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1 UVOD

Ceska republika se historicky fadi mezi rybaiskou $picku. Nase vody disponuji
sirokou Skalou sladkovodnich druhti ryb, mezi kterymi najdeme zastupce vSech clankt
potravniho fetézce. V posledni dobé je nas zrak upien piedevsim na dravce a ohrozené
druhy, jejichz pocty se stale snizuji. Divodem je mnoho zmén ve vodnim prostiedi,
které se v poslednim desetileti ptihodily. Ri¢ni toky prochazi napfimovanim a &isténim
dna, ¢imz se snizuje pocet Ukrytd, které jsou pro dravce nutnosti pro uspé$ny lov.
Bagrovanim dna a bfehii dochdzi rovnéz k destrukcei ploch se specifickym substratem
pro kladeni jiker. Chemické a fyzikalni vlastnosti vody ptestavaji byt vhodné pro
uspésnou reprodukci ryb ve vSech povrchovych vodach (Randak a kol., 2015). Aby byla
reprodukce efektivnéjsi, provadi se umé¢ly vytér mnoha druha ryb v lihnich za pomoci
hormonalnich stimulantti. Cilem je ziskat co nejvyssi pocet zralych ovulovanych jiker,
které budou moci pokracovat ve svém vyvoji. Nejpouzivangj§imi hormonalnimi
preparaty jsou V soucasnosti kapii hypofyza a synteticky vyrobené GnRH analogy
v kombinaci s dopamin antagonisty. Uméla reprodukce Stiky obecné (Esox lucius) je
velmi problematicka. Stika je citlivdA na manipulaci i stres a ovulace jiker je zna¢né
nesynchronni. Proto je potieba kontrolovat ji nékolikrat, coz vede k témér
stoprocentnimu tmrti jedince. Jeji odezva na hormonalni oSetfeni je slaba. Kromé& nizké
oplozenosti a lihnivosti jiker se potykdme s problémem nizké produkce spermatu, coz

Casto kon¢i nutnosti zabijeni samcii a pouziti testikularniho spermatu.

Naplni prace byla optimalizace umélého vytéru Stiky obecné pomoci nového typu
hormonalniho ptipravku a tim pfispét ke zvySeni jeji akvakulturni produkce. Cilem
préce bylo zjistit spravnou koncentraci hormonalnich latek navazanych na mikrocastice,
ktera by indukovala ovulaci jiker. Vytér by tak byl synchronni a uméla reprodukce

efektivng)si.



2 LITERARNI PREHLED
2.1 Stika obecna

2.1.1 Taxonomické zarazeni

Stika obecna (Esox lucius) patii mezi paprskoploutvé ryby (Actinopterygii), do fadu
Stikotvarni (Esociformes), celedi Stikoviti (Esocidae), rodu Esox (Dubsky a kol., 2003).
Celed” Esocidae zahrnuje pouze 1 rod se 7 druhy. Rod Esox ma v soucasné dobé 7
zastupcu a to Stika obecna (Esox lucius), stika americka (Esox americanus), Stika ¢erna
(Esox niger), Stika muskalunga (Esox maquinongy), Stika amurska (Esox reichertii),
Esox cisalpinus a Esox aquitanicus, pti¢emz si jsou vSechny velmi podobné a rozdily

mezi nimi nachazime na Grovni drobnych detaili na téle a jiného zbarveni (Reiser,

1996).

