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Abstrakt

Ukolem této prace bylo zjistit, zda handling miiZze ovlivnit sledované fyziologické
parametry, dechovou frekvenci a hladinu kortikosteronu u hrabose polniho (Microtus
arvalis). Dale, zda sledované fyziologické parametry mohou souviset
s behavioralnim typem zvifete, jelikoz je hrabo$ polni stale Castéji vyuzivan jako

modelovy druh pro studie zabyvajicich se osobnosti zvifat

Dechova frekvence byla zaznamenana pomoci pfistroje skladajiciho se z komtrky,
tlakového ¢idla, pfevodniku a osciloskopu. Hladina kortikosteronu byla analyzovdna
ELISA testem. Osobnostni charakteristiky sledovanych zvifat byly ziskany
z vysledki Open field testu (OFT) a vyvyseného labyrintu (EPM).

Handling nemél signifikantni vliv na klidovou dechovou frekvence a basalni a
stresové hladiny kortikosteronu. Handlovani jedinci oproti kontrolnim méli témét

signifikantné nizsi stresovou dechovou frekvenci.

Nebyl nalezen signifikantni vztah mezi dechovou frekvenci a behaviordlnim typem
zvitete. Jedinci s niz$i stresovou hladinou kortikosteronu usli signifikantné delsi

vzdalenost v EPM.

klicova slova: stres, dechova frekvence, kortikosteron, coping style, handling



Abstract

The objective of this study was to examine the handling influence on breath rate and
plasma corticosterone in adult common voles. Furthermore, the examination of

relationship between physiological and personality traits was performed.

A device consisting of chamber, pressure sensor and oscilloscope measured the
breath rate. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used for
corticosterone analysis. Behavioural characteristics were assessed in Open field test
(OFT) and Elevated Plus Maze (EPM).

The results did not prove the significant impact on resting breath rate and plasma
corticosterone level. However, the handled individuals had nearly significantly lower

stress breath rate compared to the non-handled individuals.

Significant relationship between breath rate and behavioural traits was not detected.
Nevertheless, the individuals with lower stress-induced plasma corticosterone

performed significantly longer exploration in Elevated Plus Maze.

keywords: stress, breath rate, corticosterone, coping style, handling
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1. Uvod

Zvite reaguje na stresové podnéty fadou fyziologickych zmén, napt. vyplavenim
adrenalinu, zvySenim tepové frekvence, dechové frekvence, vyplavenim
glukokortikoidti (Reeder & Kramer, 2005; Rietmann et al., 2004; Renwrantz &
Spielvogel, 2011; Sapolsky et al., 2000). V reakci na stresor mtze byt pozorovana
vnitrodruhova variabilita ve fyziologickych parametrech, kterd ¢asto souvisi i
s prislusnosti zvifete K osobnostnimu typu (napf. Koolhaas et al., 1999). Laboratorni
prostiedi, stejné jako testovani zvitat, ¢asto predstavuje pro jedince stres, ktery miize
ovlivnit a zkreslit ziskané vysledky (Poole, 1997). Jednou ze zkoumanych moznosti
snizeni stresové reakce u zvifat je vliv dlouhodobého handlingu (napt. Meerlo et al.,

1999; Vallée et al., 1996).

Studovanym druhem zde byl hrabos polni (Microtus arvalis), hojny hlodavec naseho
uzemi (Kratochvil et al., 1959), na kterém byla jiz prokazana vnitrodruhova

variabilita chovani — tzv. zvifeci personalita (napi. Lantova et al., 2011)

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv handlingu na vybrané fyziologické
parametry, dechovou frekvenci a hladinu kortikosteronu. Dale zjistit, zda existuje

vztah mezi témito fyziologickymi parametry a behaviordlnim typem zvitete.
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2. Literarni prehled

2.1 Osobnost zvirat

Na rozdil od lidské psychologie byla vnitrodruhova variabilita zvifat po dlouhou
dobu opomijena. Rozdilné chovani jedincti bylo pak vysvétlovano jako disledek
nepfesnosti méteni nebo neadaptivni variace kolem adaptivniho priméru (Carere &

Locurto, 20111; Gosling & John, 1999).

Jedny z prvnich studii personality zvifat jsou studie zabyvajici se chovanim makaka
rhesus (Stevenson-Hinde & Zunz, 1978; Stevenson-Hinde et al., 1980). Dalsi prace
provedené v 90. letech dokéazaly konzistentni povahu vnitrodruhovych rozdili
Vv chovani zvitat (napt. Wilson et al., 1994; Benus et al., 1991). Selek¢nimi studiemi
byla téz prokazana dédicnost u urcitych osobnostnich charakteristik, napt. explora¢ni
chovani (Drent et al., 2003; van Oers et al., 2004). Zajem o studium zvifeci
personality béhem poslednich desetileti zna¢né nartsta. Variabilita v chovani byla jiz
prokazana u tfady druhd, na ptacich (pf. sykora), hlodavcich (potkan, mys, sysel,
hrabos), rybach (koljuska), ale i bezobratlych (pf. chobotnice) (pfehled napi. v
Koolhaas et al., 1999; Gosling, 2001).

Je zde vSak nesourodost v pouzivanych terminech osobnosti a samotné vymezeni
osobnosti je slozité. V soucasnosti osobnost mizeme pojmout v §irSim slova smyslu,
kdy je definovana jako konzistentni inter-individudlni rozdily ve vybraném druhu
chovani, které jsou konzistentni v ¢ase a napfi¢ situacemi (Gosling, 2001; Réale et
al., 2007; Sih et al., 2004). Nebo v uzsim slova smyslu, jenz je definovana soubory
vzajemné¢ korelovanych chovani (osobnostni rysy), které spole¢n€ vytvari
mnohorozmérnou charakteristiku psychickych vlastnosti kazdého jedince (Réale et

al., 2007).

Castym terminem vnitrodruhové variability je samotna personalita, dale coping style
(Koolhaas et al., 1999), behavioralni syndrom (Sih et al., 2004), behavioralni profil
(Groothuis & Carere 2005), temperament (Réale et al., 2000). Tyto terminy jsou si
velmi podobné, 1isi se jen velmi malo, Casto zélezi pouze na tom, kterému terminu

dava samotny autor prednost.
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2.1.1 Struktura osobnosti.

Osobnost je mnohorozmérna charakteristika jedince, slozena z nckolika dimenzi
(Gosling, 2001). V lidské psychologii se hojné vyuziva pétifaktorovy model, tzv.
Velka pétka (Big Five model, John, 1990). Pracuje se zde s péti dimenzemi, kterymi
jsou Extraverze, Privétivost, Svédomitost, Emocialni stabilita a Otevienost vii¢i nové

zkuSenosti.

Avsak téchto pét dimenzi nelze univerzalné vyuzit u vSech zivoc¢iSnych druhti, napft.
Svédomitost byla zatim nalezena pouze u Simpanzl, ktefi jsou ¢lovéku nejblize
pribuzni (Gosling, 2001). Nicméné tii z téchto dimenzi byly nalezeny u vétSiny
testovanych druhli, jednd se o dimenze Extraverze, Ptivétivost, Emocionalita.
Extraverze zahrnuje sociabilitu a aktivitu jedince, Ptivétivost hodnoti sklony
Kk agresivité¢ a dominanci a Emocionalita odrazi schopnost vyrovnavat se s podnéty

prostiedi (Gosling & John, 1999).

Za dalsi vyuzivané dimenze v nékterych studiich jsou Dominance a Aktivita
(Gosling & John, 1999). Vsechny univerzalni dimenze se odrazi ve zvifecich super-
rysech (super-faktorech) navrzenych v ramci rysového studia osobnosti. Kdy rys je
definovan behavioralni vlastnosti jedince, ktera je stald napfi¢ riznymi situacemi

(Pervin & John, 1999).

2.1.2 Proactive-reactive

Poloha jedince na ose proactive-reactive je dana jeho mirou agrese (Koolhaas et al.,
1999). Proaktivni jedinci, ktefi byli dfive oznacovani jako ,,fight-flight* (Utok-utek,
Cannon 1915 in Koolhaas et al., 1999) jsou vice agresivni, vice brani své teritorium,
maji vysokou miru explorace, ale nev§imaji si tolik detailti (Koolhaas et al., 1999).
Oproti tomu jedinci reaktivni, diive oznaCovani jako ,,conservation-withdrawal®
(ocharna-ustup, Engel and Schmale,1972 in Koolhaas et al., 1999), vykazuji nizkou
miru agrese az bazlivost, pomaleji exploruji, ale vice si v§imaji detailti (Koolhaas et

al., 1999).

Ve stabilnim prostiedi jsou vice ve vyhod¢ proaktivni jedinci, pokud ale dojde ke
zmeéng, dostavaji se do vyhody jedinci reaktivni, ktefi se Iépe vyrovndvaji se zménou

(Van Oortmerssen et al., 1985).
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2.1.3 Fast slow kontinuum

Model fast-slow je podobny S 0sou proactive-reactive, vyuziva se pii studiich
zabyvajicich se personalitou ptakl. Vychazi ze selekénich studii provadénych na

sykorach konadrach (Parus major, napf. Dingemanse et al., 2003).

Z reakce na novy podnét jsou vyselektovany linie fast a slow. Jedinci typu fast
aktivnéji exploruji nové prostifedi, jsou agresivnéjsi, zaroven maji veétsi sklony
K rutinnimu chovani oproti jedincim typu slow. (Verbeek et al., 1994; Verbeek et al.,
1996; Drent et al., 2003; Sih et al., 2004). Jedinec typu fast je tedy podobny

proaktivnimu jedinci, zatimco jedinec typu slow je podobny reaktivnimu jedinci.

2.1.4 Shy-bold kontinuum

Koncept shy-bold kontinua je pouzivan v lidské psychologii, z které byl pievzat.
Definuje miru odvaznosti (boldness) a nesmélosti (shyness) jedince. Jedinci na
krajnich bodech shy-bold kontinua se diametralné lisi. Zatimco jedinec typu shy

v

v reakci na novy podnét jsou zdrzenlivéjsi, snazi se uniknout, ustoupit a jejich
stresova reakce je Casto intenzivnéjsi, jedinci typu bold budou daleko odvéaznéjsi,
budou se snazit novy objekt prozkoumat, i za cenu vystaveni se riziku, napf.

napadnuti predatorem (Wilson et al., 1994; Coleman & Wilson, 1998).

Jiz v raném véku jedince Ize zaznamenat jeho poloha v shy-bold kontinuu (Coleman
& Wilson, 1998), ktera je stabilni v Case, tedy je-li jedinec v mladi charakterizovan
jako shy, bude se chovat jako shy i v dospélosti (Kagan et al., 1987). Do urcité miry
je poloha v kontinuu dédi¢na (Wilson et. al 1994; Réale et. al., 2000) a muze ovlivnit

i rychlost dosaZeni dospélosti a reprodukéni uspésnost (Réale et. al 2000).

Studie na volné Zijicich ZivociSich mohou narazit na problém spojeny s polohou
jedince na ose shy-bold kontinua. Pokud je pii studiich pouzito pasti vyzadujicich
aktivniho pfistupu jedince, budou se spiSe chytat jedinci odvazni nez bojacni (Wilson
et al., 1993; Coleman & Wilson, 19988; Biro & Dingemanse, 2009). V této
souvislosti miZe dochizet k nevédomé a nechténé selekci a nasledkem toho ke

zkresleni vysledki studii.

Koncept shy-bold kontinua byl prokdzan u fady zivocisnych druhd, primati
(Fairbanks, 1993; Réale et al., 2000; Suomi et al., 1991), ko¢kovitych Selem (Feaver
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et al., 1986; Svartberg & Forkman, 2002), psovitych Selem (MacDonald, 1983),
hlodavci (Blanchard et al., 1986), ptaki (Jones, 1991), ryb (Wilson et al., 1994;
Coleman & Wilson, 1998).

2.1.5 Coping style

Za coping style se oznaCuje sada koherentnich behaviordlnich prvka a
fyziologickych prvki, které jsou projevem v odpovédi na stres a jsou konzistentni
Vv Case a v riznych situacich (Koolhaas et al., 1999; de Ruiter et al., 1992; Sgoifo et
al., 1996; Koolhaas et al., 2010).

Casto je ve studiich zaméfenych na coping style dokladéna tésnd vazba mezi
osobnostnim typem a fyziologickymi vlastnostmi daného zvifete. Pfitom je
sledovana reaktivita osy hypotalamus-hypofyza-nadleviny (HPA osa) a aktivita
sympatiku a parasympatiku. Dle Koolhaase et al. (1999) proaktivni jedinci hlodavct
vykazuji pfi stresu nizkou hladinou glukokortikoidii v plazmé v dasledku nizsi
reaktivity HPA osy. Jejich hladina katecholaminii je naproti tomu vysoka (vykazuji

vys$si sympatickou reaktivitu). Naopak je tomu u reaktivnich jedinct.

