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1.Uvod

Se zvySovanim lidské populace na Zemi roste spotfeba potravin. V roce 2019 bylo
na planeté 820 miliont lidi trpicich hlady (FAO, 2019). Potfeba stale vyssich
zemédélskych vynosl s sebou nese velky tlak na Zivotni prostredi (Goddek a kol., 2019).
Dochazi ke znecistovani a nadmérnému vyuzivani vod. PGda je vlivem Spatného
hospodareni degradovéana. Pfi rozsifovani vymeéry zemédélské pldy dochazi k ni¢eni
habitatl, a tedy k dalSimu prohloubeni ekologickych problém( (Rakocy a kol., 2003).

Akvaponie — kombinace chovu akvatickych organism( a péstovani plodin — by tedy
mohla byt klicem k feSeni téchto problémd a mize vést ke zmirnéni vlivu konvencéniho
zemédélstvi na Zivotni prostredi. Produkce neni zavisla na Urodnosti pady, farmu lze
vybudovat i uprostfed mésta, cozZ snizuje naklady na prepravu, pricemz spotrebitel ziska
Cerstvy lokalni produkt (van Gorcum a kol., 2019). Systém lze také budovat do vysky,
¢imzZ se zmirni problém s nedostatkem pldy. Dale pak nedochazi ke znecistovani a
nadmérnému vyuzivani vody. Ziviny z chovu ryb jsou znovu poufZity, &imz se takté? snizi
ekologicka stopa potravin (Goddek a kol., 2019). VSechny tyto aspekty odpovidaji
pozadavk(lm na trvale udrzitelné zemédélstvi, které je schopno uZivit velké mnozstvi lidi
s minimalnim vlivem na Zivotni prostredi.

Navzdory veskerym prfednostem setrvava akvaponie do znaéné miry spiSe v rukou
zahradkard na misto komeréniho vyuZziti (Monsees a kol., 2017). Jednim z hlavnich
problémd, které je treba pro rozvoj komercni akvaponie vyresit, predstavuje
management chorob a Skidcl (Bittsanszky a kol., 2016a; Folorunso a kol., 2021). Pfi
vyskytu patogenu jsou péstitelé vyuZivajici jednosmyckovy systém, kde se od sebe
jednotlivé slozky systému nedaji oddélit, pomérné bezmocni (Goddek a kol., 2019). Je
zde totiz mozny vliv aplikované latky na necilovy organismus (Folorunso a kol., 2021).
Negativné muUzZe pUsobit na bakterie, ¢i fyziologii a histopatologii ryb (Stouvenakers a
kol., 2019).

Tato prace se zabyva vlivem pfirodniho pesticidu na bazi azadirachtinu na
akvaponicky systém. Jejim zamérem je posoudit vliv pesticidu na rlst bazalky pravé
(Ocimum basilicum), stanovit, kolik se jej bude po aplikaci na bazalku nachazet ve vodé
akvaponického systému a jaky vliv ma pesticid na nitrifikacni bakterie a bakterie

v biofiltrech.



2.Literarni reserse

2.1. Ekologické problémy a odlvodnéni potreby udrzitelného zemédélstvi

Je odhadovano, Ze do roku 2050 bude na planeté pres 10 miliard lidi (FAO, 2017). S
rostouci populaci stoupd i poptavka po potravinach. Abychom byli schopni uzivit takové
mnozstvi lidi, musela by produkce potravin vzrlst zhruba o 70 %, a to béhem nékolika
desetileti (FAO, 2009). Reakci na problém nedostatku potravin bylo vidy rozsifeni
zemédélské pldy a zintenzivnéni hospodareni. Tento zplsob hospodareni vsak casto
ved| k degradaci zdrojd, k poskozeni az destrukci habitatli a ke zneciSténi Zivotniho
prostredi (Goddek a kol., 2019). Vyroba potravin zavisi na dostupnosti zdroji jako jsou
plda, voda, Ziviny a energie (Conijn a kol., 2018). BohuZel spotfeba a degradace téchto
zdroju prevysuje miru jejich obnovitelnosti (Van Vuuren a kol., 2010).

Pficinou degradace a eroze pudy je nevhodna velikost poli, nedodrzovani osevnich
postupl nebo nedostatek organickych Zivin. V oblastech, které se dlouhodobé potykaji
se suchem, dochazi k desertifikaci a zasoleni pldy, coZ znacné snizuje zemédélsky
potencial dané lokality. K degradaci plidy muze také dojit kvili Uniku nebezpecénych latek
nebo vlivem kyselych destl (Foley a kol., 2011; Godfray a kol., 2010).

Dalsi duleZitou slozkou pro zemédélskou produkci je voda. Zemédélstvi je
celosvétové jednim z nejvétsich spotrebiteld vody a jeji nedostatek mize mit tedy
zadsadni vliv na vyrobu potravin (Hoekstra a kol., 2012). DalSim problémem muze byt
znecisténi zdroje vody, jeji kvalita je totiZ pro lidskou spolecnost zasadni, at uz mluvime
o vodé uréené k pfimé konzumaci, nebo o vodé potrebné pro zemédélskou vyrobu
(Brack, 2017).

Kvali stale se zvétSujicim poZadavklm na produkci potravin dochazi k nadmérnému
pouzivani anorganickych hnojiv. Hnojiva obsahuji pfedevsim tti hlavni biogenni slozky:
dusik, fosfor, draslik. Zdsoby fosforu se ale zmensuiji a jejich vylerpani je predpokladano
za 50 az 100 let (Cordell a White, 2011; Ragnarsdottir a kol., 2011). Splachy
anorganickych hnojiv jsou navic jednim z hlavnich ddvod( eutrofizace vod a pad (Simek,
2003).

Dalsi problémem, jemuZ bude zemédélstvi Ccelit, je zapfi¢inén globalnim
oteplovanim. Vétsina klimatickych modell predpokldda narust teploty, ktery bude mit

razné ucinky na zemédélskou produkci. Negativné by mohl pUlsobit predevsim v oblasti
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tropl, kde se uZz nyni zemédélstvi potykd se znacnymi problémy (FAO, 2018).
Nadchazejici udalosti zapficinéné globalnim oteplovdanim budou do budoucna
pravdépodobné problémem, at uz mluvime o suchu, extrémnich teplotach, ¢i povodnich
(Godfray a kol., 2010).

Vsechny tyto problémy, se kterymi se zemédélstvi potyka, poukazuji na potrebu

novych technologii a na potfebu udrzitelného zemédélstvi (Foley a kol., 2011). Jednim

z udrzitelnych systému jsou akvaponické systémy.

2.2. Akvaponie

Akvaponie je produkéni systém, ktery kombinuje chov vodnich organismi a
péstovani rostlin (Tidwell, 2012). Dle moderni definice pochdzi v akvaponii vice jak 50 %
Zivin potrebnych pro rast rostlin z metabolickych procest vodnich organisma (Palm a
kol., 2018). Dle Goddeka a kol. (2019) je cilem akvaponie maximalni vyuziti odpadnich
Zivin, minimalizace ztrat vody, sniZzeni dopadu zemédélstvi na Zivotni prostredi, a tedy
celkova udrzitelnost systému pti vysokych vynosech potravin.

Jednou z prednich vyhod akvaponie je Ucelné vyufziti Zivin, bez vzniku odpadni vody,
a tedy s minimalnimi dopady na Zivotni prostredi (Goddek a kol., 2019). Voda v systému
je znovu vyuzita, a proto dochazi jen k minimalnim ztrdtam z dlivodu evapotranspirace
rostlin. Nabizi se tedy vyuZiti na mistech dlouhodobé trpicich suchem (Somerville a kol.,
2014). Mezi dalsi vyhody akvaponie mlzZeme zaradit fakt, Ze rostliny v tomto systému
nepotrebuji pudu, a proto lze systém pouZit prakticky kdekoliv, napf. v oblastech s
degradovanou pudou ¢i pldou chudou na Ziviny. Akvaponii Ize také vyuzit k produkci
potravin blize k spotiebiteli, napfiklad na nevyuzivanych prostorech ve mésté, jako jsou
ploché stfechy, nevyuzivané tovarny a sidlisté (tzv. brownfieldy). Dale je systém vhodny
do rozvojovych zemi pro produkci mistnich ¢erstvych potravin (van Gorcum a kol., 2019).
Akvaponicky systém vykazuje velké vynosy a diky izolovanosti od vnéjsiho prostredi se
snizuje riziko vnéjsich kontaminantd. Do systému se, oproti konvenénimu péstovani,
vnasi jen takové mnozstvi mineralnich Zivin, které je vyuZito rostlinami. V akvaponii je
také snaha vyuzivat prevainé biologické pesticidy. Akvaponicky systém tedy usiluje o

udrzitelné a ekologické zemédélstvi (Somerville a kol., 2014).



Mezi hlavni nevyhody akvaponickych systém( patfi velké pocatecni naklady,
energetickd ndro€nost systému a potfeba spolehlivého zdroje elektrické energie
(Somerville a kol., 2014). Obsluha systému se neobejde bez komplexnich znalosti o vSech

slozkach systému (Somerville a kol., 2014).