2.1.2 Zemépisné rozsireni

Stiky se s vyjimkou Arktidy vyskytuji téméf po celé severni polokouli, p¥i¢emz
nejvyssi hustotu jejich vyskytu sledujeme v Evropé a severni Americe. Areal rozsifeni
Stiky obecné je pomérné Siroky. V Evropé se vyskytuje od Anglie a Irska, ptes Francii,
Italii (jen po Tiberu) az k pobiezi Cerného mote (Lusk a kol., 1992). Jeji vyskyt je
potvrzen i v povodi Dunaje, pobaltskych statech a Finském zalivu. Jedinymi misty
v Evropé, kde stiku obecnou nenalezneme, jsou casti jizni Evropy s vy$§imi teplotami,
které §tikam nesvéd¢i. Patii sem Recko, ¢ast Balkanského poloostrova a Pyrenejsky
poloostrov, kam vsak probihaly pokusy o jeji introdukci (Barus a Oliva, 1995a). Stika
obecna obyva rozsahla izemi byvalého Sovétského svazu, kde ji nalezneme ve vSech
sibifskych fekach, dale pak v jejim jiznim arealu rozSifeni Vv povodi fek Volha, Ural,
Kura a Amudarja. Dafi se ji také v Kaspickém a Aralském mofi. Vyskytuje se i na
dalném vychodé od jezer Bajkal a Balchas az k Cukotskému poloostrovu. Obyva také
vody Severni Ameriky od Aljasky ptes povodi Velkych jezer az k fece Missisippi
(Hol¢ik, 1998). V naSich podminkach se vyskytuje ve vSech vhodnych biotopech, tedy
stanovistich s klidnou vodou, ¢lenitym terénem a piibiezni vegetaci. Nalézt ji mizeme
ve vSech vodach nizin, stojatych i tekoucich, v tdolnich nadrzich i jezerech. Pronika
vysoko proti proudu i do pstruhového pasma, kde je velkym sktdcem (Reiser, 1996).

Primarné¢ patii mezi sladkovodni druhy ryb, avSak jeji vyskyt byl prokdzén i

10



v brakickych vodach, naptiklad v Baltickém mofi, kde se salinita pohybuje kolem 10%o
(viz obr.¢.1) (Scott a Crossman, 1985).

Obr.¢.1: Rozsiteni stiky obecné (Esox lucius) (Linné, 1758).

2.1.3 Charakteristika c¢eledi Esocidae a popis zkoumaného
druhu

Celed’ stikovitych je skupinou rybich predatort lovici svou kofist ze zalohy. Viichni
zastupci si jsou morfologicky velmi podobni, navzdjem se od sebe odlisSuji v drobnych
detailech ¢i ve zbarveni téla. Preferuji klidnéjsi vody s dostatkem vkrytd, které si
aktivné hlidaji. Z nich potom prudkymi vypady uto¢i na svou kofist. Stiky jsou znamé
pro svij apetit, jsou velmi zravé a agresivni. Jsou schopné pojidat i své druhy a to od
doby, kdy se jejich télesna délka pohybuje kolem 3 — 4 cm. Poziou i kofist, ktera se
rovna poloviné délky jejich vlastniho téla. Pro svou tto¢nost jsou vyhledavany mezi
sportovnimi rybafi (Dubsky a kol., 2003). Ma robustni, shora silné zplostélou hlavu
s velikyma o¢ima umistényma uprostfed hlavy a Siroce rozeviratelnymi Usty, které jsou
opatieny ostrymi zuby. Ty se nachazeji na dolni Celisti, na mezicelistech, na patrovych
kostech, na radli¢né kosti a na kosti jazylkové. Horni Celist je bezzuba. Stejné jako dalsi
zastupci Stikovitych ma hibetni a fitni ploutev posunutou dozadu k ocasni ploutvi. Prsni
ploutve jsou pak posunuté smérem doptedu a jsou umisténé tésné za hlavou. Ocasni
ploutev byva hluboce vykrojend. Toto postaveni ploutvi a torpédovity tvar téla
umoziuje prudky start k uchvaceni koftisti. Zbarveni téla je zavislé na staii ryby a na
prostiedi, ve kterém Zije. Star$i jedinci byvaji zpravidla vyraznéji zbarveni nez mladsi.
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zastinénych vodach. Zakladni zbarveni hibetu je tmavé zelené se svétlejsimi boky,
poseté zlutozelenymi skvrnami misty piechazejicimi v pficné pruhy. Bficho je bilé.
Parové ploutve jsou Zzlutobilé¢ barvy s mirnym nacervenalym nadechem. Neparové
ploutve jsou tmavsi s tmavymi skvrnami. Bézné dorista délky 50 az 80 cm a dosahuje
hmotnosti od 1 do 3 kg. Jsou zndmé i rekordni tlovky o délce ptes 1,5 m a hmotnosti
pres 40 kg (Dubsky a kol., 2003). Stika patii mezi nase nejrychleji rostouci druhy ryb,
vyznacuje se vysokou Zravosti, coz ve vhodnych podminkach stoji za jejim rychlym
rustem (Lusk a kol., 1992). Jeji délkovy rist je nejvyraznéjsi v prvnim roce zZivota, kdy
bézné dortsta do délky 16 — 25 cm. V extrémnich podminkéach pak az 50 cm, vSe zalezi
na potravni nabidce. U §tik je znamy kanibalizmus, ke kterému dochdzi ptiblizn€ po 3 —
4 tydnech, kdy dosahuje kolem 3,5 cm celkové délky a piechdzi na dravy zplsob Zivota.
V tomto okamziku poziraji i své mensi druhy, coz sp&je k jejich rozrustani. MIi¢aci
rostou pomaleji nez jikernadky, ty se zaroveii dozivaji vyssiho véku. Stika je ryba
doZivajici se obvykle 3-5 let, vyjimecné az 25 let (Barus$ a Oliva, 1995a).

