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Pre Sest godina poceo sam putovanje zvano akvakultura. Na samom pocetku uvideo
sam kako je bavljenje ovom praksom prilicno zahtevan zadatak. Stoga, ubrzo sam naucio da
postujem svaku osobu voljnu da radi kao uzgajivac riba, te da budem zahvalan na svakoj
informaciji koju su kolege spremne da podele kao i da prenosim znanje dalje. lako je sama
akvakultura zahtevna, zadatak uzgoja smuda se cini toliko izazovnim da je i dalje cesto
okarakterisan kao nemogué. To cini poslednjih Sest godina posvecenih ovom zadatku i
predstojece stranice dragocenim, uprkos cinjenici da je ova teza na samom pocetku studija
koje su potrebne za ozbiljnu industriju. Zadatak kao sto je istrazivanje uzgoja smuda nikad ne
bi mogao biti uraden bez pomoci iskusnih ljudi voljnih da dele svoje znanje. S obzirom da je
grupa ljudi koja je pomogla ove oglede internacionalna, zahvalnica koja sledi bice na

srpskom i engleskom jeziku.

Pre svega, zZeleo bih da se zahvalim svom mentoru Zorvanu Markovicu, koji me je
prihvatio u svoju istrazivacku grupu i borio se za moj upis na doktorske studije kao i
omogucio njihovo zavrSavanje. Smatram svoj Zvot ispunjenim bivajuci istraZivac¢ u oblasti
akvakulture, a bez Zorana ne bih mogao postati ni istraZivac¢ ni uzgajivac riba. Nadalje,
uputio bih zahvalnost Vesni Poleksi¢, koja je, po mom misljenju, sama definicija pravog
naucnog radnika. Zahvalan sam za sve njene govore, pogotove one ljubazne i uctive naucne
razgovore kada sam bio na samom pocetku svog istrazivackog rada, bilo je uvek zadovoljstvo
i olaksanje diskutovati bilo koju naucnu temu. Takode, uvek ¢u joj ostati zahvalan §to mi je
otvorila vrata internacionalnog istrazivanja. Zahvalan sam Marku Stankovic¢u za svu pomo¢
oko doktorskih studija, cime mi je omogucio zavrsavanje teze u zemlji u prilicno nezgodnoj
dobio saradnika za Zivota, i osecaj je i dalje isti. Zbog sve njegove pomoci i volje da saraduje
ostajem radostan i zahvalan i nadam se da ée nasa saradnja trajati za mnoge buduce oglede.
Zeleo bih da uputim zahvalnost Mirjani Lenhardt koja me je primila u svoju istraZivacku
grupu i time omogucila moja buduce istrazivanje. Ovih pet divnih osoba su glavni razlog

zbog kog sam postao istrazivac. Hvala vam!

Zeleo bih da se zahvalim svim ljudima koji su ili su bili deo pomenute istraZivacke
grupe za akvakulturu Univerziteta u Beogradu: Milan Spasié, Dalibor Vukojevié, Milos
Pusica, Ivana Zivi¢, Zorka Duli¢, Renata Reli¢, Katarina Bjelanovié, Zorica Radovié,
Ljubica Todori¢, Stefan Skori¢, Marija Smederevac-Lali¢. Ovi ljudi su me prihvatili u svoju
grupu u Kriticnom momentu moje profesionalne karijere i za to im zauvek ostajem zahvalan

kao i za njihovu bezuslovnu pomoc.



Internacionalna grupa iskusnih istraZivaca odigrala je vrlo vaznu ulogu u mom
istrazivanju i zbog njihove pomoci ova teza je to Sto jeste danas, a ja mogu sebe da nazovem
istrazivacem. Ovi ljudi su znacajno oblikovali moj naucni pogled i smisao. Na samom
pocetku mog rada na smudu, prilicno spontano, zapoceo sam konverzaciju putem elektronske
poste sa osobom koju smatram najvecim istrazivacem iz oblasti vestackog mresta riba iz
porodice percida, Daniel Zarski. Od tada, on je uvek bio od velike pomo¢i u prilikom svake
od mojih brojnih nedoumica bilo tehnoloske ili metodoloske prirode. Svi njegovi saveti,
kritike i komentari omogucile su da vecina eksperimenata budu pretvoreni u stranice koje
slede. U okviru mog prvog istraZivackog projekta upoznao sam osobu koja je najvaznija
figura u mom dosadasnjem radu, Andrds Ronyai. On je prvi naucni radnik sa kojim sam
radio i koji je iskreno cenio moj prepiracki karakter i za koga glasna naucna diskusija
predstavlja nista visSe nego neizostavni deo ozbiljnog istraZivackog rada. On je omogucio
moje ukljucenje u istraZivacku grupu pod njegovim vodstvom kao i vecinu istraZivanja koja
su sledila. | dalje ga smatram najentuzijasticnijim istrazivacem sa kojim sam imao srecu da
radim i do kraja moje karijere on ¢e mi biti uzor kako postovati Zivotnu priliku biti istraZivac.
Osoba koju nisam imao srecu da licno upoznam, a ko je bio veoma ukljucen u moje
istrazivanje je Robert Summerfelt. Bob je bio uvek tu da podeli znanje, iskustvo, radove i
kontakte. Njegovo istrazivanje i nasa komunikacija su mi znacajno pomogli da razumem
biologiju i ekologiju moje vrste od interesa. Veoma postujem svu njegovu pomoc, savete i

komentare i nadam se da ¢e nasa konverzacija trajati u godinama koje dolaze.

Grupa ljudi radila je sa mnom rame uz rame u svim zahtevnim zadacima mresta i
kulture larvi smuda, cesto radeci u prilicno cudnim dobima dana i noéi. Baldzs Kucska je bio
prvi istraziva¢ sa kojim sam saradivao u ovoj oblasti, ubrzo postavsi moj blizak prijatel].
Njemu odajem znacajno priznanje za trenutno stanje moje karijere i to nikad nece biti
zaboravljeno. U momentima kad sam sumnjao da li ¢u pronaci jos jedan pravi entuzijazam za
Zadatak uzgoja smuda, upoznao sam Péter Gézu, ko je bio moj glavni saradnik u
sprovedenim ogledima. On nikada nije dovodio u pitanje da li da ucestvuje potpuno u nasim
Cesto problematicnim istrazivackim zadacima. Stoga, za svu njegovu pomo¢ i iskrenu korisnu
kriticnost veoma sam zahvalan. Vrlo je nezgodno sa nekom osobom deliti privatan i poslovan
Zivot i zaista posebna povezanost mora da postoji kako takav Zivot ne bi bio opisan kao
konfliktan, posebno shodno mojoj neobicnoj srcanosti prilikom istrazivanja. Tijana Ristovic,
iako moj Zivotni saputnik, uspela je da istrpi svu moju nesavrsenost i bila u stanju da bude uz

nas u sva ona gluva doba noci prilikom eksperimenata o mrestu smuda. Njena podrska je



presudan detalj zbog kog sam svoje istraZivanje sproveo do Kkraja i za to joj ostajem
zahvalan. Bitan momenat u mom istrazivackom radu je bio pocetak komunikacije sa
proizvodacima. U slucaju vrlo mlade i nerazvijene industrije kao sto je uzgoj smuda, bilo je
zaista tesko naci proizvodaca otvorenog za komunikaciju. Medutim, imao sam srecu i cast da
upoznam Horvath Zoltana. On i njegova porodica imali su poverenja u moje cesto radikalne
ideje. Kao stranac, tesko je ostvariti zdravu komunikaciju na zvanicnom jeziku, ali nakon
godina poznanstva sa ovim divnim ljudima smatram ih svojim iskrenim prijateljima i veoma
bitnim delom mog dosadasnjeg Zivota i karijere. Posebna osoba koja je bila uvek tu za mene
tokom doktorskih istrazivanja bilo poslovno ili privatno u svakom od kriticnih momenata je
Andrés Peteri. Pored toga sto je jedna od najljubaznijih osoba koju sam imao priliku da
upoznam, on je najbolji istraZivac koji povezuje nauku i praksu sa kojim sam imao
zadovoljstvo da saradujem. Povrh svega, tu je i grupa ljudi koji su bili tu da pomognu i
asistiraju tokom mog istrazivanja i njihova pomo¢ je izuzetno cenjena: Endre Balogh,
Svetlana Lengyel, Tibor Feledi, Sandor Zsuzsanna, Vanda Percze, Istvan Csengeri, Endre
Janurik, Galina Jeney, Molnar Zsuzsanna i Lovasz Andrea. Za svo vaSe ulozeno vreme,

napor, volju i strpljenje sam vam veoma zahvalan!

Svo moje istraZivanje ne bi bilo uradeno bez odobrenih projektnih sredstava koja su
finansirala moj rad i ogledni materijal. Na pocetku svojih doktorskih studija ucestvovao u
dva projekta finansirana od strane Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
Republike Srbije: “Unapredenje proizvodnih kapaciteta Sarana (Cyprinus carpio L.)
programima ishrane i selekcije” (TR 31075) i “Ribe kao bioindikatori stanja kvaliteta
otvorenih voda Srbije” (Ol 173045). Moj prvi istrazivacki projekat “Unapredenje mresta
smuda” (0045/03/06/18) je bio finansiran u okviru EU FP7 projekta AQUAEXCEL (262336).
Posle toga, moj rad je finansiran kroz EU FP7 projekat AQUAREDPOT (316266). Dve
studije u okviru ove teze su bile finansirane od strane Ministarstva poljoprivrede Republike
Madarske u okviru projekta “Unapredenje vestackog mresta ekonomski bitnih vrsta iz
porodice percida (Smud, bandar) uz poseban osvrt na geografsku distribuciju”. Stoga,
iskreno priznajem znacaj svih pomenutih projekata i odgovornih tela za finansijsku podrsku

mog rada.

Iskreno sam zahvalan svim kolegama Istrazivackog instituta za ribarstvo i
akvakulturu NARIC HAKI kao i svim stanovnicima grada Sarvasa za njihovu ljubaznost,

pomo¢ i prihvatanje u njihovu zajednicu. Hvala vam!



Konacno, uz sav nemir koji mi je doneo zivot nakon diplomiranja, ne bih opstao kao
pristojna osoba bez ogromne podrske moje porodice i bliskih prijatelja. Oni su bili uvek uz

mene da me ohrabre da nastavim dalje i znacajan su razlog zbog koga ovo danas pisem.
Iskreno,

Uros Ljubobratovic.



Six years ago | started a journey called aquaculture. At the very beginning, | have
realized that it is rather demanding task to practice this profession. Thus, soon | have learned
to respect every person willing to work as an aquaculturist, to be grateful for every
information colleagues are willing to share and to share the knowledge further. Although
aquaculture itself is demanding, task of pikeperch rearing appears to be so challenging that
still it is often considered as impossible. Therefore, although this thesis is still at the very
beginning of the studies needed for serious industry, it makes last six years dedicated to this
task and following pages more precious. Such a task as is the research in pikeperch culture
could never be finished without help of experienced people willing to share their knowledge.
With respect to an international crew of people which took part in these trials, the following

acknowledgement will be addressed on both English and Serbian language.

First of all, I would like to thank my mentor Zoran Markovié, who accepted me in his
research group and fought for my enrolment in PhD studies as well as made it possible for
me to finish it. | consider my life fulfilled being a researcher in the field of aquaculture, and
neither researcher nor aquaculturist | could ever become without Zoran. Further, | would
like to address my gratitude to Vesna Poleksi¢, who is, by my opinion, just the very definition
of the true scientific worker. | am very grateful for all her talks, especially for all those kind
and respectful scientific chats when | was just at the very beginning of my research work, it
was always a joy and relief to discuss any scientific matter with her. Likewise, | will be
always thankful to her for bringing me into the world of international research. To Marko
Stankovi¢ I am grateful for all his help with my PhD issues, for making possible finishing my
thesis in country in a rather difficult situation living abroad. Meeting BoZidar Raskovic¢
seemed by then, and still does, like having the fellow researcher for life and to all his help
and willingness to collaborate I remain very joyful and grateful and hope that our
collaboration will last for many trials to come. |1 would like to address great gratitude to
Mirjana Lenhardt for accepting me in her research group thus enabling my further research.

These five great persons are the main reason | could ever become a researcher. Thank you!

| would like to address gratitude to all the people who are or have been part of the
mentioned aquaculture research group of University of Belgrade: Milan Spasi¢, Dalibor
Vukojevi¢, Milos Pusica, Ivana Zivi¢, Zorka Dulié, Renata Reli¢, Katarina Bjelanovi¢, Zorica
Radovi¢, Ljubica Todorié¢, Stefan Skori¢, Marija Smederevac-Lali¢. These people accepted
me in their group in a rather critical moment of my professional career and | will always

grateful for that to them as well as for all of their unconditional help.



International group of experienced researchers played a very important role in my
research and due to their great help this thesis is what it is today and | am able to call myself
researcher. These people significantly shaped my scientific view and sense. At the very
beginning of my work on pikeperch, rather spontaneously, | had great fortune to start the
email conversation with the person who | consider greatest researcher in a field of artificial
reproduction of percid fish, Daniel Zarski. Ever since, he was always of great help in any of
my numerous troubles of either technological or methodological nature. All his suggestions,
critics and comments facilitated most of the trials to be shaped into the following pages. In
the frame of my first project | met the person who is the most important figure in my so far
research work, Andras Ronyai. It was the first time | have worked with scientific worker who
sincerely appreciated my arguing character and with whom laud research discussion was
nothing but inevitable part of serious research work. He made it possible for me to join
research group under his leadership and most of the research that followed have been
enabled by him and his trust in my devotion. Still, 1 consider him the most enthusiastic
research worker | had a fortune to work with and until the end of my career he will be role
model to follow how to respect and nourish the life’s gift to be a researcher. The person who
| had no luck to meet personally and who was very much part of my research is Robert
Summerfelt. Bob was always there to share his knowledge, experience, papers and contacts.
His research and our communication assisted me greatly to understand the biology and
ecology of my targeted species. | greatly appreciate all his help, advices and comments and

hope that our conversation with last for a years to come.

Group of people worked with me shoulder to shoulder in all demanding tasks of
pikeperch reproduction and larviculture, often working in a rather odd working hours.
Balazs Kucska was a first researcher | worked with on this issue who very soon became my
close friend. He is very much to be acknowledged that | am at the present stage of my career
and it will never be forgotten. In a moments when | doubted in finding another real
enthusiasm for the task of pikeperch culture, | have met Géza Péter, who was my main fellow
researcher in the conducted trials. For him, it was never a question whether to participate
fully in our often problematic research tasks. Thus, for all his assistance and sincere helpful
criticism | am very grateful. It is rather uncomfortable to share both private and professional
life with someone and indeed special bind needs to exist so such life would not be
characterized as conflicting, especially with regard to my unusual eagerness during

research. Tijana Ristovi¢, altough my life companion, managed to withstand all my



imperfectness and was capable to to be with us in all those deadly nightshades during trials
on pikeperch reproduction. Her support is a crucial detail which brought my PhD research
to the end and | remain grateful for it. An important point of my research work was the
beginning of the communication with producers. In case of very young and undeveloped
industry such as pikeperch culture, it was difficult to find a pikeperch breeder opened for
communication. However, | had a luck and honor to meet Zoltan Horvéath. He and his family
always had confidence in my, often radical, ideas. As a foreigner it is very difficult to make a
healthy communication on an official language, but after years of knowing these great people
| consider them true friends and a very important point of my so far career and life. Special
person who was always there for me during PhD research either professionally or privately
in any of the critical moments is Andrés Peteri. Besides being one of the kindest persons |
have ever met, he is the best researcher to connect research and industry | had a pleasure to
collaborate with. Moreover, there is a group of people who were there to help and assist
during my research and their help is greatly appreciated: Endre Balogh, Svetlana Lengyel,
Tibor Feledi, Gyula Kovacs, Sandor Zsuzsanna, Vanda Percze, Istvdn Csengeri, Endre
Janurik, Galina Jeney, Molnar Zsuzsanna and Lévasz Andrea. For all your invested time,

effort, willingness and patience | am very thankful!

All my research would not have been done without grants which financed my work
and trial materials. At the beginning of my PhD studies | took part in two projects financed
by the Ministry of Education, Science and Technological Development of the Republic of
Serbia: “Improvement of production capacities of common carp (Cyprinus carpio L.) with
nutrition and selection programs” (TR 31075) and “Fishes as water quality indicators in
open waters of Serbia” (173045). My first research project “Improved pikeperch
propagation” (0045/03/06/18) was financed in the frame of EU FP7 project AQUAEXCEL
(262336). Later on, my work was financed through EU FP7 project AQUAREDPOT
(316266). Two studies in frame of the thesis have been financed by the Hungarian Ministry of
Agriculture in the frame of project “Improvement of artificial propagation of economically
important percid fish species (pikeperch, perch) with special regards to geographical
distribution”. Thus, I truly acknowledge all mentioned projects and entities behind for

financial support of my work.

I am sincerely grateful to all colleagues at Research Institute for Fisheries and
Aquaculture NARIC HAKI as well as to citizens of Szarvas for all their kindness, help and

acceptance in their community. Thank you!



Finally, with all the turbulence that life after graduation has brought to me, I would
not stand as decent person without great support of my family and close friends. They were

there to encourage me to go further and they are very much reason | am writing this today.
Sincerely,

Uros Ljubobratovic.



Uticaj porekla matica, gustine nasada i na¢ina privikavanja na
koncentrovanu hranu na uspeh vestackog mresta, gajenje larvi i mladi

smuda (Sander lucioperca L., 1758)

Rezime: Akvakultura je sektor proizvodnje hrane u svetu sa najbrzim rastom. Medutim,
uzgoj vodenih zivotinja je 1 dalje na daleko nizem stepenu razvoja u odnosu na uzgoj
kopnenih zivotinja. S druge strane, iako je globalni trend proizvodnje u konstantnom rastu,
evropska slatkovodna akvakultura belezi stagnaciju u poslednje dve decenije. Radi
unapredenja proizvodnje slatkovodnih organizama na starom kontinentu, predozena su dva
pravca: pratiti na¢in razvoja gajenja kopnenih zivotinja i usredsrediti se na mali broj vrsta; ili
pratititi princip diverzifikacije, pre svega gajenjem novih vrsta. Kao jedan od glavnih
kandidata za diverzifikaciju opisan je smud. Gajenje smuda u intenzivnom sistemu vezano je
za recirkulacioni akvakulturni sistem (RAS), koji omogucava visoku kontrolu parametara
proizvodnje. Osnovni uslov gajenja nove vrste u RAS-u je upravljanje njenim zivotnim
ciklusom. Stoga, prvi zadatak pri uzgoju smuda u RAS-u jeste definisanje tehnoloskih
parametara za stabilnu proizvodnju mladi pogodne za intenzivan uzgoj. U tom smislu,
pocetne studije su fokusirane na veStacki mrest, uzgoj larvi i mladi. Vec¢ina prethodno
objavljenih studija o veStaCkom mrestu smuda koristile su divlje matice kao osnovni
materijal. Medutim, koriS¢enje divljih matica ostavlja Zivotni ciklus otvoren. Nadalje, za
potrebe uzgoja u intenzivnom sistemu, osnovni preduslov jeste da mlad konzumira
industrijsku koncentrovanu hranu. U sluc¢aju smuda, opisane su dve tehnologije proizvodnje
mladi naviknute na suvu hranu - proizvodnja mladi isklju¢ivo u RAS-u; i proizvodnja mladi
kombinacijom ekstenzivnog jezerskog sistema i RAS-a. Prethodno objavljene studije o
intenzivnom uzgoju larvi smuda bavile su se optimalnim danom pocetka tranzicije ishrane
larvi sa Zive na suvu hranu. Medutim, strategija ishrane, odnosno nacin prelaska sa zive na
suvu hranu nisu bile predmet njihovog istrazivanja. Takode, nekoliko objavljenih studija
opisalo je navikavanje jezerski uzgojene mesecne mladi smuda na koncentrovanu hranu,
medutim, mnoga pitanja sa aspekta tehnologije, ishrane i porekla mladi neophodna za
stabilizaciju ovog proizvodnog procesa ostala su nereSena. U saglasnosti sa opisanim
problemima, osnovni cilj istrazivanja u okviru ove disertacije je da kroz cCetiri studije

unapredi tehnologiju prozivodnje mladi smuda pogodne za intenzivni uzgoj u RAS-u.

U prvoj studiji poreden je uspeh veStaCkog mresta matica gajenih u RAS-u i divljih

matica. Obe grupe prethodno su zimovale u spoljasnjim jezerskim objektima. Svaka grupa



sastavljena od Sest Zenki i Cetiri muzjaka veStacki je mreS¢ena nakon hormonske indukcije
humanim horionskim gonadotropinom. Pored oshovnih parametara mresta, ocenjeni su
masno-kiselinski sastav suvih jaja i mortalitet larvi tokom prve nedelje egzogene ishrane.
Osim znacajno krac¢eg vremena latencije kod RAS zenki, nije bilo statisticki znacajnih razlika
u osnovnim parametrima uspeha mresta izmedu grupa. Masno-Kiselinski sastav suvih jaja je
bio prili¢no slican izmedu grupa, medutim u frakciji fosfolipida pronadena je statisticki
znacajna razlika u odnosu EPA/ARA (eikosapentanoi¢na kiselina; C20:5n-3 / arahidonska
kiselina; C20:4n-6) koji je u proseku bio 5 puta visi kod RAS riba (5,1 + 3,8) u odnosu na
divlje ribe (0,9 + 0,3). Znacajno nizi mortalitet larvi zabelezen je kod divljih riba (13,4 + 1,7
% kod divljih i 27,0 £ 4,9 % kod matica uzgojenih u RAS-u).

Druga studija posvecena je uticaju strategija ishrane tokom perioda tranzicije ishrane
sa zive ne koncentrovanu hranu na prezivljavanje, kanibalizam i rast larvi smuda. Dve
strategije ishrane su ispitivane pocevsi od petnaestog dana po valjenju larvi: Prihrana i
Dohrana. U tretmanima Prihrane postepeno je smanjivana kolic¢ina dnevno datih nauplija
artemije za 25 % u cetvorodnevnoj tranziciji, odnosno 14 % u sedmodnevnoj tranziciji. U
tretmanima Dohrane, redovni obroci artemije su naglo ukinuti iz ishrane larvi i ziva hrana je
davana iskljucivo kao poslednji dnevni obrok u toku cetiri, odnosno sedam dana tranzicije sa
zive na koncentrovanu hranu. Tako je svaka strategija ispitana u dva tretmana ¢ineci ukupno
Cetiri tretmana, svaki sastavljen od tri replikacije. Strategija prihrane je dovela do povoljnijih
rezultata u smislu manjeg mortaliteta, brzeg rasta i viseg prinosa. U pogledu trajanja
tranzicije ishrane, sedmodnevna tranzicija je rezultirala boljim rastom i prezivljavanjem u

odnosu na ¢etvorodnevno privikavanje larvi na koncentrovanu hranu.

Treca studija ocenila je uticaj gustine nasada, obogacivanja prirodne hrane vitaminom
C i nacina hranjenja (ru¢no ili mehanicki) na uspeh navikavanja na koncentrovanu hranu
jezerski gajene mladi smuda. Mlad je izlovljena iz jezera 42 dana nakon oplodenja i
transportovana u eksperimentalni RAS. Radi ispitivanja uticaja gustine nasada, ribe su
nasadene u tri razlicite pocetne gustine od 0,5, 1 i 1,5 riba po litru, dok se ogled o uticaju
obogacivanja zive hrane i nacina hranjenja sastojao iz dva dvo-grupna poredenja sa jednim
zajednickim kontrolnim tretmanom. Svaki tretman u oba ogleda realizovan je kroz tri
replikacije. Analiza varijanse nije pokazala statisticki znacajne razlike u ocenjenim
parametrima testiranih gustina nasada. Medutim, Pirsonov koeficijent korelacije pokazao je
snaznu pozitivnu zavisnost izmedu gustine nasada i uspeha navikavanja na koncentrovanu

hranu (r* = 0,829, p = 0,006). Obogaéivanje prirodne hrane vitaminom C poveéalo je



prezivljavanje, uspeh navikavanja na koncentrovanu hranu i prirast, medutim bez statisticki
znaCajnih razlika (p > 0,05). Takode, nisu uocene statisti¢cki znacajne razlike u uspehu

navikavanja na koncentrovanu izmedu ru¢nog i mehanickog hranjenja. (p = 0,860).

Poslednja studija posvecena je poreklu mladi smuda i moguéem uticaju koriséenja
gajenih matica na uspeh proizvodnje mladi pogodne za RAS uzgoj. Studija je izvedena u dva
ogleda. Prvi ogled se bavio uspehom navikavanja ekstenzivno proizvedene mese¢ne mladi
poreklom od intenzivno gajenih i divljih matica. Ogled je realizovan u dve etape, kroz period
navikavanja na koncentrovanu hranu u trajanju od 12 dana i devetodnevni period nakon
navikavanja na koncentrovanu hranu. Pri starosti od tri meseca, mlad naviknuta na
koncentrovanu hranu je podvrgnuta drugom ogledu gde su kroz Sestonedeljni odgoj ocenjeni
parametri rasta dveju opisanih grupa razli¢itog roditeljskog porekla. Prema dobijenim
rezultatima, koris¢enje mladi poreklom od gajenih matica nije poboljsalo uspeh navikavanja
jezerski gajenih mesecnjaka na koncentrovanu hranu. Medutim, tromese¢na mlad poreklom
od gajenih matica prikazala je znacajno vise parametre rasta izrazene kroz specifi¢nu stopu
rasta (3,7 = 0,0 % dan™ kod mladi poreklom od gajenih maticai 3,3 + 0,1% dan™ kod mladi
poreklom od divljih matica) i dnevnu stopu rasta (0,45 + 0,00 g dan™ kod mladi poreklom od
gajenih matica i 0,22 + 0,04 g dan™ kod mladi poreklom od divljih matica).

Reproduktivne performanse matica proizvedenih u RAS-u nisu se znacajno
razlikovale od divljih matica nakon zimovanja u spoljas$njim jezerskim objektima. Medutim,
kvalitet larvi poreklom od RAS matica je bio niZi, $to je verovatno posledica suboptimalne
ishrane matica u RAS-u. Sedmodnevna prihrana tokom tranzicije ishrane larvi smuda sa Zive
na koncentrovanu hranu dovela je do najpovoljnih rezultata uzgoja larvi sa aspekta
preZivljavanja 1 prirasta te moze biti preporuc¢ena za komercijalne uslove. Na osnovu ishoda
korelacione analize moZe se zakljuciti da uspeh navikavanja jezerski gajene mladi smuda na
koncentrovanu hranu raste sa povecanjem gustine nasada. Obogacivanje Zive hrane
vitaminom C rezultiralo je povecanim uspehom navikavanja na suvu hranu 1 vis$im prirastom
riba, premda uocen napredak nije bio statisticki znacajan. Manuelna aplikacija suve hrane
nije dovela do niZzeg uspeha procedure navikavanja. Poznato poreklo roditelja nije poboljsalo
uspeh navikavanja jezerske mladi na uslove intenzivnog uzgoja, medutim, proizvedena
tromesecna mlad smuda poreklom od intenzivno gajenih matica prikazala je znacajno bolje
performanse uzgoja. Sa aspekta proizvodne efikasnosti moze se zakljuciti da je kao
tehnoloSki proces jezersko zimovanje matica proizvedenih u RAS-u odgovarajuce. U

tehnologiji uzgoja larvi smuda zasnovanoj na prvom hranjenju larvi iskljuc¢ivo zivom hranom,



strategija prihrane artemijom u trajanju od sedam dana moze biti pracena radi uspesne
tranzicije ishrane larvi smuda sa Zive na koncentrovanu hranu. Pocetne gustine nasada od
cetiri do osam riba po litru, ru¢na aplikacija pomeSane koncentrovane i prirodne crvolike
hrane, uz moguénost obogacéivanja vitaminom C, predlozene su pri komercijalnom
navikavanju jezerski gajene mesecne mladi smuda na koncentrovanu hranu. Prema
prikazanim parametrima rasta mladi poreklom od gajenih matica, ¢ini se da bi uzgajivacki
program znacajno povecao efikasnost uzgoja smuda u RAS-u. Sa svoje Cetiri studije, ova
disertacija je dotakla sve momente proizvodnog procesa prozvodnje mladi smuda pogodnog
za intenzivan uzgoj — vestacki mrest, intenzivan uzgoj novoizvaljenih larvi, tranziciju ishrane
larvi sa Zive na koncentrovanu hranu, navikavanje ekstenzivno gajene mese¢ne mladi na
koncentrovanu hranu, kao i pocetni odgoj u RAS-u mladi pripremljene za intenzivan uzgoj.
Konaéno, dobijenim rezultatima, njihovim diskutovanjem i opisima koris§éene metodologije,
ova disertacija nudi osnovu za pocetak proizvodnje mladi smuda. Stoga, najvazniji ishod ove
disertacije jeste dostupnost podataka o intenzivnom uzgoju mladi smuda ribouzgajivackom

sektoru.