2.3. Princip akvaponie

Akvaponicky systém je uceleny ekosystém, ve kterém jsou na sobé jednotlivé slozky
zavislé. Tento ekosystém zahrnuje tfi hlavni slozky, a to vodni organismy, bakterie a
rostliny. V akvaponii jde o transformaci a tok Zivin, které jsou do systému vkladany
predevsim prostfednictvim krmiva (Lennard, 2017). Ryby ¢i jini vodni ZivoCichové svym
metabolismem produkuji rozpusténé i nerozpusténé odpadni latky. Tyto latky jsou
bakteriemi dale preménovany na slouceniny, které jsou vyuZzitelné rostlinami (Goddek a
kol., 2019).

Mezi hlavni metabolit intenzivné chovanych vodnich organismu patfi amoniak jako
odpadni latka metabolismu bilkovin. U ryb je amoniak (NHs) vylu¢ovan pres Zaberni
aparat (Koufil, 2013). Timto zplsobem jsou ryby schopny vyloucit ze svého téla az 90 %
celkového amoniaku, zbytek je z téla odstrafiovan pres vylu¢ovaci soustavu. Na vétsinu
uvolnéného amoniaku se ve vodé navaze proton, tim vznikne amonny iont, tedy NHa*.
Tento proces je zavisly na teploté a pH. Se zvysujici se teplotou a vysSim pH roste
procentudlni zastoupeni toxického NHs ve vodé (Svobodova a kol., 2008).

Bakterialni slozka pfitomna predevsim v biofiltru preméni amoniakalni dusik
procesem zvanym nitrifikace na dusitany (nitritace) a ty jsou pak v druhé fazi nitrifikace
pfeménény na pro ryby méné toxické dusi¢nany (nitratace). Dusi¢nany lze oznacit jako
idedlni formu dusiku pro vyzZivu vyssich rostlin (Lennard, 2017). B&éhem nitrifikace je
potfeba dodavat kyslik a udrzovat neutralni pH, jelikoZz pfi nitrifikaci dochazi k jeho

poklesu.

Rovnice nitrifikace:

1. faze: 2NH4* + 302 - 2NOz + 2H20 + 4 H*
2. faze: 2NOy + O - 2NO3”
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Hlavni Zivinou z metabolismu vodnich organismi je tedy dusik (Bittsanszky a kol.,
2016b). Dalsi latky potfebné pro vyZivu rostlin jsou obsazené pfevainé v pevném stavu
v tzv. kalech (Goddek a kol., 2015). Fosfor a draslik nalezneme v odpadni vodé z chovu
vodnich organism( v mensich koncentracich. Spole¢né s dalSimi makro a mikroZivinami
je potreba kontrolovat jejich obsah v systému a v pfipadé potieby je doplnovat
(Bittsanszky a kol., 2016b).

Pti spravném vyuZiti odpadniho kalu z chovu vodnich organism( by mohla byt
vétSina Zivin recyklovana a znovu vyuzita v akvaponickém systému (Delaide, 2017;
Goddek a kol., 2016; Lunda a kol., 2019). Takovy postup je oznacovdan jako mineralizace
a mohl by prispét k omezeni vyuzivani externich hnojiv (Monsees a kol., 2017). Na obr.
¢. 1 vidime, jaké Ziviny se nachazi v kalu a v odpadni vodé recirkulacnich akvakulturnich
systéml a zda tyto koncentrace vyhovuji narokim béiné péstovanych rostlin

v akvaponii.

S ohledem na standartni koncentraci Zivného roztoku v hydroponii (Resh, 2012; Resh a Anguilla, 2011).

e e . QV = odpadni voda
l Priméfeny obsah KAL = kal

Dostaéujici obsah
Legenda Casteéné dostadujici
Deficitni obsah

Bez detekce Ziviny

Obr. €. 1 Informace o obsahu Zivin v odpadni vodé a kalech recirkula¢nich akvakulturnich
systému a zdali jejich koncentrace koresponduji s vyZivovymi naroky bézné péstovanych rostlin

v akvaponickych systémech (Lunda a kol., 2019).

11



2.4. Popis akvaponického systému

Existuji dva typy akvaponickych systému, a to jednosmyckovy a vicesmyckovy.
V jednosmyckovém systému je voda z chovnych nadrzi vedena k rostlindm a vycisténa
voda je pak ndsledné vracena zpét. V pfipadé nutnosti mohou byt jednosmyckové
systémy doplnény o mechanickou a biologickou filtraci. Ve vicesmyckovém systému
voda obiha ve dvou nebo vice samostatnych smyckach a podle potfeby pak miize byt
dodavana k rostlindm, zpét uz se ale voda do chovné casti pfimo nevraci (Monsees a
kol., 2017). Voda se vsak do chovné ¢asti mlze vratit neptfimo, a to bud pomoci
klimatizacnich jednotek, které zajistuji kondenzaci evapotranspirované vody (Kloas a
kol., 2015), nebo vyuzitim desalinizaéni jednotky pracujici na principu destilace (Goddek
a Keesman, 2018). Na obr. ¢. 2 miZeme vidét zjednoduseny ndkres jednosmyckového
systému. Obr. €. 3 znadzornuje vicesmyckovy systém.

Jednosmyckovy sytém lze oznaclit za uceleny ekosystém obsahujici tfi rozdilné
slozky — vodni organismy, bakterie a rostliny. Kvalita vody a jeji parametry tedy musi
vyhovovat vSem témto slozkam (Lennard, 2017). Tyto parametry je potieba casto
kontrolovat a udrzovat v uritém rozmezi, aby nedosSlo ke zhrouceni systému. Mezi
zakladni parametry vody fadime obsah jiz zmitovaného amoniaku spole¢né s dusitany a
dusi¢nany, obsah kysliku ve vodé a pH. V tab. €. 1 jsou popsany optimalni podminky pro
jednotlivé slozky akvaponického systému. Parametry optimalniho prostredi se od sebe
u jednotlivych sloZek systému pomérné lisi, proto je pro fungovani systému potreba jit

cestou kompromisu, aby parametry byly snesitelné pro vSechny slozky.

Tab. ¢. 1 Idealni parametry teploty, pH, koncentrace amoniaku, dusitant, dusi¢nant a kysliku

pro teplomilné a studenomilné ryby, rostliny a bakterie (Somerville a kol., 2014).

Organismus Teplota pH Amoniak Dusitany Dusi¢nany Kyslik
(°C) (mg-1?) (mg-17) (mg-I) (mg:I?)
Teplomilné ryby 22-32 6-8,5 <3 <1 <400 4-6
Studenomilné ryby 10-18 6-8,5 <1 <0,1 <400 6-8
Rostliny 16-30 5,5-8,5 <30 <1 - >3
Bakterie 14-34 6-8,5 <3 <1 - 4-8
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Chovna cast Hydroponicka cast

Mechan.
filtrace

Biofiltr

Obr. ¢. 2 Zjednoduseny nakres jednosmyckového akvaponického systému (Monsees a kol.,
2017). Z nakresu je patrné, Ze voda mezi chovnou a hydroponickou c¢asti cirkuluje v jednom

okruhu.
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Hydroponicka éast

Chovna cast

Mechani.
mall filtrace

Zasobnik zivin

Obr. €. 3 Podrobny nékres vicesmyckového systému (Goddek a kol., 2019). Na nakresu vidime
cirkulaci vody ve dvou oddélenych okruzich. Prvni okruh obihd mezi nadriemi s vodnimi
organismy mechanickou filtraci, ze které se kal nasledné odvadi do mineralizacni jednotky, a
biofitrem. Z chovné (asti je voda podle potfeby prepousténa jednocestnym ventilem do

hydroponické casti, kde cirkuluje mezi nadrzemi s péstovanymi rostlinami.
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Ve vicesmyckovém systému se voda z hydroponické ¢asti jiz do chovnych nadrizi
pfimo nevraci. Faktory jako pH, teplota, obsah Zivin a kysliku mohou byt tedy pro
jednotlivé smycky upraveny dle poZadavkd chovanych organismi a péstovanych rostlin
(Monsees a kol., 2017). Ve vicesmyckovém systému je na rozdil od jednosmyckového
mozné i oSetreni rostlin bézné pouzivanymi pesticidy (Monsees a kol., 2017).

Navzdory nespornym vyhoddm vicesmyckovych systém( jsou jednosmyckové

systém stdle hojné vyuzivany (Goddek a kol., 2019).

2.5. Komercni vyuziti akvaponie

Navzdory veSkerym prednostem setrvdva akvaponie do zna¢né miry spisSe v rukou
zahradkard na misto komercéniho vyuziti (Monsees a kol., 2017). Jednim z dlvod(
mohou byt vysoké pocatecni naklady a jejich ndvratnost (Goddek a kol., 2019; Engle,
2015). Nejdivéryhodnéjsi scénare udavaji navratnost pod 12 let. Vyzkum Adlera a kol.
(2000) zahrnuijici chov pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) a péstovani salatu
setého (Lactuca sativa L.) udaval navratnost okolo 7 let. Vyzkum Baganze a kol. (2020)
vyuzivajici kombinaci chovu kefickovce ¢ervenolemého (Clarias gariepinus) a péstovani
rajCat jedlych (Solanum lycopersicum) udava ndvratnost do 12 let.

Dalsi z udavanych divodd malého komeréniho vyuZiti pfedstavuje nedostatek
srovnatelnych dat (Goddek a kol., 2019). Akvaponické systémy nejsou nijak
standardizovany a je mnoho mozZnosti, co se tyce druh( ryb a rostlin, které lze
produkovat. VétSina Udaju z akvaponie navic pochazi spiSe z hypotetickych model(.
Nemusi tedy zahrnout vSechny ndklady a problémy, které by v béZném provozu mohly
vzniknout (Engle, 2015). Dohledatelné Udaje pochdzeji pfevdiné z mensich systém( a
vyzkumnych model(l. Data z téchto systému prezentuji priznivé vysledky pro komercni
akvaponii, avSak data od vétsich spole¢nosti produkujici timto zplsobem potraviny jsou
Casto nedostupna (Engle, 2015).