Stika preferuje stanovisté s klidnou vodou a ¢&lenitym terénem, kde nachazi
dostatek vhodnych ukrytt. Ty jsou tvofeny kameny, potopenymi kefi, stromy, vétvemi i
antropogennim odpadem. V rychleji proudicich tocich vyhledava mista s klidngjsi
vodou, naptiklad v prohlubnich, za kameny nebo v bo¢nich ramenech. V rybnicich a
jinych velkych vodnich nadrZich se zdrzuje vzdy pii pobfezi. V rybnic¢nich biehovych
partiich nachdzi dostatek ukrytl v travnich porostech a prostorové si tak piilis
nekonkuruje s candatem (Baru$ a Oliva, 1995a). Jedna se o teritorialni rybu, ktera si
aktivn€ haji své stanovisté¢ a malokdy migruje mimo své Uzemi. Bylo zji$téno, Ze na
stejném misté (do 100 m) bylo opakované chyceno az 89% ryb, které byly jiz jednou
uloveny a to i po nékolika letech. Stiky opousti sva stanoviité a migruji hlavné ve
spojitosti s reprodukci, kdy vytahuji proti proudu a do travnatych mél¢in. U né€kterych
jedincti vSak byla zjisténa vétsi migrace. U téch byla pozorovana lepsi kondice a
rychlejsi rist (az dvojnasobny) a to kvili tomu, Ze nebyli zavisli na tom, jaka potrava
ptiplula, Castéji lovili, a tak malo hladov¢li (Barus$ a Oliva, 1995a). Nejaktivnéjsi je rano,
naopak nejmensi aktivitu vykazuje v no¢nich a veCernich hodinach. Podle nékterych
autorti migruji vysazované Stiky Castéji nez ,,domaci jedinci. Nepatii mezi druhy ryb
naro¢né na kvalitu prostfedi. Nevadi ji eutrofni typ vod a dobfe odolava i v prostiedi
s intenzifikaci chovu kapra (Dubsky a kol., 2003). Ma radéji teplejsi vodu, ve které 1épe

roste. Optimalni teplota vody pro piijem a traveni potravy se pohybuje kolem 16 —
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wewr

nesnasi nizsi hodnoty pH. Je vSak schopnd zit v brakickych vodach, kde se dokonce pii
salinité 8%o vytira (Hanel a Lusk, 2005). Nevyhovuji ji zabahnéné rybniky s trvalym
zdkalem vody (Citek a kol., 1998). Stika je denni dravec, ktery v noci odpogiva. Po

neuspésném utoku svou kofist dlouho nepronasleduje (Hanel a Lusk, 2005).

2.1.4 Naroky na chov

VétSinu dne travi ve svém teritoriu ukrytd mezi kameny, vétvemi ¢i v jiném
vhodném ukrytu. Proto se jeji nasazovani do rybnikli a vodnich nadrzi odviji nejen
podle vodni plochy, ale pfedevsim podle dostatku vhodnych tkryti (Mare§ a Burleova,
1983). Ve vsech vodach plni funkci zdravotni policie, kdy odklizi nemocné a slabsi
jedince. Patii mezi fytofilni druhy, a tak jsou pro ni vhodné rybniky a toky s pfibfezni
vegetaci, kam klade jikry (Baru$ a Oliva, 1995a; Citek a kol., 1998). Jeji celkovy riist se
odviji od dostatku potravy a vhodnych ukrytd a to jiz od ranych stadii. Potravu za¢ina
pfijimat jesté pred uplnou resorpci Zloutkového vacku, pii velikosti 11 mm, kdy se zivi
zooplanktonem, predev§im stiedné¢ velkymi buchankami a perloockami. Postupné
zacina prijimat velké perloocky, bentos a nepohrdne ani larvami hmyzu, vodnim

hmyzem, plidkem ryb i svymi sourozenci (Dubsky, 1998).