Kljucne re€i: smud, akvakultura, diverzifikacija, larve, mlad, recirkulacioni akvakulturni
sistem, prirodna hrana, koncentrovana hrana, vestacki mrest, navikavanje na koncentrovanu

hranu
Nauc¢na oblast: Biotehnicke nauke
Uza nauéna oblast: Primenjena zoologija i ribarstvo
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The effect of broodstock origin, stocking density and weaning strategies on
the success of artificial reproduction, larviculture and juvenile on-grow of

pikeperch (Sander lucioperca L., 1758)

Abstract: Aquaculture is the fastest growing food production sector in the world, however,
rearing of aquatic animals is still on the far lower developmental stage compared to breeding
of terrestrial animals. On the other hand, although on the global level aquaculture production
is constantly growing, European freshwater aquaculture is rather stagnant in the last two
decades. In order to improve production of freshwater species on the old continent, two
directions have been suggested — either to follow developmental pattern of terrestrial animals
and focus on the small number of species; or to follow the diversification principle, mainly
through breeding of new species. Pikeperch was described as one of the most promising
candidates for the task of diversification. Pikeperch intensive rearing is connected to the
recirculation aquaculture system (RAS), which allows high control of production parameters.
In order to breed the new specie in RAS, management of its life cycle is prime requirement.
Therefore, definition of technological parameters for stable production of fingerlings suitable
for intensive on-grow is the first task for pikeperch RAS rearing. In that sense, initial studies
are focused on artificial reproduction, larvicutlure and juvenile rearing. Most of the
previously published studies on the pikeperch artificial reproduction used wild fish as the
main material. However, usage of wild broodstock leaves the life cycle opened. Further,
fingerling material for intensive rearing must be adapted on the commercial diets. In case of
pikeperch, two technologies have been described for production of juveniles habituated to dry
feed — juvenile production in RAS exclusively; and juvenile production in combined pond-
RAS system. Previously published studies on pikeperch larviculture were dealing with
optimal age for weaning. Nevertheless, weaning strategies, i.e. mode of transition from live to
inert diets was not the subject of their research. Likewise, several studies described the
habituation to dry diets in pond-reared month-old juveniles. However, many issues from
aspects of technology, nutrition and juvenile origin remained opened. With regard to
described bottlenecks, the main research outcome of this thesis is to improve the production
technology of pikeperch juveniles suitable for RAS rearing. Research has been conducted in
four studies.



Reproductive success of RAS-reared and wild breeders was compared in the first
study. Both groups were previously wintered in outdoor pond conditions. Each group was
composed of six females and four males and was artificially propagated after the hormonal
induction with human chorionic gonadotropin. Alongside with basic reproductive parameters,
fatty acid composition of dry eggs and larval mortality during the first week of exogenous
feeding have been evaluated. Beside significantly shorter latency time in RAS females, there
were no statistically significant differences in basic reproductive parameters between the
groups. Fatty acid composition of dry eggs was rather similar between the groups, however a
statistically significant difference has been found in in EPA/ARA ratio (eicosapentanoic acid;
C20:5n-3 / arachidonic acid; C20:4n-6) being in average 5 times higher in RAS fish (5.1 £
3.8) compared to wild (0.9 = 0.3). Significantly lower larval mortality was recorded in wild
fish (13.4 £1.7 % and 27.0 £ 4.9 % in wild and RAS fish, respectively).

Second study was dedicated to the influence of weaning strategies on the survival,
cannibalism and growth in pikeperch larvae. Weaning started on day 15 post-hatch and was
carried out in two strategies — Co-feeding and Supplementary feeding. Co-feeding weaning
was done by gradual decrease in amount of daily given Artemia for either 25 % or 14 % in 4-
day and 7-day treatments, respectively. Supplementary feeding was performed through
sudden cut of Artemia nauplii which was given exclusively as the last daily meal for four and
seven days, in 4-day and 7-day treatments, respectively. Thus, each strategy was investigated
in two treatments making in total four treatments, each composed of three replications. Co-
feeding strategy led to more favourable results in terms of lower mortality, better growth and
higher yield. Regarding the weaning duration, 7-day weaning resulted in better growth and

survival compared to 4-day weaning.

Third study evaluated the effects of stocking density, vitamin C enrichment of natural
food and feeding technique (hand vs. mechanical) on success of dry feed habituation in pond-
nursed pikeperch juveniles. Juveniles were harvested from the pond on day 42 post-
fertilisation and transported to the experimental RAS. In order to investigate the effect of
stocking density, fish were stocked in three different densities — 0.5, 1 and 1.5 fish per litter,
while the trial on the effects of live food enrichment and feeding technique was composed of
two two-group comparisons with one common control treatment. Each treatment in both
trials was realized in three replications. Analysis of variance did not show statistically
significant differences in any of the assessed parameters among tested stocking densities.

However, Pearson’s correlation coefficient showed strong positive dependence between



stocking density and habituation success (r* = 0.829, p = 0.006). Enrichment of natural food
with vitamin C improved the habituation success and growth, however without statistically
significant differences (p > 0.05). Likewise, no statistical differences were noticed in the
habituation success between hand and mechanical feeding (p = 0.860).

Last study was dedicated to the origin of pikeperch juveniles and possible influence of
using the intensively reared broodstock on the production of juveniles suitable for RAS on-
grow. First trial was dealing with success of habituation to dry feed in pond-nursed month-
old juveniles originating from intensively reared and wild breeders. Trial was realized in two
phases — period of 12-day dry feed habituation; and 9-day post-habituation period. At the age
of three months, juveniles habituated on formulated diet were subjected to the 6-week on-
grow trial to evaluate the growth performance in two described groups with different parental
origin. Based on the achieved results, usage of juveniles originating from intensively reared
breeders did not improve the success of dry feed habituation in month-old pond-nursed
juveniles. However, three-month old fingerlings originating from intensively reared breeders
showed significantly higher growth parameters expressed in specific growth rate (3.7 £ 0.0 %
day™ and 3.3 + 0.1 % day in juveniles originating from intensively reared and wild breeders,
respectively) and in daily growth rate (0.45 + 0.00 g day™ in juveniles originating from
intensively reared breeders and 0.22 + 0.04 g day™ in juveniles originating from wild

breeders).

Reproductive performance of RAS-reared breeders did not differ significantly
compared to wild breeders after wintering in outside pond conditions. However, larval quality
in RAS breeders was lower, which is probably the consequence of suboptimal broodstock
nutrition in RAS. Co-feeding weaning strategy in duration of seven days led to most
advantageous larviculture results in sense of survival and growth and can be recommended
for commercial conditions. Based on the correlation analysis in can be concluded that success
of dry feed habituation improves with increased stocking density in pond-nursed pikeperch
juveniles. Vitamin C enrichment of live food resulted in increased success of dry feed
habituation and better growth, although noticed improvement was not statistically significant.
Manuel application of dry feed did not decrease success of habituation procedure. Known
parental origin did not improve success of habituation to intensive conditions in pond-nursed
fry, nevertheless produced three-month old fingerlings originating from intensively reared
breeders exhibited significantly better rearing performance. In terms of production efficacy, it
can be concluded that wintering of RAS-reared breeders in outside pond conditions is



appropriate technological process. It is concluded that for the technology based on first
feeding with Artemia exclusively, the co-feeding weaning strategy for 7 days can be followed
for successful larviculture of pikeperch. Initial stocking densities of four to eight fish per
litter, hand application of mixed wormlike natural and dry food with possible enrichment
with vitamin C are recommended for commercial scale dry feed habituation of pikeperch fry.
Based on the showed growth performance of fingerlings originating from intensively reared
breeders, it appears that the breeding program would significantly increase the efficacy of
pikeperch rearing in RAS. With its four studies, this thesis went through all phases in
production process of pikeperch juveniles suitable for intensive on-grow - artificial
reproduction, intensive rearing of newly hatched larvae, larval weaning, habituation of pond-
nursed juveniles to formulated diets, as well as the initial RAS-rearing of juveniles prepared
for intensive on-grow. Finally, with its obtained results, discussions and descriptions of used
methodology, this thesis offers the basis to start the pikeperch fingerling production.
Therefore, the most important outcome of this dissertation is availability of data on the

intensive rearing of pikeperch juveniles for the aquaculture sector.

Key words: pikeperch, aquaculture, diversification, larvae, juveniles, recirculation
aquaculture system, natural food, formulated feed, artificial reproduction, dry feed
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1. UvoD

1.1.AKVAKULTURA | POTREBA ZA DIVERZIFIKACIJOM

Akvakultura je sektor proizvodnje hrane u svetu sa najbrzim rastom (FAO, 2016). I
pored ove Cinjenice, uzgoj vodenih Zivotinja je 1 dalje na daleko nizem stupnju razvoja u
odnosu na uzgoj kopnenih Zivotinja u prilog ¢emu govori nekoliko ¢injenica. Pre svega, udeo
ulova iz otvorenih voda je i dalje znacajan (Slika 1.1) i zauzima vise od polovine u ukupnoj
koli¢ini ribe na svetskoj pijaci (FAO, 2016). Takode, za razliku od gajenja kopnenih Zivotinja
gde postoji mali broj vrsta koje su zastupljene u proizvodnji, u akvakulturi je broj gajenih
vrsta daleko ve¢i (Bilio, 2007; De Silva el al., 2009; Teletchea i1 Fontaine, 2014). S tim u
vezi, osnovna klasifikaciona jedinica u akvakulturi je i dalje na nivou vrste, dok se linija, soj i
rasa mogu naci kod svega nekoliko gajenih akvati¢nih vrsta. Na kraju, tehnologije uzgoja, pre
svega u intenzivnom sistemu, detaljno su opisane za svega nekoliko vrsta riba (Gjedrem,
2000; Gjedrem i1 Baranski, 2009; Teletchea 1 Fontaine, 2014). Takode, za mnoge vrste na listi
uzgajanih akvati¢nih organizama (FAO 2012-2017) poznavanje zivotnog ciklusa i dalje nije
kompletno i neki od zivotnih stadijuma (npr. matice, mlad) se i dalje koriste iz ulova,

poreklom iz otvorenih voda (Telechtea i Fontaine, 2014).
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Slika 1.1. Odnos koli¢ine ulova iz otvorenih voda i proizvodnje akvakulture u periodu 1950-
2014. godine (FAO, 2016)




lako je globalni trend proizvodnje vodenih organizama u konstantnom rastu, evropska
slatkovodna akvakultura belezi stagnaciju u poslednje dve decenije (FAO, 2016). Trenutno
ne postoji jasan pravac daljeg razvoja uzgoja ribe u Evropi, a ovo je potrebno kako bi se
akvakultura na starom kontinentu sinhronizovala sa usponom ove privredne grane na ostalim
kontinentima (Teletchea 1 Fontaine, 2014). Naime, imajuci u vidu stanje broja gajenih vrsta i
tehnologije njihovih uzgoja, postoje dva pravca daljeg razvoja. Jedan je pratiti na¢in razvoja
gajenja kopnenih zivotinja i usredsrediti se na mali broj vrsta, ¢ija tehnologija uzgoja je dobro
poznata, a vrste su podvrgnute domestikaciji do odredenog nivoa (Bilio, 2008).  Drugi
pravac podrazumeva suprotan princip — princip diverzifikacije (De Silva el al., 2009; Diana,
2009; Fontaine et al., 2009). Ovaj pravac ukazuje na opciju povecanja raznovrsnosti u
pogledu uzgajanih vrsta, ali i nacina njihove proizvodnje. Smisao povecanja broja gajenih
vrsta i tehnologija proizvodnji je u saglasnosti sa principima o¢uvanja zivotne sredine. Pre
svega, povecanjem broja vrsta i baziranjem na vrstama karakteristicnim za odredene regione,
smanjuje se rizik od ugrozavanja biodiverziteta izrazito poveéanim prisustvom malog broja
vrsta, a gde je uvodenje alohtonih vrsta neizbezno. Sa druge strane, uzgojem vrsta
karakteristiénih za datu oblast smanjuje se rizik aklimatizacije na nove uslove i otvara
mogucénost kori§¢enja klimatskih i vodnih resursa kombinovanjem viSe sistema proizvodnje.
Konacno, diverzifikacija ponude najc¢eS¢e vodi do poboljSanja poslovanja malih i1 srednjih

preduzeca (Qian, 2002).

U tom smislu, poslednjih par decenija istrazivaci iz oblasti akvakulture ispitivali su
viSe vrsta koje bi mogle biti pogodne za diverzifikaciju evropske slatkovodne akvakulture.
Studije su imale zadatak da opiSu i kompletiraju bioloski ciklus vrste od interesa. Nakon
velikog broja studija, najceS¢e pominjani kandidati za intenzivan uzgoj su bandar Perca
fluviatilis (Mélard et al., 1996), mani¢ Lota lota (Zarski et al., 2010) i smud Sander
lucioperca (Zakes i Demska-Zakes, 1996.)

Bandar, odnosno evroazijski grge¢, je karakteristican predstavnik porodice grgeca
(Percidae). Tokom prethodne dve decenije studije radene na bandaru su se mahom bavile
vestackim mrestom (Kucharczyk et al., 1996, 1998; Szczerbowski et al., 2009), intenzivnim
uzgojem larvi (Kestemont et al., 1996), te indukcijom sazrevanja gonada u kontrolisanim
uslovima (Migaud et al., 2002; Abdulfatah et al., 2011, 2013). Stavise, shodno dugoj istoriji
istrazivanja 1 znatnom razvoju tehnologije uzgoja, nekoliko studija je objavljeno na temu
uticaja domestikacije na karakteristike uzgoja bandara (Mairesse et al., 2007; Douxfils et al.,

2011; Kfist'an et al., 2012; Khendek et al., 2017). Nakon uspeha na eksperimentalnom nivou,
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ova tehnologija je uspeSno introdukovana i na komercijalni, pa ¢ak u nekom smislu
industrijski nivo §to je rezultiralo novim farmama i1 mrestiliStima Sirom Evrope (Steenfeldt et

al., 2015).

Osnovna metabolicka karakteristika manica jeste njegovo specificno povecanje
aktivnosti pri nizim temperaturama, uprkos cinjenici da obitava i na prilicno niskim
geografskim Sirinama severne hemisfere (Paragamian i Willis, 2000). Naime, dok pri viSim
temperaturama prelazi u stanje hibernacije, sa jeseni i sa smanjenjem temperature vode dolazi
do znacajnog ubrzanja njegovog metabolizma, te se njegov mrest na podrucju srednje, isto¢ne
i jugoistocne Evrope najceS¢e deSava pri minimalnim godi$njim temperaturama vode u
decembru i januaru mesecu. Mani¢ je bio tema istrazivanja iz oblasti akvakulture u poslednjoj
deceniji. U objavljenim studijama opisan je veStacki mrest (Vught., 2008; Zarski et al.,
2010)., te uzgoj larvi (Shiri Harzevili et al., 2003; Kupren et al., 2014; Palifiska-Zarska et al.,
2014a, b) i mladi ove vrste (Trejchel et al., 2014). Shodno ohrabruju¢im rezultatima, trenutno

je u toku prelazak ove tehnologije na komercijalni nivo (Mitrovich, 2013).

Dok su rezultati istrazivanja bioloSkog ciklusa u zatocenistvu u prethodne dve vrste
ohrabruju¢i, isto se, nazalost, ne moze re¢i i za smuda. Naime, kao glavno usko grlo
proizvodnje je definisana stabilna proizvodnja nasadnog materijala, mladi naviknute na
koncentrovanu hranu i uslove intenzivnog uzgoja (Mani-Ponset et al., 1994). U poslednje dve
decenije, znaCajan broj istrazivanja je posvecen veStaCkom mrestu smuda (Zakes 1
Szczepkowski, 2004; Roényai, 2007; Kucharczyk et al., 2007; Zarski et al., 2012a),
intenzivnom uzgoju larvi (Kestemont et al., 2007; Szkudlarek i Zakes, 2007), te odgoju mladi
pogodne za intenzivni uzgoj (Zakes et al., 2006; Wang et al., 2009a). Rezultati istrazivanja su
prilicno varijabilni, a sa njima 1 uspeh implementacije u praksi. Medutim, dok bandara i
manica karakteriSe relativno spor rast, te trzista karakteristicne i prilicno uske niSe, potencijal
trziSta 1 performanse intenzivnog uzgoja smuda od 10g do lkg su toliko impresivne da je i
pored svih rizika, transfer tehnologije na komercijalni nivo zapoceo prili¢no rano. Zbog toga,
i pored nestabilnog trziSta nasadnog materijala, razvoj ove tehnologije uzgoja na
eksperimentalnom i komercijalnom nivou se i dalje smatra opravdanim (Steenfeldt et al.,
2015).



1.2.SMUP KAO KANDIDAT ZA DIVERZIFIKACIJU EVROPSKE AKVAKULTURE

Smud, Sander lucioperca (L., 1758), je jedna od tri evropske vrste iz roda Sander, gde
jo$ spadaju smud kamenjar Sander volgensis i morski smud Sander marinus. Trenutni areal
smuda, ukljucujuci i prostore gde je uspesno introdukovan, je daleko veci od areala ostale dve
pomenute vrste. Prostire se od reke Ebro u Spaniji na zapadu do Kine na istoku i od

Sredozemnog mora, Kaspijskog jezera i Irana na jugu do Rusije, Svedske i Finske na severu

(Slika 1.2).
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Slika 1.2. Areal evropskih vrsta iz porodice Sander (izvor Stepien i Haponski, 2015)

Smud je mesoZder, koji se u toku larvenog i ranog juvenilnog stadijuma hrani
organizmima zooplanktona i larvama tvrdokrilaca. Sa mesec dana starosti postepeno prelazi
na piscivornu ishranu, da bi sa 10 cm duzine, ribe postale osnovna stavka dalje ishrane smuda
(Buijse i Houthuijzen, 1992; Hansson et al.,, 1997). Raste do maksimalne duzine od 130 cm i
mase 12-18 kg (FAO, 2010; Slika 1.3.). Smud je nocna vrsta, aktivan uglavnom tokom
mraka, te danju u uslovima povec¢ane mutnoce vode (Popova i Sytina, 1977; Lehtonen et al.,
1996). Izrazito razvijena ocCna retina mu omogucava uspeSan lov u uslovima smanjene
vidljivosti (Ali et al., 1977). Tokom dana, uglavnom obitava u dubljim i tamnijim delovima
staniSta, dok se tokom no¢i premesta u pli¢e delove radi lova (Popova i Sytina, 1977). Zrele
jedinke se Cesto hrane u blizini teritorije pogodne za predstojec¢i mrest (Lehtonen i Toivonen,
1988). lako aktivan, zimi se mahom slabije hrani, dok se usled porasta temperature njegov

metabolizam, a sa tim 1 ishrana znacajno ubrzavaju (Popova 1 Sytina, 1977). Sa jesenjim



zahladenjem, zrele jedinke, pre svega Zenke, nastavljaju sa aktivnom ishranom usled
metabolickih potreba za razvoj gonada, odnosno vitelogeneze, koja je najizrazenija u
jesenjem periodu (Fontaine et al., 2015). Veli¢ina plena smuda je uglavnom u pozitivnoj
korelaciji sa njegovom veli¢inom, mada je svakako uslovljena i velicinom plena dostupnog
na datoj teritoriji (Hansson et al., 1997; Dorner, 2007). Iako slatkovodna vrsta, prili¢no je
tolerantan na braki¢ne uslove, podnosec¢i salinitet do 10-12 %o, te je znacajno rasprostranjen u
Baltickom moru (Lehtonen et al., 1996). Medutim, njegove larve ne podnose salinite vis$i od 5
%o, pa se na takvim staniStima mrest najées¢e obavlja na ulivima slatke vode (Lehtonen et al.,
1996; Lappalainen et al., 2003). Migracije su karakteristi¢ne za populacije smuda (Lehtonen
et al.,, 1996), medutim njihov obrazac i dalje nije definisan. Svakako, postoje mresne
migracije kao i migracije radi ishrane koje dovode do preklapanja i meSanja populacija
(Lehtonen i Toivonen, 1988; Koed et al., 2000). Opisane su velike brzine migracija nekih
jedinki (Koed et al., 2000), njihova sposobnost vra¢anja na izvornu teritoriju (Keskinen et al.,
2005), te takode delimi¢na migracija populacija, gde deo populacije menja staniste, dok deo
ostaje na teritoriji prethodnog mresta (Lehtonen et al., 1996). Polnu zrelost muzjaci dostizu sa

2-3 godine starosti, odnosno 30-35 cm duZine tela, dok je kod Zenki obi¢no potrebna jedna

godina vise, odnosno veli¢ina od 35 do 40 cm duzine (Lehtonen et al., 1996; Lappalainen et
al., 2003).

Slika 1.3. Autor sa kapitalnim primerkom smuda (Foto T.Ristovi¢)



Meso smuda je neutralnog ukusa, bez mirisa i kao takvo je izuzetno cenjeno od strane
potrosaca. Udeo koji filet zauzima u ukupnoj masi zive ribe je visok, dok je procenat masti u
filetu ispod dva procenta (Jankowska et al., 2003). Masno-kiselinski sastav mesa smuda je
sli¢an morskim ribama (Kowalska et al., 2011). Odlikuje ga visok procenat dugolancanih
polinezasi¢enih masnih kiselina i izuzetno povoljan odnos n-3 i n-6 nezasi¢enih masnih
kiselina, §to ga ¢ini veoma pozeljnom slatkovodnom vrstom riba na trpezi Coveka. Zbog
svojih atraktivnih karakteristika, takode vrlo je cenjen medu rekreativnim ribolovcima (FAO,

2012-2017).

Ukupan godisnji izlov smuda u poslednjih 70 godina na globalnom nivou se kre¢e od
20 do 50 hiljada tona, sa trendom smanjenja, pre svega zbog nekontrolisanog izlova, od
pedesetih godina proslog veka do danas (Slika 1.4). Upravo je to i razlog sve vece potraznje
za smudem u Evropi, kako za potrebe ljudske ishrane, tako i za poribljavanje ribolovnih voda

i prirodnih vodenih ekosistema.
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Slika 1.4. Ukupan godi$nji izlov smuda u periodu 1950 — 2014. (FAO, 2012-2017)

U istom periodu, proizvodnja smuda belezi znaCajan rast, ali sa izrazenim
varijacijama u koli¢ini ostvarene proizvodnje (Slika 1.5). Razlog je ¢injenica da je najveci
deo proizvodnje poreklom iz ekstenzivne akvakulture smuda, odnosno poluintenzivne
proizvodnje Sarana Cyprinus carpio, gde se smud gaji kao prateca vrsta. U Saranske ribnjake
se nasaduje radi kontrole divlje ribe, a u kojima proizvodnja smuda zavisi pre svega od
koli¢ine raspolozivog plena. Tako proizvodnja u proseku iznosi 40 kg ha™ (Bojcic¢ et al.,
1982). Bez obzira na trend rasta proizvodnje smuda u akvakulturi, ukupna proizvodnja i dalje
predstavlja mali deo koli¢ine u prometu smuda. Tako je u toku 2009. godine u svega tri
zemlje ukupna proizvodnja smuda presla 100 tona (Danska, Tunis, Ukrajina), a udeo

akvakulture iznosio manje od 5 % ukupnog izlova (Steenfeldt et al., 2015). Navedeni podaci
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ukazuju da postoji znaCajan prostor za smuda iz uzgoja u ukupnom prometu, a smud je

definisan kao jedan od glavnih kandidata za diverzifikaciju evropske akvakulture.

Kako je produkcija smuda u ekstenzivnim uslovima niska i promenljiva, kao glavni
pravac za razvoj akvakulture smuda je definisan uzgoj u visoko kontrolisanim, intenzivnim
sistemima. Sistem koji pruza najveéi stepen kontrole u akvakulturi jeste recirkulacioni
akvakulturni sistem - RAS (eng. Recirculation Aquaculture System). Kriti¢na stavka pri
izgradnji RAS-a jesu visoki investicioni troskovi, kao i prili¢no visoki operativni troskovi
(Martins et al., 2010). Zbog toga, pri postavci ovog oblika proizvodnje od osnovnog je
znacaja izbor vrste za uzgoj, jer prodajna cena mora da opravda troSkove. Cena smuda u
zemljama Evropske unije se kreée od 8 do 13 € kg™ (Steenfeldt et al., 2015). Maksimalne
gustine pri gajenju su 50-80 kg m™, a uzgojni period od larve do konzumne veli¢ine (0,8 -
1,2kg) je 12-16 meseci (Dalsgaard et al., 2013). Ovim proizvodnim karakteristikama i
veli¢inom trzista, smud je predstavljen kao vrsta koja opravdava visoke troskove proizvodnje.
Stoga, u viSe zemalja Evrope od pocetka devedesetih godina proSlog veka do danas, za
mnos§tvo naucno-istrazivackih institucija i istrazivacko razvojnih kompanija uzgoj smuda u
RAS uslovima je bio jedna od glavnih tema istraZivanja, razvoja i implementacije u praksi.
Tako danas mozemo naéi nekoliko proizvodaca koji proizvode smuda konzumne mase u

RAS-u sa ukupnom godiSnjom proizvodnjom od 100 do 250 t (Steenfeldt et al., 2015).
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Slika 1.5. Ukupna proizvodnja smuda u akvakulturi u periodu 1950-2014. (FAO, 2012-2017)




1.3.RECIRKULACIONI AKVAKULTURNI SISTEM | NJEGOVA PRIMENA U
INTENZIVNOJ AKVAKULTURI SMUDPA

Konkurencija sa drugim granama privrede za zemljiStem i svezom vodom, kao i
negativan uticaj proizvodnje na zivotnu sredinu, naveli su struénjake koji se bave
akvakulturom da razmisljaju drugacije u odnosu na tradicionalnu proizvodnju u jezerima,
kavezima i protoc¢nim sistemima (Badiola et al., 2012). U tim okolnostima, RAS se nasao kao
reSenje za spomenute prepreke (Martins et al., 2010). Naime, RAS je u upotrebi u naucno-
istrazivackoj delatnosti ve¢ nekoliko decenija (Losordo i Westerman, 1994.). Radi
uspostavljanja proizvodnje industrijskih razmera, visoka pocetna ulaganja kao i visoki
troskovi proizvodnje, do skora nisu bili opravdani cenom ribe. Medutim, prekomernim
izlovom otvorenih voda, prenaseljenoS¢u odredenih delova kopna te nedostatkom zemlji$nih i
vodnih resursa, proizvodnja u recirkulacionim sistemima uzima sve ve¢i mah u Evropi (Pauly
et al., 2002; Hilborn et al., 2003; Dalsgaard et al., 2013). S druge strane, mnoge vrste riba
koje su na listi ugrozenih ili teSko uzgojivih u drugim sistemima daju novu dimenziju i
prostor za razvoj RAS-a. Takode, prednosti RAS-a su prepoznate u proizvodnji mladi, gde
visoka cena proizvoda i potreba za visokim nivoom kontrole uslova sredine tokom gajenja,

opravdava veca ulaganja u proizvodnju (Badiola et al., 2012).
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Slika 1.6. Shema funkcionisanja recirkulacionog sistema (Fernandes et al., 2015)

Generalno, RAS podrazumeva intenzivnu proizvodnju riba gajenih u velikim
gustinama sa konstantnim tretmanom otpadne vode i njenim ponovnim koriS¢enjem kao
pre¢is¢ene vode. Dakle, radi se o tehnolosko-bioloskom sistemu, §to ga ¢ini izuzetno
komplikovanim za odrzavanje (Badiola et al., 2012). Najjednostavnije, RAS se moze

predstaviti u dve jedinice — uzgoj i tretman (Slika 1.6). Uzgojna jedinica je sastavljena od



bazena razligitih zapremina u kojima se ribe gaje u gustini 10-300 kg m™, u zavisnosti od
vrste i uzrasne kategorije ribe (Masser et al., 1999; Sammouth et al., 2009). Temperatura
vode je najcéeS¢e optimalna sa aspekta prirasta gajenih vrsta riba, te je u pri visokim
gustinama nasada proizvodnja amonijaka i fecesa izuzetno visoka. Kako bi otklonili Stetne
produkte metabolizma iz uzgojne jedinice potrebna je konstantna izmena preciS¢éenom
vodom. U tretmansku jedinicu stize voda smanjene koncentracije kiseonika 1 povecane
koncentracije amonijaka i fecesa. Tretmanske jedinice se sastoje iz tri dela: mehanic¢kog,
bioloskog i1 dezinfekcionog (Crab et al.,, 2007). Na prvom koraku voda se oslobada od
mehanickih necistoca. Postoji visSe oblika mehanicke filtracije, a najées¢e su u upotrebi
bubanj 1 sedimentacioni filteri (Cripps 1 Bergheim, 2000). Mehanicki preciS¢ena voda prelazi
na bioloski tretman gde se otklanjaju hemijske necistoce, proizvodi metabolizma riba, pre
svega amonijak i nitriti. Osnovna bioloSka prerada vode je nitrifikacija, dok napredni
recirkulacioni sistemi sve ceS¢e u svom sklopu imaju 1 denitrifikacionu komoru. U
nitrifikacionom reaktoru amonijak se preko nitrita prevodi do nitrata uz pomo¢ aerobnih
autotrofnih bakterija (Van Rijn et al., 2006; Van Kessel et al., 2010; Schreier et al., 2010).
Najcesce koriséeni tipovi bioloskih filtera su pokretni krevet bioreaktori (eng. Moving Bed
Bio Reactor — MBBR) i kapajuéi filter (eng. trickling) (Eding et al., 2006; Rusten et al.,
2006). Ribe mogu da tolerisu relativno visoku koncentraciju nitrata u vodi, te se u klasi¢noj
postavci RAS-a ukupnom izmenom vode od 10% dnevno odrzava njihov Zeljeni nivo
(Masser et al., 1999; Ebeling et al., 2006). Nakon bioloS§kog tretmana, voda prolazi kroz
dezinfekacionu komoru gde se oslobada od mikroorganizama putem UV ili ozonske filtracije

(Sharrer i Summerfelt, 2007). Na ovakav nacin, preciS¢ena voda se uz pomo¢ pumpi vraca

nazad u uzgojnu jedinicu.