Pti selekénich studiich na mySich domécich, kdy byla provedena selekce na zakladé
latence ttoku na linie ,,short attack latency” (SAL, rychle utocici) a ,long attack
latency (LAL, pomalu utocici), bylo zjisté€no, Ze jedinci SAL se projevovali vyssi
agresivitou, rychleji prozkoumavali nové prostiedi, byli vice nachylni ke
stereotypnimu chovani nezZ jedinci LAL (Benus et al., 1990). Tyto dv¢ linie se lisily
navic 1 v hladinach testosteronu, kdy jedinci SAL méli vyssi hladinu testosteronu
oproti jedincim LAL (de Rutier et al., 1992). Studie Veenema et al. (2003) doklada
vztah agrese a hladiny kortikosteronu, kdy jedinci SAL méli vyssi hladinu basalniho
kortikosteronu oproti jedincim LAL, zatimco stresem-indukované vyssi hladiny

kortikosteronu byly nalezeny u jedincti LAL oproti jedincim SAL.

Sgoifo et al. (1996) ve studii na potkanech zjistili, ze jedinci SAL byli vice uzkostni
a zaroven méli vyssi koncentraci katecholamini v plasmé&. Ferrari et al. (2013) ve
studii provedené na divoké populaci svistd prokdzali pozitivni vztah mezi zdjmem o

nové podnéty a dechovou a srdecni frekvenci.
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2.2 Metody hodnoceni osobnosti

U zvitat se vyuziva ke zhodnoceni personality dvou principti, bud’ metoda hodnoceni
vlastnosti, a nebo zdznam prvka chovani (Altmann, 1974). Pfi prvni metodé
pozorovatel, ktery zvife dobfe zna, hodnoti vlastnosti sledované¢ho jedince predem

stanovenym souborem termint (Itoh, 1997).

Pti druhé metod¢ je zvife podrobeno behaviordlnimu testu. Je tak vystaveno
specifickym podminkam, Casto navozujicich stresovou situaci, k lepSimu zachyceni
behaviordlni variability. Tyto podminky jsou konstatnti a pro sledované jedince
stejné, tato metoda tudiz umoznuje porovnani fokalnich jedinci. Chovani zvifete je
natoCeno a nésledné¢ vyhodnoceno pfedem definovanymi prvky chovani s vyuzitim

pocitatového programu (napi. Observer nebo Ethowatcher) (Gosling, 2001).

2.2.1 Open field test

,Open Field” test (dale jen OFT) je behavioralni experiment slouzici k ohodnoceni
individudlni miry explorace, spontdnni lokomoc¢ni aktivity a anxiety zvifat (Hall,
1934). Princip spociva v umisténi sledovaného jedince do prazdné, nasvicené arény,
kterd je vyrazné vétsi nez domovsky box jednice. Tento typ prostiedi vyvolava ve
zviteti stres. U tuzkostnych jedincti je explora¢ni chovani v takovém prostiedi

potlaceno strachem z otevien¢ho a nasvicené¢ho prostoru (Archer, 1973).

V testu je tak hodnoceno celkové trvani a frekvence vyskytu vybranych prvki
chovani (napf. lokomoce, panackovani, Cisténi), ¢i je meéfena délka trajektorie
pohybu zvifete. Reakce zvitat mohou byt zna¢né individualni, pficemz za spolehlivy
ukazatel miry vyvolaného strachu lze povaZovat sniZenou lokomocni aktivitu (.
kratkou trajektorii pohybu), zdrZzovani se u stén aparatury (tzv. thigmotaxe) ¢i

zvySenou defekaci (viz napt. Hall, 1934; Archer, 1973).

2.2.2 VyvySeny labyrint EPM (Elevated Plus Maze test)

Je zaméfen na hodnoceni miry tizkosti a reakci na stres. Aparaturou je labyrint tvaru
plus (+), u néhoz jsou dvé protilehla ramena po stranach opatfena sténami (zaviena),
zatimco druhd dvé jsou bez stén (oteviend). Do stiedu aparatury, mista, kde se
ramena stietavaji, je na pocatku testu zvife vypusténo (Walf & Frey, 2007; de Paula
et al., 2005).
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Mira uzkosti se dd poté hodnotit podle Casu straveného v otevienych ramenech a
poctu vstupt do otevienych ramen. Zvife, které vykazuje vyssi pocet vstupt do
otevienych ramen a delsi Cas straveny v otevienych ramenech, je brano jako odvazné

a ma niz8i tzkostnost (Walf & Frey, 2007).

2.3 Stres a priznaky stresu

Stres Ize definovat jako stav, pii kterém dochazi k naruSeni homeostazy. K tomu
dochazi vlivem tzv. stresori, které mohou byt faktory vnitinimi nebo vnéjSimi,
fyzického, ¢i psychického charakteru, nebo jejich kombinaci (Barreto & Volpato,
2004; Reeder & Kramer, 2005). Mezi stresory fyzické wvnitini patii napf.
hypoglykémie, anoxie, mezi vnéjsi pak napt. chlad, teplo, zranéni. Za psychické
stresory mizeme povazovat podnéty ovliviiujici emoce, kdy vyvolavaji strach, hnév,
uzkost (anxietu). Na stresory ohrozujici homeostazu organismus reaguje Stresovou
odpovédi, souborem fyziologickych a behavioralnich zmén, pfi které se snazi o

neutralizaci pusobeni stresoru a obnoveni homeostaze (Reeder & Kramer, 2005).

V téchto situacich je nutné zmobilizovat co nejvice energie. To se déje dvéma
hlavnimi fyziologickymi odpovéd'mi na stres, témi jsou u savcl stimulace
sympatického nervového systému a osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny (tzv.
hypothlalamic-pituitary-adrenal axis, HPA osa) (Renwrantz & Spielvogel, 2011;
Rietmann et al., 2004; Reeder & Kramer, 2005; Barreto & Volpato, 2004; Sapolsky
et al., 2000). V prvnim piipadé jde o témé&f okamzitou reakci. Paraventrikularni jadra
hypotalamu produkuji impulzy, na jejichz zakladé dojde k aktivaci sympatického
nervového systému, a nakonec k sekreci katecholamint noradrenalinu a adrenalinu.
Zvyseni jejich hladin plsobi na zvySeni tepové frekvence, dechové frekvence a
krevniho tlaku a podporuji glykogenolyzu a lipolyzu k ziskani energie (Reeder &
Kramer, 2005; Rietmann et al., 2004; Renwrantz & Spielvogel, 2011; Sapolsky et al.,
2000).

Druhéd draha je pomalejsi. Paraventrikularni jadra hypotalamu, ktera jsou
stimulovana informacemi z prodlouzené michy, amygdaly, produkuji kortikotropin-
releasing hormon a dals$i jako arginin a vasopresin. Kortikotropin-releasing hormon
putuje do hypofyzy, kde dochdzi k uvolnéni adrenokortikotropniho hormonu

(ACTH) do krve. ACTH pasobi na kuru nadledvin, ktera poté uvoliuje
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glukokortikoidy kortizol a kortikosteron. Ty hraji dulezitou roli, k ziskani vice
energie zvySuji glukoneogenezi, snizuji vyuziti glukézy v periferii, snizuji citlivost
na inzulin (Redeer & Kramer, 2005; Matteri et al., 2000; Sapolsky et al., 2000). Také
interreaguji S imunitnim systémem a osou hypothalamus-hypofyza-gonady (Reeder

& Kramer, 2005; Sapolsky et al., 2000).

Kratkodoby stres jako fyziologicky stav neni pro organismus Skodlivy, pomaha
organismu vyrovnavat se S nastalymi situacemi. Stresova zkuSenost tak muze
predstavovat adaptivni fyziologickou reakci jedince na hrozby (Moberg, 2000;
Sapolsky et al., 2000; Lupien et al., 2009), pokud vSak pfetrvava tento stav
dlouhodobg, ovliviiuje negativné fyziologické funkce (Sapolsky et al., 2000), napf.
katabolické funkce, kardiovaskularni, imunitni a reproduk¢ni systém az samotny rust

(Axelrod & Reissine, 1984; Moberg, 2000; Méstl & Palme, 2002).

Na zdklad¢ principu stresové reakce jsou ve studiich zaméfenych na stanoveni miry
stresu brany jako ukazatelé srde¢ni tepova frekvence (Renwrantz & Spielvogel,
2011; Bauer et al., 2011; Ishii et al., 1996), dechova frekvence (na rybach, Bell et al.,
2010; Barreto & Volpato, 2004; Barreto et al., 2003; Altimiras & Larsen, 2000;
ptacich Carere & van Oers, 2004; van Oers & Carere, 2007; David et al., 2012;
savcich, Jirgens et al., 1996) a hladiny stresovych hormoni (katecholaminy Ayala et
al., 2012; Costa et al., 2012; Sgoifo et al., 1996 a glukokortikoidy, Vera et al., 2011,
Vallée et al., 1996; Place & Kenagy, 2000; Bauer et al., 2014; Fletcher & Boonstra,
2006; Armario et al., 1986; Gracceva et al., 2014; Panagiotaropoulos et al., 2004;
Reeder et al., 2004; Costa et al., 2012; Sgoifo et al., 1996).

2.4 Dechova frekvence

Dechova frekvence, nejéastéji vyjadiena poctem dechti za minutu (viz napi. Koudela,
2003; Sova, 1990). je u malych zvifat vyrazn¢ vyssi nez u velkych. VIiv na rychlost
dechové frekvence je dan z velké ¢asti intenzitou metabolismu, ktera je u malych
zvifat umérmné vyssi (Crosfill & Widdicombe, 1961). Zatimco dechova frekvence
napf. psa se pohybuje kolem 10 — 40 dechii.min®, kocky kolem 20 — 50 dechf.min™,
u potkana, se pohybuje uz kolem 60 -110 dech@.min™, u mysi 80 — 200 dechii.min?
(Kleinman & Radford 1964) a u bélozubky nejmensi (Suncus etruscus) az kolem 661

dechi.min™® (Jiirgens et al., 1996).
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Jak je uvedeno vyse, v reakci na stres dochazi ke zvySeni dechové frekvence, napt.
Jirgens et al. (1996) zjistili, ze v reakci na stresovy podnét se dechova frekvence

belozubky nejmensi (Suncus etruscus) zvysila 1,15krat.

Neékolik studii doklada navic pritomnost vyrazné vnitrodruhové variability. Na
urovni populaci je to prace Bella et al. (2010) provadéna na koljuskach tfiostnych
(Gasterosteus aculeatus), kdy ryby z populace s vysokym preda¢nim tlakem mély
vyssi zménu dechové frekvence vyvolané stresorem a zaroven vykazovaly vyssi

agresi.

Studie Carera a van Oerse (2004) a Fucikové et al. (2012) na sykoie konadie (Parus
major) dokladaji spojitost osobnostniho typu zvitete s dechovou frekvenci. Zatimco
adultni jedinci typu SLOW vykazovali vyssi dechovou frekvenci oproti FAST
(Carere & van Oers, 2004), 14denni mlad’ata typu FAST prokazovali opac¢né vyssi
dechovou frekvenci oproti SLOW (Fucikova et al., 2012). Dale vztah dechové
frekvence a osobnostniho typu byl nalezen i na rybach, kdy proaktivni jedinci
vykazovali nizsi stresovou dechovou frekvenci (Barreto & Volpato, 2011). A jak jiz
bylo zminéno dfive, téz studie na divoké populaci svistt alpskych doklada pozitivni

korelaci mezi frekvenci dechovou, tepovou a exploraci (Ferrari et al., 2013).

V bakalafské praci na hraboSi polnim byl doloZzen vztah dechové frekvence a
osobnostniho rysu zvifete. Kdy stresovda dechova frekvence a zména dechové
frekvence souvisely negativné s primérnou délkou trajektorie hrabose v Open Field
testu. Tedy jedinci projevujici se jako ,,shy* méli vyssi stresovou dechovou frekvenci

a zménu dechové frekvence nez jedinci ,,bold* (Janochova, 2014).

2.4.1 Metody méfeni dechové frekvence

U rGznych skupin obratlovcll jsou vyuzivany rozdilné metody méfeni dechové
frekvence. Ve studiich na rybach se miizeme setkat s visudlni neinvazivni metodou,
pii které se méfi Casovy interval, béhem kterého dojde k 20 pohybum skiele (Barreto
et al., 2003; Barreto & Volpato, 2004), nebo pocet pohybi skiele za danou jednotku
casu (Bell et al., 2010). U ptactva se k méteni dechové frekvence vyuziva pohybu
prsou, které¢ jsou méteny za urcitou ¢asovou jednotku (David et al., 2012; van Oers &

Carere, 2007; Fucikova et al., 2009; Carere & van Oers, 2004).
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U savci lze vyuzit visudlniho méfeni, kdy se pocitaji jednotlivé nadechy za jednotku
¢asu. Toho bylo vyuzito ve studii provedené na divoké populaci svistt (Ferrari et al.,
2013). U drobnych savci se pak mize vyuzit laserového systému s automatickym
zaostfovanim, ktery mtize méfit pohyby hrudniku s pfesnosti na mikrometry, aniz by
se zvitete dotykal. Uspésné byla vyuzita i elektrokardiografie (EKG), kdy elektrody
snimaji elektrické zmény vlivem pracovni aktivity dychacich svali v podobé
elektrokardiogramu, i kdyZz pavodné byl tento zpusob pouzit k méfeni tepové
frekvence (zaznamenavani aktivity svalu srdce) (Jiirgens et al., 1996). Lze téZ vyuzit
piezoelektrického prevodniku v kombinaci s EKG a ziskat soucasné zaznam o

dechové a tepové frekvenci (Zehendner et al., 2013).

