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Produkce ryb z raznych systému chovu, tedy z akvakultury, celosvétové pokryva
témeér polovinu veskeré nabidky ryb. Jednou z moznosti jsou intenzivni metody
chovu ryb, které se staly soucasti technologie jejich chovu po celém svété.
S ohledem na nedostatek kvalitni vody i poZadavek na minimalizaci zatéze
prostfedi z téchto chovl dochazi k rozSifovani recirkulanich systému rizného typu.
Ty jsou vyuzivany pro rizné druhy ryb, jsou rizné konstrukce i rizné technologie.
Jednim z nich je i systém vyuzivajici airlifta, zajistujicich pohyb vody a vyménu
plyna, ktery jsme si zvykli oznaCovat jako ,systém danského typu“. Vedle tohoto
systému, dochazi u nas k budovani dalSich recirkulacnich systému pro teplomilné
i studenomilné druhy ryb. V soucCasnosti vSak jednoznacné dominuje chov ryb
lososovitych.

Workshop je pofadany pro prezentaci dosavadnich zkuSenosti s vyuzivanim RAS
nejen danského typu se zamérenim na veterinarni problematiku a predani zkusenosti
ziskanych v poslednich letech zejména v ramci feSeni projektt NAZV QJ1210013
»rechnologie chovu sladkovodnich ryb s vyuzitim recirkulacnich systému danského
typu se zaméfenim na metody efektivniho Fizeni prostfedi a veterinarni péce*
a QJ1510077 Zvy$eni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR s vyuzitim
jejich genetické identifikace® i projektd dalSich. Seminaf zaméreny na uvedené téma
je jiz druhym v pofadi organizovany na oddéleni rybarstvi a hydrobiologie Mendelovy
univerzity v Brné. Zaroven rozSifuje nepfiliS poCetny soubor akci realizovanych pro
Sifeni poznatkl zabyvaijicich recirkulaénimi systémy a intenzivnimi chovy i v oblasti
veterinarni problematiky. Velky dik na tomto misté patfi i ttm provoznim subjektum,
které nemaji obavu pustit si do chovu veterinarni Iékare.

za organizacni tym
Prof. Dr. Ing. Jan Mare$ — koordinator projekti NAZV
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RECIRKULACNI AKVAKULTURNI SYSTEMY, PROJEKTY A PODPORA RAS
Jan Mares

Mendelova univerzita v Brné, Oddéleni rybarstvi a hydrobiologie,
Zemédélska 1, 613 00 Brno

Recirkulaéni akvakulturni systémy (RAS) jsou jeden z nejsofistikovanéjSich
produkénich systémud chovu ryb moderni doby. Jejich souc€asti je vedle chovnych
nadrzi i sekce na Cisténi vody (mechanické a biologické filtry), zafizeni pro optima-
lizaci podminek prostifedi (teplota, obsah rozpusténého kysliku, hodnota pH etc.)
a desinfekce vody (UV lampy, ozén). Hlavnimi pfednostmi RAS jsou minimalni zavis-
lost na zdroji vody, celoroCni produkce ryb a minimalizace dopadu intenzivniho chovu
ryb na okolni pfirodu a vodni prostfedi. Pfednosti je samoziejmeé vice v zavislosti na
jejich konstrukci a druhu chovanych ryb. Jsou povazovany za jeden z adaptacnich
mechanismu chovu ryb na nevyrovnané hydrologické poméry v pribé&hu probihajicich
klimatickych zmén. Na druhou stranu jsou prednosti vyvazeny fadou nevyhod. Prvni
Z nich je vysoka investicni naroCnost, na kterou navazuji pomérné vysoké provozni
naklady spojené zejména se zajisténim pohybu vody, saturaci vody kyslikem, odstranéni
zatizeni vody chovem ryb, udrzovani optimalniho prostfedi pro chov ryb a cinnost
biofiltrd a udrzovani prostfedi bez vyskytu plivodcli onemocnéni. Tedy naklady na ener-
gii spolu se zajisténim obsluhy, kvalitniho nasadového materialu a vhodného krmiva.
Pro ekonomicky efektivni provoz je zapotiebi vysoka produkce dobfe zpenézitelnych
ryb pfiznivé nutriéni hodnoty, minimum zdravotnich problému a vybalancovani jednotli-
vych vstupud. Z uvedenych divodu je zapotfebi vénoval znaénou pozornost technické-
mu feSeni budovanych systémda, v€etné precizné provedené praci, zvolit vhodny druh
chované ryby, zajistit bezpecny zdroj nasadového materialu a zodpovédny personal.
A k témto pozadavkim bych dodal — vyuzit dotace na vybudovani takovych systému
a spolupracovat se subjekty, které maiji zkuSenosti s provozem téchto systému nebo
se podileji na jejich vyvoji a optimalizaci provozu. A to v€etné vyzkumnych projektd,
které pfinaseji nové poznatky, informace a zku$enosti. Takova spoluprace pfinasi
naskok ve zkuSenostech a v fadé pfipadud i posun v technologii i vybaveni systémda.
Vyzkum vSak nepfinasi vzdy okamzity uspéch a vyzaduje trpélivost. Zasada, kterou
vStépujeme i studentim, je minimalizace negativniho dopadu vyzkumu na zivot ryb.
Jaké mnozstvi ryb zaplatilo svym zivotem za historicky dlouhy vyvoj jejich chovu Ize
jen tézko odhadnout. Ne hned se vSechno podafi.

Z uvedenych duvodul jsou vypisovany vyzkumné projekty a dotacni tituly, aby
ekonomické dopady vyzkumu nelezely jen na bedrech chovatell. A to je skuteCnosti
i v otazce budovani RAS a dalSich systému intenzivniho i extenzivniho chovu ryb
respektujicich minimalizaci ekologickeé zatéze po celém svété.

Intenzivni chov ryb je realizovan a rozvijen v pribéhu posledniho stoleti,
recirkulacni systémy pak posledni pulstoleti. Od experimentalnich ,modeld“, pfes jed-
noduché systémy s malym zatizeni vyuzivané pro zimni odchov reofilnich ryb nebo ryb
dekoracnich, az po systémy dosahujicich produkce v Fadu stovek kilogramu z jednoho
metru krychlového ro&né. Vyuziti RAS je v Ceské republice velmi diversifikované.
Jedna se o produkci importovanych teplomilnych druhu (tilapie nebo clarias) vyuziva-
jici oteplenou vodu, systémy produkujici v kontrolovanych podminkach tradic¢ni cenné
druhy ryb (napf. candat, sumec nebo jesetefi), pfipadné kombinované technologie
chovu, vyuzivajici vyhod téchto systému v klimaticky nepfiznivych obdobich roku nebo



k pocCateCnimu odchovu ryb vysazovanych do pfirozenych podminek. Dominantni
postaveni maji vSak ryby tradi¢né produkované intenzivnim zptsobem, a to ryby loso-
sovité. Od pstruha duhového, pfes rizné druhy sivent v€etné mezidruhovych hybridl
az po zacinajici chov lososa. V nasich podminkach se v souCasnosti jedna zejména
o pstruha duhového s ro¢ni produkci 400-600 tun a sivena amerického 230-360 tun
(Situacni a vyhledova zprava Ryby. MZe 2015). Celkové tedy vyznamné nepfevysujici
800 tun. Velka cCast lososovitych ryb konzumovanych v naSich zemich pochazi
z importu z riznych zemi, ¢asto ve velmi rozdilné kvalité.

Vzhledem k omezenému mnozstvi zdroji kvalitni vody pro chov lososovitych
ryb v pritocnych systémech, v€etné nevyrovnaného mnozstvi vody v prabéhu roku,
zdravotnim rizikim a snaze o snizeni dopadu jejich provozu na recipienty, doslo
v poslednich deseti letech k vystavbé nékolika recirkulacnich systému pro chov
ryb. Nékolik z nich jsou RAS tzv. danského typu (obr.1). Jedna se o horizontalni
recirkulacni systémy vyvinuté v Dansku vyuzivajici velké mnozstvi vzduchu vhanéného
na ruzna mista recirkulace, zajistujici pohyb vody a vyménu plynu, pohyb elementl v
plovouci ¢asti biofitru. Dmychadly hnany vzduch je potrubim rozvadén do nékolika typu
airlift rozmisténych v systému. Zakladem pohybu vody je hluboky airlift, zajiStujici
pohyb vody v systému, tedy od biofiltru do chovnych nadrzi a zpét do filtru. Pohyb vody
v chovnych Zlabech zajistuje nizkotlaky airlift, umistény ve Zlabu naproti pfitoku. DalSi
perforované potrubi pfivadi vzduch do plovouciho biofitru. Za ponofenym biofitrem
umistény rost zajistuje odplynéni vody po prichodu filtraci. Vzduch vhanény do potrubi
s v&tsimi otvory v ponofeni &asti biofiltru zajistuje podle potieby jeho &isténi. V CR
byly vybudovany tfi tyto systémy. Vzhledem ke skuteCnosti, Ze byly vyvinuty pro jiné
klimatické podminky, dochazi v téchto RAS v prubéhu roku ke zméné podminek,
s tim souvisejicim kolisani pfijmu potravy, intenzity rlstu ryb, jejich produkce i €innosti
biofiltru. Pfestoze jsou vybudovany ve vysSich nadmofiskych vySkach, dochazi zde
v letnich mésicich ke zvySeni teploty nad optimalni hodnotu pro chov lososovitych ryb,
v zimnim obdobi pak vyznamnému poklesu teploty az zamrzani. Optimalizace teplot-
nich podminek je mozna vybudovanim zastfeSeni systému nebo eliminaci teplotnich
extrému zakrytim systému a vyuzitim podzemni vody k doplfiovani systému. Zarazeni
nizkotlakych difuzérd je vyuzivano jako samostatny prvek u fady jinych systéma.

Jinym systémem je vybudovani recirkula¢nich systému v halach s fizenym teplot-
nim rezimem, s moznosti chovu ryb s rozdilnymi teplotnimi naroky, vyuZzivajici systému
tepelnych vymeénikd pro optimalizaci teplotnich podminek jednotlivych okruhu.
Obecné plati, Ze mensim problémem je zvySeni teploty ve srovnani s potfebou jejiho
ochlazeni.

Obr. 1. Schéma konkrétniho reseni recirkulacniho systému danské tech-
nologie na rybi farmé v Pravikové (Vitek a kol. 2011)
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SpoleCnym prvkem rlznych RAS je vedle optimalizace jejich technického feseni
a technologie chovu jednotlivych druhu ryb, zvladnuti péce o biofitry jako zakladniho
prvku fungovani RAS, zajisténi kvalitniho a bezpecného nasadového materialu
a vyreSeni zdravotni problematiky chovu ryb. Preventivni a [é€ebné zasahy vyznamné
ovliviiuji Cinnosti biofitru a je tedy nezbytné zvladnout prevenci zavleCeni plvodcu
onemocnéni do systému a jejich efektivni eliminaci bez negativniho dopadu na funkci
biofiltru. Samostatna pozornost je vénovana kvalité a upravé vody vyuzivané pro dopl-
novani RAS. To jsou témata aktualné feSena v fadé vyzkumnych projektu.

Vyzkumné projekty s obsahem fFeSici i problematiku RAS na experimentalni
nebo poloprovozni Urovni byly zadavany jiz fadu let. Pro informaci jsou prezentovany
nékteré z nich.

Biologické a ekologické aspekty intenzivniho odchovu plidku jesetert v podminkach
CR. (GACR 1994-1996).

Biologické a technologické aspekty chovu sumce velkého (Silurus glanis) v podmin-
kach CR. (NAZV 1995-1997).

Technologie produkce trzniho okouna (NAZV 1999 —2001).

Inovace a vypracovani norem potfeby zZivin pro hospodarska zvifata a ryby (NAZV
2000-2004).

Vyvoj novych technologii odchovu hospodarsky vyznamnych fi¢nich druhd ryb a rakud
ohrozenych degradaci pfirodniho prostredi. (NAZV 2003-2007).

Produkce nasad candata obecného pfi vyuziti metody kombinovaného chovu (2005).
Rozvoj produkce ryb s vyuzitim technickych akvakultur a jejich kombinace s rybni¢nimi
chovy (NAZV 2004-2007).

Vyvoj novych metod chovu vybranych perspektivnich akvakulturnich druhl s vyuzitim
netradi¢nich technologii (NAZV 2007-2011).

VycCet samoziejmé neni Uplny, vychazi z projektd FeSenych na brnénském pracovisti a
ma jen dokumentovat, Ze problematika chovu ryb s vyuzitim RAS neni nova.

Projekty udélené MZe CR v poslednich letech pfimo zaméfené na feSeni
problematiky chovu ryb v recirkulacnich akvakulturnich systémech:
Optimalizace podminek intenzivniho chovu lososovitych ryb v podminkach Ceské
republiky s vyuzitim danské technologie se zamérenim na kvalitu produkovanych ryb.
(QI91C001, NAZV 2009-2013).
Technologie chovu sladkovodnich ryb s vyuzitim recirkulaénich systému danského typu
se zaméfenim na metody efektivniho Fizeni prostfedi a veterinarni péce. (QJ1210013,
NAZV 2012-2016).
Zvyeni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR s vyuzitim jejich genetické
identifikace. (QJ1510077, NAZV 2015-2018).
Na feSeni projektu se podili vzdy univerzitni védecka pracovisté (MENDELU, JU, VFU,
UBO AV CR v.v.i.) v tymu s provoznimi subjekty (BioFish s.r.o., Pstruhafstvi Mlyny,
Rybafrstvi LitomySl, s.r.0) a ve spolupraci s dalSimi provoznimi subjekty. Tuto
spolupraci povazuji za velmi vyznamny prvek pfenosu zku$enosti a poznatkd pfimo
k chovatelim. Dale pak organizaci odbornych akci zaméfenych na pfedavani infor-
maci chovatelskym subjektliim, v€etné osobniho kontaktu, jako je i tento seminar.

DalSi podpora budovani recirkulaénich akvakulturnich systému na narodni urov-
ni vychazi ze spolecné rybarské politiky EU a nafizeni o Evropském namornim a rybar-
ském fondu pro roky 2014-2020. Pro uvedené obdobi ma spole€na evropska politika
hospodafit s rozpo&tem 6,5 miliardy EUR. V bfeznu 2014 schvalila viada CR material
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s nazvem ,Vicelety narodni strategicky plan pro akvakulturu na obdobi 2014—-2024".
V soucasnosti jsme ve druhém programovacim obdobi spole¢né rybarské politiky,
tj. OP Rybarstvi 2014-2020. DalSi informace na http://eagri.cz/public/web/mze/dotace/
operacni-program-rybarstvi-na-obdobi-1/.

OP Rybafstvi programovaci obdobi 2014-2020 je zaméfeno na téma ,Udrzitelna
a konkurenceschopna akvakultura zalozena na inovacich, konkurenceschopnosti,
znalostech a G&inn&j8im vyuziti zdroji, rozvoj udrzitelného chovu ryb v Ceské
republice a zajisténi rovhomeérnych dodavek sladkovodnich ryb béhem roku na domaci
trh v€etné rozvoje mimoprodukénich funkci rybnika®.

Produkcni rybarstvi spada do Priority Unie 2: ,Podpora environmentalné udrzi-
telné, inovativni a konkurenceschopné akvakultury zaloZzené na znalostech a ucinné
vyuzivajici zdroje“.

Samotné intenzivni chovy jsou podporovany v ramci Opatieni 2.4 ,Recirkulacni
zarizeni a prato€né systémy s docistovanim®.

Opatfeni pfispiva ke specifickému cili podporou investic do recirkulanich zafi-
zeni a prato€nych systému (v€etné lihni) s docistovanim. Investice budou sméfrovany
do modernizace stavajicich €i novych zafizeni pro produkci ryb Setrnych k Zivotnimu
prostfedi a podporujicich snizovani negativnich vlivi na zivotni prostfedi a zvySovani
ucinnosti vyuzivani zdroju.

Pro podporu budovani RAS je mozné vyuzit 50% dotaci na pokryti uznatelnych
nakladl na technologie RAS a 10% dotaci na stavby. Finanéni prostfedky alokované
na podporu tohoto opatfeni se pohybuji vyznamné nad hranici sto miliond korun.
Odhadovana produkce z RAS v roce 2013 byla na urovni 100 tun ro¢né, cilova
hodnota programovaciho obdobi je planovana na urovni 1.100 tun v roce 2024.
Celkova produkce ze systému intenzivniho chovu by méla narustat ze sou€asnych
zhruba 800t 0 0,75-2,4 % rocné. Varianta vychazejici z odhadu OECD-FAOQO na urovni
narGstu 2,4% ro¢né je v CR povazovana za ,velmi optimistickou variantu vyvoje“.
Cilova hodnota je tak zpracovana ve tfech, resp ve dvou realnych variantach predpo-
kladajici narust o 1.300 t resp. 3.300 t.

Zadosti byly podavany zatim v ramci 1. vyzvy v roce 2015 a v ramci 5. vyzvy
v fijnu 2016. DalSi vyzvy budou nasledovat podle harmonogramu schvalovaného Mo-
nitorovacim vyborem OP.

DalSi prostfedky Ize Cerpat Opatieni 2.2. ,Produktivni investice do akvakultury®
a u zacinajicich podnikatelt i z Opatfeni 2.3. ,Podpora novych chovatelu*.

Zadosti jsou podavany standardnim zpdsobem pres SZIF v aplikaci Portal
farmare.

Jak je zfejmé z predchazejiciho textu, podpora chovu ryb v fizenych podmin-
kach, jako oblast produkce dopliujici stavajici tradicni rybnikafstvi, ma evropskou
i narodni podporu vychazejici jak z dotagnich tituld OP Rybafstvi, tak i z podpory
zejména Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum, a to ve formé vypisovanych
vyzkumnych projektd sméfujicich k optimalizaci intenzivniho chovu ryb v&etné recirku-
laCnich akvakulturnich systému.

Podékovani

Prispévek vznikl za financni podpory Narodni agentury pro zemédélsky
vyzkum, projektu QJ1210013 ,Technologie chovu sladkovodnich ryb s vyuzitim recirku-
laCnich systémU danského typu se zamérenim na metody efektivniho Fizeni prostiedi
a veterinarni péce*“
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CHOV RYB V RECIRKULACNICH AKVAKULTURNICH SYSTEMECH V CR
Koufil, J.

J,ihoéeské univerzita v Ceskych Budéjovicich, Fakulta rybér’svtvi a ochrany vod,
Ustav akvakultury a ochrany vod, Husova tfida 458/102, 370 05 Ceské Budéjovice

Recirkulaéni akvakulturni systémy (dale RAS) pfedstavuji vyznamnou a kvali-
tativné zasadni zménu technologie v chovech ryb. Tyto systémy se vyznacuji vysokou
produkci z jednotky plochy, vyrazné nizkymi pozadavky na zdroj pfitokové vody
a velmi omezenou (teoreticky nulovou) produkci vypousténého znecisténi. Krmeni
chovanych ryb je nutno zabezpeCovat zcela vylucné kompletnimi krmivy
z vnéjSiho prostfedi (vyjma specifického systému bioflock), pfi respektovani
nutricnich potfeb jednotlivych druhd, resp. vékovych (velikostnich) kategorii, s pfihléd-
nutim k pozadavkim RAS (zejména s ohledem na okolnost, Ze krmiva by sama neméla
prili§ znecistovat vodu napf. vy$§§im obsahem prachu apod.).

Cisténi vody v RAS zahrnuje odstrafiovani nerozpusténych latek (exkrementd,
pripadné zbytkd krmiv a uvolnénych bakterialnich narostl) pomoci ruznych zpusobl
sedimentace nebo mechanické filtrace, €i jejich kombinace, pfipadné doplnéné flotaci.
Vlivem metabolismu ryb ve vodé obsazeny toxicky amoniak je nasledné v biologickych
filtrech rizné konstrukce pomoci nitrifikacnich baktérii oxidovan na dusi¢nany. Nitri-
fikace je dvoustupnovy proces, probihajici zpravidla v ponofenych nebo zkrapénych
biologickych filtrech (nebo biologickych filtrech i jiné konstrukce), pfi kterém je pfitomny
amoniak nejdfive pfemenovan na dusitany, a bezprostifedné poté, jsou dusitany
dale oxidovany na dusi¢nany. Jednou z podminek Uuspésné nitrifikace je dostatecna
minimalni koncentrace ve vodé rozpusténého kysliku. Obé faze obvykle nasleduji tésné
za sebou, proto se v normalné fungujicim systému ve vodnim prostfedi zpravidla
nehromadi dusitany (vyjimkou mohou byt nové zapracovavané biologické filtry).
V biologickych filtrech se obvykle vyskytuji sou¢asné i dal$i mikroorganismy (hetero-
trofni bakterie a prvoci), které metabolizuji pfitomné organické slouceniny. Je Zadouci,
pusténych latek. V opacném pripadé rostou heterotrofni bakterie vyrazné rychleji nez
nitrifikani bakterie a pfevladaji v konkuren&nim boji o prostor a kyslik. Nékteré nové
RAS jsou vybavovany i denitrifikacni jednotkou. Proces denitrifikace probiha naopak
v anoxickém prostfedi. DusiCnany nebo amoniak jsou zde pfeménovany na inertni
plynny dusik unikajici do atmosféry. Podminkou denitrifikace je rovnéz pfitomnost
z vnéjSiho prostiedi cilené presné davkovaného organického uhliku (napf.
metylalkohol).

Nasledna uprava vody zpravidla zahrnuje odplynéni (zejména snizeni obsahu
ve vodeé rozpusténého oxidu uhli¢itého, pfipadné dusiku), upravu pH, zvySeni obsahu
ve vodé rozpusténého kysliku (pomoci aerace €i oxigenace), pripadné téz desinfekci
vody (pomoci ozonizace nebo UV zafeni) a upravu teploty vody (ohfev). Na rozdil od
pruto¢nych systémul s ohfevem vody, dochazi u RAS k vyraznému snizeni potreby
kapacity tepelného zdroje (a tedy i nakladi na ohfev ve srovnani s prutocnymi
systémy). K ohfevu vody Ize vyuzit plynnych, kapalnych nebo tuhych paliv &i elektrické
energie, tepelnych Cerpadel, solarnich systémdu, bioplynovych stanic, chladici vody
z prumyslovych podnikl a energetiky, termalni vodu aj., resp. riznych kombinaci
téchto zpusobdu.

Cirkulace vody v systému je zabezpeCovana Cerpanim pomoci klasickych
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vodnich Eerpadel rizné konstrukce. Do systému se doplfiuje zpravidla 1-5 % nové vody
z celkového objemu prutoku vody systémem, tzn., Ze voda je vyuzita mnohonasobné
(v uvedeném rozpéti stokrat, resp. dvacetkrat). PFitok vody slouzi k doplfiovani odparu,
nahradé technologickych ztrat vody (odkaleni chovnych nadrzi, sedimentacnich
zarizeni, mechanickych a biologickych filtr( aj.), pfipadné je vyuzivan k nafedovani
obsahu dusi¢nant (pokud neni soucasti systému denitrifikacni jednotka). Zdroj
doplfikové vody musi byt spolehlivy, pfedevSim z hygienického hlediska. Nejvhod-
néjSi je pouziti podzemni vody, pfipadné destové vody. Experimentalni a malé
chovatelské systémy mohou vyuzivat i vodu z vodovodni sité. Pouziti povrchoveé vody
je, predevsim z hygienickych duvodu, nevhodné. Nedilnou soucasti RAS jsou ruzné

sofistikované systémy méreni, regulace a fizeni provozu a signalizace meznich
hodnot a stavu (v€etné vyuziti dalkového pfenosu dat, pfipadné u pokrocilych zafizeni
s moznosti dalkové vizualni kontroly a moznosti ovladani nékterych prvkl systému).
Konstrukce recirkulacnich systému se orientuje riznymi sméry, zejména s cilem zvySeni
provozni spolehlivosti a snizeni energetickych vstupt pro provoz RAS. Jednou z variant
jsou horizontalné uspofadana zarizeni s malymirozdily hladin v jednotlivych soucastech
celého systému. Na rozdil od vertikalnich systémU (vyznacujicich se, nékolika
urovnémi hladin nad sebou), umoznuji horizontalni systémy minimalizovat poZadavky
na Cerpani vody klasickymi vodnimi Cerpadly a jejich nahradu tzv. airlifty (s pouzitim
bud tlakového vzduchu, nebo kysliku). Tim je souCasné CasteCné feSena i potieba
dodavky kysliku do vodniho prostfedi pro ryby i biologické filtry. Specifickou formou
horizontalnich RAS jsou tzv. danské RAS, kombinujici uvedeny systém cirkulace vody
mezi chovatelskou Casti a Casti pro CiSténi a upravu vody s aeraci a protismérnym
pohybem vody ve dvou vrstvach nad sebou pfimo v odchovnych nadrzich, umoznujici
sedimentaci a souc€asnou eliminaci rybich exkrementi z vodniho prostfedi pfimo
v nadrzich.

Zvlastni formou RAS jsou akvaponické systémy, u niz se vyuziva v cirkulujici
vodé se vyskytujicich zivin produkovanych chovanymi rybami k vyzivé kultivovanych
rostlin. Tato technologie spojuje produkci vodnich ryb (pfipadné jinych vodnich
zivoCichll) s péstovanim rostlin. Jde v podstaté o propojeni intenzivni akvakultury
a hydroponie. Kazdy z téchto dvou systému, provozovany samostatné, ma své
nedostatky, avSak jejich vzajemnym spojenim se tyto problémy do znacné miry
eliminuji. Jestlize se klasické RAS musi vyporadavat s kontinualnim odstrafovanim
nadbyte€nych Zivin ze systému pomoci filtrace, sedimentace, nitrifikace, denitrifikace
acastecné vymény vody v systému (aby doslo k udrzeni odpovidajici kvality prostfedi pro
chované ryby), hydroponicky systém naopak potfebuje, odpovidajici mnozstvi
Zivin k rustu vybranych plodin. Rostliny vyuzivaji ziviny obsazené ve vodé jako
stavebni latku pro tvorbu nové biomasy a soucasné jejich kofenove systémy poskytuji
substrat pro uchyceni nitrifikacnich bakterii. Tyto bakterie pak transformuji rybami
vylou€eny amoniak na dusi¢nany, jez jsou nasledné vyuzivany rostlinami. Voda cirku-
luje mezi nadrzemi s chovem ryb a Casti systému, kde jsou kultivovany rostliny.
Takovyto vysoce produktivni systém vytvari idealni podminky pro péstovani
rostlin (nejCastéji jsou péstovany rajCe, okurka, paprika, listovy salat a bazalka).
Akvaponické systémy vyuzivajici k eliminaci znecisténi produkovaného rybami tropické
dfeviny a kefe jsou oznaCovany terminem tropenhaus (jsou provozovany
zejména ve Svycarsku a Némecku). Mimo souéasného vyuziti rdznych zdrojd
tepla a komeréniho vyuziti produktl (ryby, plody a jiné C&asti rostlin) maji téz
edukacné ekologické zaméreni. Dalsi moznost intenzivniho chovu ryb predstavuje
systém bioflock. Jeho podstatou je chov ryb v nadrzi s paralelni kultivaci

biomasy heterotrofnich bakterii, které konzumuji v odchovném systému vznikajici
odpadni latky a pfeménuji v nich obsazeny dusik na bilkoviny. VloCky agregovanych
baktérii zabezpecuji Cisténi vody a zaroven se podili na snizeni krmnych nakladu,
nebot Castecné slouzi rybam za potravu (zatim ovéfeno zejména v chovu tilapie).

RAS splfiuji ekologické pozadavky souvisejici s nepfiznivym vlivem
intenzivni akvakultury (zejména farem s prato€nym rezimem vody) na kvalitu vody, ale
i pozadavky na vyS8Si hygienické zabezpeleni chovl, nedostatkem kvalitnich
zdroju prFitokové vody a rozSifujici se vliv rybich predatorl. V neposledni fadé Ize mezi
divody rozvoje RAS zaradit lepSi moznost rozSifovani druhové pestrosti produkce
ryb a omezeni klimatickych vlivi na produkci nasadového materialu. RAS se tak
stavaji vyznamnym doplfikem stavajici konvencni akvakultury, vyuzivajici k produkci ryb
rybniky a pritocné (pfipadné klecové) systémy. RAS mohou vyznamné pfispét
k naplnéni kliCového pozadavku obchodnich fetézcl a zajistit rovnomérné;si
celoroni dodavky trznich ryb v pozadovaném sortimentu. Nezastupitelné misto
maji RAS v akvakulturnim vyzkumu nejriznéjSiho zaméreni. Technologie RAS jsou
vyuzivany i v chovu okrasnych druhu ryb a ve vystavnich akvariich, véetné mofrskych.
RAS jsou diky své nezavislosti na okolnim prostfedi pouzitelné takrka ve vSech klimatic-
kych podminkach. Nevyhodou RAS je investi¢ni nakladnost, technicka komplikovanost,
vysoké pozadavky na kvalifikaci a spolehlivost personalu, spolehlivost dodavky
elektrické energie a v nékterych pripadech vyssSi provozni naklady. Nejvyznamnéjsi
rozvoj a vyuziti recirkulaénich akvakulturnich systému je v USA, Izraeli, Holandsku
a Dansku. V soucasnosti jsou RAS rozsSifeny v mnoha zemich svéta, zejména
v Evropé a v Severni Americe, pfedevSim pro lososovité druhy ryb, dravé ryby
a nékteré druhy morskych ryb, a to jak k produkci nasadového materialu (pro vlastni
nebo jiné farmy, v€éetné konvencnich), tak k produkci trznich ryb (samostatné, nebo
v uzavieném cyklu).

