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Uvod

vvvvvv

se neobejde zadny zivy organismus. Stala pfi zrodu Zivota, a i dnes je vyraznym
hybatelem dé&jin. Je vSak také velmi zranitelna. Odevsad dnes proudi do vody chemické
latky, ¢imz dochazi ke zménam v jeji kvalit¢ a bezpecnosti. Globalni oteplovani,
rozrustani lidské populace a vyssi produkce odpadnich latek zptisobuji ¢im dal tim

Vcasna detekce a véasné varovani pii nahlych kontaminacich pitné vody cizorodymi
latkami ohrozujicimi lidské zdravi je stézejni pro bezpecnost spolecnosti jako celku.
Nejedna se jen o piipady havarii, ale i o p¥ipady teroristickych titokd. Upravny vody musi
byt z tohoto diivodu véasné informovany a schopny zabranit vstupu takovychto latek do
spotiebitelské sit¢ (Randak a kol., 2011).

Monitoring kvality vod je tedy stéZejni a je nutné jej provadét periodicky a s vysokou
presnosti. Dnes bézné uzivané metody jsou vSak velmi zavislé na schopnostech
pozorovatele a jsou snadno ovlivnitelné lidskou chybou a nenabizeji moznost rychlé
detekce zmén. Bézné pouzivané metody jsou zaloZeny na pozorovani chovani ryb ve
vode. Ve vétsing pripadu se jedna o vyraznou zménu v chovani (thyn). Provozy jsou také
limitovany dostupnosti pouzivanych druhti ryb.

Schopnost zvitat tvofit skupiny je dan samoorganizaci, v niz se projevuje kolektivni
chovani (Giardina, 2010). Ryby jsou obecné povazovany za idealni modelovy organismus
pro sledovani behavioralni toxicity chemikalii ve vod¢€. Ryby pfi vystaveni kontaminantu
mohou vykazovat velké mnozstvi zmén chovani, coz je vyhodné z pohledu hodnoceni
zmén kvality vody v kratkém ¢asovém tuseku (Kang a kol., 2009).

V této bakalatské praci je nasim cilem prohloubit znalosti a vytvofit zaklad pro dalsi
praci v otdzce zmén hejnového chovani ryb a jeho vyuziti jako bioindikatoru. Prace je
soucasti projektu vyvoje zatizeni sledujiciho zmény kvality vody monitorovanim rybiho
hejna, vyvijeného na UKS v Novych Hradech ve spolupraci se spole¢nosti ENVI-PUR,
s.r.0. Zvolenym modelovym organismem je parmicka Ctyipruhd (Puntigrus tetrazona),
ktera se vyznacuje svou dobrou schopnosti tvofit hejna a vyraznym zbarvenim. Sledovali
jsme deset koncentraci ethanolu od 1,14-1077 do 3,84-107° %o. Ethanol jsme zvolili jako

prvotni testovaci latku pro jeho cenovou dostupnost a zndmé ucinky na organismy.



1 Literarni prehled

1.1 Hejnové chovani ryb

Hejnové chovani ryb popisuje behavioralni ekologie. Behavioralni ekologie se jako
védecka disciplina zaméfuje zejména na evoluci zvifeciho chovani neboli jak chovani,
ekologie a genetika spolupracuji, aby determinovaly fitness jedince (Godin, 1997).

Obecny mechanismus vytvafeni skupin, kdy pravidla pro jednotlivece vedou k
jednotnému stavu skupiny, je pomémé jednoduchy, avsak ptesahuje detailni povahu
chovani jednotlivce. V tomto pohledu je zvifeci chovani pfedmétem velkého
mezioborového zajmu. Na druhou stranu je zde také nckolik dulezitych fakti
souvisejicich s biologickym fungovanim tvorby skupin a jeho evolu¢nim uspéchem
(Giardina, 2010).

Puivod hejnovani je dle nékterych autord zarazovan do obdobi vyskytu prvnich ryb v
pelagidlu (Eibl-Eibesfeldt, 1962). Ranni zéstupci skupiny Teleostei jsou pak prvni
skupina, u které je potvrzené systematické hejnové chovani. Jde vsak spise o vyvoj
spojeny se zménou zivotniho prostiedi (Kasumyan a Pavlov, 2018).

V ptipadé ryb je jejich sdruzovani do hejn jednou z nejbéznéjsich socialnich interakci
mezi nimi. Ryby mnoha rtiznych druhti vyuzivaji hejno jako zakladni strukturu pro svij
zivot. Chovani stejnych ryb v hejné a mimo n¢j se vyrazné odliSuje. Hejna predstavuji
vysoce koordinovanou, propojenou sit, v které jsou jednotlivci zavisli na skupiné. Tato
chovani se mohou v priibéhu ¢asu vyvijet a ménit (Kasumyan a Pavlov, 2018).

Pojem hejnovani pak muzeme definovat jako socialni uskupeni ryb, které je
polyfunkéni, prizptisobivé, vysoce strukturované a podminéné nezbytnostmi
ekologického kontextu. Hejnovani sleduje repertoar skupinovych vzorcii chovani. Tyto
vzorce se neustale méni vlivem zmén prirodnich podminek (Hobson, 1973).

Rybi hejnovani je ¢asto ovlivnéno dvéma zakladnimi faktory: predaci a potravou.
Vytvotfenim hejna je druh schopen porazit predatory, zatimco pii vyhledavani potravy ve
skupin¢ vznika kfehka rovnovaha mezi tvofenim hejn, jejich rozpadem a kompetici
(Pitcher, 1986). Hejna jsou obvykle jednodruhova a Casto si jsou blizka vékové a
velikostné. Odstup mezi jednotlivymi rybami je obvykle udrzovan opticky, s vyuzitim

odli$nosti ve zbarveni (Hofman a Novak, 1996).



Ryby sladkych i slanych vod tvofi hejna ve velkém mnozstvi. AZ 50 % ryb se hejnuje
ve svych juvenilnich stadiich a az 25 % v dospélosti (Shaw, 1978). Znalosti hejn jsou
vyuzivany i v komerénim rybolovu k aplikaci ptfesnéjSich rybolovnych technik.

Podle hierarchie 1ze hejna rozdélit na dva zakladni typy (Hofman a Novak, 1996):
1) hejna oteviend, anonymni, bez hierarchie a
2) hejna, ktera tvori individudlni uzavienou spolecnost s danou hierarchii a slozitym
systémem komunikace.
nejdominantnéjsi rybu. Ma vsak také veétsi vydej energie nez ostatni ryby, ale také ma
prvni pfistup k potraveé a ziskava tedy jeji nejkvalitnéjsi ¢ast. Je také nejvice ohrozena
predatory a jeji energeticky vydej je zvySen o ukoly spojené s vedenim hejna (Bumann a
Krause, 1993).

1.2 Polutanty ve vodnim prostiedi

Clovék za dobu své existence planetu Zemi znegistil mnoha zptisoby. Velké mnozstvi
polutantti se dostava do vodnich tokd, kde negativné ovliviiuje mistni ekosystém.

Polutanty a jejich Unik ¢i vypousténi do prostfedi pfedstavuji jeden z nejvétSich
problémt v péci o vodni prostiedi zejména v oblastech s velkou industrializaci. Stanoveni
limith a znalost, pokud mozno, vSech vypousténych latek a jejich monitoring jsou v
takovychto ptipadech stézejni. Svou roli hraji i zatéZze z minulosti (Pietrucin, 2013). Mezi
vyznamné sledované polutanty mizeme zaradit naptiklad tézké kovy (Liao a kol., 2011;
Yuan a kol., 2018), slouCeniny kyanidi (Kang a kol., 2009) a dalsi latky pouzivané v
pramyslovych vyrobach a zeméd¢lské produkcei. VétSina téchto polutanti je v dnesni
dobé& zachytavana na ¢istirnach odpadnich vod (COV), které viak u velké ¢asti z nich
nejsou schopny dosdhnout kompletniho odstranéni latky z vody. Pro mnoho vyznamnych
latek jsou proto stanoveny limity naptiklad pomoci testl toxicity. Jejich pouzivani je
ukotveno v legislativé Ceské republiky a Evropské unie (Koéi, 2006). Stanoveni limiti a
zavedeni bezpec¢nostnich opateni napomohlo ke snizeni poctu havarijnich thynt vodnich
zivocicht a celkového znecisténi, neodstranilo je vSak uplné a dneSni poznatky ukazuji,
ze 1 nizké koncentrace mohou zplsobit stresové reakce. Nekteré latky vykazuji i

hormonalni G¢inky na organismy (antikoncepce) ¢i méni jejich chovani (antidepresiva,



nékteré drogy). S vyvojem novych 1éCiv a zejména se zavadénim novych psychoaktivnich
drog stoupa pocet latek, které nejsou legislativné podchyceny. Rada latek se vyskytuje ve
vodach riznym zplsobem modifikovand, zejména diky metalizaci a chemickym
modifikacim pii aprave vody.

Sleduji se také fyzikalné-chemické parametry vody, které jsou zasadni pro prospivani
ryb a jejich zdravi. Ryby i dal$i vodni Zivocichové jsou nachylni jiz na mirné zmény
teplota a pH vody, koncentrace kysliku, molekuldrniho amoniaku, dusi¢nanti a dusitant

ve vodé (Randék a kol., 2011).

1.3 Metody sledovani rybich hejn

Ryby mohou byt ve svém pfirozeném prostiedi ovlivnény riznymi druhy polutanti.
Mezi druhy chovani, které¢ byly studovany, patii naptiklad pohybové vzorce plavani,
rozmnozovaci chovani, hejnovani, vyhybani se predatorim a potravni chovani (Weis
a Candelmo, 2012). Rtzné druhy polutantl ovlivituji rybi chovani riznymi zptisoby. Tyto
rozdily mizeme vyuzit pro detekci polutanti ve vodnim prostfedi. Pro sledovani se
pouzivaji nejCastéji uzaviené skupiny jedincli nebo jednotlivei. Systematickym
monitoringem pomoci kamer jsou nasledné snimany vzorce chovani, které jsou
prevedeny do matematické a nasledné statistické podoby.

V Ceské republice se jiz v dnesni dobé vyuziva sledovani zmén chovani k detekci
polutantd béhem kontroly kvality vodnich zdrojti. Zejména se jedna o monitoring uhyni
a nasledné sledovani stavu tkani pstruha duhového (Onchorhynchus mikiss). Jde tedy
spiSe o dlouhodobé sledovani vlivu polutantti, nikoliv o okamzitou detekci (Randak a
kol., 2011). Ryby jsou vhodné zejména pro snadnou identifikaci, dulezitou roli
v ekosystému, casto pomémné nizkou narocnosti na chov, svilij kontinudlni kontakt
s ekosystémem a dlouhou historii jejich studia (Kane a kol., 2005).

V zahrani¢ni literatuie jsou dohledatelné testy sledujici reakce na rtizné predem
specifikované chemikalie. Kang a kol. (2008) sledovali zmény rychlosti plavani n¢kolika
druhti ryb (Oryzias latipes, Poecilia reticulata a Tanichthys albonubes) v zavislosti na
riznych koncentracich KCN a NaCN. Ve vsech ptipadech pozorovali zvyseni frekvence

pohybu v pomérné¢ kratké dob¢ od vystaveni ryb kontaminantu.
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Vhodnym modelovym organismem pro sledovani behavioralnich zmén a vyvoj
novych postupti identifikace navykovych latek jsou dania pruhovana (Danio rerio).

