obuhvaéena biometrijskom obradom
koja je obuhvacala mjerenje mase, odredivanje spola te uzimanje manjeg uzorka tkiva za
potrebe geneticke analize. Postupak je proveden u skladu s nacelima dobrobiti Zivotinja, uz
minimaliziranje boli i stresa. U tu svrhu koriStena je metoda sedacije hladenjem — u posudu
s morskom vodom dodani su smrznuti ulosci, a nakon Sto se temperatura spustila na 3 °C,

hobotnice su smjeStene u posudu, gdje su se u roku od nekoliko minuta sedirale.

Spol je odreden vizualnim pregledom krakova, pri éemu se kod muZjaka jasno
prepoznaje hektokotilizirani treci desni krak od oka. Uzorak tkiva uzet je kirurSkim nozi¢em s
dijela kraka i pohranjen u 95 %-tnom etanolu do analize. Za mjerenje mase koristeni su
plasti¢ni kavezi uniformne mase; masa jedinki dobivala se iz razlike mase kaveza s hobotnicom

i mase praznog kaveza. Redovita mjerenja provodila su se u razmacima od dvadeset dana, s
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ciljem praéenja promjena u kondiciji i rastu jedinki tijekom eksperimentalnog razdoblja (Slika

7).

Slika 7. Vaganje hobotnica na pocetku uzgojnog ciklusa (izvor: L.Grubisi¢).

2.3. Odrzavanje mati¢nog jata hobotnica zatvorenog tipa

Eksperimentalno odrzavanje mati¢nog jata hobotnica provedeno je u kruznim
bazenima zapremine 12 m3, posebno prilagodenima za potrebe ovog istrazivanja. U svaki je
bazen bilo smjeSteno Sest jedinki istog spola, rasporedenih unutar pravokutnih plasti¢nih
kaveza (Slika 10). Ovakav raspored nije odabran slu¢ajno — iskustvo iz prethodnih pokusaja
uzgoja hobotnica pokazuje da prostorna separacija jedinki unutar zajedni¢kog sustava
znacajno smanjuje stres i incidenciju agresivnog ponasanja, ukljucujuci i kanibalizam, koji

moze ozbiljno kompromitirati odrzivost mati¢nog jata.

Sustav zatvorenog tipa osiguravao je stabilnu opskrbu svjeZom morskom vodom, pri

¢emu se ukupni volumen bazena izmjenjivao pet puta dnevno. Takva ucestalost izmjene vode
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nije samo tehnicki detalj, ve¢ klju¢ni element ocuvanja optimalnih uvjeta za preZivljavanje i

dobrobit hobotnica, posebno kada se radi o dugotrajnom uzgoju.

Tijekom cijelog istraZzivanja, svakodnevno su se pratili abioticki parametri uzgojne
sredine, prije svega temperatura mora i koncentracija otopljenog kisika. Kontrola ovih
varijablinuzna je jer promjene u temperaturi i dostupnosti kisika mogu izazvati brze i ponekad
nepovratne fizioloSke reakcije kod glavonoZaca, ukljucuju¢i smanjenje apetita i povecanu

smrtnost.

Kavezi u kojima su bile smjesStene hobotnice imali su gustu mrezastu strukturu s
brojnim perforacijama koje su omogucavale nesmetan protok vode, a gornji se poklopac
mogao jednostavno otvoriti za potrebe hranjenja i uklanjanja nepojedene hrane (Slika 11).

Time je postignut balans izmedu fizicke zastite jedinki i jednostavnog pristupa istrazZivaca

tijekom svakodnevnih operacija.

Slika 10. Bazeni s kavezima u kojima su bile smjestene Zenske jedinke, i odvojeni bazen u

kojem su bili muzjaci. a na desnoj bazen s kavezima u kojima su bili muzjaci.
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Slika 11. Plasti¢ni kavez s hobotnicom i pokrovom.

2.4. Ishrana hobotnica u kontroliranim uvjetima

Hranidbeni rezim temeljen je na upotrebi sitne pelagicke ribe, i to prvenstveno srdele
(Sardina pilchardus) i inéuna (Engraulis encrasicolus), vrsta koje su u Jadranu i komercijalno i
ekoloski znadajne, a uz to nutritivno pogodne za hobotnice. Visok udio proteina i omega-3
masnih kiselina u njihovim tkivima ¢ini ih iznimno prikladnom hranom za poticanje rasta i

odrZavanje reproduktivne kondicije.

Riba je u najveéem dijelu nabavljena s broda plivarice od lokalne ribarske tvrtke
Sardina d.o.0. Zbog zadrZavanje hranidbene vrijednosti odmah je po preuzimanju pohranjena
na -20 °C kako bi se sprijeCila degradacija hranjivih tvari. Prije hranjenja, smrznuta riba
odmrzavala se u tekuéoj morskoj vodi, a zatim precizno vagala za svaku jedinku zasebno.
Ovakva individualizacija obroka omogudila je precizno pracenje konzumacije, te naknadno

izracune parametara ishrane (slika 12).
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Slika 12. Precizno vaganje porcija pelagicke ribe za hranjenje hobotnica.

Nakon svakog hranjenja, nepojedeni dijelovi obroka uklanjali su se iz kaveza i vagali
kako bi se utvrdila stvarna koli¢ina konzumirane hrane. Ovaj metodoloski pristup bilo je
klju€¢an za izraéun parametara kao $to su masa probavljene hrane (IF), apsolutna i specifi¢na
stopa hranjenja (AFR, SFR), efikasnost hranjenja (FE) te indeks konverzije hrane (FCR), prema
metodologiji Ricker (1979). Pradenje tih pokazatelja daje uvid ne samo u energetsku

ucinkovitost ishrane, vec¢ i u potencijalnu isplativost komercialnog uzgoja hobotnica.

Pokus s hranjenjem je trajao od 17. oZujka do 12. svibnja 2020. godine, svakodnevno

u isto vrijeme, osim vikendom i tijekom dana kada se provodila biometrija.

20



2.5. Rast hobotnica u kontroliranim uvjetima

Praéenje rasta morskih organizama jedan je od temeljnih elemenata svake uzgojne
studije, a kod glavonoZaca ima posebnu vaznost jer se njihova tjelesna masa moze znacajno
mijenjati u kratkom vremenskom razdoblju. Rast hobotnica u ovom istraZivanju kvantificiran
je pomocu tri standardna pokazatelja: prirasta mase (BWI), specificne stope rasta (SGR) i
apsolutne stope rasta (AGR), prema metodologiji Sparre i Venema (1998). Analiza ovih
parametara omogucila je preciznu procjenu uzgojnog potencijala i usporedbu s rezultatima

drugih studija provedenih u slicnim uvjetima.

