Jihogeska univerzita v Ceskych Bud&jovicich

Fakulta rybarstvi a ochrany vod

Vyzkumny ustav rybarsky a hydrobiologicky

Diplomova prace

Tolerance tilapie nilské vii¢i dusitantim

Autor: Bce. Pavel Broz

Vedouci diplomové prace: Ing. Jana Machova, Ph.D.
Konzultant diplomové prace: Ing. Hana Kroupova, Ph.D.
Studijni program a obor: N4103 Zootechnika, Rybafstvi
Forma studia: Prezen¢ni

Ro¢nik: 3.

Ceské Budgjovice,2013




Prohlasuji, e svoji diplomovou praci jsem vypracoval samostatné pouze s pouZitim
prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. ProhlaSuji, Ze v souladu s
§ 47b zakona ¢&. 111/1998 Sb. v platném znéni, souhlasim se zvefejnénim své diplomové
prace, a to v nezkracené podobg, pfipadné v tGpravé vzniklé vypusténim vyznacenych
gasti archivovanych FROV JU. Zvefejnéni probihd elektronickou cestou ve vefejné
pfistupné ¢&asti databaze STAG provozované JihoCeskou univerzitou v Ceskych
Budgjovicich na jejich internetovych strankéch, a to se zachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifikaéni prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zdkona ¢. 111/1998 Sb.
zvefejnény posudky Skolitele a oponentii prace i zdznam o prib€hu a vysledku obhajoby
kvalifikaéni prace. RovnéZ souhlasim s porovnanim textu mé kvalifika¢ni prace
s databazi kvalifikaénich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem

vysokoskolskych kvalifikaénich praci a systémem na odhalovani plagiat.

Dne 28. 4. 2013 Podpis: %M/ z&—’



Podékovani

Déekuji své vedouci diplomové prace pani Ing. Jan¢ Méchové, Ph.D. za ptikladné
vedeni, odbornou pomoc, poskytnuté rady a cenné ptipominky, jakoz i za veSkeré
vynaloZené Usili a straveny Cas, ktery mi vénovala pifi vypracovavani této diplomové

préace.

Dé&kuji pani MVDr. Elisce Zuskové, Ph.D. za odbornou pomoc, poskytnuté rady a
cenné pripominky, které mi byly poskytnuty v ramci feseni jejiho projektu, jehoz jsem
se zucastnil. Dékuji za laskavé poskytnuti materialii potfebnych pro vypracovani této

diplomové prace.

Dé&kuji své konzultantce diplomové prace pani Ing. Han¢ Kroupové, Ph.D. za pomoc

pti zpracovani vzorkil a za poskytnuti podkladl pro vypracovani této diplomové prace.
Dé&kuji panu dr hab. Ing. Josefu Veliskovi, Ph.D. za spolupraci na tomto projektu.

Dékuji celému kolektivu laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie VURH ve

Vodnanech, ktery se podilel na feSeni tohoto projektu.

Tato prace vznikla jako soucast feSeni projektu GACR P503/10/P492.



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH

Fakulta rybafstvi a ochrany vod
Akademicky rok: 2010/2011

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a prijmeni:
Osobni ¢islo:
Studijni program:
Studijni obor:
Nézev tématu:

Zadavajici katedra:

Cil prce: posoudit vliv zvySené koncentrace dusitanti na tilépii nilskou pfi rozdilnjch kon-

Bc. Pavel BROZ

V10N001P

N4103 Zootechnika

Rybarstvi

Tolerance tilapie nilské vicéi dusitantim
Vyzkumny tustav rybafsky a hydrobiologicky

Zasady pro vypracovani:

centracich chloridii ve vods.

Metodicky postup: V1iv zvy3ené koncentrace dusitant na tilapii nilskou bude posuzovin na
zdkladé zmén prokazanych vySetfenim vzorkid krve pokusnych ryb, které budou vystaveny du-
sitanim. Ryby budou dlouhodobé vystaveny zvySenym koncentracim dusitanii a po provedené
expozici jim budou odebrany vzorky krve pro néslednd vySet¥eni. Na zaklad® provedenych vy-

Setfeni budou vyhodnoceny a¢inky dusitant na tento druh ryby.

Toxikologické testy budou provadény podle CSN ISO 10229, hematologické vySetfeni podle
Svobodové et al. (1991) a analyzy dusitantt v krvi podle metodiky popsané v praci Shechter

et al. (1972).



Rozsah grafickych praci: 10 tabulek a 10 grafi
Rozsah pracovni zpravy: 30 - 40 stran
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa

Seznam odborné literatury:

CSN ISO 10229 Jakost vod, 1996. Stanoveni subchronické toxicity latek pro
sladkovodni ryby - Metoda vyhodnoceni ti¢inkt latek na ristovou rychlost
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss Walbaum /Teleostei, Salmonidae// CNI
Praha 20 s.

Kroupova, H., Méachov4a, J., Svobodova, Z., 2005. Nitrite influence on fish - a
review. Vet. Med. - Czech, 50. 461 - 471.

Shechter, H., Gruener, N., Shubal, H.I., 1972: Micromethod for the
determination of nitrite in blood. Anal. Chim. Acta, 60.

Svobodovi, Z. et al., 1987. Toxikologie vodnich Zivoc¢ichi. SZN, Praha, 231 s.
Svobodova, Z., Pravda, D., Pald¢kova, J., 1991. Unified methods of
haematological examination of fish. Research Institute of Fish Culture and
Hydrobiology, Vodiiany, Methods No. 20, 31 pp.

Svobodova, Z., Machova, J., Drastichovd, J., Groch, L., Luskovd, V., Poleszczuk,
G., Velisek, J., Kroupovd, H., 2005. Haematological and biochemical profile of
carp blood following nitrite exposure at different concentration of chloride.
Aquaculture Research, 36 (12): 1177-1184.

Vedouci diplomové price: Ing. Jana Machova, Ph.D.

Vyzkumny tstav rybafsky a hydrobiologicky
Konzultant diplomové préce: Ing. Hana Kroupova, Ph.D.

Vyzkumny tGstav rybarsky a hydrobiologicky

Datum zadani diplomové prace: 30. listopadu 2010
Termin odevzdéani diplomové price: 30. dubna 2012

N J/}
4 /
Wl ‘/ a‘/@‘m(j N
doc. Ing. Pavel Kozék, Ph.D.
reditel

V Ceskych Budg&jovicich dne 14. ledna 2011



Obsah

| R 0. ) OSSPSR 8
2. LITERARNI PREHLED .........coooiiiiiiiiininnince s 10
2. 1. DUSIKATE SLOUCENINY VE VODACH ....ccutviiiiiieiiiie it 10
2011 VPSKYE ettt 10
2.1.2. Biochemické a chemické procesy ..........c.c.ccocoveiiiiiiiiiiiiiiiiieiniee e 10
2.1.2. 1 NIIFTIKACE ...t 11

2.1.2.2. DENIITIKACE ....eeieieiii et 12

2.2, DUSITANY .ttt ettt ettt ettt e e e 13
2.2.1. VYSKPEVE VOAACH. ... 13
2.2.2. Mechanismus toxického piisobeni dusitanii ....................ccccueecuvunniinnnnnnns 14
2.2.2.1. Ptijem a ptisobeni u sladkovodnich ryb .........cccccooviiiiiiiiiiiiiiiiniinnn, 14

2.2.2.2. Koncentrace methemoglobinu v Krvi ... 15

2.2.2.3 Vliv na dalsi fyziologické funkce ryb .......cccccvvviiiiiiiiiiii, 16

2.2.3. DetoXikACnT MECHANISIUS .............cuviiiiiiiiiiii ettt 17
2.2.4. Faktory ovliviiujici toxicitu dusitanil...........c....cocueeeviveeiiineeiiieeiiieesenenn, 18
2.2.4.1. DEIKA EXPOZICE ...uvvrrrriieeeiiiiiiiiriiiiaeeesssssiitinree e e e e e s s s sibnaeeaaee e e e s s nnnenees 18

2.2.4.2. KValita VOAY.......cccviieiiiie et 19

2.2.4.3. Charakter Iy .......c.oeeiiie e 22

2.3, TILAPIE NILSKA ..ottt 23
2.3.1. Systematické ZATAZENT ...............ccccviuuueiiiiieiiiiiiiiiiiit e 23
2.3.2. Biologickd charakteriStik ................cccouuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 24

3. MATERIAL A METODIKA ........oooiiiiiiiiiininissine s 27
L1 MATERIAL ..ttt 27
K V| =3 (0] 5 ) PP OP PP PPRPPP 28
3.2.1. Test SUbChronickeé tOXICILY ..........ccccvuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 28
3.2.2. Odbery krve, hematologickad a biochemicka vysetreni ...................cccco..... 30

3.4. STATISTICKE VYHODNOCENT......uttiiiiiiiiiiie ittt 35

4. VYSLEDKY ..ottt 36
4.1. HEMATOLOGICKA VYSETRENI.....ccuviiiiiiiiiiiiiieiiie e 36



4.2, BIOCHEMICKA ANALYZA . eeuieeeeeeeee e et e e e e e et e e e e e e e e e eeteeae e ereaaeenaanes 44

B DISKIUZE ........ooteeeeeeeeee ettt ettt ettt s st 50
5.1. HEMATOLOGICKA VYSETRENI........ccciiiiiiiiiiiiiii e, 52
5.2. BIOCHEMICKA ANALYZA ....cccoiiiiiiiiieeeeeee ettt 56

6. ZAVER ........oooiieeeeeeeeee ettt 59

7. SEZNAM LITERATURY ....ooviiieeeeetee ettt 60

8. SEZNAM TABULEK, GRAFU A PRILOH .............cc.coooooiveviieeeeeeeeeesen 71

LR 4 2 1 00 & OO 72



1. UVOD

Dusitany se vyskytuji pfirozené¢ ve sladkych i slanych vodach. Tvoifi soucast
kolobéhu dusiku v prostiedi a wuplatiuji se v procesu nitrifikace, kde jsou
meziproduktem pii oxidaci amoniaku na dusi¢nany. Dusitany jsou znacné nestalé,
v prokysli¢enych vodach, které nejsou zatizeny antropogenni c¢innosti, zpravidla
dusitany neptedstavuji zadvazné problémy, nebot’ jejich koncentrace jsou nizké (obvykle
na urovni setin az desetin mg~1'1) (Lewis a Morris, 1986; Jensen, 2003; Pitter, 2009). Ve
zvySenych koncentracich vSak dusitany predstavuji pro ryby velké zdravotni riziko,
nebot’ jsou piijimany pies zabry prostfednictvim chloridovych bunék, coZz vede ke
zvySeni jejich koncentrace v téle a predevSim v télnich tekutindch. V cervenych
krvinkach dusitany oxiduji hemoglobin na methemoglobin, ktery potom neni schopen
vazat a prenaset kyslik. Se zvySujicim se podilem methemoglobinu se snizuje kapacita
krve pro transport kysliku. Mimo to ptsobi dusitany i na jiné fyziologické funkce. U ryb

je prokédzan napt. vliv na metabolismus drasliku (Jensen, 2003).

S vysokym obsahem dusitani se potykaji pfedevSim chovy ryb v recirkulacnich
systétmech s vysokym stupném intenzifikace. V téchto zafizenich mize dojit
k poskozeni az thynu ryb, zejména pokud nefunguji dostate¢né biologické filtry, které
odstranuji z vody predev§im organické latky a amoniak. Amoniak (tj. hlavni produkt
metabolizmu dusikatych latek u ryb) je odstranovan pii nitrifikaci, coZ je biochemicky
proces, pii kterém je amoniak oxidovan na az na relativné netoxické dusi¢nany. V prvni
fazi nitrifikace je amoniak oxidovan na dusitany a ve druhé fazi jsou dusitany
oxidovany na dusi¢nany. Pokud neprobiha druha faze nitrifikace v dostatecné intenzit¢,
obsah dusitanli se ve vod¢ zvySuje. D¢je se tak zejména pii zahajeni provozu
rybochovnych objektii, kdy nejsou jesté plné zapracovany biofiltry (Svobodova a kol.,
2005b). Vté dobé se ve vodé mohou objevit dusitany Vpomérmné vysokych

koncentracich, které mohou dosahovat fadové desitek mg-1™.

Vysoké koncentrace dusitani v intenzivnich chovech ryb ptedstavuji rizika, ktera
ovliviiyji nejen efektivitu chovu, ale v nékterych ptipadech vedou i1 ke znacnym ztratam
chovanych ryb. Proto je studiu G¢inkli dusitanii na ryby a moznostem minimalizace rizik

vénovana znacnd pozornost.



Cil

Ve své diplomové praci jsem se zaméfil pfedev§im na hledani optimalniho postupu
pro regeneraci ryb, které byly vystaveny zvySené koncentraci dusitanii s cilem
navrhnout pro praxi postup, ktery by minimalizoval nasledky otrav ryb dusitany. Jako
modelovy druh ryby jsem zvolil tilapii nilskou (Oreochromis niloticus), coz je jeden

Z druhii teplomilnych ryb chovanych v nasich podminkach v recirkulacnich systémech.

Préace byla zpracovana jako soucast feSeni projektu GACR P503/10/P492.



2. LITERARNI PREHLED

2. 1. Dusikaté slouceniny ve vodach
2.1.1. Vyskyt

Dusik patii do skupiny makrobiogennich prvki, tzv. nutrientti. Uplatiiuje se pii vSech
biologickych procesech, které probihaji v podzemnich, povrchovych i1 odpadnich
vodach a také pti biologickém ¢iSténi odpadnich vod. Slouceniny dusiku, které se
vyskytuji ve vodach, mohou byt anorganického nebo organického ptuvodu. V biosfére
neovlivnéné ¢innosti Clovéka pievazuji dusikaté latky biogenniho puvodu, které
vznikaji rozkladem organickych dusikatych latek rostlinného a Zivocisného puivodu.
(Pitter, 2009).

Dusik se vyskytuje ve vodach v riznych oxidacnich stupnich, v iontové i neiontové

formé. V uvahu piichazeji tyto oxidacni stupné dusiku (Pitter, 2009):

D¢lenti je fazeno podle oxida¢niho stupné, ve kterém se prvek nachazi.

—1I..... amoniakalni dusik (NH,4", NHs), kyanatany (OCN"), kyanidy
(CN)

~I...... hydroxylamin (NH,OH),

0....... elementarni dusik (N5)

+I...... oxid dusny (N,0)

+III.... dusitanovy dusik (N-NO3")

+V..... dusi¢nanovy dusik (N-NOg3")

2.1.2. Biochemické a chemické procesy

Slouceniny dusiku jsou obecné ve vodach malo stabilni. V zavislosti na redoxnim
potencidlu a hodnoté pH podléhaji chemickym a hlavné biochemickym pfeméndm.

Kromé toho mohou probihat i pfemény chemické. K nejdilezit€jsim biochemickym

pfeménam anorganickych forem dusiku patii procesy nitrifikace a denitrifikace
(Vymazal a Kropfelova, 2008; Pitter, 2009).
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2.1.2.1. Nitrifikace

Nitrifikace je proces, ptfi kterém dochdzi k biochemické oxidaci amoniakalniho
dusiku na dusitany az dusicnany (Reddy a Patrick, 1984). Tento proces je zpisoben
piedevsim chemolitotrofnimi (autotrofnimi) a vyjimecné i organotrofnimi organismy.
Chemolitotrofni nitrifikacni bakterie vyuzivaji CO; jako zdroj uhliku pro tvorbu
biomasy a zdrojem energie je oxidace amoniakdlniho dusiku. Mnozstvi ziskané energie
je vsak malé a pro nitrifika¢ni bakterie je proto charakteristickd mala specifickd tvorba
nové biomasy. Navic jejich genera¢ni doba (zdvojnasobeni poctu) byva asi

desetindsobnd ve srovnani s organotrofnimi bakteriemi.

V procesu nitrifikace se uplatiuji pfedevS§im bakterie rodu Nitrosomonas a
Nitrobacter. Rod Nitrosomonas se podili na prvnim stupni oxidace, pfi kterém je
amoniakalni dusik biochemicky oxidovan na dusitany. Bakterie rodu Nitrosomonas
maji mensi rastovou rychlost, nez bakterie rodu Nitrobacter, které se podileji na oxidaci
dusitant na dusi¢cnany. Proto se dusitany obvykle ve vodé nehromadi a jejich

koncentrace byva nizka (Pitter, 2009).

