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1. UVOD

Mnoho studii poukazuje na okouna fi¢niho (Perca fluviatilis) jako na slibného kandidata
pro diverzifikace sladkovodni akvakultury v EU. Tento druh disponuje nadéjnym
kulindfskym potencidlem vici evropskému potravinaiskému trhu, jehoz pozadavky jsou na
kvalitni senzorické vlastnosti a vysoké nutriéni hodnoty (Fontaine a Teletchea, 2019).
Soucasna produkce okouna pfevazné pokryva potfeby domacich trhli ve vétsiné Evropskych
zemich s vyjimkou Svycarska a &asti Francie, zatimco moZnosti rozsifovani chovil jsou
limitovany. Vyznamnym faktorem limitujicim dals$i rozvoj intenzivniho chovu okouna je
onemocnéni zpisobena bakterii Aeromonas sp. zapticinujici vysokou mortalitu v riznych
¢astech produkéniho cyklu (Rupp a kol., 2019). V intenzivnich chovech ryb patii rezistence
vuci patogenim spolu s celkovym fitness mezi pozadované uzitkové vlastnosti, které Ize
vylepsit umélou selekci. Selekéni programy byly v nasich podminkach uspésné aplikovany
u kapra obecného (Cyprinus carpio) (Teletchea, 2021; Prchal a kol., 2022) nebo v zahranié¢i
u pstruha duhového (Onchhorhyncus mykkis) (Pulcini a kol., 2013), lososa atlantského
(Salmo salar) (Thodesen a Gjedrem, 2006) nebo tilapie nilské (Oreochormis niloticus)
(Teletchea, 2019). Nicméné umeéla selekce je dlouhodoby proces, pfi¢emz méné nez 10 %
produktt akvakultury pochézi z geneticky vylepSenych chovi. Pied zahajenim obsahlého
Slechtitelského programu u okounovitych ryb je nutné zjistit detailni informace o intra-
specifickych individualnich rozdilech ve zdravi a imunitnim systému.

Mnoh¢é studie naznacuji souvislost mezi vnitrodruhovou rozdilnosti individudlnich
jedinct zvifat a jejich instinktivnimi strategiemi preziti. Pro porozuméni témto strategiim je
Casto uzivano behaviordlnich a fyziologickych charakteristik. Jedna z nejuniverzalngjsich
charakteristik je tzv. kontinuum ,,plachy-odvazny* (Wilson a kol., 1993; Sneddon, 2003),
které¢ reflektuje proaktivni (odvazny/bold individual/BI) a reaktivni (plachy/shy
individual/SI) styl chovéani, podle kterého jsou BI jedinci reprezentovani vyssi produktivitou
(vyssi aktivitou, rychlej$im rlstem, lepSim pfijmem potravy, lepSimi pohybovymi
schopnostmi a niz§i mortalitou) oproti SI jedincim. Ackoliv se jiz podafilo popsat vyssi
hmotnostni pfiristek u BI jedinct koljusky tiiostné (Gasterosteus aculeatus) oproti Sl
jedincim (Ward a kol., 2004), tak prikazné¢ informace o vlivu na rezistenci vuci

aeromonadam prozatim chybi. Z toho diivodu bylo ziskdno 1000 jedincii okouna fi¢niho ze
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Svycarského chovu, ktefi byli podrobeni behavioralnim testim personality a dle vysledka
rozdéleni na BI a SI jedince a jejich leukocyty izolované z hlavové ¢asti ledvin byly in vivo
stimulovany ndkazou Aeromonnas sp. Stimulované buriky byly nasledné podrobeny analyze
na genovou expresi. Prace pfindsi nové relevantni udaje s dopadem pro intenzivni

akvakulturu okouna fi¢niho.

2. LITERARNI RESERSE

2.1. Okoun ri¢ni

2.1.1. Taxonomické zarazeni
Supertise: Ophistokonta

RiSe: Animalia (Zivogichové)

Podrise: Bilateria (Dvoustran¢ soumérni)
InfrafiSe: Deuterostomia (Druhousti)
Kmen: Chordata (Strunatci)

Podkmen: Vertebrata (Obratlovci)
Infrakmen: Gnathostomata (Celistnatci)
Nadtfida: Actinopterygii (Paprskoploutvi)
Ttida: Teleostei (Kostnati)

Nadrad: Acanthopterygii

Rad: Perciformes (Ostnoploutvi)
Podrad: Percoidei

Celed’: Percidae (Okounoviti)

Rod: Perca (Okoun)

Druh: Perca fluviatilis (Okoun fi¢ni)

Pocatek zajmu o nomenklaturu okouna ti€niho lze datovat do roku 1730, kdy se
predevsim tématikou morfologie tohoto druhu zabyval prukopnik ichtyologie Peter Artedi

Vv oblasti Svédskych jezer. Na jeho praci navazal zakladatel systematické kategorizace



zivocichu a rostlin Carl Linné, ktery nasledné v roce 1758 pojmenoval tento druh tak jak jej
zname dnes. Do konce 20.stol bylo mylné popsano nékolik jinych druhd jako Perca italis
nebo Perca vulgaris, nacez bylo posléze zjisténo, ze se jedna pouze o rozdilné formy jednoho
druhu Perca fluviatilis, které vznikly diky rozsahlé distribuci druhu a obyvani rozmanitého
spektra habitatd. (Pimahkin a kol., 2015). V nejmoderngjsim kladistickém pojeti obsahuje
rod Perca 3 druhy, a to krom jiz zminéného P. fluviatilis jesté P. flavescens (Mitchill, 1814)
a P. schrenkii (Kessler, 1874) (Stepien a kol., 2015).

2.1.2 Popis druhu

Tvar téla u juvenilnich jedinci lze popsat jako valcovity, pficemz u odrostlejSich
exemplarit dochazi k vyraznému zplosténi téla v lateralni roviné, doprovazené vzristem
vysky téla a celkové mohutnosti, nac¢ez nabyva dospély okoun findlniho kuzelovitého tvaru
s napadnym hrbem mezi hlavou a anteriorni (prvni) dorzalni ploutvi (Fri¢, 1859; Dubsky a
kol., 2003; Dvorak a kol., 2014). Variance zbarveni bokt nabizi tmavé i svétle zelenou
v mozné kombinaci s méné vyraznou zlutou s napaditym tmavymi pruhy v transverzalni
roving, jejichz pocet se bézné pohybuje mezi 5 a 9. Zabarveni hibetu je tmavé a bfisni partie
svétlejsi. Intenzita a jasnost barev v kizi okouna muze souviset s preferovanym typem
prostiedi. Oranzovy az Cerveny pigment lze pozorovat u ploutvi analni, pektoralnich a
ventralnich. Kazi pokryvaji drobné Supiny ktenoidniho typu, které plisobi na dotyk ostfe.
Té&mito Supinami je pokryto i celé operkulum, které je opatieno trnem. (Dyk, 1956; Svatora,
1986; Barus a Oliva, 1995; Dvorak a kol., 2014; Craig, 2008; Rouegot a kol., 2008;
Pimakhin, 2012).

Dubsky (2003) 1 Hanel (1992) ve svych publikacich uvadeéji, ze typickym znakem pro
okouna je tmava skvrna, ktera se nachazi v kaudalni ¢asti anteriorni dorzalni ploutve (mezi
poslednimi 2-3 ostny). Podle Dubského (2003) tato ploutev obsahuje 12-16 tvrdych paprsku.
Ponékud rozdilné je vystavena dorzalni ploutev posteriorni (druhd), ktera se sklada z 1-3
tvrdych a 12-16 mekkych paprskti. Analni ploutev obsahuje 2 tvrdé a 8-9 mékkych paprskd,
ploutev pektorélni sestava z 14 mékkych paprska a v ploutvi ventrélni Ize pozorovat jeden
tvrdy a 15 mé&kkych paprskil. V ploutvi kaudalni se nachazi 17 mékkych paprska. (Barus a
Oliva,1995) popisuji 54-77 Supin v postranni ¢afe, pfi¢emz jiné zdroje jako (Dubsky a kol.,
2003) publikuji jiny pocet a to 46-79. Horni i spodni ¢elist disponuji drobnym ozubenim a
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celkovy tvar st definujeme jako termindlni (koncovy), ktery je pro dravce typicky. (Svétora,

1986; Dvorak a kol., 2014).

2.1.3. Areal rozsireni

Z geologického hlediska stari nasi planety se poslednich nékolik tisic let nachazime
v obdobi klimatického klidu, zvané holocén, v némz panuji velmi stabilni globalni teplotni
podminky (Attenborough, 2020). Dnesni distribuce populaci Zivoc€ichll na planeté Zemi je
siln¢ determinovana pfedchazejicim obdobim, tedy stfiddnim dob glacidli a interglacialii. Na
konci posledni velké doby ledové doslo k masovym migracim zivo€ichti za Gcelem nalézt
nova tuto¢isté (Hewitt, 1996; Gugger a Sugita, 2010). Okoun #iéni patii mezi autochtonni
euroasijské druhy, jehoz vyskyt 1ze zaznamenat témér na celém evropském kontinentu a také
v severni Asii (Craig, 2000). Odborné poznatky naznacuji, ze ke kolonizaci severni poloviny
evropského tzemi, doslo ptiblizné pied 10-15 000 lety v ramci postglacialni migraci ze tfech
hlavnich refugii v severovychodni, jihovychodni a zapadni Evropé. Tento proces umoznil
vznik n€kolika hlavnich skupin, jenz se skladaji z jednotlivych populaci jako je sibifska,
norska nebo populace Baltského mote, u které byla prokdzana migrace ze vSech tii hlavnich
refugii. V jizni ¢asti Evropy se nynéjsi populace vyvinuly z pfedki, jenz pravdépodobné
migrovali z povodi Dunaje a Ryna. (Nesbg a kol., 1999; Behrmann-Godel, 2004; Vanina a
kol., 2019). Na uzemi Evropy se s okounem nesetkdme na Pyrenejském a Apeninském
poloostrové spolu se severni Anglii a nékolika lokalitami v Norsku. Jeho artificidlni
introdukce probéhla i1 na jinych kontinentech jako je Afrika, Australie nebo zemée jako napf.

Novy Zéland (Thorpe, 1977).

2.1.7. Produkce a hospodarsky vyznam

Podle Policara a kol. (2009) dosahovala globalni produkce okouna fi¢niho odlovem z
volnych vod na konci prvni dekady 21. stol. hodnot 25 600 t.rok™, pii¢emz data z FAO
poukazuji na navyseni produkce az na 33 000 t.rok™ v roce 2014 s naslednou stabilizaci
produkce, kdy v roce 2020 bylo celosvétoveé z volnych vod odloveno 32 393 t okouna fi¢niho
(FAOQ, 2023). NejvyznamnéjSimi globalnimi producenty k roku 2016 jsou Rusko (13 196 t),
Finsko (9 382 t), Svédsko (3 318 t), Estonsko (2 407 t) a Polsko (1 114 t). V p¥ipadé Finska



dosahovala produkce v roce 2005 hodnot 13 000 t.rok* a 1ze tedy pozorovat trend snizovani
produkce odlovem z volnych vod v ngkterych zemich (Tribiloustova, 2005; Oberg, 2008;
Watson, 2008; Toner, 2015; FAO, 2016).
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Obr. 1 Celosvétova produkce okouna fi¢niho odlovem z volnych vod, FAO 2023

Na druhou stranu produkce intenzivni akvakulturou v Evropé vykazuje stoupajici
tendenci v poslednich tfech dekadach (Fontaine a kol., 1993; Watson, 2008; Stejskal a kol.,
2010; Policar a kol., 2009, 2011,2014; Kfistan, 2013). Zatimco v roce 2016 se celosvétove
vyprodukovalo 537 t akvakulturou tak k roku 2020 dosahovala globalni produkce okouna jiz
hodnoty 952 t (FAO, 2023). Chov okouna pomoci intenzivni akvakultury na specialnich
chovnych farmach se velmi rozsitil napt. ve Svycarsku (Percitech S.A., FTN Aquaart AG,
Valperca AG), Irsku (Clune Fisheries Ltd.) nebo Francii (Lucas Perches SARL (Toner a
Rouegot, 2008; Policar a kol., 2009; Toner, 2015). Pfiblizna rybni¢ni produkce okouna
fiéniho v Ceské republice je 15-20 t.rok™ (Stejskal a kol.,2010).
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Obr. 2 Celosvétova produkce akvakulturou, FAO 2023

Hospodaisky vyznam okouna fi¢niho spoéiva piedevsim v jeho zpracovani a nasledné
distribuci spotiebitelim, kteti preferuji jeho chutné a kiehké maso, které oproti kaprovitym
rybam neobsahuje tzv. ypsilonové kustky, stejné jak je tomu napf. u candata obecného
(Saaristo a kol., 2019). Z toho divodu je okoun povazovan za slibného kandidata pro
diverzifikaci moderni akvakultury (Koufil, 2013). Jako typické spotiebitelské staty lze uvést
Svycarsko, Némecko nebo Francii, u nichz je popisovana rozdilna preference hmotnosti
pozadovanych cilovych produktii (filetdl), kdy ve francouzsky mluvici &asti Svycarska se
povazuji za Zadouci filety o hmotnosti 15 g tak v Némecku nebo Skandinavii tamni obyvatelé
s oblibou konzumuiji filety az 10x tézsi. (Watson, 2008; Policar a kol., 2009; Stejskal a kol.,
2010). Na okouna lze hledét i jako na biomeliorativni (v pfipadé rybnika) a na
biomanipulativni (v piipadé UN) druh ryby. V rybni¢nim ekosystému vytvaii predaéni tlak
na nezadouci druhy drobnych kaprovitych ryb a snizuje tak kompetici kapra obecného
S ostatni tzv. bilou rybou o pfirozenou potravu. V ptipad¢ tidolnich nadrzi svou konzumaci
redukuje obsadky planktonivornich druha ryb se sklonem k pfemnozZeni (plotice obecna,
ouklej obecnd, cejnek maly). Tento ekologicky vztah ma za nésledek vyskyt vétsich Eetnosti
zooplanktonu (perloocky, buchanky), ktery pozird fytoplankton (fasy, sinice) coz vede ke
zvyseni prithlednosti vody a zlepSeni bilance kysliku v nadrzi. Na druhou stranu nadmérny
vyskyt plidku okouna fi¢niho mize mit spiSe negativni biomanipulativni vliv vzhledem k
preda¢nimu tlaku plidku na zooplankton. Okoun je téZ povazovan sportovnimi rybaii za

velmi atraktivni a oblibeny druh, nicmén& podle dat z CSR dochazi v poslednich letech k
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rapidnimu poklesu jeho tlovki na sportovnich revirech (Zalewski a kol., 1990; Meijer a kol.,
1995; Dorner a kol., 2003; Adadmek a kol., 2008; Policar a kol., 2009; Stejskal a kol., 2010;
Randak a kol., 2015).
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Obr. 3 Statistika ulovki okouna fi¢niho na svazovych vodach, CRS, 2022
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2.1.4. Metody chovu

2.1.4.1 Extenzivni chov

V tuzemsku a sousednich zemich jako Slovenko a Polsko je chov okouna spise zaméten
na tradi¢ni pojeti v rybni¢nich akvakulturach, kdy je nasazovan do polykultur s kaprem
obecnym ¢i jinymi kaprovitymi rybami na dvouhorkovy systém (lovi se jednou za dva roky),
pficemz s monokulturou se mizeme setkat pouze v piipadé produkce rychlené¢ho plidku
nebo vyjimecné na malych produkénich rybniccich (Policar a kol., 2008; Stejskal a kol.,
2010; Hartman a Regenda, 2016). Polykulturni zptisob chovu trznich ryb vétsinou ¢ita 2-5 %
celkového objemu produkce ryb z akvakultury (Kestemont a kol., 1996). Mezi hlavni faktory
limitace tohoto zplsobu produkce patii predevSim sezonnost (rlst pouze ve vegetacni
sezong), riziko kanibalismu v disledku nemoznosti sortovani velikostnich kategorii, nizka
obsadka na jednotku plochy, dostupnost ryb pouze v podzimnim obdobi a nekontrolovatelné
kolisani fyzikalné-chemickych parametrit vody (Boyd a Hanson, 2010; Policar a kol., 2015).
Na druhou stranu vyuziti vytaznikovych rybnikti do 2ha plochy pro odchov rychleného
plidku Of s néslednou adaptaci do RAS systému se jevi jako velmi efektivni metoda
(Stejskal a Koutil, 2006; Blaha a kol., 2013). Pfi produkci rychleného plidku se nasazuje
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120-150 000 ks Ofp.ha* (Policar a kol., 2015; Hartman a Regenda, 2016). V extenzivnich
chovech se plidek okouna zivi zpo¢atku drobnym (vifnici) a nasledné hrubsim (perloocky,
buchanky) zooplanktonem s postupnym piechodem na pievazné piscivorni zpusob ziskavani
potravy. Piitomnost Zadoucich velikosti zooplanktonu je podminéna piislusnym Zivinovym
obohacenim (davka 400 kg hnoje.ha) s ukonéenym napousténim vytazniku cca tyden pied
nasazenim pludku (Smyly, 1952; Popova a Sytina, 1977; Guma'a, S. A. ,1978; Skrzypczak a
kol., 1998; Blaha a kol., 2013; Policar a kol.,2014; Hartman a Regenda, 2016, Regenda, Ustni

sd€leni).

2.1.4.2 Polo-intenzivni chov

Polo-intenzivni metody produkce s vyuzitim klecového chovu ¢i plachtovych zavésnych
nadrZi s pratoénym systémem lze nalézt napf. ve Svycarsku, Skandinavii nebo Francii. Nutno
zminit, ze v mnohych ptipadech se jednalo spiSe o experimentalni prace. I pies zvySenou
obsadku (az 30 kg.m®), niz§i naklady a vyuziti komerénich krmiv se stile jedna o spise
neucinnou metodu z divodu vysoké mortality a limitovaného ristu béhem zimnich mésict
spolu s negativnimi disledky plisobeni patogenti a kanibalismu. Zefektivnéni chovu pitipada
v uvahu pouze v piipad¢ zkraceni chovatelského cyklu do intervalu od cervna do zafi

(Fontaine a kol., 1996; Kestemont a kol., 2008; Policar a kol., 2015).

2.1.4.3 Intenzivni chov v RAS

S technologickym postupem, zvySujici se odbornosti chovateli a systémovou
digitalizaci 1ze nahlizet na intenzivni chov ryb v RAS systému jako na budouci model
piikladového ob&éhového hospodatstvi (Martins a kol., 2010; Stejskal a kol., 2010; Ebeling a
Timmons, 2012; Koutil, 2013; Policar a kol., 2015). Okoun fi¢ni bezpochyby patii do spektra
ryb intenzivné chovanych v systémech RAS diky jeho schopnosti adaptovat se podminkam
intenzivniho chovu a dosédhnout uspokojivych produkénich vysledkt (Gebauer a kol., 2021).
V systému RAS Ize odchovat okouna do trzni velikosti (100-150 g) béhem 12-14 mésici

(Watson, 2008). Téchto vysledki je dosazeno za pomoci udrzovani konstantni teploty chovu
(22-24°C), fotoperiody (12D:12L), nasyceni kyslikem (min. 70% na odtoku), udrZeni
koncentrace dusikatych latek metabolismu pod nebezpe¢nou urovenr (NHs < 0,03 mg.I?,

NO, < 0,5 mg.I"), technologie umélého a poloumélého vytéru s vyuZitim hormondlni
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stimulace, velikostniho tfidéni ryb, rozkrmu larev pomoci zivé potravy jako zabronozka
Artemia salina ¢i vifnik Brachionus calyciflorus, nekompromisni dodrzovani pfisnych
zoohygienickych opatieni a peclivé denni kontroly ryb i1 fyzikalné-chemickych parametrii
vody s moznosti ihned detekovat a neutralizovat rizikovou situaci. Jako ptiklad lze uvést
farmové chovy ve Svycarsku ¢ Francii, kde hodnoty obsadek mohou dosahovat az 60 — 70
kg.m? vody (Sorgeloos a Persoon, 1975; Awais a kol., 1992; Mélard a kol., 1995; Vlavonou
a kol., 1999; Koufil a kol., 2002; Fiogbé a Kestemont, 2003; Fontaine a kol., 2008;
Kestemont a kol., 2008; Policar a kol., 2008a, 2009b, 2015c). Nelze také opomenout aplikaci
granulovanych krmnych smési s vyvazenym obsahem zivin. Podle Marese a kol., (2015) by
mély krmné granule pro juvenilni ryby obsahovat 55-60 % proteinu a kolem 10-12 % tuku,
pficemz Fiogbé (1996) uvadi jako vyhovujici obsah bilkovin 37-43 %, nicméné se oba
shoduji, Ze s rostouci velikosti ryb i granuli by mélo mnozstvi bilkovin v krmivu mit klesajici
tendenci a obsah tukil by mél naopak postupné nariistat. Krmivo pro dospélé ryby by mélo
podle Policara a kol. (2011) disponovat dostatecnym a pomérové vhodnym zastoupenim
vysoce nenasycenych mastnych kyselin HUFA. Konkrétni pomérové zastoupeni by pak mélo
vypadat nasledovné = 2 DHA (dokosahexanova kyselina): 1 EPA (eikosa pentaenova
kyselina): 1 ARA (arachidonova kyselina) (Kestemont, 2008; Kiistan a kol., 2012).
V soucasné dobé lze potencialnim chovatelim okouna doporucit krmiva od firem Biomar
(Déansko), Coppens (Supreme 10, Nizozemsko), Aller Aqua (Ocean Ivory Ex, Némecko), Le
Gousant (Percid Starter, Percid Range, Francie) (Policar a kol., 2009; Stejskal, Gstni sd€lent).