Dalsi z hlavnich problému, které je tfeba pro rozvoj komercni akvaponie vyresit,
predstavuje management chorob a skddcl (Bittsanszky a kol., 2016a; Folorunso a kol.,

2021).
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2.6. Managment chorob a sktidct rostlin

Mezi problémové skidce v akvaponickych a hydroponickych systémech radime
mSice, molice, tfasnénky a svilusky, mezi rostlinné patogeny patfi bakterie, houby a viry.
Tito Skddci a choroby zpusobuji vazné skody na péstovanych rostlinach, snizuji jejich
vynosy (Tidwell, 2012; Goddek a kol., 2019) a soucasné se tak zvysuje investice do
ochrany proti $kidclim (Folorunso a kol., 2021). Vzhledem k tomu, Ze patogeny sdileji
stejné potiebné faktory pro svoji existenci s rostlinami, které v systému péstujeme,
musime do jisté miry s jejich vyskytem pocitat (Somerville a kol., 2014; Reddy, 2016).
Vyzkum pouzitelnych pesticidu je tedy vzhledem k vySe popsanym faktlim nezbytny pro
budoucnost akvaponie a jejiho mozného komeréniho vyuziti (Goddek a kol., 2015).

Studijni oblast rostlinnych chorob a S$kldcl zamérend Cisté na Iécbu
v akvaponickych systémech je velmi malo probddana (Stouvenakers a kol., 2017).
Lécebné metody stale chybi a pouze Somerville a kol. (2014) udava ve své publikaci
seznam anorganickych sloucenin pouZitelnych pfi |é¢bé houbovych chorob v
akvaponickém systému. Pfi vyskytu patogenu jsou péstitelé vyuZivajici jednosmyckovy
systém, kde se od sebe jednotlivé slozky systému nedaji oddélit, pomérné bezmocni
(Goddek a kol., 2019). Je zde totiz mozny vliv aplikované latky na necilovy organismus
(Folorunso a kol., 2021). Negativné muze pUsobit na bakterie ¢i fyziologii a histopatologii
ryb (Stouvenakers a kol., 2019). V akvaponii by proto mély byt aplikovany zdsady
integrovaného a ekologického zemédélstvi.

V poslednim desetileti se integrovana ochrana proti $kiidciim a chorobam vyvijela
tak, aby nahradila nadmérné pouzZivani pesticidd k hubeni SkGdci a patogent
(Greenberg a kol.,, 2012; Schnelle a Rebek, 2013). Udrzitelny pfistup kombinuje
preventivni, kulturni, mechanické, fyzikalni, biologické a chemické metody tak, aby byla
aktivita skidcl udrzovana pod ekonomickymi ztratami (Larramendy a Soloneski, 2012;
Somerville a kol., 2014). Mechanismus integrované ochrany proti Skidcim a chorobam
spociva v nasledujicich krocich: prevence, identifikace organismu, monitorovani jeho
aktivity, stanoveni metody pro jeho kontrolu a jeji aplikace, posouzeni metody (Stein,
2006).

Mezi preferované metody kontroly chorob a sklidcl v akvaponickych systémech

patfi mechanické odstranéni a biologickd ochrana rostlin (Folorunso a kol., 2021). Tyto
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metody jsou vSak ucinné predevsim v ranych fazich rozsifeni chorob ¢i skiidcl. Pouziti
pesticidu by mélo byt vidy az posledni moznosti kvili Skodlivym Gcinkiim na necilové
organismy a jejich perzistenci v Zivotnim prostfedi (Fournier a Brodeur, 2000;
Stouvenakers a kol., 2019). Pfi masovém vyskytu chorob a skl(dcl je vSak pouziti
pesticidl casto nevyhnutelné. V poslednich letech jsou dostupné alternativy, které by
mohly nahradit pouzivani tradi¢nich syntetickych pesticida a které by byly vhodnéjsi pro
pouziti v akvaponii (Folorunso a kol.,, 2021). Jednd se o pfirodni pesticidy na bazi
prirodnich latek ¢i mikroorganisma, které potlacuji skidce nebo choroby (Kiewnick,

2007). Mezi hojné vyuzivané ptirodni pesticidy se fadi latka azadirachtin.

2.6.1. Azadirachtin

Azadirachtin je komplexni tetranortriterpenoidni limonoid (Morgan, 2009), ktery se
v zemédélstvi pouzivd jako pfirodni pesticid. Azadirachtin pochazi ze stromu zaderah
indicky (Azadirachta indica), predevsim zjeho semen, které obsahuji nejvyssi
koncentraci azadirachtinu (Isman a kol., 1991). VyuZiva se predevsim jako insekticid,
jehoZz plsobenim vsak nejsou sklidci, ve vétSiné pripadl, pfimo usmrcovani, ale je
narusSovana jejich metamorfdéza, reprodukce a rlst. Déle ovliviiuje produkci vajicek a
jejich lihnuti. Po oSetreni list(i rostliny azadirachtinem byla u mnoha druhd hmyzu
pozorovana ztrata zdjmu o danou rostlinu. Jednd se tedy o reguldtor rlstu
s protipozerovymi ucinky (Bomford a Isman, 1996). Latka slouzi také jako repelent,
skldci si na ni vSak rychle zvykaji, a proto se mize stat i béhem nékolika hodin v tomto

ohledu neucinnou (Bomford a Isman, 1996).

Latka azadirachtin vynikad nizkou toxicitou pro savce, ryby (Wan a kol., 1996) a
opylovace (Naumann a Isman, 1996). Tyto vlastnosti pfeduréuji azadirachtin jako idedIni
prirodni pesticid, ktery by mohl byt pouzit i v akvaponickych systémech. Tab. ¢. 2
znazornuje letdlni davku azadirachtinu (96h LCsp) na rizné druhy ryb. Tab. ¢. 3 obsahuje
data efektivni davky azadirachtinu na rGzné fady hmyzu. Bezpecnostni list vyrobce udava
nejvyssi moznou koncentraci bez pozorovani Géinkd (NOEC) 50 mg-I™ na hrotnatku velkou

(Daphnia magna).
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Tab. ¢. 2 Letalni koncentrace azadirachtinu (96h LCsp) pro rizné druhy ryb.

Druh Hodnota 96h LCso Zdroj
Cyprinus carpio 80,0 ul-It (Murussi a kol., 2016)
Cyprinus carpio 75,0 mg:I*? (Davoodi a Adbi, 2012)
Heteropneustes fossilis 52,3 mg:I?t (Kumar a kol., 2012)
Labeo rohita 42,7 mg-I*? (Bhat a kol., 2012)
Oreochromis niloticus 32,0 mg-I?t (Oyoo-Okoth a kol., 2011)
Oncorhynchus mykiss 160 mg-I* (Bezpecnostni list, 2016)

Tab. ¢. 3 Efektivni davka azadirachtinu (EDsp) na jednotlivé fady hmyzu (Mordue a Nisbet, 2000).

Rad hmyzu EDso (mg-1?)
Lepidoptera <0,001-50
Coleoptera 100 - 500
Hemiptera 100 - 500
Hymenoptera 100 - 500
Orthoptera 0,001 - >1000

Jednou z hlavnich nevyhod azadirachtinu je skute¢nost, Ze v ptirozeném prostredi
se latka rychle rozklada, pfi komercnim vyuzivani by mohl byt problém s jeji perzistenci
a kratkou dobou trvanlivosti. (Barnby a kol., 1989). Dale byl pozorovan vliv azadirachtinu
na necilové hmyzi predatory, u hmyzu se projevily morfologické deformace koncetin
spolecné s vyssi umrtnosti. Vysledky publikace Sarawaneeyaruk a kol. (2015) udavaji
antimikrobialni aktivitu v pldach pti dvoumésicni suplementaci azadirachtinu o
koncentracich 1,25 a 2,5 ug-ml?. Prace Suciu a kol. (2019) ale slouZi jako dukaz, Ze
prestoZe ma azadirachtin antimikrobidlni Gcinky, nezplsobi naprostou destrukci
mikrobialnich funkci ptdy. Dale pak Sarawaneeyaruk a kol. (2015) popisuje negativni vliv
na rust rostlin fazole mungo (Vigna radiata) pti aplikaci azadirachtinu o koncentraci 1,25
pug-mlt a 2,5 pg-mlt. Pfed pouZitim pesticidu je tedy potfeba vzit v Gvahu jeho mozny

negativni Ucinek na necilové organismy (Zanuncio a kol., 2016).
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3.Cile

Cilem této bakalarské prace bylo stanoveni koncentrace azadirachtinu ve vodé po
aplikaci v péstebni casti akvaponického systému a jeho vliv na rlst bazalky pravé
(Ocimum basilicum). Dalsim cilem bylo posouzeni vlivu azadirachtinu na proces

nitrifikace a na bakterie pfitomné v biofiltru akvaponického systému.
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4. Material a metodika

Pokus sestaval ze dvou ¢asti a probihal v Avaponickém skleniku a v chemické
laboratoti Fakulty rybarstvi a ochrany vod (FROV). V prvni ¢asti jsme pozorovali, kolik
pesticidu azadirachtinu se bude nachdazet ve vodé péstebni ¢asti akvaponického systému
po jeho aplikaci na bazalku pravou (Ocimum basilicum), u které jsme soucasné
pozorovali vliv pesticidu na jeji rGst. Ve druhé ¢asti jsme zkoumali vliv azadirachtinu na
proces nitrifikace a na sloZeni nitrifikaénich bakterii vsimulovaném biofiltru

akvaponického systému.