2.6. Ekoloski uvjeti za vrijeme odrzavanja maticnog jata

Temperatura mora, jedan od kljuénih okoliSnih parametara za prezivljavanje i
reprodukciju hobotnica, praéena je tijekom cijelog razdoblja istrazivanja analognim
termometrom. Od oZujka do svibnja 2020. temperatura se kretala od 12,8 °C do 17,2 °C, s
prosjekom od 14,9 + 1,48 °C (Slika 13). Takav temperaturni raspon u skladu je s prirodnim
sezonskim oscilacijama u istoc¢nojadranskom priobalju, a blagi porast temperature prema

kraju istrazivanja mogao je posluZiti kao prirodni okidac za pocetak reproduktivnog ciklusa.
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Slika 13. Kretanje temperature mora u bazenima tijekom istrazivanja.
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2.7. Reprodukcija u eksperimentalnim uvjetima

Nakon Sezdesetodnevnog razdoblja prilagodbe i odrZavanja u zatvorenom sustavu,
Zenke su premjestene iz plastinih kaveza u vede, kruine bazene zapremine 12 m?3.
PremjesStanje je provedeno s ciliem omogucavanja uvjeta pogodnijih za prirodno ponasanje i
poticanje reproduktivnog ciklusa. U svaki bazen postavljene su polipropilenske cijevi duljine
jednog metra i promjera 22 cm, koje su s jedne strane bile zatvorene, a s druge otvorene.
Zidovi cijevi perforirani su otvorima promjera 20 mm, ¢ime je osigurana stalna cirkulacija

svjeze morske vode unutar sklonista.

Ove su cijevi imale kljuénu ulogu u stvaranju sigurnog i skrovitog prostora za Zenke,
gdje su se mogle skloniti, smanijiti izloZzenost stresu i, po uspjesnoj kopulaciji, odloziti jaja.
Nacin postavljanja skloniSta temeljen je na opaZanjima iz prirodnog okolisa, gdje hobotnica

odabire pukotine, Supljine ili prostore ispod stijena za polaganje i cuvanje jaja.

Kopulacija je poticana ubacivanjem muzjaka u bazen sa Zenkama, pri ¢emu je opazano
ponasanje karakteristiéno za ovu vrstu, ukljuujuéi ubacivanje hektokotiliziranog kraka
muzjaka u plast Zenke (Slika 14). S obzirom na izraZzeni kanibalizam kod hobotnica, posebno

nakon kopulacije, muzjaci su odmah po zavrSetku parenja uklanjani iz bazena i vraceni u svoje

kaveze. Ova mjera bila je nuzna za oCuvanje Zenki i sprjecavanje gubitaka.
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Slika 14. Prikaz ubacivanja hektokotiliziranog kraka muZjaka u tijelo Zenke tijekom kopulacije.

2.8. Hranjenje, odrzavanje i pustanje paralicinki u more

Tijekom istrazivanja provedenog 2019. godine zabiljeZzena je uspjeSna kopulacija, a
pocetkom lipnja Zenke su pocele polagati jaja u obliku grozdova unutar pripremljenih
sklonista. Tijekom cijelog perioda inkubacije Zenke nisu napustale sklonista, prestale su se
hraniti ponudenom hranom i intenzivno su ¢uvale jaja, ventilirajuéi ih pokretima krakova i
ispuhivanjem mlazova morske vode kroz sifon. ZabiljeZeno ponasSanje u potpunosti odgovara
poznatim obrascima majcéinske brige kod hobotnice, ali nazalost, zavrSava uginuéem Zenke

neposredno nakon izvaljivanja parali¢inki.

Tri Zenke u ovom istrazivanju imale su uspjeSnu oplodnju. Njihovi su bazeni pretvoreni
u bazene za uzgoj parali¢inki, ¢ime je omoguéeno kontinuirano praéenje razvoja potomstva.
Odvodna cijev bazena je prekrivene planktonskom mreZicom veli¢ine oka 1mm, a znacajno je
smanjen i protok morske vode. Za biometrijsku analizu i fotografiranje, parali¢inke su sedirane
dodavanjem ohladene morske vode u Petrijeve posude. Fotodokumentacija je provedena uz
pomoc stereo lupe ZEISS Discovery V12 s fotoaparatom ZEISS Axiocam ERc i izvorom hladnog

svjetla ZEISS CL 1500 HAL.

Uzorci izvaljenih parali¢inki pohranjeni su za genetsku analizu s ciljem testiranja
informativnosti mikrosatelitnih biljega u postupcima utvrdivanja ocinstva (populacija

19F1_P).

Hranjenje je organizirano na nacin da je svaka parali¢inka imala pristup ranim
razvojnim stadijima raka Zbirca (Eriphia verrucosa), koji su predstavljali visoko nutritivnu Zivu
hranu. Kako bi se osigurala stalna dostupnost zoe, u svakom je bazenu s parali¢éinkama bila
smjesStena Zenka Zbirca s jajima (Slika 15). Unato¢ tome, zabiljezen je i kanibalizam medu
parali¢inkama, Sto je poznat izazov u njihovom uzgoju. Nakon zavrSetka eksperimentalnog
uzgoja, sve su preostale parali¢inke pustene u akvatorij u blizini Instituta za oceanografiju i
ribarstvo u Splitu. U istrazivanju provedenom 2020. godine, unatoc sli¢cnim uvjetima, nije

doslo do uspjesne reprodukcije mati¢nog jata. Na temelju dobivenih spoznaja u 2023. godini
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izvrSeno je prikupljanje mati¢nih jedinki zbog mrijesta i repopulacije dobivenim parali¢inkama

hobotnica.

Slika 15. Zenka Zbirca s jajacima netom prije izvaljivanja zoa (Izvor: Lovre Stanic).

2.9. Prikupljanje jedinki za provjeru uspjesnosti repopulacije

Kako bi se procijenila u¢inkovitost repopulacije, 5. prosinca 2019. i 2. sijecnja 2020. provedeno
je ciljano prikupljanje hobotnica na podrucju ispustanja parali¢inki, kao i na udaljenim
lokacijama od tog mjesta u smjeru dominantnog strujanja mora. Uzorkovanje je obuhvatilo
viSe lokacija: akvatorij ispred Instituta za oceanografiju i ribarstvo (IOR), obalni pojas uz Vilu
Dalmacija (VD), plaZe Kastelet (Ka), Kasjuni (K), obalu uz Katalini¢a brijeg (KB), Znjan (Z) te

istoéni rt otoka Ciova (C).