2.2. Faktory limitujici chov okouna Fi¢niho v RAS

2.2.1. Bakterie Aeromonas sp.

2.2.1.1. Ekologie a rozdéleni

Taxonomicky nalezi gramnegativni bakterie rodu Aeromonas sp. do celedi
Aeromonadaceae v ramci kmene Proteobacteria. Siroké $kala druhi tohoto rodu reflektuje i
variabilitu v optimalnich podminkach prostiedi z hlediska teploty (psychrofilni a mezofilni),
ptitomnosti kysliku (fakultativné anaerobni) 1 ziskdvani energie v podob¢ chemoorganotrofie
(Colwell a kol., 1986; Garrity, 2007; Parker a Shaw, 2011). Jedna se o zastupce bakterii
typickych pro vodni habitaty s nezavislosti na typu (lenticky i loticky), ptivodu (podzemni,
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povrchova) ¢i urovné znecisténi (Chowdhury a kol., 1990; Janda a Abbott, 2010). Z hlediska
mobility I1ze rozd¢€lit aecromonady na pohyblivé a nepohyblivé. V ptipadé nepohyblivych
druhti pozorujeme riziko patogenity pouze u ryb, kdezto pohyblivé aeromonady piedstavuji
nebezpeci nédkazy jak pro ostatni obratlovce, tak i pro bezobratlé. Mezi nepohyblivé se tadi
napt. A. salmonicida, jenz u ryb zptisobuje onemocnéni furunkul6zou a z druhé skupiny lze
zminit napf. A. hydrophila a A. veronii, jenz pfedstavuji pivodce vzniku bakterialnich
hemoragickych septikemii ryb (Rahman a kol., 2002; Janda a Abott, 2010).

2.2.1.2. Patogenita

V chovu lososovitych ryb patii nepohybliva A. salmonicida mezi jedny z nejstarSich
stava se tak vyznamnym limita¢nim faktorem uspé&$ného chovu lososovitych ryb v globalnim
méfitku (Dallaire-Dufresne a kol., 2014; Menanteau-Ledouble a kol., 2016). Typickym
patologicko-morfologickym projevem chronické formy tohoto onemocnéni u starSich ¢i
rezistentnich jedinc je ptitomnost dermdlnich pukajicich viedi neboli abscesl (tzv.
ulcerace) téz nazyvanych furunkuly. (Hiney a kol., 1997; Austin a kol., 2007). U pladku se
Ize setkat s per akutni formou charakterizovanou akutni mortalitou v fadu nékolika dnd,
pficemz pro juvenilni a adultni ryby je spiSe typicka forma akutni, pfi které je bakterie
distribuovéna do tkani cestou krevniho fecisté (septikémie). Pti t€chto forméach onemocnéni
jsou pozorovatelné morfologické zmény jako ztmavnuti povrchu téla nebo pfitomnost
hemoragii (Palikova a kol., 2019).

Pohyblivé aeromonady stoji za vznikem fady infekénich septikemickych onemocnéni,
které Palikova a kol. (2019) shrnuje pod zkratkou MAI (motile aeromonad infection). Mezi
tuto skupinu aeromonad patii napt. A. hydrophila, ktera ¢asto tvofi majoritni zastoupeni
tohoto rodu bakterii ve vod¢, pfiCemz ji néktefi autofi uvadi jako plvodce globalné
rozsifeného onemocnéni erytrodermatitidy u kaprovitych ryb, sniz jsou velmi dobfie
obeznameni 1 tuzems§ti rybnikafi. Dalsim zndmym MAI patogenem zplsobujici znacné
ekonomické Skody v chovech ryb je A. veronii biovar sobria. jejiz negativni vliv byl
prokazan i v chovu okouna fiéniho (Wahli a kol., 2005). Klinické pfiznaky MAI onemocnéni
se projevi bud’ v pozdéjsim stadiu nemoci (porucha piijmu potravy, shromazd’ovani u

bfehovych linii) nebo k nim v ramci akutni formy nedochéazi vibec s naslednym uhynem.

13



Mezi nalezy morfologické patfi pfedev§im ulcerativni zmény na pokozce s naslednou
nekrozou vnitinich organu (Schulz, 1980; Ghenghesh a kol., 2001; Kolafova a SvobodoVva,
2009; Palikova a kol., 2019).

2.2.1.3. Vliv na chov okouna Fi¢niho

Okoun ficni se vyznacuje relativné vysokou rezistenci vici nemocem bakterialniho
puvodu, na druhou stranu pravdépodobnost vzniku povrchového poranéni je v intenzivnich
chovech pomérné vysoka a v jejim dasledku mize dojit k sekundarni bakterialni infekci
(Policar a kol., 2009).

Zdokumentovany pfipad z nejmenované Svycarské okouni farmy popisuje prvotni
detekci koznich 1ézi v lateralnich rovinach chovanych jedinci s naslednou mortalitou
v chovu na Urovni cca. 1 % obsadky.den™. Po izolovani vzorki peritonealnich tkani padlych
ryb popisuji identifikaci bakterie A. sobria s naslednou expozici buiikam pstruha duhového
s vyslednym hemolytickym a cytotoxickym efektem. Zpravu zavrSuje deklarace A. sobria
jako primarniho patogenu okouna fi¢niho (Wahli a kol., 2005). Ptipad z volnych vod
z francouzského jezera Annecy vypovida o negativnim patogennim Géinku A. hydrophila na
populaci okouna, kdy doslo k masovému uhynu 250 kg trofejnich exemplaia (1,5 kg)
S patrnymi hemoragickymi a ulcerativnimi lézemi na povrchu téla (Michel, 1981). O tthynu
okount v britském jezefe Windermere zapii¢inénym A. hydrophila se kratce zminuje i
Policar a kol. (2009). Pozorovéni Grignarda a kol. (2006) potvrzuje ptitomnost bakterii A.
sobria, hydrophila a veronii v intenzivnim chovu juvenilnich i adultnich okound s naslednou
mortalitou dosahujici az k hodnoté 8 % obsadky. Jako nejvyznamnéjsi patogen limitujici
produkci okouna v RAS uvadéji Rupp a kol., (2019) ve své préci také bakterie z rodu

Aeromonnas.

2.2.1.4. Identifikace, prevence, 1écba

V praxi se k1écbé MAI onemocnéni vyuziva antibiotik pfidanych do krmiva napf.
preparatu RUPIN SPECIAL, jenz obsahuje G¢innou latku oxytetracyklin, pficemz Palikova
a kol. (2019) doporucuje aplikovat 4-6 davek o koncentraci 15 g.kgt vahy ryb.
Oxytetracyklin je mozné aplikovat i alternativné formou 1é¢ebné koupele pii expozici 90

minut ve tfech po sobé jdoucich interval s ¢asovym odstupem 24 hodin. Dalsi variantou je
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koupel v roztoku NaCl v koncentraci 10-30 g.I" v ¢asovém rozmezi 15 min — 1 hod (Policar
a kol., 2009). Z tad antibiotik se zda byt feSenim i aplikace 1é¢ebné koupele v piipravku
Enrofloxacin v koncentraci 2 mg.I"* na denni bazi po dobu trvani 5 dni (Kolafova a
Svobodovéa, 2009). V posledni dobé se mezi vyzkumniky diskutuje o snizeni ucinnosti
antibiotik v ramci jejich nadmérného uzivani u lidi i zvifat. Tento trend 1ze také definovat
jako postupné zvySovani antimikrobialni rezistence-(Moore, 2019).

Mezi zakladni preventivni opatfeni patii pravidelna kontrola kvality vody, maximalni
apel na dodrzovani zoohygienickych podminek, opatrna a odpovédna manipulace s rybami a
také kvalitni vyvazena vyziva. Dale nelze opomenout klasické rybnikéaiské ozdravovaci
metody (letnéni, zimovani) spolu s desinfek¢nimi opatfenimi (vapnéni rybni¢niho dna,
oSetfeni naradi v roztoku SAVO) nebo koupel ryb v roztoku manganistanu draselného po
invazivnim zasahu (umély vytér, znaceni). V intenzivni akvakultufe se piistupuje k eliminaci
patogentt pomoci ozonizaci a UV zafeni v kombinaci s pfipadnymi karanténnimi a
izola¢nimi procesy (Kestemont a Mélard, 2000; Koufil, 2013; Hartmann a Regenda, 2016;
Kolarova a Svobodova, 2009;).

K identifikaci bakterii z rodu Aeromonas sp. lze vyuzit Sirokou §kalu odbornych metod
pocinaje kultivaci, ktera zahrnuje biochemické metody jako oxidacné-fermentacni test ¢i
redukci dusi¢nant. Dale Ize vyuzit molekularnich metod jako je hybridizace nukleovych
kyselin, FISH (fluorescen¢ni hybridizace in situ) nebo PCR (polymerazova fetézova reakce).
Za zminku stoji 1 vyuziti metody MALDI-TOF (matrici asistovana laserova
desorpce/ionizace), kterd pracuje na principu hmotnostni spektrofotometrie (Mifiana-Galbis

a kol., 2002; Abbott a kol., 1992a, 2003b; Benagli a kol., 2012).

2.2.2 Stres

2.2.2.1. Definice a rozdéleni stresu

Existuje velmi mnoho variant definic stresu z riznych pohledt, nicméné vétSina
odbornych publikaci zabyvajici se touto tématikou se shoduje v definici podle Hanse Seyleho
(Seyle, 1950a, 1956b), ktery vysvétluje stres jako nespecifickou odpoved’ téla organismu na
jakykoliv pozadavek s néaslednym vSeobecnym adaptacnim syndromem (GAS), neboli
snahou organismu adaptovat se nové situaci a zachovat stabilitu homeostaze. Konkrétnéji

pak autofi popisuji stres jako pfirozenou reakci organismu na environmentalni gradient
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(zmény teplotnich rezimd, sraZzkovych pomérd, nadmoiskych vysek), pfitomnost hrozby
(predatora, konkurenta potravniho, refugidlniho, reprodukéniho) onemocnéni, zranéni,
intoxikaci ¢i fyzickou zatéz. Obecné 1ze shrnout podnéty zapticinujici vznik stresu pod pojem
stresory. Jina definice hovoii o stavu zpisobeném environmentalnim ¢i jinym faktorem,
ktery rozsifuje schopnosti organismu za bézny rozsah adaptace ¢i vyznamné poskozuje
normalni fungovani organismu a Vvobou pfipadech vyrazné piispiva ke snizeni
pravdépodobnosti preziti organismu. Z endokrinologického hlediska je mozné definovat
stres jako stimul, jenz zodpovidd za uvolnéni adrenokortikotropniho hormonu (ACTH)
z adenohypofyzy s naslednym zvySenim produkce glukokortikoida (Seyle, 1950a, 1956b;
Levine, 1985; Iwama a kol., 1998; Vecetova-Prochazkova a Honzak, 2008; Killen a kol.,
2013; Chovatiya a Medzhitov, 2014; Fink, 2010a; Fink, 2016b).

Stres se vyskytuje ve dvoji formé, pficemz jeden typ rozpoznavame jako tzv. pozitivni
neboli motivacni eustres, kdy se jedinec vystavuje unosné mite stresoru, pii které se odpoved’
organismu projevi zvySenou snahou o dosaZeni cile s vyslednym pozitivnim efektem na
celkovou fitness. Protilehlou reakci vyvolava negativni distres, jenz zptisobuje maladaptivni
odpovéd’ s negativnim efektem pro zdravi organismu (Le Fevre a kol., 2003; Vecetova-
Prochdzkové a Honzék, 2008; Schreck a Tort, 2016). Déle se Ize setkat s pojmem oxidaéni
stres, ktery z biochemického hlediska vyjadiuje nepomér rovnovahy oxidanti a antioxidantti
Vv téle v prospéch oxidanti. Reaktivni kyslikové ¢astice ovliviuji intraceluldrni procesy, které
slouzi kudrZzeni homeostaze a Vjejich nadbytku miZe dochazet k poskozeni buné&k

nasledované nekrézou (Sies, 2000; Burton a Jauniaux, 2011).

2.2.2.2 Stresory ryb

Stresové podnéty ryb se daji diferenciovat do tii hlavnich skupin. Jedna se stresory
environmentalni, fyzické a biologické (lwama a kol., 1998).

Environmentalni stresory ryb spocivaji v proménlivosti hodnot fyzikalné-chemickych
parametr vody tzv. gradient prostfedi. Jedna se tedy o zmény teplotniho rezimu, nasyceni
vody kyslikem, pH, koncentraci dusikatych latek metabolismu, parcialniho tlaku nebo
tvrdosti vody. Do této kategorie spadaji 1 zvySené koncentrace rozpusténych xenobiotik jako
jsou pesticidy, t€zké kovy, kyanidy, farmaka a jejich metabolity. Dale se mize jednat o

pfitomnost introdukovanych alochtonnich druhii nebo antropogennich zésahli napf.
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napfimovani vodnich tokd s ndslednou degradaci habitatu. (Power, 1997; lwama a kol., 1998;
Mount a kol., 2012; McBryan a kol., 2013; Eissa a Wang, 2016). Mezi stresory fyzické poté
fadime piedevsim manipulaci s rybou, vylovy, tfizeni, transport, znaceni, umelé vytéry nebo
sportovni rybolov (lwama a kol., 1998; Mount a kol., 2012; Martos Sitcha a kol., 2020).
Biologické stresory poté zahrnuji koncepty populacni dynamiky jako hejnova hierarchie a
dominance, kdy se nedominantni jedinci (submisivni) dostavaji do nevyhodnych situaci
Z hlediska potravni i reprodukéni kompetice. Jako stresor ptlisobi i pfitomnost patogenu
V organismu, nicméné souvislosti mezi stresem a imunitnim systémem se zdaji byt
oboustranné destruktivni, nebot’ stresovy stav sim o sobé navysuje riziko ndkazy v dtsledku
oslabeni obranyschopnosti organismu (Steptoe, 1991; Rottman a kol., 1992; Fox a kol., 1997;
Iwama a kol., 1998; Dahlbom a kol., 2011).

2.2.2.3. Stresové reakce ryb

Z fyziologického hlediska pozorujeme 3-fazovou reakci ryb na stimul stresorem. Prvni
alarmujici faze je charakteristicka reakcei ,,bojuj nebo ute¢ , druha rezistenéni faze umoznuje
organismu adaptovat se na zatéz. V ptipad¢€ uspesné adaptace nastava treti kompenzacni faze,
kterd je typickd stabilizaci homeostadzy a navraceni do pivodniho stavu pted expozici
stresoru. Pokud vSak adaptaéni mechanismus selhava v disledku jiz déle netnosného
pusobeni stresoru tak nastava tieti faze vycerpani, v jejimz disledku organismus umira
(lwama a kol., 1998; Shreck a kol., 2016).

Z hlediska endokrinologického 1ze reakci ryb také rozdélit do tii fazi. V ramci primarni
odpovédi dochdzi kuvoliiovani stresovych hormonii katecholamini (adrenalin a
noradrenalin) z chromafinové tkan¢ hlavové ¢asti ledvin do krevniho fecisté. Dale dochazi
k expresi a syntéze CRH (kortikotropni hormony nebo téz CRF kortikotropni faktor)
z hypotalamu, které stimuluji hypofyzu k sekreci adrenokortikotropnich hormont (ACTH),
které stimuluji interrenalni tkan hlavové ¢asti ledvin k produkci a vyplaveni kortizolu. Tento
proces se téZ oznacuje jako HPI osa (hypotalamus — pituitary/hypofyza — interrenal).
Primarni odpovéd’ je tedy charakteristickd rapidnim zvySenim koncentrace kortizolu a
katecholaminl v krevni plasmé. Funkce kortizolu spociva v aktivaci obranyschopnosti
organismu pomoci zajiSténi dostatecného mnozstvi energetickych zasob, konkrétné

stimulace  glukoneogeneze, metabolismu lipidd ¢i  syntézy proteind v ramci
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aminokyselinového metabolismu. Ve fazi sekundarni dochézi ke zvysSené potiebé respirace
ve snaze znovuziskani energie. V dusledku zvysené koncentrace adrenalinu v Krvi se dostavi
deficit iontovych minerdld Na® a K*, zapfi¢inény sniZenim pritoku krve v Zabernich
obloucich. Zvysené mnozstvi kortizolu v krvi pii sekundarni odpovédi také zptisobuje efekt
imunosuprese. Kaskada téchto udalosti vede k tercidlnim odpovédi organismu, které
Vv ptipadé pteziti jedince vyusti v poruchy rustu, reprodukce, imunologické rezistence a zmén
v chovani (Van Der Boon a kol., 1991; Pickering, 1993; lwama a kol., 1998; Wendelaar
Bonga, 1997; Pankhurst, 2011; Gorrisen a Flik, 2016; Shreck a kol., 2016).

2.2.4. Syndrom nenapliiovani plynového méchyfe a kanibalismus

K naplnéni plynového méchyie (GB — gass bladder)) dochazi u okounovitych ryb
pfirozené v pocatcich ranné ontogeneze zpravidla mezi pfechodem na exogenni vyzivu
(3DPH) a 10 — 14.DPH pomoci prorazeni hladinové blanky, spolknuti bublinky vzduchu s
naslednym transportem do GB pies ductus pneumaticus (spojka jicnu a GB) (Egloff, 1996;
Csezny, 2005; Dvorak a kol., 2014). V disledku ptitomnosti tu¢nych emulzi na vodni hlading
se posléze stava moznost prorazit vodni blanku znemoznénou, coz vede K tzv. syndromu
nenapliiovani GB (NGB — non gass bladder, NISB — not-inflated swim bladder) s
konsekvencemi v podobé morfologickych malformaci a retardace ristu u larev (Jacquemond,
2004). Pro severoamerické candaty (Sander vitreum) s NISB je také typicky zvySeny
energeticky vydej pfi pohybu, jenz vede k omezeni schopnosti shanét potravu a zvyseni
atraktivnosti pro kanibaly (Summerfelt, 1996).

Kanibalismus je rizikovy piedevS§im u okounich larev, kdy je podminén heterogenitou
rustu. Rychleji rostouci jedinci disponuji vétSimi sty a nevahaji povazovat za potravu své
mensi soukmenovce. Miru kanibalismu také umociiuje vyssi teplota vody (+17 °C) v
intenzivnim chovu spolu s neoptimdlnim krmenim larev a nedostatecnym sortovani
velikostnich kategorii pltidku. Kanibalismus muze zpUsobit ztraty az 40 % obsadky (Mélard
a kol., 1995; Kestemont a kol., 2003, Krol a Zielinski, 2015)
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2.3. Mozna efektivni dlouhodoba reSeni

2.3.1. Slechtitelsky program
2.3.1.1. Domestikace

Z evolucniho hlediska lze na domestikaci nahlizet jako na prodlouzenou ruku
mutualismu, pfi kterém jeden druh cilen¢ kontroluje fitness druhu jiného za Gcelem ziskani
zdroji (Purugganan, 2022). Z antropocentrického pohledu Ize popsat domestikaci jako
proces adaptace populaci organismil na chov/péstovani v prostiedi, které je kontrolovano
¢loveékem, v piipadé zivocichl se bavime o tzv. chovu v zajeti. Nékteti autoii jako Ducos a
Mathew (2014) nebo Bokdnyi (2014) hovoti dokonce o symbidze mezi chovatelem a
zvitetem. Domestikace je charakteristickd kombinaci zmén genetickych kvantitativnich (rist,
plodnost) i kvalitativnich (stresovd a imunologicka rezistence) znakl jako odpovédi na
vyvojové udalosti vyvolané okolnim prostfedim artificialniho chovu/pésténi v rdmci nové
vychovanych generaci. Tyto zmény se v praxi projevuji rozdilnou morfologickou formou,
zbarvenim t¢la i chovanim oproti divokym ptfedkiim. Z téchto informaci je patrné, ze
nedilnou soucasti domestikace je absolutni kontrola reprodukce. Z behavioralniho hlediska
lze u domestikovanych zvifat pozorovat snizenou citlivost na proménlivost podminek
prostiedi stejné jako méné agresivnéjsi projevy chovani v interakci s ¢lovékem (Price, 1984a,
1999D; Clutton-Brock, 1992; Balon, 2004; Gjedrem a Baranski, 2010; Zeder, 2015; Milla a
kol., 2021).

Domestikace zvifat i rostlin s nejvétsi pravdépodobnosti nalezi mezi jeden z hlavnich
pilitti evoluéniho uspéchu lidského druhu v poslednich 10 000 letech (Larson a Fuller, 2014).
Mezi historicky prvni domestikované Zivocichy lze zafadit psa domaciho (Canis lupus f.
familiaris), prase domaci (Sus scrofa f. domestica), koné domaciho (Equus ferus f. caballus)
nebo ovci domaci (Ovis gmelini f. aries). K domestikacim dochéazelo piedevsim za ucelem
zajisténi udrzitelného zdroje zivocisnych bilkovin s minimalizaci rizika a energetického
vydeje, jez byly s ptedchazejicim stylem ,,lovec — sbérac¢* spojeny (Price, 2002; Vigne a kol.,
2005; Trut a kol., 2009; Zeder, 2012).