4.1. Koncentrace azadirachtinu po apklikaci na bazalku pravou, rist

bazalky

Pro prvni cast pokusu bylo sestaveno 6 samostatnych experimentalnich
hydroponickych systému. Kazidy systém se skladal z plastového péstebniho boxu
(60x40x32 cm; TBA Plastové obaly s.r.o., Ceska republika), polystyrenové desky s osmi
otvory pro rostliny (Styrodur 2800, Saint-Gobain, Francie), kruhové zdsobni nadoby pro
Fivinovy roztok (vyska 38 cm, primér 39 cm; TBA Plastové obaly s.r.o., Ceska republika).
Zivinovy roztok byl ¢erpdn ze zasobni nadoby do péstebnich plastovych boxd pomoci
cerpadla Tetra WP 600 o vykonu 11 W (Spectrum Brands Tetra, USA). Z péstebniho boxu
pak Zivinovy roztok odtékal vystavenym prepadem zpét do zasobni nadoby. Kaidy
péstebni box byl osazen dvéma vzduchovacimi kameny o priméru 5 cm (Hailea, Cina).
Vzduchovani bylo zajisténo centralnim membranovym dmychadlem (Secoh JDK-50,
Japonsko). Popisovany systém je vyfocen na obr. €. 4, jednd se o tzv. raftovy systém,
ktery je hojné vyuZivan v akvaponickych systémech.

Kazdy hydroponicky systém byl napustén 60 | Zivinového roztoku, ktery byl
pfipraven podle privodce o vyzivé bazalky od vyrobce hnojiv: TRIPART® (Flora Series,
2021). Roztok byl pfipraven rozmichanim nize uvedenych tekutych hnojiv v odstaté
kohoutkové vodé.

-FloraGro — 2,5 ml-I?
-FloraMicro — 2,0 ml-I?

-FloraBloom — 1,0 ml-I*
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Obr. ¢. 4 Experimentdlni péstebni boxy (foto autor).

Do kazdého plastového péstebniho boxu bylo vysazeno 8 rostlin bazalky pravé ve
vysSce cca 30 cm, které byly ziskany ze sekce sazenic Akvaponického skleniku FROV. Vyska
jednotlivych rostlin byla zaznamendna. Systém byl stabilizovdan po dobu 72 hodin,
prficemZ teplota, nasyceni kyslikem a pH byly monitorovany denné prenosnym
multimetrem (HI9829, Hanna Instruments, Rumunsko). V pfipadé potreby bylo pH
upraveno na hodnoty 5,5 - 6,5 pomoci komeréniho pfipravku (pH down, General
Hydroponics, USA).

Po 72 hodinach byl aplikovan postfik. Postrik na bazi azadirachtinu (Neem Azal T/S,
Biocont Laboratory, Ceskd republika) byl ddvkovan podle pokyn( na obale (3 ml postfiku
v 1 | vody) Postfik byl aplikovdn rozprasovaéem az do skanuti kapky posttiku z listu.
Pesticid byl aplikovan na rostliny ve tfech plastovych boxech, pfiéemz ostatni péstebni
boxy byly po dobu aplikace oddéleny plentou, aby nedoslo ke kontaminaci. Ve zbylych

tfech péstebnich boxech byla pouzita destilovana voda slouzici jako kontrolni vzorek.
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V ¢asech 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96 hodin od aplikace postfiku byly odebirany
vzorky vody ze vSech péstebnich nadob. Odbér probihal za pomoci stfikacky o objemu
20 ml (B Braun Medical, Némecko) ze zasobni nadrze. Poté byl vzorek prefiltrovan pres
0,45um filtr (Sartorius AG, Némecko) do sklenéné vialky o objemu 10 ml (Fisher
Scientific, USA), kterd nesméla byt naplnéna aZz po okraj, aby pfi jejim zamrazeni
nedochazelo k prasknuti skla. PInéni vialky vodou ze stfikacky mizeme vidét na obr. €.
5. Odebrané vzorky vody byly uloZeny pfi -20 °C a ndsledné analyzovany Laboratofi
environmentalni chemie a biochemie FROV. Koncentrace azadirachtinu byla stanovena
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC; standard Azadirachtin~95%, Sigma-

Aldrich, USA).

Obr. ¢. 5 Filtrace vzorku ze sttikacky do vialky (foto autor).

Rast rostlin byl monitorovan jednou tydné po dobu dvou tydn( od aplikace

pesticidu zmérenim nadzemni ¢asti rostliny.

4.2. Vliv azadirachtinu na nitrifikaci a slozeni mikrobiomu v biofiltru

Druha ¢ast pokusu probihala ve 12 kruhovych nadrzich (vyska 38 cm, pramér 39 cm;
TBA Plastové obaly s.r.o., Ceskd republika), které obsahovaly 12 litrd odstaté
kohoutkové vody, 3 litry vody ze zabéhlého recirkulacniho akvakulturniho systému (RAS)
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v Akvaponickém skleniku FROV a 3 litry bioelement( RATZ BT10 (Ratz Aqua and Polymer
Technik, Némecko) ze stejného zabéhlého RAS. Do kazdé nadrie byly zavedeny dva
vzduchovaci kameny o priiméru 5 cm (Hailea, Cina), které dodavaly vzduch a zajistovaly
pohyb element(l. Vzduch byl dodavan centrdlnim dmychadlem (Secoh JDK-50, Japonsko)
(obr. €. 6). Experimentalni sytém byl stabilizovan po dobu 72 hodin, pficemz amoniak byl
davkovan ze zasobniho roztoku s koncentraci 1,5 mg-ml* NHs-N dvakrat denné (8:00 a
20:00), ve formé& NH4Cl (Penta s.r.o., Ceska republika) s davkovanim 10 mg:-I* NHs-N
(obr. ¢. 7).

Postfik na bazi azadirachtinu (Neem Azal T/S, Biocont Laboratory, Ceskd republika)
byl davkovan na zdkladé nejvyssi koncentrace vyskytujici se v prvni ¢asti experimentu,
jeji hodnota €inila 1,5 pg-I"t azadirachtinu, dale byla naddvkovana koncentrace 7,5 pg-I*
a 15 pg I azadirachtinu simulujici chybu p¥i davkovani pesticidu. Azadirachtin byl
davkovan pomoci pipety (Eppendorf, Némecko) ze zasobniho roztoku s koncentraci 1,5
ug-I't vytvofeného dokonalym rozmichdnim 2,1226 ml posttiku v 997,9 ml destilované
vody (vypocteno na zdkladé vyrobcem deklarovaného obsahu azadirachtinu v postfiku
a hustoty postfiku; 0,98 g-mlt) V kontrolnim vzorku byla koncentrace azadirachtinu 0
ug-It. Veskeré koncentrace byly nadavkovany ve tfech opakovanich. Po 15 minutach od
aplikace postfiku byly odebrany vzorky pro kontrolni stanoveni azadirachtinu

v jednotlivych nadrzich. Odbér probihal stejnym zptisobem jako v prvni ¢asti.
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Obr. €. 6 Fotka zndzoriuje experimentdlni jednotku simulujici biofiltr akvaponického systému

(foto autor).

Po dobu nasledujicich 72 hodin byl ve vSech systémech sledovan dvakrat denné
(8:00 a 20:00) obsah amoniaku, dusitanG a dusi¢nant spektrofotometrickym mérenim
(popsano nize), pricemz amoniak byl do systému dodavan ve formé NH4Cl (Penta s.r.o.,
Ceska republika) s davkovanim 10 mg-I't NH4-N dvakrat denné vidy po méieni. Béhem
experimentu byly kontrolovany parametry vody — teplota, kyslik a také pH, které byly
méfeny prenosnym multimetrem (HI9829, Hanna Instruments, Rumunsko) taktéz
dvakrat denné. Za pomoci NaHCOs (Penta s.r.o., Ceska republika) bylo pH udriovano na

hodnotach kolem 7,5.
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Obr. ¢. 7 Davkovani amoniaku do systému (foto autor).

Stanoveni amoniakalniho dusiku absorpéni spektrofotometrii
Stanoveni amoniakdlniho dusiku probihalo spektrofotometricky po reakci

s Nesslerovym cinidlem (Valentova a kol., 2013).

Standardni zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 0,3819 g predem vysuseného
NH4Cl (Penta s.r.o., Ceskd republika) pfi teploté 105 °C v destilované vodé a doplnénim
do 1 litru. Nasledné byl pfipraven pracovni roztok napipetovanim 20 ml zasobniho
roztoku do odmérné banky o objemu 500 ml, kterd byla doplnéna po rysku a
promichana. Roztok byl na zakladé kalibra¢ni fady pipetovan do odmérnych banék o
objemu 50 ml, doplnén destilovanou vodou, promichan a pfeveden do kadinky.

