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UvVOD METODE

Nametnici su sastavni dio svakog ekosustava | predstavljaju osnovni faktor globalne bioraznolikosti. > Uzorkovanje:

Nametnici riba pokazuju ekstremnu raznolikost | znacajni su bioloski indikatori migracijskih puteva riba, Rijeka Krka: 647 jedinki riba 13 razligitih vrsta, tri godine uzorkovanja, 5 lokaliteta

trofickih i filogenetiCkih meduodnosa, kao i zagadenja i eutrofikacije (Lafferty, 2008; Marcogliese, 2005). Rijeka Sutla: 172 jedinke klena (Squalius cephalus), dvije godine, 6 lokaliteta

Pripadnici koljena kukaSa (Acanthocephala) su slabo istrazeni crijevni nametnici (Slika 1) koji u novije Rijeka Sava: 289 jedinki klena (S. cephalus), dvije godine uzorkovanja, 5 lokaliteta ks
vrijeme postaju predmetom istrazivanja zbog interesantnih karakteristika i mogucih primjena: Slivno podrugje rijeke Kupe: 78 jedinki 15 razli¢itih vrsta riba, jednokratna uzorkovanja Sliv rijeke Kupe‘ ‘Zf;’ni“h%'l‘;?z;‘.i';“;%%?..“gi°“S

Pomphorhynchus tereticollis / laevis
Acanthocephalus-anguillae

kao moguci indikatori zagadenja u vodenom okolisu

imaju manipulacijski u€inak na medudomadare (racice)

imaju potencijalno patogeni ucinak na krajnje domadare (ribe)

Imaju mogucu primjenu u lijeCenju autoimunih i alergijskin bolesti ljudi

» Morfoloska analiza crijevnih nametnika kukasa
Bojanje alum karminom ili Semichon kiselim karminom, te mjerenje morfoloskih biljega
mikropreparatom pod svjetosnim mikroskopom

o

Krka

‘ Dentitruncus truttae

» Geneticka analiza kukaSa
Molekularni biljezi: podjedinica | citokrom ¢ oksidaze (COl), regije unutrasnjih razmaknica

SVRHA ISTRAZIVANJA rRNA (ITS111TS2), te 18S rRNA (Perrot-Minnot, 2004)

1. Odrediti rasprostranjenost kukaSa iz riba u hrvatskim rijekama » Provjera pseudogena gena COlI
2. Determinirati vrste kukasa morfoloSki i DNA biljezima » Analiza polimorfizma konformacije jednolancane DNA u gelu poliakrilamida (SSCP)
3. Istraziti unutarpopulacijske i medupopulacijske razlike kukasa » Odredivanje sljedova nukleotida odsjeCka gena COlI

4. Bioraznolikost kukasa analizirati u kontekstu stabilnosti ekosustava

Slika 2. Rasprostranjenost nadenih kukasa
u pojedinim rijekama

REZULTATI

v U istrazenim rijekama pronadeno je 5 vrsta kukaSa: Dentitruncus truttae, Pomphorhynchus laevis, Pomphorhynchus tereticollis,
Acanthocephalus anguillae i hipotetski Pomphorhynchus bosniacus (Slika 2).

v'Ukupno je morfoloSki analizirano 56 jedinki kukaSa (Slika 1) i to: 24 jedinke vrste D. truttae, 17 jedinki vrste P. laevis (12 iz rijeke
Sutle, pet iz rijeke Save), 5 jedinki vrste P. tereticollis | 10 vrste A. anguillae.

v Ukupno je genti¢kim biljezima analizirano: 54 sljedova nukleotida odsje¢ka gena COIl kuka$a, 40 sljedova nukleotida regije ITS i 38
sljedova nukleotida 18S RNA.

v’ Za vrstu D. truttae u rijeci Krki po prvi puta napraviljena je geneti¢ka analiza na razini mtDNA i jezgrinih biljega. Dobiveni rezultati
potvrduju dosadasnju sistematsku kategorizaciju vrste D. truttae u porodicu llliosentidae (Slika 3a).

v’ Za vrstu P. laevis iz rijeke Sutle i Save pokazana je velika slicnost (98%-100%) sljedova nukleotida gena COI, bez obzira na

lokalitet (Slika 3b). lzuzetak je €inio jedan haplotip (JAS129) koji je imao 64 varijabilna nukleotidna mjesta, te je pokazivao 10%
e razlike u sastavu nukleotida i jasno izdvajanje u odvojenu genogrupu. Ovaj haplotip je hipotetski determiniran kao P. bosniacus,
(a) (b) koji je opisan u srednjem toku rijeke Save. U rijeci Kupi geneticki je determiniran P. tereticollis, buduci da je ovu vrstu tesko

Slika 1. (a) Kukasi vrste D. truttae na prijelazu srednjeg u straznje crijevo (gore lijevo) i kukasi vrste P. laevis identificirati na temelju morfoloskih svojstava.
u srednjem dijelu crijeva (dolje lijevo); (b) Morfoloske karakteristike razli€itin vrsta kukasa: P. laevis,
D. truttae, A. anguillae pod lupom 1 svjetiosnim mikroskopom v’ U rijeci Savi na svim istraZivanim lokalitetima je barem tijekom jednog uzorkovanja pronadena vrsta A. anguillae. Ona je takoder

identificirana u patulajstom somicu (Ictalurus nebulosus) i linjku (Tinca tinca) iz rijeke Kupe, a identificirana je morfoloski (Tablica 3).
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® D truttae Butsb o v Razli€iti klonovi s ugradenom DNA gena COl vrste P. laevis pokazali su velike razlike tijekom analize metodom SSCP (Slika 4).
o e AUy Sz Odredivanjem njihovih sljedova nukleotida potvrdena je prisutnost pseudogena COI u vrste P. laevis (Tablica 1).
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ZAKLJUCCI
1. Pronadene vrste kukasa u istrazivanim
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Tablica 3. Vrste kukaSa nadene u 6 vrsta riba po uCestalosti

Slika 3. Polozaj kukasa u filogenetskom stablu dobivenom na temelju sljedova nukleotida odsjeCka gena COI metodom Neighbour-
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| B ! | upotrebu univerzalnih pocCetnica u reakcijama
PCR 1/ili koristiti mitohondrijsku DNA ili RNA
kao pocetni kalup.

. Daljnja istrazivanja pokusati e utvrditi
mehanizme izbjegavanja imunoloskog

Patuliasti |, oo _ _ _ odgovora riba te mehanizme akumulacije
_ | | metala kod identificiranih vrsta kukasa
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