V oblasti sladkovodni akvakultury se za prvni zdomestikovanou rybu povazuje kapr
obecny (Cyprinus carpio) kjehoz zdomécnéni doslo v Cing piiblizné pied 8000 lety
v provincii Henan (Nakajima a kol., 2019; Balon, 2004). Umély chov tilapie nilské

(Oreochormis niloticus) zahrnujici i pokusy o kontrolovanou reprodukci Vv piedem
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zbudovanych rybniccich na uzemi Egypta je datovan az do 4. tisicileti pt.n.l. (Teletchea,
2019). Extenzivni chovy kapra obecného na uzemi Evropy jsou zdokumentovany jiz z dob
raného stfedovéku, kde mu byla vénovana pozornost predevsim ze strany cirkve (Teletchea,
2021; Prchal a kol., 2022). Jako dalsi hospodaisky vyznamné domestikované druhy ryb Ize
uvést napf. lososa obecného (Salmo salar) nebo pstruha duhového (Policar a kol., 2015).
Proces domestikace okouna fi¢niho zaznamenal znaény posun v uplynulych trech dek&déch,
kdy bylo docileno optimalizace v oblasti um¢lé reprodukce a chovu od pludku az po trzni
ryby v kontrolovanych podminkach (Koufil a kol., 2002; Rouegot a kol., 2007; Gebauer a
kol., 2021). Napitiklad Policar a kol. (2009) popisuji 33% zvyseni rastu u F1 generace
domestikovanych ryb oproti nedomestikovanym béhem 300 dni dlouhého experimentu. V
ptipad¢ generace F2 pfi stejnych casovych podminkach jiZ rozdil dosahoval hodnoty 72 %.
Vzhledem Kk rtstu poptavky po produktech akvakultury je ziejmé, ze domestikace spada mezi
zékladni predpoklady tspésného intenzivniho chovu a spektrum domestikovanych ryb se
bude nadale rozsitovat (Telechtea, 2018; Gebauer a kol., 2021).

Prvotni domestikace ryb sestavd z piirozené adaptace na chov v kontrolovanych
podminkach, kterou lze téZ nazyvat jako domestikaci bezdé¢nou. V tomto prvopocatku je
chovné hejno neustale dopliiovano novymi jedinci pro reprodukci, na coz navazuje fazi
kontinualniho fizeného rozmnozovani, pii kterém jsou jiz vstupy divokych jedincti do hejna
zamezeny. PoZadované uZzitkové vlastnosti (rist, reprodukéni potencidl, tolerance vici
patogentim a stresu) jsou dédény s kazdou dalsi generaci a na domestikaci postupné navazuje

proces Slechténi neboli selekce (Policar a kol., 2015; Milla a kol., 2021).

2.3.1.2. Uméla selekce

Umeéla selekce neboli Slechténi je antropogenné indukovanym procesem, jenz si klade
za cil navySeni ekonomického potencialu chovu z hlediska konzumni produkce trznich ryb
(snizeni produkénich nakladt, zvySeni kvality a konkurenceschopnosti produktu, redukce
nachylnosti ke stresu, posileni rezistence viici patogeniim, zlepSeni welfare) ¢imz se odliSuje
od pfirozeného vybéru, ktery je pohanén pomyslnym motorem evoluce v jejimz ramci
dochazi k vétsi reprodukéni uspéSnosti u jedincti s vyssi adaptabilitou na proménlivost
environmentalnich podminek a s lepsim celkovym fitness (Endler, 1986; Brodie a kol., 1995;
Gjedrem a Baranski, 2010; Kocour a kol., 2010; Sober a Wilson, 2011). Proces umélé selekce
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je charakteristicky uzavienym chovem rybiho hejna, pfi kterém jsou do ndasledujiciho
rozmnozovaciho cyklu vybirdni pouze jedinci, jenz disponuji hodnotami uzitkovych
vlastnosti v pozadovaném intervalu, ktery reflektuje geneticky potencial (Hershberger, 1990;
Kocour a kol., 2010; Flajshans a kol., 2013). Vzhledem k absolutni kontrole procesu
reprodukce v selekénich programech je poptedi zdjmu soustfedéno na predem zvolené
uzitkové vlastnosti, jez jsou selektovany. V rybaiské praxi se jedna zejména o rust spolu s
doplitkkovymi uzitkovymi vlastnostmi jako pteziti, plodnost, dosazeni pohlavni zralosti, ¢i
rezistence vuci patogeniim a stresu (Vandeputte, 2003; Kocour a kol., 2010; Gjedrem a kol.,
2012; Gebauer a kol., 2021).

Fyziologicky projev pozadovaného znaku je té¢Z znam jako fenotyp. V praxi lze jako
typicky ptiklad fenotypu uvést napt. typ oSupeni u kapra, zbarveni u lina nebo v ptipadeé ristu
hmotnost ¢i celkovou délku téla. Fenotypy individudlnich jedincl v rdmci populace ptirozené
nesou znadmky variability, kterd je u vétSiny znakl vyjadfena normélnim rozdélenim
Gaussovy krivky. Tato variabilita neboli fenotypova variance se sklada ze dvou slozek,
pfiCemz prvni se nazyva genotypova variance (geneticka neproménnd slozka), kde gen ¢i
soubory genti v DNA koduji patficny znak, zatimco druhd environmentalni slozka odrazi
proménlivost podminek prostiedi. Fuze varianci téchto dvou slozek nésledné utvafi varianci
fenotypovou, kterou lze téz vyjadfit jako rozptyl hodnot sledované¢ho znaku v populaci
(Churchill, 1974; Bull, 1987; Wojcynszki a Tiwari, 2008; Kocour a kol., 2010; Flajshans a
kol., 2013a, 2018b; Orgogozo a kol., 2015). Miru vlivu zminénych slozek udavé tzv.
koeficient heritability, ktery vyjadiuje, jak vyznamné se ve fenotypové varianci projevuje
geneticka slozka. Tento ukazatel 1ze kvantifikovat na stupnici 0-1, kdy hodnoty blizici se 0
indikuji vétsi podil vlivu sloZky prostfedi, a naopak pti hodnotach bliZe k 1 se na fenotypu
vyznamnéji projevuje dédicnost a selekci lze docilit vylepSeni pozadovaného znaku
(Sussane, 1977; Stirling a kol., 2002; Kocour a kol., 2010; Fabian a Flatt, 2012; Battstone,
2022). S heritabilitou souvisi 1 pojmy geneticky zisk (rozdil mezi primérnymi hodnotami
znaku u potomstva od selektovanych a neselektovanych rodict) a selekéni diferencial (rozdil
mezi prumérnou hodnotou znaku u selektovanych rodict a u zékladni populace z niz byli
selektovani rodi¢e vybrani). Na zdkladé¢ odhadovaného genetického zisku Ize zhodnotit
ekonomickou zpusobilost selekce (Gjedrem, 1975; Kocour a kol., 2010). Jako rizikové

selekéni ukazatele 1ze uvést selekéni strop a koeficient inbreedingu. Selekénim stropem se
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rozumi dosazeni maximalni fyziologické hranice Slechténi s naslednou ztratou vlivu selekce
na navySovani hodnoty pozadovaného znaku. Inbreeding udédva miru genetické piibuznosti
mezi jedinci v populaci a pokud se v dasledku selekce snizuje pocet jedinct v hejnu, vznika
riziko inbredni deprese, kterd se geneticky projevuje poklesem heterozygotnosti s
naslednymi fyziologickymi konsekvencemi v podobé morfologickych malformaci, inhibici
rustu, poruch reprodukce a snizeni celkové fitness u dalSich generaci. Z toho divodu je nutné
udrzovat dostatecné velkou efektivni velikost populace minimaln¢ 120 ks pii poméru pohlavi
1:1 (Kincaid, 1983; Wang a kol., 2002; Thiinken a kol., 2007; FlajShans a kol., 2009; Kocour
a kol., 2010).

V akvakultufe je kvalitné popsan selektivni program pro lososa obecného, ktery dosahl
vyznamnych produkénich uspécht, kdy z pocatku spadalo do poptedi zajmu predevsim
navySeni rastu (+113 % oproti divokym jedinciim). Mezi dalsi vySlechténé uZitkové
vlastnosti u lososa obecného spada retence proteinu, barva svaloviny, krmny koeficient FCR
(-20 % oproti divokym jedincim) a také rezistence vici virovému patogenu IPNV (Thodesen
a Gjedrem, 2006; Powel a kol., 2008; Gjedrem a Baranski, 2010). V tuzemsku se Ize setkat
s plemeny kapra obecného vyslechténymi jiz v 19. stol Josefem Sustou a to znamymi
tirebonskymi Supinaci a lysci (Flajshans a kol., 2013). Soucasny genofond ¢eské akvakultury
nabizi kolem 15 plemen kapra obecného, 7 plemen lina obecného, 5 linii pstruha duhového,

2 populace pstruha poto¢niho a 2 linie sumce velkého (FlajShans, 2018).

2.3.1.3. Teoreticky vybér kandidatii okouna ri¢niho

V soucasnosti zatim nebyl popsan $lechtitelsky program u okouna fi€niho, nicméné bylo
identifikovano nékolik znak indikujici potencialni zlepseni kvality produkce jako % larev s
naplnénym plynovym méchytem, % morfologickych malformaci, rychlost ristu, pteziti,
mira kanibalismu, agresivita, tolerance vici stresu a rezistence vuci patogentim (Gebauer a
kol., 2021). Jistou roli v potencidlnim vybéru jedinci okouna fi€niho pro Slechtitelsky
program hraje i geograficky ptivod populaci (Toomey a kol., 2021). Napt. v praci Vanina a
kol. (2019) byly pozorovany vyrazné rozdily mezi mirou mortality béhem transportu v ramci
nekolika evropskych populaci. Embrya ze slovenské piehrady Liptovskd Mara vykazala 96%
preziti béhem 6 h transportu, ¢imz se umistila na prvni pficce mezi sedmi riznymi

evropskymi populacemi. Na druhou stranu pro indikatory ristu jako hmotnost, délka téla a

22



hmotnostni pfirustek se dle vysledkt z prace Vanina a kol. (2019) jako nejvhodnéjsi v rdmci
sledovanych populaci jevi populace z finskych jezer Valkea Kotinen a Majajarvi. Vysledky
z vyzkumii chovu piibuzného okouna zlutého naznacuji, ze pti vybéru jedinct (s rychlejSim
rustem, vysSim prezitim a niz§i mirou kanibalismu) do Slechtitelskych programii by se dalo
teoreticky dosédhnout celkového navyseni efektivity chovu (Rosauer a kol., 2011; Rosburg,
2017). Potencialni kandidati do selek¢énich programt by méli také disponovat behavioralnimi
aspekty, jenz odpovidaji parametrim uzavienych intenzivnich chovil jako je mira agresivity,
aktivita ¢i ochota piijimat krmivo. Spravné porozuméni intra-specifickych behavioralnich
rozdili mezi jedinci by mohlo vést k ¢aste¢né nicméné dlouhodobé eliminaci nezddoucich

limitujicich faktord v chovech okouna (Toomey a kol., 2019).

2.3.2. Personalita u ryb a kontinuum plachy — odvazny

Personalitu neboli osobnost zvifat 1ze definovat jako konzistenci individudlnich ryst
chovani napfi¢ ¢asem, ktera funguje jako adaptaéni mechanismus v ramci evoluce (Briffa a
Weiss, 2010; Castanheira a kol., 2013). Na chovani zvitat 1ze pohlizet jako na zptsob, jak se
jedinec vyrovndva s ménicimi se podminkami vnitiniho i vné&jsiho prostiedi (Carter a kol.,
2013). Intra i inter-specifické rozdily v chovani u ryb byly v minulosti povazovany za
nahodné ¢i za odchylky od optimalnich zivotnich strategii, nicméné v sou€asnosti se snazi
vedni disciplina etologie ryb popsat, definovat a rozdé€lit chovani ryb na zéklad¢ genetickych
predispozici (chovani vrozené/naucené) ¢i v disledku ménicich se environmentéalnich ¢i
ekologickych faktorG napf. chovani reprodukéni, potravni, Unikové, hejnové apod.
(Magurran, 1986; Rowland, 1999; Kapoor, 2008).

Individualni rozlisnosti v chovani riznych druhd ryb vedou k jejich zafazeni na pozici
vhodnych modelovych organismi pro studium zviteci personality (Mittelbach a kol., 2014).
Jedna z nejzajimavéjsich typologickych kategorizaci spociva v diferenciaci na proaktivni
(odvézné/riskujici/bold individuals/BI) a reaktivni (plaché /neriskujici/shy individuals/SI)
jedince (Sih a kol., 2004a, 2004b) neboli tzv. shy-bold kontinuum, které do cCeStiny
prekladame jako kontinuum plachy - odvazny (Sneddon, 2003; Oswald a kol., 2012; Gebauer
T, Gstni sdé€leni).

Tento koncept zahrnuje typologické rysy individualnich jedinct, a pfedevs$im predikuje

ochotu jedince zachovat se v ne¢ekané situaci riskantné (Coleman a Wilson, 1998). Jako
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jeden z hlavnich rozdiltt mezi Bl a S jedinci Ize pfirozené popsat reakci na nezndmou situaci,
kdy vyrazné SI jedinec vykazuje unikové chovani se zvySenou bdélosti a opatrnosti na rozdil
od extrémné BI jedince, ktery s nejveétsi pravdépodobnosti vyrazi neznamou situaci aktivné
zkoumat. (Wilson a kol., 1993). Kontinuum plachy - odvazny jiz bylo zkoumano a tspé$né
popsano u nékolika druhti sladkovodnich ryb jako napft. koljuska tfiostna (Gasterosteus
aculeatus), slune¢nice pestra (Lepomis gibossus), pstruh duhovy (Onchorhyncus mykkis)
nebo kancik pFicnopruhy (Amatitlania nigrofasciata), kdy pfedmétem studii bylo nalezeni
korelaci mezi ,,shy-bold kontinuuem* a fyziologicko-behavioralnimi projevy jako ochota
jedince ziskat potravu v/bez pfitomnosti predatora ¢i ochota opustit ukryt (risk taking
behaviour), aktivita, socialni interakce, zkoumani novych objektti nebo tGroven respirace
(Wilson a kol., 1993; Sneddon, 2003; loannou a kol., 2008; Jones a Godin, 2010). Existuje
pomérné Siroka Skala metod (testll) pro stanoveni typu personality v rdmci kontinua plachy-

odvazny.

2.3.2.1. Aktivita

Jednou z nejcetnéjSich metod determinace typologie osobnosti u ryb se jevi experimenty,
jejichz vystupem je aktivita (tzv. open field testy/OF). Nejvhodné&jsi prostfedi se zda byt
nadrz bez piekazek s volnym prostorem, kdy se u ryb méfi vzdalenost uplavana rybou za
pfedem stanoveny Casova interval, zpravidla se jedna o minuty az hodiny. Druhou proménou
se posléze stava aktivni a inaktivni ¢as, tedy pomér doby, kdy byla ryba v pohybu ku dobg,
kdy vykazovala nulovy pohyb (%). Pro vyhodnoceni pozadovanych vystuptli se v praxi uziva
specidlné upravenych softwarii pro analyzu behavioralnich charakteristik testovanych
zivocichi napt. Ethovision (Noldus Information Technology, Nizozemsko), Lolitrack
(Loligo Systems, Dansko) nebo interaktivni prosttedi softwaru Matlab (Mathworks, USA).
Jedinci s nejvyssim skore aktivity mohou byt dale kategorizovani jako Bl a naopak ryby, jenz
vykazali minimalni ¢i nulovou aktivitu spadaji pod personalni typ SI (Dahlbom a kol., 2011;
Zavorka a kol., 2017; Thorngvist a kol., 2019; Gebauer a kol., 2021).

2.3.2.2. Prizkumnické a potravni chovani
Jako dalsi metodu typologické diferenciace na SI a BI jedince Ize uvést stanoveni ochoty

jedincu riskovat tzv. risk-taking behaviour nebo exploratory behaviour (Jolles a kol., 2015).
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Na rozdil od pfedchozi metody se v tomto ptipadé uziva uméle vytvoienych ukryta s cilem
pozorovat a popsat tendence ryb K opusténi ukrytu a prizkumu nezmapovaného okoli
(exploratory behaviour) bez potravni stimulace nebo naopak za piitomnosti potravy, kdy je
snahou experimentu vypozorovat a ¢asoveé kvantifikovat opusténi ukrytu rybou za acelem
ziskani potravy (risk-taking behaviour). Bézné doba trvani experimentt nepiekracuje 30 min
(Brown a Braithwhite, 2004; Jolles a kol., 2019;). U testovanych subjektti se zaznamenavaji
predevsim dva vyznamné parametry, kdy prvnim je latentni ¢as prvniho opusténi ukrytu tzn.
¢as mezi zaCatkem experimentu a pocatecnim vyplutim z Gkrytu. Druha proménna se poté
udava jako suma veskerého Casu straveného mimo ukryt. Jedinci s nejkrat§im intervalem
latence opusténi tkrytu a nejdelSim casem stravenym mimo ukryt tak ziskavaji skore BI a
naopak ryby bez odezvy nebo s nejvétsi tkrytovou latenci a nejkrat§im ¢asem mimo tkryt se
oznacuji za SI (Riesch a kol., 2009; Errikson a kol., 2010; Spence a kol., 2013; White a kol.,
2013; Jolles a kol., 2015a, 2019b; Lagesson a kol., 2019).

V ptipadé pritomnosti potravni nabidky Ize také zkoumat tzv. ¢as vahani, kdy se méti
doba mezi piekroCenim stfedové linie nadrze a prvnim kontaktem s potravou, kdy se
2008).

Déle existuje moznost testovat ryby pomoci pifimého krmeni, kdy Ize aplikovat potapivé
krmivo do nadrze a zaznamenavat rozdilnost reakci na jejimz zakladé lze nasledné
diferenciovat osobnostni typy, kdy se za rozhodovaci kritéria povazuje aktivni pohyb za
potravou ¢i pasivni vyckani, nez krmivo dopadne pied testovany subjekt (OQverli a kol.,
2006).

Riskantni predacni chovani Ize také testovat za pomoci nadrze rozdélené na dvé zony
(aklimatizacni a riskantni), kdy ryby dostanou po celono¢ni aklimatizaci moZnost opustit
bezpecnou aklimatiza¢ni zonu a pomoci prichodu proplavat do riskantni zony, kde se
nachazi potrava. Za vystup testu se povazuje individualni Cas latence vstupu do riskantni

zony a pocet navstév (Castanheira a kol., 2013).

2.3.2.3. Zkoumani novych objekti
Kontinuum plachy-odvazny se také vyznamné odrazi ve schopnosti a ochoté

individualnich jedinct zkoumat nové objekty v prostfedi (Castanheira a kol., 2013; Gebauer
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a kol., 2021). K tomu slouzi tzv. novel object test (NO), ktery spo¢iva v umisténi rybam
neznamého predmétu (nejcastéji maly Zluty/zeleny Lego bloc¢ek) do prostoru experimentalni
nadrze, kterd pozbyva ukryt. Lze prikrocit i k vytvoteni nékolika ¢tvercovych zon vzdalenosti
od nového objektu (5x5 cm, 10x10cm apod.) které reflektuji miru ,,odvaznosti*“ neboli
udavaji tzv. Bl skore. Aklimatizace v experimentalni nadrzi pred vlozenim nového objektu
se lisi podle dostupnych zdroja: 48 h (Jones a Godin, 2010), 24 h (Molnér a kol., 2018), 12
h (Gebauer a kol., 2021), 12 h (Castanheira a kol., 2013). Aklimatizace ryb v nadrzi s nové
pridanym objektem pied pocatkem testu kolisa v fadech jednotek az desitek minut. Uéelem
sekundarni (s novym objektem, kratkodobé) aklimatizace je eliminace nezddouciho vlivu
zpusobeného vlozenim objektu do nadrze, ryby po tomto zdsahu mohou jevit naznaky
poplaSeni. Testy zkouméni novych objektl primérné trvaji 15-60 minut, kdy ucelem
experimentu je v ptipadé piitomnosti zon vzdalenosti stanoveni nasledujicich parametra:
latentni ¢as vstupu do jednotlivych zon blizkosti, ¢as straveny v zonach blizkosti, pocet
navstév jednotlivych zon. Pokud se aplikuje NO test bez vyhranéni zon blizkosti tak 1ze
zkoumat vychozi hodnoty jako pocet navstév nového objektu, nejkratsi vzdalenost od objektu
a latentni ¢as dosazeni nejkrat$i vzdalenosti od objektu. Nejvyssi BI skore poté ziskavaji
subjekty s nejnizsim latentnim ¢asem vstupu do z6n blizkosti a nejvy$§imi hodnotami Casu
stravenych v zénach a po¢tu navstév (Brown a kol., 2007; Frost a kol., 2007; Jones a Godin,
2010; Dahlbom a kol., 2011; White a kol., 2013; Castanheira a kol., 2013; Molnar a kol.,
2018; Gebauer a kol., 2021).

