UNIVERZITET U NISU
PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET
DEPARTMAN ZA BIOLOGUU | EKOLOGUU

Marko Jankovic

Optimizacija uzgoja hironomida (Chironomidae, Diptera)
za potrebe akvakulture: uticaj kvaliteta hrane na porast
biomase larvi

MASTER RAD

Nis, 2019



UNIVERZITET U NISU
PRIRODNO-MATEMATICKI FAKULTET
DEPARTMAN ZA BIOLOGUU | EKOLOGUU

Marko Jankovi¢
Optimizacija uzgoja hironomida (Chironomidae, Diptera)

za potrebe akvakulture: uticaj kvaliteta hrane na porast
biomase larvi

MASTER RAD

Kandidat: Marko Jankovic Mentor:
Broj indeksa: 285 Dr Burad MiloSevic

Nis, 2019



UNIVERSITY OF NIS
FACULTY OF SCIENCE AND MATHEMATICS
DEPARTMENT OF BIOLOGY AND ECOLOGY

Marko Jankovic

Optimization of chironomid (Chironomidae, Diptera)
cultivatiton for aquaculture purposes: influence of food
quality on larval biomass growth

MASTER THESIS
Candidate: Marko Jankovic Mentor:
Students Reg. No. 285 PhD Durad Milosevic

Nis, 2019



BIOGRAFIJA KANDIDATA

Marko Jankovic¢ je roden 29. novembra 1994. godine. Nakon zavrSene osnovne $kole,
upisuje gimnaziju u Aleksincu, smer prirodno-matematicki. Osnovne akademske studije upisuje
2013. godine na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-matematickog fakulteta u Nisu.
Nakon zavr$enih osnovnih akademskih studija 2017. godine, upisuje master akademske studije,

smer Ekologija i zastita prirode.



ZAHVALNICA

Srdaéno zahvaljujem svom mentoru prof. dr Buradu MiloSeviéu na ukazanom

poverenju, savetima i pomodi pruzenoj tokom izrade i pisanja master rada.

Zahvalan sam doktorandima Dimitriji Savi¢-Zdravkovi¢ i Nikoli Stankovi¢u na pomoci

tokom eksperimentalne faze istraZzivanja i pri kasnijem pisanju rada.

Najvecéu zahvalnost iskazujem svojoj porodici na bezgrani¢noj podrsci.



SAZETAK

Produkcija velike koli¢ine biomase i na taj nacin obezbedivanje dovoljne hrane u vidu
Zivih organizama, jedan je od vodecih segmenata naucnih istrazivanja u oblasti akvakulture. Ovo
istrazivanje je sprovedeno da bi se odredili uticaji razliCitih tipova hrane na morfoloske i masene
karakteristike larvi vrste Chironomus riparius: duZinu tela, duZinu i Sirinu glavene kapsule i
mokru masu. Time se Zeli utvrditi da li neka od testiranih, lako dostupnih supstanci, moze
posluziti kao efikasna hrana za larve hironomida i time potencijalno omoguditi ekonomicniji
uzgoj ovih organizama, kao hrane, za potrebe akvakulture. Koris¢eno je pet razliCitih vrsta
hrane: TetraMin®, suva materija algi (Chlorella sp), rastvor zivih ¢elija algi (Chlorella sp), suvi
pekarski kvasac (Saccharomyces cerevisiae) i sadrzaj biofiltera. Eksperimenti su postavljeni
prema OECD protokolima, konkretno testu 218, osmisljenom da proceni efekte dugorocne
eksponiranosti larvi supstancama u sedimentu. Rezultati jednofaktorske analize varijansi
(ANOVA) su pokazali da nema znacajne razlike u mortalitetu izmedu kontrole i ostalih tretmana
(p>0.05). S druge strane mokra masa jedinki znacajno je varirala u uzorku, (ANOVA; p<0.01) pri
¢emu je najveca masa izmerena u tretmanima sa TetraMin®, suvom materijom algi i pekarskim
kvascem; slicno ovome morfometrijski parametri su znacajno varirali medju tretmanima (Mann-
Whitney test; p<0.01), pri ¢emu su najvece vrednosti parametara zabelezene kod istih
tretmana. Rezultati ukazuju na pogodnost koriséenja suvih tipova hrane (TetraMin®, suva

materija algi i pekarski kvasac) za postizanja povecane biomase larvi vrste C. Riparius.

Kljuéne reci: bioindikator, ekotoksikoloski testovi, morfometrija, Chironomus riparius,

ishrana larvi



ABSTRACT

Large biomass production and provision of enough ammount of food in the form of live
organisms is one of the main aspects of research in the field of aquaculture. The present
research was conducted in order to determine the influence of different food types on
morphological and mass characteristics of Chironomus riparius larvae: body length, head
capsule length and width and wet mass. This research seeks to determine whether any of the
tested, readily available substances can serve as an effective feed for chironomid larvae and
thus potentially provide more economical breeding of these organisms, as food, for aquaculture
purposes. Five different types of food were used: TetraMin®, dry algae (Chlorella sp), live algal
cell solution (Chlorella sp), dry baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) and biofilter content.
The experiments were set up according to OECD protocols, specifically test 218, designed to
evaluate the effects of long-term exposure of larvae to substances in sediment. The results of
one-way analysis of variance (ANOVA) showed that there was no significant difference in
mortality between control and other treatments (p> 0.05). On the other hand, the wet mass of
the individuals varied significantly (ANOVA; p <0.01) with the highest mass measured in
treatments with TetraMin®, dry algae and baker's yeast; similarly, the morphometric
parameters varied significantly between treatments (Mann-Whitney test; p <0.01), with the
highest parameter values observed in the same treatments. The results indicate the suitability
of using dry food types (TetraMin®, algae dry matter and baker's yeast) to achieve increased

biomass of the C. Riparius larvae.