K méteni dechové frekvence lze téZ vyuzit invazivni metody telemetrickych sond
(Kramer et al., 2001; Lundt et al., 2015). Studie Barra (1954) byla jedna z prvnich

vyuzivajici u lidi telemetrickou sondu k zaznamu srde¢ni akce a dechové frekvence.

V bakalaiské praci na hraboSi polnim byl wvyuzZit tlakovy senzor propojeny
s komurkou a osciloskopem. Vlivem dychani jedince dochézelo ke zménam tlaku
v komtrce, na osciloskopu se vysledné tyto zmény promitly ve form¢ jednotlivych
peakl (Janochova, 2014). Detailngjsi popis metody je popsan v podkapitole ,.4.7

Meéieni dechové frekvence*.

2.5 Tepova frekvence

Tepova frekvence je druhové specificka. Napi. u mySi se klidova hodnota tepové
frekvence pohybuje v priméru kolem 646 tepti.min™, u hrabose polniho v priméru
kolem 432 tept.min™ (Jiirgens et al., 1996). Zmény v tepové frekvenci u kazdého
druhu zavisi na mnoha faktorech (Bastian 1984), naptf. na pohybové aktivite,

sezénnim vlivu, cirkadiannim rytmu, ¢i socidlnich interakcich (Wascher et al., 2008).

Jak jiz bylo poznamenano v kapitole ,,2.3 Stres a pfiznaky stresu®, v reakci na stresor
se tepova frekvence zvySuje, napf. u b€lozubky nejmensi (Suncus etruscus) se
klidova tepova frekvence, ktera &inila primérné 835 tept.min?, zvysila po stresovém
stimulu (taktilni stimul na ¢umék) na hodnotu &inici v priméru 1039 tepd.min™
(Jirgens et al., 1996). Zvyseni tepové frekvence vlivem stresového podnétu, napt. pii
agonistickych socialnich interakcich dokazuji i dal$i studie (napt. Kralj-Fiser et al.,

2010; Wascher et al., 2008; Viblanc et al., 2012). Kralj-Fiser et al. (2010) zjistili ve
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své studii na huse velké (Anser anser) spojitost mezi agresi a stresovou tepovou
frekvenci, kdy jedinci s vyssi agresivitou vykazovali pii agresivnich interakcich vyssi
stresovou tepovou frekvenci nez jedinci méné agresivni. Pozitivni vztah mezi
stresovou tepovou a dechovou frekvenci a miry explorace doklada jiz zminéna studie

na svistich (Ferrari et al., 2013).

2.5.1 Metody méfeni tepové frekvence

Ke zméfeni tepové frekvence v terénni studii na divoké populaci svistt byl vyuzit
jednoduchy zptlsob, a to poslech zvifete stetoskopem, kdy byl méfen pocet tdert za

jednotku ¢asu (Ferrari et al., 2013).

Sofistikovanéj§i zptusob k méteni tepové frekvence je elektrokardiografie, kdy
elektrody snimaji pracovni ¢innost svalu srdce, vysledkem je zdznam v podobé
kardiogramu (Jiirgens et al., 1996; Zehendner et al., 2013). Nevyhodou je, ze zvifata
jsou zde svym zplisobem omezena v pohybu, coz mize vyvolavat u zvifat stresovou
reakci. Naproti tomu ¢im dal tim vice pouzivané telemetrické sondy umoziuji zvite

sledovat pti védomi a volném pohybu (Kramer, et al., 2001).

Vyuziti telemetrickych sond nalezneme u fady testovanych druhi od mysi po
primaty (Kramer, et al., 2001). Sondy se mohou vyuzit v dlouhodobych studiich,
v fadu aZ nékolika mésict (Stohr, 1988), v souvislosti napt. s behavioralnimi projevy

(Ishii et al., 1996; Kralj-Fiser et a. 2010).

2.6 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy patii mezi steroidni hormony, jejich syntéza probihd v kuie
nadledvin ve vrstvé zona fasciculata preménou cholesterolu, ktery je u obratlovcil
ziskavan z Zivoc¢iSnych tukli z potravy anebo vyrdbén endokrinnimi steroidogennimi

butikami (Hill et al., 2004).

Spolu s katecholaminy je lze povazovat za hlavni hormony uplatiiujicich se pii

vvvvvv

a kortikosteron, jejich zastoupeni v organismu se mezidruhoveé 1isi. U primati, kocek,
psti, koni a prasat ptevazuje kortizol, zatimco u mysi, kraliki, potkanti nebo ptaki

ptevazuje kortikosteron (Palme et al., 2005). I kdyz u ¢lovéka dominuje v plazmé

20



kortizol, pii prichodu do mozku je zvyhodnovan vice kortikosteron (de Kloet et al.,
2005).

Hladiny glukokortikoidii v krvi jsou kromé stresového podnétu ovlivnény
cirkadidnnim rytmem, napf. studie na mysich a krysach zjistily, Ze nejvyssi ,,basalni‘
hladiny kortikosteronu dosahuji jedinci rano, zatimco vecer jsou jejich hladiny o dost
niz8i (Touma et al., 2003; Bamberg et al., 2001). U samic muze hrat roli estralni
cyklus. Napt. samice krys produkovaly vice kortikosteronu v proestru nez

V samotném estru a nasledném metestru (Cavigelli et al., 2005).

Dale hladina glukokortikoid vykazuje i sezonni rytmicitu (Place & Kenagy, 2000;
Quispe et al., 2014; Vera et al., 2011; Romero et al., 2008; Romero 2002). Avsak
vrchol hladiny glukokortikoidi neni mezi druhy konzistentni a 1isi se i vysledky
studii na stejném druhu (Romero et al., 2008). Vera et al. (2011) zjistili, ze tukotuko
(Ctenomys talarum) vykazoval variabilitu v hladiné kortizolu v riznych fazich
reprodukéni sezony, nejvyssi hladiny dosahoval na vrcholu reprodukéni sezony,
nejniz§i pak na jejim zacatku. Quispe et al. (2014) zjistili, ze u osmaka degu
(Octodon degus) samice a samci méli vySSi basalni i stres-indikujici hladinu
kortizolu v dob¢ pafeni nez mimo reprodukéni sezénu. Zatimco Bauer et al. (2014)
nezjistili u stejného druhu sezénni zmény Vv basalni hladiné kortizolu, zaznamenali
behem pateni (Cerven, Cervenec), nejvysSich béhem laktace (zati) a stftednich mimo

reprodukéni sezonu (prosinec, leden).

Jak jiz bylo zminéno v kapitole ,,2.1.5 Coping style*, hladiny glukokortikoidt jsou
spojovany s osobnosti zvitete. Proaktivni jedinci vykazuji v odpovédi na stres nizsi
hladiny glukokortikoid oproti jedincim reaktivnim (Koolhaas et al., 1999). Toto
tvrzeni je shodné se studii Veenema et al. (2003) na mysich, kdy Sminutové nucené
plavani (forced swimming) vyvolavalo u LAL mysi vyss§i imobilitu a zaroven vyssi
koncentraci kortikosteronu oproti jedincim SAL. Vyssi koncentrace kortikosteronu
navic u jedinci LAL pfetrvavala po delsi dobu. Avsak Sgoifo et al. (1996) nenasli u
potkana zadnou korelaci mezi hladinou kortikosteronu v reakci na stresor a mirou

agresivity jedince.
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2.6.1 Metody méreni

Dle zptisobu ziskani vzorkt miiZzeme metody méteni steroidnich hormont rozdélit na
invazivni, kdy se za ucelem stanoveni stresovych hormont ziskava od zvitete krevni
plasma, a neinvazivni metody, vyuZzivané zejména v poslednich desetiletich, kdy se
méfi az metabolity hormont napt. v moci, nebo trusu. Oba piistupy maji své vyhody

1 nevyhody. Jejich podrobné;j$i popis je popsan v nasledujicich kapitolach.
yhody. Jejich p JS1 pop1s je pop 3 p

2.6.1.1 Invazivni metody

Pti invazivnim pfistupu je zvifeti odebrana krev napt. z ocasni zily (napt. Vallée et
al., 1996; Haemisch et al., 1999), orbitalniho sinu (napf. Eilam et al., 1999; DeVries
et al., 1997; Quispe et al., 2014; Fletcher & Boonstra, 2006), z permanentniho
srde¢niho katetru (napf. Sgoifo et al., 1996; Meerlo et al., 1999), nebo se vyuziva
vytékajici krev po dekapitaci (napf. Armario et al., 1986; Durand et al., 1998; Costa
et al., 2012). Piehled dalsich moznosti odbéru krve se da najit napt. u Morton et al.
(1993); Diehla et al. (2001).

Odbér krve musi byt proveden co nejrychleji od zac¢atku manipulace se zvifetem,
protoze steroidni hormony, v reakci na stresovy faktor, manipulaci a samotny odbér,
se uvoluji do krve béhem par minut. Pokud by tato podminka nebyla dodrZena,
doslo by ke zkresleni vysledkt (Haemisch et al., 1999; Romero 2002). Pro vétsinu
studovanych druhtl se zacina hladina glukokortikoidli zvySovat po dvou az tiech
minutach v reakci na stresor (Romero 2002; Bamberg et al., 2001). ZaleZi ov§em na
druhu zvitete a intenzité jeho metabolismu, kdy tato hranice mize byt posunuta.
Napf. u nékterych plazii nebyla nalezena zvySena hladina glukokortikoidi po dobu
10 minut (piehled v Tyrrell & Cree, 1998), u tukotuko (Ctenomys talarum) nebylo
nalezeno konzistentni zvySeni hladiny po 8 minutach od manipulace (Vera et al.,
2011), u morcat nedoslo ke zvySeni hladiny v rozpéti 5 minut v reakci na stresor
(Kiinzl et al., 2003). Naopak k maximalni hladin¢ vyplavenych hormont dochazi u
potkanii do 20 minut. Pro méfeni za delsi dobu ale jiz tento postup neni tolik vhodny,
protoze aktivni hormony podléhaji inaktivaci a degradaci v fadu hodin, polocas
kortikosteronu v plasmé je zhruba 60 minut (Bamberg et al. 2001). Po odbéru se

k vlastni analyze z krve ziska odstiedénim plasma.
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2.6.1.2 Neinvazivni metody

Neinvazivni metody spocivaji, jak jiz bylo zminéno, ve zjistovani metaboliti
steroidnich hormonti. Tedy méfeny jsou metabolické produkty hormonti po
odstranéni z krevniho ob¢hu a ptipadné metabolizaci sttevni mikroflérou (Palme et
al., 2005; Palme, 2005; Touma et al., 2003). Vyuzivaji se pro to vzorky trusu
(Bamberg et al., 2001; Touma et al., 2004; Mostl & Palme, 2002; Touma et al.,
2003), moce (Bamberg et al., 2001; Dallman et al., 2006; Touma et al., 2003), slin
(Kobelt et al., 2003; Palme, 2012; Boyce et al., 1995), srsti (Bennet & Hayssen,
2010), mléka (Palme, 2012), peti (Bortolotti et al., 2009), vajec (Rettenbacher et al.,
2013). Pii téchto odbérech nedochazi k fyzickému zasahu do organismu zvifete, ty

jsou tak vyrazné méné¢ stresovany (Palme et al., 2005; Palme, 2005).

Na odbér slin Ize nékterd zvifata snadno naucit, koné jsou zvykli na cizi téleso v
tlamé pii manipulaci (Palme, 2012), psy lze k slinéni vycvicit, nebo podpofit slinéni
pamlskem v dlani (Bennet & Hayssen, 2010). K odbéru slin ale musi dojit do 4
minut, béhem tohoto intervalu nedochazi k ovlivnéni hladiny kortizolu. U malych
zvifat je to méné vhodné kvili malému vzorku, a pravé potfebné manipulaci se

zvifetem (Touma et al., 2004).

Vzhledem k tomu, Ze srst roste velmi pomalu, odraz hladiny metaboliti hormont zde
nebude v fadech hodin, ¢i dni, ale az tydnt, ¢i mésict. Z tohoto divodu je tato
metoda vhodna spiSe pro méfeni chronického stresu neZ pro vice kratkodobych
stresortl. Pefi ma ovSem i useky, které dordstaji denné, da se tedy zjistit hladina
metabolitd béhem nékolika dnl. Tento zplsob stanoveni je ale jeSté na zacatku a
chybi dostate¢né ovéreni, Ze takto ziskané hodnoty odraZeji dlouhodobé plasmatické

hladiny glukokortikoidi (Sheriff et al., 2011).