2.3.2.4. Ostatni typy testi

Mezi dal$i metody determinace personality u ryb patii napf. testy anti — predacniho
chovani, které se zabyvaji stanovenim schopnosti detekovat a uniknout potencialni hrozbé
(méfi se rychlost uniku v cm.s? po expozici nebezpeéi) predatorem & dokonce i ptiblizeni
se k potencialnimu zdroji ohrozeni (vyjadieno jako pocet inspekci) nebo ochoté vydat se za
potravou i pfes moznost ohrozeni predatorem. Vystupni hodnoty jsou poté uvadény jako tzv.
foragning time, ktery definujeme jako Cas straveny aktivnim vyhledavanim a konzumaci
potravy v pfitomnosti predatora. V anti—predaénich experimentech Ize vyuzit umélou atrapu,

ktera testovanym subjektlim substituuje preddtora nebo je mozné pouzit Zivého dravce
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umisténého za prihlednou sténou nadrze (Murphy a Pitcher, 1991; Peuhkuri, 1997; Ward a
kol., 2004; Jones a Godlin, 2010; Lagesson a kol., 2019;).

Pti zkouméni osobnosti ryb se také Casto vychdzi z urovné agresivity, kterou lze
kvantifikovat poctem utoku testovaného jedince na stimul (pfedmét, ryba) za Cas nebo
méfenim doby prondsledovani mezi jedinci tzv. chasing time (Bell, 2005, 2007).

Koncept kontinua plachy — odvazny nabizi mozZnost studovat nejen rozdily v chovani
individualnich jedinct, ale také napiiklad rozdilné urovné odvahy a plachosti v ramci
pohlavniho dimorfismu ¢i v zavislosti na velikosti nebo ptivodu (Brown a Braithwaite, 2004;

Benhaim a kol., 2012; King a kol., 2013).

2.3.2.5. Vyznam personality u ryb

Korelace mezi individualnim chovanim a funkénimi kontexty (rizné podminky
prostedi) 1ze také definovat jako behavioralni syndrom (Adriaenssens a Johnsson, 2013),
ktery ma evidentné vyznamny vliv v evoluci, nebot’ dle tzv. hypotézy omezeni jsou tyto
syndromy vysledkem selekéniho mechanismu (Bell, 2004; Sih a kol., 2004). V ramci
behavioralnich syndromi mize dojit i ke korelaci mezi dvéma typy chovani napt. odvaznost
a agresivita s naslednym omezenim a maladaptaci novym podminkam, coz vede k vyfazeni
behavioréalniho znaku z evoluce, nebot” pfirodni selekce upfednostiiuje jedince s nejvyssi
adaptabilitou ku konkrétnim proménlivym kontextim (Wilson, 1998).

Osobnostni aspekty odvaznosti a plachosti mohou mit vyznamny vliv ve fyziologickych
projevech jako je celkova fitness, rist, mortalita nebo rozmnozovani (Oswald a kol., 2012).
V prvni fade se nabizi dvé otazky. Za prvé, zda u zkoumaného druhu vibec existuje
kontinuum plachy — odvazny? A druha otazka se zabyva tématikou korelaci mezi
osobnostnim typem a ekologickym nasledky (Wilson a kol., 1993). Napiiklad v praci Warda
a kol. (2004) byl pozorovan vétsi prirastek télni hmoty u jedincti koljusky tiiostné ze skupiny
Bl nez u ryb SI béhem 6-tydenniho experimentu. Jako pfic¢inu lze uvést praveé vyssi ochotu
BI ryb zachovat se riskantné¢ v ramci potravniho zisku, coz se projevuje aktivnéjSim
vyhledavanim potravy s naslednym vyss$im pfiristkem (Wilson a kol.,, 1994). Tento
proaktivni pfistup mlize zvysit Sanci jedince na pfeziti, pravé diky vétsi pravdépodobnosti
ziskani pfistupu ke zdroji kvalitni potravy. Na druhou stranu jedinci se zvySenou ostraZitosti

se sklony kbdélosti a odmitanim riskovat zvySuji svou Sanci na pieziti diky mensi
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pravdépodobnosti vystaveni se nebezpeéi (Dahlbom a kol., 2011). Avsak v intenzivnim
chovu ryb v RAS systému je pfitomnost predatora vyloucena, z ¢ehoz plyne, Ze proaktivita
u ryb se stdva vyhodou z hlediska preziti a piirtastku (Stamps, 2007; Koufil a kol., 2013).
Pozitivni korelaci mezi BI a vyS§im piijmem potravy oproti SI jedincii u koljusky tfiostné
potvrzuji i vysledky z experimentu loannou a kol. (2008). Nicméné odvaznost individualnich
jedinct se zda byt variabilni v z&vislosti na kontextu. V nékterych studii se uspésné podatilo
diferenciovat typ osobnosti na SI a BI, nicméné pii dal§im zkoumani doslo k nalezeni
pozitivni korelace mezi odvaznosti a aktivnim potravnim chovani, piicemz korelace
s pruzkumnickym chovanim vykazala negativni tendenci (Wilson a Stevens, 2005; Ferrari a
kol., 2014). Umisténi jedince na Skale kontinua plachy—odvazny se také mize odrazet v jeho
odpovédi na stresovy podnét, kdy v ptipadé€ pstruha duhového bylo zjisténo, Ze jedinci s nizsi
hladinou kortizolu v krvi po expozici stresovému podnétu vykazali chovani odpovidajici BI
osobnostnimu typu (@verli a kol., 2002; Oswald a kol., 2012). Podpote této hypotézy
odpovidaji 1 skuteCnosti vyplyvajici z inhibované exprese gentl souvisejici se stressem,
lepS$im rustem a mensi produkci kortizolu u BI exemplaii dania pruhovaného (Danio rerio)
(Oswald a kol., 2012). Déle je popséana vétsi tolerance viici stresu u Bl zéastupct pstruha
duhového s lepsi potravni adaptabilitou nez u ryb s delsim intervalem adaptovani se na
krmivo po expozici stresoru (Qverli akol., 2006). VEtsi odolnost viici stresu u juvenilil lososa
atlantského s vysokym skore Bl popisuje i Skov (2018), ktery uvadi 3 hodnotici kritéria:
spotfeba kysliku po stimulaci stresorem, ¢as zotaveni a koncentrace kortizolu v krevni
plasmé, pticemz vysledky pro vSechny 3 kritéria vykazali nejvétsi toleranci vici stresu prave
u ryb Bl oproti SI. Kontinuum plachy — odvazny se také odrazi v tendenci sdruzovat se
Vv hejnech, kdy SIi BI jedinci koljusky tiiostné vykazovali preference asociovat se vice s Bl
rybami (Harcourt a kol., 2009). Na druhou stranu kontinuum plachy — odvazny muze silné
reflektovat efekt dominance, pfi¢emzZ submisivni jedinci tak oproti dominantnim rybam
disponuji sklony ke zvySené hlading kortizolu v krvi, vedouci ke snizeni celkové fitness. U
submisivnich jedinc pstruha duhového byl napi. popsan efekt inhibice rlstu. Socio-
behaviordlni aspekty jako dominance podminénd odvahou mohou také pramenit
z fyziologickych parametrt jako je napft. velikost (Brown a Braithwaite, 2004; Di Battista,
2006; Dahlbom a kol., 2011).
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Z dostupnych informaci tedy lze usoudit, ze preference chovu ryb s odvaznym typem
personality mlize pozitivné ovlivitovat kvalitu chovu z hlediska pteziti i ristu (Ward a kol.,

2004; Dingemanse a Réale, 2005; Stamps, 2007; Ferrari a kol., 2014).

3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Cil experimentu

V disledku limitace trzniho potencidlu okouna fi¢niho jeho nachylnosti ke stressu a
bakteridlnimu onemocnéni Aeromonnas sp. bylo nasim zamérem podrobit jedince okouna
behaviordlnimu testu personality. Typologicky cil spocival v diferenciaci na 2 typy osobnosti
— proaktivni (BI) a reaktivni (SI). Po identifikaci osobnostnich typl nésledovala druha faze
testovani, pii které bylo nasim cilem bylo popsat korelace mezi typem personality, stresovou
toleranci a imunologickou rezistenci vii¢i nakaze bakterii Aeromonas sp. za predpokladu

lepsi obranyschopnosti a tolerance u BI jedincil.

3.2. Design experimentu

Pro provedeni experimentu byla nezbytna pecliva ptiprava veskerého vybaveni a
zajisténi jeho funkcénosti. Ptipravy zapocaly s pfichodem léta 2022. Nejprve bylo dilezité
zajistit prostory v podob¢ experimentalni mistnosti s omezenym piistupem, dale v ni postavit
patficny RAS systém viz. podkapitola nize. Nasledovalo plné vybaveni mistnosti potiebnou
aparaturou spolu s vySkolenim obsluhy a po téchto Gspé$né splnénych tkonech se mohlo

zacit se samotnym experimentem, jehoz trvani probihalo béhem Cervence, srpna a zati 2022.

3.2.1. Ryby a RAS systém

Pro potteby experimentu bylo ziskdno 1000 jedincli okouna fi¢niho ze Svycarského
intenzivniho recirkulacniho komeréniho chovu. Ryby byly dopraveny do prostor FROV
Husova tfida v polyethylenovych vacich s 30 % objemu vody a 70 % kysliku. Po Uspésném
transportu (mortalita 0 %) bylo tfeba vysadit okouny do predem ptipraveného ptechodného
zab&hnutého RAS systému v dolnim patte budovy (RAS 0), ve kterém ryby setrvaly pted

zaCatkem experimentu.
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Dals$im krokem bylo individualni znaceni jedinct, jehoz bylo docileno pomoci anestézie
v koupeli s hiebi¢kovym olejem pti koncentraci 0,3 ml.I"t a manudlni aplikaci PIT tag znacky
(7 x 1,4 mm, AB10320, Loligo Systems ApS) pomoci injektoru do $kary operkularni kosti
Vv post-orbitalni pozici. Kontrola funkénosti znaceni probihala pomoci specialni PIT tag
¢tecky HPR Lite (Biomark, Idaho, USA), kterd z oznaceného mista snimala Ctyfmistny
alfanumericky kod. Po oznaceni byly ryby umistény do desinfekéni 1azné s manganistanem
draselnym o koncentraci 0,1 g.I"%, kde jim bylo umoznéno zotavit se z anestézie (koupel 10
min) s naslednym pielovenim do RAS 0. Primérna hmotnost ryb se pohybovala okolo 20 g
a celkova délka téla (CD/TL) dosahovala pfiblizn€¢ 150 mm. Jednalo se o ryby ve vékové
kategorii 2.-3. rok (Of2-3).

~rvano 20005

Obr. 4 Znaceni ryb PIT tag injektorem, foto: T.Gebauer
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Obr. 5 Cteni alfanumerického kodu, foto: T.Gebauer

Pro bezpecné pirechovani ryb béhem experimentu bylo nutné postavit dostatecné funkcni
doc¢asny RAS systém (RAS 1) piimo Vv experimentalni mistnosti. Zakladem pro jeho
konstrukei se stal tiipatrovy kovovy regél s pozadovanou stabilitou a nosnosti, jehoz celkova
délka dosahovala 6 m a vySka 3 m. Pod spodni patro regalu byly umistény 3 propojené
obdélnikové nadrze (200 x 150 cm x 50 cm) jako mechanicky filtr, ktery byl naplnén
piiblizné 1 m®hrubého bioakvacitu (PP110). Do jednoho z rohii bylo umisténo kalové vodni
gerpadlo (6 m®.h?) a zbytek volného prostoru byl vyplnén nitrifika¢nimi elementy. Prvni
patro regéalu poslouzilo jako nosi¢ pro 6 (A-F) obdélnikovych chovnych nadrzi (300 I)
S prosklenym celem a koénickym odkalovacim systémem. Do druhého patra byl umistén
pritokovy Zlab s jednim vytokem pro kazdou chovnou nadrz. Do patra nejvyssiho byly
umistény 2 identické nddrze jako v mechanickém filtru, avsak byly naplnény cca 1 m3
nitrifika¢nich elementd. V poslednich krocich bylo propojeno ¢erpadlo s hornim biofiltrem,
ze kterého voda stékala gravitacné do pfitokového zlabu a do chovnych nadrzi, ze kterych
byla shromazd’ovana pod spodnim patrem v mechanickém filtru. Na zavér doslo k instalaci
rozvodnych hadi¢ek ze vzduchového kompresoru (80 W), jenz pomoci vzduchovacich

kamentl umoznil okysli¢ovat biofiltr na potiebou koncentraci pro nitrifikaci (< 4mg.I"t Oy).
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Po uspésném zabehnuti (14 dni) biologického filtru bylo mozné rozdistribuovat ryby do
jednotlivych chovnych nadrzi a za¢it 10denni aklimatizaci. Ryby byly umistény do 3 z 6 (A-
C) chovnych nadrzi, aby bylo mozné separovat testované jedince od netestovanych. B€hem
procesu byl kladen diraz na denni kontrolu fyzikaln¢-chemickych parametri vody jako
nasyceni O, pH a teplota stejné jako hydrochemickych ukazatelti koncentraci NO2™ a NHsa.
Detailni obsluha RAS bude popséana v kapitole 3.3.3. Obsluha experimentalni mistnosti.

3.2.2. Vybaveni experimentalni mistnosti

K dispozici ndm byla nové zrekonstruovana obdélnikova mistnost o rozmérech ptiblizné
20 x 7 m. Podlaha byla zhotovena z gumového nepropustného materialu, nebot’
piedpokladem pro provedeni experimentu byla neustala manipulace s velkym mnozstvim
vody. Z toho divodu se v podlaze nachazeli odvodni otvory o priméru cca 20 cm zajisténé
miizkou. Podlaha byla schvaln¢ vyspadovana v nepatrném sklonu k témto otvorim, aby
pfipadna vylita voda bezproblémové mistnost opustila a zamezilo se tak riziku vytopeni
mistnosti.

Nasledné jsme pokracovali montazi kamerového systému do stropu mistnosti. Celkem
bylo pomoci aku-sroubovaku pfipevnéno na strop 8 kamer (DS-2CD2043G0-1, Hikvision,
Hangzhou, Cina), jejichz ¢ocky sméfovali kolmo se stropem doli na podlahu. Zorné pole
jedné kamery odpovidalo piiblizné 3m? mistnosti. Dale byl sestaven pocitadovy systém pro
nataceni. Zakladem se stal nerezovy stiil 2 x 1 m, na ktery byl umistén monitor a pocitac jenz
obsahoval software pro snimani ze vSech 8 kamer. Pomoci sitovych kabelti doslo k propojeni
pocitace s kamerami a pfres HDMI kabel bylo mozné projektovat zornad pole kamer na

monitoru viz Obr. 6.
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Obr. 6 Schéma rozloZeni RAS, kamer (Ch01-08) a stolu s monitorem v experimentalni mistnosti,
sitové kabely modie

Po zapojeni aparatury pro nataCeni pfiSlo na fadu rozmisténi natacecich
experimentalnich nadrzi. Pro nataceni byly pouZity obdélnikové nadrZze bilé barvy o
rozmeérech 73,5 x 50 x 45 cm (délka x Sitka x vySka). Vzhledem k poctu instalovanych kamer,
Sifce zorného pole kamerové ¢ocky a nasi snaze maximalizovat efektivitu nataceni se ndm
podafilo do jednoho zorného pole umistit 4 nataCeci nadrze, tedy bylo mozné provést
nataceni 32 nadrzi najednou, pfi¢emz jedna nadrz pojala jeden testovany subjekt. Kazda
z natacecich nadrzi byla oznacena ¢islem 1-32, ryskou indikujici objem 100 | a kiiZkem ve
sttedu stény dna.

Abychom byli schopni eliminovat vliv vnéjsich ¢initeld jako napt. necekany vstup do
mistnosti nebo nezbytny pohyb persondlu béhem natdceni, ohranicili jsme cely natdceci
prostor bilou plentou, kterd se pomoci koli¢kd dala roztdhnout ¢i opét srolovat dle potieby.
Poslednim duleZitym komponentem experimentalni mistnosti se staly zasobniky na vodu
V podobé zelenych zahradnich suda (450 1) do nichz se napoustéla vodovodni voda pres

uhlikovy filtr.
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Obr. 7 Nata¢eci nadrZe za plentou pred pocatkem nata¢eni, foto: Jan Cerny
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RAS systém Chos Cho7
*“ 1,2,3,4 5,6,7,8
N&drz A hoe p_—
Nadrz B 9,10,11,12 13,14,15,16
Nadri C I
N&dr D choa Cho3
N&drs E 17,18,19,20 21,22,23,24
Nadrz F ]
Cho2 cho1l
25,26,27,28 29,30,31,32
Stal s monitorem + )
software

Plenta

Obr. 8 Finalni schéma experimentalni mistnosti se vS§emi komponenty, ¢.1-24 = ¢isla natacecich
nadrzi, Ch01-08 = ¢isla kamer, zelené kruhy = zasobniky vody

3.2.3. Behavioralni testy

Prvni tzv. OF, je test, pfi kterém bylo nasim zamérem otestovat ptedevsim pohybovou
aktivitu pozorovanych jedinct, béhem empiricky zvoleného ¢asového intervalu ve 100 I
natacecich nadrzich. Po 12 h aklimatizaci v bilych natacecich nadrzi za zatazenou plentou
zapocalo nataceni spusténim kamer od monitorovaciho stolu po dobu 30 min. Pokud doslo u
personalu ke zpozorovani negativniho efektu vné&jSich vlivi jako napf. silné zabouchnuti
dvefti nebo kiik ve vedlej$i mistnosti, jenZ mé&lo za nasledek poplaseni ryb, nataceni bylo
ukonceno a spolu s 30 min. aklimatizaci bylo nutné proces opakovat. Pokud bylo nataceni
deklarovano jako tspésné bez negativnich vlivii na vypovidajici hodnotu testu, bylo mozné

nataCeni jednim klikem od pocitace ukoncit spole¢né s automatickym uloZenim videi do

35



paméti hardwaru. Vystupni hodnotou testu pro nas byl pocet cm uplavanych jednou rybou
béhem 30 min. intervalu viz. kapitola 3.4. Vyhodnoceni behavioralnich testa.

Na OF ihned navazoval druhy typ tvz. NO test. Ugelem tohoto testu bylo determinovat
aspekty chovani jako je odvaha a zvédavost na nov¢ piidany objekt do nadrze. Jako novy
objekt pro zkoumani byl zvolen Zluty Lego blocek o rozmérech 2x3 cm. Jeho umisténi do
sttedového kiizku nadrze bylo docileno pomoci 90 cm dlouhych klesti na odpadky skrz malé
Stérbinovité otvory v plenté nataceciho prostoru. Tato metoda umoznila persondlu ulozit
Lego blo¢ek zpoza plenty, aniz by byl rybami zpozorovan, nicméné samotnd pfitomnost
klesti v prostoru nadrze dokézala nékteré okouny poplasit. Proto bylo nezbytné¢ nutné
poskytnout rybam 30 min. aklimatizace po instalaci novych objektii do nadrzi. Jakmile byl
proces ptizptisobeni novym podminkam ukoncen, bylo mozné piejit opét k nataceni, které
V tomto typu testu dosahovalo délky 60 min. Podminky pro prohlaseni uspéSného nataceni
setrvaly identické jako v piechozim testu. Jako vystup testu jsme identifikovali 2 hodnoty:
latentni Cas straveny v ¢tvercovych zénach blizkosti (5,10, 15 a 20 cm) od Lego blocku a

pocet navstév jednotlivych zon.
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Obr. 9 zbny blizkosti nového objektu, foto: T.Gebauer

3.2.4. Obsluha experimentalni mistnosti

Denni povinnosti persondlu spocivaly v natdCeni, pravidelné udrzbé rybochovného
zafizeni a pfipravé mistnosti pro nasledujici pracovni den. Vzhledem k poctu testovanych
subjektl 1000 ks a denni natd¢eci kapacité 32 ks.den™ bylo tieba vénovat natadeci ¢asti
experimentu 32 dni. Prace probihala kazdy pracovni den, jenZ byl rozdélen na ranni,
odpoledni a vecerni tfetinu.

Ranni tfetina prace zapocinala v 8:00 pfichodem personalu do experimentalni mistnosti
a zpusSténim natacecich sekvenci obou po sob¢ jdoucich behaviordlnich testd, jejichz Casovy
interval byl vymezen od 8.00 do 10.00. Diky distribuci 4 nadrze.kamera™ obdrZel personl
na konci testl celkem 16 videi z jednoho dne. Nahravky byly z hardwaru ptekopirovany na
pomocny externi disk a ihned dochazelo k jejich kopirovani a zalohovani. Po bezpecném
ulozeni a kontrole vytéZenych dat se pfistoupilo k demontézi ochranné plenty, odstranéni s

vysusenim Lego bloki a pfeloveni otestovanych subjektii pomoci akvaristické sitky do druhé
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poloviny chovnych nadrzi RAS 1 (D-F). Poslednim tikonem prvni ¢asti dne bylo odkaleni
systtmu RAS, které umoznovaly konické vypusti chovnych nadrzi, jejichz vyusténi
sméiovalo do instalovaného odtokového Zlabu, kterym znecisténa voda odtékala do odpadni
diry zabudované v podlaze. Uéelem odkaleni bylo piedev§im zbaveni se exkrementil a
zbytkli krmiva, jenz negativné¢ ovliviuji kyslikovou bilanci v nadrzi jeho spotiebou.
Vypusténim cca 1000 1 vody ze systému a naslednym pfipusténim stejného mnozstvi vody
z vodovodniho tadu také doslo k nafedéni koncentraci odpadnich produktt dusikatého
metabolismu ryb NHs a NO_".