Keywords: bioindicator, ecotoxicological tests, morphometry, Chironomus riparius,

larval diet



Sadrzaj

LU 1Y/ 0] TSSO OO U T 1
1.1. CHIRONOMIDAE KAO HRANA .......oourveeriaeieetestesestese s sesessesae s sassssesassesse s sesassessssassessssassessesananes 2
1.2. ISHRANA HIRONOMIDA .......oovuviereceeeeesesaeeetesee s sssae st sessesesssssssssesas s sse s sessssessssassansssassessesananns 3

2. CILIISTRAZIVANIA ....ocvveeeeeeeeeeeteeeesesesas s e s sesasasses s e s s sssssesassasassssssasssssssesesssasssaessssssssenassesssnsessssneas 4

3. MATERUALI T IMIETODE .....ooevoveceee et eeae ettt s s s sessstessassssssassassnsssssssssasssssnasssssansssans 5
3.1 TEST ORGANIZAM ...ttt a et a st s st s s e s enae s senassraesessanen 5
3.2. TESTIRANE VRSTE HRANE .....ouovuiuieciieeiectesee e sesseseesesae s sesse s sesse st sae s sssessessesssssaesassesassasssssnsanes 6

3.2.1. METODA KULTIVACHE ALGI (CRIOFEIIQ SP) w.evvvevererreeeerereeeerereessessesesesaesesessesesssssssssssesassesessssssanes 9

3.3. POSTAVKA EKSPERIMENTA .......ouivveecrereeessseceeseseetsssassessssssesaessssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssassssans 9
3.4. MERENJE DIMENZIJA MORFOLOSKIH KARAKTERISTIKA ....covveceeveeceeseeeeeeeeesesssesesesesesessessessnees 11
3.5. STATISTICKE METODE .....ouiuiuiteieiieeeectete ettt sttt bbb a bt s s ss s bbb s s asaesns 12
B REZULTAT oot tste ettt s et as s s s et esss s e s e s s e sassesassassss st s s es s s s aesasansassnsenensanes 13
5. DISKUSHA ..ottt se s es et as st setssassssesssesssssesesssas s sasssssassessssesessssesansesassnsssasansesnanensans 17

B. ZAKLIUCAK ..ot ee e et et et e e e e e e ee e e e et et e e eeeeaeeseesesseeseneenseneeeeeseeseaseasenseneansenseseesessensensenseneensensennanes 19



1. UVOD

Zajednica makrobeski¢menjaka igra veoma vaznu ulogu u akvati¢nim ekosistemima.
Medu njima, larve familije Chironomidae (Diptera) predstavljaju jednu od najdiverzitetnijih i
ekoloski najvaznijih grupa organizama. Ovi organizmi, tacnije njihove larve su od strane brojnih
naucnika prepoznate kao veoma efikasna hrana u industrijskoj akvakulturi, pre svega kao hrana
za ribe (viSe o tome u odeljku 1.1). Industrijska hrana za ribe se ne podudara sa hranom u vidu
Zivih organizama po pitanju prihvatanja (atraktivnosti) i hranljivosti (Das i sar., 2012), a sve ribe
zahtevaju proteinom bogate vrste plena radi boljeg rasta, uspesnijeg razmnoZavanja i

prezivljavanja (Mandal i sar., 2009).

Chironomide je familija dvokrilnih insekata s potpunim, tj. holometabolnim razvicem
u okviru koje je opisano viSe vise od 10. 000 vrsta. Ovi dvokrilci igraju veoma vaznu ulogu u
trofickoj mreZzi akvati¢nih ekosistema, predstavljajuéi glavnu vezu izmedu primarnih
producenata (fitoplanktona i bentosnih algi) i sekundarnih konzumenata (Tokeshi, 1995). U
mnogim slatkovodnim ekosistemima, broj prisutnih vrsta hironomida predstavlja viSe od 50%

specijskog bogatstva svih makrobeski¢menjaka (Armitage i sar., 1995).

Familija Chironomidae se karakteriSe kosmopolitskim rasprostranjenjem, s
predstavnicima koji se mogu naci od Antarktika na 68° JGS (Belgica antarctica Jacobs) do jezera
Hazen — 81° SGS (Sugg i sar., 1983). Takode, populacije hironomida pokrivaju $irok gradijent
nadmorske visine gde egzistiraju na 5.600 mnv. u tokovima koji se odrZavaju topljenjem snega
na Himalajima (Kohshima, 1984), pa do vise od 1000 m dubine u Bajkalskom jezeru (Linevich,

1971).

Larve potfamilije Chironomini su zbog prisustva respratornog pigmenta hemoglobina
izrazito crvene boje i poznate su pod nazivom ,krvavi crvi“ (eng. blood worms). Populacije vrsta
ove potfamilije mogu biti veoma brojne u zagadenim ekosistemima i znacajne su kao

bioindikatori, test organizmi za brojna laboratorijska istraZivanja i kao hrana u akvakulturi.

Vrsta Chironomus riparius je Siroko rasprostranjena u lotickim i lentickim

ekosistemima severne Zemljine hemisfere (Péry i sar., 2002). Hrani se detritusom deponovanim



u sedimentu (Rasmussen, 1984) i igra klju¢nu ulogu u kruZenju organske materije u akvati¢nim
ekosistemima. Zivotni ciklus traje od tri do ¢etiri nedelje (Mackey, 1977). Larve nakon izleganja
iz paketa jaja prolaze kroz Cetiri stupnja razviéa. Zatim, sledi stadijum pupe koji odlazi do

povrsine vode i metamorfozira u adultnu jedinku.