Do kadinek s roztoky bylo pfidano 0,5 ml 50% roztoku Seignetovy soli (500 g
KNaCsH406 - 4H,0 (Carl Roth, Némecko) se rozpustilo v 900 ml destilované vody,
nasledné bylo pfiddno 3 ml Nesslerova cinidla (Carl Roth, Némecko) a doplnéno
destilovanou vodou do 1 litru), poté byly roztoky promichany. Nasledné byl pfidan 1 ml

Nesslerova cinidla (Carl Roth, Némecko) a roztoky opétovné promichany. Po pridani

25



Cinidel se ¢ekalo 10 minut. Stejnym zpUsobem byly pfipraveny vzorky vody odebrané
z experimentalnich nadrzi.

Na spektrofotometru byla premérena kalibracni fada roztoku proti slepému
stanoveni v kyveté s optickou drdhou 1 cm pfi vinové délce 412 nm. Poté se preméfily

nase vzorky a ziskaly se informace o koncentraci N-NH4* ve vzorcich.

Stanoveni dusitanl absorpéni spektrofotometrii
Spektrofotometrické stanoveni dusitanli probihalo po reakci s kyselinou

sulfanilovou a N-(1-naftyl)-ethylen-diamindihydrochloridem (Valentova a kol., 2013).

Nejprve byl pfipraven standardni zadsobni roztok navazenim 0,15 g predem
vysuseného NaNO; (Carl Roth, Némecko). Dusitan sodny byl ndasledné rozpustén
v destilované vodé a objem vody byl doplnén na 1 litr. Dale byl pfipraven pracovni roztok
¢. 1, a to 50x nafedénim zasobniho roztoku, a pracovni roztok €. 2, ktery byl pfipraven
2,5x zfedénim pracovniho roztoku ¢. 1.

Pracovni roztok €. 2 byl nadavkovan na zakladé kalibraéni fady do Erlenmeyerovych
banék, do jednotlivych banék bylo pfidano 2,5 ml kyseliny sulfidové (3,46 g sulfanilové
kyseliny HoNCgH4SO3H (Carl Roth, Némecko) a 27,2 g KHSO4 (Carl Roth, Némecko) bylo
rozpusténo v 900 ml destilované vody a doplnéno do 1 litru). Roztoky byly promichany
a 10 min probihala reakce.

Do banék bylo dale pridano 2,5 ml N-(1-naftyl)-ethylen-diamindihydrochloridu
(0,04 g NED (Sigma-Aldrich, Némecko) a 100 ml destilované vody. Roztoky byly opét
promichany a na 20 minut se nechaly odstat.

Na spektrofotometru se promeéfily absorbance vytvorené kalibracni rady ke
slepému vzorku pfti vinové délce 540 nm. Stejnym zplsobem byly pfipraveny i vzorky z

experimentdlnich nadrzi.

Stanoveni dusi¢nan( absorpéni spektrofotometrii
Stanoveni je zaloZeno na reakci dusicnanl se salicylatem sodnym v médiu s

kyselinou sirovou. Po alkalizaci se vytvafri Zluta sul kyseliny nitrosalicylové vhodna pro

fotometrické stanoveni (Valentova a kol., 2013).
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Nejprve byl pfipraven standardni zasobni roztok rozpusténim 0,7220 g predem
vysuseného dusi¢nanu draselného KNOs (Carl Roth, Némecko) v destilované vodé, ktera
se nasledné doplnila do 1 litru. Dale byl pfipraven pracovni roztok, a to pipetovanim 100
ml zasobniho roztoku do odmérné bariky o objemu 1000 ml, barika byla opét doplnéna
po rysku. Pracovni roztok byl na zdkladé kalibracni fady pipetovan do odmérnych banék
0 objemu 100 ml, doplnén po rysku a promichan.

Nasledné bylo 10 ml kazdého kalibraéniho roztoku pfevedeno do 50 ml kadinek, do
kterych byl nadavkovan 1 ml roztoku 1% salicylatu sodného C;HsNaOs (Penta s.r.o.,
Ceska republika). Nasledné byly roztoky odpafeny na vodni lazni a byl pfidan 1 ml
kyseliny sirové H,SO4 (Penta s.r.o., Ceskd republika) a 300 pl 1M roztoku hydroxidu
sodného NaOH (Carl Roth, Némecko). Kadinky se poté nechaly na vodni lazni po dobu
dalsich 2 minut. Po ochlazeni bylo do odparkt pridano priblizné 20 ml destilované vody
a 5 ml 42% roztoku NaOH (Carl Roth, Némecko). Roztoky byly poté promichany,
kvantitativné preneseny do 50ml odmérnych banék a doplnény po rysku. Absorbance
téchto vzorku byla mérena pfri vinové délce 420 nm. Stejnym zplsobem byly zpracovany

vzorky vody z experimentdlnich nadrzi.

4.2.1. Posouzeni vlivu azadirachtinu na sloZeni nitrifikacnich bakterii v

biofiltru

Po 6 hodinach od aplikace postfiku na bazi azadirachtinu bylo odebrano 36
biofiltracnich elementd z kazdé experimentalni nadoby. Odbér byl proveden
v latexovych rukavicich, které byly vyménény po kazidém odbéru, aby nedoslo ke
kontaminaci. Téchto 36 biofiltracnich elementd bylo vloZzeno do plastovych
uzaviratelnych nadob o objemu 100 ml, ke kterym bylo pfiddno 80 ml redestilované
vody. Obsah nadob byl protfepdvan dvé minuty, poté byly pinzetou odebrany
bioelementy a obsah byl prelit do dvou 50ml kénickych zkumavek — falkonek (Jet Biofil,
Cina). Falkonky byly centrifugovany p¥i 5000 otac¢kdch za minutu po dobu 10 minut.
Supernatant byl odsan a pelety z obou 50ml flakonek byly pfeneseny pomoci 1ml pipety
do 2ml zkumavky (Eppendorf AG, Némecko), ktera byla opét centrifugovana, a to pfi

stejnych otackach a c¢ase. Supernatant byl znovu odsan a z vysledné pelety bylo
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extrahovano DNA pomoci komeréniho kitu DNeasy PowerBiofilm Kit (Qiagen, Némecko).
Postup extrakce probihal dle instrukci vyrobce.

Vzorky byly ndsledné poslany na sekvenovani a taxonomické uréeni do externi
laboratore Eurofins Genomics (GATC AG, Némecko). Vzorky byly zpracovany pomoci
[llumina MiSeq (2 x 300 bp) podle protokolu InView ™ Microbiome Profiling. Amplikony
byly generovany pomoci primer( 27F (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3 ') a 534R (5'-
ATT ACC GCG GCT GCTGG-3') s cilovymi oblastmi V1-V3 (Schmautz a kol., 2017).

4.2.2. Statistické vyhodnoceni

Data jsou prezentovana jako pramér * smérodatna odchylka. Normalni distribuce
dat byla ovérena Shapiro-Wilk testem. RUst rostlin v jednotlivych tydnech byl porovnan
pomoci nezdvislého t-testu. Koncentrace amoniakalniho dusiku, dusitant, dusi¢nand,
teplota, O, a pH byly vyhodnoceny pomoci Kruskal-Wallisova testu s naslednym
mnohondsobnym porovnanim pramérl mezi skupinami, protoze data nesplfiovala
predpoklady normalni distribuce. Statistickd vyhodnoceni byla provedena v softwaru
Statistica v. 12 (TIBCO Software, USA). Grafy byly vytvofeny pomoci programu Microsoft
Excel 2020 (Microsoft 365, USA).
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5.Vysledky

5.1. Obsah azadirachtinu v péstebnim systému, rist bazalky pravé

Prabéh koncentraci azadirachtinu po aplikaci na rostliny v péstebnim systému je
vyobrazen v grafu ¢. 1. Z grafu je patrné, Ze obsah azadirachtinu stoupal do 48. hodiny
po aplikaci posttiku a poté zacal klesat. V kontrole nebyl pesticid detekovan. Nejvyssi

naméfena koncentrace béhem experimentu ¢inila 1,5 pg-I.

1,6
1,4

’

1,2

08
0,6
0,4

0,2

Koncenrace azadirachtinu (pg-I?)

Cas (h)
Graf ¢. 1 Vyvoj obsahu azadirachtinu ve vodé péstebniho systému. Data jsou prezentovana jako

pramér + smérodatna odchylka.

Vliv azadirachtinu na rust bazalky pravé
Tab. €. 4 znazornuje rist bazalky pravé po dobu dvou tydnt od aplikace postriku ve

srovnani s kontrolni skupinou. Z tab. ¢. 4 je patrné, Ze r(ist bazalky pravé v jednotlivych

tydnech nebyl ovlivnén aplikaci postfiku na bazi azadirachtinu (p > 0,05).

Tab. ¢. 4 Rlst bazalky pravé (Ocimum basilicum) po dobu dvou tydnU po aplikaci postfiku na bazi
azadirachtinu. Data (v cm) jsou prezentovana jako primér + smérodatna odchylka a porovnana

nezavislym t-testem.

t p
Méreni Osetfena azadirachtinem Kontrolni skupina statistika
Zacatek 29,78 +4,77 29,10+ 4,30 -0,51 0,61
1. tyden 39,62 4,74 40,49 + 4,36 0,67 0,51
2. tyden 50,98 + 6,05 50,95 + 6,08 -0,01 0,99
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5.2. Vliv azadirachtinu na nitrifikaci a slozeni mikrobiomu v biofiltru

Tab. ¢. 5 zndzornuje obsah azadirachtinu v jednotlivych nadrzich zjiStény pfi

kontrolnim stanoveni po 15 minutach od postfiku v druhé ¢asti experimentu.