Béhem odpoledni faze bylo tikolem obsluhy provést méteni fyzikaln€ chemickych
parametra vody (T°, pH, O2) pomoci multimetru HQ40D (Hach Lange, Némecko) v 5
ndhodnych natacecich nadrzich, pro vylouceni impaktu neoptimélnich ¢i kolisavych
parametrl vody na chovani ryb, a tudiz vypovidajici hodnotu testu. Stanoveni zminénych
parametrii multimetrem bylo provadéno i ve vSech nadrzich systému RAS spolu s odbérem
vzorkd vody pro zjisténi koncentraci anorganickych dusikatych latek metabolismu ryb
pomoci hmotnostni spektrofotometrie. Mezi zékladni iskali udrzby systému patfily snizené
hodnoty pH (pod 6,4) v disledku probihajici nitrifikace, které bylo tieba fesit dodanim
hydrogenuhli¢itanu sodného pro stabilizaci pH. Dale bylo mozné setkat se s koncentraci
dusitanovych ionti nebezpedné se piiblizujici letalni hodnoté pro okouna fiéniho 11 mg.1?
NO2 (Kroupova a kol., 2013), ktera byla zredukovana ptidanim chloridu sodného za vyuziti
kompeti¢niho mechanismu dusitanti s chloridy. Po udrzbé a pfipadné optimalizaci funk¢énosti
RAS systému bylo nutné zbavit pouZzité nataceci nadrze vody pomoci specialniho vodniho
vysavace, jenz pomoci hadic a vykonného elektro-motoru odsal vodu z jedné nadrze do
kanalizace béhem jedné minuty. Dalsi krok spocival v naplnéni natacecich nadrzich cCistou
vytemperovanou vodou ze zasobnich sudi pomoci zahradniho kalové cerpadla (Easy CW
200, Neptun). Nejdéle trvajici ¢innosti odpoledni faze bylo napousténi zasobnich sudl
z vodovodniho fadu ptes specidlni tlakovou lahev upravujici parametry vody. Odpoledni fazi
zakonCovalo ruéni krmeni ryb ad libitum pomoci komeréniho granulovaného krmiva
(Coppens, Supreme 10).

Vecerni tretina prace se soustfedila na piipravu ryb a mistnosti pro nasledujici den
natdCeni. Pocatecnim krokem bylo nasazeni ryb znadrzi RAS (A-C) a umisténi do

napusténych natacecich nadrzi spolu s piectenim individualniho PIT tag kddu pomoci Ctecky.
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Tak byla obsluha schopna zaznamenat do distribu¢niho protokolu ¢islo nataceci nadrze spolu
S patficnym kodem umisténé ryby. Nezbytnou soucdsti procesu bylo opétovné meéteni
parametriit multimetrem v natacecich nadrzich. Hodnoty se bézné pohybovali ve skéalach 18-
19 °C, pH 6,8-7,2, koncentrace Oz 85-100% nasyceni, coz pii namétené teploté odpovida 8-
9 mg.I"* O2 a podle Policara a kol. (2009a; 2014b) se jedna o optimalni hodnoty parametri
pro chov okounovitych ryb. Po téchto tkonech mohla obsluha spustit ze stropnich nosnika
kryci plentu a zapocit tak 12h trvajici aklimatizaci, ktera byla ukon¢ena nésledujici den rano,
kdy na personal ¢ekala kompletné piipravena experimentalni mistnost s detailnimi zaznamy
0 kvalité vody a distribuci ryb v nadrzich pied po¢atkem nataceni. Rozvrzeni pracovniho dne

bylo nasledovné:

Natéaceni 8:00 — 10:00

Uschova dat 10:00 — 10:05

Demontéz nataceci ¢asti 10:05 — 10:30

Odkaleni RAS + kontrola parametrii vody 10:30 — 11:30

11:30 — 12:00 Pauza na obéd

Vyména vody v natacecich nadrzich + naplnéni zasobniki vody 12:00 — 15:00
Krmeni ryb 15:00 — 15:05

O N o g bk~ wDd e

PIT tag determinace + distribu¢ni protokol + vysazeni ryb do natacecich nadrzi 19:00
—19:30
9. Montaz nataceci ¢asti 19:30 — 19:45
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Obr. 10 Spousténi nataceci sekvence, foto: T.Gebauer

3.3. Vyhodnoceni behavioralnich testa

Tato kapitola se zabyva detailnim popisem procesu vygenerovani potfebnych informaci
o chovéni testovanych subjektit béhem behavioralnich testti popsanych v pfedchozi kapitole.
Z pouhého videozaznamu nelze odecist zadané informace pouhym okem, ale bylo nezbytné
podrobit video analyze specialnim softwarem, z né¢hoz jsme extrahovali finalni hodnoty.
Konkrétné pro OF se jednalo o aktivitu (pocet cm uplavanych rybou béhem 30 min. intervalu
ve 100 1 nadrzi bez piekazek) a v NO bylo usili soustfedéno na tzv. exploratorni chovani
V pfitomnosti nového objektu v nadrzi (latentni Cas straveny v zOnéch blizkosti od nového
objektu a pocet navstév jednotlivych zon). Vysledky obou testu poslouzili k indikaci typu

personality, kdy jedinci s nejvyssi aktivitou a exploratornim chovanim byli determinovéni
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jako Bl a jedinci bez odezvy naopak zaujali pozici v kategorii SI. Nicméné mezi hrubym

videozédznamem a typologickou kategorizaci se nachdzelo mnoho nejednoduchych ukola.

3.3.1. Diferenciace a kddovani videa

16 hrubych neupravenych (neroztéidénych, nepojmenovanych, neostiizenych) video
souborii.den® ve formatu mp4 bylo zkopirovano z poé¢itate v experimentalni mistnosti
neprodlené¢ po ukonceni nataceni na prenosny externi disk a zalohovano. Software
experimentalniho pocitace ukladal videa podle Cisla kamery a data nataceni, v praxi ndzev
hrubého video souboru vypadal néasledovné: ChOlxxxxxxx1982022. Proto prvotnich 16
soubort bylo ulozeno bez diferenciace do slozky nesouci pouze datum v podobé: date. ALL
RAW. Nejprve bylo dulezité rozlisit 16 soubort podle typu testu, tedy na OF a NO. K tomu
poslouzila prostd znalost velikosti souboru v MB, kdy soubory s prvnim typem testu
vykazovali ptiblizné 2x mensi pocet MB nez NO. Po této priméarni diferenciaci bylo
nepojmenované video ulozeno do slozky podle typu testu a data nataceni, v praxi Ize proces
popsat jako post-diferencia¢ni pfesun videi ze slozek ALL RAW do primarnich slozek
ACTIV ¢i NOVEL viz Obr. 11.

Slozka soubord

22,8, all raw SloZka soubord
24.8, all raw
25.7 all raw
25.8 all raw
26.7 all raw
26,8 all raw

27.7all raw

Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord

Slozka soubord

Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord

Slozka soubord

novel manual Slozka soubord

Obr. 11 Primarni diferenciace na zékladé typologie testu a data, foto: Jan Cerny
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activ 1.8
activ 1.9
activ 2.8
activ 2.9
activ 3.8
activ 4.8
activ 8.8
activ 9.8
activ 11.8
activ 15.8
activ 16.8
activ 17.8
activ 18.8
activ 19.8
activ 22.8
activ 23.8

Obr. 12 Priklad sekundarnich slozek, kdy kazda obsahuje 8 videi z 1 dne a 1 typu testu, foto: Jan
Cerny

Ve slozkach ACTIV a NOVEL bylo nésledné vytvofeno 32 slozek pro kazdy den

nataceni. V praxi se tedy kazda ze dvou primarnich slozek skladala ze 32 slozek sekundarnich

10.10.2022 20:16

11.10.2022 7:20

Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord
Slozka soubord

Slozka soubord

viz Obr. 12. Pro Gsporu mista je zde uveden pouze omezeny pocet sekundarnich slozek.

Vzhledem k faktu, Ze na 1 jednom videu se nachazel zdznam s 4 nadrzemi najednou,
bylo velmi Zzadouci opatfit video specialnim kodem pro rozliseni jednotlivych subjektu.
K tomu byl vyuzZit jiz zminény distribu¢ni protokol z vecerni faze pracovniho dne, jenz
obsahoval ¢islo nataceci nadrze spolu s PIT tag kodem testovaného jedince. Dalsi pomtickou
pro pojmenovani videa kodem se stal tzv. rotaéni vzorec, jenz poslouzil dale v praci i pro
analyzu v softwaru. Rota¢ni vzorec byl néstrojem pro kodovy nézev videa z hlediska potadi
jednotlivych jedincti, aby vznikla moznost bezpecné se orientovat ve velkém mnozstvi dat.

Pravidla vzorce spocivala v ustaleni potadi PIT tag kodu 4 jedincti na jednom videu: 1. leva

spodni nadrz, 2. leva horni, 3. prava horni, 4. prava dolni.
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Chos

Nadri 2

Nadri 3

Nadrz 1

Nadri 4

Obr. 13 Rota¢ni vzorec

Nézev videa tedy vychazi z ptivodniho oznaceni (¢islo kamery + datum), primarni
diferenciace (typ testu), distribu¢niho protokolu (PIT tag) a rota¢niho vzorce (potfadi znacek).
S témito informacemi bylo mozné vytvofit kodovy nazev, dle kterého bylo snadné ihned

deklarovat, kteti jedinci se v jaké nadrzi nachézeli. Bez téchto Gprav by nasledna analyza

byla kompletné znemoZnéna.

Finélni kéd videa = ¢islo kamery, PIT tag 1, PIT tag 2, PIT tag 3, PIT tag 4, datum, typ testu
Praktickd ukézka kodu = Ch08_4567_5678 4789 4376_1872022_OF

3.3.2. Strihani videa

Video opatiené kodem bylo distribuovano zpét do sekundarni slozky do nové vytvorené
podslozky RAW (videa s kodem bez upravy délky trvani). Déle se sekundarni slozka skladala
z dalSich dvou novych podslozek CUT a RESULTS.
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Vzhledem k manualni aktivaci i ukonceni nataceciho procesu se nikdy nepodafilo
vytvofit soubor o pfesné¢ pozadovaném Casovém intervalu nybrz s odchylkami v fadech
nékolika sekund aZz minut. Soubory byly tedy vzdy delsi nez stanovena doba testu. K jejich
upraveé na cilovou casovou délku bylo docileno pomoci zadarmo stazeného programu na
stiihani videa Handbrake 4.0. Do programové fronty bylo mozné nahrat neomezeny pocet
soubort, stiizna tedy mohla plnit svou funkci i ptes noc. OF videa byla zkracena na 30 min
a (NO videa) na 60 min. Uprava délky trvani videa pro nas byla kli¢ova predev§im pro
piechod do dalsi faze v podob¢ analyzy behavioralnich testii. Vystupem tohoto procesu tedy
bylo video pln¢ ptipravené k analyze tzn. opatfené unikatnim kédem s pozadovanou délkou.

Ulozeni videa probéhlo v sekundérni slozce do podslozky CUT.

3.3.3. Analyza testu

Vyhodnoceni testli zamétenych na chovani ryb bylo dosaZeno diky odborné konzultaci
s Ing. Petrem Cisafem PhD. (Ustav komplexnich systémil, Laboratof zpracovani signalu a
obrazu), ktery ndm umoznil pFistup do univerzitniho clusteru (pocitace), védeckého
interaktivniho programu MatLab a nevéhal pro naSe potfeby navrhnout 2 determinacni a 2
vyhodnocovaci programy, jez umoznili kvantifikovat ndmi pozadované hodnoty.

V prvni fadé bylo pro persondl spravy videa nutné podstoupit Skoleni v Novych
Hradech, které mélo za ucel seznameni s detailnim postupem analyzovani soubort. Thned
poté doslo po mailu k obdrZeni odkazii pro instalaci programti a aktivaci licence na vlastnim
zafizeni obsluhy. Email obsahoval programy ke stazeni: Matlab + ptistupové kody s licenci,
Anydesk pro vzdalenou spolupréci na univerzitnim pocitaci (clusteru), define arenas OF +
NO a process data OF + NO. V tomto piipad¢ si konkrétné ukazeme, jak se postupovalo pii
analyze OF testu.

3.3.3.1. Definovani arén

Zakladnim pilifem uspé$né analyzy testu personality se stal program Matlab, jehoz
otevieni znamenalo prvni krok celého pracovniho procesu. Funkce interaktivniho prostredi
Matlabu Ize popsat jako velmi variabilni, pficemz pii nasem experimentu poslouzilo jako

prostor, ve kterém bylo umoZnéno operovat s jinymi pro nase ucely navrzenymi programy.
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Po otevieni portalu Matlab bylo nejprve nutné pomoci nabidky v levém sloupci zvolit
program pro tzv. definovani arén dle typu testu, proto pro nase ucely v ptipadé OF testu bylo
zadouci oteviit program Define arenas OF. Tento program slouzil jako nastroj k vymezeni
prostoru, ve kterém se testovany subjekt pohyboval. Program byl aktivovan pomoci zeleného
tla¢itka RUN v horni nabidce funkci Matlabu, coz automaticky zpusobilo zobrazeni
prizkumnika soubord vlastniho zafizeni s moznosti vybrat slozku s pfipravenym
videosouborem. Diky peclivé distribuci videi do sekundarnich slozek s jejich podslozkami
(RAW, CUT, RESULTS) bylo mozné bezpecné¢ se proklikat ptes distribuci slozek az
k pozadovanému datu testu a nahrat do programu vsech 8 pftipravenych videi z podslozky

CUT. Pii jedné analyze se tedy dala vyhodnotit aktivita u 32 jedinct najednou.

4\ MATLAB R20223 - academic use

s % & : = i
= 5] Compare = | 1 b % % 4 &7 Profiler @ S P &

Ei D S s B S fun [ Run snd Advance -

nalyze
~  [d Bookmark ~ - - Section P Runto End

FILE NAVIGATE CODE ANALYZE SECTION RUN

Step  Stop

Name
4\ MATLAB R2022a.Ink

define_areas.m

Value

define_arezs.m (Seript) ~

| Ready Zoom: 100% UTF-8 CRLF | script Ln 1

Col

Obr. 14 zakladni nabidka programu Matlab, otevieny program Define arenas, aktiva¢ni zelené
tlacitko RUN, foto: Jan Cerny

Navazujici fazi bylo tzv. definovani arén, které bylo automaticky zobrazeno v oknu
Matlabu po zvoleni pozadované podslozky z jednoho konkrétniho dne. Program vyobrazil
screenshot z prvni kamery se 4 natacecimi nadrZzemi, konkrétné v ptipadé kamery 1 se
jednalo o nadrze ¢. 29, 30, 31 a 32. Vzhledem k tomu, Ze program nedokézal rozeznat Cisla

nadrzi z pouhého screenshotu, byly jsme nuceni pozadat autora programu, aby nastavil
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fadovou posloupnost pro vSechny 4 nadrze, abychom byli schopni eliminovat moZnost
zamény dat s nepatfi¢nou nadrzi. K tomu ndm opét poslouzil jiz zminény rotacni vzorec,
jehoz pravidlo posloupnosti bylo do programu zakomponovéano.

Pti definovani arén bylo ukolem obsluhy vymezit dvourozmérny obdélnikovy prostor
pomoci kurzoru prostym okopirovanim 4 hran nadrze. Hlavnim a jedinym kritériem této faze
bylo jiz zminéné potadi. Personal byl tedy zmocnén k definovani arén podle rotacniho
vzorce: 1. leva dolni, 2. leva horni, 3. prava horni, 4. prava dolni. Po oznaceni vSech 4 arén
na jednom screenshotu automaticky doslo k zobrazeni screenshotu z nasledujici kamery. Po
nadefinovani v§ech 32 arén se program automaticky ukon¢il a ulozil data ve formatu mat. do
puvodni podslozky CUT.

Jediny rozdil v definovani OF a NO arén spocival v oznaceni nového objektu pomoci
prostého kliku, ¢imz byla lokalizovana stfedovd poloha lego bloku, od které program

automaticky odecetl nastavené vzdalenosti a vytvofil tak zony blizkosti objektu.

Obr. 15 definovani arén, foto: Jan Cerny

3.3.3.2. Zpracovani dat
V zavérecné fazi personalisticky-typologické casti experimentu bylo naSim cilem
zpracovat a vyhodnotit informace, jez jsme po celou dobu snazeni shromazd’ovali. K tomu

bylo zapotiebi programu Process data OF/NO a univerzitniho clusteru s pfistupem ptes
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software Anydesk. Prvnim krok spocival v piihldSeni do Anydesku a vytvofeni nové slozky
prostiedi jiného pevného zafizeni, nez je vlastni pocita¢ obsluhy. Proto ze vSeho nejdiive
bylo nutné ptekopirovat vSechna data, jez byla ziskana pii definovani arén z vlastniho
zatizeni do slozky ACTIV v Anydesku. Dalsi postup byl témét identicky s piechozim
pocinanim pii definovani arén, tedy v prostfedi Anydesku bylo nutné oteviit Matlab a v ném
spustit program Process data OF pomoci tlacitka RUN a vybrat soubory ze slozky, kterou
jsme chtéli zpracovat. Rozdily oproti definovani arén tedy spocivaly pfirozené ve vybéru
jiného programu (Process data OF) a vybéru cilové slozky, kterou v tomto piipadé byla
slozka ACTIV na zafizeni Anydesk.

Diky kontrastnimu rozdilu barev testovanych subjektii a nataceci nadrze dokézal
program Process data OF lokalizovat rybu a vykreslit jeji drahu pohybu. Jako vystup
programu byly identifikovany dva typy soubort, jeden ve formatu png., ktery nam poskytl
obrézek s trajektorii (Obr. 16,17) kter& byla rybou uplavana a druhy txt. soubor kvantifikoval
jeji trajektorii vyjadienou v jednotkach pixelti. Pomoci jednoduché metody kalibrace byly
pixely pfevedeny na cm a nasledné zaznamenany do vysledkové tabulky v excelu, kde byl
pocet cm uplavanych jednou rybou za 30 min deklarovan jako aktivita.

V piipadé NO testu byla metoda zpracovani dat identicka jako u OF testu, avSak
vystupem programu Process data NO se stal txt. soubor obsahujici informace nikoliv o
aktivité, nybrz o nebojacnosti ptiblizit se novému objektu, prozkoumavat jeho okoli a setrvat
v ném. Tyto informace pro nas byly vyjadieny pomoci hodnoticich parametrii: latentni ¢as

setrvani v zonach blizkosti nového objektu a pocet navstév jednotlivych zon.
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Obr. 16 a 17 trajektorie Bl jedince s vysokou aktivitou (vlgvo), trajektorie Sl jedince s nizkou
aktivitou (vpravo) foto: Jan Cerny

3.4. Testovani stresové tolerance

Po stanoveni typl personality bylo 20 jedincl s nejlep$im BI skore a 20 nejvice SI
jedincti podrobeno indukénimu stresovému testu. Ryby byly v testovaci nadrzi
aklimatizovany pfiblizné mésic pred zacatkem testu. Princip testu spocival ve stresové
stimulaci v podobé¢ sniZeni hladiny v nadrzi na uroven 5 cm nad vrcholem paprsku dorzalni
ploutve po dobu 30 min. Poté byla hladina opét navracena do pivodniho stavu. Pomoci
anestezie (MS-222, 20 ug.1) byl subjektim odebran vzorek krevniho séra heparizovanou
jehlou Omnifix-F Solo z kaudalni tepny ve Ctyfech Casovych bodech: 1. ptfed stimulaci
(kontrola) a poté 30 min, 12 a 24 h po navraceni hladiny do ptivodniho stavu. Ryby byly
odbérech ponechany 7 dni v aklimatizaci pied dal$i fazi testovani. Vzorky krevni plazmy
byly az do analyzy uchovany v -80 °C. Ve vzorcich bylo hlavnim cilem popsat fyziologické
krevni  parametry  jako  aktivitu = enzymu  alaninaminotransferazy  (ALT),
aspartataminotransferazy (AST), alkalické fosfatdzy (ALP), laktat dehydrogendzy (LDH) a
koncentraci glukdzy, osmolyti a kortizolu, které slouzi jako indikator stresové odpovédi
organismu. Stanoveni bylo zprostfedkovano pomoci analyzatoru Abbott Architect 8000.

Koncentrace kortizolu v krvi byla vyhodnocena pies Immulite 2000 Xpi analyzator.
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3.5. Testovani imunologickeé rezistence

Celkem 30 jedincti (15 BI a 15 SI) bylo injikovano do peritonedlni dutiny 100 pl
suspenze obsahujici inaktivovanou bakterii Aeromonas sp. Dalsich 6 ryb (3 Bl a 3 SI) bylo
injikovano pomoci 100 ul sterilniho PBS pufru jako negativni kontrola. V intervalech 1, 3 a
7 dni po injikaci byly u 15 jedinct z kazdé skupiny (5 ryb.skupina™.den™) izolovany buiky
z pronefros (tzv. hlavové ledvina), jater, sleziny a peritonea. Vzorky bunék byly uloZeny v
700 pl RLT pufru az do extrakce RNA. Cilem testovani bylo zkoumat expresi gent
kodujicich imunitu a jejich markery IL-1B, 1L-6, CXCLS8, TNF, IL10, IFNG, SAA a IMG.
Uroven exprese gend reflektuje schopnost individualniho adaptivniho imunitniho systému
odpovédét na stimulaci ndkazou Aeromonas spp.