Na pribéhu nitrifikace se podili fada faktort. Jeji rychlost je ovlivnéna zejména
teplotou, hodnotou pH, alkalitou vody, velikosti mikrobialniho spolecenstva,
anorganickym zdrojem C, koncentraci amonného dusiku a rozpusténého kysliku
(Mitsch a Gosselink, 2007; Vymazal a Kropfelova, 2008). Ruastova rychlost
nitrifikacnich bakterii zna¢né zavisi na teploté. Pii teplotach pod 5 °C je rychlost
nitrifikace velmi mald. Nejrychleji nitrifikace probiha pfi teplotdch v rozmezi asi od 20
°C do 30 °C. Optimalni hodnota pH je asi v oblasti 7 az 8,5. Pfi hodnotach pH piiblizné
pod 6,5 a nad 9 dochazi jiz k inhibici nitrifikace (Sundberg, 2007; Faulwetter, 2009;
Pitter, 2009). Dal§im velmi vyznamnym faktorem v procesu nitrifikace je nasyceni vody
kyslikem. P¥i obsahu kysliku pod 1 mg 1" mize dochazet k hromadéni dusitanii ve vods

(Ruiz a kol., 2003).

Nitrifikace probihd ve dvou stupnich, které lze vyjadiit témito rovnicemi (Pitter,

2009):
2NH, +30,—>2NO; +2H" +2H,0

2NO, +0,—>2NO;

11



Je nutné zdlraznit, ze v pribehu tohoto procesu se uvoliuji vodikové ionty a v
diisledku toho dochézi k poklesu hodnot pH. Volné H' reaguji predevsim s HCO;™ za
vzniku H,CO3 a nasledné se snizuje hodnota KNK4 5. Pfi hodnotach pH pod 6 dochazi
K inhibici nitrifikace. (Pitter, 2009).

2.1.2.2. Denitrifikace

Denitrifikace je proces, pii kterém dochazi k redukci dusi¢nant a dusitani na
elementarni dusik nebo oxidy dusiku v anoxickych podminkach. Denitrifikace je
zpusobena riznymi organotrofnimi striktné i fakultativné anaerobnimi mikroorganismy,
nejcastéji rodu Pseudomonas, Micrococcus, Achromobacter. Na rozdil od nitrifikace je
pro denitrifikaci nutny organicky substrat jako zdroj energie. Jako organicky substrat
slouzi obvykle organické latky obsazené v odpadni vod¢é nebo kalu. Tyto organické
latky jsou pfi denitrifikaci oxidovany. Pokud ve vodé neni dostate€né mnoZstvi
organickych latek, je nutné do vody pfiddvat exogenni, snadno biologicky rozlozitelny
organicky substrat (napf. metahnol nebo kyselinu octovou) (Pitter, 2009). Denitrifika¢ni
bakterie mohou ptezivat v Sir§im rozsahu pH aZz do hodnoty 3,5, ale vétSina béznych
vodnich denitrifika¢nich bakterii ma optimum pro rust v rozsahu pH 5 —9. Rychlost
denitrifikace se zvySuje s rostouci teplotou na 60-75°C a také ptidanim organického

uhliku (Toet a kol., 2003; Burchell a kol., 2007; Vymazal a Krépfelova, 2008).

Denitrifikaci Ize schematicky popsat témito rovnicemi (Pitter, 2009):

5CH,OH +6NO; —>5CO, +3N, +7H,0+60H"

5C,H,,0, + 24NO; —>12N, +18H,0 +30CO, + 240H"

Na tuto reakci mize navazovat proces, pi1 kterém se molekularni dusik pfeméni na
organicky dusik. Takova reakce se nazyva fixace dusiku a déje se za ptitomnosti
enzymu nitrogenazy (Mitsch a Gosselink, 2007; Vymazal a Kropfelova, 2008). Probihat
vSak muze jen v siln€¢ kyslikatém prostiedi, které vytvari jen nékteré fotosyntetizujici
mikroorganismy jako sinice (Anabena, Microcystis, Aphanizomenon) uvnité svych
bunék (Snoeyink a Jenkins, 1980).

Kromé téchto zminénych pfemén mohou probihat i chemické reakce v zavislosti na

oxida¢né-redukénim potencialu a na hodnoté pH. Vysoky oxida¢né-redukéni potencial
12



urcuje jako stabilni formu dusiku dusi¢nany, které ale v anoxickych podminkach mohou

podl¢hat redukci na elementarni dusik (Pitter, 2009).
2.2. Dusitany

Jak jiz bylo uvedeno vySe, dusitany jsou nedilnou soucasti kolobéhu dusiku
v ptirodé. Pro vodni Zivoc¢ichy jsou vSak dusitany vysoce toxické (Lewis a Morris,
1986; Jensen, 2003). Dusitany se ptirozené nachazeji v malém mnozstvi v zivoc¢iSnych
tkanich. Dtvodem jejich tkanové ptitomnosti je wvnitini produkce metabolitu
fyziologického prenaSece molekuly oxidu dusného, ktery produkuje endotel, nervoveé
bunky a aktivované mikrofagy. Pro vodni ZivocCichy piedstavuji velké nebezpeci v tom,
ze je aktivné pfijimaji pfes zabry z vodniho prostfedi. ZvysSena koncentrace dusitani
Vv téle zivoc€ichii pak vede ke zhorSeni jejich zdravotniho stavu a nasledné az k thynu
(Jensen, 1995, Jensen, 2003). Toxicky vliv dusitani u suchozemskych zivocichd je
spojen s jejich pfijmem v potravé. Dal§im vyznamnym zdrojem dusitani jsou
dusi¢nany, které jsu piijimany v pitné vodé a v travicim traktu jsou redukovany na

dusitany. (Kiese, 1974).
2.2.1. Vyskyt ve vodach

Dusitany obvykle doprovézeji ve vodach dusi¢nany a formy amoniakalniho dusiku.
Pro svoji chemickou a biochemickou nestélost se obvykle vyskytuji ve velmi malych a
zanedbatelnych koncentracich. V pfirodnich vodach dusitany mezi anorganickymi
formami dusiku vétSinou nedominuji z toho divodu, ze v kyslikatém prostredi jsou
rychle transformovany nitrifikaci na dusi¢nany. Na druhé strané¢ piichazi v tvahu
Vv bezkyslikatém prostfedi biologickd denitrifikace na elementarni dusik, resp. NO.
Proto lze dusitany casto prokazat v nizkych koncentracich jako meziprodukt

chemickych a biochemickych transformaci sloucenin dusiku (Pitter, 2009).

Se zvySenym zatiZenim dusitany se kromé& splaskovych, odpadnich a primyslovych
vod Ize setkat i v intenzivnim chovu ryb (Pitter, 2009). V takovych vodach se mize
koncentrace dusitanti pohybovat tadové v desetinach, ale i jednotkach mg-1" N-NO,
(Avnimelech a kol., 1986; Kamstra a kol., 1996; Svobodova a kol., 2005b). Proces
nitrifikace se zde vyuzivd pro snizeni koncentrace amoniaku, ktery je hlavnim

produktem dusikatého metabolismu ryb (Wood, 1993). Nitrifikaci zde dochazi

13



Kk biochemické oxidaci amoniakalniho dusiku na dusitany a nasledné az na dusicnany,
které jsou pro ryby témét netoxické. Pokud vsak druha faze nitrifikace v rychlosti
zaostava, dochazi v systému k hromadéni dusitanti, které byva pfi¢inou zhorSeni

zdravotniho stavu ryb (Dvoték, 2004; Svobodova a kol., 2005b).

Zvysené koncentrace dusitanti byvaji ¢asto problémem v recirkulac¢nich systémech,
zejména kratce po zahdjeni provozu pied zapracovanim biologickych filtri nebo
v dasledku nerovnovahy v procesu nitrifikace (Kamstra a kol., 1996; Avnimelech a kol.,
1986).

2.2.2. Mechanismus toxického piisobeni dusitani
2.2.2.1. Ptijem a piisobeni u sladkovodnich ryb

Sladkovodni ryby a korysi jako hyperosmoti¢ti Zivoéichové potiebuji aktivné
pfijimat ionty zZabrami, aby vyrovnali jejich ztratu moc¢i a pasivnim odtokem ze Zaber.
Aktivni pfijem iontl se dé&je prostrednictvim tzv. chloridovych bunék na Zzabrach
(Maetz, 1971). Ve sladké vodé tyto bunky vylucuji do vody amoniak nebo vodikové
ionty vyménou za stejny pocet sodikovych iontii. Pfes chloridové bunky také vylucuji
hydrogenuhli¢itanové ionty vyménou za stejné mnozstvi chloridovych iontd (Love,

1980).

Primarni problém s dusitany ve sladké vod¢ je zptisoben tim, Ze ion NO, ma urcitou
afinitu k iontové vymén¢ CI"/HCO3, takze pokud se dusitany vyskytuji v okolni vodg¢,
Cast ptijmu CI” je nahrazena NO;, (ryba pfijima dusitany na ukor chloridi). ZvySené
koncentrace CI" v okolni vodé proto ochrani ryby pred piijmem dusitani a jejich
toxickymi a¢inky (Jensen, 2003). Ryby s vysokou rychlosti pfijmu chloridti zabrami
(pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss), stika obecna (Esox lucius), okoun ficni (Perca
fluviatilis)) jsou vice citlivé k dusitanim neZ ryby s nizkou rychlosti piijmu (thof fi¢ni
(Anguilla anguilla), kapr obecny (Cyprinus carpio), lin obecny (Tinca tinca)) (Williams
a Eddy, 1986).

Koncentrace dusitant v krevni plazmé mtze dosahnout i vice nez Sedesatinasobku ve
srovnani s koncentraci, ktera je v okolni vod¢ (Fontenot a kol., 1999). Dusitany se také
hromadi v nékterych tkanich, a to v zabrach, jatrech, mozku a svalech (Margiocco a

kol., 1983). V téchto organech vsak nebyva koncentrace dusitant tak vysoka jako v
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krvi, ale hodnoty namétené v jatrech a mozku zasazenych a uhynulych ryb mohou byt

az 30krat vyssi, neZz hodnoty namétené v okolni vodé (Margiocco a kol., 1983).

Z krevni plazmy dusitany dale pronikaji do ¢ervenych krvinek, kde se vazi na krevni
barvivo hemoglobin, tim vznikd methemoglobinu. Methemoglobin postrada schopnost

pienaset kyslik, a tim se snizuje mnozstvi kysliku pienaseného krvi (Cameron, 1971).

Rovnici vzniku methemoglobinu Ize popsat takto (Kosaka a Tyuma, 1987):

AHb(Fe?*)O, +4NO; +4H" —>4Hb(Fe*) +4NO; +0, +2H,0

Methemoglobin obsazeny v Krvi je patrny na prvni pohled, nebot' se projevuje
hnédym zabarvenim a zfetelné hnédé zabarveni vykazuji 1 Zabry Hnédé zabry byly
patrné u tilapie nilské (Oreochromis niloticus), ktera byla vystavena zvySenym
koncentracim dusitanti (Svobodova a kol., 2005b). Obdobné s dusitany reaguji i jiné
krevni bilkoviny (Doblander a Lackner, 1997). Mirnéjsi nasledky methemoglobinemie
vykazuji ryby, které nejsou nuceny k aktivité, a proto maji niz$i aktudlni potiebu
kysliku (Crawford a Allen, 1977). Naopak ryby, které jsou nuceny K aktivité, mohou
uhynout v dasledku nedostatku kysliku (Huey a kol., 1980). Letalni koncentrace
dusitanti se liSi v zavislosti na druhu ryb a jsou také silné ovlivnény podminkami

prostiedi (Margiocco a kol., 1983).
2.2.2.2. Koncentrace methemoglobinu v krvi

Podil methemoglobinu v krvi ryb, ktery se obecné povazuje za ohrozujici, se uvadi
v arovni 50 % a vyssi (Bowser a kol., 1983; Piskac a kol., 1985; Voprséalova a Zackova,
nilské klinické ptiznaky otravy, ryby mély pouze hnédé zbarveni zaber (Svobodova a
kol., 2005b). ZvySené hodnoty methemoglobinu okolo 70-80 % bézné zpiisobuji
omezeni pohyblivosti a ztratu reakce na podrazdéni, zatimco vyssi hodnoty jsou letalni
v dusledku anoxie (Lewis a Morris, 1986). V nékterych ptipadech, kdy jsou ryby
neaktivni, a podil methemoglobinu je vysoky, nemusi byt tento stav jesté okamzité

fatalni (nezvratny) (Tomasso a kol., 1979).

V rybi krvi Ize naméfit malé mnozstvi methemoglobinu i v nepfitomnosti dusitanti ve
vodé. Methemoglobin vznik4 totiz samovolné autooxidaci hemoglobinu molekularnim
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kyslikem. Vyrazn¢ vyssi je autooxidace pti kyselejsim pH 5,7 nez pfi neutrdlnim pH 7
(Kiese, 1974).

Stresové zatizeni mize byt divodem ke zvyseni hladiny methemoglobinu v téle ryb.
Naptiklad stav energetického metabolismu cervenych krvinek muize byt ovlivnén
celkovou vyzivou, hypoxii a namahou, v jejichz dusledku dochéazi k posunu normalni
rovnovahy mezi hemoglobinem a methemoglobinem. U pstruha duhového se uvadéji
koncentrace methemoglobinu na trovni 0,9 az 3,6 % jako fyziologické (Cameron, 1971;
Brown a McLeay, 1975), u lososa (Orconrhyncus gorbuscha) pied tienim mohou tyto
koncentrace dosdhnout hodnoty az 10,9 % (Cameron, 1971). Obecné, ptitomnost
methemoglobinu v koncentraci i okolo deseti procent neni u ryb povazovana za
neobvyklou nebo dokonce letalni. V tomto ohledu se ryby lisi od savcu, u kterych
obvykle koncentrace methemoglobinu v krvi jen vyjimeéné dosahne 1 % (Beutler,
1968).

2.2.2.3 VIliv na dalsi fyziologické funkce ryb

Nejcastéji ryby hynou ve spojeni s dusitany na nasledky vysoké hladiny
methemoglobinu v krvi, pfesto vSak muze dojit i k uhynu pifi nizkém mnozstvi
methemoglobinu v krvi (Margioco a kol., 1983). To znamena, ze toxické ucinky
dusitan jsou pravdépodobné kombinaci nékolika rtznych faktord. V disledku
nedostateCného zasobeni kyslikem, vyvolaného methemoglobinemii, se Ize setkat se
zavaznym poSkozenim organt, napi. jater (Arillo a kol., 1984) nebo zraku (Hofer a
Gatumu, 1994). Pti hypoxii tkani se v priubéhu ziskdvani energie pomoci anaerobniho
metabolismu zvySuje koncentrace laktatu v krevni plazmé (Jensen a kol., 1987; Stormer
a kol., 1996). Dusitany také poskozuji kardiovaskularni systém (Aggergaard a Jensen,
2001). V prab&hu ptsobeni dusitanti na ryby se méni metabolismus dusiku ve smyslu

zvy$eného vylucovani amoniaku pies zabry (Zachariasen, 2001).

Negativni vliv dusitand na vyplavovani drasliku z kosterniho svalstva se ukazuje na

zvySené koncentraci draselnych iontd Vvkrevni plazmé (Jensen a kol., 1987).
Vyplavovanim draselnych iontl z ¢ervenych krvinek dochazi k jejich zmenSeni a
k omezeni jejich funkce jako kyslikového pienasece a dale dochazi k poskozeni

hemoglobinu (Jensen, 1990). Tyto poruchy se projevuji snizenim hematokritové
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hodnoty, snizenim poctu cervenych krvinek a koncentrace hemoglobinu (Jensen, 1990;

Avilez a kol., 2004).

Dusitany jsou schopné biochemickych reakei se skupinami amino (NH>) a thio (SH),
diky ¢emuz mohou inhibovat n¢které z enzymii a tvofit mutagenni a karcinogenni

slouceniny (napt. N- alkylnitrosamin) (Arillo a kol., 1984).
2.2.3. Detoxika¢ni mechanismus

Cervené krvinky ryb obsahuji enzym reduktazu, diky které jsou schopny redukovat
methemoglobin na hemoglobin (Cameron, 1971; Huey a Beitinger, 1982). V prib&hu
24 az 72 hodin po pfemisténi ryb do Cisté vody je tento enzym schopen vratit mnozstvi
methemoglobinu v krvi na obvyklou mez (Huey a kol., 1980), ale pouze za ptedpokladu
ze neni otrava v prili§ pokro¢ilém stadiu. Za pfitomnosti dusitantt je konec¢na
koncentrace  methemoglobinu  vkrvi dana rovnovdhou mezi  vzniklym
methemoglobinem a hemoglobinem, ktery vznikl pfeménou pomoci reduktéazy.