Ukupno je ronjenjem sakupljeno 23 jedinke razliCite veli¢ine, koje su potom
podvrgnute genetskoj analizi olinstva kako bi se utvrdilo jesu li potomci jedinki iz
eksperimentalnog mrijestilista. Podaci o svakoj jedinki — ukljucujuéi masu, datum i lokaciju

ulova — prikazani su u Tablici 1.
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Tablica 3. Podatci o prikupljenim uzorcima hobotnice (O. vulgaris) ukljuceni u istraZivanje (broj
uzoraka, lokacija uzorkovanja, period uzorkovanja i odgovarajuée mase uzorkovanih jedinki)
(Institut za oceanografiju i ribarstvo u Splitu; IOR, Vila Damacija; VD, plaza Kastelet; Ka, plaza
Kasjuni; K, Katalini¢ brijeg; KB, plaZa Znjan; Z i rt otoka Ciova; C)

Broj uzoraka Populacijska Period Lokacija Masa

oznaka jedinke

1 19F1_0O_01 05.12.2019. IOR 4 kg
2 19F1_0_02 05.12.2019. VD 1,7 kg
3 19F1_0O_03 05.12.2019. KA 2 kg
4 19F1_O_04 05.12.2019. K 1,4 kg
5 19F1_0O_05 05.12.2019. K 2,3 kg
6 19F1_0O_06 05.12.2019. K 1,6 kg
7 19F1_0O_07 05.12.2019. IOR 1,5 kg
8 19F1_0O_08 05.12.2019. ¢ 4 kg
9 19F1_0_09 05.12.2019. C 0,6 kg
10 19F1_0_10 05.12.2019. ¢ 1 kg
11 19F1_0_11 05.12.2019. ¢ 0,9 kg
12 19F1_0 12 05.12.2019. C 0,8 kg
13 19F1_0_13 05.12.2019. C 1,6 kg
14 19F1_0_14 05.12.2019. ¢ 2,4 kg
15 19F1_0_15 05.12.2019. C 2 kg
16 20F1_0 01 02.01.2020. y 4 kg
17 20F1_0O_02 02.01.2020. KB 6 kg
18 20F1_0_03 02.01.2020. K 2kg
19 20F1_0O_04 02.01.2020. K 1,3 kg
20 20F1_0_05 02.01.2020. K 3kg
21 20F1_0O_06 02.01.2020. K 1kg
22 20F1_0O_07 02.01.2020. K 3 kg
23 20F1_0O_08 02.01.2020. K 3kg
Populacijska oznaka jata 19F1 O
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2.10. DNK izolacija

DNK je izolirana pojednostavljenim postupkom izolacije sisavaca prema Laird i sur. (1991),
prilagodenom za tkiva hobotnice. Tkivo je najprije isprano destiliranom vodom kako bi se
uklonio alkohol, a zatim inkubirano preko noci u 300 pl lizirajuéeg pufera s dodatkom 4 pl
proteinaze K u termomikseru na 55 °C, dok se tkivo nije razgradilo. Nakon toga dodan je
jednak volumen fenol/kloroforma, koji omogucuje uklanjanje proteina, te je uzorak
centrifugiran (13 000 K, 5 min). Time su dobivene dvije frakcije: gornja, koja je sadrzavala DNK,
paZljivo je prenesena u novu epruvetu, dok je donji talog s proteinima odbacen. U gornju
frakciju dodan je dvostruki volumen 96 %-tnog etanola radi talozenja DNK, nakon cega je
uzorak ponovno centrifugiran (13 000 K, 15 min). Dobiveni pelet ispiran je s 500 pl 70 %-tnog
etanola te ponovno centrifugiran (13 000 K, 5 min). Nakon uklanjanja alkohola, uzorci su
ostavljeni da se osuse. Suhi talog potom je otopljen u 20—40 ul TE pufera, ovisno o kolicini

dobivene DNK.

Koli¢éina i kvaliteta DNK provjerene su spektrofotometrijski pomocu uredaja
Nanophotometer IMPLEMEN P 360. Na temelju izmjerenih vrijednosti svi uzorci razrijedeni su

na radnu koncentraciju od15 ng/ul i pohranjeni na —20 °C do daljnje uporabe.

2.11. Genotipizacija mikrosatelitnih biljega

2.11.1. Izbor mikrosatelitnih biljega

Za genetsku karakterizaciju uzoraka koristena su dva multiplex seta PCR reakcija (Ovull i
Ovul2), specifi¢na za O. vulgaris, koja obuhvacaju ukupno Sest mikrosatelitnih biljega prema
Greatorex i sur. (2000) i Zuo i sur. (2012). Svaki biljeg oznacen je fluorescentnim bojama
(crvena (PET), plava (FAM), zelena (VIC) i crna (NED)) radi lakSe detekcije iste velic¢inske
fragmente u genetickom analizatoru. Opis svih lokusa, raspona alela i izvora prikazan je u

Tablici 2.
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Tablica 2. Opis istraZivanih mikrosatelitnih lokusa, fluorescentne boje i kombinacija pocetnica
koristenih u dvi multiplex PCR reakcije (Ovull, Ovul2), ponavljajuéi motiv, broj alela i izvor za

svaki mikrosatelitni biljeg.

Multiplex | LOKUS PRISTUPNI Uzvodna i nizvodna pocetnica Boja Moti Raspon Broj lzvor
PCR BROJ v (bp) alela
GenBank
Ovull Ovul09 JN579698 F: GGAAGGAATAAGAACAGAGAACG 6-FAM Di 365-377 24 Zuo et al. 2012
R: ATCTCTAATCTTCATTGCGTCTAA
uOct4 AF197131 F: AGGGAGAGAAAATAGAAAAAC VIC Di 160 22 Greatorex et al. 2000
R: TAAACTGAATAATACATACATACG
Ovull7 IJN579706 F: GCAGGGCGAACAGATGAC NED Di 350-362 11 Zuo et al. 2012
R: GCGTGCCTTTGGGTTCTC
Ovul2 Ovul08 IN579697 F: CCGTCAGATTATGCCAACAC 6-FAM Di 307-335 6 Zuo et al. 2012
R: GCGAGTGAAGGGGAAGTAGA
uOct8 AF197130 F: CTCCCTAGTTTTGAATCACG NED Di 147 31 Greatorex et al. 2000
R: GCCACTAATACACTTTTCAAGG
uOv12 AF197135 F: GCATAATGTGCCGCTAAATGGAAC PET Tetr 269-341 17 Greatorex et al. 2000
a
R: GCCTCGTCGGTATTTCCTCTTTCA

2.11.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

PCR amplifikacija provedena je u ukupnom volumenu od 11 pul, prema protokolu koji uklju¢uje
inicijalnu denaturaciju, 27 ciklusa umnozavanja i zavr$no produljenje. Dobiveni PCR produkti
poslani su na sekvenciranje u laboratorij Macrogen, gdje su analizirani na ABI3730xI DNA
Analyzeru. Visine i veli¢ine alela ocitane su pomoéu softverskog paketa GeneMapper v. 3.5

(Slika 16).
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Slika 16. Prepoznati fragmenti lokusa u GeneMapper 4.0 nakon elektroforeze.

2.12. Statisti¢ka analiza podataka

Podaci o rastu, hranidbi i drugim uzgojnim parametrima analizirani su u programu Microsoft

Excel, dok su mikrosatelitni podaci obradeni u specijaliziranim softverskim paketima.

