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REZIME

HISTOLOSKA GRAPA JETRE, CREVA, SKRGA I BUBREGA SARANA (Cyprinus
carpio L., 1758) GAJENOG U POLUINTENZIVNOM SISTEMU: EFEKTI
RAZLICITIH TIPOVA DODATE HRANE

Saran (Cyprinus carpio L. 1758) je jedna od najznacajnijih vrsta za srpsku,
evropsku i svetsku akvakulturu. I pored toga Sto se Saran u evropskoj akvakulturi
najcesce gaji u poluintenzivnom sistemu, literatura o histologiji vitalnih organa u
ovim agroekosistemima je jako oskudna. Stoga su uradena dva Sestomesecna
eksperimenta u kojima je jednogodiS$nja Saranska mlad hranjena sa tri razlicita tipa
dodate hrane: Zitarice (ZH), peletirana (PH) i ekstrudirana hrana (EH). Tokom prve
godine je koriS¢ena voda iz obliZznjeg potoka, dok je u toku druge godine koriS¢ena
voda iz arteskog bunara, sa 125 metara dubine. Praceni su efekti na ribe i to na vise
razli¢itih nivoa: efekat hrane na morfologiju organa digestivnog trakta (jetra i
creva); efekat hrane na morfologiju i ultrastrukturu hepatocita i enterocita; efekat
kvaliteta i porekla vode za vodosnabdevanje ribnjaka na morfologiju jetre, Skrga i
bubrega; efekat hrane na masnokiselinski sastav mesa riba. Razlike u histoloskoj
gradi organa su ispitivane koriS¢enjem razlicitih metoda: histometrijskim i
stereoloskim metodama, polukvantitativnim skoringom histopatoloskih promena i
parametrima prirasta. Buduci da se radi o terenskom istraZzivanju u proizvodnim
uslovima, redovno su kontrolisani fizicki i hemijski parametri kvaliteta vode u
svakom jezeru. Na kraju eksperimentalnog perioda konstatovane su statisticki
znacajne razlike u prirastu, specificnoj stopi rasta i konverziji hrane izmedu
komercijalnih hrana (PH i EH) i Zitarica. Histometrijske analize su pokazale manju
povrSinu jedarnih profila, ve¢u povrsinu Celijskih profila i niZi odnos jedarnih i
¢elijskih profila hepatocita u grupi ZH u poredenju sa grupama PH i EH. U isto
vreme, broj lipidnih kapi u hepatocitima je rastao od pocetka eksperimenta do jula
i avgusta, kada je bio najvisi, dok je njihova koli¢ina rapidno opadala na kraju
sezone gajenja, u septembru i oktobru. Sa druge strane, glikogen je prisutan u svim
uzorkovanim ribama tokom celog trajanja eksperimenta. Razlika u visini enterocita
nije bila prisutna izmedu grupa, ali je ustanovljena jaka pozitivha Kkorelacija
izmedu visine crevnih nabora i mase riba. U distalnom delu creva riba iz svih grupa
su ustanovljeni pojedini indikatori enteritisa, ali samo tokom prva dva meseca
gajenja riba. Rezultati histoloSkih analiza su pokazali da su ribe hranjene
komercijalnom dodatom hranom imale bolji nutritivni status jetre u poredenju sa
grupom riba hranjenih Zitaricama. Medutim, razlika izmedu grupa PH i EH je
utvrdena samo za jedan histometrijski parametar - broj intraepitelnih makrofaga.
Za procenu zdravstvenog statusa riba koriS¢ene su histopatoloske analize,
frekvencija pojavljivanja promena i polukvantitativni skoring. Vodosnabdevanje
ribnjaka je uzrokovalo znacajnu razliku u ribnjackim jezerima izmedu dve godine
eksperimenta. Tokom prve godine, kada je koris¢ena voda iz potoka, je zabeleZen



znacajno viSi nivo tvrdoCe vode, koncentracije rastvorenog kiseonika i pH
vrednosti, dok je tokom druge godine, kada je koriS¢ena voda iz arteskog bunara
bio prisutan znacajno visi nivo elektroprovodljivosti, ukupnog amonijaka i koli¢ine
ortofosfata. Stopa prezivljavanja riba i indeks podobnosti staniSta su bili visi u toku
druge godine eksperimenta, dok se vrednosti prirasta riba nisu statisticki
razlikovale izmedu dve godine. Takode, u toku prve godine eksperimenta, kada je
koriS¢ena potocna voda, su oscilacije u vecini faktora bile mnogo ve¢e u odnosu na
drugu godinu. Ove razlike u kvalitetu vode su uticale na indekse
polukvantitativnog skoringa Skrga i jetre. Indeksi su bili znacajno visi tokom prve
godine eksperimenta, $to znaci da su intenzitet i broj histopatoloskih promena bili
mnogo veCi tokom prve godine eksperimenta. Ukoliko se posmatra stepen
korelacije izmedu parametara kvaliteta vode i polukvantitativnog skoringa, dolazi
se do zakljucka da je nivo pH najznacajniji od posmatranih parametara i ima
najveci uticaj na histologiju organa riba. U isto vreme, nije ustanovljena razlika u
histopatolo$kom indeksu izmedu riba hranjenih razli¢itim tipovima hrane. Skrge
su se pokazale kao najbolji indikatorski organ u ovoj studiji, jetra kao relativno
dobar, dok se bubreg nije pokazao kao dobar indikatorski organ. Odgovor na
uticaje spoljasSnjih faktora na bubreg je bio limitiran, a Kkorelacije izmedu
parametara kvaliteta vode i histopatoloSkog indeksa na ovom organu nisu
ustanovljene, za razliku od Skrga i jetre. Medutim, za razliku od vecine
histopatoloskih promena u bubregu, broj regenerisanih nefrona je imao odredenu
pravilnost i opadao je od pocetka eksperimenta ka kraju. Analiza masnih kiselina u
mesu Sarana je pokazala da su ribe hranjene komercijalnom hranom u m znatno
kao i ribe uzorkovane na pocetku eksperimenta. Pored toga, utvrdena je znacajna
razlika u koli¢ini masnih kiselina u mesu riba izmedu grupa hranjenih razlicitiom
komercijalnom hranom. Tako su ribe iz grupe EH, bile bogate w-3 masnim
kiselinama, a znacajno je da su imale visoke nivoe eikozopentanske i
dokozoheksanske masne Kkiseline. Takode, ribe iz ove grupe pokazuju i visoke
vrednosti odnosa w-3 i w-6 masnih kiselina, Sto njihovo meso ¢ini najpovoljnijim
za ishranu ljudi.
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histopatologija; polukvantitativni skoring; histometrija; stereologija; masne
kiseline
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ABSTRACT

LIVER, INTESTINE, GILLS, AND KIDNEY HISTOLOGY OF COMMON CARP
(Cyprinus carpio L., 1758) REARED IN SEMI-INTENSIVE SYSTEM: EFFECTS OF
DIFFERENT SUPPLEMENTAL FEEDS

Carp (Cyprinus carpio L., 1758) is one of the most important fish species in Serbian,
European and World aquaculture. Despite the fact that in Europe, carp is mostly
grown in semi-intensive rearing systems, the literature on the histology of vital
organs of carp from this production system is scarce. Therefore, two six-month
field experiments were carried out: carp yearlings were fed supplemental feeds:
cereals (CF), steam-pelleted (PF) and extruded (EF) compound feed. Different
water supply was used each year: in the first year, water supply was from the
nearby stream, while in the second year of experiment, water supply was from a
tube well 125 m deep. The effects on fish were assessed on several different levels:
effects of feed on the histology of the digestive tract (liver and intestine), effects of
feed on the morphology and ultrastructure of hepatocytes and enterocytes; effects
of pond water quality and origin on the histology of the liver, gills and kidney;
effects of supplemental feed on carp fatty acid composition. The histological
structure of organs was examined using following methods: histochemistry,
stereological methods, semiquantitative scoring of histopathological changes, and
growth parameters. During the experiment physical and chemical parameters of
water quality in the ponds were monitored. At the end of the experimental period,
a significant difference in weight gain, specific growth rate and feed conversion
ratio was observed in fish fed compound feeds (PF and EF) compared to fish fed
cereals. A smaller nuclear profile area, larger hepatocytes cytoplasmic profile area
and lower nucleus/cytoplasm ratio was found in CF-fed fish compared to PF- and
EF-fed fish. Regardless of the type of supplementary feed, the number of lipid
droplets in hepatocytes was highest in July and August, lipid depletion occurred in
September and October, while glycogen was present in hepatocytes throughout the
experiment. No size difference between groups was observed for enterocytes, but a
strong relationship between length of intestinal folds and fish weight was found. In
the first two months of experiments signs of enteritis were found in carp distal
intestine. According to histological indicators, extruded or steam-pelleted feed
induced better nutritional status of common carp in comparison to cereals.
However, the only histometrical difference between groups PF and EF was the
number of intraepithelial macrophages. In order to assess the fish health status, a
histopathological analysis, alteration frequencies, and semiquantitative scoring of
the changes were used. Water supply caused a significant difference in ponds
between the two experimental years: ponds supplied from stream water were
characterized by higher water hardness, dissolved oxygen and pH values, while
those supplied from tube well had higher electroconductivity, total ammonium and



orthophosphates content. Fish survival rate and habitat suitability index were
lower in ponds supplied by stream water, while the fish weight gain did not differ
between the two water supplies. Moreover, in the first year of experiment, when
stream water was used, oscillations of most factors were higher than in the second
year. These differences resulted in a higher level of histopathological indices in
gills and liver, which reflect higher number and intensity of histological lesions
during the first year of experiment. Among the water quality parameters, pH level
had the strongest influence on fish. Water supply produced greater influence on
the level of histopathological changes than the type of feed applied. Gills confirmed
to be the best indicator organ in this study; the liver was a relatively good
indicator, while the kidney was the least responsive. The impact of environmental
factors on kidney histology was limited, and the correlation between water quality
parameters and histological indices of this organ were not found, in contrast to the
gills and liver. The only histological parameter in the kidney that could be used as
an indicator was the number of regenerated nephrons. Their number showed
certain regularity and decreased from the beginning of the experiment to its end.
Analysis of fatty acids composition of carp meat showed that carp fed compound
feed had larger diversity of fatty acids in muscle compared to fish fed cereals, and
fish sampled at the beginning of the experiment. In addition, a significant
difference in the amount of fatty acids in fish meat between the groups fed
compound feed was found. EF-fed fish had higher levels of w-3 fatty acids,
compared to PF-fed fish. Important levels of eicosapentaenoic and
docosahexaenoic acids and high w-3/w-6 fatty acid ratio were found in EF fed carp.
These findings makes EF fed carp the most favorable for human consumption.

KEY WORDS: common carp; semi-intensive rearing system; water quality; weight
gain; histopathology; semiquantitative scoring system; histometry; stereology;
fatty acids
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SPECIAL TOPICS: Cell and tissue biology

UDC NUMBER: 639.043.2: [597.551.2: 639.311]



SADRZA]

1.1. Osnovne KaraKteristiKe VISTe.......ccvveriiiiiriries e e e e e e 2
1.2. ARvaKUItUra Sarana.......ccooeeiiiiiiin s e s 4
1.3. IShrana Sarana........cuiiiiiiie i s s s s 7
1.4. Anatomija i histologija jetre Kod riba..........ccoviiiririeiinin e e 9
1.5. Anatomija i histologija distalnog dela creva kod riba..........cooereiiiiininin i 14
1.6. Anatomija i histologija Skrga kod riba.......cccoeoe i 16
1.7. Anatomija i histologija bubrega kod riba......c...ccciiinii i 20
1.8. Znacaj histoloskih indikatora u zdravstvenom stanju organa riba..........cccccceeeriuennes 23

1.9. Masne kiseline kao pokazatelj kvaliteta mesa kod riba........ccccceeceininiiiiinccn e 26
2. PREDMET I CIL] ISTRAZIVANJA.....cccsveseererssreseressaresessnsssesensnssnesensnssnsssssesenensarens. 28
3. MATERIJAL I METODE.........cicisirinnn s s s ssssns s s s ss s s snsass v snens 30
3.1. Dizajn eKSPerimenta.....cccicceeiiiiiiiien st ceies e er s s ssr s e e e s s e sn e sre e sressnneean 3 1

I b0} (o)=Y 1) TS OPP S 33
3.3. Svetlosna MIKroSKOPIja......ccoveieeieieire et e e s e e e 34
3.4. Elektronska miKroSKOPIja.....cccurueririieieiiee ettt e e e e 34
3.5. Morfometrija i StEre0l0Zija. .. e ieeeruirieeieieer et et e e e e 35
3.6. Semikvantitativna analiza histopatoloskih promena.........cccocoeceniiniinivinicn e 36
3.7. Parametri PIITASTa.....ccoeeeeeieirries et s e e e s en e e en e sre e s e nre e nn e e 37
3.8. Parametri Kvaliteta VOde.......cccoveoeiremreieeiees s e e s e e e e 38
3.9. Indeks podobnosti STANISTA....cccuecceeriir et e e et e s rr e e e sr e e eas 39
3.10. Hemijske analize hrane i mesa ribe..........ccoiieeiiiiiiinin it 40
3.11. Odredivanje sadrzaja masnih Kiselina..........ccoomrimininis e 40
3.12. Statistika analiZa.......ccoveeriiiiiin i e 41
T o Vo 0o L g O 0 1) U O RTRR 44
4.1.1. Parametri rasta na pocetku i kraju eksperimenta.........ccccccceiviviiininccecnienie e 44
4.1.2. Masa i dimenzije riba po periodima..........ccccoeoeeriinieereini e e 45
4.1.3. Vrednosti prirasta riba po periodima........cccccevevivniiien i e 47
4.1.4. Vrednosti SGR-a po periodima.........ccooermrimieninis e e e e s e 48
4.1.5. Vrednosti TGC-a po Periodima.......c.ccoveeeereenemrenres e e e e e s 49
4.1.6. Fultonov faktor kondicije po periodima..........cccuuerieeieinin e e 49
4.1.7. StoPa PreZivjavanja. ... eries s s s sse e s e e e 50
4.1.8. Indeks podobnosti StANISTA.......ceveereieerier e e 50
4.2. Parametri kvaliteta VOde........c.cvvioiir e e enn e D0
4.2.1. Parametri kvaliteta vode u prvoj godini istrazivanja..........ccceeeveeeeereiessecveennne 51
4.2.2. Parametri kvaliteta vode u drugoj godini istrazivanja...........ccceceeeinnnnnseennn. 55
4.2.3. Razlike u parametrima izmedu dve godine istrazivanja...........ccccveeeercernersee e 60
T 5 R W) (o oy | F= T =1 0 TSSOSO 61
4.3.1. Morfologija hepatocita i acinusnih €elija.......ccocooverviiiinininiec e 62
4.3.2. Volumenska gustina lipidnih kapi u hepatocitima.........ccccoverreci v 65
4.3.3. Morfometrija hepatocita i acinusnih €elija.......cccocoovrmrrieiinnn e 69
4.3.4. HistopatoloSke promene U Jetri.......couurieieiieieice et et e e e s e 71
4.3.5. SEAPICASLE COLIE ..vuvrrrieeieetisceeeeies s et st es st et es e ses st st ses e es e st e sessnssesees 76
4.3.6. Polukvantitativni skoring histopatoloSkih promena u jetri.........cccccovereiivreene. 77
4.3.6.1. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena
U JEtri IZMEAU SIUPA . cciiiuiir ittt e se et s e ss e se e seeen e e ae e 77

4.3.6.2. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena
u jetri izmedu dve GOdiNe.......coco i ciiieireirie e e 78



4.4. Histologija distalnog dela creva.. . .. 80
4.4.1. Histopatoloske promene na dlstalnom delu (03 = V2 DR 81
L U8 =) (o Y04 1 PP 82
4.4.3. Morfometrija enterocita i crevnih nabora........cccccccvien i 83
4.4.4. Intraepitelni Makrofagi........ccoevveininin e e 85
4.4.5. Korelacija izmedu crevnih nabora i mase riba.......c..ccoceeoieninennieiesinne e 87

4.5, HiStolo@ija SKIZa. .. .o iceieeie ettt ettt e et e et e e e en e e s r e e e e en e e e 88
4.5.1. Histopatoloske promene na SKrgama.......c..cocceeveriniieeninnen e e 88
4.5.2. Polukvantitativni skoring histopatoloSkih promena na skrgama...................... 94

4.5.2.1. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena

na SKrgama iZmedu GrupPa.......oocecceeeen et e e 94
4.5.2.2. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena

na Skrgama izmedu dve godine..........oueuiiiires e ce e e 95

4.6. Histologija DUDIEEa....cccoie it e e e e e e 97
4.6.1. HistopatoloSke promene U bubregu..........ccv i ieiieieicin e e 99
4.6.2. Polukvantitativni skoring histopatoloSkih promena u bubregu...................... 103

4.6.2.1. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena
U bubregu iZmedu rupa.....ccocce e ieeieecee e et e e 103
4.6.2.2. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena
u bubregu izmedu dve odine........cccoveieerinie i 104
4.6.3. Nefroni u stadijumu regeneracije.......coov v reerrenereerenenses s eer e e 106
4.6.4. Ektopicno tireoidno tkivo u bubregu..........ccccovoeiniiiin i 107

4.7. Ukupan histopatoloski indeks tri posmatrana organa..........cc.ceeeeeverenvenesies s s 108

4.7.1. Polukvantitativni skoring ukupnih histopatoloskih promena
VA0 =10 L0 | o PP S 108

4.7.2. Polukvantitativni skoring ukupnih histopatoloskih promena
IZMedu dVe OdINe.....coc.uei i e e s 109

4.8. Uticaj zivotne sredine na vrednost histopatoloskih indeksa

SKrga, DUDIega i JEIIe . ...oo v e e e e e e e 109
4.8.1. Korelacija izmedu histopatoloskih indeksa i kvaliteta vode.........cc..ccorueenennnee 109
4.8.2. Kanonijska diskriminantna analiza histopatoloskih promena..........c.ccccvuunn. 110
4.9. Analiza masnih kiselina u miSicnom tKivu Sarana..........ccocevvvevniieiniinnn e cnies e 113
5. DISKUSIJA... v ——— werrennneens 119

5.1. Uticaj 1shrane na parametre prlrasta rlbe i hlStOlOgl]u dlgestlvnog trakta............ 120

5.2. Uticaj kvaliteta Zivotne sredine na histologiju skrga, jetre i bubrega...................... 134

5.3. Utlca] ishrane na sastav i koli¢cinu masnih kiselina u misi¢ima.........cccccoveeereniein 148



“Form follows function - that has been misunderstood.

Form and function should be one”

Frank Lloyd Wright
(1867-1959)

“Alle ding' sind gift, und nichts ohn' gift; allein die dosis macht,

daf ein ding kein gift ist”

Paracelsus
(1493-1541)

“Dis-moi ce que tu manges, je te dirai ce que tu es”

Jean Anthelme Brillat-Savarin
(1755-1826)
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1.1. Osnovne karakteristike vrste

Subphyllum: Vertebrata
Superclassis: Gnathostomata
Classis: Osteichthyes
Infraclassis: Teleostei
Superordo: Ostariophysi
Ordo: Cypriniformes
Familia: Cyprinidae

Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758)

Saran (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) je ko$ljoriba reda Cypriniformes, porodice
Cyprinidae (Kalezi¢, 2001). Porodica Cyprinidae je daleko najbrojnija u ovom redu,
sa najmanje 210 rodova i preko 2010 vrsta (He i sar., 2008). Samim tim, porodica
Cyprinidae predstavlja najbrojniju porodicu slatkovodnih riba na planeti. Saran
danas ima cirkumpolarno rasprostranjene i moze se naci na svakom kontinentu
osim na Antarktiku. PoCetni areal ove vrste je obuhvatao Evropu i Aziju, ali se posle
introdukcije vrlo brzo rasirio u Severnoj Americi i Africi. Poslednja dva kontinenta
koje je Saran poceo da naseljava kao invazivna, alohtona vrsta, ¢esto veoma Stetna
po lokalnu autohtonu faunu riba jesu Australija i Juzna Amerika (Pinto i sar., 2005;
Zambrano i sar., 2006). Saran Zivi u sporotekué¢im rekama i jezerima sa mekim
dnom obraslim vodenim biljkama. MoZe nastanjivati i vode povecanog saliniteta.
Telo mu je izduZeno, snazno i zbijeno, pokriveno tamno Zuto-zelenim krljustima ili
su pak krljusti manje ili viSe redukovane (Slika 1). Raste do duZine vece od metra i
teZine preko 30 kg. U usnoj duplji nema zube, ali poseduje Zdrelne zube koji mu
sluZze za mlevenje zrnaste hrane. Nema Zeludac, a samim tim ni kiselu reakciju
varenja. Po tipu ishrane je omnivor. U prirodi se hrani zooplanktonom, faunom dna
i semenkama makrofita. U naSim uslovima Zenke Sarana uglavnom dostiZu polnu
zrelost u navrSenoj trecoj, a muzjaci u drugoj godini Zivota. Ikru polazu na vodene
biljke. Plodnost Zenki varira od 25.000 do preko 1.000.000 zrna ikre (Markovic,
2010).
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Ekoloske valence vecine faktora kod Sarana su vrlo Siroke i ova riba je
karakteristicna po tome S$to je vrlo izdrZzljiva i veoma dobro podnosi promene u
spoljasnjoj sredini. Kao i sve vrste iz familije Cyprinidae i Saran spada u toplovodne
vrste riba. Temperaturni opseg vode u kojoj odrasli Saran mozZe da preZzivi iznosi
od 1 do 38 °C (OpuszynskKi i sar., 1989), a u literaturi se mogu naci podaci da larve
imaju najbolji prirast na temperaturi vode od 27 °C (Goolish i Adelman, 1984;
Korwin-Kossakowski, 2008). Pored ove c¢injenice, interesantno je da Saran moZe da
Zivi u uslovima hipoksije, kada je koli¢ina rastvorenog kiseonika u vodi manja od 1
mg 0z/L. Vrsta srodna Saranu - kara$ (Carassius carassius Linnaeus, 1758), moze
da preZivi i u uslovima potpune anoksije (Johnston, 1975) i prilagodava joj se tako
Sto menja metabolicke puteve i kao krajnji produkt proizvodi etanol i laktat
(Johnstone i Bernard, 1983). Saran ne koristi ovaj metaboli¢ki put, ali se na drugi
nacin prilagodava hipoksiji (Zhou i sar., 2000). Karakteristika Sarana da dobro
podnosi uslove produZene hipoksije mu daje moguc¢nost da preZivi zimu u jezerima
pod ledom na veoma niskim temperaturama i sa niskim koncentracijama kiseonika
rastvorenog u vodi. Pored Sirokih raspona temperature i rastvorenog kiseonika u
vodi koje Saran moze da podnese, ova vrsta se veoma dobro nosi i sa ekstremnim
nivoima pH, pa je opseg pH koje Saran toleriSe od 5 do 9. I pored toga $to Saran ima
tako Siroku ekolosku valencu za mnostvo faktora, ova vrsta se nalazi na IUCN-ovoj

crvenoj listi, i svrstana je u takson: VU - ranjiv (engl. vulnerable)(IUCN, 2008).

Slika 1. Saran, spoljasniji izgled; slika preuzeta sa sajta www.angeln.de
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Delovanje Sarana na prirodne i ribnjacke vodene ekosistemime je

raznovrsno i najcesce se svodi na sledece:

smanjuje providnost vode (Pinto i sar., 2005);

- utice na makrofite uglavnom tako $to ¢upa biljke iz podloge ili ih mehanicki
oStecuje dok traga za hranom (Hinojosa-Garro i Zambrano, 2004; Miller i
Crowl, 2006);

- utice na kvalitet vodene sredine i smanjuje brojnost faune invertebrata
kojima se hrani (Zambrano i sar., 2001);

- resuspenduje sitne Cestice sa dna i tako nutrijente koji bi inace ostali na dnu

vraca u ekosistem (Zambrano i sar., 2001).

Postoje dve podvrste Sarana cije su postojanje populacioni geneticari utvrdili 90-
ih godina XX veka: Cyprinus carpio carpio (koja zivi u Evropi) i Cyprinus carpio
haematopterus (koja zivi u Aziji)(Balon, 1995). Ove podvrste su potom potvrdene
metodama molekularne biologije: analizom alozima i mikrosatelita i markerima za
mitohondrijalnu DNK (Kohlmann i sar., 2003; Vandeputte, 2003; Kohlmann i sar.,
2005). U daljem tekstu kao i u celoj tezi ¢e biti iskljucivo rec o evropskoj podvrsti

Sarana, Cyprinus carpio carpio.
1.2. Akvakultura Sarana

Saran predstavlja jednu od najznaéajnijih gajenih vrsta riba na planeti. Ova
riba je pocela da se domestifikuje i gaji joS u doba Kineskog i Rimskog carstva, ali
se joS uvek vode polemike gde i kada se to tacno desilo (Balon, 1995). Statisticki
gledano, to je riba koja je tre¢a po proizvodnji na svetu sa ukupnom koli¢inom od
3.4 miliona proizvedenih tona godiSnje (FAO, 2010). Ukoliko se proizvodnja
rasClani po kontinentima, najveca koli¢ina se proizvede u Aziji (3.1 miliona tona), a
znatno manje u Evropi (184.000 tona). Ostali kontinenti proizvode manje od
100.000 tona Sarana godiSnje. Zemlje koje su najveci proizvodaci gajenog Sarana u
Evropi prikazane su u tabeli 1. Primetno je da prednjace zemlje Istocne Evrope,
iako je nakon politickih i ekonomskih promena pocetkom 90-ih godina XX veka, u
ovim zemljama znacajno opala proizvodnja ribe (Bekefi i Varadi, 2007). U

centralnoj i isto¢noj Evropi proizvodnja riba iz familije Cyprinidae ¢ini vise od 80%
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od ukupne proizvodnje u akvakulturi, i to ako se uzmu u obzir i slatkovodne i

morske vrste riba (FAO, 2007).

Tabela 1. Godisnja proizvodnja gajenog Sarana u Evropi (FAO, 2010)

Zemlja Kolicina (t)
Rusija 60.229
Republika Cegka 20.907
Ukrajina 20.045
Poljska 15.433
Madarska 13.174
Belorusija 12.876
Srbija 10.601
Nemacka 9.711
Moldavija 3.638
Rumunija 2.994

U srpskoj akvakulturi, Saran predstavlja vrstu koja dominira i sa 10.000 t
godisSnje ¢ini 70% od ukupne riblje proizvodnje u 2010. godini (Markovi¢ i sar.,
2010). Ukoliko u obzir uzmemo da se u Saranskim ribnjacima u polikulturi sa
Saranom gaje i beli amur (Ctenopharyngodon idella (Valenciennes, 1844)), beli
tolstolobik (Hypophthalmichthys molitrix (Valenciennes, 1844)), sivi tolstolobik
(Hypophthalmichthys nobilis (J. Richardson, 1845)), som (Silurus glanis Linnaeus,
1758) i smud (Sander lucioperca Linnaeus, 1758), prinosi po ribnjacima idu do

13.000 t godi$nje. Saranski ribnjaci zauzimaju povrsinu od 14.000 ha u Srbiji.

Saran koji se gaji u ribnjacima je domestifikovana vrsta i od divljeg $arana
se razlikuje po spoljasnjoj morfologiji, brzini rasta i boljem iskori§¢avanju hrane
(Bogut i sar., 2006). Tokom viSevekovne selekcije gajenih Sarana u ribnjacima,
tezilo se dobijanju riba sa: brzim tempom rasta, kasnijim polnim sazrevanjem,
otpornoS¢u na nepovoljne uslove sredine i bolesti. Prvi pokusSaji domestifikacije
Sarana su zabeleZeni tokom XIII veka u srednjovekovnim manastirima (Balon,

2004). Tada je divlji Saran, poreklom iz Dunava, smeSten u zemljana jezera i kada
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je gajenje i domestifikacija pocCela, fenotipske karakteristike su polako krenule da
se gube. Oblik tela je iz izduZenog, vretenastog preSao u oblik karakteristican za
gajenog Sarana: sa lateralno spljoStenim telom i izraZenom grbom. Vrlo brzo su ove
gajene varijante pocele da gube krljust i to je posluzilo kao osnov za veStacku
selekciju. Danas kod gajenog Sarana postoje Cetiri tipa, ¢ija je podela napravljena

na osnovu prisustva krljusti (Kirpitchnikov, 1999):
- Supner (Saran sa krljustima), Cije je celo telo prekriveno krljustima;
- Spigler (maloljuskavi), sa krljus§tima u osnovi repa i duz leda;

- cajler (veleljuskavi), sa krljustima duz boc¢ne linije, a Cesto i duz leda i u

0osnovi peraja;

- lederer (Saran bez krljusti), na kome ili nisu prisutne krljusti ili su prisutne

pojedinacno na nekim delovima tela.

Pored oblika tela i krljusti, domestifikovani Saran je promenio boju tela, a mozda
najvaZznija fenotipska karakteristika predstavlja povecanje usta i mogucnost
usvajanja semena biljaka i Zitarica, kojima je ova riba vestacki hranjena. Pored
fenotipskih karakteristika, promenila se i fiziologija ovih Zivotinja kod gajenih
formi. Crevo kod gajenih vrsta je duze u proseku za 15-25% u odnosu na divljeg
Sarana (Balon, 2004). Divlji tip Sarana je imao viSe eritrocita, hemoglobina i visi
nivo proteina u plazmi, dok su razlike nadene i kod linija sa razli¢itim prisustvom
krljusti (Svobodova i sar., 2008). Pored ovih karakteristika, divlji tip Sarana ima
kao kod domestifikovanog tipa (Balon, 2004). Danas u Evropi postoji veliki broj
linija Sarana, kao Sto su npr.: TATA (Madarska), Dor-70 (Izrael), Ropsha (Rusija),
Pohorelice (Ce$ka Republika), Zator (Poljska), Badajoz (Spanija), Glinzig
(Nemacka) i druge (Kirpitchnikov, 1999).

Saran se u celom svetu najcesce gaji u zemljanim jezerima, s obzirom na to
da je ovaj oblik proizvodnje najisplatljiviji i donosi najvec¢e prihode. Ova jezera
mogu imati razli¢ite dimenzije, od relativno malih (nekoliko ari) do viSe stotina

hektara. S obzirom na to da ribnjacka jezera najCeSCe predstavljaju vestacke
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ekosisteme, agroekosisteme, ona zavise od ljudske aktivnosti i u danasnje vreme se
tezi da budu odrZiva, a da prilaz upravljanju bude ekosistemski (Costa-Pierce,

2003).

U zavisnosti od nacina ishrane, primene ihtioloskih i agrotehnickih mera razlikuju

se tri sistema gajenja Sarana (Markovi¢ i Mitrovi¢-Tutundzi¢, 2003):

- Ekstenzivni, koji podrazumeva gajenje Sarana bazirano na prirodnoj hrani,
zooplanktonu i fauni dna. U Anglo-Saksonskoj literaturi, ovaj sistem se jos i
naziva: “nasadi i zaboravi” (engl. stock and forget)(Wickins i Lee, 2002);
Ovaj nacin gajenja je bio veoma zastupljen u Evropi u proSlosti i
tradicionalan je za zemlje Zapadne Evrope (Kestemont, 1995), a u Srbiji je

sporadican (Markovi¢ i sar., 2010);

- Poluintenzivni sistem se bazira na obezbedivanju proteinske komponente
hrane za Sarana na racun prirodne hrane, dok se energetske potrebe
zadovoljavaju koriS¢enjem dodatne hrane, obi¢no u obliku ugljenih hidrata.
Od agrotehnickih mera se primenjuje dodavanje kalcijum-karbonata. Ovaj
oblik gajenja predstavlja dominantan oblik proizvodnje u svetu i procenat
njegove zastupljenost je 70% (Tacon i De Silva, 1997), a u Srbiji taj procenat
iznosi 95% (Markovic i sar., 2010). Izuzetno je vazZna i vrsta hrane koja se
dodaje na ovim ribnjacima, jer njeno poreklo, sastav i nacin obrade

predstavljaju najbitniji faktor za dobar prirast na Saranskom ribnjaku.

- Intenzivni sistem podrazumeva veliki broj riba na malom prostoru sa
baziranjem ishrane isklju¢ivo na dodatoj hrani. Saran se u ovom sistemu
gaji u mrestiliStima, kavezima i proto¢nim betonskim bazenima (Kestemont,
1995). Ovaj sistem je veoma retko zastupljen u zemljanim bazenima, jer je

potrebna dodatna aeracija i konstantan protok vode (Markovi¢, 2010).
1.3. Ishrana Sarana

S obzirom na to da se digestivni sistem kod Sarana i riba iz porodice
Cyprinidae razlikuje od vecine kicmenjaka po tome Sto ne poseduje Zeludac, samim

tim je i fiziologija varenja i usvajanja hranljivih materija drugacija.
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Saran spada u omnivorne vrste, medutim on se hrani razli¢itim tipovima
hrane u zavisnosti od uzrasta. U prvih pet dana nakon izvaljivanja iz jajeta, larve
poseduju Zumancetnu kesu i hrane se na ra¢un supstanci uskladiStenih u njoj.
Nakon toga, mlad Sarana se hrani zooplanktonom, najées¢e organizmima iz filuma
Rotifera i podklase Copepoda, a kasnije Saran pocinje da se hrani organizmima
bentosa, puzevima, Skoljkama i drugim mekuScima, insektima, makrofitama,
algama, semenjem biljaka, detritusom i drugim organskim materijalom, pa ¢ak i
ponekom manjom ribom i Zabom (Garcia-Berthou, 2001; Ichinose i sar. 2002;

Takeuchi i sar., 2002).

[ako u svetu dominira poluintenzivni sistem gajenja Sarana, procena je da se
za oko 80% proizvodenog Sarana ne koristi moderna, kompletna hrana (Naylor i
sar., 2000). U danasnje vreme, jedan od najvecih problema u industriji hrane za
ribe jeste nestaSica ribljeg brasna, koje je osnovni izvor proteina i traZenje
alternativnog izvora za zadovoljavanje energetskih potreba (Gatlin i sar., 2007;
Tacon i Metian, 2008). Saran je omnivorna vrsta i samim tim i kompletna hrana,

kojom se on hrani, sadrZi visi nivo ugljenih hidrata.

Kada se prave formulacije hrane, osim minimalnih zahteva koje vrsta ima za
hranom (NRC, 1993) proizvodaci najviSe vode racuna o dostupnosti odredenih
sastojaka i finansijskoj odrZivosti. Tokom 80-ih godina XX veka je procenjeno da je
uCeSce proteina koji se preporucuje za ishranu Sarana u akvakulturi 35%
(Watanabe i sar., 1987; Takeuchi i sar., 1989; Lovell, 1991). Medutim, ukoliko se
Saran gaji u poluintenzivnoj akvakulturi, on se hrani i sa prirodnom hranom koja je
prisutna u jezerima, pa nivo proteina u hrani ne mora da prede 25%. U isto vreme
je ustanovljeno da je gornja granica sadrZaja masti u hrani 12% (Kaushik, 1995).
0d tada se Cesto, umesto viSeg nivoa proteina ili masti u hranu za Sarana dodaje
visok procenat ugljenih hidrata. Ugljeni hidrati predstavljaju jevtin izvor energije,
zadovoljavaju potrebe Sarana za energijom iz hrane, a pored toga povecavaju
iskoristljivost drugih nutrijenata, kao $to su proteini (Degani i sar., 1997). Saran
nema sposobnost da vari celulozu (Kaushik, 1995), ali su u poslednje vreme iz
digestivnog trakta Sarana izolovani pojedini sojevi mikroorganizama koji mogu da

je vare (Bairagi i sar., 2002), mada se aktivnost celulaze u crevima pokazala kao
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beznacajna (Stone, 2003).

Svarljivost ugljenih hidrata je kod Sarana veoma visoka, i to omogucava
adekvatnu iskoristljivost skroba iz hrane (Kaushik, 1995). Standardna upotreba
hrane u vidu peleta se na Saranskim ribnjacima koristi dugi niz godina, ali je u
poslednje vreme, u upotrebu usla i ekstrudirana hrana. U Srbiji se ova hrana koristi
na viSe od 50% ribnjaka (Markovi¢ i sar., 2010). Ekstrudirana hrana poseduje niz
pozitivnih osobina u odnosu na peletiranu, i one su: Zelatinizacija skroba i njegova
lakSa iskoristljivost (Case i sar., 1992) i poboljsane fiziCke osobine pelete: ¢vrstoca,
gustina, tonjenje, sporije raspadanje u vodi (Sgrensen, 2012). Zelatinizacija skroba
je svakako najznacajnija promena u sastojcima hrane koja se deSava tokom
ekstrudiranja (Luquet i sar., 1976). Ona omogucava znacajno bolju svarljivost i to
ne samo ugljenih hidrata, ve¢ i proteina i lipida u hrani (Venou i sar., 2003). To je
potvrdeno i u eksperimentima sa ishranom Sarana, gde je pokazano da je
dostupnost i iskoristljivost ugljenih hidrata poboljSana ukoliko je hrana

ekstrudirana (Takeuchi i sar., 1990).

1.4. Anatomija i histologija jetre kod riba

Jetra predstavlja najvecu zZlezdu kod ki¢menjaka. Ona spada u meSovite
Zlezde, zato Sto ima dve uloge, jednu endokrinu, a drugu egzokrinu (Poleksi¢ i sar.,
2003). Endokrina funkcija predstavlja razlaganje glikogena i sekrecija glukoze
direktno u krv, preko sinusoidnih kapilara, dok egzokrina funkcija predstavlja
luCenje Zuci u lumen creva. Uloga jetre je sloZenija od same sinteze i razlaganja
glikogena, jer jetra sluzi za skladiStenje, biotransformaciju i redistribuciju
nutrijenata i drugih molekula unetih preko gastrointestinalnog trakta u organizam
ribe preko portalne vene. Osim toga, jetra lu¢i hormon somatomedin C (insulin-like
growth factor 1) i ispusta ga u krv, a iz krvi uklanja hormone koji cirkuliSu (Duan,
1998; Mancera i McCormick, 1998), ludi i ispusta u krv albumine, kao i holesterol i
lipide (Hinton i sar., 2001). VazZna uloga jetre je sinteza vitelogenina, proteina koji
je osnova Zumanceta koji se ugraduje u jajne ¢elije, kao i horiogenina (Hong i sar.,
2009; Rani i sar. 2010). Pored ove dve glavne funkcije jetre, ona ima ulogu i
biotransformaciji ksenobiotika (Hinton i sar., 2001). Ove funkcije jetre su prisutne

kod svih klasa ki¢menjaka.
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Jetra riba je relativno cvrst organ, obavijena je seroznom membranom i
nalazi se u ventralnom delu tela u abdominalnoj duplji (Slika 2A). Ukoliko se
posmatra morfologija jetre, pojedini autori tvrde da makroskopski ne postoje
reznjevi kao kod jetre sisara (Hinton i sar., 2001). Nasuprot tome, neki autori tvrde
da postoje reznjevi jetre i kod riba, npr. da jetra zebrice (Danio rerio (F. Hamilton,
1822)) ima tri reZnja (Yao i sar., 2012), a jetra Sarana 7 reZnjeva (Markovi¢, 2010).
Boja jetre moze da varira od svetlo braon do tamno crvene, u zavisnosti od koli¢ine
masti i glikogena u njoj, pa do izuzetno blede ili zelene u patoloSkim stanjima
(Zhang i sar., 2007; Sun i Tsai, 2009). Kod Sarana je jetrino tkivo proSarano sa

pankreasnim i ¢ini strukturu koja se naziva hepatopankreas.

Mikrostruktura jetre pokazuje razlike izmedu riba i sisara (Hinton i Couch,
1998): kod riba ne postoje jetrini reznjici koji su karakteristi¢ni za jetru kod sisara,
kao ni hepatociti organizovani u nizove, tzv. Remakove gredice. Takashima i Hibiya
(1995) tvrde da u zavisnosti od vrste, riba moZe imati strukture koje nalikuju
reznji¢ima, ali su generalno nejasne. Samim tim ne postoje ni interlobularne
vezivne septe i generalno u jetri riba ne postoji velika koli¢ina vezivnog tkiva.
Vaskularni elementi kod riba: vene, arterije i Zuc¢ni kanali su razbacani po jetri bez
odredenog reda (Rocha i sar., 1994) Sto je razlika u odnosu na sisarsku jetru gde
postoji portobilijarni prostor sa portalnim trijadama, koju ¢ine interhepati¢na
vena, arterija i ZuCni kanali¢ i koji se uvek nalaze zajedno (Junqueira i Carneiro,
2001) Ponegde se u jetri mogu uociti ve¢i Zuc¢ni kanali i hepaticne arterije koji su
povezani, ali se u toj strukuri najces¢e ne nalazi i hepaticna vena, a ¢ak i ako se
primeti njeno prisustvo, to je verovatno rezultat slucajnosti (Rocha i sar., 1994). U
jetru ulaze portalna vena i hepati¢na arterija, iako neki autori smatraju da
hepaticna arterija ne postoji (Yao i sar., 2012). Portalna vena sprovodi krv iz creva,
koja je bogata nutrijentima i ona prvo prolazi kroz jetru gde eventualne toksi¢ne
materije koje se nalaze u krvi podlezu biotransformaciji (Kleinow i sar., 1987). Po
ulasku u jetru, portalna vena se grana na krvne sudove sve manjeg promera, do
sinusoidnih kapilara. Sinusoidni kapilari su Siri od klasi¢nih kapilara i oko njih se
nalaze fenestrirani endotel (Yao i sar., 2012). Izmedu celija endotela i hepatocita se

nalazi perisinusioidni (Diseov) prostor koji sadrzZi stelatne celije (Ito-ove Celije).
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Slika 2. A) prikaz poloZaja jetre u odnosu na telo zebrice; B) hepatociti u jetri
muzjaka; C) hepatociti u jetri Zenke; preuzeto iz Menke i sar. (2011)

Zu¢ni kanaliéi sprovode Zu¢ koja se lu¢i u hepatocitima preko ve¢ih Zuénih
kanala (nastaju spajanjem Zucnih kanali¢a) do Zuc¢ne kese (Grizzle i Rogers, 1976).
Zucni kanalié¢i najéesée nisu vidljivi na svetlosnom mikroskopu, dok se na povrsini
Zucnih kanala nalazi jednoslojni niskoprizmati¢ni epitel, a ispod njega vezivno

tkivo (Takashima i Hibiya, 1995).

Kupferove celije nisu prisutne u jetri kod riba, a jedini izuzetak je familija
melano-makrofagni centri koji donekle preuzimaju ulogu Kupferovih celija i pored
uloge koju imaju u retikulo-endotelnom sistemu imaju i funkciju u skladiStenju
fosfolipida i gvozda nastalih nakon eritrofagocitoze, bakterijskih i parazitskih
spora, ostataka oStecenih cCelija i ¢elijskog debrisa (Agius i Roberts, 2003). Pored
uloge u skladiStenju, one neutraliSu toksi¢ne slobodne radikale i katjone nastale
lipidnom peroksidacijom. Melanomakrofagni centri se nalaze u parenhimu jetre i
njihov broj i veli¢ina zavise od vrste, starosti i zdravstvenog statusa ribe (Agius i
Roberts, 2003). Obi¢no su prisutni u blizini hepati¢nih arterija, portalnih vena ili
Zucnih kanali¢a i sadrZe razli¢ite tipove pigmenta (Fournie i sar., 2001). Jetra se
kod riba razlikuje i u sekreciji vitelogenina kod muZjaka i Zenki (Slika 2B i 2C).
Jetre koje aktivno sekretuju vitelogenin poseduju bazofilne hepatocite sa

povecanom koli¢cinom masti u njima (Wester i Canton, 1986).

Jetrine Celije ili hepatociti su ubedljivo najbrojnije Celije u jetri riba. One su
odgovorne za vecinu funkcija koju jetra obavlja. Njihov broj ¢ini 87% ukupnog

volumena jetre kod poto¢ne pastrmke (Salmo trutta Linnaeus, 1758), a procenat
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parenhima u istoj studiji iznosi 95% (Rocha i sar., 1997). Sli¢ni rezultati su dobijeni
ne samo u drugim stereoloskim studijama na ribama (90-96%), ve¢ i kod pacova

(96%)(Weibel i sar., 1969).