Utinnost reduktazy pravdépodobng ovliviiuje vyse teploty (Perrone a Meade, 1977).

Dusitany obsazené v krvi a tkénich se postupné oxiduji na prakticky netoxické
dusi¢nany, které jsou pak vyluCovany moci a zlu¢i. Pfeménu dusitani na dusi¢nany
zajistuje u ryb hemoglobin a dalsi hemové bilkoviny, kataldza a cytochromoxidaza.
Cervenymi krvinkami lze pfeménit asi 20 % z pfijatého mnoZstvi dusitanii vyse
uvedenou reakci, ktera popisuje preménu hemoglobinu na methemoglobin. Tuto reakci
lze povazovat za popis toxického pisobeni dusitant (pfeména hemoglobinu na
methemoglobin), ale naopak také za popis detoxika¢niho mechanismu (pfeména

dusitant na dusi¢nany) (Doblander a Lackner, 1997).

Intenzita biologické premény muze byt ovlivnéna pfitomnosti antioxidantii. N&které
nizkomolekularni slouceniny (napt. methylenovd modi, kyselina askorbova, kyselina
mocova) snizuji toxicitu dusitant. (Doblander a Lackner, 1996). Rychlost
detoxikacniho mechanismu probihajici v ¢ervenych krvinkdch podstatné zavisi na
nasyceni hemoglobinu kyslikem. Neokysli¢ené erytrocyty totiz neprodukuji zadné
dusi¢nany v porovnani s okyslicenymi (Doblander a Lackner, 1997). Vyznamn¢ se na

detoxikaci dusitani oxidaci na dusi¢nany podili jatra (Doblander a Lackner, 1996).
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2.2.4. Faktory ovliviiujici toxicitu dusitani

Na toxicitu dusitani ma vliv cela fada faktord. Jejich vyznam je vSak zna¢né odlisny.

Nejdulezitéjsi faktory lze rozdélit do tii skupin podle svého charakteru.

délka expozice
kvalita vody
charakter ryb

2.2.4.1. Délka expozice

Délka expozice je Casové obdobi, po které je sledovany organismus vystaven

pusobeni sledované toxické latky.
a) Kratkodoba expozice

Maximalni koncentrace dusitanii V rybach lze s urcitosti dosahnout jiz po 24 az 48
hodinové expozici (Huey a kol., 1980; Eddy a kol., 1983). Hodnota LC50 zjisténa za 24
az 96 hodin se ptili§ neméni (Lewis a Morris 1986). Proto Ize konstatovat, Ze relevantni
doba pro kratkodobé testy toxickych latek je stejna jako u jinych toxickych latek 24 az
96 hodin (Kroupova a kol., 2005b).

b) Dlouhodoba expozice

Dlouhodoba expozice ryb dusitaniim (delsi nez 96 hodin) je charakteristickd uhynem
ryb, snizenim rychlosti rastu, poskozenim tkani a zménou biochemickych a

hematologickych ukazateli (Kroupova a kol., 2005b).

Nékteré studie ukazuji, Ze pro osmidenni test postacuje na stanoveni LC50 60%
koncentrace dusitand, nez jaka je tfeba pro 96hLC50 (Russo a kol., 1974; Westin,
1974). Maximalni koncentrace dusitand, pti které se neprojevil Zadny uhyn, je podobna
pii 96hodinové jako pri osmidenni expozici a pohybuje se v rozmezi od 30 do 50 %

96hLC50 (Russo a kol., 1974).

Dlouhodobym testem na sumcich bylo dosaZeno urcité adaptace ryb na nizké
koncentrace dusitanli. Méfenim obsahu methemoglobinu v krvi bylo zjisténo, Ze ryby
vystavené pred vlastnim testem nizkym koncentracim dusitant (>0,01 mg><l_1 N-NO;,
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NO; /CI'>0.003) vykazuji zvySenou tvorbu methemoglobinu v krvi ve srovnani s
rybami, které byly vystaveny bezprostfedné relativné vysoké koncentraci dusitanil
(vysoky pomér NO; /CI") (Tucker a Schwedler, 1983). S témito vysledky se ztotoziuji i
jini autofi (Doblander a Lackner, 1997; Machova a kol., 2004b). Tato schopnost se
projevila pravdépodobné diky zvysené ¢innosti methemoglobin-reduktazy (Kroupova a
kol., 2005b). Béhem 6mési¢niho testu na pstruhu duhovém nebyl statisticky prokazan
pokles riistu vlivem dusitant v koncentraci na urovni 10 % hodnoty 96hLC50
(Wedemeyer a Yasutake, 1978). Pfi stanoveni minimalni koncentrace, ktera vyvola
prokazatelné snizeni riistu, byla zjisténa koncentrace dusitanti v rovni 44 % minimalni
koncentrace vyvolavajici mortalitu ryb (Colt a kol., 1981). Vysetfenim tkané pstruha
duhového po 28denni expozici dusitaniim v subletdlni koncentraci nebylo zjisténo
poSkozeni na ledvinach ani brzliku, drobné zmény byly zjiStény pouze na Zabrach.
Jednalo se vSak o reverzibilni zmény a po 4 tydnech byla prok4zéana regenerac zaber
(Wedemeyer a Yasutake, 1978). U sumct vSak zadné zmény na Zzabrach patrny nebyly
ani pii letalni koncentraci dusitani (Colt a kol., 1981). Pro koncentrace dusitanti v
hodnotadch dosahujicich 10 % 96hLC50 nebyly zatim podany dikazy o jejich
Skodlivosti (Kroupova a kol., 2005b).

2.2.4.2. Kvalita vody
a) Chloridy

Silnd zavislost toxicity dusitani pro vodni organizmy na salinit¢ vody byla
prokazana uz vroce 1977 (Crawford a Allen, 1977). Sland moiska voda piiznivé
ovlivnila odolnost ryb vic¢i dusitanim a bylo zjiSténo, Ze expozice ryb dusitanim ve
slané vodé snizila 50 az 100krat jejich mortalitu ve srovnani s mortalitou ryb, které byly
vystaveny stejné koncentraci dusitanti ve sladké vodé. Vliv chloridi na toxicitu dusitani
pro ryby je tak vyznamny, Ze nelze vzajemné srovnavat vysledky testd toxicity, pokud
nejsou dolozeny koncentrace chlorid ve vodé (Svobodova a kol., 1987). V chovech ryb
je proto dulezité sledovat hmotnostni pomér chloridi a dusitanového dusiku (C1/N-
NO; ). Pro chovy lososovitych ryb by tento pomér nemél klesnout pod 17 a pro chovy
ostatnich ryb pod 8 (EIFAC, 1984). Ani tyto hodnoty vSak zdaleka nezajistuji zdravi
ryb. Uhyny byly zaznamendny u sumct (Silurus glanis) pii poméru CI/N-NO,
Vrozmezi 13 az 28, u lind pfi poméru v rozmezi 11 aZz 19. Pti poskozeni zdravi bez

uhynu tilapii nilskych byl zjistén tento pomér v rozmezi 50 az 150 (Svobodova a kol.,
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2005b). Cetné pokusy na rybach a dalsich vodnich organnismech potvrzuji, Ze zavislost
toxicity dusitanii na obsahu chloridii ve vodé je linearni (Russo a Thurston, 1977;
Palachek a Tomasso, 1984; McConnell, 1985; Machova a Svobodova, 2001; Kozak a
kol., 2005). Pozitivni vliv chloridli na snizovani toxicity dusitanti pro ryby, se prokazal i
v piipadé akvarijni ryby zivorodky duhové (Poecilia reticulata) (Machova a kol.,
2004a). Hodnoty letalnich koncentraci 96hLC50 dusitanu sodného se pro zivorodky
duhové pohybovaly v rozmezi 39 az 436 mg-I™* v zavislosti na koncentraci chloridd (10
az 190 mg-lfl) (Kroupova a kol.,, 2004). V piipadé¢ méné citlivych druhi ryb se
pridavkem chloridi vyrazné¢ zvysSuje jejich odolnost vici dusitanim ve srovnani

s citlivéjSimi druhy ryb (Lewis a Morris, 1986).
b) Ostatni anionty

Jsou zndmy 1 jiné anionty kromé chloridl, které maji podobny vliv na sniZeni
toxicity dusitanti. Velmi u¢inné jsou bromidy, které jsou chloridim chemicky podobné.
Bylo zjisténo, e koncentrace bromidii ve vysi 80 mg-" dokaze zcela eliminovat
Gginky dusitanti o koncentraci 105 mg-1" (Eddy a kol., 1983). Ur¢ity vliv byl
vysledovan také u hydrogenuhli¢itanti a dusi¢nanti, ve srovnani s chloridy a bromidy je
vSak vliv téchto aniontti velmi maly (Lewis a Morris, 1986). Anionty ve vySSim
oxidacnim stupni (sirany, fosfore¢nany, boritany) jsou pro posuzovani vlivu na toxicitu

dusitanti zanedbatelné (Russo a kol., 1981).
c) Kationty

Ve sladkych vodach se bézn¢ vyskytuji vapnik, hoi¢ik, sodik a draslik, a proto jsou
znalosti o jejich vlivu na toxicitu dusitanu velmi vyznamné. Lisi se v§ak mechanismem
jejich piisobeni oproti chloridim (Kroupova a kol., 2005b). Pfidanim siranu vapenatého
se sice docililo sniZeni toxicity u lososa (Oncorhynchus tschavytscha), ale nesnizilo se
mnozstvi methemoglobinu v krvi (Crawford a Allen, 1977). N¢které studie vypovidaji o
vy$§i ucinnosti chloridu vapenatého ve srovnani s chloridem sodnym, coz bylo
prokazano napf. pti pokusech na jeseteru (Acipenser brevirostrum) (Fontenot a Isely,
1999). Tento rozdil vSak nebyl zaznamenan u sumecka skvrnitého (lctalurus punctatus)
(Bowser a kol., 1983). Vysoké koncentrace vapniku snizuji ztratu chloridi Zabrami,
proto maji ryby v takovém ptipadé€ niz8i pozadavky na ptijem chloridll a tim pfijimaji i

mén¢ dusitant (Krous a kol., 1982).
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d) Amoniak

V rybochovnych objektech s recirkulaci vody vznikaji problémy spojené
S hromadénim amoniaku a dusitanti. Pfi pokusu na sumcich nebyla méfenim
koncentrace kortikosteroidit v krevni plazmé potvrzena domnénka aditivniho
spoluptisobeni amoniaku a dusitanti. Pro aplikaci amoniaku byl ale pouzit chlorid
amonny, ktery pravdépodobné ovlivnil vyslednou toxicitu svym obsahem chloridovych
ionti (Tomasso a kol., 1981). Naopak vysokd mortalita byla zaznamenana u pstruha
duhového, u kterého bylo pouzito dusitanu a dusi¢nanu amonného v koncentraci 600
pumol-1* NO;™ a 18 umol-1" NHs. Vysokou mortalitu ryb se viak nepodatilo prokazat
méfenymi parametry jako dusledek synergického ptisobeni dusitanti a amoniaku (Vedel
a kol., 1998).

e) Hodnota pH

Vliv koncentrace vodikovych iontt na toxicitu dusitanti je stale velmi nejasny.
Vysledky jsou v tomto sméru casto protichtidné. Pro Gpravu pH se pouzivaji pufry, diky
kterym dochdzi ke zméné€ obsahu aniontii, pak je tézké odlisit vliv obsahu aniontti od
vlivu pH. Dtlezitym faktem je pouzivani rozsahu hodnot pH, ktery je mimo normalni
rozsah schopnosti adaptace ryb (Lewis a Morris, 1986). V rozmezi piirod¢ blizkych
hodnot pH je zfeyjmé vliv samotného pH na toxicitu minimalni (Kroupova a kol.,
2005b).

) Kyslik a teplota

Obsah kysliku prokazatelné ovliviiuje toxicitu dusitand, protoze dusitany omezuji
prenaSeni kysliku krvi. Proto se mize nedostatecnym prokyslicenim vody jesté vice
zhorsit zdravotni stav ryb (Kroupova a kol., 2005a). Pii pokusu provedeném na sumcich
bylo zjisténo, Ze ani koncentrace kysliku 5 mg- " nebyla v piitomnosti dusitant

dostacujici, pfestoze sumci bézné toleruji i koncentrace niz§i (Bowser a kol., 1983).

V Gzkém rozmezi teplot (22 az 30°C) se u sumci neprokdzala rozdilnost toxicity
dusitanli v zavislosti na teploté vody (Colt a Tchobanoglous, 1976). Jinym pokusem se
zjistilo, Ze pfi teploté 30°C se koncentrace hemoglobinu v krvi sumecka skvrnitého
vratila do normalu mnohem rychleji nez ve vod& o teplot¢ 10°C. To znaci, Ze ma

methemoglobinémie u ryb pii vyssi teploté rychlejsi pribéh, coz bylo potvrzeno i jinym
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testem (Huey a kol., 1984). Se snizujici se teplotou se zvysuje rozpustnost kysliku ve
vod¢ a snizuje rychlost metabolismu u ryb. To by mélo snizit toxicitu dusitanti. Naproti
tomu se snizsi teplotou snizuje schopnost detoxikace dusitanti, takze je tfeba na

vysledky nahlizet opatrné (Kroupova a kol., 2005a).
2.2.4.3. Charakter ryb

a) Vék a velikost ryb

Mnoho studii prokazalo, Zze mladsi vékové kategorie jsou méné¢ citlivé na dusitany ve
srovnani se star$imi jedinci téhoz druhu. U lososa (Oncorhynchus kisutch) byla zjisténa
vétsi odolnost u plidku ve srovnani s rockem (Perrone a Meade, 1977). Toto tvrzeni
podporuji i podobné vysledky s jinymi lososovitymi rybami (Russo a kol., 1974;
Bartlett a Neumann, 1998). Rozdilnost citlivosti mtize byt zpiisobena odliSnou aktivitou
methemoglobin-reduktazy u rizné starych jedinct (Kiese, 1974). Odlisné je vysvétleni
v rozdilné citlivosti v souvislosti s neupIné vyvinutym Zabernim aparatem u mladych
ryb. Rana vyvojova stadia ryb dychaji ptevazné kzi (napf. u lososti o hmotnosti 2,5 az
4 g se uvadi, Ze dychani povrchem téla ptestavuje az 96%) (Rombough a Moroz, 1990).
U mladych ryb se tkané€ snaze zasobuji kyslikem prostupujicim kiizi ve srovnani se
star§imi rybami. Protoze jsou dusitany krevnim jedem, tak je pravdépodobné, ze
pritomnost dusitani ve vod¢ ¢ini mladSim rybam mensi zdravotni potize nez rybam
star§im, které jsou vice zavislé na krevnim kysliku (Bartlett a Neumann, 1998).
V souvislosti s velikosti ryb jsou vysledky podobné. Pokusem na tilapii nilské byla
zjisténa silna zavislost toxicity dusitani na velikosti ryb. U ryb o hmotnosti 4,4 = 1,50 g
byla zjisténa hodnota akutni letalni koncentrace (96hLC50) dusitanového dusiku (N-
NO,") 81 mg-I™, zatimco u ryb o hmotnosti 90,7 + 16,43 g byla koncentrace N-NO, 8
mg-1™ (Atwood a kol., 2001).

b) Individualni citlivost

Citlivost jednotlivych ryb na toxicitu dusitanti se miZe u nékterych druhli znacné
lisit. Takové rozdily v citlivosti u jednotlivych ryb jsou zndmé hlavné u pstruha
duhového (Williams a Eddy, 1988). Pstruzi mohou tvofit dvé rozdilné skupiny. V prvni

jsou ryby citlivé, které dusitany rychle pfijimaji. Takové ryby jsou vice postiZzeny

vvvvvv
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nachazeji jedinci celkové odolngjsi (Stormer a kol., 1996; Aggergaard a Jensen, 2001).
Vysvétleni mize spocivat v rozdilném poctu a velikosti povrchu chloridovych bunék
zaber u téchto dvou skupin pstruhti (Perry a Goss, 1992). Zjisténé rozdily mohou byt
také dasledkem rozdilné uc¢innost detoxika¢niho mechanismu a vylu¢ovani (Aggergaard

a Jensen, 2001).
¢) Druh ryby

Citlivost k dusitanim v zavislosti na druhu ryb je znac¢na. Nejcitlivéjsi ze
studovanych ¢eledi je ¢eled’ lososoviti a mezi jednotlivymi druhy této ¢eledé¢ jiz velké
rozdily nejsou. Vyrazné rozdily v citlivosti k dusitanim jsou vSak mezi teplomilnymi
rybami (Kroupova a kol., 2005a). Podobnou citlivost jako ¢eled’ lososovitych vykazuje
sumecek skvrnity. Pon¢kud nizsi citlivost ve srovnani s lososovitymi rybami vykazuje
tilapie modra (Tilapia aurea) a jesté méné citlivy je sumecek Cerny (Ictalurus melas).
Extrémné vysokou odolnost vici dusitanim vykazuje okounek pstruhovy (Micropterus
salmoides), ktery vice potlacuje vliv dusitand, a proto se v&t§i mnozstvi
methemoglobinu v krvi u néj vytvaii az pfi velmi vysokych koncentracich dusitand
(Palachek a Tomasso, 1984).