1.1. CHIRONOMIDAE KAO HRANA

Produkcija velike koli¢ine biomase i na taj nacin obezbedivanje dovoljne hrane u vidu
Zivih organizama, jedan je od vodecih segmenata naucnih istrazivanja u oblasti akvakulture.
Danas se u drZzavama jugoistoCne Azije, posebno u Kini, obavlja najveca produkcija biomase
hironomida (Sahandi, 2011). Larve hironomida su dobar izvor nutrijenata, vitamina i gvozda
(Mclarney i sar., 1974). Hranljiva vrednost larvi hironomida je veoma visoka i biohemijske

analize pokazuju da 56% suve mase njihovih tela Cine proteini (De La Noue i sar., 1985).

Hironomide predstavljaju vainu komponentu ishrane mnogih beski¢menjaka i
kicmenjaka. Kada se koriste u smrznutom obliku, kao hrana u uzgoju slatkovodnog racica
Macrobrachium rosenbergii, larve hironomida povecavaju stopu rasta i preZivljavanja pod
laboratorijskim uslovima (Abdel-Razek i sar., 1998). Sharifian Fard i sar. (2014) larve hironomida
smatraju visoko rangiranom hranom za vodozemce zbog visokog sadrzaja proteina i malog rizika
od prenosa infektivnih organizama, ali istiCu da bi prehrana vodozemaca iskljucivo
hironomidama, zbog relativno visokog sadrZaja olova (Pb) i niskog sadrzaja cinka (Zn), bila
neprikladna. Uticaj ptica na populaciju hironomida je verovatno veoma mali, ali dostupnost larvi
kao hrane u odredenom periodu godine moze imati vidljiv efekat na distribuciju i veli¢inu
populacije nekih vrsta ptica (Pinder, 1986). Chironomidae su vazna komponenta ishrane mnogih

ptica iz familije Anatidae (Danell, 1977).

Verovatno je najveéi komercijalni znacaj hironomida taj Sto njihove larve
predstavljaju atraktivnu i veoma efikasnu hranu za ribe. Konzumiranje hironomida dovodi do
stimulisanja rasta kod riba i rakova (Tidwel i sar., 1997). Siroko su kori$éene kao izvor hranljivih
materija za juvenilne stadijume riba, posebno za kecige (Sahandi, 2011). Kori$¢enje hironomida
kao hrane prilikom gajenja Sarana, skra¢uje neophodno vreme uzgoja i pratece troskove (James

i sar., 1993). Bodis i sar. (2007) su pratili razviée grgeca (Percidae) pod Cetiri razlicita rezima



ishrane. Njihovi rezultati pokazuju da hranjenje hironomidama rezultuje maksimalnim stopama

rasta i preZivljavanja.

1.2. ISHRANA HIRONOMIDA

Nacini ishrane vise hiljada vrsta iz diverzitetne familije Chironomide se razlikuju medu
sobom. Monakov (1972) je na osnovu hranidbenih strategija, hironomide podelio u Cetiri grupe:
grebace, predatore, vrste s filtriraju¢om i vrste s meSovitom ishranom. Mali broj vrsta je
specijalizovan na jedan tip ishrane jer dostupnost materija u konkretnim ekosistemima svakako
modifikuje sastav crevnog sadriaja jedinki. Na primer, larve potfamilije Tanypodinae se
uobicajeno smatraju predatorima, ali samo mali broj njih jesu obligatni karnivori (Oliver, 1971).
U crevnom sadrZaju triju vrsta ove potfamilije, iz raznih stanista na severu Engleske i Skotske,
bile su dominantne sitne Cestice detritusa, s prisustvom dijatomeja i krupnijih Cestica detritusa
(Baker i sar., 1979). S druge strane, neke vrste koje se uobicajeno smatraju detritivorima su
ponekad fakultativni predatori, poput vrste Chironomus attenuatus. |z rezultata brojnih studija,
zakljucuje se da su Cestice detritusa, osim za mali broj predstavnika familije, naj¢es¢e nalazena
materija u crevnom traktu. Nije neuobicajeno da detritus broji od 50% do 70% svih materija
konzumiranih od strane larvi hironomida (Armitage, 1968). Pored hrane dostupne u okruzenju u
vidu suspendovanih algi i detritusa, larve prvog stupnja razviéa odredenu koli¢inu nutrijenata
mogu iskoristiti iz preostalih fragmenata Zumancane kesice (vrecaste strukture putem koje

hranljive materije iz Zumanjaka, cirkulacijom stizu do embriona) (Oliver, 1971).

Larve nekih vrsta hironomida, sposobne su da kompletiraju svoj Zivotni ciklus, hraneci
se iskljucivo bakterijama (Kugler, 1968). Larve vrste Chironomus riparius, za razliku od njih, ¢ak i
kada obitavaju u okruZzenju u kojem je brojnost bakterija dovoljna da ispuni njihove teoretske
energetske potrebe, zavise od ostalih komponenti detritusa i vare samo oko 50% ingestiranih
bakterija (Baker, 1976). Medutim, i u ovom slucaju, kada mikroorganizmi nisu jedini izvor azota i
ugljenika za larve, oni imaju fundamentalnu vaznost u hemijskom modifikovanju detritusa,

¢inedi ga upotrebljivim za hironomide i ostale insekte (Anderson & Cummins, 1979).



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istraZzivanja je odredivanje uticaja razli¢itih tipova hrane na morfoloske i
masene karakteristike larvi vrste Chironomus riparius. Time se Zeli utvrditi da li neka od
testiranih, lako dostupnih supstanci, moze posluziti kao efikasna hrana za larve hironomida i
time potencijalno omoguciti ekonomiéniju proizvodnju odgovarajuc¢ih koli¢ina biomase ovih

organizama, kao prirodne hrane, za potrebe akvakulture.

Testirano je 5 vrsta hrane:
1) (H1) TetraMin® (koriséen u kontrolnoj grupi);
2) (H2) rastvor zivih ¢éelija algi (Chlorella sp);
3) (H3) suva masa algi (Chlorella sp);
4) (H4) pekarski kvasac (Saccharomyces cerevisiae);

5) (H5) sadrzaj biofiltera.