U hlodavct se Casto vyuziva k méfeni steroidnich hormont vzorek trusu. To vSak
s sebou nese nevyhodu, nebot’ v trusu nejsou metabolity uvolnéného kortikosteronu
ptitomny ihned, ale v zavislosti na intenzit¢ metabolismu. Tato intenzita je rtizna
Vv zavislosti na druhu a ne¢kdy i na pohlavi v ramci druhu. Intenzita metabolismu se
navic odviji 1 od teploty prostfedi a denni doby. Z téchto divodi musi byt aplikace
metody pted zaCatkem pokust validovana pro urc¢ity druh (Palme, 2005; Touma et
al., 2004).
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Fyziologickymi validacemi se zjistuje, po jaké dob& se odrazi zména v krevni
hladin€ steroidi v metabolitech obsazenych v trusu. Vyuziva se k tomu syntetickych
hormont, které bud'to snizuji, nebo naopak zvySuji koncentraci glukokortikoidi
v krvi, to se pak nasledn¢ promitne i v koncentraci metabolitii v trusu. Pro to, za
jakou dobu se promitne v trusu zvyseni glukokortikoidl v krvi, se vyuziva stimula¢ni
ACTH challenge test, pro snizeni pak inhibi¢ni Dex (dexamethasone suppression)

test, kdy je zvifatim pichnut synteticky hormon dexametason (Touma et. al., 2004).

2.6.1.3 Imunochemické metody

Pro stanoveni hormont, ¢i jejich metaboliti se vyuzivaji metody zaloZzené na
specifické reakci mezi antigenem a protilatkou (Springer, 2008), které jsou ve formé
radioimunologické analyzy (RIA) (napt. Quispe et al., 2014; Panagiotaropoulos et
al., 2004; Ferrari et al., 2013; DeVries et al., 1997; Eilam et al., 1999; Reeder et al.,
2004; Place & Kenagy, 2000; Veenema et al., 2003; Haemisch et al., 1999; Bauer et
al., 2014; Vera et al., 2011), nebo ve formé& enzymovych imunoanalyz, a to ,,enzyme
immunoassay (EIA), v pfipad¢ vazby enzym-znacka, a ,enzyme-linked
immunosorbent assay* (ELISA), v pfipadé¢ vazby enzym-protilatka (Mostl et al.
2005) (vyuzitych napt. ve studiich Henriksen et al., 2011; Costa et al., 2012; Kralj-
Fiser et al., 2010; Touma et al., 2004).

Tyto metody se déli dle principu stanoveni na kompetitivni, kdy antigen ze vzorku
soutéZi se stejnym znaenym antigenem ze soupravy o omezené mnozstvi protilatky,
a stanoveni nekompetitivni (sendvicové), kdy je antigen ze vzorku vychytavan mezi

dvé protilatky vyskytujici se v reak¢éni smési v piebytku (Springer, 2008).

V RIA analyze se vyuzivaji ke znaceni radioisotopy *?°I nebo *H (Springer, 2008;
Sheriff et al., 2011). Jedna se o star$i naro¢nou techniku, kdy se musi postupovat
obzvlasté opatrné, nebot’ se pracuje s radioaktivni latkou. Zaroven se ale jedna o
velmi citlivou a pfesnou metodu (Springer, 2008). K odeéteni vysledkd se vyuziva
gamma nebo scintila¢ni detektor (Sheriff et al., 2011). Enzymové imunoanalyzy jsou
také velmi citlivé a bezpecné k pouzivani. K odecteni vysledkli se vyuziva

spektrofotometru (Springer, 2008).
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2.7 Metody snizovani stresu

Jak jiz bylo zminéno v kapitole ,,2.3 Stres a piiznaky stresu®, déletrvajici stres ma
negativni ucinky, které se odrazi ve zdravi, psychice a reprodukci zvifete (Axelrod &
Reissine, 1984; Moberg, 2000; Mostl & Palme, 2002).

Samotné zajisténi dobrych zivotnich podminek a Setrna manipulace zvitatim
napomahaji eliminovat stresové reakce (Poole, 1997; Botreau et al., 2007).
V souvislosti s tim se studie zamé&fuji na tzv. welfare zvitat, které zahrnuji vhodné
krmeni (absence hladu, zizn€), dobré ubytovani (snadny pohyb, komfortni
odpocinek), dobré zdravi (absence poranéni, nemoci, bolesti), plné a vhodné chovani
(umoznéni socidlniho a jiného pfirozeného chovani, dobry vztah clovék-zvite,

absence obecného strachu) (Botreau et al., 2007).

Pro zvife je laboratorni prostiedi casto stresujicim, nebot jim neposkytuje
dostate¢nou stimulaci a socidlni kontakt, to vede k vytvafeni nevhodnych
podminénych reflexti, nebo ke stereotypnimu chovani, mize dojit k habituaci, ¢i
senzitizaci na dané podminky. Vysledky studii jsou pak zkresleny zpiisobem chovu a
pouzitymi metodami (Poole, 1997; Vecsey et al., 2013). Experimentator hraje téz
dulezitou roli, nebot’ vétsina laboratornich savcu a ptakd vnima ¢lovéka jako jedince
a je schopna jednotlivé lidi od sebe rozlisit (Poole, 1997). Neznamé osoby
(experimentatofi) pak vyvolavaji ve zvifeti nervozitu, strach a stres. V pfipadé, Ze
zvife bylo navyknuto na manipulaci konkrétnim experimentatorem, dochazi u tohoto
jedince ke snizeni strachu nebo uzkosti, a tim k odstranéni nezddouciho zkresleni

vysledku (Poole, 1997).

I v zeméd¢lskych chovech se ukazuje, Ze Setrné laskavé zachazeni se zvifaty je
prospésné, napi. vyssi ristova rychlost a reprodukéni tspéch u prasat (Hemsworth &

Barnet, 1987), vyssi vynos mléka u krav (Seabrook,1984).

SniZeni Gzkosti a neuroendokrinni odpovédi na stres ukazuji téZ studie provedené na
mySich po socialnim obohaceni (social enrichment) a spole¢ném odchovu mlad’at

(communal rearing) (Cirulli et al., 2010; Curley et al., 2009).

V nasledujici kapitole je detailnéji popsan vliv manipulace se zvifetem na jeho
chovani a fyziologické parametry. Jelikoz v cestiné neni jednoslovny termin pro

manipulaci se zvifetem, byl pfevzat z angli¢tiny vyraz handling.
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2.7.1 Handling

Za handling mtze byt oznafena v SirSim slova smyslu veSkerd manipulace se
zvifetem ¢i zamérné zmény V okolnim prostfedi, v uz§im slova smyslu je to pak
samotné zachazeni rukami se zvifetem (Costela et al., 1995). V nékterych studiich je
proto pro samotné brani zvifete do rukou pouzivan vyraz jemny hnadling (,,gentle

handling®) (Poole, 1997; Vecsey et al., 2013).

Dle zptsobu handlingu a jeho zpétné vazby miizeme rozliSovat handling pozitivni a
negativni. Za pozitivni lIze oznacit handling, ktery ptsobi na jedince tak, ze dochazi u
n¢ho napf. taktilni stimulaci k snizovani stresu, uzkosti, zvySeni urovné¢ paméti,
kognitivnich schopnosti, uceni, snizeni emocionality (Meerlo et al., 1999; Poole,
1997). Handlovani jedinci se poté vykazuji napt. intenzivnéjsim exploraénim
chovanim diky sniZeni hladiny stresu (Meerlo et al., 1999; Costela et al 1995;
Schmitt & Hiemke, 1998), narGstem explorace v otevienych ramenech a zvy$enim
Casu straveného v otevienych ramenech EPM (Cirulli et al., 2010; Meerlo et al.,
1999; Schmitt & Hiemke, 1998; Costa et al., 2012), delsi dobou stravenou v centru
arény OFT, zkracenou dobou latence vstupu do stiedu OFT (Schmitt & Hiemke,
1998; Costa et al., 2012), nebo do otevieného ramene (Schmitt & Hiemke, 1998;
Meerlo et al., 1999; Costa et al., 2012; Cirulli et al., 2010), kratsi dobou imobility a
freezingu (Costela et al., 1995; Meerlo et al., 1999), zvySenou zvidavosti (Costa et

al., 2012) oproti jedincim bez handlingu.

Zatimco negativni handling se projevuje zvySenim stresové reakce, uzkostnosti,
emocionality a v dusledku toho snizenim explorace. Do negativniho handlingu

zahrnujeme napt. uchopy za ocas, ¢i kizi na zatylku (Poole, 1997).

Casto je handling provadén na juvenilnich jedincich v prvnich dnech Zivota, kdy jsou
mlad’ata oddélena od matky po kratkou dobu, béhem této doby je na nich provadéna
taktilni stimulace nebo napf. vazeni (Meerlo et al., 1999; Vallée et al., 1996;
Papaioannou et al., 2002; Cirulli et al., 2010). V tomto raném obdobi u savcu dochazi
k dynamickému télesnému a mozkovému vyvoji. V dasledku stimulli z prostiedi v
této dobé mize dojit k fyziologickym zméndm a zménam v chovani, které mohou
pretrvat az do dospélosti (Meerlo et al., 1999). Dale byva pouzit prenatalni handling,

kdy dochézi k ovlivnéni jesté nenarozenych mlad’at skrz handlovanou matku (Vallée
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et al., 1996), nebo naopak handling az dospélych jedinctu (napi. Costa et al., 2012;
Schmitt & Hiemke, 1998).

2.7.1.1 Handling a fyziologické zmény

Z pocatku handling piasobi na zvife jako stfedni stresor. Zviie vykazuje v odpovédi
na manipulaci zvySenou dechovou frekvenci (Fucikova et al., 2012; Ferrari et al.,
2013; Carrere & van Oers 2004; van Oers & Carere, 2007), a zrychleny srdecni tep,
(Ferrari et al., 2013) jako dasledek zmén aktivity autonomniho nervového systému a
humorélni regulace HPA osy, které napomahaji vypotadat se s novym, stresujicim
stimulem (Vallée et al., 1996; Meerlo et al., 1999; Cirruli et al., 2010). Béhem prvni
manipulace se zvifetem dochazi u stresovych hormont k do¢asnému zvyseni hladiny
adrenalinu (Costa et al., 2012) a kortikosteronu (Cirulli et al., 2010; Vecsey et al.,
2013). Pti dlouhodobém handlingu se hladiny jiz nezvySuji a dochdzi k navratu
K puvodnim hodnotam (Vecsey et al., 2013; Costa et al., 2012). N¢&které studie
dokazuji u handlovanych jedincti dokonce niz$i bazalni hladiny kortikosteronu
(Papaioannou et al., 2002), stresové hladiny kortikosteronu (Meerlo et al., 1999;
Panagiotaropoulus et al., 2004), krat$i dobu potiebnou k navraceni se k ptvodni
hlading kortikosteronu po stresorovém podnétu (Vallée et al., 1996), nizsi stresové
hladiny adrenalinu (Meerlo et al 1999). Dale dochazi ke snizeni hladin noradrenalinu
(Costa et al., 2012), adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) (Papaioannou et al.,
2002) a prolaktinu (Meerlo et al., 1999).

Skutecnost, Ze pii dlouhodobém handlingu dochazi ke snizeni hladin stresovych
hormoni, poukazuje na to, Ze dochazi ke snizeni aktivity sympatika (Costa et al.,
2012). Jak bylo zminéno v kapitole ,,2.3 Stres a pfiznaky stresu®, zvySena aktivita
sympatiku se nasledné projevuje zvySenou dechovou frekvenci. Pokud je tedy

aktivita sympatiku snizena, mélo by se to projevit i na dechové frekvenci zvitete.

2.8 Hrabos polni

v

Hrabos polni patfi k nejhojnéjsimu druhu hlodavet nasi fauny (Kratochvil et al.,
1959; Niethammer & Krapp, 1982). Drive tento drobny savec obyval hlavné stepi a
lesostepi, dnes jej nalézame piedev§$im v zeméd¢€lské krajin€ po téméf celé Evropé

(Pelikan, 1955; Zejda et al., 2002; Andéra & Gaisler, 2012). Hojné se vyskytuje na
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polich, uhorech, loukach, holych mezich (Pelikan, 1955; Zejda et al., 2002). Na
okrajich lesa se s nim mizeme setkat pfi vysokych populacnich hustotach (Zejda et

al., 2002).

Patii mezi euryfagni herbivory, jeho potrava zahrnuje zelené Casti rostlin, kotinky,
dale pak semena, zrna obili, kiiru dfevin (Andéra & Gaisler, 2012; HoliSova, 1959;
Zejda et al., 2002). Zatimco subadultni jedinci se zivi pfevazné zelenou potravou,
kdy obsah semen v potravé neptesahuje 5 %, u adultnich jedincii je obsah semen
vys$$i, v potravé maji adultni jedinci zastoupenou, v malém mnozstvi, i Zivo¢isnou
slozku, zejména samice. Zastoupeni jednotlivych slozek potravy je déale zavislé na
ro¢nim obdobi (Holisova, 1959). Za den hrabo§ sezere mnozstvi potravy, které ¢ini

zhruba 110 az 120 % hmotnosti téla (Andéra & Gaisler, 2012).