Dalsim z faktorti podminujicich kvalitu vody je pH. Zhao a kol. (2019) vyvinuli
algoritmus pro sledovani trajektorii n€kolika ryb zaroven v zavislosti na kvalité¢ vody.
Hodnoty pH u jednotlivych experimentti byly pH 6, 7 a 8.

Vitaminy jako napfiklad vitamin C patii mezi latky, které mohou fungovat u ryb jako
modulator neurotransmiterd, a tim ovliviiovat jejich chovani. Krmeni ryb potravou se
zvySenym obsahem vitaminu C vedlo k vyssi agresivité ryb. Kromée sledovani hejnového
chovani byla také analyzovana rybi jatra a mozek (Koshio a kol., 1997).

Dalsim takovymto faktorem je teplota vody. Pro vytvofeni lepsi sémantické sité
charakteristik rybiho chovani pfi vyssich teplotach byl navrzen experiment, ktery testoval
skupiny o ¢tyfech jedincich kapra o velikosti 23 cm v akvariich o teplotach 27, 35 a 40 °C.
S rostouci teplotou byla sledovana zvySena pramémna aktivita ryb a jeji Cetnost v Case
(Xiao a kol., 2015).

Liao a kol. (2011) vyuZivaji pro sledovani akutni toxicity ionti Cu?" na dania
pruhovana data ziskand v redlném case digitalni kamerou umisténou pied prato¢nou
nadrzi se stabilni rychlosti proudéni vody (obr. 1) a metodou strojového uceni (metodou
podpiirnych vektord). Monitoring byl rozdélen do dvou fazi, kdy prvni faze (reference)
trvala 20 min a druhd faze (vlastni pokus) 60 min. Po odstranéni Sumu byly snimky
prevedeny na binarni obrazy, z nichz byly odstranény nezadouci objekty (zbytky potravy,
vzduchové bubliny). Z takto upravenych snimkt byly vypocitany soufadnice a standardni

%0 2+
o koncentraci 1,472 mg-1"' (odpovidajici hodnoté 24h LC50) a pro koncentraci
dvojnasobnou. Vyssi koncentrace zpisobovaly vyraznéjsi reakci rybiho hejna.

Yuan a kol. (2018) také studovali chovani ¢ervenych danii pruhovanych v roztoku
Cu** o koncentraci 1,472 mg-1~!. Nasledné zpracovani obrazu potla¢ilo ve snimcich
nehomogenné osvétlenou scénu. Obrazové pozadi bylo namodelovano a odstranéno a
pohyb sledovaného objektu (ryby) byl detekovan pomoci ume¢lé inteligence vyuzivajici
pravdépodobnostni ptistup. Indikatory chovani byly vicerozmérné parametry — rychlost
pohybu, thel rotace, standardni prostorova odchylka a barva téla. Pfesnost tohoto systému
muze dle autorii dosdhnout aZ 100 %. Systém zaznamendaval ¢asovy vyvoj do videa
rychlosti 30 fps. Z videa byly extrahovany pohybové parametry, které slouzily pro
zatazeni ryb do jednotlivych tfid a jako systém v€asného varovani ptfi zhorSené kvalité
vody. Polutant byl pfidavan postupné v pribéhu 24 h testu. Byly stanoveny hodnoty
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znecisténi po 0, 6, a 24 h od ptidani kontaminantu. Kvalita vody byla vyhodnocovana z
pohybovych charakteristik ryb pomoci dvou typt neuronovych siti — rekurentni
neuronové sit¢ (RNN) a jeji pokrocilejsi formy LSTM (angl. Long Short-Term Memory).
Cast (60 %) hodnot pohybovych parametrti slouzila k natrénovani modelti a zbytek dat
pro testovani modeld. Oba modely byly schopny zatadit znecisténi do tii t¥id (tab. 1):
o Tiida II zobrazuje normalni stav a pocatecni hodnoty znecisténi v case O.
Zjistujeme rozdil mezi normalnim stavem a poc¢atkem znecisténi.
e Trida III sleduje normalni stav a pocatecni (0 h) a konec¢nou fazi znecisténi (po
24 h).
e Ttida IV sleduje normalni stav a pocatecni (0 h), stfedni (po 6 h) a kone¢nou fazi
znedisténi (po 24 h).
Porovnanim jednotlivych tfid ziskame stfedni znecisténi zaznamenané v posledni skupiné

a jsme schopni 1épe kontrolovat znecisténi vody.

c b b D
- |
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a“'——ﬁ-:':" Y
_ r’f_i.:?'l
Kamera -_%"
AT

Obr. 1 Schéma akvaria a zaznamového zarizeni (Liao a kol., 2011)

Byl navrzen algoritmus pro sledovani hejna chnapaltt cervenych (Lutjanus
campechanus) v zavislosti na zmén¢ pH vody (Zhao a kol., 2019). Experiment byl
nahravan v nadrzi 40x20x20 cm?® s hloubkou vody 3 cm. Ve vodé se vyskytovaly barevné
Castecky, které simulovaly znecisténi. Bylo ziskano video o velikosti 2000 snimkd pro tfi
péticlenné skupiny chnapaltl cervenych pohybujicich se ve vodé o pH 6; 7 a 8. Rychlost
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potizovani snimkd byla 25 fps. Prvnich 500 snimkt bylo vybrano jako testovaci snimky
pro nastaveni nutnych parametrii. Obrazy ryb byly oddéleny od pozadi s necistotami,
¢imz byly nasledné ziskany hodnoty pozice a sméru pohybu kazdé ryby zalozené na
geometrickych znacich obrazi ryb. Pfi setkani dvou ryb byla zjisténa jejich okluzni
rychlost a rychlost detekce okluze (okluze v tomto ptipadé oznacuje piekryti jedné ryby
druhou). Mira okluze byla vyssi ve vodach s nestandardnim pH nez u vody s normalni
kvalitou (pH 7). Pii nestandardnich pH vody byl zvySeny pocet snimkd, kdy se ryby
ptekryvaly a pohybové parametry jednotlivych ryb nemohly byt pouzitym softwarem

spravné vyhodnoceny.

Tab. 1 Klasifikace kvality vody dle Yuan a kol. (2018)

RNN LSTM
Zpiisob tidént Celkova 5 Celkova 5
Ptesnost | presnost | Cas | Pfesnost | pfesnost | Cas
(%) (%) (s) (%) (%) (s)
normalni 92 100
Tt. 11 poc*il-t?cvmr 9% 94 0,077 100 100 0,056
znecistenl
normalni 92 96
IT. | pocatetni 96 88 0,082 | 100 93,33 | 0,060
111 znecCisténi
konetné znecisténi | 76 88
normalni 88 92
y pocatecni
IT\r, Znedisténi o6 86 0792|190 o1 0,764
stfedni znecisténi 92 100
konecéné zneci$téni | 68 72

Lee a kol. (2001) navrhli snadny a rychly zpisob odhaleni polutanti ve vodé.
Sledovali pét jedinc Acheiloghnathus lanceolata (druh citlivy na polutanty) v akvariu.
Sledovani bylo provadéno s cilem kvantifikovat neobvykld chovani pii srovnani s
referencnimi daty. Data byla nasledn¢ pfevedena na hodnotu definovanou jako index
kontaminace (CI). Pti vystaveni ryb polutantu byla hodnota CI proporcionalni k hodnoté
toxicity. Pilotni test probihajici v tpravné vody nepfetrzité¢ po dobu 6 mésicii potvrdil
dobrou opakovatelnost a citlivost méfeni jak v nestabilnich podminkach (napft. ve vysoce

zvitené vodé po desti), tak v normalnich podminkach.
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Pro hodnoceni chovani ryb v riznych hejnech je mozné vyuzit také metodu skrytého
Markovova modelu (angl. Hidden Markov Model, HMM). Jeon a kol. (2013) vyuzili tuto
metodu pii sledovani vlivu velikosti hejna na jeho chovani. Pozorovali v kruhovém
akvariu medaku japonskou (Oryzias latipes) a karase zlat¢ho (Carassius auratus) v
poctech 10-40 ks. Pro kazdy druh bylo ziskano 8§ az 10 tfisekundovych videi. K zaznamu
byla vyuzita digitdlni kamera s Sirokouhlym objektivem umisténd 1,2 m nade dnem
akvaria. Ttrisekundova videa byla ziskavana z nahravky, ktera byla dlouha 4 h a snimama
rychlosti 30 fps. Soutadnice pozic byly ziskavany v intervalu 0,25 s. Z videi byly ziskany
hodnoty linearni rychlosti, uhlové rychlosti a Pearsontiv koeficient. Hodnoty linearni a
uhlové rychlosti byly rozdéleny na dvé skupiny a hodnoty Pearsonova koeficientu na tfi
skupiny. Chovani hejna bylo tedy popsano jako mnozina 12 hodnot (2x2x3), které se
vyuzily jako tréninkova data pro HMM. Srovnanim s realnym hejnovym chovanim byl
pak model schopny hodnotit chovani rybiho hejna. S velikosti hejna se snizovala jeho
rychlost pohybu a Cetnost interakci mezi jednotlivei, coz ovlivnilo chovani hejna jako
celku. Se zvysujici se velikosti hejna nemély ryby snahu prozkoumavat své okoli a vice
spoléhaly na informace od svych sousedd. Je zde mozna souvislost s vétSim pocitem
bezpeci ve vét§im hejnu.

Pro sledovani zmén chovani je mozné vyuzit také Cervené kapry. Jednalo se o
systémy, které vyuZzivaji zejména sledovani jednotlivel v ramci malé skupiny v
uzavieném prostiedi. Jednalo se o jedince o délce téla 2-3 cm v nadrzi s kohoutkovou
vodou (Cheng a kol. 2018; Xiao a kol. 2015, 2016). Zmény chovani v zavislosti na teplot¢
vody byly hodnoceny v nadrzich o teplotach 27, 35 a 40 °C a pH 6,8—7,2. Pfi zvysené
teplot¢ od 35 °C byla zjisténa zvySena aktivita. Pfi teplot€¢ 40 °C mnozstvi aktivity
vyrazng fluktuovalo. U ryb se vyskytovalo rychlé plavani, vznaseni se a prevalovani spolu
s castecnou mortalitou (Xiao a kol., 2015). Systém pro sledovani jednotlivych rybek s
vyuzitim CMOS kamery vzdalené 35 cm od nadrze, s rychlosti nahravani 15 fps byl
vyuzit pro piesné sledovani jednotlivych ryb i pfi vy$§im mnozstvi ryb v nadrzi (Xiao a
kol., 2016). Experiment s kontaminantem v podob¢ chromu a médi byl zaznamenavan na
kameru s rozliSenim 480x640 a frekvenci 25 fps. Tim byla vytvofena Casosbérna série
3D soufadnic jednotlivych ryb. Ze soufadnic byla ziskana série pohybovych
charakteristik, které mohou byt vyuzity jako ukazatele kvality vody (Cheng a kol., 2018).