V CR byl témé&f dvé desitky let provozovan mensi, pravé zruseny objekt s chovem
sumce a uhofe v RAS ve Velké Bystfici u Olomouce. Pfiblizné v roce 2005 byl
zruSen asi 5 let provozovany RAS s chovem sumce a pozdéji sumecka afrického
v Jeseniku na severni Moravé. V roce 2009 byly vybudovany dva horizontalni RAS
danského typu (v Mlynech u Vimperka a v Pravikové u Kamenice nad Lipou) zamérené
na chov lososovitych ryb. Prvné uvedeny byl pozdéji zastfeSen a doplnén mensSimi
RAS pro odchov nasadového materialu. Rovnéz druhy objekt byl doplnén o dvé
mensSi RAS jednotky. Na konci roku 2012 byla dokonena vystavba RAS danského
typu ve Zdaru nad Sazavou s pGvodnim predpokladem zahajeni produkce sih(,
v soucCasnosti je vyuzivan k produkci pstruha duhového. Jiz nékolik let je uspésné
provozovan RAS kombinujici dansky princip Cisténi vody s kofenovou Ccistirnou
v BuSanovicich u Prachatic, vyuzivany k chovu pstruha duhového. DalSi horizontalni
RAS s vyuzitim prvka danské technologie jsou vybudovany na nékolika mistech v CR
(Broumov, Hyncice, Skalni Mlyn u Blanska), adaptaci plvodnich pratoénych pstru-
hovych rybnikud, resp. nadrzi. V roce 2010 byl vybudovan a sezénné v omezeném
rozsahu k odchovu raného pladku kaprovitych ryb z &asnych jarnich vytér
vyuzivan samostatny vertikalni RAS, instalovany v hale rybi farmy v Tisové u Sokolova
(v souc€asnosti je mimo provoz). Mensi recirkulacni systémy pro chov riznych druh
ryb jsou jiz vice nez deset let provozovany Rybarstvim Pohorelice ve Velkém Dvore.
Od roku 2010 byl provozovan prvni vertikalni RAS v CR vyuzivajici teplo z bioplynové
stanice zaméfeny na produkci trzniho sumce v Kloping u Sumperka (v souasnosti
mimo provoz). Nejvétsi soudasna farma v CR, vyuzivajici vertikalni recirkulagni
technologie s fadou postupné budovanych a nasledné vylepSovanych samostatnych
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RAS existuje od roku 2012 v Rokytnu u Pardubic. Farma je zaméfena na trzni produkci
nékolika druhl ryb (dominuje sumecek africky, dale je chovan sumec, jesetefi, uhof,
candat, lososovité ryby). Od roku 2013 je v provozu nékolik samostatnych vertikalnich
RAS vlastni konstrukce Svycarské firmy Anapartners v Praze Hornich Pocernicich (se
zaméfenim na produkci sumce, okouna a candata). Pocinaje rokem 2013 je v provozu
propagacni vertikalni RAS firmy Agrico v Tfeboni (vyuzivany k chovu sumce, candata
a tilapie, v sou€asnosti pak zejména sumecka afrického). V roce 2014 byl zahajen
provoz mensi RAS firmy Agrodruzstva Lhota pod Lib&any u Pardubic (s chovem tilapie
a sumecka afrického). V roce 2015 byly uvedeny do provozu menSi vertikalni
recirkulacni systémy vyuzivajici tepla z bioplynovych stanic u firmy Tilapia v Chynové
u Tabora (s chovem sumecka afrického a tilapie) a firmy ZOD 11. kvétna v Miliné
(s chovem sumecka afrického). Prvni z uvedenych firem v sou€asnosti buduje dalsi
odchovné kapacity s vyuzitim RAS. Dalsi v CR postupné& budované a provozované
recirkulacni systémy menSi a stfedni velikosti jsou experimentalniho pfipadné
i poloprovozniho charakteru na nékolika pracovistich FROV ve Vodnanech (prvni
poloprovozni systém byl uveden do provozu jiz v roce 1985) a v Ceskych Budé&jovicich,
na Ustavu rybafstvi a hydrobiology Mendelovy univerzity v Brn&, Statnim veterinarnim

ustavu v Brné, &i jsou vyuzivany k chovu okrasnych ryb firmou Alcedor ve Zlivi,
firmou Rybarstvi Pohorelice ve Velkém Dvore a dalSimi. V tisku se v poslednim obdobi
objevuji zpravy o priprave vystavby nékolika velkych akvakulturnich jednotek na Moravé
s vyuzitim RAS, specialné akvaponii. Vystavba dalSi akvaponické jednotky se pfipra-
vuje v ASi (podle vzoru v nedalekém némeckém mésté Tettau, u obou farem je zdrojem
tepla v sousedstvi provozovana sklarna). Existuji informace o pfipravé vystavby RAS
na né&kolika mistech na Ceskomoravské vysoginég i jinde v CR.

Vedle dotacni politiky jsou na podporu rozvoje a vyuziti RAS pofadany rtizné
akce. V roce 2008 byl ve VURH Vodnany uspofadan historicky prvni specializovany
dvoudenni seminaf, pozdéji byly akce podobného zaméfeni, urlené pro
chovatelskou verejnost, v riznych variantach organizovany opét ve Vodrianech av Brné.
Na mezinarodni urovni jsou rovnéz poradany tradi¢ni specializované konference
(napf. konference poradana v sudych letech v mésté Roanoake v USA) a kazdoro¢ni
Skoleni specialistl, organizovana EAS &i WAS (Evropskou, resp. Svétovou akvakulturni
spolecnosti), i dalSimi partnery, se zaméfenim na provozovani recirkulacnich systém
v akvakultufe. Mimo jiného, dvoudenni Skoleni zaméfené na vyuziti RAS bylo soucasti
programu svétové akvakulturni konference a vystavy v Praze v r. 2012. V r. 2015 bylo
na Kanarskych ostrovech usporfadano praktické Skoleni se zaméfenim na problemati-
ku vyuziti akvaponii. V letoSnim roce se podobné Skoleni s tématikou novinek v RAS
konalo v jizni Francii.

Aktualni ddvody pro masivnéjsi orientaci na RAS v CR, Ize v soudasnosti
spatfovat zejména ve zvladnuti zdravotni situace v chovech lososovitych ryb (trvalé
zdravotni ohrozZeni pfi vyuzivani povrchovych vod prito€nymi systémy k tomu zaruky
nedava), pfipravé na mozna produkéni omezeni prodikce kapra vlivem rozsSifovani
ohnisek KHV v rybnicich a potfebou nasyceni vyseného zajmu spotiebitelt o celorocni
nakup ryba rybich vyrobku, v€etné vétsi druhé pestrosti.

Soudasnou situaci v rozvoji RAS v CR, Ize charakterizovat nastupem
podnikatell a provozovatelll z oblasti zemédélstvi i jinych sfér byznysu do rozvoje
akvakultury. Ta ovSem pfinesla i jejich urcité podcenéni chovatelsko-technologickych
a zdravotné-hygienickych specifik akvakulturni produkce. Obecné jsou podcerfiovany
potfeby dodrzovani preventivnich a hygienickych zasad, zejména pfi nakupu nasa-
dového materialu (orientace na nakupy ,levného“ pliudku, neschopnost predikce

a vCasnych rozhodnuti o likvidaci obsadek a ¢ekani na obrat k lepSimu, ktery nena-
stane). Vyznamnym negativnim faktorem muize byt podcenovani ekonomickych
rizik pfi vystavbé RAS (pfeinvestovani, zadluzenost). | pfes relativné vysoky pocet
absolventd stfednich a vysokych $kol v CR se zamé&fenim na vychovu odbornikd
v chovu ryb pokracuje podcefovani potieby kvalifikovaného a spolehlivého personalu
noveé vznikajicich objektech s RAS, divodem je nedostateCna pfipravenost, zejména
nedostatek praktickych zkuSenosti z provozu RAS a nedostate€na, jen minimalni
orientace obecné v ekonomice, investicni politice a marketingu u soucasnych rybarsky
vysokoSkolsky vzdélanych odbornikl v oblasti rybafstvi, souvisejici s podcenénim
vyuky téchto pfedmétl, pfi souCasné orientaci vyuky spiSe na védecky atraktivni
rybarské discipliny (coz souvisi s faktickou dlouhodobou absenci rybarského ekono-
ma v celé akademické sféfe v CR). Efektivnéjsimu zaglenéni RAS v CR do systému
chovatelu ryb je na Skodu i roztfisténost producentd ryb v RAS, zplsobena jednak
neochotou vétsiny velkych rybafskych firem, orientovanych pfevazné nebo témér
vyluéné na klasickou produkci kapra v rybnicich, akceptovat nové vzniklou soucast
akvakultury v ramci sou¢asného Rybarského sdruzeni CR, jednak neschopnosti
noveé vzniklych produkénich struktur vytvofit efektivni samostatnou, dalSim zajemcim
otevienou platformu pro paralelni rozvoj, vedle souasného Rybarského sdruzeni
CR. Za dostateéné efektivni, potfebam rozvoje RAS, nelze povazovat ani sou¢asnou
orientaci dotaéni podpory v CR.

Podékovani

Prace byla finan¢né podpofena Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy —
projektem “CENAKVA I (No. LO1205 pod NPU | programem) a projekty NAZV
(QJ1210013 a QJ15101117).
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VLIV MANAGEMENTU KVALITY VODY NA OZIVENi A FUNKCI BIOLOGICKEHO
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Uvod

Se zvysSujicim poctem recirkulacnich systému vyuzivanych pro chov ryb a vod-
nich zivo€ichl (RAS) celosvétové a zkusenostmi s recirkulaci vody se stale objevuiji
problémy s funkci biofiltru (BF) v zavislosti na managementu jeji kvality. Funkce BF
je pro RAS naprosto zasadni, protoze biologicka filtrace pfeménovanim toxickych
forem dusiku (NH, a NO,-) na formy netoxické pro ryby a vodni organismy (NO.-
a N,) udrzuje obsadku chovného systému pfi Zivoté. K pfeméné amoniaku a dusita-
na je v aerobnim prostfedi vyuzivano predevsSim nitrifikace s kone€nym produktem
ve formé dusi¢nand. V anaerobnim prostfedi ve vyuzivano denitrifikace s konecnym
produktem N, (plynny dusik). Nitrifikacni bakterie jsou pomalu rostouci bakterie
(Knowles a kol. 1965, Painter a Loveless, 1983). Pomaly rust nitrifikaCnich bakterii je
dlvodem jejich pomalych reakci na zmény prostiedi. Pokud je jejich pocet ovlivnén,
vétSinou snizen, néjakym zasahem do RAS, trva pomérné dlouhou doby, nez se
funkce biologického filtru vrati na pavodni uroven. Doba omezeni funkce biologického
filtru je charakteristické zvySovanim koncentrace amoniaku a dusitant v systému,
podobné, jako pfi zabéhu biologického filtru. ZvySovani koncentrace amoniaku
a dusitant muUze vést az k uhynu obsadky RAS (Kroupova et al., 2005, Machova
and Svobodova, 2001, Svobodova et al., 2005). Management kvality vody a obzvlasté
rychlé zmény jeji kvality vedou povétSinou k omezeni funkce biologického filtru.
Otazkou potom je, zda zmény managementu kvality vody v RAS vedou k redukci
poctu, nebo pouze k omezeni funkce nitrifikacnich bakterii.

Tato studie byla zaméfena na sledovani vlivu zmén kvality vody a zdroje
amoniaku na funkci a pocet amoniak oxidujicich bakterii (AOB). Funkce byla kontrolo-
vana jejich schopnosti odbouravat denni davku amoniaku a pocet bakterii je vyjadien
jako pocet replikaci genu 16s rRNA a pocet genomu obsahujicich gen amoA odpovéd-
ny za schopnost bakterii preménovat amoniak na dusitany.

Material a metodika

RAS

Test probihal v RAS o celkovém objemu 2360 | vybaveném BF BEHNCKE.
Bead-F.d500m.Schaltfilter (Némecko) naplnénym 50 | Kandnes® K1 a obéhovym
Cerpadlem cCerpajicim 16000 I/h. Cely objem vody protekl BF 6,78x za hodinu.
Zabéh BF byl proveden smichanim 15 | zabéhlych filtraCnich elementl se 35 | novych
filtraCnich elementd a ,krmenim® bakterii v BF chloridem amonnym po doby 1 mésice,
nez byla stabilizovana schopnost BF odbouravat amoniak. Po stabilizaci funkce BF byl
zahajen test.

Odbér a skladovani vzorkl, méreni fyzikalné chemickych parametru
a chemické analyzy

Kazdy vzorek byl odebran do 50ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem do 40 mi
destilované vody. Vzorek se skladal vzdy ze 30 ks Kaldnes K1 a do provedeni gene-
tické analyzy byl skladovan zamrazeny na -21 °C. Teplota, pH, nasyceni vody
kyslikem a koncentrace kysliku ve vode byly méfeny kazda den v 7:00 hodin.
K mérfeni téchto parametrd byl pouzit multimetr HQ40D se sondami IntelliCAL
LDO101Rugged Luminiscent/Optical Dissolved Oxygen (LDO) a IntelliCAL PHC301
Laboratory Refillable pH Electrode — Hach Company (USA). Vzorky pro chemic-
kou analyzu (N-NH4*, N-NO2- a CI) byly odebirany a analyzovany spolu s odebira-
nim vzorkd v akvarijnich mistnostech v 6:30 h rano. Analyzy vody byly provadény
standardnimi metodami podle APHA (1998) a Pitter (2009) se zakonCenim spektro-
fotometrem photoLAB UV-VIS 6600 (WTW, Némecko). Pfi standardnim rezimu byly
bakterie ,krmeny“ chloridem amonnym (NH4Cl) v mnozZstvi 69 g za den. Jako
alternativni zdroj amoniaku byl testovan 25% roztok amoniaku (77 ml). Amoniakalni
dusik byl do systému pfidavan vzdy v 8:00 spolu s krmenim ryb v akvarijni mistnosti.
S vyjimkou testovani vlivu snizeného pH (<7) a kumulace chloridd bylo pH v systému
udrzovano pres 7,3 pfidavanim kalcinované sody (Na2CQO3). BEhem kumulace chlorid
byl pro zvySovani pH pouzit hydroxid draselny. Snizeni pH pro pokus bylo provedeno
pridanim koncentrované kyseliny chlorovodikové (HCI). Koncentrace chloridd byla udr-
Zovana ¢astecnymi vyménami vody (max. 1/3 najednou) pod 500 mg.I" az do kone¢né
faze, kdy byl testovan vliv zvySovani koncentrace chloridl na odbouravani amoniaku.

Geneticka analyza

Priprava vzorku pro genetickou analyzu zacinala tfepanim vzorku ve zkumavce
rychlosti 300 kmitd za minutu pfi teploté 37 °C po dobu tfi hodin. Nasledné bylo
odstredélo 10 ml vzorku destilované vody s bakteriemi a pelet byl pouZit jako material
pro analyzu. Genomova DNA byla Cisténa za standardnich podminek NucleoSpin
Tissue kit (Macherey Nagel Inc., Francie), koncentrace vzorku byla méfena pomoci
Tecan 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., DE, USA). Nasledné byla provedena gPCR
pro kvantifikaci genu amoA specifického pro vSechny bakterie schopné nitritace (AOB)
za pomoci primeru produkujiciho 491 paru bazi (PB) dlouhy produkt (Jin a kol., 2011;
Kelly a kol., 2011). Experimentalni test na obsah AOA (amoniak oxidujici archea)
provedeny podle publikovaného protokolu (Francis a kol., 2005; Jin a kol., 2011)
ukazal, Zze AOA byly ve vzorku zastoupeny pouze minoritné. Z tohoto divodu jsme se
dale zaméfili pouze na skupinu AOB. Qantifikace 16S rRNA s primery podle Tseng
a kol. (2003) s 216 PB dlouhym PCR produktem byla pouzita jako referencni k urceni
celkového mnozstvi bakterialni DNA ve vzorku. Aplikace BLAST (http://blast.ncbi.nim.
nih.gov) byla pouzita pro otestovani qPCR specificity. Palsmidové standardy potifebné
pro vytvoreni kalibraCnich kfivek byly pfipraveny klonovanim relevantnich ¢asti amoA
a 16S rRNA genl do pGEM Easy vector (pGEM Easy, Promega Ltd.), transformaty
byly potvrzeny sekvencovanim. Templatova DNA pro ziskani referen¢nich PCR
produktl vyuzitych v klonovacich experimentech byla reprezentovana genomovu
DNA ziskanou ze sladkovodniho RAS, respektive z referenéniho kmenu E. coli K-12.
Referennci pocty copii genu v plasmidovych standardech byly odhadnuty na zakladé
informaci ziskanych z volné pfistupnych internetovych stranek: http://cels.uri.edu/
gsc/cndna.html. Obé qPCR byly provedeny ve 20 pl objemech s vyuzitim FastStart
Universal SYBR Green Master Mixu (Roche Ltd., USA) na stroji LightCycler 480 Il
(Roche Ltd., USA). Reakéni smés obsahovala primery o koncentraci350 nM a 1 ul
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templatové DNA. Cuklus qPCR se skladal z: po¢ate¢ni denaturace pfi 95°C po dobu
5 minut nasledované 39 cykly 94°C po 35 sekund, 60 °C po 30 s a 72 °C po 30 s.
Cyklus pro amoA gPCR byl 94 °C po doby 5 min. a 39 cyklt 90°C po 30 s, 56 °C po
30 sa72°C po 40 s. Kazdy vzorek byl analyzovan 3x. Pro statistické hodnoceni byly
pouzity primérné hodnoty. Pozitivni a negativni kontrola byla soucasti kazdého cyklu
gPCR. Pro vypocet kvantitativnich Cisel cylki byla pouzita metoda druhé maximalni
derivace (LightCycler 480 software, Roche Ltd.) Efektivita amplifikace byla vypocitana
automaticky z kfivek koncentraci standardu a byla pouzita k vypocteni konecného Cisla
poctu kopii genu.

Testované zasahy do systému

Béhem pokusu bylo testovano snizené pH v systému (pod 7,0), dva zdroje
amonnych iontd (NH,CI a NH,), kazdodenni vyména poloviny objemu vody v RAS
a narust koncentrace chloridd az do hodnoty 908,00 mg.I"* (6. zafi 2016).

Pribéh testu

Zacatek testu byl 22. dubna 2016 a konec testu 6. zafi 2016. Prvni fazi byl
odbér vzorkl ze zabéhlého BF po dobu 12 dnu pfi standardnim rezimu. Amonné ionty
byly bakteriim dodavany ve formé NH,CI (69 g.d"). V prvnim pokusném kole byl tes-
tovan jiny zdroj amonnych iontd (NH, — 77 ml 25% roztoku). Na konci tohoto cyklu
byla vyménéna 1.3" objemu vody v RAS a test pokracoval 12 denni fazi standardniho
rezimu. Druhé kolo testu bylo zaméfeno na snizeni pH v RAS. Po tuto dobu byla
do RAS davkovana koncentrovana HCI a pH v systému bylo udrZzovano pod urovni
7 (15 dni). Nasledovala 18 denni faze standardniho rezimu. Ve treti pokusné fazi byla
denné vymeénéna 2 objemu vody v RAS. Vzorky pro chemické analyzy byly odebrany
pfed vymeénou vody a zdroj amoniaku byl davkovan po jeji vyméné. Posledni fazi
byla postupna kumulace koncentrace chloridd po dobu 59 dn0 az do hodnoty
908,00 mg.I"". pH v systému bylo udrzovano nad hodnotou 7,3 pfidavanim hydroxidu
draselného z dlvodu zabranéni zasolovani RAS. Pfedmétem testu byl vliv koncentrace
chloridd na AOB ne vliv soli (NaCl).

Statisticka analyza

Pro vyhodnoceni vlivu jednotlivych zkoumanych faktort na funkci BF a mnozstvi
AOB byla pouzita jednofaktorova ANOVA (Scheffeho test). Hodnocena byla kon-
centrace zbyvajiciho N-NH4* [mg.I""], celkovy pocet bakterii jako pocet genomd
bakterii vypocéteny z koncentrace 16S rRNA, mnozstvi AOB jako pocCet genomu
obsahujicich gen amoA a podil AOB z celkového mnozstvi bakterii. Pro kontrolu
funkce druhé faze nitrifikace, nitratace, byla do hodnoceni zafazena i koncentrace
N-NO, [mg.I"].

Vysledky a diskuse

Po celou dobu testu byla teplota vody v RAS 17,4 + 0,74 °C, koncentrace
kysliku 9,17 + 0,35 mg.I"", nasyceni kyslikem 98,11 + 3,54 % a pH 7,56 £ 1,07 s vyjim-
kou testovani vlivu snizeného pH kdy bylo pH v systému na urovni 6,23 + 0,59. VysSe
zminéné hodnoty odpovidaji kvalité vody vhodné pro nitrifikaci. Teplota, ktera byla
pfiblizné o 18 °C niz8i, nez je optimum pro nitrifikaci (Saywer a kol., 1994), zamérné
simulovala podminky vhodné pro chov lososovitych ryb. Ve fazi testovani vlivu snizené
hodnoty pH na funkci a mnozstvi AOB v biofilmu narostlém na filtracnich elementech
a jejich poméru k celkovému mnozstvi bakterii biofilmu byla hodnota pH rovnéz nizsi,

nez je optimum pro nitrifikaci (Zhu a Chen, 2002, Korner a kol., 2001).

Ze statistické analyzy vyplyva, Ze zasahy do kvality vody v systému nemély
prukazny vliv na mnozstvi, ani pomér bakterii narostlych na povrchu filtra-
¢nich elementl s vyjimkou kumulace CI- v systému, kde bylo zjisténo prikazné vyssi
procento AOB v bakterialnim biofilmu. OdliSnost v8ak byla prikazna jen
od skupiny vzorkd odebiranych pfi vyméné 1.2"' objemu vody v systému denné
(86,39:70,90 %). Podil AOB v biofilmu byl snizen také pfi sniZzeni pH v systému. Rozdil
byl vdak na hranici prikaznosti (p=0,0504). Tyto vysledky pfili§ neodpovidaji vysled-
kim rozboru kvality vody béhem testu, kde byl statisticky vysoce vyznamny (p<0,001)
efekt snizeni funkce nitritace pfi vyménach 1.2 objemu vody v systému. To odpovi-
da nasim zkuSenostem z provozu menSich recirkulacnich systému, kde po vyméné
vétSiho mnozstvi vody, i pfi dodrzeni stejné teploty vody a jejiho odstati/odplynéni,
dochazi ke snizeni ucinnosti biologické filtrace na dobu az nékolika dnd. Pramér-
na koncentrace N-NH,* v systému pfed vyménou vody byla 0,96 + 0,40 mg.I" oproti
0,05 — 0,41 mg.I"" v prumérech u ostatnich testovanych faktori a ve fazich regene-
race. V pripadé N-NO, se jejich koncentrace od ostatnich testovanych faktor( liSila
pouze u pouZiti roztoku NH, jako zdroje N.NH," a to tim, Ze byla prukazné nizsi
(2,77 + 0,37 oproti 17,87 — 41,97 mg.I"" v priméru. Tento faktor vSak byl testovan
pred snizovanim pH, po kterém se uc€innost nitratace neobnovila az do konce testu,
proto tomuto vysledku nelze pfipisovat pfilis vysokou vypovidaci hodnotu. ZvySovani
koncentrace chlorid az na uroveri 908,00 mg.I"" nemélo vliv na funkci AOB, ale
pozitivné ovlivnilo jejich pomér vici ostatnim bakteriim biofilmu na elementech v BF.

Zaver

Zjisténé vysledky napovidaji, ze zmény managementu kvality vody v RAS
pomérné vyrazneé ovliviiuji funkci biologické filtrace, pfiCemz maji relativné maly vliv na
pocet a pomér nitrifikacnich bakterii v biofilmu narostlém na elementech v BF. Z tohoto
divodu Ize doporucit udrzovat co mozna nejstabilnéjsi podminky v RAS a napfiklad
v pfipadé zvySeni obsahu dusitand potlacovat jejich toxicitu radéji pfidanim chloridd
do systému, nez vyménou vétsiho objemu vody a tim snizenim intenzity funkce BF
jako celku.
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VYSKYT NEBEZPECNYCH NAKAZ V INTENZIVNICH CHOVECH LOSOSOVITYCH
RYB.

L. Pojezdal? E. Jelinkova', A. Cizek', I. Papezikova', S. Navratil', T. Vesely?,
M. Palikova'

"Veterinarni a farmaceutické univerzita Brno, Ustav ekologie a chorob zvere, ryb a véel
2Vlyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Oddéleni virologie

Na Gzemi Ceskej republiky sa u lososovitych ryb stretdvame s dvoma nebez-
pecnymi nakazami (neexotickymi nakazami podla prilohy IV Casti Il Smérnice rady
2006/88/ES). Jedna sa o infekénu hematopoeticki nekrézu (IHN) a virusovu hemo-
ragicku septikémiu (VHS). Klinické priznaky, vnimavé druhy ryb a najma diagnostické
a eradikacné opatrenia su pre tieto dve ochorenia prakticky totozné, ale prave VHS je
v rozpéti poslednych rokov v CR vyraznym problémom so zavaznymi ekonomickymi
désledkami. Preto je prevazne na tuto chorobu zamerany aj nas prispevok.

V prostredi Ceskej republiky sa pdsobenie virusu virusovej hemoragicke;
septikémie prejavuje najma v produkénych chovoch lososovitych ryb. Druhom
najviac vnimavym k infekcii VHS je pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss). Jeho citli-
vost na virus VHS byva umocnena prostredim intenzivneho farmového chovu s hustou
rybou osadkou. Prvou liniou obrany voci Sireniu tohto patogénu je chovatel zivo€ichov
pochadzajucich z akvakultury. Jeho prava a povinnosti, ako aj povinnosti a pravomoci
organov veterinarnej spravy vo vztahu k tejto nakaze upravuje najma nasledujuce
legislativne predpisy:

» Zakon €. 166/1999 Sb., o veterinarni péci a o zméné nékterych souvisejicich zakon

» Smérnice rady 2006/88/ES o veterinarnich pozadavcich na zivoCichy pochazejici
z akvakultury a produkty akvakultury a tlumeni nékterych nakaz vodnich zivocichu

» Provadéci rozhodnuti Komisie (EU) 2015/1554, kterym se stanovi provadéci pra-
vidla ke smérnici 2006/88/ES, pokud jde o pozadavky na metody dozoru a diagnostic-
ké metody

* Nafizeni komise (ES) €. 1251/2008 kterym se provadi smérnice Rady 2006/88/ES,
pokud jde o podminky a poZadavky na osvédceni pro uvadéni zivoCichl pochazejicich
z akvakultury a produktt akvakultury na trh

* Vlyhlaska kterou se méni vyhlaska ¢. 290/2008 Sb., o veterinarnich pozadavcich na
ZivoCichy pochazejici z akvakultury a na produkty akvakultury, o opatfenich pro pred-
chazeni a zdolavani nékterych nakaz vodnich zivocichu

Charakterizacia patogéna

Pbévodca VHS je virus z ¢efade Rhabdoviridae, do ktorej patri aj virus infeké-
nej hematopoetickej nekrozy (IHNV). VHSV je deleny do Styroch genotypov, ktoré su
charakteristické geografickou prislusnostou. Na uzemi CR je najpravdepodobnejsi
vyskyt genotypu | typického pre kontinentalnu Eurépu. VHSV je schopny napadat
Siroké druhové spektrum ryb. Smernica rady 2006/88/ES rozdeluje druhy ryb na
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vnimavé (Tabulka 1) a prenasacov (Tabulka 2). Podmienkou Statutu prenasac¢a VHSV
je umviestnenie, alebo pévod uvedeného druhu v lokalite s vyskytom vnimavych dru-
hov. CiastoCne vnimavé viak mbézu podla manualov OIE byt aj dalSie druhy ryb.

Tabulka 1 Vnimavé druhy podra Smérnice rady 2006/88/ES, Ptiloha IV Cast II
sled (Clupea spp.), sih (Coregonus sp.), Stika obecna (Esox lucius), treska skvrnita
(Gadus aeglefinus), treska (Gadus macrocephalus), treska obecna (Gadus
morhua), Oncorhynchus spp., pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss), treska hlubinna
(Onosmustelus), pstruh obecny (Salmo trutta), pakambala velka (Scophtalmus
maximus), Sprot (Sprattus sprattus) a lipan podhorni (Thymallus thymallus)

Tabulka 2 Prenasaci podla Narizeni komise (ES) €. 1251/2008

vyza velka (Huso huso), jeseter rusky (Acipenser gueldenstaedtii), jeseter maly
(Acipenser ruthenus), jeseter hvézdnaty (Acipenser stellatus), jeseter velky (Acipenser
sturio), jeseter sibifsky (Acipenser Baerii), tolstolobec pestry (Aristichthys nobilis),
karas zlaty (Carassius auratus), karas obecny (C. carassius), kapr obecny a kapr koi
(Cyprinus carpio), tolstolobik bily (Hypophtalmichthys molitrix), jelec (Leuciscus spp),
plotice obecna (Rutilus rutilus), perlin ostrobfichy (Scardinius erythrophthalmus), lin
obecny (Tinca tinca), kefickovec jihoafricky (Clarias gariepinus), Stika obecna (Esox
lucius), sumecek (Ictalurus spp.), sumecek erny (Ameiurus melas), sumecek tecko-
vany (Ictalurus punctatus), pangas obecny (Pangasius pangasius), candat obecny
(Sander lucioperca), sumec velky (Silurus glanis), mof¢ak evropsky (Dicentrarchus
labrax), mof¢ak pruhovany (Morone chrysops x M. saxatilis), cipal hlavaty (Mugil
cephalus), smuha Cervena (Sciaenops ocellatus), smuha kralovska (Argyrosomus
regius), smuha bradavi¢nata (Umbrina cirrosa), tufiak (Thunnus spp.), tunak obecny
(Thunnus thynnus), kanic zapadoafricky (Epinephelus aeneus), kanic temny
(Epinephelus marginatus), jazyk senegalsky (Solea senegalensis), jazyk obecny
(Solea solea), rizicha Cervena (Pagellus erythrinus), zubatec obecny (Dentex dentex),
moran zlatavy (Sparus aurata), Diplodus sargus, rizicha Seda (Pagellus bogaraveo),
prazman Cervenavy (Pagrus major), mofan ostrorypy (Diplodus puntazzo), prazman
obecny (Pagrus pagrus), tlamoun spp (Oreochromis)

Postihnuté su vSetky vekové kategorie vnimavych druhov, najCastejSie sa vSak
s klinickymi priznakmi stretneme u ryb vo veku jedného roka.