Slika 1.7. Smud konzumne veli¢ine uzgojen u RAS-u (Foto T. Ristovi¢)



Osnovna prednost RAS-a u odnosu na druge sisteme za uzgoj riba jeste moguénost

odrzavanja konstantno optimalnih uslova za uzgoj, pre svega temperature vode i zasi¢enosti

temperature vode preko 22 °C (Ronyai i Csengeri, 2008; Wang et al., 2009a) kao i znacajnu
zasic¢enost vode kiseonikom od preko 90% na upustu u uzgojni bazen (Stejskal et al., 2012).
Takode, za optimalan razvoj smud trazi mrac¢ne uslove (Luchiari, et al., 2006; Kozlowski et
al., 2010). Svi ovi zahtevi za optimalnim uslovima sredine ostvarivi su u RAS-u, koji se
shodno tome moze smatrati prekretnicom u razvoju intenzivne kulture smuda. Osnovna
postavka RAS-a za uzgoj smuda sastoji se od tri jedinice: jedinica za podizanje larvi, jedinica
za uzgoj mladunaca i jedinica za uzgoj konzumne kategorije. U prvu jedinicu nasaduju se
novoizvaljene larve u gustini 15-100 larvi po litru (Szkudlarek i Zake$, 2007) i gaje se na
temperaturi 16-22 °C. Nakon 30 dana rani juvenili se prebacuju u sistem za odgoj mladi gde
se gaje do mase 10-15 grama. Optimalna temperatura za intenzivan uzgoj mladi u RAS-u su
22-25 °C, sa gustinom nasada koja se kre¢e 15-30 kg m™ (Dalsgaard et al., 2013). Na kraju,
mlad pripremljena za intenzivan uzgoj prenosi se u sistem za odgoj do konzumne velicine,
koji se obavlja na temperaturi 22-26 °C sa gustinom nasada 20-80 kg m™. Trenutno, najesca

konzumna veli¢ina smuda na trziStu Evrope je 0,8-1,2kg (Steenfeldt et al., 2015).

1.4.KARAKTERISTIKE PRIRODNOG MRESTA SMUPA, RAZVOJ VESTACKOG
MRESTA, POTREBE ZA MATICAMA 1Z INTENZIVNOG UZGOJA |
PROBLEMATIKA EVALUACIJE REPRODUKTIVNIH PERFORMANSI MATICA

Smud se u prirodi mresti od kraja marta do polovine juna u zavisnosti od geografske
Sirine lokacije na kojoj obitava (Lappalainen et al., 2003). Tako, u juznom delu njegovog
areala mrest pocinje krajem marta, dok su na podru¢ju Finske i Svedske maj i jun najéesci
meseci mresta. Obicno se mrest odigrava pri temperaturi vode od 12 do 14 °C. U
mediteranskim zemljama poput Tunisa, gde je smud introdukovan (M'Hetli et al., 2011),
vreme mresta je regulisano fotoperiodom, te matice ne pocinju mrest pre prole¢ne
ravnodnevnice. Takode, u Skandinaviji, mrest smuda se dogada ve¢ na temperaturama 8 — 10
°C. Smud se mresti u paru i kao takav se klasifikuje kao monogamna vrsta (Lappalainen et
al., 2003). Muske populacije prve stizu na prostore pogodne za mrest gde prave gnezda i
¢ekaju Zenke. Sam mrest jedne populacije traje nekoliko nedelja, gde vece jedinke zapocCinju

period mresta, dok se najmanje jedinke mreste poslednje. Nakon mresta, muzjak ostaje na
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gnezdu do dve nedelje, ¢uvajudi ga od predatora i redovno ga Ciste¢i. Trajanje inkubacije jaja
je u zavisnosi od temperature vode, obi¢no izmedu 80 i1 110 stepen dana, odnosno krece se od
osam do devet dana pri temperaturi vode od 12 °C do svega Cetiri do pet dana pri temperaturi
vode od 18 °C (Schlumberger i Proteau, 1996; Kucharczyk et al., 2007).

Pojavu karakteristicnog nacina mreSéenja smuda na gnezdima su iskoristila prva
istrazivanja u domenu reprodukcije, te su prvi mrestovi u zatocenistvu ispitivani u delimic¢no
kontrolisanim uslovima (Schlumberger i Proteau, 1996). Gnezda bi bila postavljana u jezera
nasadena jednakim brojem muskih i Zenskih polno zrelih jedinki i nakon mresta oplodena jaja
bi bila prebacivana u rastiliSta za odgoj mesecnjaka (Bojci¢ et al., 1982). Zbog dugog
vremenskog razmaka u ovulaciji izmedu Zenki iste populacije, sledeca istraZivanja bila su
usmerena ka hormonskoj indukciji mresta sa svrhom bolje sinhronizacije ovulacije. Nakon
hormonske indukcije, matice bi u parovima bile nasadivane u kaveze snabdevene mresnim
supstratom — vestackim gnezdima (Zake$ i Demska-Zakes, 2009) koji bi bili smesteni u
jezerskim objektima. Medutim, i dalje je stepen kontrole bio prili¢no nizak, a moguénosti za
odrZavanje higijene oplodenih jaja minimalne, Sto je povecavalo rizik neuspeha mresta.
Slede¢i korak u povecanju kontrole mresta bilo je unosenje matica u zatvoreni prostor sa
moguénoscu kontrole uslova sredine. U takvim okolnostima, parovi matica bi bili nasadivani
u mresna odeljenja unutra$njih bazena (Slika 1.8.) i hormonski indukovani radi kona¢nog
mresta (Ronyai, 2007). Nakon mresta, gnezda bi bila prebacivana u tankove za inkubaciju sa
mogucnoscu primene profilaktickih kupki. Iako je ovakav nacin mresta povecao efikasnost, i

dalje je bio okarakterisan kao polu-vestacki.

Slika 1.8. Par smudeva u polu-kontrolisanom vestackom mrestu smuda u tanku (Foto U.

Ljubobratovic)
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Vestacka reprodukcija riba podrazumeva indukciju ovulacije Zenki, cedenje suvih jaja
i mleca, kratkotrajno skladistenje i in vitro fertilizaciju. Razlozi za ovakvom tehnologijom su
pre svega povecana efikasnost proizvodnje oplodenih jaja i larvi, smanjenje kori§¢enog
prostora 1 na kraju omogucavanje uspostavljanja razli¢itih odgajivackih procesa. Dakle,
logican slede¢i korak istraZzivanja bio je u osvajanju tehnologije potpuno kontrolisanog
mresta smuda. Kao prva prepreka za komercijalizacijom ove tehnologije naSla se
nesinhronizovanost vremena latencije — vreme od hormonske injekcije do ovulacije (Zarski et
al., 2012a). Naime, vreme latencije je izrazito karakteristicno za individuu te se i pored
hormonske indukcije razlika u vremenu latencije izmedu tretiranih Zenki kre¢e 1 do nekoliko
dana. Uprkos razli¢itim hormonskim i termalnim manipulacijama (Zarski et al., 2013) ova
prepreka nije prevazidena, te je reSenje nadeno u prevenciji spontane ovulacije i gubitku jaja,
posledice nesinhronizovane ovulacije. U tom smislu, opisana je tehnika zasivanja genitalnog

otvora zenki (Zarski et al., 20015a, Slika 1.9.).

Slika 1.9. Procedura usivanja papile Zenki smuda prema metodu Zarski et al., 2015a (Foto:

Kovacs Laszl0)
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lako je humani horionski gonadotropin (hCG) opisan kao najefikasnije sredstvo za
indukciju ovulacije kod Zenki smuda (Zakes et al., 2013a; Zarski et al., 2013), istraZivanja u
pravcu koris¢enja hormonskih analoga, kao Sto je analog lososovog gonadostimuliraju¢eg
hormona - sGnRHa (eng. salmon gonadotropin stimulating hormone analog) se i dalje izvode
sa svrhom pobolj$anja efikasnosti mresta i zamene organskih hormona sinteti¢kim (Zarski et
al., 2016). Nakon prikupljanja reproduktivnog materijala, fertilizacija se obavlja suvom
metodom (Kucharczyk et al., 2007; Zake$ 1 Demska-Zakes, 2009). Pre postavke jaja u
inkubatore, potrebno je otkloniti njihova adhezivna svojstva, ¢emu je posveceno nekoliko
studija (Demska-Zakes et al., 2005; Zarski et al., 2015b; Kfist’an et al., 2015). I pored brojnih
studija, prakticna metoda primenljivana na razliitim lokalitetima i1 dalje nije definisana

(Ljubobratovi¢ et al., 2017), te razli¢ita mrestiliSta pribegavaju razli¢itim metodama.

I pored toga Sto je za brz rast potrebna prilicno visoka temperature vode (Ronyai i
Csengeri, 2008; Wang et al., 2009a), smud je okarakterisan kao riba sveze vode, jer je za
njegovu reprodukciju neophodan hladni period godine u kom se deSava sazrevanje gonada.
Naime, vitelogeneza pocinje s jeseni sa smanjenjem temperature vode i trajanja obdanice
(Fontaine et al., 2015). Ovakav nadin sazrevanja gonada bio je motiv za istrazivanjem foto-
termalne manipulacije u svrhu delimi¢ne ili potpune kontrole indukcije mresta. Prva
istrazivanja su koristila spoljasnje objekte, naj¢eS¢e zimovnike, gde su nasadivane matice, a
potom boravile do pocetka perioda mresta (Horvath et al., 1984). Dalja kontrola sazrevanja
gonada ukljucivala je delimi¢no koriS¢enje potpuno kontrolisanih unutra$njih sistema sa
svrhom vansezonskog mresta. Studije su pokazale da je u slucaju zimovanja matica u
spoljaSnjim objektima, uspeSan mrest moguce izvesti 1 do tri meseca pre prirodne sezone
mresta uz upotrebu hormona (Ronyai, 2007; Zake$ i1 Szczepkowski, 2004), kao i bez
hormonskog tretmana (Mdiller-Belecke i Zienert, 2008). U tom smislu, jezersko

prezimljavanje matica smuda moze da obezbedi larve u trajanju od tri meseca godisnje.

Vecina prethodno pomenutih studija o mrestu smuda koristile su divlje, odnosno
matice iz ekstenzivnog uzgoja kao osnovni mati¢ni materijal. Upotreba ovih riba u cilju
proizvodnje nasadnog materijala povlac¢i sa sobom pitanja proizvodne i eticke prirode.
Naime, upravljanje Zivotnim ciklusom odredene vrste je krucijalno za uspeh intenzivnog
uzgoja, a koriS¢enje divljih matica ostavlja ciklus nekompletiran. Takode, kao §to je ranije
spomenuto, dostupnost i kvalitet ovakvog materijala su varijabilni u odnosu na sezonu i moze
dovesti do naglih promena u intenzitetu proizvodnje Sto je neprihvatljivo za potrebe

proizvodnje u RAS-u. Nadalje, divlje i ribe iz ekstenzivnog uzgoja nisu naviknute na ¢esto i
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visSednevno ru¢no manipulisanje koje je neizostavna stavka svakog vestackog mresta. Takva
manipulacija se moze okarakterisati kao izuzetno stresna za ove ribe, te je i1 sa eticke strane
moderne proizvodnje vestacko mresc¢enje divljih riba nepozeljno. ReSenje je u koriséenju
polno zrelih riba proizvedenih u RAS-u. Potpuna kontrola indukcije sazrevanja gonada u
uslovima RAS-a je obradena u nekoliko studija (Hermelink 2011, 2013, 2017). Medutim,
sem S§to je opisana kao mogucéa (Zakes 2007; Zake$ et al., 2013a), konaCan protokol
kontrolisane indukcije gonada u RAS-u i dalje nije definisan. Kontrola indukcije sazrevanja
gonada podrazumeva vestacku termalnu manipulaciju — rashladivanje vode — koja sama po
sebi predstavlja dodatnu stavku u ukupnim tro§kovima odrzavanja i inace skupih sistema, a
takode podrazumeva izuzetno smanjen prirast ribe u takvim uslovima i indirektno uti¢e na
ekonomicnost proizvodnje. Shodno ¢injenici da je jezerski sistem najrasprostranjeniji oblik
proizvodnje u zemljama srednje i isto¢ne Evrope, te je infrastruktura lako dostupna,
zimovanje matica iz RAS-a u jezerskim sistemima predstavlja priliéno ekonomican naéin
indukcije sazrevanja gonada. Takode, kombinacija RAS 1 jezerskog sistema je i1 ranije

opisivana kao moguce resenje za smanjenje troskova intenzivne proizvodnje smuda (Blecha

etal., 2016).

Slika 1.10. Postupak prikupljanja jaja metodom cedenja matica iz intenzivnog uzgoja nakon

zimovanja u jezerskom sistemu (Foto T. Ristovi¢)
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Proizvodnja smuda u RAS-u omogucava kontrolu optimalnih uslova za njegov uzgoj,
te time i najbolji prirast (Dalsgaard et al., 2013). Formulisane hrane dostupne na trzistu su
pogodne za dobar prirast, medutim optimalan sastav koncentrovane hrane za razvoj jaja
smuda je i dalje neistrazen. Jedina studija koja se bavila ishranom pri sazrevanju gonada
smuda objavila je komercijalno neprihvatljive rezultate pri koris¢enju iskljuc¢ivo formulisane
hrane (Wang et al., 2009b). Sa druge strane, ova industrija je prilicno mlada, te velika
ulaganja u proizvodnju specijalne hrane za mati¢na jata smuda i dalje nisu ekonomski
opravdana. U tom smislu, ziva riba (plen) pronadena je kao pogodnija za razvoj gonada u
toku hladnog perioda indukcije mresta. Udeo korovske ribe je neizostavan u ukupnom izlovu
ribe iz ekstenzivnih i polu-intenzivnih jezerskih sistema uzgoja (Markovi¢, 2010), te kao
takva predstavljaju relativno jevtino reSenje za kvalitetnu ishranu matica smuda u jezerskom
sistemu tokom hladnijeg perioda godine. Medutim, prezimljavanje riba iz RAS-a u jezerskom
sistemu moze se dovesti u pitanje sa razliCitih aspekata. Naime, ribe naviknute na Zivot u
potpuno kontrolisanim zatvorenim sistemima mogle bi imati problem sa aklimatizacijom na
ekstenzivni sistem i prelaskom ishrane sa inertne na zivu hranu. To bi moglo da ima
negativne posledice na kvalitet sazrevanja gonada i konacno moglo bi da uti¢e 1 na stepen
prezivljavanja matica koje predstavljaju prili€no redak, izrazito traZzen i iznad svega skup

materijal.

Ocenjivanje reproduktivnih performansi matica iz porodice Percidae je bila tema
nekoliko prethodnih istrazivanja (Henrotte et al., 2010a; Zarski et al., 2011; Castets et al.,
2012; Zarski et al., 2012b; Zarski et al., 2017). Postoji nekoliko grupa parametara kojima se
moze oceniti uspeh mresta 1 kvalitet reproduktivnog materijala. NajSeS¢e su se studije
bazirale na stopi oplodnje, prezivljavanju embriona, izvaljivanju larvi kao i morfoloskim
karakteristikama samih larvi (Schaerlinger i Zarski, 2015). U nekoliko studija od interesa je
bio 1 biohemijski sastav jaja (Wang et al., 2009b; Khemis et al., 2014). Napori su ulozeni
kako bi se §to preciznije definisali indikatori kvaliteta reproduktivnog materijala. Naime, od
izuzetnog je znacaja precizno odrediti prediktivne indikatore kvaliteta kako loSiji nasadni
materijal ne bi bio kori§¢en u proizvodnji. Uzimajuci u obzir ¢injenicu da je prezivljavanje u
toku larvalnog i ranog juvenilnog perioda smuda oznaceno kao usko grlo cele proizvodnje
(Ruuhijarvi et al., 1991; Mani-Ponset et al., 1994; Hilge i Steffens, 1996), ovakvi prediktori
bi bili od izuzetnog znacaja. Medutim, do sada tacan odnos izmedu svih ovih parametara nije
definisan (Schaerlinger i Zarski, 2015). Stoga su potrebna nova istrazivanja sa §to $irim

opsegom analiziranih parametara radi definisanja veza medu indikatorima kao i1 konacnog
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definisanja pokazatelja. U tom smislu, kao krajnju ocenu kvaliteta reproduktivnog materijala
mogli bismo definisati prilagodljivost nasadnog materijala — larvi na uslove intenzivnog
uzgoja. Ovakva analiza je prilicno retka, a prema nekoliko studija koje su je ukljucile mogla
bi biti izuzetno informativna (Dabrowski et al., 2000; Zarski et al., 2011). Konaéno, kako bi
opisali reproduktivne performanse matica, potrebno je analizirati §to ve¢i broj parametara
koji bi mogli biti definisani kao prediktivni i dalje oceniti sa stanoviSta prezivljavanja

dobijenog nasadnog materijala.

1.5.PROIZVODNJA MLAPI SMUPA POGODNE ZA UZGOJ U RAS-U

Larve smuda su izuzetno sitne, duzine 4 - 5.5 mm i individualne mase oko 0,5 mg
(Szkudlarek 1 Zakes, 2007; Steenfeldt, 2015). Naj€esce se izvaljuju nakon pigmentacije ociju,
mada se desavaju i izvaljivanja pre pigmentacije u zavisnosti od uslova inkubacije jaja
(Ktist’an et al., in press; Ljubobratovi¢ et al., 2017). Novoizvaljene larve otvaraju usta tri do
Cetri dana nakon izvaljivanja. Prvi plen smuda u prirodi je sitniji zooplankton iz reda
Rotatoria i larvi nauplii reda Copepoda, dok kasnije prelazi na ishranu Kkrupnijim
planktonskim organizmima i larvama tvrdokrilaca (Verreth i Kleyn, 1987). U odnosu na to da
li imaju ili ne pneumati¢ni kanal (ductus pneumaticus) koji povezuje riblji mehur sa
jednjakom, kosljoribe se dele na fizostome i fizokliste (Summerfelt, 2013). Naime, dok
pneumaticni kanal prvih ostaje u funkciji 1 nakon larvalnog razvica, kod fizoklista ovaj
specificni organ nestaje ili gubi funkciju nakon larvalnog razvic¢a. Smud je fizoklistiCna vrsta,
a ispunjavanje mehura se deSava u toku njegovog larvalnog razvoja, najces$¢e u periodu 7-15
dana po valjenju (DPV) (Demska-Zakes et al., 2003; Steenfeldt, 2015). Dakle, larve smuda
zapoc¢inju egzogenu ishranu pre ispunjavanja mehura, Sto, zbog smanjenih plivackih
mogucnosti oteZava uspeh njihovog lova za Sta je veoma vazno postojanje obilja plena.
Novoizvaljene larvae smuda su izrazito pozitivho fototaksi¢ne, dok u periodu ranog
juvenilnog stadijuma pocinje razvoj retine i time njihova prilagodenost na uslove smanjene
vidljivosti (Luchiari et al., 2006, 2009; Tielmann et al., 2016). Zajedno sa razvojem retine,
jednomesecni mladunci po€inju picsivornu ishranu koja nadalje ostaje isklju¢ivo piscivorna

tokom zivota (Antalfi, 1979).

U ekstenzivnim jezerskim uslovima gnezda ili larve starosti 3-4 DPV se nasaduju u
jezera u gustini 100-500 hiljada po hektaru (Policar et al., 2012, 2013b). Pravovremenim
punjenjem jezera do polovine maksimalnog nivoa 5-7 dana pre nasadivanja larvi, odnosno

tretmanom insekticidima, pospeSuje se razvoj sitnijih planktonskih organizama pogodnih za
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prvu ishranu larvi 1 ujedno sprecava razvoj krupnijeg zooplanktona, potencijalno Stetnog po
novoizvaljene larve (BojCi¢ et al., 1982). Organskim i veStackim dubrivima i podizanjem
nivoa vode u jezeru dve nedelje nakon nasadivanja pospeSuje se razvoj krupnijeg
zooplanktona iz reda Cladocera koji ¢ini osnovu dalje ishrane dvonedeljnih juvenilnih
stadijuma. U zavisnosti od temperature vode, pet do Sest nedelja nakon nasadivanja mladunci
dostizu duzine 30-40 mm, kada se deSava prelaz na piscivornu ishranu i prvi znaci

kanibalizma. To je vreme kada je izlov mladi neophodan kako bi se sprecili veci gubici.

Za potrebe uzgoja u intenzivnom sistemu, osnovni preduslov jeste da mlad konzumira
industrijsku koncentrovanu hranu. U slucaju smuda, koji je izrazito predatorska i piscivorna
vrsta, ovo je osnovna prepreka u uspostavljanju intenzivne kulture. Definisane su dve
tehnologije proizvodnje mladi naviknute na suvu hranu - proizvodnja mladi iskljuéivo u
RAS-u (Kestemont et al., 2007; Szkudlarek i Zakes$, 2007) i proizvodnja mladi kombinacijom
ekstenzivnog jezerskog sistema i RAS-a (Zakes$ 1 Szkudlarek, 2007; Policar et al., 2013a). Za
potrebe odrZzanja higijenske sigurnosti uzgoja u RAS-u, od izuzetnog je znacaja ribu ne
dovoditi u kontakt sa spoljasnjim objektima. Takode, uzgoj larvi u potpuno kontrolisanim
uslovima otklanja zavisnost od sezone 1 ¢ini moguc¢om proizvodnju mladi tokom cele godine.
Medutim, ovakav nacin proizvodnje je tehnoloski vrlo zahtevan, a optimalni uslovi sredine,
kvalitet 1 nacini ishrane i dalje nisu do detalja definisani Sto je neophodno za stabilnu
proizvodnju. Stoga je broj mrestilista koja proizvode mlad u RAS-u izuzetno mali (Steenfeldt
et al.,, 2015). Kako bi povecali proizvodnju, koriS¢enje mladi iz jezerskog odgoja je
definisano kao atraktivna alternativa. Zbog joS uvek niske proizvodne efikasnosti u RAS-u, a
i dalje rastu¢e potraznje za mladu naviknute na koncentrovanu hranu, i pored pomenutih
nedostataka, ovakav oblik proizvodnje je Siroko zastupljen i1 po nekim studijama mlad
proizvedena kombinacijom RAS i ekstenzivnog sistema je izuzetno povoljnih karakteristika
(Policar et al., 2016).

Zbog navedenih karakteristika larvi smuda, kultura larvi ove vrste je izuzetno
delikatna 1 specificna. Naime, ceo tehnoloski proces treba uskladiti sa larvalnim razvi¢em
(Slika 1.10). Shodno tome da na pocetku egzogene ishrane larve nemaju mehur, posebnu
paznju treba posvetiti nacinu toka vode, koji sa sobom nosi i specifi¢nosti primene razlicite
hrane (ziva, odnosno koncentrovana hrana). Naime, teCenje vode od dna prema povrSini u
tanku cilindri¢no-konusnog oblika je definisano kao optimalno za razvoj larvi tokom perioda
ispunjavanja mehura, shodno tome da su plivacke sposobnosti larvi ograni¢ene (Steenfeldt,

2015). Takode, ovakav uzdizu¢i tok izuzetno je pogodan za suplementaciju zive hrane jer je
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¢ini dostupnom mladi duze vremena u vodenoj koloni. Kakogod, u takvom toku, zaostala
koncentrovana hrana koja se talozi na dnu tanka predstavlja svojevrstan problem shodno
svezoj vodi koja tokom kruzenja prvobitno prolazi u okolini raspadajuce hrane. S druge
strane, digestivni trakt larvenih i mladih uzrasnih kategorija riba je izuzetno nerazvijen
(Mani-Ponset et al., 1994; Ostaszewska et al., 2005; Kowalska et al., 2006) i razvoj Zeluca
pocinje tek sa 15-20 DPV. Uzimajuéi u obzir oba aspekta, vazno je ribu hraniti lako
svarljivom zivom hranom tokom prve dve nedelje zivota. Nekoliko studija se bavilo
optimalnim danom pocetka tranzicije ishrane larvi sa Zive na suvu hranu. Dok su Kestemont
et al. (2007) definisali optimalno vreme promene hrane na 18 DPV, analiza razvoja
digestivnog trakta i enzimske aktivnosti zakljucila je da su larve spremne za tranziciju ve¢ sa
15 DPV (Hamza et al., 2007). Ovaj dan se poklapa sa zavrSetkom ispunjavanja mehura, kada
se plivacke sposobnosti juvenila znacajno poboljSavaju, te je u saglasnosti sa eventualnom
promenom tipa toka vode sa uzdizu¢eg na cirkularni prilikom promene rezima ishrane.
Cirkularno tecenje vode obezbeduje pogodnije meSanje sveze vode, a takode 1 koncentrisanje
zaostale hrane i1 fecesa u centru tanka, Sto olakSava odrzavanje higijene tanka. lako su
prethodno pomenute dve studije istrazivale optimalno vreme pocetka promene tipa hrane,
strategija ishrane, odnosno nacin prelaska sa Zive na suvu hranu nisu bile predmet njihovog
istrazivanja ve¢ su koristile strategiju ranije definisanu za morske vrste. Shodno €injenici da,
s jedne strane, suplementacija Zivom hranom zauzima vecinu tro§kova proizvodnje juvenila u
intenzivnom sistemu (Person Le Ruyet et al., 1993; Cahu i Zambonino Infante, 2001;
Langdon, 2003), a sa strane razvoja ribe predstavlja kritiCan momenat (Hamza et al., 2007),
od izuzetnog je znacaja definisati nacin i vremenski period aplikacije Zive hrane tokom

navikavanja ranih juvenilnih stadijuma na suvu hranu.