Chovani ryb a jeho ovlivnéni polutanty je mozno sledovat nejen na zménach struktur

hejna, ale i na zménach chovani jednotlivych ryb. Kang a kol. (2009) sledovali vliv KCN
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a NaCN v koncentracich 1 a 5 mg-1"! a insekticidu aldikarb v koncentraci 5 mg-1-! na t¥i
ruzné druhy ryb: medaku japonskou (Oryzias latipes), zivorodku duhovou (Poecilia
reticulata) a kardinalku cinskou (Tanichthys albonubes). Ryby byly polutantim
vystaveny po dobu 1 h a byly monitorovany dvéma kamerami, které zaznamenavaly 3D
data. Vysledna data zahrnovala informace o rychlosti plavani a tendenci k plavani u
hladiny. Ve vsech testech doslo k ovlivnéni jak rychlosti, tak pozice ryby, ale kazdy z
druhii vykazoval jiné vzorce chovani po vystaveni polutantiim. Pfesto se vSechny uvedené
druhy ryb prokazaly jako vhodné modely pro sledovani kvality vody prostfednictvim
sledovani zmén chovani.

V experimentech je mozné vyuziti i juvenilnich stadii. Berdahl a kol. (2013) vyuzili
pro studium hejnového chovani v mélkych vodach juvenilni ryby jelecka zlatého
(Notemigonus crysoleucas) o velikosti 4,9 £ 0,5 cm. Sledovani probihalo v nadrzi s
hloubkou vody 8 cm ve skupinach o 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 a 256 jedincich. Byly
sledovany odpovédi v reakcei na intenzitu osvétleni a socidlni interakce mezi jedinci. S
velikosti skupiny se zvySovala i aktivita jedinci. U nejmensSich skupin byla vSak aktivita
zvySena jen mirné nad referencni hodnotu. Schopnost odpovidat na enviromentalni
informace klesala se vzristajici rtiznorodosti (v€kovou i velikostni) populaci a nizsi

primeérnou velikosti hejna.

1.4 Dalsi organismy vyuZivané pro sledovani zmén chovani

Mimo ryby jsou dal$imi organismy studovanymi z pohledu biomonitoringu také raci
(Kuklina a kol., 2013, 2018, 2019; Lozek a kol., 2019), bentické organismy ci fasy (Resh,
2008). Kazda z téchto skupin ma své vyhody a nevyhody. Zalezi naptiklad na druhové
rozmanitosti, vyznamu v ekosystému, obtiznosti ziskdvani vzorkli a dostupnosti
analyzovanych materiald. Zvoleni spravného typu testovaciho organismu zavisi v
ptipadé sledovani v pifirodé na mist¢ sledovani a volbé sledovaci metody. Vhodné
zvoleny sledovany organismus je prvnim krokem k uspéchu biomonitoringu (Resh,
2008).

Raci jsou velmi popularni organismus pro provadéni biomonitoringu zejména pro
jejich rychlé fyziologické reakce na introdukované kontaminanty. Hodnoti se jak

fyziologické zmény, tak zmény chovani. V laboratornich podminkéach je moznost cilené
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testovat jejich reakce na jednotlivé polutanty (Kuklina a kol., 2013). U raka signalniho
(Pacifastacus leniusculus) je sledovan tep srdce a pohybova aktivita v zavislosti na
zménach prostredi a stimulantl v prostfedi (Kuklina a kol., 2018, 2019; Lozek a kol.,
2019). Jedna se o neinvazivni zptisob méfeni, ktery mlze Clovéka v ramci nékolika
sekund varovat, ze doslo ke snizeni kvality vody (Kuklina a kol., 2019). Pfi srovnavani
ptirodnich stimulantl (predator, potrava, pach dalSich rak®, zranéni) a chemického
stimulantu chloraminu-T bylo zjisténo, Ze srdeCni tep se okamzit¢ zvySuje pouze
u chemického stimulantu. U pfirodnich stimulantti byla odpovéd opozdéna nebo se
neobjevila vibec (Kuklina a kol.,, 2018). Dalsi zkoumanou latkou byl tramadol.
Experiment probihal po 21 dni s denni davkou tramadolu 1 pg-1"'. Poté nisledovalo
14 dni odvykani. Raci byli sledovani ctyfikrat béhem obdobi vystaveni tramadolu
a Ctyfikrat béhem obdobi odvykani, a to vzdy v prubéhu 30 min pied a po vystaveni
ptirodnimu stresoru (fyziologické tekutiny zranéného raka). Vyrazné zvyseni srde¢niho
tepu bylo zaznamenané jak u skupiny vystavené tramadolu, tak u kontrolni skupiny.
Pohybova aktivita byla u skupiny vystavené tramadolu snizena (Lozek a kol., 2019).

Pro biomonitoring kvality vody na tpravné pitné vody ve slovenském Stakciné
vyuzivaji kombinaci dvou =zafizeni: FISH monitor (KERREN, SRN) se pstruhem
duhovym (Oncorhynchus myksyss) a Mossel monitor (DELTA CONSULT, Holandsko)
s velevrubem malitskym (Unio pictorum) ¢€i velevrubem nadmutym (Unio tumidus).
U pstruhtl je testovana jejich schopnost plavat proti proudu po dobu 2 min. Pokud jsou
ovlivnéni naptiklad znecisténim vody mohou tuto schopnost ztracet. Velevrubové jsou
umisténi v zafizeni po 8 kusech. V zafizeni ptes n€ voln¢ proudi voda, kterou pii normalni
kvalité vody filtruji, ale pfi zménéné kvalit¢ dojde k uzavieni jejich schranky (Dunaj,
2022).

Pro sledovani toxicity odpadnich vod je vyhodné vyuzit i hrotnatku velkou (Daphnia
magna) pro jeji velikost, nenarocny chov a dobrou citlivost na velké mnozstvi latek
(Anderson, 1944). Zatizeni DaphTox (bbe Moldaenke, Némecko) vyuzivajici hrotnatky
bylo instalovano také na upravné vod Zelivka (Soldan a Rambousek, 2020).

Berlinger a kol. (2021) ptedstavili metodu 3D sledovani miniaturnich robotickych
ryb, které vykazovaly kolektivni chovani shodné s realnymi rybimi hejny, pro monitoring

zivotniho prostredi.
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1.5 Vliv ethanolu na ryby

Ethanol jako kontaminant neni pfili§ ¢asto zmiflovan a neni mu vénovana prilisna
pozornost, ale i presto dokaze zpusobit vodohospodariim problémy. Vice se ve vodach
vyskytuji jeho metabolity (Mackova a kol., 2022). VétSina studii zabyvajicich se vlivem
ethanolu na ryby, jejich chovanim a biochemickymi procesy spojenymi s ethanolem
vyuziva ryby pouze jako prostfedniky pro vyzkum otazek zabyvajicich se lidskou
psychikou a vlivem ethanolu na ryby. Nékolik ¢lankt bylo publikovano na téma fetalniho
alkoholového syndromu (FASD) a vyuziti studia vlivli na embryonalni vyvoj a dospélé
jedince dania pruhovaného (Baggio a kol., 2017; Facciol a Gerlai, 2020; Fernandes a kol.,
2019). Velka c¢ast ¢lankt se pak vénuje studiu efektu ethanolu na centralni nervovou
soustavu (CNS) ryb (nejéastéji danio pruhované), biochemii mechanismu ucinku a vliv
na adolescentni vyvoj ¢lovéka (Dlugos a Rabin, 2003; Ellwanger Miiller a kol., 2017;
Fontana a kol., 2018; Miller a kol., 2013).

S ohledem na jeho vliv na CNS je ethanol popisovan jako latka tlumici, ktera
ovlivituje né€kolik druhti chovéni (spolecenskost, miru agresivity a pamét’) iniciaci
neurochemickych zmén. V kombinaci s taurinem, ktery je béZnou soucasti energetickych
napoju, pak mé vyrazny vliv na socidlni chovani a ovlivituje vnimani strachu. Pfi aplikaci
kombinace riznych koncentraci ethanolu a taurinu do nadrze s ¢tyf¢lennym hejnem danii
pruhovanych sledovanym po dobu 1 h byly sledovany zmény v hejnovém chovani.
Hodnoceni zmén probihala v riznych ¢asovych intervalech (0-5, 30-35 a 55-60 min)
od vystaveni. Ethanol v kombinaci s taurinem vyrazn€ snizoval pocit strachu (izkosti)
ve srovnani s ethanolem samotnym (Fontana a kol., 2018).

U jednotlivych genotypli jednoho modelového organismu lze nalézt rozdily
v odpovédich na ptitomnost kontaminantu. Dlugos a Rabin (2003) studovali tii formy
dania pruhovaného: divokou, dlouhoploutvou pruhovanou a modrou dlouhoploutvou.
Dlouhoploutva pruhovana forma reagovala zvySenou pohybovou aktivitou jiz na nizsi
(0,25 %) koncentrace ethanolu ve vodé¢, zatimco modra dlouhoploutva a divoka forma
reagovaly az u koncentrace 1 %. Hodnoty ethanolu v mozku byly u vSech tii forem
srovnatelné. Pii chronickém vystaveni ethanolu si dlouhoploutvd pruhovana forma
vybudovala toleranci, zatimco divokd forma vykazovala zvySené reakce po dobu az
2 tydnti.

FASD a socialni chovani ovlivnéné alkoholem jsou davany do souvislosti zejména
se vznikem tzkosti a zmén socialniho chovani u postizenych osob. K modelovani téchto
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socialnich zvlastnosti podminénych plsobenim ethanolu v embryonalnim stadiu byla
opét pouzita dania. Nadrz s dénii byla rozdélena do tii Casti (centralni, prazdna
a nespecificka). V blizkosti nespecifické zony se nachazela druha nadrz s rybami, zatimco
v blizkosti prazdné zony pouze prazdna nadrz. Embrya danii byla vystavena 0,25; 0,5
a 1 % koncentracim ethanolu, ¢imz byl nasimulovan stav leh¢itho FASD. Nasledné byl
sledovan ucinek ethanolu na 4mési¢ni dania. Odpovéd byla zavisla na koncentraci
ethanolu a vyznacovala se zejména snizenim Casu strdveném v nespecifické zoné nadrze
a také zvySenim Casu straveného u dna, coz naznacuje zvysené uzkostné stavy. Pii ptidani
1é¢iva Buspiron, ktery snizuje uzkosti, doslo ke snizeni hejnového chovani. Psychicky
stav ryb tedy uzce koreloval s jejich tendenci tvotit hejna (Baggio a kol., 2017).

Shlukovani do hejn je u danii pravdépodobné nejcastéjsi socidlni interakci a nabizi
mnozstvi informaci o socialnich moznostech tohoto druhu. Sledovani zmén v hejnovém
chovani je tedy vhodné pro feSeni ontogenetickych a behavioralnich otazek souvisejicich
s FASD (Facciol a Gerlai, 2020).