2.2 Reprodukce ryb

Zivé organismy jsou definovany nékolika biologickymi vlastnostmi. Jednou z nich je
schopnost reprodukce, schopnost predavat geny dal$i generaci. Tato schopnost zajist'uje
rozmanitost a kontinuitu Zivota, bez které by ani samotné evoluce nebyla mozna. Ryby
se rozmnozuji zpravidla pohlavné. To znamend, Ze novy jedinec vznikd splynutim
vajicka a spermie, pii ¢emZ ziskava polovinu genli od kazdého z rodici. Takto vznikly
jedinec je svou genetickou vybavou zcela originalni. Aby rozmnoZovéani probéhlo
uspésné, tj. produkce oplozeni schopnych, plnohodnotnych pohlavnich bunék a
neruSeny vyvoj nového jedince, je zapotfebi spravna funkce pohlavniho ustroji.
Pohlavni organy produkuji hormony, které jsou pii rozmnoZovani takika vSech

organismil zcela zésadni. Kaskdda hormont podél reprodukéni osy ,,hypotalamus —
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hypofyza — gonady“ (viz obr. ¢.2) pak reguluje gametogenezi a finalni zrani gamet

(Peter a Yu, 1997).

Vnéjii faktory: fotoperioda, teplota, dostatek potravy

N

Mozek: Receptory energetické
bilance, receptory steroidi

Kiss/Gpr54/GnRH. ..
Rast/skladovani Zpétna vazba
energie a s tim gonad:
souvisejicl pohlavni
endokrinni steroidy,
signaly: (Leptin, ristové
Ghrelin, Igfl...) faktory ...

~—

Gonady: receptory hormon, endo- a
parakrinni faktory

N\

Zarodeéné buriky

Obr. ¢.2: Zjednodusené schéma reprodukéni osy ryb: Hypotalamus — hypofyza — gonady
(G.L. Taranger a kol., 2010)

2.2.1 Hormonalni Fizeni ovulace

Vnéjsi a vnitini faktory hraji vyznamnou roli pfi hormonalnim fizeni reprodukce.
Mezi vnitini faktory fadime piedevs§im zdravotni stav a kondici jedince, zplisob chovu,
hygienu a kvalitu vyzivy generacnich ryb. Hlavnimi vnéjSimi faktory jsou svételny
rezim, teplotni rezim a chemizmus vody. Pfi¢emz nejde jen o aktudlni stav faktoru, ale
hlavné o velikost zmény, tudiz zvySovani ¢i sniZovani teploty, nebo prodluZzovani a
zkracovani délky svételného dne (van der Kraak, 1983). Mezi dals$i vyznamné vné;jsi
faktory patfi: obsah rozpusténého kysliku, obsah odpadnich dusikatych latek, ve
vytérovém obdobi pfitomnost vytérového substrat a také pritomnost druhého pohlavi, ¢i
pfitomnost celého vytérového hejna. Informace piijimd a vyhodnocuje centralni

nervova soustava (CNS) (Matty, 1985). Kdyz CNS vyhodnoti vnéjsi a vnitini podminky
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jako idedlni pro reprodukci, dojde k vylucovani gonadotropin uvoliiujiciho hormonu
(GnRH), ktery je nejsiln€jSim stimulantem pfedovulaéniho zvySeni mnozstvi
luteiniza¢niho hormonu (LH), jeZz je nezbytné nutny pro iniciaci steroidogeneze a

nasledné ovulace (Pankhurst, 1998).