2.3. Tilapie nilska
2.3.1. Systematické zarazeni

Tilapii nilskou lze zatadit podle De Yonga a kol. (online, 2004) nasledovné:

RiSe......cooe Animalia - Zivo¢ichové
Oddé¢leni......... Bilateria - dvoustranné soumérni
Kmen............. Chordata - strunatci
Podkmen......... Vertebrata - obratlovci
Nadtfida.......... Osteichthyes - ryby kostnaté
Trida.............. Actinopterygii - paprskoploutvi
Nadrad............ Teleostei - kostnati
Rad............... Perciformes - ostnoploutvi
Celed............. Cichlidae - vrubozubcoviti
Rod............... Oreochromis - tlamoun
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Druh.............. Oreochromis niloticus - tlamoun nilsky

Uzivana synonyma jsou: tilapie nilska

okounovec nilsky
2.3.2. Biologicka charakteristika
a) Popis

Tilapie nilskd ma z boku siln€ zplostelé télo s ktenoidnimi Supinami, vysoky hibet a
kratky ocasni nasadec. Ma pomérné velkou hlavu a v tlam¢ jemné zuby. Ploutve jsou
vyrazn€ vyvinuté s patrnymi skvrnami. Zbarveni téla je Sedomodé az Sedozelené s
kovovym leskem s 8 — 10 tmavsimi pfi¢énymi pruhy. (Spurny, 1998). Tilapie dorista
délky az 50 cm a miiZze vazit 1 nékolik kilogram. V chovech se ale vétSinou setkdme s
jedinci o hmotnosti 0,5 — 1 kg. V naSich podminkach se trzni hmotnost tilapie pohybuje
kolem 0,2 — 0,3 kg (Adamek, 1994; Spurny, 1998). Samci rostou rychleji a jsou
zbarvenim pestiejSi nez samice (Linhart a kol. 2004). Tilapie se obvykle doZiva

maximalné 7 — 8 let (Pullin a Lowe-McConnell, 1982).
b) RozSiieni

Pavodné tilapie nilska zila ve sladkych vodach tropické a subtropické Afriky, kde
bylo identifikovano vice nez 70 druhu tilapii (Philippart a Ruwet, 1982; McAndrew,
2000). Postupné se tilapie rozsitila do tropickych oblasti celého svéta (Fryer a Illes,
1972; Khater a Smitherman, 1988). Nyni je chovdna v 85 zemich (Eknath a Hulata,
2009). Vyskytuje se piedevSim v jihovychodni Asii, latinské Americe a v tichomoti
(Bondad-Reantaso, 2007; Miller, 1995). V chladngjSich oblastech je mozné tilapie
chovat na oteplenych vodach ptipadné v letnim obdobi v rybnicich (Adamek, 1994).

¢) Potravni naroky a rogzmnoZovani

Tilapie je typickym omnivornim druhem. Konzumuje zooplankton i fytoplankton,
narosty fas, vyssi rostliny, zoobentos a pfileZitostné i vlastni potomstvo (Pullin a Lowe-

McConnell, 1982; Adamek, 1994; Spurny, 1998).
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Pohlavni dospélosti dosahuje tilapie v akvakulturadch ve stari ctyf mésicti a velikosti
10 cm (Linhart a kol., 2004). Samice inkubuje jikry v tlam¢ po dobu 7 — 10 dni. Plidek
se osamostatiiuje az po straveni zloutkového vacku za 10 — 12 dni po vytéru. Samice po
celou dobu inkubace nepfijimd potravu (Adamek, 1994; Spurny, 1998). Tilapie je

polygamni, jeden samec se tie s vice samicemi (Linhart a kol., 2004).
e) Podminky prostiedi

Tilapie nilska je schopna ptezit i ve velmi neptiznivych podminkach. Je odolna vici
vysoké teploté a znecisténi vody a také k nizké koncentraci kysliku (Adamek, 1994;
Fitzsimmons, 2007). Pomérné odolna je i vici vysokym hodnotam pH (Bardach a kol.,
1972; Pullin a Lowe-McConnell, 1982). Jako tropicky druh neni odolnd k nizkym
teplotdm vody, které mohou nepfiznivé ovlivnit jeji pomérné vysokou odlolnost

k nemocem (Adamek, 1994).

Boudad a Reantaso (2007) doporucuji pro chov tilapie optimalni teplotu v urovni 26
— 29 °C. Jako horni mezni teplota vody pro preziti tilapie se uvadi 40 °C (Wood, 1989;
Adamek, 1994; Miller, 1995). Pfi teploté vody 20 °C tilapie pfestava piijimat potravu a
zastavuje rast (Chervinski, 1982; Rakocy, 1989). Prvni tthyny byvaji zaznamenany pii
13,6 °C (Chaso-Karisa a kol., 2005). Pfi 12 °C se zvySuje citlivost k bakteridlnim,
parazitickym 1 plishovym onemocnénim (Rakocy, 1989). Tuto teplotu je tilapie schopna
snaset 1 delSi dobu s obfasnym thynem slabSich jedinc (Addmek, 1994; Chervinski,
1982). Letalni teplota je pro tilapii ve vétsiné piipadi uvadéna 10 °C (Stickney, 1986b;
Suresh a Lin, 1992a; Kharter a Smitherman, 1988; Miller, 1995). V nasich klimatickych
podminkach hyne cela obsadka pii poklesu teploty vody na 9 °C, ale kratkodobé¢ tilapie
udajné snese iteploty 6 — 8 °C (Adamek, 1994).

Optimalni koncentrace kysliku pro tilapii by neméla klesat pod 5 mg;l'1 (Greiner a
Timmons, 1998). Za kritickou hranici koncentrace kysliku je povazovana hodnota 2 — 3
mg-l'1 (Teichert-Coddington a Green, 1993; Miller, 1995). Tilapie je ale schopna piezit
kratkodoby pokles koncentrace kysliku pod 0,5 mg-1™" a nasyceni pod 25 % (Adamek
1994). Cetnymi pokusy se zjistily rozdilné vysledky v pieziti tilapii a to az na
koncentraci 0,3 mg-1I™ (Popma a Masser, 1999; Kalous, 2011).

Vyznamnou vyhodou pfi chovu tilapie jsou jeji minimalni naroky na kvalitu vody a

jeji schopnost prezit vysoké organické zatizeni. Tilapie je rovnéz odolna viici vysokym
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koncentracim volného amoniaku a podle literdrnich tdaji velmi dobfe snasi
koncentrace do 0,85 mg1™ (Chetty a kol, 1980). Rakocy (1989) uvadi, Ze tilapie
za&inaji hynout az pii koncentraci 2 mg-1™ NH3-N a 5 mg-I* NO,-N, coZ to je znaénd
vys$si odolnost, nez jakou vykazuji nase piivodni ryby. Jini autofi udavaji 96hLC50 pro
NHs-N v arovni 1,7 mg-1 (Thurston a kol., 1983; Campbell, 1991). Watanabe a Kkol.
(2002), viak popisuji pieziti tilapii az do 3,4 mg-1™ NHz-N.

Tilapie se rovnéz vyznacuje vysokou odolnosti vii¢i zménam hodnot pH vody. V
fad¢ praci jsou udavany optimalni hodnoty pH v rozmezi 6,5 a 8,8 (Greiner a Timmons,
1998; Miller, 1995; Rakocy a kol., 1989). AvSak Baccarin a Camargo (2005) popisuji
ve své praci pokusy, pii kterych tilapie piezily hodnotu pH 5,4 a Bardach a kol. (1972)

uvadi jako horni hranici pro pfeZiti tilapie az pH 11.

Tilapie nilskd vykazuje rovnéZz vysokou odolnost ke zvySené salinité vody az do 15
g1, (Popma a Masser, 1999). Tilapie mozambickéa (Oreochromis mossambicus) vydrzi
dokonce salinitu az do vyse 75 g-1* a dobfe prospiva v brakickych vodach (Balarin a

Haller, 1982).
f) Adaptace na deficit kysliku

Kutty (1972) prokézal na tilapii mosambické schopnost adaptovat se metabolismem
na kyslikovy deficit. Pii teploté 30 °C s nizkym nasycenim kysliku vykazovaly tilapie
zvySenou aktivitu metabolismu, vyuzivani proteini a rist kyslikového dluhu.
Vyrovnavanim kyslikového deficitu byly ryby schopny ziskat anaerobni energii mimo

obvyklou glykolyzu — tzv. procesem "recovery metabolism".
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3. MATERIAL A METODIKA

Pokus na rybach probihal v akvarijni mistnosti pavilonu C JihocCeské univerzity
v Ceskych Bud&jovicich v obdobi 20.8. - 20.9.2011. Hematologicka a biochemicka
vySetieni vzorkl krve byla provadéna v laboratofi vodni toxikologie a ichtyopatologie

VURH ve Vodhanech.
3.1. Material

Testovaci organizmus: pro ucely tohoto pokusu byla pouzita tildpie nilska

(Oreochromis niloticus), ktera byla dovezena z rybi lihn¢ Tisova. Primérna kusova

hmotnost ryb Cinila 376,3 + 59,2 g. Fotografie tilapie nilské je uvedena v Ptiloze I.

Kvalita vody: pro pokus byla pouzita termostaticky ohfivana dechlorovana

vodovodni voda. Voda vykazovala nasledujici fyzikéIn¢-chemické parametry:

tePlota (1)1 e 23+2°C
nasyceni vody kyslikem (O2): .....cooovviiiiiiiiiiiii, > 63 %,
kyselinova neutraliza¢ni kapacita do pH 4,5 (KNKjy,s): ........ 1,1 mmol-17,
chemicka spotieba kysliku manganometricky (CHSKwy): .... 1,5 mg- 1™,
celkovy amoniak (NH3): ....oooiiiiiiii <0,02 mg-1?,
dusitanovy dusik (N-NO2): .....veeiiie i, <0,01 mg-1*,
suma vapniku a hoi¢iku (Y Ca® + Mg®): .oovvveeeii. 14 mmol-1*?,
ChIOTIAY (CI): e, 5 mg-1?,
fosforednany (POsY): ..oevveee e, 0,001 mg-1™?,
hodnota pH: ..., 7,2-17,9.

Testovana latka: dusitany byly do vody aplikovany ve formé dusitanu sodného

(NaNO; p.a.), koncentrace chloridii byla upravovana pomoci chloridu sodného (NaCl

p.a.).

Pomticky:, béZné laboratorni nadobi (vaZenky, kadinky, zkumavky, laboratorni
1zicky apod.), sklenénd akvéria o objemu 250 litrli, pfisluSenstvi pro manipulaci

S rybami.
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Pfistroje: pH metr, OXI metr (Multil Line PA firmy WTW), (Ptiloha II), analytické
vahy, VETTEST 8008 Analyser (Ptiloha III), Blirkerova pocitaci komurka, mikroskop
OLYMPUS zvétseni 200x, hematokritovy méfic a sklenéné kapildry (Ptiloha IV),
spektrofotometr SPECTRONIC - 20 - GENESYS (540nm), chlazena centrifuga.

3.2. Metody

3.2.1. Test subchronické toxicity

Subchronicky test byl proveden podle mezinarodnich norem OECD ¢&. 204, a CSN
EN ISO 10229, kter¢ byly modifikovany pro ucely naseho pokusu. Pied zahdjenim
pokusu byly ryby po dobu jednoho tydne adaptovany na podminky pokusu v akvariich o
objemu vody 200 1 naplnénych pitnou (vodovodni) vodou upravenou v dechloraéni
stanici. Po dobu adaptaéni faze 1 v pribchu testu byly ryby krmeny komeréni krmnou
smesi BioMar s obsahem 47 % bilkovin a 26 % tuku. Velikost denni krmné davky byla

vypocitana z celkové hmotnosti ryb v nadrzi a Cinila 2,5 % hmotnosti ryb.

Pokusné ryby (skupina P) byly ve dvou akvariich vystaveny po dobu 14 dnii zvySené
koncentraci dusitantt (3 mg1™ NOy). To je koncentrace, kterd se b&zng vyskytuje
v recirkula¢nich zafizenich s intenzivnim chovem ryb (Svobodova a kol., 2008).
Dusitany byly do nadrzi davkovany ve formé roztoku dusitanu sodného (NaNO,).
Polovina vody v akvariich (tj. 100 1) byla kazdy den vyménovana. Kontrolni ryby
(skupina K) byly drzeny také ve dvou akvariich, ale bez zvySené koncentrace dusitanti a

chloridt. Voda v nadrzich byla kontinualn¢ vzduchovéna stla¢enym vzduchem.

Po uplynuti 14 dnd byly odebrany vzorky krve na hematologicka a biochemicka
vySetfeni od 4 kust ryb z kazdého akvéria (2x4 ryby ze skupiny K a 2x4 ryby ze
skupiny P). Kontrolni ryby (K) byly nadile ponechany ve vodé prosté dusitani a
pokusné ryby (P) byly rozdéleny do 4 skupin (P, R1, R2, R3, kazda skupina ve dvou
opakovanich). Do kazdého akvaria bylo umisténo 12 kust ryb (24 kust pro kazdou

skupinu).
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Rozd¢leni ryb do skupin bylo provedeno nésledujicim zptisobem:

Skupina (P) — pokus: u této skupiny ryb bylo pokracovano v expozici dusitaniim za
stejnych podminek jako v pfedeslych 14 dnech. Ve vod¢ byl udrzovan obsah dusitanti
ve vy3i 3 mg1'NOy.

Skupina (R1) — regenerace 1: tato skupina ryb byla vystavena stejné koncentraci
dusitanti jako v pfedeslych 14ti dnech (3 mg1*NOy), ale do vody byl pfidan roztok

chloridu sodného tak, aby vysledn4 koncentrace chloridi &inila 100 mg-1™*CI".

Skupina (R2) — regenerace 2: tato skupina ryb byla pfelovena do vody prosté
dusitanti (< 0,01 mg-1* NO5), do které byl ptidan chlorid sodny v takové koncentraci,

aby vysledna koncentrace chloridd ¢inila 100 mg-1™ CI.

Skupina (R3) — regenerace 3: tato skupina ryb byla pfelovena do vody prosté
dusitanti (< 0,01 mg-1" NO,), koncentrace chloridii zde nebyla upravovéna a ¢inila 5

mg-1™* CI.

Skupina (K) — kontrola: tato skupina ryb byla po celou dobu pokusu ponechana ve
vodé prosté dusitanti (< 0,01 mg-1* NO,) a bez upravy koncentrace chloridii (ve vods

tedy bylo 5 mg-1* CI).

Po dvou dnech pobytu ryb ve vyse uvedenych laznich (16. den testu) byly provedeny
dalsi odbéry krve vzdy od Ctyf ryb z kazdé nadrze (8 ryb ze skupiny). Nasledujici
odbéry krve byly provedeny v zédvéru pokusu (po dalSich 6 dnech, tj. 22. den pokusu).

Priibéh pokusu je zachycen v tabulce €. 1.
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Tabulka €. 1: Rozdéleni ryb do skupin a schematické znazornéni pribéhu testu.

Casovy prubéh testu
Do 14. dne Do 16. dne Do 22. dne
sk. (P): 3 mg-"*NOx sk. (P): 3 mg-"NO2
sk. (R1): 3 mg--'NO> sk. (R1): 3 mg-"NO2-
+ 100 mg* Cl- +100 mgI* Cl-
sk. (P): 3 mg-""/NO2
sk. (R2): 100 mg-I* CI- sk. (R2): 100 mg-I* CI-
- ) sk. (R3): pitna voda bez
sk. (R3): pitna voda bez Upravy :
Upravy
Kontrola (K): pitna Kontrola (K): pitna voda bez Kontrola (K): pitna voda
voda bez Upravy Upravy bez Upravy

3.2.2. Odbéry krve, hematologicka a biochemicka vySetieni

Vzorky krve byly odebirany zkaudalni cévy punkci (Piiloha V) pomoci
heparizované jehly a odebrana krev byla stabilizovéana heparinem sodnym 40 IU na 1 ml
krve (Heparin inj., Lé¢iva Ceské republika). Ryby se po odbéru krve zpét do nadrzi

nevracely, ale byly vyuzity pro jina vySetieni.