Pomoci softwaru Pyrosequencing Assay Design (verze 1.0.6; Biotage, Svédsko) byl
vytvofen panel testi specifickych pro 46 imunitné relevantnich gent (Tabulka 1). Testy s
dvojicemi primeru cilovych gent a referencénich genu actb a rnal8s byly testovany pted
meéfenim, aby se ovéfila spravna amplifikace fragmentd cilovych genli pomoci systému
LightCycler 96 (Roche, Mannheim, Némecko) v dopliiku se sadou SensiFAST SYBR No-
ROX Kit (Bioline/Meridian Bioscience, Némecko). Analyzy kiivky tani a elektroforéza na
agarosovém gelu potvrdily amplifikaci specifickych produkti PCR s cilovou délkou
(Tabulka 1).

Celkova RNA z hlavové ledviny (n = 5 ryb na skupinu) byla extrahovana pomoci 1 ml
¢inidla TRIzol (Thermo Fisher Scientific) a nasledné preciSténa pomoci sady RNeasy Mini
Kit (Qiagen). Pro izolaci celkové RNA z peritonedlnich bunék byla pouzita souprava
ISOLATE II RNA Micro Kit (Bioline/Meridian Bioscience). Zbytkova DNA byla §té€pena
pomoci DNézy I bez RNazy (Qiagen, Némecko) po dobu 12 minut pti 37 °C. Koncentrace a
Cistota extrahované RNA byla hodnocena pomoci spektrofotometru NanoDrop OneC
(NanoDrop Technologies, Delaware, USA). Celkova RNA byla upravena na koncentraci 10
ng/pl, z niz byl 1 pl reverzné transkribovan (42 °C, 30 min) pomoci Reverse Transcription
Master Mix (Standard BioTools, Kalifornie, USA). Vysledné alikvoty cDNA byly smichany
s vySe uvedenymi pary primerd (100 pM) a hlavni smési PreAmp (Standard BioTools) a
jednotlivé preamplifikovany ve 13 cyklech (95 °C, 15 s; 60 °C, 4 min) v termocykleru

TAdvanced (Biometra). Po tomto predamplifikacnim kroku byla ptidana exonukledza I (New
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England BiolLabs) k degradaci jedno-fetézcovych oligonukleotidovych primera. Po

30minutové inkubaci pii 37 °C bylo ptidano 43 ul TE pufru (Sigma) na vzorek. Analyzy

multiplexni kvantitativni PCR (qPCR) byly provedeny na dvou bioCipech 48.48 Gene

Expression (Standard BioTools) pomoci systému BioMark HD (Standard BioTools).

Nejprve byl kazdy z vyse uvedenych vzorkli 50 ul DNA natfedén v SsoFast EvaGreen

Supermix s nizkym obsahem ROX (Bio-Rad) a 20xDNA Binding Dye Sample Loading

Reagent (Standard BioTools), aby se vytvofily smési vzorki. Po primovani bio¢ipa (48pb) v

MX Controlleru (Standard BioTools) byly primery a smési vzorkt spolu s jednou kontrolou

bez sablony (voda) pieneseny do vstupti pro analyzu.

Tabulka 1. Ptehled gent a jejich primert pouzitych béhem experimentu s imunologickou odpovédi

Symbol genu Produkt

Vybérova funkce

Misto exprese

Sense primer,

genu (u savci) antisense primer
(3*=39
Referenéni
geny:
rnal8s 18S Struktura Vsudyptitomna GTCGCCTGAATACCGCAG
ribozomalni  eukaryotickych exprese CTA,
RNA ribozomu GTGAAATTCTTGGACCGG
CGC
actb Aktin-beta Bunééna struktura, VSudypfitomna AGACATCAGGGTGTGAT
pohyblivost, exprese GGTTG,
bunééné signaly AGTACCCCATTGAGCACG
GTAT
Cytokineze:
CCL20 Chemokin Pusobi jako Buriky brzlikua ~ CATCTGCAGTGCGCCATG
(C-C motif)  chemotakticky nadledvin, v GAT,
ligand 20 faktor, ktery epitelu spojené
piitahuje sMALT CCCTCTTTGTGTGGAAAA
lymfocyty a mirné TGATG

i neutrofily
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CCL25b Chemokin Vyvoj T-bungk, Buriky brzliku, AGTCTTGCACAAGGCTCG
(C-C motif)  chemotaxe nadledvin a TTTG,
ligand 25, thymocytt, tenkého stfeva
isoforma b makrofagl a GGAAACAGATGGGGATT
dendritickych GCAAC
bunck
CXCLS8 Interleukin-8 ~ Chemotaxe Makrofagy a GATGATCCCTGAGGGTAT
granulocyt; dalsi typy bunék, TCTG,
stimulace jako jsou
fagocytozy a epitelové buriky, GATTTGTCTGGACCCTGA
respiraéniho butiky hladkého ~ TGCT
vzplanuti; svalstva
angiogeneze. dychacich cest a
endotelové
buiiky.
IFNG Interferon- Obrana proti Ptirozené GCAGCACTATACTATCCC
gamma virtm zahrnujici zabijacke bunky A ATT AA.,
aktivaci a cytotoxické T-
makrofagi lymfocyty; také TGATCGGCCAGATGTTGA
necytotoxické AGCA
vrozené
lymfoidni bunky.
IL1b Interleukin-1  Zangtliva reakce Aktivované CTTGAGGTTGTGGAGGCA
beta makrofagy, GAC,
monocyty,
fibroblasty a ATGTCTGTTGCCTTCCCC
dentritické AACT
buriky; také B
buiiky, NK
bunky, epitelialni
buiiky.
IL6 Interleukin 6  Prozanétlivé a monocyty, AACTTCAGCAAGGAGGC
zanétlivé reakce endotelové bunky TTGTC,
a tukova tkan
CGCCGTAGTATCGGAACT
CTT
IL10 Interleukin Snizeni regulace Monocyty, GACTTCTATGAAGCCAAC
10 Th1 reakctf; lymfocyty GATGA.
podpora prezivani,
oroliferace a TACTGGAGTTTTATCTGA
produkce GCACG

protilatek u B
bungk.




IL15 Interleukin-  Aktivace a Mononuklearni CGCCATTGAGAAATCTGA
15 proliferace T a fagocyty TGCTA
NK bunék; vyvoj
NK bunck. GGAGTTGTTGGTGGTCAT
CATG
IL17a Interleukin-  Prozanétlivé T bunky ATGCTGCTGGGTTTGAGA
17a reakce GCTT
CCTCACCGTCTGGCCCTT
CA
IL17F Interleukin-  Zanétlivé a Th 17 buiiky CGTGGACGTACAGAGAC
17F alergickeé reakce TCCT
CTGGAGGCCAAACCTATC
TACT
IL411 Interleukin Regulace B buniky, CAAACTCTTTCCTCTGGT
4- indukovan polarizace makrofagy TCTA
proteinem 1, makrofagh M2 a
. . . ACTACAGCGAGCTTCTCG
alias L- zanétu vyvolaného
amino acid burikami Th1; ACAT
oxidaza antibakterialni
funkce
TNF Faktor Pieziti, Imunitni bufiky CCATTCATTTAGAAGGAG
nadoroveé proliferace, vietné ACTACA
nakazy alfa  diferenciace a makrofagi,
e 9 . CAAGGAGGGCTAGAACT
smrt bunek; zanét  pfirozenych
zabijakl a CAACA
lymfocytu.
Proteiny akutni faze :
C3 Slozka Aktivace Hepatocyty GCTCCATTGAAGGTGATG
komponentu  komplementové TCTG
3 drahy; opsonizace
ACTTCCAGGAGCTCGGAC
AAAT
HP Haptoglobin ~ Vazba volného CTCTGTGTCAGCCTCCAG
plazmatického Hepatocyty, GTT
hemoglobinu; buriky kuze, plic
antioxidant a ledvin CATGGTCTACATCGCTGA
antibakterialni CAGT
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aktivita; reakce

akutni faze
SAA5 Sérum Transport Hepatocyty, TGAAGCCTTTCAAGGAGC
amyloid A cholesterolu; adipocyty TGGT,
protein 5 nabor imunitnich
bunck do GAGGTTATCAGTAATGCC
zanétlivych mist; AGAGA
indukce enzymi k
degradaci
extracelularni
matrix.
SERPING1  Serpinrodina Regulace klasické  Hepatocyty AGTTGATGCATCCATTAG
G ¢len 1 komplementové CTATAC,
drahy a srazeni
krve GTTCAAAGAGACGGGTC
CTAAC
Markery populace bunék :
TGFBR Receptor pro  Podpora Plazmocytoidni CATACCGCCCTCCAGTGT
transformujic  diferenciace dendritické TAC,
i rastovy regulacnich T- buiiky a dalsi
faktor B bun¢k imunitni bunky TAAGTCGGGLGGLCAGC
TGA
CD4 Diferenciatn ~ Komunikace s Th bunky AGGGGCACAAGAGTTGA
i klastr 4 burikami TATATTA,
prezentujicimi
antigen GCAAGTTCTATTTCACCA
AAGTAC
CD8A Diferenciatn  Komunikace s Cytotoxické T GACTGGTCGGAGAAAAA
i klastr 8, burikami bunky GCTGA,
isoform A prezentujicimi
antigen TTTCCCCTTGCTCGTTAA
TGTTG
CD8B Diferenciatn  Komunikace s Cytotoxické T TGCAGCCTCAGCTGGATC
i klastr 8, butikami buriky TCT,
isofrom B prezentujicimi
. TTGCTATCAGACCCGTAC
antigen
ATAGA
CD14 Diferenciatn  Detekce Makrofagy, ACTCTGGAAGAACTGGA
i klastr 14 bakterialniho granulocyty TCTA,
lipopolysacharidu
(LPS) AAGCTACATTTGTCTAAT
AACCGC
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CD68 Diferencia¢n Monocyty/makro CTGGCTGTCTCAGCACTG
i klastr 68 fagy TCA
CACGAAAACCACCCCCA
AACC
ITGa2 or Integrin alfa-  Kdduje alfa T bunky, NK
CD49b 2 nebo podjednotku burky,
diferencia¢ni  transmembranoveé  fibroblasty,
klastr 49b ho receptoru krevni desticky
CD74 or Diferenciaén  Bunéény B buriky, GGACCCACAGGGGGCTC
MHC20. i klastr 74 povrchovy makrofagy, TAA
nebo hlavni  receptor pro dendritické
histokompati  cytokin buriky, epitelialni GATCTGCTCCTTCTGGTC
bilni makrofagovy buriky. AAAC
komplex, migracni inhibi¢ni
invariantni faktor
fetézec IL.
ttidy a
IgM izotop Opsonizace a B buniky, TCTGCTGGGCAGGTGTTG
Immunoglob aktivace predeviim B ATG,
ulinu p komplementu; 5
neutralizace buriky plazmy ACTGGATGGCCTGGATCA
toxint GAC
IgT Izotop Specificka B buniky, GCTCTCCTCACAGTCAGT
Immunoglob opsonizace a predeviim B GAAT,
ulinu neutralizace
buiiky plazmy TGCAGCCTGAGTTTGGTA
TTTGT
IL2RR Retézec beta  Proliferace Lymfocyty TCGCAAGGACTCTCCTGC
receptoru pro  cytotoxickych T- GTA
interleukin-2  bunék
alias CD122 GGACTGCTGGATCGTTGG
TGT
IL6Ra Interleukin-6  Moduluje Monocyty, AGAAAAGACCCTCCCCCT
receptor-alfa  zanétlivou reakci, lymfocyty, GGT
reguluje rlst a fibroblasty,
diferenciaci endotelové burky GTCTGGCAATGCTGACCT
bun¢k. TTAC
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IL6RR Interleukin-6 ~ Moduluje Monocyty, CTCATCTTCAGCAGCGGA
receptor-beta  zanétlivou reakci,  lymfocyty, GATA.
reguluje rist a fibroblasty,
diferenciaci endotelové bunky CTCCCTCCCCATCATGTA
bunék. GTTT
IL7R Interleukin - Pfezivani, Naivni/thymocyt CGACACAGAGCCCAGAA
7 receptor proliferace a y a pamétové T- TCCT,
vyvoj T-bunék lymfocyty
GCAACAACGAGGACGAC
GAAG
ILL7RE Interleukin Aktivace (Th17) buiky GGTGTTCTCAGGGCCTTC
17 Receptor  signalnich drah ACT,
E vede k expresi a
produkci AGTTGTGAGGGGAGGCA
zanétlivych AAAGT
cytokintl.
IL21R Interleukin Proliferace a T,B,NK bunky = TATCACAGGTGTGGACCA
21 Receptor  diferenciace TGATT,
lymfocytt
GCTACTGGCTCACTTTCA
CAAG
IL22Ra2 Interleukin Vaze se na Dendritické CAACAGCATCCTCTGACA
22 receptor interleukin 22 a buriky, epitelialni GTTG,
podjednotka  inhibuje jeho bunky
alfa 2 aktivitu tim, Ze GGCCCAGCCAATCAGGA
blokuje interakci GCA
interleukinu 22 s
jeho povrchovym
bunéénym
receptorem.
Dalsi imunitni geny:
MAP3K7 Mitogenem  Bunééné reakce Hostitelské CTTTAGTGTTGAGCTCCG
aktivovana na vyzvy prostiedi  buiky ACAG,
proteinova
Kinaza GTTTTCAGTGTTCCCAGG
kinaza 7, GCG
zndma také
jako TAK1
MARK3 Kinaza 3 Intracelularni Hostitelské GGAAAGTCACACGTCTC
regulujici signaly bunky ACAGT,
afinitu k
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mikrotubulti AACTGGCCCGACACATCC
m TCA
MMP9 Matrix Degradace Neutrofilni GTCGTGACACCGCTGTAA
metalopeptid  extracelularni granulocyty, TTG,
4za 9 matrix, aktivace makrofagy a
IL-1B a §tépeni  fibroblasty AGATGGCAAGTTGTGGT
nékolika GCAG
chemokint.
MMP131 Matrix Remodelace a Bunky hladké CATATTTAGTGGGATCCA
metalopeptid  obnova tkani; svalové tkang, GATGTG,
aza 13, angiogeneze .
izoforma respiraéni ACACCGGGAAAACTCTG
beta epitelové bunky  CT
S100A1 S100 protein  Regulace progrese  Buriky srdeéniho CCTAGCAGCCAGCAAGG
vazajici buné¢ného cyklua a kosterniho ACC,
vapnik Al diferenciace; svalu
stimulace GGTGAAGTGGACTTCCA
uvolfiovani Ca2+, GGAG
inhibice
sestavovani
mikrotubulti.
UCHL1 Ubikvitinova Odbouravani Buiky mozkua ~ GGTGGGGAATAAGATGA
karboxy- nepotebnych endokrinnich TGAGC,
terminalni proteint o
hydrolaza L1 tkani GTTTCGGGACGGCGGAC
AGT
FTH1b Tézky Kéduje tézkou Exprese MHC ACCAGAAATGAGTTCGC
polypeptid podjednotku tidy 1 a AAATCC,
feritinu 1b feritinu, hlavniho o
intracelularniho rozpoznavani NK  GATAAACATAAGAGGCA
zasobniho bunék TAGAGCT
proteinu Zeleza.
LYG Lyzozém g Obrana proti Myeloidni linie AAGGAGGGATAGCAGCC
bakterialni infekci TACAA.
GCAACAACATCATTGGA
GTAGTC
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4. VYSLEDKY

4.1. Behavioralni testovani

Pomoci OF a NO testu bylo 1000 jedinci okouna fi¢niho diferenciovdno do dvou
typologickych kategorii (SI a BI). Tabulka ¢.2 uvadi vysledné hodnoty z obou testii pro 20
ryb, jez obdrzeli nejvyssi hodnoty pro skupinu BI, zatimco 20 nejvice SI jedinct ziskalo
nulové hodnoty v obou testech. Aktivita béhem OF testu je vyjadiena v cm uplavanych za
30 min. Téchto hodnot bylo docileno pomoci vyuziti interaktivniho programu Matlab s
ptislusnymi dodate¢nymi programy. Vzdalenost uplavana v pixelech byla konvertovana na
cm pomoci znalosti rozmérti nddrze. Pomoci snimkové frekvence byl uréen i latentni Cas (s)
vstupu do zoény blizkosti béhem NO testu a dale opét pomoci Matlabu byly stanoveny
parametry nejblizsi vzdalenosti od nového objektu v rdmci 4 ¢tvercovych zon blizkosti (5,

10, 15 a 20 cm) spole¢né s ¢asem stravenym v jednotlivych zonach viz Tabulka 2.

Tabulka 2. Top 20 jedinci s nejlepsim Bl skore

Top 20 ryb PIT tag Aktivita Latence (sec) Nejblizsi Pocet
vzdalenost navstév
(cm)
1X 7018 21.7 1 <10cm 1
2 X 7413 19.9 1 <10cm 1
3X 7366 17.7 4 <10cm 3
14X 7522 6.1 4 <10cm 3
5Y 0464 55.5 1 <10cm 1
6Y 0100 3.5 1 <5cm 1
7X 7173 4.6 1 <Scm 1
8Y 7240 22.2 1 <10cm 1
9X 7674 20.4 1 <Scm 1
10 X 7246 134 1 <10cm 1
11Y 0495 11.2 1 <5cm 1
12Y 8594 12.5 4 <10cm 5
13Y 7481 26.3 1 <5cm 1
14 X 8752 13.7 9 <10cm 2
15 X 0461 8.1 1 <10cm 1
16 X 7536 2.4 1 <10cm 2
17Y 7074 3.2 2 <5cm 1
18Y 0410 3.1 1 <10cm 1
19Y 1386 5.3 1 <10cm 1
20Z 0063 7.8 6 <10cm 8

X-samice, Y-samci, Z- jedinci bez determinovatelného pohlavi.
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4.2. Stresové ukazatele

Vysledky ze 30 min. dlouhé stresové stimulace (sniZzeni hladiny na uroven 5 cm nad
dorzalni ploutvi) vykazaly spiSe minoritni vliv na rozdilnost krevnich plazmatickych
parametrti mezi skupinami Sl a Bl viz Tabulka 3. Aktivita metabolickych enzyma ALT,
AST, LDH, ALP, mnozstvi glukézy a osmolyti zistaly vcelku nezménény (p <0.05) po
stimula¢nim zakroku ve srovnani s kontrolou. Metabolicka aktivita neprokazala zadny
signifikantni rozdil v ramci jednotlivych skupin ani mezi obéma skupinami. Na druhou stranu
rozdil v hladinach kortizolu vykézal statistickou vyznamnost, kdy jedinci ze skupiny Sl
disponovali nejvyssi hodnotou pro tento ukazatel (graf 1). Nejvyssi hodnoty kortizolu u SI
jedincti presahovali koncentraci 80 ng.ml? krevniho séra, a dokonce tak piekro¢ili
fyziologickou mez. V intervalu 30 min az 12 h po stimulaci dochéazelo u jedincii ze skupiny
Sl k statisticky vyznamnému (p <0.05) postupnému az dvojnasobnému navySeni koncentrace
kortizolu v krevni plazmé. Po 24 h od konce stresové udalosti jiz nebyly pozorovany zadné
signifikantni rozdily.