Analizirani su sledeci parametri:
e Stopa prezivljavanja (P);
e DuzZina tela;
e Duzina glave;
e Sirina glave;
e Mokra masa jedinki.
Eksperiment je postavljen na osnovu testa broj 218, OECD (eng. Organisation for

Economic Co-operation and Development) protokola.



3. MATERUALI I METODE
3.1. TEST ORGANIZAM

Larve hironomida su nakon uzorkovanja na terenu (Slika 1), donesene u laboratoriju
Prirodno-matematic¢kog fakulteta u NiSu i podvrgnute identifikaciji. Nakon utvrdivanja prisustva
vrste Chironomus riparius, pokrenut je proces njihovog kultivisanja u hidrobioloskoj laboratoriji
Prirodno-matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u NiSu. Larve su gajene u akvarijumima s
regulisanom temperaturom, svetlosnim reZimom i aeracijom, a nakon $to su jedinke dostigle
adultni stupanj, prebacene su u akvarijum za parenje (rojilicu) sa takode regulisanim prethodno
pomenutim parametrima. Nakon polaganja, paketi jaja su izolovani iz rojilice, premesteni u
akvarijume za uzgoj larvi i ovakav ciklus je nastavljen, kako bi se formirala stabilna populacija C.

riparius i time obezbedila dovoljna koli¢ina larvi, izmedu ostalog i za ovaj eksperiment.

Slika 1. Uzorkovanje larvi vrste C. riparius na terenu
Autor slike: Dimitrija Savié-Zdravkovic

Svi pomenuti akvarijumi su napravljeni od stakla i pokriveni su poklopcem od drvenog
rama i mrezice kako bi se sprecila nezeljena disperzija adultnih jedinki. Larve su uzgajane u
akvarijumima zapremine 4 litra, dok je zapremina rojilice 80 litara. Takode, u akvarijumima za

uzgoj larvi za razliku od rojilice, pored vodenog stuba, prisutan je i sediment u vidu celuloznog



papira ili kvarcnog peska. Metoda pripreme ove podloge se sastoji od navlazivanja celuloznog
papira acetonom (radi uklanjanja necistoc¢a), a potom njegovog ispiranja destilovanom vodom
(kako bi se uklonio miris acetona). Nakon toga se papir kuva (1 sat na 100 °C) u destilovanoj

vodi i nakon odstranjivanja viska vode, dobija se gotov supstrat.

Visina vodenog stuba u svim akvarijumima je iznosila oko 15 cm, s temperaturom od
21+1 °C. Koriséena je mesSavina dehlorisane ¢esmenske (pH 6.52+0.4; tvrdoc¢a vode 7.3 °dH;
konduktivnost vode 325 pS/cm3) i demineralizovane vode u odnosu 1:1. Uspostavljen je
svetlosni rezim od 16 sati dnevnog svetla i 8 sati mraka, Sto odgovara fotoperiodu u prirodnim
uslovima. Za prehranu larvi je koris¢en TetraMin® u koli¢ini od 0.5 mg po larvi, po danu, sto je
saglasno uputstvu iz OECD (eng. Organisation for Economic Co-operation and Development)

protokola.

3.2. TESTIRANE VRSTE HRANE

Eksperimentom je testirano pet vrsta hrane:
1) (H1) TetraMin® (koriséen u kontrolnoj grupi);
2) (H2) Rastvor zivih ¢elija algi (Chlorella sp);
3) (H3) Suva masa algi (Chlorella sp);
4) (H4) Pekarski kvasac (Saccharomyces cerevisiae);

5) (H5) Sadrzaj biofiltera.

TetraMin® (H1) je komercijalno dostupna hrana za ribe u C(iji sastav ulaze
komponente Zitarica, algi, kvasca, Skoljki, rakova itd. Udeo proteina iznosi (min) 47.0%, lipida
(min) 10.0%, vlakana (max) 3.0% i vlage (max) 6.0%. TetraMin® prema OECD protokolu
predstavlja preporuc¢enu hranu za uzgoj hironomida i u ovom eksperimentu je koriséen u
kontrolnoj grupi.

Postavljena su dva tretmana u kojima su za prehranu larvi hironomida koris¢ene alge.
Kultura algi je gajena u BG-11 bujonu (Tabela 1.) i sacinjavale su je vrste iz roda Chlorella
(pogledati odeljak 3.2.1). U jednom tretmanu, larve su hranjene rastvorom Zzivih ¢elija algi (H2)

(Slika 2), a u drugom tretmanu, suvom masom algi (H3).
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Slika 2. Rastvor Zivih ¢elija algi (Chlorella sp) (H3)
Autor slike: Dimitrija Savié-Zdravkovic¢

Slededi tip hrane koji je koriS¢en u ovom eksperimentu je komercijalno dostupan suvi
pekarski kvasac (Saccharomyces cerevisiae) (H4).

Pored navedenih vrsta hrane, testiran je i sadrzaj biofiltera (H5) (Slika 3) kao
potencijalna smesa za prehranu larvi hironomida. Biofilter (H5) predstavlja materijal nakupljen
u filteru iz akvarijuma gde su nastanjeni linjaci (Tinca tinca); obezbeden od strane Centra za
ribarstvo i konzervaciju kopnenih voda, Akvarijum, Kragujevac. U sadrZaju ovog tipa hrane
dominirao je rod Euglena (Protista). Nakon prikupljanja, ovaj tip hrane je za vreme trajanja

eksperimenta ¢uvan u frizideru na temperaturi od =5 °C.