Tab. ¢. 5 Obsah azadirachtinu v jednotlivych nadrzich po 15 minutach od aplikace.

Experimentalni skupina Zjisténa koncentrace
Kontrola <0,01
1,5 pg-I'* azadirachtin 1,69+0,61
7,5 ug-I™* azadirachtin 7,35+1,22
15 pg-I"* azadirachtin 13,66 £ 2,04

Vysledky ze statistického vyhodnoceni dat (Kruskal-Wallistv test) objevily rozdilné

hodnoty amoniakdlniho dusiku v nadrzich s aplikovanym pesticidem (graf ¢. 2) oproti

kontrole. Vliv pesticidu byl pozorovan v prvnich dvou dnech od jeho aplikace. Pozdé&jsi

méreni uz neprokazala statistické rozdily. Nejvyssi koncentrace amoniakalniho dusiku

korespondovaly s nejvyssimi koncentracemi azadirachtinu. Hodnoty v grafech ¢. 3a 4 se

vyrazné nelisily (P>0,05) od hodnot v kontrolnich vzorcich.

= = =
[e)] (o] o N Y

Obsah NH,*-N (mg:I?)
o

a

N

0 TT T

a aa abaab b

a a a a

a a a a

aab ab b ||I o ||II
.
<l

1.den8:00 1.den20:00 2.den8:00 2.den20:00 3.den8:00 3.den20:00 4.den 8:00

M Kontrola M Azadirachtin 1,5 ug/l ® Azadirachtin 7,5 pg/l ™ Azadirachtin 15 pg/|

Graf ¢. 2 Koncentrace amoniakdlniho dusiku ve vodé simulovaného biofiltru po aplikaci

azadirachtinu. Koncentrace byly méreny dvakrat denné. Sloupecky s rozdilnymi pismeny v jedné
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skupiné se od sebe vyznamné lisi (p < 0,05). Hodnoty amoniakalniho dusiku jsou uvedeny v mg:I

!+ smérodatna odchylka.

a a a a

a a a a
a a a a a a a a a a a a
a a aa a a a a
. 1T -

1.den8:00 1.den20:00 2.den8:00 2.den20:00 3.den8:00 3.den20:00 4.den 8:00

Obsah NO, -N (mg-I?)
N w S (6] [e)} ~ (0]

[

B Kontrola M Azadirachtin 1,5 pg/l M Azadirachtin 7,5 pg/| Azadirachtin 15 pg/I

Graf. ¢. 3 Koncentrace dusitanového dusiku ve vodé simulovaného biofiltru po aplikaci
azadirachtinu. Koncentrace byly méfeny dvakrat denné. Sloupecky se stejnym pismenem
v jedné skupiné se od sebe vyznamné nelisi (p > 0,05). Hodnoty dusitanového dusiku jsou

uvedeny v mg-I"! + smérodatna odchylka.
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aaaa _
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Obsah NO,-N (mg:I?)
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M Kontrola M Azadirachtin 1,5 pg/l ™ Azadirachtin 7,5 pg/| Azadirachtin 15 pg/I

Graf. ¢. 4 Koncentrace dusi¢nanového dusiku ve vodé simulovaného biofiltru po aplikaci
azadirachtinu. Koncentrace byly méreny dvakrat denné. Sloupecky se stejnym pismenem
v jedné skupiné se od sebe vyznamné nelisi (p > 0,05). Hodnoty dusi¢nanového dusiku jsou

uvedeny v mg-I! + smérodatna odchylka.
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Tab. €. 6 az 8 zndzornuji namérené hodnoty jednotlivych fyz.-chemickych parametr
vody vexperimentalnich ndadrzich béhem druhé ¢asti experimentu. Teplota
v experimentalnich nadrzich byla konstantni po celou dobu experimentu a statisticky se
neliSila mezi jednotlivymi experimentalnimi osetfenimi (Kruskal-Wallistv test, p > 0,05

ve vSech pfipadech; tab. ¢. 6).

Tab. ¢ 6 Teplota (°C) v experimentdlnich nadrzich v pribéhu experimentu. Data jsou

prezentovana jako priimér dvou méreni v tentyZ den + smérodatna odchylka.

16.6 17.6. 18.6. 19.6.
Experimentalni
x%(3)=1,333 x%(3) = 6,667 x%(3) = 6,667 x%(3) = 6,667
skupiny
p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
kontrola 22,39+0,04 22,60+ 0,05 22,29 +0,06 22,50+0,03
azadirachtin 1,5 pg-I* 22,32+0,13 22,62 +£0,11 22,27 £0,11 22,39+ 0,08
azadirachtin 7,5 pg-I* 22,41 +0,07 22,74 £ 0,05 22,47 +£0,04 22,55+ 0,06
azadirachtin 15 pg-I? 22,52 0,17 22,85+0,18 22,58+ 0,17 22,57 + 0,09

Saturace kyslikem v experimentalnich nadrzich byla ovlivnéna aplikaci pesticidu.
Ackoliv se statisticky liSila jen posledni den (p = 0,007), kdy byly statisticky nizsi saturace
kyslikem naméreny v experimentdlni nadrZi s nejvyssi koncentraci azadirachtinu ve
srovnani s kontrolou, ostatni dny vykazovaly podobny trend, nicméné nebyly statisticky

odlidné (tab. €. 7).

Tab. €. 7 Saturace kyslikem (%) v experimentalnich nadrzich v pribéhu experimentu. Data jsou

prezentovana jako primér dvou méfeni v tentyZ den £ smérodatna odchylka.

16.6 17.6. 18.6. 19.6.
Experimentalni
x%(3) = 6,667 x%(3) = 6,514 x%(3) = 6,667 x%(3) = 12,000
skupiny
p >0,05 p >0,05 p>0,05 p =0,007
kontrola 82,97 +9,56 68,85+0,71 81,48 +0,29 83,300,447
azadirachtin 1,5 pg-I? 56,60+ 0,74 52,62 + 0,68 52,77 £ 4,58 51,07 + 0,423
azadirachtin 7,5 pg-I* 57,17 £1,94 53,05 +0,83 51,02 £0,51 52,80 + 0,26
azadirachtin 15 pg-I? 59,27 +1,01 53,00+1,12 50,30+0,43 49,83 +0,76°
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Hodnota pH v experimentdlnich nddrzich se statisticky neliSila mezi jednotlivymi

experimentalnimi oSetfenimi (Kruskal-WallisQv test, p > 0,05 ve vSech pripadech; tab. ¢.

8).

Tab. ¢. 8 Hodnota pH v experimentalnich nadrzich v priibéhu experimentu. Data jsou

prezentovana jako primér dvou méreni v tentyZ den + smérodatna odchylka.

Experimentalni

16.6

17.6.

18.6.

19.6.

X4(3)=3,771

X*(3) = 6,667

X%(3) = 4,000

X*(3) = 6,667

skupiny
p>0,05 p >0,05 p>0,05 p >0,05
kontrola 7,32+0,06 7,06 £ 0,03 6,71+0,03 5,82+0,37
azadirachtin 1,5 pg-I? 7,27 +£0,01 6,93 + 0,07 6,83 +0,24 6,10 £ 0,02
azadirachtin 7,5 pg-I* 7,35+0,15 6,90 £ 0,03 6,99+0,12 6,02 £ 0,03
azadirachtin 15 pg-I* 7,26 £0,06 6,89 £ 0,02 6,90 £ 0,01 5,74 £0,27

SloZzeni mikrobiomu

Obr. ¢. 8 udava procentualni zastoupeni jednotlivych kmenu bakterii izolovanych

z biofilmu bioelement( po Sesti hodindch od aplikace postfiku na bazi azadirachtinu.

Jednotlivé sloupecky srovnavaji obsah bakterii v kontrole a ve trech

rdznych

koncentracich pesticidu. Obsah bakterii kmene Nitrospirae sp. v kontrolnim vzorku ¢inil

16,6 %, ve skupiné s koncentraci azadirachtinu 1,5 pg-I* byl tento kmen bakterii

zastoupen 3,5 %, ve skupiné s koncentraci 7,5 pgl? 3,9 % a ve skupiné s nejvyssi

koncentraci 15 pg:l? jen 1,9 %. Soudasné se snizujici se koncentraci Nitrospirae sp.

vzristal obsah bakterii kmene Proteobacteria sp. U ostatnich bakteridlnich kmenu

nedoslo k vyrazné zméné.
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kontrola 1,5 pg/l 7,5 pe/l 15pg/l
Kontrola Az 1,5 pglt | Az 7,5 pg-l* | Az 15 pg-I?
Legenda Taxonomie % % % %
Acidobacteria 4,7 2,9 1,5 3.4
Actincbacteria 1,1 0,5 0,0 1,7
Armatimonadetes 0,3 0,4 0,3 0,4
Bacteroidetes 7.6 7.9 8,7 a4
Candidatus Saccharibacteria 0,4 0,5 0,5 0,7
Candidatus Sumerlaecta 0,2 0,3 0,3 0,3
Chloroflexi 0,1 0,2 01 0,0
Chrysiogenetes 1,5 1,2 1,3 0,8
Cyanobacteria 0,0 0,2 0,0 0,0
Delinococcus-Thermus 0,5 0,4 0,2 0,3
Gemmatimonadetes 3,1 3,3 2,1 2,2
Nitrospirae 16,6 3,5 3,9 19
Planctomycetes 0,1 0,0 0,0 0,0
Proteobacteria 63,7 78,9 81,1 78,8
Verrucomicrobia 0,0 0,0 0,0 0,0
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6.Diskuse

Akvaponie je systém produkce, ktery je postaveny na dvou pilifich — chovu vodnich
organismu a péstovani rostlin (Tidwell, 2012). Dle moderni definice v akvaponii pochazi
vice jak 50 % Zivin potfebnych pro rlst rostlin z metabolickych procest vodnich
organismu (Palm a kol., 2018). Cilem akvaponie je maximalni vyuZiti odpadnich Zivin,
snizeni dopadu na Zivotni prostfedi, minimalizace ztrat vody, tedy snaha o udrzitelny
systém s vysokymi vynosy pfi produkci potravin (Goddek a kol., 2019).