Bezprostifedné po odbéru byly stanoveny nasledujici hematologické ukazatele podle

Svobodové a kol. (1986):

Pocet erytrocytii (RBC): stanoveni poctu erytrocyti bylo provedeno v heparizované
krvi fedéné Hayemovym roztokem v poméru 1:200 (Hayemiv roztok: 2,5 g sublimatu
HgCl, + 25 g Na,SO4 + 5 g NaCl + ad 1000 ml dest. H,0). Bani¢kovou metodou podle
Biirkera se do bani¢ky o objemu 25 ml odméfilo pfesné¢ 4975 pl prefiltrovaného

Hayemova roztoku, ktomu se opakovanym vyplachovanim pftidalo pipetou 25 pul
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heparinizované krve a pak se zaviend banka 2 az 3 min. krouzivé michala. Takto
natedénd krev se pomoci pipety pievedla do Biirkerovy pocitaci komirky. Erytrocyty
byly pocitany v mikroskopu pii 200nasobném zvétseni. Jednotlivé bunky byly pocitany
ve 20 obdélnicich pravidelné¢ rozmisténych v miizce komurky. Pocet zahrnoval
erytrocyty umisténé zcela uvnitt obdélnikti + erytrocyty jakkoliv dotéené pravé a horni
rysky obdélnikii. Pocet erytrocytl zjisténych ve 20 obdélnicich se néasobil ¢islem 10000
a vyslednou hodnotou byl podet erytrocytti v T-1" [tera, T = 10™] (Svobodova a kol.,
1986). Vlastni stanoveni poctu erytrocyti provadély technicky laboratofe vodni
toxikologie a ichtyopatologie VURH ve Vodianech. Zjisténé vysledky jsem ve své
praci pouzil se svolenim MVDr. E. Zuskové, Ph.D. (feSitelky projektu, jehoz soucasti je

moje diplomova prace).

Pocet leukocyti (WBC): stanoveni poctu leukocyti bylo provadéno
Vv heparinizované krvi fedéné roztokem podle Prochazky a Skrobaka v poméru 1:200.
(Prochazkiv a Skrobakiv roztok: 3,88 g NaCl + 2,5 g Na,SO; + 2,91 ¢
Na;HPO,4-12H,0 + 0,25 g KH,PO4 + 7,5 ml formaldehydu 37% + 0,1 g brilantkresilové
modii + ad 1000 ml dest. H,0). Bani¢kovou metodou podle Biirkera se do bani¢ky o
objemu 25 ml odmétilo presné 4975 ul prefiltrovaného 14 dni odstatého Prochazkova a
Skrobakova roztoku, ktomu se opakovanym vyplachovanim pfidalo pipetou 25 pl
heparinizované krve a pak se zaviena bailkka 2 az 3 min. krouzivé michala. Pipetou
s nafedénou krvi byla naplnéna Biirkerova pocitaci komutrka. Leukocyty byly pocitany
ve 100 velkych ctvercich v miizce Birkerovy pocitaci komirky v mikroskopu pfi
200nasobném zvétSeni. Pocet zahrnoval leukocyty umisténé zcela uvnitt Ctvercl +
leukocyty jakkoliv dotéené pravé a horni rysky ¢tverci. Vysledkem byl pocet erytrocytu
v G-I (giga, G = 10% (Svobodova a kol., 1986). Vlastni stanoveni po&tu leukocyti
provadély technitky laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie VURH ve
Vodnanech. Zjisténé vysledky jsem ve své praci pouzil se svolenim MVDr. E. Zuskové,

Ph.D. (fesitelky projektu, jehoZ soucasti je moje diplomova prace).

Hematokrit (PCV): hematokrit vyjadiuje objem erytrocytt k celkovému objemu
krve. Pro vyhodnoceni bylo nutné oddélit erytrocyty od krevni plazmy. Oddéleni
erytrocytli od krevni plazmy bylo provadéno v kapilardch, kam byla nasata Cerstvé
odebrana heparinizovana krev do cca 2/3 vysky, €isty konec se utésnil speciadlni hmotou
a poté byly kapilarky umistény do hematokritové odstiedivky. Oddéleni erytrocytt bylo

dosazeno odstiedénim pii 14000 otaCkach za minutu po dobu 3 minut. Hodnota
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hematokritu v procentech byla odectena pomoci hematokritového meéfice, ktery je
soucCasti (prisluSenstvim) hematokritové odstfedivky. Vysledna hodnota v %
hematokritu byla vynasobena koeficientem 0,01, ¢imz byl ziskan vysledek v jednotkach

I-1" (Svobodova a kol., 1986).

Hemoglobin (Hb): obsah hemoglobinu v krvi byl stanoven fotometrickou
kyanohemiglobinovou metodou. Transforma¢nim (Drabkinovym) roztokem se uvolnil
hemoglobin z erytrocyti a ptevedl se na staly kyanohemiglobin, ktery byl stanoven
fotometricky. (Transformaéni roztok: 0,2 g Ks[Fe(CN)g] + 0,05 g KCN + 1 g NaHCO3
+ ad 1000 ml dest. H,0). Pied vlastni analyzou byly pfipraveny oéislované zkumavky,
do kterych bylo odméteno po 5 ml transformacniho roztoku. Do téchto zkumavek bylo
davkovano 25 pl Cerstvé odebrané heparinizované krve a promichdno. Po 20 minutach
byla fotometricky méfena intenzita zabarveni vzorku. Méfeni bylo provadéno v kyveté
o tloustce 1 cm pi1 vlnové délce 540 nm proti transformacnimu roztoku. MnozZstvi
hemoglobinu se urcilo z kalibra¢ni kiivky. Pro sestaveni kalibra¢ni ki'ivky bylo pouzito
kyanohemiglobinového standardu a transformacniho roztoku. Vysledkem méfeni bylo

mnozZstvi hemoglobinu v g-I" (Svobodova a kol., 1986).
Z vySe uvedenych parametrii byly vypocteny dalsi hematologické ukazatele:
Stredni objem erytrocytu (MCYV) byl vypocitan podle nize uvedeného vzorce:

PCV -1000 [
RBC

MCV = fl],

kde MCV je stiedni objem erytrocytu ve fl (femtolitr, fl = 10™ I),
PCV je hodnota hematokritu v I-17,
RBC je pocet erytrocytii v T-17.

Hemoglobin erytrocytu (MCH): hodnota hemoglobinu erytrocytu udava
primérnou koncentraci hemoglobinu v jednotlivych erytrocytech. Pro vypocet MCH

bylo pouZito nasledujiciho vzorce:
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Hb
MCH = —[pg],
~ac [PY]
kde MCH je hemoglobin erytrocytu v pg (pikogram, pg = 107 g),
Hb je mnozstvi hemoglobinu v krvi v g-I™,

RBC je pocet erytrocytii v T-17.

Stiedni barevna koncentrace hemoglobinu (MCHC): vypoctem stfedni barevné
koncentrace byla zjiSténa koncentrace hemoglobinu v objemové jednotce erytrocytt.
Pro vypocet byla pouzita hodnota hemoglobinu (Hb) v g-1* a hematokritu (PCV) v I-1™.
Pro vypoc¢et MCHC bylo pouzito nasledujiciho vzorce:

MCHC =— 2 [i.1],
PCV -1000

kde MCHC je stfedni barevna koncentrace erytrocytu v 1 17,
Hb je mnozstvi hemoglobinu v krvi v g-17%,

PCV je hodnota hematokritu v 1-1"%.

Déle byl stanoven podil methemoglobinu (MetHb) a koncentrace dusitanti v krevni

plazmé (NOy).

Methemoglobin (MetHb): ke stanoveni methemoglobinu v krvi byla pouzita
fotometrickd metoda. Sestavena absorpcni kiivka methemoglobinu vykazuje
charakteristicky vrchol pifi 630 nm. Plsobenim kyanidu draselného se prevede
methemoglobinu na methemoglobinkyanid, tim vrchol absorbance zmizi. V jedné ¢asti
vzorku se prevede veskery hemoglobin ferrikyanidem draselnym na methemoglobin,
ktery po pridavku kyanidu draselného pifejde na methemoglobinkyanid. V druhé casti
vzorku se prevede methemoglobin, ktery byl plivodné ve vzorku pfitomen na
methemoglobinkyanid. Rozdil absorbanci pti 630 nm je pfimo tumérny koncentraci
methemoglobinu (Svobodova a kol.,, 1986). Vlastni stanoveni methemoglobinu
provadély techni¢ky laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie VURH ve
Vodnanech. Zjisténé vysledky jsem ve své praci pouZil se svolenim MVDr. E. Zuskové,
Ph.D. (teSitelky projektu, jehoz soucasti je moje diplomovd prace). Podil

methemoglobinu byl vypo&ten podle nésledujiciho vzorce:
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MetHb = E-A -100 [

%],

kde E je absorbance supernatantu,
Al je prvni absorbance (supenatant + KCN),
A2 je druha absorbance (supernatant + KCN + K3[Fe(CN)g),
A3 je tieti absorbance (hemolyzat + saponin + K3[Fe(CN)g]).

Dusitany (NOy): stanoveni bylo provadéno tzv. mikrometodou na stanoveni
dusitanti v krvi podle Shechtera a kol. (1972). Nejprve bylo tteba provést deproteinizaci.
Do 1,5 ml zkumavky obsahujici 0,6 ml roztoku siranu zine¢natého bylo ptevedeno 0,1
ml krve + 0,4 ml redestilované vody a dikladné promichano. Dale bylo ptidano 0,1 ml
4% vodného roztoku hydroxidu sodného a znovu promichdno. Zkumavky byly uloZeny
na 1 hodinu na led. Nasledné byly odstranény srazené bilkoviny odstfedénim s pomoci

centrifugy po dobu 2 min pti 15000 ot-min™.

Po odstiedéni bylo odebrano 0,6 ml supernatantu a prevedeno do zkumavky, do které
bylo pfidano 0,4 ml redestilované vody. Smés byla diikladné promichana a poté bylo
piidano 0,1 ml roztoku kys. sulfanilové. Zkumavky se vzorky byly ponechany po dobu
15 min na ledu a po uplynuti této doby bylo ptidano 0,1 ml roztoku ,,Cleve‘s acid*. Poté
byly zkumavky ponechany po 60 min pii pokojové teploté. Pfitomné dusitany se
projevily cerveno-fialovym zbarvenim, jehoz intenzita byla méfena spektrofotometrem
pfi 520 nm. Koncentrace dusitant v mg-1” byla odeétena z kalibra&ni p¥imky, ktera byla

piipravena z koncentra¢ni fady standardu (dusitanu sodného).

Biochemicka analyza: krevni plazma byla z krve odd¢€lena centrifugaci po dobu 10
minut, pfi 12000 ot - min™ pii teploté 4 °C. V oddglené plazms byly stanoveny
nasledujici ukazatele: glukéza (GLU) v mmol-I'*, vapnik (Ca) v mmol1”*, hoi¢ik (Mg)

v mmol-1?, celkova bilkovina (TP) v g-I", amoniak (NH3) v pmol-1™.

Stanoveni uvedenych biochemickych ukazateld bylo provedeno na pfistroji
VETTEST 8008 (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA), ktery pracuje na
principu tzv. suchych chemickych a kolorimetrickych analyz. Hodnoceni se provadi

uzitim testovacich slidi (Multi — layer film slides, Kodak).
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3.4. Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni zjisténych vysledkti hematologického a biochemického
vysetfeni krve ryb exponovanych rozdilnym koncentracim dusitanii a chloridid bylo
provedeno pomoci softwaru Statistica 7.0 pro systém Windows (StatSoft, Ceské
republika). Vysledky byly nejprve testovany na normalitu (Kolmogoroviv-Smirnoviv
test) a homoskedasticitu rozptylu (Bartletttv test). Pokud byly splnény tyto podminky,
byla pouzita dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) a aplikace Tukeyova HSD testu
K uréeni rozdilt (P < 0,05) mezi skupinami ryb exponovanych rozdilnym koncentracim

dusitanu a chloridd.
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4. VYSLEDKY

Vysledky hematologického vysetfeni jsou uvedeny v grafech ¢. 1 — 8. Vysledky

biochemické analyzy jsou uvedeny v grafech ¢ 9 — 13.

Vgrafech ¢ 1 — 13 jsou uvedeny primérné hodnoty hematologickych a
biochemickych parametrii se smérodatnou odchylkou vybéru zjisténych u jednotlivych
skupin ryb pfi odbérech 14., 16. a 22. den (14 d, 16 d, 22 d) pokusu. Skupiny ryb jsou

v grafech uvadény pod oznacenim:

K = kontrola — po celou dobu pokusu ryby drzeny ve vodé bez upravy koncentrace
dusitanii (< 0,01 mg-1" NOy") a bez apravy koncentrace chloridii ve vodé

(5 mg-1* CI)/,

P = pokus - po celou dobu pokusu ryby drzeny ve vodé se zvySenym obsahem
dusitanti ve vod& (3 mg-1" NO,) a bez Gpravy koncentrace chlorida (5

mg.I"* CI);

R1 = regenerace ryb po 14ti denni expozici dusitanim (3 mg-1* NO,") pii zvysené
koncentraci chloridii (100 mg-1™ CI) a nezmé&néné koncentraci dusitanti (3

mg- 1" NOy),

R2 = regenerace ryb po 14ti denni expozici dusitanim (3 mg-1" NO,) ve vodé bez
Gipravy koncentrace dusitanti (< 0,01 mg-1* NO,) a zvysené koncentraci

chloridt (100 mg-1™* CI);

R3 = regenerace ryb po 14ti denni expozici dusitantim 3 mg-l'1 (NO7") ve vodé bez

pravy koncentrace dusitanti (< 0,01 mg-I"* NOy) i chloridd (5 mg-17* CI).
4.1. Hematologicka vySetieni

Pocet erytrocytii (RBC): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru jsou
uvedeny v grafu ¢. 1. Jak zuvedeného grafu vyplyva, hodnoty RCB se pohybovaly
vrozmezi 1,28 + 0,35 az 1,73 = 0,26 T-I". Nejvyssi praimérna hodnota RBC byla
zjiSténa 16. den pokusu u skupiny R1 (tedy po 16 dnech expozice ryb dusitanim pii

A4
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hodnota RBC byla zjisténa po 14 dnech expozice dusitanim (skupina P) a ¢inila 1,28 +
0,35 T-1%. Jak bylo zji§téno, 16. den pokusu doslo u skupin Ka P k naristu podtu
erytrocytll oproti hodnotdm zjisténym 14. den pokusu. Naopak mezi 16. a 22. dnem
doslo k mirnému snizeni primérného poctu RBC u vsech skupin ryb. Celkové lze
konstatovat, Ze zjisténé hodnoty poctu erytrocyti byly Vv prib&hu celého pokusu u mezi
skupin velmi dobfe srovnatelné, bez vyraznych rozdili. Kontrolni skupina vykazovala

vzdy mirn€ vyssi pramér hodnot ve srovnani se skupinou P, avsak tyto rozdily nebyly

statisticky vyznamné.
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Graf & 1: Pocet erytrocytii (RBC) v tera na litr (T = 10%) po 14, 16 a 22 dnech od zahdjeni
pokusu,; K = kontrola (pitna voda); P = 3 mg~l'l NO,; Rl =3 mg-l'1 NO, + 100 mg-l'1 ClI';R2 =
100 mg-l'l CI'; R3 pitnd voda.

Pocet leukocyti (WBC): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru jsou
uvedeny v Grafu ¢. 2. Z uvedeného grafu vyplyva, ze pocty leukocytd u vSech skupin
ryb se pohybovaly v rozmezi 23,44 + 8,08 az 31,56 + 14,75 G-I". Nejvyssi pramérna
hodnota WBC byla zji§téna po 14 dnech u skupiny K a &inila 31,56 + 14,75 G-1™.
8,08 G-I'. Podobng, jako v piipads erytrocyti byly i hodnoty leukocytt u jednotlivych

skupin ryb velmi vyrovnané a zjisténé rozdily nebyly statisticky vyznamné. Pfi srovnani
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vysledkd zjistovanych u jednotlivych skupin ryb je mozno pozorovat mirné sniZeni
pramérného poctu leukocytii mezi 16. a 22. dnem u skupin K, P, R1 a R3. V pribéhu
celého pokusu vykazovala kontrolni skupina mirné vyssi primérné hodnoty ve srovnani
se skupinou P, nejvétsi rozdil byl zaznamenan po 14. den pokusu, kdy primérna
hodnota WBC u skupiny K byla 31,56 + 14,75 G-1™a u skupiny P 25,19 + 18,55 G-1™.