Cestou Sirenia virusu je najcastejSie horizontalny kontakt ryb, pripadne kontakt
ryb s infikovanou vodou. Ako vektor nakazy tiez méze sluzit vybavenie a personal
produkéného podniku akvakultury (PPV), ako aj vodny hmyz a rybozravé vtactvo. Ver-
tikalny prenos ochorenia nebol dokazany a napriek vyluCovaniu virusu v ovarialnej
tekutine su ikry po dezinfekcii ich povrchu prosté patogéna. Rezervoarom nakazy su
najma ryby, ktoré prekonali infekciu a stali sa dozivotnymi vylu€ovatefmi nakazy. Mimo
telo hostitela je pri teplote 4°C virus schopny v aktivnej podobe prezit po dobu 35 dni.
Tato doba vSak méze byt predizena silnym organickym znegistenim vody.

Optimalna teplota pre Sirenie virusu je 1 az 14 °C. Tato teplota je zhodna
s najcCastejSim vyskytom Kklinickych priznakov a zvySenej umrtnosti v chovoch.
V naSich podmienkach sa VHS prejavi obvykle v jarnom obdobi, v ¢ase kolisajucej
teploty vody. Virus je aktivny aj pri vy$Sich teplotach, az do 20°C, obvykle s miernej-

Sim a kratSim priebehom ochorenia, s nizSou mortalitou. Tato za pre virus optimalnych
podmienok dosahuje 5 - 80 %, podla virulencie daného kmena virusu, postihnutého
druhu ryby, zdravotného stavu osadky a podmienok prostredia. NajvysSiu mortalitu
bliziacu sa 100 % dosahuje u drobného plédiku pstruha duhového (do 3g).

Vylu€ovanie virusu rybou zacina uz 3-5 dni po infekcii, najintenzivnejsie je 7-8
dni po infekcii, kedy pozorujeme aj najvyraznejSie klinické priznaky.

Klinické priznaky a pato-anatomicky nalez

Nahle zvySenie mortality v chove, apatia, znizeny prijem krmiva, poruchy
plavania, oddefovanie sa od hufu, zhromazdovanie oslabenych kusov vo vytoku.
K typickym priznakom patri stmavnutie povrchu tela, exoftalmus, anémia ziaber, zvac-
Senie telesnej dutiny v désledku hromadenia tekutiny (Obr.1) a krvacaniny na baze
plutiev, na oCiach a v podkozi.

Obr.1 — Zvacésenie dutiny telesnej, exoftalmus, anémia ziabor u VHS (O.mykiss)

Charakteristickym nalezom pri pitve su petechialne (roztrusené) krvacaniny na
organoch, v podkozi a v svalovine (Obr.2). Typickou lokalitou tychto zmien je svalovina
chrbta (Obr.3).

Obr.2 — Pritomnost’ krvacanin na peritoneu, medzi organmi, v jatrech, v srdci,
zvacsenie sleziny, anémia jater u VHS (O.mykiss)
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Obr.3 — Pritomnost’ krvacanin vo svalovine chrbta

Délezité je poznamenat, Ze ochorenie méze vynimocCne prebiehat bez typic-
kych klinickych priznakov a kazdy neobjasneny hromadny uhyn v chove preto méze
byt znamenim vyskytu nebezpecnej nakazy.

Diagnostika pévodcu

Kapitolu dozoru nad nakazovym Statutom jednotlivych PPA upravuje Provadéci
rozhodnuti Komisie (EU) 2015/1554 a Smérnice rady 2006/88/ES.

V prvom rade je podstatné spravne urcit skupinu zvierat, ktoré budu odobrané
za ucCelom vysetrenia. V pripade vysloveného podozrenia na nebezpecnu nakazu
vzorky tvoria vzdy zive ryby, ktoré preukazuju klinické priznaky ochorenia, ak sa také
v chove stale nachadzaju. Mozny, aj ked menej vhodny, je aj odber Cerstvo uhynutych
kusov, pripadne klinicky zdravych jedincov z postihnutého chovu.

V pripade, Ze sa v hospodarstve nachadzaju kusy pstruha duhového s klinic-
kymi priznakmi, odoberu sa vzdy vzorky tohto druhu a to v pocte 10 kusov. Ak klinické
priznaky prejavuju iné vnimaveé druhy ryb, pripadne sa v hospodarstve pstruh duhovy
nevyskytuje, odober Cini spolu 30 kusov ryb, so zastupenim vSetkych druhov a katego-
rii v chove.

Rovnaké pravidla platia aj pre odber ryb v ramci preventivheho monitorova-
nia nebezpecnych nakaz. Vtedy sa odber tiez zameriava na ryby uhynuté, alebo
oslabené, zhromazdujuce sa vo vytoku. V ramci dohladu nad chovom generacnych
ryb sa odobera ovarialna tekutina alebo semeno, vzdy od 30 kusov ryb. Odbery
vzoriek v ramci monitoringu prebiehaju vzdy za teplotnych podmienok nepresahujucich
14 °C, optimalne v najchladnejSom obdobi v roku. Ak je potrebné opakované vySet-
renie, prebieha najskér po 4 mesiacoch od posledného, stale vSak za podmienky
dodrzania maximalnej teploty vody.

Odlovené ryby su na vySetrenie zasielané podla moznosti Zivé, uhynuté kusy a
telesné tekutiny chladené tak, aby nedoslo k ich zamrazeniu. V ojedinelych pripadoch
je mozné material zmrazit na teplotu nizSiu 20 °C, v tom pripade ale nesmie pred
vySetrenim samotnym dojst’ k ich opakovanému rozmrazeniu.

V laboratériu opravnenom pre vysSetrovanie nakaz ryb (SVU Praha, Jihlava,
Ceské Budé&jovice a NRL pre virové choroby ryb) bude odobrany a spracovany materi-
al pre samotné virologické vySetrenie. Ide konkrétne o slezinu, hlavovu oblicku a srdce
alebo mozog, pripadne samostatne vySetrovanu ovarialnu tekutinu, resp. semeno.
Jedna vzorka méze obsahovat zmes materialu z maximalne 10 kusov ryb.

V sucCasnosti povolené diagnostické metody su:

* |zolacia virusu na bunkovej kulture s naslednou identifikaciou pévodcu pomocou
imunosorbentového stanovenia (ELISA), nepriameho imunofluorescenéného testu
(IFAT), virusneutralizacného testu (VNT) alebo pomocou polymerazovej retazovej re-
akcie s reverznou transkripciou v realnom ¢ase (RT-qPCR).

» Samostatne pouzita RT-qPCR.

Vyskyt nakazy VHS v danom chove je mozné vylucit' v pripade, ze vySSie uve-
dené testy oznacia vzorky ako negativne na pritomnost’ virusu.

Preventivne opatrenia zavle¢enia nakazy do chovu

NajCastejSou popisovanou cestou prenosu ochorenia je obchodovanie s ry-
bami. Je preto podstatné poznat' nakazovy Statut hospodarstva, z ktorého je osadka
nakupovana. Je zakazané zasielat ryby do usemi a PPA s lepSim nakazovym Statu-
tom. Z hladiska vyskytu nebezpeény neexotickych nakaz delime podla 2006/88/ES
krajiny a oblasti do piatich kategorii:
| Oblast’ prosta nakazy, Il Program dozoru, Il Nedefinovany $tatut, IV Program eradi-
kacie a V Zamorena oblast. CR patri, pokial ide o VHS a IHN do kategérie Il - nede-
finovany nakazovy status.

V ramci prevencie Sirenia nebezpecnych nakaz je tiez zakazané uvadzat na
trh za u€elom chovu ryby z hospodarstva s potvrdenym vyskytom ochorenia, aj
napriek moznej absencii klinickych priznakov.

Druhym najCastejSim sposobom Sirenia VHS je prostrednictvom zdielaného

vodného toku. Infikovaniu hospodarstva vodou je mozné predchadzat samostat-
nym zdrojom vody bez vnimavej rybej osadky (studna alebo vrt), pripadne filtraciou a
dezinfekciou pritokovej vody.
Nezanedbatelnym faktorom prenosu ochorenia je materialne a pristrojové vybave-
nie hospodarstva. Je preto nutné, aby v pripade prechodu medzi dvoma lokalita-
mi dochadzalo vzdy k dezinfekcii nastrojov, povrchovych &asti vozidiel a pracovnych
pomoécok a to vzdy po prichode na novu lokalitu a pred jej opustenim. Predmety z
porézneho materialu (drevo, siete) su tazko dezinfikovatelné, preto je nutné, aby boli
pouzivané vyhradne v jednej prevadzke. Toto plati aj pre pracovné odevy a ochranné
pomo&cky zamestnancov.

Povinnosti chovatel'a v pripade podozrenia na vyskyt nebezpecnej nakazy

Chovatel ma v prvom rade povinnost okamzite nahlasit podozrenie na vyskyt
nebezpecénej nakazy prisluSnym uradom. Tak isto ma povinnost hlasit zvySeny uhyn
v chove veterinarnemu lekarovi, alebo prislusnym uradom. Ohlasovaciu povinnost
s nim zdieflaju: Vlastnik a akakolvek osoba, ktora sa stara o vodné ZivocCichy, osoba
sprevadzajuca vodné ZivocCichy pri preprave, prakticki veterinarni lekari a dalSi pracov-
nici zaoberajuci sa zdravim vodnych zivoCichov, uradni veterinarni lekari a akakofvek
ina osoba s profesnym vztahom k vodnym zivo€ichom.

Dalej chovatel' do prichodu veterinarneho lekara zaisti aby vnimavé a choré
zvierata, predmety, ZivoCiSne produkty a podla moznosti ani osoby neopustili priestory
hospodarstva. Po prichode uradného veterinarneho lekara musi postupovat’ podfa
jeho pokynov a poucenia.
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Postup KVS SVS v pripade potvrdenia vyskytu nebezpecnej nakazy

Urad vydad mimoriadne veterinarne opatrenia vo forme rozhodnutia pre
samotné ohnisko a nariadenia pre ochranné pasma. Hospodarstvo, ktoré je ohnis-
kom bude oznacCené vystraznou tabufou. Ryby v ohnisku s klinickymi priznakmi budu
usmrtené a bezpec€ne odstranené, tak isto ako ryby, ktoré nedosiahli trznd hmotnost.
Ryby trznej hmotnosti bez klinickych priznakov budu vylovené, na mieste usmrtené
a premiestnené do k priamemu spracovaniu v schvalenych spracovatelskych zaria-
deniach. VSetky pomdcky, nastroje a zariadenia budu mechanicky oCistené a nasled-
ne dezinfikované. Nadrze budu vypustené, mechanicky oCistené a nasledne dezinfi-
kované. Smérnice rady 2006/88/ES vyzaduje dalej 6 tyzdriové ponechanie nadrzi
uhorom.

KVS SVS dalej stanovi pozorovaciu dobu, po ktoru bude v ohnisku prebiehat
aktivny dozor a to kontrola zdravia vnimavych druhov ryb, minimalne dvakrat po dobu
vhodnych teplotnych podmienok k odberom. PoCas pozorovacej doby je zakazané
vyvazat z hospodarstva ryby za ucelom chovu.
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Proliferativni onemocnéni ledvin (PKD)

Proliferativni onemocnéni ledvin (PKD) je zpusobeno puvodcem Tetracapsuloi-
des bryosalmonae (Myxozoa: Malacosporea). Hlavnim cilovym organem puvodce jsou
ledviny, které se nasledkem infekce az enormné zvétsuji, zejména ve své kaudalni
Casti. Nejvice vnimavy k tomuto onemocnéni je pstruh duhovy, zejména rocek,
u néhoz pfi uplatnéni sekundarnich infekci maze mortalita dosahnout vysokych hodnot
(Clifton-Hadley a kol., 1984). T. bryosalmonae je dvouhostitelskym parazitem. Infekeni
stadia jsou uvolfiovana z mechovek (Bryozoa) do vody, kde plavou a pronikaji do
lososovitych ryb pfes kiiZi a zejména pres zabry (Longshaw et al., 2002). U lososovitych
ryb jsou popisovany dvé faze vyvoje; v prvni fazi dochazi k transportu puvodce krvi
do vnitfnich organu, zejména do ledvin a sleziny, kde se vyviji extrasporogenni stadia
zpusobujici masivni infiltraci a proliferaci intersticia. Druha faze nastupuje za 2-3 tydny,
kdy pUvodce migruje do ledvinnych kanalku a tam vytvafi sporogenni stadia (Tops
et al., 2004). Spory jsou vyluCovany moci (Hedrick et al., 2004; Bettge et al. 2009).
PKD se vyznacuje vyraznou sezoénnosti spojenou s teplotou vody. Klinické pfiznaky
onemocnéni a zvySena mortalita se objevuji pfi teploté nad 15°C. Vyskytuje se nejCasté-
ji u jednoletych ryb v mésici €ervenci — fijnu coz je spojeno s uvolfiovanim infekénich
spor z mechovek a rovnéz s proliferaci paraziti v hostiteli — rybé. Po prodélané infekci
byvaji ryby imunni vUici reinfekci (Foott a Hedrick, 1987). Néktefi autofi uvadi scho-
pnost pstruha duhového kompletné regenerovat ledvinnou tkan a eliminovat vétsinu
parazitl (Bettge et al., 2009; Schmidt-Posthaus et al., 2012). Detailni vyvoj, moznosti
pfenosu a uzavreni vyvojového cyklu nejsou jesté zcela objasnény. Sporogenni stadia
v ledvinnych tubulech byla nalezena u pstruha obecného a pstruha duhového (Bettge
et al., 2009), ale zralé spory s polarnimi kapsulami byly detekovany pouze v tubulech
pstruha obecného (Grabner and EI-Matbouli, 2008). Ke snizeni mortality je v literatufe
doporuceno postupné zvysSovani koncentrace soli az na 1,2%.

Pouzity material a metodické postupy

Na zakladé zjisténi zdravotnich problémU v chovu lososovitych ryb byly
v péti terminech odebrany ryby vykazujici pfiznaky onemocnéni a ryby zdravé jiného
puvodu, chované na jiném systému, ale stejného stafi, jako ryby kontrolni. Celkem
bylo vySetfeno 60 ks ryb nemocnych a 45 ks ryb zdravych. Rybam byla odebrana
krev z ocasnich cév, poté byly ryby usmrceny a podrobeny pato-anatomickému
vySetfeni. Ode vSech ryb byly odebirany vzorky ledvin, jater a sleziny pro histologické
a imunohistochemické (IHC) vySetfeni. V krvi byl stanoven celkovy pocet erytrocytd,
hematokritova hodnota, koncentrace hemoglobinu a hodnoty vypoctoveé: stfedni objem
erytrocytu (MCV), hemoglobin erytrocytu (MCH) a stfedni barevna koncentrace
(MCHC), dale celkovy pocet leukocytl a oxidativni vzplanuti fagocytl. Byly zhotoveny

krevni natéry pro stanoveni diferencialnich rozpoctl leukocytu. Vzorky krve byly
rovnéz odstfedény a plazma pouzita pro stanoveni dalSich imunologickych parametra:
koncentrace celkovych imunoglobulin v plazmé a bakteriolyticka aktivita komplemen-
tu v plazmé. Teplota vody ve sledovaném obdobi byla pfi odbéru t1 - 14°C, 12 - 12,5°C,
t3-8°C, t4 —4°C, t5 - 3°C.

Pro zjisténi moznosti snizeni ztrat pomoci zvySovani koncentrace NaCl ve vodé byla
¢ast nemocnych ryb pfevezena na VFU v Brné, kde byly ryby rozdéleny do dvou skupin
po 50 kusech — na lIéCené a neléCené. Po dobu 14 dni jim byla postupné navySovana
koncentrace NaCl az na kone¢nou koncentraci 8,1%o.. Po 14 a 21 dnech po zapoceti
aplikace NaCl bylo z kazdé skupiny odebrano vzdy po 15 kusech ryb, které byly podro-
beny patologicko-anatomické pitvé a byly jim odebirany vzorky ledvin na histologické
a imunohistochemické vySetfeni a rovnéz vzorky krve na vybrana hematologicka a
imunologicka vysSetfeni, podobné jak bylo uvedeno vyse.

V daném intenzivnim chovu byly v nasledujicim roce odebrany vzorky riznych druht
a vékovych kategorii chovanych ryb: pstruh duhovy, ro€ek (kusova hmotnost 929),
pstruh duhovy, dvouro€ek (kusova hmotnost 236g) — na systému 2. rok, pstruh duhovy,
dvourocCek (kusova hmotnost 168g) — na systému 1. rok, dale pak siven americky,
dvourocCek (kusova hmotnost 236g) — na systému 1. rok a kfizenec sivena amerického
a sivena arktického, dvourocek (kusova hmotnost 244g) — na systému 1. rok. Ryby
byly odebirany po 10 kusech. Rybam po usmrceni byly odebrany vzorky ledvin, slez-
iny a jater na imunohistochemickeé vySetfeni a vzorky ledvin na vySetfeni pfitomnosti
puvodce pomoci molekularni PCR.

Obrazek €. 1. Mortalita ryb a pribéh teploty vody od nasazeni ryb po uplné
odeznéni priznakli onemocnéni
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Celkova mortalita zpasobena PKD byla odhadnuta na cca 30 %. Kumulativni
mortalita dosahovala nejvyS$Sich hodnot v z&fi a fijnu (vzdy 13.7%), v listopadu prudce
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klesla na 2.8 % a v prosinci na 0.6 % (Obr 1). ZpoCatku ryby vykazovaly klinické
pfiznaky onemocnéni: apatie, ztrata pfijmu potravy a i patologicko-anatomickym
vySetfenim jsme zjistili vysokou morbiditu vySetfovanych ryb v rizném rozsahu
pato-anatomickych zmén: zvétSena dutina télni, jedno nebo oboustranny exoftamus,
petechialni krvaceniny v kizi, tekutinu v dutiné télni, anemie zaber a vnitfnich organd,
lehce az roletovité zdurelé ledviny zejména v kaudalni ¢asti, zménéna konzistence
a barva ledvin, vétSinou zvétSena slezina, v nékterych pfipadech rovnéz barevné
zménéna (Obr.2). Tyto patologické zmény v dalSich odbérech vymizely, atkoliv zdufeni
ledvin a sleziny pretrvavalo v rizném rozsahu az do prosince (Tab.1).

Obrazek ¢. 2. Vlevo: zvétSena dutina télni, exoftalmus, krvaceniny v kuzi;
vpravo: anemie jater, zvétSena slezina, enormné zvétSené mramorované ledviny
v kaudalni ¢asti.

B

Tabulka ¢. 1. Zdufeni ledvin v pribéhu onemocnéni vyjadfené ledvinnym indexem
(stupnice 0-6, kdy 0 znamena nezvétSené ledviny, 6 maximalni zdufeni ledvin)
a pFitomnost histologickych zmén v ledvinach (stupnice — az +++, kde — znaci bez
histologickych zmén, +++ nejvyraznéjsi histologicky nalez)

zari fijen listopad prosinec leden
Zdufeni ledvin
(pramér a rozpéti) 4.8 (2-6) 2.9 (2-5) 2.2 (0-3) 0.5 (0-2) 0
Histologické zmény
v ledvinach +++ +++ + +- -
n 20 10 10 10 10

Histologicky (Obr. 3) a imunohistochemicky (Obr. 4) jsme v ledvinach a ve
sleziné detekovali pfitomnost pavodce PKD, Tetracapsuloides bryosalmonae. Jejich
maximalni poc€et byl zaznamenan v zafi (Tab. 2).

Obrazek €. 3. Histologicky zachyt plivodci PKD. Extrasporogenni stadia v led-
vinném parenchymu (») a sporogenni stadium v ledvinném tubulu ().

Tabulka ¢. 2. Primérny pocet T. bryosalmonae (primeér z 10 zornych poli v kazdém
vzorku, zvétSeni 200x) a prevalence (%) ve sledovanych organech

ledviny slezina jatra
zari 29.4-520.8; 100% 1.5-268.1; 100%  0.4-36.9; 80%
fijen 0.1-7.5; 40% 0.1-1.7; 30% -

listopad sporadicky; 20%  sporadicky; 20% -
prosinec - sporadicky; 20% -
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Histologicky nalez byl charakterizovan riznym stupném proliferace a kulato-
bunécné infiltrace, u nékterych jedinct byla pfitomna nekroticka loziska, krvaceniny,
dochazelo k alteraci tubularnich stén v rizném rozsahu od rozpadlé tubularni vystelky
po totalni destrukci. Rovnéz byly nachazeny okrsky s masivni fibroproduktivni prolife-
raci a nové tubularni bazofilné se barvici formace svédcici o neotubulogenezi. Tyto
zmény programovaly v fijnu, kdy bylo nachazeno velké mnozstvi tubull s hyalinni
kapénkovou degeneraci a velka loZiska se zanétlivou infiltraci. V listopadu téchto zmén
ubyvalo a paralelné jsme zaznamenali vySSi stupen tubuloneogeneze. V prosinci jiz
byl histologicky nalez témeér normalni.

Rovnézvramcicervenéhoibiléhokrevnihoobrazujsmezaznamenalivaznézmeény
a jejich vyraznou dynamiku. Pfi prvnim odbéru byl Cerveny krevni obraz charakte-
risticky velice nizkym poctem erytrocytd, nizkou hematokritovou hodnotou a nizkou
koncentraci hemoglobinu, coz se odrazilo i ve vypoctovych hodnotach. V ramci bilého
krevniho obrazu infekce zpUsobila rapidni ubytek leukocytu lymfocytarni i myeloidni
fady, ackoliv nemocné ryby nadale vykazovaly lymfocytarni charakter krve. Fagocyty
se vyznacovaly vyrazné vySSimi hodnotami oxidativniho vzplanuti, coz je patrné
zejména po prepoCtu na dany pocet fagocytd, kdy byla jejich schopnost
uvoliovat kyslikové radikaly vice nez 15x vysSSi oproti rypam zdravym. Rovnéz aktivita
komplementu a koncentrace celkovych imunoglobulini dosahovala u nemocnych ryb
vy$sSich hodnot. Z vysledku je patrné, Zze puvodce vyrazné stimuloval imunitni odezvu
organismu jak v oblasti buné&né nespecifické imunity, tak v oblasti humoralni speci-
fické i nespecifické imunity.

K vyrovnani hodnot Cerveného krevniho obrazu doslo rychleji nez u bilého krev-
niho obrazu (hodnoty hemoglobinu jiz pfi druhém odbéru, celkovy pocet erytrocytl
ve tretim odbéru), celkové pocty leukocytl se vyrovnaly az ve Ctvrtém odbéru, coz
korespondovalo i s upravenim fagocytarni aktivity, ktera se v tomto odbéru rovnéz sni-
Zila na hodnotu kontrolni skupiny.

Druhova vnimavost

V ramci pokusu s vnimavosti riznych druhu lososovitych ryb, jsme pomoci IHC
zjistili, Ze nejvice napadeny byl pstruh duhovy, roCek, ktery vykazoval typicky nalez
pro PKD a zvySenou mortalitu, pouzitim IHC jsme detekovali masivni zachyt pavodcu
(ledviny 62-232; slezina 80-182; jatra 2-10; 100% ve v8ech organech). Pstruh duhovy,
dvourocek, ktery byl na systému prvnim rokem a s puvodcem PKD se setkal poprve,
vykazoval rovnéz typicky PA nalez pro PKD v rizném rozsahu a IHC byl zachycen
i puvodce onemocnéni (ledviny 4-121; 50%; slezina 3-97, 50%; jatra 1-8, 20%). Pstruh
duhovy, dvourocek, ktery byl na systému druhym rokem a prodélal jiz PKD v roce
predchozim, sice vykazoval nékteré pfriznaky PKD (zvétSena slezina, mirné zdurelé
ledviny), ale nebyla zvySena mortalita a ani IHC nebyl zachycen puvodce. Ani siven
americky, dvourocek, ani kfizenec sivena amerického a sivena arktického, dvourocek,
nevykazovali zadné zmény typické pro PKD a IHC nebyl zachycen puvodce. Pomoci
PCR diagnostiky vykazovaly vSak nékteré IHC negativni vzorky pozitivitu, nicméné
je patrné, Ze siveni i kfizenci vykazuji vySSi odolnost k onemocnéni a nedoslo u nich
k manifestaci klinickych ani patologickych projevi onemocnéni.

Terapie NaCl

Postupné zvySovani NaCl snizilo mortalitu 1é&enych ryb o vice nez 50% oproti
neléCenym rybam (Obr 2). ACkoliv pocty parazitu detekovanych pomoci IHC byly nizsi
u lé€enych ryb oproti kontrole i v ledvinach (1.6 vs. 2.5) i ve sleziné (0.6 vs. 0.7), nebyl

tento pokles statisticky vyznamny. Jisty rozdil byl vSak zaznamenan v ramci histolo-
gického vySetfeni: u obou skupin byly shledany proliferativni zmény v ledvinné tkani,
avSak zatimco u lé€enych ryb mély tyto zmény charakter proliferativné-reparatorni,
u neléCenych ryb byly spiSe jako zmény reaktivni nez reparatorni a rozsah poskozeni
parenchymu je zfetelné vétsi, nez u skupiny IéCené NaCl.

Obrazek €. 5. Kumulativni mortalita po aplikaci NaCl
60

50 p—

) /—/ /
& 30
/_/ non-treated
20 / treated
7 —
0

1 6 11 16 21
days during and after NaCl application

Zaver

Z hlediska patogeneze onemocnéni je dulezité, Zze u ryb i v souvislosti se
snizujici se teplotou vody ustala mortalita a vymizely klinické pfiznaky onemocnéni
a pato-anatomické zmény. Ryby byly schopny regenerovat ledvinny parenchym
a dokonce byly odolné vuci reinfekci v nasledujicim roce. Siveni a kfizenci se jevili jako
odolnéjsi vuci PKD. V chovech, kde neni mozné zamezit zavle€eni plvodce, je vhodné
vnimavy druh nasazovat do systému az v pozdnich podzimnich mésicich nebo vyuzi-
vat odolnych druhd ryb. NaCl se jevi jako vhodny prostfedek ke snizeni mortality ryb,
nikoliv vSak k uplné eliminaci onemocnéni.

Pouzita literatura je k dispozici u autoru.
Podékovani

PredloZzena studie vznikla za podpory projektt MZe NAZV Cislo QJ1210013
a QJ 1510077.
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Uvod

Akvakultura v Ceské republice je spojena hlavné s chovem ryb v rybnicich,
ale v soucasnosti neustale pfibyva specializovanych modernich systémua, které jsou
uréeny predevsim pro intenzivni chov lososovitych ryb (MZe CR 2014). Zatizeni
jsou mnohdy osidlena dalSimi organismy, jejichz vyskyt je ovlivnén hlavné lokalnimi
podminkami. Castymi obyvateli jsou vodni bezobratli, jejich funkce a pFipadny vliv
na systém je urCen predevsSim ekologickymi a biologickymi vlastnostmi konkrétnich
druhd. Nékteré druhy nemaji vliv na zafizeni zadny, ale v nékterych pfipadech
muze byt jejich pfitomnost nezadouci, protoZze mohou systém vyznamné ovliviiovat,
napfiklad snizuji funkénost biofiltrll, kolonie zarUstaji zafizeni nebo jsou mezihostiteli
parazitl ryb, ktefi zplUsobuji ¢asto velmi zavazna onemocnéni. Eliminace vodnich
bezobratlych ze systému pak maze byt velmi obtizna v nékterych pfipadech nerealna.
Cilem studie bylo vytvofeni metodiky pro efektivni eliminaci mechovek v rybochovnych
zarizenich a zdrojich vody. DalSim bodem bylo vyhodnoceni ekonomické efektivity
navrzeného resSeni.

Jednim ze zavaznych onemocnéni, které ohrozuje chovy lososovitych ryb
v Evropé a v severni Americe je proliferativni onemocnéni ledvin (PKD)(Hedrick
et al. 1993, Okamura and Wood 2002). Pribéh onemocnéni je chronicky, umrtnost
chovanych ryb mize za urcitych podminek dosahovat az 90% (El-Matbouli and
Hoffmann 2002), 8asto proto zpusobuje v chovech obrovské ekonomické ztraty. V Ceské
republice bylo onemocnéni prokazano poprvé roku 1986. Pivodcem tohoto zavazné-
ho onemocnéni, je parazit Tetracapsuloides bryosalmonae (Myxozoa, Malacosporea),
ktery se usazuje v ledvinach nakazenych ryb, jejichz tkan nasledné buji a postupné
ni¢i ledvinné kanalky (Svobodova 2007). Onemocnéni se vyskytuje nejCastéji u jedno-
letych lososovitych ryb v obdobi €ervenec az fijen, kdyz teplota vody prekroci 15°C, pfi
nizsich teplotach se projevuje velmi vzacné (Clifton-Hadley et al. 1984).

Zivotni cyklus plivodce onemocnéni T. bryosalmonae je dvojhostitelsky, prvnim
hostitelem jsou mechovky (Phylactolaemata, Bryozoa) (Lom and Dykova 2006).
DalSimi hostiteli jsou lososovité ryby (Hrabcova 2015). Mechovky jsou bézné se
vyskytujici sladkovodni zZivoCichové, ktefi vytvari kolonie slozené z jednotlivych jedincu
(zoidu), ti zpravidla dosahuji velikosti pouze nékolika milimetrd. Celé kolonie
mechovek pak mohou dosahovat nékolika decimetru, Casto vytvari narosty na pevnych
ponofenych pfedmétech (mola, kameny, lodé&, atd.)(Wood 2005). V Ceské republice
byl zaznamenan vyskyt celkem 10 druht mechovek (Korabek, 2009). Za potencialni
hostitele T. bryosalmone byly v minulosti oznaCeny napfiklad Hyallinella punctata,
Plumatella fungosa, Plumatella repens, Cristatella mucedo nebo Fredericella sultana
(Tops and Okamura 2005, Hartikainen et al. 2014, Hrabcova 2015).

Metodika
Pro testovani eliminace mechovek z rybochovnych zafizeni byly vybrany ftfi
v rybafstvi bézné pouzivané chemické prostfedky formaldehyd, Persteril (32-36 %

kyselina peroxyoctova, 5-12 % peroxid vodiku, max. 25 % kyselina octova), Savo Ori-
ginal (1-5 % chlornan sodny a 0,1-1 % hydroxid sodny). Informace o pusobeni téchto
latek na mechovky v literatufe zcela chybi. Testy byly provedeny v laboratornich
podminkach na dvou modelovych druzich Plumatella emarginata a Cristatella mucedo.
Kolonie P. emarginata pochazely z modelového teplovodniho recirkulacniho systému.
Kolonie C. mucedo pochazely z nadrze z lokality na Vysoc€inég, ktera je zdrojem vody
pro intenzivni chov lososovitych ryb, kde byl v minulych letech prokazan vyskyt PKD.
Kolonie mechovek byly odebirany seSkrabem z pevnych povrchd pomoci skalpelu.
Byly pfeneseny do laboratore, kde byly rozdéleny na &asti o velikosti cca 5 cm?.