Studiem stejnych jedinct starych 3 (larvalni stadium) a nasledné 16 tydnd bylo
zjisténo, Ze u jedinci starych 3 tydny se neobjevila chovani vyvolana vystavenim
ethanolu. Jako dospélci vSak tyto ryby vykazovaly snizené socialni chovani. Experiment

probihal v sestavé znazornéné na obr. 2 (Fernandes a kol., 2018).
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Obr. 2 Sestavy pro pozorovani zmén chovani u danii pruhovanych starych (a) 3 tydny a
(b) 16 tydnii. Barvy rozdeluji jednotlivé zony v nadrzi podle blizkosti k druhému hejnu (Fernandes
akol., 2018)

Zmeény chovani se také lisi, pokud se jedna o chronické nebo akutni plisobeni

kontaminantu. Chronické ucinky jsou studovany zejména v kontextu s dlouhodobou
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konzumaci alkoholu u dospélych osob a jeho vlivu na organismus. Opakovana
konzumace alkoholu ma vliv na mnozstvi neurologickych onemocnéni a je povazovana
za vazny problém ve vefejném zdravotnictvi. Pfi vystaveni danii pruhovanych ethanolu
po dobu 8 dni, vzdy 20 min denné, byly sledovany jak zmény v hejnovém chovani
(etologické hodnoceni), tak i zmény v okysliceni mozku (méfeni biochemickych
parametril). Vysledky byl vyhodnoceny 9. den experimentu. Dlouhodoba intoxikace
ethanolem zvySovala soudrznost hejna tim, ze doslo ke snizeni vzdéalenosti mezi rybami
uvniti hejna a na jeho okrajich. Z hodnoceni biochemickych parametri bylo zjisténo, ze
doslo ke zvyseni peroxidace lipidi v mozku, coz naznaCuje zvySeny oxidativni stres
(Ellwanger Miiller a kol., 2017).

Chronické vystaveni i nizkym davkam ethanolu miize u dania pruhovaného ovlivnit
schopnost uceni. Pfi akutni a chronické intoxikaci byli sledovani jedinci vzdy ethanolem
(0,1; 0,25; 1 %) ovlivnéni (vztaZeno ke kontrolni skupiné v prostfedi bez ethanolu).
Jednalo se o studii vyuzivajici obecné schéma preference mista pied a po vystaveni
ethanolu. V experimentu zaloZeném na chronické expozici byly ryby sledovany po dobu
26 dnd. Po dobu 18 dnti dochézelo k ptisobeni ethanolu a po dobu 8§ dni k uceni ukolu.
Ethanol byl podavan kazdy den na stejné misto pfed krmenim ryb. Skupina vystavena
nizké koncentraci (0,1 %) se byla schopna ukol naucit jiz tfeti den, zatimco skupiny
vystavené vyssim koncentracim (0,25 a 1 %) vykazovaly problémy s ucenim. Skupina
sledovand ve stadiu abstinence po vystaveni vys$si koncentraci (0,25 a 1 %) po dobu
15 dni ptedvedla schopnost uceni az posledni den testu. Vysoké koncentrace ethanolu
tedy negativné ovliviiovaly schopnost uceni i po delsi dob¢ abstinence, zatimco nizké
koncentrace schopnost uc¢eni indukovaly (Chacon a Luchiari, 2014).

Dalsi ¢asto zneuzivanou navykovou latkou sledovanou spolu s ethanolem je nikotin.
Sledovanim vlivu téchto latek na zmény v hejnovém chovani mizeme ziskat nové
behavioralni poznatky. Osmiclenné rybi hejno dénia pruhovaného umisténé v kruhové
nadrzi bylo vystaveno ethanolu o koncentracich 0,25; 0,5; 0,75; a 1 % a nikotinu o
koncentracich 4 a 8 mg-1"!. Porovnanim s kontrolou bylo kvantifikovdno nékolik
vlastnosti hejna: vzdalenost k nejbliz§imu sousedovi, rychlost plavani, polarizace (smér
pohybu) hejna a Cetnosti oddé€leni jednotlived od hejna. Ethanol silné rozrusoval
polarizaci hejna, zatimco nikotin mél tento efekt jen mirny. Nikotin naopak vyrazné
indukoval soudrznost hejna. Ani jedna z latek neméla vliv na ¢etnosti oddélovani jedinct

od hejna (Miller a kol., 2013).
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Odpoved' rybicek na pritomnost kontaminantu zavisi i na pohlavnim slozeni hejna.
Jedinci dania pruhovaného byly v juvenilni fazi vyvoje (20 a 40 dni po oplodnéni)
vystaveni raznym davkam ethanolu (0; 1; 1,25; 1,5; 1,6; 1,75 %). Vystaveni ethanolu v
ranych fazich vyvoje ovliviiovalo chovani jedincii v dospélosti. Zaroven byly pozorovany
rozdily mezi pohlavimi. Samice vykazovaly vys§i miru uzkostného chovani a vyssi
tendenci k tvofeni hejna (obr. 3; Clayman a kol., 2017).

Ethanol byl vyuzit i pfi vyvoji novych sledovacich zafizeni pro kvalitu vod, zejména
v upravnach pitné vody, zalozenych na sledovani zmény rybiho hejna v ptitomnosti
kontaminantu. Zmény chovani hejna parmicky ¢tyipruhé (Puntigrus tetrazona) probihalo
v ethanolu o koncentracich 1,5 a 2,5 obj. %o. Parmicky byly zvoleny pro svou nendro¢nost
na kvalitu vody a silné hejnové chovani. Vyhodné je i pomémé snadné rozliSeni samct
a samic a mozna zména zbarveni v piitomnosti kontaminantu. Ve studii byly vybrany

nékteré z projevil chovani ryb a byly srovnany mezi kontrolni skupinou a skupinou

Vv v

[ 24

Ze studie vyplyva, ze parmicka ctyfpruha se zda byt vhodnym kandidatem pro vyuziti
jako modelovy organismus pii sledovani kvality vody (Mackova a kol., 2022).
Sledovani zmén chovani parmicek Ctyfpruhych v pfitomnosti riznych koncentraci
ethanolu (0; 0,25; 0,5 a 1 %), a to jak ve skupiné spole¢né s neovlivnénymi jedinci, tak
samostatn¢ se vénoval i Ladu a kol. (2014). Ovlivnény jedinec byl pied experimentem
vlozen na 1 h do nadrze (600 ml) se zvolenou koncentraci ethanolu a nasledné premistén
do pozorovaci nadrze &tvercového tvaru (120x120x20 cm®) s hlinikovym kruhem
o pruméru 90 cm uvnitt a s kamerou umisténou nad nadrzi. V nadrzi se v prubéhu
experimentu vzdy nachazela jedna ovlivnéna ryba a 4 neovlivnéné. Béhem poslednich
10 min, které travila ovlivnénd ryba v ovliviiovaci nadrzi byla tato nadrzi umisténa
v pozorovaci nadrzi. Celkem bylo provedeno 10 experimentli pro kazdou koncentraci.
Ryby ovlivnéné ethanolem mély tendenci se v nadrzi pohybovat vice a s vyssi rychlosti.
Zaroven ryby sledované ve skupiné se pohybovaly vice a rychleji nez ryby sledované

samostatné.
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Kontrola

Pied vystavenim Podminky: Samc: Nizka davka W PTN
; 0-1,75% / Vysola davka * PTN
- 5
L el Ethanel \ Samice: Nizka davka PTN
20dpf & 40dpf larvae et dip Vysolea davka Wy PTN
Pied experimentem vystaveni
y Podminky:
1,5% Ethanol S Samer:  Nizka davka PTN
y— 0-1,75%
y— — ’ Vysoka davka PTN

pru——— Ethanol

20dpf larvae 90-180 dfp

Samice: Nizka daviia ¥  PTN
Vysoka [li:l\-'l-ifl* PTN

Pied experimentemn vyvstaveni - '
: k& Absolumi aldovi rychlost

j
N

1,5% Ethanol Podminky:
Samci: Nizka davka I PTN
O— —— Vysoka davks PTN
— Ethanol
Samice: Nizka davka ¥
40dpf larvae 90-180 dfp PTN
Vysoka (lz'i\-'k;* PTN
Samci cellen ¥  Experimentilni nadrz — izkost a hejnovani
Samice cellkem A Experimentilni nidrz —izkost a hejnovini

Obr. 3 Sumarizované vysledky v zavislosti na pohlavi a podminéném preferovaném mistu (PTN)
(Clayman a kol., 2017)
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2 Materialy a metodika

2.1 Modelovy organismus

Jako modelovy organismus byla v ndvaznosti na predchozi experimenty zvolena
parmicka Ctyfpruhd (Puntigrus tetrazona), diive znama pod nazvy Barbus tetrazona,
Puntius tetrazon nebo Systomus tetrazona (Bleeker, 1855). Pivodni vyskyt parmicky je
oblast Bornea a Sumatry, ziejmé se také vyskytuje v Thajsku a jinde v Indonésii.
(Petrovicky, 2014; Kothe, 2009). Jejim piirozenym biotopem jsou feky a potoky (Kothe,
2009). Jedna se o druh velmi popularni mezi akvaristy pro svou nenaro¢nost na chov a

atraktivni zbarveni. Taxonomické zafazeni druhu je vyobrazeno na obr. 4.

Kaproviti (Cyprinidae)

Barbinae

Puntigrus

Parmicka ¢tyfpruha
(Puntigrus tetrazona)

Obr. 4 Taxonomické zarazeni parmicky ctyrpruhé

Dospélci dosahuji délky az 7 cm a nalézame u nich sexudlni dimorfismus (obr. 5).
Samci se vyznacuji vyraznym Cervenym zbarvenim zejména v horni ¢asti rypce a na
ploutvich. Samice jsou obecné vétsi a jejich ploutve maji po okrajich transparentni lem
(Petrovicky, 2014). Idedlni teplota vody a pH se uvad¢ji v rozmezi 22-27 °C a 6,5-7,5.
Pro krmenti je vhodné zvolit kombinaci jak rostlinné, tak zZivocisné potravy (Kothe, 2009).

Jde o druh spolehlivé tvofici hejna jiz v malych skupinach, a to i v prubchu
transportu. Verhoef-Verhallen (2010) doporucuje chov ve skuping o alespon 5 jedincich.
Druh je vSak také znamy svou mirnou teritorialitou zejména u samct (teritorialita je
vyrazn€jsi v obdobi tfeni) a ze zkuSenosti chovatelil i autorky této prace nejsou vhodnym

druhem pro vicedruhova akvaria pro jejich uto¢nost vici mensim jedincim a druhm.
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Obecné se vSak nedoporucuje pouze jejich chov spolecné s dlouhoploutvymi druhy
ryb (Petrovicky, 2014). Pti chovu s dlouhoploutvymi rybami dochazi ze stran parmicek
k okusovani ploutvi dlouhoploutvych ryb. Nejvice atraktivni jsou pro parmicky druhy s
vlajicimi ploutvemi jako jsou skalary ¢i ¢ichavei (Alderton, 2006). Parmicky je vhodné
chovat ve vétSich skupinach v poméru pohlavi 1:1, ¢imz se snizuje jejich agresivita viici
jinym druh@im (Petrovicky, 2014). U parmicek je zaznamenan i kanibalismus, a to
zejména viuci mlad$im jedincim. Parmicky postradaji rodicovsky instinkt a jsou schopny
konzumovat vlastni jikry a mladata (Alderton, 2006). Z etologického hlediska je
zajimava také jejich tendence odpocivat hlavou ke dnu nadrze. V akvariu mohou diky

tomu puisobit zejména v hejnu dojmem, Ze hromadné¢ ,,koukaji na kameny*.