Hrabo$ polni patifi mezi druhy s polyfazickou aktivitou, je tedy aktivni ve dne i
v noci po 2 az 3 hodinach (Niethammer & Krapp, 1982). Patii mezi socialné Zijici
zivoCichy, ktefi buduji slozit¢ hnizdni systémy. Hnizdni systémy se skladaji
z nékolika zasobaren potravy, hnizdnich komor, unikové chodby a vychodu, které
jsou budovany v hloubce okolo 10 az 20 cm pod povrchem (Andéra & Gaisler, 2012;
Boyce & Boyce, 1988b, Pelikan, 1959a). Pouzivané chodby jsou udrzovany Cisté,
vyhlazené, bez ptesahujicich kofinkli a kaminkd, a pokud nékterd z chodeb prestane
byti vyuzivana, Casem se rozpadd a zartsta koteny (Pelikan, 1959a). Samice zde Ziji
ve skupiné zhruba 3 samic, synchronizuji svij estralni cyklus a spolecné vychovavaji
potomky, ktefi poté disperguji do blizkého okoli (Boyce & Boyce, 1988a, Doobly,
2008). Pti vysoké populacni hustoté jsou nékteré ze samic ze skupiny vyhnany a
nuceny zit samostatné¢ v malych jednoduchych hnizdnich norach, kde vychovévaji
své potomstvo (Boyce & Boyce, 1988b). Paradoxné maji solitérni samice vySsi
reprodukéni GispéSnost nez samice ze skupin (Boyce & Boyce, 1988a). Samice, které
zUstavaji s matkami, maji potlacenou reprodukci a opozdéné se zapojuji do pohlavni
reprodukce, je pro né proto vyhodné sdruzovat se s neptibuznymi samicemi (Doobly,
2008).

Samci nemaji stalé uzemi, ktera by si striktné branili, ale postupné navstévuji v dobé
rozmnozovani fijné samice v koloniich (Niethammer & Krapp, 1982; Pelikan, 1959a,
Andéra & Gaisler, 2012). Se samici zlstavaji jen po kratkou dobu, nez zabtezne,

poté vyhledaji dalsi samici v tiji (Pelikan, 1959a).
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Béhem reprodukcni sezény jsou samci vu¢i ostatnim samcim znaéné agresivni
(Boyce & Boyce, 1988c). Na podzim dochazi k Gtlumu pohlavni aktivity a tim se
utlumuje i rivalita mezi samci. Hrabosi poté utvari tzv. zimni spoleCenstva nezavisle
na pohlavi nebo staii zvitat (Pelikan, 1959a, Niethammer & Krapp 1982). Tato zimni
spoleCenstva byvaji vétSinou tvorena jedinci piibuznymi, ale mohou se zde

vyskytovat i jedinci neptibuzni (Pelikan, 1959a).

Rozmnozovaci sezona zacind bfeznem a trva az do poloviny listopadu (Moravec,
1985), vrchol nastdva v kvétnu, kdy je v rozmnozovani zapojeno nejvice samic,
vétsina je biezi nebo koji (Pelikdn, 1959b). AvSak pokud jsou dobré podminky

mohou se rozmnozovat i pies zimu (Moravec, 1985; Boyce & Boyce, 1988a).

Pohlavni dospé€lost nastava diive u samic nez u samci. Zatimco samice mohou
zabfeznout jiz ve staii 15 az 20 dnt, samci se zacinaji rozmnozovat az béhem 25 — 30
dna stafi. V praméru pohlavné dospivaji ve 4 — 6 tydnech zivota (Pelikan, 1959b,
Pelikan et al., 1979). Samice je bfezi 19 az 21 dni, ve vrhu je primémé 5 az 6
mlad’at, jen ojedinéle ¢itd vrh pouze jedno mladé (Pelikan, 1959b). Délka zivota
hrabosSe je zavisla na ro¢nim obdobi, ve kterém se jedinec narodil. Jarni kohorty,
které se zapojuji jesté tentyz rok do reprodukce, se dozivaji 2 az 7 mésict. Letni az
podzimni kohorty mohou zit i vice nez 10 mé&sicti (Moravec, 1985), nejdéle v ptirodé

se dozivaji rok a pul (Andéra & Gaisler, 2012).

Na hrabosi polnim byla v n¢kolika studiich prokazana existence opakovatelnych
konzistentnich inter-individualnich rozdilti napfi¢ riznymi situacemi (Lantova et al.,
2011, Herde & Eccard, 2013, Gracceva et al., 2014). Napf. jedinci vice odvazni a
aktivni v OFT vykazovali vys§i aktivitu v bariérovém testu a opaéné jedinci
projevujici se jako vice anxidzni v OFT, vykazovali vyssi uzkostlivost i v bariérovém

testu.
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3. Cile prace a testované hypotézy

Hlavnimi cili této prace bylo zjistit:

1. Vliv handlingu na vybrané fyziologické parametry u hrabose polniho

Ho1: Handling neovliiiuje klidové hodnoty sledovanych fyziologickych parametra

Ho2: Handling neovlinuje stresové hodnoty sledovanych fyziologickych parametrti

2. Vztah mezi vybranymi fyziologickymi parametry a osobnostnimi rysy

hrabose polniho

Hosz: Osobnostni rys na ose ,,bold-shy* nekoreluje s dechovou frekvenci

Hos: Osobnostni rys na ose ,,bold-shy* nekoreluje s hladinou kortikosteronu
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4. Material a metodika

4.1 Testovany druh, podminky chovu

K pokusim byli pouziti laboratorné odchovani hrabosi polni (Microtus arvalis)
pochazejici z prvni generace mlad’at (F1 generace) ziskanych mnozenim jedinct
odchycenych ve volné pfirodé. Odchyty byly provadény v letnim obdobi roku 2015
na tiech riznych lokalitach v Ceskych Budgjovicich a v zaii 2015 na lokalité LuZnice
u Tieboné. Chovné pary byly sestavovany z jedincli pochazejicich z riznych lokalit
k zamezeni inbreedingu. Byla provedena dvé parovani, jedno v prosinci 2015; druhé
v lednu 2016.

Zvitata byla po odstavu, v 21 dnech zivota, chovana individualné¢ v chovnych boxech
typu Velaz T3 (rozméry 430 x 275 x 140 mm). Jako podestylka byly pouzity difevéné
hobliny, plastova trubi¢ka slouZila jako ukryt. Chovné boxy byly umistény do
chovné mistnosti s kontrolovanou teplotou (18-22 °C) a svételnym rezimem (12/12).
Zakladem krmeni byly smési pro hlodavece MOK a ST1 doplnéné o tvrdy chléb,
seno, cerstvou travu a kofenovou zeleninu. Potrava i voda byly zvifatim po celou

dobu ptistupné ad libitum.

VSichni testovani jedinci byli pii odstavu individudlné oznaeni. Veskeré testy byly
provadény na jedincich aZ po dosazeni jejich pohlavni dospélosti, po dosazeni 3

mésicu véku.

4.2 Experimentalni design

Ve véku 12 tydnl na zaklad¢ ulekového testu, pii kterém nedochazelo k pfimému
kontaktu s experimentatorem, byla zvifata rozdélena do dvou skupin, handlovani a
kontrolni, tak aby byl rovnomérny podil zvifat dle latence navratu k ¢innosti pied

ulekem (kratkd odpovidala spise jedinctim ,,bold*, dlouh4 ,,shy*) a dale dle pohlavi.

Nasledoval samotny handling trvajici 6 tydn. Po ukonceni handlingu byly
provedeny testy, druhy akusticky ulekovy test, OFT a EPM test. Tyto testy byly
soucasti diplomové prace Terezy DikoSové, s jejim svolenim jsou zde vyuzita data

ziskana z téchto testa.
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Po provedeni personalitnich testd byly provedeny fyziologické testy, zméfeni
dechové frekvence a hladiny kortikosteronu. Pro lepsi piehlednost je vytvoien

Casovy harmonogram experimentu, viz Obr. 1.

narazeni 8 tydni - 13 t";'dl'll.?l - rozdéleni 19 tydnd —startle test2,
dospélost do skupin OFT, EPM
— ! T IR T
1 | I 1
kontrola
21 dni- 12 tydni - 21 tydnil = méfeni
adstay startle test dechové frekvence,

kortikosteronu

Obr. 1: Casovy harmonogram experimentu

4.3 Startle test

Na zaklad¢ tohoto testu byla zvitata rozdélena do dvou skupin. Zvite bylo pieneseno
ve svém domovském boxu do experimentalni mistnosti. Z boxu mu byla odebrana 30
min pfed zacatkem testu trubka (znemoznéni ukrytu) a po habituaci jedince na
zménéné podminky bylo provedeno pisknuti pomoci ultrazvukové pistalky po dobu
1s. Byla pozorovéna reakce jedince - strnuti na misté, tzv. freezing - a méfena

latence navratu k spontannimu chovani.

4.4 Handling

Handling byl provadén na jedincich po dosazeni dospélosti, v rozmezi 12 — 20 tydnt
véku (viz Obr. 1). Probihal po dobu 6 tydnt 4 dny v tydnu a to vzdy mezi 14. - 16.
hodinou. Zvife bylo vyjmuto z domovského boxu a po uréitou dobu bylo drzeno
Vv dlani a druhou rukou hlazeno po hibeté. Doba, po kterou bylo zvife handlovéano, se

z 30 sekund postupné prodluzovala na kone¢né 2 minuty — viz Tab. 1.

Tab. 1: Casovy interval trvani handlingu béhem 6 tydnti

Den handlingu | Délka handlingu (S)
1. 30
2.-8. 60
9.-16. 90
17.-24. 120
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45 OFT

Pfi tomto testu bylo zvife vzdy pfeneseno v domovské trubicce do stejného rohu
pokusné aparatury (rozméry 750 x 750 x 400 mm). Test trval 5 minut, byl
zaznamenan na kameru. Zvife poté bylo vraceno do domovského boxu do chovné
mistnosti. Pfed dal§im testovanym zvifetem byla aparatura ociSténa a vytfena

naredénym lihem k zamezeni vlivu pachii ptedeslého jedince.

4.6 VyvySeny labyrint EPM

Testovaci aparatura byla vyrobena z nepriihledného plexiskla. Byla sestavena
ze dvou otevienych ramen a kolmo na né, ze stfedu, vybihajicich dvou uzavienych
ramen. Ta byla na bocich ohrani¢ena sténami o vy$ce 40 cm. Sife ramen byla 10 cm,
jejich délka 50 cm. Podlaha aparatury byla od zemé ve vySce 60 cm. Na zemi
pod aparaturou byly umistény velké boxy s vystelkou, aby se zabranilo poranéni

zvitete zpisobeného jeho padem.

Test trval 5 minut a byl snimdn kamerou. Zvife bylo pieneseno v PVC trubicce
Z jeho domovského boxu do stfedu (na ktizovatku) labyrintu, kde bylo vypusténo. Po
ukonceni testu bylo odchyceno a vraceno do boxu. Aparatura byla pred dal§im
testovanym zvifetem nejprve vycisténa a poté vytiena nafedénym lihem k odstranéni

pachovych stop.

4.7 Méreni dechové frekvence

K méfeni dechové frekvence jsem pouzila metodiku vyzkousenou v mé bakalatské
praci, kde bylo ukdzano, ze dechové frekvence a osobnostni rys jsou u hraboSe

polniho propojeny (Janochova, 2014).

Zvite bylo za ucelem méfeni dechové frekvence vlozeno do komirky o objemu 3
dm® napojené na tlakovy senzor - zmény tlaku v komirce byly pfevodnikem
pfevedeny na zmény elektrického napéti. Nasledné se zmény elektrického napéti
Vv ¢ase zobrazovaly na obrazovce osciloskopu - schéma testovaciho zafizeni je
na Obr. 2. Komurka byla opatfena dvojitym dnem. Do né€ho byl vzdy umistén
filtracni papir napusStény roztokem hydroxidu draselného o koncentraci 1 mol.l-1,

ktery slouzil jako absorbent oxidu uhli¢itého. Absorbent tak zamezil narastu hladiny

33



oxidu uhli¢it¢ho v komdrce, ktera by mohla zvysit dechovou frekvenci hrabose.
Dulezité bylo téz, aby koncentrace kysliku ve vzduchu béhem testu jedince
nepoklesla o vice nez 4 % (Sova, 1990). Drobny savec velikosti hrabose spotiebuje
3 ml kysliku na 1g t€lesné hmotnosti za hodinu (Vysko¢il, 2004; Daan & Slopsema,

1978). Tato hranice nebyla pii Zadném mém experimentu pirekrocena.

( — — AW

Obr. 2: Schéma testovaciho zafizeni. a) komurka, b) tlakovy senzor s pfevodnikem,
c) osciloskop

Testovany jedinec byl pfendan z boxu do komurky za pomoci PVC trubicky, ktera
byla souc¢asti chovného boxu. Méteni dechové frekvence trvalo 20 min, prabéh byl
zaznamenavan digitalni kamerou. Testovany jedinec byl po umisténi do testovaci
komirky vystrasen zvukovym signdlem a byla ziskana stresova dechova frekvence
(stress breath rate, SBR) v reakci na tento podnét. Klidova dechova frekvence
(resting breath rate, RBR) byla zaznamenana, kdyz zvite jevilo znamky uklidnéni
(lezeni, spanek). Po kazdém sezeni byla komiirka vymyta vodou a nafedénym lihem
a vysuSena. Tim se zabranilo, aby byly hodnoty dalSiho zvitete ovlivnény pachovymi

stopami ptedeslych zvirat.

Na videozdznamu byl nasledné¢ méten pocet nddechi v useku 6 vtefin, vynasobenim
deseti byla ziskdna dechova frekvence (dech.mint), viz Obr. 4 a Obr. 5, Piiloha

v

¢. 1.