Hepatociti su celije poligonalnog oblika (najces¢e heksagonalnog), boje se
slabo bazofilno, za razliku od sisarskih hepatocita, sa malim brojem organela.
Njihov oblik, raspored i ultrastruktura varira u zavisnosti od vrste, uzrasta ribe,
pola, doba godine, nutritivnog statusa i drugih faktora (Takashima i Hibiya, 1995).
Hepatocit tipi¢nog izgleda za ribe poseduje jedro, sa varijabilnom koli¢inom
heterohromatina koji je razbacan po jedru i jedno, krupno jedarce. Jedrova
membrana je obi¢no glatka sa ve¢im brojem pora. S obzirom na visoku aktivnost
hepatocita, ove c¢elije su bogate granularnim endoplazmati¢nim retikulumom.
Cisterne granularnog endoplazmati¢nog retikuluma se ne nalaze na nekom
specificnom mestu u ¢eliji i mogu se videti u blizini jedra ili paralelno sa ¢elijskom
membranom. Agranularni endoplazmati¢ni retikulum se u ¢eliji nalazi u maloj
kolicini ili je ¢ak i potpuno odsutan. Ukoliko se moZze uociti u €eliji, ova organela je
najcesce pozicionirana u blizini GoldZijevog aparata. Ukoliko je GoldZijev aparat u
blizini jedra, on je obi¢no neaktivan, sa malim brojem vezikula, a ukoliko se nalazi
u blizini ¢elijske membrane, obi¢no su vezikule brojne i smatra se da je aktivan.
Mitohondrije su brojne i naj¢eS¢e pozicionirane u blizini granularnog
endoplazmati¢nog retikuluma, mada se mogu naci bilo gde u citoplazmi, ali retko u
rezervama glikogena. U blizini granularnog endoplazmati¢nog retikuluma se mogu
naci i lizozomi i peroksizomi. Braunbeck i sar. (1992) navode da hepatociti riba
imaju izraZenu kompartmentaciju citoplazme i da se razlikuju perinuklearni region
u kome su pozicionirani granularni endoplazmati¢ni retikulum, mitohondrije i
peroksizomi i periferna zona, koja predstavlja mesto gde se gomilaju rezerve
glikogena i lipida. Slicna ultrastruktura hepatocita je opisana kod razli¢itih vrsta
riba (Storch i sar., 1983; Braunbeck i sar., 1992; Takashima i Hibiya, 1995; Hugla i
Thomé, 1999; Grund i sar., 2010; Yao i sar., 2012).

Dve supstance koje se skladiSte u hepatocitima su glikogen i u manjoj meri
lipidi. Partikule glikogena su ili razbacane po citoplazmi ili koncentrisane na

jednom mestu u Celiji. U jetri riba se moZe razlikovati a- i -glikogen. a-glikogen se
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nalazi u obliku rozeta, dok su partikule -glikogena obi¢no pojedinacne u Celijama.
U jetri riba se mogu razlikovati dva tipa hepatocita, u zavisnosti od koli¢ine
glikogena u njima. Prvi tip predstavljaju gore opisani hepatociti. Drugi tip
hepatocita su tzv. “svetle Celije” (engl. pale cells) koje se razlikuju od obi¢nih
hepatocita po vecoj koli¢ini B-glikogena. Ove Celije su opisane kod atlantskog
lososa (Salmo salar Linnaeus, 1758)(Speilberg i sar., 1994), potocne pastrmke
(Rocha i sar., 1996) i Sarana (Fishelson i Becker, 2001). Obi¢no se nalaze u
grupicama od 2-3 Celije na ivicama sinusoida i imaju slicnu unutrasnju organizaciju
i granulaciju, a razlikuju se po morfologiji jedra i boji citoplazme. Jedro je kod
svetlih hepatocita nepravilnog oblika i li¢i na jedro makrofaga ili retikulocita.
Akumulacija lipidnih kapljica u hepatocitima nije pravilo, moZe se naci kod riba
koje Zive u prirodnim uslovima, ali je ona intenzivna kod riba gajenih u akvakulturi
$to moze da ukaZe na neadekvatnost kompletnih, komercijalnih hrana (Takashima

i Hibiya, 1995).

Kod nekih vrsta riba pankreasno tkivo je odvojeno u zasebnu Zlezdu (npr.
duzicasta pastrmka (Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)) ili je jednostavno
rasuto duz intestinalnog trakta (npr. zebrica), ali se kod nekih grupa riba pankreas
nalazi u jetri i zajedno cine hepatopankreas, Sto je slucaj kod Sarana. Tu se
pankreas nalazi difuzno rasporeden kroz jetru i obi¢no se uocava oko vecih krvnih
sudova (Takashima i Hibiya, 1995). Morfologija egzokrinog pankreasa je vrlo
slicna onoj kod sisara. Osnovna jedinica grade je acinus i Cine je Celije sa veoma
tamnom, bazofilnom citoplazmom, koje se nazivaju acinusne Ccelije i imaju
prizmatican oblik (Roberts, 1989). Kod riba koje se aktivno hrane u ¢elijama se
uocavaju svetle, eozinofilne, sekretorne granule, koje se jo$ nazivaju i zimogene
granule. One su prekursori digestivnih enzima koje egzogeni pankreas luci u lumen
creva: amilaze, pankreaticne lipaze, tripsinogen i himotripsinogen (Kolkovski,
2001). Ultrastrukturno se c¢elije pankreasa odlikuju dobro razvijenim granularnim
endoplazmati¢nim retikulumom koji se obi¢no nalazi u dve forme: u vidu paralelno
naslaganih lamela ili difuzno rasporeden po citoplazmi (Takashima i Hibiya, 1995).
Cisterne granularnog endoplazmati¢nog retikuluma, kao i diktiozomi Goldzijevog

aparata su obi¢no proSirene. Apikalne diferencijacije acinusnih ¢elija obuhvataju
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mikrovile. Endokrini pankreas Cine Langerhansova ostrvca ili Brukmanovo telo,
koji su razbacani po egzokrinom pankreasu. Njega Cine A-Celije koje produkuju
glukagon-like peptid (GLP-1), B-Celije koje sintetiSu insulin i D-Celije koje luce

somatostatin (Menke i sar., 2011).
1.5. Anatomija i histologija distalnog dela creva kod riba

Digestivni trakt riba pokazuje izuzetno variranje, u zavisnosti od vrste ribe i
nacina ishrane (Evans i Claiborne, 2006). Specifi¢nost digestivnog trakta Sarana je
Sto, kao i kod velike vecine riba iz familije Cyprinidae, Zeludac ne postoji (Genten i
sar.,, 2009). Samim tim nema Kisele reakcije u crevima kod Sarana, pa tako
kompletan digestivni trakt pokazuje neutralnu ili blago baznu reakciju (Al-
Hussaini, 1949). Kao Sto je slucaj i kod sisara, i kod riba karnivorne vrste imaju
znacajno krace crevo od herbivornih vrsta, kod kojih je crevo dodatno izuvijano, ali
kod Sarana ne postoji pyloric caeca, karakteristi¢an za neke vrste riba. Pored toga,
za crevo riba su karakteristi¢ni crevni nabori, a ne villi intestinales, koji ne postoje
ni kod jedne vrste riba (Ferguson, 1989). Isto tako ne postoji histoloska
diferencijacija prednjeg i zadnjeg dela creva, kao Sto je slucaj sa sisarima, ve¢ samo
funkcionalna diferencija i shodno tome, ¢esto se navodi postojanje prvog, drugog i
treCeg segmenta creva (Ferguson, 1989). Rombout i sar. (2011) u svom revijalnom

radu to potvrduju i generalno dele crevo riba na:

- prvi segment (60-75% ukupne duZine creva) u kome enterociti imaju ulogu
u apsorpciji i koji usvajaju amino Kkiseline i lipide iz hrane (Tocher, 2003);

- drugi segment (15-30% ukupne duZine creva). U ovom segmentu se manje
usvajaju proteini, ali je prisutno usvajanje makromolekula iz hrane i to je
dokazano u eksperimentima, gde se potvrdilo da se usvajaju HRP (engl.
horseradish peroxidase) i feritin (Rombout i sar., 1985). Pored toga,
enterociti se karakteriSu krupnim supranuklearnim vakuolama i visokom
pinocitotskom aktivnoscu;

- treci segment (poslednjih 5-15% ukupne duZine creva), u kome enterociti
imaju osmoregulatornu aktivnost (Evans i Claiborne, 2006).

Osmoregulatorna aktivnost enterocita se potvrduje izuzetno kratkim
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mikrovilima na enterocitima u ovom delu creva, gde ne postoji usvajanje
nutrijenata, ili je ono minorno. Stoga se ovaj deo creva obi¢no zanemaruje i
kada se govori o zadnjem ili distalnom delu creva, misli se na drugi segment
(Rombouti sar., 2011), koji je predmet ispitivanja i u ovom radu.

Histoloska grada creva kod riba je slicna gradi creva kod sisara (Slika 3).

Slika 3. A-H Razliciti delovi creva i njihova histoloska grada kod zebrice: a - mukozne
celije; b - enterociti; preuzeto iz Menke i sar. (2011)
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Sva Cetiri histoloSka omotaca creva postoje, ali su razvijeni manje ili viSe, u
zavisnosti od vrste ribe i dela creva. U daljem tekstu ce biti dat detaljan histoloski

opis distalnog dela creva (Genten i sar., 2009):

Prvi omotac (sluzokoza ili tunica mucosa) ¢ini lamina epithelialis i lamina
propria. Lamina epithelialis obuhvata jednoslojni visokoprizmaticni epitel, koji na
svojoj povrSini ima dobro razvijene mikrovile, i mukozne Celije. Epitelne celije
imaju funkciju i u apsorpciji i u sekreciji (Fontagné i sar., 1998). Mukozne Ccelije
luce mukus koji se sastoji od vode i glikoproteina velike molekulske teZine
(Schroers i sar., 2009). Lamina propria se sastoji od rastresitog vezivnog tkiva i
karakteristicna je po velikom broju eozinofilnih granulocita (EG) koje se mogu
uociti u njoj. EG sadrZe antimikrobijalne peptide i mogu se uociti i u degranulisanoj
formi. U degranulisanoj formi uti¢u na adheziju neutrofila i na ovaj nacin potvrduju
svoju ulogu u urodenom imunitetu i inflamaciji (Reite, 1998). Tre¢i sloj
karakteristican za prvi histolosSki omotac kod sisara - lamina muscularis, nije uvek
prisutan u distalnom delu creva riba, kod Sarana se ne uocava. Drugi omotac je
podsluzokoZa (lat. tunica submucosa) koji se histoloski ne razlikuje od lamina
propria, pa je nekada i nemoguce napraviti razliku izmedu prva dva omotaca kod
Sarana. Jedina histoloSka razlika izmedu ova dva sloja je povremeno prisustvo
vecih krvnih sudova u tunica submucosa, koji se ne uocavaju u lamina propria.
Tre¢i omotac je misSi¢ni omotac (tunica muscularis) i on je podeljen na dva sloja:
stratum circulare i stratum longitudinale, koji su kod riba dobro razvijeni da bi
omogucili peristalticku aktivnost. Prvi sloj je sloj kruzno rasporedenih glatkih
miSica, a drugi sloj je sloj longitudinalno rasporedenih glatkih miSi¢a. Poslednji
omotac je tunica serosa i predstavlja zasStitni omotac¢. Sastavljena je od celija
mezotela. Ono Sto razlikuje histologiju creva od istog kod sisara je odsustvo
Brunerovih zlezda (Krause, 2000), kao i Liberkinijevih Zlezda i kripta. Medutim,
slicne Zlezde jesu uocene kod riba iz reda Gadiformes (Chatchavalvanich i sar.,

2006; Genten i sar., 2009), ali kod Sarana njihovo prisustvo nije potvrdeno.
1.6. Anatomija i histologija Skrga kod riba

Skrge riba su prvi organ za razmenu gasova koji je evoluirao kod
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kicmenjaka i jako su bitne za razvoj veoma kompleksne vaskularne mreZze,
okruZene epitelom koja predstavlja granicu izmedu krvi i vodene sredine. Pored
respiracije, njihova funkcija je u regulaciji pH vrednosti u krvi ribe (Marshall,
2002), eleminaciji azotnih jedinjenja iz tela ribe (Wilkie, 2002), regulaciji osmotske
i jonske ravnoteze (Marshall, 2002), kao i kiselinsko-bazne ravnoteze (Claiborne i
sar.,, 2002) izmedu telesnih teCnosti ribe i spoljasnje sredine. Zapravo, Skrge
predstavljaju multifunkcionalni organ koji igra glavnu ulogu u nizu fizioloskih
odgovora na promene u unutrasnjoj i spoljasnjoj sredini. Uprkos ¢injenici da ribe
poseduju bubreg, Skrge su organ koji obavlja vec¢inu funkcija koje kod ki¢menjaka

obavljaju pluca i bubrezi (Evans i sar., 2005).

Skrge su parni organi smesteni iza glave riba na lateralnim stranama tela, sa
obe strane Zdrela, u Skrznoj Supljini, zatvorene sa spoljasnje strane pokretnim
Skrznim poklopcima (operkulumima), koji osim Sto ogranic¢avaju Skrznu duplju,
uCestvuju i u procesima ventilacije Skrga (Lagler i sar., 1977; Poleksi¢, 1991).
Veéina KkoSljoriba poseduju pet pari Skrga: Cetiri para holobranhija i jednu
pseudobranhiju, ¢ija uloga i funkcija nije razjasnjena do kraja (Bridges i sar., 1998)
Svaka Skrga se sastoji iz Skrznog luka, primarnih lamela i sekundarnih lamela.
Skrzni luk predstavlja ko$tanu strukturu i sa elementima koje nosi ¢ini
holobranhiju, dok sa njihove konkavne strane polaze skeletni elementi,
branhiospine, koje su obloZene viSeslojnim, mukoznim epitelom i gustatornim
kvrzicama (Vandewalle i sar., 2000). Holobranhije se sastoje od po dve
hemibranhije. Hemibranhije predstavljaju niz dugih, tankih filamenata, Skrznih
listica koji se zovu i primarne lamele. One se proteZu duZ konveksne strane

Skrznog luka i poduprte su hrkavicom.

Sa primarnih lamela polaze brojne sekundarne lamele, kojima se povecava
respiratorna povrsina (Slika 4). Smatra se da je respiratorna povrsina skrga veca
za oko 50% u odnosu na ukupnu povrsinu koZe kod riba (Wood, 2001). One polaze
u nizovima sa obe strane primarne lamele i imaju oblik polumeseca. Debljine su od
10 do 25 um (Wood, 2001) i predstavljaju terminalni nivo organizacije Skrznog
aparata. Sekundarne lamele ¢ine glavnu respiratornu povrSinu Skrga i one su

funkcionalna jedinica grade respiratornog aparata.
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Slika 4. Levo - prikaz polozaja Skrga u odnosu na telo zebrice; desno -histoloska slika
Skrga: a - centralni venozni sinus; b - primarna lamela; ¢ - sekundarne lamele;
preuzeto iz Menke i sar. (2011)

S obzirom na to da se Skrzni aparat veoma razlikuje u zavisnosti od grupe
riba, kao i u zavisnosti od toga da li ribe Zive u slatkoj ili morskoj vodi, histologija u

daljem opisu se odnosi na slatkovodne Teleostei, u koje spada Saran.

[ primarne i sekundarne lamele su pokrivene epitelom i njegov naziv
upravo i zavisi od toga koju lamelu prekriva (Takashima i Hibiya, 1995). Primarni
epitel se sastoji od tri ili viSe slojeva i sa¢injeni su od niskoprizmati¢nih ¢elija, dok
se na povrSini pored niskoprizmati¢nih mogu naci i plocCaste celije (Wilson i
Laurent, 2002). Uz bazalnu laminu se nalazi bazalni sloj c¢elija, koje su
nediferencirane, sluze kao progenitorske ¢elije i imaju visoke vrednosti odnosa
jedra i citoplazme. Ove Ccelije su prisutne i u sekundarnom epitelu, medutim
mitotska aktivnost ovih celija je mnogo vec¢a u primarnom nego u sekundarnom
epitelu (Laurent, 1984). U primarnom epitelu su prisutne i hloridne i mukozne
¢elije, i one se po pravilu nalaze na povrsini primarnog epitela. Ispod primarnog
epitela se nalazi hrskavicavo tkivo, kao i centralni venozni sud Kkoji je deo
arterijsko-venskog sistema prenosa krvi (Olson, 2002). Pored ovih struktura, ispod

epidermisa se nalazi i sloj limfoidnog tkiva koji sadrzi limfocite i EG.

Epitel koji se nalazi na sekundarnim lamelama u Srkgama predstavlja jedinu
granicu koja se nalazi izmedu krvi i vode kod riba. Sastoji se od jednog ili dva sloja
¢elija da bi bio Sto efikasniji, slicno kao respiratorni epitel koji poseduju kopneni
ki¢menjaci (Maina, 2002). Pored toga $to mu je osnovna funkcija u razmeni gasova,

ovo tkivo ima ulogu i u fizioloSkim procesima kod riba (Evans i sar., 2005).
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Sekundarni Skrzni epitel se sastoji od viSe tipova celija, ali su dva osnovna tipa:
pokrovne celije (¢ine oko 90% broja svih ¢elija u sekundarnom epitelu) i hloridne
¢elije (oko 9% od ukupnog broja ¢elija u sekundarnom epitelu)(Evans i sar., 2005).
U sekundarnim lamelama se ispod epitela nalaze kapilari u kojima se obavlja
razmena gasova. Kapilare Cine potporne celije (engl. pillar cells). One su
modifikovane endotelne cCelije i karakteristi¢ne su za ribe (Wilson i Laurent, 2002).
U pravilnim razmacima izmedu potpornih celija su kapilari, lakune lamelarnog
krvnog kanala koji zauzimaju oko 70% ukupne zapremine sekundarne lamele i koji

su deo arterijsko-arterijskog sistema prenosa krvi (Olson, 2002).

Epitelne celije su poligonalnog oblika, a apikalna povrSina je veoma velika.
Osim razmene gasova, ove Celije imaju i izvesnu ulogu u razmeni jona i odrzavanju
kiselinsko-bazne ravnotezZe kod riba (Perry, 1997). Na apikalnoj membrani ovih
1997; Wilson i sar., 2002). Ove strukture najverovatnije povecavaju aktivnu
povrSinu pri razmeni gasova i imaju ulogu u vezivanju sluzi za povrsinu celija.
NajcesSce, pokrovne celije nisu bogate mitohondrijama, ali imaju dobro razvijen
GoldZijev aparat, granularni i glatki endoplazmatic¢ni retikulum i brojne vezikule i
lizozome (Wilson i Laurent, 2002). Brojne vezikule su zapravo deo mnogobrojnih
protonskih pumpi u epitelnim celijama i ova cinjenica podrzava hipotezu da
epitelne Celije imaju ulogu u unosu natrijumovih jona u €eliju (Wilson i sar., 2000).
Veze izmedu epitelnih Celija su ¢vrste i na ovaj nacin je epitel relativno neprohodan
za jone, ali su epitelne i hloridne celije medusobno povezane dezmozomima

(Bartels i Potter, 2004).

Nasuprot epitelnim, hloridne C¢elije zauzimaju manju povrSinu Skrznog
epitela, ali imaju glavnu ulogu u aktivnim fizioloskim procesima koji se dogadaju u
Skrgama (Perry, 1997; Evans i sar., 2005). U starijoj literaturi su nazivane
hloridnim ¢elijama zbog osobine da aktivno eliminiSu hloridne jone iz spoljaSnje
sredine kod morskih vrsta riba, medutim u novijoj literaturi se Kkoristi izraz “Celije
bogate mitohondrijama” (engl. mitochondria-rich cells)(Marshall, 2002). Zbog
rogobatnog imena, u daljem tekstu ¢e se ove Celije i dalje nazivati hloridnim

Celijama. Osnovna karakteristika je, kao Sto im ime kaZe, veoma velik broj
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mitohondrija, kao i veoma bogat tubularni sistem. Celijski tubularni sistem
anastomozira i prepleten je sa mitohondrijama, dok Goldzijev aparat nije deo ovog
sistema. Sam izgled i ultrastruktura ovih cCelija je u potpunosti zavisna od
koncentracije jona u spoljasnjoj sredini i morfologija im varira u zavisnosti od toga
da li riba Zivi u morskoj ili slatkoj vodi (Evans i sar., 2005). Fizioloska uloga im je u
izluc¢ivanju i apsorpciji soli, te predstavljaju klju¢nu strukturu u jonskoj izmeni kod
kosljoriba - ucestvuju u pumpanju soli prema unutrasnjoj strani (apsorpcija) kod
slatkovodnih riba, odnosno prema spoljasnjoj strani (ekskrecija) kod morskih
(Evans i sar., 1999). Hloridne celije su u bliskoj vezi sa povrSinskim celijama
primarnog epitela. Locirane su u interlamelarnom prostoru, gde su nepravilno
rasporedene, a takode se nalaze i u bazama primarnih lamela (Wilson i Laurent,

2002).

Iako su ova dva tipa celija najzastupljenija u skrznom tkivu, pored njih se
mogu uociti i mukozne i neuroepitelne Celije. Mukozne Celije su krupne i jajastog su
oblika. Njihova osnovna funkcija je lu¢enje mukusa koji formira zastitni sloj na
povrsini epitelnog tkiva. Postoji pravilnost u njihovom broju u odnosu na deo
primarne lamele: najbrojnije su u distalnom delu primarne lamele, manje su brojne
u interlamelarnom prostoru, dok je najmanji broj mukoznih ¢elija prisutan u
proksimalnom delu primarne lamele (Wilson i Laurent, 2002). Mukusni sloj se
karakteriSe prisustvom neutralnih i kiselih mucina (Saboaia-Moraes i sar., 1996).
Neuroepitelne celije funkcioniSu kao senzori rastvorenog kiseonika u vodi, a

ukljucene su i u regulaciju toka krvi u Skrgama (Sundin i Nilsson, 2002).
1.7. Anatomija i histologija bubrega kod riba

Bubreg kod riba predstavlja multifunkcionalni organ, jer za razliku od
bubrega kod sisara, osim ekskretorne ima ulogu u hematopoezi i u endokrinoj
regulaciji organizma. Kao Sto je ve¢ navedeno, iako bubrezi slove za najznacajniji
organ u ekskretornom sistemu kod Zivotinja, kod riba tu funkciju uglavnom
preuzimaju Skrge (Evans i sar., 2005). Tako kod riba Skrge kontroliSu vecinu
pulmonarnih i renalnih funkcija sisara, i ve¢inu amonija¢nog otpada ribe

ekskretuju preko Skrga. Pored ove Cinjenice, bubreg ipak ima ulogu u regulaciji
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osmotske i kiselinsko-bazne ravnoteze kod riba, i naravno u procesu ekskrecije
(Evans i Claiborne, 2006). Slatkovodne vrste riba proizvode veoma razreden urin,

prvenstveno zbog o¢uvanja jonske ravnoteZe u svojim organizmima.

Bubrezi svoje razvi¢e pocinju kao parni organi, medutim kod mnogih
familija (Cyprinidae, Salmonidae, Clupeidae, Anguillidae) se nakon toga fuzionisu
(delimi¢no ili potpuno) u jedan bubreg, koji je po tipu, kod svih adultnih riba
mezonefros (Genten i sar., 2009). Kod svih koSljoriba ima retroperitonealan
poloZaj i nalazi se ventralno u odnosu na ki¢meni stub (Menke i sar., 2011). Boja
bubrega varira od svetlo do tamno braon (u nekim slucajevima i crne) i podeljen je
na anteriorni (prednji) i posteriorni (zadnji) bubreg (Roberts, 1989). Ova podela je
zasnovana na tome koji se elementi nalaze u sklopu bubrega: u prednjem delu se
nalazi hematopoeti¢no, limfoidno i endokrino tkivo i ovaj deo bubrega nema ulogu
u ekskreciji, dok zadnji deo bubrega ima dvostruku ulogu: ucestvuje u ekskreciji, a
pored nefrona je prisutno i hematopoeti¢no i limfoidno tkivo (Reimschuessel,
2001). Interrenalne i hromafine ¢elije endokrinog tkiva se obi¢no mogu uociti oko
ve¢ih krvnih sudova (Menke i sar., 2011). U daljem tekstu ¢e se pod pojmom

bubreg podrazumevati zadnji deo bubrega koji ima ulogu u ekskreciji.

Slika 5. Levo - prikaz polozaja bubrega u odnosu na telo zebrice; desno - histoloska
slika bubrega: a - glomerulus; b - proksimalni i distalni tubulusi; c - sabirni kanali¢i; d -
hematopoetsko tkivo; preuzeto iz Menke i sar. (2011)

Histoloski se bubreg koSljoriba sastoji iz parenhima, c¢ija je osnovna
funkcionalna i morfoloska jedinica nefron i strome koja predstavlja hematopoetsko
tkivo (Slika 5)(Takashima i Hibiya, 1995). S obzirom na veliki diverzitet riba i

raznolikost prirodnih stanis$ta u kojima Zive i grada bubrega je vrlo raznovrsna
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(Evans i Claiborne, 2006). Tako, npr. morske ribe, koje Zive u sredini koja je
hipertoni¢na u odnosu na unutrasnju sredinu ribe imaju veoma redukovane
glomeruluse, ili su glomerulusi ¢ak potpuno odsutni iz bubrega pojedinih vrsta i
kod njih nije prisutan distalni segment tubulusa (Evans i Claiborne, 2006). Kod
slatkovodnih vrsta to nije slucaj. Glomerulusi su dobro razvijeni i brzina filtracije
krvi i koli¢ina proizvedenog urina su veoma visoki. Ovo omogucava slatkovodnim
ribama proizvodnju hipotoni¢nog urina i minimalni gubitak jona iz organizma, s
obzirom da su slatkovodne ribe hipertoni¢ne u odnosu na vodu u kojoj Zive i gube

jone pasivnim efluksom. Sledi opis histologije bubrega kod slatkovodnih Teleostei:
Nefron slatkovodnih kosljoriba se morfoloski deli u dva dela:

(1) renalno telasce, koje se sastoji od Malpigijevog telaSca i Boumenove
kapsule; Malpigijevo telaSce ¢ini splet kapilara, oivicenih ¢elijama endotela koje su
fenestrirane. Boumenovu kapsulu ¢ine dva sloja: parijetalni sloj, koji ¢ini spoljasnji
sloj i naleZe na bazalnu membranu i visceralni sloj, koji je u direktnom kontaktu sa
Malpigijevim telaScom i formira unutrasnji sloj (Grizzle i Rogers, 1976). Izmedu
ova dva sloja se nalazi Boumenov prostor, koji preko jednog prelaznog dela (Cesto
se u anglosaksonskoj literaturi naziva vratni segment, engl., neck segment) prelazi
u proksimalni deo tubulusa. Celije visceralnog sloja se nazivaju i podociti i njihova
bazalna lamina se Cesto fuzioniSe sa bazalnom laminom celija endotela koji Cine
kapilare u Malpigijevom telascu i stvaraju strukturu koja se naziva lamina densa
(Grizzle i Rogers, 1976). U ovom delu nefrona se odigrava filtracija krvi i to preko
barijere koju osim lamina densa ¢ine i lamina rara externa, koja naleZe na podocite
i lamina rara interna, koja naleZe na Celije endotela. Ova barijera dozvoljava prolaz
vode, jona i sitnih molekula iz krvotoka u Boumenov prostor, ali ne i prolaz

krupnih i/ili negativno naelektrisanih proteina.

(2) Bubrezne cevcice ili tubulusi, koje cine: proksimalni izuvijani deo
tubulusa, sredisnji deo koji je kratak i uzak i distalni, izuvijani deo tubulusa
(Takashima i Hibiya, 1995). Proksimalni deo je podeljen na dva morfoloSki
razli¢ita dela: P1 u kome se nalaze mikrovili i P2 u kome mikrovili nisu toliko

izraZeni, ali se u Celijama nalaze brojne mitohondrije (Roberts, 1989). Za razliku od
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nefrona kod visih ki¢menjaka, nefron riba se razlikuje po odsustvu Henlejeve petlje
koja se razvila kada su se ki¢menjaci pojavili na tlu i koja sluzi za konzervaciju
vode (Hammerman, 2000). Ova Cinjenica znaci da ribe nisu u stanju da proizvode
urin koje je hipotoni¢an u odnosu na krv (Evans i Claiborne, 2006). U srediSnjem
delu tubulusa, na prelazu iz proksimalnog u distalni deo se nalaze
niskoprizmati¢ne epitelne celije, kod kojih se ¢esto moZe primetiti prisustvo cilija

(Genten i sar., 2009) koje pomazu kretanju filtrata kroz nefron.
1.8. Znacaj histoloskih indikatora u zdravstvenom stanju organa riba

Vet dugi niz godina u svetu se koriste histoloSke metode da bi se bolje
odredio zdravstveni status riba u biomonitoringu stanja Zivotne sredine ili
eksperimentima ishrane riba. Histologija vitalnih organa se menja u zagadenim
ekosistemima, kao i onim gde se na bilo koji nacin znacajnije menjaju parametri
Zivotne sredine. U tim slucajevima organi pokazuju odstupanje od normalne
strukture i na njima se pojavljuju manje ili vece histopatoloSke promene. To se
deSava u mnogim studijama u prirodnim ekosistemima, gde u zavisnosti od
koli¢ine teskih metala u vodi (Poleksic¢ i sar., 2010; Rajeshkumar i Munuswamy,
2011), prisustva organskog zagadenja (Au i sar., 2004) ili jednostavno promena
odredenih fizickih i/ili hemijskih parametara (Pollock i sar., 2007) sredine dolazi
do poremecaja u odrzavanju homeostaze riba. U ribnjacima to najcesce nije slucaj.
S obzirom da je ribnjak poluautonomni ekosistem (agroekosistem) u njemu se
vesStacki odrzavaju uslovi koji su optimalni za Zivot riba. Sa druge strane u ribnjacki
ekosistem se dodaje velika koli¢ina hrane, da bi ribe u Sto kracem vremenskom
periodu postigle visok prirast. Time se ribnjacki ekosistem opterecuje sa
alohtonim nutrijentima koji mogu dovesti do pogorsanja kvaliteta vode i uticati na
zdravstveno stanje riba i njihovu dobrobit (Tacon, 1995; Kaushik, 1998; Craig i
Helfrich, 2002; Segner i sar., 2012).

Prednost u histopatoloSkoj analizi organa leZi u Cinjenici da su ribe locirane
na ili pri vrhu troficke piramide u vodenim ekosistemima, te su stoga odgovarajuci
indikatori zagadenja, s obzirom na fenomene biokoncentracije i bioakumulacije

(Dallinger i sar., 1987; Polak-Juszczak, 2012). Ciljni organi su obi¢no oni koji su u
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neposrednom kontaktu sa vodenom sredinom (Skrge i kozZa), ali i drugi organi na
koje zagadenje ima posredan uticaj (jetra, bubreg i gonade). Histopatoloske analize
doprinose razumevanju efekata polutanata i mehanizama kojima oni deluju na
ribe. Takode, ribe su i model organizmi i rezultati istraZivanja na ribama se Cesto
ekstrapoliraju na sisare. Za analizu uzoraka organa mogu da se koriste i svetlosna i
elektronska mikroskopija, medutim u praksi se najceSc¢e koristi analiza tkiva pod

svetlosnim mikroskopom, posto je ova metoda rutinska i jevtinija.

Medutim, histopatoloSka metoda ima i jednu negativnu stranu, s obzirom na
to da histopatoloSke promene na organima nisu specificne za odredenu grupu
toksikanata. Naime, tkivni odgovori na zagadenje su ograniceni i ribe uglavnom
imaju isti tkivni odgovor ukoliko su izloZene razli¢itim tipovima ksenobiotika
(Fernandes i Mazon, 2003; Takashima i Hibiya, 1995). U revijalnom radu koji
procenjuje razliCite metode u toksikologijji riba, van der Oost i sar. (2003)
histopatoloskoj metodi daju ocenu 3.5 od 5, svrstavajuc¢i je u “dobre” metode
bioindikacije. U istom radu navode upravo pomenutu c¢injenicu: metoda jeste
relevantna, i toksikoloSka znacajnost je visoka, medutim moguénost detektovanja
specificnog tipa zagadenosti je niska (van der Oost i sar., 2003). Drugi autori isticu
prednosti histopatoloSkog pristupa i to da je ova metoda veoma korisna za
ispitivanje subletalnih, hroni¢nih efekata razlic¢itih ksenobionata na ribu (Wester i
Roghair, 1994), kao i osetljivost na niske nivoe zagadenosti u Zivotnoj sredini

(Braunbeck, 1994).

Veliki problem u histopatoloskim istrazivanjima je i subjektivnost same
metode. Deskriptivna histopatologija je subjektivna i cesto zavisi od veStine
istrazivaca i njegovog poznavanja materije. U najve¢em broju nauc¢nih radova,
intenzitet histopatoloSkih promena je kategorisan kao: blage, umerene i ozbiljne
promene (npr., Greenfield i sar., 2008) ili kao procenat tkiva zahvacenog
promenom (npr. Benli i sar., 2008). Ova subjektivnost se obi¢no prevazilazi
uvodenjem morfometrijskih i/ili stereoloskih metoda (Hughes i Perry, 1976; Da
Costa i sar., 2007; Duli¢ i sar., 2009; Monteiro i sar., 2009; Madureira i sar., 2012),
medutim ove metode su Cesto tehnicki komplikovane za izvodenje i zahtevaju

mnogo utroSenog vremena. Stoga je optimalno reSenje koriS¢enje
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polukvantitativnih metoda, odnosno skoring sistema. Treba pomenuti dva skoring
sistema koji se koriste u proceni histopatoloskih promena na tkivima i organima
riba. Prvi se bazira isklju¢ivo na histologiji Skrga (Poleksi¢ i Mitrovi¢-Tutundzi,
1994), dok drugi sistem obuhvata promene na Cetiri vitalna organa: skrge, bubreg,
jetra i koza riba (Bernet i sar., 1999). Oba skoring sistema su bazirana na istom
principu: pored obima histopatoloskih promena na pojedinom organu ribe, u obzir
se uzima i faktor znacajnosti promene, koji multiplikuje vrednost obima promene.
Detektovane promene se sumiraju po pojedinacnim organima i nakon toga se
izracunava ukupni histopatoloski indeks. Ovakvi skoring sistemi omogucavaju
kvantifikaciju i poredenje izmedu dva ili viSe istraZivanih lokacija ili tretmana. Ova
dva skoring sistema se koriste u proceni zagadenja potoka (Camargo and Martinez,
2007), reka (Schmidt-Posthaus i sar., 2001; Zimmerli i sar., 2007; Marchand i sar.,
2009), jezera (Nero et al., 2006) i ribnjaka (Raskovi¢ et al., 2010).

Histoloske analize digestivnog trakta riba se smatraju dobrim indikatorom
uhranjenosti i uopSte nutrititvnog stanja organa riba (Hinton i sar., 1987;
McFadzen i sar., 1997; Green i McCornick, 1999; Caballero i sar., 2003). Crevo i
jetra su dva najvaznija organa u procesu varenja i apsorpcije nutrijenata iz hrane, i
zato se monitoring ovih organa u eksperimentima ishrane riba smatra obaveznim.
Da bi se efikasno pratilo histolosko i eventualno histopatolosko stanje ovih organa
najéeSCe se koriste polukvantitativne, morfometrijske, histohemijske i
imunohistohemijske studije, dok su stereoloSke i ultrastrukturne studije retke
(Rocha i sar., 1997; Olsen i sar., 1999; Olsen i sar., 2000; Wold i sar., 2009).
Promene na crevima i jetri riba uslovljene ishranom imaju razlicit intenzitet i to u
zavisnosti od hrane kojom se ribe hrane, kao i od vrste riba. Manjak ribljeg brasna i
ulja u globalnoj industriji hrane za ribe uslovljava pojavu zamene proteina i/ili
masti u ribljoj hrani proteinima i/ili mastima biljnog porekla (Gatlin i sar., 2007;
Hardy, 2010). Kod karnivornih i delimi¢no kod omnivornih riba ovi alternativni
izvori proteina i/ili masti uzrokuju niZe vrednosti glikogena u jetri (Evans i sar.,
2005) ili upalu distalnog dela creva kod riba (Baeverfjord i Krogdahl, 1996).
Medutim, ¢ak i u hrani u kojoj nema proteina i/ili masti bijnog porekla dolazi do

suptilnih promena u jetri u crevima riba, ali se one mogu uociti samo
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morfometrijskim ili stereoloSkim metodama. Takode, histoloSke promene na
organima digestivnog trakta su dobar indikator pothranjenosti riba (O'Connell,
1976; Segner i Braunbeck, 1988), prisustva toksi¢nih materija u hrani (Hodson i
Hilton, 1983; Fanta i sar., 2003; Coimbra i sar., 2007) i neadekvatne ishrane
(Roberts, 1989; Tacon, 1992; Barrows i sar., 2008).

1.9. Masne kiseline kao pokazatelj kvaliteta mesa kod riba

Proucavanje morfologije organa i njihove histologije moZe nam dati dobar
uvid u zdravstveno stanje riba, ali s obzirom na to da se ove ribe gaje zbog ishrane
ljudi, veoma je bitan i kvalitet njihovog mesa. Osim osnovnih predispozicija da se u
mesu ne nalaze toksikanti, opasni za ¢oveka, kao Sto su teski metali (Has-Schon i
sar., 2006; Celechovska i sar., 2007; Castro-Gonzalez i Méndez-Armenta, 2008;
Zrnci¢ i sar., 2013), pesticidi (Lazaro i sar., 1996; Yang i sar., 2006) ili druga
organska jedinjenja (Schecter i sar., 1997; Darnerud i sar., 2006), veoma je bitna i
koli¢ina i odnos masnih kiselina u mesu riba. Masne Kkiseline se dele na: nezasicene,
mononezasicene i polinezasicene masne kiseline. Polinezasi¢ene masne kiseline se
dele u dve klase: w-3 i w-6 masne kiseline i razlikuju se po mestu prve dvostruke
veze, ukoliko se broji od metil grupe. w-3 i w-6 se joS nazivaju i esencijalne masne
kiseline, jer ih nijedna vrsta sisara ne moze sintetisati, ve¢ ih moraju unositi u
organizam preko hrane (Simopoulos, 1991). U grupi w-3 masnih Kkiselina,
najbitnije masne Kkiseline, kako za metabolizam riba, tako i za ishranu ljudi su dve
masne Kkiseline: eikozopentanska (C 20:5; EPA) i dokozoheksanska (C 22:6;
DHA)(Simopoulos, 1991; Sargent i sar., 1997). Biohemijska, ¢elijska i fizioloSka
uloga EPA i DHA masnih kiselina je slicna kod svih ki¢menjaka: imaju aktivnu
ulogu u formiranju i funkciji Celijske membrane i prisutni su kao prekursori
parakrinih eikozanoidnih hormona (Sargent i sar., 1999). Ribe su tradicionalno
najbolji izvor nezasi¢enih masnih kiselina, a to se pogotovo odnosi na morske
vrste. Vrednosti ovog odnosa kod slatkovodnih vrsta su oko pet puta manje u
poredenju sa morskim (Steffens i Wirth, 2005). Bez obzira na ovu c¢injenicu i
slatkovodne vrste riba imaju relativno visok procenat w-3 masnih kiselina, ali za
razliku od morskih riba gde EPA i DHA dominiraju nad linoleinskom (C 18:3; ALA),

kod Sarana je odnos obrnut (Simopoulos, 1991). Povoljan odnos polinezasicenih
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masnih kiselina u mesu riba je veoma znacajan za ishranu ljudi (Simopoulos,
2002). Posebno je bitno da masti budu bogate w-3 masnim kiselinama i da one
dominiraju u mesu riba. Povoljan odnos znaci visoku vrednost koli¢nika izmedu w-

3 i w-6 nezasi¢enih masnih kiselina.

U klinickim ispitivanjima je dokazano da ljudi koji se hrane ribljim mesom
imaju manji rizik od razvijanja kancera debelog creva (Norat i sar., 2005),
dijabetesa tipa 2 (Nettleton i Katz, 2005), kardiovaskularnih bolesti (Kris-Etherton
i sar,, 2002), poboljSanje imunog odgovora (Kelley, 2001), a veoma su bitne i u
spermato- i oogenezi, s obzirom da su prekursi prostaglandina (Wathes i sar.,
2007). Uporedo sa tim je pokazano da visok nivo EPA i DHA masnih kiselina kod
glodara dovodi do supresije kolonalnog kancera (Takahashi i sar., 1997; Sugimura,
2000). Osnovni izvor ove dve aminokiseline kod riba je riblje ulje (Saboaia-Moraes
i sar., 1996). Sve ove studije dokazuju pozitivhe efekte w-3 masnih kiselina, a
posebno EPA i DHA u ishrani ljudi. Stoga je neophodno da gajena riba ima Sto vise

sadrZaj w-3 masnih kiselina u mesu, a na to se moZe uticati ishranom riba.

Ako se analizira sadrZaj w-3 masnih kiselina u mesu Sarana, kao i njihov
odnos sa w-6 masnim kiselinama, moZe se uociti veoma veliko variranje koje je
uzrokovano razlic¢itim faktorima uzgoja (Steffens, 1997). Tako, zavisno od nacina
uzgoja Sarana odnos w-3/w-6 masnih kiselina se kretao od 0.1 (Runge i sar., 1987),
do ¢ak 3.02 (Sykora i Valenta, 1978). Ovaj fenomen je ispitivan iz razli¢itih uglova.
Tako su ispitivani efekti masnokiselinskog sastava hrane (Steffens, 1997), pola ribe
(Fajmonova i sar., 2003), starosti ribe (Geri i sar., 1995), temperature uzgoja (Viola
i sar.,, 1988), ali ni u jednom od ovih radova nije ispitivan efekat tehnoloskog
procesa prerade hrane. Medutim, kod duZzic¢aste pastrmke (Hilton i sar., 1981) i
orade (Sparus aurata L. 1758)(Deguara, 1997) je pokazano da koriSc¢enje
ekstrudirane ili peletirane hrane ima znacajne posledice na razli¢ite parametre
kvaliteta mesa ovih riba, dok je kod brancina (Dicentrarchus labrax L., 1758)(Aslan
i sar., 2009) pokazan i znacajan efekat koriS¢enja ova dva tipa hrane na odnos w-

3/w-6 masnih kiselina.
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Cilj istraZivanja disertacije je utvrdivanje histoloske grade i mogucih razlika
koje nastaju u gradi/funkciji Cetiri vitalna organa (jetre, creva, skrga i bubrega)
Sarana (Cyprinus carpio L. 1758) upotrebom tri tipa dodate hrane u

poluintenzivnom sistemu gajenja. Pravci istraZivanja, su podeljeni u tri aspekta:

- Prvi aspekt se odnosi na direktno dejstvo hrane na digestivni sistem
riba. Ispitana je detaljna histoloSka grada jetre, kao i ultrastrukturni
izgled celija jetre - hepatocita. Pored jetre, fokus e biti i na histologiji
distalnog dela creva, kao i ultrastrukturne grade epitelnih celija creva -
enterocita. Morfometrijskim i stereoloSkim metodama su utvrdene
eventualne razlike u histoloskoj gradi hepatocita i enterocita izmedu tri
grupe riba, hranjenih razli¢itim hranama. Ocekuje se da promene na
nivou metabolizma, nastale hranjenjem razli¢itim tipovima hrane,
uzrokuju i histoloSke promene na nivou celija, koje se mogu evaluirati
koriS¢enjem morfometrijskih i stereolosSkih metoda.

- Drugi aspekt disertacije se odnosi na efekat hrane na kvalitet Zivotne
sredine, odnosno na fizicke i hemijske parametre vode u jezeru u kojoj
riba Zivi i u povratnoj sprezi, potencijalni uticaj vode na histologiju
ispitivanih organa. Skrge i bubrezi su organi koji reaguju i na male
promene u Zivotnoj sredini, a jetra je multifunkcionalni organ, koji
pored funkcije u ishrani ima i funkciju u metabolizmu toksi¢nih materija
koje ribe unose u organizam. Cilj je ispitivanje histopatoloskih promena
koje uzrokuje kvalitet vode u svakom od jezera, a pored deskriptivnih
nalaza, pristupi¢e se i polukvantitativnom histopatoloSkom skoringu,
radi lakSeg poredenja izmedu grupa. Takode, jedan od aspekata je da se
ustanovljavi korelacija izmedu pojedinih parametara kvaliteta vode i
histopatoloskih promena na ispitivanim organima.