Nasledné byly pfemistény na Petriho misky, zality odstatou vodovodni vodou
a ponechany 24 hodin k aklimatizaci. Poté byla pod optickym mikroskopem zkontrolo-
vana jejich aktivita a nasledné byly vystaveny pusobeni koncentracni fady chemikalii.

Zvoleno bylo vzdy 11 koncentraci v procentualni fadé 1; 0,5; 0,2; 0,1; 0,05;
0,025; 0,0125; 0,0063; 0,0031; 0,0016; 0,0008. Kazda koncentrace méla 5 opakovani
a kontrolni vzorek, kde byla pouZita pouze voda. Po aklimatizaci byla vyménéna voda
za prislusnou koncentraci roztoku testované latky o objemu 10 ml. Mechovky byly
vystaveny pusobeni latky po dobu 30 minut, poté byl roztok vyménén za vodu.
Nasledné byly kolonie ponechany 1 hodinu bez manipulace, pak byla provedena prvni
kontrola. Po dalSi hodiné byla provedena druha kontrola. Pfi obou kontrolach bylo na
misce nahodné& vybrano 50 zoid(l, u kterych byla sledovana jejich reakce. Zivi zoidi,
ktefi nevykazovali Zzadné znamky naruseni, byli spocitani.

Vysledky

Prvni testovanou latkou byl pfipravek Savo Original s ucinnou latkou chlorna-
nem sodnym. Pfi jeho 30 minutovém pusobeni na kolonie druhu P. emarginata byl
zjistén uhyn vSech zoidu pfi koncentracich vy3Sich nez 0,025 %. Pfi koncentraci
zivoC€ichové byli vSichni aktivni. Kolonie druhu C. mucedo byly pfipravkem Savo usmr-
ceny pfi vyrazné vysSich koncentracich tj. 0,1 % a vice. PFi koncentracich nizSich nez
0,0125 % jiz nebyly na zoidech C. mucedo pozorovany zadné zmény. Po pfepocteni
letalni koncentrace chlornanu sodného pro mechovky na mg.lI"" vychazi u druhu
P. emarginata 0,93 mg.I" a u C. mucedo je to 3,72 mg.I"", tyto koncentrace vyrazné
prevySuji letalni koncentrace pro ryby. Toxicita chlornanu sodného pro pstruhy
(Oncorhynchus mykiss) je udavana 96 h LC50 0,2 mg.I" (Bezpecnostni list,
Penta 2012).

Dalsim testovanym pfipravkem byl Persteril. Pfi testech usmrtil celou kolonii
druhu P. emarginata jiz pfi koncetracich 0,0031 % a vy$Sich. U druhu C. mucedo
zpusobil Persteril usmrceni kolonii pfi koncentracich 0,0063 % a vysSich. V nasledné
varianté (koncentrace 0,0031 %) jiz nebyly na zoidech C. mucedo pozorovany zadné
zmény v aktivité a reakce vSech kontrolovanych jedincu byly normalni. Letalni davka
kyseliny peroctove, ktera je hlavni slozkou pfipravku Persteril, byla pro druh P. emar-
ginata 2,37 mg.I'" a pro C. mucedo 4,75 mg.I"", obé tyto hodnoty nékolikanasobné
prekracCuji udavané letalni koncentrace pro ryby. Toxicita kyseliny peroctoveé pro druh
O. mykiss je udavana 96 h LC50 0,53 mg.|"" (Bezpeénostni list, EuroSarm 2015).

Posledni testovanou latkou byl formaldehyd. Jeho pouziti zpusobilo Uhyn
celé kolonie P. emarginata pfi koncentracich 0,0063 % a vy3Sich. Pfi koncentraci
0,0008 % byla mala ¢ast zoidl imobilizovana, ale v pomérné kratké dobé se i tito zoidi
zregenerovali. Zoidi druhu C. mucedo byli odolnéjSi, usmrceni byli pfi koncen-
tracich 0,0125 % a vyS$Sich. Pfi koncetraci 0,0063 % jiZ nebyl zaznamenan zadny
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vliv. Letalni davka formaldehydu byla v nasem pfipadé pro druh P. emaginata
0,69 mg.I"" a pro C. mucedo 1,38 mg.I"", tyto hodnoty nejsou pro ryby a dal$i bezobratlé
pfi kratkodobém pusobeni letalni. Toxicita formaldehydu pro pstruha duhového
(O. mykiss) je udavana 96 h LC50 24 mg.I' (Bezpecnostni list, Penta 2004).
Formaldehyd jako jediny z testovanych prostfedkd usmrtil kolonie mechovek pfi niz-
Sich koncentracich, nez jsou letalni koncentrace pro lososovité ryby. Nicméné pokud
jsou lososovité ryby vystaveny vysokym koncentracim nebo je pasobeni formaldehydu
dlouhodobé, mize zpusobit pokles hustoty bunék sliznice (Buchmann et al. 2004).
Vysoké koncentrace formaldehydu mohou u pstruha duhového zpusobit zmény
v srdecni ¢innosti (Tkachenko et al. 2013). Dullezitou otazkou pfi pouziti formaldehydu
v akvakulture je jeho pusobeni na bakterialni spole€enstvo biofiltru. Tato latka zjevné
nema zadny negativni vliv na bakterie oxidujici amoniak ani pfi koncentraci 90 mg.I",
nicméné bylo pozorovano vyznamné ovlivnéni nitrifikacnich bakterii pfi koncentracich
vySSich nez 40 mg.I"" (Keck and Blanc 2002). Dals$i studie prokazala pro smiSenou
bakterialni kulturu 120h EC50 34,1 mg.I"" (Tisler and Zagorc-Koncan 1997).

Z vysledkl vyplyva, Ze kolonie druhu C. mucedo odebrané z volnych vod byly
vyrazné odolnéjsi nez kolonie P. emarginata pochazejici z modelového recirkulacniho
zafizeni. Vzhledem k tomu, ze pro pracovniky v praxi by mohlo byt obtizné rozlisit
jednotlivé druhy mechovek, byly vzaty v uvahu vyssi hodnoty potfebné k usmrceni
odolnéjSiho druhu C. mucedo.

Po zhodnoceni z ekonomického hlediska je nejlevnéjsi variantou (30 K&/m?3)
pouziti pfipravku Savo Original, nicméné koncentrace (0,1% roztok) potfebna
k usmrceni mechovek je letalni i pro ryby. Proto Ize toto feSeni doporucit pro zafizeni,
ve kterém v okamziku zasahu ryby nejsou. Nejdrazsi variantou (37,4 K&/m?3) byl formal-
dehyd, ktery usmrtil mechovky pfi koncentracich (0,0125 % roztok), tato koncentrace
je nizSi nez letalni koncentrace pro ryby. Proto Ize pro zafizeni s rybami doporucit
pouziti prave této latky. Vzhledem k tomu, Ze rozdily cen pro malé objemy vody mohou
byt na prvni pohled minimalni a proto zavadéjici, byly pfepocitany naklady na usmr-
ceni mechovek i pro modelové zafizeni o objemu 1000 m3. V zafizeni této velikosti se
vysledna cena jednorazové desinfekce, ktera spolehlivé usmrti mechovky, pohybuje
v fadu desetitic korun (Tabulka 1).

Tabulka 1 Naklady na eliminaci mechovek v modelovém systému o objemu 1000 m?
a potfebné objemy pfipravki na 1 m3

Save
Original Persteril formadehyd
(konc.) (36%) (36-38%)
o naklady na 1000 m? (K¢&) 7 500 17 700 18 700
P. emareingia objem piipravku na 1m® (ml) 250 86.3 170
naklady na 1000 m? (K¢&) 30 000 35400 37 400
C. mucedo - — "
objem pfipravku na 1m? (ml) 1 000 172,5 340
Zavér

Pro testovani eliminace mechovek (Bryozoa) byly pouzity rizné koncentrace
pripravkul, které se bézné pouzivaji v rybarské praxi pro Cisténi a dezinfekci zafize-
ni (Savo, Persteril, formaldehyd). Mechovky jsou pomérné citlivi zivo€ichové, pouzité

Vv

koncentracich: Savo 0,025 %, Persteril 0,0031 % a formaldehyd 0,0063 %, u druhu

Cristatella mucedo: Savo 0,1 %, Persteril 0,0063 % a formaldehyd 0,0125 %.
Z vysledkl vyplyva, Ze kolonie C. mucedo jsou vuc&i témto pfipravkim odolngjsi
a regenerace je vyrazné rychlejSi nez kolonie P. emarginata. Formaldehyd jako jediny
z testovanych pfipravkd usmrcoval kolonie mechovek pfi nizSich koncentracich, nez
jsou letalni koncentrace pro lososovité ryby. Pouziti formaldehydu pro uplnou eliminaci
mechovek vychazi jako nejdrazsi varianta, pfi koncentraci 1,38 mg.l-1, by se cena
pohybovala v pfiblizné vysi 37,5 tis. KE. Savo a Persteril byly pro mechovky letalni
v takovych koncentracich, které jsou smrtelné i pro lososovité ryby. Pouziti Sava bylo
vyhodnoceno jako nejlevnéjSi varianta, nicméné ho lze vyuzit pouze pro desinfekci
systému, ktery by byl doCasné bez ryb.

Podékovani
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VLIV OD,LIQNYCH KRMIV NA MARKERY OXIDATIVNIHO STRESU U PSTRUHA
DUHOVEHO (ONCORHYNCHUS MYKISS)

K. Janova', J. Mares?, M. Palikova', I. Papezikova', L. Blahova?

’Qstav ekologie a chorob zver, ryb a véel, VFU Brno
2Ustav zoologie, rybarstvi, hydrobiologie a vcelarstvi, Mendelova univerzita v Brné
3Centrum pro vyzkum toxickych latek v prostredi, Masarykova univerzita Brno

V intenzivnich chovech ryb mohou ryby €asto podléhat pomérné velkému stre-
su. Nasledkem zvy$ené miry stresu je snizeni odolnosti ryb vuéi chorobam a také
zvySeni miry oxidacniho stresu. Pfi poruseni dynamické rovnovahy mezi vznikem
a zanikem reaktivnich forem kysliku nastava pro bunku stresova situace. Reaktivni
formy kysliku mohou zpuUsobovat oxidaci mastnych kyselin v lipidech, naruSovat
strukturu proteint a DNA (Lushchak, 2011).

Dulezitym parametrem oxidativniho stresu je zména koncentrace nizkomoleku-
larnich latek. U nich je jako nejCastéjSi marker stanovovan glutation (GSH) a jeho
oxidovana forma (GSSG). Glutation je nejvyznamnéjsi intracelularni antioxidant neen-
zymove povahy, je soucasti nejrozSifenéjSiho redoxniho systému eukaryot.

Jednou z Castych chorob v intenzivnich chovech lososovitych ryb je furun-
kulbza onemocnéni zplUsobené gramnegativni bakterii Aeromonas salmonicida.
Vnimavost lososovitych ryb neni stejna, pstruh obecny a siven americky jsou vnima-
véjSi nez pstruh duhovy. Patogeny se lépe rozviji a Sifi pfi vySSich teplotach vody
(optimalné 15-21°C), v organicky znecisténé vodé, pfi vysoké hustoté rybi obsadky,
oslabeni ryb apod. Furunkul6za pusobi v chovech znacné Skody. V poslednich letech
je patrna snaha o snizeni objemu pouzivanych antibiotik v chovech hospodarskych
zvirat, v€etné ryb. Hledaji se alternativni zplisoby a moznosti, jak zvysit rezistenci
ryb vici chorobam. K posileni nespecifické imunitni odpovédi ryb je mozno pouzit
krmiva s pfidavkem imunostimulant(. Prokazané zvySeni odolnosti bylo zaznamenano
i u pstruha duhového (Sharifuzzaman & Austin, 2009). ZvySeni rezistence vuci furun-
kul6ze u pstruha duhoveého po experimentalni challenge Aeromonas salmonicida je
popisovano i dalSimi autory (Irianto & Austin, 2002; Kim & Austin, 2006).

Nasim cilem bylo zhodnoceni markeru oxidativniho stresu GSH a GSSG ve
tkanich pstruha duhového po krmeni odliSnymi krmivy — s obsahem imunostimulantd
nebo se zvySenym obsahem rostlinnych komponent, oproti krmivu standardnimu. Oxi-
dativni stres byl hodnocen i po experimentalni challenge Aeromonas salmonicida. U
krmiva s pfidavkem imunostimulantd se o¢ekavalo snizeni miry oxidativniho stresu.

Jedinci pstruha duhového byli odchovavani v recirkulaénim zafizeni na Mende-
lové univerzité v Brné ve tfech chovnych nadrzich o objemu 1000 litrd. K filtraci vody
v nadrzich byl pouzit biofiltr Nexus 310 s objemem filtracni naplné zhruba 300 | a také
zarizeni k dezinfekci vody (kombinace ozénu a UV-C lampy — Redox). Voda v nadrzich
byla saturovana kyslikem na prdmérnou hodnotu 8,17 mg.I"" tj. 85,7 %, teplota vody
byla prdmérné 16,6°C, hodnota pH 7,76; N-NH,* 0,06; N-NO,0,22; CI- 70,67 mg.I"
(obsah chloridl sledovan z duvodu stanoveni tzv. ,chloridového €isla“). Do nadrzi byly
ryby nasazeny zaCatkem kvétna 2015 a po adaptaci byl 12. 5. 2015 zahajen odchov s
tfemi rdznymi krmivy.

Jednalo se o krmiva:

1. 920 — standardni extrudované krmivo pro chov lososovitych ryb — BioMar EFI-
CO Enviro 920, velikost peletek 4,5 mm

41



42

2. Focus — standardni extrudované krmivo BioMar EFICO Enviro 920 doplnéné
imunostimulanty, velikost peletek 4,5 mm

3. Advance — extrudované krmivo pro chov lososovitych ryb BioMar EFICO Enviro
920 Advance, velikost peletek 4,5 mm

Krmivo Advance je svym slozenim a zivinami podobné krmivu 920, ale obsa-
huje vySSi podil rostlinnych komponent a nizsi podil rybi moucky (pod 10 %). Intenzita
krmeni byla fizena doporu¢enim dodavatele krmiv — danska firma BioMar a pohybo-
vala se v rozmezi 1,26-1,28 % hmotnosti ryb. Krmeni bylo provadéné 3x denné.
Odchov byl ukon&en po 28 dnech (9. 6. 2015), ryby byly poté pfevezeny na VFU
Brno, kde byly nasledné podrobeny challenge bakterii Aeromonas salmonicida
v davce 2.102 CFU na rybu. Ryby ze vSech tfi variant byly infikovany intraperitonealné
a sledovany po dobu 20 dnu od aplikace. Po 20 dnech byla rybam odebrana krev
z ocasnich cév a ryby byly usmrceny. Nasledné byly odebrany vzorky tkani jater,
ledvin, stfev a svaloviny. Stfeva byla proplachnuta a zbavena vnitiniho obsahu. Vzorky
tkani byly zamrazeny a skladovany pfi teploté -85°C v mrazicim boxu.

Analyza obsahu redukovaného glutationu GSH a oxidovaného glutationu
GSSG probéhla v laboratofich Centra pro vyzkum toxickych latek v prostiedi,
Masarykova univerzita, Brno. Zmrazené tkané byly krajeny na ledu a homogenizovany
v roztoku KCI 1,15% ledové s EDTA Il v koncentraci 10mg/100ul. Principem metody
je reakce thiolselektivni reagencie (DTNB = 2,2-dinitro-5,5-dithiobenzoova kyselina)
s volnymi -SH skupinami v neutralnim nebo mirné zasaditém pH v pfitomnosti
chelatacniho Cinidla, které zaroven zabrani oxidaci GSH béhem extrakce a analyzy.
Volné -SH skupiny jsou ve vzorku pfitomny v molekule redukovaného glutationu - GSH.
Redukovany i oxidovany glutation je po konjugaci redukované formy a vysrazeni
proteinl thiosalicylovou kyselinou stanoven pomoci LC/MS/MS (Waters). Vysledné
koncentrace byly uvedeny v nmol.g" tkané.

Ve vzorcich homogenatu tkani byly taktéz stanoveny proteiny postupem
vychazejicim z navodu vyrobce kitu ,DC (detergent compatible) protein assay* (Bio-
rad, USA) s vyuzitim standardu séra bovinniho albuminu. Kalibraéni fada byla pfipra-
vena v rozmezi 0-5 mg.ml" proteinu.

Ze stanoveni obsahu proteint byla zjisténa prumérna koncentrace proteind
[mg.g" tkané] v kontrolnich skupinach u v§ech organd. U jater (159,3+36,8) a svalu
(142,4+56,7) byl nejvyssi obsah proteinu u krmiva 920, u ledvin (182,4+54,3) a stfeva
(90,6+16,2) u krmiva Advance.

Ziskana data byla vyhodnocena pomoci programu STATISTICA 12. Pfi srovna-
ni kontrolnich skupin ryb u krmiv Focus a Advance s krmivem 920 pomoci jednocestné
analyzy ANOVA byly zjistény zmény v koncentracich GSH a GSSG. V analyze organu
jatra doslo k vyraznému narustu koncentrace GSH [nmol.g-1] u krmiva Focus 0 42 %
(p <0,05) a u krmiva Advance o 85 % (p < 0,05) oproti krmivu 920. Koncentrace GSSG
[nmol.g"] poklesla 0 55 % (p < 0,05) u krmiva Advance oproti krmivu 920 ve sledo-
vanych kontrolach. Pfi sledovani poméru GSH/GSSG byl u krmiva Advance narust
0 189 %

(p < 0,05) oproti kontrolnimu krmivu 920.

U ledvin vyznamné narostla koncentrace GSH u krmiva Focus o0 23 % (p < 0,05)
a koncentrace GSSG u krmiva Focus o 66 % (p <0,05). U krmiva Advance byl
naopak v koncentraci GSSG zaznamenan pokles 0 35 % (p < 0,05) oproti kontrolnimu
krmivu 920. Pomér koncentraci GSH/GSSG se zvysil u krmiva Advance 0 84 % (p <
0,05).

Ve tkani stfeva u krmiva Advance vzrostla koncentrace GSH o 23 % (p < 0,05),
koncentrace GSSG o0 38 % (p < 0,05) poklesla a pomér GSH/GSSG se zvysil 0 120 %
(p < 0,05). Vyznamné zmény v koncentracich GSH, GSSG a pomérech GSH/GSSG
jsou uvedeny v Tabulce 1.

V koncentracich GSH a GSSG u krmiv Focus a Advance ve svaloviné
nebyly vyznamné rozdily oproti kontrolnimu krmivu 920, coz bylo zpisobeno velkou
variabilitou dat.

Srovnani vyznamnych rozdilt v koncentracich GSH, GSSG a v poméru GSH/
GSSG u jednotlivych krmiv a tkani je uvedeno v Obrazek 1.

Tabulka 1 Srovnani vyznamnych zmén v koncentracich GSH a GSSG a poméru GSH/
GSSG u kontrol krmiv Focus a Advance ve srovnani s kontrolnim krmivem 920.

GSH [nmolg']| 6ssGnmorg-'] | GSH/GSSG
. Focus 142 % X X
Jatra
Advance 1 85 % L35% 1 189 %
. Focus 123 % 166 % X
Ledviny
Advance X L35% T 84 %
} Focus X X X
Strevo
Advance 123 % L 38% 1120 %

Obrazek 1 Srovnani poméri GSH/GSSG u kontrol krmiv 920, Focus a Advance.
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V dalSi c¢asti experimentu byl hodnocen vliv challenge bakterie Aeromonas
salmonicida na koncentrace GSH a GSSG u krmiv 920, Focus a Advance
v jednotlivych organech pstruha duhového — jater, ledvin, stfev a svalu. V programu
STATISTICA 12 byly vylou€eny odlehlé hodnoty a analyzou dat byly pomoci t-testu
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skupiny kontrol a challenge srovnany pro jednotlivé organy. V Tabulce 2 jsou uvedeny
vyznamné rozdily mezi kontrolami a challenge u analyzovanych markert u jednotli-
vych krmiv. V jatrech bylo analyzovano zvySeni koncentrace GSH v challenge u krmiva
920 012 % (p < 0,05).

U ledvin doslo taktéz ke zvySeni koncentrace GSH v challenge oproti kontrole
019 % (p < 0,05). U koncentrace challenge GSSG v jatrech doSlo u krmiva Focus ke
snizeni 0 38 % (p < 0,05), v ledvinach o 57 % (p < 0,05) a ve svalu 0 53 % (p < 0,05).

Pomér GSH/GSSG se zvySsil u jater pro krmivo Focus 0 61 % (p < 0,05), u ledvin
pro krmivo 920 o 44 % (p < 0,05) a pro krmivo Focus o0 167 % (p < 0,05). Ve stfevé
doSlo ke zvySeni poméru GSH/GSSG o0 51 % (p < 0,05) pro krmivo 920 a ve svalu
k nartstu 0 95 % (p < 0,05) pro krmivo Advance. V Tabulce 3 jsou pro uplnost uvedeny
pruméry, mediany, minimalni a maximalni hodnoty pro kazdy sledovany marker u jed-
notlivych kontrol a challenge ve studovanych organech.

Tabulka 2 Srovnani vyznamnych zmén v koncentracich GSH a GSSG a poméru GSH/
GSSG v jednotlivych organech mezi kontrolami a challenge Aeromonas salmonicida u
krmiv 920 (K1, CH1) Focus (K2, CH2) a Advance (K3, CH3).

GSH [nmc-l.g_]] GssG [nmolg-']| GSH/GSSG
., K1xCHI 712 % X X
jatra
K2xCH2 X L 38 % 161 %
_ K1xCHI1 X X 144 %
ledviny
K2xCH2 | 119% 157 % 1167 %
strevo K1xCHI X X 151 %
sval K3xCH3 X 153 % 195 %

Jak bylo uvedeno, GSH udrzuje redoxni rovnovahu bunék, hraje dulezitou
roli v metabolismu i detoxifikaci a oproti oxidované formé GSSG v burikach obvykle
previada. Pomér obou téchto forem (GSH/GSSG) je povazovan za indikator bunéén
ého stresu. Tento pomér je obvykle konstantni. Pfi pusobeni stresovych faktort dochazi
k oxidaci GSH na GSSG a pomér GSH/GSSG se snizuje. Ke zvySeni koncentrace
GSH u ryb muze dochazet po stresovém zatizeni, napfiklad po expozici toxickym
latkam se koncentrace zvysSuje v jatrech (Haluzova et al., 2011; Menezes et al., 2016;
Stephensen, Sturve, & Forlin, 2002). V nékterych pfipadech dochazi ke zvyseni
koncentrace GSH, ale koncentrace GSSG zUstane nezménéna nebo se snizi. Tyto
zmény v koncentracich GSH a GSSG vedou ke zvySeni poméru GSH/GSSG a jsou
zpusobeny zvySenou aktivitou enzymu syntetizujicich GSH — tim dochazi k obrané
buriky pfed oxidativnim stresem (Monteiro, Rantin, & Kalinin, 2010). Zmény v aktivité
enzymU na bazi GSH a zmény v obsahu GSH mohou byt uzite¢né pro detekci zmény
redoxniho stavu u ryb. (Stephensen et al., 2002). Ke snizovani aktivity antioxidacnich
enzymU jako glutation reduktazy (GR) muize dochazet po vystaveni stresovému
faktoru (Tkachenko, Kurhaluk, & Grudniewska, 2014). V na$i studii dochazelo k signi-
fikantnimu zvySeni poméru GSH/GSSG oproti krmivu 920 v kontrolni skupiné krmiva
Advance u jater (189 %), ledvin (84 %) i stfev (120 %). U tohoto krmiva je pomér
GSH/GSSG vyssi, nez u kontrolniho krmiva 920 nebo krmiva s imunostimulanty Focus
v kontrolnich skupinach. ZvySenim poméru GSH/GSSG krmivo Advance vyznamné
zvySuje oxidativni stres bunék jater, stfev a ledvin u pstruha duhového.
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U krmiva Focus s obsahem imunostimulantit se koncentrace GSH v jatrech (42 %)
aledvinach (23 %) vyznamné zvysovala. Uginek imunostimulantti na zvy$eni aktivity en-
zymu glutation-S-transferazy (GST) a glutation reduktazy (GR) u pstruha duhového byl
prokazan jiz jinymi autory (Giannenas et al., 2014). U vysSiho obsahu antioxida¢nich
enzymU lze prepokladat i vysSi antioxidacni schopnost a vy$Si koncentraci GSH
a tim potencialni ochranu organismu pfed oxidativnim stresem (Giannenas et al.,
2014; Ozorio et al., 2016). Hodnoty poméru u kontrolnich skupin GSH/GSSG u krmiva
Focus a krmiva 920 se vyznamné neliSi a proto Ize pfedpokladat nizSi zatéz redoxniho
systému bunék.

Ve srovnani kontrol a challenge Aeromonas salmonicida vzrostl vyznamné pomér
GSH/GSSG u krmiva 920 v ledvinach a stfevé a u krmiva Focus v jatrech a ledvinach.
Pfi zvy$seném poméru GSH/GSSG u krmiva Focus s obsahem imunostimulantd oCeka-
vame aktivaci redoxniho systému a souvisejicich enzyma, coz znamena vysSi syntézu
GSH a pokles GSSG a vysSi miru oxidativniho stresu. ZvySenou odolnost pstruha
duhového vaéi furunkuléze pfi experimentu s krmivem s obsahem imunostimulant(
pozorovali autofi (Irianto & Austin, 2002), kdy se zvySovala aktivita enzymu GST. Tento
predpoklad odpovida vyuZziti probiotik v krmivu u pstruha duhového ke zvySenirezistence
k furunkuléze. Ve tkani stfeva nedochazelo ke zvySeni poméru GSH/GSSG u krmiva
Focus, ale u krmiva 920 doslo k vyznamnému narustu o 51 %. Lze pfedpokladat, Zze
ve stfevé imunostimulanty u krmiva Focus pozitivné ovliviuji redoxni stav bunék a tim
snizuji miru oxidativniho stresu.

Shrnuti:
1) Krmivo Advance se zvySenym obsahem rostlinnych komponent vykazovalo
vyznamné zmeény koncentraci markeru oxidativniho stresu GSH, GSSG
ve srovnani s kontrolnim krmivem 920.

2) Ve tkani stfeva nebyl u krmiva Focus s obsahem imunostimulantl pozorovan
vyznamny rozdil v poméru GSH/GSSG mezi kontrolni skupinou a skupinou challenge
Aeromonas

salmonicida. U kontrolniho krmiva 920 naopak ke zvySeni poméru GSH/GSSG
dochazelo. Lze predpokladat, ze imunostimulanty maji pfiznivy vliv na bunky stfevni
tkané a pozitivné ovliviuji jejich redoxni stav.

3) Prezentované vysledky pfedstavuji pfedbézné vysledky po hodnoceni jednoho
vybraného markeru oxidativniho stresu. Oxidativni stres je komplexni a je potfeba
zhodnotit vice specifickych markeru. Vystupem studie bude dale analyza markeru li-
pidni peroxidace a zhodnoceni hematologickych parametrt u uvedenych organ

po ovlivnéni odliSnymi krmivy a challenge Aeromonas salmonicida.

Seznam literatury a doporucena literatura je na vyzadani dostupna u autoru.

Podékovani

Prispévek vznikl za finan¢ni podpory Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum,
projektu QJ1210013 ,Technologie chovu sladkovodnich ryb s vyuZitim recirkulacnich
systému danského typu se zamérenim na metody efektivniho Fizeni prostfedi a vete-
rinarni péce*.

Tato prace byla podpofena Vyzkumnou infrastrukturou RECETOX (projekt Mini-
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Rybi maso je bezesporu povazovano za kvalitni potravinu s vysokou nutri¢ni
hodnotou a stravitelnosti. Casto je zafazovano mezi potraviny, které mohou zejména
diky slozeni spektra mastnych kyselin pfiznivé ovlivnit zdravotni stav konzumenta.
Podminky prostiedi spolu se zvolenou krmnou strategii rozhodujicim zpisobem ovliv-
nuji kvalitu produkovaného rybiho masa. Vedle rybiho druhu a véku ryb tyto vnéjsi
faktory rozhoduiji o jejich nutriéni hodnoté.

S vyvojem kompletnich krmnych smési tak dostava chovatel do rukou ucinny
nastroj na ovlivnéni kvality produkovanych ryb. Jeho cilem je dosahnout rychlého
rustu ryb pfi udrzeni pfiznivé hodnoty krmnych nakladu, dobrého zdravotniho stavu
a standardni kvality produkované potraviny. Volbou krmiva pak uruje obsah proteinu
a energie, které dodava chovanym rybam. Vysoky obsah zejména neproteinové
energie ovlivhuje obsah tuku ve svaloviné i na vnitfnostnim komplexu a nasledné
i vytéznost ryb. Zvolena intenzita krmeni pfimo ma pfimy dopad na intenzitu rustu
a dosazenou hodnotu krmného koeficientu. Sekundarné ovliviuje i obsah tuku v téle
ryby. Komponenty pouzité v krmnych smésich pfimo ovlivauji kvalitu rybiho masa,
slozeni tuku, tedy i spektrum mastnych kyselin a mohou ovlivnit i senzorické parame-
try. Nékteré dopliky krmnych smési cilené ovliviuji konkrétni parametry (nejCastéji
spektrum mastnych kyselin nebo barvu rybiho masa).

Rozdilné podminky prostfedi, zejména teplota vody a obsah rozpusténého
kysliku, ovlivhuji intenzitu metabolizmu ryb, intenzitu pfijmu potravy a jeji vyuZziti.
Obdobné i zatizeni prostfedi organickymi latkami, zplodinami metabolismu, zejména
slou€eninami dusiku, pusobi na organismus chovanych ryb jako zatéz a muize
negativné ovlivnit pfijem a vyuziti potravy vcetné vyssi vnimavosti vaci pavodcim
onemocnéni. Nékteré z parametrli mohou ovlivnit i senzorické vlastnosti. Plsobi-li na
ryby stres, dochazi ke zvySovani obsahu vody v jejich svaloviné. Kazdy chovny systém
ma sva specifika a v kombinaci s pouzitou krmnou strategii dochazi ke tvorbé produk-
tu se specifickymi vlastnostmi, rybiho masa s typickou nutri¢ni hodnotou. Obdobné
systémy mohou mit obdobnou kvalitu masa produkovanych ryb, obdobné chovatelé
vyuzivaji stejna krmiva apod. Jako je rozdilna kvalita masa kapra z rlznych oblasti,
zjednotlivych rybnikud a pfi pouziti rizné urovné a zpusobu pfikrmovani, tak jsou rozdilné
i hodnoty masa pstruhl pochazejici od riznych chovateld.