Za provjeru prisutnosti nul-alela koriSten je Micro-Checker v.2.2.1 (van Oosterhout i sur.,
2004), a deskriptivna statistika genetskih pokazatelja (HO, HE) provedena je u programu
Arlequin (Excoffier i sur., 2005). Srednji broj alela (A) i efektivni broj alela (Ae) izracunati su
pomoc¢u POPGENE v.1.32 (Yehi sur., 2000), dok je alelno bogatstvo (Ar) i fiksacijski indeks (FIS)
izraCunat u FSTAT v.2.9.3 (Goudet, 2002).

Procjena efektivne veli¢ine populacije (NE) provedena je u programu NeEstimator V2 (Do i
sur., 2014), a protok gena izmedu populacija odreden je putem FST vrijednosti. Konacno,
analiza srodnosti provedena je u programu CERVUS (Kalinowski i sur., 2007) pomoc¢u metode
kategoricke distribucije, uz simulacije roditeljstva kada su oba roditelja poznata, kako bi se

dobila grani¢na vrijednost vjerojatnosti ocinstva (LOD).
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Rezultati prikupljanja matic¢nog jata

Formiranje mati¢nog jata hobotnice Octopus vulgaris zapocelo je sustavnim terenskim radom,
provedenim u dva zimska perioda. U sije€¢nju 2019. godine ulovljene su 22 Zive jedinke, a u
veljaci 2020. dodatnih 15. Za prikupljanje je koriSten prilagodeni ribolovni alat poznat kao
»panula“, ali u verziji bez udica i kuka koje se inace rabe pri lovu glavonoZaca. Ova modifikacija
imala je dvostruku prednost: omogucila je sigurno izvlaéenje hobotnica iz mora bez fizickih
ozljeda te je znacajno smanjila stres tijekom ulova i transporta. Rezultat je bio izniman — nije
zabiljeZzen ni jedan sluc¢aj mortaliteta niti ikakvo mehanicko osteéenje prikupljenih jedinki.
Hobotnice ulovljene 2019. godine imale su ukupnu masu od 9,11 kilograma, uz prosje¢nu
tjelesnu masu od 413,95 + 176,84 g. Omjer spolova blago je naginjao u korist muZjaka (12

muzjaka i 10 Zenki, slika 17).

m Zenke ® MuZjaci

Slika 17. Omijer spolova u mati¢cnom jatu hototnica prikupljenih u 2019. godini.

Analiza mase prema spolu pokazala je da su Zenke bile prosjec¢no teze (472,7 + 237,13 g) od
muzjaka (365 + 89,10 g), Sto moze upudivati na sezonske razlike u tjelesnoj kondiciji, ali i na

ulogu Zenki u razvoju reproduktivnih tkiva uoci mrijesta. U drugom prikupljanju, provedenom
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u veljaci 2020., ukupna masa od 15 jedinki iznosila je 8,7 kilograma, s prosjecnom masom od
577 + 235,58 g. Ovoga puta omjer spolova bio je u korist muZzjaka (9 muzjaka i 6 zenki, slika
18.) no Zenke su ponovno bile masivnije (655 + 303,54 g) od muZjaka (525 + 178,17 g). Ovakav
obrazac, zabiljeZzen u obje godine, u skladu je s opaZanjima u prirodnim populacijama gdje
Zzenke hobotnica cesto postizu veéu tjelesnu masu, vjerojatno zbog energetskih zahtjeva
povezanih s reprodukcijom. Ovi rezultati potvrduju da je moguce ucinkovito prikupljati Zive
hobotnice u izvrsnom zdravstvenom stanju i tijekom zimskih mjeseci, kada su temperature
mora niZe i aktivnost mnogih morskih organizama smanjena. Kombinacija jednostavnog,
tradicionalnog alata i pazljivo osmisljenih postupaka transporta — ukljucujuéi smjestaj svake
jedinke u zasebnu mreznu saku i redovitu izmjenu morske vode u transportnim bazenima —
pokazala se kao vrlo ucinkovita metoda. Takav pristup osigurava ne samo visoku stopu
prezivljavanja, vec i brzu prilagodbu jedinki na uvjete zatocenistva, Sto je klju¢an preduvjet za

uspjesan daljnji uzgoj, istrazivanja i potencijalne repopulacijske programe.

m Zenke ® MuZjaci

Slika 18. Omijer spolova matica hobotnica prikupljenih u 2020. godini.
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3.2. Rast hobotnice u kontroliranim uvjetima

Pracenje rasta matic¢nih jedinki hobotnice (Octopus vulgaris) u kontroliranim uvjetima
predstavlja vazan korak u razumijevanju njihovog potencijala za uzgoj, kao i optimizaciju
metoda hranjenja u zatocenistvu. Tijekom 2020. godine provedeno je pokusno istraZivanje u
trajanju od 60 dana, od 17. oZujka do 12. svibnja, s ciljem procjene prilagodbe hobotnica na

umjetno okruzenje i njihovog odgovora na kontrolirano hranjenje.

Eksperiment je proveden u dva bazena zapremnine 12 m3. Da bi se sprijecila neZeljena
kopulacija, u jednom bazenu nalazilo se 9 muzjaka, a u drugom 6 Zenki. Svaka jedinka bila je
smjeStena u zaseban kavez, ¢ime se izbjegao kontakt i moguénost kanibalizma, poznatog
ponasanja kod hobotnica u sku¢enom prostoru. Hranjenje se provodilo svakodnevno, osim
vikendom i na dane kada se vrsilo vaganje, kako bi se osigurala kontrola unosa hrane i precizno
pracenje rasta. PoCetna masa jedinki varirala je od najmanjih 310 g do najvecih 1.230 g. Nakon
60 dana uzgoja, ukupna biomasa u oba bazena iznosila je 17,39 kg, a prosje¢na masa jedinke
porasla je na 1.159 + 303,92 g. Najmanja jedinka na kraju pokusa imala je 750 g, dok je najveca
dosegla impresivnih 1.945 g. Tijekom cijelog razdoblja nije zabiljezen mortalitet, Sto ukazuje
na izuzetno dobru prilagodbu hobotnica na uvjete zatoéenistva i na odabrani reZzim hranjenja
(slika 19). Analiza rasta pomodu standardnih zootehnickih parametara pokazala je da je
prosjecni postotni prirast mase (BWI, slika 20) iznosio 110,62 + 31,67 %, s maksimalnom
vrijednos¢u od 160,49 %, a minimalnom od 58,13 %. Drugim rije¢ima, hobotnice su u prosjeku
udvostrudile svoju pocetnu masu tijekom promatranog razdoblja. Prosjecna specifi¢na stopa
rasta (SGR) iznosila je 1,22 £ 0,25 % dnevno, Sto znaci da su hobotnice svakog dana poveéavale
svoju masu za prosjecno 1,22 %. Maksimalna zabiljeZzena vrijednost SGR-a bila je 1,59 %, a

najniza 0,76 %.

31



1600

1400

1200

1000

800

600 ‘
400

200

Masa (g)

Broj vaganja

Slika 19. Prosjecni prirast mase sa standardnom devijacijom hobotnica tijekom uzgoja od 60

dana.
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Slika 20. Postotni prosjecni prirast mase hobotnica u predmetnom pokusu po spolovima.