Slika 3. Sadrzaj biofiltera (H5) u plasti¢noj posudi
Autor slike: Dimitrija Savié-Zdravkovic¢

Prema OECD protokolu, preporucena dnevna koli¢ina hrane za prehranu larvi starosti

do deset dana iznosi 0.25-0.50 mg/larvi, dok su za kasnije larvalne stupnjeve potrebne nesto



vece koli¢éine hrane (0.50-1 mg/larvi/danu). Kako bi larve iz razlicitih tretmana bile
prehranjivane podjednakom koli¢inom (masom) odgovarajuée hrane, odnosno, kako bi razliciti
tipovi hrane bili aplicirani u podjednakoj koli¢ini, odreden je sadrZaj suve mase/materije u
rastvoru celija algi (H2) i sadrzaju biofiltera (H5). Nakon centrifugiranja te¢ne kulture algi (BG-11
bujon), visak te¢nosti je odliven, a ¢elije algi su prikupljene u maloj keramicoj posudi i izmerene
na analitickoj vagi. Potom, posuda s ¢elijama je pokrivena gazom i ostavljena na temperaturi od
=26 °C narednih 48 sati. Time je dobijena suva materija algi, koja je zatim izmerena na
analiti¢koj vagi. Jednostavnom jednacinom (formula 1) je odredeno da =10% zivih ¢elija algi Cini
suva materija i da je za validne rezultate, prilikom prehranjivanja na 48 sati, neophodno najpre
10 mg Zivih ¢elija algi po larvi (0.25 mg suve mase algi po danu), a potom 20 mg Zivih celija algi

po larvi (0.50mg suve mase algi po danu) (pogledati odeljak 3.3).
Formula 1. X={(M2/M1)*100%};

pri Cemu je: X- procenat suve materije Zivih ¢elija algi; M1- masa Zivih ¢elija algi; M2- masa suve

materije dobijene susenjem Zivih ¢elija algi.

Na osnovu proporcije (formula 2) je odredeno kolikom zapreminom rastvora (H5-
biofilter) je potrebno prehranjivati larve, kako bi one bile opskrbljene odgovarajuéom masom
suve materije (0.25 mg po larvi, po danu, tokom prva tri hranjenja, a do kraja eksperimenta,

tokom narednih pet hranjenja, 0.50 mg po larvi, po danu).

Z X Z+M4
Formula2.— = — > X = ;
M3 M4 M3

Pri ¢emu je: Z- 1 ml rastvora (H5); X- zapremina rastvora (H5) koju sacinjava Zeljena kolic¢ina

suve materije (M4); M3- masa suve materije dobijene susenjem Z (1 ml rastvora).

Sve koriséene vrste hrane u eksperimentu su najpre bile razblazene u
demineralizovanoj vodi, zatim homogenizovane mutilicom i pipetom dodate u test posude s

larvama.



3.2.1. METODA KULTIVACIJE ALGI (Chlorella sp)

Chlorella soj je izolovan iz slatkovodnog ekosistema u Jugoisto¢noj Srbiji (43°17'34" N,
21°56'02" E). Kulture su dobijene gajenjem u laboratorijskim uslovima, u erlenmajer bocama
zapremine 250 ml, pod hladno belim LED osvetljenjem (2000 luksa) sa dnevno-no¢nim rezimom
16:8 sati (svetlost:mrak) i obezbedenom aeracijom. Za kultivaciju Chlorella soja koriséen je
standardni te¢ni medijum BG-11. Celije su izdvojene centrifugiranjem u trajanju od 10 minuta,

pri brzini od 5000 o/min.

Tabela 1. Sastav BG-11 te¢nog medijuma (Blue-Green Medium)

Stok rastvori Koli¢ina |

Naziv g/500 ml
(1) NaNO; 75.00 g
(2) K,HPO, 2.00¢g
(3) MgS0,*7H,0 3.75g
(4) CaCl,*2H,0 1.80¢g
(5) Limunska kiselina 0.30¢g
(6) Amonijum feri citrat 0.30g
(7) EDTANa, 0.05g
(8) Na,CO;5 1.00g
(9) Rastvor metala u tragovima g/1000 ml
a) H3;BO; 2.86¢g
b) MnCl,*4H,0 1.81g
c) ZnS0,*7H,0 0.22g
d) Na,Mo0,*2H,0 0.39g
e) CuS0,*5H,0 0.08 g
f) Co(NO3) , *6H,0 0.05g

Za formiranje medijuma (BG-11) potrebni su Stok rastvori (1-8) u koli¢ini od 10 ml po
litru i Stok rastvor 9 u koli¢ini od 1 ml po litru. Potom se doda dejonizovana voda do konacne

zapremine od jednog litra. Vrednost pH se koriguje do 7.1 dodavanjem 1M NaOH ili HCL.

3.3. POSTAVKA EKSPERIMENTA

Eksperiment je dizajniran prema testu 218 OECD protokola, osmisljenom da proceni
efekte dugoroc¢ne eksponiranosti larvi Stetnim supstancama u sedimentu (eng. Sediment water

chironomid toxicity test using spiked sediment) (OECD, 2016). Prema OECD protokolu,



neophodno je da stopa prezivljavanja (P) u kontrolama bude vec¢a od 70%, da bi rezultati testa

bili validni.

Aparatura za izvodenje eksperimenta (Slika 4) se sastojala od izotermalnog vodenog
kupatila (staklenog akvarijuma s poklopcem napunjenog vodom) u kome su bile smestene test
posude; sistema za aeraciju i neonskog osvetljenja s dnevno-noénim rezimom 16:8 sati
(svetlost:tama). Odrzavana je konstantna temperatura od 21+1 °C. Kao test posude koriséene
su staklene tegle zapremine 600 ml i precnika 8 cm u koje je dodat sediment (kvarcni pesak) i
vodeni stub u vidu mesavine demineralizovane i dehlorisane ¢esmenske vode (pH 6.52+0.4;
tvrdoca vode 7.3 °dH; konduktivnost vode 325 pS/cm?) u odnosu 1:1. Odnos visina sedimenta i
vode je iznosio 1:4. Staklene tegle (test posude) su bile pokrivene slojem gaze kroz koji je

kasnije lagano prosla izvodna cev aeracionog sistema.