Hodnoceni nutriCni Urovné produkovanych lososovitych ryb se na nasem
pracovisti vénujeme jiz fadu let. Pro potvrzeni uvedenych skutecnosti jsme pro tento
prispévek hodnotili nutriéni Uroven ryb pochazejici z riznych zdroji a v jednom
systému jsme ovérovali vliv komponentniho slozeni krmiva, které jako identické nabizi
jeden z jeho vyrobcU.

Analyzované ryby trzni hmotnosti v poctu vzdy deset kusi pochazely z péti
lokalit vyuzivajici rozdilné technologie chovu, tedy rybniéni chov, systémy pritocné
i recirkulacni, systémy vyuzivajici ficni vodu nebo vodu podzemni. Ke krmeni byla
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pouzivana krmiva od dvou vyrobcU, ve ¢tyfech pfipadech krmivo Biomar, ale riznych
druhd a v jednom pfipadé krmivo Aller Aqua.

Pro hodnoceni jsme pouzili standardni parametry tedy vytéznost ryb (v€etné
zaber), viscerosomaticky index, obsah suS$iny, tuku a proteinl v jejich svaloviné.
Pfi testu pouzitych krmiv jsme stejné analyzovali i krmné smési. Pfi testovani vlivu
puvodu ryb jsme odebirali ryby u jednotlivych chovatell a po zabiti jsme je zachlazené
dopravili do nasi laboratofe, kde probéhly po zjisténi délkohmotnostnich parametrt
uvedené analyzy. V pfipadé testl krmiv sledovani probé&hla na experimentalnim recir-
kulaCnim systému na naSem oddéleni.

Stanoveni susiny probéhlo pfi teploté 105 °C do konstantni hmotnosti, obsah dusika-
tych latek byl stanoven metodou podle Kjeldahla, obsah tuku extrakci diethyletherem
metodou dle Soxhleta. V pfipadé analyzy spektra mastnych kyselin byly provedeny
analyzy pomoci plynového chromatografu po extrakci mastnych kyselin smési chloro-
formu a methanolu ze svaloviny ryb.

Jako zakladni charakteristika jsou vyuzity délkohmotnostni parametry zpracovava-
nych ryb, délka celkova (TL), délka téla (SL), vySka (v) a Sitka téla (§) a hmotnost ryb
(W). Vedle zakladnich parametrt jsou uvedeny i hmotnost ryb bez vnitfnosti (Wbv)
a hmotnost jater (Wj), vyuzité dale pro hodnoceni vytéznosti a hepatosomatického
indexu (HSI).

Tab 1. Délkohmotnostni parametry analyzovanych ryb.

Tab 2. Vytéznost ryb a hodnota viscerosomatického indexu (VSI)

Vyt. £SD | 83,42+3,43  8993+0,51¢ | 78,39+2,90° | 86,01+1,14 | 81,97 +1,50°
Vx 4,12 0,56 3,7 1,32 1,83

VSI+SD | 16,56 +3,43b | 10,09+0,51¢ | 21,63+2,90° | 14,04 +1,14<" | 18,06 + 1,50"
Vx 20,74 5,02 13,41 8,09 8,32

Rozdilna pismena oznacuiji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).

Tab 3. Exteriérové ukazatele hodnocenych ryb.

TL+SD | 321,20+19,30 | 313,80+9,89 | 288,10+ 7,06 | 290,50 + 11,48 | 289 + 8,62
Vx 6,01 3,15 2,45 3,95 2,98
SL+SD | 284,30+17,21 | 274,00+8,87 | 25500+ 7,24 | 258,30+ 11,26 | 256,4 + 8,54
Vx 6,05 3,24 2,84 4,36 3,33
V+SD | 66,30+517 | 6360+4,81 | 64,60+3,89 | 69,10+536 | 67,4+2,41
Vx 7,79 7,57 6,03 7,76 3,58
§+SD | 34,60+1,71 | 3510+2,28 | 33,20+£270 | 3590+2,56 | 33,5+1,27
Vx 4,95 6,5 8,13 7,13 3,79
W+SD | 372,0+49,79 | 339,9+42,63 @ 308,4+33,91 | 347,6+58,67 | 319,5+24,55
Vx 13,38 12,54 10,99 16,88 7,68
Wby +SD | 310,4+44,85 | 305,6+37,80 | 241,7+27,71 | 298,8+49,32 | 261,8+19,17
Vx 14,45 12,37 11,46 16,51 7,32
Wj+SD | 5,74+1,55 342+1,21 4,78 + 0,52 4,41+ 1,62 3,46 + 0,47
Vx 27,07 35,43 10,93 36,65 13,71

Ke+SD | 1,62+0,16 1,65 + 0,10 1,86 + 0,18 2,01+0,19 1,90 + 0,17
Vx 9,62 6,33 9,57 9,57 8,93
HSI+SD | 1,54 +0,37 1,00 £ 0,27 1,56 + 0,17 1,29 + 0,53 1,08 + 0,09
Vx 23,92 27,17 10,61 41,02 8,74
lv+SD | 4,30+0,30 4,32+0,22 3,96 + 0,21 3,75+0,23 3,81+0,21
Vx 6,95 5,14 5,25 6,04 5,47
IE+SD | 12,19+0,69 | 12,80+0,60 | 13,03+1,08 | 13,90+0,71 @ 13,07+0,52
Vx 5,66 4,67 8,33 5,08 3,96

Tab 4. SloZeni svaloviny (hodnoty jsou v % Cerstvé hmoty)

SuSina+SD | 22,28 +0,94° | 24,16 + 0,55% | 23,40 + 1,37% | 25,31 + 2,06 | 27,30 + 1,55¢
Vx 4,21 2,29 5,86 8,15 5,67

Bilkoviny +SD | 18,15+0,44 | 18,09+0,51 | 17,54+0,66 | 17,55+1,30 | 18,69 +1,18
Vx 2,42 2,81 3,78 7,41 6,31

Tuk +SD 2,17+0,46° | 3,76+0,76® | 5,01+0,92% | 6,5+0,73< | 7,34 +0,85¢
Vx 21,45 20,09 18,44 11,26 11,56

Popel £ SD 1,56 +0,09° | 1,45+0,24 | 1,11+0,21° | 1,25+0,15 | 1,62 40,16
Vx 5,55 16,89 18,89 11,64 10,09

Rozdilna pismena oznacuiji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05).

Vytéznost ryb ovliviiuje hmotnost vnitfnostniho komplexu, respektive hodnota
VSI vyjadfujici jeho procenticky podil, ktery je v pfipadé lososovitych ryb odpadem.
Vliv na vytéZznost mél obsah tuku na vnitfnostech, v jatrech a vyvoj gonad. Byly zjistény
statisticky vyznamné rozdily mezi chovateli. Vliv na vytéznost mize mit i puvod ryb
(jiny ramec téla) nebo vyuziti celosamicich populaci.

Pro hodnoceni télesného ramce lze vyuzit standardni exterierové a kondi¢ni
ukazatele (koeficient podle Fultona KF, index vysokohibetosti Iv a Sirokohrbetosti IS,
hepatosomaticky index HSI). Zjisténé rozdily nedosahly statisticky vyznamné urovné.

Jak je zfejmé z udaju uvedenych v tabulce, byly ve sloZzeni svaloviny zjistény
rozdily na statisticky vyznamné urovni. Zatimco obsah bilkovin je pomérné stabilni,
obsah tuku je vyznamné ovlivnén pavodem ryb a nasledné i suSina svaloviny, ktera
zavisi pravé na ,tucnosti“ svaloviny. Obsahu tuku ve svaloviné odpovida i jeho obsah
ve vnitfnostech a jatrech. Slozeni tkani ryb ovliviiuje sloZeni pouzité krmné smési,
intenzita krmeni a samoziejmé energetické vydaje v chovném prostiedi. Pro porovnani
obsahu jednotlivych Zivin je pfipojena tabulka pouZitych krmiv. Prezentovany jsou
vysledky zjisténé v naSich laboratofich.
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Tab 5. Slozeni krmiv (v %).

Susina 95,08 94,83 94,95 96,03 94,34
Bilkoviny 43,57 39,64 41,46 41,6 40,17
Tuk 14,48 21,65 20,53 28,75 21,75
Popel 6,89 8,53 5,34 5,89 5,37

Uvedené oznacCeni nemusi byt v souCasnosti platné pro nabizena krmiva.

Casto se setkdvame s otazkou, zda je vhodné&jsi ke konzumaci ryba s nizsim
a pfiznivého pusobeni mastnych kyselin (FA) na organismus konzumenta, zavisi na
slozeni spektra FA tuku ryb, nicméné ryby s nizkym obsahem tuku nemohou dodat
pozadované mnozstvi zadanych n-3 FA pfi relativné vysokém zastoupeni. Pro konzu-
pfiméfena tu¢nost i pfi horSim poméru zastoupeni n-3 FA v tuku ryb. Srovnejte proto
udaje v nasledujicich tabulkach.

Tab 6. Zastoupeni skupin mastnych kyselin (% z jejich mnozZstvi) a vzajemné poméry v
krmivu a ve svaloviné ryb (udavan je obsah ve svaloviné a pouzitém krmivu).

SFA 20,59 30,36 20,82 10,41 | 16,45 10,43 | 17,11 12,46 | 19,74 14,38
MUFA 31,96 22,59 41,27 58,91 | 44,40 5536 4591 52,82 | 41,91 48,17
PUFA 4533 41,95 35,53 28,82 | 36,66 31,02 |34,13* 31,37 | 35,53 29,77
5 n-3 29,95° 27,85 21,19 10,36 |19,17° 11,65 17,97° 13,28 | 20,70> 13,09
S n-6 15,38 14,10 14,34 18,46 | 17,49 19,37 | 16,15 18,09 | 14,83 16,67
n-3/n-6 1,982 1,98 144 056 | 1,10° 0,60 | 1,12® 0,73 | 1,40 0,79

Tab 7. Zastoupeni skupin mastnych kyselin (g/100 g) a vzajemné poméry v krmivu a

ve svaloviné ryb.

SFA 062 249 1,01 135 1,29 1,8 181 249 186 2,25
MUFA 1,03 185 205 7,66 3,49 984 491 1054 4,07 7,30
PUFA 1,35 3,44 1,86® 3,75 2,88 551 3,67 6,26 3,36° 4,51
S n-3 087° 228 111 1,35 150 2,07 1,94 265 193* 198
S n-6 048 1,16 0,74 2,40 1,38 3,44 1,73 361 1,44 2,53
n-3/n-6 1,982 1,98 1,44 056 1,10° 0,60 1,12® 0,73 1,40 0,79

Pfi senzorickém hodnoceni analyzovanych ryb, které bylo provedeno v sen-
zorické laboratofi Sestici kvalifikovanych hodnotitelt, nebyly zjistény mezi skupinami
statisticky vyznamné rozdily.

Vedle uvedenych analyz byla u ryb provedena jeSté geneticka analyza
s cilem genetické identifikace analyzovanych ryb z riznych chovu. Ale tam jsme opravdu
teprve na zaCatku.

V dalSim testu bylo provedeno srovnani efektu pouziti krmné smési se shodnym
obsahem Zivin ale rozdilnym komponentnim slozenim na produk¢ni a imunologické
parametry pstruha duhového. Soucasti bylo zhodnoceni vlivu i na nutri€ni hodnotu
chovanych ryb. Test probéhl v experimentalnim recirkulaénim zafizeni na nasem
oddéleni. Do testu byl zafazen pstruh duhovy celosamici populace puvodem
zDanska, dovezeny v kategorii jiker v o€nich bodech. Do zahajeni testl byl odchovavan
v podminkach recirkulacniho systému. V testu byly pouzity ryby o prumérné
hmotnosti 189 g, na konci testu probihajiciho v délce 70 dnl ryby dosahly primérné
kusové hmotnosti 401 g. V testu byla pouzita krmiva firmy Biomar s oznafenim
EFFICO Enviro 920, EFFICO Enviro 920 Focus (s pfidavkem imunostimulantt)
a EFFICO Enviro 920 ADV (jako zdroj proteinu pouzity pfevazné rostlinné komponenty,
minimalizovan podil rybi moucky). Byla provedena analyza obsahu susiny, tuku a bilkovin
u tfi kust ryb z kazdé varianty. V uvedenych parametrech nutri€ni hodnoty nebyl
zjistén vliv pouzitého krmiva.

Zavérem lze fici, Ze kromé obsahu tuku a zastoupeni mastnych kyselin nebyly
zjistény mezi pstruhy duhovymi pochazejicimi z ¢eskych chovl vyznamné rozdily
v jejich nutricni hodnoté ani senzorickych parametrech. U zadného z hodnocenych
chovl nebyl zjistén negativni vliv systému chovu, zdroje vody nebo pouzitého krmiva.
Potvrdila se skuteCnost, ze i pfi horSim poméru n-3 FA ma vysSi obsah tuku pfiznivy
vliv na jejich pfijimané mnozstvi. VySSi podil vnitrnostniho komplexu negativné
ovliviuje vytéznost chovanych ryb, nicméné nemusi to byt nutné jen mnozstvim tuku
ulozeného v télni dutiné.

Prestoze objektivné nebyly zjistény mezi sledovanymi chovy vyznamné rozdily
v hodnocenych parametrech, ur€ité stoji za zvazeni vyuziti ,pfivlastku“ prokazujiciho
pavod ryb, které chovatel dodava na trh. Tento pfivlastek zaru€uje konzumentu urcitou
standardizaci kvality produkovanych ryb, kvality vychazejici ze systému chovu,
podminek prostfedi a pouzitého krmiva. Tak je tomu napfiklad u regionalniho produktu
s oznacenim Punkevni pstruh.

Podékovani

Prispévek vznikl za finan¢ni podpory Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum,
projektu QJ1210013 ,Technologie chovu sladkovodnich ryb s vyuzitim recirkulacnich
systému danského typu se zaméfenim na metody efektivniho fizeni prostfedi a veteri-
narni péce“ a projektu QJ1510077 ,ZvySeni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb
v CR s vyuzitim jejich genetické identifikace".
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Uvod

Mykotoxiny jsou sekundarni metabolity mikroskopickych hub (plisni).
Jsou produkovany plisnémi pfimo na poli pfi péstovani plodin nebo nasledné pfi
nedodrZzeni vhodného terminu sklizné a pfi nevyhovujicim skladovani. Mezi rostlinné
patogeny patfi plisné rodu Claviceps, Alternaria a Fusarium. Plisné rodu Aspergillus
a Penicillium kontaminuji plodiny Castéji az v prabéhu jejich kazeni. Vyskyt plisni
v plodinach ovliviiuje druh plodiny, napadeni Skidci, ale liSi se i v zavislosti na
geografickych faktorech. Napfiklad plisné produkujici aflatoxin se vyskytuji pfedevsim
ve vihkém teplém klimatu jizni a jihovychodni Asie a Afriky, plisné produkujici
ochratoxin A v jizni a vychodni Evropé. Ve stfedni Evropé se nejCastéji vyskytuji plisné
rodu Fusarium. Rastu nékterych plisni Ize zabranit nebo jej snizit dodrzovanim
zasad spravné zemeédélské praxe, v pfipadé pro plisné pfiznivych podminek prostre-
di je vSak ovlivnéni rastu plisni v polnich podminkach problematické. | pfes veske-
rou snahu producentd mohou byt proto mykotoxiny obsazeny v krmnych surovinach
pouzivanych pro vyzZivu zvifat. VétSina technologickych uprav nesniZuje koncentraci
mykotoxind v surovinach. Napfiklad susSené lihovarnické vypalky mohou naopak
obsahovat vy88i mnozstvi mykotoxini nez puvodni plodina. Riziko kontaminace
krmnychsmésiprorybymykotoxinysezvySujezdivodunahrazovanidrahychzivoc&isnych
komponent rostlinnymi slozkami. Nebezpecna muze byt predevSim pfFitomnost
mykotoxind v krmnych smésich pro lososovité druhy ryb, které jsou na toxické pusobe-
ni mykotoxin extrémné citlivé.

Uginek mykotoxint na ryby

Mezi nejvice toxické mykotoxiny patfi aflatoxiny, ochratoxin A, fumonisiny,
trichoteceny a zearalenon. Tyto mykotoxiny pUsobi riznymi mechanismy na mnoho
organovych systémua zivocichu vcéetné ryb. Akutni toxické uc€inky spojené
s nahlym uhynem ryb ma aflatoxin, vétSina ostatnich mykotoxint ma chronické ucinky;,
které se projevuji predevsim snizenim pfirastkd a vy$Si nachylnosti k onemocnénim
v souvislosti s imunosupresi. Kontaminace rybi svaloviny mykotoxiny je mozna v pfi-
padé aflatoxinl, u ostatnich mykotoxinu je riziko jejich pfetrvavani ve svaloviné malo
pravdépodobné.

Aflatoxiny jsou produkovany plisnémi rodu Aspergillus. Nejvice toxickym afla-
toxinem je aflatoxin B, (AFB,). AFB, je nejpotentnéjSim pfirodnim karcinogenem, ma
v8ak i hepatotoxické, mutagenni, teratogenni a imunosupresivni ucinky. Nejcitlivéjsi
k pusobeni AFB, jsou juvenilni pstruzi duhovi, u kterych se aflatoxikoza projevuje
primarnim nadorem jater pfi chronickém pfijmu AFB, v koncentracich vysSich nez
0.001 mg/kg.

Ochratoxin A (OTA) produkuiji plisné rodu Penicillum. Hlavnimi cilovymi organy
toxického ucinku OTA u ryb jsou jatra a ledviny. OTA ma pfi dlouhodobém podani
i imunosupresivni UCinky. Prestoze dosud nebyly provedeny zadné testy s OTA

u pstruhd duhovych, podle studii na sumeccich Ictalurus punctatus se zda, ze negativ-
ni efekt OTA v krmivu Ize oCekavat v koncentracich od 1.0 mg/kg.

Fumonisiny, trichoteceny a zearalenon patfi mezi fusariové mykotoxiny.
Fumonisiny narusuji metabolismus sfingolipidd. U ryb se toxické u€inky fumonisinu
projevuji posSkozenim nervove a jaterni tkané, imunosupresi a snizenim produkcnich
prijmu zpusobily nepfiznivé uc€inky, byly prokazany u sumeckd (10 mg/kg krmiva) a
kaprt (5 mg/kg krmiva). Estrogenni uc€inky zearalenonu, které jsou typické u savcu,
byly popsany také u lososu po intraperitonealnim podani. Koncentrace, které se bézné
vyskytuji v krmnych smésich pro ryby, vSak nedosahuji urovné, ktera by toto pusobe-
ni mohla vyvolat. Mezi toxikologicky nejvyznamnéjsi trichotecenoveé mykotoxiny patfi
deoxynivalenol (DON) a T-2/HT-2 toxin. Extrémné citlivy na pusobeni DON je pstruh
duhovy, u kterého zpUsobuje poSkozeni struktury jater, ledviny a stfeva, snizeni pfi-
jmu krmiva a zmény hematologickych ukazatelt. Nezadouci ucinky byly popsany uz v
koncentraci 0.3 mg/kg krmiva. Podobné pusobeni jako DON ma i T-2 toxin. U tohoto
mykotoxinu je navic vyrazny i imunosupresivni efekt. U ryb byly popsany nezadouci
ucinky v koncentracich vyssSich nez 2.5 mg/kg krmiva.

Plsobeni namele (Claviceps purpurea) u ryb bylo studovano na kaprech. Uka-
zalo se, Ze poskozeni tkani se projevuje az v pfipadé, ze jsou ryby krmeny krmivem,
které obsahuje 30-50 % kontaminovaného Zita.

V posledni dobé jsou u savcu sledovany také ucinky tzv. nové se objevujicich
mykotoxinti (enniatiny, beauvericin). U&inky t&chto toxin(i v8ak dosud u ryb nebyly
experimentalné studovany.

Moznosti detekce

Jeden druh plisné muze produkovat nékolik druhti mykotoxint. Naopak pfitom-
nost toxinogenni plisné nemusi byt nutné spojena s pfitomnosti mykotoxinu. Z toho-
to davodu se diagnostika mykotoxini zaméfuje vzdy na analytické stanoveni toxinu
a ne na prukaz plisné. Pfi analytickém stanoveni se vyuziva chromatografickych
metod, které umoznuji stanovit souCasné vétSinu nebezpecnych mykotoxinl. Tyto
metody jsou naroCné na zavedeni a pfistrojové vybaveni, ale pfi rutinni diagnostice
jsou nejvyhodnéjSi. Metodicky jednoduSsSi a pfistrojové méné nakladné je vyuziti
imunochemickych metod, které vSak sebou pfinasi nevyhodu finanéné nakladného
vyuzivani komer¢nich diagnostickych kit uréenych pro jednotlivé mykotoxiny. Tyto
metody Ize vyuzivat jako screening pfi malém poctu vzorku.

Vyskyt mykotoxina v krmivech pro ryby a legislativni limity

Jediné mykotoxiny, pro které plati podle Nafizeni komise (EU) €. 574/2011
legislativné limity pro obsah v krmivech, jsou aflatoxiny a namel. U dalSich mykotoxinu
(DON, zearalenon, ochratoxin A a fumonisiny) plati pouze doporuceni, ktera by nemé-
la byt pfekroCena. Limit ureny pfimo pro krmiva pro ryby plati u fumonisind, u ostat-
nich mykotoxinu plati obecné limity uréené pro vétsinu druhl a kategorii zvifat (Tab. 1).
Z duvodu limitovanych udaji o pfitomnosti T-2 a HT-2 toxinl v produktech uréenych ke
krmeni zvifat nebyly pro tyto mykotoxiny doporucené limity dosud stanoveny.
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Tab. 1: Limity pro obsah mykotoxint v krmnych surovinach a kompletnich krmnych
smeésich

Mykotoxin  Typ krmiva/suroviny Limit
[mg/kg] narizeni

Aflatoxin B1 Doplrfikova a kompletni krmiva  0.01 Nafizeni komise (EU)

¢. 574/2011
Namel Krmné suroviny a KS obsahujici 1 000 Nafizeni komise (EU)
(Claviceps nemleté obiloviny ¢. 574/2011
purpurea)
Deoxyni- Doplnkova a kompletni krmiva 5.0 Doporuceni komise
valenol 2006/576/ES

Zearalenon Krmné suroviny: Doporuceni komise

Obiloviny a produkty obilovin 2.0 2006/576/ES
VedlejSi produkty kukufice 3.0
Ochratoxin A Obiloviny a produkty obilovin 0.25 Doporuceni komise
2006/576/ES
Fumonisin  Doplfikova a kompletni 10.0 Doporuceni komise
B1+B2 krmiva pro ryby 2006/576/ES

V letech 2015-2016 bylo na oddé&leni toxikologie Ustavu ochrany zvitat, welfare
a etologie (VFU Brno) stanoveno metodou ELISA celkem 5 mykotoxinu ve 29 krmnych
smésich (KS) ur€enych pro lososovité druhy ryb (Tab. 2). Ve 23 pfipadech byl prokazan
alespon jeden mykotoxin, 9 KS obsahovalo 3 rizné mykotoxiny, 12 KS dva mykotoxiny
a 5 KS pouze jeden z analyzovanych mykotoxina. Ve vSech pfipadech byly stanovené
koncentrace nizSi nez doporucené limity. Z tohoto pohledu tedy mykotoxiny pro ryby v
akvakulturach riziko nepredstavuji. V nejvyssich koncentracich se v krmnych smésich
nachazely fumonisiny a DON, nejCastéji ochratoxin, fumonisiny a zearalenon. Pokud
se provede srovnani stanovenych mykotoxinu s vysledky studii popisujicich negativni
ucinky na rybach, jedinym mykotoxinem, ktery pfekrocil rizikovou uroven, byl DON.
Tento mykotoxin byl vdak prokazan pouze v jedné krmné smési. Problémem muize
byt synergicky ucinek vice mykotoxini v jednom krmivu, coz se prokazalo u 21 z 29
analyzovanych krmiv.

Tab. 2: Vysledky vysetieni KS pro ryby na obsah mykotoxint v letech 2015-2016.

2015 Pocet pozitivnich/celkové vysetirenych KS Koncentrace

[mg/kg]
Zearalenon 1/15 0.549
Ochratoxin A 9/15 0.003-0.011
Fumonisiny 9/15 0.066-1.419
T2/HT2 toxin 5/15 0.030-0.145
DON 0/15 -

2016 Pocet pozitivnich/celkové vysetirenych KS Koncentrace

[mg/kg]
Zearalenon 8/14 0.028-0.411
Ochratoxin A 14/14 0.008-0.016
Fumonisiny 8/14 0.072-0.210
T2/HT2 toxin 114 0.061
DON 114 0.500

Moznosti dekontaminace krmiv od mykotoxint

K detoxikaci mykotoxinl se pouzivaji latky, které snizuji jejich absorpci,
podporuji exkreci mykotoxini nebo modifikuji jejich mechanismus ucinku. Mezi tyto
latky patii adsorbenty a biotransformacni Cinidla. Adsorbenty jsou latky s velkou
molekularni hmotnosti, které vazou mykotoxiny pfitomné v krmivu a neumozni tak
jejich vstfebani v travicim traktu. Do této skupiny latek patfi mineralni a organické
adsorbenty (aluminosilikaty, jily, aktivni uhli, cholestyramin, polyvinylpyrolidon a dal-
8i) a biologické adsorbenty (bunééné stény kvasnic, bakterie, vlaknina). Nevyhodou
nékterych adsorbentl (aktivni uhli) je to, Ze mohou vazat také vitaminy a mineraly, kte-
ré jsou nezbytné pro spravné fungovani organismu. Mechanismus ucinku biotransfor-
machnich Cinidel (bakterii, kvasinek, plisni) spoCiva v tom, Ze jsou schopny pfeménovat
(biotransformovat) mykotoxiny ve stfevé na méné toxické metabolity. V nékterych
pripadech vsak pfi biotransformaci mohou vznikat vice toxické metabolity, nez byl
puvodni mykotoxin. Tato skupina latek je v sou€asnosti studovana s ohledem na stabi-
litu v riznych prostfedich gastrointestinalniho traktu a vznikem metabolitU.

Zaver

Pfesto, ze analyzy mykotoxinl v krmnych smésich pro lososovité druhy ryb
ukazaly, ze stanovené koncentrace nepredstavuji vyznamné riziko, je potfeba této
problematice nadale vénovat pozornost. Existuje totiz pfedpoklad, ze zdravotni stav
ryb mohou negativné ovlivnit synergické ucinky vice typd mykotoxind v krmnych
smésich. Hlavni u€inky mykotoxint pfi dlouhodobém pfijmu nizkych davek spocivaji
ve snizeni produk&nich ukazatelt v dusledku snizeného pfijmu krmiva a zvy$ené
nachylnosti k onemocnénim v dusledku imunosuprese.

Podékovani

Prispévek vznikl za finanéni podpory Narodni agentury pro zemédélsky
vyzkum, projektu QJ1210013 , Technologie chovu sladkovodnich ryb s vyuzitim recirku-
lacnich systému( danského typu se zamérenim na metody efektivniho fizeni prostredi
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ZKUSENOSTI S APLIKACIi AUTOGENNiIi VAKCINY V INTENZIVNIM CHOVU
LOSOSOVITYCH RYB
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Uvod

Furunkul6za lososovitych, zplusobena gramnegativni bakterii Aeromonas
salmonicida je jednou z nejcastéjSich chorob, vyskytujicich se v intenzivnich chovech
lososovitych ryb. Jednou z moznosti, jak snizit ztraty, zplisobené touto chorobou,
je preventivni vakcinace chovanych ryb. Tento pfispévek shrnuje zkusenosti s aplikaci
autogenni vakciny proti furunkul6ze v intenzivnim chovu lososovitych ryb.

Material a metodika

Experiment 1.

Autogenni vakcina pro aplikaci formou koupele byla pfipravena firmou
Bioveta, a. s. Hotova vakcina obsahovala 0,31 % formaldehydu; neobsahovala zadna
adjuvans ani dalSi pfidatné latky s vyjimkou média, v némz byly kultivovany bakterie.
V cCervenci 2015 byla vakcina (11 roztoku/100 kg ryb) v terénnich podminkach
aplikovana pstruhovi duhovému (Oncorhynchus mykiss) a kfizenci sivena amerického
a sivena arktického (Salvelinus fontinalis x Salvelinus alpinus). Ryby byly sledovany
po dobu deseti tydnd. V intervalech 3, 5, 7, 9 a 10 tydna byly provedeny odbéry krve
a detekce specifickych protilatek.

Uginnost vakciny byla poté ovéfena v laboratornich podminkach. Devét
tydnl po vakcinaci byla ¢ast vakcinovanych i kontrolnich ryb experimentalné infikova-
na vakcinacnim kmenem Aeromonas salmonicida. Z nékolika testovanych zpusobl
experimentalni infekce (koupel, kohabitace, intraperitonealni aplikace) byla vybrana
intraperitonealni aplikace bakterialni suspenze (102 CFU/ryba). O &tyfi tydny pozdé;ji
byly provedeny odbéry krve a kozniho slizu a byla stanovena koncentrace celkovych
imunoglobulinl a specifickych protilatek v krevni plazmé. Dale byly stanoveny nékteré
parametry nespecifické imunity (fagocytarni aktivita, hladina sérového komplementu
a koncentrace lysozymu v koznim slizu).

Experiment 2.

Cilem dalSiho experimentu bylo otestovat v laboratornich podminkach efekt
opakované vakcinace, srovnat rizné zpUsoby aplikace a vliv riznych typl adjuvans.