Kada se promatra apsolutna stopa rasta (AGR), prosjecna vrijednost iznosila je 9,70+ 1,68 g
dnevno, uz minimalnih 7,25 g i maksimalnih 11,91 g. Ovi rezultati jasno pokazuju da se, uz
adekvatne uvjete i pravilno odabranu prehranu, hobotnica moZe brzo i uinkovito razvijati u

kontroliranom uzgoju (slika 21).
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Slika 21. Apsolutna stopa rasta uzgajanih hobotnica po spolovima nakon pokusnog uzgoja.
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Odabir hrane jedan je od klju¢nih ¢imbenika u postizanju ovakvih rezultata. lako su rakovi
nutritivno vrlo bogati i ¢esto se preporucuju kao optimalna hrana za hobotnice, njihova
upotreba znacajno povedéava troskove proizvodnje. Stoga se kao odrzZiva alternativa namecu
male pelagicke ribe, Ciji nutritivni profil mozZe varirati ovisno o vrsti. Vrste poput srdele
(Sardina pilchardus) imaju vedi udio lipida, dok su vrste poput bukve (Boops boops)
siromasnije mastima. Prethodna istraZivanja pokazala su da prehrana bukvom moZe
rezultirati neSto boljim SGR-om u odnosu na srdelu, dok kombinacija vise ribljih vrsta moze
dodatno povedati rast. Rezultati (slika 22) dobiveni u ovom pokusu (SGR = 1,22 £ 0,25 %, AGR
=9,70 + 1,68 g) u skladu su s vrijednostima iz literature. Primjerice, Garcia i Valverde (2006)
naveli su SGR od 1,11 £ 0,19 % i AGR od 7,69 £ 2,38 g kod hobotnica hranjenih bukvom, dok
je Petri¢ (2013) postigao SGR 0d 0,94 + 0,19 % i AGR od 5,44 + 1,63 g pri prehrani dominantno
srdela. To potvrduje da su uvjeti i prehrana koristeni u ovom istrazivanju bili u¢inkoviti, te da

je hobotnica izuzetno prilagodljiv kandidat za akvakulturne sustave i programe repopulacije.

1.6 B Muijaci B Zenke

1 2 3 4 5 6 7 8 9
UZGAJANE JEDINKE

Slika 22. Ukupna specifi¢na stopa rasta (%) hobotnica tijekom pokusa.

Prehrana hobotnice temelji se na razlicitim skupinama plijena, medu kojima rakovi zauzimaju

vazno mjesto, ali njihova uporaba podrazumijeva visoke troSkove te posljedicno povecava
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cijenu finalnog proizvoda. Kao odrZivija alternativa sve se ¢eSée koriste male pelagicke ribe.
One se, prema biokemijskom sastavu tkiva, osobito udjelu lipida, razvrstavaju u ,plave” i
,bijele” vrste. Primjerice, srdela (Sardina pilchardus) bogatija je mastima u odnosu na bukvu
(Boops boops). Garcia i Giménez (2002) pokazali su da hobotnice hranjene bukvom postizu
visi specifi¢ni rast (SGR 0,78 £ 0,12%) nego one hranjene srdelom (SGR 0,69 + 0,08%). Jos bolji
rezultati zabiljeZeni su kada je u prehrani koristena mjesavina vrsta (S. pilchardus, B. boops i
Trachurus trachurus), s postignutim SGR-om od 1,91% (Cagnetta, 2000). U istraZivanju Garcia
i Valverde (2006), hobotnice hranjene bukvom ostvarile su SGR od 1,11 + 0,19% te apsolutnu
stopu rasta (AGR) od 7,69 + 2,38 g. Sli¢an obrazac uocen je i u predmetnom pokusu, gdje je
prosjecni SGR na kraju eksperimenta iznosio 1,22 + 0,25%, a AGR 9,70 + 1,68 g. Podudarne
rezultate donosi i Petri¢ (2013), u Cijem je istrazivanju, temeljenom ponajprije na prehrani

srdelom, zabiljeZzen SGR od 0,94 + 0,19% te AGR od 5,44 + 1,63 g.

3.3. Ishrana hobotnica u kontroliranim uvjetima

Osim stope rasta, joS jedan klju¢an pokazatelj uspjeSnog uzgoja hobotnica u zatocenistvu je
njihova ishrana — koliko hrane konzumiraju, kako tu hranu iskoriStavaju i koliko je ucinkovita
konverzija unesenih nutrijenata u tjelesnu masu. U ovom istraZzivanju detaljno su praceni
parametri hranjenja tijekom Sezdesetodnevnog uzgojnog razdoblja, a koriStene su dvije vrste
male pelagicke ribe: srdela (Sardina pilchardus) i inéun (Engraulis encrasicolus). Rezultati su
pokazali da je prosjec¢na apsolutna stopa ishrane (AFR) iznosila 20,54 + 1,61 g dnevno, uz
minimalnu vrijednost od 18,12 g i maksimalnu od 23,16 g. Drugim rije¢ima, svaka je hobotnica
prosjeno konzumirala nesto vise od 20 grama ribe dnevno, $to je u skladu s njihovim

metaboli¢kim potrebama i veli¢inom tijela u ovom stadiju uzgoja (slika 23).
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Slika 23. Prosjec¢na apsolutna stopa ishrane hobotnice tijekom pokusa.
Specificna stopa ishrane (SFR) kretala se od 1,44 % do 3,62 %, s prosjekom od 2,51 + 0,53 %,
$to znadi da su hobotnice svakodnevno unosile koli¢inu hrane koja je Cinila oko 2,5 % njihove

tjelesne mase (slika 24).
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Slika 24. Prosjecna dnevna specifi¢na stopa ishrane (SFR) hobotnica tijekom pokusa.
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Jedan od najvaznijih pokazatelja ucinkovitosti hranjenja je efikasnost hranjenja (FE), koja
opisuje koliki se udio unesene hrane pretvara u novu tjelesnu masu. Prosjecna vrijednost FE
u ovom istrazivanju bila je 38,28 + 9,34 %, s minimalnom vrijedno$¢u od 27,96 % i
maksimalnom od 63,44 %. To znaci da su hobotnice iskoriStavale u prosjeku nesto vise od
jedne trecine unesene hrane za rast, dok se ostatak troSio na osnovne metabolicke funkcije,

pokretanje i druge Zivotne procese (slika 25).
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Slika 25. Ukupna efikasnost hranjenja hobotnica tijekom pokusa.

Indeks konverzije hrane (FCR), koji predstavlja omjer izmedu koli¢ine unesene hrane i prirasta
mase, iznosio je prosjec¢no 3,70 £ 0,65, uz minimalnih 2,92 i maksimalnih 4,79. NiZe vrijednosti
FCR-a opdéenito ukazuju na vecu ucinkovitost proizvodnje (slika 26), pa se rezultati ovog
istrazivanja mogu smatrati povoljnima, osobito u usporedbi s nekim ranijim istraZivanjima u

kojima su vrijednosti FCR-a bile viSestruko vece.
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Slika 26. Prosjecni indeks konverzije hrane hobotnica tijekom pokusa.