Celed: C}I‘pﬁnid;[:

Obr. 5 Parmicka ctyrpruha (samec a samice) s béznymi urcovacimi znaky (Petrovicky, 2014)

Druh se na trhu vyskytuje ve dvou variantach, bézné pruhované variant¢ vyuzivané
pro tuto bakalafskou praci a takzvané ,,mechové® varianté, ktera je charakteristicka svym

zelenavym zbarvenim t&la a do CR byla dovezena poprvé v roce 1975 (Petrovicky, 2014).
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2.2 5iD Viewer a zpracovani obrazu

5iD Viewer (obr. 6; Stys a kol., 2015; Lonhus a kol., 2019) je zafizeni sestrojené na
Ustavu komplexnich systémti (UKS) v Novych Hradech a umoZiiuje natadet soutasné az
5 riiznych pohledd. K tomu je vyuzivana soustava zrcadel a 12-ti bitova kamera Ximea

MX124CG-SU-X2G2-FAB rgb se skenovaci frekvenci 0,4 fps.

Obr. 6 Hejno parmicek ctyipruhych v akvariu systému 5iD Viewer (Stys a kol., 2015)

Pro hodnoceni je vyuzivan na zakazku vytvoreny software, ktery umoziiuje ménit
frekvenci snimani obrazu. Celé datové série vSak mohou byt pomérné velkych rozmért.
Primérna velikost jedné oblasti zajmu (roi) je 2096x2268 px, a je proto provadéna dalsi
klasifikace chovani studovanych objektli za ucelem redukce dat. Ryby jsou pomoci
standardizovanych metod rozpoznany a jsou rekonstruovany jejich 3D soutadnice
(Lonhus a kol., 2021). Jednim z problémd pfi zpracovani obrazu je prekryv jednotlivych
ryb, ktery byl vyfeSen automaticky (obr. 7; Lonhus a kol., 2019).

Pro spravnou funkci systému je pak nutné také spravné rozpoznani jednotlivych ryb
v nadrzi. K tomu bylo vyuzito morfologickych rozdilt, které byly zpracovany snimanim
krajnich bodl kazdého jednice (obr. 8; Lonhus a kol., 2019).

Pro ziskani potfebnych informaci je potfeba ustanovit vzorce chovani (osobnosti),
znamé jako viudce (leader), nasledujici (follower) a prostfedni (intermediate), ptipadné

utlacovany (opressed). Tyto vzorce jsou znamé jak v hejnech ryb, tak ve vi¢ich smeckach
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¢i davu protestujicich. Zda se tedy, Ze existuje obecny zakon, ktery tidi kolektivni

chovani. Nejlépe je toto mozné pozorovat na parametru pohybu (Lonhus a kol., 2021).

a
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Obr. 7 Algoritmus pro rozdéleni piekryvajicich se ryb (Lonhus a kol., 2019)
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Obr. 8 Vytvareni krajnich bodu a resent prekryvu jednotlivych ryb (Lonhus a kol., 2019)

2.3 Navrh a provedeni experimentu

V této bakalatské praci je méfeno chovani hejna parmicek Ctyfpruhych v prostiedi
ethanolu o deseti koncentracich od 0,089 do 3000 ug-1"! (tab. 2). Ethanol (&istota 99,8 %)
byl pro experiment zvolen vzhledem k navaznosti na piedchozi experimenty (kap. 1.5)
a snadnou dostupnost. Koncentrace byla nasledné¢ upravena pro jednotlivda méfeni

standardnim postupnym fedénim a byly vytvofeny zasobni roztoky.

Tab. 2 Pouzité objemy (Vyipe) pipetované ze zasobnich roztokii o koncentracich czss.rozior, 0bjemoveé
(cv) a specifické (c) koncentrace ethanolu

E‘;’B‘ 0,054 | 0,017 | 0,031 | 0,055 | 0,056 | 0,018 | 0,032 | 0,057 | 0,013 | 0,022

Czas.roztok EtOH | EtOH
(g1 1073 1073 1073 1073 102 10! 107! 107" | (99,8 | (99,8
%) | %)

cv-10° 1,13 ] 361] 653] 1,17| 1,08 3,76 | 6,71
(obj. %) | -10*| -10*| 103 | -102| -10" | 10| -10" 1,201 2,141 3.81
c
(ng1™

0,089 | 2,880 | 5,138 | 9,169 93 296 528 942 | 1681 | 3000
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Meéteni probihala po dobu 20 dni bez piestavek v obdobi 7.-26. 7. 2020. Kazdy den
byly nataceny dva experimenty v dobé od 11:00 do 12:00. Jednalo se o tzv. referen¢ni
experiment a experiment s pridanym ethanolem. V dob¢, kdy neprobihalo méfeni
experimentu, byly pokusné organismy umistény v domovském akvariu samostatné
od dalsich ryb, aby nedoslo k zdmén¢ jedinct v pribéhu experimentu. Krmeni a jiné
manipulace probihaly vzdy v dobé mimo dobu experimentd. Pied zapocetim kazdého
experimentu byly ryby pfesunuty z domovského akvaria do ¢istého experimentalniho
akvaria. V kazdém experimentu bylo vyuzito stejné akvarium o rozmérech
40x11,3x18 (dx5xv) cm® a s objemem vody 6 1. Voda v akvariu byla odstata. Po piidani
ryb do akvaria, bylo akvarium umisténo do osvétlovaciho boxu s 5iD Viewerem, ¢imz
bylo optiméIn€ osvétleno a externi vjemy byly potlaceny. Ryby byly ponechany 5 min
v klidu, aby se aklimatizovaly, a byl zapocat prvni experiment.

Experimenty probihaly v oddé€lené mistnosti bez vyraznych vnéjsich zvukovych
vyruseni. Potadi experimentti bylo kazdy den neménné. Prvnim experimentem byl vzdy
tzv. referencni experiment. V tomto experimentu nebyl ve vodé pfitomen ethanol.
Po ukonceni nahravani prvniho experimentu doSlo k pfidani pfedem urcené davky
ethanolu pro dany den a ryby byly znovu ponechany 5 min v klidu. Ethanol byl do akvaria
dodavan externé, pipetou s piesn¢ nastavenym objemem ze zasobnich roztokl
pfipravenych pro tento experiment. Nasledné¢ =zapocalo natdCeni experimentu
s ethanolem. Oba experimenty probihaly shodn¢ 15 min. Sledovani hejna je naznaceno
na obr. 9.

Po ukonceni experimentd byly ryby umistény zpét do domovského akvaria
a experimentalni akvarium bylo vyplachnuto ¢istou vodou a ponechano na misté pobliz
testovaci sestavy pro dalsi den.

V programu Matlab byly vyhodnoceny pravdépodobnosti vzajemného nasledovani
ryb podle metody uvefejnéné v Lonhus a kol. (2021). Algoritmus je plné
individualizovan. Jednotlivé ryby jsou detekovany na zéklad¢ barvy a velikosti daného
jedince. Z namétenych dat byly ziskany 3D trajektorie jednotlivych ryb. Tyto trajektorie
byly v rdmci pouzitého ¢asového okna (2 s) korelovany a byla vyhodnocovana vzajemna
naslednost pohybt ryb. Byly vybrany vyznamné korelace mezi trajektoriemi, z nichz se
spocitala pravdépodobnost nasledovani jedné¢ ryby druhou. Z téchto korelaci jsou
sestaveny bindrni matice a sectou se vSechny evidentni jevy. Dale je vyuzito Fisherovo
kritérium, které nevyznamné piipady vyfadi a mnahradi nulou. Najde se

nejpravdépodobnéjsi draha (soucin pravdépodobnosti dil¢ich drah), po které, bud’ ptimo
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nebo zprostiedkované, urcitd ryba nasleduje vidce. Cilem je, aby byla kazda ryba

ve statistice zapoctena pouze jednou.

Realné
rozZmery

Obr. 9 (A) Pivodni snimek hejna v experimentalnim akvariu se zrcadly. (B) Prepoctené
skutecné rozmeéry akvaria i jednotlivych ryb ve vice pohledech s identifikaci jedincii
(Lonhus a kol., 2021)

Z pravdépodobnosti vzajemného nasledovani ryb byly sestaveny orientované grafy
(site), kde délka Sipky je nepfimo imérna pravdépodobnosti nasledovani a smér Sipky
uruje smér nasledovani. Sité vztaht byly vyhodnoceny pro kazdy snimek pres dané
klouzavé casové okno. Ze sité potom byla urcena role jedince pozorovana v daném
snimku. Nakonec byla vyhodnocena hustota pravdépodobnosti vyskytu dané role
u urcitého jedince v ramci celého experimentu. Pfi tomto postupu jsou vyskyty socidlnich
roli v hejnu kvantifikovatelné.

Pro stanoveni pravdépodobnosti role vyuZzivame vypocet pravdépodobnostnich vah:
1) Vidce - (i) nikoho nenasleduje, (ii) P = 2L

e P; — pravdépodobnost nasledovani vsech ryb, které nasleduji

YijPjPi =1 Pk

2) Prosttedni — (i) nasleduje a je i nasledovana, (ii) P = N0z

e P; jsou pravdépodobnost nasledovani vSech ryb, které nasleduji rybu j pfimo,
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e Py jsou pravdépodobnost nasledovani vSech ryb, které nasleduji rybu j
zprosttedkovang,
e P;je pravdépodobnost s niz ryba sama nasleduje
e vse je déleno maximalnim moznym poctem kombinaci N(N-1)
e N(N—-1)/2=(5x4)/2
Tato role, nékteré vztahy a vzniklé pravdépodobnosti jsou popsany na obr. 10.
Pj

3) Nasledujici — (i) nikdo ho nenasleduje, (ii) P = ZJT

o« ) i Pi je suma pravdépodobnosti nasledovani ryb

P, Pis

| |
PPy + P*P;, ' Pia*P %Py + Pyo*P;

Obr. 10 Schéma a vzorce pro vypocet pravdépodobnosti vztahii role prostiedni v hejnu

Vyslednou zavislost cetnosti pravdépodobnosti na zjisténé pravdépodobnosti
vyskytu role (pro kazdou rybu pies cely experiment) jsme prolozili dvéma Gaussovymi
kfivkami (postupem Gaussian mixture, graf 1). Dale byly pro kazdou rybu provedeny dvé
analyzy: Integral pod kazdou z téchto kiivek nam dava pravdépodobnost, Ze se dana ryba
v daném ¢asovém intervalu chovala spiSe jako napft. silny viiddce anebo spise jako slaby
vudce. Primérnd hodnota kazdého z téchto Gaussovych pikti ndm ukazuje, kolik ryb
za sebou viudce primérné tahne a jak siln€ (v ptipadé, ze se projevuje jako silny vidce,

respektive slaby viidce).
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Ziskana data byla dale zpracovana programy Matlab a Microsoft Excel. Pro kazdou
koncentraci ethanolu byly vyhodnoceny tyto navzajem zavislé parametry:

a) oznaceni (Cislo) ryby

b) typ piku bimodalniho rozdé¢leni hustot pravdépodobnosti

¢) referenéni pokus (bez ethanolu) vs. pokus s ethanolem a

d) typ role
Pro vyhodnoceni byly pojmenovany 3 osobnostni typy v hejnu:

a) vedouci (leader)

b) prostiedni (intermediate)

c) nasledujici (follower)

L e e
—KDE

4r ——Gaussian Mixture
3t

w [

o [

o 2

AT U T U BRI A IR

PRI | S | IR N | BT L1 PR
0.1 0.2 0.3 04 05
Vidcovstvi

Graf'l Rozdéleni dvou pikii (struktur hejna) pro roli viidce. Prolozeni dat metodou odhadu hustoty
jadra (KDE; modie) a Gaussovské smési (Gaussian Mixture;, oranzove). Barevné cary
rovinobézné s osou y ukazuji lokalni extrémy pri prolozZeni dat metodou Gaussovské smési.
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3 Vysledky

Pro interpretaci vysledkti a zakladni informaci o chovani rybiho hejna jsme zvolili
sledovani zmén tvaru a maxim dvou pikit (komponentl) praimémych hustot vah
pravdépodobnosti vyskytu konkrétni role. Prvni (nizkopravdépodobnostni) pik odpovida
staviim, kdy ryby maji jen velmi nizkou pravdépodobnost, Ze budou zastavat roli
popisovanou v grafu. Druhy (vysokopravdépodobnostni) pik popisuje piesné opacné
stavy, tedy vysoké hodnoty pravdépodobnosti, Ze ryby budou v roli popisované v grafu.
Sledujeme také zmény u integralu vah pravdépodobnosti vyskytu role (kap. 2.3).
Vyhodnocovali jsme prumérné hodnoty ze vSech koncentraci ethanolu a ryb v hejnu (kap.
3.1), primér vSech ryb pro jednotlivé koncentrace (kap. 3.2) a hodnoty pro jednotlivé
ryby a koncentrace (kap. 3.3).