Pri navikavanju juvenila ekstenzivno gajenih u jezeru na formulisanu hranu i
intenzivne uslove uopste, treba imati u vidu da se radi o prili¢no velikoj promeni u njihovoj
okolini 1 ishrani. Naime, gajenje larvi u jezerskim uslovima podrazumeva delimi¢no prirodnu
okolinu u ekstenzivnim uslovima i mali broj Zivotinja po jedinici zapremine, dok se pri
nasadivanju u intenzivni sistem gustina nasada viSestruko povecava, a uslovi okoline bivaju
potpuno zamenjeni vestackim (Zakes$ 1 Szkudlarek, 2007; Policar et al., 2013a). Takode, dok
se u jezeru ishrana sastoji od raznovrsnog zooplantkona i larvi tvrdokrilaca izuzetno
povoljnog kvaliteta za razvoj mlade ribe, u intenzivnom sistemu riba mora §to pre da prede na
ishranu koncentrovanom hranom kako bi nastavila svoj razvoj. U tom smislu, ovaj period se

moze okarakterisati kao kritican za mladu Zivotinju 1 bitan kako sa aspekta okoline, gde
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gustina nasada igra znacajnu ulogu, tako i sa aspekta ishrane. Takode, studije su pokazale da
poreklo riba, pre svega uticaj veStacke selekcije 1 rane domestikacije, moZze znafajno da
modifikuje nacin ponasanja i toleranciju na stresne veStacke promene kod potomstva
(Ruzzante 1994; Ruzzante i Doyle, 1991; Huntingford, 2004). lako su studije analizirale
uticaj gustine nasada na uspeh navikavanja jezerski gajene mladi na suvu hranu (Molnar et
al., 2004; Szkudlarek 1 Zakes, 2007; Policar et al., 2013a), njihovi zaklju¢ci nisu potpuno
usaglaSeni, te to pitanje i dalje ostavljaju otvorenim. Obogaéivanje zive hrane vitaminom C
se pokazalo vrlo korisnim kod larvi smuda sa aspekta smanjenja deformacija i povecanja
prirasta (Kestemont et al., 2007), dok pri navikavanju jezerske mladi ovakva suplementacija
nije ispitana. Shodno opisanom pozitivnom uticaju vitamina C na imuni sistem riba (Hardie
et al., 1991; Nayak et al., 2007), suplementacija tokom kriti¢nog i stresnog perioda promene
okoline mogla bi da ima znafajan uticaj na konacni uspeh navikavanja na suvu hranu.
Konac¢no, dok je u slucaju severnoamerickog smuda Sander vitreus mehanic¢ka aplikacija
hrane definisana kao optimalna tokom navikavanja ekstenzivno gajene mladi na
koncentrovanu hranu, u slu¢aju smuda, pozeljniji tip aplikacije (ru¢no ili mehanicki) i dalje
nije definisan (Zakes i Szkudlarek, 2007; Policar et al., 2013a). U slucaju koris¢enja prirodne
hrane tokom perioda navikavanja, nacin aplikacije hrane je vrlo zna¢ajan, shodno €injenici da
se prirodna hrana mesa sa suvom hranom, §to je ¢ini nepogodnom za mehanic¢ku aplikaciju

(Horvath et al., 2013).

Slika 1.11. RAS za uzgoj larvi smuda
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2. CILJEVI | HIPOTEZE

Osnovni cilj istrazivanja obuhvacenih disertacijom je da se kroz Cetiri studije unapredi

tehnologija uzgoja mladi smuda pogodne za intenzivni uzgoj u RAS-u.

Prva studija je posvecena evaluaciji reproduktivnih performansi matica smuda
proizvedenih u RAS-u nakon zimovanja u spoljasnjim jezerskim objektima. S obzirom da je
zimovanje riba u spoljasnjim uslovima blisko prirodnim sa aspekta indukcije mresta, a
ishrana korovskim vrstama riba kao neizbeznim nusproduktom proizvodnje u ekstenzivnom i
polu-intenzivnom sistemu bliska optimalnoj za divlje populacije, pretpostavka je da ¢e ovaj
oblik indukcije mresta dovesti do uspesnog sazrevanja gonada pre svega ispoljenog visokim
procentom ovuliranih Zenki i1 osnovnim reproduktivnim performansama ne znacajno
razli¢itim u odnosu na referentnu divlju populaciju. Takode, povoljan kvalitet ishrane u
ovakvom sistemu zimovanja bice ispoljen sliénim masno-kiselinskim sastavom jaja u dve
analizirane populacije, eksperimentalnoj i kontrolnoj. Konacno, bitan zadatak ove studije
jeste da se evaluacijom nekoliko grupa parametara dodatno opiSu pokazatelji kvaliteta

dobijenog reproduktivnog materijala.

Druga studija ima za cilj definisanje optimalnog protokola ishrane larvi smuda tokom
promene nacina ishrane sa zivih nauplius larvi artemije na koncentrovanu hranu tokom
kulture larvi u RAS-u. lako je optimalno vreme pocetka tranzicije ishrane definisano
prethodnim studijama, ova studija bi trebalo da opiSe potrebno vreme i nain suplementacije
zivom hranom koja bi, sa aspekta prirasta 1 prezivljavanja larvi, rezultirala minimalnim
posledicama koje bi promena tipa ishrane mogla da izazove. Pretpostavka je da ¢e razlicite
strategije prelaska sa zive na suvu hranu dovesti do znacajnih razlika u krajnjem uspehu

kulture larvi.

Treca studija ima za cilj da prouci tri vazna faktora pri navikavanju jezerski negovane
mesecnjaka smuda na suvu hranu. Uprkos nekoliko prethodnih studija koje su opisale uticaj
gustine nasada na uspeh navikavanja na suvu hranu, njihovi kona¢ni zakljucci nisu potpuno
saglasni, te bi prvi eksperiment ove studije trebalo da da odgovor na pravac delovanja
povecanja gustine nasada na uspeh ovog dela kulture. Shodno pokazanom uticaju
obogacivanja zive hrane vitaminom C tokom kulture larvi smuda, kao i opisanom pozitivnom
efektu ovog dodatka ishrani u toku adultnog stadijuma nekoliko vrsta, preptostavka je da ¢e

obogacivanje zive hrane tokom navikavanja jezerske mladi na suvu hranu znacajno
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unaprediti uspeh ove procedure. Posledn;ji faktor od interesa bi¢e nacin aplikacije suve hrane
— ru¢no odnosno mehanicki — sa stanovista uspeha navikavanja na suvu hranu. S obzirom na
prethodne studije koje su koristile razli¢ite nacine aplikacije uz sli¢ne objavljene uspehe ovog
perioda gajenja, pretpostavka je da ovaj faktor od interesa nece imati znaCajan uticaj na

konacno prezivljavanje i procenat naviknutih mladunaca na suvu hranu.

Poslednja studija ispitace uticaj porekla mladi na uspeh navikavanja na suvu hranu
nakon jezerskog odgoja larvi kao i na njen dalji odgoj u RAS-u. Hipoteza je da ¢e mlad
poreklom od intenzivno gajenih matica ispoljiti bolje uzgojne performanse u odnosu na mlad
poreklom od divljih riba, te time wukazati na znacaj domestikacije 1 potrebu za
uspostavljanjem uzgajivackih programa radi stabilizacije industrijskog uzgoja smuda u RAS-

u.
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3. MATERIJALI | METODE

Istrazivanja za potrebe doktorske disertacije izvedena su u eksperimentalnim
sistemima Instituta za Ribarstvo 1 Akvakulturu NARIC HAKI, Sarvas, Madarska u periodu
od 2013. do 2016. godine. Disertacija je obuhvatila nekoliko razli¢itih tehnoloskih procesa u
upravljanju bioloSkog ciklusa smuda — indukciju mresta u jezerima, veStacki mrest u
unutrasnjim postrojenjima, uzgoj larvi u RAS-u, ekstenzivni odgoj larvi u jezeru, te uzgoj
mladi u RAS-u.

Analize kvaliteta vode radene su u eksperimentalnom RAS-u, pri svakodnevnom
pracenju zasic¢enja kiseonikom i temperature vode, te u Laboratoriji za analizu kvaliteta vode,
OVKI Centra za analizu okoline, Sarva§, Madarska, prilikom merenja pH vrednost te
koncentracije azota u obliku amonija¢nog i nitritnog jona. Za merenje sadrzaja kiseonika i
temperature vode koris¢en je uredaj WTW Multi 350i. Merenja ostalih parametara kvaliteta

su vriena prema akreditovanim protokolima OVKI Centra za analizu okoline:

Merenje pH vrednosti vode
Standard: MSZ EN ISO 10523:2012

Koris¢en je instrument WTW inoLab pH-metar, dok je metod zasnovan na
odredivanju aktivnosti vodonikovih jona potenciometrijskim merenjem koriste¢t WTW
SenTix 81 staklenu elektrodu i 3 mol Ag/AgCI referentnu elektrodu. Za kalibraciju su
koris¢eni puferski Hamilton Duracall 7,00+0,01 1 9,2140,02. Tacnost merenja pH vrednosti je
+ 0,05 jedinica.

Odredivanje amonijacnog azota NH,-N

Standard: MSZ EN ISO 11732:2005

Metod je =zasnovan na Berthelot-ovoj reakciji reakciji i1 kvantifikovana je
spektrofotometrijskom metodom. Amonijak reaguje sa alkalnim rastvorom fenola i natrijum
hipohloritom daju¢i indofenol plavo. Natrijum nitroprusid se dodaje radi poboljSanja
osetljivosti. Apsorpcija proizvoda reakcije je merena na 630 nm na instrumentu Lachat
QuikChem 8500 FIA i direktno je proporcionalna originalnoj koncentraciji amonijuma u
uzorku. Tagnost merenja je + 10%, dok je donja granica osetljivosti 0,1 mg L™ amonijaénog

azota.
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Odredivanje nitritnog azota NO,-N
Standard: MSZ EN ISO 13395:1999

Nitritni azot je odreden deazotizacijom sulfanilamidom nadalje pra¢eno uparivanjem
sa N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidrohloridom. Proizvod je rastvorljiv u vodi, ljubicaste boje,
ocitavan na talasnoj duzini 520 nm na instrumentu Lachat QuikChem 8500 FIA. Tacnost
merenja je + 10%, dok je donja granica ogitavanja koncentracija od 0,02 mg L™ nitritnog

azota.

Sa aspekta dobrobiti Zivotinja, celokupna procedura uzgoja 1 manipulacije ribom bila
je uskladena sa pisanim protokolom NARIC HAKI-a i regulativom institutskog etickog
panela za Zivotinje, koji je uspostavljen u skladu sa zakonom Republike Madarske (10/1999.
I. 27.). Pre letalnog uzorkovanja, larve su terminalno anestezirane u rastvoru ulja karanfilica.
Kao anestetik, u svim studijama je koriS¢ena meSavina jednakog odnosa ulja karanfilica
(Aromax, Madarska) i 96% etanola (Sigma-Aldrich) rastvorenog u vodi mrestiliSta u
koncentraciji 0,1 mL L™. Ovaj nadin anestezije opisan je kao adekvatan za smuda, prema

studiji Kigt’an et al. (2012).
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3.1. STUDIJA 1 — EVALUACIJA REPRODUKTIVNIH PERFORMANSI MATICA SMUDA
UZGOJENIH U RAS-U NAKON ZIMOVANJA U SPOLJASNJIM JEZERSKIM OBJEKTIMA

3.1.1. POREKLO MATICA I NACIN ZIMOVANJA

Mati¢no jato je proizvedeno u RAS-u kompanije H & H Carpio Fish Farming Ltd,
Ocard, Madarska. Jezerski gajena mesecna mlad naviknuta je na komercijalnu hranu i uslove
RAS-a i dalje hranjena isklju¢ivo koncentrovanom hranom veli¢ine peleta 1-8 mm, u skladu
sa masom riba (Coppens International, Holandija). Prema proizvodackoj deklaraciji, sastav
koncentrovane hrane bio je sledeci: 49% protein, 10% mast, 8,3% pepeo, 0,8% sirova vlakna,
i 1,3% ukupni fosfor. Sa 18 meseci starosti i rasponom mase 1-1,5 kg, sto jedinki je nasadeno
u jezerski zimovnik snabdeven sa ribom plenom u oktobru 2014. Pri kraju novembra iste
godine, sedam Zenki i Cetiri muzjaka transportovani su u Institut za ribarstvo i akvakulturu
NARIC HAKI, gde su nasadene u jezero snabdeveno ribom plenom. Pre nasadivanja u
jezero, matice su u RAS-u drzane u konstantnim uslovima foto-perioda od dvadeset ¢asova
dana (L) i Cetiri casa mraka (D). Nakon nasadivanja u spoljasnje jezerske objekte, fotoperiod
je bio prirodan za datu geografsku duZzinu, krec¢ucéi se u rasponu od oko 12 L : 12 D pocetkom
oktobra do 8.5 L : 15.5 D krajem decembra, te zatim produZzujuci obdanicu do oko 12L : 12 D

tokom sezone mresta (kraj marta 1 pocetak aprila).

Polovinom oktobra 2014., divlje matice su izlovljene iz mrtvog toka reke Kris,
Madarska, i transportovane u NARIC HAKI. One su takode nasadene u jezero snabdeveno

ribom plenom.

Divlje i RAS matice su nadalje podvrgnute zimovanju i indukciji sazrevanja gonada u
zemljanim jezerskim objektima. Populacije su drZzane u odvojenim jezerima snabdevene
vodom sa istog izvora. U oba jezera odrzavan je isti termalni rezim i sli¢na dostupnost ribe
plena kojom ¢e se hraniti matice. Divlji smudevi (opsega mase 0,5 — 5 kg) drzani su u jezeru
povrsine 1000 m? u gustini 0,2 kg m™?. RAS ribe (opseg mase 1 — 1,5 kg) nasadeni su u jezero
povriine 400 m® u gustini 0,1 kg m™. Oba jezera su nasadena ribom koja ée sluziti kao plen u
biomasi jednakoj biomasi nasadenog mati¢nog materijala smuda u jezeru. Riba plen
individualne duzine 10-15 cm izlovljena je iz istog vodenog tela kao 1 divlji smud. Riba plen
bila je sastavljena od sledecih vrsta: Snajder (Alburnus alburnus), crvenperka (Scardinius
erythrophthalmus), bodorka (Rutilus rutilus), deverika (Abramis brama) i Saran (Cyprinus
carpio). RAS ribe su oznac¢ene PIT (Pasivni Integrisani Transponder) oznakama pre nasada u

jezero, kao §to su objasnili Zake$ i Hopko (2013b). Ribe su anestezirane pre markiranja.
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Pocetkom aprila 2015., kada je temperatura vode u jezeru dostigla 11°C, matice
uzgojene u RAS-u su izlovljene iz jezera i transportovane u unutra$nje postrojenje. Divlje
matice su izlovljene dan kasnije. Sest Zenki i Getiri muzjaka sli¢ne mase kao RAS matice su
izabrane i takode transportovane u unutrasnje postrojenje. Pre nasadivanja u bazene, divlje

ribe su takode oznacCene PIT oznakama, istom procedurom kao pri oznatavanju RAS riba.

Na taj na¢in su formirane dve grupe matica — ribe uzgojene u RAS-u (RRF — eng.
RAS reared fish) i divlje matice (WCF — eng. wild captive fish) - svaka sastavljena od Sest
7enki i Cetiri muZjaka. Grupe su nasadene u dva odvojena bazena zapremine 3 m> u sistemu
ponovnog koris¢enja vode (WRS — eng. water reuse system), snabdevenog mehanickim i
bioloSkim filterom uz dnevno osvezavanje vode od 100%. Bunarska voda temperature 15 °C
je koriS¢ena kao voda za osvezavanje. Izmena vode u tankovima je podeSena protokom od
100% izmene na ¢as. Voda je polako zagrevana sa 11 °C na 15 °C u toku dva dana i nadalje
odrzavana na 15,6 = 0,6 °C tokom konacne indukcije mresta. Fotoperiod je konstantno
odrzavan 14L: 10D. Sedam dana nakon transporta ribe su podvrgnute hormonskoj indukciji
humanim horionim gonadotropinom (eng. hCG — human chorionic gonadotropin) (Choragon,
FerringInternational Center S.A., Svajcarska). Zenke su primile dve injekcije u razmaku od
24 &asa (doze 200 i 300 IU kg™), dok su mujaci injektirani jednom (doza 200 IU kg™)
prilikom prvog hormonskog tretmana Zenki. Nakon prve hormonske injekcije, Zenke i

muzjaci su smesteni u dva odvojena bazena.

3.1.2. EVALUACIJA REPRODUKTIVNIH PERFORMANSI MATICA

Kako bi pratili stanje kona¢nog sazrevanja ovocita (eng. FOM — Final Oocyte
Maturation) i predvideli vreme ovulacije, ovocite su uzorkovane prilikom hormonske
indukcije 1 svaka slede¢a 24 casa do ovulacije. Biopsija ovocita vrSena je savitljivim
kateterom (cevcice za hranjenje odojcadi, velicine CHO06). Ista tehnika koriS¢ena je prilikom
raspoznavanja polova. FOM stadijumi su odredeni prema klasifikaciji definisanoj od strane
Zarski et al. (2012a). Nakon $to bi zenka dostigla stadijum VI, ovulacija je proveravana na
svakih sat vremena blagim pritiskom na abdomen u predelu iznad genitalnog otvora. Prilikom
ovulacije, Zenka je anestezirana u rastvoru ulja karanfili¢a i ikra je iscedena u suvu plasti¢nu
posudu. Masa ikre i telesna masa zenke su zabelezene odmah nakon cedenja (= 1 g). Na
osnovu ovih podataka izraunat je pseudogonadosomatski indeks (PGSI) kao odnos mase
iscedenih jaja i1 zbira mase iscedenih jaja i mase Zenke. Mlec je prikupljen cedenjem u Spric

(Kucharczyk et al., 2007) i korisc¢en za fertilizaciju u roku od 2 minuta. Jednake porcije mleca
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dobijene od tri muzjaka iz odgovarajuce grupe, koriséene su za fertilizaciju svake zenke. Na
100 g suve ikre koris¢en je 1 mL mleca i fertilizacija je obavljena u vodi mrestiliSta. Nakon
fertilizacije, uklanjanje adhezije jaja je obavljeno tridesetominutnom kupkom u rastvoru
mleka (jedan litar mleka sa sadrzajem masti 3.5% pomeSana sa 7 L vode mrestilista), te
konanom trominutnom kupkom u 25ml L™ suspenziji kaolinske gline (Szipécz Kift,
Budimpesta, Madarska). Potom su jaja svake zenke smeStena u zaseban inkubator tipa
“Zuger” zapremine 7 L (ukupno 12 inkubatora) i nivo jaja u inkubatoru je obelezen.
Sedamdeset dva casa nakon fertilizacije, nivo jaja je oznacen i udeo zivih jaja ocenjeen
mikroskopskim posmatranjem tri uzorka od 100 do 150 jaja za svaku Zenku. Tako je

prezivljavanje embriona 72 h nakon fertilizacije je odreden prema sledecoj formuli:

zapremina jaja 72 h nakon fertilizacije

72h preZzivljavanje embriona = * procenat Zivih jaja

zapremina jaja prilikom smestanja u inkubator

Zapremina jaja u svakom od odgovaraju¢ih inkubatora je merena nakon zavrSenog

izvaljivanja, sa ta¢nos¢u = 10 mL.

Pri pocetku valjenja 200 Zivih jaja je izvadeno iz svakog inkubatora i smeSteno u
mreznu komoru obeSenu na vrh odgovaraju¢eg inkubatora, radi evaluacije procenta
izvaljivanja. Novoizvaljene larve su izlovljavane iz komora tri puta na dan i brojane, dok je
do 10 larvi po brojanju po komori slikano ispod stereoskopskog mikroskopa. Ukupno 30 larvi
svake Zenke, slikane u razli¢itim vremenima tokom perioda izvaljivanja, koriS¢ene su radi
evaluacije totalne duzine larvi. Duzina larvi izraunata je u programu ImageJ 1.34. (Rasband,
1997-2011), kao Sto su Khemis et al. (2014) prethodno opisali. Matice su cuvane u
unutrasnjem postrojenju deset dana nakon poslednje ovulacije radi pracenja mortaliteta. Jaja
su inkubirana u proto¢nom sistemu snabdevenom bunarskom vodom. Temperatura vode
tokom inkubacije je bila 14,3 + 0,9 °C, dok je zasi¢enost vode kiseonikom na ispustu

inkubatora odrzavana konstantno iznad 90%.
3.1.3. UzGOJ LARVI TOKOM PRVE NEDELJE EGZOGENE ISHRANE (4-11 DPV)
Priblizno 40.000 larvi iz svakog inkubatora je nakon izvaljivanja smeSteno u dva
odvojena proto¢na tanka zapremine 300 L, po jedan tank za svaku grupu (RCF 1 WCF). Ovo

je uradeno kako bi larve svake populacije bile nasumi¢no razvrstane tokom odmarajuceg

perioda (od izvaljivanja do pocetka egzogene ishrane), u skladu sa uobicajenom praksom
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mrestilista. Cetvrtog dana nakon izvaljivanja, larve su transportovane u RAS sastavljen od
Sest crnih tankova zapremine 80 L. Tri tanka nasadena su RRF larvama, dok su tri nasadena
WCEF larvama, po principu slucajnosti. PoCetna gustina nasada je bila 2.400 larvi po tanku,
odnosno 30 L™. Hranjenje je pocelo sledeceg dana, 5 DPV. Ribe su hranjene isklju¢ivo
nauplius larvama artemije (AF poreklo, INVE, Dendermonde, Belgija). Ziva hrana davana je
rucno, pet puta na dan (u 11, 14, 18, 23 1 03 Casova), u jednakim porcijama pri svakom
hranjenju (gustina pri hranjenju 3,6 nauplija po ml). Ukupna koli¢ina date artemije je bila 600
nauplija po larvi po danu. Tankovi su ¢iS¢eni dva puta na dan. U vreme svakog ¢iS¢enja
zabeleZen je broj mrtvih larvi. Konstantni fotoperiod od 24 L : 0 D je odrZzavan tokom uzgoja
larvi. Intenzitet svetla na povrSini vode je bio 20-50 lux, izmeren Voltcraft MS-1300
digitalnim luksmetrom (Rapid Electronics Limited, Severalls Lane, Velika Britanija). Voda u
RAS-u je osvezavana pijacom vodom vodovodne mreze sa ukupnom izmenom 25% dnevno.
Protok vode kroz tankove je podeSen na 33% izmene na Cas. Zasicenost kiseonikom 1
temperatura vode su mereni na ispustu svakog tanka svakodnevno. Ispitivanje osnovnih
parametara kvaliteta vode (amonijacni azot, nitritni azot i pH) je vrSeno na nasumi¢no uzetom
uzorku sa ispusta jednog tanka 5, 8 i 11 DPV. Pre transporta u RAS, temperatura vode u
proto¢nim tankovima je bila 14,2 + 0,8 °C i zasi¢enost vode kiseonikom iznad 90%. U RAS-
u, temperatura vode je bila 18,1 = 0,9 °C, dok je zasi¢enost vode kiseonikom bila iznad 92%.
Izmereni parametri kvaliteta vode su bili: amonijumski azot 0,1 + 0,0 mg L™; nitritni azot
0,02+0,00mgL™*; pH 8,4 +0,1.

3.1.4. MASNO-KISELINSKI SASTAV SUVE IKRE

Dva grama sveze iscedenih jaja svake ribe su smeSteni u odvojene bocice (svaka
bocica za jednu Zenku) i skladiSteni na -20 °C. Zbog tehnickih problema tokom uzorkovanja i
primarnog skladiStenja, uzorci od po jedne ribe iz obe grupe su izgubljeni, te je analiziran
masno-kiselinski sastav jaja od po pet Zenki po grupi. Masno-Kiselinski sastav suvih jaja
odreden je kapilarnom gasnom hromatografijom. Ukupni lipidi su podeljeni na polarne
(uglavnom fosfolipidi — PL) i neutralne lipide (uglavnom trigliceride — NL) silika kertridzom
pakovanim aminopropil spojenim fazama (500 mg/3 mL SIGMA Supelclean SPE-NH 2
kertridZ) prema metodu opisanom od strane Kaluzny et al., 1985. Takode, uradena je provera

Cisto¢e metodom tankoslojne hromatografije (TLC — thin layer chromatography).

Masti su ekstrahovane iz uzoraka meSavinom hloroforma i1 metanola u odnosu 2:1.

Ekstrakti su preciS¢eni metodom Folch et al. (1957). Uzorci ukupnih lipida su
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transesterifikovani u metanolskom rastvoru hlorovodoni¢éne kiseline (Stoffel et al., 1959).
Metil estri masnih kiselina rastvoreni su na silika fuzionisanoj kapilarnoj koloni (DB-225) u
AGILENT (HP) sistemu gasne hromatografije (tip “6890N") opremljenoj sa detektorom
plamene jonizacije (FID — flame ionisation detector) i detektorom masenog spektometra
(MSD — mass spectrometry detector, tip “5973N"). Metil estri masnih kiselina identifikovani
su autenticnim primarnim (SUPELCO, Bellefonte, Nju Dzerzi) i sekundarnim standardima
(na primer laneno ulje, ulje jetre bakalara, itd.) i prema odnosu izmedu logaritama relativnih
vremena retencije i broja ugljenika masnih kiselina. Koncentracije masnih kiselina izrazene
su kao procenat mase masnih kiselina uzorka, ocenjene faktorom relativnog odgovora i

molarne koncentracije metil estra masnih kiselina (Ackman i Sipos, 1964a; 1964b).

3.1.5. STATISTICKA ANALIZA

Podaci su prikazani u formi aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD). Pre
analize, sve procentne varijable su arcsin transformisane. Distribucija varijabli testirana je
Kolmogorov-Smirnov testom. U sluaju normalne distibucije, razlike izmedu grupa
analizirane su t-testom za nezavisne uzorke, dok je Mann-Whitney U test kori§¢en u slucaju
nepoznate distribucije. Nivo znacajnosti je postavljen na P < 0,05. Analiza je uradena u SPSS

22.0 programu (IBM, Njujork, Njujork, SAD).
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3.2. STUDIJA 2 — UTICAJ PROTOKOLA ISHRANE TOKOM PRELASKA SA ZIVE NA
KONCENTROVANU HRANU NA RAST I PREZIVLJAVANJE LARVI SMUDA

3.2.1. EKSPERIMENTALNA POSTROJENJA | UZGOJ LARVI

Divlje matice smuda zimovane su u jezerima Instituta za ribarstvo i1 akvakulturu
NARIC HAKI, Sarvas, Madarska. Izlov matica iz jezera i prenos u unutrasnje objekte je
uraden na samom pocetku sezone mresta, po¢etkom aprila 2013. Mrest je uraden metodom
po Ronyai (2007). Ovulacija zenki indukovana je sa dve injekcije esktrakta Saranske hipofize,
svaka u koncentraciji 3 mg kg™, uz 24 asa razmaka izmedu injekcija. MuZjaci su indukovani
jednom injekcijom istog preparata u koncentraciji 2 mg kg™. Matice su nasadene u paru
(muzjak — Zenka) u razdvojene komore dimenzija 1 x 1 m u koje su smeStena veStacka
gnezda. U svakoj komori pozicionirano je po jedno gnezdo u centralnom delu osnove. Nakon
sto je uoCen prvi mrest, provera ovulacije zenki vrSena je na svaka dva Casa. Nakon uocene
ovulacije, jaja od ukupno tri Zenke su iscedena u suve plasticne €inije. Jaja svake Zenke su
oplodena mleCom dva muZjaka. Uklanjanje adhezije jaja je uradeno meSanjem jaja u rastvoru
mleka u trajanju od jednog Casa. Nakon inkubacije i valjenja, oko 10.000 trodnevnih larvi
nasadeno je u tank zapremine 250 L sive boje u sklopu RAS-a. Pocetna gustina nasada od 40
larvi L™ je u saglasnosti sa preporukama Szkudlarek i Zake$ (2007) za novoizvaljene larve. U
svrhu poboljSanja uspeha naduvavanja ribljeg mehura, povrSina vode €is¢ena je povrSinskim
duvaju¢im CistaCem (eng. surface skimmer), koji je ¢is€en tri pita dnevno. Od 4 do 10 DPV
larve su hranjene isklju¢ivo sveze izvaljenim nauplius larvama artemije (AF poreklo, INVE,

Dendermonde, Belgija).