Kada se rezultati dobiveni ovim pokusom usporede s literaturnim podacima, vidljivo je da
prehrana koriStena u ovom istrazivanju (S. pilchardus i E. encrasicolus) daje sli¢cne ili bolje
rezultate od prehrane bazirane na bukvi (Boops boops) ili drugim vrstama riba. Primjerice,
Garcia i Giménez (2002) utvrdili su da bukva potice nesto bolji specifi¢ni rast od srdele, ali su
srdele u nekim sluc¢ajevima rezultirale ve¢om specificnom stopom ishrane. Petri¢ (2013) je u
pokusu s dominantnim udjelom srdele (73 % u prehrani) zabiljezio znatno vece vrijednosti
AFR-a (62,55 g), ali i viSestruko slabiju efikasnost hranjenja (FE = 8,64 %) i ve¢i FCR (11,94), Sto
ukazuje da visoka konzumacija hrane ne mora nuzno znaciti i bolji rast. Usporedbe s radom
Garcia i Valverde (2006), u kojem je prehrana bazirana na bukvi rezultirala AFR-om od 18,88
+5,79 g, SFR-om od 2,63 + 0,40 %, FE-om od 40,76 + 2,57 % i FCR-om od 2,46 + 0,16, pokazuju
da su rezultati ovog istrazivanja vrlo sli¢ni. To sugerira da su nutritivne potrebe hobotnica u
zatocenistvu zadovoljene koristenjem male pelagicke ribe, a da izbor vrste mozZe imati utjecaj
na pojedine parametre, ali ne nuzno i na ukupni uspjeh uzgoja. Vazno je naglasiti da na
ucinkovitost hranjenja ne utjeCe samo vrsta plijena, veé i brojni drugi ¢imbenici poput
temperature mora, ucestalosti hranjenja, individualne kondicije i sposobnosti prilagodbe
hobotnica na Zivot u zatoceniStvu. U ovom istrazivanju kombinacija optimalne prehrane,
stabilnih okolisnih uvjeta i minimalnog stresa omogudila je postizanje solidne ravnoteze
izmedu rasta i u€inkovitosti konverzije hrane, ¢ime je potvrden potencijal O. vulgaris kao vrste

prikladne za akvakulturu i repopulacijske programe.
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3.4. Plodnost

Reproduktivna sposobnost mati¢nog jata klju¢an je element pri procjeni potencijala
hobotnica za komercijalni uzgoj i programe repopulacije. Fekunditet, odnosno broj jaja koje
Zenka moze proizvesti, izravno utje¢e na moguénost proizvodnje velikog broja mladi, a time i
na dugoroc¢nu odrzivost populacije u kontroliranim uvjetima. Tijekom istrazivanja provedenog
2019. godine, od ukupno 10 Zenki u mati¢nom jatu, tri su imale uspjeSnu oplodnju. Svaka
Zzenka bila je smjeStena u zaseban bazen, ¢ime se osigurala individualna kontrola uvjeta,
minimizirao stres te sprijecila moguc¢nost medusobne agresije ili kanibalizma. Prosje¢na masa
Zenki u trenutku oplodnje iznosila je 981,67 + 84,61 g, dok je prosjeéna masa mokrih jaja bila
379,67 £ 27,54 g. Raspon ukupnog broja jaja po Zenkama kretao se od 290.000 do 320.000,
S$to je iznimno visok reproduktivni kapacitet i u skladu s poznatim bioloSkim karakteristikama

ove vrste.

Morfoloska analiza jaja pokazala je prosje¢nu duljinu od 3,29 + 0,04 mm, dok su
parali¢inke 10 dana nakon izvaljivanja imale prosjec¢nu duljinu plasta od 2,48 + 0,13 mm
(tablica 3). Ovi podaci vazni su jer duljina jaja i novoisvaljenih parali¢inki moZe biti indikator

kvalitete potomstva i razvoja embrija.

Tablica 3. Plodnos, broj izlegnutih jaja i mofometrija parali¢inki uzgajanih hobotnica.

Muzjak Zenka Masa Zenke (g) Masa mokrih Ukupni broj Duljina jaja | Masa Duljina plasta
jaja (g) izlegnutih jaja (mm) pojedinacnog parali¢inki
jaja (2) (mm)
19M07 19F03 910 353 290 868 3,24+ 0,25 1,21+ 0,06 2,51+0,13
19M11 19F01 960 378 296 327 3,26+ 0,24 1,26+ 0,09 2,43+0,15
19M10 19F06 1075 408 320571 3,27+0,21 1,27+ 0,18 2,51 +0,11
Prosjek 981,67+ 84,60 379,67+ 27,54 302 612+ 15,80 3,29+ 0,04 1,25+ 0,03 2,48 +£0,13

Na primjer, veca jaja €esto ukazuju na bolju energetsku zalihu, $to mozZe povedati
Sanse za preZivljavanje u ranim stadijima Zivota. Dobiveni rezultati usporedeni su s
prethodnim istrazivanjima. Iglesias i sur. (2000) naveli su prosjec¢an broj od 328.500 + 214.228
jaja po zenki, s duljinom jaja od 2,51 + 0,05 mm na pocetku embrionalnog razvoja i duljinom

plasta parali¢inki od 2,95 + 0,19 mm. Kivengea i sur. (2014) zabiljeZili su nesto niZe prosjecne
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vrijednosti fekunditeta (154.057 = 29.131 jaja) i duljine jaja (2,8 + 0,4 mm). Usporedba
pokazuje da su rezultati ovog istrazivanja unutar ocekivanih granica, a duljina jaja ¢ak nesto visa
od nekih ranije zabiljeZzenih vrijednosti, Sto mozZe upucivati na povoljne uvjete drZzanja i hranjenja
mati¢nog jata. Osim samih brojcanih podataka, bitno je istaknuti i kvalitativni aspekt reprodukcije u
zatoCeniStvu. Kod mnogih morskih organizama, ukljuéujuci glavonosce, proces mrijesta moze biti
osjetljiv na promjene okolisnih uvjeta, poput temperature, svjetlosnog rezima i dostupnosti kvalitetne
hrane. U ovom istrazivanju, iako je udio Zenki s uspjeSnom reprodukcijom iznosio samo 30 %, Sto je
manje od stopa reproduktivnog uspjeha >90 % zabiljezenih u nekim drugim radovima, broj i veli¢ina
proizvedenih jaja pokazuju da je hobotnica sposobna ostvariti visoku reproduktivnu produktivnost i u
kontroliranim uvjetima, kada su osnovni okolisni i prehrambeni uvjeti optimalni. Ovi rezultati
naglasavaju da je, uz tehnic¢ko savladavanje uzgoja, potrebno dodatno istraziti cimbenike koji poticu ili
ogranicavaju mrijest u zatocenistvu — ukljucujudi socijalne interakcije, dinamiku spolnog sazrijevanja
i precizno prilagodene okolisne uvjete. Bolje razumijevanje ovih parametara moglo bi u buduénosti
znacajno povecati uspjesnost reprodukcije i time dodatno ojacati potencijal hobotnice kao vrste
pogodnog kandidata za komercijalni uzgoj i repopulacijske programe. Slika 27. ilustrira oplodena jaja

hobotnice u ranoj razvojnoj fazi i na pocetku embriogeneze.