- Treci aspekt disertacije se odnosi na analizu kolic¢ine i sastava masnih
kiselina u mesu Sarana. Cilj ispitivanja je utvrdivanje eventualne razlike
izmedu grupa, kao i efekat ishrane na odnos izmedu w-3 i w-6 masnih

kiselina.
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3.1. Dizajn eksperimenta

Eksperiment je realizovan na oglednom dobru Poljoprivrednog fakulteta u
Beogradu ,Radmilovac, u Centru za ribarstvo i primenjenu hidrobiologiju. U
eksperimentu su koris¢ena tri jezera pravougaonog oblika, dimenzija: 36 x 25 x 2
m, a ukupne povrSine 900 mZ2. Pre pocetka eksperimenta, svako jezero je temeljno
ocis¢eno od vegetacije i zemljana povrsina je pokrivena gasenim kre¢om (Ca(OH)2)
od 550 kg/ha, Sto je standardna agrotehnicka mera koja se primenjuje pre
punjenja jezera vodom. U prvoj godini eksperimenta (2008. godina) jezera su
punjena vodom iz obliZnjeg potoka, kao i iz dva povrSinska bunara dubine 6m. U
drugoj godini eksperimenta (2009. godina), jezera su punjena vodom koja je
pumpana iz podzemnog bunara sa dubine od 125 m. U svako od ova tri jezera je
nasadeno po 400 jedinki Sarana (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758) starosti dvanaest
meseci. Sarani su izlovljeni iz komercijalnog $aranskog ribnjaka ”Sveti Nikola” u
Neuzini i transportovani do Centra u plasti¢nim vre¢ama kojima je dodat kiseonik,
da ne bi doslo do hipoksije. SmeSteni su u posebno jezero, koje nije koriS¢eno u
eksperimentu i omoguéena im je adaptacija na nove uslove sredine koja je trajala
tri nedelje. Nakon ovog perioda, riba je rasporedena u eksperimentalna jezera i u

svakom od njih hranjena razli¢itim tipom dodate hrane:

- uprvom jezeru koriS¢ene su Zitarice (meSavina semena pSenice, jeCma i
kukuruza u razmeri 1:1:1)(ZI);
- udrugom jezeru koriS¢ena je peletirana komercijalna hrana (PH);

- utreem jezeru korisc¢ena je ekstrudirana komercijalna hrana (EH).

Proizvoda¢ hrane je bila kompanija “Veterinarski zavod“ iz Subotice.
Procentualni sastav hrane koriS¢ene u eksperimentu po deklaraciji proizvodaca,
kao i hemijski sastav hrane, su prikazani u tabeli 2. [z tabele se moZe uociti, da
izmedu peletirane i ekstrudirane hrane postoji razlika samo u vlazi, dok i
peletiranu i ekstrudiranu hranu karakteriSe veci sadrzaj proteina, lipida i pepela, a
manji vlakana i dostupnih ugljenih hidrata u odnosu na Zzitarice. Sve analize
hemijskog sastava riblje hrane uradene su u laboratorijama Nauc¢nog instituta za

veterinarstvo Srbije iz Beograda.
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Tabela 2. Sastojci i hemijski sastav hrane koriS¢ene u eksperimentu (%)

Sastojci S Hrana

Zl PH EH
PSenica 333 22.0 220
Kukuruz 333 30.0 30.0
JeCam 333
Riblje brasno 5.0 5.0
Punomasno sojino brasno 28.0 28.0
Tostirano sojino brasno 6.4 6.4
Kvasac 6.0 6.0
Kalcijum karbonat 0.8 0.8
Monokalcijum fosfat 0.5 0.5
Natrijum hlorid 0.1 0.1
Lizin 0.2 0.2
Mineralno-vitaminski premiks* 1.0 1.0
Hemijski sastav hrane
Proteini 113 28.5 26.5
Masti 33 8.0 7.8
Vlakna 7.4 33 35
Vlaznost 9.8 12.0 9.4
Pepeo 1.9 4.7 4.7
Nitrogen-Free Extract (NFE) 66.2 455 46.1

* Sastav mineralno-vitaminskog premiksa (Proizvoda¢: Veterinarski Zavod, Srbija) (kg™ hrane):
totalni Ca (%) min. 1.6; totalni P (%) min. 1.2; Vitamin A (IU/kg) min. 15.000; Vitamin D3 (1U/kg)
min. 2.500; Vitamin E (mg/kg) min. 90; Vitamin C (mg/kg) min. 200; Lizin (%) min. 2.3; Metionin
i Cistin (%) min. 1.2; Ukupna energija 18.9 MJ/kg; Metabolicka energija 15.0 MJ/kg.

Koli¢ina hrane kojom je riba hranjena razlikovala se od meseca do meseca:
maj 0.2-0-5%; jun 0.5-3%; jul 2-3%; avgust 2-3%; septembar 1-3%; oktobar 0.5-
2%, u odnosu na ukupnu biomasu riba u svakom od ispitivanih jezera (Markovic,
2010). Medutim, ukoliko riba nije konzumirala hranu koja je uneta prethodni dan u
jezero, sledeCeg dana je ovaj procenat smanjen. Takode, ukoliko su bili nepovoljni
parametri kvaliteta vode u jezeru, riba taj dan nije hranjena. Izostavilo se hranjenje
i dan pred uzorkovanje, kao i dan nakon uzorkovanja, jer zbog stresa nakon izlova
riba jedan odredeni vremenski period ne konzumira hranu. Pratila se i kolic¢ina algi
u jezeru i ukoliko je primecena povecana kolicina modrozelenih algi, primenjivana
je agrotehnicka mera zakrecavanja sa gaSenim krecom, Sto je dovodilo do

sedimentacije i uklanjanja ovih organizama.
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Ogled je zapocet 29.04.2008. i trajao je tokom cele proizvodne sezone, do
27.10.2008. Ponovljen je naredne godine (replikacija) i trajao je od 20.04.2009. do
18.10.2009. Naredne godine je postupak pripreme jezera za eksperiment bio
identi¢an onom iz prve godine, a za eksperiment su koriS¢ena ista jezera. Na svakih
15 dana od pocetka eksperimenta, u obe godine istraZivanja, povlacenjem mreZe u
jezerima, kontrolnim izlovom je hvatan probni uzorak od 50 riba. Na osnovu ovog
uzorka, racunata je prosecna biomasa riba u jezeru i korigovana je koli¢ina dodate
hrane kojom je riba hranjena. U isto vreme, ovim ribama je odredivana telesna
masa koris¢enjem digitalne vage JCA (Birotehna, Smederevo), te duZina i visina

tela, koriS¢enjem ihtiometra.

Pri dizajniranju eksperimenta, vodilo se racuna da uslovi i tehnologija
gajenja budu Sto sli¢niji onima koji se koriste na komercijalnim ribnjacima koji gaje

Sarana.
3.2. Uzorkovanje

Pre pocetka eksperimenta, Zrtvovano je osam riba da bi se utvrdilo
histolosko stanje organa pre hranjenja dodatnom hranom. Jednom mesecno, nakon
kontrolnog izlova izdvajane su po dve ribe iz svakog jezera i Zrtvovane, a na
zavrSetku ogleda je Zrtvovano po pet riba iz svakog jezera (ukupno 34 ribe po
grupi). Ribe su pre Zrtvovanja anestezirane u rastvoru benzokaina, a Zrtvovane su
probadanjem lobanje ribe oStrom iglom i razaranjem kicmene moZdine. Nakon
Zrtvovanja uzorkovana su Cetiri organa za histolosku analizu: Skrge, jetra, creva i
bubreg. Uzorci Skrga su uzimani odmah nakon Zrtvovanja Zivotinje. Nakon
uklanjanja levog operkuluma, uzorkovan je drugi skrzni luk i fiksiran. Ostali organi
su uzeti odmah nakon pravljenja reza na ventralnoj strani ribe i uz pomoc¢ pincete i
makaza su prenoSeni na podlogu koja je ohladena ledom. Ve¢i delovi tkiva su
koriSc¢eni za svetlosnu mikroskopiju, dok su manji delovi tkiva (debljine oko 5 mm)
koriSc¢eni za elektronsku mikroskopiju.

Uzorci mesa Sarana za analizu masnih kiselina (iz 3 ribe) uzeti su na
pocetku eksperimenta i na kraju eksperimenta i to iz svakog od jezera po tri

nasumicno izabrane ribe. Uzorci riba su, do laboratorijskih ispitivanja, ¢uvani na -
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18 °C. Riba je ostavljena sat vremena na sobnoj temperaturi, zatim su odvojeni
glava i rep, paZzljivo je uklonjena koZa i utroba, a meso ribe homogenizovano.
Analiza sastava masnih Kiselina u mesu Sarana i ukupnih lipida za analizu masnih

kiselina uradena je u Institutu za higijenu i tehnologiju mesa u Beogradu.
3.3. Svetlosna mikroskopija

Da bi se napravili histoloski preseci za analizu na svetlosnom mikroskopu
koriSéen je protokol po Humasonu (1979). Nakon fiksiranja u 4%-tnom formalinu
(Lach-Ner, Republika Ce$ka), uzorci su smesteni u automatski procesor tkiva Leica
TP 1020 (Leica, Austrija) i sprovedeni kroz rastucéi gradijent etanola (70% - 2 x 30
minuta, 85% - 30 minuta, 95% - 30 minuta, 100% - 2 x 30 minuta), da bi nakon
dehidracije uzorci stajali 2 x 30 minuta u ksilenu. Nakon dehidratacije, tkiva su
kalupljena u parafinu koji je prethodno rastopljen na 60°C. Kalupi su montirani na
plasticne drZace i seCeni na mikrotomu SM 2000R (Leica, Austrija). Preseci
debljine 5 pm su nakon kratkog vremena u vodenom kupatilu smeStani na
mikroskopske plocice. Uzorci na plocicama su rehidratisani i bojeni u
automatizovanom centru za bojenje preparata ST 4040 (Leica, Austrija).

HistoloSka bojenja preseka koja su koriS¢ena u radu su:

- Hematoksilin eozin (HE),

- Periodic acid-Schiff (PAS),

- Alcian blue pH 2.5 (AB)

- Alcian blue pH 2.5/Periodic acid-Schiff (AB/PAS)

Alcian blue bojenja su kontrastirana sa hematoksilinom. Sva histoloSka
bojenja su radena po metodi Bancroft i Stevens (1977). Obrada histoloskih uzoraka
je uradena u laboratoriji za histologiju Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u

Beogradu.
3.4. Elektronska mikroskopija

Manji parcic¢i tkiva, koji su koriS¢eni za elektronsku mikroskopiju, su
fiksirani u rashladenom 4%-nom glutaraldehidu (Merck, Nemacka) u 0.1M

fosfatnom puferu (pH 7.2), preko noc¢i. Nakon ispiranja tkiva u fosfatnom puferu,
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ono je postfiksirano u 1%-nom osmijum tetraoksidu (Merck, Nemacka),
rastvorenom u fosfatnom puferu (pH 7.2) i kontrastirano 0.25%-nim vodenim
rastvorom uranil-acetata. Tkivo je ostavljeno na 4°C, preko nod¢i i dehidratisano
serijom etanola rastuce koncentracije (po 15 min: 30% - 50% - 70% - 96% - 100%
- 100% etanol i propilen oksid u razmeri 1:1 - propilen oksid). Po zavrsetku
dehidratacije tkivo je kalupljeno u Epoksi smole (Sigma-Aldrich, Nemacka) i seCeni
su polutanki preseci debljine 1 pm na ultramikrotomu LKB III (Broma, Svedska).
Polutanki preseci su bojeni toluidin plavim i pregledani na svetlosnom
mikroskopu. Delovi pogodni za elektronsku mikroskopiju su trimovani i na
ultramikrotomu seceni na debljinu od 100 nm, nakon c¢ega su montirani na
bakarne mreZice. Preseci na bakarnim mreZicama su bojeni olovo-citratom u
instrumentu za automatsko kontrastiranje EM AC20 (Leica, Austrija). Obojeni i
neobojeni preseci su posmatrani na transmisionom elektronskom mikroskopu
Philips CM12 (Philips, Holandija), fotografisani digitalnom kamerom Megaview III
(Olympus, Nemacka) sa kompjuterskim softverom Soft Imaging System (Olympus,
Nemacka). Uzorci za elektronsku mikroskopiju su obradeni u Centru za

elektronsku mikroskopiju Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.
3.5. Morfometrija i stereologija

Sa tri mikroskopska preseka jetre i creva je fotografisano po pet digitalnih
mikrografija (ukupno 15 mikrografija po organu) od kojih je slu¢ajnim izborom na
deset mikrografija uradena morfometrijska analiza. Na svakoj od deset
mikrografija jetre je izmerena povrSina pet cCelijskih i pet jedarnih preseka
(ukupno 50 po ribi) i racunat je njihov medusobni odnos (Ostaszewska i sar.,
2005b). Pored toga izmerena je i povrSina jedarnih preseka 50 acinusnih celija u
pankreasu. Na presecima creva je izmerena duZina crevnih nabora (u proseku 60
crevnih nabora po ribi), visina enterocita i visina supranuklearne zone enterocita
(ukupno 50 po ribi) (Zakes i sar., 2008). Odredivan je i broj mukoznih ¢elija na
duZini od 100 pm crevnih nabora (Ostaszewska i sar., 2011). Na elektronskim
mikrografijama jetre, Celije su slikane na uveli¢anju od 2650x i po 20 mikrografija
je koriS¢eno za odredivanje volumenske gustine lipidnih kapi u Celijama. Na slike je

interpolirana testna mrezZa (Pt), a gustina lipidnih kapljica je odredivana point-
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counting metodom tako Sto su brojane tacke koje su padale na lipidne kapi (Ppi)
(Weibel i sar., 1966). Gustina mreZice je iznosila (area per point): 10.000 pxZ sa 21
x 15 tacaka na mikrografiji (ukupno 315), a sama mreZica je postavljana na
mikrografiju po principu slucajnosti (kompjuterski random offset). Volumenska
gustina (Vvi) je racunata po sledecoj formuli:

P

Vori =
Vi PT

Sva morfometrijska merenja su uradena koriS¢enjem softvera Image] 1.410

(Rasband, 2011).

3.6. Semikvantitativna analiza histopatoloSkih promena

Pored deskriptivnih, histoloski preseci jetre, Skrga i bubrega su ocenjivani i
semikvantitativnom analizom, koriS¢enjem metode Bernet i sar. (1999). Pracena je
vrsta i stepen histopatoloskih promena na organima. Promene na organima su po
vrsti klasifikovane u pet razli¢itih grupa (rp, engl. reaction pattern) i svaka
promena (alt, engl. alteration) ima vrednost od 1 do 3 u zavisnosti od znacaja lezije

(w - faktor znacajnosti, engl. importance factor):

1) cirkulatorne promene: hemoragije, hiperemije ili aneurizme (1) i
intercelularni edem (1);

2) regresivne promene: strukturne promene na celijama (1), promene u
citoplazmi (1), depoziti u ¢elijama (1), promene na jedru (2), atrofija Celije
(2), nekroza celije (3);

3) progresivne promene: hipertrofije (1) i hiperplazije (2);

4) inflamatorne promene: pojava eksudata (1), aktivacija retikuloendotelnog
sistema (1) i infiltracija leukocita u tkivo (2);

5) neoplazije: prisustvo benignih (2) i malignih (3) tumora u organima

Pored faktora znacajnosti odredivan je i intenzitet zahvacenosti svakog
tkiva (a - engl. score value), a on se kretao od 0 (normalna morfologija), preko 2

(blaga promena tkiva) i 4 (umerena promena tkiva) do 6 (ozbiljna alteracija tkiva).
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MnoZenjem ova dva faktora dobijala se vrednost koja je oznacavala histopatoloski

skor za svaku kategoriju promena:

I orgrp — z (aorg rp alt X Worgrp alt)
alt

za histopatoloski indeks organa:

I org — Z Z(aorg rp alt X Worg rp alt)

rp alt

i za ukupni histopatoloSki indeks tri ispitivana organa:

I org = z Z Z(aorg rp alt X Worgrp alt)
org rp alt
rp - kategorija histopatoloSke promene, org - organ (L-jetra, G-Skrge, K-bubreg), alt

- vrsta histopatoloSke promene, a - vrsta promene, w - faktor znacajnosti

Podrazumeva se da Sto je visi skor dobijen, to je i histopatoloSska promena

po kategoriji, organu ili za sva tri organa znacajnija.
3.7. Parametri prirasta
Parametri prirasta koji su koriS¢eni u ovom istrazivanju su:

- prirast riba izraZen u gramima i procentima (engl. body weight gain, BWG),

- specifi¢na stopa rasta (engl. specific growth rate, SGR),

- koeficijent rasta za toplotnu jedinicu (engl. thermal unit growth coefficient, TGC),
- konverzija hrane (engl. food conversion ratio, FCR),

- stopa preZivljavanja (engl. survival rate, SR) i

- faktor kondicije (engl. condition factor, CF).
[zracunavanje prirasta riba obavljeno je uz pomoc¢ formula:
BWG (g) = W, — W,

Wt - Wo
BWG(%) = T X 100
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W, - prosecna masa riba na kraju posmatranog perioda (g), W, - prose¢na masa

riba na pocetku posmatranog perioda (g)

_InW,—InW,

SGR x 100

W, - prose¢na masa riba na kraju posmatranog perioda (g), W, - prose¢na masa

riba na pocetku posmatranog perioda (g) i t - broj dana u posmatranom periodu.

3 ’Wt _ 3 ’WO
T X At

TGC = x 1000

W, - prosecna masa riba na kraju posmatranog perioda (g), W, - prosecna masa
riba na pocetku posmatranog perioda (g), T - temperature vode (°C) i At - duZina

trajanja posmatranog perioda (broj hranidbenih dana).
FCR = ——

Wt - Wo

Dq - koliina pojedene hrane u posmatranom periodu (g), W: - masa riba na kraju

posmatranog perioda (g) i W, - masa riba na pocetku posmatranog perioda (g).
SR = 5 100
=1

N: - broj riba na kraju posmatranog perioda i N, - broj riba na pocetku

posmatranog perioda.
w
CF = I x 100

W - masa tela ribe (g) i L - ukupna duZina tela ribe (cm).
3.8. Parametri kvaliteta vode

Uporedo sa parametrima prirasta i histoloskim parametarima, praceni su i
parametri kvaliteta vode u svakom od jezera tokom trajanja eksperimenta.
Pojedini fizicki i hemijski parametri vode su odredivani svakodnevno i to su:
temperatura, koli¢ina rastvorenog kiseonika, elektroprovodljivost, pH i providnost
vode. Svi parametric, osim providnosti, su mereni kori§¢enjem multifunkcionalnog

uredaja Multi 350i (WTW, Nemacka). Providnost vode je odredivana koriS¢enjem
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Sekijevog diska, koji je spuStan u vodu do momenta do kada nije viSe vidljiv, a
potom merena vrednost kada se disk uoci. Pored ovih, mereni su i dodatni
parametri, na svake dve nedelje: tvrdo¢a vode, ortofosfati i ukupni fosfati,
potrosnja kalijum-permanganata, koli¢ina nitrata i amonijaka u vodi i ukupni azot.
Voda za analize je uzorkovana u prethodno ociS¢ene plasticne boce zapremine 1 L,
sa dubine od pribliZno 10 cm ispod povrsine. Analiza vode je uradena u Institutu za
javno zdravlje “Milan Jovanovi¢ Batut” u Beogradu. Vrednosti nejonizovane frakcije
amonijaka su naknadno izracunavane koriS¢enjem tabelarnih vrednosti iz

literature (Piper i sar., 1986).
3.9. Indeks podobnosti stanista

Indeks podobnosti staniSta (IPS; engl. habitat suitability index), koji se
koristi samo za Sarana, je racunat za svako jezeru u eksperimentu po metodi
Edwards i Twomey (1982). Ovaj indeks predstavlja kvantifikaciju razlicitih
abiotickih parametara u Zivotnoj sredini, a cilj je da se na osnovu reproduktivnih
parametara, pokrivenosti dna jezera biljkama, velicinom litoralne zone i kvalitetom
vode dode do broja cija je maksimalna vrednost 1 i on predstavlja optimalnu
zivotnu sredinu za Sarana. Minimalna vrednost je 0 i u takvoj Zivotnoj sredini Saran
ne moze da prezivi. U ribnjackim jezerima koriS¢enim u naSem eksperimentu
biljaka nije bilo, reproduktivni parametri, kao i veliCina litoralne zone je bila
irelevantna (ceo ribnjacki ekosistem je litoralna zona, zbog maksimalne dubine od
1.5 m), tako da je jedini abioticki parametar koji je imao uticaj na Sarana u ovom

istrazivanju bio kvalitet vode. Kvalitet vode je bio izracunavan po slede¢oj formuli:

Ve +2X .V, XVyg+2X%xXV,+V,
6

Vs - maksimalna vrednost turbiditeta tokom istraZivanja (umesto turbiditeta
koriS¢ena providnost vode), V7 - maksimalna letnja temperatura vode u jezeru, Vo
- maksimalna letnja temperatura vode u litoralnoj zoni (s obzirom na to da je cela
zona ribnjaka litoral, umesto Vo koriS¢ena je V7), Vi - minimalna koli¢ina
rastvorenog kiseonika u vodi tokom letnjih meseci, V14 - prosecan nivo pH tokom

godine
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Ove vrednosti su oCitavane sa grafika koji su prikazani u Edwards i Twomey
(1982) i sve se krecu od 0 (minimalna vrednost) do 1 (optimalna vrednost).

3.10. Hemijske analize hrane i mesa ribe

Procenat vode u mesu je odredivan gravimetrijski, suSenjem do konstantne
teZine u pecnici na 110 °C tokom 24 h. Sadrzaj proteina je odredivan metodom po
Kjeldahl-u na automatskom aparatu za destilaciju proteina Tecator Kjeltec Auto
1030 Analyser (Foss Benelux, Belgija). Sadrzaj masti je odredivan metodom kisele
hidrolize na aparatu Soxtec System 1047 (Foss, Svedska), koja je pracena
ekstrakcijom u petrolej etru (temperatura kljucanja 40-60°C) na aparatu Soxtec
System HT6 (Foss, Svedska). Procenat pepela u uzorcima je odredivan suenjem
uzoraka u porcelanskim avanima u peénici na 600°C preko noci. Sirova vlakna su
ekstrahovana uz pomoé¢ aparata Tecator 1020 (Foss, Svedska) na temperaturi od
550 °C u trajanju od 2 h. Metode ekstrakcije su opisane u prirucniku
Medunarodnog udruzenja analitickih hemicara (AOAC, 1990). Sve hemijske analize

mesa ribe uradene su u Institutu za higijenu i tehnologiju mesa u Beogradu.
3.11. Odredivanje sadrzaja masnih Kiselina

Ukupni lipidi, za odredivanje masnih Kkiselina, ekstrahovani su metodom
ubrzane ekstrakcije rastvaraima na aparatu ASE 200 (Dionex, SAD).
Homogenizovani uzorak, pomeSan sa dijatomejskom zemljom, ekstrahovan je
smeSom heksana i izo-propanola u 33 ml ekstrakcionoj ¢eliji, na temperaturi od
100°C i pod pritiskom od 1500 psi. Dobijeni ekstrakt uparen je u struji azota, na
50°C, do suvog ostatka masti. Metilestri masnih kiselina su pripremljeni
transesterifikacijom sa trimetilsulfonijum-hidroksidom, prema metodi EN ISO
5509:2000. Analizirani su na gasnom hromatografu GC/FID 2010 (Shimadzu,
Japan) na cijanopropil-aril kapilarnoj koloni HP-88 (100 m x 0,25 mm x 0,20 um;
J&W Scientific, SAD). Temperature injektora i detektora su bile 250°C, odnosno
280°C. Noseci gas je bio azot, a protok 1,33 ml/min, sa odnosom splita 1:50.
Injektovana zapremina bila je 1 pL. Temperatura peci kolone bila je programirana
u opsegu od 125° do 230°C. Ukupno vreme trajanja analize bilo je 50,5 minuta.

Metilestri masnih kiselina su identifikovani na osnovu retencionih vremena,
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poredenjem sa retencionim vremenima pojedinacnih jedinjenja u standardu smese
metilestara masnih Kkiselina, Supelco 37 Component FAME Mix (Bellefonte, SAD).
Sadrzaj masnih kiselina izraZen je kao procenat od ukupno identifikovanih masnih
kiselina. Analiza sastava masnih kiselina u mesu Sarana i hrani za ribe, uradena je u

Institutu za higijenu i tehnologiju mesa u Beogradu.
3.12. Statisticka analiza

Poredenja parametara u istraZivanju izmedu razli¢itih grupa su uradena
koriS¢enjem parametarske ili neparametarske statistike, u zavisnosti od toga da li
je koeficijent varijacije u grupi podataka bio manji ili veé¢i od 30%. Ukoliko je
koeficijent varijacije bio ve¢i od 30% koriS¢ena je neparametarska statistika, a
ukoliko je koeficijent varijacije bio manji od 30%, podaci su morali da zadovolje i
test homogenosti varijanse. Za izracunavanja homogenosti varijanse koris¢en je
Leveneov test. Tek ako su podaci zadovoljili uslov i prosli ovaj test, oni su
obradivani parametarskom statistikom. Sledi lista parametara i vrsta testova kojim

su podaci statisticki obradivani:

- Analiza varijanse pra¢ena sa Takijevim testom: morfometrijski
parametri creva

- Kruskal-Volis test: parametri prirasta, morfometrijski i stereoloski
parametri jetre, polukvanitativna analiza histopatoloskih promena izmedu
grupa

- Man-Vitni U test: polukvanitativna analiza histopatoloskih promena
izmedu prve i druge godine

- Pirsonova korelacija: korelacija prirasta i duZine vilusa

- Spirmanova korelacija: korelacije izmedu prirasta u obe godine
eksperimenta, korelacije izmedu parametara kvaliteta vode i
polukvanitativni histoloski indeksi

- Analiza principijelnih komponenti: poredenje masnih kiselina po
grupama

- Kanonijska diskriminantna analiza: analiza histopatoloskih promena

izmedu tkiva i godina istrazivanja
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Svi podaci su prikazani kao srednje vrednosti + standardna devijacija.
Podaci su obradivani u programu Statistica 6.0 (StatSoft, SAD). Statisticka
znacajnost prihvatana je za p<0.05. U tabelama je nivo statisticke znacajnosti
obeleZavan sa razli¢itim slovima u eksponentu: ista slova u redu - nema statisticke

znacajajnosti; razlicita slova u redu - postoji statisti¢cka znacajnost.
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4.1. Parametri rasta

Pored ukupnih parametara rasta koji su izracunavani na Kkraju
eksperimenta, praceni su i parametri po periodima. Meseci su grupisani po
slede¢em principu: maj i juni - prvi period, juli i avgust - drugi period, septembar i
oktobar - tre¢i period. Ovakvo grupisanje je omogucilo da razdvojimo periode u
kojima je razvijena prirodna hrana u ribnjaku (I period), period sa visokim
temperaturama i poviSenim intenzitetom metabolizma u kome je prirodna hrana u
ribnjaku prisutna u tragovima (II period) i period u kome postepeno dolazi do
opadanja temperature vode u ribnjaku, samim tim se sniZava metabolizam riba, a
prirodna hrana se ponovo pojavljuje u ribnjaku, ali u manjoj koli¢ini u odnosu na

prvi period (III period).
4.1.1. Parametri rasta na pocetku i kraju eksperimenta

U tabeli 3 je prikazana prosecna pojedinacna masa riba na pocetku i kraju

eksperimenta.

Tabela 3. Parametri rasta na pocetku i kraju eksperimenta; vrednosti u istom redu
koje su obeleZene razli¢itim slovima u eksponentu pokazuju statisticki znacajne
razlike (p<0.05)

Parametri ?rupa p-
Zl PH EH vrednost
Masa riba na pocetku 109.9 + 24.0 103.0 + 24.0 106.8 + 23.0 0.177

eksperimenta (g)
Masa riba na kraju

. 599.6 + 218.9° 788.7 + 253.0° 792.4 +310.4° 0.000
eksperimenta (g)

Prirast (g) 482.5+202.05° 684.7 +234.6° 685.6 + 289.6°  0.000
Prirast (%) 397.0 + 206.8° 623.1+134.7° 614.2 + 35.6° 0.000
Duzina riba na pocetku 4 26, ) 4 18.87 + 1.41 19.20 +0.91 0.743
eksperimenta (cm)

Duzina riba na kraju 32.52 +1.30° 36.27 + 0.95 34984091  0.000
eksperimenta (cm)

Visinariba napocetku ¢\, 4 5.27 +0.17 5.58 + 0.27 0.367
eksperimenta (cm)

Visina riba na kraju 9.67 + 1.02 11.03+1.26 11.23+1.11 0.436
eksperimenta (cm)

SGR (% / dan) 1.09 + 0.23° 1.38+0.18° 1.34+0.20° 0.002
TGC 0.98 +0.28° 1.27 +0.19° 1.25+0.01° 0.003
FCR (g) 1.76 + 0.46° 1.54 +0.75° 1.56 + 0.80° 0.000
Pocetna vrednost FC 1.52+0.22 1.54 +0.23 1.50+0.19 0.430
Krajnja vrednost FC 1.68 +0.34 1.64 +0.34 1.76 £ 0.70 0.109
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Na pocetku eksperimenta nije bilo razlike izmedu prosecne mase ribe u
jezerima. Na kraju eksperimenta su grupe riba hranjene komercijalnim hranama
pokazivale viSe prosetne vrednosti mase riba i prirasta u odnosu na Zitarice

(p<0.05).
4.1.2. Masa i dimenzije riba po periodima

Vrednosti prose¢ne mase, duzine i visine riba su se povecavale tokom
trajanja eksperimenta u svim grupama (Grafici 1, 2 i 3). Umesto kretanja prosecne
mase riba po periodima, obradeno je kretanje prirasta po periodima i ono je

detaljno opisano u slede¢em odeljku (4.1.3.).
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Grafik 1. Prose¢na masa riba tokom trajanja eksperimenta po grupama

ProseCne vrednosti duzina riba na kraju eksperimenta su pokazale
statisticki znacCajnu razliku izmedu grupe riba hranjene Zitaricama i grupe
hranjene peletiranom hranom (Tabela 3; p<0.001). Ribe hranjene Zitaricama su
dostigle manju duZinu od grupe hranjene peletiranom hranom, dok se obe ove

grupe nisu statisticki razlikovale od grupe hranjene ekstrudiranom hranom.
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Grafik 2. Prosecna duzina riba tokom trajanja eksperimenta po grupama

Vrednosti visine riba se nisu statisticki razlikovale izmedu grupa na kraju

eksperimenta (Tabela 3).
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Grafik 3. Prosecna visina riba tokom trajanja eksperimenta po grupama

Ukoliko posmatramo Kkretanje parametara duzine i visine riba po periodima,

primetna je pravilnost koja vaZi za oba ova parametra, da statisticki znacajna
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razlika postoji samo u | periodu (p<0.05), kod obe grupe riba hranjenih
komercijalnom hranom u odnosu na ribe hranjene Zitaricama. U II i IlI periodu nije

bilo statisticki znacajne razlike izmedu grupa ni u duZini ni u visini riba.

4.1.3. Vrednosti prirasta riba po periodima

Prirast riba u sva tri jezera je u obe godine eksperimenta pokazivao
odredenu pravilnost. Prikaz kretanja prirasta po periodima se moZe videti na
grafiku 4. U prvom periodu ribe u grupama EH i PH su imale statisticki znacajno
viSi prirast u odnosu na grupu riba hranjenih Zitaricama (p<0.05). U toku drugog
perioda, ribe iz grupe EH su prirastale viSe u odnosu na druge dve grupe (p<0.05),
dok je u trecem periodu grupa riba hranjenih peletiranom hranom pokazivala
najviSe vrednosti prirasta u odnosu na druge dve grupe (p<0.05). S obzirom na to
da su vrednosti prirasta u procentima bile slicne vrednostima prirasta u gramima,

ove vrednosti su prikazane samo u tabeli 3, a nisu date po periodima.

Grafik 4. Kretanje prirasta po periodima i grupama u toku eksperimenta; razlicita
slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa u istom periodu (p<0.05)

Ukoliko se rezultati iz obe godine sjedine, kretanje prirasta pokazuju veoma
slicne vrednosti kao i u toku svake od dve godine istraZivanja, posmatrane
pojedinacno. To je potvrdeno racunanjem koeficijenta korelacije izmedu dve

godine istrazivanja koji je vrlo visok (R=0.860, p=0.003; Grafik 5).
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Grafik 5. Korelacija prirasta izmedu dve godine eksperimenta

4.1.4. Vrednosti SGR-a po periodima

Ukupna vrednost SGR-a tokom trajanja eksperimenta pokazuje viSe
vrednosti kod riba hranjenih komercijalnom hranom od Zitarica (Tabela 3;
p=0.002). Ukoliko se uporede vrednosti po periodima (Grafik 6), u okviru prvog

perioda, vrednosti SGR-a su vi$e u grupama EH i PH u odnosu na ZI (p<0.05).

Grafik 6. Kretanje SGR-a po periodima i grupama tokom trajanja eksperimenta;
razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu grupa u istom periodu
(p<0.05)
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U drugom periodu su se vrednosti SGR-a kod komercijalnih hrana smanjile,
dok se vrednost kod riba hranjenih Zitaricama povisila, pa tako izmedu grupa nije
bilo statisticki znacajnih razlika. Vrednosti SGR-a karakteriSe nagli pad u svim
jezerima tokom treéeg perioda. Ipak, u okviru treceg perioda, ribe koje su hranjene

peletiranom hranom pokazuju najvise vrednosti SGR-a (p<0.05).
4.1.5. Vrednosti TGC-a po periodima

Vrednosti TGC-a dobijenih u eksperimentu u potpunosti korespondiraju sa
vrednostima SGR-a. To se moZe videti na grafiku 7 i potvrda toga je veoma visok
koeficijent korelacije koji iznosi 0.942 (p=0.005). Zbog sli¢cnih vrednosti i odsustva
razlike izmedu ova dva parametra prirasta nije prikazano kretanje TGC-a po

periodima.

Grafik 7. Korelacija izmedu TGC-a i SGR-a tokom trajanja eksperimenta

4.1.6. Fultonov faktor kondicije po periodima

Vrednosti Fultonovog faktora kondicije nisu pokazivali razliku izmedu
grupa na pocetku eksperimenta (Tabela 3). lako su u toku eksperimenta ove
vrednosti rasle u odnosu na pocetne, ni u jednom trenutku, kao i na kraju
eksperimenta ove vrednosti se nisu razlikovale izmedu grupa (Grafik 8). Ukoliko
se vrednosti Fultonovog faktora kondicije posmatraju po periodima, primetno je

da nema statisticki znacajne razlike izmedu grupa riba ni u jednom periodu. Iako
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su vrednosti ovog faktora u grupi EH bile viSe od druge dve grupe u periodima II i

I11, ova razlika nije statisticki znacajna.

Grafik 8. Kretanje SGR-a po periodima i grupama tokom trajanja eksperimenta

4.1.7. Stopa preZivljavanja

Stopa preZivljavanja riba u jezerima se razlikovala izmedu dve godine
studija. U prvoj godini prosecna stopa preZzivljavanja po zavrSetku eksperimenta je
iznosila 59.16%4.69%, dok je u drugoj godini istraZivanja prosetna stopa
preZivljavanja iznosila 87.76+2.80%. Razlika je potvrdena i preko statistickih

testova, koriS¢enjem analize varijanse (p<0.001).
4.1.8. Indeks podobnosti stanista

Kao Sto je slucaj sa stopom preZivljavanja i vrednosti indeksa podobnosti
staniSta su pokazivale statisti¢ki znacajnu razliku izmedu dve godine istraZivanja
(p=0.006). U toku prve godine istrazivanja indeks podobnosti staniSta je iznosio
0.040+0.013, dok je u drugoj godini istrazivanja ovaj indeks imao vrednost od

0.206 *+ 0.053.
4.2, Parametri kvaliteta vode

S obzirom na cinjenicu da je voda kojom su se jezera napajala bila iz
razlic¢itih izvora u svakoj od dve godine istraZivanja, u radu su parametri kvaliteta

vode prikazani odvojeno za svaku godinu.
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4.2.1. Parametri kvaliteta vode u prvoj godini istrazivanja

Tokom prve godine istrazivanja za napajanje jezera je koriS¢ena
kombinacija povrSinske vode iz obliZnjeg potoka i bunarske vode iz dva bunara
koji se nalaze blizu ribnjackih jezera. U tabeli 4 se mogu videti prosecne vrednosti
parametara kvaliteta vode sumirani u toku cele sezone gajenja.

Tabela 4. Prosetne vrednosti kvaliteta vode po jezerima tokom prve godine

istraZivanja; razli¢ita slova u eksponentu oznacavaju statisticki znacajnu razliku u
okviru istog parametra (p<0.05)

Jezero
Parametar - p-vrednost
Zl PH EH
Temperatura (°C) 23.81+5.92 23.67£5.79 23.45+5.64 0.865
Providnost (m) 14.14 +3.52° 16.33+3.22°  14.14+3.05° 0.000
Elektroprovodljivost (uS/cm) 949.7 +77.1° 1044.9 +75.0°  959.2 +99.2° 0.000
Kiseonik (mg/L) 11.27 £5.38 10.50 £4.72 10.66 + 5.80 0.398
pH 9.66 + 0.66 9.65+0.61 9.66 + 0.63 0.993
Nitrati (mg/L) 3.61+1.96 3.15+2.02 349+3.11 0.891
Utrosak KMnO, (mg/L) 75.49 + 46.14 65.20+35.39  74.95 +38.09 0.780
Tvrdoca vode (dH) 20.73+£3.23 22.63+3.22 20.02+£2.73 0.115
Ortofosfati (mg/L) 0.035 +0.050 0.059+0.089 0.034 +0.048 0.563
Ukupni fosfor (mg/L) 0.40+0.24 0.35+0.18 0.41+0.17 0.751
Amonijacni azot (mg/L) 0.12+0.10 0.17+0.14 0.11+£0.07 0.467
Nejonizovani amonijak (mg/L) 0.10 £0.05 0.14 £ 0.07 0.08 £ 0.05 0.293
Ukupni azot (mg/L) 3.38+1.05 3.32+1.22 3.76 £1.46 0.750

Razlike izmedu jezera su bile prisutne samo za dva parametra: za providnost i
elektroprovodljivost. U oba slucaja se razlikovalo jezero PH, odnosno vrednosti
oba parametra su bile viSe u jezeru u kome su ribe hranjene peletiranom hranom.
Preporucene minimalne vrednosti elektroprovodljivosti prilikom gajenja Sarana
iznose 300 puS/cm a vrednosti u sva tri jezera su viSe od ove grani¢ne vrednosti.
[zmereni minimumi po jezerima su bili: 728.0 uS/cm (EH), 911.0 uS/cm (PH) i
755.0 uS/cm (ZI). Providnost je u jezeru PH bila najveéa tokom svih meseci
eksperimenta, nekada je dostizala i vrednosti od 27 cm. Vrednosti su oscilirale iz
meseca u mesec sa proseCnim vrednostima tokom trajanja eksperimenta od 14.14

(Z1i EH) do 16.33 u jezeru PH.

51 |



Rezultati |

Ove prosecne vrednosti su uglavnom u okviru preporucenih za gajenje

Sarana (Boyd, 1982). Medutim, u pojedinim vremenskim periodima je primeceno

da neki faktori izlaze iz tih granica i to su:

1. Temperatura - Prosecna temperatura vode tokom eksperimenta u svim

jezerima nije prelazila 28 °C. Ukoliko analiziramo ekstremne vrednosti, u
maju mesecu temperatura vode je dostigla 34.6 °C (jezero ZI), dok je tokom
septembra najniZa temperatura izmerena u jezerima bila 12.4 °C (jezera PH
i ZI). Ove vrednosti su oéekivane za umereno kontinentalnu klimu u kojoj se
nasa zemlja nalazi. Temperatura vode u jezerima oscilira podjednako i

nijedno jezero ne odskace u pogledu temperaturnih vrednosti (Tabela 5).

Tabela 5. Vrednosti temperature po mesecima tokom prve godine istrazZivanja; u
tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u zagradama dati intervali,
odnosno najnize i najvise izmerene vrednosti u toku jednog meseca

Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt

5 27.2 27.9 26.8 27.1 19.7 15.8
(22.0-34.6)  (18.8-34.4)  (16.9-32.3)  (20.2-30.6)  (12.4-26.6)  (12.6-19.6)

PH 26.1 27.4 26.9 27.3 19.8 15.7
(21.8-32.5)  (19.8-33.3)  (17.3-31.5)  (19.9-31.1)  (12.4-27.6)  (12.6-19.4)

EH 26.3 27.5 26.2 26.7 19.6 15.7
(21.6-33.2)  (19.2-33.2)  (17.3-30.6)  (20.7-30.6)  (12.6-28.3)  (12.5-19.1)

2. Kolic¢ina rastvorenog Kiseonika u vodi - vrednost koli¢ine rastvorenog

kiseonika u vodi ne bi trebala da bude manja od 2 mg/L, jer pri tim
uslovima dolazi do oteZane razmene gasova i moguc¢ je pomor ribe, a kao
optimalna vrednost se navodi 5 mg/L. U jezerima je u pojedinim danima
izmereno ¢ak samo 0.7 mg/L (25.07.2008. jezera EH i PH), medutim ove
vrednosti su bile kratkotrajne i nakon jednog dana su se vrac¢ale u normalu.
U danima kada je koli¢ina rastvorenog kiseonika bila niska nije primecen
pomor ribe. Pravilnost u promeni koli¢ina rastvorenog kiseonika u vodi se
odrazavala na sva jezera podjednako (Tabela 6). Vrednosti u jezeru ZI su
Cesto bile viSe od jezera u kojima je za ishranu riba koris¢ena komercijalna

hrana, ali ta vrednost nigde nije pokazala statisticki znacajnu razliku.
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NajniZe vrednosti rastvorenog kiseonika u vodi su bile tokom juna i jula,
medutim ni tada u proseku nisu padale ispod 5 mg/L. Tokom trajanja
eksperimenta vrednosti rastvorenog kiseonika su bile u optimalnim
vrednostima u maju, septembru i oktobru, dok je u toku letnjih meseci (juni,

juli i avgust) dolazilo do pojave veoma niskih minimalnih vrednosti.

Tabela 6. Vrednosti koli¢ine rastvorenog kiseonika po mesecima tokom prve godine

istrazivanja; u tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u zagradama

dati intervali, odnosno najnize i najvisSe izmerene vrednosti u toku jednog meseca

Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt

51 13.2 8.0 6.9 14.0 13.9 12.8
(6.1-23.5) (4.1-16.2) (1.0-23.3) (7.7-22.2) (4.8-23.3) (5.3-26.7)

PH 13.1 8.0 5.9 12.3 12.8 12.5
(5.2-20.3) (2.9-16.4) (0.7-15.6) (2.4-19.4) (4.5-19.4) (6.3-21.7)

EH 11.3 8.6 5.8 11.5 12.2 15.1
(5.6-20.7) (2.8-16.5) (0.7-11.6) (1.7-23.7) (4.2-27.0) (4.6-33.7)

3. pH - u toku 2008. godine pH vrednosti su veoma oscilirale od meseca do

meseca, s tim $to su u toku prvog meseca (maj) prosecne, maksimalne i
minimalne vrednosti bile niZe u odnosu na ostale mesece. Maksimalne
izmerene vrednosti su se Cesto priblizavale pH od 11 koji je letalan za ribe
(juli i oktobar mesec - sva tri jezera) i u tim mesecima su se i prosecne
vrednosti iSle iznad 10. Kretanje vrednosti pH je bilo slicno za sva tri jezera
tokom trajanja eksperimenta i ni u jednom jezeru nije zabeleZeno znacajnije

odstupanje (Tabela 7).

Tabela 7. Vrednosti pH vrednosti po mesecima tokom prve godine istraZivanja; u
tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u zagradama dati intervali,

odnosno najniZe i najvise izmerene vrednosti u toku jednog meseca

Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt

3| 8.82 9.51 9.81 9.74 9.65 10.39
(7.74-9.61) (7.57-10.36)  (7.32-10.70) (8.67-10.45) (9.10-10.23) (9.78-10.93)

PH 8.61 9.46 10.06 9.55 9.69 10.37
(7.75-9.42) (7.78-10.10)  (9.33-10.90) (8.82-10.26) (9.08-10.29) (9.74-10.84)

EH 8.52 9.50 10.04 9.66 9.66 10.34

(7.89-9.19)  (7.86-10.10) (9.18-10.96) (8.47-10.56) (9.03-10.04) (9.83-10.85)
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4. Utros$ak kalijum permanganata - ovaj parametar koji je vaZzan pokazatelj

koli¢ine organske materije u vodi je bio znacajno nizi tokom prva dva
meseca eksperimenta, u maju i junu (Tabela 8). Tokom jula, avgusta,
septembra i oktobra, prosecne vrednosti hemijske potrosnje kiseonika nisu
padale ispod 80 mg/L, sa maksimalnim pojedina¢nim vrednostima od 122
mg/L u jezeru u kome su ribe hranjene ekstrudiranom hranom tokom

oktobra.