2211 GnRH

Gonadotropin uvolfiujici hormon je chemickou strukturou neurodekapeptid
hypotalamického piivodu (Jelinek a kol., 2003) a je hlavnim regulatorem sekrece LH
(Kah a kol., 2007). U ryb se GnRH podafilo identifikovat poprvé u druhu losos keta
(Oncorhynchus keta), avsak viubec poprvé se podafilo izolovat GnRH z hypotalamu
savcl ve slozeni: pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH, (Sherwood a kol.,
1994). Pocet identifikovanych GnRH forem stale nartusta. V poslednim desetileti se u
obratlovct zvysil na 14 (Adams a kol., 2003). Do této doby bylo u ryb identifikovano
osm forem GnRH, tim se ryby stavaji skupinou vykazujici nejvétsi po¢et GnRH variant
mezi v§emi obratlovci (Sherwood a kol., 1983). GnRH formy se odliSuji zastoupenim
aminokyselin v peptidovém fetézci (Bosma a kol., 2000). Podle pfedpokladané funkce a
lokalizace v mozku tvoii identifikované GnRH formy tfi monofyletické skupiny
(Fernald a White, 1999). Rybi druhy produkuji minimalné dvé az tfi formy GnRH
(Lethimonier a kol., 2004). Rozdil mezi nimi nalézame v aminokyselinové sekvenci
(Dubois a kol., 2002). Skupinu | (GnRH-I) tvoti formy GnRH, kterym se pfipisuje
nejvetsi uloha pii regulaci sekrece LH s mistem produkce v hypofyze a predni ¢asti
hypotalamu (King a Millar, 1995). Do této skupiny patii napf. kufeci-l (CGnRH-I),
prazmovy (sbGnRH), sumcovy (¢cfGnRH) nebo savéi (mGnRH) (Dubois a kol., 2002).
Skupina Il (GnRH-II) zahrnuje pouze kufeci (cGnRH-II), které je uvoliiovano ze
segmentu stfedniho mozku. Tato forma ma prokdzany vliv na pfijem potravy a na
sexualni chovani (Guilgur a kol., 2006; Kah a kol., 2007, Miyamoto a kol., 1984). Do
skupiny Il (GnRH-III) spada jenom lososové GnRH (sGnRH), jez se vyskytuje pouze u
ryb, produkované ¢ichovymi laloky, pfednim mozkem a terminalnim nervem (Okubo a
Nagahama, 2008; White a kol., 1998). Tato forma GnRH ma hlavni Glohu pfi regulaci
sekrece LH u rybich druhd, které postradaji GnRH formy ze skupiny I. Lososové GnRH
se syntetizuje v nervovych buiikkach hypotalamu a endoplazmatickém retikulu, ze
kterého je predan do Golgiho komplexu, kde dochazi k baleni do granuli ohrani¢enych
membranou. Granule putujici v axonech jsou z nervovych zakonéeni uvoliiovany na
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zakladé zmény akéniho potencidlu (Fink, 1988). U kostnatych ryb chybi hypotalamo —
hypofyzarni portalni systém, a proto jsou granule GnRH transportovany u nervovych
vladken ptes hypofyzarni stopku k nervovym zakoncenim, které jsou v tésné blizkosti
adenohypofyzy (Van der Kraak a kol., 1989). U savci pozorujeme tzv. koordinovanou
pulzacni sekreci, kterd zajistuje uvolnovani GnRH. Tento zplisob je pravdépodobné
vyvinuty i u ryb. Pulzaéni sekrece z nervovych zakonceni vytvari pulzacni, kterd je

dulezita pro stimulaci sekrece LH (Yaron a kol., 2003; Hotchkiss a Knobil, 1994).

2.2.1.2 GnRH receptory

GnRH receptory jsou dileZité struktury, bez kterych by se G€inek GnRH nemohl
projevit. GnRH rozpozna a nasledné se navaze na specifické GnRH receptory (GnRH-
R), ¢imz uplatni svoji ulohu (Blomenréhr a kol., 2005). Chemickou strukturou se jedna
o polypeptidovy fetézec, prechazejici sedmkrat ptes lipidovou dvouvrstvu, stiidajici
vnitrobunééné a mimobunécné sekvence (Sealfon a kol., 1997). GnRH-R patii do
skupiny receptortt spojenych s G proteinem (GPCR) (Cardinaud a kol., 1998). Typicka
struktura GPCR se sklada ze tii hlavnich funkénich domén: transmembranova doména,
C-termindlni cytoplazmaticka doména, N-termindlni intracelularni a extracelularni
doména (Blomenrdhr a kol., 2002). V soucasné dobé jsou GnRH-R rozdéleny na dva
typy. Typ I nema koncovou intracelularni ¢ast a ma nejvetsi afinitu k mGnRH-I.
Naopak koncovou intracelularni ¢ast ma typ Il a zaroven ma vétsi afinitu k cGnRH-I11

(Sealfon a kol., 1997).