Role a jejich rozlozeni v hejnu se v pfitomnosti kontaminantu méni, a to jak jejich
hustoty pravdépodobnosti vah vyskytu u jednotlivych ryb, tak mezi rybami navzajem.
Jednotlivé role jsme pojmenovali a definovali jako roli
a) ,,vedouciho“ (leader): takovy stav ryby, kdy nikoho nenasleduje a sama je jinymi

rybami nasledovana
b) ,,prostfedniho® (intermediate): takovy stav ryby, kdy ryba sama nasleduje jinou rybu

(nejcastéji tu v roli ,,viidce™), a pfitom je sama nasledovana dal$imi rybami
¢) ,nasledujiciho (follower): ryby, které nejsou Zzadnymi rybami nasledovany a pouze

samy nasleduji ryby v ostatnich rolich (miizeme je pfirovnat napiiklad k nejnize

postavenym vlkiim ve vI¢i smecce)
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3.1 Vysledky pro primér hejna a koncentrace

Pfi porovnani hodnot vah pravdépodobnosti primémych pro vSechny koncentrace
ethanolu a vSechny ryby sledujeme zmény v rozlozeni pikii mezi rybami plavoucimi v
ethanolovém roztoku a referen¢nim pokusu.

Nejdrive popisujeme rozlozeni komponent (pikil) podle obsazenosti role vudce
(hodnota integralu pro prvni nebo druhou Gaussovskou komponentu). Vysledky jsou
zobrazeny v grafu 2, kde jsou vyneseny soucty pro v§echny ryby ve vSech experimentech
(oranzove) i kontrolach (modie). Piky v experimentu jsou oproti kontrole uzsi (s nizsi
stfedni kvadratickou odchylkou) a jejich maxima jsou posunuta k nizs§im, respektive k
vys$§im hodnotdm. To ukazuje, ze ryby ovlivnéné ethanolem maji roli vidce ve své
skuping vice specifikovanou. Role je jasnéji definovana nez u neovlivnénych ryb.

Graf 3 ukazuje silu role viidce v silné (vpravo) a slabé (vlevo) komponenté. Jedna se
opét o prumér pies vSechny ryby v hejnu a vsechny koncentrace ethanolu. V obou
ptipadech hustota vah pravdépodobnosti obsahuje hlavni piky a mnoho pikti mensich,
které ukazuji na dalsi podtypy role. I v roli viidce tedy nachazime nékolik podtypt a pro

jejich urceni bude tieba provést analyzu do vice komponent.

Pomeér komponenta - role vadce

b Rderentni pokus )
"4 1
w ]
oz2- =
0 0,2 0.4 06 0,8 1

Obsazenost role

Graf 2 Prumérnad hustota vah pravdepodobnosti vyskytu role viidce u referencniho experimentu
(modte) a experimentii s ethanolem (oranzove) pocitana z 10 experimentii
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Graf 3 Prumérné hodnoty nizko- (vlevo) a vysokopravdépodobnostnich (vpravo) piki
previadajici struktury v hejné pro roli vidce. Priumérnd hustota vah pravdépodobnosti (PDF)
pocitana pro 10 referencnich pokusii bez ethanolu (modie) a 10 pokusii s ethanolem (oranzove)

Pro roli prostiedniho jsou rozlozeni komponent (pikit) (graf 4) pro experiment a
kontrolu velmi podobné. Nizkopravdépodobnostni pik experimentu je vyS§i nez u
kontroly, ale druhy (vysokopravdépodobnostni) pik je vyssi u kontroly nez u
experimentu. Zde je uplné zfejmé, ze tato role neni rozdélenim na dvé komponenty
spravné specifikovana a je potfeba jeji detailnéjsi analyzy. Interpretace této role je
pravdépodobnostnich vah (obr. 10).

Primémé hodnoty pika (graf 5) nam nabizeji lepSi predstavu o této roli. V
kontrolnich experimentech pozorujeme jasné rozdéleni hodnot primérti na nejméné dva
piky zatimco v experimentu ovlivnéném etanolem se objevuje jeden dominantni pik. Role
ma prirozené mnoho podtypt. Z grafu 4 je ale zfejmé, ze struktura hejna, tedy rozdéleni
roli prostfednich ryb, bude pii ovlivnéni ryb ethanolem mnohem vice specifikované nez
u neovlivnénych ryb.

Role nasledujiciho ma rozlozeni komponent (graf 6) velmi podobné roli vidce
(graf2). Nizkopravdépodobnostni  pik se vyskytuje s vahou 20 %
a vysokopravdépodobnostni s vahou 80 %. V roli nasledujici sledujeme vyssi piky
u experimentu, ale namisto soucasné zmény Siiky piku (stfedni kvadratické odchylky)
pozorujeme  piesun  hodnot od  nizkopravdépodobnostni role k  roli
vysokopravdépobodnostni proti kontrolnimu méteni. Samotna role je tedy u ovlivnénych
Primérné hodnoty hlavnich pikt (graf 7) také naznacuji vice subtypti u role nasledujiciho,
a to zejména v ovlivnénych experimentech. Oproti obéma ptredchozim ptipadim se tedy

role nasledujiciho po ovlivnéni ethanolem stdva obecné méné jednoznacnou.
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Graf 4 Primérna hustota vah pravdepodobnosti vyskytu role prostredniho u referencniho
experimentu (modie) a experimentii s ethanolem (oranzove) pocitand z 10 experimentil
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Graf 5 Prumérné hodnoty nizko- (vlevo) a vysokopravdépodobnostnich (vpravo) piki
previadajici struktury v hejné pro roli prostiedniho. Primérnd hustota vah pravdépodobnosti

(PDF) pocitana pro 10 referencnich pokusii bez ethanolu (modie) a 10 pokusii s ethanolem
(oranzove)
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Graf 6 Prumérnd hustota vah pravdépodobnosti vyskytu role ndsledujictho u referencniho
experimentu (modie) a experimentii s ethanolem (oranzove€) pocitand z 10 experimentii
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Graf 7 Prumérné hodnoty nizko- (vlevo) a vysokopravdépodobnostnich (vpravo) piki
previadajici struktury v hejné pro roli nasledujiciho. Priumérnad hustota vah pravdépodobnosti
(PDF) pocitana pro 10 referencnich pokusi bez ethanolu (modie) a 10 pokusii s ethanolem
(oranzove)
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3.2 Primérna sila role v hejné v zavislosti na koncentraci toxikantu

V této kapitole popisujeme vztah mezi jednotlivymi koncentracemi ethanolu
a pravdépodobnosti vyskytu role v hejnu (jako primérna hodnota pro vsechny ryby).

Graf 8 popisuje zavislost integralu pravdépodobnostnich vah vyskytu role viidce v
hejnu na koncentraci. Graf 9 popisuje maximalni pravdépodobnost vyskytu role v picich
béhem vsSech koncentraci. Pro roli vidce u intoxikovanych ryb jsou zavislosti
pravdépodobnostnich vah na koncentraci ethanolu (Cervené) hladsi (vice konstantni) a
maji niz8i odchylky nez u neovlivnénych ryb (modfe). Role je tedy ziejmé jasnéji
vyhranéna pfi ovlivnéni ethanolem.

Z grafu integrald 1 maximalnich pravdépodobnostnich vah vyskytu role
prostiedniho (graf 10 a 11) je zfejmé, Ze by bylo vhodné tuto roli rozdélit na vice 1épe
specifikovanych roli. V pfipad¢ maximalnich pravdépodobnosti (graf 11) opét sledujeme

trend hladsi kiivky (Cervené) pro ovlivnéné ryby nez pro ryby neovlivnéné (modie).

E 01+

0,04 4 400
Koncentrace (pg'1?)

Graf 8 Integrdaly vah pravdépodobnosti pro roli vidce zpriimérované pres vSechny ryby

(vyjadrené jako priumér £ smérodatna odchylka) v zavislosti na koncentraci ethanolu pro
ovlivnéné (Cerven®) a neoviivnéné (modte) hejno

36



Vidce Videe

3 0,35 o 0,13
=1
E033 £013 1
-E ..E 012 +
E 0,31 S-
a b § & 0,12 4
‘g 0,29 T T 4+ |
z F010 1 | ™ -
Eo2s E
= = 010 +
=023 = 009 . ;
0,04 4 400 0,04 a 400

Koncentrace (pg:1") Koncentrace {pug:?)

Graf 9 Prumérné hodnoty vah pravdépodobnosti pro roli viidce zpriimérované pres vSechny ryby
(vyjadrené jako prumér + smérodatna odchylka) v zavislosti na koncentraci ethanolu pro
ovlivnéné (Cervené) a neovlivnéné (modie) hejno. Prumernd hodnota pro vysoko- (vlevo) a
nizkopravdépodobnostni (vpravo) piku
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Graf 10 Integraly vah pravdépodobnosti pro roli prostredniho zprimérované pres vSechny ryby
(vyjadrené jako priumér + smérodatnd odchylka) v zavislosti na koncentraci ethanolu pro
ovlivnéné (Cerveng) a neovlivnené (modie) hejno
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Graf 11 Prumérné hodnoty vah pravdépodobnosti pro roli prostredniho zpriimérované pres
vSechny ryby (vyjadrené jako primer + sméerodatnd odchylka) v zavislosti na koncentraci
ethanolu pro ovlivnené (Cervené) a neovlivnéné (modie) hejno. Primérnd hodnota pro vysoko-
(vlevo) a nizkopravdepodobnostni (vpravo) pik
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I v roli nasledujiciho sledujeme u grafii maximalnich pravdépodobnostnich vah (graf
13) trend hladsi kfivky (Cervené) pro ryby v ethanolu. Graf integralt
pravdépodobnostnich vah vyskytd (graf 12) ma obé zavislostni kiivky (reference i
experimentu) velmi podobné. Zda se tedy, ze tato role se pfi ovlivnéni ethanolem méni
ze vSech roli nejméné.