3.2.2. EKSPERIMENTALNI SISTEM, USLOVI SREDINE | ODRZAVANJE

Jedanaestog DPV larve su premeStene u eksperimentalni RAS sastavljen od 12
tankova tamno zelene boje, opremljen mehani¢kim 1 bioloskim filterom. Ukupna zapremina
vode u svakom tanku pojedinacno bila je 20 L. U svaki tank nasadeno je 340 larvi (prosecna
masa 2,40 £ 0,17 mg). Gustina nasada od 17 larvi po litru je u saglasnosti sa preporukama
Szkudlarek 1 Zake$ (2007) za larve datog uzrasta. Temperatura vode i1 koncentracija
rastvorenog kiseonika su mereni svakodnevno u 15 ¢asova u svim tankovima. Uzorci vode za
analizu azotnih jedinjenja uzimani su dva puta nedeljno (ponedeljak 1 Cetvrtak) sa ispusta
tankova. Rastoreni kiseonik se kretao izmedju 7 i 7,5 mg L™, dok su amonijum i nitriti bili

ispod 0,1 mg L™ . Temperatura vode je odrzavana na 22,6 + 0,6 °C. Protok vode u svakom
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tanku je bio 0,8 L min™ uz laganu aeraciju. Neonske lampe od 100 W okadene 80cm iznad
tankova su osvetljavale tankove. Tokom eksperimenta odrzavan je konstantan fotoperiod od
14L : 10D. Svetlo je uklju¢ivano u 7 ¢asova, §to je pratilo jednoc¢asovno ¢iS¢enje tankova,
dok je svetlo gaseno u 21 &as nakon poluasovnog vedernjeg Gis¢enja tankova. Ciséenje se
sastojalo od usisavanja nepojedene hrane i uginulih larvi, te pranja zidova tankova. Hranjenje

je zapocinjano u 8 Casova, dok je poslednje hranjenje tokom dana vrSeno u 20 Casova.

3.2.3. DIZAJN EKSPERIMENTA

Tokom eksperimenta koriS¢ena je starter hrana za larve Perla Larve Proactive
(Skretting, Hendrix Spa, Mozzecane, Italija). Po proizvodackoj deklaraciji, sastav hrane je
bio slede¢i: vlaznost 8,1%, protein 62%, mast 11%, pepeo 10% i vlakna 0,8%. Larve u svim
tankovima hranjene su na svaka dva ¢asa od 8 do 20 ¢asova sa 700-800 nauplija po larvi po
danu od 11 do 14 DPV. Tranzicija sa zive na suvu hranu i eksperimentalni protokoli ishrane
su zapoceti 15-og DPV. Ukupno Cetiri protokola ishrane postavljena po potpuno sluc¢ajnom
planu su ispitivana u tri ponavljanja. Protokoli su se razlikovali prema nac¢inu suplementacije
suve hrane tokom tranzicije — Prihrana (CF) odnosno Dohrana (SF) — oba u trajanju od &etiri,
odnosno sedam dana (Slika 2.1). Prihrana je izvedena kroz postepeno smanjenje datih
nauplija artemije kroz 25 % odnosno 14% dnevno, dok je dohrana izvedena naglom
promenom ishrane na koncentrovanu hranu uz dohranu artemijom pri poslednjem dnevnom

obroku, datom u izobilju. U tom smislu, tretmani su:

CF-19: Prihrana naupliima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 25 %
dnevno od 15 do 19 DPV;

CF-22: Prihrana naupliima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 14 %
dnevno od 15 do 22 DPV;

SF-19: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 19 DPV;

SF-22: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 22 DPV.

Nivo hranjenja koncentrovanom hranom je bio 0,5 g po tanku, po danu, tokom
perioda tranzicije, odnosno 1g po tanku po danu nakon tranzicije do kraja eksperimenta (27
DPV). Tokom 1 nakon perioda tranzicije, hranjenje je obavljano svaka dva Casa, odnosno tri

casa od 8 do 20 casova. Svaki tank je Cis¢en dva puta dnevno i tom prilikom su prebrojavana
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uginuc¢a. Tokom poslednjeg dana eksperimenta, 27 DPV, individualna masa i totalna duzina

su izmerene kod svih prezivelih riba sa preciznos¢u merenja od 0,01 mg, odnosno 0,1 mm.

Nagin ishrane 15 IIDPV 19D:3V 22 DPy 27 DPVI

1 1 1 1
| I
| I

- Prihrana (koncentrovana hrana + artemija)
I:l Dohrana (koncentrovana hrana + poslednji obrok artemija)

- Koncentrovana hrana

Slika 2.1. Shematski prikaz protokola ishrane tokom tranzicije sa zive na koncentrovanu

hranu.

3.2.4. RACUNATI PARAMETRI

Prezivljavanje, kanibalizam i prirast su izra¢unati prema slede¢im formulama:

Izradunat mortalitet (%)= 100 Ngx N;*

Prezivljavanje (%)=100 Np x Ni'1

Kanibalizam (%)= 100 (N x Ni™%)

Specifi¢na stopa rasta (SGR, % dan™) = 100 (LnWs - LnW;) x AT™

Dnevna stopa rasta (DGR, mg dan™) = (W W;) x AT

Gde su:

Ni: Ng: Np 1 Ny predstavljaju broj pocetno nasadenih, uginulih, prebrojanih, odnosno nestalih
riba (Nm = Ni-Ng-Ny);

Wi i W¢ pocetna, odnosno krajnja telesna masa (mg);

AT- trajanje eksperimenta (dani).

Konaéno, prinos (Y) je izracunat 27 DPV i izrazen kao produkcija ribe po jedinici zapremine
@L™h.
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3.2.5. STATISTICKA ANALIZA

Podaci su prikazani u formi aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD). Pre
analize, sve procentne varijable su arcsin transformisane. Distribucija varijabli testirana je
Kolmogorov-Smirnov testom. Homogenost varijansi je ocenjena Levene-ovim testom. U
slucaju normalne distibucije promenljivih i homogenih varijansi, dalja analiza vrSena je
jednosmernom analizom varijanse (ANOVA) i Dankanovim post-hoc testom. U slucaju
nepoznate distribucije, odnosno nehomogenih varijansi, promenljive su analizirane Kruskal-
Wallis testom, dok su u slucaju pokazanih znacajnih razlika medu tretmanima, pojedinacne
razlike testirane Mann-Whitney U testom. Nivo znacajnosti je postavljen na P < 0.05.

Analize su radene u kori¢éenjem SPSS 22.0 programa (IBM, Njujork, Njujork, SAD).
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3.3. STUDIJA 3 — UTICAJ GUSTINE NASADA, TEHNIKE HRANJENJA | OBOGACIVANJA
VITAMINOM C NA NAVIKAVANJE NA KONCENTROVANU HRANU JEZERSKI GAJENIH
MLADUNACA SMUDA

3.3.1. POREKLO RIBA | JEZERSKI ODGOJ MLADI

Za ovu studije, koriS¢ena su gnezda sa oplodenim jajima dobijena mrestom opisanim
u studiji 2. Dva dana nakon oplodenja, gnezda su prebacena iz komora u laboratorijskim
uslovima u jezero povrsine 0,17 ha prethodno dubrenim stajskim govedim dubrivom. Izlov
mladi obavljen je 38 dana nakon nasadivanja gnezda, kada je 5.000 mladunaca (prose¢na
individualna masa 1,1 £ 0,3 g) transportovano u unutrasnje eksperimentalno postrojenje
Instituta za ribarstvo i akvakulturu NARIC HAKI, Sarvas, Madarska. Ribe su smestene u dva
tanka vodene zapremine od po 300 L u proto¢nom sistemu snabdevenom jezerskom vodom,
gde su dezinfikovane u tridesetominutnoj kupki formalina koncentracije 100 mg L™.
Nekoliko ¢asova nakon kupke, ribe su distribuirane u osamnaest tankova zapremine 275 L
postavljenom u eksperimentalnom RAS-u, sastavljenom od sedimentacionog i bioloskog
filtera. Tankovi su pokriveni crnom folijom uz ostavljen otvor za hranjenje dimenzija 25 x 10

cm. Ovo je uinjeno prema preporukama Howey et al. (1980).

3.3.2. PROCEDURA NAVIKAVANJA MLAPI NA KONCENTROVANU HRANU

Ogled je trajao ukupno 30 dana. Komercijalna hrana Aller Futura EX (Aller Aqua
AJS, Allervej 130, 6070 Christiansfeld, Danska, dimenzije peleta 0,8-1,3 mm , sa 64%
proteina, 14% masti, 10,2% pepela, 1,3% vlakana i 1,5% ukupnog fosfora) je koris¢ena za
navikavanje na koncentrovanu hranu. Tokom prvih 15 dana, pored koncentrovane hrane, ribe
su hranjene zZivom hranom, Daphnia spp. i Tubifex spp. (Daphnia i Tubifex nadalje). Rezim

hranjenja je menjan na svakih 5 dana prema slede¢em rasporedu:

Dani 1 — 5 — ponudena je koncentrovana hrana u dnevnoj dozi od 2,5% pocetne nasadene
biomase uz dodavanje Daphnia u koli¢ini od 20% pocetne nasadene biomase;

Dani 6 — 10 — ponudena je koncentrovana hrana u dnevnoj dozi od 5% pocetne nasadene
biomase uz dodavanje Tubifex i Daphnia svaki u koli¢ini od po 5% pocetne
nasadene biomase;

Dani 11 —15 — ponudena je koncentrovana hrana u dnevnoj dozi od 5% pocetne nasadene

biomase uz dodavanje Tubifex u koli¢ini od 2,5% pocetne nasadene biomase;
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Nadalje do kraja eksperimenta, riba je hranjena isklju¢ivo koncentrovanom hranom u
dnevnoj koli¢ini od 5% od pocetne nasadene biomase. Mehanicke hranilice (FIAP trakasta
hranilica, Aquacultur Fishtechnik, Germany) su koriS¢ene za konstantnu aplikaciju suve
hrane, od 9 do 19 ¢asova. Ziva hrana davana je ru¢no u &etiri jednaka obroka, u 9, 12, 151 18

c¢asova.

3.3.3. DIZAJN EKSPERIMENTA

Postavljena su dva paralelna eksperimenta istovremeno po potpuno sluc¢ajnom planu,

u istom sistemu, u ukupno osamnaest eksperimentalnih jedinica (tankova).

3.3.3.1. Ogled 1 — Efekat gustine nasada na uspeh navikavanja mladi smuda na
koncentrovanu hranu
Za evaluaciju uticaja gustine nasada na uspeh navikavanja na suvu hranu, jezerski

uzgojena mese¢na mlad je nasadena u devet tankova, zarad ispitivanja tri gustine nasada, u tri

replikacije, po slede¢im tretmanima:

Redak — pocetna gustina nasada 150 riba po tanku (~0,5 riba L™);

Umeren — po&etna gustina nasada 300 riba po tanku (=1 riba L™);

Gust — poetna gustina nasada 450 riba po tanku (=1,5 riba L™).

3.3.3.2. Ogled 2 — Efekat tehnike hranjenja i obogacivanja Zive hrane vitaminom C
Pocetna gustina nasada u ovom ogledu je bila 140 riba po tanku. Kako bi ispitali

uticaje obogacivanja Zive hrane vitaminom C i tehnike hranjenja koncentrovanom hranom,

ogled je postavljen i sastojao se iz dva dvo-grupna poredenja, uz kontolni tretman (“Feeder”)

zajednicki za oba poredenja. Ukupno tri grupe postavljene su u tri replikacije prema slede¢im

tretmanima:;

Kontrola (“Feeder”) — ribe su hranjene standardnom procedurom objasnjenom za prethodni

ogled;

Vitamin C (“VitC”) — ribe su hranjene istom procedurom kao kotrola, s tom razlikom $to je

Daphnia obogacena vitaminom C neposredno pre aplikacije (detalji u nastavku teksta);

Rucno hranjenje (“Hand”) — umesto konstantne primene suve hrane mehaniCkom

hranilicom, ribe su hranjene ru¢no na svaka 3 ¢asa od 8 do 20 casova.
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3.3.4. UZORKOVANJE, PRIKUPLJANJE PODATAKA | ANALIZE PARAMETARA

Na uzorku od 30 riba izmerena je pocetna individualna masa (x 0,05g) i individualna
totalna duzina (* 1 mm) prilikom nasadivanja u eksperimentalni sistem. Ocigledni kanibali
uklanjani su iz tankova nakon svakih pet dana eksperimenta (dan 6, 11, 16, 21 i 26) i raunati
u stopu kanibalizma. Kanibali su odredeni vizuelno prema deformisanom obliku abdomena.
Tankovi su Cis¢eni dva puta dnevno, u 7 1 19 Casova, kada je beleZzen broj mrtvih individua.
Na kraju eksperimenta, dana 31, izmerena je individualna masa svim prezivelim ribama (£
0,05g) i na uzorku od deset naviknutih riba izmerena je individualna totalna duzina (+ 1 mm).
Razlika izmedu naviknutih 1 nenaviknutih riba bila je vidljiva prema fenotipskim
karakteristikama, shodno izgladnelosti nenaviknutih riba, kao sto su Horvath et al. (2013)

objasnili. Tako, ribe su podeljene u dve grupe, naviknute i izgladnele.

Radi obogacivanja zive hrane vitaminom C u VitC tretmanu, izmerene porcije
Daphnia su drzane u rastvoru L-askorbinske kiseline (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Mizuri),
koncentracije 1g L™ u trajanju od jednog &asa neposredno pred hranjenje. Na dan 1, 2 i 3,
uzorak od 1g obogacenih i neobogacenih Daphnia je uzet za analizu sadrzaja vitamina C. Na
dan 13, jedna riba po tanku je uzorkovana iz tretmana VitC i Feeder radi analize sadrzaja
vitamina C u telu ribe. Koncentracija vitamina C u telu Daphnia i tkivu ribe je odredena
HPLC hromatografijom reverznih faza u izokratskim uslovima, po metodu objasnjenom od
strane Papp et al. (1998). Uzorci (=1g) su deproteinizirani perhlornom kiselinom nakon
ekstrakcije puferom natrijum acetat (pH 4.8), te nadalje koriS¢eni za determinaciju L-
askorbinske kiseline. Ukupan sadrZzaj L-askorbinske kiseline je oksidovan specificnom
enzimskom reakcijom (askorbat oksidazom) radi korekcije pozadinske emisije/apsorpcije.
Radi odredivanja ukupne koncentracije vitamina C, L-dehidroaskorbinska kiselina je
redukovana 1,4 — ditiotreitolom. Hromatogrami su razvijeni na Waters HPLC sistemu
koriste¢i 0,04 mol Lt natrijum acetata uz 0,05 mol L EDTA-t (etilen diamin tetra sir¢etna
kiselina i natrijum lauril etar sulfata) i 0,5 mol L™ puferu tiobarbiturne kiseline (TBA) na pH
3,76; Nova-Pak C-18 koloni 300 x 3,9 mm na 23 °C, a detekcija je uradena sa UV DAD

detektorom na 250 nm.

Zasi¢enost vode kiseonikom 1 temperatura vode su mereni svakodnevno u
eksperimentalnim tankovima. Azotna jedinjenja i pH su proveravani dva puta nedeljno na
uzorku uzetom iz sedimentacionog tanka pre jutarnjeg ¢iS¢enja. Kiseonik je odrzavan iznad

60% zasic¢enosti vode, dok je temperatura bila 23,6 + 0,6 °C (opseg 22,2 - 26,7 °C). Izmereni
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amonijumski azot, nitritni azot, nitratni azot i pH su iznosili 0,14 + 0,05 mg L™; 0,02 + 0,00
mg L™ 6,58 + 2,10 mg L™, odnosno 8,71 + 0,26, i ocenjeni parametri su bili u prihvatljivom
opsegu za uzgoj mladi smuda (0,10 - 0,24 mg L™; 0,02 - 0,03 mg L™; 3,39 - 9,39 mg L™
odnosno 8,33 - 9,00).

3.3.5. STATISTICKA ANALIZA PODATAKA

Podaci su predstavljeni u formi aritmeticka sredina = SD. Sve promenljive koje
predstavljaju verovatno¢u su arcsin transformisane pre pocetka analize. Kolmogorov-
Smirnov test je koris¢en radi ocene normalnosti raspodele promenljivih, a Levene-ovim
testom je ocenjena homogenost varijansi. U prvom ogledu, statisticka analiza bazirana je na
jednosmernoj analizi varijanse (ANOVA), te je Pirsonovom korelacijom utvrden stepen 1
smer zavisnosti izmedu gustine nasada i uspeha navikavanja na suvu hranu. U drugom
ogledu, analiza dva dvogrupna poredenja uradena je Studentovim t-testom. U oba poredenja,
tretman “Feeder” je upotrebljen kao kontrolni. Statisticka analiza uradena je u SPSS 22.0

programu (IBM, Njujork, Njujork, SAD).
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3.4. STUDIJA 4. UTICAJ POREKLA RODITELJA SMUPA NA REZULTATE NAVIKAVANJA
NA KONCENTROVANU HRANU I INTENZIVNI UZGOJ POTOMSTVA

3.4.1. EKSTENZIVNI UZGOJ LARVI

Larve koris¢ene za ovu studiju su dobijene postupkom koji je opisan u studiji 1. Larve
starosti 5 DPV poreklom od ukupno ¢etiri Zenke iz RAS grupe, odnosno 5 Zenki iz divlje
grupe, su nasadene u dva odvojena jezera pozicionirana jedno uz drugo. Svako jezero
nasadeno je sa po 100.000 larvi iz razli¢ite grupe. Dimenzije jezera su identicne, Cineci
jednake povrSine svakog od jezera ukupno 0,14 ha. Takode, identi¢ne agrotehnicke mere su
primenjene u svakom od jezera — dubrenje stajskim govedim dubrivom; punjenje jezera do
polovine maksimalnog nivoa 7 dana pre nasadivanja; dopunjavanje jezera do maksimalnog

nivoa 2 nedelje nakon nasada larvi i na kraju zavrsni izlov mladi koji je obavljen istog dana.

3.4.2. OGLED 1. NAVIKAVANJE JEZERSKI GAJENE MLADI NA USLOVE INTENZIVNOG
UZGOJA

Ogled je realizovan u dve etape. Tokom prvog perioda u trajanju od dvanaest dana
mlad je navikavana na koncentrovanu hranu, nakon ¢ega je usledio naredni period u trajanju
od devet dana gde je mlad hranjena isklju¢ivo koncentrovanom hranom. Mladunci su
izlovljeni iz jezera 37 DPV, te prebaceni u unutrasnje postrojenje i nasadeni u RAS sastavljen
od deset crnih tankova vodene zapremine 80L, sa bioloskim i mehanickim sistemom za
filtraciju vode. Prema potpuno slu¢ajnom planu, pet tankova je nasadeno je jedinkama koje
su vodile poreklo od divljih matica — WILD grupa (prose¢na nasadna masa 0,345 + 0,046
mg); 1 pet tankova je nasadeno mladuncima poreklom od intenzivno gajenih matica —
CULTURE grupa (prose¢na nasadna masa 0,449 + 0,083 mg); Cine¢i tako pet replikacija
potomaka dobijenih od razli¢ito odgajenih matica. U svaki od tankova nasadeno je po 500
riba. Neposredno pred nasadivanje u RAS, na uzorku od 30 riba iz svake grupe izmerena je

individualna masa (£ 0,01 g) i totalna duzina (£ 1 mm).
3.4.2.1. Period navikavanja na koncentrovanu hranu
Dan nakon nasadivanja u RAS mlad je podvrgnuta proceduri navikavanja na

formulisanu hranu, koja se sastojala od postepene izmene ponudene hrane od zamrznutih

larvi komaraca Chironomus spp. (Chironomus nadalje) do koncentrovane hrane Coppens

37



SteCo Start Premium (Coppens International, Helmond, Netherlands; 54,0% protein, 15,0%
mast, 1,0% vlakna, 9,4% pepeo, 1,6% ukupni fosfor), veliCine peleta 1,0 mm u ukupnom
trajanju od dvanaest dana (38 do 50 DPV). Slika 2.2 prikazuje protokol hranjenja tokom

navikavanja.
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Procenat ukupne date hrane u odnosu na nasadenu biomasu riba

Slika 2.2. Protokol ishrane tokom navikavanja mladi smuda iz jezerskog odgoja na

koncentrovanu hranu.

Vlazna hrana (Chironomus i meSani Chironomus sa koncentrovanom hranom) je
davana ru¢no u Cetiri jednaka dnevna obroka: 10:00-11:00, 14:00-15:00, 17:00-18:00 i
21:00-22:00 ¢asova. Suva koncentrovana hrana je davana putem mehanicke hranilice (4305
FIAP belt feeder; Aquacultur Fishtechnik, Nemacka), od 49 DPV nadalje, u vremenskom

trajanju od 18 Casova dnevno.
Sve ribe su izlovljene iz tankova 51 DPV, izbrojane i i razvrstane u tri grupe:

Izgladnele — ribe sa o¢iglednim znacima izgladnelosti;
Velike — drasti¢no vece ribe u poredenju sa ve¢inom populacije (verovatni kanibali);

Naviknute — ribe bez znakova izgladnelosti u opsegu veli¢ine veéine populacije.

38



Ribe su razvrstavane prema vizuelnim karakteristikama kao sto su objasnili Horvath et al.
(2013). Na uzorku od trideset naviknutih riba iz svakog tanka merena je indiviualna masa (+

0,05 g) i fotografisane su pod fiksiranom kamerom radi merenja duzine.

3.4.2.2. Period nakon navikavanja na koncentrovanu hranu

Nakon razvrstavanja sve naviknute ribe su skupljene zajedno u aerisani plasti¢ni
kontejner zapremine vode 90 L, te nasadene u po tri tanka za svaku grupu. Naredni
devetodnevni period nakon navikavanja na suvu hranu ispitivan je u triplikatu za oba
tretmana. Nasadna gustina zavisila je od broja naviknutih riba u prethodnom periodu, pa je u
CULTURE grupi iznosila 356 riba po tanku (4 g L™), dok je u WILD grupi bila 450 riba po
tanku (3 g L™). Tokom ovog perioda, riba je hranjena iskljucivo formulisanom hranom
Coppens SteCo Start Premium, veli¢ine peleta 1,0 i 1,5 mm (Coppens International,
Helmond, Holandija). Aplikacija hrane je vrSena mehani¢ki pomenutom trakastom
hranilicom 18 ¢asova dnevno. Sve ribe su izlovljene iz tankova 60 DPV, izbrojane i na
uzorku od 30 riba po tanku izmerena je individualna masa (+ 0,05 g), a zatim su fotografisane
fiksiranom kamerom radi merenja totalne duzine. Totalna duzZina izmerena je pomoc¢u ImageJ

1.34 programa (Bathesda, Merilend, SAD).

3.4.2.3 Period nakon navikavanja na koncentrovanu hranu

Tankovi su ¢iS¢eni dva puta dnevno, izmedu 08:00-09:00 i 20:00-21:00 h. Broj
mrtvih individua zabeleZen je prilikom svakog ¢iS¢enja 1 oznacen kao detektovani mortalitet.
Ribe su odrzavane pod konstantnim rezimom fotoperioda od 24 L: 0 D 1 intenzitet svetla
izmeren na povrsSini vode svakog tanka se kretao 10-20 lux. Protok vode kroz tankove je
podeSen na jednu izmenu ukupne zapremine bazena na Cas. Zasi¢enost kiseonikom i
temperature su praceni dnevno, dok su uzorci za analizu osnovnih parametara kvaliteta vode
uzimani dva puta nedeljno, sa ispusta jednog, nasumi¢no odabranog, tanka iz obe grupe.
Tokom perioda navikavanja prosecna temperatura vode je bila 21,8 = 0,9 °C. Prose¢na
vrednost zasi¢enosti vode kiseonikom je iznosila 85,3 = 3,5% (minimum 80%) u WILD
grupi, dok je u CULTURE grupi iznosila 82,7 + 3,6% (minimum 79%). Tokom perioda
nakon navikavanja na suvu hranu, srednja temperatura iznosila je 23,6 + 0,6 °C, dok je
srednja zasi¢enost kiseonikom bila 83,0 £ 1,8% (minimum 81%) u WILD, odnosno 83,7 £
1,2% (minimum 83%) u CULTURE grupi. lzmereni parametri kvaliteta vode nisu se

statistiCki znacajno razlikovali izmedu grupa 1 iznosili su:
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Amonijacni azot 0,36 £ 0,251 0,36 + 0,24 mg L

Nitritni azot 0,03 +0,01i 0,03+ 0,01 mg L™,

U CULTURE, odnosno WILD grupi, dok je srednja pH vrednost bila jednaka, 8,2 + 0,1.

3.4.3. OGLED 2 — UZGOJNE PERFORMANSE PROIZVEDENE MLADI
3.4.3.1. Postavka ogleda

Tri nedelje nakon zavrSetka ogleda navikavanja na koncentrovanu hranu, ribe su
prebacene u Sest tankova sive boje, zapremine 275 L, u okviru istog RAS-a. Radi
aklimatizacije na nove tankove, ribe su u njima drzane dodatnih deset dana pre pocetka
ogleda. Konacno, ogled je postavljen 92 DPV. U svaki tank nasadeno je po 150 riba, tri tanka
nasadena su ribom iz CULTURE i tri ribom iz WILD grupe, Cine¢i tako tri replikacije svake
grupe. Prilikom formiranja replikacija obe grupe, osnovni princip je bio smanjenje

koeficijenta varijacije unutar tanka.

Tri nedelje pre pocetka eksperimenta ribe su hranjene rucno tri puta dnevno sa
ukupno 3-4% inicijalne biomase. Ovaj nacin aplikacije hrane kori§¢en je kako bi riba bila
naviknuta na ru¢no hranjenje, te tokom eksperimenta bila hranjena optimalnim rezimom za
ovu veli¢inu mladi objasnjenim od strane Wang et al. (2009a). Tokom eksperimenta, svako
hranjenje je obavljano do ociglednog zasi¢enja, odnosno dok nije uo€en prestanak uzimanja
peleta. U trenutku kada je primeceno neuzimanje nekoliko uzastopno bacenih peleta,
hranjenje je zaustavljano. Nepojedena hrana nije skupljana i merena, te je raCunata samo
relativna stopa konverzije hrane (AFCR — eng. apparent feed conversion rate). Tokom prve
dve nedelje ogleda, ribe su hranjene tri puta dnevno: izmedu 10:00 i 11:00, 14:00 i 15:00 te
21:00 1 22:00 h. Tokom ovog perioda primecena je nezainteresovanost ribe za hranu tokom
drugog, poslepodnevnog hranjenja. Zbog toga, u toku naredne Cetiri nedelje, ribe su hranjene
svega dva puta dnevno, izmedu 10:00 i1 12:00 te izmedu 21:00 1 23:00 h. Hrana koriS¢ena u
prve Cetiri nedelje je bila Coppens SteCo Pre Grower-14 (Coppens International, Helmond,
Holandija; 50,0% protein, 14,0% mast, 1,6% vlakna, 7,8% pepeo i 1,0% ukupni fosfor),
veli¢ine peleta 2 mm. Tokom pete nedelje hrana je postepeno menjana na SteCo Supreme-10
(Coppens International, Helmond, Holandija; 49,0% protein, 10,0% mast, 0,8% vlakna, 7,9%

pepeo 1 1,3% ukupni fosfor) veli¢ine peleta 3 mm, koja je davana iskljuc¢ivo tokom Seste

40



nedelje ogleda. Promena hrane je izvedena postepeno tokom Sest dana, menjaju¢i odnose
datih hrana za 25% svaki drugi dan, ¢ine¢i odnos izmedu dva tipa ponudene hrane 1:3, 1:1 1

3:1 na svaka dva dana.

3.4.3.2. Uzorkovanje i parametri okoline tokom ogleda

Individualna masa svih riba merena je na pocetku i na kraju eksperimenta, dok je
individualna totalna duZzina izmerena na uzorku od 30 riba po tanku. Nakon dve i Cetiri
nedelje od pocetka eksperimenta na uzorku od 30 riba po tanku izmerena je individualna
masa. Masa je merena sa preciznosc¢u 0,05 g, dok je preciznost prilikom merenja duzine bila
I mm. Tankovi su ¢iS¢eni jednom dnevno, izmedu 08:00 i 09:00 h. Fotoperiod tokom
eksperimenta je bio 24 L: 0 D, a intenzitet svetla na povrSini vode u tankovima 0,8—1,2 lux.
Protok vode u tankovima bio je konstantno podeSen na 75% izmene vode na Ccas.
Temperatura 1 sadrzaj kiseonika mereni su na ispustu svakog tanka 1 h nakon jutarnjeg
obroka, pet dana nedeljno. Uzorci za analizu osnovnih parametara kvaliteta vode uzimani su
dva puta nedeljno sa ispusta nasumicno izabranog tanka iz svake grupe. Prosecna vrednost
temperature vode tokom ogleda je bila 24,1 + 0,8 °C. Prose¢na zasi¢enost vode kiseonikom
na ispustu uzgojnih tankova bila je statisti¢ki znacajno niza (p < 0,05; t-test) u CULTURE
grupi (78,2 = 5,3%; minimum 68%) u odnosu na WILD grupu (83,1 £ 3,4%; minimum 75%).