Tabela 8. Vrednosti utroska kalijum permanganata po mesecima tokom prve godine

istrazivanja; u tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u zagradama

dati intervali, odnosno najnize i najvise izmerene vrednosti u toku jednog meseca

Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt

51 18. 4 43.1 80.5 90.0 92.0 79.0
(10.8-26.0) (5.1-81.0) (69.0-92.0)  (82.0-98.0) (76.0-108.0) (55.0-103.0)

PH 14.1 34.6 86.5 83.5 87.5 85.0
(7.2-21.0) (4.2-65.0) (74.0-99.0)  (82.0-85.0)  (73.0-102.0)  (67.0-103.0)

EH 23.2 42.5 89.5 105.0 83.0 106.5
(12.4-34.0) (7.0-78.0) (84.0-95.0)  (92.0-118.0)  (67.0-99.0)  (91.0-122.0)

5. Koli¢ina ukupnog amonijaka (TAN, engl. total ammonia nitrogen) i

njegove nejonizovane frakcije (IAN, engl. ionized ammonia nitrogen) u
vodi - poznato je da je kolicina amonijaka u vodi jedan od najznacajnijih
parametara vodene sredine za ribe. Zato su rezultati prikazani u dve tabele:
kao ukupna koli€ina amonijaka u vodi (Tabela 9) i njegove nejonizovane
frakcije koja je najopasnija za ribe (Tabela 10). Tokom trajanja
eksperimenta, u prvoj godini su primecéene niZe vrednosti samo u prvom i
poslednjem mesecu (maj i oktobar). Tokom ostalih meseci, vrednosti su se
kretale oko prose¢nih (0.13 za ukupni amonijak, odnosno 0.11 za
nejonizovanu frakciju). Primetno je da su ova dva parametra slicnih
vrednosti, a to se desava zbog visokih nivoa pH i temperature, koji uticu na

procenat nejonizovane frakcije u ukupnom amonijaku u vodi.
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Tabela 9. Vrednosti ukupnog amonijaka u vodi po mesecima tokom prve godine
istrazivanja; u tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u zagradama

dati intervali, odnosno najnize i najvisSe izmerene vrednosti u toku jednog meseca

Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt
3| 0.04 0.22 0.13 0.12 0.17 0.06
(0.01-0.08)  (0.08-0.35)  (0.12-0.14)  (0.08-0.15)  (0.07-0.26)  (0.02-0.10)
0.05 0.25 0.18 0.16 0.27 0.06
PH
(0.01-0.10)  (0.18-0.31)  (0.17-0.18)  (0.11-0.21)  (0.06-0.47)  (0.06-0.06)
EH 0.10 0.19 0.11 0.15 0.09 0.04
(0.01-0.20)  (0.15-0.22)  (0.09-0.13)  (0.12-0.18)  (0.04-0.13)  (0.03-0.04)

Tabela 10. Vrednosti nejonizovane frakcije amonijaka po mesecima tokom prve
godine istraZivanja; u tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u
zagradama dati intervali, odnosno najnize i najvise izmerene vrednosti u toku jednog

meseca
Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt
5 0.03 0.18 0.13 0.09 0.12 0.04
(0.01-0.06)  (0.07-0.29)  (0.12-0.14)  (0.04-0.13)  (0.05-0.19)  (0.01-0.07)
PH 0.02 0.20 0.18 0.09 0.18 0.04
(0.01-0.02)  (0.16-0.24)  (0.17-0.18)  (0.05-0.13)  (0.04-0.32)  (0.03-0.04)
EH 0.04 0.15 0.11 0.07 0.06 0.02
(0.01-0.08)  (0.13-0.17)  (0.09-0.13)  (0.06-0.08)  (0.02-0.10)  (0.01-0.02)

Zbog gore opisanih uslova sredine u jezerima, koji variraju u svim jezerima
istovremeno i ne pokazuju znacajne razlike izmedu jezera, rezultati kvaliteta vode
po grupama su spojeni i u daljem tekstu posmatrani kao jedna vrednost. Na ovaj
nacin su parametri kvaliteta vode uporedivani sa drugom godinom eksperimenta i

histopatoloskim vrednostima.
4.2.2. Parametri kvaliteta vode u drugoj godini istraZivanja

Tokom druge godine istraZivanja za napajanje jezera, koris¢ena je voda iz
arteskog bunara, sa dubine od 130 m. Primetno je da su mnogi parametri kvaliteta
vode drugaciji od parametara izmerenih tokom prve godine istraZivanja i prosecne

vrednosti po jezerima su prikazane u tabeli 11.
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Tabela 11. Prosecne vrednosti kvaliteta vode po jezerima tokom druge godine
istrazivanja; razli¢ita slova u eksponentu oznacavaju statisticki znacajnu razliku u
okviru istog parametra (p<0.05)

Jezero
Parametar = p-vrednost
| PH EH
Temperatura (°C) 22.75 +2.99 22.73+2.98 22.58 +2.88 0.870
Providnost (m) 11.51+4.32 13.95 + 3.05 12.54 +3.29 0.615
Elektroprovodljivost (uS/cm) 2073.3+£108.9  2026.4+99.9 2002.4+119.4 0.154
Kiseonik (mg/L) 4.08 +1.48 3.65+1.76 3.75+1.88 0.107
pH 8.93+0.12° 8.96 +0.13° 9.07 +0.16° 0.000
Nitrati (mg/L) 6.04 +4.23 4.03+1.39 4.83+1.29 0.610
Potro3nja KMnO, (mg/L) 71.71+11.26 70.00+7.53  81.62+15.56 0.062
Tvrdoca vode (dH) 6.13 +2.93 5.55+2.86 3.76 £1.43 0.086
Ortofosfati (mg/L) 0.247+0.121  0.196+0.072  0.216 +0.131 0.621
Ukupni fosfor (mg/L) 0.48 + 0.45 0.57 £ 0.64 0.58 +0.75 0.965
Amonija¢ni azot (mg/L) 0.32+0.26 0.35+0.25 0.42+0.30 0.584
Nejonizovani amonijak (mg/L) 0.11+0.08 0.10+0.07 0.11 £ 0.09 0.924
Ukupni azot (mg/L) 2.49 +0.69 2.00 £2.12 3.16+1.63 0.784

Tokom 2009. godine, jo$ je bilo manje faktora koji su pokazivali razliku u
kvalitetu vode izmedu grupa. Naime, od svih ispitivanih parametara, samo je pH
pokazivao statisticki znacCajnu razliku (0.045) izmedu jezera i njegova vrednost je

bila visa u jezeru EH.

Kao i u prikazu rezultata za prethodnu godinu istraZivanja i sada su
detaljnije dati parametri koji su bitni za zdravlje riba, kao i oni koji izlaze iz okvira
preporuCenih vrednosti za gajenje Sarana u toku druge godine trajanja

eksperimenta:

1. Temperatura - Za raliku od prve godine istrazivanja, prose¢na temperatura
vode nije prelazila 25 °C. Pored toga, ekstremne vrednosti su mnogo manje
nego tokom prve godine istraZzivanja. Maksimalna vrednost temperature
vode je iznosila 30.3 °C i zabeleZena je u mesecu junu (jezera PH i ZI), dok je
tokom oktobra najniZa temperatura izmerena u jezerima imala vrednost

16.3 °C (jezero EH). Temperature po mesecima su umerenije i primetno je
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da su se prosecne temperature vode kretale u slicnom nivou tokom svih
meseci istrazivanja, osim u oktobru kada su zbog hladnijeg vremena i nize
temperature vazduha i temperature vode bile niZe. Kao i u prvoj godini
istrazivanja, temperatura vode u jezerima oscilira podjednako i nijedno

jezero ne odskace u pogledu temperaturnih vrednosti (Tabela 12).

Tabela 12. Vrednosti temperature po mesecima tokom druge godine trajanja

istrazivanja; u tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u zagradama

dati intervali, odnosno najniZe i najviSe izmerene vrednosti u toku jednog meseca

Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt

3| 25.0 23.0 24.0 25.0 22.1 18.4
(23.7-249)  (17.4-30.3)  (20.4-27.8)  (23.1-28.0)  (19.2-25.0)  (16.5-20.4)

PH 243 23.0 24.0 25.0 22.1 18.4
(23.7-249)  (17.4-30.3)  (20.4-27.8)  (23.1-28.0)  (19.2-25.0)  (16.5-20.4)

EH 245 22.8 23.9 24.8 22.0 18.2

(23.5-25.5)  (17.3-28.2)  (21.1-27.0)  (22.8-27.6)  (19.3-24.7)  (16.3-20.3)

Kolicina rastvorenog Kiseonika - Prosecne vrednosti koli¢ine rastvorenog
kiseonika u vodi su bile izuzetno niske tokom druge godine istraZivanja
(Tabela 13). U toku prva dva meseca su se kretale oko 5 mg/L, medutim,
pocevsi od jula vrednosti su naglo pale, a zatim lagano rasle do kraja
eksperimenta i oktobra meseca, ali proseci nisu viSe prelazili vrednost od 5
mg/L. lako su vrednosti bile niZe od onih izmerenih tokom 2008. godine,
interesantno je da su niZe minimalne vrednosti izmerene u prvoj godini
eksperimenta. Minimalne vrednosti su iznosile 1.0 mg/L (EH), 1.1 mg/L
(PH) i 1.2 mg /L (ZI). I ove godine nije primeé¢en pomor riba u danima kada
je koli¢ina rastvorenog kiseonika bila niska. Pravilnost u promeni koli¢ina
rastvorenog kiseonika u vodi se odrazavala na sva jezera podjednako.
Tokom druge godine trajanja eksperimenta vrednosti rastvorenog

kiseonika su bile u okviru optimalnih vrednosti samo u maju i junu mesecu.
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Tabela 13. Vrednosti koli¢ine rastvorenog kiseonika po mesecima tokom druge
godine istraZzivanja; u tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u
zagradama dati intervali, odnosno najnize i najvise izmerene vrednosti u toku jednog

meseca
Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt
5) 5.1 5.2 4.0 3.5 3.4 4.2
(5.0-5.3) (2.0-7.8) (2.1-6.1) (1.8-5.7) (1.7-5.9) (1.3-8.9)
PH 4.3 5.5 3.3 3.0 3.3 3.2
(3.6-5.0) (2.2-12.6) (1.2-7.5) (1.1-7.2) (1.7-5.9) (2.0-4.8)
EH 5.0 5.3 2.7 2.9 3.9 4.2
(3.6-6.4) (2.5-13.0) (1.0-5.0) (1.2-5.6) (1.6-6.7) (2.1-8.2)

3. pH - vrednosti pH u drugoj godini istraZivanja su se kretale drugacije u
poredenju sa prvom godinom (Tabela 14). Dok je tokom meseca maja prve
godine eksperimenta prosecni nivo pH bio relativno nizak, nakon toga su se
vrednosti podigle iznad 9.5 i ostale na tom nivou do kraja eksperimenta, u
drugoj godini istraZivanja vrednosti su od pocetka do kraja eksperimenta
oscilirale izmedu 8.85 i 9.21. Pravilnosti u oscilacijama nije bilo, a i
maksimalne vrednosti su bile mnogo niZe od onih izmerenih tokom 2008.
godine i kretale su se od 9.25 - 9.40, u zavisnosti od jezera. Za razliku od
prve godine studija, pH vrednosti u jezeru EH su bile vise od pH vrednosti u

drugim jezerima i to u svim mesecima, osim u maju.

Tabela 14. Vrednosti pH po mesecima tokom druge godine istraZivanja; u tabeli su
prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u zagradama dati intervali, odnosno
najnizZe i najvise izmerene vrednosti u toku jednog meseca

Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt

5) 9.21 9.04 8.85 8.86 8.92 8.97
(9.17-9.25)  (8.75-9.18)  (8.70-9.00)  (8.68-9.20)  (8.80-9.40)  (8.80-9.11)

PH 8.89 8.98 8.94 8.88 8.96 9.05
(8.83-8.94)  (8.77-9.15)  (8.78-9.40)  (8.24-9.00)  (8.70-9.36)  (8.91-9.20)

EH 9.06 9.08 8.93 8.95 9.15 9.20

(9.03-9.09) (8.84-9.25) (8.86-8.99) (8.82-9.12) (8.44-9.47) (8.82-9.40)

4. Utrosak Kkalijum permanganata - slicno kao i tokom prve godine
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istraZivanja, vrednosti potrosSnje kalijum permanganata su bile niske tokom
prvog meseca (Tabela 15), mada vrednosti nisu niske kao u prvoj godini
eksperimenta. Pocevsi od juna dolazi do skoka vrednosti (oko 2 puta i te
vrednosti se odrzavaju na visokom nivou, osim u jezeru EH gde tokom
septembra i oktobra dolazi do jo$ jednog poviSavanja vrednosti, ovog puta
iznad 94 mg/L). Kao Sto je slucaj i sa vrednostima pH, temperature i
rastvorenog kiseonika u vodi i ovde su maksimalne vrednosti niZze nego
tokom prve godine istrazivanja i ni u jednom mesecu ne prelaze 91.8 mg/L,
osim u jezeru gde su ribe hranjene ekstrudiranom hranom, gde je

maksimalna vrednost zabeleZena u oktobru i iznosila je 115.4 mg/L.

Tabela 15. Vrednosti utroska kalijum permanganata po mesecima tokom druge
godine istraZzivanja; u tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u

zagradama dati intervali, odnosno najnize i najvise izmerene vrednosti u toku jednog

meseca

Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt

5) 30.5 68.2 71.4 66.6 79.2 83.5
(10.0-51.0)  (66.8-69.6)  (66.4-76.4)  (65.5-67.7)  (66.7-91.8)  (82.7-84.2)

PH 325 69.5 73.0 71.1 70.8 71.7
(7.0-58.0) (62.6-76.4)  (63.2-82.7)  (70.4-71.7)  (65.1-76.5)  (67.1-76.4)

EH 44.5 71.1 66.6 74.4 94.5 103.8
(12.0-77.0)  (69.1-73.0)  (66.4-66.8)  (70.8-78.0)  (93.6-95.5)  (92.3-115.4)

5. Koli¢ina amonijaka u vodi (TAN) i njegova nejonizovana frakcija (IAN)

- s obzirom na to da je u drugoj godini istraZivanja koriS¢ena voda iz
arteskog bunara, nije ni cudno da su vrednosti TAN-a u vodi znacajno viSe
nego tokom 2008. godine (Tabela 16). Vrednosti TAN-a su i 10 puta vise
tokom druge godine istrazivanja. U isto vreme nejonizovana frakcija ne
pokazuje znatno viSe vrednosti u poredenju sa prvom godinom istraZivanja
(Tabela 17). Razlog ovoj pojavi su niZe vrednosti pH i temperature tokom
druge godine istraZivanja. Kao i ve¢ina drugih parametara kretanje TAN-a i
[AN-a je slicno u svim jezerima. Primetno je i da vrednosti konstantno rastu

od maja do oktobra.
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Tabela 16. Vrednosti ukupnog amonijaka u vodi po mesecima tokom druge godine
istrazivanja; u tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u zagradama
dati intervali, odnosno najnize i najvisSe izmerene vrednosti u toku jednog meseca

Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt

3| 0.01 0.07 0.49 0.36 0.61 0.77
(0.01-0.01)  (0.02-0.18)  (0.20-0.80)  (0.23-0.53)  (0.34-0.79)  (0.64-0.90)

PH 0.01 0.06 0.37 0.41 0.55 0.55
(0.01-0.01)  (0.02-0.15)  (0.24-0.51)  (0.18-0.78)  (0.25-0.74)  (0.49-0.61)

EH 0.01 0.05 0.32 0.42 0.47 0.61

(0.01-0.01)  (0.02-0.14)  (0.08-0.64)  (0.20-0.72)  (0.33-0.74)  (0.57-0.64)

Tabela 17. Vrednosti nejonizovane frakcije amonijaka po mesecima tokom druge
godine istraZivanja; u tabeli su prikazane prosecne vrednosti, a ispod njih su u
zagradama dati intervali, odnosno najnize i najvise izmerene vrednosti u toku jednog

meseca
Jezero Maj Jun Jul Avg Sep Okt
51 0.01 0.03 0.13 0.10 0.17 0.20
(0.01-0.01)  (0.01-0.07)  (0.05-0.19)  (0.06-0.14)  (0.09-0.22)  (0.17-0.23)
0.01 0.02 0.10 0.12 0.17 0.15
PH
(0.01-0.01)  (0.01-0.05)  (0.06-0.14)  (0.05-0.22)  (0.09-0.23)  (0.14-0.15)
EH 0.01 0.02 0.09 0.15 0.17 0.22

(0.01-0.01)  (0.01-0.06)  (0.02-0.19)  (0.06-0.27)  (0.11-0.24)  (0.19-0.24)

4.2.3. Razlike u parametrima izmedu dve godine istrazivanja

S obzirom na to da su razlike izmedu jezera bile minimalne i u prvoj i u
drugoj godini istraZivanja, sva jezera u jednoj godini su spojena i time je
omoguceno njihovo poredenje. Primecene su znacajne razlike u kvalitetu vode i
promeni razli¢itih parametara izmedu dve godine istraZivanja. Ukoliko uporedimo
parametre u okviru godina istraZivanja, primetno je da su tokom 2008. godine
izmereni znacajno viSi nivo vrednosti pH, tvrdo¢e vode i koliine rastvorenog
kiseonika, dok su u toku 2009. godine izmerene viSe prosefne vrednosti
elektroprovodljivosti, koli¢ine ortofosfata i amonija¢nog azota, Sto je i dokazano

koriS¢enjem statistickih analiza (Tabela 18).
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Tabela 18. Poredenje parametara kvaliteta vode izmedu dve godine istraZivanja;
razli¢ita slova u eksponentu oznacavaju statisticki znacajnu razliku u okviru istog
parametra (p<0.05)

Godina
Parametar p-vrednost
2008 2009
Temperatura (°C) 23.86 + 4.65 22.80+2.32 0.394
Providnost (m) 14.88 +1.72 16.33 +3.22 0.187
Elektroprovodljivost (uS/cm) 987.0+ 71.6° 2051.1 + 107.9° 0.000
Kiseonik (mg/L) 11.00 + 2.97° 3.99+0.91° 0.000
pH 9.63 +0.54° 9.00 +0.11° 0.000
Nitrati (mg/L) 3.42 +1.89 4.97 +2.47 0.082
Utrosak KMnO, (mg/L) 71.88 £33.75 73.41+11.93 0.858
Tvrdoca vode (dH) 21.13 £2.14° 5.07 £2.14° 0.000
Ortofosfati (mg/L) 0.043 + 0.046° 0.224 + 0.091° 0.000
Ukupni fosfor (mg/L) 0.387+0.118 0.619 £ 0.637 0.141
Amonijac¢ni azot (mg/L) 0.13 +0.07° 0.34+0.24° 0.001
Nejonizovani azot (mg/L) 0.11£0.08 0.11+0.08 0.916
Ukupni azot (mg/L) 3.38+1.20 2.55+1.34 0.182

Ono Sto je takode bitno posebno naglasiti, a Sto se vidi iz tabela u odeljcima
4.2.1. i 4.2.2. i pomenuto je u tekstu je da su minimalne i maksimalne vrednosti
parametara vode koji su mereni svakodnevno po godinama istraZzivanja

ekstremnije tokom 2008. nego tokom 2009. godine.
4.3. Histologija jetre

Jetra svih riba iz eksperimenta je generalno pokazivala normalnu
morfologiju tokom celog trajanja eksperimenta. U jetri Sarana se ne uocavaju
reznjevi i ne postoje vezivne pregrade, lobulusi kao ni vaskularni elementi

organizovani u portalne trijade, Sto je karakteristi¢no za jetru sisara (Slika 5a).

Hepatociti nisu organizovani u Remakove gredice, ali ¢ine nizove, koji
povremeno anastomoziraju. Vaskularizacija je izraZena, sa najeS¢e krupnim
krvnim sudovima. Vidljive su vene, arterije i sinusoidni kapilari. Pored vaskularnih
elemenata, u jetri se nalaze i Zu¢ni kanali i kanali¢i. Unutrasnjost Zuc¢nih kanali¢a
¢ine holangiocite: jednoslojan niskoprizmatican epitel ili jednoslojan
visokoprizmatican epitel koji na svom apikalnom delu lu¢i mukus, koji se boji

plavim pri koris¢enju PAS/AB bojenja.

61|



Rezultati |

Slika 6. Histoloski preseci jetre: a) struktura jetre; ks - krvni sud; pa - pankreas; Zk -
7uéni kanali¢; (HE x50); b) Zuéni kanaliéi, pankreasno tkivo organizovano u acinuse i
krvni sudovi u jetri (PAS/AB x200); bar = 50 um

Visina epitela zavisi od blizine Zu¢nog kanali¢a portalnoj veni. Posebna
odlika familije Cyprinidae, pa i Sarana koji spada u ovu grupu riba je prisustvo
egzokrinog pankreasa u jetri. Pankreasno tkivo je organizovano u acinuse koji se
nalaze oko krvnih sudova (Slika 6a i 6b). Ono se boji tamno ljubicasto pri HE

bojenju, odnosno tamno plavo pri PAS/AB bojenju.
4.3.1. Morfologija hepatocita i acinusnih celija

Hepatociti Sarana iz eksperimenta su krupne Celije sa jednim jedrom, koje je
najc¢esc¢e euhromaticno. U ¢elijama je vidljivo jasno diferencirano jedarce i koje je
na elektronskom mikroskopu bilo izrazito tamne boje. Kompartmantacija

hepatocita je bila prisutna od pocetka do kraja sezone gajenja.

Slika 7. Izgled hepatocita u toku prvog meseca gajenja: a) svetlosna mikrografija (PAS
x1000; bar = 50 um; b) elektronska mikrografija (x4400; bar = 5 um)
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Ova generalna slika hepatocita se nije menjala tokom trajanja studije, ali je
primetna razlika u morfologiji hepatocita sa pocetka eksperimenta i tokom prvog

meseca eksperimenta, u poredenju sa periodom juni-oktobar.

Slika 8. Hepatociti riba iz eksperimenta u toku septembra: a) hepatociti (TB x400; bar
= 50 um); b) hepatociti (HE x1000; bar = 50 um); c) hepatocit - transmisioni
elektronski mikroskop (x8800; bar = 2 um); d) hepatocit - transmisioni elektronski
mikroskop (x2650; bar = 10 um); mi - mitohondrije; nu - jedro; nl - jedarce; strelica -
lipidne kapi

Hepatociti riba uzorkovanih na pocetku eksperimenta su bili slicne
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morfologije kao kod riba uzorkovanih u maju mesecu: na svetlosnom mikroskopu
citoplazma cCelija je bila granulisana i bojila se bazofilno upotrebom HE bojenja,
odnosno roze pri PAS bojenju (Slika 7a). Celijska membrana se medutim, slabo

uocavala, dok su pojedina jedra bila sitna, skupljena ili piknoti¢na.

Pocevsi od juna meseca u hepatocitima je prisutna vakuolizacija. Vakuole su
isprva malog dijametra, a nakon nekoliko meseci, u zavisnosti od jedne do druge
individue, se spajaju i Sire u Celiji. PoCevsi od septembra najveci deo celije Cini
vakuola koja potpuno potiskuje citoplazmu i zauzima samo mali prostor oko jedra
(Slika 8a, 8b i 8d). Jedro je krupno i euhromati¢no, a u njemu se nalazi jedarce
(Slika 8c i 8d). Hromatin u jedru je granularne strukture, a heterohromatin je
uglavnom pozicioniran na periferiji jedra. U citoplazmi se od organela mogu jo$
uoCiti mitohondrije, koje su na presecima kruznog ili izduzenog oblika i granulisani
endoplazmaticni retikulum (Slika 8c i 8d). Vakuola sluzi kao skladiSte rezervnih

materija i u njoj se nalaze glikogen i/ili lipidne kapi.

Preparati jetre su bili pozitivni pri PAS bojenju i time pokazivali prisustvo
glikogena tokom celog trajanja eksperimenta. Lipidne kapi u hepatocitima su
pokazivale sezonsku promenu i njihova koli¢ina se menjala od meseca do meseca.
Ti rezultati su detaljno prikazani u sledeéem odeljku (4.3.2.).Celije egzokrinog
pankreasa su izduZene, i boje se tamno ljubic¢asto pri HE bojenju, odnosno tamno
plavo pri PAS/AB bojenju (Slika 9a i 9b). Od pocetka do kraja eksperimenta celije
egzokrinog pankreasa su bile veoma aktivne i u svima se moglo videti prisustvo
mnogobrojnih zimogenih granula (Slika 9a-d). Zimogene granule su bile roze boje
na preparatima bojenim PAS/AB i HE. Samu ¢eliju je moguce podeliti na apikalni i
bazalni deo i to tako Sto se jedro obi¢no nalazilo pri bazalnom polu ¢elije, dok se
sekrecija zimogenih granula odvijala na apikalnom polu ¢elije. Ultrastrukturno, u
svim acinusnim c¢elijama je bilo primetno krupno heterohromati¢no jedro, sa

izrazito vidljivim jedarcetom (Slika 9d), sli¢cno kao i kod hepatocita.
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Slika 9. Celije egzokrinog pankreasa organizovane u acinuse kod riba iz eksperimenta:
a) HE x1000; bar = 50 um; b) PAS/AB x1000; bar = 50 um; c) TB x400; bar = 50 um; d)
transmisioni elektronski mikroskop (x2650; bar = 10 um); nu - jedro; nl - jedarce; zg -
zimogene granule; er - granulisani endoplazmaticni retikulum

0Od organela dominiraju granulisani endoplazmatic¢ni retikulum i GoldZijev
aparat. Cisterne endoplazmaticnog retikuluma se protezu kroz celu Cceliju i
aranZirane su paralelno jedna drugoj. U Celiji su vidljive i mitohondrije, koje su

posedovale identicnu morfologiju kao i kod hepatocita.

4.3.2. Volumenska gustina lipidnih kapi u hepatocitima

Kolic¢ina lipidnih kapi u hepatocitima pokazuje znacajne promene izmedu
grupa hranjenih razli¢itom hranom (Tabela 19). Iz tabele je ocigledno da ukoliko
posmatramo promene po grupama postoji razlika, i to sa najviSim prosecnim
procentom kod riba hranjenih peletiranom hranom, dok se najmanja koli¢ina

lipidnih kapi uocavala u hepatocitima kod riba hranjenih Zitaricama. Procenat
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lipidnih kapi kod riba hranjenih ekstrudiranom hranom je bio izmedu ove dve
grupe i sve ove razlike su bile statisticki znacajne (p<0.05).

Tabela 19. Volumenska gustina lipidnih kapi u hepatocitima (%); poredenje izmedu
grupa

Grupa
Mesec 7 PH EH p-vrednost
Maj 5.54 +2.70 7.54 + 2.90 5.92 +2.43 0.557
Jun 8.69+1.49°  10.57+1.76® 12.95+5.76° 0.008
Jul 5.49+1.65°  22.60+553° 16.12+520° 0.000
Avgust 6.65+2.44°  21.12+267° 11.84+2.62° 0.000
Septembar  0.18+0.47°  6.20+3.74®  1.15+1.45°  0.000
Oktobar 0.00 + 0.00 0.24+0.36 0.00 + 0.00 0.188

Ukoliko se ovi rezultati razloZe po mesecima, da bi se posmatrale promene
tokom sezone gajenja, primetno je da je slican odnos prisutan tokom vecine meseci

(Grafik 9; Tabela 20; Slika 10).

Tokom prvog i poslednjeg meseca sezone gajenja nije primecena razlika u
kolicini lipidnih kapi u hepatocitima izmedu razli¢itih grupa, ali je od jula do
septembra najviSe vrednosti pokazivala grupa riba hranjenih peletiranom hranom.
0Od grupe PH su se razlikovale grupa riba hranjenih Zitaricama, u kojoj je u istom
periodu zabeleZena najmanja volumenska gustina lipidnih kapi i grupa riba
hranjenih ekstrudiranom hranom, gde je volumenska gustina lipidnih kapi u
hepatocitima pokazivala intermedijarnu vrednost. Ova pravilnost je jedino
poremecana u junu mesecu, kada su hepatociti najbogatiji lipidima bili
konstatovani kod riba hranjenih ekstrudiranom hranom. Konstatovana vrednost je
bila visa od riba hranjenih Zitaricama, ali se nije razlikovala od grupe riba

hranjenih peletiranom hranom.
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Slika 10. llustracija promene broja i povrsine lipidnih kapi u hepatocitima tokom
sezone gajenja u grupi riba hranjenih peletiranom hranom: a) maj; b) jun; c) jul; d)
avgust; e) septembar; f) oktobar; x2650; bar = 10 um
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Tabela 20. Volumenska gustina lipidnih kapi u hepatocitima (%); poredenje izmedu

meseci u okviru grupe

Mesec Grupa

yd| PH EH
Maj 5.54 + 2.70° 7.54 + 2.90° 5.92 +2.43°
Jun 8.69 + 1.49° 10.57 + 1.76%° 12.95 +5.76°
Jul 5.49 + 1.65° 22.60 + 5.53¢ 16.12 +5.20°
Avgust 6.65 + 2.44° 21.12 +2.67° 11.84 +2.62°
Septembar  0.18 + 0.47° 6.20 + 3.74° 1.15 + 1.45°
Oktobar 0.00 + 0.00° 0.24 +0.36° 0.00 + 0.00°
P vrednost 0.000 0.000 0.000

Grafik 9. Volumenska gustina lipidnih kapi u hepatocitima (%); poredenje izmedu

meseci

Razlika u vrednostima postoji i ukoliko posmatramo odvojene grupe tokom

sezone gajenja. U rezultatima se uocava pravilnost u promeni koli¢ine lipidnih kapi

u hepatocitima i ta pravilnost je slitna u svim grupama. Volumenska gustina

lipidnih kapi u hepatocitima u maju se kretao izmedu 5.5 i 7.5% u zavisnosti od

grupe, i konstantno se uvecavala tokom juna, jula i avgusta, da bi tokom septembra

sadrZaj lipidnih kapi poceo da se smanjuje. U mesecu oktobru u dve od tri grupe

(Z1 i EH) lipidne kapi nisu uocene u hepatocitima, a u grupi riba hranjenih
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peletiranom hranom je procenat lipidnih kapi u celijama kvantifikovan u
tragovima - 0.24%. Grupa riba hranjenih Zitaricama je sporije akumulirala lipidne
kapi u ¢elijama jetre i najvisu vrednost je dostizala u junu mesecu, dok su druge
dve grupe najviSu vrednost dostizale tokom jula i bile su dva (EH) i tri (PH) puta

viSe u odnosu na maksimalnu vrednost u grupi riba hranjenih Zitaricama.
4.3.3. Morfometrija hepatocita i acinusnih celija

Da bi se bolje ispitao metabolizam hepatocita u toku eksperimenta
primenjene su morfometrijske metode i merenje jedarnih i ¢elijskih profila, i
izracunat je odnos izmedu ove dve mere. U tabeli 21 se mogu videti rezultati ovih

parametara tokom celog trajanja eksperimenta.

Tabela 21. Histomorfometrijski parametri hepatocita i acinusnih ¢elija. Razlicita slova
u eksponentu oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu grupa (p<0.05)

Morfometrijski Grupa p-
parametar Zl PH EH vrednost

PovrsSina jedarnih profila s b c
. ) 17.25 +4.07 18.04 +3.76 18.58 + 4.08 0.001
hepatocita (um?)
Povrsina Celijskih profila a b c
. ) 198.89 £ 56.58" 175.49+47.94° 184.60+60.29° 0.002
hepatocita (um?)

Odnos jedarnih i ¢elijskih
profila hepatocita (N/C)

Povrsina jedarnih profila

0.09 +0.03° 0.11+0.03° 0.11 +0.04° <0.001

i T 5 15.76 + 3.54° 16.20 + 3.35° 14.25 + 4.89° 0.009
acinusnih celija (um?)

Rezultati ukazuju na to da je povrSina jedarnih profila hepatocita najniza
kod riba hranjenih Zitaricama, dok je najviSa vrednost jedarnih profila izmerena
kod riba hranjenih ekstrudiranom hranom. Izmedu ovih vrednosti se nalazi grupa
riba hranjenih peletiranom hranom. Sve razlike nadene izmedu vrednosti povrSine
jedarnih profila hepatocita su statisticki znacajne (p<0.05). PovrSina celijskih
profila hepatocita je takode pokazala razli¢itu vrednost kod svake od tri grupe u
eksperimentu. Celijski profili hepatocita su pokazivali slede¢u relaciju: ZI > EH >
PH. Kao $to je slucaj i sa jedarnim profilima i ovde su razlike izmedu sve tri grupe
statisticki znacajne (p<0.05). Odnos izmedu ove dve vrednosti je pak pokazao nize

vrednosti kod riba hranjenih Zitaricama u poredenju sa grupama hranjenim
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komercijalnom hranom (PH i EH; p<0.05). Vrednosti izmedu dve grupe riba
hranjenih komercijalnim hranama se nisu medusobno razlikovale. Za razliku od
hepatocita, povrSina jedarnih profila kod acinusnih ¢elija je bila najniza kod riba
hranjenih ekstrudiranom hranom. Vise vrednosti su izmerene kod riba hranjenih
Zitaricama i peletiranom hranom i statisticki su se bile znacajne (p<0.05), medutim

medusobno se nisu razlikovale.

Ukoliko se poredi kretanje jedarnih profila hepatocita po periodima
ocevidno je da vrednosti u svim grupama rastu tokom trajanja eksperimenta
(Grafik 10). U I periodu su vrednosti jedarnih profila riba iz grupe ZI niZe od druge
dve grupe (p<0.05), u II periodu izmedu grupa nema razlika, dok su vrednosti u

grupi EH znacajno vise (p<0.05) od druge dve grupe tokom III perioda istrazivanja.

Grafik 10. Kretanje povrsine jedarnih profila hepatocita po periodima i grupama
tokom trajanja eksperimenta; razli¢ita slova pokazuju statisticki znacajne razlike
izmedu grupa u istom periodu (p<0.05)

Kao Sto je slucaj i sa povrSinom jedarnih profila i povrsina profila hepatocita
pokazuje trend povecanja vrednosti u svim grupama od pocetka ka kraju
eksperimenta (Grafik 11). Promene vrednosti po periodima pokazuju znacajnu
razliku izmedu grupe riba hranjenih Zitaricama i druge dve grupe, koje su hranjene
komercijalnim hranama u I (p<0.05) i Il periodu (p<0.05). U oba perioda ribe
hranjene Zitaricama su imale viSe vrednosti povrsSine profila hepatocita. U toku

drugog perioda nije bilo razlike izmedu grupa.
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Grafik 11. Kretanje povrSine profila hepatocita po periodima i grupama tokom
trajanja eksperimenta; razlicita slova pokazuju statisticki znacajne razlike izmedu
grupa u istom periodu (p<0.05)

Pored ovih morfometrijskih parametara, polukvantitativno je skorovano
prisustvo koli¢ine zimogenih granula u acinusnim ¢elijama i stepen vakuolizacije
hepatocita kod riba u eksperimentu. lako vrednosti izmedu grupa nisu pokazivale
znacajnu razliku, bilo je primetno da su u maju oba ova parametra imala znacajno
nize vrednosti nego kod riba u ostalim mesecima u eksperimentu (p<0.001 za
vakuolizaciju hepatocita i p=0.003 za koli¢inu zimogenih granula u acinusnim

¢elijama).
4.3.4. Histopatolo$ke promene u jetri

U toku eksperimenta su uocene razlicite histopatolosSke promene u jetri i
frekvencija njihovog pojavljivanja je prikazana u tabeli 22. MoZe se uociti da
vetina promena nije bila teZe prirode i da su spadale u reverzibilne promene.
Histopatoloske promene koje su nadene na najviSe preparata su kongestija
sinusoida (72% od ukupnog broja uzoraka) i fibroza krvnih sudova (55%). Fibroza
krvnih sudova je najcesc¢e bila pra¢ena prisustvom eozinofilnih granulocita (66%),
koje su se nalazile uglavnom u vezivnom tkivu krvnih sudova, mada su povremeno
primecéivane i u jetrinom parenhimu. Promene koje su takode bile ceste su i
prisustvo adipoznih c¢elija u i oko pankreasnog tkiva (33%) i infiltracija

(ekstravazacija) leukocita u parenhim (19%). Ostale promene su bile retke, s
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obzirom na to da su uocene na manje od 10% od ukupnog broja uzoraka. One su
obuhvatale nekrozu pankreasa (9%) i jetre (5%), vakuolizaciju acinusnih celija
pankreasa (7%), prisustvo staza u krvnim sudovima (4%), hidropsku degeneraciju
(3%) i prisustvo melano-makrofagnih centara (MMC) u jetri (2%). Paraziti u jetri

su uoceni na 5% preparata.

Tabela 22. Frekvencija pojavljivanja histopatoloskih promena i parazita u jetri tokom
dve godine istrazivanja (%)

. . Procenat riba sa prisuthom
Tip histopatoloske promene

promenom
Kongestija sinusoida 71.6
Prisustvo EG 66.2
Fibroze u krvnim sudovima 55.4
Prisustvo adipocita u pankreasu 32.4
Infiltracija tkiva leukocitima 18.9
Nekroza pankreasa 9.5
Hidropska degeneracija acinusnih ¢elija 6.8
Nekroza parenhima jetre 5.4
Staze u krvnim sudovima 5.4
Paraziti u jetri 54
Hidropska degeneracija hepatocita 2.7
Prisustvo MMC-a 1.4

Kongestija sinusoida spada u cirkulatorne promene i karakteriSe se po
velikoj kolic¢ini krvi koja se nalazi u sinusoidima i usporavanjem toka krvi. Na
nekim preparatima se uz kongestiju mogla uociti i fibroza sinusoida, odnosno
zadebljanje bazalne lamine (Slika 11a). Medutim, fibroza se najceS¢e uocavala na
krvnim sudovima veceg promera, gde je obuhvatala manje ili ve¢e povrsine vena i
arterija. U nekim slucajevima je pojava fibroze toliko uznapredovala da je drasti¢no
popunjavala ili delimi¢no zatvarala lumen krvnog suda (Slika 11b i 11c). Pored
krvnih sudova, fibroze su se mogle uociti i u Zu¢nim kanali¢ima (Slika 11d),
medutim fibroze u parenhimu jetre, kao ni pojava oZiljnog tkiva (engl. scar tissue)
u ovom istrazivanju nisu uocene. U fibroznom tkivu koje je uocavano u krvnim
sudovima, veoma Cesto su se nalazili i EG (Slika 11c). One se karakteristicno boje

na histoloskim preparatima. Ukoliko se primenjuje PAS bojenje, boja granula im je
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intenzivno roze, dok se pri HE bojenju, kao Sto im ime kaZe, boje eozinofilno,
odnosno roze-crvenkaste su boje (Slika 11c i 11d). Pored toga Sto su se najceSce
pojavljivale u krvnim sudovima, EG su Cesto bili uocavani i u neposrednoj blizini
parazita u jetri (Slika 13a i 13b). Vrlo Cesto su EG, nalaZeni na preparatima u
blizini parazita ili patologija, pokazivali degranulaciju citoplazme. Infiltracija tkiva
leukocitima je promena sa relativno niskom frekvencijom i ¢ak i kada je nalaZena,
nikada nije obuhvatala ve¢i deo tkiva. Infiltracija je uocavana neposredno oko
krvnih sudova, odakle je i doSla njihova ekstravazacija (Slika 11c). Pored

parenhima, infiltracija je neretko zahvatala i krvne sudove.

Hidropska degeneracija Celija se karakteriSe pojavom vakuola u ¢elijama.
Medutim, ove vakuole ne smeju biti pomesSane sa vakuolama u kojima se skladiste
rezervne materije: glikogen i lipidi i koje su gore navedene. One su pravilnog,
okruglog oblika, karakteriSu se time da se ne boje pozitivno na eosin, ni na PAS
bojenje, a u unutrasnjosti se nalazi tecnost. Pored toga, ove vakuole ¢esto pomeraju
jedro u stranu Celije, ka Celijskoj lamini. Neka jedra postaju piknoti¢na, a nedugo
zatim moZe doc¢i i do nekroze hepatocita. Slicno hepatocitima, ove vakuole se
pojavljuju i u acinusnim c¢elijama (Slika 11f) i to 2.5 puta c¢esce, medutim sa jo$
uvek niskom frekvencijom (6.8%). HistopatolosSko stanje jetre zahvacene
hidropskom degeneracijom se moze videti na slici 11e i ne moZe se pomeSati sa
vakuolama koje su prisutne kao skladiSta rezervnih materija. Melanomakrofagni

centri u jetri su bili veoma retki i uo€eni su na samo jednom preparatu.

Najozbiljnija primecena histopatoloska promena u eksperimentu bila je
nekroza, ali je njeno prisustvo u eksperimentu bilo fokalno i nikada nije zahvatalo
viSe od 6% tkiva jetre i 10% pankreasnog tkiva. Nekroza je vrlo retko obuhvatala
stromu u jetri, ve¢ su njome uglavnom bili zahvaceni hepatociti (Slika 12a). U
slucajevima nekroze dolazilo je do Kkariorekse i Kkariolize, cepanja ¢elijskih
membrana i razlaganja citoplazme. Medutim, kao $to je ve¢ navedeno ove promene
su se uocavale fokalno i hepatociti koji su se nalazili oko nekroti¢nog tkiva su imali
piknoticka jedra ili potpuno normalan izgled ¢elija. Nekroza u pankreasu je bila
skoro duplo ¢eSc¢a i pored celija pankreasa, uvek je obuhvatala i nekrozu krvnih

sudova koji se nalaze okruZeni pankreati¢nim tkivom (Slika 12b).
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Slika 11. Histopatoloske promene na hepatopankreasnom tkivu riba iz eksperimenta:
a) kongestija sinusoida (HE x400); b) fibroza krvnih sudova jetre (HE x100); c)
infiltracija leukocita u jetrin parenhim, fibroza krvnog suda i prisustvo EG (AB/PAS
x400); d) fibroza oko Zucnih kanali¢a, nekroza jetrinog parenhima i prisustvo EG
(AB/PAS x400); e) hidropska degeneracija hepatocita (HE x400); vakuolizacija
pankreasnog tkiva (HE x1000); in - infiltracija, fi - fibroza, ne - nekroza, va -
vakuolizacija; strelice - EG; bar = 50 um

Stoga, ova dva tipa nekroze nisu prikazana odvojeno u rezultatima.

Nekroticne celije acinusa nikada nisu bile vakuolizovane, veé¢ su jedra bila
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piknotic¢na ili je dolazilo do potpune kariolize, dok je celija, iako nefunkcionalna,
najceSce bila ispunjena zimogenim granulama, ¢iji je sadrzaj bio rasut u citoplazmi
(Slika 12c¢). U tim slucajevima ostaci zimogenih granula nisu pokazivali
karakteristicnu granulaciju, a na AB/PAS presecima su bili svetlije boje, ukoliko se
uporede sa zimogenim granulama koje nisu lizirane. Vakuolizovane acinusne ¢elije
su u citoplazmi imali razli¢it broj zimogenih granula, te su nekada bili potpuno bez
zimogenih granula, a nekada sa velikom koli¢inom granula u njoj, pa tako izgleda
da sinteza enzima nije u vezi sa vakuolizacijom ovih celija. Pored nekroze i
vakuolizacije u pankreasu je uocena i pojava adipocita. Kao sto se moZe videti na

slici 12d masne celije se infiltriraju u pankreas i oko njih je vidljiva nekroza celija

pankreasa.

Slika 12. Teze promene na hepatopankreasnom tkivu riba iz eksperimenta: a)
nekroza parenhima jetre (AB/PAS x400); b) i c) nekroza i fibroza panreasnog tkiva
(AB/PAS x400); d) infiltracija adipoznog tkiva u pankreas (strelica) i nekroza u
njegovoj neposrednoj blizini (AB/PAS x400); ne - nekroza, fi - fibroza; bar = 50 um
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Paraziti u jetri su retko uocavani, na manje od 5% pregledanih uzoraka.
Medutim, na preparatima gde su uocavani obi¢no ih je bio veliki broj. Svi paraziti
koji su mogli da se uocCe u jetri su spadali u nematode, odnosno njihove larve, s
obzirom na to da su bili u¢aureni, a oko ¢aura se uocavalo fibrozno tkivo. Larve su
cesSce nalaZene u pankreasu nego u jetrinom parenhimu. U sve tri grupe su nalaZeni
paraziti i prevalencija je bila slicna. Oko larvi nematoda je dolazilo do nekroze

pankreasnog tkiva (Slika 13a i 13b).