Pfedni vyhodou akvaponie je ucelné vyuziti Zivin bez vzniku odpadni vody, jedna se
tedy o metodu s minimalnimi dopady na Zivotni prostfedi (Goddek a kol., 2019). Voda
v systému je znovu vyuZita, a proto dochazi jen k minimalnim ztrdtam z dlivodu
evapotranspirace rostlin. Na misté je tedy vyuZiti v oblastech dlouhodobé trpicich
suchem (Somerville a kol., 2014). Akvaponie neni zavisla na kvalité ptdy a diky tomu, Ze
se dd takovy systém vybudovat v podstaté kdekoli, je zajistén pfijem (kvalitnich)
produktl blize ke spotrebiteli (van Gorcum a kol., 2019). Diky izolovanosti systému od
vnéjsiho prostiedi je riziko kontaminanti vyrazné snizeno. Do systému je vnaseno
takové mnoizstvi Zivin, které rostliny vyuziji (Somerville a kol., 2014). Navzdory mnoha
vyhodam akvaponie je komercni vyuZiti stale nizké. Jednim z dlvodU je nedoreseny

management chorob a $kidct (Raskovi¢ a kol., 2021).

6.1. Koncentrace azadirachtinu a vliv na rtst bazalky pravé

Raskovi¢ a kol. (2021) udavaji, Ze neexistuje Zadna studie o mnoZstvi pesticidu
konciciho po aplikaci na rostliny ve vodé akvaponického systému, jen nékteré studie
zamérené na hydroponii se zabyvaji timto problémem. Napf. Hatzilazarou a kol. (2004)
hodnoti obsah pesticidu ve vodé po 24 hodindch od jeho aplikace na gerbery (Gerbera
jamesonii) v hydroponii. Hatzilazarou a kol. (2004) uddvaji koncentraci pesticidu po 24
hodindch od 0,5 do 18 pg:I*. Na rozdil od nasi studie se ale jednalo o syntetické pesticidy
(endosulfan, dikofol, tetradifon, bifenthrin, permethrin, cypermethrin, deltamethrin),
které se nerozkladaji tak rychle jako ndmi zvolend latka azadirachtin. Dalsi podstatny
rozdil nachazime v tom, Ze v nasi praci, na rozdil od Hatzilazarou a kol. (2004), byly
rostliny péstovany v raftovych systémech. Pesticid pfi aplikaci tedy nedopadal pfimo do

vody, ale na polystyrenové desky. Dalsi praci zabyvajici se touto problematikou
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v hydroponii je publikace od Patakioutase a kol. (2007). V této praci byl taktéz zkouman
synteticky pesticid, a to cyromazin, ktery byl do systému dodavan spole¢né s zivnym
roztokem. Aplikace probéhla 15 dni po vysadbé fazole obecné (Phaseolus vulgaris).
Cyromazin byl naddvkova ve tfech koncentracich (40 mg-I?, 80 mg-?, 120 mgI?).
Nejvétsi zaznamenana koncentrace pesticidu ve vodé byla namérena 8 dni od jeho
aplikace a ¢inila 17 mg-It az 46 mg-I.

Nejvys$si naméfena davka azadirachtinu ve vodé v nasi studii ¢inila 1,5 pg-l?, a to
po 48 hodinach od aplikace pesticidu, poté zacala koncentrace pesticidu ve vzorcich
klesat. Podle tab. €. 2 zndzornujici letdlni davku azadirachtinu (96h LCsg), kterou uvadim
v literarni resSersi, by tedy ani nejvy$si namérena hodnota neméla byt letalni pro Zzadnou
z téchto v akvaponii béiné chovanych ryb. Divodem vyskytu nejvyssi koncentrace
azadirachtinu aZ po 48 hodinach od jeho aplikace na rostliny mdze byt jeho transport
rostlinnym pletivem. To prokazali také Pavela a kol. (2004), ktefi zkoumali Umrtnost
nymf msic zelnych (Brevicoryne brassicae) pti aplikaci azadirachtinu na koteny brukve
Fepky (Brassica napus). Umrtnost msic byla zaznamendana dva dny od aplikace pesticidu,
coz znamena, Ze k transportu z kofene do listu ve vétsSim mnozstvi dosSlo az po dvou
dnech od aplikace azadirachtinu. V nasem pripadé slo o opacny smér toku, tedy z listQ
do korene, nicméné ¢as, za ktery byl azadirachtin transportovan, byl totozny.

V této Casti experimentu byl také sledovan vliv azadirachtinu na rlist bazalky pravé
(Ocimum basilicum), ktera byla pro pokus vybrana zdmérné, jelikoz bylinky nevyzaduji
velké mnoiZstvi Zivin pro svij rast, a proto velmi dobfe sndsi podminky akvaponického
zemédélstvi (Goddek a kol., 2019). Sarawaneeyaruk a kol. (2015) ve své publikaci udavaji
negativni vliv azadirachtinu na rast fazole mungo (Vigna radiata). Rostliny osetrené 1,25
pug-mlta 2,5 ug-mlt mély oproti kontrole mensi vahu kofen( a vyhonkd. Na rozdil od
vySe zminéné publikace udava prace Gupty a kol. (2004), Ze rozdily v délce korend,
vyhonku, poctu uzlikd a hmotnosti v susiné fazole mungo byly pfi aplikaci azadirachtinu
oproti kontrole minimalni, a to i pfi tfikrat vyssi davce, nez byla doporucovana. Vliv
pesticidu byl sledovan od 30. do 70. dne po aplikaci pesticidu. Azadirachtin podle Gupty
a kol. (2004) tedy nemél vliv na rlst rostliny, coz potvrzuje i nasSe prace, ve které byl
sledovan rlst bazalky pravé po dobu dvou tydnl od aplikace doporucené davky

pesticidu uvedené vyrobcem. Rozdilné vysledky udavané v praci Sarawaneeyaruka a kol.
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(2015) jsou pravdépodobné zplsobeny faktem, Ze na rozdil od nasi prace a Gupty a kol.
(2004) byl pesticid do prostredi pridavan konstantné kazdy tyden, a to po dobu dvou
mésich. Podle vyrobce vSak musi byt mezi jednotlivymi aplikacemi pesticidu ¢asovy
interval 7 az 10 dni a jeho aplikace je v tomto rozmezi povolena pouze tfikrat za sebou.
Koncentrace davky aplikovaného pesticidu v praci Sarawaneeyaruka a kol. (2015) je

navic nékolikrat vyssi nez nami aplikovana koncentrace.

6.2. Posouzeni vlivu azadirachtinu na nitrifikaci
Je zndmo, Ze aplikace pesticidli mlze mit stimulujici, nebo negativni Gcinek na

nitrifikacni bakterie v pQdé, a tedy na nitrifikaci obecné (Ahmed a kol., 1998;
Sarawaneeyaruka a kol., 2015). Studie o vlivu pesticidl na nitrifikaci v akvaponickém
systému ale stale chybi. Jednou z vyjimek je prace Raskovice a kol. (2021), ve které byl
azadirachtin aplikovan v ddvce o koncentraci 20 pg:I't. Radkovi¢ ve své studii uvadi, Zze
azadirachtin mél vliv na obé faze nitrifikace. Na rozdil od Raskovice a kol. (2021) byl vliv
na nitrifikaci v nasi praci detekovan pouze staticky rozdilnymi koncentracemi amoniaku
ve vzorcich s azadirachtinem oproti kontrole. Koncentrace dusitani ve vzorcich
s aplikovanym azadirachtinem ale nebyly statisticky odlisné od kontroly, coZ naznacuje,
Ze druha faze nitrifikace nebyla ovlivnéna aplikaci postfiku na bazi azadirachtinu. Obsah
dusi¢nanl ve vzorcich béhem celého pokusu stoupal a koncentrace v kontrolnich
vzorcich a vzorcich s azadirachtinem byly takrka totozné, coZ dokazuje, Ze v naSich
simulovanych experimentalnich biofiltrech zdarné probihala nitrifikace aplikovaného
NH4Cl. Rozdily mezi vysledky naSi prace a RasSkoviéem a kol. (2021) mohou byt
zpUsobeny pouzitim nizsi koncentrace azadirachtinu. Ten byl v naSem pokusu davkovan
ve tfech rGznych koncentracich. Davka 1,5 pg:I? byla pouZita na zakladé nejvyssi
namérené koncentrace azadirachtinu v prvni ¢asti experimentu. Dalsi dvé pouzité
koncentrace, 7,5 pglt a 15 pg-l?, simulovaly chybu pfi davkovani pesticidu. Prace
Raskovice a kol. (2021) tedy operovala s koncentraci azadirachtinu o 5 pg-I* vy$si. Je tedy
mozné, Ze azadirachtin ma na druhou fazi nitrifikace vliv az od vyssich koncentraci.
Béhem druhé faze experimentu byly méreny fyzikalné chemické parametry vody
v experimentdlni jednotce (teplota, pH, nasyceni kyslikem). Saturace kyslikem se

v posledni den testu liSila od kontroly. Ostatni dny se statisticky neliSily, ale trend byl
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obdobny. Jednou z pfi¢in mize byt to, Ze aplikovany pesticid je ve formé oleje, ktery pak
nasledné vytvofril vrstvu na hladiné. Vrstva na hladiné mohla omezit vyménu plynd mezi
vodou v experimentdlni nadrzi a vzduchem. Toto vysvétleni je vSak méné
pravdépodobné, nebot experimentalni nadrze byly intenzivné vzduchovany. DalSim
vysvétlenim mlzZe byt zvySena biologicka spotreba kysliku ve vodé s pesticidem. Tento
jev byl popsan pro jiné skupiny pesticidl, napfiklad v publikaci Salles a kol. (2010), ve
které byl zkouman rozklad pesticidu fosmetu.