4.8 Meéfeni hladiny kortikosteronu v krevni plazmé

K stanoveni hladiny kortikosteronu byl pouzit Corticosterone ELISA Kit a jeho
metodika od spolec¢nosti Cayman Chemical Company (www.caymanchem.com),

Ann Arbor, Michigan, USA, jednotlivé soucasti sady jsou uvedeny v Tab. 2.
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Tab. 2: Slozeni ELISA Kitu, pfevzato z metodiky Corticosterone ELISA kit, Cayman
Chemical Company, An Arbor, MI, USA

Cislo Polozka Pocet ampulek/velikost
400656 Corticosterone ELISA Antiserum 1/na 100 jamek
400655 Corticosterone AChE Tracer 1/na 100 jamek
400657 Corticosterone ELISA Standard 1

400060 ELISA Buffer Concebtrate (10x) 2/10 ml

400062 Wash Buffer Concetrate (400x) 1/5ml

400035 Polysorbate 20 1/3 mi

400658 Rabbit Anti-Sheep IgG Coated Plate 1 desticka

400012 96-Well Cover Sheet 1 kryci folie

400050 Ellman’s Reagent 3/na 100 jamek

Tato metoda je zalozena na kompetici mezi kortikosteronem a konjugatem
kortikosteron-acetylcholinesterazou (AChE Corticosterone Tracer) 0 omezeny pocet
vazebnych mist s Kkortikosteron-specifickym ovéim antisérem. Koncentrace
Corticosterone tracer je konstantni, zatimco koncentrace kortikosteronu je variabilni.
Mnozstvi Corticosterone traceru, které je schopno se navéazat na ov¢i antiserum, je
nepiimo umérné s koncentraci volného (méteného) kortikosteronu. Komplex ovci
antisérum-kortikosteron (méfeny nebo tracer) se vaze na krali¢i anti-ovéi IgG, které
jiz jamky desti¢ky (pro fotometr) obsahovaly. Po odstranéni nenavazanych ¢inidel a
pfidani Ellmanova Cinidla nastavd enzymaticka reakce, jejiz produkt ma vyraznou
zlutou barvou. Intenzita zbarveni je pfimo imérna mnozstvi Corticosterone Tracer
vazaného v jamkach, ktery je nepfimo umérny volnému kortikosteronu v jamce

béhem inkubace. Schéma procesu viz Obr 3.
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Desticka je predem pokryta krali¢im . inkubace Traceru. antiséra a vzorku

anti-ovéim IgG a blokovana proteiny

om
on
on
on
on
on

2. myti k odstranéni viech nenavazanych 3. Pridani elmanova ¢inidla
Cinidel

kriali¢i anti-ovéi 1gG. bloka¢ni proteiny, ** AChE spojena s kortikosteronem
(Tracer), — specifické antisérum ke kortikosteronu, = volny kortikosteron

Obr. 3: Schéma AChE ELISA testu, prevzato z metodiky Corticosterone ELISA kit, Cayman
Chemical Company, An Arbor, MI, USA

4.8.1 Odbér vzorku, uchovani

Zvite bylo pfemisténo v chovném boxu do odbérové mistnosti, pomoci Ukrytové
trubicky bylo pfeneseno do narkdézové komirky. Zde bylo vystaveno inhala¢ni
narkéze pomoci isofluranu a poté mu byla odebrana krev z orbitalniho sinu.
K odbéru byly vyuzivany heparizované kapilary, krev poté byla vypusSténa do
mikrozkumavek oznacenych ID ¢islem zvifete. Odbér byl vzdy provadén mezi 13. a
15. hodinou, aby se zamezilo zkresleni vysledkt vlivem cirkadianniho rytmu, toto
opatfeni se shoduje i s jinymi studiemi, které téz odebiraji krev ve stejny cas
v rozmezi 2—4 hodin (napt. Fletcher & Bonstra, 2006; Durand et al., 1998; Costa et

al., 2012). V tomto dennim ¢ase byl navic se zvifaty provadén handling.

Odbér vzorku krve pro stanoveni basalni (kontrolni, klidové) hladiny kortikosteronu
byl proveden nejpozdéji do tii minut od zapoceti manipulace S jedincem, vétsiné

zvitat byla krev odebrana do dvou minut.

Pro stanoveni stresové hladiny kortikosteronu byl pouzit lehce modifikovany test,

strach z neznamého prostiedi tzv. ,,Novelty stress®, ktery byl pouzit ve studii Meerla
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et al. (1999). Zvife bylo pfemisténo v PVC trubi¢ce do neznamého boxu typu
VELAZ 4, ktery byl vétsi nez chovny box. Po 15 minutach byl jedinec vyjmut,
vystaven narkéze a byla mu odebrana krev. Tuto zvolenou dobu pro odebréani
stresové hladiny mizeme vidét i ve studii DeVries et al. (1997) na mySi domaci a
hrabose prérijového (Microtus ochronogaster). Krev byla odebrana opét nejpozdéji
do tfi minut od konce expozice ,,Novelty stresu®, nejcastéji do dvou minut. Box byl
pied kazdym pokusem vydezinfikovan, aby zvife nebylo ovlivnéno pachy ptedeslych

zvirat.

Kazdy vzorek krve byl ihned po odbéru, ptemistén do chladnicky pii teploté 4 °C,
kde byl uchovavan nejdéle po dobu 2 hodin. Po ukonéeni odbéru vsech vzorku byla z
krve odstfedéna plazma pii pietizeni 4750 g po dobu 4 minut. Tento zpusob
odstfedéni plasmy byl pievzat ze studie Fletcher & Bonstra (2006). Poté byla plasma
odpipetovana a uchovavana pii -80°C, az do zméfeni hladin kortikosteronu. Pouzita
skladovaci teplota se shoduje s dalsimi studiemi, kde k uchovavani vzorku plasmy
vyuzivali teploty -70°C az —80°C (napt. Fletcher & Bonstra, 2006; Costa et al., 2012;
Meerlo et al., 1999).

4.8.2 Priprava pufra (buffer)

10 ml ELISA pufru bylo zfedéno 90 ml ultra-Cisté vody. 5 ml omyvaciho (wash)
pufru bylo ziedéno na celkovy objem 2 I s ultra-¢istou vodou a poté byl pifidan

polysorbat 20 v mnozstvi 1 ml.

Takto ptfipravené pufry byly uchovavany pfi teploté 4 °C a pouzity do dvou meésict

od piipravy.

4.8.3 Extrakce plazmy

Od kazdého vzorku bylo odebrano 50 pl plazmy do Cistych mikrozkumavek
Eppendorf. Byl pfidan metylenchlorid v mnozstvi 4x vétSim neZ mnozZstvi vzorku.
Vzorek byl nékolikrat intenzivné protfepan. Poté byl odpipetovan methylenchlorid
do ¢isté mikrozkumavky. Tento krok byl opakovan dvakrat. Néasledné byl odparen
methylenchlorid ze vzorku pii teploté 30°C v suSi¢ce. Vznikly extrakt byl rozpustén

v 50 ul ptidaného ELISA pufru.
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4.8.4 Priprava specifického reagentu

Kortikosteron ELISA standard byl pfipraven nasledovnym postupem. Pomoci pipety
bylo do ¢isté zkumavky ptrevedeno 100 pl kortikosteron ELISA standardu a k tomu
bylo ptidano 900 pl ultra-Cisté vody. Vznikl tak zasobni (bulk) standart o koncentraci
50ng/ml. Dale bylo pfipraveno 8 zkumavek. Do prvni bylo napipetovano 900 pl
ELISA pufru, do ostatnich 750 pl ELISA pufru. Déale bylo napipetovano do prvni
100 pl zasobniho standartu a promichano. Z prvni zkumavky bylo odebrano 500 ul a
preneseno do druhé zkumavky, opét peclivé promichano. Poté bylo z druhé
zkumavky odebrano 500 pl a pfemisténo do tfeti zkumavky a obsah byl promichan.
Tento postup se opakoval az do osmé zkumavky. Vznikly tak standardy
kortikosteronu ELISA (Standards 1 az 8, S1 az S8) o koncentraci 5000; 2000; 800;
320; 128; 51,2; 20,5; a 8,2 pg/ml.

Kortikosteron AChE tracer na sto jamek byl rozpustén s 6 ml ELISA pufru. Stejnym
zptisobem bylo rozpusténo i kortikosteron ELISA Antiserum. Takto pfipravené latky

byly uchovany pii 4 °C a pouzity do 4 tydnu.

4.8.5 Plate set up, inkubace

K testovani byla pouzita titracni desticka o 96 jamkéch (soucast setu), ve které byly
ptipraveny podle ndvodu dvé ,,blank* jamky, dvé jamky nespecifické¢ vazby (non-
specific binding, NSB), dvé maximalni vazby (maximum binding, B0), jedna jamka
celkové aktivity (Total Activity, TA) a 2 x 8 jamek se standardy kortikosteronu
ELISA (Standards 1 az 8, S1 az S8) o 8 riznych koncentracich. Do zbylych jamek
byly napipetovany vzorky plazmy.

Do NSB jamek bylo napipetovano 100 ul ELISA pufru, do BO jamek 50 pl ELISA
pufru. Pokazdé do dvou jamek pro S1 az S8 bylo napipetovano 50 ul kortikosteron
ELISA standardu o piislusné koncentraci. Od kazdého vzorku bylo pouzito dvou

roztokt, kazdy byl napipetovan v mnoZzstvi 50 ul do tii jamek.

Do jamek NSB, B0, S1 az S8 a jamek se vzorky bylo napipetovano 50 pl
kortikosteron AChE traceru. Do jamek BO, S1 az S8 a jamek se vzorky bylo
napipetovano 50 pl kortikosteron ELISA antiséra.
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Poté byla desticka ptekryta plastovou folii a inkubovédna pii pokojové teploté v

ttepacce na dvé hodiny.

Bylo ziedéno Ellmanovo ¢inidlo na sto jamek s 20 ml ultra-¢isté vody. Poté byly
vyprazdnény jamky a propldchnuty omyvacim pufrem 5x. Pfidalo se 200 pl
Ellmanova ¢inidla do kazdé jamky. Do TA jamky bylo pfidano 5 pl kortikosteron
ACHhE traceru. Desticka byla ptikryta plastovou folii a dana na 90 minut do tfepacky.

4.8.6 Fotometricka analyza vzorku, zjisténi koncentrace kortikosteronu

Po vyjmuti z tftepacky byla otiena spodni ¢ast desticky. Opatrné se sejmula folie, aby
nedoslo ke ztrat¢ Ellmanova cinidla. Poté byla desticka umisténa do fotometru

(Uniskan II, Labsystems). Absorbance byly ode¢itany pii vinové délce 405 nm.

Pro zjisténi koncentrace kortikosteronu za pomoci absorbance byly pouzity predem
namodifikované vzorce pro vypocet koncentrace od spole¢nosti Cayman na jejich

webovych strankach www.caymanchem.com/analysis/elisa.

4.9 Ziskana data a statistické zpracovani

Ziskanymi daty z fyziologickych testii byly klidova a stresova dechova frekvence,
klidova (bazalni) a stresova hladina kortikosteronu, viz tab. 3. Kromé dat ziskanych
z fyziologickych testd byla pro zjisténi moznych korelaci mezi fyziologickymi
parametry jedince a jeho osobnostnim rysem vyuzita data z OFT a EPM testu
pfevzata se svolenim Terezy DikoSové z jeji diplomové prace, viz tab. 3. Data z testd
byla otestovdna na normalitu rozloZeni a zlogaritmovana. Pro statistickou analyzu

byl pouZit program Statistica 64.
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Tab. 3: Data z behavioralnich testl a ziskané fyziologické parametry

Nazev Popis Vzorec

celkova vzdalenost usla v OFT, jak na
OFT ubehnuto | periférii  (OFTper), tak ve stfedu | log(OFT per+OFTstred)
(OFTstred) arény

podil vzdalensti uslé ve stiedu arény | OFTstred/

OFT central OFT z celku (OFTper+OFTstred)

celkova vzdalenost usla v EPM, jak
EPM ubehnuto | v otevienych (EPMopen), tak | log(EPMopen+EPMclosed)
uzavienych (EPMclosed) ramenech

podil vzdalenosti uslé v otevienych | EPMopen/

EPM open ramenech EPM z celku (EPMopen+EPMclosed)
Zlogaritmovana  hodnota  klidové

logRBR . logRBR

o9 dechové frekvence (dech.min) °g
zlogaritmovana  hodnota  stresové

logSBR . logSBR

0gS dechové frekvence (dech.min?) 0gS

loaRCORT zlogaritmovana  hodnota  basalni loaRCORT

g hladiny kortikosteronu (ug.100™ml) g
logSCORT zlogaritmovana  hodnota  stresové logSCORT

hladiny kortikosteronu (ug.100™ml)

4.9.1 Reakce hrabosU na stresové podnéty

K zjisténi reakce hrabosi na stresové podnéty zvysSenim jejich dechové frekvence a
hladiny kortikosteronu byl pouzit parovy t-test jednotlivé pro kazdy fyziologicky
parametr. V ptipadé reakce dechové frekvence byly porovnavany proménné logRBR

(log klidové dechové frekvence) a logSBR (log stresové dechové frekvence).