Slika 4. Aparatura koris¢ena u eksperimentu
Autor slike: Marko Jankovi¢

Pet dana pre pocetka eksperimenta, nekoliko sveze polozenih paketa jaja je izolovano
iz rojilice (akvarijuma za parenje) i prebaceno u zasebne petrijeve posude (Slika 5) u kojima se
nalazila voda iz akvarijuma. Na petrijevim posudama je obeleZzen datum polaganja/izolovanja
paketa jaja, kako bi bila poznata starost jedinki. U svim petrijevim posudama jaja su ¢uvana do
izleganja, do koga je doslo u naredna dva do tri dana, a zatim je nasumi¢no odabrana jedna

posuda iz koje ¢e larve biti koriS¢ene u eksperimentu. Larve iz iste posude su poreklom od istog

10



paketa (istih roditelja), ¢ime se smanjuje uticaj prirodne geneticke varijabilnosti na kasnije
rezultate istrazivanja. U odabranoj posudi, do izleganja je doslo dva dana nakon polaganja jaja,
tako da su larve bile starosti tri dana (prvi stupanj) na pocetku eksperimenta.

Dva dana pre prebacivanja larvi u test posude, sistem za aeraciju je uklju¢en, kako bi
se vodeni stub obogatio kiseonikom, zatim je stopiran neposredno pre dodavanja larvi, da bi
potom, 24 sata nakon dodavanja larvi, ponovo bio ukljucen. Po 20 larvi prvog larvalnog stupnja

(starosti tri dana) je pazljivo prebaceno u svaku test posudu (ukupno 400 larvi).

Slika 5. Paketi jaja u petrijevim posudama
Autor slike: Marko Jankovi¢

Po uputstvu iz testa 218 OECD protokola, prehrana ranih larvalnih stupnjeva se moze
vrsiti kolicinom od 0.25-0.50 mg TetraMin®-a/larvi/danu, dok je za kasnije larvalne stupnjeve
potrebno obezbediti duplo vise hrane. U ovom eksperimentu, larve su hranjene pomenutim
vrstama hrane (H1->H5) na svakih 48 sati, u koli¢inama definisanim protokolom. Prva prehrana
je obavljena neposredno nakon prebacivanja larvi u test posude. Prvog, treéeg i petog dana
eksperimenta, dodata je hrana u koli¢ini od 0.5 mg po larvi (0.25 mg po larvi, po danu), a tokom
narednih pet prehranjivanja, odnosno do kraja eksperimenta, dodavana je hrana u koli¢ini od 1

mg po larvi (0.50 mg po larvi, po danu).

3.4. MERENJE DIMENZIJA MORFOLOSKIH KARAKTERISTIKA

Nakon zavrSenog eksperimenta evidentiran je broj prezivelih larvi i procenjena je

stopa prezivljavanja (P) na osnovu formule: P= ne/na (gde je “ne” suma larvi preZivelih na kraju
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eksperimenta; “na” broj larvi ubacenih u test posude na pocetku eksperimenta); kao i stopa mortaliteta

(M) na osnovu formule: M=1-P.

Potom su izvrSene morfometrijske analize (Slika 6) kako bi se utvrdio uticaj razliitih
tipova hrane na morfoloske karakteristike larvi. Izmerena je duZina tela larvi, duZina i Sirina
glavene kapsule, kao i mokra masa jedinki. Najpre su bila izvrSena merenja celokupne duZine
tela larvi, dok su dimenzije glavene kapsule izmerene kasnije. Analiza karaktera je izvrSena
pomocéu mikroskopa (Nikonov stereoskopski mikroskop SMZ 745T, sa C-W 10xB/22 Nikon
objektivom i 1x okularnim uvecanjem), koji je digitalnim putem povezan s racunarom, $to je
omogucilo preciznije merenje pojedinih morfometrijskih parametara. Larve hironomida su
fotografisane mikrokamerom dok su dimenzije duzine tela larvi, duzine i Sirine glave izmerene
pomocu softvera (Imagel). Merenje mokre mase larvi hironomida izvrSeno je u laboratoriji
pomocu analiticke vage (izrazeno u mg). Podaci koris¢eni za izradu ove master teze deo su

doktorske disertacije Marije Jerini¢ (Prirodno-matematicki fakultet, Kragujevac).

Slika 6. Morfoloski parametri: A- duZina tela; B- duZina glave; C- Sirina glave
Autor slike: Dimitrija Savi¢-Zdravkovic¢

3.5. STATISTICKE METODE

Nakon Sto su odredeni morfometrijski parametri, masa i mortalitet jedinki
hironomida, testirana je normala raspodela u dobijenim skupovima podataka kako bi se
primenile adekvatne univarijantne metode za testiranje razlika izmedu tretmana i kontrole.
Ukupna masa jedinki i stopa mortaliteta je testirana analizom varijansi (ANOVA) dok je za

posthoc testiranje razlika izmedu grupa koriséen LSD test. Ostali morfometrijski parametri
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(duzina tela, duzina i Sirina glavene kapsule larvi) nisu zadovoljili preduslove parametrijskih
testova pa je za njihovo testiranje primenjena neparametarska analiza varijansi (Kruskal-Wallis-
ov test). Za pojedinacna poredenja tretmana koris¢en je Mann-Whitney test i izvrSena
Bonferonijeva korekcija praga znacajnosti (Karadzi¢ i Marinkovi¢, 2009). Univarijantni statisticki

testovi su primenjeni pomocu statistickog paketa SPSS 15.0.

4. REZULTATI

Eksperiment je okoncan nakon trinaest dana, a rezultati kontrole su prosli validaciju.
Rezultati jednofaktorske analize varijansi — ANOVE su pokazali da nije bilo znacajne razlike u
stopi prezivljavanja (P) izmedu kontrole i tretmana (p>0.05) (Tabela 2). Najveci broj larvi, Citavih

100%, preZivelo je u tretmanu sa suvom masom algi.