Slika 13. Prisustvo larvi nematoda u jetri riba iz eksperimenta: a) nekroza pankreasa
oko c¢aure (HE x400); b) prisustvo EG oko caura parazita (HE x400); bar = 50 um

4.3.5. Stapicaste celije

U blizini larvi nematoda u pankreasu primecene su i Stapicaste celije,
karakteristi¢cne za ribe. Najveci broj Stapicastih ¢elija se nalazio u epitelnom tkivu
Zucnih kanali¢a (Slika 14a), a neke su uocene i u egzokrinom pankreasu. Njihova
lokacija je intraepitelna i one su umetnute izmedu epitelnih celija i na manjem
uvecanju mikroskopa podsecaju na mukozne celije. Ono po ¢emu se ove Celije
razlikuju od mukoznih celija je karakteristican izgled na vecim uveliCanjima
mikroskopa na kome se uocava debela membrana, koja ima izgled kapsule i
intracelularne inkluzije, tzv. Stapi¢i, po kojima su ove Celije i dobile ime (Stapicaste
Celije, engl. rodlet cells). Jedro je potisnuto u donji deo celije i li¢i na jedro
mukoznih ¢elija. Na preparatima se uocavaju Celije u dva razlicita oblika: jedan koji
se oznacava kao “zrela Celija”, koji je upravo opisan, i drugi, kada je Celija izbacila
svoj unutrasnji sadrzaj (Slika 14b): tada je oblik ¢elije nepravilan i veli¢ina je

smanjena, Stapici u ¢elijama nisu uocljivi, a jedro pokazuje znake piknoze.
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Slika 14. Veliki broj Stapicastih celija (strelice) u epitelnom sloju Zuc¢nih kanali¢a: a) i
b) AB/PAS x1000; bar = 50 um

Ukoliko se prati pojava histopatoloskih promena tokom trajanja
eksperimenta, primetno je da su dve promene: prisustvo fibroza i EG u jetri, bile
znatno vise u toku prva dva meseca, odnosno u periodu maj-jun u odnosu na
period od jula do oktobra (p<0.05). Nakon toga je broj promena nadenih u jetri bio

u opadanju. Ostale histopatoloske promene nisu pokazivale sezonski karakter.
4.3.6. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena u jetri

Da bi se histopatoloSke promene u jetri kvantifikovale, primenjen je
polukvantitativni skoring promena. Posmatrane su promene izmedu grupa riba
hranjenih razlicitom hranom, kao i izmedu dve godine, da bi se uspostavile

korelacije sa kvalitetom vode.

4.3.6.1. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena u jetri izmedu

grupa

Nijedna kategorija promena u jetri nije pokazivala razliku izmedu grupa
hranjenih razli¢itom hranom tokom 2008. godine (Grafik 12). Jezero u kome su
gajene ribe hranjene zitaricama je pokazivalo tendenciju manje frekvencije i
intenziteta histopatoloskih promena, medutim ove razlike nisu potvrdene
statistickom obradom podataka. Ukupni indeks promena u jetri je sa statistickom

znacajnoscu od p=0.07 pokazao da nema razlike izmedu grupa.
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Grafik 12. Polukvantitativni skoring histoloskih promena u jetri riba iz eksperimenta
u okviru grupa, prikazanih u toku obe godine studija: ILc - indeks cirkulatornih
promena; ILr - indeks regresivnih promena; ILi - indeks inflamatornih promena; IL -
ukupni histopatoloski indeks jetre

U toku druge godine studije (Grafik 12) dobijeni su sli¢ni rezultati kao i u
prvoj godini. Histopatoloske promene u jetri ni u jednoj kategoriji, kao i u
ukupnom indeksu nisu pokazale statisti¢ki znacajnu razliku. I ovaj put je indeks
promena na ribama hranjenim Zitaricama bio najnizi, ali ovaj put je p-vrednost

ukupnog indeksa bila znatno viSa nego u toku 2008. godine (p=0.740).

4.3.6.2. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena u jetri izmedu

dve godine

Razlike u histopatoloSkim promenama u jetri izmedu dve godine su nadene
za Cetiri promene (Tabela 23). Vrednosti indeksa fibroze i kongestije krvnih
sudova su bile statisticki znacajno viSe u prvoj godini eksperimenta (p<0.05). Za
razliku od ove dve promene, prisustvo adipocita u pankreasu i infiltracija leukocita
su bile frekventnije u drugoj godini studije (p<0.05). Sve ostale promene nisu
pokazivale statisticki znacCajnu razliku izmedu godina. Vecina promena je bila
niskog intenziteta i to je osnovni razlog zbog Cega promene nisu bile statisticki

znacajne.
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Tabela 23. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena u jetri izmedu dve

godine istraZivanja

. . Godina
HistopatoloSka promena 2008 2009 p-vrednost
Fibroza krvnih sudova 2.32+1.79° 1.34+1.26° 0.013
Kongestija krvnih sudova 3.04 +1.57° 1.22 +1.26° 0.000
Staze u krvnim sudovima 0.19+0.98 0.13+0.48 0.395
Povecéano prisustvo EG celija 2.00+1.45 1.59+1.29 0.296
Melanomakrofagni centri 0.00 £ 0.00 0.02+0.11 0.231
Infiltracija leukocita 0.26 +0.89° 0.38 +0.69" 0.034
Hidropska degeneracija hepatocita 0.11+0.63 0.00 +0.00 0.253
Prisustvo adipocita u pankreasu 0.21 + 0.44° 0.80+1.14° 0.008
Nekroza acinusnih celija 0.15+0.44 0.11+0.39 0.864
Nekroza hepatocita 0.06 £ 0.23 0.03+0.12 0.696

Ukoliko se promene grupiSu po kategorijama, kao rezultat se dobija da je

histopatoloski indeks znacajno visi u prvoj godini eksperimenta u poredenju sa

drugom (p<0.05; Grafik 13). Primetno je i to da su cirkulatorne promene najvise

doprinele razlici izmedu godina, jer jedino izmedu njih postoji statisticki znacajna

razlika (p<0.05).

Grafik 13. Polukvantitativni skoring histoloskih promena u jetri riba iz eksperimenta
u okviru kategorija, prikazanih po godinama studija: ILc - indeks cirkulatornih
promena; ILr - indeks regresivnih promena; ILi - indeks inflamatornih promena; IL -
ukupni histopatoloski indeks jetre; * p<0.05
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[ u drugim kategorijama su histopatoloSke promene u prvoj godini bile vise
nego u drugoj, medutim nijedna od njih nije pokazivala statisticku znacajnost u

intervalu poverenja od 95%.
4.4. Histologija distalnog dela creva

Distalni deo creva je u svim grupama pokazivao normalnu gradu tokom
trajanja eksperimenta. Crevo riba je prava cev u kojoj su vidljivi mnogobrojni
crevni nabori, prosti i nerazgranati (Slika 15a). HistoloSki, razlikuju se Cetiri
omotaca: tunica mucosa, tunica submucosa, tunica muscularis i tunica serosa.
Tunica mucosa je podeljena na dva podsloja: lamina epithelialis i lamina propria. U
lamina epithelialis su se nalazila tri tipa Ccelija (Slika 15b): jednoslojne,
visokoprizmaticne epitelne Celije (enterociti), krupne peharaste, mukozne Zlezde,

koje su se bojile pozitivno i na AB i na PAS bojenju i intraepitelni makrofagi (IM).

Slika 15. lzgled creva kod riba iz eksperimenta: a) crevni nabori i lumen creva (HE
x50); b) éelije u lamina epithelialis (AB/PAS x1000); bar = 50 um

[znad jedara enterocita, u supranuklearnom prostoru se uocavaju vakuole.
Lamina propria se nalazi ispod lamina epithelialis, varijabilne je Sirine i ¢ini je
rastresito vezivno tkivo. U njoj se uocavaju kapilari, kao i EG i limfociti, i nije
moguce odrediti mesto prelaza u slede¢i omotac: tunica submucosa, koja je takode
izgradena od rastresitog vezivnog tkiva. Ispod tunica submucosa se nalazi tunica
muscularis, sa dva sloja miSi¢a, unutrasnjim cirkularnim i spoljasnjim
longitudinalnim, dok poslednji sloj ¢ini tunica serosa, koja pokriva crevo i

sastavljena je od mezotela.
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4.4.1. Histopatoloske promene na distalnom delu creva

Na distalnom delu creva riba iz eksperimenta nije dolazilo do vecih

histopatoloskih promena.

Slika 16. Histopatoloske promene distalnog dela creva $arana iz eksperimenta: a) in - infiltracija
leukocita u tunica mucosa, oe - odlubljivanje enterocita (AB x400); b) intenzivno lucenje mukusa
(strelica), ve - vakuolizacija enterocita (AB x400); c) povecano prisustvo EG u lamina propria. EG
su PAS pozitivne (strelica; PAS/AB x400); d) hiperemija u krvnim sudovima (strelica; PAS/AB
x400); e) dilatacija krvnog suda (strelica); ve - vakuolizacija enterocita (PAS/AB x400); f) oe -
odlubljivanje enterocita; vidljivi su ostaci hrane u lumenu creva (PAS/AB x400); bar = 50 um
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Povremeno je uoCavana infiltracija leukocita u lamina epithelialis (Slika
16a), povecano lucenje mukusa (Slika 16b), kao i pojava EG u lamina propria-i
(Slika 16¢). Pored ovih promena, Ceste su bile i promene na cirkulatornom
sistemu u crevima. Prisutna je hiperemija (Slika 16d) i dilatacija krvnih sudova
(Slika 16e). Medutim, ove promene su konstatovane nezavisno od grupe riba i ni
na jednom preparatu nisu bile Siroko rasprostranjene, ve¢ su bile lokalnog
karaktera. Jo$ jedna promena, koja ne spada u karakter histopatoloskih, je uocena
na ribama u eksperimentu, a to je vakuolizacija enterocita (Slika 16b i 16e). Ono
Sto je odlikovalo ove enterocite je prisustvo vakuola malog do srednjeg promera, a
najizraZenija vakuolizacija se deSavala u distalnom delu crevnog nabora (Slika

16b i 16e). U crevu Sarana nisu bili vidljivi paraziti.

Karakteristika distalnog dela creva kod riba u eksperimentu je da je u prva
dva meseca trajanja eksperimenta u obe godine lamina propria u svim grupama
bila deblja (Slika 17a) nego ostalih meseci (Slika 17b), dok je na Kkraju
eksperimenta, obi¢no u septembru i oktobru obe godine, dolazilo do odlubljivanja
enterocita sa distalnog dela crevnih nabora (Slika 16a i 16f). Prisustvo EG u

lamina propria je takode bilo brojnije u toku prva dva meseca.

Slika 17. Razlika u Sirini lamina propria distalnog dela creva: a) pocetak eksperimenta
(PAS/AB x400); b) kraj eksperimenta (PAS/AB x400); bar = 50 um

4.4.2. Enterociti

Enterociti na preparatima imaju izduZen izgled i ove cCelije su postavljene

paralelno jedna drugoj. Polaze sa bazalne lamine koja ¢ini granicu izmedu lamina
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propria i lamina epithelialis. Jedra enterocita imaju izduZen oblik i smeStena su u
bazalnom delu ¢elije (Slika 18a). [znad jedara, u enterocitima su prisutne vakuole,
tzv. supranuklearne vakuole (Slika 18b), koje se boje tamnije pri HE i PAS bojenju,
a na elektronskom mikroskopu su takode tamne. Pored supranuklearnih vakuola,
u enterocitama su prisutne i druge vakuole. Apikalni deo celijske membrane je
diferenciran u mikrovile, koji su vidljivi pri koriS¢enju i svetlosnog i elektronskog
mikroskopa (Slika 18b). Ovakva, uniformna, morfologija enterocita se nije
razlikovala izmedu grupa i nije se razlikovala izmedu riba na pocetku, tokom i na

kraju eksperimenta.

Slika 18. Elektronska mikrografija enterocita: a) bazalni deo celije, nu - jedro (x2650;

bar = 10 um); b) apikalni deo ¢elije, mu - mukus; snv - supranuklearne vakuole,
strelica - mikrovili (x4400; bar =5 um)

4.4.3. Morfometrija enterocita i crevnih nabora

Da bi imali bolji uvod u metabolizam crevnih C¢elija tokom ovog
eksperimenta, mereni su neki histoloSki parametri enterocita i to njihova visina i
visina supranuklearne zone (Tabela 24). Medutim, nijedan od ova dva parametra
nije pokazao razlike izmedu grupa. Visina enterocita je bila najveca kod grupe riba
hranjene peletiranom hranom, medutim ta razlika nije bila statisticki znacajna
(p=0.084). Slicno visini enterocita, visina supranuklearne zone je bila najniza kod
grupe riba koje su hranjene Zitaricama, medutim ni ova razlika nije bila statisticki
znacajna (p=0.376). Pored ova dva parametra kvantifikovane su i mukozne ¢elije u
crevnim naborima i njihov broj se takode nije razlikovao izmedu grupa (Tabela

24). Jedini histoloski parametar koji je pokazivao statisticki znacajnu razliku
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izmedu svih grupa je bila duZina crevnih nabora. Crevni nabori su bili najkra¢i u

grupi riba hranjenih zitaricama, dok su najduzi bili u grupi riba hranjenih

ekstrudiranom hranom (Tabela 24).

Tabela 24. Rezultati histomorfometrijskih merenja enterocita i crevnih nabora

Morfometrijski Grupa p-

parametar 2l PH EH vrednost

Visina enterocita

(um) 4564 £ 11.31 46.54 £ 9.86 45.88 £ 10.86 0.084

um

Visina

supranuklearne 19.69 +5.84 19.95 £5.95 19.99 £ 6.15 0.376

zone (um)

Broj mukoznih

Lo 3.51+1.59 3.86+£1.80 3.25+1.60 0.099

¢elija na 100 um

Duzina crevnih a b c
1196.71 + 248.80° 1330.87 £333.09° 1355.39+266.21- 0.017

nabora (um)

Kretanje ovih morfometrijskih parametara po periodima je takode

pokazivalo odredenu pravilnost. U I periodu visina enterocita u grupi ZI je bila

znacajno niza u odnosu na druge dve grupe (p<0.05), ali u druga dva perioda nije

bilo promena izmedu grupa (Grafik 14). Takode, visina enterocita koju su ribe

imale u III periodu je bila ve¢a u odnosu na inicijalnu grupu i ribe u prvom i

drugom periodu (p<0.05).

Grafik 14. Kretanje visine enterocita po periodima i grupama tokom trajanja

eksperimenta; razlic¢ita slova pokazuju statisticki znacajne razlike izmedu grupa u

istom periodu (p<0.05)
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Za razliku od visine enterocita, visina supranuklearne zone se nije

razlikovala izmedu grupa ni u jednom periodu (Grafik 15).

Grafik 15. Kretanje visine supranuklearne zone enterocita po periodima i grupama

tokom trajanja eksperimenta

Medutim, kao S$to je slucaj i sa visinom enterocita i visina supranuklearne
zone je bila najvisa u III periodu i ove vrednosti se razlikuju u odnosu na druga dva
perioda i inicijalnu grupu (p<0.05).

4.4.4. Intraepitelni makrofagi

U distalnom crevu Sarana, duZ epitela su vrlo ¢esto uocavani intraepitelni
makrofagi (IM). Po poloZaju su se nalazili izmedu (¢elija jednoslojnog
visokoprimati¢nog epitela u tunica mucosa. Na preparatima bojenim PAS bojenjem,
poprimali su jarko roze nijansu (Slika 15b, 16c, 17a, 19a i 19b), dok se na AB i HE
bojenju ne boje pozitivno, ve¢ ostaju bezbojni. Ove celije su uglavnom imale
loptasti oblik (na preseku kruzni), nekada su bile potpuno okrugle i kompaktne, a
nekada granulisane ili degranulisane (Slika 19b). IM su c¢eS¢e lokalizovani na
proksimalnom delu epitelnog sloja, uz bazalnu laminu ili u nivou jedara epitelnih
¢elija i vrlo retko su nalaZene na distalnom delu epitela. Nekada su, uz pojavu IM,

uocCavane i EG, uglavnom u lamina propria.
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Slika 19. Intraepitelni makrofagi (strelice) u crevima riba iz eksperimenta: a) AB/PAS
x400; b) AB/PAS x1000; bar = 50 um

Ukoliko posmatramo koli¢inu IM u crevima po grupama, primetno je da su
ribe hranjene ekstrudiranom hranom i Zitaricama posedovale znatno veci broj IM

od riba hranjenih peletiranom hranom (Grafik 16; p<0.05).

Grafik 16. Broj IM ¢elija na 100 um prikazan po grupama

Broj IM se menjao tokom trajanja eksperimenta (Grafik 17). Pre pocetka
eksperimenta, ribe su u crevima imale mali broj IM. Kako je zapoceto sa dodatnim

hranjenjem, broj ovih ¢elija je po¢eo da se povecava.

U periodu od maja do septembra, broj IM se znacajno povecao u odnosu na
pocetak eksperimenta. U toku poslednjeg meseca (oktobra), broj IM je znacajno
opao i razlikovao se od broja koji je bio prisutan kod riba od maja do septembra

(p<0.001), ali je jos uvek bio visi nego kod riba sa pocetka eksperimenta (p<0.05).
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Grafik 17. Broj IM prikazan po mesecima, od pocetka do kraja eksperimenta; razlicita
slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu meseci (p<0.05)

4.4.5. Korelacija izmedu crevnih nabora i mase riba

U eksperimentu je ustanovljena jaka pozitivna Kkorelacija izmedu
individualne mase riba i duZine crevnih nabora. Obe vrednosti su se progresivno
uveCavale od pocetka do kraja eksperimenta. Njihova linearna regresija je
prikazana na grafiku 18. Koeficijent korelacije je iznosio r=0.730, a nivo statisticke

znacajnosti p<0.001.
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Grafik 18. Korelacija izmedu individualne mase riba i duZine crevnih nabora riba u
eksperimentu
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4.5. Histologija Skrga

Histologija SkrZznog aparata nije pretrpela veca oSteCenja tokom trajanja
eksperimenta. [ako je vecina riba na Skrgama imala histopatoloSke promene, velika
povrsina Skrznog preparata je bila funkcionalno normalna i nije bila zahvacena

promenama (Slika 20a i 20b).

Slika 20. Histologija Skrznog aparata u delu gde nije dolazilo do histopatoloskih
promena: a) HE x50; b) HE x100; bar = 50 um

Sve primarne lamele su polazile sa Skrznog luka i iSle su paralaleno jedna
drugoj, a sa njih su polazile mnogobrojne sekundarne lamele. Sve su bile
sastavljene od jednog reda kapilara izmedu kojih su se nalazile potporne celije.
Sekundarne lamele koje nisu bile zahvaéene histopatoloskim promenama su iznad
kapilara imale jedan sloj plocastih, epitelnih celija. DuZ primarnih lamela se
prostirao krvni sud, a pored njega cesto je uocavana i hrskavica koja u Skrznom
aparatu ima potpornu funkciju. Primarne lamele su bile pokrivene viSeslojnim
epitelom i osim celija epitela, u njemu su se mogle videti i mukozne i hloridne

celije.
4.5.1. Histopatoloske promene na $Skrgama

NajceSce primecene histopatoloSke promene na Skrgama u toku obe godine
ekspetrimenta su prikazane u tabeli 25. [z tabele se moZe primetiti da su se cetiri
promene pojavljivale na preko 40% pregledanih histoloSkih preparata Skrga
Sarana: hiperemija, izdizanje respiratornog epitela, srastanje vrhova primarnih

lamela i interlamelarna proliferacija.
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Tabela 25. Frekvencija pojavljivanja histopatoloskih promena i parazita na Skrgama
tokom dve godine istrazivanja (%)

Procenat broja riba sa

Tip histopatoloske promene .
prisutnom promenom

Cirkulatorne promene

Hiperemija 60.5
Staze 24.7
Hematomi 13.6
Lamelarne telangiektazije 9.9
Promene u morfologiji skrga

Izdizanje respiratornog epitela 54.3
ProSireni vrhovi sekundarnih lamela 6.2
Srastanje vrhova primarnih lamela 69.1
Interlamelarna proliferacija epitela 40.7
Ireverzibilne promene

Potpune fuzije lamela 1.2
Nekroze 4.9
Paraziti

Trichodina sp. 27.1
Trematoda 32.1
Ciste parazita 23.4

Najfrekventnija cirkulatorna promena je bila hiperemija, koja je primecena

u kapilarima sekundarnih lamela (60.5%; Slika 21a).

Slika 21. Blage promene uocene na Skrgama iz eksperimenta: a) hiperemija (HE
x200); b) izdizanje respiratornog epitela (HE x400); bar = 50 um
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Pri vecoj prokrvljenosti lamela i slabom kretanju krvi u njima, dolazi do
pojave nagomilavanja viSe od jednog eritrocita u kapilarima sekundarnih lamela,
Sto je oznaCeno kao hiperemija. U isto vreme moZe doéi i do Sirenja lumena
kapilara, ali ova pojava nije konstatovana odvojeno od hiperemije. Ostale tri
najcesce lezije su spadale u grupu promena na morfologiji Skrga. Izdizanje
respiratornog epitela je konstatovano na 54.3% preparata, i ova promena
predstavlja pojavu edema izmedu sloja epitelnih Celija i kapilara (Slika 21b). Ovaj
sloj se infiltrira te¢nos¢u, koja vrsi pritisak na sloj epitelnih ¢elija, odvaja ga od
sloja pilarnih ¢elija i na taj nain se povecava barijera izmedu krvi i vode, Sto

otezava razmenu gasova.

Slika 22. Razliciti tipovi hiperplazije na Skrgama riba iz eksperimenta: a) donja lamela
je normalnog histoloskog izgleda, dok je na gornjoj lameli prisutna hiperplazija
(strelica; HE x100); b) hiperplazija vrhova svih primarnih lamela u skrznom aparatu
(HE x50); c) interlamelarna hiperplazija (HE x100); d) hiperplazija vrhova primarnih
lamela (HE x200); bar = 50 um
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Druge dve promene predstavljaju hiperplaziju epitelnih celija koje
popunjavaju prostor izmedu lamela. Ukoliko se hiperplazija epitela dogada na
vrhovima primarnih lamela, ova promena se naziva srastanje vrhova primarnih
lamela (69.1%; Slika 22a i 22b). Medutim, ukoliko se hiperplazija deSava izmedu
sekundarnih lamela naziva se - interlamelarna proliferacija epitela (40.7%; Slika
22a1i 22c). Sli¢no kao i kod izdizanja respiratornog epitela, povecava se rastojanje
izmedu krvi i vode. Pored ova dva mesta na kojima se desavala hiperplazija epitela,
nekada je bilo moguce primetiti da se hiperplazija deSava i na vrhovima
sekundarnih lamela (Slika 22d). Pojava hiperplazije na vrhovima sekundarnih
lamela je bila mnogo reda od dve prethodno pomenute vrste hiperplazije i
frekvencija pojavljivanja je iznosila samo 6.2%. Ovaj tip hiperplazije je
karakteristican za vrhove sekundarnih lamela i ima slican mehanizam i funkciju

kao hiperplazija koja za cilj ima srastanje primarnih lamela.

Pored hiperemije uocene su jos neke cirkulatorne promene na $krgama, ali
sa niZom frekvencijom pojavljivanja. Cirkulatorne promene predstavljaju
usporavanje toka krvi u krvnim sudovima (staze) ili potpuno zaustavljanje toka
krvi, odnosno pojavu hematoma, kao i Sirenje terminalnih kapilara i pojavu
telangiektazija. Staze se karakteriSu drugacijom bojom krvi na histolosSkim
preparatima pri HE bojenju (Slika 23a). U ovom istraZivanju su bile prisutne na
Skrgama svake cCetvrte ribe. Hematomi su primeceni na 13.6% preparata (Slika
23b). Cesto, kada su hematomi prisutni, dolazi i do rupture ¢elijske membrane
kapilara, s obzirom na to da membrana Cesto ne moZe da istrpi pritisak krvi,
medutim ni na jednom pregledanom preparatu u ovom istraZzivanju to pucanje
¢elijske membrane i razlivanje krvi nije bilo uo¢eno. Lamelarne telangiektazije su
se uvek nalazile na terminalnim kapilarima i nikada nisu uoc¢ene samo na jednoj
lameli, ve¢ su zahvatale 2-10 sekundarnih lamela u neposrednoj blizini (Slika 23c i

23d).

Ireverzibilne promene na Skrgama su obuhvatale pojavu nekroza (Slika
24a) i potpunih fuzija primarnih lamela (Slika 24b). Ove dve najteZe promene na
Skrgama su bile veoma retke i totalna fuzija primarnih lamela je uo¢ena samo na

jednom preparatu (1.2%), dok su nekroze bile prisutne sa ucestaloS¢u od 4.9%, ali
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su uocavane fokalno i ni na jednom preparatu nisu zahvatale veliku povrsinu

Skrznog aparata.

Slika 23. Cirkulatorne promene na skrgama riba iz eksperimenta: a) staze u
centralnim venoznim sinusima (HE x100); b) hematom na sekundarnoj lameli (HE
x400); c) telangiektazije (HE x100); d) te - telangiektazije; hp - hiperplazija epitela na
vrhovima primarnih lamela (HE x50); bar = 50 um

Slika 24. Najteze i ireparabilne promene na skrgama riba iz eksperimenta: a) nekroza
epitelnog tkiva (HE x400); b) potpuna fuzija primarnih lamela (HE x200); bar = 50 um
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Pored ovih promena na vecini preparata je uocena i jedna pravilnost.
Debljina sekundarnih lamela se menjala od proksimalnog dela primarne lamele,
gde je bila minimalna, i gotovo potpuno atrofirala (Slika 25a) do zadebljalih
sekundarnih lamela, gotovo hipertrofisanih, koje su se mogle primetiti na

distalnom delu primarnih lamela (Slika 25b).

Slika 25. Razlika u debljini sekundarnih lamela u zavisnosti od lokacije: a) izuzetno
tanke sekundarne lamele prisutne u proksimalnom delu primarnih lamela (HE x100);
b) zadebljale sekundarne lamele prisutne na distalnom delu istih primarnih lamela
(HE x100); bar = 50 um

Pojedine histopatoloske promene na Skrgama su se javljale i zbog prisustva
parazita. Paraziti koji su uocavani na $krgama su najcesce bili: Trichodina sp. (Slika
26a) i trematode (Slika 26b i 27a), kao i Epitheliocystis sp. koji se primecivao
izmedu sekundarnih lamela (Slika 27b).

Slika 26. Prisustvo parazita na Skrznom aparatu riba iz eksperimenta: a) veliki broj
Trichodina sp. u interlamelarnom prostoru (HE x400); b) metilj koji se pijavkom
zakacio za sekundarnu lamelu (HE x400); bar = 50 um
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Slika 27. Prisustvo parazita na Skrznom aparatu riba iz eksperimenta: a) tri metilja u
interlamelarnom prostoru (HE x100); b) Epitheliocystis sp. u interlamelarnom
prostoru (HE x100); bar = 50 um

Nije bilo razlike u broju parazita izmedu grupa u eksperimentu. U pojedinim
periodima, dolazilo je do masovne infestacije Skrga parazitima, ali su one bile
prisutne u svim jezerima i grupama podjednako. Frekvencija pojavljivanja parazita
na Skrgama je iznosila oko 30% od ukupnog broja pregledanih preparata (Tabela

25).
4.5.2. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena na skrgama

Sli¢no kao Sto je slucaj i sa histopatoloskim promenama u jetri, radi laksSeg
praenja, promene na Skrgama su ispitivane izmedu grupa riba hranjenih
razlicitom hranom. Nakon toga, prikazano je uporedivanje histopatoloskih

promena izmedu dve sezone gajenja.

4.5.2.1. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena na Skrgama

izmedu grupa

Ukoliko uporedimo histopatoloski indeks promena na skrgama izmedu riba
koje su hranjene razli¢itom hranom, primeticemo da nema razlike, kako ni u jednoj
kategoriji, tako ni u prvoj ni u drugoj sezoni gajenja (Grafik 19). Tokom 2008.
godine progresivne promene na SkrZznom aparatu su najviSe doprinele ukupnom
histopatoloskom ideksu, dok je smanjenje i regresivnih i progresivnih promena u
2009-0j godini posledicno uticalo i na nizi ukupni histopatoloski indeks. U prvoj

godini gajenja je primetan i niZi histopatoloski indeks progresivnih promena na
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Skrgama, kao i ukupni indeks kod grupe riba hranjenih Zitaricama.

Grafik 19. Polukvantitativni skoring histoloskih promena na skrgama riba iz
eksperimenta u okviru grupa, prikazanih u toku obe godine studija: IGc - indeks
cirkulatornih promena; IGr - indeks regresivnih promena; IGp - indeks progresivnih
promena; IG - ukupni histopatoloski indeks skrga

Ova razlika, medutim, nije bila statisticki znacajna. p-vrednost indeksa
progresivnih patoloskih promena na skrgama je iznosila 0.209, dok je p-vrednost u

poredenju ukupnog Skrznog histopatoloskog indeksa iznosila 0.162.

4.5.2.2. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena na Skrgama

izmedu dve godine

Za razliku od poredenja histopatoloskih promena na Skrgama izmedu
grupa, razlike izmedu godina su ocigledne i znacajne. Veliki broj histopatoloskih
lezija je pokazivao razliku izmedu godina (Tabela 26), a u njoj se uocava i

odredena pravilnost.

Naime, sve cirkulatorne promene koje su statisti¢ki znacajne su bile viSe u
drugoj godini istrazivanja, dok su promene na epitelnim ¢elijama bile znac¢ajno viSe
u prvoj godini istraZivanja. Tu su spadali prisustvo hematoma (p<0.001) i
hiperemija u kapilarima sekundarnih lamela (p=0.045). Prisustvo staza u
centralnim venoznim sinusima je bilo vise u drugoj godini istrazivanja, dok su
lamelarne telangiektazije bile viSe u prvoj godini istraZivanja, ali u oba slucaja nije

bilo statisticki znacajnih razlika.
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Tabela 26. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena na sSkrgama izmedu

dve godine istraZivanja

Godina
HistopatoloSka promena p-vrednost
2008 2009
Hiperemija 1.15+1.48° 1.63+1.23° 0.045
Staze 0.48 £1.15 0.72+1.28 0.159
Lamelarne telangiektazije 0.17+£0.45 0.07+£0.24 0.284
Hematomi 0.00+0.00°  0.70 + 1.49° 0.000
Izdizanje respiratornog epitela 1.74 +1.57° 0.33+0.55° 0.000
Hiperplazija respiratornog epitela 1.23 +1.58° 0.24 +0.48" 0.005
Potpune fuzije lamela 0.03+0.12 0.00 +0.00 0.070
Nekroze 0.09+0.23%  0.00 £ 0.00° 0.008

Histopatoloske promene na ¢elijama respiratornog epitela su bile znacajno

viSe tokom prve godine, i obuhvatale su izdizanje celija respiratornog epitela i

hiperplazije Celija primarnog epitela. S tim Sto je u ovoj tabeli hiperplazija epitelnih

Celija prikazana objedinjeno, odnosno svi tipovi hiperplazija su sumirani i

prikazani kao jedna promena, za razliku od tabele 25.

Grafik 20. Polukvantitativni skoring histoloskih promena na skrgama riba iz
eksperimenta u okviru kategorija, prikazanih po godinama studija: 1Gc - indeks
cirkulatornih promena; IGr - indeks regresivnih promena; IGp - indeks progresivnih
promena; IG - ukupni histopatoloski indeks skrga; *** p<0.001

Pored toga ireverzibilne promene (potpune fuzije lamela i nekroze) su bile
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znacajno viSe u prvoj godini istrazivanja, StaviSe nijedna ireverzibilna promena
nije uocena u toku druge godine eksperimenta. Nekroze su znacajno viSe u prvoj
godini istrazivanja (p=0.008), dok statistiCka znacajnost za potpune fuzije
primarnih lamela nije ustanovljena (p=0.070). Potvrda ovih Cinjenica je data na
grafiku 20, gde su ove promene grupisane po kategorijama. Sa grafika se vidi da
postoje znacajne razlike izmedu dve godine istrazivanja za regresivne (p<0.001) i
progresivne (p<0.001) histopatoloske promene na Skrgama, kao i za ukupni

histopatoloski indeks Skrga (p<0.001).

Bitno je joS pomenuti da neke histopatoloSke promene koje su veoma cesto
prisutne u drugim istraZivanjima, ovde nisu nalaZene ni na jednom preparatu. Radi
se o hipertrofiji ¢elija respiratornog epitela, poviSenom broju mukusnih ¢elija u
Skrgama, kao i njihovom prisustvu u sekundarnim lamelama. Jo$ neke patologije
koje se inacCe retko uocavaju na preparatima skrga nisu pronadene ni u ovom
istrazivanju, kao Sto su: rac¢vanje primarnih ili sekundarnih lamela i poremecaji u
hrskavicavom tkivu u primarnim lamelama. Pored toga ni povecan broj hloridnih

¢elija u tkivu primarnih lamela nije primecen.
4.6. Histologija bubrega

Na histoloSkim presecima posteriornog bubrega kod Sarana iz
eksperimenta su bile vidljive tri razliCite strukture. Najve¢i deo bubrega je

zauzimalo intersticijalno tkivo (Slika 28a).

Slika 28. Delovi bubrega Sarana iz eksperimenta na kojima nisu prisutne
histopatoloske promene; a) HE x400; b) HE x1000; bar = 50 um
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Ono ima funkciju hematopoeze i u njemu se uocavaju limfoidno tkivo i zrele
krvne (Celije, kao i mijeloblastne c¢elije. Pored hematopoeticnog tkiva, u
intersticijalnom tkivu se nalaze glomerulusi i tubulusi. Glomerulusi se sastoje od

Malpigijevog telasca i Boumenove kapsule (Slika 28a, 28b i 29b).

Slika 29. Delovi bubrega Sarana iz eksperimenta na kojima nisu prisutne
histopatoloske promene; a) HE x1000; b) HE x1000; bar = 50 um

Malpigijevo telasce Cini splet kapilara koji se nalaze na prelazu iz aferentne
arteriole, koja ulazi u glomerulus i eferentne arteriole, koja ga napusta. Pored
kapilara, u glomerulusu su vidljive i Celije mezangijuma, a Malpigijevo telaSce
okruzuje Boumenova kapsula. Kapsula je uglavnom kruznog oblika na presecima i
Cini je parijetalni sloj, odnosno plocast, jednoslojan epitel i visceralni sloj koji
naleZe na kapilare Malpigijevog telaSca i ¢ine ga podociti. 1z glomerulusa polaze
dugacki cevasti nastavci koji se nazivaju tubulusi (Slika 28a, 29a i 29b). Oni su na
histoloSkim presecima razbacani bez reda po intersticijalnom tkivu i u zavisnosti
od preseka su okrugli ili nepravilnog oblika. U proksimalnim delovima tubulusa
epitelne Ccelije, koje uokviruju lumen, na apikalnim delovima imaju izraZene
mikrovile, dok tubulusi u distalnom delu ne pokazuju ovo svojstvo. Takode, u
intersticijumu je prisutan i znacajan broj krvnih sudova, kao i sabirni kanaliéi

veCeg promera, u koje se izlivaju ekskretorni produkti iz distalnog dela tubulusa.

Medutim, interesantno je da je od svih pregledanih organa Sarana u
eksperimentu, bubreg posedovao najvec¢i deo tkiva zahvacenog histopatoloskim
promenama, kao i najvisSi nivo nekroza, Sto ¢e biti detaljnije predstavljeno u

slede¢em odeljku.
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4.6.1. Histopatoloske promene u bubregu

Frekvencija pojavljivanja promena u bubregu je prikazana u tabeli 27.
Promene su Klasifikovane u zavisnosti od toga da li su uo¢avane na glomerulusima,
tubulusima ili intersticijalnom tkivu. Dve promene koje su se naj¢eSce pojavljivale
na pregledanim preparatima su dilatacija Boumenove kapsule (61%) i hidropska
degeneracija tubulusa (65%). Ove dve promene su jedine koje su nalaZene na vise
od 50% preparata. Veoma Cesta promena na glomerulusima je bila Sirenje kapilara
u Malpigijevom telaScu (46%), kao i povecano prisustvo makrofagnih centara u
intersticijumu (44%). Ostale promene su obuhvatale skupljanje lumena tubulusa
(25%), staze u krvnim sudovima (22%) i nekroze glomerulusa (16%) i tubulusa
(15%). Promene koje su nalaZene na deset i manje procenata su fibroze krvnih
sudova (10%) i zadebljala membrana Boumenove kapsule (5%), dok su tri
promene zabelezene na samo jednoj ribi u toku istrazivanja: hiperemija u

glomerulusima, hipertrofija jedara tubulusa i nekroza intersticijuma.

Tabela 27. Frekvencija pojavljivanja histoloSskih promena tokom obe godine
eksperimenta (%)

Procenat broja riba sa

Tip histopatoloske promene .
prisutnom promenom

Promene na glomerulusima

Dilatacija Boumenove kapsule 61.2
Zadebljala membrana Boumenove kapsule 5.0
Sirenje kapilara u glomerulusima 46.2
Hiperemija u glomerulusima 1.2
Nekroza glomerulusa 16.2
Promene na tubulusima

Hidropska degeneracija tubulusa 65.0
Hipertrofija jedara tubulusa 1.2
Skupljanje lumena tubulusa 25.0
Nekroza tubulusa 15.0
Promene u intersticijumu

Povecéano prisustvo MC-a u intersticijumu 43.7
Staze u krvnim sudovima 225
Fibroze u krvnim sudovima 10.0
Nekroza intersticijuma 1.2
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HistopatoloSke promene su skoro podjednako zahvatale sve delove nefrona
u bubregu. Promene sa visokom ucestaloS¢u pojavljivanja su zabeleZene i na
tubulusima i na glomerulusima, kao i u intersticijalnom tkivu. Dilatacija
Boumenove kapsule dovodi do nakupljanja tecnosti oko Malpigijevog telasca i
poremecaja u izlucivanju. Intenzitet dilatacije i razmak izmedu Malpigijevog
telaSca i Boumenove kapsule je bio razlicit kod razli¢itih riba (Slika 30a i 30b), ali
su nekada razlike bile prisutne i u istoj jedinki, gde su pojedini glomerulusi bili bez
bilo kakavih promena, dok je kod drugih primecena dilatacija Boumenove kapsule

u znatnoj meri.

Slika 30. HistopatoloSke promene u bubregu riba iz eksperimenta: a) Srednje izrazena
dilatacija Boumenove kapsule i povecan broj makrofaga oko nje (HE x1000); b) Jace
izrazena dilatacija Boumenove kapsule (HE x1000); c) ProSireni kapilari u
Malpigijevom telascu (strelica; HE x1000); d) Povec¢an broj makrofagnih centara u
bubreZnom tkivu (strelice; HE x200); bar = 50 um

Na preparatima se dilatacija Boumenove kapsule jasno razlikuje od

normalnih glomerulusa koji se vide na slikama 28a, 28b i 29b. Pored dilatacije,
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veoma Cesta promena u Malpigijevom telaScu je i Sirenje kapilara (Slika 30c). Ova
promena obuhvata proSirenje kapilarnog lumena i promene na celijama
mezangijuma. Na nekim preparatima se u dilatiranim kapilarima moglo uodciti i
viSe od jednog eritrocita, a ukoliko je uocen veci broj eritrocita, konstatovana je
hiperemija. Zadebljala membrana Boumenove kapsule je prisutna u relativno
malom broju uzoraka i odlikuje se hipertrofijom parijetalnog sloja epitelnih celija
koje se nalaze na bazalnoj membrani. NajceSc¢a primecena histopatoloska promena
na tubulusima je bila hidropska degeneracija epitelnih ¢elija tubulusa (Slika 31).
Kao i kod hepatocita, ova promena predstavlja pojavljivanje vakuola u epitelnim
¢elijama koje su pravilnog, okruglog oblika i ispunjene te¢nos¢u. Ukoliko promena
dugo traje, vakuole ispunjavaju sve vecu zapreminu Celije i negde mogu dovesti do
rupture Celijske membrane i smrti Celije. Razli¢it stepen vakuolizacije tubularnih

¢elija je ilustrovan na slikama 31a-d.

Slika 31. Razlicit stepen hidropske degeneracije tubulusa u bubregu riba iz eksperimenta: a)
Slabo izrazena hidropska degeneracija (HE x1000); b) i c) umerena hidropska degeneracija
(HE x1000); d) veoma izrazena hidropska degeneracija (HE x1000); bar = 50 um
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Paralelno sa pojavom vakuola, jedro i citoplazma se pomeraju ka celijskoj
membrani i na kraju ¢ine tanak prsten uz membranu. Interesantno je da odredena
pravilnost ne postoji, pa se jedra mogu uociti ili na bazalnom (Slika 31c i 31d) ili
na apikalnom polu ¢elije (Slika 31b). Pored hidropske degeneracije, na cetvrtini
pregledanih uzoraka su prisutne i promene u dijametru lumena tubulusa.
Konstrikcija tubularnog lumena se karakterisala time da se tubularni lumen kod
riba na nekim preparatima skoro potpuno zatvarao i da u tim slu¢ajevima bubrezni
kanali¢ nije mogao pravilno da funkcioniSe. Hipertrofija jedara epitelnih celija
tubulusa je bila prisutna kod svih tubulusa u regeneraciji (Slika 34a i 34b),
medutim, ona nisu ubrajana u patoloske promene, ve¢ samo jedra celija koje su se
nalazile u ve¢ razvijenim tubulusima i koja su pokazivala veéu dimenziju od
normalne. Promene u intersticijalnom tkivu, osim jednog preparata na kome je
zabeleZena nekroza, nisu zahvatale hematopoeti¢no tkivo. Ve¢ina promena je
primec¢ena na krvnim sudovima: staze (Slika 32a), gde je krv ostajala duze

vremena u krvnim sudovima i fibroze krvnih sudova (Slika 32b).

Slika 32. Histopatoloske promene u bubregu riba iz eksperimenta: a) prisustvo staze
u krvnom sudu (HE x1000); b) prisustvo fibroze i nekroze u bubreznom tkivu (HE
x200); bar = 50 um

Medutim, najceS¢a promena je poviSen broj makrofagnih centara u
intersticijumu. Kao i u jetri, ovi centri predstavljaju agregate makrofaga, s tim Sto
za razliku od jetre, gde su obi¢no udruZeni sa pigmentom melaninom, u bubregu
najceSce melaninskih granula i melanocita nema, te su obojeni bledoZuckasto ili

braon bojom (Slika 30d i 35). Makrofagni agregati se nalaze razbacani po
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intersticijumu, izmedu hematopoeti¢nog tkiva. U normalnom stanju, ovi agregati
su malog promera i sastavljeni od 5-10 celija (Slika 35), dok su u patoloSkom
stanju magrofagni agregati brojniji (Slika 30d) i mnogo gusce rasporedeni nego
pri nepatoloskim stanjima.

Jo$ jedna specificnost patologija u bubreznom tkivu je visok procenat
prisustva nekroti¢nih promena. Nekroze su uglavnom ukljucivale pucanje Celijskih
membrana, piknozu jedara i rasipanje Celijskog sadrzaja (Slika 33a), ali je nekada

dolazilo i do potpune degeneracije bubreZnog tkiva (Slika 33b).

Slika 33. Nekroze u bubreznom tkivu: a) degeneracija tubulusa i intersticijalnog tkiva
oko njega (HE x1000); b) potpuna degeneracija glomerulusa i pojedinih tubulusa i
nekroza intersticijalnog tkiva bubrega u donjem levom uglu mikrografije (HE x200);
bar =50 um

Ni kod jedne ribe iz eksperimenta u bubregu nije primeéeno prisustvo

parazita.
4.6.2. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena u bubregu

Prikaz polukvantitativnog skoringa histopatoloskih promena u bubregu je
podeljen na dva dela, u prvom delu je prikazan odnos izmedu razlicitih grupa riba,

dok je drugi deo prikaz poredenja izmedu dve godine istraZivanja.