2.2.1.3 Dopamin

Dopamin (DA) putsobi inhibicné ve vztahu kvyluCovani LH a zaroven
antagonisticky vici pisobeni GnRH. Jeho hlavnim tkolem je zabrafovani pred¢asnému
(nechténému) dozravani pohlavnich produkti (pfedevSim jiker) ¢i jejich dozravani
vV nevhodnych podminkdch. Chemickou strukturou se jednd o katecholaminni
neurotransmiter (Dufour a kol., 2005). Hladina estradiolu (E2) je nejspiSe prednim
faktorem tlumiciho G¢inku dopaminu v prib&hu vitelogeneze (Senthilkumara a Joy,
1995). DA se projevuje naruSenim intracelularni signalizaéni GnRH kaskady (Chang a

kol., 1993) rovnéz také redukci poctu vazebnych mist — receptori pro GnRH
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umisténych na gonadotropnich bunkach (de Leeuw a kol., 1989). Zaroven i zabranénim
vylu¢ovani GnRH z nervovych zakonceni v hypofyze (Yu a Peter, 1992). Existuji dvé
hlavni skupiny DA receptort, zprostfedkovavajici jeho inhibi¢ni tc¢inky (Dufour a kol.,
2010), od sebe se odlisuji schopnosti aktivovat D1 nebo naopak inhibovat D2 enzym
adenylatcyklazu (Kebabian a Calne, 1979). Avsak i pfes dikladny vyzkum se u druhu
Micropogonias undulatus z fadu ostnoploutvych neprokazala inhibice sekrece GtH za
pouziti DA (Copeland and Thomas, 1989).

2.2.1.4 Gonadotropni hormony

Jak sam nazev napovidd, jedna se o hormony kontrolujici ¢innost gonad. Kromé
gonad ovliviiuji také Cinnost §titné z1azy. Mistem syntézy a sekrece t€chto hormont je
adenohypofyza. Jde o dva rozdilné hormony, které¢ byly pojmenovany na zéklad¢ jejich
pusobeni na gonady — luteinizacni hormon (LH) a folikuly stimulujici hormon (FSH)
(Bentley, 1998). Utinky té&chto hormonti byly az do konce 80. let minulého stoleti
pfipisovany pouze jedinému z té€chto hormonti s gonadotropnim uc¢inkem. Tento pohled
se vSak zménil po objevu dvou riznych gonadotropnich hormont u lososa béhem
vyzkumu z konce 80. let (Kawauchi a kol., 1989). Chemickou strukturou se jedna o
proteiny o molekulové hmotnosti zhruba 3000 s ptiblizné 12 — 20% zastoupenim
sacharidi. Hormony jsou tvoieny dvéma neidentickymi podjednotkami (o a ) spojené
nekovalentni vazbou. Strukturou i puvodem byly podobné hormony nalezeny u

zastupcu vsech tiid obratlovcu (Bentley, 1998).

2.2.1.5 Ovarialni hormony

Indukce dozravani oocyti

LH podnécuje dozravani oocytii stimulaci bun¢k folikuli. Ty nasledné syntetizuji
dozravani indukujici steroidy (MIS). Studie ruznych druhd ryb dokazuji, Ze
nejucinnéjsim steroidem na koneéné dozravani oocyti je 170, 20B-dihydroxy-4-

pregnen-3-one (Nagahama a kol., 1995).
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Ovaridlni steroidni zpétna vazba

Utinky pohlavnich hormont vyvolavaji zpétnou vazbu, ktera piisobi na mozek a
podvések mozkovy. Tim je umoznéna integrace s environmentalnimi podnéty a nartst
predovulacni urovné LH (Aida, 1988). ZvysSené hladiny estradiolu (E2) a testosteronu
(T) jsou dulezité pro dosazeni spravné predvytérové hladiny LH (Kobayashi a kol.,
1989). Vytérové obdobi a stupenn vyvoje gonad piedstavuje hlavni faktor pro uplatnéni
zpétné vazby (Navas, 1995).