Tabela 2. PreZivljavanje jedinki po replikatima/tretmanima

. . Broj Prosecan broj % %
Tretman (tip Repli v v . v . .
prezivelih  prezivelih larvi  prezivljavanja  mortaliteta
hrane) kat .
larvi po tretmanu Po tretmanu  po tretmanu
| 20
Kontrola pesak Il 20
(TetraMin®) m 20 18.25 91.25 8.75
\Y; 13
| 20
Suva materija Il 20
(Chorella sp) 1] 20 20 100 0
\Y, 20
| 20
Rastvor Zivih éelija Il 19
(Chorella sp) m 17 18.75 93.75 6.25
\Y; 19
| 20
Il 12
Biofilt 1 1
iofilter m 20 8 90 0
\Y, 20
Pekarski k ! 17
ekarski kvasac
Il 17 .
(Saccharomyces m 20 L5 92.5 7.5
cerevisiae)
\% 20

S druge strane ukupna mokra masa po replikatu je znacajno varirala izmedu tretmana i

kontrole (ANOVA; p<0.01). Pojedina¢na poredenja su pokazala da su jedinke hironomida,
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hranjene suvom materijom algi postigle najve¢u masu (Tabela 3, Grafikon 1). Slicnu srednju
vrednost mase su imale i jedinke hranjene kvascem i TetraMin® hranom u kontroli. Ove tri
grupe su imale znacajno vecu masu od tretmana gde je koriS¢ena sveZa biomasa (rastvor algi i

biofilteri; LSD, p<0.05). Tacnije, najniza masa jedinki je zabeleZzena u tretmanu gde su koris¢eni

biofilteri kao hrana (Tabela 3).

Tabela 3. Srednja vrednost +

standardna devijacija za merene parametre po

tretmanima.
Parametar .. .. v .
DuZina tela DuZina glave Sirina glave Mokra masa
m m m m
Tretman H H H 9

Kontrola (pesak)

29.22537 £ 4.754

1.340421 +0.180

1.240421 + 0.083

64.925 + 46.5322

Suva materija

24.35721 + 4.486%

1.17031 +0.211°

1.148071 £ 0.178?

80.5 + 6.6373b

algi
Rastvor algi 15.46218 +3.086 | 0.946647 +£0.303 | 0.932912 +0.231 26.8 +8.178¢
Kvasac 24.47362 £5.470° | 1.17127 £0.241® | 1.112919+0.1772 71.4 +25.979%b
Biofilter 6.4635 + 1.628 0.442861 +0.142 0.40175+0.114 14 +4.192¢

Vrednosti koje dele isti superskript (**€) u koloni nisu statisti¢ki znacajno razli¢iti (p>0.01)

Morfometrijski parametri (Tabela 3, Grafikoni: 2, 3 i 4) su pokazali identi¢an trend i
znacajno varirali izmedu kontrole i svih tretmana (Mann-Whitney test; p<0.01) osim izmedu
suve materije algi i suvog kvasca gde su zabeleZene sliéne vrednosti. Kao i u sluéaju sa
parametrom ukupna mokra masa larvi po replikatu, najvise vrednosti morfometrijskih
parametara su zabeleZzene kod jedinki hironomida koje su hranjene suvom hranom (suvi kvasac

i suva masa algi; Tabela 3, Grafikoni: 2, 3 i 4).
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Grafikon 1. Srednja vrednost mokre mase larvi hironomida po tretmanima, tj. razlicitim tipovima
prehrane (1- kontrola (pesak); 2- suva materija algi; 3- rastvor Zivih Celija algi; 4- kvasac; 5- biofilter.);
Grupe koje dele isto slovo nisu statisticki znacajno razlic¢ite (Mann-Whitney test p<0.01)
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Grafikon 2. Srednja vrednost duZine tela larvi hironomida po tretmanima, tj. razli¢itim tipovima
prehrane (1- kontrola (pesak); 2- suva materija algi; 3- rastvor Zivih Celija algi; 4- kvasac; 5- biofilter.);
Grupe koje dele isto slovo nisu statisti¢ki znacajno razlicite (Mann-Whitney test p<0.01)

15



= = =
N B [e)]

[ERN

o
[&)]

Srednja vrednost duZine glave (mm)
o o
i (o]

o
N

I a a
0 I I I I
1 2 3 4 5

Tretman

Grafikon 3. Srednja vrednost duZine glave larvi hironomida po tretmanima, tj. razli¢itim tipovima
prehrane (1- kontrola (pesak); 2- suva materija algi; 3- rastvor Zivih ¢éelija algi; 4- kvasac; 5- biofilter.);
Grupe koje dele isto slovo nisu statisticki znacajno razli¢ite (Mann-Whitney test p<0.01)
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Grafikon 4. Srednja vrednost Sirine glave larvi hironomida po tretmanima, tj. razliitim tipovima
prehrane (1- kontrola (pesak); 2- suva materija algi; 3- rastvor Zivih céelija algi; 4- kvasac; 5- biofilter.);
Grupe koje dele isto slovo nisu statisticki znac¢ajno razlic¢ite (Mann-Whitney test p<0.01)
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5. DISKUSIJA

Larve hironomida pokazale su visoku stopu preZivljavanja u svim tretmanima i
kontoroli u ovom eskperimentu, Sto ukazuje na to da ni jedan tip testirane hrane ne utice
znacajno na stopu njihovog preZivljavanja. Medjutim, daljim analizama pokazala se velika

varijabilnost u masenim i morfoloskim parametrima larvi izmedju tretmana.