4.6.2.1. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena u bubregu

izmedu grupa

Nijedna od kategorija histopatoloSkih promena se nije razlikovala medu

grupama u toku 2008. godine (Grafik 21). U histopatoloSkom indeksu regresivnih
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promena, kao i u ukupnom histopatoloSkom indeksu ribe hranjene ekstrudiranom
hranom su pokazivale tendenciju nizih vrednosti, i te vrednosti nisu bile statisticki

znacajne.

Grafik 21. Polukvantitativni skoring histoloskih promena u bubregu riba iz
eksperimenta u okviru grupa, prikazanih u toku obe godine studija: IKc - indeks
cirkulatornih promena; IKr - indeks regresivnih promena; IKp - indeks progresivnih
promena; IK - ukupni histopatoloski indeks bubrega

Kao i u prvoj godini istraZivanja, i u drugoj godini nije bilo promena ni u

jednoj histopatoloskoj kategoriji (Grafik 21).

4.6.2.2. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena u bubregu

izmedu dve godine

Za razliku od Skrga i jetre, histopatoloske promene u bubrezima nisu
pokazivale veliku razliku izmedu dve godine istrazivanja (Tabela 28). Zapravo je
jedina statisticki znacajna razlika ustanovljena kod Sirenja kapilara u Malpigijevom

telaScu. Ova promena je bila ¢es¢a tokom prve godine istrazivanja.

Ukoliko posmatramo histopatoloske promene po kategorijama, primetno je
da nema razlika izmedu dve godine istrazivanja (Grafik 22). Istovremeno, vidljivo
je da su regresivne promene u bubregu kategorija koja je najznacajnije doprinela
ukupnom histopatoloSkom indeksu. Cirkulatorne i progresivne promene su bile
veoma retke i njihov indeks ni u jednoj godini istraZivanja nije presao vrednost 1.
Istovremeno, vidljivo je da su regresivne promene u bubregu kategorija koja je

najznacajnije doprinela ukupnom histopatoloskom indeksu.
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Tabela 28. Polukvantitativni skoring histopatoloskih promena u bubregu izmedu dve

godine istraZivanja

. Godina
Histopatoloska promena p-vrednost
2008 2009
Dilatacija Boumenove kapsule 2.33+2.14 1.85+1.97 0.264
Zadebljala membrana Boumenove kapsule 0.12+0.41 0.03+0.12 0.500
Sirenje kapilara u glomerulusima 1.46 £1.65° 0.65+ 1.16° 0.006
Nekroza glomerulusa 0.28+0.63 0.28+0.53 0.839
Hidropska degeneracija tubulusa 1.63+1.58 2.32+1.77 0.103
Skupljanje lumena tubulusa 0.39+0.88 0.69+1.24 0.234
Nekroza tubulusa 0.25+0.61 0.28+0.55 0.783
Makrofagni centri 0.64+0.67 0.77+0.75 0.496
Staze 0.57+1.34 0.76+1.41 0.276
Fibroze u krvnim sudovima 0.20+0.68 0.18+0.56 0.844
Nekroza intersticijuma 0.11+0.61 0.01+0.08 0.407

Grafik 22. Polukvantitativni skoring histoloskih promena u bubregu riba iz
eksperimenta u okviru kategorija, prikazanih po godinama studija: IKc - indeks
cirkulatornih promena; IKr - indeks regresivnih promena; IKp - indeks progresivnih
promena; IK - ukupni histopatoloski indeks bubrega

Cirkulatorne i progresivne promene su bile veoma retke i njihov indeks ni u

jednoj godini istraZivanja nije presao vrednost 1.
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4.6.3. Nefroni u stadijumu regeneracije

Pored histopatoloskih promena u bubregu, primeceni su i bubrezi koji su
bili u stanju regeneracije (Slika 34a i 34b). Ovi regenerisuci tubulusi i glomerulusi
su se odlikovali izuzetnom bazofilijom celija i manjom dimenzijom od normalnih
glomerulusa i tubulusa. Pored bazofilije, karakteristicno za epitelne Ccelije

bubreZnog kanali¢a je i izuzetno krupno i euhromatinsko jedro (Slika 34b).

Slika 34. Regenerisani tubulusi i glomerulusi; a) HE x400; b) HE x1000; bar = 50 um

Broj nefrona u stadijumu regeneracije je bio visi tokom prve godine
eksperimenta, u odnosu na drugu, ali ne i statisticki znacajno visi (p=0.210; Grafik
23). Njihov broj se nije razlikovao izmedu grupa, ni u prvoj (p=0.871) ni u drugoj

(p=0.422) godini istraZivanja.

Grafik 23. Broj nefrona u stadijumu regeneracije (i tubulusi i glomerulusi) tokom prve
i druge godine eksperimenta
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Medutim, ukoliko posmatramo frekvenciju njihovog pojavljivanja tokom
trajanja eksperimenta, moZemo primetiti da je prisustvo regenerisanih nefrona
bilo mnogo ¢eS¢e tokom prva dva meseca trajanja eksperimenta (p<0.05; Grafik
24). Ova pravilnost je bila prisutna tokom obe godine istraZivanja i odnosi se na
sve grupe riba. U poslednjem mesecu eksperimenta u obe godine nisu primeceni

nefroni u stadijumu regeneracije.

Grafik 24. Pojava regenerisanih nefrona u toku trajanja eksperimenta posmatrano po
mesecima; razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu meseci
(p<0.05)

4.6.4. Ektopicno tireoidno tkivo u bubregu

U bubregu Sarana je primeceno i ektopi¢no tireoidno tkivo, a koli¢ina i
frekvencija pojavljivanja nije zavisila od grupe. Tireoidno tkivo se sastojalo od
folikula, koga ¢ine epitelne Celije - tireocite, formirajuci lumen folikula i koloid koji

se luc¢i u lumen i boji ljubi¢asto pri HE bojenju (Slika 35).

Ektopic¢no tireoidno tkivo se najCeSce nalazilo distalno od centra preseka,
odnosno na unutrasnjim ivicama renalnog tkiva. Povremeno je bilo moguce uociti
ektopicno tireoidno tkivo i bliZze centralnom delu preseka, ali to ne spada u
patoloSku promenu. Ni u prvoj (p=0.416) ni u drugoj (p=0.772) godini
eksperimenta nije nadena razlika izmedu grupa u kolicini ektopi¢nog tireoidnog

tkiva.
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Slika 35. Prisustvo ektopicnog tireoidnog tkiva u bubregu: et - ektopicno tireoidno
tkivo, ma - makrofagni agregati, hd - hidropska degeneracija (HE x200); bar = 50 um

4.7. Ukupan histopatoloski indeks tri posmatrana organa

U ovom poglavlju su prikazani ukupni histopatoloski indeksi, odnosno suma
histopatoloskih promena na Skrgama, jetri i bubregu. Sli¢cno kao i kod pojedinac¢nih

organa, indeksi su poredeni izmedu grupa i izmedu dve godine.

4.7.1. Polukvantitativni skoring ukupnih histopatoloskih promena izmedu

grupa

Kao Sto je slucaj i sa svim prethodno prikazanim histopatoloSkim indeksima,
izmedu grupa ni u jednoj godini istraZivanja nije bilo statisticki znacajne razlike

(Grafik 25).

Grafik 25. Polukvantitativni skoring ukupnih histoloskih promena na skrgama riba iz
eksperimenta u okviru grupa, prikazanih u toku obe godine studija
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U prvoj godini je statisticka znacajnost promena izmedu grupa bila na nivou od

p=0.076, dok je statisticka znacajnost u drugoj godini iznosila p=0.722

4.7.2. Polukvantitativni skoring ukupnih histopatoloskih promena izmedu

dve godine

S obzirom na statisticki znacajne razlike izmedu indeksa Skrga i jetre izmedu

godina, ove razlike su se odrazile i na ukupan histopatoloski indeks (Grafik 26).

Grafik 26. Polukvantitativni skoring ukupnih histoloskih promena riba iz
eksperimenta, prikazanih po godinama studija; *** p<0.001

Tako je polukvantitativni indeks histopatoloskih promena u prvoj godini

znacajno visi tokom 2008., nego tokom 2009. godine.

4.8. Uticaj Zivotne sredine na vrednost histopatoloskih indeksa S$krga,

bubregai jetre

Da bi detaljnije ispitali interakcije izmedu parametara kvaliteta vode i
intenziteta i broja histopatoloskih promena na ribama, uradene su korelacije, kao i

kanonijska diskriminantna analiza histopatoloskih promena na ribama.
4.8.1. Korelacija izmedu histopatoloskih indeksa i kvaliteta vode

Korelacija izmedu histopatoloskih indeksa pojedinih organa i parametara

kvaliteta vode je prikazana u tabeli 29. Najznacajnija pozitivna korelacija, sa
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najviSim koeficijentom je ustanovljena izmedu pH i histopatoloskih indeksa Skrga i
jetre, kao i ukupnih histopatoloskih indeksa. Pored nje, pozitivno su korelirani i
nivoi elektroprovodljivosti i potrosnje kalijum permanganata sa histopatoloskim
indeksom S$krga i ukupnim histopatoloskim indeksom. Vrednosti ustanovljenih
korelacija su u principu niske, sa Cetiri vrednosti izmedu 0.33 i 0.46. Vrednosti
koeficijenta korelacije viSe od 0.50 su ustanovljene za tri parametra (pH i IG, pH i
IT, elektroprovodljivost i IT; sve tri korelacije p<0.05). Interesantno je i da
histopatoloski indeks bubrega Sarana u ovom istraZivanju nije pokazao ni

pozitivnu, ni negativnu korelaciju ni sa jednim parametrom kvaliteta vode.

Tabela 29. Korelacija izmedu histopatoloskog indeksa i parametara kvaliteta vode; IG
- histopatoloski indeks Skrga; IK - histopatoloski indeks bubrega; IL - histopatoloski
indeks jetre; IT - ukupni histopatoloski indeks; parametri koji su statisticki znac¢ajni su
oznaceni zvezdicom (Spirmanov koeficijent korelacije; p < 0.05)

IG IL IK IT
Amonijacni azot -0.19 -0.02 -0.27 -0.30
Nejonizovani amonijak 0.03 -0.02 -0.09 -0.03
Nitrati -0.03 0.08 -0.10 -0.06
Elektroprovodljivost 0.46* 0.24 0.17 0.53*
pH 0.51* 0.34* 0.15 0.60*
Kiseonik 0.28 0.15 0.04 0.22
Potrosnja KMnO,4 0.33* 0.03 0.10 0.33*

Pored toga, nije pokazana statisticki znacajna korelacija izmedu nivoa
amonija¢noga azota, nejonizovanog amonijaka, koli¢ine nitrata i rastvorenog
kiseonika u vodi i bilo koje grupe histopatoloSkih promena. Izmedu ostalih
parametara kvaliteta vode i histopatoloskih promena nisu radene korelacije, jer
nisu postajale indicije u literaturi da bi mogli da uti¢u na promenu u histologiji

organa riba.
4.8.2. Kanonijska diskriminantna analiza histopatoloskih promena

Kanonijska diskriminantna analiza je pokazala umereno razdvajanje

izmedu Sest grupa koje su ispitivane u ovom istrazivanju (Grafik 27).
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Grafik 27. Rezultati kanonijske diskriminantne analize primenjene na histopatoloske
promene u tri analizirana tkiva (prikazane samo dve funkcije po kojima je doslo do
najveceg stepena razdvajanja): CV - kanonijska funkcija

Kao Sto se moZe primetiti na grafiku 27, mnogo je veéi doprinos
razdvajanju po funkcijama dala godina u kojoj su ribe gajene, odnosno izvor vode
koji je u toj godini koriS¢en, nego tip hrane. Pored toga, histopatolosSke promene
kod riba iz druge godine istrazivanja su u proseku bile mnogo uniformnije od riba
iz prve godine istraZivanja, Sto je primetno na istoj slici gde su centroide grupa
zbijene veoma blizu jadna drugoj. Dve kanonijske funkcije (CV) zajedno su
objasnjavale 64.5% ukupne varijabilnosti (CV1 - 33.4% i CV2 - 31.1%). Ribe iz prve
godine su se razdvajale od riba iz druge godine istrazivanja duZ prve kanonijske
funkcije, uglavnom preko kongestije krvnih sudova u jetri, izdizanja respiratornog
epitela, interlamelarne proliferacije, Sirenja kapilara u Malpigijevom telaScu i
fibroze krvnih sudova u jetri. Razdvajanju po drugoj kanonijskoj osi su uglavnom
doprinele samo dve histopatoloske promene i to: fuzija vrhova primarnih lamela i

nekroza glomerulusa. Svih pet kanonijskih funkcija su prikazane u tabeli 30.
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Tabela 30. Grupisane korelacije izmedu diskriminisSucih varijabli i standardizovanih
kanonijskih diskriminantnih funkcija (kanonijska diskriminantna analiza primenjena
na histopatoloske promene u tri ispitivana tkiva); G - skrge, L - jetra, K - bubreg; * -
promene u okviru jedne funkcije

. . Broj funkcije
HistopatoloSka promena

Ccvl Cv2 Cv3 cva CV5

Kongestija krvnih sudova u jetri (L) .320* -.061 -.132 .160 .024
Izdizanje respiratornog epitela (G) .305* -.133 .059 .009 .083
Interlamelarna proliferacija (G) .236%* .010 .015 .102 .153
Sirenje kapilara u Malpigijevom telascu(K) .195%* .041 .079 -.078 .183
Fibroze krvnih sudova (L) .191%* .021 .055 -.090 -.127
Hipertrofija jedara tubularnih celija (K) .100* .060 .043 -.066 .002
Srastanje vrhova primarnih lamella (G) 173 A177% -.101 -.155 -.099
Nekroza glomerulusa (K) .009 .143* -.043 .086 .015
Zadebljala membrana oko glomerulusa (K) .080 -.132* -.012 .079 .017
Nekroza parenhima u jetri (L) .041 -.119* .073 .066 -.077
Hiperemija u Malpigijevom telascu (K) .061 -.098* .088 -.073 -.073
Infiltracija adipocita u pankreas (L) -.228 .041 .331* 116 .104
Nekroza pankreasa (L) .044 -.070 .256* -.014 -.124
Dilatacija Boumenove kapsule (K) .030 .018 -.243* -.029 -.042
Prisustvo EG u jetri (L) 125 -.047 070  -340*  .146
Totalne fuzije primarnih lamela .049 -.087 -.203 .316* .184
Staze u krvnim sudovima (G) -.060 .006 -.138 -.299* .039
Smanjivanje lumena tubulusa (K) -.141 .058 .202 222%* 141
Hidropska degeneracija u jetri (L) .036 -.026 -.099 .150* .096
Nekroza intersticijuma u bubregu (K) .025 -.055 -.103 .146* .031
Poviseno prisustvo MC-a u bubregu (K) -.046 .064 124 124%* -.087
Nekroza tubulusa (K) -.039 -.002 -.086 -.180 .345%*
Prisustvo MMC-a u jetri (L) -.084 -.013 -.048 -.167 .339%*
Hidropska degeneracija tubularnih ¢elija (K)  -.138 .051 -.116 -.083 .257*
Prisustvo hematoma (G) -.213 .025 -.089 -.182 -.257*
Infiltracija leukocita u jetri (L) -.005 127 .016 -.215 .248%*
Nekroze tkiva skrznog aparata (G) .063 -.183 137 -.001 -.242%*
Hiperemija ¢elija respiratornog epitela (G) -.107 .052 124 -.045 -.236*
Prisustvo staza u bubregu (K) -.055 .037 .104 .000 -.166*
Fibroza krvnih sudova u bubregu (K) -.013 .034 -.062 128 .161*
Lamelarne telangiektazije (G) .084 .089 .083 -.068 .095*
Prisustvo staza u jetri (L) .049 .075 .072 -.024 -.079*
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4.9, Analiza masnih kiselina u misi¢énom tkivu Sarana

Ukoliko uporedimo procenat masti u mesu Sarana sa pocetka eksperimenta
(PO), sa ribama nakon zavrsSetka eksperimenta, primetno je povetanje u grupama
riba hranjenih Zitaricama i ekstrudiranom hranom (Tabela 31). U isto vreme,
grupa riba hranjenih peletiranom hranom se nije razlikovala od grupe sa pocetka
eksperimenta, kao ni od grupe EH, ali je razlika u procentu lipida bila prisutna u

odnosu na grupu riba hranjenih Zitaricama.

eksponentu oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu grupa (p<0.05)

PO Z PH EH

Procenat lipida 1.40+0.04°  3.90+1.19°  1.88+0.35%°  3.30+0.40"

Da bi se prikazao uticaj tipa hrane na celokupni masnokiselinski sastav
mesa riba, kao i stepen promena do kojih su pojedini tipovi ishrane doveli u
odnosu na pocetnu grupu, izvrSena je PCA analiza grupa hranjenih riba u funkciji
masnokiselinskog sastava mesa riba (Grafik 28 i 29). U PCA analizi zadrzane su
samo dve ose koje nose 95% (F1) i 4.3% (F2) ukupne inercije. Rezultati PCA
analize pokazuju da je masnokiselinski sastav mesa riba hranjenih Zitaricama
pocetak eksperimenta doslo kod riba hranjenih peletiranom hranom (Grafik 28).
Masnokiselinski sastav mesa riba iz grupe EH pokazuje podjednaku slicnost sa

grupama PO i PH.

Da bi se utvrdila statisticka znacajnost uocenih odnosa, masnokiselinski
sastavi svih uzoraka su medusobno uporedeni koriste¢i Pirsonovu korelaciju. Sve
ispitane slucajeve je karakterisao visok stepen statisticke znacajnosti (p<0.001),
kao i visok stepen korelacije (koeficijent korelacije r>0.8). Dobijeni rezultati su u
potpunosti potvrdili zakljuCke izvedene iz PCA analize (Tabela 32). Naime, najveci
stepen korelacije je izmedu grupa ZI i PO. S druge strane, najniZi koeficijenti

korelacije karakteri$u uzorke riba iz grupe PH u poredenju sa grupama PO i ZI.
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Grafik 28. PCA analiza vrsta ishrane u zavisnosti od sastava masnih kiselina mesa riba

Masnokiselinski sastav mesa riba iz grupe EH pokazuje najniZe vrednosti

koeficijenta korelacije u poredenju sa grupom ZI, dok su koeficijenti u poredenju sa

druge dve grupe (PH i PO) neznatno visi.

Tabela 32. Korelacioni matriks masnokiselinksih sastava mesa riba sa pocetka
eksperimenta (PO) i nakon zavrsetka eksperimenta (ZI, PH i EH)

~

Grupa PO Zl PH EH
PO 1.000

21 0.983 1.000

PH 0.886 0.861 1.000

EH 0.967 0.946 0.966 1.000

Sadrzaj masnih Kkiselina u mesu riba sa pocetka eksperimenta i riba

hranjenih sa tri razlicita tipa hrane je prikazan u tabeli 33.
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Tabela 33. Sastav masnih kiselina u mesu riba sa pocetka eksperimenta (PO) i kraja
eksperimenta (grupe ZI, PH i EH) prikazan po grupama i sastav masnih kiselina u
hrani kojom su ribe hranjene (u procentima); SFA - zasi¢ene masne kiseline, MUFA -
mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline

Masna Meso Hrana

kiselina PO b]] PH EH 1 PH EH
C14:0 1.14+0.03 0.87+0.05 0.64+0.02 1.62+0.08 0.17+0.02 0.03+0.04 0.03+0.04
C15:0 0.40+0.03 0.25+0.04 0.14+0.03 0.38+0.03 - - -
C16:0 22.21+0.93 20.65+1.08 16.36+0.70 19.36+0.40 17.05+0.60 13.26+0.62 12.00+0.71
C17:0 0.55+0.06 0.23+0.03 0.17+£0.09  0.410.07 - - -
C18:0 7.26+0.35 499+0.54 4.54+0.16 4.70+0.09 1.38+0.11 390+0.15 3.60+0.17
C20:0 - - - - 0.37+£0.07 0322002 0.30%0.02
¥ SFA 31.57+1.35 26.99+1.29 21.85+0.71 26.47+0.45 1897+0.80 17.51+0.92 15.93+0.83
c16:1 7.60+0.28 6.73+0.35 3.13+0.18 4932006 0.09+0.01 0.25+0.03 0.18+0.04
C18:1cis9 39.01+2.23 48.02+0.77 37.67+1.44 3486+155 21.74+1.02 2550+1.13 23.57+1.32
C18:1cis 11 4.06+0.15 3.56+0.24 0.99+0.57  3.55%+0.15 - - -
€20:1 2.49+0.06 2.07+0.06 1.46+0.11  2.97+0.07 - - -

3 MUFA 53.16+1.79 60.37+0.80 43.24+0.94 4631+1.42 21.83+1.02 2575+1.15 23.75+1.34
C 18:2 w-6 9.53+0.95 6.76+1.73 28.04+0.07 17.07+0.95 57.12+2.11 50.04+2.00 53.24%1.41
C18:3 w-3 1.32+0.25 0.72+0.17 2.76+0.08 2.17+0.08 2.08+0.11 5054021 5.51%0.26
C18:3 w-6 0.04+0.04 0.23+0.05 0.39+0.12  0.16+0.02 - - -
C20:2 0.66+0.07 0.29+0.02 0.55+0.07 0.68+0.08 - 0.22+£0.02  0.21+0.01
C20:3 w-3 0.71+£0.06 0514027 034%0.10 1.49%0.13 - - -
C20:3 w-6 0.92+0.08 0.74+0.10  0.99 +0.07 1.09+0.29 - 0.18+0.04 0.18+0.01
C20:5 w-3 0.24+0.06 0.20+0.04 0.23+0.06 0.76+0.15 - 0.36+0.01  0.32+0.02
C20:4+C22:1 1.25+026 0974041 067011  0.98+0.21 - 0.25+0.03  0.22+0.03
C22:5w-3 0.11+0.11  0.08+0.04 0.18+0.02  0.65%0.16 - - -
C22:6 w-3 0.50+0.18 0.22+0.02 0.76+0.19  2.16+0.79 - 0.46+0.04  0.47+£0.03
I PUFA 15.26+1.93 12.38+0.68 34.90+0.35 27.21+1.42 59.20+2.50 56.09+2.10 59.72+1.62
I w-6 12.39+1.40 10.65+0.67 30.64+0.15 19.98+1.23 57.12+2.11 50.22+2.02 53.42+1.41
I w-3 2.87+0.54 1.72+0.22 427+026 7.23+1.21 208%0.11 587+0.23 6.30+0.27

Jw-3/Zw-6 0.23+0.01 0.16 +£0.02 0.14+0.01 0.37+0.07 0.04+0.005 0.10+0.05 0.12 +£0.04

Osnovna zajednicka karakteristika sva Cetiri ispitivana uzorka mesa riba iz
eksperimenta je najviSa zastupljenost oleinske kiseline (C 18:1; p<0.001) u odnosu
na sve ostale masne Kkiseline. Medutim, pored ove zajednicke karakteristike,
masnokiselinski sastav mesa Saranske mladi hranjenih razli¢itim tipovima hrane,
kao i onaj kod kontrolne grupe, karakteriSe niz specificnosti. One su jasno
prikazane na kombinovanom PCA grafiku (Grafik 29) na kojem su prikazani, kako
medusobni odnosi detektovanih masnih kiselina (strelice), tako i njihovi odnosi

prema ispitivanim tipovima hrane i kontrolnom uzorku (zvezdice).

PCA grafik jasno prikazuje da se meso riba iz grupa PH i EH, izdvaja po

zastupljenosti PUFA, grupe ZI po zastupljenosti oleinske kiseline, a grupe PO po
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zastupljenosti zasi¢enih masnih kiselina i nekih mononezasi¢enih masnih kiselina

(MUFA).

1.5

Grafik 29. Kombinovani PCA grafik koji prikazuje medusobne odnose detektovanih
masnih kiselina (strelice), i njihov odnos prema grupama (zvezdice) hranjenim
razli¢itim tipovima hrane (Z1, PH i EH), kao i uzorku sa poéetka eksperimenta (PO)

To je vidljivo i u tabeli 3, gde je primetno da meso riba hranjenih Zitaricama
karakteriSe najveca zastupljenost oleinske kiseline u odnosu na sve tri druge grupe
(p<0.05). Pored toga, oleinska kiselina je toliko dominantna u masnokiselinskom
profilu da linolnu kiselinu (C 18:2), tre¢u po zastupljenosti u ovom uzorku,
karakteriSe cak sedam puta manji udeo u ukupnim masnim kiselinama od oleinske

kiseline.
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Masnokiselinski sastav mesa grupe PO se razlikuje po visokoj zastupljenosti
zasi¢enih masnih kiselina (SFA), od bilo koje druge grupe (p<0.05). Od zasi¢enih
masnih kiselina, najprisutnije su bile palmitinska (C 16:0), stearinska (C 18:0) i
miristinska (C 14:0) kiselina. Palmitinska kiselina je bila najzastupljenija u sve tri
grupe riba na kraju eksperimenta, kao i u grupi sa pocetka eksperimenta
(p<0.001). Naime, iako je njena zastupljenost u grupi PO statistic¢ki znacajno visa,
nego kod riba iz grupa PH (p=0.007) i EH (p=0.048), to nije slu¢aj u odnosu na ribe
iz grupe ZI. Sto se tic¢e stearinske kiseline ona je bila statisti¢ki znacajno visa u
grupi PO u odnosu na sva tri preostala uzorka (p<0.025). Za razliku od ove dve
masne kiseline, miristinska kiselina je statistic¢ki znacajno zastupljenija u mesu riba

hranjenih ekstrudiranom hranom (p<0.006).

Grupe riba hranjenih komercijalnom hranom (EH i PH) su imale znatno visi
sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) od grupa hranjenih Zitaricama i
riba sa pocetka eksperimenta (p<0.05) . Medutim, zastupljenost pojedinih PUFA u
ove dve grupe je veoma razlicita. U grupi PH veoma je zastupljena linolna kiselina,
koja je statisticki znacajno viSa u poredenju sa ostale tri grupe u eksperimentu
(p<0.001). Za razliku od njih, za masnokiselinski sastav mesa riba hranjenih
(7.23%), koiji je statistic¢ki znacajno viSi u odnosu na ostale tri grupe (p<0.05). Veca
zastupljenost w-3 kiselina kod riba hranjenih ekstrudiranom hranom je posledica
pojave viSih w-3 masnih kiselina. Tako, su dokozoheksanska (C 22:6; DHA; 2.16%),
eikozopentanska (C 20:5; EPA; 0.76%) i eikozotrijenska (C 20:3; ETE; 1.49%)
kiselina imale viSe zastupljenosti u grupi EH u poredenju sa ostale tri grupe.
Naravno, kako ga karakteriSe najve¢i udeo w-3 kiselina, meso Sarana hranjenih
ekstrudiranom hranom karakteriSe i najvisa vrednost odnosa w-3/w-6 masnih

kiselina.

Analiza PCA grafika, pored medusobnog odnosa masnih kiselina ukazuje da
ribe hranjene ekstrudiranom hranom karakteriSe i najuravnoteZeniji sastav
masnih Kkiselina, s obzirom na to da je najve¢i broj vrsta masnih kiselina

karakteristican upravo za ovu grupu.
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Za razliku od masnokiselinskog profila mesa Sarana, u hrani kojom su ribe
hranjene prisutna je dominacija linolne kiseline. Ova masna kiselina je brojnija u
hrani u odnosu na meso Sarana i to kod sve tri grupe hrane i ¢ini viSe od polovine
svih masnih kiselina u hrani (50.04 - 57.12%). Pored linolne kiseline, visok
procenat u ribljoj hrani cine i oleinska i palmitinska kiselina. Ove tri masne Kkiseline
su zasluZne za ukupno 88.8% (PH i EH) i 95.9% (ZI) od svih masnih kiselina
detektovanih u hrani. Primetan je i znatno nizi diverzitet masnih kiselina u hrani u
odnosu na miSice riba nakon zavrSetka eksperimenta (u svim grupama: SFA, MUFA

-----

u Zitaricama kojima su ribe hranjene, odnosno 13 u komercijalnim hranama.
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Diskusija je podeljena na tri dela, s obzirom na tri razli¢ita pravca
istraZivanja. Prvi deo diskusije je posveten parametrima prirasta i morfologiji
creva i hepatocita, kao i efektima koji su razliciti tipovi hrane prouzrokovali na
digestivni trakt ribe. Drugi deo diskusije je posvecen kvalitetu vode u ribnjaku i
histopatoloskim promenama u jetri, Skrgama i bubregu. Ovaj deo ¢e obuhvatati i
diskusiju o korelacijama izmedu kvaliteta vode i morfologije unutrasnjih organa i
njihove histopatologije. Na kraju e biti dat i kratak osvrt na kvalitet mesa ribe i
efekata razliCitih tipova hrane na koli¢inu i odnos w-3 i w-6 masnih kiselina u mesu
Sarana. Ove masne Kkiseline su veoma znacajne za ishranu ljudi i imaju

mnogobrojna pozitivna svojstva na opSte stanje zdravlja kod ljudi.
5.1. Uticaj ishrane na parametre prirasta ribe i histologiju digestivnog trakta

Rezultati prirasta riba na kraju eksperimenta se poklapaju sa rezultatima
koji su objavljeni u drugim studijama u kojima je gajen jednogodisSnji Saran u
uslovima umereno-kontinentalne klime koja vlada u centralnoj i isto¢noj Evropi, a
gde je startna masa bila slicna (Hartvich i sar., 2003; Kocour i sar., 2003;
Vandeputte i sar., 2008). Ovi autori su objavili podatke u kojima je telesna masa
riba u drugoj godini na kraju sezone gajenja u poluintenzivnom sistemu iznosila
543.8 g (Hartvich i sar., 2003), 659.0 g (Vandeputte i sar., 2008) i 522.0 g (Kocour i
sar,, 2003), Sto je u skladu sa podacima dobijenim za Zitarice iz naSeg
eksperimenta (599.6 g). Vrednosti koje smo dobili kada su koriS¢ene peletirana i
ekstrudirana hrana su vise od ovih vrednosti (788.7 gi 792.4 g). U udZbenicima se
obi¢no nalaze niZe vrednosti, kao npr. kod Billard (1999) koji na kraju druge
godine procenjuje teZinu ribe na oko 400-500 g. Horvath i sar. (2002) prijavljuju
joS niZe prosecne vrednosti telesne mase oko 100-350 g na kraju druge godine
gajenja, ali se one odnose na ekstenzivnu tehnologiju gajenja. lako je jedna od
namera ovog eksperimenta bila da se riba nakon druge godine dovede do
konzumne veliCine od preko 1200 g, to ipak nije postignuto. Razlog je kasni nasad,
jer da je nasad realizovan pocetkom marta, riba bi mogla da se hrani prirodnom
hranom ve¢ tokom marta i aprila i pri tom bi ostvarila bolji prirast, s obzirom na
vaznost ishrane u prvim mesecima sezone (Billard, 1999). Potrebno je napomenuti

da prirodna hrana u Saranskim ribnjacima (pre svih zooplankton i zoobentos)
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predstavlja veoma bitan deo ishrane Sarana (Billard, 1999; Horvath i sar., 2002;
Markovi¢, 2010; Duli¢ i sar., 2011). Medutim, s obzirom na to da izmedu jezera u
nasem eksperimentu nije bilo razlike u kolicini prirodne hrane, ni u 2008-0j (Duli¢
i sar,, 2010), ni u 2009-0j godini (Duli¢, neobjavljeni podaci), smatrali smo da
prirodna hrana nije znacajno uticala na razlike izmedu grupa. U prilog ovoj tvrdnji
ide i ¢injenica koju su ustanovili Rahmann i sar. (2010), da Saran ignorise prirodnu

hranu ukoliko mu je ponuden alternativni izvor hrane.

MoZemo ustanoviti da su rezultati SGR i FCR-a iz eksperimenta slicni
drugim eksperimentima u kojima je jednogodiSnji Sarana gajen u zemljanim
jezerima u kontinentalnom delu Evrope. Urbanek i sar. (2010) su izveli slican
eksperiment u kome je Saran hranjen iskljutivo jednom vrstom Zitarica (raz,
kukuruz ili pSenica). Vrednosti FCR-a koje su ostvarile ribe prihranjivane
kukuruzom i pSenicom se poklapaju sa jezerom u kome je riba hranjena Zitaricama,
iako je SGR znatno nizi od postignutog u nasem eksperimentu (Urbanek i sar.,
2010). U sli¢noj studiji koju su objavili Vacha i sar. (2007) su dobijeni znatno visi
nivoi FCR-a, sa vrednos$¢u od preko 3. Nivoi FCR-a u nasem eksperimentu, kada su
u pitanju komercijalne hrane, su nizi (Mazurkiewicz, 2009; Mraz i sar., 2010) ili
slicni (Przybyt i Mazurkiewicz, 2004; Mazurkiewicz i sar., 2011) vrednostima
publikovanim u drugim studijama. Vrednosti SGR-a su mahom viSe, nego vrednosti
u naSem eksperimentu (Przybyt i Mazurkiewicz, 2004; Mazurkiewicz, 2009; Mraz i
sar., 2010; Mazurkiewicz i sar., 2011), ali se mora voditi racuna da su hrane kojima
je Saran hranjen uglavnom bile sa viSim nivoom proteina (32-35%). U hranama sa
viSim nivoom proteina raste i odnos proteina i energije i samim tim ribe brze
prirastaju, sa vrednostima SGR-a od 1,16 - 4,31% na dnevnom nivou
(Mazurkiewicz, 2009). lako je opSte prihvaceno da Saran, kao vrsta koja je
adaptirana na Zivot u toploj vodi, raste od marta do oktobra (Billard, 1999), njegov
rast nije linearan, ve¢ se menja od meseca do meseca (Feldlite i Milstein, 2000) i
kriva rasta varira u zavisnosti od velikog broja faktora, ali je u skladu sa von
Bertalanfijevim modelom (Lorenzen, 1996). Tokom I perioda, u kome se riba
prilagodava na dodatnu hranu, evidentno je da su vrednosti duZine, visine,

prirasta, SGR-a, visine enterocita i povrSine jedarnih preseka hepatocita nize u
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grupi ZI. Na severnoj hemisferi, $aran ima najvi$e vrednosti prirasta tokom letnjih
meseci (Ferndndez-Delgado, 1990), Sto se pokazalo i u naSem eksperimentu.
Razlog tome je poviSen nivo temperature koja ubrzava metabolizam Sarana i
ubrzava njegovo kretanje, potragu za hranom i brzinu unoSenja hrane (Oyugi i sar.,
2012). Drugi autori apostrofiraju povoljan odnos izmedu kiseonika i temperature,
koji ima uticaj i na prirast ribe, jer se na viSim temperaturama usvaja veca koli¢ina
hrane, ali samo kada je i kiseonik u vodi na optimalnom nivou (Mallekh i
Lagardere, 2002). Ova pojava je karakteristicna za poikilotermne Zivotinje i
objasSnjava visoke vrednosti prirasta u drugom periodu (Buentello i sar., 2000), ¢ak
i kada se radi o ribama hranjenim Zitaricama, koje u ovom periodu pokazuju iste
vrednosti SGR-a kao i ribe hranjene peletiranom hranom. Na viSoj temperaturi
vode kod vecine riba dolazi do boljeg rada proteolitickih (Peres i Oliva-Teles,
1999) i amilolitickih (Kuz'mina i sar., 2003) enzima i samim tim i efikasnijeg
varenja i usvajanja hrane. Tako je i kod Sarana, gde podaci pokazuju da kada se
temperatura spusti sa 37 °C na 25 °C, nivoi proteolitickih i amilolitickih enzima
opadnu na dvostruko niZe vrednosti (Hidalgo i sar., 1999). Potvrda ove Cinjenice je
da se nivo SGR-a izjednacio u svim grupama tokom II perioda u eksperimentu i da
je iskoristljivost hrane mnogo veéa, pa tako i grupa ZI raste istom brzinom kao i
druge dve grupe. Interesantno je da je u IIl periodu riba hranjena peletiranom
hranom imala viSi nivo od druge dve hrane. Verovatan razlog je, Sto nakon pada
temperature vode u III periodu i smanjenog lu¢enja enzima u crevima, riba mnogo
bolje vari peletu koja je meksSa (Thomas i van der Poel, 1996) i koja je u momentu
kada padne na dno ribnjaka ve¢ poluraspadnuta i fizicki manja. Fizicke osobine
pelete umnogome mogu da uticu na svarljivost i usvajanje hrane (Sgrensen, 2012).
S obzirom da je to jedina razlika izmedu dve komercijalne hrane, a da je ova pojava
prisutna u svakoj od dve godine eksperimenta, kao i u ponovljenom eksperimentu
na komercijalnom ribnjaku u Srbiji (Ciri¢ i sar., 2013), ovo je jedini logi¢an
odgovor. Da bi se podrobnije opisao uticaj temperature na ishranu i prirast, koristi
se TGC. Ovaj parametar je dobar pokazatelj rasta riba u akvakulturi, ukoliko se
temperaturni rezimi drasti¢no razlikuju medu jezerima (Jobling, 2003). Medutim, s
obzirom da se temperatura vode izmedu jezera nije znacajnije razlikovala, ni TGC

nije pokazao razlike u odnosu na SGR.
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Markovi¢ (2010) navodi da bi masa riba hranjenih ekstrudiranom hranom
trebalo da bude znatno visa u poredenju sa ribom hranjenom Zitaricama. Riba koja
je bila hranjena zitaricama u nasem eksperimentu jeste imala statisticki znacajno
manji prirast i tezinu na kraju eksperimenta. Ovi rezultati su i potvrdeni, u
ponovljenom eksperimentu koji je sproveden tokom jedne sezone gajenja na
komercijalnom ribnjaku u Srbiji, i gde su rezultati prirasta imali slicne odnose kao i
u nasem eksperimentu (Ciri¢ i sar., 2013). Uzrok ove razlike je svakako bio visi
nivo proteina u peletiranoj i ekstrudiranoj hrani u odnosu na Zitarice (Kaushik,
1995). Osim viSeg nivoa proteina, kompletna hrana je i termicki obradena, Sto
smanjuje nivo antinutritivnih faktora koji su prisutni u Zitaricama (Francis i sar.,
2001) i poboljsava usvajanje polisaharida u crevima, sto omogucava bolji rast
(Burel i sar., 2000). Pozitivni efekti u prirastu su dobijeni i kada je ekstrudirana
hrana bila uporedivana sa peletiranom na drugim vrstama riba (Ballestrazzi i sar.,
1998; Booth i sar., 2000; Venou i sar., 2003), ali u naSem slucaju nije postojala

razlika u prirastu izmedu riba hranjenih sa ova dva tipa hrane.

Primetno je da su ribe na pocetku eksperimenta i u prva dva meseca
trajanja eksperimenta imale niz negativnih histoloSkih promena, sa pojavom veceg
broja fibroza i EG, poremecajima u cirkulaciji i niZim vrednostima visine enterocita
i supranuklearne zone enterocita u crevima, kao i povrSine jedarnih i Celijskih
profila hepatocita u jetri riba. Postoje dva verovatna uzroka koji su doveli do
ovoga. Prvi uzrok predstavlja adaptacija na nove Zivotne uslove koji su se dogodili
nakon transporta sa komercijalnog ribnjaka na eksperimentalno dobro
Poljoprivrednog fakulteta, gde je eksperiment raden. Niz studija na razlic¢itim
vrstama riba je pokazao promene u nivoima hormona, najcesc¢e kortizola, zatim
nivoima hematokrita, glukoze i laktata u krvi tokom transporta (Iversen i sar.,
1998; Gomes i sar., 2003; Acerete i sar., 2004). Ove promene kod riba uzrokuju i
supresiju imunog sistema i neumitnu pojavu eritrodermatitisa koga izaziva
bakterija Aeromonas sp. (McCarthy, 1975; Wiklund i Dalsgaard, 1998). Transport
riba je nekada uzrok i izuzetno visokog mortaliteta kod riba, ¢ak i do 80% u nekim
slucajevima (Fotis i sar., 1994). Pored samog transporta, ribe doZivljavaju i

temperaturni stres koji takode ima uticaj na pad imunog sistema, pogotovo na

123 |



Diskusija |

smanjenje broja B- i T-limfocita (Engelsma i sar, 2003). U prvoj godini
eksperimenta, pojava para kormorana na oglednom dobru je uzrokovala dodatni
stres kod riba (Kortan i Adamek, 2011; Kortan i sar., 2011). Ove promene u
metabolizmu riba, uzrokovane stresom, su jedan od razloga histoloskih promena
na unutrasnjim organima. Drugi razlog, mozda i vazniji, je zimski period, koji ribe
provode u zimovnicima, kada velika gustina nasada stresira ribe, a prestanak
hranjenja ih izgladnjuje. Zimsko gladovanje, kao i vec¢ina prolongiranih perioda
nehranjenja, po pravilu ne uzrokuje promene u telesnoj masi po pocetku sezone
gajenja, zahvaljuju¢i tzv. kompenzatornom rastu, kojim riba u kratkom
vremenskom roku nadoknaduje period gladovanja i veoma brzo vraca izgubljenu
masu (Xie i sar., 2001; Zhu i sar., 2001). Medutim, gladovanje kod riba je poznato
kao jedan od najznacajnih negativnih uzroka koji dovode do teskih histoloskih
promena, pre svega u jetri i crevima (Theilacker, 1986; Ba-Omar i sar. 1998;
Gisbert i Doroshov, 2003; Rios i sar., 2004; Rios i sar., 2007), mada i drugi organi,
kao npr. koZa, trpe promene pri gladovanju (Caruso i sar., 2010). U objavljenim
studijama najcesce se, radi lakSe kvantifikacije histoloSkih parametara, pribegava
morfometriji. Tako su Power i sar. (2000), mereci povrsinu celijskih i jedarnih
profila hepatocita orade, Souza i sar. (2001) pakua (Piaractus mesopotamicus
Holmberg, 1887), Watanabe (1985) japanskog glavoca (Chaenogobius annularis
Gill, 1859) i Ostaszweska i sar. (2006) linjaka (Tinca tinca L., 1758) dobili niZe
vrednosti kod riba koje su gladovale od kontrolne grupe, hranjene u regularnim
intervalima. Pored toga, ribe koje nisu dobijale hranu, su imale niZi procenat lipida,
proteina i glikogena, a povecan procenat vode u jetri (Power i sar., 2000). Ovi
podaci govore o tome, da s obzirom na to da ne postoje rezervne materije, u jetri
dolazi do smanjivanja volumena ¢elija, a poSto nema sinteze proteina, jedro takode
smanjuje svoju veli¢inu. Tako Foster i Moon (1991) smatraju, da je smanjenje
volumena Celije, kao i cele jetre i faktora kondicije riba posledica hipometabolizma.
To je slucaj i u naSem eksperimentu, s obzirom na to da inicijalna populacija, koja
je uzorkovana odmah nakon izlova iz zimovnika, ima najniZe vrednosti povrsine
¢elijskih i jedarnih profila hepatocita, kao i vrednosti Fultonovog faktora. U
eksperimentima sa gladovanjem, ribe su u stanju da izdrZe i 6 meseci bez hrane

bez znacajnih histopatoloskih promena u jetri (Rios i sar., 2007), Sto je potvrdeno i
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u naSem eksperimentu. Na kraju perioda gladovanja i pocetku naseg eksperimenta
nije primeceno povecanje u broju i povrsini MMC-a u jetri koje su zabelezili Rios i
sar. (2007) i koji predstavljaju prvi znak pogorsanja zdravstvenog stanja jetre. Cim
su ribe ubacene u jezera i zapocele hranjenje (ve¢ tokom meseca maja), vrednosti
povrsine Celijskih i jedarnih profila hepatocita se poveéavaju. U podacima iz
literature, hepatociti vracaju svoj normalni izgled i koli¢inu glikogena u njima
veoma brzo, ve¢ nakon 7 dana od ponovnog pocetka hranjenja (Power i sar., 2000;

Souzaisar., 2001).