Ani v tomto piipadé vsak rozdil hodnot nebyl statisticky vyznamny.
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Graf & 2: Pocet leukocytit \WBC) v giga na litr (G = 10°) po 14, 16 a 22 dnech od zahdjeni
pokusu; K = kontrola (pitna voda); P = 3 mg~l'l NO,; Rl =3 mg-l'l NO, + 100 mg-l'1 ClI';R2 =
100 mg-l'l CI'; R3 pitnd voda.

Mnozstvi hemoglobinu (Hb): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru
jsou uvedeny v Grafu ¢. 3. Z uvedeného grafu vyplyva, ze hodnoty Hb se pohybovaly
v rozmezi 58,59 + 7,01 az 76,93 + 10,73 g-I". Nejvyssi praimérna hodnota Hb byla
priméra hodnota byla zjiténa po 16 dnech u skupiny R3 a &inila 58,59 + 7,01 g-1™.
V pribéhu pokusu vykazovaly zjisténé hodnoty Hb velmi malé rozdily, které nebyly
statisticky vyznamné. Statisticky vyznamny rozdil na hladiné¢ vyznamnosti P < 0,05
vsak byl zjiStén 22. den pokusu, a to mezi skupinami K (Hb 76,93 + 10,73 g-l'l) aP
(62,35 + 8,25 g-1I').
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Graf & 3: Mnois$tvi hemoglobinu (Hb) v gramech na litr (g-I'") po 14, 16 a 22 dnech od
zahdjent pokusu; K = kontrola (pitnd voda); P = 3 mg-I* NO,; RI = 3 mg-I* NO;+ 100 mg-I*
CI'; R2 = 100 mg-I* CI'; R3 pitnd voda.

Hematokritova hodnota (PCV): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru
jsou uvedeny v Grafu ¢. 4. Z uvedeného grafu vyplyva, ze primérné hodnoty PCV se
pohybovaly v rozmezi 0,21 + 0,04 a2 0,26 + 0,02 I-1I". Nejvy3si pram&rna hodnota PCV
pramérna hodnota byla zjisténa po 16 dnech u skupiny R3 a &inila 0,21 + 0,04 1-1™.
Vysledky méfeni po 14 a 22 dnech byly velmi vyrovnané bez statisticky vyznamnych
rozdili. Po 16 dnech vSak byl zjistén statisticky vyznamny rozdil na hladiné
vyznamnosti P < 0,01 mezi skupinou R1 s priamérem PCV 0,26 + 0,02 I-1"a skupinou
R3 s primérem PCV 0,21 + 0,04 -1
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Graf & 4: Hematokritovd hodnota (PCV) v litrech na litr (I1") po 14, 16 a 22 dnech od
zahdjent pokusu; K = kontrola (pitnd voda); P = 3 mg-I* NO,; R1 = 3 mg-I* NO;+ 100 mg-I*
CI'; R2 = 100 mg-I* CI'; R3 pitnd voda.

Methemoglobin (MetHDb): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru jsou
uvedeny v Grafu ¢. 5. Z uvedeného grafu vyplyva, Ze primérné hodnoty MetHb se
pohybovaly v rozmezi 0,88 + 1,58 az 9 £+ 5,92 %. Nejvyssi primérna hodnota MetHb
hodnota MetHb byla zjisténa po 22 dnech u skupiny R2 a ¢inila 0,88 + 1,58 %. Jak
vyplyva z grafu, vysledky zjisténé 14. a 16. den pokusu byly srovnatelné a zjisténé
rozdily mezi skupinami nebyly statisticky vyznamné. Statisticky vyznamny rozdil na
hladiné vyznamnosti P < 0,01 byl zaznamenan az v zavéru pokusu (22. den), a to mezi
skupinou K s primérem MetHb 9 + 5,92 % a skupinou R2 s primérem MetHb 0,88 +
1,58 %.
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Graf & 5: Podil methemoglobinu (MetHb) v procentech (%) po 14, 16 a 22 dnech od
zahdjent pokusu; K = kontrola (pitnd voda); P = 3 mg-I* NO,; RI = 3 mg-I* NO;+ 100 mg-I*
CI'; R2 = 100 mg-I"* CI'; R3 pitnd voda.

Stfedni objem erytrocytu (MCV): primérné hodnoty a smérodatné odchylky
vybéru jsou uvedeny v Grafu €. 6. Z uvedené¢ho grafu vyplyva, Zze primérné hodnoty
MCYV vsech skupin ryb se pohybovaly v rozmezi 138,06 + 27,27 az 195,44 + 22,49 fl.
Nejvyssi primérnd hodnota MCV byla zjisténa po 14 dnech u skupiny P a ¢inila 195,44
skupiny R3 a ¢inila 138,06 + 27,27 fl. Vysledky zjisténé v prabchu testu jsou pomérné
vyrovnané. Vyraznéjsi rozdily primérnych hodnot byly zaznamenany 16. den pokusu,
kdy byl zaznamenan pokles MCV u vsech skupin ryb. 22. den pokusu doslo naopak
K nardstu MCV u vSech skupin ryb. Zjisténé rozdily mezi skupinami vsak nebyly

statisticky vyznamné.
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Graf & 6: Stitedni objem erytrocytu (MCV) ve femtolitrech (fl = 10™° I) po 14, 16 a 22 dnech
od zahdjent pokusu; K = kontrola — pitnd voda; P = 3 mg-I* NO,; RI = 3 mg-I* NO,+ 100
mg-I* CI'; R2 = 100 mg-I'* CI'; R3 pitnd voda.

Hemoglobin erytrocytu (MCH): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru
jsou uvedeny v Grafu ¢. 7. Z uvedeného grafu vyplyva, ze primérné hodnoty MCHC
vSech skupin ryb se pohybovaly v rozmezi 36,4 + 6,32 az 53,52 + 18,5 pg. Nejvyssi
prumérna hodnota MCH byla zjisténa po 14 dnech u skupiny K a ¢inila 53,52 + 18,5 pg.
¢inila 36,4 + 6,32 pg. 16. den pokusu doslo k poklesu priimérnych hodnot MCHC u
obou skupin ryb (K i P) ve srovnani s hodnotami, které byly zjistény 14. den. 22. den
doslo naopak k nartistu MCH u vSech skupin v porovnani s odbérem po 16 dnech.

Rozdily mezi skupinami nebyly statisticky vyznamné.

42



MCH

80
= ‘ [ T
g 60 OK
mP
40 1 T [ T O R1
OR2
20 +— H R3
0 . .

14 16 22

Den odbéru [d]

Graf ¢ 7: Hemoglobin erytrocytu (MCH) v pikogramech (pg = 10™ g) po 14, 16 a 22
dnech od zahdjeni pokusu; K = kontrola — pitnd voda,; P = 3 mg-l'1 NO,,; Rl =3 mg-l'1 NO, +
100 mg-* CI'; R2 = 100 mg-I™* CI'; R3 pitnd voda.

Stfedni barevna koncentrace erytrocytu (MCHC): primérné hodnoty a
smérodatné odchylky vybéru jsou uvedeny v Grafu €. 8. Z uvedeného grafu vyplyva, ze
prumérné hodnoty MCHC vsech skupin ryb se pohybovaly v rozmezi 0,24 + 0,04 az
0,32 + 0,03 1'I". Nejvyssi primérna hodnota MCHC byla zjifténa po 22 dnech u
zjisténa po 16 dnech u skupiny R1 a &inila 0,24 + 0,04 1-I'*. Rozdily pram&rnych hodnot
MCHC zjisténé 14. a 16. den pokusu mezi jednotlivymi skupinami nebyly statisticky
vyznamné. V primérnych hodnotach. 22. den pokusu byl zjistén maly, ale statisticky
vyznamny rozdil na hladin€¢ vyznamnosti P <0,01 mezi skupinou Ka ostatnimi

skupinami.
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Graf & 8: Stiedni barevnd koncentrace erytrocytu (MCHC) v litrech na litr (/-7 po 14, 16
a 22 dnech od zahdjeni pokusu, K = kontrola; P = 3 mg~l'1 NO,, Rl =3 mg-l'1 NO, + 100 mg-I
LCI'; R2 = 100 mg-I* CI'; R3 pitnd voda.

4.2. Biochemicka analyza

Dusitany (NO3): dusitany byly stanovovany tzv mikrometodou podle Shechtera a
kol. (1972). Pouzitim zvolené metody nebylo mozné dusitany v krvi stanovit, nebot’

koncentrace dusitanl byla pod mezi detekce pouZité metody (< 0,05 mg-I* NO,).

Glukoéza (GLU): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru jsou uvedeny
v Grafu ¢. 9. Z uvedeného grafu vyplyva, Ze primérné hodnoty GLU se pohybovaly
v rozmezi 2,87 £ 0,47 az 5,73 + 3,26 mmol-1™. Nejvyssi primérna hodnota GLU byla
primé&rnd hodnota GLU byla zjiSténa po 22 dnech u skupiny K a ¢inila 2,87 + 0,47
mmol-1?. Rozdily ve zjisténych hodnotich mezi skupinami ryb nebyly statisticky

vyznamne.
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Graf & 9: Koncentrace glukézy (GLU) v milimolech na litr (mmol-I'") po 14, 16 a 22 dnech
od zahdjeni pokusu; K = kontrola — pitna voda;, P = 3 mg-l'1 NO,; Rl =3 mg-l'1 NO, + 100
mg-I* CI'; R2 = 100 mg-I'* CI'; R3 pitnd voda.

Vapnik (Ca): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru jsou uvedeny
v Grafu €. 10. Z uvedeného grafu vyplyva, Ze primérné hodnoty Ca vSech skupin ryb se
pohybovaly v rozmezi 2,65 + 0,16 — 3,18 + 0,46 mmol-I"*. Nejvyssi praimérna hodnota
prumérna hodnota Ca byla zjisténa po 16 dnech u skupiny R3 a ¢inila 2,65 + 0,16
mmol'I". Jak je patrné zuvedenych vysledki a niZe uvedeného grafu, promérné

hodnoty Ca byly velmi vyrovnané a zjisténé rozdily nebyly statisticky vyznamné.
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Graf & 10: Koncentrace vipniku (Ca) v milimolech na litr (mmol-I™) po 14, 16 a 22 dnech
od zahdjeni pokusu; K = kontrola — pitna voda;, P = 3 mg-l'1 NO,; Rl =3 mg-l'1 NO, + 100
mg-I* CI'; R2 = 100 mg-I'* CI'; R3 pitnd voda.

Hor¢ik (Mg): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru jsou uvedeny
v Grafu €. 11. Z uvedeného grafu vyplyva, ze primérné hodnoty Mg vSech skupin ryb
se pohybovaly v rozmezi 0,88 + 0,06 az 1,08 + 0,13 mmol1™. Nejvyssi praimérma
hodnota Mg byla zjisténa po 14 dnech u skupiny P a &inila 1,08 + 0,13 mmol-1™.
0,88 + 0,06 mmol'l". Bezprostfedng po pocatetni expozici zvysené koncentraci
dusitant (14. den pokusu) byl zjistén u exponovanych ryb nepftili§ velky, ale statisticky
vyznamny narist koncentrace Mg ve srovnani s kontrolou (P < 0,05). V nasledujicich
dnech ale jiz byly primérné koncentrace Mg vyrovnané a rozdily mezi skupinami

nebyly statisticky vyznamné.
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Graf & 11: Koncentrace hoi¢iku (Mg) v milimolech na litr (mmol-I'") po 14, 16 a 22 dnech
od zahdjent pokusu; K = kontrola- pitnd voda; P = 3 mg-I* NOJ'; RI = 3 mg-I* NO; + 100 mg-[
LCI'; R2 = 100 mg-I* CI'; R3 pitnd voda.

Celkova bilkovina (TP): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru jsou
uvedeny v Grafu ¢. 12. Z uvedeného grafu vyplyva, ze primérné hodnoty TP vSech
skupin ryb se pohybovaly v rozmezi 24,63 + 5,15 az 31,75 + 2,96 g, Nejvyssi
pramérna hodnota TP byla zjisténa po 22 dnech u skupiny R1 a &inila 31,75 + 2,96 g-1™.
24,63 + 5,15 g, Statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) mezi skupinami P a K byl
zjistén po 14 denni expozici, kdy primérny obsah TP u skupiny K &inil 30 2,78 g1t a
u skupiny P &inil 24,63 + 5,15 g1, Dale byl zji§tén statisticky vyznamny rozdil
(P <0,05) 22. den pokusu mezi skupinami P a R1, kdy primérna koncentrace u skupiny

P ¢inila 25,5 + 4,87 g;l'1 a u skupiny R1 ¢inila 31,75 £2,96 g~l'1.
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Celkova bilkovina (TP)
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Graf & 12: Obsah celkového proteinu (TP) v gramech na litr (g-I'") po 14, 16 a 22 dnech od
zahdjent pokusu; K = kontrola- pitnd voda; P = 3 mg-I* NO,; RI = 3 mg-I* NO,+ 100 mg-I*
CI'; R2 = 100 mg-I* CI'; R3 pitnd voda

Amoniak (NH3): primérné hodnoty a smérodatné odchylky vybéru jsou uvedeny
v Grafu €. 13. Z uvedeného grafu vyplyva, ze primérné hodnoty NHj3 vSech skupin ryb
se pohybovaly v rozmezi 199,67 + 60,13 az 546 + 138,02 pmolI"*. Nejvyssi pramérna
hodnota NH; byla zjidténa 16. den u skupiny K a &inila 546 + 138,02 pmol'I* a nejnizsi
prumérna hodnota NHj byla zjisténa po 22 dnech u téze skupiny a ¢inila 199,67 + 60,13
umol'1*. 16. den dolo ke zvySeni pramérnych hodnot NHsz u skupin P i K oproti
hodnotam zjisténym 14. den pokusu. 16. den pokusu byly zjistény statisticky vyznamné
rozdily (P <0,01) vobsahu HN; mezi skupinami K, P, R1 a skupinami R2, R3.
Statisticky vyznamné rozdily (P < 0,01) byly rovnéZz zaznamenany 22. den pokusu mezi

skupinami K, R2 a skupinami P, R1, R3.

48



NH3

800
a
[ aa
600 - oK
- A b A mP
- — 4 T
g 400 OR1
=3 a a
= O R2
200 4 B R3
0 T T
14 16 22

Den odbéru [d]

Graf & 13: Koncentrace amoniaku (NHz) v mikromolech na litr (umol-I™) po 14, 16 a 22
dnech od zahdjeni pokusu,; K = kontrola;, P =3 mg~l'l NO,; Rl =3 mg-l'1 NO, + 100 mg~l'1 Cl;
R2 = 100 mg-I"* CI'; R3 pitnd voda.
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5. DISKUZE

Prace byla zaméfena na sledovani negativnich dusledkd subchronické expozice
tilapie nilské zvySené koncentraci dusitani a na pribéh nasledného regeneracniho
procesu, ktery spocival v pfevedeni exponovanych ryb do vody rozdilnych
hydrochemickych parametrd (rozdilny obsah dusitand, a chloridd). Sledovani vlivu
expozice dusitantl i i¢innosti regeneracniho procesu bylo provadéno na zakladé¢ zmén
vybranych hematologickych a biochemickych parametri krve. Cilem bylo monitorovat,
posoudit a porovnat zmény sledovanych parametrt krve pokusnych a kontrolnich ryb a
na zakladé tohoto sledovani navrhnout moznosti, kterymi by bylo mozno minimalizovat
ztraty zpuisobené snizenou efektivitou chovu v disledku pasobeni dusitanti. Expozi¢ni
koncentrace dusitanti byla zdmérn& volena tak, aby nepiedstavovala pro tilapii nilskou
bezprostiedni ohroZeni Zivota, ale pouze reverzibiln€ ovlivnila nékteré ze sledovanych
parametrt, na jejichz zaklad¢ by bylo mozno sledovat pribéh regenerace. Vzhledem
k tomu, Ze koncentrace chloridi byla ve vod& pouzité k pokusu velmi nizka (5 mg-1*

CI), byla zvolena i pomérné& nizka koncentrace dusitand (3 mg-1" NOy).