V této kapitole jsme zjistili obecny trend, Ze ,,opilé* hejno si stabilizuje rozloZeni roli
1épe nez hejno ,,stiizlivé™, které vice méni svou strukturu. Jiz nizké davky ethanolu staci,

aby se hejno zacalo chovat stereotypnéji.
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Graf 12 Integraly vah pravdépodobnosti pro roli nasledujiciho zprimérované pres vSechny ryby
(vyjadrené jako priumér + smérodatna odchylka) v zavislosti na koncentraci ethanolu pro
ovlivnéné (Cerven®) a neoviivnéné (modie) hejno
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Graf 13 Primeérné hodnoty vah pravdeépodobnosti pro roli nasledujiciho zpriimérované pres
vSechny ryby (vyjadrené jako priumér + smérodatnd odchylka) v zavislosti na koncentraci
ethanolu pro ovlivnené (Cervené) a neovlivnéné (modie) hejno. Primérnd hodnota pro vysoko-
(vlevo) a nizkopravdepodobnostni (vpravo) pik
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3.3 Jednotlivé ryby — specifikované vysledky

V této kapitole se vénujeme porovnani zmén integrald a maximdlnich hustot
pravdépodobnostnich vah vyskytl jednotlivych roli v zavislosti na koncentraci ethanolu
v prostfedi pro kazdou rybu zvlast.

V grafu 14 popisujeme roli viidce u integralu hustot pravdépodobnostnich vah.
Z tohoto grafu vyplyva, Ze ryba €. 2 ma velmi podobny pribéh kiivky referen¢ni (modie)
a experimentalni (Cerven¢). Z této skutecnosti miizeme odvodit, ze ryba se po ptisobeni
ethanolu pravdépodobné v rameci viidéi role prilis neméni. Je mozné, Ze je vici tomuto
ovlivnéni imunni. Oproti tomu ryba ¢. 4 vyrazn€¢ méni svoji osobnost pii ovlivnéni
ethanolem. V referen¢nim pokusu ma ryba ¢. 4 pravdépodobnostni vahy role nizsi nez
v prostfedi ethanolu. V ¢isté vod¢ tedy vede jen jednu rybu, zatimco ve vod¢ s ethanolem
vede alespon Ctyfi ryby. U ostatnich ryb nepozorujeme pro tuto roli zadné vyrazné
konzistentni zmény. Chovani ryb se meéni s kazdym experimentem, nezavisle

na koncentraci ethanolu ve vodé.
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Graf 14 Integraly vah pravdépodobnosti pro roli viidce pro jednotlivé ovlivnéné (Cerven€) a
neovlivnené (modie) ryby v hejné v zavislosti na koncentraci ethanolu
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V grafu maximalnich pravdépodobnostnich vah (graf 15) sledujeme maximalni
hodnoty piki pro jednotlivé ryby. Je mozné sledovat stejné trendy jako v ptedchozich
grafech. Kiivky experimentli v ethanolu (Cervené) maji méné vykyvi, a ty jsou mén¢
vyrazné nez u referencnich méteni bez ethanolu (modré kiivky). Uzsi jsou i rozptyly
pravdépodobnostnich vah pro jednotlivé koncentrace.

Zavislosti hodnot maxim vysokopravdépodobnostnich pikli na koncentraci ethanolu
jsou ve vétsing pripadl velmi podobné referenci. Vyjimkou je ryba €. 6, u které je tvar
zavislosti u referencnich méfeni a experimentu odlisny. Ktivka reference obsahuje pouze
jeden vyrazny propad, a to v koncentraci 93 pg-1"!, zatimco u experimentu se vyskytuje
vEtsi mnozstvi méné vyraznych vykyvi od pruméru kiivky. Chovani ryby €. 6 se tedy zda
byt v prostfedi ethanolu stabilné&jsi.

Pribehy nizkopravdépodobnostnich pikd poukazuji na vétsi rozdily v chovani ryb.
Ryby pravdépodobné spise méni své chovani, pokud vedou pouze jednu rybu, nez pokud
vedou alespon Ctyfi ryby.

Pro roli prostiredniho u grafu integrali vah pravdépodobnosti (graf 16) sledujeme
podobné trendy, avSak mén¢ vyrazné nez u role vidce. Ryba ¢. 2 ma velmi podobné
pribehy kiivek u reference (modfe) a experimentu (Cerven¢). Nejsou vSak shodné do
stejné miry jako u role vidce. Je tedy mozné, Ze ryba €. 2 neni ovlivnéna ethanolem ani
v roli prostfedniho. Pritbéh kiivek pro rybu €. 4 je vyrazn€ opacny. Jeji chovani je ziejmée
v roli prostfedniho vyrazné ovlivnéno pfidanim ethanolu.

Pro roli prostfedniho jsou kiivky reference a experimentu grafu maximalnich vah
pravdépodobnosti (graf 17) velmi rozdilné. Ktivky a rozptyly pravdépodobnostnich vah
pfi jednotlivych koncentraci maji u vSech ryb vyrazné hladsi pribéh u ryb ovlivnénych
ethanolem nez u ryb ethanolem neovlivnénych. Vyjimkou je ryba €. 3, jejiz kiivky jsou v
obou pifipadech  vyrazné¢ rozkolisané¢.  Vyrazngjsi  rozkolisani je u
vysokopravdépodobnostniho piku této ryby. Toto vSak miize byt zplsobeno

nedostate¢nou specifikaci této role.
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Graf 15 Primérné hodnoty vah pravdepodobnosti pro roli viidce pro jednotlivé ovlivnéné (Cerveng) a neovilivnéné (modie) ryby v hejnu v zavislosti na
koncentraci ethanolu. Vysokopravdépodobnostni pik (jedinec vede az 4 ryby, nahote), nizkopravdépodobnosti pik (jedinec vede jen jednu rybu, dole)
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Role prostredni

Ryba ¢.1 Ryba ¢.2 Ryba .3

— 0,90

I

[=]

_g 0,70 + £ =k

[=] ‘7

=}

8

20,50 + + +

°

g

S0,30 1 + T

‘e

&

E 0,10 1 t T T T }

- 0,04 4 400 0,04 4 400 0,04 a 400
Ryba ¢.4 Ryba ¢.5 Ryba £.6

. 0,90

@

Q

5

50,70 + T

o

2

0,50 1 + T+

o

>

]

50,30 + +

e

&

0,10 t f } } t }

- 0,04 q 400 0,04 4 400 0,04 4 400

Koncentrace (pg-1?) Koncentrace (ug-1?) Koncentrace (ug:l?)

Graf'16 Integraly vah pravdépodobnosti pro roli prostiedniho pro jednotlivé ovlivnéné (Cerveng)
a neovlivnéné (modie) ryby v hejné v zavislosti na koncentraci ethanolu

V kapitole 3.2 jsme zjistili, ze v pruméru vSech ryb v hejné se role nasledujiciho pfi
ovlivnéni ethanolem pfili§ neméni. OvSem z grafu integralu pravdépodobnostnich vah
(graf 18) jsou pribchy kiivek experimentu a reference pro jednotlivé ryby v nékterych
koncentracich velmi podobné, zatimco v jinych jsou naprosto opacné. Ryba ¢. 5 ma
pribeh druhé poloviny své kiivky experimentu naprosto shodny s referenci. Stejny tikaz
se objevuje i u ryby €. 6. Naopak ryba ¢. 1 ma prib¢h kiivky experimentu z velké casti
opacny k prubéhu kiivky reference. Prib¢h kiivek u ryby ¢. 4 se méni s kazdou
koncentraci. Ryba ¢. 2 ma znovu prub¢ehy kiivek velmi podobné. Zda se tedy, ze ryba €. 2
nebyla ethanolem v prubé&hu experimentli ovlivnéna viibec. Kfivky experimentu u ryby
¢. 3 jsou opacné k kiivkam jeji reference. Jeji role se podanim ethanolu tedy vyrazné

zménila.
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Graf 17 Mody vah pravdépodobnosti pro roli prostiedniho pro jednotlivé ovlivnéné (Cerveng) a neovlivnéné (modie) ryby v hejnu v zavislosti na koncentraci
ethanolu. Vysokopravdepodobnostni pik (nahote), nizkopravdépodobnosti pik (dole)
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Graf'18 Integraly vah pravdépodobnosti pro roli nasledujiciho pro jednotlivé ovlivnéné (Cervene)
a neovlivnéné (modie) ryby v hejné v zavislosti na koncentraci ethanolu

Teorii, ze v roli nasledujicitho se ryby pfi ovlivnéni ethanolem pfili§ neméni
podporuje i graf pribeéht maximalnich pravdépodobnostnich vah pro jednotlivé ryby
(graf 19). Zvlast¢ pak zavislosti hodnot vysokopravdépodobnostniho piku jsou si
navzajem u jednotlivych ryb velmi podobné. Vyjimkami jsou ryby €. 1 a 5. Jejich kiivky
reference (modré) obsahuji kazda jeden vyrazny propad. Ktivky experimentu (Cervené)
jsou vyrazné hladsi a podporuji tedy tvrzeni, ze ryby ovlivnéné ethanolem plavou
stereotypnéji a maji, pfenesen¢ feceno, ,,srovnanou hlavu®.

Zavislosti hodnot nizkopravdépodobnostniho piku jsou vice diverzifikované, ale
stale je zde patrny trend specializovanéjSich ryb pii ovlivnéni ethanolem, a to zejména
z nizsich rozptylt hodnot maxim u experimentu (¢ervené) nez u reference (modre).

Dvéma hlavnimi poznatky, které jsme z grafu zjistili, byly trend véEtsi stereotypnosti
hejna pfi ovlivnéni ethanolem a skutecnost, ze jiz velmi malymi koncentracemi ethanolu

je mozné ovlivnit chovani ryb. Ryby se pii ovlivnéni ethanolem maji tendenci chovat

stereotypnéji, nez pokud jim ovlivnéné nejsou.
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Graf 19 Prumeérné hodnoty vah pravdépodobnosti pro roli nasledujiciho pro jednotlivé ovilivnéné (Cerveng) a neoviivnéné (modie) ryby v hejnu v zavislosti na
koncentraci ethanolu. Vysokopravdépodobnostni pik (jedinec nasleduje az 4 ryby, nahote), nizkopravdepodobnosti pik (jedinec nasleduje jen jednu rybu, dole)
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4 Diskuse

V této bakalaiské praci jsme sledovali vliv nizkych koncentraci ethanolu na
Sesticlenné hejno parmicek Ctyfpruhych (Puntigrus tetrazona). Z vysledkii vyplynulo, Ze
struktura hejna byla i v takto nizkych koncentracich ovlivnéna pfitomnosti ethanolu ve
vodé. U ryb doslo ke zménam jejich chovani a zménam v dynamice chovani hejna. Zmény
byly popisovany jako zmény chovani ryb ve tiech pfedem urcéenych rolich. Obecné se u
hejna objevila tendence ke stereotypnéjSimu chovani pii ovlivnéni ethanolem.