Prostaglandiny

Jedna se o fyziologicky aktivni latky. Prostaglandiny (PG) jsou syntetizovany témét
ve vSech tkénich a organech. PfedevSim vSak ve sténach cév, semennych vaccich a
ledvinach. Na zakladé vzniku z esencialnich mastnych kyselin se podobaji vitamintm.
Radou svych Gi¢inkii pfipominaji tkatiové hormony (Jelinek a kol., 2003). Ovulaci u ryb
zprostiedkovava PG ztady F (PGF) (Goetz, 1983). Na syntéze PGF se ucastni fada
proteinti: kinaza C, lipoxigenaza cyklooxygenaza metabolismu kyseliny arachidonové a
vlastni syntéza je stimulovana MIS (Patifio, 2003). Vyssi syntéza PG indukovana
pomoci MIS nebo LH se zd4 byt obecnym poZadavkem pro LH vyvolanou ovulaci
(Goetz a kol., 1991).

2.2.1.6 Ovulace

Ovulace je proces, pifi kterém dochazi ke zméndm ve skladbé stény folikulu a
zvyseni nitrofolikularniho tlaku, coz vede k jejimu prasknuti a vyplaveni vajicka, které
prechazi do vejcovodu (Jelinek a kol., 2003). U kostnatych ryb se ovulace vyznacuje

také vysokym narastem sekrece luteiniza¢niho hormonu (Kime, 1993).

2.2.1.7 Spermatogeneze

Obecné predstavuje spermatogeneze urCity vyvojovy proces, pii kterém malé
mnozstvi diploidnich (2n) bunék produkuje velké mnozstvi vysoce diferencovanych
haploidnich (In) buné€k (Nobrega a kol., 2009). Spermatogeneze bezblannych
obratlovcl, kam fadime paryby, ryby a obojzivelniky se 1i§i od blanatych obratlovci

(plazi, ptéci, savci). Spermatogeneze u bezblannych obratlovct probihd nasledovné: ze
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zarode¢nych bun¢k se tvofi nediferencované spermatogonie typu A = nasleduje jejich
rist a mnoho morfologickych zmén, diky kterym postupné vznikaji spermatogonie typu
B > po ukoneni mitézy se spermatogonie typu B diferencuji do primarnich
spermatocytll, z nichz po prvnim meiotickém déleni vznikaji sekundarni spermatocyty
—> Z nich po druhém meiotickém déleni vznikaji spermatidy (Schulz a kol., 2010). Pro
ryby je charakteristicky cysticky typ spermatogeneze (Callard, 1996). Ten se vyznacuje
tim, ze uvnitt spermatogenetickych tubulii se tvoii cytoplazmatickd membréana Sertoliho
bunék cysty, které obklopuji synchronné se vyvijejici skupiny zarode¢nych bunék a
zminéné Sertoliho buiiky maji schopnost mnozit se i u dospé€lych jedincti ryb (Schulz a
kol., 2005). Spermatogeneze lze dle struktury testes rozdélit na tubularni a lobularni typ
(Billard, 1986). U tubularniho typu se v centru varlete vyskytuje velka dutina, ve které
jsou uloZeny spermie. Okolo této dutiny se nachazeji tubuly, které sméfuji od dutiny
smérem k obvodu varlete (Billard, 1972). Ve vrcholech téchto tubulti se nalézaji
zarode¢né bunky a nediferencované spermatogonie. Rana stadia spermatogonii tvori
cysty, které v pribéhu spermatogeneze postupuji do centra varlete. Timto typem
disponuje naptiklad zivorodka duhové (Billard, 1986). Naopak u lobularniho typu
vytvari pojivova tkan nepravidelné tubuly, které jsou lemovany epitelem se Sertoliho
buitkami a zarode¢nymi buiikami. Na rozdil od tubularniho typu se spermatogonie typu
A vyskytuji okolo lobulli, nikoliv v jejich vrcholcich. Béhem spermatogeneze sestupuji
cysty pfimo do stfedu lobuli. Na konci procesu spermatogeneze jsou spermie
uvoliiovany do lobularnich lumenti, z nichZ se dostavaji do vyvodnych kandlkl testes
(Billard, 1972; Billard 1982). Lobularni testes se vyskytuje pfedev§im u kostnatych ryb,
napiiklad u kaprovitych a lososovitych (Billard, 1986). V celém procesu hraje zasadni
roli hormon 11-ketotestosteron. Jedna se o steroidni hormon vykazujici androgenni
aktivitu. Stimuluje spermatogenezi a spermiogenezi prostifednictvim ristovych faktori.
Na jeho produkci ma vliv LH, ptsobici na Leydigovy buiiky a FSH, ptsobici na
Sertoliho bunky. Oba typy bunék nasledné uvolnuji 11-ketotestosteron. U nékterych
druht, napitiklad v pfipadé¢ lososa nerka (Oncorhynchus nerka), byl prokazan vliv tohoto

hormonu i na zbarveni té¢la, masa a zesileni kiize (Idler a kol., 1961).
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2.2.2 Reprodukce v prirodé a v akvakultuie