V ptipadé reakce v hladiné kortikosteronu byly porovndvany proménné logRCORT
(log basédlni hladiny kortikosteronu) a logSCORT (log stresové hladiny

kortikosteronu).

4.9.2 Vztah mezi dechovou frekvenci a hladinou kortikosteronu

Ke zjisténi vztahu mezi dechovou frekvenci a hladinou kortikosteronu byla pouzita
jednoduché linearni regrese. Nejprve byly porovnany mezi sebou klidové hodnoty,
logRBR a logRCORT. Déle byly porovnany mezi sebou stresové hodnoty, logSBR a
logSCORT.
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4.9.3 Vliv handlingu na vybrané fyziologické parametry

Ke zjisténi, zda handling ovliviiuje basalni a stresové hodnoty sledovanych
fyziologickych parametrt, byl pouzit dvouvybérovy t-test. Rozdélujici proménna je
V téchto t-testech handling (O=kontrolni skupina, bez handlingu; 1=handlovana
skupina), pro klidovou dechovou frekvenci je pouzita proménna logRBR, pro
stresovou dechovou frekvenci proménna logSBR, pro basalni hladinu kortikosteronu

proménna logRCORT, pro stresovou hladinu kortikoseronu logSCORT.

4.9.4 Vztah mezi fyziologickymi parametry a osobnostnimi rysy zvifete

K zjisténi vztahu mezi sledovanymi stresovymi hodnotami fyziologickych parametrt
a behavioralnimi rysy byla pouZita jednoduchd linearni regrese. Pouzitymi
behavioralnimi proménnymi byly OFTubehnuto, OFTcentral, EPMubehnuto,
EPMcentral, fyziologickymi proménnymi logSBR, logSCORT.
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5. Vysledky

Celkem bylo otestovano 35 jedinci v testu K zjisténi dechové frekvence, a basalni
hladiny kortikosteronu a 34 jedinct k zjiSténi stresové hladiny kortikosteronu.
Bohuzel pii analyze dat pro kortikosteron doslo ke ztraté ¢asti vzorkt. Nakonec bylo
pocitano u dechové frekvence s 35 jedinci, z toho bylo 19 jedinct handlovanych, 16
jedinct kontrolnich. U basalni hladiny kortikosteronu bylo poc¢itdno s 25 jedinci,
z toho bylo 13 handlovanych, 12 kontrolnich. U stresové hladiny kortikosteronu bylo

pocitano s 13 jedinci, z toho bylo 6 jedincti handlovanych, 7 kontrolnich

5.1 Reakce hraboSu na stresové podnéty

Pomoci parového t-testu byla hodnocena reakce hrabost v dechové frekvenci na
stresor. Byly porovnavany mezi sebou proménné zlogaritmovana klidova dechova
frekvence (logRBR) a zlogaritmovana stresova dechova frekvence (log SBR). Bylo
zjisténo, ze stresova dechové frekvence je prikazné vyssi nez klidova dechova
frekvence (n = 35; t =-17,2; df = 34; p<0,01), viz Graf 1. Zatimco pramérna klidova
dechova frekvence ¢inila 170 dech@/min™, priméma stresova dechové frekvence

&inila 250 decht/min.
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Graf 1: Porovnani klidové dechové frekvence a stresové dechové frekvence. Jedinci méli
signifikantné vy$s§i dechovou frekvenci po stresovém podnétu (n = 35; t =-17,2; df = 34;
p<0,01). logRBR = log klidové dechové frekvence; logSBR = log stresové dechové
frekvence; ° zna¢i primér; box je £SE; I je £SD

Pomoci parového t-testu byly porovnany mezi sebou proménné zlogaritmovana
basalni hladina kortikosteronu (logRCORT) a zlogaritmovand stresova hladina
kortikosteronu (logSCORT). Bylo zjisténo, Ze stresova hladina kortikosteronu je
signifikantné vyss§i nez basalni (n = 13; t =-3,03; df = 12; p = 0,01), viz Graf 2.
Zatimco pramér basalni hladiny kortikosteronu byl 2,86 pg.100ml™?, primér stresové

hladiny kortikosteronu byl 13,22 pug.100ml™.
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Graf 2: Porovnani basalni hladiny kortikosteronu a stresové hladiny kortikosteronu. Stresova
hodnota kortikosteronu byla vyrazné vyssi nez klidova hodnota (n = 13; t =-3,03; df = 12; p
=0,01). logRCORT = log basalni hladina kortikosteronu; logSCORT = log stresové hladiny
kortikosteronu;  zna¢i primér; box je +SE,; I je £SD

5.2 Vztah mezi dechovou frekvenci a hladinou kortikosteronu

Ke zjisténi vztahu mezi klidovymi hodnotami sledovanych fyziologickych parametri
a zjisténi vztahu mezi stresovymi hodnotami sledovanych fyziologickych parametra
byla pouzita jednoduchd linearni regrese. Sledovanymi klidovymi proménnymi byly
zlogaritmovana klidova dechova frekvence (logRBR) a zlogaritmovana basalni
hladina kortikosteronu (logRCORT). Sledovanymi stresovymi proménnymi byly
zlogaritmovana stresova dechova frekvence (logSBR) a zlogaritmovand stresova
hladina kortikosteronu (logSCORT). Z vyslednych hodnot (n=25, r=0,095, p=0,65)

je patrné, ze neni signifikantni zavislost mezi basalnimi hodnotami viz Graf. 3.

Dale je z vyslednych hodnot (n=13, r= -0,002; p=0,99) patrné, Ze neni signifikantni

ani zavislost mezi stresovymi hodnotami viz Graf 4.
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Graf 3: Vztah mezi klidovou dechovou frekvenci a basalni hladinou kortikosteronu.
Zavislost neni signifikantni (n = 25, r = 0,095, p = 0,65). Pokud by byl vysledek
signifikantni, znamenalo by to, Ze ¢im vyssi maji jedinci basalni hladinu kortikosteronu, tim
je vyssi i jejich klidova dechova frekvence. logRBR = log klidové dechové frekvence,
logRCORT = log basalni hladiny kortikosteronu)
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Graf 4: Vztah mezi stresovou dechovou frekvenci a hladinou kortikosteronu. Zavislost neni
signifikantni (n = 13, r = -0,002; p = 0,99). logSBR = log stresové dechové frekvence,
logSCORT = log stresové hladiny kortikosteronu

45



5.3 Vliv handlingu na vybrané fyziologické parametry

Pro zjisténi vlivu handlingu na sledované fyziologické parametry byl pouzit

dvouvybérovy t-test.. Vysledné hodnoty t-testl jsou uvedeny v Tab. 4.

Tab. 4: Porovnani t-testem handlované a kontrolni skupiny ve fyziologickych parametrech

Kontrolni x handlovana skupina -

. . t df |p
fyziologické parametry
logRBR 0,949 33 10,34
logSBR 1,99 33 10,05
logRCORT -0,777 |23 0,81
logSCORT 1,228 11 |0,25

Zjisténé vysledky prokazali, ze handling nemé vliv na basélni (klidové) hodnoty
fyziologickych parametri, a tedy nelze zamitnout Hor na 5% hladiné vyznamnosti.
Dale téz nebyl prokézan vliv handlingu na stresovou hladinu kortikosteronu, témet
signifikantniho vysledku vSak bylo dosaZzeno u vlivu handlingu na stresovou
dechovou frekvenci. Striktné vzato sice nelze zamitnout Hoz na 5% hlading
vyznamnosti, avSak je zde jednoznacna tendence vlivu handlingu na stresovou

dechovou frekvenci, viz. Graf 5.
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Graf 5: Vliv handlingu na stresovou dechovou frekvenci. Jedinci, ktefi prosli handlingem,
vykazovali téméf signifikantné nizsi stresovou dechovou frekvenci nez jedinci kontrolni. (n
=35;t=1,99; p = 0,05); logSBR = log stresové dechové frekvence; 0 = kontrolni skupina,
bez handlingu; 1 = handling skupina; = zna¢i primér; box je +SE; L je £SD).

5.4 Vztah mezi fyziologickymi parametry a osobnostnimi rysy zvifete

K zjisténi vztahu mezi stresovou dechovou frekvenci (logSBR) a osobnostnimi rysy
(zastoupené¢ proménnymi OFTubehnuto, OFTcentral, EPMubehnuto, EPMcentral)

byla pouzita jednoducha linearni regrese. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Zavislost mezi behavioralnimi proménnymi a stresovou dechovou frekvenci

Behavioralni proménné r p

OFTubehnuto 0,223 0,19
OFTcentral 0,049 0,77
EPMubehnuto 0,239 0,16
EPMcentral 0,099 0,57

Z vyslednych hodnot je patrné, Ze nebyl nalezen signifikantni vztah mezi
osobnostnimi rysy zvifete a stresovou dechovou frekvenci, Hoz nelze zamitnout na

5% hladin€ vyznamnosti.
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K zjisténi vztahu mezi stresovou hladinou kortikosteronu (logSCORT) a
osobnostnimi  rysy (zastoupené proménnymi OFTubehnuto, OFTcentral,
EPMubehnuto, EPMcentral) byla pouzita jednoducha linedrni regrese. Vysledné
hodnoty jsou uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6: Zavislost mezi behavioralnimi proménnymi a stresovou hladinou kortikosteronu

Behavioralni proménné r p
OFTubehnuto -0,161 0,59
OFTcentral -0,543 0,05
EPMubehnuto -0,722 | 0,005
EPMcentral 0,217 0,47

Byl nalezen téméf signifikantni vztah mezi pomérem vzdalenosti, jez zviie uslo ve
sttedu  OFT k celkové vzdalenosti nachozené v OFT a stresovou hladinou
kortikosteronu (viz Graf 6). Dale byl nalezen jasné signifikantni vztah mezi celkovou
vzdalenosti, kterou zvife nachodilo v EPM testu a stresovou hladinou kortikosteronu

- viz Graf 7. Hos 1ze tedy na 5% hladin€ vyznamnosti zamitnout.
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Graf 6: Zavislost podilu vzdalenosti ub&hlé ve stiedu arény z celkové ubchlé drahy
(OFTcnetral) na stresové hladiné kortikosteronu (IogSCORT). Zvife s vyss$i stresovou
hladinou kortikosteronu ub&hlo ve stfedu OFT krat$i vzdalenost v poméru s celkovou
trajektorii, oproti zviteti s nizsi stresovou hladinou, tato zavilsost byla témét signikikantni (n
=13;r=-0,543, p=0,05).
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Graf 7: Zavislost celkové vzdalenosti uslé v EPM (EPMubehnuto) na stresové hladiné
kortikosteronu (logSCORT). Zvife s vys$i stresovou hadinou kortikosteronu uslo v EPM
signifikantné krat$i vzdalenost, oproti zvifeti s niz$i stresovou hladinou (n = 13; r = -0,722; p
=0,005).
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6. Diskuze

6.1 Reakce hrabosu na stresové podnéty

V obou parametrech, jak v dechové frekvenci, tak v hladiné kortikosteronu, doslo
v reakci na stresor k signifikantnimu navySeni téchto hodnot, oproti klidovym
hodnotam. To je zcela vsouladu s fyziologickymi poznatky u obratlovcd, kdy
v reakci na stresové podnéty dochazi v téle ke komplexni alarmové reakci a navyseni
dechové frekvence a hladiny kortikosteronu jsou jeji nedilnou soucasti (napf.
Renwrantz & Spielvogel, 2011; Reeder & Kramer, 2005). ZvySeni dechové
frekvence ve stresové situaci doklada dlouha fada dalSich studii (napf. na ptacich
Carere & van Oers, 2004; Fucikova et al., 2009; rybach Barreto & Volpato, 2011;
Barreto et al., 2003; Barreto & Volpato, 2004; Bell et al., 2010; savcich Jiirgens et
al., 1996 aj.) i ma predchozi bakalaiska prace (Janochova, 2014). Stejné tak vyssi
hladinu kortikosteronu vyvolanou stresovymi podnéty muzeme nalézt v mnoha
studiich (napf. na potkanech Armario et al., 1986; Papaioannou et al., 2002;
Haemisch et al., 1999; Vallée et al., 1996; mysich Veenema et al. 2003; hrabosich
Gracceva et al., 2014; DeVries et al., 1997). Ztoho vyplyva, ze Vv provedenych
testech byly na jedné strané€ pouzity adekvatni stresové podnéty a na druhé strang, Ze
kontrolni zvifata byla pravdépodobné v ndlezitém klidovém stavu. U nékterych
behavioralnich dat pak je moZno je spojovat s fyziologicky ovéfenou Urovni stresu ¢i

stresové odolnosti.

Avsak riizné stresové podnéty vyvolavaji u zvifat rGzné vysokou miru stresové
reakce. Stresory mizeme tak oznacit za mirné, stiedni, vysoké intenzity (Armario et
al., 1986). Studie Armaria et al. (1986) ukazuje, Ze spolu se zvySovanim intenzity
stresového podnétu se u potkani zvySovala Umérné i stresova hladina
glukokortikoidi. Toto by mohlo byt zdrojem rozdilnosti mezi jednotlivymi
laboratofemi, v nichz by mohly stejné podnéty vyvolavat ponékud odlisné reakce

V zavislosti na habiuaci.