Izmereni parameti kvaliteta vode su bili:

e amonijumski azot 0,46 + 0,20 i 0,43 + 0,26 mg L™;
e nitritni azot 0,06 + 0,01 i 0,06 + 0,01 mg L™%;
e pHwvrednost7,9+0,1i18,0+0,1,
u CULTURE, odnosno WILD grupi. Jedina statisticki znacajna razlika (p < 0,05; t-test)

izmedu grupa pronadena je u pH vrednosti.

3.4.4. ANALIZA PODATAKA | STATISTICKE PROCEDURE

Prezivljavanje, kanibalizam i prirast su raCunati prema slede¢im formulama:
Izracunat mortalitet (%)= 100 Ng x Ni'l

Prezivljavanje (%)=100 Np x Nt

Kanibalizam (%)= 100 (N x N;i™%)

Specifi¢na stopa rasta (SGR, % dan™) = 100 (LnWs - LnW;) x AT™

Dnevna stopa rasta (DGR, mg dan™) = (Wi W;) x AT
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Relativna stopa konverzije hrane AFCR = F; x (W — W)™

Koeficijent varijacije individualne mase unutar tanka CVyeight = SDweight * wt

Gde su:

Ni: Ng: Nh i N, predstavljaju broj po¢etno nasadenih, uginulih, prebrojanih, odnosno nestalih
riba (Nm = Ni-Ng-Ny);

Wi Wt i — pocetna, odnosno krajnja telesna masa (mg);

W - aritmeti¢ka sredina individualnih masa ribe unutar tanka;

AT- trajanje eksperimenta (dani);

SDuweight — Standardna devijacija individualnih masa ribe unutar tanka.

Podaci su predstavljeni u formi aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD). Pre
analize, sve procentualne varijable su arcsin transormisane. Raspodela promenljivih je
testirana jenouzorackim Kolmogorov-Smirnov testom. U slucaju normalne distribucije,
razlike izmedu promenljivih su analizirane t-testom nezavisnih uzoraka, dok je u slucaju
nepoznate raspodele promenljivih koriS¢éen Mann-Whitney U test. Nivo znacajnosti je
postavljen na p < 0.05. StatistiCka analiza podataka obavljena je u SPSS 22.0 programu
(IBM, Njujork, Njujork, SAD).
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4. REZULTATI

4.1. STUDIJA 1 — EVALUACIJA REPRODUKTIVNIH PERFORMANSI MATICA SMUDA
UZGOJENIH U RAS-U NAKON ZIMOVANJA U SPOLJASNJIM JEZERSKIM OBJEKTIMA

4.1.1. USPEH MRESTA | MORTALITET LARVI TOKOM PRVE NEDELJE EGZOGENE ISHRANE

Prva dva dana nakon hormonskog tretmana matica nije postojala statisticki znacajna
razlika u srednjem FOM stadijumu izmedju RRF i WCF riba. Medutim, 72h nakon aplikacije
hormona, u RRF grupi zabeleZen je znacajno visi srednji FOM stadijum. U tom momentu, pet
zenki RRF je ovuliralo, dok je u WCF grupi to bio slucaj sa svega jednom zenkom. Dinamika

krajnjeg sazrevanja ovocita data je na Slici 4.1.

7,0
6,0
50

E RRF p=0,092

# WCF

(<5}
24,0 _
= p= 0,458 p= 0,508

2,0
1,0

0,0

1 0 24 48
Casovi nakon prve hormonalne injekcije

Slika 4.1. Srednji stadijum kona¢nog sazrevanja ovocita — FOM index (prema Zarski et al.,
2012a) zenki smuda dve eksperimentalne grupe, ribe uzgojene u RAS-u — RRF i divlje ribe —
WCF, nakon hormonalnog tretmana (hCG, 500 IU kg™). Stupci greske predstavljaju

standardnu devijaciju izmedu Zenki u grupi.

Vreme latencije bilo je statisticki znac¢ajno krace u RRF grupi (p < 0,05), dok medu
ostalim ocenjenim parametrima uspeha mresta nije bilo statistiCki znaCajnih razlika.
Mortalitet larvi u toku prvih sedam dana egzogene ishrane bio je zna¢ajno visi u RRF grupi

(p < 0.05). Parametri uspeha mresta i kvaliteta larvi su prikazani u Tabeli 4.1.
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Monitoring dnevne smrtnosti larvi je pokazao znacajno visu smrtnost larvi RRF grupe

71 8 DPV, dok u ostalim danima nije bilo statisti¢ki zna¢ajnih razlika. Dnevna smrtnost larvi

prikazana je na slici 4.2.
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Slika 4.2. Dnevna smrtnost larvi poreklom od dve razli¢ite grupe matica, riba proizvedenih u

RAS-u (RRF-isprekidana linija na grafikonu) i divljih riba (WCF-puna linija na grafikonu).

Smrtnost je beleZzena tokom prve nedelje egzogene ishrane (4-11 dana po izvaljivanju). Dani

u kojima su uocene statisticki znacajne razlike izmedu grupa su oznaceni zvezdicom. Stupci

greSke predstavljaju standardnu devijaciju (SD).
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Tabela 4.1. Parametri uspeha veStatkog mresta matica uzgojenih u RAS-u (RRF) i divljih
riba (WCF) obavljenog tokom prirodne sezone mresta i nakon zimovanja u spoljas$njim

jezerskim objektima. Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija
(SD).

Parametar RRF (n=6) WCF (n=6) P vrednost
Masa zZenki (kg) 1,2+0,2 1,1+£0,3 0,489
Masa muzjaka (kg) 1,0£0,1 1,0+£0,1 0,426
Pocetni FOM stadijum 19+0,7 21+05 0,511
Vreme latencije (h) 63+9 78+ 4 0,011
PGSI (%) 114+13 94+28 0,163
72h prezivljavanja embriona (%) 42,1 + 33,8 30,5+ 26,3 0,724
Procenat izvaljivanja (%) 44,3 +429 67,8 + 34,3 0,455
Duzina larvi (mm) 44+0,1 44+0,1 0,973
Smrtnost Zenki (N) 2 2 /
Smrtnost muzjaka (N) 0 1 /
Smrtnost larvi 4-11 DPV (%) 270+49 134+1,7 0,008

FOM - konac¢no sazrevanje ovocita; PGSI - pseudo-gonadosomatski indeks; DPV — dani po izvaljivanju
4.1.2. MASNO-KISELINSKI SASTAV SUVIH JAJA

Masno-kiselinski sastav jaja je bio prili¢no sli¢an u obe analizirane grupe. U pogledu
ukupnih masti, jedina statisti¢ki znacajna razlika uocena je u stearinskoj kiselini (C18:0), koja
je pokazivala viSe vrednosti u jajima divljih riba (Tabela 4.2). U pogledu frakcija fosfolipida i
neutralnih masti, konstantovana je svega po jedna statisticki znacajna razlika (Tabela 4.3).
Jedina statisti¢ki znacajna razlika u frakciji neutralnih masti nadena je u procentu
palmitoleinske kiseline (C16:1n-9). U pogledu fosfolipida, statisticki znacajna razlika
evidentirana je u odnosu EPA/ARA (eikozapentaenoinska kiselina; C20:5n-3/arahidonska
kiselina; C20:4n-6). Ovaj odnos bio je u proseku 5 puta ve¢i u RRF grupi. Ova razlika je pre
svega uzrokovana razlikom u sastavu arahidonske kiseline, koja je u proseku bila dva puta
viSa u WCF grupi, te vrlo varijabilna u RRF grupi kre¢u¢i se od 0,6 do 6,1%. U svim
analiziranim grupama, klasa masnih kiselina sa najve¢im uceS¢em su bile polinezasi¢ene
masne  kiseline  (PUFA). Medu pojedinaénim  masnim  kiselinama, = DHA
(dokozaheksaenoinska kiselina; C22:6n-3) je bila najvise zastupljena u frakciji fosfolipida, te
u ukupnim mastima u WCF grupi. Oleinska kiselina je bila najzastupljenija u frakciji

neutralnih masti u obe grupe, te u ukupnim mastima RRF grupe.
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Tabela 4.2. Masno-kiselinski sastav suvih jaja matica uzgojenih u RAS-u (RRF) i divljih riba
(WCF) dobijenih vestackim mrestom u toku prirodne sezone mresta nakon zimovanja matica

u spoljasnjim jezerskim objektima.

Parametar RRF (n=5) WCF (n=5)
C16:0 53+0,6 5,6+ 0,4
C18:0 1,202 1,501
Ukupne SFA 74+172 8,0 £0,5
C16:1n-9 2,0 £05 15+0,2
C16:1n-7 5024 6,5+0,7
C18:1n-9 195+ 6,2 16,3+ 0,8
C18:1n-7 24+0,6 2,6 £0,1
Ukupne MUFA 31,8+3,8 29,3+04
C18:2n-6 (LA) 16,2+ 7,0 119+0,9
C18:3n-6 82x7.2 8,0£34
C20:3n-6 09+0,1 1,0£0,1
C20:4n-6 (ARA) 18+18 35204
Ukupne n-6 28,2+89 26,0 £ 3,7
C18:3n-3 (LNA) 41412 36+0,9
C20:5n-3 (EPA) 3,010 3,1+0,7
C22:5n-3 1,7+0,8 21+04
C22:6n-3 (DHA) 149+23 17,0+ 1,7
Ukupne n-3 245+48 266 +1,4
Ukupne HUFA (C20 + 2) 223+51 26,6+ 1,6
Ukupne PUFA 55,5+ 2,7 53,5+ 3,6
n-3/ n-6 1,0£0,5 1,0£0,2
DHA/EPA 53+1.2 58+14
EPA/ARA 3,0£18 09+0,3
LNA/LA 0,3+0,2 03+0,1

Parametri oznaCeni zvezdicom su znacajno razliiti medu grupama. Masne kiseline sa manje od 1% uces¢a u

masno-kiselinskom sastavu nisu prikazane. Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija
(SD).

SFA — zasi¢ene masne kiseline; MUFA — mononezasi¢ene masne kiseline; LA - linoleinska kiselina; ARA —
arahidonska kiselina; LNA — a linoleinska kiselina; EPA - eikozapentaenoinska kiselina; DHA -
dokozaheksaenoinska kiselina; HUFA — visoko nezasi¢ene masne kiseline; PUFA — polinezasi¢ene masne
kiseline.
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Tabela 4.3. Masno-kiselinski sastav frakcija fosfolipida (PL) i neutralnih masti (NL) suvih
jaja riba uzgojenih u RAS-u (RRF) i divljih riba (WCF) koje su dobijene vestackim mrestom,

u toku prirodne sezone mresta, nakon zimovanja matica u spoljasnjim jezerskim objektima.

RRF (n =5) WCEF (n=5)
Masna kiselina Pl NL Pl NL
C16:0 18,4+ 1,0 20+04  184+08 22+0.2
C18:0 4,2 +0,4 - 46+06 -
SFA 25,6 +1,5 31+08 260+15 3,606
C16:1n-9 2,4+0,7 1,7+03 1802 1,3%01
C16:1n-7 1,5+0,5 56+30 19+02 7,3+0,9
C18:1n-9 8,9+33 204+47 66+ 07 186%07
C18:1n-7 2,7+0,3 22+08 24+01 25%01
Ukupne MUFA 18,6 + 3,5 327+19 157+10 322+06
C18:2n-6 (LA) 50+2,6 173+62 32+04 139%10
C18:3n-6 - 15,1+5,9 - 11,3408
C20:4n-6 (ARA) 2,8+28 11+12 56+07 20+03
Ukupne n-6 10,1 +1,7 353+102 118+11 299+18
C18:3n-3 (LNA) 1,2+0,2 45+16  10+02  42+11
C20:5n-3 (EPA) 57+0,9 2,0+1,1 5,0 +1,0 2,4+04
C22:5n-3 2,3+1,0 14+07 23+09  19+02
C22:6n-3 (DHA) 31,7+16 95+15 31,9+14 120%22
Ukupne n-3 41,8+1,2 183+52 41,0+15 214+16
Ukupne HUFA (C20 + 2) 434 +36 152+45 460+17 202+23
Ukupne PUFA 52,2 +1,6 558+47 532+16 532%07
n-3/ n-6 43+0,9 06+04 3504 0,701
DHA/EPA 56+0,9 55+1,8 66+12 51+14
EPA/ARA 51+38" 36+21 09+03  12+03
LNA/LA 0,3+0,2 03+01 0301 0,307
Udeo od ukupnih masnih 21,4+35  786+35 242422 T758%22

kiselina (%)

Parametri oznacCeni zvezdicom su znacajno razli¢iti medu grupama. Masne kiseline sa manje od 1% uces¢a u
masno-kiselinskom sastavu nisu prikazane. Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija
(SD). SFA — zasi¢ene masne kiseline; MUFA — mononezasi¢ene masne kiseline; LA - linoleinska kiselina; ARA
— arahidonska kiselina; LNA - o linoleinska kiselina; EPA - eikozapentaenoinska Kkiselina; DHA -
dokozaheksaenoinska kiselina; HUFA — visoko nezasi¢ene masne kiseline; PUFA — polinezasi¢ene masne
kiseline.

47



4.2. STUDIJA 2 —UTICAJ PROTOKOLA ISHRANE LARVI SMUPA TOKOM PRELASKA SA
ZIVE NA KONCENTROVANU HRANU NA RAST | PREZIVLJAVANJE

U jednoj replikaciji SF-19 tretmana doSlo je do ekstremne stope kanibalizma, pa je
svega 6 riba (1.8%) prezivelo. 1z tog razloga, ova replikacija je iskljucena iz dalje statisticke
analize. Srednje prezivljavanje po tretmanima kretalo se od 43,8 + 2,9 % u SF-19 grupi do
21,6 £5,9 % u SF-22 grupi (Tabela 4.4).

Najvisi zabelezen mortalitet larvi smuda naden je u grupi CF-19 (42,4 + 3,4 %) i SF-
22 tretmanu (36,1 £ 7,7 %), dok je najnizi zabelezen mortalitet (19,9 + 1,2 %) bio u CF-22
tretmanu. U svim grupama mortalitet je bio znacajno visi tokom nedelje tranzicije hrane u
odnosu na narednu nedelju. Tokom perioda tranzicije hrane zna¢ajno visi mortalitet u odnosu
na ostale grupe je naden u CF-19 grupi (37,9 + 2,8 %), dok je zna€ajno niZi mortalitet u

odnosu na ostale grupe naden u CF-22 grupi (14,6 £ 1,2 %).

= Nedelja tranzicije hrane Nedelja nakon tranzicije hrane

6,0+4,3

Mortalitet %

CF-22 SF-19 SF-22
Tretmani

Slika 4.3. Mortalitet u grupama tokom nedelje tranzicije hrane i u nedelji nakon tranzicije
hrane.

Serije grupa sa razli¢itim natpisom (a, b, ¢) su znacajno razli¢ite (P < 0.05)

“ - dve replikacije u tretmanu

CF-19: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 25 % dnevno od 15 do 19 DPV;
CF-22: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 14 % dnevno od 15 do 22 DPV;
SF-19: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 19 DPV;
SF-22: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 22 DPV.
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Tabela 4.4. Uticaj razli¢itih nacina ishrane larvi smuda tokom prelaska sa Zive na

koncentrovanu hranu na mortalitet, prezivljavanje i kanibalizam

Parametri CF-19 CF-22 SF-19% SF-22
Zabelezen mortalitet (%) 42,4 +34° 199+12° 309+25® 361+7,7®
Prezivljavanje (%) 31,9+58" 351+64° 438+29® 216+59°
Kanibalizam (%) 258+9,1°  450+52*° 253+54® 424+68°

Vrednosti (aritmeti¢ka sredina = SD) u istom redu sa razli¢itim natpisom (a,b,c) su zna¢ajno razli¢ite (p < 0.05).
) _ dve replikacije u tretmanu.

CF-19: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 25 % dnevno od 15 do 19 DPV;
CF-22: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 14 % dnevno od 15 do 22 DPV;
SF-19: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 19 DPV;
SF-22: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 22 DPV.

Ocigledan skok dnevnog mortaliteta larvi se desio izmedu 18 i 22 DPV. Najveci
dnevni mortalitet zabelezen je 20 DPV, kada je statisticki viSi mortalitet u odnosu na ostale
grupe zabelezen u tretmanu CF-19, dok je znafajno niZi mortalitet u odnosu na ostale
tretmane zabeleZen u CF-22 grupi. Izmedu SF tretmana nije bilo znacajnih razlika 1 u oba je
mortalitet bio znac¢ajno nizi u odnosu na CF-19, odnosno znacajno visi u odnosu CF-22. Pre i
posle spomenutog perioda proseéni dnevni mortalitet po tretmanima se kretao od 0 do 4 %.

Dnevni mortalitet tokom eksperimenta prikazan je na Slici 4.4.

Srednji dnevni mortalitet (%

o N o~ PO B RS

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Dani po izvaljivanju

Slika 4.4. Dnevni mortalitet larvi smuda tokom eksperimenta.

CF-19: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 25 % dnevno od 15 do 19 DPV;
CF-22: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 14 % dnevno od 15 do 22 DPV;
SF-19: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 19 DPV;
SF-22: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 22 DPV.
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ZnaCajno nizi stepen kanibalizma zabelezen je u oba protokola ishrane krace
izloZenim naupliima Artemije (25,8 = 9,1 % u CF-4, odnosno 25,3 + 5,4 % u SF-4 grupi), u
odnosu na oba protokola gde je prelazak sa zive na suvu hranu duze trajao (45,0 £ 5,2 % u
CF-7, odnosno 42,4 + 6,8 % u SF-7).
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Slika 4.5. Stepen kanibalizma larvi smuda (aritmeticka sredina + SD) u razli¢itim

protokolima ishrane tokom prelaska sa Zive na koncentrovanu hranu

Serija tretmana (prose¢na vrednosti + SD) sa razli¢itim natpisom (a, b) su znacajno razli¢ite (P<0.05)
- dve replikacije u grupi

CF-19: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 25 % dnevno od 15 do 19 DPV;
CF-22: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 14 % dnevno od 15 do 22 DPV;
SF-19: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 19 DPV;
SF-22: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 22 DPV.
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Najveca konac¢na individualna masa je zabelezena u tretmanu CF-22, 84,3 + 7,3 mg,
znacajno visa u odnosu na ostale tretmane. Takode, najviSi prirast zabelezen je u istom
tretmanu (22,2 + 0,6 % dan™), medutim bez zna&ajne razlike u odnosu na drugi protokol istog
trajanja, SF-22 (19,2 + 1,6 % dan™), ali znagajno visi od oba protokola ishrane pri prelasku sa
zive na suvu hranu u trajanju od Cetiri dana. Takode, najveci prinos, i znacajno visi u odnosu
na sve ostale grupe (u proseku duplo visi) je zabeleZen u tretmanu CF-22 (0,50 + 0,09 g L™).

Parametri rasta prikazani su u Tabeli 4.5.

Table 4.5. Uticaj razli¢itih protokola ishrane larvi smuda na parametre rasta tokom prelaska

sa zive na suvu hranu

Parametri CF-19 CF-22 SF-19% SF-22

BW, (mg) 2,4+0,2 2,4+0,2 2,4+0,2 2,4+0,2
BWe (mg) 47,7+ 7,0 84,3+7,3° 30,5 + 3,4 52,7 +12,1°
SGR (% dan™) 18,6 +0,9° 22,2 +0,6° 15,9 + 0,7 19,2 +1,6%®
DGR (mg dan™) 2,8+0,4° 5,1 +0,5% 1,8 +0,2C 3,1+0,8"
Kona¢na duzina (mm) 17,6 +1,1°° 21,4 +0,4° 15,8 + 0,5 178+1,2°
CVrL (%) 17,1 +1,0% 16,2 £ 0,7 15,3 + 1,3 19,9 + 3,2
CVaw (%) 83,9+ 16,0 83,6 + 14,4 92,9 +19,0 116,3 + 25,4
Y (gL 0,25 +0,02° 0,50 + 0,09 0,23+0,01® 0,19 +0,04°

BW,:Pocetna telesna masa; BWg: Konacna telesna masa; SGR: specificna stopa rasta; DGR:dnevna stopa rasta;
CVq: koeficijent varijacije ukupne duzine; CVpy: koeficijent varijacije telesne mase; Y: konacan prinos.
Vrednosti (aritmeti¢ka sredina = SD) u istom redu sa razli¢itim natpisom (a, b, ¢) su znacajno razlicite (P <
0.05).

™) _ dve replikacije u tretmanu.

CF-19: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 25 % dnevno od 15 do 19 DPV;
CF-22: Prihrana naupiima artemije i suvom hranom uz smanjenje datih nauplija 14 % dnevno od 15 do 22 DPV;
SF-19: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 19 DPV;
SF-22: Dohrana artemijom kao poslednjim dnevnim obrokom od 15 do 22 DPV.
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4.3. STUDIJA 3 — UTICAJ GUSTINE NASADA, TEHNIKE HRANJENJA | OBOGACIVANJA
VITAMINOM C NA NAVIKAVANJE NA KONCENTROVANU HRANU JEZERSKI GAJENIH
MLADUNACA SMUDA

4.3.1. OGLED 1 — EFEKAT GUSTINE NASADA

Prema rezultatima jednosmere analize varijanse, nije bilo statisticki znacajnih razlika
medu razli¢itim gustinama nasada u svim analiziranim parametrima. Specifi¢na stopa rasta
bila je konstantna medu grupama na 3,6 % dan™. Srednji uspeh navikavanja kretao se od 12,7
do 17,8 %, bivajuci za oko 2,5 % visi pri svakom gus$¢em nasadu. U tom smislu, Pirsonov
koeficijent korelacije pokazao je snaznu pozitivnu zavisnost izmedu gustine nasada 1 uspeha
navikavanja na koncentrovanu hranu (r? = 0,829, p = 0,006). Uticaj gustine nasada na uspeh

navikavanja na koncentrovanu hranu prikazan je u Tabeli 4.6.

Tabela 4.6. Uticaj razli¢itih gustina nasada na uspeh navikavanja jezerski gajene mladi

smuda na koncentrovanu hranu

Parametri Redak Umeren Gust

Prezivljavanje (%) 269+43 31,0+4,3 299+22
Uspeh navikavanja (%) 12,7+24 152+ 3,9 178+4,8
Mortalitet (%) 424 +0,1 448+0,1 40,2+0,1
Krajnja masa naviknute ribe (g) 3204 3,1+0,2 3,1+0,2
Krajnja totalna duzina naviknute ribe (mm) 76,3 +4,7 745+28 73,2+0,9
CV konagna masa (%0) 31,3+8,3 31,3+1,7 31,1+3,1
SGR (% dan™) 36+04 3,6+0,2 3,6+0,2
Masa izgladnelih riba (g) 0,96 £0,0 0,89+0,1 0,92+0,1
Kanibalizam (%) 30,7+24 242+29 299192

Prosec¢na nasadna telesna masa: 1,1+0,3g. Prose¢na nasadna totalna duzina tela: 51,6 £ 10,7mm.

Redak — pocetna gustina nasada 0,5 riba L™; Umeren — podetna gustina nasada 1 riba L; Gust — po&etna
gustina nasada 1,5 riba L™

SGR: specifi¢na stopa rasta; CV mas: Koeficijent varijacije mase naviknutih riba unutar tanka (replikacije).
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4.3.1. OGLED 2 — EFEKAT TEHNIKE HRANJENJA I OBOGACIVANJA ZIVE HRANE
VITAMINOM C

Na osnovu dobijenih rezultata ishrane larvi smuda, nisu uocene znaCajne razlike
izmedu tretmana suplementacije vitaminom C u odnosu na kontrolnu grupu. Kod konacne
mase uocena je najveca razlika medu tretmanima, koja je iznosila 3,5 = 0,3 g u VitC, odnosno
3,2 £ 0,1 g u Feeder grupi (p = 0,060). Sadrzaj 1-askorbinske kiseline je bio zna¢ajno visi u
oboga¢enoj Daphnia u odnosu na kontrolu, medutim u tkivu riba nisu nadene znacajne
razlike. Uticaj obogacivanja zive hrane vitaminom C na uspeh navikavanja mladi smuda na

koncentrovanu hranu prikazan je u Tabeli 4.7.

Tabela 4.7. Uticaj obogacivanja zive Daphnia spp. vitaminom C na uspeh navikavanja

jezerski gajene mladi smuda na koncentrovanu hranu

Parametri VitC Feeder p - vrednost
Prezivljavanje (%) 35,7+2,5 32,615 0,135
Mortalitet (%) 22672 27,4+ 35 0,930
Uspeh navikavanja (%) 16,2+3,3 11,4+0,7 0,107
Krajnja masa (g) 3,5+0,3 3,2+0,1 0,060
Krajnja totalna duZina (mm) 76,4+0,6 75,249,1 0,240
SGR (% dan™) 39+0,3 36+0,1 0,118
Kanibalizam (%) 40,0+3,6 31,747,2 0,148
CV Konatna masa (%) 31,5%1,5 32,548,5 0,890
Sadrzaj I-askorbinske kiseline Daphnia (ug g*) 7,210 0,6+0,2 0,000
Sadrzaj 1-askorbinske kiseline riba (ug g™) 8,0+2,1 54120 0,191

Prose¢na nasadna telesna masa: 1,1 £ 0,3 g. Prosecna nasadna duzina tela: 51,6 = 10,7mm.

Feeder: ribe su hranjene neobogac¢enom Daphnia spp;

VitC: ribe su hranjene Daphnia spp. koja je obogacena vitaminom C;

SGR: specifi¢na stopa rasta; CV mas: Koeficijent varijacije mase naviknutih riba unutar tanka (replikacije).

Pri poredenju rezultata tehnika hranjenja tokom navikavanja na suvu hranu, nisu
uocene znacajne razlike u ocenjenim parametrima izmedu aplikacije suve hrane mehanicki,
odnosno ruc¢no. Parametar gde je uoCena najveca razlika je bila specificna stopa rasta,
bivajuéi niza u Hand tretmanu 3,4 + 0,1 % dan™ u odnosu na Feeder 3,6 + 0,1 % dan™ (p =
0,056). Uticaj tehnike hranjenja na uspeh navikavanja jezerski gajene mladi smuda na

koncentrovanu hranu prikazan je u Tabeli 4.8.
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Tabela 4.8. Uticaj tehnike hranjenja (ru¢no, odnosno mehanicki) na uspeh navikavanja

jezerski gajene mladi smuda na suvu hranu.

Parametri Hand Feeder P - vrednost
Prezivljavanje (%) 39,0+13,5 32,6+1,5 0,483
Mortalitet (%) 29,3+185 27,4+35 0,933
Uspeh navikavanja (%) 11,2+3,9 11,4+0,7 0,860
Kona¢na masa naviknutih riba (g) 3,0+0,0 3,2+0,1 0,060
Konac¢na duzina naviknutih riba (mm) 73,4121 75,249,1 0,240
SGR (% dan™) 34+0,1 36+0,1 0,056
Kanibalizam (%) 41,7+4.8 31,7+7,2 0,148
CV mase (%) 29,0+14,2 32,5+8,5 0,701

Pocetna telesna masa: 1,1 + 0,3 g. Pocetna duzina: 51,6 £ 10,7 mm

Feeder — koncentrovana hrana je dodavana mehani¢kom trakastom hranilicom; Hand — koncentrovana hrana je
aplicirana ru¢no.

SGR: specifi¢na stopa rasta; CV s koeficijent varijacije mase naviknutih riba unutar tanka (replikacije).
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4.4, STUDIJA 4. UTICAJ POREKLA RODITELJA SMUPA NA REZULTATE POTOMSTVA
PRILIKOM NAVIKAVANJA NA KONCENTROVANU HRANU I INTENZIVNI UZGOJ

4.4.1. OGLED 1. NAVIKAVANJE JEZERSKI GAJENE MLAPI NA USLOVE INTENZIVNOG
UZGOJA

Na kraju ekstenzivnog jezerskog odgoja znaci kanibalizma primeceni su medu
juvenilima grupe CULTURE. U ovoj grupi bilo je znacajno vecih jedinki u odnosu na vecinu
populacije. Nakon izlova, znac¢ajno vece jedinke su odstranjene iz grupe. U tom smislu,
pocetna masa, duzina i koeficijent varijacije riba CULTURE grupe bili su visi (0,449 + 0,083
g; 38,1 £ 2,7 mm; odnosno 18,5 %) u odnosu na WILD ribe (0,345 + 0,046 g; 35,0 £ 2,0 mm;
odnosno 13,2 %). Tokom perioda navikavanja na koncentrovanu hranu, WILD grupa je
ispoljila znacajno viSe prezivljavanje i uspeh navikavanja, dok su CULTURE ribe ispoljile
znacajno viSu stopu rasta, ali u isto vreme i zna€ajno visi kanibalizam. Nasuprot tome, u
periodu nakon navikavanja na suvu hranu, znacajno viSe prezivljavanje zabelezeno je u
CULTURE grupi, dok su kanibalizam i prirast bili znacajno visi kod riba iz grupe WILD.
Uticaj porekla na uspeh navikavanja jezerski gajenih juvenila na uslove intenzivnog uzgoja

prikazani su u Tabeli 4.9.