VSechny testované vakciny byly vyrobeny firmou Dyntec, s. r. 0. Ze dvou
vybranych kmenu A. salmonicida byly pfipraveny tfi autogenni vakciny: injek¢éni vakcina
s olejovym adjuvans (emulze parafinového oleje ve vodeé), injekéni vakcina, u které
byl jako adjuvans pouzit gel hydroxidu hlinitého a vakcina pro aplikaci formou koupele.
VSechny vakciny obsahovaly jako pomocné latky formaldehyd (0,3 %), dale saponin
a gel hydroxidu hlinitého v koncentracich, obvyklych u komeréné vyrabénych injekc-
nich vakcin.
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Vakciny byly aplikovany pstruhovi duhovému o pridmérné hmotnosti
12,4 g = 0,18 g. Pro intraperitonealni injekéni aplikaci byla zvolena davka 2,5 . 108
CFU/ryba, pro koupel byla pouzita davka 2 . 10" CFU/m3. Po tfech tydnech byla prove-
dena revakcinace poloviny ryb, a to u injek¢ni vakcinace 2 davkou, u koupele stejnou
davkou.

Po celou dobu experimentu byla sledovana mortalita ryb. Osm tydnu po prvni
vakcinaci (pét tydna po revakcinaci) byla u ¢asti ryb odebrana krev a kozni sliz a zby-
la Cast ryb byla experimentalné infikovana A. salmonicida (intraperitonealni aplikace
100 pl bakterialni suspenze, 102 CFU/ryba). Po dvou tydnech byl proveden odbér krve
a kozniho slizu. Byla stanovena koncentrace celkovych imunoglobulint a specifickych
protilatek. Dale byly stanoveny nékteré parametry nespecifické imunity (fagocytarni
aktivita, hladina sérového komplementu a koncentrace lysozymu v koznim slizu).

Vysledky

Experiment 1. Bylo zjiSténo, Ze kfizenec sivena amerického a sivena
arktického je k furunkuloze mnohem citlivéjSi nez pstruh duhovy — mortalita
u nevakcinovanych ryb po intraperitonealni aplikaci A. salmonicida dosahovala az 75
%. Vakcinace u kfizenct neméla protektivni efekt. U pstruha duhového se po aplikaci
vakciny snizila mortalita o 50%. (Obrazek 1). Vakcinace v8ak neméla vliv na koncent-
raci specifickych ani celkovych imunoglobulint ani na vybrané parametry nespecifické
imunity (na lysozym v koznim slizu, komplement, nebo fagocytarni aktivitu). Vzhledem
k t€émto vysledkim bylo dalsi testovani provedeno pouze u pstruha duhového.

Obrazek 1. Jednorazova aplikace vakciny bez adjuvans formou koupele. Morta-
lita pstruha duhového a kfizence po experimentalni infekci.
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Experiment 2. Jednorazova vakcinace (vSechny tfi zpusoby aplikace) neméla
protektivni efekt, naopak u experimentalné infikovanych ryb vyrazné zvySovala mor-
talitu oproti kontrole. Opakovana aplikace vakciny s gelovym a olejovym adjuvans
sice vyznamné snizila mortalitu po experimentalni infekci (Obrazek 2), ale béhem
prvnich osmi tydnu po aplikaci vakciny (pfed experimentalni infekci) byla pozorovana
priblizné dvojnasobna umrtnost vakcinovanych ryb ve srovnani s kontrolnimi rybami,

jimz byl intraperitonealné aplikovan fyziologicky roztok (Obrazek 3). Pfinos opakované
vakcinace byl tedy pfiblizné stejny jako jeji negativni efekt. ZvySena mortalita po
vakcinaci byla pravdépodobné dana pfitomnosti pfidatnych latek. Ve vSech tfech ad-
juvantnich vakcinach byl pfitomen formaldehyd (0,3 %), dale saponin a gel hydroxidu
hlinitého. VedlejSi uc€inky pravdépodobné nebyly zpusobeny pfitomnosti formaldehydu,
nebot’ u prvniho experimentu nebyly vedlejSi uc€inky pozorovany, pfestoze ve vakciné
byla pfitomna tataz koncentrace formaldehydu. VSechny adjuvantni vakciny obsaho-
valy saponin a AIOH,. Ve veterinarni mediciné neexistuje maximaini limit pro obsah
AIOH, ve vakcinach — obsah se upravuje na zakladé vysledku experimentalni aplika-
ce. Koncentrace adjuvans by tedy méla byt optimalizovana tak, aby se u ryb rozvinula
dostate€na imunitni odpovéd, ale aby nedoslo k nezadoucim vedlejSim efektum.

Obrazek 2. Jednorazové a dvoji podani adjuvantni vakciny injekéné a ve formé
koupele. Mortalita pstruha duhového po experimentalni infekci.
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Obrazek 3. Jednorazové a opakované podani adjuvantni vakciny injekéné
a ve formé koupele. Mortalita pstruha duhového po aplikaci vakciny (pred
experimentalni infekci). Data predstavuji % uhynulych ryb béhem osmi tydni

po vakcinaci (vzdy pramér * SEM ze dvou nadrzi).
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InjekCné aplikovana vakcina s gelovym i olejovym adjuvans zvysila u ryb produkci
specifickych protilatek. U ryb, oSetfenych vakcinou ve formé koupele, se hladina spe-
cifickych protilatek nezvysila (Obrazek 4, 5). V parametrech nespecifické imunity nebyl
mezi experimentalnimi skupinami pozorovan vyznamny rozdil.

Jednorazové a dvoji podani adjuvantni vakciny injekéné a ve formé koupele.
Obrazek 4: Hladina specifickych protilatek osm tydnt po vakcinaci.
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Obrazek 5: Hladina specifickych protilatek dva tydny po experimentalni infekci.
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Vakcina bez adjuvans, podana jednorazové formou koupele, sice méla u
pstruha duhového po experimentalni infekci znacny protektivni efekt, ale nenavodila
tvorbu specifickych ani celkovych protilatek a neméla vliv ani na vybrané parametry
nespecifické imunity. Mechanismus ucinku tedy zustava nejasny.

Tabulka 1. Souhrn vysledku obou experimenta.

zvyseni parametry
adjuvans | mortalita | mortalita produkce nespec.
po exp.

po aplikaci |infekci specifickych Ig | imunity

koupel ne snizena ne beze zmény
olej ano beze zmeny ne beze zmény
olej revakcinace ano silné beze zmény
gel ano mirné beze zmény
gel revakcinace ano mirné beze zmény
koupel ano beze zmény ne beze zmény

koupel revakcinace |ano beze zmény ne beze zmény

Pro navozeni silné specifické imunitni odpovédi (produkce specifickych
protilatek) je nezbytné opakované podani adjuvantni vakciny injekéni formou. Také
protektivni efekt po experimentalni infekci byl pozorovan jen po opakované injekéni
aplikaci. PFi jednorazovém podani se u vSech tfi zpusobu aplikace zvySovala mortalita
po experimentalni infekci, coz bylo pravdépodobné zpusobeno pfitomnosti vysokych
koncentraci adjuvans a dalSich pfidatnych latek. DalSim krokem by tedy méla byt
optimalizace jejich obsahu v podavané vakciné.

Podékovani
Tato prace byla financovana z grantt MZe NAZV QJ 1210013 and MZe NAZV
QJ 1510077.

Pouzita literatura je k dispozici u autoru.
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ZDROJOVY MATERIAL PRO PRODUKCI LOSOSOVITYCH RYB V CR -
MINULOST A SOUCASNOST

DOTAZNIK — CHOVNA PRAXE V CR
Mgr. Jan Mendel, Ph.D.
Ustav biologie obratlovcd, v. v. i., Kvétna 8, Brno 603 00

Pro zjisténi stavu v Ceskych chovech byl pfipraven dotaznik s 17 tematicky strukturo-
vanymi otazkami:

Prohlaseni o diskrétnosti

- pfistup k odpovédim bude limitovan jen pro osoby feSici projekt a nebude poskytovan
jinym osobam

- shromazdéné informace budou zpracovany pro nastin realného pohledu na strukturu

chovd v CR

- jméno firmy nebude uvadéno mezi u€astniky vyzkumu, pokud nebude vyslovné

pozadovano

Obecné poznamky k dotazniku

- dotaznik obsahuje 17 otazek

- Ize zakrouzkovat vice odpovédi na danou otazku

- pokud mate nedostatek mista k odpovédim, vyuzijte druhé strany dotazniku nebo
poznamky na konci

Nazev firmy:

1. Jakou lososovitou rybu chovate ve svém zafrizeni:
- pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss)

- siven americky (Salvelinus fontinalis)

- jiny lososovity druh nebo kfizenec:

2a. Ve svém chovu si vytér a oplodnéni provadite sami? Z vlastniho kmenového
hejna?

ANO/NE

Duhak:

Siven:

2b. Dokazete odhadnout pocet generaci u vasi nejstarsi chovné populace?
ANO, kolik generaci:
NE

3a. Nakupuijete jikry v onich bodech i jiny produkéni material od zahrani¢niho doda-
vatele?

ANO/NE.

Duhak:

Siven:

3b. Z kterych zemi a od kterych zahrani¢nich producentl nakupujete produkéni mate-
rial? Uvedte konkrétné:

Duhak:

Siven:

4. Znate pfesny nazev plemene/linie, kterou nakupujete a jste s ni spokojeni?
Duhak:

Siven:

V pripadé odpovédi ANO, uvedte nazev linie Ci plemene.

5. Jakou formu pstruha duhového pouzivate v chovech:
- taznou (steelhead)

- netaznou a jezerni

- mix

- nevim

6. Jaké populace pstruha duhového dle obdobi vytéru chovate ve svém zafizeni:
- s jarnim vytérem

- 8 podzimnim vytérem

- oboji

7. Jaké populace sivena dle obdobi vytéru chovate ve svém zafrizeni:

8. Dokazete odhadnout vas$i uroven inbreedingu v kazdé nové selektované generaci?
ANO
NE

Pokud ano, jakym zplUsobem to provadite:

9. Jakeé reprodukcni technologie a alternativni genetické vylepSovaci techniky pouzi-
vate:

- klasicky vytér

- hormonalni manipulace

- jen 100% samici populace (Ymonosexing)

- triploidizace (3n populace)

- hybridizace (mezi druhy: .....

- kryoprezervace

- jiné:

10. Na jaky znak provadite selekci nebo byste radi provadéli selekci u lososovitych ryb:
- barva téla

- barva masa

- pohlavi

- obdobi pohlavni zralosti

- morfologické a meristické znaky (napf. délka téla, hmotnost, atd.). Konkrétné:
- vyvoj embrya (napf. Casova stabilizace u rybiho potéru, atd.)

- % tuku a jeho distribuce

- konverze krmiva do rybi biomasy (FCR , feed conversion ratio)

- plodnost (fecundity)

- rychlost ristu
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- Cas lihnuti

- Cas tfeni

- rezistence k chorobam (bakterialnim a virovym)

- rezistence k parazitim

- osmoregulace

- velikost sleziny

- imunitni odpovéd na stres (tolerance k teploté, obsahu soli, atd.)

11. Jaky typ selekce v chovech pouzivate:
- individualni selekci (nejbéznéjsi)

- rodinnou selekci (family)

- vnitrorodinnou selekci

- mezirodinnou selekci

- kombinovanou selekci

- genealogickou selekci (podle rodokmenu)
- crossbreeding (kfizeni riznych variet, populaci)
- marker asistovanou selekci (MAS)

- nevim

- jiné:

12. Pouzivate nékteré Slechtitelské metody u lososovitych chovnych ryb? Zakrouzkuj-

te jakeé:

- Cistokrevna plemenitba (pro udrzeni stavu plemennych ryb, produkci uzitkovych po-
pulaci)

- kfizeni (pro produkci uzitkovych hybridl s lepSimi vlastnostmi, tvorbu novych plemen/
linif)

- systematicka selekce - MAS (pro zlepSeni uzitkovych vlastnosti)
- genomové manipulace (napf. pro produkci triploidt, samd&ich populaci, atd.)
- jiné:

13. Jaké molekularné-genetické nastroje pro ,kontrolovany chov“ pouzivate:
- nastroje pro identifikaci jedince, plemene/populace, druhu, hybridd, atd.

- nastroje pro marker asistovanou selekci (MAS)

- nastroje pro genomickou selekci

- nastroje pro vybér vhodnych partneru ke kfizeni

- zadné

- jiné:

14. Jaké genetické nastroje ,kontrolovaného chovu“ byste pfivitali ve vasem zafizeni?
- neinvazivni zpusob determinace pohlavi

- stanoveni Cistoty/integrity plemene nebo linie

- stanoveni trendu inbridingu a variability chovu

- testovani vhodného zdroje pro obnovu kmenového hejna

- stanoveni biodiverzitniho koeficientu pro uréeni vhodného partnera v kfizeni

- jiné:

15. Vite o rybich ute€encich z chovu do volnych vod? Odhadnéte rozsifeni tohoto fe-
noménu (v % nebo v poctech ryb).

16. Mate v umyslu vyzkouset néjaky novy druh pro vase zafizeni?
ANO, jaky?
NE

17. Sledujete chovné programy (breeding programs) v jinych zemich? Stali byste o
sdélovani novinek v této oblasti formou ob&asného seminare?

ANO

NE

Poznamky:

Podékovani
Tento pfispévek vznikl za podpory projektu NAZV QJ1510077.
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MORFOLOGICKE ROZDILY V RAMCI CHOVANYCH SKUPIN LOSOSOVITYCH
RYB

Halacka Karel
Ustav biologie obratlovcli AVCR, v.v.i., Kvétna 8, Brno

Cilem studie je posouzeni vlivu druhu/linie a podminek chovu. Tato prace zachy-
cuje prvni pribézné vysledky ziskané na zakladé tfi skupin lososovitych ryb — pstruha
duhového plvodem z Italie, z Danska a hybridnich jedincli sivena (S. fontinalis x
S. alpinus). Sledovany byly vybrané morfologické parametry — stavba téla, hmotnost
vnitfnich organu, struktura pokozky a zZaber a velikost krvinek.

Meristika

Druh/linie: Pstruh duhovy lItalie /106 mm/, Pd Dansko /101, 166, 168 mm/, Siven hyb-
rid /92, 134 mm/

chovné zarizeni: shodné

krmivo: sodné

prostfedi: shodné

termin odbéru: VIII; 1l

sledovana: celkova délka téla (TL); hmotnost celkova (M), hmotnost bez vnitfnich or-
ganu (Mt) a jejich pomér (M/Mt); maximalni a minimalni vySka téla, Sirka téla (TS),
vzdalenost ploutvi (O-P,0-V, O-D, O-A) a fitniho otvoru (O-R)od piedni &asti téla, ve-
likost ploutvi (P, V, D, A), vySka a Sitka hlavy (H max, min), velikost oka, vzdalenost
pfedo¢ni a mezioc€ni, velikost tlamy — vSe pfepocteno na relativni hodnoty vaci SL

Obr. 1 Relativni hodnoty sledovanych veli¢in

180

160 \

Obr. 2 Hmotnost srdce, jater, pylorickych prispévkl a gonad — prepocteno na re-
lativni hodnoty vici celkové hmotnosti (M) a hmotnosti bez vnitfnich organt (Mt)
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Vysledky: hmotnost organu v ramci sledovanych skupin pomérné vyrovnana, jisté
rozdily v hmotnosti jater a pylorickych pfivéskd souvisi spiSe s velikostni kategorii nez

danym druhem/linii

Pokozka struktura

Druh/linie: Pstruh duhovy ltalie /106 mm/, Pd Dansko /101 mm/, Siven hybrid /92 mm/

chovné zafizeni: shodné
krmivo: shodné
prostifedi: shodné
termin odbéru: shodny

Sledovana sila a struktura pokozky (objemové zastoupeni sekre¢nich bunék) na dor-

zalni Casti hlavy.

Obr. 3 Absolutni a relativni sila pokozky a objem sekre¢nich bunék
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Vysledky: morfologie téla sledovanych skupin vyrovnana, vyraznéjsi rozdily pouze v
nizsi relativni hmotnosti i hybrida sivena

Pd It PdDa Sihy Pd It PdDa Sihy

Vysledky: pokozka hybridni sivenu relativné tenci, obsahuje vice sekrecnich bunék
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Struktura zaber

Druh/linie: Pstruh duhovy ltalie /SL 106 mm; Pd It a/, Pd Dansko /101, 166, 168 mm,;
Pd Da a, b, ¢/, Siven hybrid /92, 134 mm; Si hy a, b/

chovné zarizeni: shodné

krmivo: sodné

prostfedi: shodné

termin odbéru: VIII; 11l

Stanoven pocet Zabernich lupinkd a jejich vysSka (vzdy 10 lupinkl lokalizovanych v
pravidelnych intervalech daného oblouku) na prvnim Zzabernim oblouku

Obr. 4 Absolutni a relativni pocet zabernich lupinkt
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Vysledky: hybrid sivena ponékud nizs§i absolutni pocet ale vySsi relativni poCet zaber-
nich lupinkud (vaéi pstruhu duhovému odpovidajici velikostni kategorie)

Obr. 5 Absolutni a relativni vysSka jednotlivych Zzabernich lupinkt
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Vysledky: hybridni siven ma krat$i Zaberni lupinky (a tim i celkovou plochu zaber) nez
pstruh duhovy

Velikost krvinek

Druh/linie: Pstruh duhovy Dansko

chovné zarizeni: shodné

prostredi (kyslik): a) vy$si nasyceni B) nizSi nasyceni
krmivo: a)920 b)920 FOCUS ¢)920 ADV

Cas odbéru: shodny

Méfen maximalni a minimalni rozmér ¢ervenych krvinek na krevnich natérech, porov-
navan maximalni rozmér nebo vypoctené hodnoty plochy a objemu (pravidelny elip-
soid)

Obr. 6 Plocha a objem krvinky u ryb chovanych pfi rGizném nasyceni vody
kyslikem
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Obr. 7 Velikost krvinek (primérny maximalni rozmér) u jedinct u Sesti skupin ryb
liSicich se urovni kysliku ve vodé a druhem krmiva
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Vysledky: pouziti rGzného typu krmiva ovlivnilo velikost jednotlivych krvinek;
pozn. Cerné — dva triploidni jedinci
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Zaver
Ziskané vysledky naznacuji moznost rozdilu:
- mezidruhovych v relativni hmotnosti, struktufe pokozky a morfologii Zaber
- v krevnich elementech v zavislosti na kvalité vodniho prostfedi a slozeni krmiva
Tyto rozdily mohou mit vliv na zdravotni stav, jako je parazitace ¢i mechanické posko-
zeni (struktura pokozky), pfipadné na fyziologii jedinct (morfologie Zaber a velikost
erytrocytl) tloustka a objem sekrecnich bunék muze.
Naopak nebyly nalezeny vyrazné rozdily v morfologickych parametrech mezi sledova-
nymi skupinami.

Podékovani
Pfispévek vznikl za finanéni podpory Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum, pro-
jektu QJ1210013 ,Technologie chovu sladkovodnich ryb s vyuZitim recirkulacnich sys-
tému danského typu se zamérfenim na metody efektivniho fizeni prostfedi a veteri-
narni péée* a QJ1510077 ,Zvyseni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR s
vyuzitim jejich genetické identifikace®.

KONTROLOVANY CHOV - PRINOS GENETIKY PRO UCELY CHOVU LOSOSOVI-
TYCH RYB

Mgr. Jan Mendel, Ph.D.
Ustav biologie obratlovcd, v. v. i., Kvétna 8, Brno 603 00

V historii byly provadény rozlicné pokusy pro spravné fizeni chovnych
programu v akvakultufe. Hlavni chovné programy postavené na inbridingu, selekci
a hybridizacich byly tradiéné praktikovany pro zvy$eni produkce. Casto byly apliko-
vany bez znalosti genetického pozadi, tzn. znalosti gend, jez ovliviiuji selektovany
znak. Od roku 1990 v Zivocisné produkci nastupuje obdobi pfechodu od kvantitativni
genetiky k molekularni a za€ina se pozvolna objevovat novy chovny pfistup postaveny
na technice MAS (marker-assisted selection). Bylo to jak z dlivodu rychlého nastupu
novych molekularnich metod, tak i z prosté potfeby neustale vylepSovat hlavni
produkcni a ekonomické ukazatele, jako je délka preziti, rezistence k nemocem, rychlost
rustu, plodnost, atd., které tradi¢nimi metodami se jiz nedafilo zlepSovat. Touha po
zvysSeni reprodukéni kapacity, zrychleni rychlosti rastu, zlepSeni kvality masa/filetd,
zlepSeni konverze krmiva, zvySeni délky preziti, zvySeni rezistence k teploté, nemocem
a Spatné kvalité vody vedla a neustale vede vlastniky mezinarodnich chovld ke
spolupraci s védeckymi centry pro nastaveni novych modernéjSich pfistupt v chovnych
programech. SoucCasné pokroky predevSim v sekvenacnich technologiich pfinesly
revoluci v chovném prumyslu diky konstrukcim genetickych map druht s komerénim
potencialem. Vyvoj a aplikace genomiky napomaha feSit mnohé otazky doposud
nefesitelné i diky novym metodologiim a nejmoderné&jSim nastrojliim, jako jsou napf.
techniky masivniho paralelniho sekvenovani (NGS, next generation sequencing) nebo
microarray technologie. Jsou jiz konstruovany a prohlizeny az celé genomy anebo
jsou identifikovany tisice kandidatnich genu zapojenych do rlznych funkci/Cinnosti
morfologickych, fyziologickych, etologickych, atd. Nachazime se v obdobi, kdy jsou
vytvarenyvazbové mapy (linkage map) promapovanihlavnichchromozdémovychregionu
zodpovédnych za ten ktery fenotypicky znak (QTL, Quantitative trait loci). Jsou relativné
levné a rychle pfipravovany molekularni markery, jez efektivné popisujici a odrazeji
atd. jsou postupné nahrazovany vice vypovidajicimi molekularnimi technikami, jako
jsou mikrosatelitova analyza a SNPs (single nucleotide polymorphism) genotypizovani.

Nize uvadim struény neupliny vycet praktického vyuziti genetiky (A - E)
jako spolehlivého nastroje v komercnich chovech jak s obecnym komentafem, tak
i s konkrétnimi vystupy z prave probihajiciho projektu:

A. Vyuziti pri identifikacnich studiich jedinct, populaci, plemen/linii, druht

- druhova determinace a rozliSeni vnitrodruhovych heterozygotlli a mezidruhovych
hybrida
- rozlideni jedincl z divokych populaci a z chovu
- rozlideni jedinct neznamého plvodu ve smiSeném chovu
- identifikace narodnich zdroji podporovanych Narodnim programem konzervace a
vyuzivani
genetickych zdroju zvifat (MZe)
- vystopovani ute€encu z chovl a prokazani jejich existence ve volnych vodach
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B. Pouziti genomické informace v chovnych programech

Obecné:

- pro urceni puvodu potomstva za ucelem prokazani rodinnych vazeb jedincu pro
odhady genetickych parametrt (heritabilita, genetické korelace) a chovnych hodnot

u selektovanych znaku

- pro screening polymorfisma v populaci/chovu

- pro optimalizaci selekce a kfizeni za ucelem vyhnuti se negativnimu trendu inbridingu

- pro stanoveni biodiverzitniho koeficientu

- pro monitoring integrity chovu

Konkrétni projektové aktivity pro body A a B

- v ramci probihajiciho projektu byla pfipravena certifikovana metodika na
determinaci sivenu a jejich hybridl. Pomoci analyz jaderné DNA dokazeme spolehlivé
avelmilevné rozlisit druhy salvelinus fontinalis, s. alpinus, s. umbla a alsaského hybrida.
V pfipadé sivena amerického dokazeme zachytit SirSi haplotypovy polymorfismus
a rozlisit tak i jeho rozli¢né varianty. Identifikacni metoda je soucasti podané patentové
pfihlasky PV 2015 - 957.

U sivena duhového dokazeme v soucasnosti rozliSit 4 vice ¢i méné odlisné
haplotypy a jejich heterozygotni kombinace, které jsou nerovhomérné zastoupeny
v Ceskych chovech.

V tomto roce jsme zahdjili pfipravu novych metodik determinace plemen/linii
pstruha duhového a sivenl na zakladé fragmentacni analyzy. Probéhla rozsahla
selekce STR lokust vhodnych pro konstrukci dvou identifikacnich paneld - OMY (pro
pstruha duhového) a SALVE (pro siveny). V sou€asnosti probiha optimalizace a testo-
vani 25 polymorfnich lokusu, z nichz nejvhodnéjsi budou vybrany a pouzity pro ucely:
- potvrzeni narodniho genetického zdroje (narodni dotace)

- stanoveni Cistoty plemene (linie, populace)

- vylou€eni mezilinijnich heterozygotl a mezidruhovych hybridu

- posouzeni aktualni genetické variability chovu/plemene

- vybéru vhodnych partnera v kfizeni (tzv. biodiverzitni koeficient)

- vyhodnoceni trendu urovné inbridingu v chovu

- stanoveni koeficientu genetické vzdalenosti/pfibuznosti plemen

- genetického posouzeni vhodnosti novych zdroju pro obnovu kmenového hejna
- marker asistované selekce (MAS) s pfedvybranym QTL

C. Urceni pohlavi neinvazivnim zptisobem

Obecné:
- identifikace sex determinujicich faktort u jikernacek a mli¢naka

Konkrétni projektové aktivity

V ramci chystaného toolboxu pro komercni chovy bylo dodateéné doplnéno moleku-
larni stanoveni pohlavi jak u pstruha duhového, tak i sivenu a to jiz od ranych stadii.
Je zohlednovana i integrace ,hormonal sex manipulation® v chovnych programech.
Probéhla jiz selekce vhodnych markeru - kandidatl a selekce molekularni metody
stanoveni. V soucCasnosti probiha faze optimaliza¢ni a testovaci.

D. Vyhledavani vyznamnych QTL (Quantitative trait loci - lokusy kvantita-
tivnich znaki)
- aktivni vyhledavani lokusu s jasné definovanymi genetickymi markery, u kterych se
ma za to, ze jsou spojeny s fenotypovym projevem vlastnosti/znaku a to jak pfimo
anebo nepfimo (ve vazbé s QTL). Diky kompletaci vazebnych map u cca 40 chova-
nych rybich druhu (Yue, 2012) bylo lokalizovano >37 dulezitych znaku/vlastnosti u 20
chovanych rybich druhu. Znaky, které jsou klasifikovany jako kvalitativni, kvantitativni
a prahové (threshold), kédované ur€itym poctem genl zapojenym do fenotypové
variability, uvadi Tab. 1.

Tab. 1. Klasifikované vlastnosti/znaky u chovnych druht a QTL analyzy s referenci k
prvnimu popisu.

Trait Species Year Reference

Qualitative Traits

Color

Body color Tilapia 2005 Lee et al

Flesh color Atlantic salmon 2009 Derayat

Skin pigmentaion Atlantic salmon 2008 Boulding et al.
Lactate dehydrogenase (LDH) Common carp 2009 Mao et al.
Mumibers of vertebrae, lateral line, fin rays and gill rakers Rainbow trout 2004 Michols et al.
Sex determination Tilapia 2003 Wanget al.
Sex maturation Arctic charr 2007 Moghadam et al.
Superoxide dismutases (SOD) Common carp 2012 Xuet al.

Quantitative Traits
Abdominal, pre anal and post anal length European sea bass 2010 Massault et al.
Adipose fin, caudal peduncle, dorsal fin, operculum, pectoral fin position and snout Enropean atlantic salmon 2008 Boulding et al.
Body depth Catfish 2008 Hutson
Body length Tilapia 2003 Crnaani et al.
Bodysize Prawn 2006 Lietal
Body weight Tilapia 2003 Cnaani et al.
Body width Common carp 2011 Zheng et al.
Caudal length Asian sea bass 2011 Wanget al.
Candal width and depth Catfish 2008 Hutson
Embryonic developmental rate Rainbow trout 2001 Robison et al.
Eve size Commaon carp 2009 Liu et al.
Fat percentage and distribution Atlantic salmon 2007 Derayat et al.
FCR Common carp 2009 Lietal
Fecundity Japanese flounder 2008 He et al.
Fork length Rainbow trout 2005 Perry et al.
Growth rate Arctic char 2003 Tao and Boulding
Hatch time Atlantic salmon 2010 Vasemagi et al.
Head depth and length Catfish 2008 Hutson
Head width Catfish 2008 Hutson
Pyloric casca Rainbow trout 2004 Nichols et al.
Spawning time Rainbow trout 2003 "Malley et al.
Threshold Traits

Bacterial disease resistance Japanese flounder 2008 Xuetal
Matural killer cell like activity Rainbow trout 2004 Zimmerman et al.
Osmoregulation Atlantic salmon 2005 Robison et al.
Parasite disease European eastern oyster 2006 Yu and and Guo
Spleen size Rainbow trout 2008 Hadidi et al.
Stress response

Confinement siress response Tilapia 2004 Crnaani et al.

Salinity tlerance Tilapia 2007 Rengmark et al.

The o tolerance Rainbow trout 19498 Jackson et al.

Konkrétni projektové aktivity

Aktualné probiha v projektu selekce konkrétnich QTLs, ekonomicky dulezitych znaku
zajmu, kontrolované jednim nebo malou skupinou gena. Je pfihlizeno k znamé podobé
genetického markeru a vhodné metodé detekce u zkoumanych linii a plemen. Co se
tyCe porovnani mnozstvi doposud popsanych QTLs u projektovych druhd, tak vice
literarnich zaznamu je popsano u pstruha duhového, pak sivena arktického a sivena
amerického, viz Tab. 2.
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Tab. 2. Pfehled vyznamnych vlastnosti/znaku pouzivanych v soucasnosti pro QTL
analyzu projektovych druhd a souhrn dostupnych literarnich zdroja.

Species Traits References

Arctic chart Body weight, growth rate, salinity tolerance resistance, sex Kuttner et al. (20011}, Moghadam et al. (2007ab), Morman
determination, sex maturation, and thermo tolerance et al. (2011), Quinn et al. (2011}, Somorjai et al. (2003),
resistance, and Tao and Boulding (2003)

Brook chart Body length, body weight, confinement stress response, and Sauvage et al. (2012)
growth rate

Rainbow trout Bacterial disease resistance, body weight, confinement stress Baerwald et al. (2011), Barroso et al. (2008), Danzmann et al.

response, embryonic development, fork length, namral killer
(NK) cell, numbers of vertebrae, lateral line, fin rays and gill
rakers, osmoregulation, parasite disease resistance, pyloric
caeca, salinity tolerance resistance, sex determination, sex
maturation, spawning time, spleen size, spawn time, thermo
tolerance resistance, and viral disease resistance

(19949}, Hadidi et al. (2008), Jackson et al. (1998). Le Bras
et al. (2011), Moen et al. (2007, 2009), Nichols et al.
(2003, 2004), O’ Malley et al. (2003), Ozaki et al. (2001},
Palti et al. (1999, 2001, 2011), Perry et al. (2001, 2005),
Quillet et al. (2010}, Reid et al. (2005}, Rexroad et al.
(20112, 2013}, Robinson et al. (2005 ). Rodriguez et al.