Také ne kazdy jedinec reaguje na stejny stresovy podnét stejnou fyziologickou
stresovou reakci. Do hry vstupuje jeho osobnostni typ, vztah mezi osobnostnimi rysy
a fyziologickymi parametry Vv reakci na stresor je tak oznacovan jako coping style

(Koolhaas et al., 1999) a je analyzovan vV mnoha studiich (napt. na ptacich Fucikova
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etal., 2012; Carere & van Oers,, 2004; na hlodavcich Sgoifo et al., 1996; Gracceva et
al., 2014; Veenema et al., 2003). V sile odpovédi na stresovy faktor muze hrat roli i
vliv dlouhodobého handlingu dolozen v nékolika studiich (napt. Vallée et al., 1996;
Meerlo et al., 1999; Panagiotaropoulus et al., 2004). Proto i zde jsem se dale zaméfila
na moznost propojeni osobnostniho typu hrabose a jeho fyziologickych parametrti, a

zda handling ovliviiuje zde zkoumané fyziologické parametry hrabose.

6.2 Vztah mezi dechovou frekvenci a hladinou kortikosteronu

Zde nebyla nalezena signifikantni korelace mezi dechovou frekvenci a hladinou
kortikosteronu, a to ani u jedince v klidu ani po stresovém podnétu, to miize byt dano

malym poctem jedincii, kdy by nemusela byt tato korelace podchycena.

Podobné ani Ferrari et al. (2013) na divoké populaci svistti nenalezli korelaci mezi
dechovou frekvenci a kortizolem (glukokortikoidni hormon) nebo tepovou frekvenci
a kortizolem, zatimco nalezli pozitivni korelaci mezi tepovou a dechovou frekvenci.
Stejné tak studie na svinuchach (Phocoena phocoena) nenalezla korelaci mezi
kortizolem a dechovou frekvenci, nebo kortizolem a tepovou frekvenci (Eskesen et
al., 2009).

V reakci na stresor dochazi v organismu K celé kaskadé fyziologickych zmén, které
dohromady pfipravuji jedince na utok-uték. Daleko diive, nez kortikosteron (nebo
kortizol) je do téla vyplaven adrenalin, v jeho puisobeni nasledné dochazi k zvyseni
dechové a tepové frekvence, za delsi dobu po adrenalinu jsou az na zdkladé ACTH
vyplaveny do téla glukokortikoidy, které zvySuji napf. glukoneogenezi a krevni tlak
(Reeder & Kramer, 2005; Rietmann et al., 2004; Renwrantz & Spielvogel, 2011;
Sapolsky et al., 2000). Je tedy mozné, Ze spojitost mezi kortikosteronem a dechovou
frekvenci neni mozné bez dalSich fyziologickych parametri odhalit. Navic, v praci
zde, Kk zjisténi stresové dechové frekvence a stresové hladiny kortikosteronu byl
pouzit jiny stresor, a testy byly provedeny V jinych dnech i kdyz ve stejnou denni

dobu. Mozna to mohlo hrat uréitou roli v nenalezeni signifikantniho vysledku.
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6.3 Vliv handlingu na vybrané fyziologické parametry

6.3.1 Vliv handlingu na basalni hladiny fyziologickych parametra

Papaioannou et al. (2002) zjistili, Ze handlovani jedinci vykazovali niz§i basalni
hladinu kortikosteronu oproti jedincim nehandlovanym. Avsak zde nebyl pozorovan
vliv handlingu ani na basalni hladinu kortikosteronu, ani na klidovou dechovou
frekvenci. Stejné také Costa et al. (2012) nezaznamenali rozdil v basalni hladiné
kortikosteronu mezi handlovanou a kontrolni skupinou. To vsak dokazuje, ze i kdyz
handling nesnizil basalni (klidové) hodnoty fyziologickych parametrti, neptisobil na
jedince jako chronicky stres a zvifata naopak dokazala handling dobie pfijimat a

adaptovat se na né¢j (Costa et al., 2012).

6.3.2 Vliv handlingu na stresové hodnoty fyziologickych parametrt

V této praci nebyl prokazan vliv handlingu na stresovou hladinu kortikosteronu u
hrabose polniho. To je vrozporu s jinymi studiemi, které nalezly, ze handlovani
jedinci méli v reakei na stresor nizs§i hladinu kortikosteronu oproti nehandlovanym
jedincam (Meerlo et al., 1999; Panagiotaropoulus et al., 2004). Vallée et al., (1996)
dokonce zjistili, ze u handlovanych jedincti se hladina kortikosteronu vyvolana
stresorem vracela rychleji do ptivodniho stavu, pfed vyvolanim stresu. Papaioannou
et al. (2002), ktefi sice nalezli u potkanid vliv handlingu na basalni hladinu
kortikosteronu, téZ nenalezli vliv handlingu na stresovou hladinu kortikosteronu.
Jejich vysvétleni davd do souvislosti rozdiln€é zvoleny ¢as odbéru krve. AvSak
Meerlo et al. (1999), kteti mé&li za studovany objekt téZ potkany, nalezli pti odbéru ve
stejny Cas, tedy v 5. minut€¢ ihned po ukonceni testu, signifikantni rozdil mezi
handlovanou a kontrolni skupinou. Moznosti, Ze zde nebyl nalezen vztah mezi
handlingem a stresovou hladinou kortikosteronu, by v$ak mohlo byt dano malym
poctem vzorkd, tudiz je mozné, Ze na tak malém poctu vzorkl nedokézal statisticky

test vliv handlingu odhalit.

Zatimco nebyl nalezen vliv handlingu na stresovou hladinu kortikosteronu,
vykazovali handlovani jedinci oproti nehandlovanym tendenci k nizsi stresové
dechové frekvenci. Zvyseni dechové frekvence ve stresovych situacich je vSak dano
aktivitou sympatika a vyplavenim katecholaminti (napf. Renwrantz & Spielvogel,

2011). Takze nizsi stresova dechova frekvence u handlovanych jedincii by mohla
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poukazovat na to, ze pii stresovém podnétu doslo knizS§imu vyplaveni
katecholamintl, nez u jedinct, ktefi neprosli handlingem. Toto tvrzeni se shoduje se
studii Meerla et al. (1999) na potkanech, kde kromé nizsi stresové hladiny

kortikosteronu a prolaktinu u handlovanych jedinct nalezli i nizsi hladinu adrenalinu.

6.4 Vztah mezi fyziologickymi parametry a osobnostnimi rysy zvifete

6.4.1 Vztah mezi stresovou dechovou frekvenci a osobnostnimi rysy zvifete

Zde nebyl prokdzan vztah mezi osobnostnim rysem zvitete a dechovou frekvenci. To
je v rozporu s mou bakalafskou praci na stejném druhu a studii Carere & van Oers
(2004) na sykorach konadrach a studii Barreta a Volpata (2011) na rybach, kde
jedinci projevujici se jako ,,bold“ vykazovali nizsi stresovou dechovou frekvenci
oproti jedinciim ,,shy*. Nicmén¢ i dalsi studie ukazuji rozporuplné vysledky dechové
frekvence, kdy Fucikova et al. (2009) na sykorach konadrach zjistili (oproti piedeslé
studii), Zze bold jedinci vykazovali vys$§i dechovou frekvenci. V téchto dvou
pripadech by mohl hrat vliv vék pozorovanych sykor, kdy v prvnim ptipadé se
jednalo o dospélce a v druhém o juvenily. Studie Davida et al. (2012) pak nedoklada
zadny vztah mezi osobnosti jedince a stresovou dechovou frekvenci. Rozdilné
vysledky by mohly byt dany odlisnou metodikou. Zde a v bakalaiské praci vsak byli
testovani jedinci v dospélosti, 1 kdyz v pfipadé mé bakalarské prace byli testovani
starSi jedinci. Jelikoz pro méfeni dechové frekvence byla pouZita stejnd metodika
méfeni jako v bakalarské praci, rozdilny vysledek tedy nemiize byt vysvétlen
odliSnym zplisobem méteni dechové frekvence. Z tohoto diivodu by bylo potfebné

jesté prozkoumat mozné vlivy a souvislosti v dalsi praci.

6.4.2 Vztah mezi stresovou hladinou kortikosteronu a osobnostnimi rysy
zvifete

Na rozdil od SBR byla u stresové hladiny kortikosteronu zjiSténa korelace

s behavioralnimi osobnostnimi rysy jedince, které se odrazeji v trajektorii pohybu

zvifete V EPM a poméru délky uslé ve stiedu arény OFT k celkové draze v OFT.

Zvitata projevujici se v behavioralnich testech jako ,,bold* (odvazna) s nachozenou

delsi trajektorii v EPM a delSi nachozenou trajektorii ve stfedu arény v poméru
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k celku, vykazovala nizsi hladinu kortikosteronu vyvolanou stresorem, zde ,,Novelty

stress®, oproti ,,shy* zvifatim.

Koolhaas et al. (1999) vysvétluji tento vztah tim, ze proaktivni (odvazni ,,bold*)
jedinci se projevuji v reakci na stresovy stimul nizsi reaktivitou HPA osy, a tim i
niz8$i odpovédi ve vyplaveni kortikosteronu do krve. To lze vidét napt. ve studii de
Boer et al. (1990), ktefi zjistili, Ze aktivni vyhybani se u potkanu Vv ,,shock-prod
avoidance behavior testu bylo spojeno zaroven S niz$i stresovou hladinou
kortikosteronu, zatimco pasivni vyhybani se (freezing) bylo spojeno s vyssi

stresovou hladinou kortikosteronu.

Podobn¢ Veenema et al. (2003) dokladaji z testu nuceného plavani na mysich, ze
jedinci vyselektované LAL linie (reaktivni jedinci) se projevovali delsi dobou
imobility a zaroven vyssi hladinou kortikosteronu, u které navic trvalo del§i dobu,

nez se vratila k piivodni hlading, oproti jedinciim linie SAL (proaktivni jedinci).

Téz studie od autorti Gracceva et al. (2014) na hrabosi polnim zabyvajici se vlivem
sezony doklada tento vztah. Hrabosi byli v juvenilnim v€ku podrobeni simulovanym
podminkam léta a zimy. Jedinci ovlivnéni zimnimi podminkami se projevovali jako
,»Shy“, vykazovali niz$i t€lesnou vahu, niz§i aktivitu a vy$s$i hladinu stresového
kortikosteronu, oproti jedincim pod vlivem letnich podminek, projevujicim se

celkové jako ,,bold*.

Tento vztah, kdy reaktivni (shy) jedinci se projevuji zaroven vyssi stresovou
hladinou Kkortikosteronu oproti jedincim proaktivnim (bold), 1ze nalézt i v dalSich
studiich (napf. na ptacich Korte et al., 1997; Carere et al., 2003; prasetech Schouten
& Wiegant, 1997).
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7. Zaver

Cilem této prace bylo zjistit, zda handling ovliviiuje sledované fyziologické
parametry u hraboSe polniho. Handling nezvysil basalni hodnoty sledovanych
parametrl, coz by mohlo znamenat, ze nepusobil u handlovanych zvitat chronicky
stres, a zvifata se na né& dokazala adaptovat. I kdyZ nebyl nalezen rozdil mezi
stresovou hladinou kortikosteronu u handlovanych a kontrolnich jedincii, handlovani
jedinci vykazovali prakticky nizsi stresovou dechovou frekvenci oproti kontrolnim
jedincim. To poukazuje na to, ze handling mize pozitivné ovlivnit fyziologické

reakce na stresovy podnét.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda vybrané fyziologické parametry souvisi
s behaviordlnimi osobnostnimi rysy zvifete. Na rozdil od mé bakalaiské prace, v této
praci nebyl nalezen vztah mezi stresovou dechovou frekvenci a behaviordlnimi rysy
zvitete. Pfesto dechova frekvence ve spojitosti s behavioralnimi rysy stoji dale za

pozornost, jedna se o neinvazivni metodu, ktera mtize pfinést zajimavé vysledky.

Nalezen zde byl ale vztah mezi stresovou hladinou kortikosteronu a behavioralnimi
rysy zvifete. Jedinci projevujici se v behavioralnich testech jako ,,bold* méli nizsi
hladinu kortikosteronu oproti jedincim ,,shy*“. Tento parametr spolu s behavioralnimi

testy tedy muze byt vyuzivan K ovéfeni osobnostniho typu zvifete.
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9. Seznam pouzitych zkratek

EIA = enzyme immunoassay, enzymova imunoanalyza

ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay, enzymova imunoanalyza
RIA = radioimunologicka analyza

SBR = stresova dechova frekvence

RBR =klidové dechové frekvence

RCORT = basalni hodnota kortikosteronu

SCORT = stresova hladina kortikosteronu

OFT = open field test

EPM = Elevated Plus Maze, vyvySeny labyrint
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10. Priloha
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Obr. 4: Zaznam z méieni dechové frekvence. Stresovéa dechova frekvence hrabose
zaznamenana po zvukovém signalu.

Obr. 5: Zaznam z méfeni dechové frekvence. Klidova dechova frekvence hraboSe béhem
spanku
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