Jak ale ukazala provadéna hematologicka a biochemicka vySetfeni, zvolena
koncentrace dusitanii byla natolik nizkd, ze nevyvolala statisticky vyznamné zmény u
z4dného ze sledovanych parametri. Mozno tedy konstatovat, ze expozice dusitanim
v koncentraci 3 mg-1" NO, nepfedstavovala pro tyto ryby bezprosttedni zdravotni
ohrozeni. Podobné zavéry uvadéji ve své praci Shnel a kol. (2002) kteii prokazali, ze 1ze
bezproblémove chovat tilapie nilské dlouhodobé v recirkula¢nim systému az do trzni
velikosti ve vod& s koncentraci dusitani do 6 mg-1* NO,, bohuZel v této praci neni
uvedena koncentrace chloridu, takze exaktni porovnani uvedenych hodnot je obtizné. U
dospélych tilapii (90,7 g) zjistili Atwood a kol. (2001) letdlni koncentraci po 96
hodinach 26,3 mg-1" NO™ pii koncentraci chloridit 300 mg-1™ CI". Yanbo a kol. (2006)
u plidku tilapie (2 g) zjistili, Ze 96hLC50 je 44,67 mg-l'1 NO; pfi koncentraci chlorida
70,0 mg-I* CI. Z t&chto prikladi je jasng patrné, Ze koncentrace dusitanii zvolena
V nasem pokusu je podstatné niz§i, neZ uvadéji vySe jmenovani autofi. Jak jiz ale bylo
feceno, pokusy, které citované prace uvadeji, byly provadény za podstatné vysSich
koncentraci chloridd, takZe pfi volbé expoziéni koncentrace dusitanii nebylo moZno

z téchto vysledki vychazet.
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Vzhledem k tomu, Ze nami zvolend expozi¢ni koncentrace dusitani byla nizka a
vyrazné se neprojevila zménami hematologickych a biochemickych parametra krve
pokusnych ryb, neni mozné hledat optimalni zpiisob regenerace. Jak ukazaly ziskané
vysledky, vétSina sledovanych parametri krve odebrané jednotlivym skupindm ryb se
vyrazné neliSila a nevykazovala statisticky vyznamné rozdily. Ty se objevuji pouze
Vv ojedinélych piipadech a navic pfi pomérné¢ malém rozdilu primérnych hodnot, které
nijak zasadné nevybocovaly z hodnot uvadénych v literature jako bézné nalézané pro

tilapii nilskou nebo pro kaprovité ryby.

Urcity pozitivni vliv zvySené koncentrace chloridii Ize pozorovat na piikladu
zaznamenana v zaveéru testu u skupiny ryb, kterd byla po expozici pfevedena do vody
prosté dusitanil se zvySenou koncentraci chloridii. Tato hodnota se dokonce statisticky
vyznamné liSila od hodnoty zjisténé v kontrolni skupiné ryb. AvSak nutno podotknout,

ze podil methemoglobinu v zddné skupin€ ryb nedosahl hodnot, které by se u ryb bézné

nevyskytovaly.

Pozitivni vliv chloridti na odolnost ryb a dalSich vodnich Zivo¢ichu je z literatury
velmi dobfe znam. (Russo a Thurston, 1977; Palachek a Tomasso, 1984; McConnell
1985; Machova a Svobodova, 2001). Snizeni toxicity dusitanli zvySenou koncentraci
chloridii pozorovali také Yanbo a kol. (2006) v pokusu s plidkem tilapie nilské pti
koncentracich 35 mg-1™ a 70 mg 1" chloridd, pii kterych zjistili hodnotu 96hLC50 28
mg-1" NO; resp. 96hLC50 45 mg 1! NO,. Jako prevence proti toxickému pisobeni
dusitantt v recirkulacnich systémech se v literatufe doporucuje zvySeni koncentrace
chloridt alespoti 100 az 150 mg-1™ CI' (Popma a Masser, 1999). Dilezité je znat tzv.
chloridové ¢islo udavajici pomér CI/NO; N. V prubéhu naSeho testu bylo nejnizsi
chloridové ¢islo u skupiny P (5,5) pii koncentraci dusitanti 3 mg-l'1 NO; (0,91 mg-l'1
NO,-N) a koncentraci chloridéi 5 mg-1". U ostatnich skupin bylo toto &islo vyrazné
vyssi (> 109). Ani vySe uvedeny nizky pomér CI'/NO, N nevedl u tilapii ke zhorSeni
jejich zdravotniho stavu. To je pravdépodobné dano nizkou koncentraci dusitant, ktera
ryby neohrozila ani pii tak nizké koncentraci chlorid. Jako vhodny pomér chlorida k
dusitanim doporucuji Durborow a kol. (1997) pro tilapie chované v rybnicich hodnotu
vyssinez 10. Naopak Kroupova a kol. (2005b) uvadéji vysi tohoto poméru v rozmezi 50
az 150. Tento rozdil mlze byt vyvolan prostfedim, pro které byly tyto poméry

stanoveny. V prvnim piipadé, kde se jedna o chov tilapii v rybnicich, se miize jednat o
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podstatné niz8i koncentrace dusitanti, nez kterym jsou ryby vystavovany
v recirkulac¢nich systémech, pro které je tento pomér doporucovan ve druhé praci.
Toxicitu dusitant ovliviiuji kromé chlorid mnohé dalsi faktory, které v pokusu nebylo
nutno brat vuvahu, protoze vSechny sledované parametry byly porovnavany

S parametry zji$§ tovanymi u kontrolnich ryb.
5.1. Hematologicka vySetieni

Pocet erytrocytic (RBC): provedenym pokusem nebyly prokazany statisticky
vyznamné rozdily u jednotlivych skupin ryb a zjisténé hodnoty se pohybovaly
vrozmezi 1,28 + 0,35 az 1,73 + 0,26 T-1". Na druhé strané je pravdou, Ze pocet
erytrocytti u skupiny ryb P vystavenych dusitanim pti nezvySené koncentraci chloridi
byl v pribéhu celého pokusu mirné nizsi ve srovnani se skupinou kontrolni K. Welker a
kol. (2012), kteti sledovali vliv desetitydenni expozice tilapii dusitanim v koncentraci
70 mg-1" NO, a 34 mg-I" CI', prokazali snizeni poétu erytrocytd z 1,53 na 1,28 T-17.
Podobné¢ zaznamenali Svobodova a kol. (2005a) statisticky vyznamny pokles erytrocytii
(P <0,05) pti pokusu s dvouletymi kapry (Cyprinus carpio), kteti byli vystaveni po
dobu 96 hodin dusitanim v koncentraci dusitant 67 mg-1" NO, a chloridi 11 mg-1* CI
. V obou popsanych piikladech bylo statisticky vyznamné sniZeni poctu erytrocytii
prokazano vzdy pii vyrazn€ vysSich koncentracich dusitanii (i kdyZ pii soucasné vyssi
koncentraci chloridti). Gabriel a kol. (2011) zjistili u zdravych tilapii pocet erytrocytt
v rozmezi 2,05 az 4,25 T-1". U kapra uvadi Svobodova a kol. (1986) obvykly pocet
erytrocytii podobny nami zjisténym hodnotam a to 1,1 az 1,8 T-1"". Pfedpokladam, Ze pii
naSem pokusu byla koncentrace dusitani pfiliS nizkd na to, aby vyvolala statisticky

vyznamny rozdil v poctu erytrocyti.

Pocet leukocytit (WBC): z vysledkil vyplyva, ze vliv dusitanii na po¢et WBC nebyl
prokazan. Pocet leukocytii byl mezi skupinami pomérné vyrovnany a vykazoval v
pribéhu testu mirné snizujici tendenci takika u vSech skupin. Podobné, jako v ptipadé
erytrocytl,, byly pifi vSech odbérech prokdzany snizené hodnoty leukocytl u ryb
pokusnych (skupina P) ve srovnani s kontrolnimi (skupina K). Zjisténé rozdily vsak
nebyly statisticky vyznamné. Hodnoty WBC se pohybovaly v rozmezi 23,44 + 8,08 az
31,56 + 14,75 G-1™. Vy3§i hodnoty WBC (42,3 + 4 G-1™) popisuji Welker a kol. (2012)
u juvenilnich tildpii po 10 tydnech pii koncentracich 70 mg-1" NO, a 34 mg-I" CI.
Svobodova a kol. (2005a) prokazali v 96 hodinovém pokusu s dvouletymi kapry 7,1 +
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4,19 G-I pii koncentraci dusitanii 67 mg-1" NO;™ a chlorida 11 mg-I* CI. Obvykly
pocet leukocytii je u tilapii uvadén v Sirokém rozmezi 118,75 az 93,25 G-I (Hrubec a
kol., 2000; Manuel a kol. 2007; Gabriel a kol., 2011). Také u kapra a pstruha duhového
uvadi Svobodova a kol. (1986) obvykly pocet leukocytli velmi variabilni a to 10 az 80
G-I Pro prokazatelny pokles poctu leukocyti je pravdépodobnd vyse koncentrace

dusitanii 3 mg-1"* NO,” nedostacujici.

Mnozstvi hemoglobinu (Hb): Z méfeni provadénych v prubéhu naSeho pokusu
vyplyva, ze expozice ryb dusitanim vyvolala mirné sniZzeni koncentrace hemoglobinu.
Rozdil se zvySoval s dobou expozice a nejvyraznéjsi a také statisticky vyznamny na
hladin¢ vyznamnosti P < 0,05 byl v zavéru pokusu, tedy po 22 dnech expozice ryb
dusitantim mezi kontrolni skupinou (K: 76,93 + 10,73 g-1"") a pokusnou (P: 62,35 + 8,25
g'1™h). U ryb ostatnich skupin (tedy u ryb, které prod&lavaly rekonvalescenci), byla
koncentrace hemoglobinu v zavéru pokusu rovnéz nizsi, avsak rozdil nebyl statisticky
vyznamny. Yildiz a kol. (2006) prokazali vyrazny pokles hemoglobinu v testu na
tilapiich (55 g) jiz po dvoudenni expozici dusitanim v koncentraci 1,7 mg-1"* NO,™ pii
56 mg 1" CI" . Podobné hodnoty Hb (68 + 8 g-1%) prokazali Welker a kol. (2012) u
juvenilnich tilapii po 10 tydenni expozici koncentraci 70 mg-1* NO,™ a 34 mg-1* CI" ve
srovnani s vysledky pred zahdjenim expozice (72 + 7 g-1?). Prokazatelné sniZeni
mnozstvi Hb na uroveii 63,40 + 6,61 g1 zaznamenali Svobodova a kol. (2005a) v 96
hodinovém pokusu, kdy byli dvouleti kapfi vystaveni koncentraci dusitanti 67 mg-1*
NO, pii koncentraci 11 mg-1™" CI'. Viechny tyto Gdaje potvrzuji predpoklad autorti Das
a kol. (2004), Ze dlouhodobym piisobenim dusitani mize dochazet ke sniZeni tvorby
hemoglobinu. Obvyklé¢ mnozstvi hemoglobinu je u tilapii uvadéno v rozmezi 39,9 az
70,3 g-I'* (Hrubec a kol., 2000). U kapra a pstruha duhového uvadi Svobodova a kol.
(1986) mnozstvi Hb 60 az 100 g-l’l. Nasim pokusem bylo prokdzano, Ze naruSeni tvorby
hemoglobinu mize byt vyvolano i1 expozici pomérné nizkym koncentracim dusitanti, a
to 1 u tak odolnych ryb jako je tilapie nilskd, pokud je expozice dostatecné dlouha
(v nasem ptipad¢ 22 dnit). Nutno ale podotknout, ze pokles koncentrace hemoglobinu
nebyl nijak dramaticky a vyslednd koncentrace vyrazné nevybocuje z bézné uvadénych
hodnot. Na tomto misté bych radd jest¢ zminil pfiznivy U€inek provadéné
rekonvalescence, ktera se projevila u vSech zbyvajicich skupin ryb niz§im poklesem
koncentrace hemoglobinu a v disledku toho nebyl zjistény rozdil mezi témito

skupinami a skupinou kontrolni statisticky vyznamny.
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Hematokritova hodnota (PCV): prumérné hodnoty PCV zjisténé pokusem se
pohybovaly v rozmezi 0,21 + 0,04 az 0,26 + 0,02 I'I". Celkové Ize konstatovat, Ze
vysledky méfeni byly velmi vyrovnané s vyjimkou 16. dne, kdy byl zjistén statisticky
vyznamny rozdil (P < 0,01) mezi skupinou R1 s primérem PCV 0,26 + 0,02 I'I"a
skupinou R3 sprimérem PCV 0,21 + 0,04 I'I". Prestoze se jedna o statisticky
vyznamny rozdil, rozdily v primérnych hodnotach jsou velmi malé a v zavéru pokusu
jiz za4dny z rozdili nebyl statisticky vyznamny. V literatufe se uvadi jako disledek
expozice ryb dusitaniim pokles hematokritové hodnoty (Hilmy a kol., 1987). V nasem
pfipadé byla po 14ti denni expozici zjiSt€éna mirné vyS$i primérnd hematokritova
hodnota ve srovnani s kontrolou, ale rozdil nebyl statisticky vyznamny, coZ lze opét
vysvétlit nizkou expoziéni koncentraci. Yildiz a kol. (2006) prokazali vyrazny pokles
hematokritové hodnoty pokusem na tilapiich (55 g) pii dvoudennim testu
s koncentracemi 1,7 mg-1" NO,™ a 56 mg-I* CI'. Podobn& Welker a kol. (2012) zjistili
pokles PCV b&hem 5 tydni z 0,29 na 0,21 11" u juvenilnich tilapii p¥i koncentracich 70
mg-1" NO; a 34 mg-1* CI. Obvykld hematokritova hodnota je u tilapii uvadéna
v Sirokém rozmezi 17 az 45 % (Hrubec a kol., 2000; Chen a kol. 2003; Manuel a kol.
2007; Gabriel a kol., 2011). Prakticky shodné hodnoty jsou uvadény u kapra a pstruha
duhového Svobodova a kol. (1986). Hodnoty hematokritu namétené v naSem pokusu
nijak nevybocovaly mimo obvyklé hodnoty vySe uvedenych autorti, coz podporuje vyse

zminéné vysvétleni o nizké koncentraci dusitanit béhem naSeho pokusu.

Methemoglobin (MetHb): primérné hodnoty MetHb se pohybovaly v rozmezi 0,88
+ 1,58 az 9 + 5,92 %. S vyjimkou hodnot zjisténych v zavéru pokusu nebyly rozdily
statisticky vyznamné, coz odpovidd nizké koncentraci dusitanii, které byly ryby
vystaveny. Statisticky vyznamné rozdily, které byly zjistény v zavéru pokusu mezi
skupinou kontrolni (K) a skupinou R2 by snad bylo moZzno vysvétlit absenci dusitant a
zvySenou koncentraci chloriddi ve vodé¢, ve které byly umistény ryby této skupiny.
AvSak nutno zdlraznit, Ze zd&dnd z primérnych hodnot neptekrocila hodnotu 10 %, coz
jsou hodnoty, které nelze povazovat u ryb za neobvyklé Beutler (1968). Hodnoty
methemoglobinu naméfené u kontrolnich ryb, které nebyly vystaveny dusitaniim, lze
vysvétlit tvorbou methemoglobinu, ktery vznikd samovolné autooxidaci hemoglobinu,

jak uvadi Kiese (1974).

Citlivejsi reakcei tilapii (55 g) na ptitomnost dusitantl ve vode prokazali Yildiz a kol.

(2006), ktefi zjistili po dvoudenni expozici ryb dusitaniim v koncentraci 1,7 mg-1™ NO,”
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a 56 mg-1" CI zvyseny podil MetHb (16,83 + 0,41 %) a pii koncentraci dusitant 4,6
mg-I" NO;™ byl podil MetHb 36,66 + 1,02 %. Welker a kol. (2012) zjistili razantni
nartst methemoglobinu béhem 5 tydnti na 86 % a po 10 tydnech dokonce na 93,7 % u
juvenilnich tilapii, které byly vystaveny koncentraci 70 mg-1* NO, pfi 34 mg-1* CI.
Tyto studie potvrzuji, ze ryby (a zvlasté tilapie) jsou schopny odolavat vysoké hladiné
methemoglobinu (Williams a Eddy, 1988; Kamstra a kol., 1996). Obvyklé hodnoty
methemoglobinu u tilapii jsou uvadény v rozmezi 4,2 az 8,6 % (Welker a kol., 2012).
Vysledky naseho pokusu naznacuji, ze pti koncentraci dusitani 3 mg-l'1 NO; nedochazi

K vyraznému naristu MethHb nad obvyklou tGroven zjistovanou u tilapie nilské.