Jedinke hranjene suvom materijom algi postigle su najve¢u masu (prosecno c¢ak 80.5 +
6.637 mg), potom kojih slede jedinke hranjene kvascem, zatim jedinke iz kontrolnog tretmana
hranjene TetraMin® hranom. Jedinke hranjene sveZzom masom algi i biofilterom imale su
znacajno manju masu od ostalih tretmana (prose¢na masa larvi hranjenih biofilterom iznosi
Citavih 14 t 4.192, ¢ak petostruko manje od larvi hranjenih suvim algama). Slicno ovome,
najvise vrednosti morfometrijskih parametara su zabeleZene kod jedinki hironomida koje su
hranjene suvom hranom (TetraMin®, kvasac i suva masa algi; Tabela 3). Jedinke koje su
tretirane svezom biomasom su bile znacajno manje u pogledu veli¢ine tela i glavene caure
(Tablela 3). Mogudi uzrok niskih vrednosti masenih i morfoloSkih parametara kod larvi
hranjenih sveZzom biomasom algi je potencijalno prisustvo toksina sa subletalnim dejstvom.
Neophodno je ispitati ovaj trend preferencije suve u odnosu na vlaznu hranu i uzroke poveéanja

veli¢ine larvi u tretmanima sa suvom prehranom.

Rezultati ovog istrazivanja su u saglasnosti sa rezultatima prethodnih studija na istu
temu. U istrazivanju koje je sproveo Habashy (2005), u kome su testirane tri vrste hrane
(TetraMin®, Zive Celije algi i kvasac), rezultati su pokazali da se najve¢om duzinom i masom tela
odlikuju larve hranjene TetraMin®-om, zatim larve hranjene kvascem i na kraju, najmanje
vrednosti pomenutih parametara su zabeleZzene kod larvi hranjenih Zivim celijama algi, Sto je
slu¢aj i u ovom istrazivanju. Medjutim, u ovom eksperimentu, za razliku od eksperimenata
Habashy-ja (2005) koris¢ena su jos dva tipa hrane, suva materija algi i sadrzaj biofiltera, ¢ime je

testiran vedi raspon razlicitih tipova hrane.

Sredinom 20. veka, paZznja mnogih istrazivaa je bila usmerena ka odredivanju
nutritivnog potencijala algi, pre svega radi ljudske konzumacije. Danas, masovna proizvodnja

kultura jednodelijskih algi, kao hrane za larve riba, rakova i mekusSaca u vodi, postala je veoma
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zastupljena (Das i sar., 2012). Pored visoke hranljivosti sadrzaja celija, veli¢ina od 5 do 25
mikrometara je karakteristika koja alge Cini veoma pogodnom hranom za rane stadijume
ontogenetskog razviéa mnogih akvaticnih Zivotinja. Ove Cinjenice objasnjavaju i uvec¢anje mase

kod larvi hranjenih suvom materijom algi u naSem eksperimentu.

Visoke vrednosti svih ispitivanih parametara u ovom eksperimentu pokazale su se i
kod jedinki hranjenih kvascem. Kvasci se mogu direktno koristiti kao hrana za larve mnogih
vrsta u akvakulturi, ali se naj¢eSc¢e koriste kao hrana za zooplankton, kojim se kasnije hrane
larve (Das i sar., 2012). Takode, kvasaci predstavljaju vaZan sastojak veStackih hrana koje se
koriste u akvakulturi, gde se ve¢ prepoznao potencijal njihovog koriséenja za postizanje

povecane biomase.

Veliki potencijal za koriséenje familije Chironomidae, kao i same vrste C.riparius, za
Sirok spektar istrazivanja, koristi se Sirom sveta veé dugi niz godina. Ova vrsta moze se pronadi u
Srbiji u prirodnim ekosistemima, organski optereéenim barama, Sto je Cini pristupacnom i
jednostavnim za uzorkovanje. Lakoc¢a uspostavljanja laboratorijske populacije dokazana je u
praksi na Prirodno-matematickom fakultetu u Nisu, gde se veé duzi vremenski period odrzava
stabilna populacija ove vrste. Pregled dosadasnje literature ukazuje na veliki komercijalni
potencijal vrste C. riparius, a rezultati ovog istrazivanja ukazuju na znacaj izbora njihove
prehrane zarad ekonomicnijeg i efikasnijeg uzgoja kao hrane, za potrebe akvakulture. Pored
standardnih, treba se ispitati moguénost korisS¢enja alternativnih, jeftinijih i pristupacnijih tipova

prehrane kojima se postizu isti ili bolji rezultati u pogledu postizanja biomase.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih podataka se mogu doneti sledeci zakljucci:

1.

Svih pet testiranih tipova hrane ne uticu na stopu prezivljavanja larvi vrste C.
Riparius (TetraMin®; rastvor Zivih celija algi (Chlorella sp); suva masa algi
(Chlorella sp); pekarski kvasac (Saccharomyces cerevisiae);sadrzaj biofiltera);
Prehrana razli¢itim tipovima hrane dovodi do postojanja statisticki znacajnih
razlika u masenim i morfoloskim karakteristikama larvi vrste C. riparius;

Suva materija algi i suvi pekarski kvasac su se pokazali kao veoma efikasni tipovi
hrane za hironomide, uzrokujuéi visoke vrednosti praéenih parametara (masa
jedinki, duzina tela, duZina i Sirina glave). lzmedu ova dva tretmana, ne postoje
statisticki znacajne razlike ni u jednom analiziranom parametru;

Rastvor Zivih celija algi se moZe smatrati srednje dobrom hranom za uzgoj
hironomida, ali znac¢ajno loSijom od suve materije algi i suvog kvasca;

Biofilteri se ne mogu smatrati pogodnom hranom za hironomide, jer su vrednosti
parametara kod larvi hranjenih ovom vrstom hrane znacdajno nizi u odnosu na

ostale tretmane.

Potencijal koriséenja hironomida, osebno vrste Chironomus riparius, kao hrane u

akvakulturi je izuzetno veliki. Uz pravilno odabranu prehranu i adekvatne uslove uzgoja mogude

je dostici optimalnu biomasu i omoguditi ekonomiéniju proizvodnju ovih organizama, kao hrane,

za potrebe akvakulture.
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