Grupa naucnika iz Nemacke su u seriji studija uradenim na vrsti hanos
(Chanos chanos, Forsskal 1775), koja je jedna od najvaznijih vrsta za akvakulturu
Azije, primetili svakodnevne promene na hepatocitima tokom menjanja reZima
ishrane, izgladnjivanja i hranjenja razli¢itim vrstama hrane (Storch i Juario, 1983;
Storch i sar., 1983; Segner i Juario, 1986). Dosli su do zakljucka da se promene na
hepatocitima dogadaju brzo i da je i promena ultrastrukture celija izuzetno
dinamicna (Storch i sar., 1983). Tokom trajanja naseg eksperimenta, vrednosti
povrsine jedarnih profila hepatocita uglavnom prate kretanje prirasta. Naime, u
prva dva perioda potpuno odslikavaju odnose prirasta, medutim u III periodu to
nije slucaj. PovrSina jedarnih preseka hepatocita je veoma dobar indikator
metabolickog stanja cCelije (Striissmann i Takashima, 1990). To je potvrdeno u
raznovrsnim eksperimentima i doslo se do zaklju¢ka, da grupe koje su hranjene
prirodnom (Artemia nauplii) ili komercijalnom hranom imaju vecu povrsSinu
nuklearnih preseka hepatocita (Ostaszewska i sar., 2008; Kamaszewski i sar.,
2010), dok ribe koje su hranjene alternativnim izvorima proteina ili masti imaju
niZze vrednosti (Ostaszewska i sar., 2005a; Yamamoto i sar., 2008). Pri tome,
moguce je da uticaj na veli¢inu jedarnih profila ima i poliploidija (Bachmann i
Cowden, 1967). U isto vreme povrSina preseka hepatocita najverovatnije ima veze
sa koli¢inom rezervnih supstanci u ¢eliji (Foster i Moon, 1991). Grupa naucnika iz
Poljske smatra da je veli¢ina hepatocita u direktnoj vezi sa lipidnim kapima u jetri
(Ostaszewska i sar., 1999; Ostaszewska i sar., 2005a; Kamaszewski i sar., 2010), ali
to u naSem slucaju nije slucaj. Povrsina celijskih preseka konstantno raste, dok

procenat lipidnih kapi u njima raste i dostiZze maksimalne vrednosti tokom letnjih
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meseci, ali od tada vrednosti opadaju. Razlika verovatno proizilazi iz nacina
gajenja, jer su njihovi eksperimenti sprovedeni u laboratoriji, a merenja uradena
na jetri riba na kraju eksperimenta. Ribe su sprecene u lokomotornoj aktivnosti i iz
tog razloga ne troSe rezervne materije na plivanje, kao Sto je slucaj u nasem
eksperimentu. Da bi objedinili podatke o povrsini jedarnih i Celijskih preseka
hepatocita, koristili smo indeks N/C, koji predstavlja koli¢nik ove dve velicine. I
povrsina Celijskih i jedarnih profila hepatocita su viSe kod riba koje su hranjene
ekstrudiranom, od riba hranjenih peletiranom hranom, ali je vrednost N/C ostala
ista. Vrednosti N/C su niZe nego u drugim eksperimentima (Ostaszewska i sar.,
2005b; Zakes i sar., 2008), ali mora se voditi ra¢una da su u pitanju bile druge vrste

riba, kao i drugaciji sistemi gajenja (intenzivni u odnosu na poluintenzivni).

Kod gajenih riba se Cesto nalazi poviSen broj ili koli¢ina lipidnih kapi
(triglicerida) u hepatocitima (Caballero i sar., 1999). Uzrok steatoze moZe biti
visok nivo lipida u hrani (Makol i sar., 2009) ili poremecaj u metabolizmu jetre
(Wolf i Wolfe, 2005), mada neki autori smatraju da sve ribe koje se intenzivno gaje
imaju tendenciju nagomilavanja masti u hepatocitima (Speare, 2000; Manera i sar.,
2003). Steatoza ne spada u teZe promene u jetri, a jedan od uzroka nastajanja moZze
da bude i prelaz sa prirodne na vesStacku hranu (Spisni i sar., 1998). Dva najceSc¢a
indikatora steatoze u jetri su pomeranje jedra hepatocita na periferiju celije i
uvecCanje veli¢ine Ccelije, usled deponovanja velike koli¢cine masnih kapljica
(Caballero i sar., 1999). U naSoj studiji su jedra hepatocita uglavnom bila
postavljena centralno. Pojedina jedra su nalaZena dislocirana samo na pocetku
eksperimenta, kada se riba prilagodavala novom staniStu, a uzrok moZe da bude i
zimsko gladovanje (Ostaszewska i sar., 2006). Velic¢ina ¢elija je opadala u slede¢em
nizu: ZI > EH > PH, ali nije zavisila od koli¢ine lipidnih tela u éelijama, veé je
najve¢im delom odrazavala koli¢inu akumuliranog glikogena (Foster i Moon,
1991). Volumenska gustina lipidnih kapi je niZa nego kod Caballero i sar. (1999),
ali prati nivo lipida i proteina u hrani (Ostaszewska i Sawosz, 2004; Boglino i sar.,
2012). U drugim eksperimentima je ipak zaklju¢eno, da je za poviSenu koli¢inu
lipidnih kapi u hepatocitima bitniji nivo masti, nego nivo proteina u hrani

(Mandrioli i sar., 2012). Koli¢ina skladiStenih lipida u jetri se razlikuje od vrste do
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vrste, s obzirom na razli¢iti nacin funkcionisanja organizma i odrZavanje samog
metabolizma. Saran ima tendenciju nagomilavanja lipida u visceralnoj duplji i
stvaranje tzv. visceralne masti (Spisni i sar., 1998), pa je samim tim logi¢no da ima
manju Kkolic¢inu lipida u jetri u odnosu na oradu na Kkojoj su Caballero i sar. (1999)
radili istraZivanje. Medutim, u eksperimentima u kojima je orada hranjena hranom
sa biljnim uljima upola krace (3 meseca), dobijene su slicne vrednosti kao u nasem
eksperimentu (Caballero i sar., 2004). Ovaj procenat volumenske gustine lipida
hepatocita je potvrden i u studijama na celijskim kulturama lososa (Krgvel i sar.,
2010), dok je u dugorocnim, intenzivnim hranjenjima atlantskog halibuta
(Hippoglossus hippoglossus L., 1758) komercijalnom hranom, procenat lipidnih
kapi bio i tri puta viSi nego u naSem eksperimentu (Bolla i sar., 2011). Vakuolizacija
hepatocita se povecava pocev od pocetka eksperimenta ka njegovom kraju i ovi
podaci su u skladu sa studijom koju su objavili Caballero i sar. (2004). Couch
(1993) je nazvao ove vakuolizovane hepatocite sa centralno postavljenim jedrom
y,normalni hepatociti dobro hranjenih riba“, a prisutni su u vecini objavljenih
rezultata eksperimenata, gde su ribe gajene intenzivno ili u laboratoriji i navodi se
da je re¢ u normalnim hepatocitima (Ibarz i sar., 2010; Bolla i sar., 2011; Mandrioli
i sar,, 2012). Pored toga, neki autori su hranili Sarana hranom sa alternativnim
izvorima masti i dobili potpuno drugacije hepatocite, sa dislociranim jedrima i
Kkrupnim, pravilnim okruglim vakuolama u sredini ¢elije (Yilmaz i Genc, 2006). Ovi
hepatociti odgovaraju histoloskoj slici steatoze opisanoj u Spisni i sar. (1998).
Pojavom vakuola u naSem eksperimentu se ne naruSava intracelularna
kompartmantacija. Od uocenih organela uglavnom se vide samo jedro, granularni
endoplazmaticni retikulum, mitohondrije i ponegde GoldZijev kompleks. Slicna
morfologija hepatocita i procenti volumenske gustine lipida u ¢eliji su izmereni i
kod Sarana u kontrolnim grupama, koji je gajen komercijalnom hranom sa 35%
proteina, u eksperimentu gde su ribe hranjene peletama kontaminiranim
endosulfanom (Braunbeck i Appelbaum, 1999). Pored toga, Fishelson i Becker
(2001) su kod sarana koji zive u prirodnim uslovima takode uocili poveéan broj

hepatocita koji su bogati vakuolama.

Nekoliko autora je objavilo povecanje aktivnosti enzima pankreasa kada je

127 |



Diskusija |

Saran hranjen sa razlic¢itim nivoom ugljenih hidrata u hrani (Kheyyali i sar., 1989;
Shimeno i sar., 1997). U na$oj studiji nije bilo razlike u koli¢ini zimogenih granula
ukoliko se uporede razli¢ite grupe, verovatno iz razloga sto je sva hrana bila veoma
bogata ugljenim hidratima (>43%). Razlika u povrsSini jedarnih profila kod
acinusnih celija je stoga pripisana viSoj temperaturi obrade hrane i viSem procentu
Zelatinizacije skroba kod ekstrudirane hrane. Zelatinizacija automatski omoguéava
i laksSu ingestiju ugljenih hidrata i niZu metabolicku aktivnost kod riba hranjenih
ekstrudiranom hranom (Burel i sar.,, 2000). Prisustvo adipocita u pankreasu je
Cesto u eksperimentima ishrane riba (Kamaszewski i sar., 2010) i u vezi je sa

povecanom koli¢inom visceralnog adipoznog tkiva kod riba.

Stapicaste celije su karakteristi¢ne za ribe, ne mogu se uoditi ni kod jedne
druge klase ki¢menjaka, kao ni kod invertebrata. Njihova morfologija je
karakteristi¢cna i one se odlikuju kapsulom u kojoj se nalazi nekoliko Stapicastih
inkluzija po kojima su i dobile ime. Iako su uocene jo$ krajem XIX veka, priroda
ovih ¢elija i njihova uloga u organizmu riba je i dalje predmet rasprava. Ove celije
se nalaze u razlic¢itim tipovima tkiva i to najces¢e u epitelnom tkivu: kozi (Iger i
Abraham, 1997), Skrgama (Leino, 2001), crevu (Bielek, 2002), bubreZnom kanali¢u
(Leino, 2001; Bielek, 2002; Kramer i Potter, 2002), endotelu (Manera i sar., 2001),
ali i u mezotelu (Dezfuli i sar., 2000). U naSem eksperimentu ove Celije su uocene u
pankreasu i u Zu¢nim kanali¢ama, uglavnom u blizini parazita. U revijalnom radu
Manera i Dezfuli (2004) je prikazan tabelarni pregled vrsta riba i tkiva u kome su
nalaZene Stapicaste cCelije i iz nje se moze zakljuciti, da je ovo prvi put da su kod

Sarana ove Celije uocene u Zu¢nim kanali¢ima.

I dan danas se naucnici spore oko prirode ovih ¢elija, pa neki veruju da one
predstavljaju ciste parazita (Bielek i Viehberger, 1983; Fishelson i Becker, 1999),
drugi da predstavljaju imune ¢elije i u¢estvuju u nespecificnom ¢elijskom odgovoru
(Dezfuli i sar., 2000; Manera i sar., 2001), a tre¢i da one predstavljaju odgovor u
tkivu na bilo koji agens u spoljasnjoj sredini (fizicki, hemijski ili bioloski) i
svrstavaju ih u bioindikatore (Iger i Abraham, 1997). U naSem slucaju je
najverovatnija pretpostavka da ove Celije uestvuju u imunom odgovoru, s obzirom

na to da su nalaZene u blizini parazita, vrlo cesto zajedno sa EG. Tom prilikom su
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pojedini EG nalaZeni degranulisani i to je znak da su otpusStali medijatorne
inflamatorne supstance u blizini parazita, dok nakon degranulacije dolazi do
inflamatorne reakcije koja je pracena vazodilatacijom (Reite i Evensen, 2006).
Granule EG sadrze komponente koje se nalaze kod sisarskih mastocita: kiselu i
alkalnu fosfatazu, arilsulfatazu i peroksidazu (Sire i Vernier, 1995), lizozime
(Sveinbjornsson i sar., 1996) i piscidine (Silphaduang i Noga, 2001). Inace se ove
Celije i smatraju pandanom sisarskih mastocita kod riba, jer im je funkcija slicna

(Reite i Evensen, 2006).

Histoloska slika distalnog dela creva iz ovog eksperimenta se u potpunosti
poklapa sa opisom iz literature (Roberts, 1989; Takashima i Hibiya, 1995).
Morfologija creva riba se ne menja ¢ak ni u eksperimentima u kojima su ribe
hranjene hranom u kojoj su se nalazili teski metali (Andreozzi i sar., 1994;
Kruatrachue i sar., 2003), tako da nije bilo za ocekivati da ¢e nadene histoloske
promene biti znacajne. Inace, promene na crevima variraju u zavisnosti od vrste
riba i hrane koja je koris¢ena u eksperimentima. Kod porodice Salmonidae, kod
koje svi ¢lanovi bitni za akvakulturu spadaju u karnivorne vrste, svaka zamena
ribljeg brasna proteinima biljnog porekla, uzrokuje smanjenu stopu rasta i
histoloSke promene na enterocitima, a najc¢eS¢e enteritis u distalnom delu creva
(Uran i sar., 2009b). Pri tome su studije pokazale, da je intenzitet enteritisa u
zavisnosti od vrste riba koja je koriS¢ena u eksperimentu, pa mu je tako podloZniji
atlantski losos od duZiCaste pastrmke (Refstie i sar., 2000). Enteritis u crevima riba
predstavlja skup razlicitih promena vidljivih na nivou svetlosne mikroskopije, koji
su Baeverfjord i Krogdahl (1996) opisali i nazvali “neinfektivni subakutni

enteritis”:
1) Skracenje duZine crevnih nabora
2) Nestanak vakuola u supranuklearnom prostoru enterocita
3) Sirenje lamine propria u crevnim naborima
4) Infiltracija lamine propria inflamatornim ¢elijama

U istom radu oni opisuju i metodu za procenu stanja creva zahvaéenih
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enteritisom, ali je u skorije vreme nova metoda za procenu predloZena od strane
Uran i sar. (2008) i zasniva se na polukvantitativnom ocenjivanju histologije

distalnog dela creva.

Koriste¢i ovu i prethodne predloZene metode i ocenjujuci histologiju
distalnog dela creva kod pripadnika familije Salmonidae koji su bitni za
akvakulturu (najceSc¢e atlantski losos i duzZic¢asta pastrmka), dve grupe nauc¢nika u
Norveskoj i Holandiji ve¢ godinama prate efekte zamene proteina Zivotinjskog
porekla u hrani biljnim. Mnogo zakljuCaka je publikovano i utvrdeno je da
intenzitet enteritis zavisi od procenta zamene proteina Zivotinjskog porekla, tako
da su kod duZiCaste pastrmke promene na crevima uocene ve¢ kada se zameni
samo 10% proteina Zivotinjskog porekla (Krogdahl i sar., 2003), a sadrZaj preko
30% je kritican za Zivot riba (Baeverfjord i Krogdahl, 1996). Utvrdeno je, da se sa
povecanjem procenta sojinog brasna pojacava i intenzitet enteritisa (Krogdahl i
sar., 2003; Uran i sar., 2009b). Eksperimenti koji su utvrdivali vreme pojavljivanja
enteritisa su takode postavljani i rezultati govore, da se ve¢ posle dva (Baeverfjord
i Krogdahl, 1996), odnosno tri dana (Uran i sar., 2009b) u crevima ovih vrsta mogu
uoCiti prvi znaci enteritisa i to smanjenje supranuklearnih vakuola i inflamacija.
Ove promene su uocene kod riba hranjenih hranom sa viSim nivoom sojinog
brasna (20-33%), dok su kod riba hranjenih niZim sadrZajem soje u hrani (10%)
ove promene uocene tek nakon 7 dana (Uran i sar., 2009b). Postavljani su i ogledi
koji su procenjivali intenzitet enteritisa u zavisnosti od porekla soje, pa je tako riba
hranjena sa sojinim brasnom napravljenim od soje poreklom iz Evrope, Juzne
Amerike, Severne Amerike i Australije (Uran i sar., 2009a). Ovaj ogled je pokazao

da i poreklo soje ima uticaj na intenzitet enteritisa kod atlantskog lososa.

Naravno, ukoliko se radi o nekoj drugoj vrsti, reakcija nije ista. Dok je
trajanje enteritisa veoma dugo kod pastrmke i lososa i moZe da dovede do njihovog
uginu¢a (Krogdahl i sar., 2003), kod Sarana je reakcija kratkotrajna, a nakon
reakcije sledi adaptacija i creva se vracaju u normalno stanje, bez navedenih
histoloskih promena (Uran i sar., 2008). U ovoj studiji (20% proteina zamenjeno
sojinim brasnom), promene na crevima su uocene nakon 7 dana, nastavljaju se i

bivaju najizraZenije nakon 21. i 28. dana, a kako se eksperiment nastavljao, creva
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polako gube znake enteritisa i bivaju slicna kontrolnoj grupi, u kojoj je osnovni
izvor proteina u hrani za ribe riblje brasno. Svakako da Saran bolje trpi prisustvo
antinutritivnih sastojaka u hrani u kojoj su proteini Zivotinjskog porekla zamenjeni
biljnim, samim tim $to je omnivor, a i Francis i sar. (2001) tvrde da je ta granica
karakteristicna za vrstu. U naSem eksperimentu je jasno, da se enteritis koji je
karakteristican za porodicu Salmonidae i opisan od strane Baeverfjord i Krogdahl
(1996), ne javlja. Medutim, primetno je da su na pocetku eksperimenta neki
histoloski parametri u skladu sa studijom Uran i sar. (2008), npr. debljina lamine
propria-e crevnih nabora, koja je proSirena u odnosu na ribe na kraju
eksperimenta i to u svim grupama. Drugi simptomi karakteristi¢ni za neinfektivni
subakutni enteritis (nestanak supranuklearnih vakuola i skra¢enje crevnih nabora)
nisu uoceni na presecima, dok je infiltracija leukocita bila primetna, ali ona ne
mora biti rezultat enteritisa (Merrifield i sar., 2011). Iz rezultata se moZe videti da
je I period u eksperimentu kritican i da visina enterocita pokazuje blagi pad u
odnosu na inicijalnu grupu. Ovo moZe biti posledica enteritisa, ali i adaptacije na
novo staniSte i/ili dodatnu hranu. U II periodu se enterociti izjednacavaju sa
inicijalnom grupom, dok su tek u IIl periodu znacajno visi od inicijalne grupe.
Zanimljivo je da su morfometrijski parametri hepatocita, enterocita, kao i prirast
riba pokazali istu proporciju izmedu grupa (grupa ZI niZa u svim pomenutim
parametrima od grupa hranjenih komercijalnih hranama) u toku prvog perioda,
Sto govori o povezanosti prirasta sa suptilnim razlikama u enterocitima i

hepatocitima.

Sa druge strane, upadljivo je odsustvo bilo kakve razlike u visini enterocita i
visini supranuklearne zone izmedu grupa u periodima II i IIl, kao i zbirnim
podacima tokom celog trajanja eksperimenta. Ovaj histoloSki parametar je
tradicionalno jedan od najboljih pokazatelja morfologije creva i koris¢en je u nizu
studija koje su se bavile ishranom riba. U eksperimentima sa ishranom riba se
najc¢esce uzorkuje distalni deo creva, jer je njegova funkcija vezana za unosenje
intaktnih proteina, dok je apsorpcija amino kiselina i lipida ogranicena
(Dabrowski, 1983; McLean i sar., 1999). Ovaj deo creva ima i ulogu u reapsorpciji

endogenih digestivnih enzima, kao Sto je npr. taurin (Nordrum i sar., 2000).
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Apsorpcija amino kiselina i lipida se skoro kompletno vrsi u prednjem i srednjem
crevu (Rombout i sar., 1985), mada su neki autori prijavili malu koli¢inu amino
kiselina koja se apsorbuje i u zadnjem crevu (Krogdahl i sar., 1999). Samim tim,
distalni deo creva je veoma bitan kada su poremecaji u apsorpciji intaktnih
proteina u pitanju. To je Cest slucaj u eksperimentima i tada obi¢no visina
supranuklearne zone i enterocita moZe da ukaZe na smanjen nivo lucenja
digestivnih enzima (Ostaszewska i sar., 2005b; Ostaszewska i sar., 2008). Obi¢no je
to slucaj sa eksperimentima zamene ribljeg braSna proteinima biljnog porekla
(Ostaszewska i sar., 2010; Markovi¢ i sar., 2012), ali moZe i da ukaZe na povecanu
aktivnost creva i bolje usvajanje proteina i u drugim eksperimentima, npr.
dodavanjem lekovitih biljaka (Zakes$ i sar., 2008) ili prebiotika (Dimitroglou i sar.,
2010a; Dimitroglou i sar., 2010b) u hranu. Mehanizam delovanja je objasnjen u
radu Bakke-McKellep i sar. (2000) koji su primetili smanjivanje aktivnosti
intracelularne alkalne fosfataze oko jedara epitelnih Celija distalnog dela creva.
I[spostavilo se da je za smanjivanje odgovorna degeneracija GoldZijevog kompleksa
kod riba hranjenih proizvodima od soje. Interesantno je i da se desavalo da razlike
izmedu grupa nisu vidljive, kao Sto je slu¢aj u nasem eksperimentu (Grisdale-
Helland i sar., 2002; Bonaldo i sar., 2006; Nogales Mérida i sar., 2010). S obzirom
na to da je hrana u svim grupama bila adekvatna za Sarana, to bi bio razlog zasto
nije doslo do smanjivanja visine enterocita ili supranuklearne zone. Samim tim
zaklju¢ujemo da se povecanje crevne povrsine kod riba u nasem eksperimentu
deSava povecanjem duZine crevnih nabora. Ovaj mehanizam povecavanja povrSine
je zapravo veoma Cest u Zivotinjskom svetu i najCeSce je ispitivan na domacim
Zivotinjama. Tako je korelacija izmedu telesne mase i duzine vilusa objavljena kod
svinja (Li i sar., 1991), goveda (Brooks i sar., 1998), brojlera (Loh i sar., 2010) i
¢urki (Ritz i sar., 1995). Povecanje duZine crevnih nabora predstavlja adaptaciju na

razlicite tipove hrane kod riba (Refstie i sar., 1997).

Pored visine enterocita i supranuklearne zone, i broj mukoznih ¢elija je vrlo
vazan za funkcionisanje creva i usvajanje nutrijenata. Obi¢no se uvecan broj
mukoznih ¢elija smatra patologijom i pracen je istovremenim smanjivanjem duZine

crevnih nabora (Ostaszewska i sar., 2011). Obe ove promene ukazuju na poremecaj
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u strukturi mukoznog sloja i samim tim dovode do problema u intracelularnom
varenju, a kao posledicu imaju metabolicke poremecaje (Ostaszewska i sar., 2010;
Ostaszewska i sar., 2013). Broj mukoznih ¢elija se povec¢ava kod Sarana (Uran i sar.,
2008) i atlantskog lososa (van den Ingh i sar., 1991) hranjenih hranom u kojoj se
nalazi punomasno sojino zrno. Slicne promene se deSavaju i tokom gladovanja:
povetanje broja mukoznih C¢elija, skracivanje crevnih nabora, smanjena
apsorpciona povrsina, $to sve zajedno uzrokuje nizu telesnu masu (Ferraris i
Carey, 2000). U naSem eksperimentu nije doslo do povecanja broja mukoznih ¢elija
ni u jednoj grupi, Sto govori o tome da nije dolazilo do poremecaja u mukoznom
sloju niti u lu¢enju mukusa. Primetno je i da je broj mukoznih ¢elija niZi nego Sto je

dobijeno u drugim eksperimentima sa Saranom (Ostaszewska i sar., 2010).

U oktobru mesecu, na kraju eksperimenta, je primecena deskvamacija
epitela na distalnom delu crevnih nabora. Deskvamacija je prisutna u svim
grupama jednako i nigde ne dolazi do odstupanja. Uzrok ovoj pojavi je
najverovatnije reakcija na manjak hrane, s obzirom na to da u oktobru ribe polako
ulaze u period mirovanja. Ova pojava je vec ranije opisana u eksperimentima sa
gladovanjem linjaka i reparabilna je (Ostaszewska i sar., 2006). Glover i sar.,
(2007) takode nalaze istu ovu histopatoloSku promenu na ribama hranjenim
hranom sa endosulfanom i konstatuju da ova promena nije ekstenzivna i da ne
pravi smetnje varenju ribe, ali da moZe da doprinese gubljenju Na*-K*-ATP-azne

aktivnosti mukoze.

Pored mukoznih c¢elija u distalnom crevu Sarana su primeceni i
mnogobrojni interepitelni makrofagi. IM su deo nespecificnog imunog sistema, koji
predstavlja prvu liniju odbrane kod riba i imaju ulogu u fagocitozi, kao i kod drugih
ki¢cmenjaka (Magnadéttir, 2006). Za razliku od sisara, u crevima riba ne postoje
Pajerove ploce, koje imaju ulogu u imunoloSkom odgovoru protiv antigena koji
dospevaju u organizam Kkroz gastrointestinalni trakt (Rombout i sar., 2011).
Umesto Pajerovih ploca, limfnih ¢vorova i M-c€elija, u crevu riba postoje IM koji su
razbacani duZ creva. Broj IM varira duZ digestivnog trakta riba tokom razvi¢a
(Romano i sar., 1998), a takode varira i izmedu razlicitih vrsta (Rombout i sar.,

2011). Kod riba iz porodice Salmonidae IM nisu toliko Cesti kao u porodici
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Cyprinidae. Ove Ccelije se najCeSCe nalaze u drugom segmentu creva kod riba, i
znatno su brojnije u tom delu, nego u ostala dva (Nachi i sar., 1998). Funkcija ovih
¢elija se ogleda u fagocitozi antigena koji zajedno sa hranom dolaze do drugog
segmenta creva Sarana i to je potvrdeno u eksperimentima (Rombout i van den
Berg, 1989). Rombout i Berg (1989) takode smatraju da su IM Ccelije slicne
sisarskim M-c¢elijama. Rezultati dobijeni u nasoj studiji pokazuju da broj IM u crevu
zavisi od koli¢ine hrane koja je ribama data i da pre pocetka eksperimenta i na
samom kraju eksperimenta broj opada, Sto je uporedivo sa ribama koje gladuju ili
imaju poremecaje u ishrani (Baeverfjord i Krogdahl, 1996; Picchietti i sar., 2007).
Medutim, pojava da ribe koje su hranjene peletiranom hranom imaju najmanji broj
IM u svojim crevima verovatno ukazuje na to da je u ovoj hrani bilo najmanje
makromolekula, jer se ve¢ina makromolekula usvoji u prvom segmentu creva kod
Sarana (Stroband i van der Veen, 1981), medutim kod druga dva tipa hrane (EH i
Z1) je varenje bilo manje efikasno ili je zbog velike koli¢ine hrane dolazilo do
slabijeg usvajanja hrane, te je ova pojava uzrokovala poviSen broj IM u crevima
(Rombout i sar., 1985). Ovome u prilog idu i fizicka svojstava pelete, odnosno
povecane tvrdoCe koju ima peleta ekstrudirane hrane, u poredenju sa peletom
peletirane hrane (Sgrensen, 2012) i tvrde opne semena jeCma i pSenice. Takode, i
koli¢ina IM u mukoznom sloju moZe da potvrdi razlog najboljeg prirasta riba iz

grupe PH u Il periodu.
5.2. Uticaj kvaliteta Zivotne sredine na histologiju Skrga, jetre i bubrega

Za razliku od kopnenih organizama, svi vodeni organizmi, pa i ribe su u
znatno vecoj meri zavisni od vodene sredine koju nastanjuju (Markovi¢, 2010).
Sam ribnjacki ekosistem je izuzetno kompleksan, s obzirom na veliki broj razlicitih
Cinilaca koji uticu na kvalitet vodene sredine i povratnom spregom gde rast i
razvice, kao i zdravlje riba zavisi od vodene sredine u kojoj Zive. Pored zdravlja
riba i proizvodnja, odnosno prirast takode zavisi od hemijskih i fizickih parametara
vode (Billard, 1999). Praksa na ribnjacima je da se prate najbitniji parametri
kvaliteta vode u jezeru (temperatura, koncentracija rastvorenog kiseonika, pH
vrednost, elektroprovodljivost, tvrdo¢a voda), parametri koji su bitni za gajenje

Sarana (providnost, koncentracija fosfata i ortofosfata, potrosnja kalijum-
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permanganata), kao i azotna jedinjenja, koja su toksicna i u manjim
koncentracijama menjaju homeostazu riba, dok u ve¢im koncentracijama dovode i

do uginuca (ukupni i amonijacni azot, nitrati).

[ako je u nekim studijama potvrden uticaj nivoa proteina u hrani na kvalitet
vode u ribnjackim jezerima (Milstein i Svirsky, 1996; Bechara i sar., 2005; Sara,
2007), to u ovoj studiji nije bio slucaj. Promena kvaliteta vode koriS¢enjem dodatne
hrane se obi¢no ogleda u povecanom nivou amonijaka u jezerima, koji nastaje
oksidacijom organskih azotnih materija, pre svega aminokiselina (Azim i sar.,
2002). Pored povisSenog nivoa amonijaka, dolazi i do smanjivanja nivoa
rastvorenog kiseonika u vodi (Das i sar., 2005). Istrazivanja su pokazala da je
87.9% od ukupne koli¢ine azota u jezeru zapravo poreklom iz dodatne hrane
(Gross i sar., 2000), a ta hrana moZe na indirektan nacin da utice na zdravlje riba
(Kaushik, 1995). Iako su u ovom istrazivanju dve komercijalne hrane imale znatno
vi$i nivo proteina u odnosu na Zitarice (25.5 - 28.5% u odnosu na 11.3%), nisu
zabeleZene znacajne razlike u kvalitetu vode izmedu jezera. Neke razlike u istoj
godini jesu postojale, ali se nisu ponovile i u slede¢oj godini eksperimenta, tako da
su najverovatnije u pitanju slucajne promene u odvojenim ekosistemima u toku
godine i mogu da zavise od velikog broja faktora. Razlika u koli¢ini amonijaka
izmedu jezera nije postojala najverovatnije zato Sto je koli¢ina azota u vodi
proporcionalna biomasi Sarana (Lougheed i sar., 1998; Driver i sar., 2005), a u

studiji su biomase riba po jezerima bile sli¢ne.

Saran ima veoma Siroku ekolo$ku valencu i moZe da toleriSe neke
ekstremne uslove u spoljasnjoj sredini (Billard, 1999). 1 pored toga, u
poluintenzivnoj akvakulturi se Cesto beleZe znacajni gubici ribe koji su na
prose¢nom nivou oko 20% tokom sezone gajenja (Horvath i sar., 2002). Vrednosti
tokom druge sezone gajenja u nasem eskperimentu su sli¢ne literaturnim
podacima, ali je mortalitet u prvoj sezoni visok, mada ne i nekarakteristican za
Saranska jezera. Nije cudno da gubici dostizu i 60% kada je u pitanju jednogodisSnja
Saranska mlad. Pored niskog vodostaja i prisustva para kormorana koji mogu
znacajno da uti¢u na mortalitet (Opacak i sar., 2004; Zydelis i Kontautas, 2008),

uzrokuju dodatni stres riba u jezeru (Kortan i sar., 2011) i ranjavaju ribe (Skori¢ i
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sar., 2012), prva godina je karakteristi¢na i po veoma visokim pH vrednostima. U
laboratorijskim uslovima, kada vrednosti pH predu 10.3, uzrokuju smanjenje rasta
i poviSen mortalitet, koji je nakon 17 dana eksperimenta iznosio 35%, u poredenju
sa 8% kolika je smrtnost bila u kontroli (Korwin-Kossakowski, 1992). U drugim
eksperimentima u kojima su Sarani izlagani konstantno visokim nivoima pH u
duzini od 21 dana konstatovane su histopatoloske promene na oku, mozgu, koZi,
Skrgama i jetri (Ostaszewska i sar., 1999). Promene na Skrgama su obuhvatale
izdizanje sekundarnog epitela, nekroze i dilataciju arterija i kapilara (Ostaszewska
i sar, 1999). Medutim, rezultati drugih studija su kontradiktorni, jer je
Heydarnejad (1999) objavio totalni mortalitet Sarana na pH 9 vec¢ posle 14 dana,
dok Lease i sar. (2003) na ugroZenoj severnoamerickoj vrsti Deltistes luxatus
(Cope, 1879) iz familije Catostomidae nisu uocili nikakve histoloske promene na
Skrgama niti mortalitet nakon 30 dana (pH = 10). Potrebno je, medutim, istaci da
su fluktuacije u nivoima pH u ribnjaku vrlo velike na dnevnom nivou i da su oko
podneva, kada je meren pH, na svom najviSem nivou (Dunn, 1967; Wurts i
Durborow, 1992). Ovaj podatak implicira da ribe nisu trpele konstantan stres i
Zivot u vodi visokog alkaliniteta, ve¢ da su izmereni nivoi pH verovatno
maksimalni. Mora se istaci i da je nivo pH meren u povrsinskom sloju vodenog
stuba, gde je zbog niske koncentracije ugljen-dioksida prisutna visoka vrednost pH,
dok u niZim slojevima vrednosti pH nisu toliko visoke. To je pravilnost koja je ve¢
opisana u literaturi (Moss, 1973). Pored visokih nivoa pH i vrednosti rastvorenog
kiseonika, hemijske potrosnje kiseonika i nivoa amonijaka u vodi su povremeno

bile izvan optimalnih vrednosti za gajenje Sarana (Boyd, 1982).

Razlike u kvalitetu vode izmedu godina su veoma velike i ocigledne i
posledica su razli¢itih izvora vode, s obzirom na to da je za eksperiment u prvoj
godini koriS¢ena voda iz obliZnjeg potoka i dva bunara od 6 m dubine, dok je druge
godine koriSéena voda sa dubine od 120 m iz arteskog bunara. Pored toga,
zapremina vode u jezerima je tokom prve godine znac¢ajno manja od druge godine.
Ove razlike u kvalitetu vode su indirektnim uticajima uzrokovale promene na
vitalnim organima. Vrednosti elektroprovodljivosti su u obe godine bile iznad

vrednosti karakteristicnih za slatku vodu (Billard, 1999). Elektroprovodljivost
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predstavlja meru kolicine rastvorenih elektrolita u vodi i u direktnoj je korelaciji sa
ukupnim rastvorenim materijama u vodi (Hayashi, 2004) i salinitetom (Wilcox,
1948). Dok su se vrednosti u prvoj godini u proseku kretale oko 1000 pS/cm,
vrednosti iz druge godine eksperimenta su bile dvostruko viSe, i ove vrednosti su
karakteristicne za podzemne vode (Hu i sar., 2005). Ukoliko merimo salinitet
preko elektroprovodljivosti, vrednost u drugoj godini bi bila 1.06 PSU i te
vrednosti odgovaraju oligohalinim vodama (Battaglia, 1959). Saran je stenohalina
vrsta, ali niske vrednosti soli i suspendovanih materija, slicne vrednostima koje su
prisutne u toku prve godine gajenja, ova riba jako dobro podnosi i ¢ak pokazuje
povecCanje prirasta u nekim eksperimentima (Garg i Bhatnagar, 1996). Vise
vrednosti (slicne vrednostima iz druge godine eksperimenta) imaju uticaj na
metabolizam Sarana, uzrokujudi fizioloske promene (Boeck i sar., 1996) i redukciju
rasta (Altinok i Grizzle, 2001). Iako ove visoke vrednosti elektroprovodljivosti
uzrokuju poremecaje u odrZavanju homeostaze, nije konstatovan mortalitet, a u
nekim zemljama se Saran tradicionalno i gaji u vodi sa ovako visokim nivoima
elektroprovodljivosti (Chughtai i Mahmood, 2012). Visok salinitet ima uticaj na
Skrge, i to posebno na hloridne celije, koje masovno proliferiSu tokom povecanja
saliniteta u vodi (Perry, 1997) i menjaju izoformu enzima Na*/K* - ATP-aze koja se
nalazi u hloridnim ¢elijama (Richards i sar., 2003). Na ovaj nacin se reguliSe jonska
ravnoteZa kod ribe, a ove Celije predstavljaju najznacajniji faktor u adaptaciji riba
na promene koncentracija rastvorenih soli u vodi (Evans i sar.,, 2005). Pored
hloridnih ¢elija u nekim eksperimentima je pokazano da i epitelne ¢elije imaju visSu
stopu proliferacije kod riba koje Zive u vodi sa viSim nivoima elektroprovodljivosti,
ali one nisu bile statisticki znacajne (Nero i sar., 2006). Pored tolerancije u nivou
saliniteta, Saran predstavlja vrstu koja je veoma otporna na nizak nivo rastvorenog
kiseonika u vodi. Poznato je da razli¢ite vrste riba imaju razlicitu toleranciju na
nivo rastvorenog kiseonika u vodi (Ostrand i Wilde, 2001), Sto je slucaj i sa ribama
iz dve familije koje su najznacajnije za akvakulturu: familija Cyprinidae ima mnogo
vecu toleranciju u odnosu na familju Salmonidae (Svobodova i sar., 1993). U
familiji Cyprinidae riba kara$ mozZe da prezivi danima u anoksi¢nim uslovima
(Nilsson, 1990), dok u laboratorijskim uslovima Saran mozZe da prezivi nedelju

dana u vodi sa 0.5 mg/L rastvorenog kiseonika (Zhou i sar., 2000). U literaturi se
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Cesto navodi vrednost od 5 mg/L kao donja granica optimalnih vrednosti
rastvorenog kiseonika u Saranskom ribnjaku (Boyd, 1982; Billard, 1999; Markovi¢,
2010). Medutim, u nasem eksperimentu su prosecne vrednosti rastvorenog
kiseonika tokom cele druge sezone bile niZze od 5 mg/L. Druga sezona pokazuje
znacajno niZe vrednosti rastvorenog kiseonika od prve, osim apsolutne minimalne
vrednosti od 0.7 mg/L koja je bila niza tokom prve godine istraZivanja. Ovako niske
vrednosti rastvorenog kiseonika u kombinaciji sa izuzetno visokim temperaturama
zabeleZenim tokom meseca jula mogu da budu letalne i da dovedu do masovnog
uginuca ribe, ali su se ovakvi uslovi odrzavali samo jedan dan i nakon toga su se
vracali u optimalne granice, pa pretpostavljamo da nisu imali znacajnog efekta na
mortalitet. Prolongiran Zivot u uslovima hipoksije dovodi do proliferacije
respiratornog epitela u Skrgama (Schaack i Chapman, 2003; Timmerman i
Chapman, 2004) i do povecanja broja crvenih krvnih zrnaca i uopSte vrednosti
hematokrita u krvi riba (Soldatov, 1996; Chapman i Renshaw, 2009). Ova cinjenica
moZe da ukaZe na uzrok viSeg nivoa cirkulatornih promena na Skrgama u toku
druge godine studije. Naime, pored poveéanja broja crvenih krvnih zrnaca,
adaptacija kod riba na nizak nivo kiseonika u vodi je i povecan protok krvi u
Skrgama (Booth, 1979). Povecan protok krvi, u kombinaciji sa niskim nivoom
kiseonika u vodi, dovodi do rupture pomo¢nih ¢elija u sekundarnim lamelama (tzv.
pilar ¢elija) i stvaranja aneurizmi u lamelama (Martinez i sar., 2004). Aneurizme
spadaju u teZe promene na Skrgama, ali su reparabilne, samo je potrebno duZe

vremena za oporavak riba (Poleksi¢ i Mitrovi¢-TutundZi¢, 1994).

Hipoksija u ribnjaku je posledica troSenja kiseonika od strane bakterija za
oksidaciju organskih materija koje postoje u ribnjaku (Svobodova i sar., 1993).
Najveci deo organskih supstanci koje se nalaze u Saranskom ribnjaku potice od
dodatne hrane (Gross i sar., 2000). U nasoj studiji su vrednosti utroska KMnO4
visoke u poredenju sa otvorenim vodama, medutim u literaturi se navode
maksimalne vrednosti za dobru produkciju gajenog Sarana od 80-120 mg/L HPK
(Markovi¢, 2010). Na tom nivou su prosetne vrednosti i u nasSoj studiji.
Interesantno je da su vrednosti utroska KMnO4 bile niske tokom prvog (u drugoj

godini eksperimenta) i prvog i drugog meseca (u prvoj godini eksperimenta), a
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nakon toga, kada se zapocne sa dodavanjem vece kolicine hrane, ove vrednosti se
odrzavaju na nivou od 71.9 mg/L (u prvoj godini) i 73.4 mg/L (u drugoj godini).
Ove vrednosti se razlikuju i pokazuju pozitivhu korelaciju sa promenama na
Skrgama. U literaturi je poznato da poviSen nivo organskih supstanci uzrokuje
histoloSke promene na organima riba (Schmidt i sar., 1999; Camargo i Martinez,
2007), medutim, ti uzroci su posredni, jer prisustvo vece koli¢ine organskih
materija uvek uzrokuje sniZzene vrednosti kiseonika i povisene vrednosti azotnih
jedinjenja. To je dokazano i u literaturi, jer su Vega i sar. (1998) objavili negativnu
korelaciju izmedu HPK i koli¢ine rastvorenog kiseonika, odnosno pozitivhu

korelaciju izmedu HPK i amonijaka u vodi.

ViSe autora je pokazalo pozitivhu korelaciju izmedu visoke temperature i
toksi¢nosti razli¢itih molekula u vodenoj sredini, koja uklju¢uju i amonijak
(Svobodova i sar., 1993; Howe i sar., 1994; Randall i Tsui, 2002; Holmstrup i sar.,
2010). Srednje vrednosti nejonizovanog amonijaka u nasoj studiji u obe godine
istrazivanja su pokazale vrednosti od 0.11 mg/L. U literaturi moZemo pronaci
podatke da ove vrednosti, ili ne uzrokuju histopatoloSke promene u
laboratorijskim uslovima (Frances i sar., 2000; Lease i sar., 2003), ili su promene
blage (Benli i sar., 2008). Te blage promene su kod nilske tilapije (Oreochromis
niloticus L., 1758) obuhvatale hiperemiju, hiperplaziju hloridnih ¢elija i hidropi¢nu
degeneraciju i to na manje od 20% uzoraka (Benli i sar., 2008). Problem sa
toksicno$¢u amonijaka nastaje kada se nivo pH u vodi povisi. U vodama sa visokim
nivoom pH, kao Sto je to slucaj u toku prve sezone gajenja, ribe imaju problema sa
ekskrecijom amonijaka (Wright i sar.,, 1993; Wilkie i sar., 1994; Wilkie i Wood,
1995). S obzirom na to, da se ekskrecija amonijaka obavlja pasivnom difuzijom, niz
gradijent koncentracije (Wilkie, 2002), ¢ak i niski nivoi nejonizovanog amonijaka,
pri visokim nivoima pH u vodi mogu da ugroze zdravlje riba, zbog nakupljanja
amonijaka u krvnoj plazmi i nemogucnosti da ga riba izbaci iz organizma (Wang i
sar., 2003). Ve¢ je navedena Cinjenica da histoloSke promene na Skrgama riba nisu
prisutne cak i pri ekstremno visokim nivoima pH od 10, ukoliko amonijak nije
prisutan u vodi (Lease i sar., 2003). Medutim, kada se u vodu doda amonijak, dolazi

do pojave edema u Skrgama (Lease i sar., 2003). Ovaj eksperiment potvrduje gore
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navedenu diskusiju i rezultate korelacija u nasem eksperimentu i ukazuje na
Cinjenicu da je od svih parametara Zivotne sredine, najveci uticaj na pojavu
histopatoloskih promena imao nivo pH vrednosti. Pozitivna korelacija izmedu
nivoa amonijaka i histopatoloskih promena je takode pokazana u literaturi (Lease i
sar., 2003; Benli i sar., 2008; Spencer i sar., 2008), ali u nasem slucaju ona nije
konstatovana. U nasSoj studiji je pozitivna korelacija uspostavljena izmedu
histopatoloskog indeksa sa jedne strane i nivoa pH, HPK i elektroprovodljivosti, sa
druge strane. Iz ovih rezultata proizilazi da je simultano kretanje ovih faktora i
njihov medusobni odnos verovatno doprineo povecanoj toksi¢nosti nejonizovanog
amonijaka, $to je pokazano i u literaturi (Randall i Tsui, 2002). Na toksi¢nost
nejonizovane frakcije amonijaka pogotovo mogu da uticu ekstremno visoke
vrednosti pH i temperature i niske vrednosti rastvorenog kiseonika u vodi
(Svobodova i sar., 1993; Sollid i Nilsson, 2006) koje su bile karakteristicne za prvu
godinu istrazivanja. Ovi ekstremni uslovi su uzrokovali histopatoloske promene na
Skrgama i njihov oporavak je mogu¢ (Karan i sar., 1998), ali je Cesto spor, a razlog
usporavanju je ponovno pogorsavanje ambijetalnih uslova (Nilsson, 2007). Treba
napomenuti i da osim visokog pH, histopatoloSke promene nastaju pri nivoima pH
koji su nizi od neutralnih, pa su tako Miron i sar. (2008) objavili rad u kome je

pokazan poviSen nivo histoloskih promena pri pH = 6 vrednosti.