4.4.2. OGLED 2 — UZGOJNE PERFORMANSE PROIZVEDENE MLADI

Tokom ogleda uzgoja proizvedene mladi naviknute na uslove RAS-a, CULTURE ribe
su prikazale zna€ajno bolje parametre rasta u odnosu na jedinke iz WILD grupe. Znacajne
razlike su uocene u krajnjoj masi, specifinoj stopi rasta, dnevnoj stopi rasta i1 relativnoj
konverziji, sve u Kkorist mladi smuda iz CULTURE grupe. Uzgojne karakteristike mladi
smuda razli¢itog roditeljskog porekla nakon Sest nedelja intenzivnog uzgoja u RAS-u

prikazane su u Tabeli 4.10.

Prirast CULTURE riba je bio konstantno visi, te su prve zna¢ajne razlike u specifi¢noj
stopi rasta primeéene nakon Getiri nedelje ogleda, 120 DPV (3,7 + 0,0 3,3 + 0,1% dan™ u
CULTURE, odnosno WILD grupi). Specifi¢na stopa rasta nakon svake dve nedelje ogleda
prikazana je na Slici 4.6. Nije bilo znacajnih razlika izmedu grupa u koli¢ini ponudene hrane.
Dnevna koli¢ina ponudene hrane je prikazana kao relativna vrednost u odnosu na prosecnu
masu jedinki zabeleZenu na prethodnom merenju 1 kretala se od 5,5 do 1,5%. U toku prve dve
nedelje, vise hrane je ponudeno WILD ribama 4,9 + 0,6 % u odnosu na CULTURE 4,7 £ 0,2

%, dok je u slede¢em dvonedeljnom periodu koli¢ina ponudene hrane bila priblizno jednaka
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34+0,2%134+0,3 % uCULTURE odnosno WILD grupi). Medutim, u poslednje dve
nedelje ogleda, niza i varijabilnija zainteresovanost hrane primecena je kod replikacija WILD
grupe (2,1 = 0,4 %) u odnosu na CULTURE (2,5 + 0,1 %), ipak, bez statisti¢ki znacajnih
razlika (p = 0,275).

Tabela 4.9. Performanse jezerski gajenih juvenila smuda razli¢itog roditeljskog porekla pri

navikavanju na uslove intenzivnog odgoja (38-59 dana po izvaljivanju).

Parametri WILD? CULTURE" p - vrednost
Period navikavanja na koncentrovanu hranu (38-50 dana po izvaljivanju)
Nasadna telesna masa 0,345 + 0,046 0,449 + 0,083 /
CVnasadna masa (%) 13,2 18,5 /
Nasadna totalna duzina (mm) 350+20 38,1+27 /
Prezivljavanje (%) 76,8+ 45 67,3+6,4 0,005
Zabelezen mortalitet (%) 38+19 2,2+0,7 0,130
Kanibalizam (%) 19,4 +5.3 30,4+35 0,005
Uspeh navikavanja (%) 54,1+ 26 428+28 <0,001
Krajnja telesna masa (g) 0,48 £ 0,04 0,90 £ 0,05 <0,001
Krajnja totalna duzina (mm) 40,3+0,8 473+ 1,7 <0,001
CVirajnja masa (%0) 29,7+ 3,6 23,3+3,8 0,027
SGR (% dan™) 2,7+06 57+05 <0,001
Period nakon navikavanja na suvu hranu (51-59 dana po izvaljivanju)
Prezivljavanje (%) 62527 86,1+0,9 <0,001
Zabelezen mortalitet (%) 9,2+48 39+2,1 0,162
Kanibalizam (%) 21,3+6,6 99+26 0,013
Krajnja telesna masa (g) 1,14 £ 0,06 1,31+£0,12 0,095
Krajnja totalna duzina (mm) 51,3+1,7 556 +15 0,032
CVkrajnja masa (%) 39,3+2,3 299+15 0,004
SGR (% dan™) 9,6+0,6 42+10 0,001

*WILD — mlad poreklom od divljih matica; "CULTURE — mlad poreklom od intenzivno gajenih matica;

CV mase - Koeficijent varijacije mase naviknutih riba unutar tanka (replikacije).; SGR — specifi¢na stopa rasta;
pocetna masa, duzina i CV s Su izracunate na uzorku od 30 riba iz svake grupe;

Period navikavanja na suvu hranu: broj replikacija n = 5, broj riba po replikaciji n = 500;

Period nakon navikavanja na suvu hranu: broj replikacija n = 3, broj riba po replikaciji - CULTURE n = 356,
WILD n = 450.
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Tabela 4.10. Uzgojne krakteristike mladi smuda razli¢itog roditeljskog porekla nakon 6

nedelja intenzivnog uzgoja (92—-134 dana po izvaljivanju).

Parametri WILD? CULTURE® p - vrednost
Pocetna telesna masa (g) 56%0,0 7,0£0,0 <0,001
Pocetni CVmase (%) 13,0+£0,3 129+0,4 0,605
Pocetna totalna duzina (cm) 8,7+0,4 98+0,5 0,039
Krajnja telesna masa (g) 150+138 26,0+0,2 <0,001
Krajnja CVmase (%) 37,0+ 4,6 318+1,3 0,135
Krajnja totalna duzina 12,6 £0,2 145+0,3 0,001
SGR (% dan™) 23+0,3 3,1+0,0 0,001
DGR (g dan™) 0,22 £ 0,04 0,45 £ 0,00 0,001
AFCR (g g™ 1,4+0,1 1,0+0,0 0,01
Prezivljavanje (%) 99,1+0,8 98,4+0,8 0,362

*WILD — mlad poreklom od divljih matica; "CULTURE — mlad poreklom od matica proizvedenih u RAS-u; CV

mase - KOeficijent varijacije mase riba unutar tanka (replikacije).;; SGR — specifi¢na stopa rasta; DGR — dnevna
stopa rasta; AFCR — relativna stopa konverzije hrane; broj replikacija n = 3; broj riba po replikaciji n = 150.

Slika 4.6. Specifi¢na stopa rasta mladi smuda razli¢itog roditeljskog porekla nakon svake dve

nedelje ogleda tokom Sest nedelja intenzivnog odgoja u RAS-u (92-134 dana po valjenju)
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Dani po izvaljivanju
CULTURE — mlad poreklom od matica proizvedenih u RAS-u;
WILD — mlad poreklom od divljih matica;
SGR — specifi¢na stopa rasta. Kolone oznacene zvezdicom su znacajno razlicite (P < 0,05).
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Slika 4.7. Prose¢na dnevna koli¢ina ponudene hrane za svake dve nedelje eksperimenta
raCunata prema pocetnoj biomasi ocenjenoj prema prethodno izmerenoj prosecnoj masi

jedinki (92-134 dana po izvaljivanju)
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CULTURE — mlad poreklom od matica proizvedenih u RAS-u;
WILD — mlad poreklom od divljih matica;
Ribe su hranjene tri puta dnevno tokom prve dve nedelje eksperimenta i dva puta dnevno tokom naredne Cetiri
nedelje. Pri svakom hranjenju ribe su hranjene do vidljivog zasicenja.
Nije bilo znac¢ajnih razlika medu grupama.
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5. DISKUSIJA

5.1. EVALUACIJA REPRODUKTIVNIH PERFORMANSI MATICA SMUPA UZGOJENIH U
RAS-U NAKON ZIMOVANJA U SPOLJASNJIM JEZERSKIM OBJEKTIMA

Promene u fototermalnom rezimu koje se desavaju od kasnog leta do ranog proleca
(smanjenje temperature i trajanja obdanice s jeseni do pocetka zime, te produzavanje
obdanice i porast temperature vode s proleca) stimuliSu razvoj gonada kod smuda (Fontaine
et al., 2015). Zbog toga je ovaj rashladni period neophodan za indukciju mresta. Zimovanje
matica odgajenih u RAS-u, u spoljasnjim jezerskim objektima je dovelo do uspesne indukcije
mresta. Sve matice su prezivele ovaj nadin zimovanja i ovulirale nakon hormonske indukcije.
Jedina uocena znacajna razlika medu osnovnim parametrima uspeha mresta je bila u vremenu
latencije, koje je bilo znacajno medu RRF ribama. Prema Pourhosein Sarameh et al. (2012),
stres uzrokovan manipulativnim postupcima sa maticama tokom mresta u delimic¢no
kontrolisanim uslovima uzrokuje odlaganje mresta na gnezdima. U tom smislu, uzrok duzeg
kona¢nog sazrevanja ovocita bi mogao biti u nenaviknutosti divljih matica na uslove stalnog
prisustva ¢oveka u cilju nadzora i redovne manipulacije, koje su neizostavan deo vestackog
mresta. S druge strane, ova hipoteza ostaje otvorena uzimaju¢i u obzir rezultate studije
Pourhosein Sarameh et al. (2013), koja je opisala prilagodljivost divljih matica na stres
uzrokovan Cestim uzastopnim rukovanjem tokom mresta. Osim pomenute razlike u vremenu
latencije, ostali parametri uspeha mresta su bili sli¢ni. Prema saznanjima autora, publikovana
je samo jedna studija koja je opisala uspeh veStaCkog mresta matica mreScenih prvi put
(Zake$ et al.,, 2013a). Sazrevanje gonada i1 indukcija mresta u toj studiji uradeni su u
delimi¢no kontrolisanim uslovima RAS-a postavljenim u staklenoj basti. Dok je
prezivljavanje embriona bilo sli€no u ovoj 1 prethodno pomenutoj studiji, objavljeni rezultati
od strane Zakes et al. (2013a) o gonadosomatskom indeksu su bili nizi. Opisujuci uspeh
razli¢itih uzrasnih klasa RAS matica, autori prethodno pomenute studije nasli su da je uspeh
vesStackog mresta prvi put mreS¢enih matica znacajno loSiji u odnosu na starije matice.
Pokazatelji uspeha mresta divljih matica u ovoj studiji bili su nizi u poredenju sa ranije
objavljenim studijama (Zake$ i Demska-Zakes, 2005; Zarski et al., 2013). Ovo moze biti
objasnjeno i1 Cinjenicom da su zenke koriS¢ene u ovoj studiji bile manjih telesnih dimenzija i
mlade starosne grupe, §to bi moglo umanjiti uspeh mresta (Lappalainen et al., 2003; Kamler,

2005). Stoga, predlog je da buduce studije o uspehu vestackog mresta smuda koriste starije
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uzrasne klase smuda, matice prethodno mreS¢ene. Na kraju, trebalo bi spomenuti da ova
studija nije ocenila kvalitet mle¢i muzjaka. Oplodni kapacitet sperme je od bitnog znacaja za
uspeh oplodnje (Rinchard et al., 2005; Casselman et al., 2006; Sarosiek et al., 2016). U
skladu sa tim, kako bi umanyjili efekat kvaliteta mleca na uspeh oplodnje, jaja svake Zenke su
oplodena mlecom dobijenim od tri muzjaka, a mle¢ je apliciran odmah nakon sakupljanja.

Medutim, od znacaja je da buduce studije ocene kvalitet mle¢a muzjaka razlic¢itog porekla.

Evaluacija uspeha mresta i kvaliteta gameta pomoc¢u najc¢esce koriS¢enih parametara
poput prezivljavanja embriona, stope izvaljivanja i duzine novoizvaljenih larvi nije prikazala
razlike medu analiziranim grupama matica. Rezultati ovih parametara su bili prilicno
varijabilni, sli¢cno prethodnim studijama o prvom mrestu matica smuda uzgojenih u RAS-u
(Wang et al.,, 2009b; Zake$ et al., 2013). Visoka varijabilnost je uzrok neprimeéenih
statisticki znacajnih razlika u uspehu mresta. Ispitivanje prilagodljivosti larvi na uslove
intenzivnog uzgoja bi se mogla okarakterisati kao relevantnija i pouzdanija ocena kvaliteta
rasplodnog materijala. Ovakva evaluacija kvaliteta larvi razli¢itog porekla do sada nije
uradena kod smuda. U tom smilsu su, prethodne studije na larvama smuda, kao i ostalim
larvama porodice grgeca, opisale karakteristican porast mortaliteta tokom prve nedelje
egzogene ishrane (Krise i Meade, 1986; Summerfelt, 1996; Kestemont i Mélard, 2000;
Szkudlarek 1 Zakes, 2007) gde je kao uzrok mortaliteta opisana nemogucénost zapo€injanja
egzogene ishrane u kontrolisanim uslovima pri kori§¢enju zive hrane (naupliji Artemije) ili
formulisane hrane (startera). U ovoj studiji je viden sliCan porast mortaliteta koji je zavrSen
devetog dana po izvaljivanju. Ovaj kriticni period je bio znacajno izrazeniji medu RRF
larvama, uocljiv prema relativno visokom mortalitetu sedmog i osmog dana po izvaljivanju.
Ovi rezultati ukazuju na veci procenat larvi nesposobnih da konzumiraju nauplije Artemia
franciscana u uslovima intenzivnog uzgoja, sto je konac¢no dovelo do njihovog uginuca. lako
osnovni podaci o uspehu mresta nisu ukazali na znacajne razlike u kvalitetu gameta izmedu
grupa, ocena smrtnosti larvi o¢igledno je ukazala na smanjen kvalitet larvi RRF grupe. Dakle,
ispitivanje performansi larvi u uslovima intenzivnog uzgoja predstavlja znaCajan alat za

budude studije o uspehu mresta smuda.

Masne kiseline, pre svega esencijalne, mogu u visokom stepenu da uticu na kriti¢ne
razvojne stadijume riba (Tocher, 2010). Mnoga istrazivanja su pokazala da komercijalne
hrane koriS¢ene za uzgoj ribe mogu znacajno modifikovati masno-Kiselinski profil raznih
tkiva (Grigorakis et al., 2002; Jankowska et al., 2003; Henrotte et al., 2010a). Iz tog razloga,

vise studija su uradile uporednu analizu masno-kiselinskog sastava gonada i gameta divljih i
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gajenih mati¢nih jata (Harrell i Woods, 1995; Czesny i Dabrowski, 1998; Czesny et al., 2000;
Cejas, et al., 2003; Khemis et al., 2014). U ovoj studiji, masno-kiselinski sastav ukupnih
masti je bio sli¢an u analiziranim grupama, sa jedinom znafajnom razlikom nadenom u
sadrzaju stearinske kiseline (18:0), koja je bila znacajno niza u RRF grupi. Desaturacija
zasi¢enih masnih kiselina je fizioloski znacajna jer bitno snizava taCke topljenja
odgovaraju¢ih mononezasi¢enih masnih kiselina (Tocher, 2003). Moguce je pretpostaviti da
su RRF ribe bile prilagodene na koncentrovanu hranu koja ima relativno visok sadrzaj masti,
te su stoga bile sposobne za brzu desaturaciju. Znacajno visi sadrzaj palmitoleinske kiseline
(C16:1n-9) u frakciji neutralnih masti RRF riba podrzava ovu pretpostavku. S druge strane,
pokazano je da pomenuta zasi¢ena masna kiselina moze biti modifikovana razli¢itim
hormonskim indukcijama (Zarski et al., 2017), te ostali moguéi razlozi za primeéene razlike
ne mogu biti iskljuceni. Nadalje, i stearinska i palmitoleinska kiselina predstavljale su veoma
mali deo u ukupnom masnokiselinskom sastavu (< 2%), te pomenute razlike mozemo
okarakterisati kao manje znacajne. Sveukupni nedostatak razlika u masnokiselinskom profilu
ukazuje da su se RRF ribe dobro hranile zivim plenom u jezerskim uslovima, $to bi moglo da
kompenzuje potencijalan deficit u esencijalnim masnim kiselinama. U svakom slucaju,
potrebne su dodatne studije koje bi potvrdile moguénost modifikacije masnokiselinskog

sastava jaja smuda tokom kratkog perioda pre mresta.

Uzimajuéi u obzir zastupljenost klasa masti, jaja riba moZemo deklarisati u dve
kategorije — jaja bogata fosfolipidima i jaja bogata neutralnim mastima (Tocher, 2003).
Prema ovoj studiji, kao i1 rezultatima Wang et al. (2009b), smuda mozemo klasifikovati u
drugu grupu. S druge strane, uloga fosfolipida u ranom razvoju larvi je klju¢na shodno
¢injenici da su larve ili nesposobne ili imaju ograni¢enu sposobnost sinteze fosfolipida de
novo (Geurden et al., 1995; Coutteau et al., 1997; Sargent et al., 2002). Medutim, i dalje je
nejasno da li se esencijalne masne kiseline asimiliraju odvojeno iz molekula fosfolipida.
Ukoliko je tako, masnokiselinski sastav frakcije polarnih masti bi imao direktan uticaj na
razvoj tkiva, shodno tome da je ta frakcija kod ribljih jaja generalno bogatija
visokonezasi¢enim masnim kiselinama u odnosu na neutralne masti (Tocher, 2003). Stoga,
razlog za viSi mortalitet RRF larvi mogle bi biti znacajne razlike medu visokonezasi¢enim
masnim kiselinama frakcije fosfolipida, pre svega u odnosu EPA/ARA. Znacaj EPA/ARA
odnosa proistice iz njihove kompeticije za razlicite prostaglandine (Sargent, 1995), §to utice
na reproduktivna svojstva (Sorbera et al., 2001). Uloga arahidonske kiseline i EPA/ARA

odnosa je ve¢ prepoznata u ishrani matica (Bell et al., 1997; Bruce et al., 1999; Bromage et

61



al., 2001; Mazorra et al., 2003; Henrotte et al.,, 2010b), kao i larvi (McEvoy et al., 1998;
Estevez et al., 1999; Estevez et al.,, 2001; Willey et al., 2001; Hamza et al., 2008).
Manipulacija sadrzaja fosfolipida u hrani larvi smuda pri pocetku egzogene ishrane je
prili¢no zahtevan i komplikovan zadatak (Coutteau et al., 1997), dok s druge strane nekoliko
dana endogene ishrane ve¢ moze ostaviti traga. Stoga, radi valjane ocene nagovestaja ove
studije, od znacaja bi bilo da buduce studije ispitaju optimalan sadrzaj i sastav fosfolipida,
kao 1 ukupni masnokiselinski sastav koncentrovane hrane za matice smuda uz specijalnu

paznju na arahidonsku kiselinu i EPA/ARA odnos.

Zimovanje matica proizvedenin u RAS-u u spoljasnjim jezerskim objektima
rezultiralo je valjanom indukcijom sazrevanja gonada, te su sve ispitane Zenke ovulirale. Po
svemu sude¢i, nizi kvalitet larvi je posledica suboptimalne ishrane matica, $to bi trebalo biti
zadatak buducih studija, uz poseban osvrt na EPA/ARA odnos i sadrzaj i sastav fosfolipida u
koncentrovanoj hrani. Uspeh vestaCkog mresta matica odgajenih u RAS-u bio je sli¢an
divljim maticama. Stoga, sa aspekta proizvodne efikasnosti moZe se zakljuciti da je kao
tehnoloski proces jezersko zimovanje matica proizvedenih u RAS-u odgovarajuc¢e. Medutim,
tehnologija uzgoja matica smuda te pre svega protokol indukcije mresta, zahteva dodatne

studije radi unapredenja 1 optimizacije.
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5.2. UTICAJ PROTOKOLA ISHRANE TOKOM PRELASKA SA ZIVE NA
KONCENTROVANU HRANU NA RAST | PREZIVLJAVANJE LARVI SMUDA

Tranzicija od embriona do egzogene ishrane je odsudan momenat u ranoj fazi razvoja
percida jer neuspeh prvog hranjenja ima za ishod uginuce jedinke (Balon, 1984). Kestemont
et al. (1995) su ukazali da je razvijenost digestivnog sistema larvi glavni parametar razvica
larvi pri odredivanju optimalne starosti za otpocinjanje procesa tranzicije ishrane sa zive na
koncentrovanu hranu. Nadalje, detaljno je opisano kako kombinovano hranjenje zivom i
koncentrovanom hranom, takozvana prihrana poboljSava performanse larvi iznad onih koje
su moguce pri koriS¢enju bilo koje od hrana samostalno (Kanazawa et al., 1989; Holt, 1993;
Abi-Ayad i Kestemont, 1994), te da prihrana takode omogucuje raniju kona¢nu tranziciju na
suvu hranu (Person Le Ruyet at al., 1993). U svetlu rezultata ove studije sedmodnevna
prihrana se ¢ini povoljnijom u odnosu na kracu, ¢etvorodnevnu, $to bi moglo biti obja$njeno
smanjenjem uticaja atraktivnosti Zive hrane na odgovor hranjenja sa razvojem larve. U tom
smislu, Kolkovski et al. (1997a, b) su objasnili kako Artemija pozitivno utice na uzimanje,
varenje 1 asimilaciju veStaCke hrane tokom prihrane 1 §to poti¢e od vizuelnih 1 hemijskih
stimulusa plivajucih zivih nauplija. Izlu¢eni metaboliti nauplija stvaraju hemijski stimulus
koji pomaze larvi da se orijentiSe prema hrani, te joj dalji stimulus koji dolazi od
pokretljivosti zooplanktona omoguéava da prepozna hranu, $to unapreduje uspeh ranog
hranjenja. U svakom slu¢aju, sa razvojem larvi ovi uticaji po svemu sudeci slabe, te pri viSem

stupnju razvoja ribe bivaju sposobnije da prepoznaju inertnu hranu.

Mortalitet smuda tokom intenzivnog uzgoja larvi prati bimodalnu krivu (Szkudlarek i
Zakes, 2007). Prvi period povecanog broja uginu¢a povezan je sa tranzicijom sa endogene na
egzogenu ishranu i punjenjem ribljeg mehura. Medutim, slede¢i kritiCan period nastupa sa
pojavljivanjem kanibalizma. U ovoj studiji pronaden je znaCajno viSi mortalitet tokom
procesa tranzicije ishrane larvi sa Zive na suvu hranu, Sto sa jedne strane nagovestava da ova
procedura povecava kanibalizam, ali sa druge strane ovaj mortalitet moZe biti uzrokovan
nemogucnosc¢u larvi da prepoznaju pelete kao hranu. Smanjen mortalitet u tretmanu duze
prihrane svedo¢i da ovakva strategija poboljSava hranjenje suvom hranom i smanjuje udeo
izgladnelih larvi. Stoga, duZi protokol ishrane sa optimalnim odnosom koncentrovane i Zive
hrane je potreban radi smanjenja gubitaka tokom tranzicije ishrane larvi. Takode, povecana
dostupnost hrane uz koriS¢enje automatskih hranilica bi mogla znac¢ajno unaprediti uspeh

prihvatanja koncentrovane hrane.
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Kanibalizam prestavlja ozbiljnu prepreku pri uzgoju predatorskih ribljih vrsta, a
najveéi gubici uzrokovani ovom pojavom se najcesc¢e deSavaju tokom larvalnog razvica
(Kestemont et al., 2003). U ovoj studiji, prvi znaci kanibalizma primeceni su sa 15 DPV, $to
je u saglasnosti sa prethodnim izveStajem Hamza et al. (2007). Uticaj zive hrane na
kanibalizam larvi nije u potpunosti objasnjen (Baras i Jobling, 2002; Kestemont et al., 2003).
Kako god, shodno energetskoj vrednosti hrane koja je po zalogaju daleko ve¢a u odnosu na
zive nauplije, Baras i Jobling (2002) su ukazali na znacajno brzi prirast larvi koje ranije
prihvate koncentrovanu hranu u poredenju sa larvama koje se i dalje hrane isklju¢ivo Zivim
plenom. Takva pretpostavka objasnjava rezultate ove studije koji svedoCe u korist toga da
duZe izlaganje zivoj hrani moZze rezultovati povecanim gubicima zbog kanibalizma. Slican
uticaj zive hrane na kanibalizam kod larvi smuda opisali su Kestemont et al. (2007) koji su
zapazili znacajno nizu stopu kanibalizma kod larvi ranije prevedenih na suvu hranu. Rezultati
ove, kao i prethodnih studija o intenzivhom uzgoju smudevih larvi ukazuju na to da je
kanibalizam neizbeZna karakteristika ove tehnologije. Sli¢na zapazanja izneli su Szkudlarek 1
Zakes (2007). Medutim, povecanje mortaliteta usled kanibalizma u ovoj studiji se desilo
ranije 1 imalo je vece posledice u poredenju sa prethodno pomenutom studijom. Ovo bi
moglo biti objasnjeno razli¢itim strategijama ishrane i fotoperiodom u ove dve studije. Kako
bi smanjili posledice ove neizbeZne pojave tokom ranog uzgoja, prethodno pomenuti autori,
kao 1 autori studija izvedenih na uzgoju larvi severnoamerickog smuda (Summerfelt, 1996;
Summerfelt et al., 2011) predlozili su konstantno hranjenje do zasi¢enja suvom hranom
odgovarajuceg kvaliteta koriS¢enjem mehanickih hranilica uz upotrebu stalnog dnevnog
rezima (24 L:0 D). Konacno, sortiranje post-larvi je predlozeno kao efikasan alat za

smanjenje gubitaka tokom ovog kriticnog perioda (Szczepkowski et al., 2011).

Konac¢na prose¢na masa larvi se kretala medu tretmanima od 30,5 i 84,3 mg na kraju
eksperimenta (27 DPV) 1 bila je znacajno uslovljena razli¢itim protokolima ishrane. Raspon
srednjih masa prethodno objavljenih studija larvi smuda se kretao od 25 mg sa 27 DPV
(Kowalska et al., 2006) do 110 mg sa 25 DPV (Szkudlarek i Zakes, 2007). Visa srednja masa
u prethodno pomenutoj studiji je verovatno uzrokovana boljim uzgojnim okolnostima te
adekvatnijom koriS¢enom starter hranom. Pozitivan uticaj protokola ishrane sa duZzim
koriS¢enjem zive hrane na prirast larvi ukazuje na dva moguca pozitivna uticaja Zive hrane.
Moguce je da enzimi digestivnog trakta zivih nauplija olakSavaju varenje (Dabrowski, 1984;
Lauff i Hofer, 1984). S druge strane, produkti autolize zivog plena (naupija Artemije) mogu

stimulisati izluCivanje tripsinogena iz pankreasa i uticati na aktivaciju zimogena u Zelucu
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(Person Le Ruyet et al., 1993). Takode, prethodno spomenuti pozitivan uticaj plivanja
nauplija na odgovor hranjenja (Kolkovski et al. 1997a) moze imati znaCajan uticaj na ovakav

ishod.

Varijacija veli¢ine larvi je pokazatelj od izuzetnog znaCaja pri uzgoju larvi
predatorskih vrsta, i shodno tome da moze dovesti do visokih gubitaka usled kanibalizma,
ukazanim od strane nekoliko autora (Kubitza i Lovshin, 1999; Baras i Jobling, 2002;
Kestemont et al., 2003). U ovoj studiji opisan je visok koeficijent varijacije mase od 83,6 %
do 116,3 %, koji je bio sli¢an medu tretmanima, a u saglasnosti je sa rezultatima Kestemont
et al. (2007), koji su takode objavili visoku varijaciju mase pri uzgoju larvi smuda starterima
za morske vrste. U tom smislu, Baras i Jobling (2002) su nasli povezanost izmedu pogodnosti
suve hrane na pojavu kanibalizma. Stoga, hrana povoljnih karakteristika za larve smuda
mogla bi nadalje smanjiti varijaciju veli¢ine te dalje rezultovati manjim gubicima zbog

kanibalizma.