Tabulka 3. Hodnoty stresovych ukazateli (v nmol.I"* krevniho séra, 5 jedincii ve skuping). Data jsou
prezentovana jako prameér * stiedni chyba priméru

ALT AST LDH ALP Glukéza Osmolyty

Skupina Bl

Kontrola 0.31+0.18 3.02+2.27 6.82+4.16 0.64+0.38 4.98+1.10 220+126.90

30 min 0.39+0.33  1.85+1.07  9.45+10.29 0.41+0.28 10.72+6.99 119.80+148.25

12 h 0.22+0.08 3.43+2.16  16.23+8.27 0.29+0.09 5.60+1.35 265.40+133.62

24 h 0.55+0.09 5.61+3.34  34.57+29.82 0.82+0.52 4.52+2.37 334.60+11.64
Skupina SI

Kontrola 0.46+£0.38 4.86+4.20  12.55+10.66 0.18+0.15 4.16+2.38 205.60+153.70

30 min 0.39+0.33  6.37+5.15  31.06+17 0.41+0.19 8.98+4.25 198.40+£162.06

12h 0.56+0.03 3.25+2.64  16.16x11.06 0.50+0.29 7.02+1.04 334.8+20.62

24 h 0.41+0.01 1.99+1.44  12.71+8.57 0.37+0.12 6.04+2.47 339.80+15.73

ALT =alaninaminotransferaza, AST = aspartataminotransferaza, LDH = laktatdehydrogenaza, ALP = alkalicka
fosfataza. 30 min, 12 h, 24 h = Doba uplynula od stimulace. Rozdilny typ pisma indikuje signifikantni rozdilnost

(p < 0.05).
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Graf 1. Koncentrace kortizolu (nmol.I™Y) u skupin SI a BI (5 jedincii ve skuping)

4.3. Imunologicka rezistence

4.3.1. Prirozena imunita

Fluorescen¢né znacené latexové kuliCky byly pouzity pro vyhodnoceni interakce mezi
patogenem a hostitelem béhem infek¢énich onemocnéni okouna fi€niho a ke studiu potencialu
leukocytt travit latexové kulicky jako infekéni agens viz. Tabulka 4 (prava strana) a
vyvolavat prozanétlivé procesy. Procento lymfoidnich bunék pohlcujicich latexové kulicky
bylo statisticky vyssi jak u BI, tak u SI skupin nez u myeloidnich bunék v hlavové ¢asti ledvin
viz. tabulka 4. A¢koli fagocytarni kapacita ani pro myeloidni, ani pro lymfoidni buriky nebyla
statisticky odli$na mezi BI a SI skupinami pro 1, 2, 3 a vice kuli¢ek. Rozdil byl shledan v
ramci skupin, kde béhem dvouhodinové inkubace byla silnd fagocytarni kapacita pro poziti
jedné latexové kulicky nejvyssi pro myeloidni a lymfoidni bunky. Fagocytarni kapacita pro

2 a 3 a vice kuli¢ek byla u obou skupin bunék 2/3krat nizsi nez pro 1 kulicku.
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Tabulka 4 Fagocytarni kapacita z leukocytll izolovanych z hlavové c¢asti ledvin. Data jsou
prezentovana jako pramér =+ stiedni chyba praméru

BI Sl
Fagocytarni kapacita (%) 1
Hmotnost ryb (g) 52.0£3.0 49.33+1.15 250 -
Myeloidni buitky 35.43+4.91 40.80%5.49 5
1 kulitka 57.77+2.96° 55.47+6.64° — e
2 kuli¢ky 22.83+2.36" 19.53+1.95° i W 123 ORYiS
3a vice 18.97+2.36" 23.07+3.83° . T
Lymfoidni busiky 56.334.52 52.2745.72 I
1 kulitka 65.97+2.21° 65.57+0.33°
2 kuli¢ky 18.83+0.46" 18.27+1.09°
3avice 14.13+1.77° 15.30+0.65°

Pravy graf znazoriuje ptiklad méteni fagocytarni kapacity pro 1, 2, 3 a vice latexovych kuli¢ek

4.3.2. Adaptivni imunita

Pro studium profilovani genové exprese po bakterialni expozici in vivo bylo stanoveno
46 gent souvisejicich s imunitou véetné 2 referencnich genti pro naSe imunologické qPCR
testy (Tabulka 1, Obr. 18). Tyto testy zahrnovaly ruzné geny souvisejici s prozanétlivou
reakci, reakci akutni faze ndkazy a genetické markery bunéénych populaci, které byly pouZity
k profilovani reakce in vivo v bunkach hlavové ¢asti ledvin a peritonea ve tiech riznych
¢asovych bodech (1, 3, 7 dni) po intraperitonedlni injekci inaktivované A. salmonicida.
Vsechny vybrané geny byly po injekci A. salmonicida vyznamné regulovany.

V bunkach hlavové ledviny skupin Bl i SI byly hladiny genu mmp9 béhem 1. dne
zvySené a poté konzistentné klesaly ve 3. a 7. dni po injikaci ve srovnéni s kontrolnimi
skupinami (p <0,03) (Obr. 18). Kromé toho byly hladiny genu saa5 bézn¢ zvysené (p < 0,03)
u Bl a Sl ve srovnani s kontrolami v 1. den po injikaci. Ve stejném ¢asovém bodé byly hladiny
transkriptti sedmi imunitnich gent (cd14, ighm, il17rel, il1b, il6, il6ra a serpinel) vyznamn¢
zvysené (p < 0,04) u BI, zatimco Sest imunitnich genti (cd8a, ight, 1115, il6rb, il7r a tnf) bylo

vyznamné snizeno (p < 0,03) u SI ve srovnani s kontrolnimi hodnotami. Tt dny po injekci

60




A. salmonicida byly hladiny Sesti imunitnich gent (il17a, il2rb, il6ra/b, map3k7, krome
mmp9) bézné snizeny (p < 0,03) v BI a SI skupindch ve srovnani s kontrolami, zatimco
hladiny cd4 byly indukovany (zvyseny) v Bl (s p = 0,03), av8ak snizeny v SI (s p = 0,02).
Exprese dalSich ¢ty genti byla tii dny po injikaci snizena (p < 0,04) u Bl (cd209, il17f, il1lb
ail22ra2) i Sl (il7r, itga2, tgfbr a tnf) skupiny ve srovnani s kontrolami. Hladiny tgfbr (kromé
mmp9) byly vyznamné indukovany v BI (p = 0,01), ale snizeny v Sl skupinéch (p = 0,04) 7.
den po injekci. Ve stejném ¢asovém bodé byly nalezeny rozdilné exprimované geny u Bl
(indukované: ccl20 a itga2) a Sl (indukované: cd8a, ight a klrd1; snizené: il6rb a serpinel)
(p <0,05).

V peritonealnich buiikach BI i SI byly hladiny 15 imunitnich gend (ccl20, cd4, cd68,
cd8a a cd8b, cd74, ighm, il17a, il17f, il2rb, ilérb, il17r, il4il, klrd1 a lyg) béZn¢ snizené (p
< 0,05), zatimco pouze dva geny (il10, serpinel) byly indukované (p < 0,01) ve srovnani s
kontrolami 1 den po injikaci bakterii. Hladiny dvou (ight a klrdl), respektive tfi imunitnich
gend (il17rel, ight a serpinel) byly bézné snizeny (s p < 0,04) v BI a SI ve srovnani
s kontrolami 3 a 7 dni po stimulaci.

Navic dvanact gent (zvysené: il17a, il17f a mark3; snizené: 3, cd14, cd209, il17rel,
i12rb, 116, il6ra, serpinel a uchl) bylo 3 dny po injekci diferencialné exprimovano (p < 0,04)
u BI oproti kontrolam, zatimco u SI byly ve stejném ¢asovém bodé riizné exprimovany (p <
0,04) pouze dva geny (zvySené: il7r; snizené: cd4). Hladiny tii gent (cxcl8, cd209, mmp9)
byly u Bl skupiny snizené (p < 0,05), zatimco jeden gen (ighm) byl v Sl skupiné indukovany
7 dni po stimulaci.

Vysledné rozdily v expresi imunitnich gent mezi SI a BI skupinami poukazali na 1,2
az 1,3 nasobny narust (q < 0.003) hladiny genu cc125 v hlavové ledvin€ u Bl oproti ST 1 a7
dni po stimulaci. Hladina genu Ighm v hlavové ledviné byla 1,2-1,4 nasobné vyssi
(g <0.006) u BI oproti SI skuping¢ 1 a 3 dny po injikaci nakazou. U hladiny genu Cd74
v peritoneu a hlavové ledving byl pozorovan 1,3-1,5 ndsobny (g < 0.0001) narust u BI oproti
Sl 1 den po stimulaci. V peritonealnich bunikach byly dale nalezeny rozdily v hladinach u Bl
oproti SI skupiné pro geny ighm (2,2 nasobny nartst; q < 0.0001), ¢3 (36,7 nasobny pokles;
g = 0.03) 1 den po stimulaci a 5,1 nasobny pokles (g = 0.01) hladiny genu mmp9 viz grafy
2a3.
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A Hlavova ledvina B Peritoneum

Ix10% 1%107 .
E = %106+ oo, <,
= - - k. i ¢
* . ] BI-CTRL 12105 ’ Biise
21084 ¢ O si-CTRL . I LT
1 Bi-1d %104 J'
B si-14d 1%103 .
1%105 - B Bi-3d
W 5i-3d 1%1074
B Bi-Td 1%10" -
B s-Td
0- 1102

cd ighm cdT4 mmp9

Grafy 2 a 3. Expresni profil vybranych genti rozdilné exprimovanych v (A) hlavové ¢asti ledviny a
(B) peritonealnich bunikach BI (Cervené sloupce) versus SI (modré sloupce) 1 d, 3d a 7 d po injekci
A. salmonicida. CTRL = kontrola. Sloupce predstavuji primérné pocty kopii gent (n = 5); tecky
predstavuji jednotlivé pocty kopii; chybové usecky predstavuji standardni chybu primeéru.
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Obr. 18. Modulace imunitnich gent pro hlavovou ¢ast ledvin (HK) a peritoneum (P) po injekci
inaktivované A. salmonicida do skupin odvazny (B) a plachy (S). Tepelna mapa znazoriuje pramérné
poméry genové exprese jako hodnoty nasobné zmény u skupin s injekci A. salmonicida (po 1,3 a7
dnech po odbéru) vzhledem ke kontrole (5 jedincti na kazdou skupinu) pro imunitni geny uvedené ve
sloupcich, jak bylo méfeno pomoci multiplexni qPCR. Rnal8s a actb byly pouzity jako referencni
geny pro normalizaci dat.
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4.4. Somaticke indexy

Dodate¢né bylo provedeno i vyhodnoceni somatickych ukazatelti, nicméné nebyl
prokdzan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami BI a SI. Ve skupiné BI bylo
vice samic (n = 10) nez samct (n = 9) a u jednoho exemplafe nebylo mozno determinovat

pohlavi. Skupina SI obsahovala vice samcii (n = 12) nez samic (n = 8).

Tabulka 5. Celkova vaha téla (v gramech; 5 jedincu ve skuping€) a somatické indexy (v %; 5 jedinci
ve skuping€) okouna fi¢niho

w Sex HSI GSI PVSI SSl Csl

Skupina Bl

Kon. 66.00+1.14 4X/1Y 1.86+0.49 2.56+1.96 2.96+0.95 0.08+0.01 0.14+0.01

1dps 69.20£5.85 3X/2Y 2.00+0.64 1.76x1.78 3.49+0.96 0.06+0.02 0.12+0.01

3dps 69.60+4.56 2X/3Y 2.05+0.75 3.44+2.25 3.23+1.96 0.08+0.03 0.15+0.03

7 dps 60.80+4.21 1X/3Y/1Zz 1.88+0.47 3.11+2.01 2.86+0.28 0.08+0.03 0.12+0.01
Skupina Sl

Kon. 65.20+4.44 1X/4Y 2.22+0.31 2.71+£2.17 3.36£1.22 0.07£0.01 0.13+0.02

1 dps 71.80+9.09 4X/1Y 1.85£0.57 1.00+1.03 3.34+0.35 0.08+0.03 0.13+0.01

3dps 70.80+5.93 1X/4Y 1.97£1.38 2.99+2.56 3.65+0.84 0.11+0.05 0.17+0.04

7 dps 57.40+3.29 2X/3Y 1.55+0.72 2.95+2.05 2.53+0.75 0.09+0.05 0.14+0.04

HSI—hepatosomaticky index; GSl—gonadosomaticky index; PVSI—perivisceralni tukovy index; SSI—
splenosomaticky index; CSl—kardiosomaticky index. X-samice, Y-samec, Z- jedinci u nichz nebylo mozno
determinovat pohlavi, dps = pocet dni po stimulaci, kon =kontrola, W = vaha. Rozdilny typ pisma indikuje
signifikantni rozdilnost (p < 0.05)

4.5. Statisticka analyza

Parametry OF a NO testu, stresové ukazatele krevni plazmy, somatické indexy a
parametry fagocytarni kapacity nesplnovaly piedpoklad parametrického testu (MANOVA,
ANOVA) a byly analyzovany pomoci Kruskal-Wallisova H testu s vicenasobnym
porovnanim priméri jako post-hoc testem.

Data multiplexni gPCR byla analyzovana pomoci softwaru RealTime PCR Analysis
Software v. 4.5.2 (Standard BioTools) a normalizovana vi¢i vhodnému referencnimu genu
actb. Tyto normalizované pocty kopii cilovych genid byly poté vyhodnoceny pomoci

jednocestné analyzy rozptylu (ANOVA; GraphPad PRISM, software 9.5.1, GraphPad
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Software, Inc.) a hladiny vyznamnosti jsou v nasledujicim textu uvedeny jako p-hodnoty.
Pro identifikaci diferencialné exprimovanych gentt mezi BI SI skupinami byl pouzit Holm-
Sidakav test vicenasobného porovnani (GraphPad PRISM, software 9.5.1), aby se
kontrolovala tzv. familywise error rate (upravené p-hodnoty jsou v dal$im textu oznaceny

jako g-hodnoty).

5. Diskuse

5.1 Behavioralni testovani

Ze vsech 1000 testovanych jedincti okouna fi¢niho bylo nalezeno jen velmi malo
exemplart vykazujici nulovou aktivitu béhem OF, na druhou stranu jedinci, jenz dosahli
nulovych hodnot v NO byli zastoupeni z valné vétSiny. K podobnému zjiSténi dospéli i
Snedonn a kol. (2003), kteti dokonce popsali ve svém NO na pstruhovi duhovém tzv.
neofobické chovani, nebot’ vétSina ryb se béhem testu zdrzovala v zonach daleko od nového
objektu. V pfipadech mnoha testovanych jedinct bylo obdrZeno velmi vysoké skore aktivity
v OF, av8ak odezva z NO byla negativni. Velmi podobnou variabilitu mezi vysledky téméf
identického OF testu a skupinoveho testu na ochotu riskovat popisuji Alfonso a kol. (2019)
u moicaka obecného (Dicentrachus labrax). Stejné tak Wilson a kol., (1993) narazili pfi
identifikaci kontinua plachy - odvazny u slune¢nice pestré (Lepomis gibossus) na ¢ast ryb,
jenz prokazaly exploratorni rysy chovéni v testu s pasti, nicméné¢ v predchazejicim NO testu
se k pasti zdaleka ani nepfiiblizily. Z téchto poznatkd je ziejmé, ze pii vyhodnoceni
typologické kategorizace u ryb je potrebné vychazet z minimaln€ 2 po sob¢ jdoucich typi
behavioralnich testl. Pfedchéazejici studie nabizeji nékolik moZnych variant, pficemz v praxi
se vétsinou jedna o OF v kombinaci s jiz zminénym NO, testem s tkkrytem nebo predatorskym
simulacnim testem (Dahlbom a kol., 2011). Pokusy popsat personalisticke rysy jako
odvaznost u okouna Fi¢niho Ize nalézt v publikacich Magnhagen a Borcherding, (2008), kde
identifikuji rozdily v behavioralnich rysech v rdmci vékovych kategorii a dvou rGznych
populaci pomoci OF testu a testu s potravou. Pro nas ponékud piibuzngjsi typ experimentu
(ryby z jedné populace a stejné vékové kategorie) provedli Magnhagen a Staffan, (2005) téz

s okounem fi¢nim, nicméné velmi detailné popsali typologickou diferenciaci na SI a BI
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jedince béhem testu s predatorem a potravou. Vychozi parametry testu byly stanoveny jako
Cas straveny v otevieném prostoru v piitomnosti predatora a pocet Utokli na potravu v
pritomnosti predatora. Subjekty, které byly zpozorovany alespon v 8 z 10 situacich ve volném
prostoru a provedly nejméné 10 utokd na potravu béhem jednoho pozorovani, byly dale
kategorizovani jako Bl. V naSem piipadé byli do kategorie top 20 BI vybrani jedinci
disponujici vysokou aktivitou v kombinaci s vysokym poctem navstév a Casem setrvanym v
zonach blizkosti. V opacném piipad¢ skupina top 20 SI jedincti sestaval z exemplari, které
obdrzely skore 0 v obou typech testl a vSech kategoriich.

Ptestoze se v nasi praci podafilo determinovat jedince s BI typem osobnosti okouna
ficniho, tak krom otazek ekologického vlivu a fitness je tfeba se zajimat i o moZzZnost
dédi¢nosti téchto osobnostnich aspektli v rdmci potencidlniho vyuziti BI okount ve
Slechtitelskych programech. Ackoliv jsou individualni intra-specifické rozdily v chovani ryb
Casto povazovany za konsekvence predev§$im environmentalniho gradientu v podobé
adaptacnich strategii (Dall a kol., 2004) tak vysledky z prace Brown a kol. (2007) naznacuji
jistou Groven heritability osobnostnich rysti u gambusenky sitované (Brachyraphis episcopi).
Jejich prace poukazuje na velmi podobnou aroven odvahy mezi divokymi piedky a jejich F1
generaci odchovanou v zajeti, kdy zaroven v 2. fazi testovani poukazuji na neodmyslitelny
vliv prostiedi a snazi se personalitu gambusenek interpretovat jako flzi genetické a
environmentalni slozky. Pfi studiu dédi¢nosti osobnostnich rysti u dania pruhovaného (Danio
rerio) publikovali Ariyomo a kol. (2013) vysledky s koeficientem heritability 0,72 pro
odvaznost a 0,36 pro agresivitu, coz dokonce naznacuje vétSinovy podil genetické slozky na
celkové fenotypové varianci odvaznosti. Heritabilita vzorcti chovani u ryb byla zkoumana i
u motcaka evropského, kdy ochota jedincti riskovat u F1 generace vykéazala h?= 0,45 (Ferrari
akol., 2016). Dédi¢nost osobnostnich aspektii jako odvaha a ochota riskovat je popsana i pro
juvenilniho pstruha potoéniho v praci Kortet a kol. (2014), kde autofi publikuji hodnotu h?=
0,14 pro odvaznost, riskantni chovani a agresivitu. Ackoliv se dle uvedené hodnoty jedna o
pfevahu environmentalni variance nad genetickou, tak autofi v abstraktu tvrdi, Ze geneticka
variance tvoii zaklad pro vyslednou fenotypovou varianci projevu. Dalsi vyzkum naznacujici
jistou miru dédi¢nosti personality u ryb byl proveden na kanc¢ikovi avokadovém (Amatitlania
siquia), u kterého hodnoty heritability pro odvaznost a exploratorni chovani dosahly h? =
0,37 a 0,3 (Mazué a kol., 2015). V experimentu na pestienci skvélém (Neolamprologus
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pulcher) v ramci testovani dédicnosti personalistickych ryst u tohoto druhu dospéli Chervet
akol. (2011) ke heritabilité na arovni h?= 0,15, z éehoZ usuzuji, Ze osobnostni aspekty tohoto
druhu jsou majoritn¢ utvareny vlivem prosttedi. Z dostupnych informaci Ize soudit, ze ptivod
fenotypové variance chovani ryb je inter-specificky velmi variabilni, nicméné nékteré z
vysledki naznacuji vice ¢i mén¢ vyznamny vliv genetické aditivni slozky. Pokusy s
heritabilitou osobnostnich znakl okouna fi¢niho nebyly dosud publikovany, ackoliv z
dostupnych zdroji je patrné, ze moznost dédi¢nosti behaviordlnich znakii prozatim nelze
vyloucit. V ptipadé potvrzeni vlivu trovné odvaznosti na uzitkové vlastnosti (stresova
tolerance a imunologicka rezistence) by se dalo uvazovat o navazujicich vyzkumech v oblasti
dédi¢nosti personality u okouna fi¢niho a dopadi pro efektivitu v intenzivni akvakultuie
S pfesahem na ostatni druhy chovanych ryb.

Pro BI behavioralni typ ryb byly doposud popsany vlastnosti jako lepsi rist, lepsi piijem
potravy, niz$i mortalita a zvysena tolerance ke stresu (Ward a kol., 2004; Raoult a kol., 2012;
Long a kol., 2021). Na druhou stranu byla prokazana pozitivni korelace mezi odvaznosti a
agresivitou napf. u pstruha duhového (Schojdel a kol., 2005) nebo lipana podhorniho
(Thymallus thymallus) (Salonen a Peuhkuri, 2006), ktera bohuzel patii mezi nezadouci
behavioralni aspekty v intenzivnich chovech okouna fi¢niho (Toomey a kol., 2019). Prozatim
nebyl popsan piimy vliv mezi odvdznosti a agresivitou u okouna, nicméné jednim z
charakteristickych rysti odvaznosti u ryb je aktivné&jsi vyhledavani a vyssi piijem potravy
(Wilson a kol., 1994). Vzhledem k hypotetickym personalistickym rozdilim u okounich
larev lze predpokladat vysokou troven heterogenity rustu, ktera zapfticinuje kanibalismus,
jehoz dusledky mohou vyustit ve vysoké ztraty na obsadkach (Mélard a kol., 1995;
Kestemont a kol., 2003, Krdl a Zielinski, 2015). Vyskyt kanibalismu u larev a juvenill l1ze
vsak redukovat pravidelnym tfidénim velikostnich kategorii ve 14. - 28. dennich intervalech,
preferenci tmavého typu nadrze z divodu lepSi detekce potravy a také zodpovédnym
ptistupem v aplikaci krmiva, kdy se v pocatcich exogenni vyzivy (3-4 DPH) aplikuje
nejjemngéjsi artémie s postupnym zvySovanim velikosti zabronozek (5-20 DPH) s naslednym
pfechodem na tzv. co-feeding artémie a umélého krmiva (20-25 DPH), ktery je ukoncen 25.
DPH v podobé aplikace pouze umélé krmné smési (Policar a kol., 2009). Pfi zkoumani

hustoty obsadek chovanych larev nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv na uroven
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kanibalismu mezi nizkou (13 larev.I"! vody) a vysokou (26 larev.I" vody) hustotou obsadky
(Krdl a Zielinsky, 2015).