Mackova a kol. (2022) a Ladu a kol. (2014) vyuzivaji ve svych studiich stejny
modelovy organismus a stejnou testovaci latku. Vyuzivaji vSak vyssi koncentrace
ethanolu. Nizké koncentrace ethanolu jsme v této praci zvolili vzhledem k dalSimu
vyzkumu probihajicimu k tomuto tématu na UKS v Novych Hradech. V této bakalatské
praci jsme vychézeli z prvotnich poznatkti uvedenych v praci Mackova a kol. (2022).
Zvolili jsme vSak ptistup, ktery se vice zabyval strukturami v hejné a vztahy mezi rybami,
nebo rychlost (Mackova a kol., 2022) ¢i vztah mezi jednim rybim jedincem ovlivnénymi
ethanolem ke skupiné neovlivnénych ryb v jedné nadrzi (Ladu a kol., 2014). Ladu a kol.
(2014) zjistili, ze ryby ovlivnéné ethanolem se pohybuji vice a s vyssi rychlosti. Pii
srovnani s nasim experimentem, ve kterém se ryby chovaly obecné stereotypnéji
zjisStujeme, ze je ziejmée rozdil v chovani hejna, pokud je ovlivnéno celé, oproti stavu,
kdy je ovlivnén pouze jeden jedinec.

Testovaci latka — ethanol — se ve vodach bézné nevyskytuje, bézné jsou spise jeho
metabolity. Je vSak Casto vyuzivan pii vyvoji novych sledovacich zafizeni naptiklad v
upravnach pitné vody (Mackova a kol., 2022). Jeho mozna jesté dulezitéjsi vyuziti je ve
vyzkumu FASD (fetdlni alkoholovy syndrom), ktery postihuje novorozence narozené
matkam zavislym na alkoholu (Baggio a kol., 2017; Facciol a Gerlai, 2020; Fernandes a
kol., 2019). Ve studiich se vyuziva i latka taurin, ktera je bézna v energetickych népojich
tolik oblibenych mladou generaci. Jeho kombinace s ethanolem napiiklad v michanych
koktejlech v nocnich podnicich ovliviiuje CNS ¢loveéka i ryb (Fontana a kol., 2018). Je
ziejmé, ze ethanol nesmi byt jedinou zkoumanou latkou a bude potieba provést sledovani
vice riznorodych latek, a to véetné riznych kombinaci téchto latek, které se mohou ve
vodach vyskytnout. Pro kazdou tpravnu vody bude zfejmé tfeba vytipovat latky, které by

se mohly v nizkych koncentracich v dané lokalité vyskytovat a kvalitu vody ovliviovat,
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a ty testovat. Firma ENVI-PUR napiiklad planuje umistit zatizeni na sadkach s recirkulaci
vody, kde kritickym krokem je ozonizace a zachyceni jiz velmi nizkych koncentraci
0zonu.

Parmicka ctyipruha je popularni akvarijni rybou zejména u zacinajicich akvaristi,
neni vSak nejbéznéjsi rybou vyuzivanou pro sledovani zmén chovani. Mnohem castéji je
vyuzivano danio pruhované (Baggio a kol., 2017; Facciol a Gerlai, 2020; Fernandes a
kol., 2019; Fontana a kol., 2018; Liao a kol., 2011; Miller a kol., 2013; Yuan a kol., 2018).
My jsme zvolili parmicky Ctyfpruhé pro jejich vyraznéjsi zbarveni, podle které¢ho jsou
jednotlivci snadno identifikovatelni (coz bylo v nasem trasovacim algoritmu vyuzito k
automatické detekci jednotlivei, kap. 2.3) a pro jejich schopnost tvofit hejna jiz v malych
poctech. Dle mého osobniho nazoru se jedna o druh, ktery je tak nenaroc¢ny, zZe jej Spatnou
péci nelze nijak vyrazné poskodit. Je tedy vhodny pro vyuziti v primyslovych objektech
na rozdil od velevruba malitského a nadmutého (Dunaj, 2022), ktefi jsou citlivi nejen na
zmény kvality vody, ale jakozto plzi jsou i vice nachylni k poskozeni nevhodnym
zachazenim.

Na FROV JU jsou pro sledovani zmén kvality vody vyuZzivani také raci. Je u nich
sledovana zména srdecniho tepu pfi pfidani kontaminantu do vody. Jde o neinvazivni a
rychlou metodu (Kuklina a kol., 2018, 2019; LozZek a kol., 2019). Vyuziti kamery mtlize
u organismu snizit hladinu stresu oproti vice invazivnim metodam.

Otazkou ziastava, zda neni vyuZivani stile stejné skupiny pro experiment
kontraproduktivni. Chaccon a Luchiari (2014) zjistili, ze i pfes vystaveni ethanolem jsou
dania pruhovana stale schopny uceni. Lze tedy predpokladat, Ze i parmicky ¢tyipruhé jsou
schopny se ucit, coz mohlo ovlivnit sledovani v pozdéjSich pokusech. Ryby mohly
predpokladat zménu prostiedi, coz mohlo ovlivnit jejich hladinu stresu a celkové chovani
jak v referenénim pokusu, tak v pokusu s ethanolem. Bylo by tedy vhodné provést
experiment s nékolika riznymi skupinami, aby se moznost tohoto ovlivnéni co nejvice
vyloucila.

Mackova a kol. (2022) ve své praci popisuje problém odrazu rybicek v lesklém skle
akvaria. Zejména samci maji tendenci reagovat na odraz v zrcadle. Toto chovani mohlo
ovlivnit vysledky méfeni u celého hejna. ReSenim tohoto problému by bylo zmatnéni stén
akvaria, ¢cimz by se eliminoval vznik odrazli. V experimentalni sestavé popisované v této
praci je vSak toto feseni nevhodné. Kamera je umisténa kolmo na ptedni sténu akvaria a
jeji zmatnéni by tedy prakticky zamezilo moZnosti nahravani. Zptsobem, jak tento

problém odstranit, je umisténi kamery nad akvarium. Experimentilni akvarium a
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nastaveni, které bylo v této bakalaiské praci vyuzito pro provedeni experimentu, je pouze
docasnym feSenim. Cilem celého badani je sestava akvaria a kamery vytvofena pro
pouziti v tipravnach pitné vody. Neni tedy mozné, aby zafizeni zabiralo celou mistnost.
Prototyp tohoto akvaria vytvoteny ve spolupraci se spolecnosti ENVI-PUR je v dobé
psani této bakalarské prace pravé zavadén do zkuSebniho laboratorniho provozu a jsou na
ném provadény prvni experimenty. Hlavni rozdily oproti experimentalni sestavé 5iD
Viewer jsou ve velikosti akvaria, umisténi kamery a matnych sténach akvaria. Kamera je
umisténa nad akvarium a dosSlo k odstranéni zrcadel. Skla jsou matna, coZ zamezuje
ovlivnéni ryb jejich odrazem. Z prvnich pozorovani se vSak zd4, ze matna skla negativné
pusobi na kvalitu vody v akvariu. Na matném povrchu se 1épe drzi necistoty a je hife

Cistitelny. Bude nutné vytvofit idealni plan péce o toto akvarium.
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5 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo ziskat informace o vlivu nizkych koncentraci
ethanolu na parmicky Ctyfpruhé. Porovnanim deseti koncentraci ethanolu s deseti
referen¢nimi pokusy jsme ziskali datovou sadu, ze které jsme vyhodnotili tdaje o tfech
raznych rolich, které ryby v hejnu mohou zastavat. Tyto role jsme pojmenovali vidce,
prosttedni a nasledujici.

Ryby se v kazdé roli chovaji jinym zplisobem a maji jiné reakce na ovlivnéni
ethanolem. V rolich viidce a prostfedniho reagovaly ryby na ovlivnéni siln€, zatimco role
nasledujiciho se ménila méng. U role nasledujiciho bude zcela zajisté potieba hlubsiho
zkoumani, jelikoz jeji vysvétleni neni tak pfimocaré, jaké jsme zvolili v této praci.

Ethanol ovlivnil ryby jiz pfi nejnizSich koncentracich. Ryby ovlivnéné ethanolem
vykazovaly ve vsech rolich stereotypnéjsi chovani.

Z prace je ziejmé, ze v tomto tématu je mozné pokracovat nc¢kolika sméry. Bude
nutné se vydat smérem k testovani riznych latek béznych i méné béznych ve vodnim
prostedi. Bylo by v§ak vhodné se nadale vénovat i podrobnéjsimu studiu popsanych roli
a subroli a jejich specifikim. Matematickym zakladem bude rozdéleni na vice
Gaussovych kiivek, ptipadné jinych kiivek, pro charakterizaci rozdéleni roli v hejnu.
Primérné hodnoty pravdépodobnosti jednotlivych kiivek odpovidaji pravdépodobnostem
vyskytu dominantnich struktur v hejnu. Tim ziskdme co mozna nejvice kompletni
matematicky popis hejna.

Zaveér prace pomérné presné vyjadiuje poupraveny vyrok z filmu Limonadovy Joe:
,»Alkohol (nejen) rybimu hejnu v malém mnozstvi prospiva. Alkohol podavany v malych

davkach neskodi v jakémkoliv mnozstvi.*
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Abstrakt

Zmény hejnového chovani akvarijnich ryb v pFitomnosti kontaminantu

V této praci je popisovana velice citliva metoda sledovani zmén kvality vody za
pomoci bioindikatoru. Cilem bylo ziskat informace o zménach hejnového chovani v
nizkych koncentracich ethanolu (od 1,14-1077 do 3,84-10° %o). Parmicky &tyipruhé
(Puntigrus tetrazona) jsou ryby, které snadno tvofi hejna. Jejich hejna jsou strukturovana
a ryby uvniti hejna maji rizné role. Jednotlivé role jsme pojmenovali viidce, prostiedni a
nasledujici. Pii ovlivnéni jiz nizkymi koncentracemi ethanolu se chovani ryb v
jednotlivych rolich méni. Role viiddce byla nejjasnéji definovana a vykazovala vyrazné
rozdily oproti referenénim pokustim. Role prostfedniho vyzaduje jesté dal§i zkoumani,
ale i ona vykazovala zmény pfi ovlivnéni ethanolem. Role nasledujiciho se ménila pii

ovlivnéni ethanolem ze vsech tfi roli nejméné.

Kli¢ova slova: ethanol, parmicka Ctyfpruha, Puntigurs tetrazona, hejnové chovani,

hejno
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Abstract

Changes in shoaling behaviour of aquarium fish in presence of a contaminant

This thesis describes a highly sensitive method of monitoring water quality using a
bioindicator. The aim was to obtain information about changes in shoaling behaviour at
low concentrations of ethanol (from 1.14-1077 to 3.84-107 %o). Tiger barbs (Puntigrus
tetrazona) are fish that easily form shoals. Their shoals are precisely structured and fish
inside the shoal have different roles. The individual roles were named as leader,
intermediate, and follower. When affected even by low concentrations of ethanol, the
behaviour of fish changes in each role. Leader was the role that was the most clearly
defined and showed significant differences compared to the reference experiments. The
role of intermediate requires further investigation but has also shown changes in ethanol
exposure. The role of follower has changed the least of the three roles during ethanol

exposure.

Keywords: ethanol, tiger barb, Puntigrus tetrazona, shoaling behaviour, shoal
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