Vliv na nitrifikaci byl dale hodnocen na zakladé zmén ve vyskytu kmend bakterii
narostlych na bioelementech v simulovaném biofiltru. Blancheton a kol. (2013) uvadi, ze
azadirachtin by mohl mit nezadouci ucinky na obsah nitrifikaénich bakterii
v bioelementech, a to bud pfimym dopadem na nitrifikacni bakterie, nebo zlepSenim
podminek pro jiné typy bakterii, které budou v daném prostifedi vice konkurence
schopné. CoZz potvrzuji i naSe vysledky, ze kterych je patrny pokles kmene bakterii
Nitrospirae sp., jednoho z kmenU bakterii zodpovédnych za proces nitrifikace (Bartelme
a kol., 2017). Pokles byl zaznamenan po Sesti hodinach od aplikace azadirachtinu. Obsah
bakterii kmene Nitrospirae sp. s aplikovanym azadirachtinem byl zna¢né nizsi nez obsah
téchto bakterii v kontrole. Souéasné se sniZujicim se zastoupenim bakterii kmene
Nitrospirae sp. vzristal obsah bakterii kmene Proteobacteria sp. Nékteré bakterie
tohoto kmene jsou schopné vazat atmosféricky dusik (Moulin a kol., 2001). Azadirachtin
tedy snizil vyskyt nitrifikanich bakterii, nicméné ne natolik, aby doslo k zastaveni

nitrifikace a zhrouceni systému.
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7.Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo posouzeni vlivu pfirodniho pesticidu na bazi
azadirachtinu v akvaponickém systému. Konkrétné se jednalo o stanoveni koncentrace
azadirachtinu ve vodé po aplikaci v péstebni ¢asti akvaponického systému a jeho vliv na
rast bazalky pravé (Ocimum basilicum). Dale pak posouzeni vlivu azadirachtinu na proces
nitrifikace a na bakterie pritomné v biofiltru akvaponického systému.

Po aplikaci azadirachtinu na bazalku pravou se nejvys$si koncentrace pesticidu
v systému objevila po 48 hodindach, a to 1,5 pg-I™%. Vliv pesticidu na rist bazalky nebyl
prokazan. Rozdily mezi vyskou rostlin oSetfenych azadirachtinem a vyskou rostlin
v kontrole béhem dvou tydnl nebyly statisticky rtzné.

Vliv azadirachtinu na nitrifikaci byl posuzovan na zdkladé obsahu amoniaku,
dusitani a dusi¢nan( v simulovaném biofiltru. Namérend koncentrace amoniaku ve
skupindch s aplikovanym pesticidem se liSila od kontrolnich skupin. Azadirachtin mél
tedy wvliv na prvni ¢ast nitrifikace. Obsah dusitand ve skupiné s
aplikovanym azadirachtinem nebyl statisticky rlizny od obsahu dusitan( v kontrole, coz
naznacuje, Ze druhd faze nitrifikace nebyla ovlivnéna aplikaci postfiku na bazi
azadirachtinu. Obsah dusi¢nant ve vzorcich vody béhem celého experimentu stoupal a
k vyraznému odklonu od kontroly neodeslo. Coz dokazuje, Ze v naSich simulovanych
experimentalnich biofiltrech zdarné probihala nitrifikace aplikovaného NH4CI.

PFi pozorovani vlivu azadirachtinu na obsah bakterii v biofiltrech byl se stoupajici
koncentraci pesticidu detekovan pokles bakterii kmene Nitrospirae sp., tedy jednoho z
kmen( bakterii zodpovédnych za proces nitrifikace (Bartelme a kol., 2017). Spolecné
s poklesem Nitrospirae sp. byl zaznamendn zvySujici se obsah bakterii kmene
Proteobacteria sp.

Vysledky této prace poukazaly na moznost vyuZiti pfirodniho pesticidu na bazi
azadirachtinu v akvaponickém systému. MoZnost vyuZiti pesticid(l i v jednosmyckovém
systému by mohla vést k zvySeni komercniho vyuZiti akvaponie. Problémova ale zlstava
otazka obsahu a sloZeni bakterii v biofiltrech po aplikaci azadirachtinu, v budoucnu by

byla potfeba dlouhodobéjsi studie na reakci téchto bakterii v biofiltrech.
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9.Abstrakt

Tato bakalarska prace posuzuje vliv pesticidu na bazi azadirachtinu v akvaponickém
systému. Experiment byl tvofen dvéma ¢astmi, v prvni ¢asti byla zkoumana koncentrace
azadirachtinu ve vodé po aplikaci v péstebni ¢asti akvaponického systému a jeho vliv na
rast bazalky pravé (Ocimum basilicum). V druhé ¢asti byl pozorovan vliv azadirachtinu
na proces nitrifikace a na bakterie pritomné v biofiltru akvaponického systému.
Koncentrace pesticidu po aplikaci na bazalku byla méfena po dobu 72 hodin, nejvyssi
naméfena koncentrace byla zjisténa ve 48. hodiné a ¢inila 1,5 pg-I*. Vyska rostlin byla
mérena dva tydny a nebyl zjistén statisticky rozdil mezi rostlinami oSetfenymi
azadirachtinem a kontrolou. Vliv azadirachtinu na nitrifikaci byl posuzovan na zakladé
obsahu amoniaku, dusitand a dusi¢nanl v systému. Stanoveni probihalo dvakrat denné
po dobu ¢tyf dni. Azadirachtin byl aplikovan ve tfech rliznych koncentracich, a to 1,5
pglt, 7,5 pglt, 15 pgl?t ve tfech opakovdnich. Obsah amoniaku ve vzorcich
s pesticidem se liSil od obsahu amoniaku v kontrole. Obsah dusitan( a dusi¢nan(i se
zdsadné neliSil od kontrolnich vzorkd ani u nejvy$si koncentrace azadirachtinu.
Azadirachtin mél tedy vliv jen na prvni fazi nitrifikace. Obsah kmen0 bakterii v biofiltru
byl zkouman po 6 hodinach od aplikace pesticidu. Pfi pozorovani vlivu azadirachtinu na
obsah bakterii v biofiltrech byl se stoupajici koncentraci pesticidu detekovan pokles
bakterii kmene Nitrospirae sp. Spolecné s poklesem Nitrospirae sp. byl zaznamenan
zvysujici se obsah bakterii kmene Proteobacteria sp. Vysledky prace prokazuji moznost
pouziti pesticidu azadirachtinu v akvaponickém systému. Pro dlkladnéjsi zhodnoceni

vlivu azadirachtinu na biofiltr by vSak byla potfeba dlouhodobéjsi studie.

Klicova slova: akvaponie, azadirachtin, bakterie, bazalka prava, biofiltr, nitrifikace,
pesticidy
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10.Abstract

This Bachelor’s thesis assessed the effect of azadirachtin-based pesticides in an
aquaponic system. The experiment consisted of two parts, the first part examined the
concentration of azadirachtin in water after its application in the growing part of the
aquaponic system and its effect on the growth of basil (Ocimum basilicum). In the
second part, the effect of azadirachtin on the nitrification process and on the bacteria
present in the biofilter of the aquaponic system was studied. The concentration of
pesticides after application to basil was measured for 72 hours, the highest measured
concentration of 1.5 pg-I was observed after 48 hours. Plant height was measured for
two weeks and no statistical difference was observed between azadirachtin-treated and
control plants. The effect of azadirachtin on nitrification was assessed based on the
ammonia, nitrite, and nitrate contents of the system. The assay was performed twice
daily for four days. Azadirachtin was applied in three different concentrations, 1.5 pg-I°
1 7.5 pgI?, and 15 pg-I, in triplicate. The ammonia content of the pesticide samples
differed from the ammonia content of the control. The content of nitrites and nitrates
did not differ significantly from the control samples even at the highest concentration
of azadirachtin. Azadirachtin therefore only affected the first phase of nitrification. The
content of bacterial strains in the biofilter was examined 6 hours after pesticide
application. When observing the effect of azadirachtin on the bacterial content of
biofilters, with the rising concentration of pesticide a decrease in the bacteria of the
phylum Nitrospirae sp. was detected. Together with the decrease of Nitrospirae sp. an
increasing content of bacteria of the phylum Proteobacteria sp. was detected. The
results of the thesis demonstrate the possibility of using the pesticide azadirachtin in the
aquaponic system. Longer-term studies would though be needed to further evaluate the

effect of azadirachtin on the biofilter.
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