Slika 27. Oplodena jaja hobotnice u ranoj razvojnoj fazi i u ranoj embriogenezi (izvor: Pero

Ugarkovic).
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3.5. Genetska raznolikost hobotnice i analiza srodnosti

Ocuvanje genetske raznolikosti temeljni je preduvjet za dugoro¢nu odrzivost svake
vrste, bilo u prirodnim populacijama ili u populacijama uzgojenim u zatocenistvu. Kod vrsta
koje se planira uzgajati i potencijalno repopulirati, poput hobotnica, praéenje genetske
strukture maticnog jata klju¢no je kako bi se sprijecila genetska erozija, smanjila inbreeding
depresija i odrzala visoka reproduktivna sposobnost. U ovom istraZivanju provedena je
viselokusna genotipizacija svih prikupljenih jedinki iz mati¢nih jata 2019. (19F0_M, 19F0_2Z) i
2020. godine (20F0_M, 20F0_Z), potomaka iz jata 2019. (parali¢inki 19F1_P) te potencijalnih
potomaka istog jata ponovno ulovljenih u moru (19F1_0). Analiza je provedena koristenjem
Sest mikrosatelitnih lokusa specificnih za ovu vrstu, $to je omogudilo visoku rezoluciju u
detekciji genetskih razlika i srodnic¢kih veza. Rezultati pokazuju da je srednja ocekivana
heterozigotnost (He) bila relativno visoka za sve populacije, iznad 0,66, $to ukazuje na dobru
razinu genetske raznolikosti. Najvisa vrijednost He zabiljezena je kod muzjaka iz mati¢nog jata
2019. (0,83), dok je najniza bila kod parali¢inki iz istog jata (0,66). Srednja uocena
heterozigotnost (Ho) kretala se od 0,53 do 0,82 (tablica 4), pri ¢emu je najniza vrijednost
takoder zabiljeZzena kod muzZjaka iz 2019., a najvise kod muzZjaka iz 2020. i ulovljenih potomaka

(19F1_O).

Tablica 8. Genetska raznolikosti vrste Octopus vulgaris koja uklju€uje broj uzoraka (N), srednji
broj alela (A), efektivni broj alela (Ae), bogatstvo alela (Ar), privatne alele (Apr), ocekivanu

(He) i uoc¢enu (Ho) heterozigotnost, fiksacijski indeks (FIS) za 6 mikrosatelitnih lokusa.

Populacije N Alelna raznolikost Heterozigotnost Fis Ne

A Ae Ar Apr Ho He
19F0_M 10 9,5+4,9 7,33,7 6,2+2,5 3 0,8310,3 0,5310,2 0,011 oo (104, o)
19F0_2Z 10 8,8+4,2 6,543,5 6,0£2,3 3 0,69+0,21 0,81+0,2 0,143 00 (21, =)
20F0_M 14 9,544,5 6,543,0 5,742,0 7 0,74+0,3 0,82+0,1 0,105 oo (40, o)
20F0_Z 6 6,243,1 5,2+2,7 5,7+2,5 3 0,7410,3 0,8210,2 0,110 o0 (8, o0)
19F1_P 30 8,5%3,5 4,6+2,3 4,6+2,5 5 0,6610,3 0,6910,3 0,042 14 (10, 21)
19F1_0 23 13,246,5 8,945,1 6,242,2 13 0,76%0,2 0,82+0,2 0,075 205 (65, =)
Ukupno 9,3+1,2 6,5+3,4 5,9+2.2 0,76+0,2 0,79+0,2 0,081
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Cjeloviti prikaz FST vrijednosti izmedu parova populacija hobotica iz seta podataka

prikazan je u Tablici 9.

Tablica 9. FST vrijednosti izmedu parova populacija hobotnice. Znacajne FST vrijednosti su

podcrtane.

19F0O_M | 19FO_Z | 20FO_M | 20F0_Z | 19F1_P
19F0_Z | 0,00386

20F0O_M | 0,01119 @ 0,01057

20F0_Z | 0,00977 | 0,00722 @ 0,00236

19F1_P | 0,06006 0,03596 @ 0,10244 0,08652

19F1_O | 0,01347 K 0,00473 | 0,02232 | 0,01033 | 0,05076

Alelno bogatstvo (Ar), koje predstavlja broj alela korigiran na veli¢inu uzorka, variralo
je izmedu 4,6 (parali¢inke 19F1_P) i 6,2 (muZjaci iz 2019. i potomci 19F1_O). Broj privatnih
alela (Apr), odnosno alela prisutnih isklju¢ivo u jednoj populaciji, kretao se od minimalna 3 do
maksimalnih 13, $to upucuje na to da odredene grupe jo$ uvijek nose jedinstvene genetske

informacije koje bi trebalo oc¢uvati u buduéem uzgoju.

Fiksacijski indeks (FIS), pokazatelj stupnja krizanja u bliskom srodstvu, bio je nizak do
umjeren (0,01-0,110), Sto sugerira da do sada nije doslo do znacajne genetske degradacije
zbog parenja bliskih srodnika. Posebno vrijedi istaknuti da je efektivna veli¢ina populacije (NE)
bila najveca za potomke 19F1_0O (205), $to ukazuje na potencijalno dobru reproduktivnu bazu
unatoc relativno malom uzorku jedinki. Analiza genetske diferencijacije izmedu populacija
provedena je pomocu FST vrijednosti. Statisticki znacajne razlike uocene su u 5 od 15
usporedbi, Sto potvrduje da medu skupinama postoji odredena genetska struktura. Ova
diferencijacija moZe biti posljedica razli¢itog podrijetla jedinki, prirodne populacijske
dinamike ili ograni¢enog mijesanja izmedu skupina. Simulacijom analize srodnosti u programu
CERVUS dobivene su vrijednost LOD za set podataka. U Tablici 10. navedene su grani¢ne

vrijednosti za potencijalne majke, oCeve i par roditelja s postotkom pouzdanosti 80 i 95 %.
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Tablica 10. Granic¢ne vrijednosti LOD.