Rezultati ove studije prikazali su da sedmodnevna tranzicija sa zive na suvu hranu od
15 do 22 DPV dovodi do boljeg prirasta i viseg prezivljavanja larvi smuda u poredenju sa
cetvorodnevnim protokolom, od 15 do 19 DPV. Uz to, protokol prihrane je povoljniji od
protokola dohrane Zivom hranom sa aspekta niZzeg mortaliteta, viSeg prirasta i konacno
maksimalnog ukupnog prinosa. Dva protokola prve egzogene ishrane opisana su u kulturi
larvi smuda (FAO, 2012). Dakle, prema rezultatima ove studije, u tehnologiji zasnovanoj na
prvom hranjenju larvi isklju¢ivo Zivom hranom, strategija prihrane u trajanju od 7 dana 15 —
22 DPV moZe biti pracena radi uspeSne tranzicije ishrane larvi smuda sa Zive na

koncentrovanu hranu.
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5.3. UTICAJ GUSTINE NASADA, TEHNIKE HRANJENJA | OBOGACIVANJA VITAMINOM
C NA NAVIKAVANJE NA KONCENTROVANU HRANU JEZERSKI GAJENIH MLADUNACA
SMUDPA

Rezultati jednosmerne analize varijanse nisu pokazali znacajne razlike u uspehu
navikavanja jezerski gajene mladi smuda na koncentrovanu hranu. Ovakav ishod u
saglasnosti je sa prethodnim studijama za evropskog smuda (Szkudlarek i Zakes, 2002;
Molnar et al., 2004), kao i severnoamerickog smuda (Kuipers i Summerfelt, 1994). Medutim,
korelaciona analiza je otkrila znacajnu pozitivnu zavisnost izmedu pocetne gustine nasada i
uspeha navikavanja na suvu hranu. Takav zakljucak je izveden nakon rezultata o uticaju
gustine nasada na uspeh privikavanja jezerski gajene mladi smuda na suvu hranu u studiji
izvedenoj od strane Policar et al. (2013). | dok je prethodno pomenuta studija ispitivala
gustine nasada i do osam riba po litru, zajednicko za ovu i ostale spomenute studije, u kojima
pomenuti znacajan efekat nije pronaden, jeste da su koristile relativno niske gustine nasada
(0,5 - 4 ribe L™"). Moguée je da ovaj faktor pokazuje primetniji efekat pri veéim gustinama.
lako efekat nije otkriven jednosmernom analizom varijanse, jaka zavisnost nadena je kroz
Pirsonovu korelaciju koja bi mogla biti pouzdaniji pokazatelj pri studijama o gustini nasada.
Slican statisti¢ki metod koriS¢en je radi opisivanja efekta gustine nasada pri uzgoju larvi
smuda (Szkudlarek 1 Zakes, 2007). Stoga, uzimajuéi u obzir rezultate ove studije, kao 1
rezultate studije Policar et al. (2013) i protokol objasnjen za navikavanje mladi
severnoameri¢kog smuda (Summerfelt et al., 2011), gustine nasada 4-8 riba po litru mogu biti
predlozene za navikavanje jednomese¢ne mladi smuda na suvu hranu u industrijskim

uslovima.

Pokazano je da obogalivanje Zive hrane vitaminom C u uzgoju larvi smuda i
severnoamerickog smuda dovodi do smanjenja deformiteta, te povecava prirast i otpornost na
stres (Kolkovski et al., 2000; Kestemont et al., 2007). Razlike medu svim ocenjenim
parametrima u ovoj studiji nisu dostigle nivo statisticke znacajnosti. Ipak, prili¢no niske p-
vrednosti su pokazane u nekoliko bitnih parametara: preZivljavanju, specifi¢noj stopi rasta i
krajnjoj masi; svi u pravcu poboljsanja pri obogacivanju hrane vitaminom C. Ove razlike
nagoveStavaju pozitivan uticaj obogacivanja. Moguce je da je prilicno nizak uspeh
navikavanja na koncentrovanu hranu razlog zasto ovaj bitan dodatak ishrani nije pokazao
istaknutiji uticaj. Stoga, postoji razlog za dodatne studije. Analiza sadrzaja vitamina C u tkivu

nauplija Daphnia spp. pokazala je da je jednocCasovna kupka u rastvoru 1-askorbinske kiseline
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lg Lt dovoljna za znacajno obogacivanje. U slucaju ribljeg tkiva, statisticki znacajna razlika
izmedu tretiranih i netretiranih riba nije dostignuta. Medutim, nakon deset dana obogacivanja
zive hrane vitaminom C, u tkivu tretiranih riba naden je 148% visi sadrzaj vitamina C u
odnosu na kontrolne ribe (8,0 + 2,1 pg g™ u VitC, odnosno 54 + 2.0 pug g* u Feeder

tretmanu).

U skladu sa nagovestenim uticajem bitnog sastojka ishrane kao Sto je vitamin C na
mlad smuda, mozemo pretpostaviti da bi koriS¢enje prirodne hrane vise nutritivne vrednosti
bogate esencijalnim masnim kislinama, kao sto je Chironomus spp. (Bogut et al., 2007;
Kamler et al., 2008), moglo dovesti do poboljsanja tehnologije navikavanja na koncentrovanu
hranu. Prednost Chironomus spp. naspram Daphnia spp. pri navikavanju jezerske mladi
smuda na suvu hranu, prethodno je pronaden u studiji Bodis et al. (2007) i mogao bi biti
jedan od razloga za slabiji uspeh navikavanja u ovoj studiji. U eksperimentima ove studije
koris¢eni su Daphnia spp. i Tubifex spp. kao prirodne hrane. Osim nutritivne, postoji jos
jedna prednost crvolikih organizama naspram planktonskih raci¢a, u vezi sa njihovim
plivackim sposobnostima. Pri aplikaciji, Daphnia spp. se momentalno raSire po celoj
uzgojnoj zapremini tanka, dok crvi ostaju prili€éno koncentrisani u blizini mesta hranjenja, Sto
dovodi do bolje koncentracije ribe na mestu aplikacije hrane, te posledi¢no ve¢em procentu

zalogaja peletirane hrane.

lako je mehanicka aplikacija hrane automatskim hranilicama opisana kao poZeljan
metod pri navikavanju jezerske mladi severnoamerickog smuda na suvu hranu (Summerfelt,
1996; Summerfelt et al., 2011), valja ukazati na jednu prednost manuelnog hranjenja u
tehnologiji navikavanja mladi smuda. Metodologija privikavanja na suvu hranu, opisana od
strane Policar et al., 2013a, je visoko zavisna od ru¢nog hranjenja. Naime, prethodno
pomenuti autori su objavili najpovoljnije rezultate ovog tehnoloskog procesa uz primenu
mesSane koncentrovane i prirodne hrane. Ova metodologija podrazumeva meSanje hrana
neposredno pred aplikaciju, te nadalje postepenu izmenu u udelu smese od prirodne do
iskljuc¢ivo vestacke hrane (Horvath et al., 2013). Stoga, sli¢ni rezultati uspeha navikavanja
ru¢nom (11,2 £+ 3,9 %), odnosno mehanickom aplikacijom hrane (11,4 £ 0,7 %), uz visoku p-
vrednost (p = 0,860) svedoce da rucna aplikacija i pre svega ¢es¢i susret ribe sa covekom ne
rezultuje niZim kona¢nim uspehom. Medutim, niZi prirast 1 visi stepen kanibalizma ostvareni
su u rucno hranjenoj grupi. Mogucée objasnjenje za ovakav ishod jeste CeS¢a dostupnost

peleta, a sa time i uzimanje hrane nakon navikavanja dela riba na koncentrovanu hranu. Iz tog
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razloga, mehanicka aplikacija hrane bi mogla biti povoljnija metodologija hranjenja nakon

eliminacije udela prirodne hrane u ukupnom obroku.

Uspeh navikavanja na koncentrovanu hranu u ovoj studiji je nizi u odnosu na
prethodno objavljene studije (Szkudlarek i Zake$, 2002; Policar et al., 2013a). Postoji
nekoliko potencijalnih objasnjenja za ovakav ishod. Pre svega, u ovoj studiji je koriS¢ena
krupnija mlad u odnosu na prethodno pomenute. Prema rezultatima Policar et al. (2013a),
navikavanje na suvu hranu mladi nize prose¢ne mase je znacajno uspesnije. Nadalje, u prvih
pet dana navikavanja, kao dodata prirodna hrana koriséena je isklju¢ivo Daphnia spp. Prema
rezultatima Baodis et al. (2007) koris¢enje Tubifex spp. i Chironomus spp. kao prirodne hrane
dovodi do uspesnijeg prihvatanja hrane. Kona¢no, sa utvrdenim uticajem gustine nasada,
moze se nagovestiti da bi dalje povecanje ovog faktora dovelo do viSeg udela riba koje su
prihvatile suvu hranu. Takode, treba imati na umu i razliku u prezentaciji rezultata ove studije
I prethodno pomenutih. Dok je u ostalim studijama glavni parametar uspeha navikavanja na
koncentrovanu hranu bilo prezivljavanje, ovde je ukljucen parametar ’’uspeh navikavanja’’,
koji predstavlja udeo naviknute ribe u odnosu na pocetno nasaden broj riba. Sli¢an parametar
prethodno je opisan u studiji o navikavanju jednogodiSnje mladi smuda na koncentrovanu
hranu (Horvéath et al., 2013). Prihvacenost suve hrane je bila prilicno oc¢igledna karakteristika
na prezivelim ribama, shodno tome da su ribe hranjene petnaest dana suvom hranom
isklju¢ivo pa su nenaviknute ribe bile u vidno losijoj kondiciji u odnosu na naviknute.
Takode, ocigledni kanibali su redovno izlovljavani iz tanka, te je njihova pristutnost u
naviknutim ribama eliminisana. Konacno, sli€ni rezultati su 1 dalje periodi¢no prisutni pri
navikavanju mladi na koncentrovanu hranu u industrijskim uslovima (Zoltan Horvath, H & H

Carpio Ltd., licna komunikacija).

Na osnovu ishoda korelacione analize moze se zakljuciti da uspeh navikavanja
ekstenzivno proizvedene mladi smuda na koncentrovanu hranu raste sa pove¢anjem gustine
nasada. Obogacivanje zive hrane vitaminom C rezultiralo je pove¢anim uspehom navikavanja
na suvu hranu 1 viSim prirastom riba, medutim bez statisticki znacajnih razlika. Manuelna
aplikacija suve hrane nije dovela do nizeg uspeha ove procedure. Zbog toga, pocetne gustine
nasada od cetiri do osam riba po litru, ru¢na aplikacija pomeSane koncentrovane i prirodne
crvolike hrane, uz moguénost obogacivanja vitaminom C, predloZene su pri komercijalnom
navikavanju jezerski gajene mesecne mladi smuda na koncentrovanu hranu. Medutim,
izuzetno je bitno da buduce studije dalje razjasne detalje ove tehnogije, radi pouzdane i

sigurne metodologije navikavanja jezerski gajene mladi na uslove intenzivnog uzgoja.
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5.4. UTICAJ POREKLA RODITELJA SMUPA NA REZULTATE POTOMSTVA TOKOM
NAVIKAVANJA NA KONCENTROVANU HRANU I INTENZIVNOG UZGOJA PROIZVEDENE
MLADI

Jezerski odgojena mese¢na mlad poreklom od intenzivno gajenih matica je prikazala
nizi uspeh navikavanja na uslove uzgoja u RAS-u u odnosu na mlad divljeg porekla. Osnovni
razlog za nizi uspeh navikavanja bi mogao biti visi kanibalizam tokom perioda navikavanja
na suvu hranu. Po pitanju odnosa izmedu vesStacke selekcije 1 agonistickog ponaSanja
dosadasnji literaturni podaci su prilicno nestabilni. Naime, dok su neke studije prijavile
smanjenu agresivnost kod riba pod procesom domestikacije (Robinson i Doyle 1990;
Ruzzante i Doyle, 1991, 1993), u drugim studijama opisana je potpuno suprotan odnos
izmedu ovih faktora (Swain i Riddell, 1990; Mesa, 1991), gde su divlje ribe prikazale mirnije
ponaSanje u odnosu na domestikovane. Pojava kanibalizma je neizbezna u intenzivhom
uzgoju predatorskih vrsta riba (Kubitza i Lovshin, 1999; Kestemont et al., 2003), a prilicno
visoki gubici usled kanibalizma prijavljeni su pri tranziciji ishrane sa zive na koncentrovanu
hranu kod larvi (Ljubobratovi¢ et al., 2015a) i juvenila smuda (Szkudlarek 1 Zakes, 2002).
Stoga se gubici usled kanibalizma mogu okarakterisati kao znak agonistickog ponasanja ove
vrste. Rezultati ove studije svedoCe da su ribe iz CULTURE grupe bile agresivnije tokom
perioda navikavanja na suvu hranu. Medutim, tokom narednog perioda, nakon navikavanja na
suvu hranu, znacajno visi kanibalizam zabelezen je medu ribama WILD grupe. Ovi podaci
ukazuju da su ribe poreklom od intenzivno gajenih matica bile agresivnije do trenutka
prihvatanja koncentrovane hrane, da bi sa po¢etkom uzimanja suve hrane pokazale mirnije
ponasanje.

Uprkos prikazanim indikacijama o razlici u ponaSanju izmedu populacija razli¢itog
roditeljskog porekla, treba uzeti u obzir nekoliko €injenica. Pre svega, pri izlovu iz jezera,
znaci kanibalizma su bili primetni u CULTURE grupi, $to nije primeé¢eno medu WILD
ribama. Ribe znacajno ve¢ih dimenzija su odstranjene prilikom postavke ogleda, medutim
pocetni koeficijent varijacije individualne mase je ostao visi u CULTURE grupi (18,5 % i
13,2 % u CULTURE, odnosno WILD grupi). Pored porekla, moguce je da postoji dodatni
razlog za razli¢it ishod ekstenzivnog uzgoja larvi. lako su jezera bila pozicionirana jedno do
drugog, istih dimenzija i iste tehnologije biomanipulacije, usled nedostatka replikacija, uticaj
samog jezera ne moze biti isklju¢en. U tom smislu, treba napomenuti da cilj ove studije nije
bilo poredenje efikasnosti jezerskog i intenzivnog sistema uzgoja smuda, ve¢ iskljucivo

poredenje uticaja porekla roditelja na kulturu smuda nakon pocetne faze u ekstenzivnim
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uslovima. Pomenuta razlika u heterogenosti nasadnog materijala mogla je uticati na stepen
kanibalizma tokom perioda navikavanja na koncentrovanu hranu. S druge strane, na poc¢etku
slede¢eg perioda nakon navikavanja na suvu hranu, pocetna gustina (prikazana kao broj riba
po jedinici zapremine) bila je visa u WILD grupi (Cetiri ribe po litru u WILD, odnosno tri ribe
po litru u CULTURE grupi). Medutim, prema prethodnim studijama o uticaju gustine nasada
na navikavanje na suvu hranu jezerske mladi smuda, ovaj parametar nema znacajan uticaj na
stepen kanibalizma (Szkudlarek i Zakes, 2002; Molnar et al., 2004; Policar et al. 2013a;
Ljubobratovi¢ et al., 2016).

U pogledu prirasta, uocene razlike izmedu perioda navikavanja na suvu hranu i
slede¢eg devetodnevnog perioda prate isti smer primecen za kanibalizam tokom ovih perioda.
Dok je medu CULTURE ribama prirast veéi u prvom periodu, WILD ribe su znacajno bolje
rasle u toku sledeceg perioda. Stoga, moguce je da je kanibalizam uzrok zapazene vise stope
rasta, jer su najverovatnije najsitnije jedinke postajale plen krupnijim jedinkama. Shodno
svim prethodno pomenutim faktorima koji bi mogli da poremete konacan zakljucak, krajnji
odgovor o smeru uticaja rane domestikacije na uspeh navikavanja jezerski gajene mladi na
intenzivne uslove ne moze biti dat. Moze se pretpostaviti da tokom ovog dela kulture smuda,
tehnologija ima snaZniji uticaj na konacan uspeh, naspram porekla mladi. Dodatne studije su
neophodne radi donoSenja nedvosmislenog zakljucka.

| dok rezultati o uticaju rane domestikacije na proceduru navikavanja na
koncentrovanu hranu nisu doveli do jasnih zaklju€aka, pri ispitivanju uzgoja proizvedene
tromesecne mladi pripremljene za RAS uzgoj pozitivan efekat je prilicno jasan: ribe iz
CULTURE grupe prikazale su konstantno visu stopu rasta koja je dostigla nivo znacajnosti
ve¢ nakon Cetiri nedelje eksperimenta, dok je dnevna stopa rasta bila duplo visa u poredenju
sa WILD ribama. lako ne potpuno ubedljivi, prethodni rezultati sa starijom mladi ukazali su
na moguc¢ slican efekat na prirast rane domestikacije kod mladi poreklom od ekstenzivno
gajenih matica u poredenju sa divljim (Ljubobratovi¢ et al. 2015b). Poredenja radi, slican
uticaj rane domestikacije pronaden je kod brancina (Millot et al., 2010). U pomenutoj studiji
ribe poreklom od prve generacije intenzivno gajenih matica pokazale su znacajno bolje
performanse intenzivnog uzgoja u odnosu na ribe poreklom od divljih matica u uslovima
povecanog stresa izazvanim nestabilnim parametrima okoline. Prema rezultatima te studije,
razlog za bolji prirast naden je pre svega u boljem apetitu riba pod domestikacijom u datim
okolnostima, a ne u boljoj iskori§¢enosti hrane. Rezultati ove studije ne ukazuju na isti efekat
kod mladi smuda. Naime, koli¢ina date hrane u ovoj studiji je zavisila od interesa riba,

odnosno njihovog apetita, i tokom sva tri dvonedeljna perioda nije bilo statisticki znacajnih
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razlika u koli¢ini ponudene hrane izmedu grupa. S druge strane, konverzija hrane je bila
znaajno niza u CULTURE grupi. Medutim, ocenjena konverzija hrane nije apsolutna,
shodno tome da zaostala hrana nije proraunata. Stoga, izneseni podaci imaju prevashodno
informativni karakter i pre bilo kakvih snaznijih zakljucaka potrebne su dodatne studije.

Parametri rasta postignuti u ovoj studiji su u saglasnosti sa prethodnim studijama o
uzgoju mladi smuda sli¢ne veli¢ine. Srednja specificna stopa rasta u ovoj studiji bila je 3,1 £
0,0i2,3+0,3% dan™ u CULTURE, odnosno WILD grupi. Na srednjoj temperaturi od 22 °C
Zake$ et al. (2006) objavili su srednju specifiénu stopu rasta od 2,45 + 0,05 % dan™ u
najboljem tretmanu Sestonedeljne studije, dok su Wang et al. (2009a) pri temperaturi od 28°C
ostvarili specifi¢nu stopu rasta od 2,0 + 0,04 % dan™ nakon osmonedeljnog uzgoja mladi
slicne veli¢ine. Bolji prirast prijavili su Koztowski et al. (2010) koji su pri
dvanaestonedeljnom uzgoju mladi smuda pri srednjoj temperaturi od 24,4 °C ostvarili
specifi¢nu stopu rasta od 3,61 + 0,03 % dan™. Shodno prethodno navedenim objavljenim
rezultatima, mozemo zakljuciti da su u ovoj studiji ostvareni prihvatljivi uslovi za intenzivan
odgoj tromese¢ne mladi smuda.

Prema dosadasnjoj objavljenoj literaturi, ova studija predstavlja prvu ocenu efekta
rane domestikacije kroz uticaj roditeljskog porekla na dva kriticna perioda kulture mladi
smuda. Poznato gajeno poreklo roditelja nije dovelo do viSeg uspeha navikavanja jezerske
mladi na uslove intenzivnog uzgoja. Stoga, usled nekoliko ometajucih faktora, pre izvodenja
konac¢nog zaklju¢ka, mozemo pretpostaviti da je uticaj tehnologije znaCajno bitniji od
porekla. Medutim, proizvedena tromese¢na mlad smuda poreklom od intenzivno gajenih
matica prikazala je znacajno bolje performanse uzgoja. U tom smislu, rezultati ove studije

ukazuju da bi uzgajivacki program znacajno povecao efikasnost uzgoja smuda u RAS-u.

71



6. ZAKLJUCCI

Kori$¢enje intenzivno gajenih matica smuda za vestacki mrest i proizvodnju larvi za
potrebe intenzivnog uzgoja je slabo istrazena oblast u relativno mladoj tehnologiji
intenzivnog uzgoja smuda. U ovoj disertaciji, po prvi put je ispitana mogucénost jezerskog
zimovanja matica smuda proizvedenih u RAS-u, uz posebnu paznju datu evaluaciji kvaliteta
jaja i larvi. Evaluacijom najéesée koris¢enih parametara uspeha vestacke reprodukcije riba,
kroz prezivljavanje embriona, stopu izvaljivanja larvi, te duzinu novoizvaljenih larvi, nisu
uocene znacajne razlike u kvalitetu reproduktivnog materijala. Nadalje, prvi put u slucaju
smuda, opisan je kvalitet larvi prema njihovoj sposobnosti prezivljavanja u intenzivnim
uslovima. U tom smislu, rezultati su pokazali da je znacajno ve¢i udeo larvi poreklom od
matica uzgojenih u RAS-u bio neuspesan u pocetku egzogenog hranjenja najceSce
kori§¢enom zivom hranom u industrijskim uslovima, sveZe izvaljenim nauplijima Artemia
franciscana. Ovakva evaluacija ukazala je na nizi kvalitet reproduktivnog materijala, koji
osnovni parametri mresta nisu mogli da prikazu. Radi dodatne analize kvaliteta, ispitan je
masno-kiselinski sastav suvih jaja. Generalno, masno-kiselinski sastav jaja bio je pretezno
slican medu grupama. Medutim, najuo€ljivija razlika potekla je iz razlike u procentu
arahidonske kiseline. U proseku, procenat arahidonske kiseline je u svim analiziranim
frakcijama bio oko dva puta nizi u RAS maticama, medutim zbog zapaZene visoke varijacije
unutar grupe, statisticka analiza nije pokazala znacajne razlike. Ipak, u frakciji fosfolipida
nadena je, za reprodukciju vrlo bitna, statisticki znacajna razlika u odnosu EPA/ARA, u
ovom slucaju bivajuéi u proseku pet puta manja kod riba gajenih u RAS-u. Dakle, ova studija
je ukazala na vrlo sloZzenu problematiku valjane evaluacije uspeha mresta kod smuda. Uz
opasku da je kvalitet dobijenog nasadnog materijala kod RAS riba bio nizi u odnosu na divlje
matice, osnovni zakljuak je da zimovanje RAS matica u uslovima tradicionalnog
ekstenzivnog jezerskog ribarstva jeste povoljan nacin za indukciju mresta ovih riba, medutim
osnovni naglasak u daljem razvoju tehnologije bi trebalo dati razvoju kvalitetne hrane za

mati¢na jata tokom uzgoja u RAS-u.

Tranzicija ishrane sa Zive na suvu hranu je izuzetno kritican period u intenzivnom
odgoju larvi smuda, $to je joS jednom prikazano kroz drugu studiju ove disertacije. Medutim,
za razliku od prethodnih studija, ispitivanjem razliitih strategija ishrane tokom ovog perioda
ukazano je na to koliko nacin i trajanje suplementacije zivom hranom mogu uticati na krajnji

uspeh uzgoja. Stoga, iako je ziva hrana osnovni izvor troskova u intenzivnom uzgoju larvi, od
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izuzetnog je znacaja za konaCan uspeh kulture obezbediti optimalnu prihranu nauplijima
artemije te je postepeno iskljuciti iz ishrane. Nadalje, druga studija je pokazala da tokom
tranzicije ishrane larvi kanibalizam moze biti uzrok visokih gubitaka, te da je u bliskoj vezi sa
trajanjem suplementacije zivom hranom, koja sa druge strane poboljSava krajnji uspeh
uzgoja. Stoga bi, u narednim studijama naglasak trebalo dati nacinu aplikacije suve hrane, te
njenom kvalitetu i pogodnosti za larve smuda, $to bi moglo doprineti zna¢ajnom smanjenju

ovog neizbeznog fenomena kod larvi predatorskih vrsta.

Navikavanje jezerski gajene mese¢ne mladi smuda na koncentrovanu hranu je prilicno
povoljna alternativa intenzivnom uzgoju larvi za sezonsku proizvodnju visokokvalitetnog
nasadnog materijala za RAS odgoj. Tre¢om studijom ove disertacije pokazano je da sa
povecanjem gustine nasada raste i procenat mladi naviknute za suvu hranu, Sto je od
izuzetnog znacaja za ekonomi¢nost proizvodnje. Buduce studije bi trebalo da ispitaju do kog
nivoa je ovaj uticaj pozitivan, odnosno kada povecanje gustine nasada vodi do smanjenja
uspeha. Suplementacijom Zive hrane vitaminom C, pokazano je da bi ovaj dodatak ishrani
mogao da ima znacaja na uspeh navikavanja. Medutim, iako su osnovni parametri uzgoja bili
pozitivno izmenjeni u ovom tretmanu, statisticki znaCajne razlike nisu uocene, $to je
verovatno posledica niskog uspeha navikavanja na koncentrovanu hranu. Stoga, buduca
istrazivanja u unapredenim uslovima bi mogla biti upucena ovom, kao i drugim dodacima
ishrani, poput esencijalnih masnih kiselina, ¢iji je pozitivan uticaj pokazan pri intenzivnom
uzgoju larvi. Prikazani sli¢ni rezultati razlicitog nacina aplikacije hrane tokom navikavanja na
suvu hranu, te observacija da crvoliki organizmi kao prirodna hrana imaju prednosti u odnosu
na plivaju¢i plankton, doveli su do unapredenja koriS¢ene tehnologije pokazanim, znac¢ajno
povoljnijim rezultatima, ostvarenim u cetvrtoj studiji. Deo cetvrte studije posveéen
navikavanju ekstenzivno gajene smudeve mladi nije naSao pozitivan efekat koriS¢enja mladi
poreklom od gajenih matica. Shodno trenutnom nivou razvoja tehnologije uzgoja smuda, ovaj
podatak se u neku ruku moze smatrati i povoljnim za dalje Sirenje ove kulture. Naime,
trenutno je osnovna kocnica daljem razvoju intenzivnog uzgoja smuda nestabilna proizvodnja
nasadnog materijala za RAS farme srednjeg i visokog kapaciteta. S druge strane, matice
proizvedene u RAS-u su vrlo dragocen i gotovo nedostupan materijal za novo formirane
farme 1 mrestiliSta, te je sa tog aspekta povoljnost koris¢enja larvi poreklom od divljih 1

ekstenzivno gajenih matica olakSavajuca okolnost u pomenutim uslovima.

Konac¢no, pronadene unapredene performanse rasta u RAS uzgoju mladi poznatog

porekla predstavljaju dalji podstrek za razvoj ove tehnologije. Naime, u sluc¢aju definisanja

73



vecine parametara potrebnih za stabilnu proizvodnju mladi, slede¢i korak ¢e svakako biti
unapredenje genetickog potencijala gajenih zivotinja. Trenutno, uzgoj smuda u optimalnim
uslovima zahteva vremenski period duzi od godine. Shodno tome, sledeé¢i korak u razvoju
ove tehnologije bi¢e svakako skracenje uzgojnog perioda, pre svega koris¢enjem brze
rastucih Zivotinja poreklom od visoko kvalitetnih mati¢nih jata. Ova disertacija je prikazala
do sada neispitani efekat koris¢enja mladi poznatog porekla, te predstavlja ohrabrujuci korak

ka daljim opSirnijim studijama i uspostavljanju buducih odgajivackih programa.

Kao osnovni cilj ove disertacije je definisano unapredenje tehnologije proizvodnje
mladi smuda pripremljene za intenzivan uzgoj. Sa svoje Cetiri studije disertacija je dotakla
sve momente ovog proizvodnog procesa — vesStacki mrest, intenzivan uzgoj novoizvaljenih
larvi, tranziciju ishrane larvi sa zive na koncentrovanu hranu, navikavanje ekstenzivno gajene
mesecne mladi na koncentrovanu hranu, kao i pocetni odgoj u RAS-u mladi pripremljene za
intenzivan uzgoj. Dobijenim rezultatima, njihovim diskutovanjem i opisima koriS¢ene
metodologije, ova disertacija nudi krucijalne podatke za pocetak uspostavljanja proizvodnje
mladi smuda, tehnologije koja jo$ nije naSla svoju niSu u akvakulturi Srbije, uprkos
postojanju trziSta. Stoga, najvazniji ishod ove disertacije jeste dostupnost podataka o
intenzivnom uzgoju mladi smuda kolegama ribouzgajivacke prakse zainteresovanim za
diverzifikaciju proizvodnje ovom jo§ uvek neprisutnom vrstom u intenzivnhom uzgoju ribe u
Srbiji. Na kraju, ova pionirska istraZivanja, iako obavljena van teritorije Srbije, predstavljaju

potreban osnov za pocetak istrazivanja i unutar njenih granica.
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upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence 1 ako se prerada distribuira pod istom ili sliénom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Slicna je softverskim licencama, odnosno

licencama otvorenog koda.
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