(2004), Sundin et al. (2005), Vallejo et al. (2004), Wringe
et al. (2010), and Zimmerman et al. (2004, 2005)

E. Pri selekénich procedurach

- pro vybér jedincl s takovymi QTLs, u kterych byl prokazan vyznamny vliv na feno-
typovou hodnotu pozadovaného kvantitativnino znaku (rezistence k onemocnénim,
rychlost ristu, konverze krmiva, anti-stres vlastnosti, teplotni tolerance, koncentrace
omega-3-mastnych kyselin, atd.). Novy pfistup k chovnym technikam pouzivajici
QTL k selekci se nazyva - asistovana selekce podle markert (MAS, marker assisted
selection). Ma své vyhody: a) jsou zjistitelné jiz na pocatku u ranych stadii, v pribéhu
zivota ne az po uhynuti jedince; b) znaky vyskytujici se jen u jednoho pohlavi, Ize zjistit i
u obou pohlavi; c) Ize eliminovat heterozygoty, ktefi se ve fenotypu u dominantnich zna-
ki neprojevuiji, atd. Tabulky 1, 2 ukazuji doposud nalezené QTLs u nékterych chovnych
druhd, v€etné projektovych. Jejich vyuziti pfi asistované selekci je v nékterych pfipa-
dech ve fazi experimentalnich programda.

Podékovani
Studie byla vypracovana v ramci feSeni vyzkumného projektu NAZV QJ1510077
a QJ1210013.

Doporucena literatura - konkrétni priklady a projekty
1. A field guide to genetics in fisheries, link: http://frdc.com.au/research/Documents/
Genetics-Fisheries-Field-Guide.pdf

2. Araki H., Schmid C., 2010. Is hatchery stocking a help or harm? Evidence, limitati-
ons and future directions in ecological and genetic surveys. Aquaculture 308, S2-S11

3. Ovenden J.R., Berry O., Welch D.J., Buckworth R.C., Dichmont C.M., 2015. Oce-
an’s eleven: a critical evaluation of the role of population, evolutionary and molecular
genetics in the management of wild fisheries. Fish and fisheries 16, 125-159.

4. Aktualni evropsky projekt i s Ceskou ucasti - FISHBOOST, link: http://www.fishboost.
eu/

5. Janssen K., Chavanne H., Berentsen P., Komen H. 2016. Impact of selective bree-
ding on European aquaculture. http://dx.doi.org/10.1016/j.aquaculture.2016.03.012

6. Firma AquaGen a jejich nabidka: Rainbow trout eggs 2016 a 2017, v€etné nabidky
dalSich sluzeb AquaGen Rainbow Green Sterile nebo AquaGen Rainbow All Female.

Link:

a) http://aquagen.no/wp-content/uploads/2014/10/aquagen-rainbow-trout-eggs-2016.
pdf

b)  http://aguagen.no/en/products/trout-eggs/trout-eggs-2016-start-material-with-the
-best-potential-for-growth-and-survival/

7. Fopp-Bayat D., Jankun M., Kuzminski H. 2010. Genetic charakterisation of Polish
cultured brook trout, Salvelinus fontinalis (Mitchill), based on microsatellite DNA analy-
sis. Arch. Pol. Fish 18: 93-99.

8. Fetherman E.R., Winkelman D.L., Baerwald M.R., Schisler G.J. 2014. Survival and
Reproduction of Myxobolus cerebralis-Resistant Rainbow Trout Introduced to the Co-
lorado River and Increased Resistance of Age-0 Progeny. PLoS ONE 9(5): €96954.
doi:10.1371/journal.pone.0096954

9. ICES. 2008. Report of the Working Group on the Application of Genetics in Fisheries
and Mariculture (WGAGFM), 1-4 April 2008, Pitlochry, Scotland, UK. ICES CM 2008/
MCC:04. 77 pp.
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VLIV TEPLOTY A TVARU ,NADRZi NA RUST, PREZlTi A FREKVENCI
VYSKYTU DEFORMIT CELISTi U LAREV SiHA PELEDE (COREGONUS PELED
GMELIN, 1788)

R. Sebesta *, V. Stejskal, M. Prokesova, J. Matousek, K. Novikava, T. Vanina

Jiho&eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich (JU), Fakulta rybarstvi a ochran){ vod
(FROV), JihoCeské vyzkumné centrum akvakultury a biodiverzity hydrocendz, Ustav
akvakultury a ochrany vod (UAQOV), 370 05 Ceské Budeéjovice

Uvod

Nediferencovana kostni burika se nazyva osteoblast. Tyto buriky maji rizné
tvary v zavislosti na umisténi v kosti a jejich aktivité. Vykazuji hruskovity, vietenovity Ci
kvadrovity tvar (Witten and Hall, 2002). Zakladni burfikou zralé kosti je osteocyt. PocCet
osteocytu a jejich tvar se liSi v zavislosti na ¢asti kostry a druhu ryby (Meunier, 2011).
Na pevnost kostry ma silny vliv obsah minerall. Nejvice obsazené mineraly v kostech
jsou fosfor a vapnik. Fosfor je absorbovan ze stravy, vapnik jak ze stravy, tak z vody
(Lall and Lewis-McCrea, 2007). Pokud dojde k deformaci kosti, nejCastéji se tak déje
v oblasti patefe a Celisti. Dale mohou byt poSkozeny ploutve a zabry. Deformace jsou
obvykle spojeny s riznymi faktory pfi odchovu ryb. VétSina provedenych experiment
se zabyva vlivem teploty (viz nize), vyzivy (obsah mineralnich latek) nebo mechanic-
kého poskozeni na prevalenci a incidenci télesnych deformit.

Teplota je limitujicim faktorem pro uspésnou inkubaci jiker. Poté nastava obdobi
rané ontogeneze, ve které se rozviji kosterni svalovina a nastava pripadny vyskyt
deformit kostnatych ryb (Fraser a kol. 2015). To dale ovliviiuje rust a preziti (Laurel
a Blood, 2011). Mnozi autofi se se zabyvali efektem teploty na patefni deformity
Sirokého spektra ryb. Grini a kol. (2011) se zabyvali chovem smoltl lososa obecného
(Salmo salar) pfi teplotach od 10 °C do 16 °C. Ryby chované pfi 16 °C mély signifikantné
vySSi prevalenci patefnich deformit nez pfi 10 °C. Incidence deformovanych ryb se
pohybovala mezi 3 % — 28 %. Dionisio a kol. (2012) upozorfiuji na vyznam teploty
béhem embryonalniho vyvoje jazyka senegalského (Solea senegalensi). Zjistili, ze
incidence kosternich deformit se snizila z 80 % na 60 % pfi poklesu teploty z 21 °C
na 15 °C. Nejvice postiZzena byla oblast kaudalni a nejméné kranialni oblast patefe.
Georgakopoulou a kol. (2007) se zaméfovali na efekt rozdilnych teplot na vyvoj
télesnych deformit béhem embryonalniho a larvalniho stadia morcaka evropského
(Dicentrarchus labrax). Zjistili, ze 27,2 % — 33,4 % ryb chovanych pfi 15 °C méla
vyskyt patefnich deformit a pouze 4,0 % — 4,1 % ryb trpélo stejnou deformaci pfi
20 °C. Pr¥i stejnych teplotach nebyly pozorovany zadné deformity v oblasti Celisti
a ploutvi. Georgakopoulou a kol. (2010) zkoumali efekt teploty na vyvoj deformit
u morana zlatého (Sparus aurata). Experiment byl provadén u rozdilnych vékovych
stadii ryb. Pludku traviciho zloutkovy vacek, pludku pfijimajiciho vnéjsi potravu a juve-
nili. Prevalence lordézy stoupala pfi 16 °C a kolisala se zvySujici se teplotou u plidku
lordézy byla zaznamenana v pfipadé expozice 22 °C béhem juvenilni periody.

Cilem prace bylo zjistit vliv rozdilného tvaru nadrzi (kruhovy, hranaty) a teplot
(10 °C, 14 °C, 18 °C) na rust, preziti, vyskyt deformit Celisti a morfometrické ukazatele
plidku siha peledé (Coregonus peled).

Deformity celisti

Pittman a kol. (1989, 1990a) se zabyvali efektem teploty a zpozorovali vét-
Si mnozstvi deformit Celisti u vyssi teploty (9 °C) v porovnani s nizsi teplotou (3 °C
a 4 °C). Cobcroft a kol. (2009) se zabyvali malformaci Celisti u plidku trumpetnika
stfibfitého (Latris lineata). Deformace Celisti zde byly pfimo spojeny s jevem ,walling
behaviour” v barevnych odchovnych nadrzich kratce po dokonéeni metamorfozy.
,Walling behaviour mize byt vyvolano mechanickym poskozenim nebo Spatnou vy-
zivou v dusledku horsiho pfijmu potravy a vydeje energie. Nejvice malformované Ce-
listi byly pozorovany u plidku chovaného uvniti Cervenych, zelenych, bilych, modrych
a Cernych nadrzi, coz korespondovalo zaroven s ,walling behaviour”. NejvysSi rust
Leclercq a kol. (2011) zkoumali deformity a rastovou vykonnost triploidt lososa obec-
ného v porovnani s diploidy. Vice deformit 12 % bylo u triploidl v porovnani s diploidy
5 %. Nebyly zaznamenany Zadné rozdily v rastu a preZiti mezi diploidy a triploidy.
V pokusu Oppendal a kol. (2003) nebyly nalezeny zadné rozdily v prevalenci deformit
a zvysené mortalité mezi diploidy a triploidy. Lijalad a Powell (2009) zkoumali efekt
deformace Celisti na vykonost plavani a zotaveni se ze stavu vyCerpani u lososa obec-
ného. Zjistili, Zze ryby s nizkou deformitou Celisti dosahnuly téméf stejného vykonu
plavani jako ostatni ryby bez deformace. Po 45 minutach ryby s deformaci Celisti nebyly
schopné dosahnout stejné rychlosti plavani jako pfi prvnim testu. Morrison
a MacDonald (1995) se zabyvali normalnim a abnormalnim vyvojem celisti pludku at-
lantského halibuta (Hippoglossus hippoglossus). Byl pozorovan pozdé&jsi vyvoj Celisti
u plidku s poSkozenou kaudalni oblasti. Tyto ryby méli také znacné problémy
s pfijmem potravy.

Obr. 1. Deformity Celisti podle Cobcroft a Battaglene (2009)

Deformity ploutvi

Sfakianakis a kol. (2004) se zabyvali efektem teploty na vyvoj a morfologicko
-anatomické abnormality u rizichy Cervené (Pagellus erythrinus). Ploutevni deformace
byla nejvice patrna se zvySujici se teplotou s maximem okolo 23 °C. Koumoundorous
a kol. (1997) zkoumali vyvoj kosti ocasni ploutve u plidku morana zlatého (Sparus
aurata). Vyzkum probihal u extenzivné i intenzivné chovanych ryb. S rastem plud-
ku byly patrné deformace pfevazné v kaudaini oblasti. Pavlov and Moksness (1996)
zkoumali vliv teploty béhem embryonalniho vyvoje vlkouSe obecného (Anarhichas
lupus) na vyvoj kostry a vysledné mnozstvi paprsku neparovych ploutvi. Ryby inku-
bované pfi 7 °C méli primérny pocet paprskl v hibetnich, fitnich a prsnich ploutvich
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a to 74, 46, 23 pfi porovnani s témi co byly inkubovani pfi 11 °C a mély nasledujci
pocCet ploutevnich paprskd 53, 25, 25. Zaroven pfi teploté 11 °C bylo pozorovano
nejvétsi mnozstvi kosternich deformaci, prevazné fuzi.

Material a metodika

Larvy siha peled& byly dovezen okamzit& po vykuleni z podniku Kinského Zdar
a.s. Ryby byly transportovany na Ustav akvakultury a ochrany vod, kde byly ulozeny
do RAS systému. Do experimentu bylo celkem nasazeno 19 200 kusu ryb pfi primérné
pocatecni hmotnosti 1,9 mg. 800 kusu ryb bylo nasazeno do celkem 24 nadrzi.
12 z nich bylo kulatého tvaru a dalSich 12 hranatého tvaru. Aplikovana teplota vody
v nadrzich byla 10 °C, 14 °C, 18 °C, celkem ve 4 opakovanich. Celkem experiment
trval 59 dni. V prubéhu experimentu bylo dovezeno 145 ks rybni¢niho plidku rovnéz
z podniku Kinsky Zdar a.s. Tyto ryby slouzily jako kontrolni skupina k testovanym
rybam.

Po celou dobu experimentu byly udrzovany nasledujici parametry vody: pH
vrozmezi 7,0 - 7,5, O, nasyceni nad 80 %, teplota odpovidala stanovenému rozmezi,
konstantni pfitok 3 | x h™', udrzeni nizkych a zdravi ¢i prosperitu chovu neohrozujicich
koncentraci NH4*, NO2 a NO3, preventivni aplikace 2 kg NaCl 2 m, vyména vody 2x
tydné, odkalovani 1x denné, pocitani uhynulého plidku béhem odkalovani.

V obdobi 1. — 21. dne byl pludek krmen metanauplii zabronozky solné (Artemia
salina) v priméru 500 - 700 kusu x larva’. Frekvence krmeni byla kazdé 2 hodiny
5 — 6% denné. Technika ,co-feeding” nebyla uplatnéna, protoze pludek peledé je
schopen okamzité adaptace na suchou krmnou smés. 22. — 40. den odchovu bylo
aplikovano krmivo BioMar LARVIVA ProWean (100 pm), 41. — 59. den odchovu byla
predkladana krmna smés BioMar LARVIVA ProWean (300 um). Frekvence krmeni
probihala rovnéz kazdeé 2 hodiny 5 — 6x denné.

Na konci experimentu, byly zbylé ryby foceny a konzervovany pro ucely hodno-
ceni dalSich analyz. Na zakladé snimkud byly vyhodnocovany pomoci analyzy obrazu
v programu Microlmage 4.0 (Olympus) zakladni morfologické ukazatele ryb: celkova
délka (CD), standartni délka (SD), vyska téla (VT), vySka hlavy (VH), délka hlavy
(DH) preorbitalni vzdalenost (PREORBYV), postorbitalni vzdalenost (POSTORBYV),
predorzalni vzdalenost (PREDORZV), preanalni vzdalenost (PREANALYV). Déle byla
z konzervovanych ryb hodnocena hmotnost (H) a vypocitano preziti (P). Deformity
Celisti byly hodnoceny na zakladé porovnani pofizenych snimkla testovanych
ryb a ryb z rybni¢niho prostfedi. Vysledné parametry byly zpracovany v program
STATISTICA 12.

Vysledky

Grafy (Obr. 2.) zobrazuje statisticky vyznamné rozdily v jednotlivych morfomet-
rickych ukazatelich mezi testovanymi skupinami a kontrolou na hladiné vyznamnosti
P < 0,05. Pfi porovnani variability jednotlivych skupin byl pouzit Tukeyho test. Graf 12
vykazuje rozdily v preziti mezi testovanymi skupinami. Pfi porovnani skupin byl pouzit
rovnéz Tukeyho test. Odlisné indexy oznacuji statisticky vyznamné rozdily, stejné
indexy vykazuji shodu a tedy neprikaznost.

Z grafl nelze jednoznacné poukazovat na efekt teploty Ci tvaru nadrze na
Celistni deformace. V pfipadé, Ze by tomu bylo naopak, musely by se uvedené parame-
try vzajemné liSit mezi testovanymi skupinami a kontrolni skupinou. Lze tak usuzovat,
Ze pouze pfi teploté 18 °C pfi obou tvarech nadrzi mize byt vliv téchto faktord na

Celistni deformace. Parametry SD, PREORBYV, POSTORBYV, DH, VT, VH, PREANALV
se liSily pfi porovnani testovanych skupin s kontrolou. Dale muzeme s jistotou tvrdit,
Ze ryby chované v rybni¢nich podminkach dosahuji podobnych hmotnosti jako ryby

v v

zanedbatelnym vlivem tvaru nadrze.

Obr. 2. Vliv teploty vody a tvaru nadrzi na rist preziti a morfometrické ukazatele
larev siha peledé.
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Zaver

Vyskyt Celistnich deformit nelze v mnoha pfipadech jednoznacné urcit. Lze
predpokladat, Zze interakce teploty 18 °C a obou tvarli nadrzi vykazuje nejvétsi rozdily
v morfometrickych ukazatelich mezi testovanymi skupinami a kontrolou tudiz dochazi
u testovanych skupin k &elistnim deformacim. Jelikoz v testu nebyla hodnocena ana-
lyza dulezitych minerall (Ca, P), nelze tak zjistit, zda-li na vyskyt nékterych &elistnich
deformit nema vliv i uroven nedostatecné osifikace. DalSi studie by se mély zaméfit na
vyzkum vlivu teploty v kombinaci s rGznymi tvary nadrzi na vyskyt patefnich deformaci.
Zaroven pro lepsi objektivitu by studie méla vyloucit pisobeni autonomnich vliva, které
by mohly ovliviiovat vysledné poznatky (nedostatec¢na osifikace kostry, mechanické
poskozeni atd.).

Podékovani

Vysledky byly ziskany za finanéni podpory MSMT projektu CENAKVA
(CZ.1.05/2.1.00/01.0024), CENAKVA II (LO1205 v ramci programu NPU | program),
projektu podporovaného MZE - NAZV (QJ1210013).
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VLIV TEPLOTY VODY A KONCENTRACE KYSLiKU NA VYSLEDKY CHOVU SiHA
PELEDE V INTEZIVNi AKVAKULTURE

J. Matousek*, M. Prokesova, K. Novikava, R. Sebesta, E. Zuskova, J. Kouril
& V. Stejskal

Jihoceska un{verzita v Ceskych Budéjovicich, Fakulta rybarstvi a ochrany vod, Ustav
akvakultury, Ceska republika.

Uvod

V soucasnosti domaci produkce sladkovodnich ryb stagnuje. Jednou ze
strategii, ktera by mohla zlepsit sou€asny stav, je zintenzivnéni produkce riznych druht
ryb chovanych ve specialnich rybafskych objektech jako jsou energeticky efektivni
recirkulacni systémy (RAS, RAS-Danského typu). Tento zplsob chovu umoziuje
vyprodukovat velkou biomasu ryb z relativné malého odchovného prostoru. DalSi
vyhodou tohoto chovu je produkce trznich ryb béhem celého roku s moznosti rozSifeni
spektra nabizenych ryb na trhu. Tato diverzifikace by méla byt cilena na pavodni nebo
zdomacnélé druhy ryb s vysokou kvalitou masa. Mezi takovéto perspektivni druhy
se daji zaradit i sihovité ryby. V nasem pfipadé se jedna o siha marénu (Coregonus
lavaretus maraena) a siha peledé (Coregonus peled) nebo jejich hybridi, ktefi maji
vysokou kvalitu masa s vysokym obsahem n-3 nenasycenych masnych kyselin (Orban
et al. 2006). Tyto druhy byly u nas produkované v hojné mife v rybni¢ni akvakulture.
Bohuzel tento zplasob chovu je do znacné miry nejisty a potyka se s fadou problému
v prab&hu odchovu, pfitemz celkova roéni produkce ma v Ceské republice stale
klesajici trend. Hlavnim problémem jsou rybozravi predatofi, ktefi dokazi zlikvidovat
celé obsadky. Témto problémdm by se dalo pfedejit dobfe zvladnutou technologii chovu
jednotlivych druhd ryb v téchto specialnich systémech.

Sihovité ryby jsou oblibené a regionalné preferované v nékterych statech
jako je naptiklad Némecko, Polsko, Finsko, Rusko, Svédsko atd. (Jarvinen 1988:
Kahilainen et al. 2003; Hayden et al. 2013). Zoo-technické postupy se neustale vylep-
Suji a pfizpUsobuiji prostfedi specifickym pozadavkim ryb a tim celkové zintenzivnuji
produkci.

Cilem této prace bylo zjistit vliv nékterych abiotickych faktort jako je teplota
a hladina nasyceni vody kyslikem na preziti a ristovy potencial siha peledé v RAS
systému.

Metodika

Vliv teploty na rust a produkéni ukazatele u juvenilnich peledi

Skala testovanych teplot byla nastavena v rozmezi, které se miize aplikovat
v chovu sihl naseho teplotniho pasu. Celkem bylo zaloZzeno 5 experimentalnich skupin
oznacenych pfislusnou teplotou T (25, 22, 19, 16 a 13 °C) a kazda byla provedena
ve 3 opakovanich. Pocatecni primérna hmotnost juvenilnich ryb byla 0,60 + 0,04 g
(stari: 75 dni od vykuleni). Tyto ryby byly nasazeny v poctu 160 ks ryb na nadrz
(celkem 15 nadrzi). Teplota vody byla méfena tfikrat denné a to v 8:00 h, 14:00 h
a 18:00 h. Nasyceni vody kyslikem a pH bylo sledovano 2 x denné. Amoniak
a dusitany byly stanovovany v dvoudennich intervalech. V pribé&hu experimentu
nasyceni vody kyslikem u v8ech teplot neklesalo pod 80 % a pH se pohybovalo na
urovni 7,1 + 0,3. Teplota se primérné drzela v jednotlivych skupinach za cely pokus:
T13-13+0,4 °C, T16 — 15,9 +0,3 °C, T19 - 19,3 £+ 0,6 °C, T22 — 22 + 0,2 °C,
T25-24,8 £0,3 °C.
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Krmenibylo podavano ru¢né v nadbytku z predem pfipravené denni krmné davky,
které byla vypocCitana z biomasy ryb. V pokusu bylo pouzité suché krmivo znacCky
Inicio Plus G 0.6 mm s nasledujicim nutri¢nim slozenim: 62% protein, 13% tuk, 8,9%
sacharidy. Krmeni probihalo ve dvouhodinovych intervalech od 8:00 h do 18:00.

Kazda skupina byla chovana v samostatném recirkulaénim systému o objemu
650 L jehoz soucasti byl mechanicky filtr, biologicky ponofeny filtr (objem 300 I, filtracni
médium Bioakvacit). Soucasti systému byly prutokové chladi¢e (Hailea 1000A) Ci
topitka (Eheim — Jager, 300 w) a kontrolni jednotky pro udrzeni pozZzadovanych teplot.
Odchovné nadrze mély objemem 40 |, které byly uzpisobené ke sbéru a kvantifikaci
nespotiebovaného krmiva pomoci sedimentacni kénusl v zadni ¢asti nadrze. Prutok
vody byl v kazdé nadrzi nastaven na 80 | za hodinu. Svételny rezim byl nastaven na
12 h svétlo : 12 h tma (7:00-19:00) s intenzitou 110 — 140 luxa.

Experiment probihal 63 krmnych dni od 24. Cervna do 26. srpna. Toto obdobi
bylo rozdéleno do 4 dilCich period. Na konci kazdé periody bylo provedeno kontrolni
preloveni pfi kterém byla méfena biometrika u 50 ryb z kazdé nadrze. Béhem tohoto
zasahu byly ryby Setrné anestezovany pomoci lazné hiebickoveho oleje o koncentraci
0,01 - 0,02 ml.I". Namérena data byla zpracovana a prevedena na zootechnické uka-
zatele jako je procentualni preziti ryb (%), hmotnostni rast (g), specificka rychlost ristu
SGR (%.d"), konverze krmiva FCR, kondi¢ni stav.

V nasledném experimentu bylo testovano 5 rdznych teplot podobné jako
v prvnim experimentu. Test byl proveden na starSich peledi o primérné hmotnosti
13,7 £ 2,9 g (stafi: 230 dni od vykuleni). Na kazdou nadrz bylo nasazeno 50 ks. Bylo
podavano suché krmivo znacky Inicio Plus 1.5 mm s nasledujicim nutricnhim sloZenim:
54 % protein, 22 % tuk, 8,8 % sacharidy. Rezim experimentu a pFeloveni probihal
stejnym zpusobem jako u pfedchoziho experimentu. Souc€asti tohoto experimentu bylo
sledovani denniho pfijmu krmiva za nadrz podle nasledujiciho postupu:

DPK = N-NSK — (Pg x Wg)

DPK = denni pfijem krmiva za nadrz

N = navazka suchého krmiva

NSK = hmotnost nespotfebovaného suchého krmiva
Pg = pocet odkalenych granuli

Wg = primérna hmotnost jedné granule

Vliv rtiznych hladin nasyceni vody kyslikem na rist, produkéni a hemato-
logické ukazatele u juvenilnich peledi:

V tomto experimentu byly sledované 4 rdzné skupiny nasyceni a to
hypoxie (HYPo) - 55-65 %, normoxie (NORm) - 80-95 %, hyperoxie permanentni
(HYPe) - 145-155 % po cely den a stfidava hyperoxie (HYPez) - 145-155 % ve
svételné Cast dne a 80-95 % béhem noci. Kazda skupina byla provedena ve tfech
opakovanich. Odchovné nadrze (40 L) byly napojené na recirkulaéni systém
o objemu 2380 L jehoz soucasti byl mechanicky bubnovy filtr, usazovaci nadrz, bio-
logicky ponofreny filtr (filtraéni médium Bioakvacit). Tento systém byl vybaven pfidav-
nym smésovacim zafizenim vody s plyny. Toto zafizeni vlastni konstrukce se sklada-
lo ze dvou sméSovacich vézi s mediem (Bioakvacit) na které byly napojené tlakové
lahve s manometrem a pritokomérem. Hyperoxie byla navozena davkovanim kysliku
do jednoho ze smésovaclu. Hypoxie byla navozena davkovanim dusiku do druhého
smésovace, ktery vytésnil kyslik. Z téchto sméSovacu byla voda rozvedena do
jednotlivych odchovny nadrzi. Normoxie byla navozena silnou aeraci v odchovné nadrzi.

Stiidava hyperoxie byla provedena pomocidvou pfitokt (hormoxie a hyperoxie), které se
béhem dne pFepinaly.

Do experimentu byly nasazeny juvenilni peledé o pramérné hmotnosti
3,1+ 0,8 g. V rezimu experimentu byla tfikrat denné sledovana hladina nasyceni vody
kyslikem (8:00 h, 14:00 h a 18:00 h). Teplota a pH byly monitorovany dvakrat denné.
Koncentrace amoniaku a dusitanu byly stanovovany v dvoudennich intervalech.

Krmeni bylo prfedkladano ruc¢né z predem pfipravenych dennich krmnych
davek vypocitanych z biomasy ryb. Ryby byly krmné zpusobem do zjevného nasyceni
ve dvouhodinovych intervalech od 8:00 h do 18:00. Prfedkladané suché krmivo bylo
znacky Inicio Plus G 0.6 mm s nasledujicim nutriCnim slozenim: 62% protein, 13% tuk,
8,9% sacharidy.

Pratok vody byl v kazdé nadrzi nastaven na 80 | za hodinu (obména vody 2x za
hodinu). Svételny rezim byl nastaven na 12 h svétlo : 12 h tma (7:00-19:00) s intenzi-
tou 110 — 140 luxa.

Experiment probihal 63 krmnych dni od 11. Cervence do 12. zafi, které byly
rozdéleny do 4 obdobi. Na konci kazdého obdobi bylo provedeno kontrolni preloveni,
pfi kterém byla méfena biometrika 50 ryb z kazdé nadrze. Béhem tohoto zasahu byly
ryby anestezovany pomoci hfebi¢kového oleje o koncentraci 0,01 - 0,02 mlLI"'. Data
byla zpracovana a pfevedena na zootechnické ukazatele jako je procentualni pfeziti
ryb (%), hmotnostni rast (g), specificka rychlost ristu SGR (%.d"), konverze krmiva
FCR. Na konci experimentu byla rybam odebrana krev, ze které byl stanoven krevni
obraz CBC (Hematokritova hodnota - PCV, hladina hemoglobinu - Hb, pocet bilych
krvinek -WBC a pocet Cervenych krvinek- RBC. Postup tohoto vySetfeni byl proveden
podle metodiky Metody hematologického vySetfovani ryb (Svobodova et al. 1991).

Vysledky a diskuze

Vliv teploty na rist a produkéni ukazatele juvenilnich ryb ve véku 75 dni
po vykuleni

Rust siha peledé byl vyjadien jako individualni hmotnostni rast (Obr. 1) a jako
specificka rychlost ristu SGR (Obr. 2). Jiz po 21 dnech odchovu byl zjistén vyznamné
nejvétsi rust u skupiny s teplotou 19 °C, ale tento rozdil nebyl statisticky prukazny
v porovnani s teplotami 16 a 22 °C. Nejvétsi specificky rast v praiméru za cely expe-
riment byl sledovan u skupiny s teplotou vody 19 °C, nasledovaly skupiny s teplotou
22 °C a 16 °C. Tyto rozdily byly statisticky prukazné. Wunderlich et al. (2011) dopo-
ruCuje optimalni teplotu 18.0 £ 0.7 °C pro intenzivni chov siha severniho (Coregonus
lavaretus L), ktery je vice citlivy na kvalitu a vy$Si teplotu vody ve srovnani s peledi.

Procentualni preziti, kondicni stav a konverze krmiva jsou prezentované v ta-
s teplotou 25 °C. Rozdily v preziti u ostatnich testovanych teplot byly statisticky
neprukazné. Kondi¢ni stav ryb na zacatku experimentu byl mezi skupinami vyrovnany.
Na konci testovani byl sledovan prikazné lepSi kondi¢ni stav u ryb ve skupinach 19,
22, 25 °C. Nejmensi koeficient konverze krmiva byl pozorovan u skupiny s teplotou
19 °C a nasledovala teplota 16 °C. U skupiny 25 °C doSlo k rapidnimu narastu konver-
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Obr. 1. Rust juvenilniho siha peledé (stari 75 dni po vykuleni) v zavislosti na
rizné teploté vody vyjadieny pomoci priimérné hmotnosti ryby ( n=3). Data jsou
prezentovana jako primér a smérodatna odchylka (chybova usecka).
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Obr. 2. Specifické rychlosti ristu siha peledé (stari 75 dni po vykuleni) (n=3).
Data jsou prezentovana jako priimér a smérodatna odchylka (chybova usecka).
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Tab. 1. Preziti, kondi¢ni stav a konverze krmiva FCR u juvenilniho siha peledé (75 dni
po vykuleni) v zavislosti na rizné teploté vody. Data jsou prezentovana jako primér
(n=3) a smérodatna odchylka.