LOD 95% LOD 80%
Samo majka -9,00 -999,0
Samo otac -5.00 -999,00
Par roditelja -1,44 -999,00

Dodatno, simulacijom analize srodnosti u programu CERVUS provedena je
identifikacija roditeljskih parova. Kod 30 analiziranih parali¢inki (19F1_P) identificirano je
devet jedinki s jasno definiranim roditeljskim parom (Zenka 19F06 i muzjak 19M10) uz visoku
razinu pouzdanosti. Kod ulovljenih potomaka (19F1_0O) prepoznata su dva para roditelja, sto
potvrduje moguénost povezivanja divljih ulova s uzgojenim mati¢nim jedinkama. Ovi rezultati
imaju vaznu prakti¢nu implikaciju: pokazuju da, iako je broj uzgojenih jedinki relativno mali,
genetska raznolikost je jo$ uvijek na zadovoljavajuéoj razini, a identifikacija roditeljskih veza
otvara moguénost preciznog pracenja i dokumentiranja doprinosa pojedinih jedinki
repopulacijskim naporima. Za bududi rad, preporucuje se odrzavanje visokog broja jedinki u
maticnom jatu, rotacija reproduktivnih parova i povremeno ukljucivanje novih jedinki iz

prirode kako bi se oc¢uvala Siroka genetska baza.
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4.zZAKLIUCCI

Na temelju zootehnickih parametra i koriStenja mikrosatelitnih biljega u istraZivanju

provedenom 2019. godine i 2020. godine doneseni su sljedeéi zakljucci.

1. Prikupljanje zivih hobotnica, mati¢nih jedinki pokazao se kao najmanji problem u
istrazivanju. Tradicionalni alat panula jednostavne konstrukcije koji se sastojao od motovila
na kojem se nalazila monofilamentna struna, polucio je odli¢nim rezultatima u ulovima Zivih
jedinki namijenjenim daljnjem uzgoju. Imobiliziranje za vrijeme transporta u zasebnim
mreZnim sakama i redovita izmjena mora u transportnom bazenu, pokazali su se kao odli¢na
metoda za transport Zivih jedinki.

2. Pod uvjetom da se ulov i transport obave uz minimalni stres, daljnje preZivljavanje
hobotnica je na visokoj razini. Mortalitet za vrijeme ulova i transporta nije zabiljezen, dok je
period prilagodbe na uvjete zatocenisStva jako kratak, svega nekoliko sati. Medutim jedinke
moraju biti fizicki odvojene Sto predstavlja zootehnicki izazov.

3. Rezultati Sezdesetodnevnog uzgojnog pokusa predstavljaju hobotnicu kao pogodnog
kandidata za uzgoj ili za potrebe repopulacije. Odrzavanje mati¢nog jata se provelo u
zatvorenom tipu bazena koji je sprijeCio gubitke zbog kanibalizma. Prehrana se bazirala
isklju¢ivo na sitnoj pelagickoj ribi, a rezultati su opisani uzgojnim parametrima. Prirast mase
(BWI) 110,62 + 31,67%, specificna stopa rasta (SGR) 1,22 + 0,25% i apsolutna stopa rasta (AGR)
9,70 + 1,68 grama.

4. Uz parametre rasta hobotnice, u svrhu procijene utjecaja hranjenja, odabrani su razliciti
parametri iskoristivosti hrane: Apsolutna stopa hranjenja (AFR) 20,54 + 1,61 grama, specificna
stopa ishrane (SFR) 2,51 + 0,53%, efikasnost hranjenja (FE) 38,28 + 9,34% i indeks konverzije
hrane (FCR) 3,70 + 0,65%. Pokusom dobivene vrijednosti potvrduju da je moguéa uspostava
maticnih jedinki u uvjetima zatocenistva i njihovo kondicioniranje prije reprodukcije.

5. Jedna od najvaznijih pozeljnih karakteristika hobotnica u zatocenistvu je reprodukcija. U
brojnim istrazivanjima potvrdeno je da hobotnice u zatocenistvu mogu imati uspjeSnost
repordukcije veéu od 90%. Medutim, u istrazivanju 2019. godine tek su 3 Zenke imale
uspjesnu reprodukciju, $to nam donosi 30% uspjestnosti.

6. U predmetnom istrazivanju raspon ukupnog broja dobivenih jaja kretao se od 290 000 do

320 000 po Zenki. Prosjecna duljina jaja iznosila je 3,29 £ 0,04 mm , a prosje¢na masa jaja 1,24
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+ 0,03 grama. Prvih 30 dana, parali¢éinke su hranjene ranim razvojnim stadijima (zoa) raka
Zbirca E.verrucosa. Kanibalizam nije zabiljezen sve dok nije zabiljezena znacajna pokretljivost
paralic¢inki.

7. Analiza genetske raznolikosti kod 30 paralicinki (populacija 19F1_P) rezultirala je sa 9
prepoznatih parali¢inki za roditeljski par (19F06 i 19M10) sa visokom razinom pouzdanosti, a
primjena 6 neutralnih mikrosatelitnih biljega omogucila je identifikaciju dva sigurna potomka
mati¢nog jata hobotnice 19F1_O 09 19F1 0 _12. Stoga, ovi rezultati upuéuju na mogucnost
repopulacije hobotnicama dobivenih iz kontroliranih uvjeta, ako uzmemo u obzir da su samo
23 jedinke obuhvacale jato uzorkovanih jedinki na kojima je odradena analiza srodnosti.

8. Detaljna istrazZivanja zivotnog ciklusa i ekologije vrste, podrucja mrijesta i rasta hobotnica i
genetske raznolikosti populacija pruzaju dodatne informacije nuzne za odvijanje procesa
upravljanja resursima, moguénosti uspjesne repopulacije kao i povecanja reproduktivne
uspjesnosti. Problemima kao Sto su socijalna, ekonomska i bioloSka raznolikost, takoder je
potrebno dati jednaku vaZznost u procjeni potencijalne uloge obnavljanja ili poveéavanje

mati¢nog jata programima u prirodnoj sredini.
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6.PRILOZI

Slika 1. Anestezranje hobotnice u hladnoj kupki, prije uzorkovanja tkiva, mjerenja mase i
odredivanja spola.

~ e

Splika 2. Odredivanje spola pregledom treéeg desnog kraka,\'kod muzZjaka hektokotilnog kraka.
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Slika 3. Prijanjalke muZjaka hobotnice, u crvenom kvadratu se nalazi veéa prianjalka u odnosu na
susjednu prianjalku, u bijelom kvadratu se nalazi hektokotilni krak (lzvor: D. Vrdoljak)

Slika 4. Zenka (veca) i muZjak (manja jedinka) tijekom kopulacije
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Slika 6. Jaja hobotnice s vidljivim embrijima, pigmentirane tocke su o¢i hobotnica.
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Slika 7. Netom izvaljena hobotnica, duljina parali¢inke cca 3 mm

Slika 8. Zenka Zbirca s jajima netom prije izvaljenja zooa.
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Slika 9. Zooa raka zbirca.

Slika 10. Parali¢inka hobotnice se hrani licinkom raka Zbirca.
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Splika 11. Paralic¢inke hobotnice u uzgojnom bazenu.

Slika 12. Bogato pigmentirana parali¢inka hobotnice i Zivi plijen.
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Slika 13. Ispustanje trodnevnih parali¢inki hobotnica u more.

Slika 14. Kokoni s jajima hobotnice nakon Sto se izvali vecina paralicinki.
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