5.2. Stresové ukazatele

Rozdil v hladinach kortizolu mezi BI a SI jedinci se podafilo detekovat predevsim 30
min a 12 h po expozici stresoru, pficemz pramérna koncentrace kortizolu u SI jedinct
dosahovala vice nez dvojnasobnych hodnot 30 min po stresové stimulaci oproti jedincim ze
skupiny BI. K podobnym vysledkiim dospéli i Raoult a kol. (2012) pti zkoumani rozdilnych
hladin kortizolu v krvi u SI a BI skupin ryb z ¢eledi smuhovitych Argyosomus japonicus, kdy
popisuji hladinu kortizolu v krvi u Sl o 22% vyssi oproti BI. Je zajimavé, Ze v nasem testu
koncentrace kortizolu v krvi u BI jedincii nedosdhla svého piku 30 min po stimulaci
stresorem nybrz aZ po 12 h. Mezi SI jedinci byla nejvyssi koncentrace namétena 30 min po
stimulaci a poté vykazovala jiz klesajici tendenci. Z naseho experimentu je tedy patrné, ze
jedinci okouna fi¢niho ze skupiny BI prokdzali vétsi toleranci vii¢i stresovym podnétim
spolu s krat$im intervalem navratu do normalniho stavu oproti jedinciim SI. Na druhou stranu
v podobném experimentu s pstruhem duhovym nebyly pozorovany zadné statisticky
vyznamne rozdily v hladinach kortizolu mezi Bl a Sl jedinci (Thomson a kol., 2012). Velice
zajimavé vysledky o této problematice u pstruha duhového piinasi i vyzkum @verli a kol.
(2004), kde autofi publikuji nalez negativni korelace mezi koncentraci kortizolu v krvi a
urovni agresivity. Podle autorli se u exemplafti disponujicich skérem agresivity 7-10
titokt.min"! podaiilo naméfit hladinu kortizolu v intervalu 50-100 ng.ml*, zatimco pstruzi s
2,5 a méné titoky.min* disponovali koncentraci kortizolu v krevnim séru az 150 ng.ml . Na
zaklade€ popsaného experimentu a znalosti pozitivni korelace mezi agresivitou a odvaznosti
u pstruha duhového (Schojdel a kol., 2005) se 1ze domnivat, Ze BI jedinci tohoto druhu
mohou vykazovat vétsi stresovou toleranci oproti SI skupinam, ackoliv Thomson a kol.
(2012) toto tvrzeni popira. K podobnym vysledkiim s kortizolem jako Thomson a kol. (2012)
(zadny signifikantni rozdil v hladinach kortizolu mezi SI a BI jedinci) dospéli i Alfonso a
kol. (2012) u moicaka obecného, nicméné ve své praci poukazuji na vetsi expresi genil
souvisejicich se stresem u exemplait ze skupiny SI oproti skuping BI. Uroveii odvaznosti

byla zkoumana i u juvenilnich losost atlantskych (Skov, 2018). Autor ve své publikaci uvadi,
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ze Uspesné identifikoval 3 rozdilné behavioralni skupiny na zéklad¢ jejich exploratorniho a
potravniho chovani, pficemz jedna ze skupin (early) vykazovala nejvyssi BI skore oproti
zbylym skupindm (middle a late). Po stresové stimulaci (sniZzeni hladiny) autor popisuje
nejlepsi stresovou toleranci pro skupinu early s nejvyssim BI skore. Ryby byly testovany
pomoci 3 hodnoticich ukazateld, konkrétné spotieba kysliku po stimulaci (early = 550 mg
02.kg®; late = 850 mg 02.kg™), ¢as zotaveni (early = 200 min; late = 390 min) a koncentrace
kortizolu v krevni plasmé (early = 83 ng.ml?; late = 140 ng.ml). Souvislost mezi typem
personality a odpovedi na fyzickou 1 psychickou zatéz je mezidruhové dosti variabilni a dle
uvedenych zdrojii se mohou vysledky lisit i v rdmci stejného druhu (Qverli a kol., 2004;
populaci, napt. gambusenky sitované pochazejici z lokality s vy$§im zastoupenim predatora
vykézali v behavioralnich testech vyssi BI skore oproti exemplaiim z lokality s menSim
predacnim tlakem (Brown a kol., 2007). V této kapitole jsou uvedeny ptiklady publikaci
(Qverli a kol., 2004; Raoult a kol.,2012; Skov, 2018), které pfinaseji vysledky témét shodné
¢ipodobné s témi, kterych bylo dosazeno v této praci. Ackoliv je tfeba navazujiciho vyzkumu
tak nase dosavadni vysledky poukazuji na existenci kontinua plachy - odvazny u okouna
ficniho s vyraznymi intra-specifickymi rozdily v odpovédi na stresovy stimul, pficemz BI

okouni vykézali vice nez dvojnasobné vyssi toleranci vici stresu oproti Sl jedincim.

5.3. Imunologicka rezistence

Soubor bunécnych procest a struktur, jenz slouzi k celkové obrané organismu proti
patogeniim lze nazyvat imunitnim systémem (Rauta a kol., 2012). Imunitni systém,
imunologickd odpovéd’ nebo zjednodusené imunita organismu je u ryb diferenciovana na
pfirozenou a adaptivni, pficemZ pfirozend imunita setrvava v prvni obranné linii v boji s
nakazou (Tort a kol., 2003). Hlavni pilife pfirozené imunity tvoii fyziologické a anatomické
bariéry spolu s bunénymi (fagocyty, cytotoxické buiiky) a humoralnimi (aktivni enzymy
napf. lysozymy) parametry (Magnadottir, 2006). Fagocyty jsou bunky, které maji za ukol
rozpoznat a eliminovat ptivodce nakazy (Secombes a Fletcher, 1992). Eliminace patogenu
dosahnou pomoci endocelularniho procesu fagocytozy, pii které fagocyt pohlcuje nezadouci
Castice z extracelularniho prostoru do intracelularniho prostoru bunky. Mechanismus

pusobeni spociva v obklopeni patogennich bunék vycnélky v cytoplazmatické membrané
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fagocytu s naslednou fiizi membrany, ktera uzavie nezadouci bunky v tzv. potravni vakuole,
coz vede k zahubeni patogenu (Hirayma a kol., 2017). Mezi typické fagocyty patii ptedevsim
makrofagy, neutrofily a monocyty (Gordon, 2016). Nas experiment m¢él za tcel porovnat
uroven pfirozené imunity v podobé fagocytarni kapacity mezi BI a SI jedinci okouna fi¢niho.
Béhem naSeho pozorovéani nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily v pfirozené imunité
mezi BI a SI zastupci, z ¢ehoz lze soudit, ze personalita nemé vliv na pfirozenou imunitu u
okouna fi¢niho. Je vSak nutno dodat, Ze naptiklad Zylberger a kol. (2014) popisuji zvySenou
odpovéd’ ptirozeného imunitniho systému u zastupctu hyla rudoprsého (Haemorhous
mexicanus) s prizkumnickymi a riskantnimi tendencemi oproti neriskujicim jedincim. Podle
mnohych studii existuje souvislost mezi Urovni odvaznosti a aktivitou (Wilson a kol., 1993;
Sneddon a kol., 2003; Dahlbom a kol., 2011; Zavorka a kol., 2017; Thornqvist a kol., 2019;
Gebauer a kol., 2021). Pozitivni korelaci mezi aktivitou a pfirozenou imunitou (aglutinace,
reakce typu antigen-protilatka) u andulky vinkované (Melopsittacus undulatus) popisuji také
Callicrate a kol. (2011). Experiment na bezobratlém potemniku mou¢ném (Tenebrio molitor)
poukazuje na pozitivni korelaci mezi pfirozenou imunitou a proaktivnim behavioralnim
stylem u samic tohoto druhu brouka, pficemz u samct byl pozorovan opaény efekt (Monceau
a kol., 2017).

Pokud pfirozend imunita nedok4Ze zabranit Sifeni patogenu v organismu, dochazi k
aktivaci tzv. adaptivni obrany. Tento fylogeneticky mlads$i systém obranyschopnosti
disponuje mnohem vétsi variabilitou obrannych mechanismt, kdy zaroven oproti pfirozené
imunité vytvaii specifictéjsi odpoveédi a vyznacuje se tzv. imunologickou paméti (Tort a kol.,
2003; Rauta a kol., 2012; Secombes a Belmonte, 2016). Zakladni komplementy adaptivni
obrany jsou lymfocyty T a B (T a B buiiky), jejich receptory (TCR), imunoglobuliny a
produkty hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). Tyto produkty jsou spojeny se
specifickymi geny jako IgM, IgT nebo interleukin 1b (Tabulka 1) a jejich naslednou expresi
(Rauta a kol., 2012). Hlavnim cilem této prace bylo zkoumat expresi imunitnich genti po
nakaze Aeromonnas sp. u dvou behavioralnich skupin jedincti okouna fi¢niho (BI a SI) in
vivo. Tento experiment reflektuje vliv personality na uroven adaptivniho imunitniho systému.
Podobna studie popisuje expresi imunitnich geni CTS1, IRF4, KLFL3, NOTCHZ2, PIK3R1,
INRC6B, ITGAV, PIK3CD a PRKCB u dvou behavioralnich skupin (BI a SI) moic¢aka

obecného (Sadoul a kol., 2022). Vysledky poukazuji na zvySenou expresi 8/9 imunitnich
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gent u skupiny BI oproti SI rybam. Podobnych vysledki bylo dosazeno také v praci Zhang
a kol. (2021), kdy BI jedinci platyse Parachthys olivaceus vykazali stabilni regulaci
imunitnich gentt TNFa, IL6 a IL10 béhem akutni stresové termalni stimulace, zatimco ve
skupiné SI exemplaiti byly pozorovany zmény v regulaci vSech 3 zminénych geni. Vliv
personality na adaptivni imunitni byl zkouman i na zastupci plazt z Celedi jestérkovitych
Iberolacerta monticola v publikaci Lopéz a kol. (2005), kde autofi popisuji pozitivni korelaci
mezi odvaznosti a imunitni odpovédi v podobé PHA testu (imunokompetence
zprostiedkovana T bunkami). Z dostupné literatury lze soudit, ze adaptivni imunitni systém
muze souviset s personalitou u n¢kterych druhti ryb, pficemz nase vysledky tuto hypotézu
potvrzuji, nebot’ doslo ke znasobeni exprese imunitnich gent z hlavové ledviny ccl25, Ighm
a cd74 u BI skupiny okouna fi¢niho oproti SI skupiné 1,3, a 7 dni po intraperitonealni injikaci
inaktivované nakazy A. hydrophila. Ac¢koliv nase vysledky naznacuji souvislost mezi typem
personality a adaptivni imunitou, je tfeba navazujiciho vyzkumu s moznosti replikace
experimentu, ve kterém by bylo umoznéno zminéné korelace hloubéji prozkoumat a vyvodit

tak presnéjsi zavery.

6. Zavér

Hlavnim cilem této studie bylo prozkoumat a zhodnotit vliv personality
(proaktivni/odvazny/bold/BI vs. reaktivni/plachy/shy/SI) na negativni faktory, které limituji
produkéni potencidl okouna fi€niho v intenzivni akvakultutfe. Jednalo se piedevSim o
imunologickou rezistenci vi¢i nakaze bakterii Aeromonas sp. a stresovou toleranci.
Prvotnim Gskalim celého projektu bylo prokazat existenci intra-specifickych behavioralnich
rozdili neboli personality u 1000 exempldit okouna ficniho s identickym plvodem 1
velikosti. Diky metodickym behaviordlnim testim OF a NO bylo Usp&$né dosaZeno
typologické diferenciace na BI a SI. Prvni menSinova ¢ast vykazala Sl typ chovani v obou
testech, pfi¢emz majoritni ¢ast ryb ziskala vysoké skore v OF, ale nizké ¢i nulové v NO.
Posledni minoritni ¢ast BI obdrZela vysoké skére v obou testech, coz indikuje pfitomnost

vyraznych rozdilli ve vzorcich chovani u individudlnich jedinci okouna fi¢niho. Dllezitym
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empirickym zjiSténim byla nutnost aplikace minimalné dvou po sobé jdoucich
behavioralnich testl pro spravnou typologickou kategorizaci.

Pfi testovani stresové tolerance bylo zkoumany rozdily v hladinach krevnich stresovych
ukazatelt ALT, AST, LDH, ALP, glukdzy, kortizolu a osmolyti mezi skupinami SI a BI. V
tomto testu nebyl prokazan zadny signifikantni rozdil v hladindch ALT, AST, LDH, ALP,
glukozy ani osmolytti mezi SI a BI po stresové stimulaci, nicméné rozdil v koncentraci
kortizolu mezi SI a BI vykazal statistickou vyznamnost. U SI ryb byla naméfena primérna
koncentrace kortizolu 2,5 krat vyssi oproti BI skupiné 30 min po ukonceni stresové stimulace.
Tento vysledek poukazuje na vyrazné vyssi odolnost vaci akutnimu stresu u Bl oproti Sl
okouna fi¢niho. Méteni hladiny kortizolu 12 h po stimulacnim zakroku vykéazalo 1,5 nasobné
vy$§i mnoZstvi kortizolu v krvi u SI oproti Bl. Zajimavosti pro nds bylo dosaZeni
maximalniho piku kortizolu u SI 30 min po stimulaci, pficemz BI skupina dosahla svého
maxima az 12 h po stimulaci. Nelze opomenout ani rozdil v kontrolnich skupinach, které
nebyly nijak stresové stimulované, nicméné primérnd hladina kortizolu v krvi u SI jedinci
byla pétkrat vyssi nez u skupiny BI. Podle dosazenych vysledku 1ze soudit, Ze typ personality
ma vliv na toleranci vici stresu u okouna fi¢niho, pticemz BI jedince lze povazovat za vice
stresu odolné oproti SI jedinctm.

Studium vlivu personality na ptirozenou imunitu nepiineslo zadné statisticky vyznamné
vysledky, nebot’ fagocytarni kapacita pro BI a SI skupiny nevykdzala Zadny signifikantni
rozdil mezi skupinami. Na druhou stranu zkoumani vlivu personality na adaptivni imunitni
systém pfineslo zajimavé vysledky v podobé regulace genové exprese. Buniky hlavoveé
ledviny stimulované ndkazou A. hydrophila vykazali zvySenou expresi imunitnich gent
ccl25, ighm a cd74 u BI oproti SI skupiné, coz indikuje lepsi obranyschopnost adaptivniho
imunitniho systému u BI jedinci. Ackoliv by bylo tfeba navazujiciho dlouhodobeho
vyzkumu pro stanoveni pifesnéjSich zavérl, tak tato prace piindsi zajimavé poznatky o
pozitivnim vlivu proaktivni personality na odolnost vii¢i stresu a imunologickou rezistenci u
okouna fi¢niho. Do budoucna by tato diplomova prace mohla poslouzit jako zéklad pro
rozséahlejsi a detailnéjsi studie personality ryb a jejiho vlivu na uZzitkové vlastnosti, pficemz
také disponuje potencidlem poskytnout zakladni informace pro zaloZeni Slechtitelského

programu pro okouna fi¢niho.
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8. Abstrakt

Existenci intra-specifickych rozdili v Zivotnich strategii zvifat popisuje tzv. proaktivni
a reaktivni personalita, kdy jsou proaktivni jedinci charakterizovani vyssi ochotou riskovat a
prozkoumavat nova prostfedi oproti jedincim reaktivnim, kteti voli pasivni a inaktivni
pristup k novym vyzvam v prostfedi. Tento koncept je u ryb Casto definovan jako tzv.
kontinuum plachy - odvazny, pficemz odvazny (bold individual = BI) jedinec vykazuje
proaktivni chovani a pro plachého (shy individual = Sl) jedince je typicky piistup reaktivni.
Bylo napsano jiz n€kolik studii, které potvrzuji vliv personality na uzitkové vlastnosti ryb
jako je rust u koljusky tiiostné (Gasterosteus aculeatus) nebo tolerance vuci stresu u lososa
obecného (Salmo salar) ¢i pstruha duhového (Onchorhyncus mykkis). Cilem naSeho
experimentu bylo popsat existenci souvislosti mezi personalitou a imunologickou rezistenci
vici nakaze bakterii Aeromonas sp. a toleranci vici stresu. V nasem experimentu bylo 1000
jedincti okouna fi¢niho podrobeno dvéma behavioralnim testim na personalitu (open field,
pocet cm uplavanych za 30 min; novel object, zkoumani zon blizkosti neznamého objektu).
Bylo vybrano top 20 BI ryb (nejvyssi hodnoty v obou testech) a top 20 Sl ryb (nulové
hodnoty v obou testech). Z&stupci obou behaviordlnich skupin BI a SI byli nasledné
podrobeni indukénimu stresovému testu (snizeni hladiny v nadrzi na trovenn 5 cm nad
dorzélni ploutvi) a poté byly méteny hodnoty metabolické aktivity (ALT, AST, ALP, LDH,
glukozy, osmolytl a kortizolu), pfi¢emzZ jediny signifikantni rozdil vykézala koncentrace
kortizolu (2,5 nadsobné vyssi u SI oproti BI 30 min po stimulaci a 5 ndsobné vyssi u SI oproti
Bl v kontrole). Pfi testovani imunologické rezistence byla prvné hodnocena fagocytarni
kapacita (pfirozena imunita), pfi¢emz nebyly pozorovany zadné signifikantni rozdily mezi
Sl a Bl skupinami. Dale byly buriky hlavové ledviny a peritonea zastupcti BI a SI skupin in
vivo stimulovany nékazou A.salmonicida a nasledné byla extrahovana RNA k analyze
genové exprese 46 imunitnich genti 1,3 a 7 dni po stimulaci pro zhodnoceni odpovédi
adaptivniho imunitniho systému. Byl pozorovan 1,2-1,3 nasobny nartst hladiny genu ighm
Vv hlavové ledvin€ u Bl oproti SI 1 den po stimulaci, pticemz hladina totozného genu vykazala
2,2 nasobny nartst u Bl oproti SI v peritonedlnich buiikach. Dale byl pozorovan narust hladin
gent u BI oproti SI cc125 (1,2 nasobny v hlavové ledving) a Cd74 (1,3-1,5 nasobny
Vv peritoneu i hlavové ledving). Z vysledka této prace plyne, Ze personalita ma vyznamny vliv

na toleranci vic€i stresu, nemd vliv na pfirozenou imunitu, nicméné ovliviiuje Uroven
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adaptivniho imunitniho systému u okouna fi¢niho, pficemz BI jedinci se jevi jako odolngjsi

vici stresu i nakaze Aeromonas hydrophila.

Klicova slovicka: okoun fi¢ni, personalita, behaviordlni testy, reaktivni/plachy/SI,

proaktivni/odvazny/Bl, stresova tolerance, imunologické rezistence, Aeromonas sp.
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9. Abstract

The existence of intra-specific differences in the life strategies of animals is described
by the so-called proactive and reactive personality, where proactive individuals are
characterized by a higher willingness to take risks and explore new environments compared
to reactive individuals who choose a passive and inactive approach to new challenges in the
environment. This concept is often defined in fish as the shy-bold continuum, with the bold
individual (BI) exhibiting proactive behaviour and the shy individual (SI) typically exhibiting
a reactive approach. Several studies have already been written confirming the influence of
personality on fish performance traits, such as growth in three spined-sticklebacks
(Gasterosteus aculeatus) or stress tolerance in Atlantic salmon (Salmo salar) or rainbow trout
(Onchorhyncus mykkis). The aim of our experiment was to describe the existence of a link
between personality and immunological resistance to Aeromonas sp. infection and stress
tolerance in European perch. In our experiment, 1000 European perch were subjected to two
behavioral tests for personality (open field, number of cm swum in 30 min; novel object,
exploring zones of proximity to an unknown object). The top 20 BI fish (highest values in
both tests) and the top 20 Sl fish (zero values in both tests) were selected. Representatives of
both behavioral groups Bl and Sl were then subjected to an induction stress challenge
(lowering the tank level to 5 cm above the dorsal fin) and then metabolic activity values
(ALT, AST, ALP, LDH, glucose, osmolytes, and cortisol) were measured, with the only
significant difference shown by cortisol concentration (2.5-fold higher in SI compared to Bl
30 min after stimulation and 5-fold higher in SI compared to Bl in control). In immunological
resistance testing, phagocytic capacity (natural immunity) was assessed first, and no
significant differences were observed between Sl and Bl groups. Next, head kidney and
peritoneal cells from representatives of the Bl and SI groups were stimulated in vivo with A.
salmonicida infection and then RNA was extracted to analyze gene expression of 46 immune
genes 1, 3 and 7 days after stimulation to assess the adaptive immune system response. A
1.2-1.3-fold increase in the level of the ighm gene was observed in the head kidney of Bl
versus Sl 1 day after stimulation, while the level of the identical gene showed a 2.2-fold
increase in Bl versus Sl peritoneal cells. Furthermore, an increase in gene levels was
observed in Bl compared with Sl for cc125 (1.2-fold in the head kidney) and Cd74 (1.3-1.5-

fold in both peritoneum and head kidney). The results of this work suggest that personality
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has a significant effect on stress tolerance, does not affect natural immunity, but does affect
the level of the adaptive immune system in European perch, with Bl individuals appearing

to be more resistant to both stress and infection by Aeromonas hydrophila.

Key words: European perch, personality, behavioral tests, reactive/shy/Sl, proactive/bold/Bl,

stress tolerance, imunological resistence, Aeromonas sp.
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