[ T S N = s B ="- B Y=
L

SGR (% .den™!)

Dav odchovu Teplota (°C) 13 16 19 22 25
Den 63 preiti (o) 929x56a 933x21a 921+£40a 771+98a 296x62b
Den 0 FC - kondicni stav N6e8+02a 065+02a 069+02a 065+02a 064=x02a
Den 63 FC - kondicni stav 083x00a 087x02a 092x01b 097x01b 092+02b
Den 63 FCR 1.75+009a 158x005a 145z2004b 1.72x025b 7,18£2359%b

Vliv teploty na rast a produkéni ukazatele juvenilnich ryb ve véku 230 dni
po vykuleni

Rust siha peledé byl vyjadien jako individualni hmotnostni rast v gramech
(Obr. 3). Po 21 dnech byl jiz sledovan statisticky rozdil v rlstu, kde ryby v teplotach
13 a 25 °C zaostavaly oproti ostatnim testovanym skupinam. Vyrovnany rust byl pozo-
rovan ve skupinach s teplotou vody 16, 19 a 22 °C na konci experiment. Szczepkowski
et al. (2006) doSel k podobnym vysledkim u siha marény, kde juvenilové vykazovali
vySSi rast v teplotnim rozmezi od 20 do 22°C.

Obr.3. Rust juvenilniho siha peledé (230 dni po vykuleni) v zavislosti na raizné
teploté vody vyjadireny pomoci priimérné hmotnosti ryby (n=3). Data jsou pre-
zentovana jako priimér a smérodatna odchylka (chybova usecka).
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Procentualni preziti, specificka rychlost rastu, kondi¢ni stav a konverze kr-
s teplotou 25 °C. Nejvétsi specificka rychlost rustu byla ve skupiné s teplotou 19°C
a 22 °C. Kondi¢ni stav ryb na zacatku experimentu byl mezi skupinami vyrovna-
ny. Na konci testovani byl sledovan prukazné lepsi kondi¢ni stav u ryb ve skupinach
19, 22, 25 °C oproti skupiné 16 a 13 °C. Koeficient konverze krmiva byl vyrovnany ve
skupinach s teplotou 13,16, a 19 °C. Prikazné vys$si FCR bylo u skupiny 22 °C. FCR
u skupiny 25 °C nebylo mozno prezentovat. Tato chyba nastala diky vysoké morta-
lité ryb a tim i ubytek biomasy v nadrzi coz zapficilo chybnou kalkulaci FCR. Pfijem
krmiva byl prezentovan jako mnozstvi pfijatého krmiva v gramech na kilogram biomasy
ryb (Obr.4). Zde byl pozorovan trend vétSiho pfijmu krmiva u skupin s vys$Si teplotou,
pricemz rozdily mezi 19, 22 a 25 °C nebyly statisticky prakazné. Prikazné nizsi pfijem
krmiva byl u skupiny 13 °C. Szczepkowski et al. (2006) neprokazal vyznamné rozdily
ve zvySeni pfijmu krmiva u siha marény mezi testovanymi teplotami 20, 22 a 24 °C
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Tab. 2. Preziti, specificka rychlost ristu, kondi¢ni stav a konverze krmiva FCR
u juvenilniho siha peledé (230 dni po vykuleni) v zavislosti na rizné teploté vody. Data
jsou prezentovana jako pramér (n=3) a smérodatna odchylka.

Dny odchovu Teplota (°C) 13 16 19 22 25
Den 42 preziti (%o) 975£15a 883x58ab 892=zxl4ab 708 x188b 408=x63c
Den 0-42 SGR (%.d'l) 1.50x0,15ac 196=0,16a 2,15£011b 196=x028ab 137=x014c
Den0 EC 082+02a 082x02a 082+02a 082x02a 082+02a
Den 42 EC 093+01a 094+00a 098 +01b 098x02b 099+01b
Den 42 FCR 128+021a 1.02+01a 1.16 201 a 195x01b

Obr. 4. Prijem krmiva v gramech na kilogram biomasy siha peledé (230 dni po
vykuleni) v zavislosti na rtizné teploté vody. Data jsou prezentovana jako pramér
a smérodatna odchylka (chybova usecka).
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Vliv nasyceni vody kyslikem na rast a produkéni ukazatele juvenilnich ryb
ve véku 230 dni po vykuleni

Aplikace Cistého kysliku do vody ma znacny potencial v recirkulacnich systémech
pro  zlepSenichovny podminek a zintenzivnéni chovu (Dwyer et al., 1991; Wajsbrot et
al.,1991). Obecnénizkahladinakyslikimazanasledek zvySenistresuuvodniorganizm
s nasledkem snizeni pfijmu krmiva a rustu ryb pfi€emz muze dojit i ke zhor$eni kondice
a zdravotni stavu ryb az k uhynu (Batiuk et al. 2009). Na druhou stranu Dabrowski
et al. (2004) uvadi pozitivni efekt hyperoxie (180%) na rast pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss).

Rust siha peledé je vyjadien jako hmotnostni rust (Obr. 5) a jako specificka
u skupiny ryb chovanych v hypoxii. Na konci experimentu byl nevétsi rast sledovan
u skupiny normoxie. Hmotnostni rozdily mezi hyperoxii stalou a stfidavou nebyly
statisticky prikazné. NejvysSi primérna SGR za cely experiment byla ve skupiné
normoxie. SGR v ostatni sledovanych skupinach byla vyrovnana a rozdily nebyly

prukazné. Z vysledkl celého pokusu je zifejmé Ze chov peledi v hyperoxickych
podminkach nepfinasi benefit v podobé rychlejSiho rustu. Na konci pokusu bylo zjisténo
statisticky vyznamné nizsi preziti pfi chovu peledi v hypoxii (Tab. 3). Ostatni testované
kyslikové rezimy se od sebe statisticky neliSily. Proto Ize konstatovat, Ze saturace

nasyceni vody kyslikem (55-65 %).

Obr. 5. Rust juvenilniho siha peledé v zavislosti na riizném kyslikovém rezimu
vyjadireny pomoci pramérné hmotnosti ryby (n=3). Data jsou prezentovana jako
prameér (sloupec) a smérodatna odchylka (chybova usecka).
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Obr. 6. Rust juvenilniho siha peledé v zavislosti na riizném kyslikovém rezimu
vyjadieny pomoci specifické rychlosti rlistu za nadrz (n=3). Data jsou prezento-
vana jako primeér (sloupec) a smérodatna odchylka (chybova usecka).
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Rozdily konverze krmiva u vSech testovanych saturaci nebyly statisticky vyznamne,
a proto |ze konstatovat, Zze vySSi hladina kysliku nema vliv na konverzi krmiva u peledeé.
Kondice ryb byla vySSi u skupiny normoxie a stfidavé hyperoxie na konci experimentu.
Ve skupinach trvala hyperoxie a hypoxie byl koeficient kondice vyznamné nizsi.

Rovnéz byly zjistény rozdily v hematologickych ukazatelich (Tab. 4.). Pocet Cer-
venych krvinek byl statisticky vyznamneé snizeny ve skupiné stfidava hyperoxie. Pfesto
v8ak hodnoty Cervenych krvinek u vSech testovanych skupin se nachazely v rozsahu
0,80 — 1,50 T.I'", ktery udava Svobodova et al. (1991) u zdravého pstruha duhového.

Statistické rozdily nebyly potvrzeny u poctu bilych krvinek a Ize konstatovat, ze
saturace vody kyslikem nema vliv na pocet bilych krvinek. Hematokritova hodnota
a koncentrace hemoglobinu mély obdobny trend u sledovanych rezimu kysliku. V obou
hyperoxii byly vyznamné snizené hodnoty jak hemoglobinu, tak i hematokritu oproti
normoxii. Svobodova et al. (1991) prezentuje obsah hemoglobinu u pstruha duhového
v rozmezi 60 — 100 g.I"

Tab. 3. Preziti (n=3), konverze krmiva a kondi¢ni stav juvenilniho siha peledé
v zavislosti na rGzném kyslikovém rezimu. Data jsou prezentovana jako prumér (slou-
pec) a smérodatna odchylka (chybova usecka).

dny odchovu saturace HYPo NORm HYPe HYPet

Den 63 preziti (%o) 87.5£30b 97.7+£17a 963+£11a 972+£10a
Den 0-63 FCR 206+046a 2,18+0,15a 183+009a 1,74=+003a
Den 63 FC-kondi¢ni stav 090+£01a 102+01b 083+013¢ 100+£009b

Tab. 4. Pocet Cervenych krvinek (RBC), pocet bilych krvinek (WBC), hematokritova
hodnota (PCV) a hladina hemoglobinu (Hb) u juvenilniho siha peledé v zavislosti na
razném Kkyslikovém rezimu (n=15). Data jsou prezentovana jako prumér (sloupec)
a smérodatna odchylka.

CBC HYPo NORm HYPe HYPex+
RBC I 1,18035a 106=013ab 1042022ab 088=020b
WBC  GIY 15272425a 1669+490a 23.08+1221a 2339+11.14a
PCV i 0552004a 058005a 048=006b  0.54=009ab

Hb g’ 6720+4580a 64224578a 55.00+572b 5135+10,89b

Zavér

Testované teploty nemély vyrazny vliv na preziti siha peledé kromé teploty
25 °C, ktera se jevi jako nevhodna pro chov tohoto druhu. Rozsah teplot pro efektivni
rust peledé (stafi 75 dni po vykuleni) byl v rozmezi 19 az 22 °C a u starSich sihu (stafi
230 dni po vykuleni) v rozsahu 16 az 22 °C. Ryby nejvice pfijimaly krmivo v rozmezi
teplot 19 — 25 °C. Z téchto vysledku vyplyva, Zze se optimalni teplota pro chov siha
peledé v RAS se pohybuje v rozmezi 19 az 22 °C.

Aplikace kysliku do vody pro navozeni hyperoxického prostfedi neméla vliv na
preziti ani rust siht. Nebyl ani prokazan rozdil mezi trvalou a stfidavou hyperoxii. Tato
technologie by se dala vyuzit u vysokych obsadek pro eliminaci hypoxického prostredi,

které ma vyznamny negativni vliv na chov. Z vysledkl hematologického vysetfeni
vyplyva, ze hyperoxie ma vliv na snizeni obsahu hemoglobinu v erytrocytech.
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FREKVENCE VYSKYTU DEFORMIT A MORFOMETRICKA,CHARAKTERISTIKA
SIHA PELEDE COREGONUS PELED (GMELIN) ODCHOVANEHO V PODMINKACH
INTENZIVNIHO A EXTENSIVNIHO CHOVU

V. Stejskal, J. Matousek, R. Sebesta, T. Vanina, M. Proke$ova, P. Podhorec

Jiho&eska univerzita v Ceskych Budéjovicich, Fakulta rybéafstvi a och,rany vod,
Jiho¢eske vyzkumné centrum akvakultury avbiodiverzity hydrocendz, Ustav akvakultury
a ochrany vod, Husova tf. 458/12, 370 05 Ceské Budéjovice

1. Uvod do problematiky

Sihové jsou popularnimi konzumni rybami hlavné v Ruské federaci, Finsku,
Kanadé Polsku, Némecku, Ceské republice, Japonsku a Italii, (Dabrowski a kol., 2002;
FAO, 2007). Sih peled (Coregonus peled Gmelin) je spiSe chladnomilny sladkovodni
druh, ktery muze byt za jistych okolnosti povazovan za vhodného kandidata pro rozsi-
feni spektra intenzivné chovanych ryb ve vnitrozemské akvakultufe, zejména pro recir-
kulaéni akvakulturni systémy (RAS) v chladnéjsich oblastech (Svinger a Koufil, 2014;
Matousek a kol., 2016). V nékterych zemich jiz zapoc&aly aktivity vedouci k nastaveni
technologie intenzivniho chovu siha marény (Coregonus lavaretus L.) nebo peledé
v riiznych produkénich systémech. Pfikladem jsou klecové chovy v Polsku &i Finsku
nebo recirkulacni akvakulturni systémy v Polsku a Némecku. Pokud jde o siha peledé,
tak existuje jen minimum studii spojenych s intenzivnim chovem (Wunderlich a kol.,
2011; Matous$ek a kol., 2016).

Cilem pfispévku je popsat problém vyskytu deformit v intenzivnim chovu siha
peledé, v€etné souvisejicich aspektl a diskutovat mozné pfiiny v s dostupnou
literaturou.

2. Material a metodika

Oplozené jikry siha peledé, puvodem od 15 jikernacek a 15 mli¢aku, byly
inkubovany v lihni Kinsky Zdar, a. s.r.o., (Zdar nad Sazavou, Ceska republika) pfi teploté
4-10° C. Nové vylihlé larvy byly pfevezeny do laboratofe Ustavu akvakultury a ochrany
vod v Ceskych Budgjovicich. Po dobu prvnich &tyf dnli po transportu larev bylo
provedeno postupné zvysovani teploty vody z 10 na 14 ° C. Pfi nasledném odchovu
byla teplota vody 14,0 £ 0,5 ° C, hodnota pH 7,3 £ 0,3 a koncentrace kysliku byla
udrzovana na hodnotach 8,4 + 0,5 mg L. Od 4. do 20. dne po vylihnuti byly larvy
krmeny Cerstvé inkubovanymi naupliemi Artemia sp. a 21. den po
vylihnuti byly larvy skokové prevedeny na kompletni krmnou smés. Vlastni od-
chov larev probihal v malém RAS systému, ktery se skladal z deviti plastovych
obdélnikovych nadrzi (objem 60 L), bubnového filtru KC-10 (Koi-Collection,
Malajsie), biologického filtru s pohyblivym médiem (celkovy objem 500 L, RATZ
BT10 - Ratz Aquaculture GmbH, Remscheid, Némecko) a prutokového chladice
(Hailea HC - 1000A, Hailea Group Co. Ltd, Guangdong, Cina).
Pfi dosazeni individualni hmotnosti 0,6 £0,2 g byly ryby o celkovém poctu 3 500 ks
rovhomérné rozdéleny a nasazeny do odchovnych nadrzi. V tomto obdobi byla po-
¢ate¢ni biomasa ryb 4,2 + 0,1 kg m*® a kone¢na biomasa ryb byla 25 + 1,4 kg m=.
Ryby byly chovany pfi teploté vody 18,9 + 0,5 ° C, pH 6,90 + 0,40 a koncentraci
kysliku nad 85 %. V dalSi fazi odchovu byly vétsi ryby (primérna individualni hmotnost
15 g) nasazeny do vétsiho RAS systému, ktery se skladal z 12 plastovych pravouhlych
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nadrzi (300 L), bubnového filtru KC-10 (Koi-Collection, Malajsie)
a biologického filtru s pohyblivym médiem (celkovy objem 4000 L, Ratz BT10).
Vyhodnoceni frekvence procentualniho vyskytu deformit patefe a operkula bylo
provedeno vizualni kontrolou celkového poctu 2436 ryb chovanych v celkem 12 expe-
rimentalnich nadrzich (ij. 185 az 221 ryb bylo zkontrolovano v kazdé nadrzi).

Morfometrické porovnani na zakladé radiografickych snimkud bylo provedeno
u tfi skupin ryb o individualni hmotnosti 55 az 81 g. Ryby byly rozdéleny do dvou
skupin na zakladé vizualniho posouzeni jednoho pozorovatele. Prvni skupinou byly
normalné vyvinuté (bez zjevnych deformit) intenzivné chované ryby (IN; vék 1+;
n = 33). Druhou skupinou byly deformované (se zjevnymi deformitami) intenzivné
chované ryby (ID; vék 1+; n = 33). Kontrolni skupinou pro intenzivné chované ryby
byla skupina ryb (CP; vék 1+; n = 33) pochazejici z rybni¢niho chovu (spole€nost
Kinsky Zd4ar, a.s.). Po anestezii ryb v 1azni z hiebigkového oleje (0,2 ml L") byly po-
fizeny rentgenové snimky jednotlivych ryb s vyuzitim pfimé digitalizace na pfristroji
GIERTH RHF 200 (GIERTH X-Ray International GmbH, Némecko). Na ziskanych
rentgenovych snimcich ryb byla provedena kontrola a detekce abnormalit (defor-
mit) patefe. PocCet a lokace deformovanych, dislokovanych a fuzovanych obratli byl
zaznamenan. Navic byl ur€en pomér kraniokaudalni délky a dorsoventralni vySky mezi
jednotlivymi obratli podle nasledujiciho vzorce:

RCD = LDV / LCC,kde RCD je pomér mezi kraniokaudalni délkou a dorso-
ventralni vySkou. LDV je dorsoventralni vySka obratle a LCC je kraniokaudalni délka
obratle. Kromé toho byla méfena i relativni velikost meziobratlového prostoru podle
nasledujiciho vzor

Rsin =100 - (100 /LVC x SLCC),

kde Rsin je relativni velikost meziobratlového prostoru. LVC je celkova délka patefe
a SLCC je suma kraniokaudalnich délek jednotlivych obratlt. Vizualni kontrola kaz-
dého obratle jedinct v ID skupiné byla provedena pro ziskani dat o frekvenci vyskytu
deformovanych obratlti ve vztahu k lokaci obratle. Obratle, které vykazovaly kompresi,
natazeni ¢i ,K* tvar namisto normalniho ,X* tvaru byly povazovany za deformované.
Morfologie obratlti ze skupin CP byla povazovana za referencni. Celkovy pocet obratl
byl stanoven na zakladé rentgenovych snimku.

VSechny morfometrické charakteristiky byly méfeny na rentgenovych snimcich s po-
uzitim softwaru Microlmage 4.0 (Olympus). Méfené ukazatele zahrnovaly délku hlavy
(HL), predorsalni vzdalenost (PDD), preventralni vzdalenost (PVD), preanalni vzda-
lenost (PAD), vzdalenost mezi bazemi prsnich a bfidnich ploutvi (DPV), vzdalenost
mezi bazi bfisni a fitni ploutve (DVA), maximalni vysku téla (Hmax), minimalni vysku
téla (Hmin) a byly vyjadfeny v % standardni délky téla (SL). Dal8i morfometrické znaky
jako preorbitalni vzdalenost (PRD), postorbitalni délka hlavy (POH), primér oka (ED),
vySka hlavy v tyle (OCH) byly vyjadfeny v % délky hlavy (HL), (Obr. 1).

3. Vysledky a diskuze

V populaci intenzivné chovanych sihu peledi byla pozorovana frekvence vy-
skytu deformit operkula na urovni 10,9 £ 4,2 % (Obr. 2.). Frekvence vyskytu deformit
skielového vicka vyrazné zavisela na druhu ryby a jejich frekvence vyskytu dosahla az
80 % (Koumoundouros a kol., 1997). V pracich zabyvajicich se komplexem deformit
skielového vicka jsou protichudné nazory k deficitu vitaminu C v potravé (Lim a Lo-
vell, 1978; Soliman a kol., 1986). Dabrowski a kol. (1990) popisuji, Ze geneze deformit

skielového vicka silné koreluje s opozdénou kalcifikaci kosterni soustavy. Nazory na
moznost dédi¢ného pfenosu komplexu téchto deformit se rovnéz lisi (Tave a Handwer-
ker, 1994; Winemiller a Taylor, 1982).

Obr. 1. Morfometrické charakteristiky pouzité k porovnani skupin ryb chovanych
riznym zplUsobem. Kazdé méreni odpovida nejkratSi vzdalenost mezi dvéma
body.
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Obr. 2. Priklady nejcastéji pozorovanych typu deformit operkula u siha peledé

Coregonus peled (Gmelin). (a) ztrata ¢asti skfelového vicka, podviéka a branchiostegalnich
paprski (bila Sipka), (b) ztrata vétSi casti skfelového vicka (bila Sipka) branchiostegalni paprsky
chybi a frontalni linie hlavy zménéna (Cerna Sipka), (c) ztrata vétSi Casti skfelového podvicka (bila
Sipka) branchiostegalni paprsky chybi a frontalni linie hlavy zménéna (Cerna Sipka), (d) zabra obnaze-
na, ztrata skfelového vicka (bila Sipka) frontalni linie hlavy zménéna (Cerna Sipka), (e) skfelové vicko
a branchiostegalni paprsky lateralné vytoceny (bila Sipka) frontalni linie hlavy zménéna (Cerna Sipka),
(f) ztrata velké Casti skielového vicka a podvicka (bila Sipka) ¢ast branchiostegalnich paprskd chybi,
(g9) branchiostegalni paprsky lateralné vytoceny (bila Sipka) frontalni linie hlavy zménéna (Cerna Sipka),
(h) skielové vicko zahojené (bila Sipka) frontalni linie hlavy zménéna (Cerna Sipka), (i) detail normainé
vyvinuté hlavy. Méfitko odpovida 10 mm.
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Frekvence deformit patefe u siha peledé byla zaznamenana na urovni 5,2 + 2,8 %.
Pfiklady nejCastéji pozorovanych deformit patefe jsou uvedeny na Obr. & 3.
U jinych intenzivné chovanych ryb se frekvence vyskytu deformit pohybuje v rozmezi
3,8—-16,6 % u lososa obecného Salmo salar (Fraser a kol., 2015), 5-27 % u morského
cejna Sparus aurata (Andrades a kol., 1996) a 4,8-12,5 % u pstruha duhového Oncor-
hynchus mykiss (Madsen a Dalsgaard, 1999).

Obr. 3. Radiografické snimky nej¢astéji nalezenych deformit patere u intenzivné

chovanych sih( peledi. (a) ventraini dislokace obratli (Serna $ipka) bez zjevné zmény v tvaru
téla, (b) fuze dvou (Cerné Sipky) nebo vice obratlt (bila Sipka) bez zjevné zmény v tvaru téla, (c) fuze
nékolika obratlt v R1 oblasti (Cerna Sipka) jako pFicina kyfézy v R2 oblasti, (d) fuze a dorsalni dislokace
nékolika obratld v regionu R3 (Cerna Sipka) jako pficina kyfézy v R3 kombinovana s fuzi obratll v R4
regionu (bila Sipka), masivni fuze velkého poctu obratld v regionu R2 a R3 bez zjevné zmén v tvaru
téla, (f) fuze dvou obratld R1 (Cerna Sipka) majici za nasledek kyféz v regionu R2,

(g9) »cik-cak® zakfiveni patefe bez fuzi obratld, (h) masivni fuze velkého poctu obratld v regionech R2
a R3 (Cerna Sipka) jejimz dusledkem je vysoky stupen kyféz v této oblasti a zvétSeni meziobratlového
prostor v regionu R3 (bila Sipka), (i) masivni fuze velkého poctu obratlt v regionu R2 (€erné Sipky)
jejimz disledkem je vysoky stupen kyfozy ve stejné oblasti, (j) masivni fuze velkého poctu obratld v
regionech R1, R2 a R3, jejimz dlisledkem je vysoky stuperi kyfézy v R2 a R3. Méfitko odpovida 10 mm.

Fraser a kol. (2015) prokazali, ze teplota béhem inkubace jiker ovliviuje
i prumérny pocet obratll u lososa obecného. Ryby mély vy3Si pocCet obratlt pfi inku-
bacni teploté 6 °C v porovnani s rybami inkubovanymi pfi 10 °C. V nami provedené
studii se pocet obratlt neliSil mezi porovnavanymi skupinami ryb (Obr. 4). Tento vztah
nebyl vSak jednoznacné prokazan na zakladé nasSi studie provedené u siha peledé.
V této praci nebylo rovnéz prokazano, ze by deformované ryby vykazovaly snizené
rustové schopnosti tak, jako tomu bylo v pfipadé studii u lososa (Fjelldal a kol., 2007)
a morském cejnu (Andrades a kol., 1996). V nasi studii analyza radiografickych snimk
patefe prokazala rozdily ve vzorci poméru mezi kraniokaudalni délkou a dorsovent-

ralni vySkou jednotlivych obratli (Obr. 5). Bylo prokazano, ze normalné vyvinuté i de-
formované intenzivné chované ryby se signifikantné liSily ve velikosti meziobratlového
prostoru v porovnani s kontrolnimi rybami puvodem z rybni¢niho prostfedi (Obr. 5).
Zmeény ve velikosti meziobratlového prostoru byly nalezeny i u intenzivné chovanych
losost obecnych (Sullivan a kol., 2007).

Obr. 4. Porovnani poctu obratli (a) a relativni velikosti meziobratlového prostoru (b) u kontrol-
nich rybni¢né odchovanych (€erny sloupec), normalné vyvinutych intenzivné chovanych (Sedy sloupec)
a deformovanych intenzivné chovanych (bily sloupec) ryb (n = 15-33).
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Obr. 5. Frekvence vyskytu deformovanych obratli v jednotlivych regionech pa-

tefe (a) u skupin normainé vyvinutych (IN) a deformovanych (ID) sihti peledi Coregonus peled. Zmény
v poméru mezi kraniokaudalni délkou a dorsoventralni vyskou u jednotlivych obratlt v ramci porovnava-
nych skupin kontrolnich rybni¢né odchovanych (€erny bod), normalné vyvinutych intenzivné chovanych
(Sedy bod) a deformovanych intenzivné chovanych (bily bod) ryb (n = 15-33).
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Prace provedené na lososu atlantském a mofcaku chutném (Dicentrarchus
(vySsi) teplotou béhem inkubace jiker a v rané fazi odchovu ryb (Georgakopoulou
a kol., 2007; Grini a kol., 2011; Fraser a kol., 2015). Pfima souvislost byla rovnéz
prokazana mezi pfili§ nizkou (< 6 °C) a pfili§ vysokou (> 14 °C) teplotou béhem
inkubace jiker pstruha duhového. Optimalni teplotou pro inkubaci pstruha duhového,
z pohledu minimalizace deformit, byla teplota 10 °C. Béhem inkubace jiker siha
peledé teplota kolisala mezi 4 — 10 °C. Pozdéji béhem raného odchovu byla postupné
zvy$ena na 14 °C. Zil'ukas a kol. (1983) inkubovali jikry siha peledé pfi 9 °C a nasledné
odchovavali potomstvo pfi 10,5 — 13,5 °C bez vyskytu deformit.

Obr. 6. Priklady zménéné morfologie paprska hibetni ploutve (a-f). Méritko od-
povida 10 mm.

Obr. 7. Morfometrické charakteristiky kontrolnich (CP; €erny sloupec), normalné
vyvinutych (IN; Sedy sloupec) a deformovanych (ID; bily sloupec) siht peledi
Coregonus peled. Sloupce predstavuji primér a chybové usecky smérodatnou odchylku (n
= 33). Data jsou vyjadfena v % standartni délky téla (HL, PDD, PVD, PAD, DVA, DPV, Hmax,
Hmin), nebo délky hlavy (PRD, POD, ED, OCH). Rozdilné indexy indikuji statisticky vyznamné
rozdily.
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V ramci studie na sihu peledi byla vy$Si frekvence deformovanych obratlt na-
lezena v regionu R1 (kranialni usek) a v predni Casti regionu R3 (ocasni nasadec)
u deformovanych intenzivné chovanych ryb (Obr. 5). Naopak témér neovlivnhén byl
region ocasni ploutve (R4).

Na zvySené mnozstvi deformit v populaci chovanych ryb plsobi cela fada
nutricnich aspektd. U lososa obecného bylo prokazano, ze zvySeny obsah fosforu
v krmivu (az 16 mg kg') plsobi jako prevence nadmérného vyskytu deformit patere
(Fjelldal a kol., 2016). Obsah fosforu v krmivech pouzitych pfi odchovu siha pe-
ledé kolisal od 12,0 do 17,7 mg kg'. Z pohledu prevence vyskytu deformit se pro
pstruha duhového doporucuje vysSi zastoupeni vitaminu A v krmivu az na urovni
200000 Ul kg™, pficemz v bézné pouzivanych krmivech se obsah vitaminu Apohybuje do
20 000 Ul kg™. V krmivech pouzitych pfi odchovu siha kolisal obsah vitaminu A od 15
000 do 17 500 Ul kg™.

V prezentované studii byly rovnéz pozorovany malformace ploutevnich pa-
prsku v hibetni ploutvi (Obr. 6). Pfekvapivé ostatni ploutve nebyly zjevné poskozeny.
Stejskal a kol. (2011) popisuji poSkozeni ploutvi okouna fi€niho (Perca fluviatilis L.) pfi
odchovu v intenzivnich podminkach, kde dochazelo k poskozeni vétsiny ploutvi vyjma
prvni hibetni ploutve. Davidson a kol. (2011) popisuji vyssi frekvenci vyskytu deformit
a jedincd s abnormalnim plavanim pfi odchovu v recirkulaénim systému s extrémné
nizkou vyménou vody.

Morfometricka analyza intenzivné chovanych siht peledi v porovnani s ryb-
niéné odchovanymi odhalila signifikantni rozdily v nékterych parametrech (Obr. 7).
Rozdily byly shledany pfedevsim v predorsalni a preventralni vzdalenosti, maximalni
a minimalni vySce téla, preorbitalni vzdalenosti, postorbitalni délce hlavy a vySce
hlavy v tyle.

4. Zaveér

Etologii a pfiCinu vyskytu deformit u siha peledé nelze diky této studii jedno-
znacné urcit. Lze pouze spekulovat o negativnich vlivech vysSi (neadekvatni) teploty
v raném odchovu. Vyskyt deformit maze reflektovat i deficit stopovych prvku a vitamina
(Ca, P, vitaminy A a D). Pochopeni narokd tohoto druhu na zastoupeni jednotlivych
slozek krmiva je nezbytnym krokem k zavedeni efektivni technologie chovu.
Pfredlozena prace pouze dokumentuje nékolik aspektl vyskytu deformit a poskytuje tak
aklad pro identifikaci faktorl vedoucich k témto negativnim projevim. Pfispévek
otevira prostor pro zlepSeni technologie i celkového image intenzivnich chovu vzhle-
dem ke zdravi a welfare ryb.
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