Optimalne vrednosti ortofosfata u vodi, pokazane u literaturi, u zavisnosti
od autora, su od 0.1 - 0.5 mg/L (Markovi¢, 2010), 0.08 - 0.6 mg/L (Holmes, 1996).
Trovalentni fosfatni anjon (PO43-) ili ortofosfatni jon ima jako bitnu ulogu u
produkciji planktona u ribnjackim jezerima (Garg i Bhatnagar, 1996) Navedene
vrednosti su poZeljne upravo zbog toga, Sto povecavaju produktivnost Saranskog
jezera i omogucuju viSe prirodne hrane (Bhakta i sar., 2006). Prose¢ne vrednosti
ortofosfata su u istrazivanju bile u navedenim granicama, s tim S$to su viSe
vrednosti primecene tokom druge godine istraZivanja. Prve godine su vrednosti
bile i niZe od optimalnih, ali je to Cest slucaj u jezerima koja nisu fertilizovana u
dovoljnoj meri (Bhakta i sar., 2004), ili u kojima jo$S uvek nije formirana
bentofauna. Fosfati i ortofosfati nisu toksi¢ni i ne predstavljaju opasnost po

morfologiju unutrasnjih organa, kao npr. amonijak, ali je njihov nivo u hrani veoma
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bitan za normalan razvoj ribe (Ogino i Takeda, 1976). Ukoliko nivo u hrani nije
dovoljan, dolazi do poremecaja u funkcionisanju imunog sistema, problema u

reprodukciji, slabijem rastu i pravilnom razvijanju kosti (Sugiura i sar., 2004).

Ostali izmereni parametri u ovoj studiji: nivo nitrata, ortofosfati i totalni
fosfati, ukupni azot, tvrdoca i providnost vode su bili u optimalnim vrednostima u
toku obe godine trajanja eksperimenta (Boyd, 1982; Svobodova i sar., 1993;
Billard, 1999; Markovi¢, 2010).

Cela dosadasnja diskusija se odnosila na uticaj kvaliteta Zivotne sredine na
histopatologiju Skrga, koje su organ sa najdelikatnijom strukturom od svih
ispitivanih (Evans i sar., 2005) i organ koji prvi reaguje na promene u Zivotnoj
sredini (Poleksi¢ i Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994; Fernandes i Mazon, 2003; Triebskorn
i sar., 2004; Prieto i sar., 2006). To se i u ovoj studiji pokazalo kao tatno, s obzirom
na veliki broj ustanovljenih korelacija izmedu histopatoloskog indeksa Skrga i
parametara kvaliteta vode. Sa ostalim organima to nije slu€aj i od svih
uspostavljenih korelacija, samo je jo$ nivo pH vrednosti uticao na histopatoloski
indeks jetre. Vrednost ove korelacije je bila niska, ali je oCigledno da uticaj postoji.
U literaturi nema puno podataka o uticaju nivoa pH na jetru, a u jednoj od retkih
studija Ostaszewska i sar. (1999) su uocili promene na krvnim sudovima Sarana na
pH 10.3, Sto je slucaj i u nasoj studiji, dok osim promena u nivou glikogena, druge

promene nisu uocene.

Da bi uspele da preZive u oteZanim uslovima u Zivotnoj sredini, ribe moraju
da prilagode povrSinu SkrZznog aparata novonastalim uslovima (Fernandes i
Mazon, 2003). Osnovni mehanizam promene i adaptacija Skrga u sluc¢aju niskog
nivoa kiseonika u vodi se odvija na dva nacina, koji su medusobno potpuno
razli¢iti, ali imaju isti cilj: povecavanje respiratorne povrSine i smanjivanje
rastojanja izmedu Skrznog epitela i vode (Sollid i Nilsson, 2006). Samim tim dolazi
do lakSe i brze razmene gasova (Greco i sar.,, 1995). Mehanizam obuhvata i rast
primarnih lamela kod nekih vrsta riba (Chapman i sar., 2000), kao i suZavanje i
Sirenje pilar ¢elija u sekundarnim lamelama (Sundin i Nilsson, 1998; Stenslgkken i

sar., 2006). Medutim, problem nastaje kada se u vodi, osim smanjene koliCine
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kiseonika, nadu i neki toksi¢ni molekuli, npr. teski metali ili amonijak. Tada dolazi
do suprotnog mehanizma, jer riba nastoji da se odbrani od Stetnih materija tako
Sto ¢e smanjiti povrSinu Skrga i povecati barijeru izmedu krvi i vode (Sollid i
Nilsson, 2006). Prvi nacin predstavlja pojavu hiperplazije na Skrgama, Cime se
prostor izmedu lamela popunjava tkivom i na taj nacin dolazi do smanjivanja
povrsSine Skrznog epitela. To je slucaj u dodiru riba sa teSkim metalima
rastvorenim u vodi (Karan i sar., 1998; Cerqueira i Fernandes, 2002), teskim
metalima u vidu nanopartikula (Smith i sar., 2007; Griffitt i sar., 2009), poviSenom
koncentracijom amonijaka (Thurston i sar., 1984; Erkmen i Kolankaya, 2000) i
prisustvom toksi¢nih organskih materija (Khan, 1999; Norefia-Barroso i sar,
2004). Drugi nacin je povecanje rastojanja izmedu krvi i vode i ostvaruje se
odvajanjem respiratornog epitela i pojavom hipertrofije epitelnih (Takashima i
Hibiya, 1995) ili hloridnih ¢elija (Perry, 1998). Odvajanje respiratornog epitela
odvija se pojavom edema u prostoru izmedu sekundarnog epitela i pilar ¢elija. U
principu, naj¢eS¢e promene na branhijalnom epitelu, koje su primecene u nasem
eksperimentu, predstavljaju generalni odgovor na vecinu iritanata u tkivu Skrga
(Mallatt, 1985; Roberts, 1989), mada se za neke grupe toksikanata moZe primetiti
odredeni trend. Npr., hipertrofija epitelnih ¢elija u nasem eksperimentu nije
uoCena, a Mallatt (1985) navodi da je hipertrofija mnogo ceS¢a u eksperimentima
sa teSkim metalima, kojih nije bilo u nasim ribnjacima. U istom radu se navodi, da
su naj¢eS¢e promene upravo odvajanje respiratornog epitela i hiperplazija epitela,
Sto je slucaj i u naSoj studiji. Ukoliko uporedimo stanje Skrga sa studijama
objavljenim na komercijalnim Saranskim ribnjacima, primeti¢emo viSe vrednosti
histopatoloskih indeksa na komercijalnim ribnjacima, veliki broj nekroza i teZih
promena na Skrgama (RasSkovic i sar., 2010). Ovo je razumljivo, s obzirom na to da
voda koja se koristi za napajanje komercijalnih ribnjaka nije uvek potpuno
pogodna za gajenje, jer je moguce da se u njoj nadu i teSki metali i razliCiti organski
zagadivaci, a CeSc¢a je i pojava parazita i zaraznih bolesti (Jeremic i sar., 2005) nego
na ribnjaku oglednog dobra (gde je realizovan ovaj eksperiment) na kojem se
primenjuje dobra proizvodacka praksa. Ova cinjenica objasnjava i relativno mali

broj histoloskih promena Skrznog aparata za razliku od riba koje su uzorkovane na
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komercijalnim ribnjacima (Poleksi¢ i sar., 1999; Poleksic¢ i sar., 2002; Raskovi¢ i

sar., 2010).

Pored svih ovih promena na $krgama je primecena i atrofija proksimalnih
delova primarnih lamela, na onim mestima gde se odvajaju od Skrznih lukova. Ovaj
fenomen je poznat i ve¢ opisan kod riba i vezuje se za manjak kiseonika u bazi
primarnih lamela. Laurent i Perry (1991) naglasavaju da atrofija nastaje zbog
nemogucnosti da do njih dode sveZza voda sa visokim nivoom rastvorenog
kiseonika u njoj. Ova promena je uoCena kod veline Skrga i nije tretirana kao

histopatoloska promena.

Za razliku od Skrga, jetra je organ koji nije u direktnom kontaktu sa
spoljasnjom sredinom, ali je veoma bitan kako u proceni zdravstvenog stanja ribe
tako i kao bioindikator (Harper i Wolf, 2009). U vodi generalno nisu bili prisutni
ksenobionti i stoga su promene na hepatocitima bile retke. Promene srednje
teZine, kao Sto je hidropska degeneracija, su takode zabeleZene samo u tragovima,
kao i prisustvo makrofagnih centara. Makrofagni centri predstavljaju agregacije
makrofaga, a funkcija im je fagocitoza celijskog debrisa i razli¢itih patogena koji
mogu da se nadu u jetri (Au, 2004). Pigmenti koji mogu da budu prisutni u
makrofagnim centrima su razliciti i mnogobrojni, ali je najces¢i melanin i centri se
tada oznacavaju kao melanomakrofagni centri (Agius i Roberts, 2003). Iako na
koli¢inu makrofagnih centara u jetri utice starost ribe i uhranjenost (Schwindt i
sar.,, 2006) i metabolizam gvozda i hemoglobina (Agius i Roberts, 2003), ove
strukture imaju ulogu i kao biomarkeri zagadenja u Zivotnoj sredini (Broeg i sar.,
1999; Marigébmez i sar., 2006; Triebskorn i sar., 2008). Medutim, vecéina
histopatoloskih promena u jetri su spadale u cirkulatorne promene ili su zahvatale
krvne sudove. Cirkulatorne promene u jetri su ¢esto nalazene u eksperimentima
gde su ribe izlagane organskim zagadivacima (Schmidt i sar., 1999). Medutim,
fibroze na portalnom i periportalnom prostoru su Cesto nalaZene kod riba u
prirodnim populacijama (Rousseaux i sar., 1995; Koponen i sar., 2001; Poleksi¢ i
sar., 2010). Tako su Koponen i sar. (2001) zakljucili da su portalne i periportalne
promene u vezi sa sezonskim promenama u jezeru. U posmatranju jezera u Finskoj,

primeceno je da frekvencija fibroza opada od prole¢a do zime. Sli¢ni rezultati su
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primeceni i u naSem eksperimentu, u svim jezerima podjednako, gde je u prva dva
meseca (maj i juni) pojava fibroza na krvnim sudovima manja nego u drugim
mesecima. EG se Cesto primecuju u vezivnom tkivu ili u blizini krvnih sudova
(Reite, 1998). To je slucaj i u nasoj studiji, s tim Sto je najveci broj EG uocavan u
portalnim i periportalnim fibrozama. Ovo je slucaj i sa studijom koju su radilu
Dezfuli i sar. (2002), pri ¢emu je poviSen broj EG u fibroznom tkivu rezultat
infestacije parazita na crevo ribe. Interesantno je da histopatoloske promene na
hepatocitima nisu uocene u velikoj meri, Sto ukazuje na odsustvo toksikanata i da
su efekti na hepatocite, koji su navedeni u gornjem delu diskusije posledica
ishrane, a ne prisustva toksi¢nih molekula, npr. amonijaka. U prilog tome idu i
podaci iz literature koji govore da je morfologija hepatocita kod riba koje Zive u
zagadenim vodama potpuno izmenjena. Prvi znak promena na hepatocitima, koje
mogu biti vidljive i na svetlosnom mikroskopu su gubitak glikogena (Wolf i Wolfe,
2005) i promena u morfologiji jedara (Bernet i sar., 1999; Abdel-Moneim i sar.,
2008). Medutim, ribe koje zZive u =zagadenim podruc¢jima cesto gube
kompartmentaciju karakteristicnu za ¢eliju i organele se pojavljuju razbacane po
celoj celiji (Triebskorn i sar., 2007). Pored toga, karakteristicno je i poveéano
prisustvo makrofaga, lizozoma i peroksizoma, dok granulisani endoplazmati¢ni
retikulum proliferiSe i podleze degranulaciji, fragmentaciji i dilataciji (Gernhofer i
sar., 2001). Cesta je i intenzivna pojava glatkog endoplazmati¢nog retikuluma za
koga je poznato da se u hepatocitima javlja tokom procesa detoksikacije (Grund i
sar., 2010). Nijedan od ovih efekata nije primecen na Celijama u naSem istraZivanju,
ve( je primetno prisustvo vakuola sa rezervnim materijama (glikogen i/ili lipidi),
koja najceSc¢e zauzima zapreminu cele Celije, kao Sto je ve¢ opisano u prethodnom

delu diskusije.

Bubreg riba prima najvecu koli¢inu postbranhijalne krvi i stoga se ocekuje
da ovaj organ bude dobar pokazatelj promena u Zivotnoj sredini (Ortiz i sar.,
2003). Pored ove cinjenice, slicno kao i kod skrga, tkivo bubrega veoma brzo
reaguje na promene u spoljasnjoj sredini i jako se uspesno adaptira (Wong i Woo,
2006). Histopatoloske promene u bubrezima nisu pokazale korelaciju sa

parametrima kvaliteta vode. Cak su i razlike izmedu dve godine istrazivanja bile
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minorne i jedini parametar koji se razlikovao bio je proSirenje kapilara u
glomerulusu. Ova promena spada u promene na krvnim sudovima i u vezi je sa
cirkulatornim promenama. RazliCiti tipovi toksikanata mogu da izazovu Sirenje
kapilara, npr. neke vrste pesticida (Cengiz, 2006; Velmurugan i sar., 2007a;
Velmurugan i sar., 2007b). Medutim, Takashima i Hibiya (1995) napominju da ovu
leziju mogu da izazovu i bakterije i gljive, ukoliko su prisutne u vodi. S obzirom na
to da je voda u toku prve godine eksperimenta uzimana iz potoka u koji su se
izlivale kanalizacione vode iz uzvodno lociranog novoizgradenog naselja, moguce
je da je stalno prisustvo bakterija dovelo do CeS¢e pojave ove lezije u bubrezima,
nego u toku druge godine, kada je za gajenje riba koriS¢ena podzemna voda. Mada,
mora se napomenuti da ribe u bubregu nisu imale klinicke znake masovne
bakterijske ili fungalne infiltracije (McHugh i sar., 2011). Ova pojava se inace ceSce
sreCe kod riba koje su Zivele u blizini kanalizacionih voda (Silva i Martinez, 2007).
Pored Sirenja kapilara u malpigijevom telaScu, u bubregu riba je generalno
primetan ve¢i broj promena. Slicno kao i kod Skrga i jetre, veliki broj
histopatoloskih promena je generalni odgovor na prisustvo toksikanata i/ili
odstupanje od optimalnih uslova Zivotne sredine. Medutim, nemoguce je povezati
odredeni stresor sa odredenom histopatoloSkom promenom. Promene su
uocavane i na glomerulusima i na tubulusima bubrega. Hidropska degeneracija
epitelnih Celija tubulusa i dilatacija Boumenove kapsule su dve naj¢es¢e promene i
sa visokim indeksom spadaju u najfrekventnije lezije ukoliko posmatramo sva
tkiva u ovoj studiji. Ove promene su najceS¢e konstatovane i u drugim studijama u
kojima se prate ribe u zagadenim ekosistemima (Koponen i sar., 2001; Camargo i
Martinez, 2007). Pored zagadenih ekosistema, iste promene su uoCene i na tkivima
riba izloZenim poviSenim nivoima amonijaka (Banerjee i Bhattacharya, 1994).
Ostale uocCene histopatoloSke alteracije u bubregu nisu imale znacajno visoke
indekse. Agregati makrofaga su normalni u ovom tkivu, s obzirom na njegovu
hematopoetsku ulogu, ali su slicno kao i kod jetre CeS¢i u starijim jedinkama i
jedinkama koje su zahvacene patogenima (Agius i Roberts, 2003), medutim oni
mogu da budu i indikator hemijskog zagadenja (Meinelt i sar., 1997). Dijametar
tubula takode moZe imati status biomarkera, posto je poznato da se menja kada je

riba izloZena stresoru (Igbal i sar., 2004; Liney i sar., 2006). Promene na
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intersticijalnom tkivu nisu uocene u vecoj meri, iako je bubreg jedan od najbitnijih
hematopoetskih organa kod riba (Evans i Claiborne, 2006). [ako je jedna od
najceS¢ih pojava u eksperimentima prisustvo glomerulonefritisa, koji se
karakteriSe zadebljalom bazalnom membranom i potpunim odsustvom
Boumenovog prostora (Sami i sar., 1992), ova patoloska slika nije primecéena ni u
jednoj godini eksperimenta. Pored glomerulonefritisa, veoma je Cesto i prisustvo
hijalinskih kapljica u epitelnim ¢elijama tubulusa (Wester i sar., 1985; Koponen i
sar., 2001; Zaroogian i sar., 2001; Jiraungkoorskul i sar., 2003; Camargo i Martinez,
2007), a u nekim eksperimentima cak i kod kontrolnih riba (Schwaiger i sar.,

1997). Medutim nijedna od ovih promena nije uocena u nasoj studiji.

Promene koje su nalaZene na svim organima u ovom eksperimentu su
uglavnom bile blage i spadale su u reparabilne promene (Bernet i sar., 1999).
NajteZze promene koje mogu biti prisutne u ispitivanim tkivima su nekroze.
Nekroze spadaju u ireverzibilne promene (Poleksi¢ i Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994), ali
je njihova frekvencija pojavljivanja u ovoj studiji bila relativno niska, a i kada su
uoCene, uglavnom su bile lokalnog karaktera. Nekroze su obi¢no prisutne u
toksikoloskim istrazivanjima gde su u vodi prisutni teski metali (Karan i sar., 1998;
Mazon i sar., 2002; Mishra i Mohanty, 2008), pesticidi (de Melo i sar., 2008; Boran i
sar., 2010; Shiogiri i sar., 2012; Velisek i sar., 2012), organske otpadne materije
(Arellano i sar., 2001; Mondon i sar., 2001; Costa i sar., 2009) ili meSovito
zagadenje i aditivni efekti ovih ksenobionata. Nekroze se javljaju i u prisustvu
bolesti riba, npr. kada su ribe zaraZene koi herpes virusom (Body i sar., 2000;
Perelberg i sar., 2003). Naravno, ukoliko su prisutne u velikoj meri, mogu dovesti
do prestanka rada odredenog organa. Medutim, veoma cesto u ekotoksikoloskim
istraZivanjima, pa ¢ak i u vodi koja je relativno dobrog kvaliteta, moguce je videti
fokalne nekroze (Handy i sar., 2002; Aliko i sar., 2012). Nekroze na Skrgama u
Saranskim komercijalnim ribnjacima su ekstenzivnije nego one nadene u naSem

eksperimentu (Poleksic i sar., 1999; Poleksi¢ i sar., 2002; Raskovi¢ i sar., 2010).

Ukoliko se uporede nekroze na razli¢itim organima u naSem istraZivanju,
primetno je da je pojava nekroza u Skrgama i jetri retka (u oba organa primecena

na oko 5% riba u istrazivanju) za razliku od bubrega (procenat pojave nekroza oko
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15%). I polukvantitativni skoring je pokazao slican odnos jer su prosecCne
vrednosti indeksa nekroza u bubrezima 0.28, dok su vrednosti u jetri 0.05, a na
(Roberts, 1989; Hinton i Lauren, 1990; Poleksi¢ i Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994).
Medutim, kao i u nasem istraZivanju, i u nekim drugim studijama bubreg pokazuje
veli stepen alteracija i/ili nekroza od drugih organa. To je slucaj sa lambda-
cihalotrinom (pesticid) kojim je u eksperimentu trovana vrsta ribe mrigal
(Cirrhinus cirrhosus (Bloch, 1795), fam: Cyprinidae) (Velmurugan i sar., 2007a), sa
poto¢nom pastrmkom izloZenom vodama iz postrojenja za preradu kanalizacionog
otpada (Bucher i Hofer, 1993), sa dve vrste keciga (Acipenser medirostris Ayres,
1854 i Acipenser transmontanus Richardson, 1836) koje su izloZene delovanju
metil-Zive preko hrane (Lee i sar., 2012) i sa ubrizgavanjem mikrocistina u Sarana
(Carbis i sar., 1996). Poslednja citirana referenca je posebno zanimljiva, s obzirom
na to da su u jezerima iz naSeg eksperimenta povremeno bili prisutni toksi¢ni
sojevi organizama iz grupe Cyanobacteria (Cyanophyta), Anabena spiroides (Duli¢ i
sar., 2010) koja luc¢i mikrocistin, a Carbis i sar. (1996) su pokazali da mikrocistin
izaziva nekroze bubrega, dok se nekroze u jetri i Skrgama ne deSavaju. Ovo baca

organ riba, ali zahteva dodatna i sistemska ispitivanja.

Pored patologija, u studiji je primeceno i prisustvo tubulusa i glomerulusa
koji su u stadijumu regeneracije. Ovi regenerativni nefroni su prisutni na pocetku
svake godine eksperimenta. Za razliku od nefrona kod sisara, nefroni riba mogu da
se regenerisu tokom celog Zivota, mada su CeS¢i kod mladih riba koje su zdrave i u
dobroj kondiciji (Reimschuessel, 2001). Regenerativni nefroni su dobri biomarkeri
hroni¢ne zagadenosti, jer je vreme potrebno za regeneraciju procenjeno na oko 9
nedelja (Salice i sar., 2001). Nefroni u regeneraciji su primeceni i u nekim
toksikoloSkim eksperimentima, pri oporavku riba od delovanja gentamicina
(Watanabe i sar., 2009), kao i u zagadenim otvorenim vodenim ekosistemima
(Camargo i Martinez, 2007; Lukin i sar., 2011). Prisustvo regenerisanih nefrona
tokom naSeg eksperimenta je primeceno sa ve¢om frekvencijom u toku prva dva

meseca u obe godine istrazZivanja. Ova ¢injenica ukazuje na verovatni uticaj stresa
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tokom transporta. Prisustvo malog broja regenerisanih tubula u kasnijim
mesecima je joS jedna potvrda da voda koja je koris¢ena u eksperimentima nije bila

zagadena ksenobioticima.

Prisutnost ektopi¢nog tireoidnog tkiva u bubregu Sarana i karaSa je
normalna pojava (Takashima i Hibiya, 1995). S obzirom na difuznu prirodu
tireoidnog tkiva kod Teleostei, kod nekih vrsta je normalno na¢i ektopi¢no tkivo ne
samo u bubregu, ve¢ i u drugim tkivima poput gonada, srca, jetre, slezine ili mozga
(Leatherland i Down, 2001; Geven i sar., 2007). Geven i sar. (2007) su ustanovili
razliku u lokaciji i funkciji ovih ektopi¢nih tkiva kod razliCitih vrsta riba i pokazali
da je centar lucCenja tireotropnih hormona kod mozambicke tilapije (Oreochromis
mossambicus Peters) u subfaringeanoj zoni (kao kod sisara), dok je kod Sarana
centar lucenja hormona ba$ u bubregu, gde se hormoni lu¢e u 10 puta vecoj
koli¢ini nego u subfaringealnoj zoni. U naSem eksperimentu nije bilo razlike u
pogledu kolic¢ine i lokalizacije tireoidnog tkiva izmedu grupa, iako su preliminarna
istrazivanja pokazala da i izvor i koli¢ina hrane mogu imati efekat na lucenje

tireoidnih hormona kod Sarana (Geven, 2009).

.....

Ukoliko posmatramo masnokiselinski sastav miSi¢a Sarana u nasoj studiji,
primeti¢emo da je visoki sadrzaj sastojaka biljnog porekla u sve tri vrste koriS¢ene
riblje hrane uslovio dominaciju oleinske kiseline, koja spada u mononezasi¢ene
masne Kkiseline (MUFA). Ova C(injenica odstupa od generalnog stava da
masnokiselinski sastav hrane u najve¢em delu odreduje i masnokiselinski sastav
mesa ribe (Steffens, 1997). Naime, i kod Zitarica i kod komercijalne hrane sadrzaj
linolne kiseline znacajno nadmasuje sadrZaj oleinske kiseline. Medutim, dominacija
oleinske kiseline u mesu Sarana hranjenih hranom sa visokim sadrZajem Zitarica je
konstatovana i u nekoliko drugih istrazivanja (Kminkova i sar., 2001; Buchtova i
sar.,, 2007; Vacha i sar., 2007). Eksperimenti sa inkorporacijom radioaktivno
obeleZenog Acetil-CoA, su pokazali da ova pojava nije posledica selektivne
akumulacije oleinske kiseline, ve¢ aktivacije njene de novo sinteze usled ishrane

hranom bogatom ugljenim hidratima, a siromasnom lipidima, narocito
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linoleinskom kiselinom Ccije prisustvo blokira enzime za de novo sintezu oleinske
kiseline (Farkas i sar., 1978; Csengeri, 1996; Henderson, 1996). Na ovaj nacin se
moZe objasniti i izrazita dominacija oleinske kiseline u mesu Sarana u ovom
istraZivanju, tim pre Sto je ona viSa u grupi riba hranjenoj zZitaricama, gde je udeo
ugljenih hidrata u hrani najve¢i, a udeo linoleinske kiseline najmanji. Ovakvo
objasnjenje potkrepljuje i Cinjenica da je u komercijalnim hranama sadrzaj
oleinske Kkiseline veci, a linolne manji nego kod Zitarica, dok je sadrZaj ovih masnih

kiselina u mesu Sarana iz grupa PH i EH suprotan.

[ako je masnokiselinski sastav Zitarica i komercijalne hrane veoma sli¢an,
bar kada je u pitanju sadrzaj najzastupljenijih masnih kiselina, ipak postoje jasne i
znacajne razlike, pre svega u zastupljenosti -3 masnih kiselina i raznovrsnosti
masnih kiselina u celini, koja je znacajno veca kod grupa riba hranjenih
komercijalnim hranama usled prisustva soje, ribljeg brasna i suvog kvasca. Otuda
se mogu i ocCekivati razlike u masnokiselinskom sastavu mesa Sarana koje su
uoCene. Tako, meso riba hranjenih peletiranom hranom ima statisticki znacajno
visi sadrzaj w-6 i niZi w-3, dok se sadrZzaj oleinske kiseline ne razlikuje u odnosu na
meso riba hranjenih ekstrudiranom hranom. Podjednaka kolic¢ina oleinske kiseline
je oCekivana, i zbog jednakog sadrZaja u hrani ove masne kiseline, ali i ugljenih
hidrata za ¢iju koncentraciju je pokazano da stimuliSe de novo sintezu ove kiseline.
Medutim, razlozi statisticki znacajnih razlika u sadrZaju w-3 i w-6 masnih kiselina
nisu u toj meri jasni. Naime, veoma je malo istraZivanja koja su se bavila efektima
nacina pripreme hrane na sadrZaj masnih kiselina, a ni jedno do sada nije
sprovedeno na Saranu. Zapravo, jedino sliCno istraZivanje je sprovedeno na
brancinu u Turskoj (Aslan i sar., 2009). Ishrana ekstrudiranom hranom u ovom
istrazivanju je dovela do poveéanja odnosa w-3/w-6 masnih kiselina u odnosu na
ribe hranjene peletiranom hranom za oko 11% Sto je posledica blagog smanjenja
sadrZaja w-6 i povecanja sadrzaja w-3 masnih kiselina, dok drugi efekti nisu

uoceni.

Rezultati dobijeni na Saranu u ovoj studiji ukazuju na vece razlike. Glavna
razlika je u sadrZaju PUFA, a u slucaju mesa Sarana ishrana ekstrudiranom hranom

je dovela do 69% veceg sadrzaja w-3 i 53% manjeg sadrzZaja w-6 masnih kiselina,
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te je i njihov odnos 2.64 puta viSi u odnosu na meso Sarana hranjenih peletiranom
hranom. Pri tome, viSi sadrzaj w-3 masnih Kiselina kod riba hranjenih
ekstrudiranom hranom nije posledica veceg sadrZaja ALA, jer je ona manje
zastupljena u odnosu na meso riba hranjenih peletiranom hranom, ve¢ znacajno
veéim sadrzajem DHA i EPA, kod riba hranjenih ekstrudiranom hranom, pri ¢emu
je njihova zastupljenost znacajno veca nego u samoj hrani. To znaci da dolazi do
akumulacije EPA i DHA u mesu Sarana, za razliku od ALA, koju karakteriSe
suprotan trend. Poredenje sa rezultatima na brancinu je tesko ostvarljivo jer, s
jedne strane postoji znacajna razlika u sastavu hrane i masnih kiselina u njoj, a s
druge su putevi sinteze masnih kiselina kod ovih vrsta veoma razliciti. U slucaju
brancina u oba tipa hrane dominiraju riblje brasno i riblje ulje te je, s jedne strane
sadrZaj proteina i lipida daleko viSi a ugljenih hidrata nizi. Pored toga, odnos w-
3/w-6 je veli od 1, a medu w-3 ne dominira ALA, ve¢ DHA i EPA (Aslan i sar.,,
2009), dok su kod Sarana dominantne Zitarice i soja, a ALA medu w-3 masnim
kiselinama. Pored toga Saran kao slatkovodna riba ima sposobnost sinteze
dugolan¢anih w-3 i w-6 masnih kiselina iz ALA, odnosno LA, dok brancin, kao

tipi¢na morska riba nema tu sposobnost (Henderson, 1996).

Kako su, hemijski gledano, oba tipa hrane veoma sli¢na, ribe geneticki
uniformne i gajene pod istim uslovima, uzroke uocenih razlika treba traZiti u
specificnom nacinu obrade hrane. Iako uticaj procesa ekstrudiranja hrane na
masnokiselinski sastav mesa ribe nije intenzivno izu€avan, njegovi efekti u odnosu
na ostale parametre uzgoja i kvaliteta ribljeg mesa su bolje izuceni (Hilton i sar.,,
1981; Deguara, 1997; Vergara i sar., 1999). Ovi radovi su pokazali da zbog visSih
temperatura koje se primenjuju prilikom proizvodnje ekstrudirane hrane dolazi do
Zelatinizacije skroba, Sto ga €ini znacajno dostupnijim ribi (Hilton i sar., 1981;
Hilton i Slinger, 1983), a to je slucaj i sa proteinima i lipidima, poSto su vrednosti
efikasnosti iskoriS¢avanja ukupnih proteina i lipida visi kod riba koje se hrane
ekstrudiranom nego peletiranom hranom (Deguara, 1997; Vergara i sar., 1999). U
nasSem istrazivanju je, kao i kod brancina uoceno da je sadrZaj lipida u mesu visi
kod riba hranjenih ekstrudiranom nego peletiranom hranom, $to imaju¢i u vidu da

im je sadrzaj u hrani prakti¢no identican, moZe biti posledica samo viSe efikasnosti
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iskoriS¢avanja ukupnih lipida. Kako je sadrzaj EPA i DHA u obe vrste hrane manji
od 0.5%, moZda je bas ova veca efikasnost u iskoris¢avanju lipida iz hrane
omogucila da se i ove slabo zastupljene vrste masnih kiselina efikasnije usvoje iz
ekstrudirane, nego iz peletirane hrane, gde je zastupljenost EPA u mesu za 57%
niZa nego u hrani. Nasuprot tome, u mesu riba hranjenih ekstrudiranom hranom
zastupljenost EPA i DHA je daleko visa nego u hrani, Sto ukazuje ili na akumulaciju
u misi¢ima, ili na njihovu de novo sintezu. Saran ima sposobnost de novo sinteze
EPA i DHA iz ALA (Henderson, 1996), Sto skupa sa ¢injenicom da je zastupljenost
ALA manja kod riba hranjenih ekstrudiranom u odnosu na peletiranu hranu
ukazuje na mogucnost de novo sinteze EPA i DHA. Ovo je moguéi mehanizam
povecanja njihove kolicine, narocCito ako se ima u vidu razlika u strukturi ugljenih
hidrata izmedu ova dva tipa hrane i njihovog znacaja u regulaciji biosinteze masnih

kiselina (Farkas i sar., 1978; Csengeri, 1996; Henderson, 1996).

Vrednosti odnosa w-3/w-6 su nize ukoliko se uporede sa drugim
eksperimentima koji su radeni na Saranu. Steffens i Wirth (2007) konstatuju
vrednost odnosa w-3/w-6 masnih kiselina od 0.8 - 2.4, u zavisnosti od toga da li su
ribe hranjene dodatnom hranom ili ne. U drugim eksperimentima koji su radeni na
Saranskim ribnjacima u poluintenzivnom sistemu, ove vrednosti su jo$ viSe (Mraz i
Pickova, 2009). Medutim, kada se ova poredenja vrse, treba biti oprezan, s obzirom
na to da koli¢ina lipida i masnih kiselina varira u zavisnosti od toga sa kog dela ribe
je uzet uzorak (Katikou i sar., 2001). Pored toga, razlicite linije Sarana pokazuju
razli¢ite nivoe i odnose masnih kiselina u mesu (Mraz i Pickova, 2009). Tako su
sli¢ni rezultati u odnosu w-3/w-6 objavljeni u radu Mraz i sar. (2012), gde se taj
nivo kretao oko 0.25, mada je u istom radu prikazan i procentualno visi nivo PUFA,
u poredenju sa bilo kojom grupom u nasem eksperimentu. Pored ove cinjenice,
treba obratiti paZnju na to da masne kiseline mogu da budu poreklom i iz prirodne
hrane, jer organizmi koji ¢ine zooplankton (Domaizon i sar., 2000), fitoplankton
(Sushchik i sar., 2004) i zoobentos (Arts i sar., 2001) prirodno imaju visoke nivoe
PUFA, a posebno je taj visoki nivo zabeleZen u grupi zoobentosa i to kod vrste
Chironomus pulmosus koja dominira u Saranskim ribnjacima (Bogut i sar., 2007;

Zivié i sar., 2011). U jezerima u kojima je na$ eksperiment raden, biomasa
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planktona i bentosa je bila relativno niska, a i nije bilo razlike izmedu jezera (Duli¢
i sar., 2010), tako da pretpostavljamo da je prirodna hrana ravnomerno uticala na

sve grupe u eksperimentu.
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HistoloSke promene na gastrointestinalnom traktu riba su ocevidno
povezane sa koriS¢enom hranom u toku eksperimenta. Naime, primetno je da su
razli¢iti tipovi hrane uslovili razlicite dimenzije i metabolizam enterocita i
hepatocita, kao i celog digestivnog trakta. Da bi se slikovitije objasnio odnos
izmedu forme i funkcije, na ovom mestu data je paralela sa arhitekturom i citiran je

cuveni americki arhitekta Frenk Lojd Rajt koji je rekao:

“Form follows function - that has been misunderstood. Form and function should

be one”,
u prevodu:

“Pogresno je protumaceno da forma sledi funkciju. Forma i funkcija treba da budu

jedno”.

lako je princip da forma sledi funkciju preuzeta bas iz biologije, koju je prvi
naveo Zan Batist Lamark u svojoj knjizi “Philosophie Zoologique” (Lamarck, 1809),
gore pomenuti arhitekta daje dopunjenu i kompletniju definiciju koja je primenjiva
i na biologiju i koja objasnjava ve¢inu morfoloSkih promena u organizmu riba
tokom ovog eksperimenta. Promene se ogledaju u tome da se prilagodavanje
deSava jo$ na celularnom nivou i da zavisi od hrane koju su ribe iz eksperimenta

konzumirale. Stoga se iz prikazanih rezultata moze izvesti sledeci niz zakljucaka:

e Funkcionalna anatomija jetre je pokazala razlike u histomorfometrijskim
parametrima izmedu komercijalnih hrana u odnosu na Zitarice, a sli¢ni
odnosi su bili prisutni i u prirastu riba.

e Primecena je znacajna razlika u vecini histomorfometrijskih parametara i
histopatoloskih promena u svim organima sa pocetka eksperimenta u
odnosu na ostatak eksperimenta, a posebno u odnosu na period juni-
oktobar (II i III period). Ovo potvrduje posledice zimskog gladovanja i/ili
transporta riba na histolosko stanje ispitivanih organa.

e Razlika izmedu histomorfometrijskih parametara u jetri i koli¢ini lipidnih
kapljica u hepatocitima se menjala i po mesecima i po grupama. U svim

mesecima je procenat lipidnih kapi u ¢eliji opadao u smeru: PH > EH > 7,
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dok je u svim grupama najvisi procenat lipidnih kapi bio u junu i julu
mesecu. Kako je vreme prolazilo i kako su temperatura i metabolizam riba
opadali, procenat lipidnih kapi se smanjivao u ¢elijama. U oktobru, na kraju
sezone gajenja, lipidne kapi nisu viSe bile primetne u ¢elijama.

Histologija creva nije pokazala razlike kada su u pitanju histomorfometrijski
parametri enterocita. Medutim, crevna povrSina se tokom eksperimenta
povecavala na racun duZine crevnih nabora i ovo je jedini morfometrijski
parametar u crevima koji se razlikovao izmedu grupa.

U crevima su uoceni neki znaci enteritisa, pogotovo u prva dva meseca
eksperimenta, medutim, mozZe se zakljuciti da su sve tri hrane adekvatne za
ishranu Sarana.

Kada je prirast u pitanju, znatno je niZi kod riba hranjenih Zitaricama u
odnosu na druge dve grupe. Prirast generalno odraZava koli¢inu proteina u
hrani i ukupni rezultati se poklapaju sa ovim nivoima. Medutim, prirast i
njegovi parametri po periodima pokazuju odredenu pravilnost: u I periodu
grupa riba koja je hranjena Zitaricama pokazuje niZe nivoe prirasta, u II
periodu ribe koje su hranjene ekstrudiranom hranom pokazuju bolji prirast
od druge dve grupe, dok u IIl periodu najveéi uticaj na prirast ima

peletirana hrana.

Drugi deo ove disertacije se bavio kvalitetom vodene Zivotne sredine,

njenim uticajem na homeostazu riba i posledi¢no promenama morfologije vitalnih

organa koje se takode deSavaju kao adaptacija na nove uslove Zivotne sredine.

Voda kao zZivotna sredina za Sarana, osim Sto predstavlja staniSte, moZe da

predstavlja i problem, jer neki njeni parametri, kao i razliCite supstance

(ksenobiotici) koji se nalaze u vodi mogu biti toksi¢ni. Naravno, sve zavisi od

koli¢ine (doze) ksenobionata. Covek koga su Cesto nazivali ocem toksikologije,

poznati srednjovekovni lekar Paracelzus je napisao:

“Alle ding' sind gift, und nichts ohn' gift; allein die dosis macht, daf ein ding kein

gift ist”,

u prevodu:
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“Sve stvari su otrovne i niSta nije otrovno; jedina stvar koja odreduje da li je neSto

otrovno jeste doza”.

Tako su i parametri kvaliteta vode u nasem istraZivanju ostavljali efekte na ribe.

[ako su neophodni za normalan Zivot riba, ukoliko su prisutni u viSim dozama

dolazilo je do promena na organima:

Razlike u parametrima kvaliteta vode izmedu jezera su bile minorne. U
prvoj godini su se razlikovali samo elektroprovodljivost i providnost, dok je
u drugoj jedina razlika bila primetna u nivou pH vrednosti.
Polukvantitativni histopatoloski indeks je potvrdio prethodno pomenutu
Cinjenicu i nije pokazao statistic¢ki znacajne razlike izmedu grupa. Ovo je bio
slucaj u obe godine istrazivanja.

Razlika u parametrima kvaliteta vode izmedu dve godine je bila ocigledna.
Voda iz arteskog bunara je pokazivala znatno loSije parametre, sa visokim
nivoima amonijaka i rastvorenih soli, a niskom vredno$¢éu Kkolic¢ine
rastvorenog kiseonika i tvrdo¢e vode. Medutim, ove razlike se nisu u
znacajnoj meri odrazile i na vrednosti polukvantitativnog histopatoloskog
indeksa, pa zakljucujemo da su velike fluktuacije parametara kvaliteta vode
u toku prve godine istrazivanja imale presudan znacaj u kolicini
histopatoloskih promena na organima. Po organima, razliku su pokazali
histopatoloski indeksi Skrga i jetre, kao i ukupni histopatoloski indeks sva
tri ispitivana organa u eksperimentu. Sva tri indeksa su bila viSa u toku prve
godine istrazivanja.

Parametar kvaliteta vode koji je najviSe doprineo promenama na organima
riba u istrazivanju je bila pH vrednost. To pokazuju Kkorelacije sa
histopatoloskim indeksima organa.

Skrge su se pokazale kao najbolji bioindikatorski organ. Najveéi stepen
korelacija izmedu Skrga i parametara kvaliteta vode je ustanovljen u odnosu
na sve organe koriS¢ene u istrazivanju. Medutim, relativno mali broj tezih
histopatoloskih promena je uocen na Skrgama. Vecina ih je spadala u blage

promene ili promena srednje teZine, koje su reparabilne.
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e Jetra se u ovoj studiji pokazala kao relativno dobar bioindikatorski organ. U
jetri su dominirale cirkulatorne promene i promene na krvnim sudovima,
pogotovo fibroze i kongestije sinusoida, ¢ije vrednosti padaju u odnosu na |
period eksperimenta, gde su najviSe. Procentualno je veci broj promena i
nekroza na pankreasnom tkivu, nego u jetrinom parenhimu i to je
verovatna posledica intenziviranja hranjenja riba u ovom eksperimentu.

e Bubreg se u ovoj studiji nije pokazao kao dobar indikatorski organ. Odgovor
na uticaje spoljasnjih faktora na bubreg je bio limitiran, a korelacije izmedu
parametara kvaliteta vode i histopatoloskog indeksa na ovom organu nisu
ustanovljene, za razliku od Skrga i jetre. Medutim, najvisi stepen nekroza i
najveci broj promena kod svih organa u studiji je uo¢avan u bubregu. Ova
Cinjenica pokazuje da je tokom trajanja eksperimenta, i to u obe godine
studija, ovaj organ trpeo veoma jak negativni uticaj spoljasnje sredine.
Bubreg nije organ koji je ekstenzivno izu¢avan u eksperimentima u oblasti
akvakulture, kao Sto je slucaj sa Skrgama i jetrom, pa je moguce da se
promene u homeostazi ribe u ribnjacima najviSe odraZavaju na bubreg.

e Promene na organima su najverovatnije uticale i na vrednosti mortaliteta,
Ciji rezultati samo potvrduju ¢injenicu da je u prvoj godini eksperimenta
riba bila pod ve¢im stresom, Sto se odrazilo na histolosko stanje organa.

e Oba izvora vode su bila odgovarajuci za gajenje Sarana. Medutim, iako su
prosecne vrednosti kvaliteta vode bile optimalne za gajenje riba tokom prve
godine, povremene ekstremne vrednosti nekih faktora su uslovile
histopatoloske promene na organima.

e U eksperimentu je ocevidan simultani uticaj viSe fizickih i hemijskih
parametara vode. Medutim, histoloSke promene pokazuju iste tkivne
odgovore na razlicite stresore, tako da je nemoguce odrediti koji faktor je
bio najznacajniji i uslovljavao najveci stepen promena. Medutim, kao Sto je
ve¢ navedeno, neki trendovi su uoceni, kao sto je indirektni uticaj nivoa pH

u vodi.

Poznati francuski filozof iz XIX veka Zan Antelm Brija-Savaren je u svom

delu “Fiziologija ukusa” (franc., Physiologie du Gofit) napisao:
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“Dis-moi ce que tu manges, je te dirai ce que tu es”,
u prevodu:
“reci mi Sta jede$ i reci ¢u ti ko si” (Brillat-Savarin, 1826).

Ova recenica veoma slikovito objasnjava odnose u kolicini i broju masnih Kiselina u

miSi¢nom tkivu riba iz razli¢itih grupa u nasem eksperimentu:

e Ribe hranjene komercijalnim hranama su pokazale znatno vedi diverzitet
masnih kiselina u miSi¢ima u odnosu na ribe hranjene Zzitaricama, kao i ribe
uzorkovane na pocetku eksperimenta.

e Utvrdena je statisticki znacajna razlika u koli¢ini masnih kiselina u mesu
riba izmedu grupa hranjenih razli¢éitom komercijalnom hranom. Vrednosti
w-3 masnih kiselina, koje su izuzetno znacajne i imaju niz pozitivnih
svojstava na zdravlje ljudi, su viSe u miSicnom tkivu riba hranjenih
ekstrudiranom hranom. Takode, odnos w-3 i w-6 masnih kiselina u mesu
riba iz eksperimenta opada u slede¢em nizu: EH > PH > ZI, ¢ineéi tako meso

riba iz grupe EH najpovoljnijim za ishranu ljudi.

Svi gore navedeni zakljucci idu u prilog tome da histoloske analize treba da
budu integralan parametar u izucavanju zdravstvenog stanja riba u akvakulturi.
Promene na histoloSkom nivou su nekada suptilne, pogotovo kada je re¢ o uticaju
hrane na digestivne organe, pa se mora pribe¢i morfoloskim i morfometrijskim
metodama u proceni njihovog stanja. One mogu da budu vaZni indikatori ne samo
zdravstvenog stanja riba, vec i kvaliteta Zivotne sredine, odnosno ribnjackog jezera

u kome se nalaze.
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