Sti‘edni objem erytrocytu (MCV): z vysledku pokusu vyplyva, ze hodnoty MCV se
mezi skupinami neliSily. K vyraznému poklesu MCV doslo mezi 14. a 16. dnem u vSech
skupin bez prikazného vlivu rozdilnych koncentraci sledovanych latek. Primérné
hodnoty MCV se pohybovaly vrozmezi 138,06 + 27,27 az 195,44 + 22,49 fl.
Svobodova a kol. (2005a) vSak neprokazali zménu v MCV po 96 hodinovém pokusu
s dvouletymi kapry pii koncentracich dusitanti 67 mg-1™ NO, a chlorida 11 mg-1™* CI,
ale jisté sniZeni této hodnoty prokézali s navySenim chloridéi na 100 mg-1* CI". Gabriel
a kol. (2011) zjistili obvyklé hodnoty MCV u tilapii nilskych (246 g) chovanych
Vv recirkulac¢nich systémech v rozmezi 79 az 87 fl a ve vodni nadrzi v rozmezi 49 az 51
fl. U kapra uvadi Svobodova a kol. (1986) hodnotu MCV 200 az 300 fl a u pstruha
duhového 350 az 400 fl. Ze srovnani s vySe uvedenymi autory je ziejmé velké rozpéti
hodnot MCV u ryb. Z vysledki naseho pokusu vyplyva, ze dusitany v ndmi pouzité

koncentraci nemaji na hodnotu MCV vliv.

Hemoglobin erytrocytu (MCH): provedenym pokusem nebyl prokazan vliv
dusitanti na MCH. Z vysledki vyplyva, Ze primérné hodnoty MCH byly u vSech skupin
ryb znacné vyrovnané a pohybovaly se v rozmezi 36,4 + 6,32 az 53,52 + 18,5 pg. 16.
den pokusu doslo k poklesu primérnych hodnot MCH u vSech skupin ryb. Nebyla vSak
prokdzana zéavislost na odlisSnych koncentracich sledovanych latek mezi skupinami.
Svobodova a kol. (2005a) vSak neprokazali zménu v MCH po 96 hodinovém pokusu
s dvouletymi kapry pfi koncentracich dusitani 67 mg-l'1 NO;" a chloridi 11 mg: It CI.
Gabriel a kol. (2011) zjistili obvyklé hodnoty MCH u tilapii nilskych (246 g) chovanych
Vv recirkulacnich systémech v rozmezi 18 az 24 pg, a v rozmezi 16,6 az 17 pg. U kapra
uvadéji Svobodova a kol. (1986) mnozstvi MCH 50 aZ 60 pg a u pstruha duhového 65

az 75 pg. Vysledky pokusu naznacuji, Ze se hodnoty MCH vyrazné nelis§i od hodnot
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popsanych v literatufe. Proto se porovnanim s vySe uvedenymi autory domnivam, ze

koncentrace dusitanti pouzita v naSem pokusu neméla negativni vliv na mnozstvi MCH.

Stiedni barevna koncentrace (MCHC): z vysledkl vyplyva, ze primérné hodnoty
MCHC vsech skupin ryb se pohybovaly v rozmezi 0,24 + 0,04 az 0,32 + 0,03 I-1™.
V zavéru pokusu se prokazaly statistické odlisnosti (P < 0,01) mezi kontrolou (0,32 +
0,03 I'I") a ostatnimi skupinami. (0,27 az 0,28 + 0,02 I-I"). Tyto rozdily ale byly
z celkového pohledu malé. Svobodova a kol. (2005a) zjistili po 96 hodinovém pokusu
s dvouletymi kapry pti koncentracich dusitanti 67 mg-1" NO,™ a chlorida 11 mg-I* CI
vy§§i hodnotu MCHC (0,27 1'1I'Y) u pokusnych ryb ve srovnani s kontrolou (0,20 1-17).
Gabriel a kol. (2011) zjistili obvyklé hodnoty MCHC u tilapii nilskych (246 g)
chovanych v recirkulaénich systémech v rozmezi 0,23 az 0,29 11" a ve vodni nadrz
v rozmezi 0,33 az 0,35 1-1". U kapra uvadgji Svobodova a kol. (1986) obvyklé mnozstvi
MCHC 0,2 az 0,26 I'I'* a u pstruha duhového 0,17 az 0,2 1'I*. Srovnanim s vyse
uvedenymi piiklady lze konstatovat, Zze mnozstvi dusitanii v naSem pokusu nema

negativni vliv na MCHC.
5.2. Biochemickd analyza

Dusitany (NOy): v provedeném pokusu se nepodafilo detekovat obsah dusitant
v krevni plazmé. Mez detekce metody (Shechter a kol., 1972) se pohybuje na urovni
0,05 mg ' NO,. Koncentrace dusitanti v krevni plazm& se tedy pravd&podobné
pohybovala pod vyse uvedenou hodnotou. U vétSiny sledovanych druht ryb lze naméfit
vys§i hodnoty dusitanti v krevni plazmé, nez jaké jsou v okolni vod€. Toto potvrzuji
studie na tilapiich (Yildiz a kol., 2006; Palachek a Tomasso, 1984), zaroven se shoduji,
ze ryby dusitany v krvi aktivné soustfed’uji. Vysvétlenim mohou byt fyziologické
pochody u ryb (Margiocco a kol., 1983). Pokusem na tilapiich nilskych (55 g) zjistili
Yildiz a kol. (2006) koncentraci dusitanii v krevni plazmé 15 mg-1* NO;-N (50 mg-1*

NO,") pti dvoudennim testu s koncentracemi 4,6 mg-1*NO; a 56 mg-1* CI".

Glukéza (GLU): pokusem se neprokazal vliv dusitanii na koncentraci glukdzy.
Z méteni vyplyva, ze primérné hodnoty GLU se pohybovaly v rozmezi 2,87 + 0,47 azZ
573 + 326 mmoll®. V pribshu pokusu byly hodnoty pomérné vyrovnané a
nevykazovaly Zadny trend. Obvyklé hodnoty GLU uvadéné v literatufe pro tilapii
nilskou se pohybuji v rozmezi 2,5 az 5,6 mmol:I'* GLU (Hrubec a kol., 2000; Chen a

56



kol., 2003; Manuel a kol., 2007; Kolafova a Velisek 2012). Hodnoty GLU se od

obvyklych hodnot uvadénych v literature nelisi.

Vapnik (Ca): pokusem nebyl neprokazan vliv dusitani na koncentraci vapniku.
Primérné hodnoty Ca vsech skupin ryb se pohybovaly v rozmezi 2,65 £ 0,16 — 3,18 £+
0,46 mmol-1™* a byly zna&ng vyrovnané. Obvyklé hodnoty Ca uvadéné pro tilapii nilskou
se V literatufe uvad&ji v rozmezi 2,7 az 4 mmol-1™* Ca (Kolafové a Velisek 2012), vyssi
obvyklé hodnoty Ca v recirkulaénich systémech (4,35 az 7,75 mmoll?) uvad&ji
(Hrubec a kol., 2000; Chen a kol., 2003; Manuel a kol., 2007), zaroven vsak popisuji
velkou individudlni rozkolisanost. Vyssi hodnoty vapniku mohou byt zplisobeny

metabolickymi pochody.

Hoi¢ik (Mg): primérné hodnoty Mg byly témét vyrovnané ve vSech skupindch a
pohybovaly se v rozmezi 0,88 + 0,06 az 1,08 £ 0,13 mmol1"". Pfesto byl 14. den pokusu
zjistén u exponovanych ryb nepftili§ velky, ale statisticky vyznamny (P < 0,05) nartst
koncentrace Mg (1,08 = 0,13 mmol-l'l) ve srovnani s kontrolou (0,95 + 0,09 mmol'l'l).
V nasledujicim méteni vSak tento rozdil nebyl patrny. Obvyklé hodnoty Ca uvadéné pro
tilapii nilskou se v literatufe uvad&ji v rozmezi 0,8 az 2 mmol-1* Ca (Hrubec a kol.,
2000; Chen a kol., 2003; Manuel a kol., 2007; Kolafova a Velisek 2012). Hodnoty Mg

zjisténé pokusem se shoduji s obvyklymi hodnotami Mg popisovanymi v literatuie.

Celkova bilkovina (TP): prumérné hodnoty TP vSech skupin ryb se pohybovaly
v rozmezi 24,63 + 5,15 az 31,75 + 2,96 g, Statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05)
v obsahu TP po 14 denni expozici mezi, K (30 + 2,78 g-1") a skupinou P (24,63 + 5,15
g1 byl vnasledujicich odbérech podpofen, oviem nebyl jiz statisticky prokazan
Zjistény statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) 22. den pokusu mezi skupinami P a R1,
kdy primérna koncentrace u skupiny P &inila 25,5 + 4,87 g1 a u skupiny R1 ¢&inila
31,75 + 2,96 g1?, se nevyznagoval trendem v pritbéhu celého pokusu a byl ve svém
piipad¢ ojedinély. Nelze to proto povaZovat za jasny ukazatel. Obvyklé hodnoty TP
uvadéné pro tilapii nilskou se v literatufe uvadéji v rozmezi 24 az 40 g-l'1 TP (Kolatova
a VeliSek 2012). Hodnoty TP zjisténé pokusem se shoduji s obvyklymi hodnotami

popisovanymi Vv literatufe.

Amoniak (NHs): provedenym pokusem se neprokazal vliv dusitani na koncentraci

NH3z vkrevni plazmé€. Primérné hodnoty NHsz vSech skupin ryb se pohybovaly
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vrozmezi 199,67 + 60,13 az 546 + 138,02 umol-l'l. 16. den doslo ke zvySeni
prumérnych hodnot NH3 u skupin P i K oproti hodnotam zjisténym 14. den pokusu. 16.
den pokusu byly zjistény statisticky vyznamné rozdily (P < 0,01) v obsahu HNs, které
byly také zaznamendny 22. den pokusu mezi skupinami K, P, R1 a skupinami R2, R3.
Statisticky vyznamné rozdily (P < 0,01) byly rovnéz zaznamenany mezi skupinami K,
R2 a skupinami P, R1, R3 22. dan pokusu. Tyto zji§téné hodnoty vSak vzajemné
nevykazovaly vyrazny trend. Obvyklé hodnoty NHs uvadéné pro tilapii nilskou se
V literatufe pohybuji v rozmezi 154 az 593 umol-l'1 NH; (Kolafova a Velisek, 2012).
Tito autofi zddraznuji, ze hladina amoniaku je vkrevni plazmé velice variabilni
v dasledku pusobeni riznych faktort. Hodnoty NHj zjisténé nasim pokusem se shoduji
S obvyklymi hodnotami NHj3; popisovanymi v literatufe. Proto lze konstatovat, Ze

hladina dusitanti pouzita v naSem pokusu neméla na koncentraci NHz Vvliv.
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6. ZAVER

Provedenym testem na tilapii nilské bylo prokdzano, ZzZe ctrnactidenni ani
dvaadvacetidenni expozice dusitanim v koncentraci 3 mg-1™ NO, pii koncentraci
chloridi 5 mg1? CI' nevyvolala zdsadn&jsi zmény ve sledovanych zakladnich
hematologickych a biochemickych parametrech krve. Vyjimkou byl mirny pokles
koncentrace hemoglobinu u pokusnych ryb ve srovnani s kontrolnimi rybami, ktery byl
zjistén v zavéru pokusu, tedy po 22 dnech expozice ryb dusitanim. Pfes nékteré
odchylky zjisténé mezi pokusnymi a kontrolnimi rybami prakticky Zzadny ze
sledovanych parametrii nedosahl hodnot, které by vybocovaly z mezi uvadénych pro
dané hematologické a biochemické parametry tilapie nilské nebo kapra obecného, které
jsou povazovany za b&zné se vyskytujici. V pribéhu testu nebyly zaznamenany ani
uhyny pokusnych ryb, ani zmény v jejich chovani ve srovnani s kontrolnimi. Provedena
sledovani prokézala, ze tilapie nilskd velmi dobie sndsi vySe uvedenou koncentraci
dusitanti pii nizké koncentraci chloridd (5 mg.1™ CI). Z toho diivodu nebylo mozno
objektivné vyhodnotit Uc¢innost rozdilnych podminek regenerace ryb po provedené

expozici dusitantim.

Provedeny pokus potvrdil obecné zndma tvrzeni o vysoké odolnosti tilapie nilské
vuci dusitanim. Tato odolnost piedurcuje tilapii k chovu v intenzivni akvakultuie, kde
se zvySené koncentrace dusitani za urcitych podminek objevuji. Naopak tento druh
ryby neni pro zminénou odolnost vhodny jako modelovy organizmus ke sledovani

negativnich vlivli vn€jsiho prostiedi na jeho zdravotni stav.

Pro nasledujici studie zabyvajici se vlivem dusitanti a chloridii na zdravotni stav
tilapie nilské bych doporucil pouzivat pti srovnatelnych koncentracich chloridit vyrazné

vy$si koncentraci dusitantl, nez jaka byla pouzita v naSem pokusu.
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Tolerance tilapie nilské vuci dusitanum

(Diplomova prdce)
Bc. Pavel Broz

2013

Abstrakt

Toxicita dusitanti pro ryby se zna¢n¢ liS§i a zdvisi na mnoha vnéjSich 1 vnitinich
faktord ovliviijicich toxicitu dusitant u ryb. Cilem této diplomové prace bylo posoudit
vliv zvySené koncentrace dusitanii na tilapii nilskou (Oreochromis niloticus) pfi
rozdilnych koncentracich chloridii. Dospé¢lé tildpie (prameérna hmotnost 376,3 = 59,2 g)
byly vystaveny po dobu 14 dnii dusitaniim v koncentraci 3 mg I”' NO;™ (tj. koncentrace
se bézné¢ vyskytuji v recirkulacnich systémech). Po 14 dnech byly pokusné ryby
rozddleny do 4 skupin: skupina P: 3 mg I NO,; skupina R1: 3 mg I"' NO, + 100
mg I”' CI”; skupina R2: 100 mg I"' CI” a skupina R3: voda z kohoutku bez p¥idani
dusitanti a chloridt. Tyto skupiny ryb byly drZzeny za téchto podminek po nasledujicich

sedm dni.

Pouzitim standardnich klinickych postupii byly stanoveny nésledujici hematologické
biochemické parametry: RBC, WBC, Hb, PCV, MetHb, MCV, MCH, MCHC, NO;,
GLU, Ca, Mg, TP, NH3. Koncentrace testovanych dusitani nebyla dostatecné vysoka,
aby zpusobila silné rozdilyparametrii. Pouze n€které z nich. /zmény hemoglobinu (Hb),
methemoglobin (MetHb) a stfedni barevné koncentrace hemoglobinu (MCHC)/ byly
statisticky vyznamné. Tato skute¢nost potvrdila, ze tildpia je odolnd zvySené
koncentraci dusitant a diky této odolnosti je tento druh ryby vhody pro intenzivni chov
ryb. Na druhé strané tento druh ryby neni ptili§ vhodny pro studium negativnich faktorti

zivotniho prostiedi na jeho stav.

Klicova slova: krev ryb, hematologické hodnoty, biochemické hodnoty, tilapie

nilskd, dusitany, chloridy.
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Tolerance of Nile tilapia to nitrites
(Thesis)

Bc. Pavel Broz

2013

Abstract

Nitrite toxicity to fish varies considerably and depends on a large number of external
and internal factors. Chloride concentration in water is considered one of the most
important factors influencing nitrite toxicity to fish. The aim of this thesis was to
evaluate the effect of increased concentrations of nitrite to Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) at different concentrations of chloride. Tilapias adults (mean weight 376.3 +
59.2 g) were exposed for 14 days to nitrite at the concentration of 3 mg I”' NO;™ (i.e.
concentration commonly found in recirculation systems). After 14 days the
experimental fishes were divided into 4 groups: the group P: 3 mg I NO,; the group
R1:3mg I"' NO,” + 100 mg I"' CI; the group R2: 100 mg I"' CI” and the group (R3)
the tap water without addition of nitrite and chloride. Fish of these groups were held

under these conditions for the following 7 days.

Using standard clinical procedures the following haematologic biochemical
parameters were determined: RBC, WBC, Hb, PCV, MetHb, MCV, MCH, MCHC,
NO;, GLU, Ca, Mg, TP, NH3). The tested nitrite concentration was not high enough to
cause strong differences of pursued parameters. Only some of them /changes in
haemoglobin (Hb), methaemoglobin (MetHb) and mean corpuscular haemoglobin
concentration (MCHC)/ were statistically significant. This fact confirmed that tilapia is
resistent to elevated nitrite concentration and due to this resistence this species of fish is
convenient for intensive fish farming. On the other hand this kind of fish is not too

suitable for studying of negative factors of environment on its condition.

Keywords: fish blood, haematological values, biochemical values, Nile tilapia,

nitrite, chloride.
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