Jakmile se na jafe zvysi teplota vody na 7°C (Lusk a kol., 1992), zapoc¢ina kaskada
vytérit vétSiny druhi ryb obyvajicich naSe vody. Ihned po odstupu ledu piichdzi doba
tteni Stiky obecné. Zpravidla to byva v bieznu a zaCatkem dubna, kdy kvete podb¢l
1¢katsky (Tussilago farfara). V teplejsich oblastech (oblast Moravy) nebo po teplé zimé
muze kvytéru dochazet i vunoru. Na druhou stranu po dlouhych zimach ¢i
Vv chladné¢jsich mistech mtze vytér probihat az koncem dubna (Vysocina). Pohlavni
dospivani je urCovadno zemeépisnou polohou lokality (Baru§ a Oliva, 1995). Ve
Spanélsku, kde byla $tika aklimatizovéna, dospivaji samci a samice velice Gasng, z
velké ¢asti jiz koncem prvého roku zivota (31-45cm). Koufil a Hamackova, (1975)
zjistili na materialu z vodianskych rybniki, Ze samci ve 100 % dospéli v 1. roce Zivota
a samice jen v 32 % ptipadd. Toky jsou na jafe plné vody a toho Stika velmi rada
vyuziva. Nabizi se ji vice ukrytil, vytérového substratu i potravy (n€kdy pronika az do
pstruhovych vod). Neboji se vstupovat a vytirat se na zaplavené louky ¢i do zarostlych
m¢él¢in s hloubkou vody jen do 30 cm (Barus a Oliva, 1995a). Teplota vody pii vytéru
se obvykle pohybuje mezi 7 — 9 °C. Zaznamenany jsou i vytéry pii daleko nizSich
teplotach (od 1,5°C). Doba vytéru stik na jedné lokalité trva 2 — 3 tydny (Dubsky a kol.,
2003). Jako prvni na trdlisté¢ piiplouvaji mli¢éci, ktefi na jikernacky ¢ekaji i nékolik dni
pred samotnym vytérem. Vytér je jednofazovy. V praxi se setkdvame s rozdilnou
zralosti jiker, predev§im u vétSich jikernacek, kdy je cast jiker prezrald, ¢ast optimalni a
zbytek nedozraly. Na zacatku vytérového obdobi je na trdliStich pomér pohlavi
nevyrovnany, jelikoZ jikernacku doprovazi vzdy nékolik mli¢dkll. Postupné se pomér
pohlavi vyrovnava. Vytér je skupinovy, probihd za slune¢nych dni, kdyZ je voda
prohtata, tedy mezi polednem a vecerem (Baru$ a Oliva, 1995a). Byva bouflivy a trvé i
nékolik hodin. Jako prvni se vytiraji mladS$i a mensi jedinci. Pokud je z né&jakych
podminek vytér Stiky znemoznén, dochazi k resorpci jiker ¢i thynu jedince (Dubsky a
kol., 2003).
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22.2.1 Prirozeny vytér

Stika dosahuje pohlavni zralosti velmi rychle. V nagich podminkach je jiz na konci
prvniho roku Zivota plodnd vétSina mlicakii a mensi ¢ast jikernacek. Zbyla cast
populace dozrava ve druhém az tfetim roce Zivota. V chladnych severskych vodach totiz
dozravaji pozdé¢ji a to az v patém ¢i Sestém roce zivota, kdy dosahuji podobné délky
jako 1 — 2 leté sStiky z naSich vod (Berka a Hamackova, 1980). Pohlavni dimorfizmus je
az na par znaki nevyrazny. Jikernacky jsou zpravidla vétsi a dozivaji se vyssiho véku.
Pted vytérem je lze rozeznat podle objemu biisni partie a urogenitalni papily, ktera je u
jikernacek S$irSi, bez pfiéné Stérbiny. M4 tvar ovalné prohlubné, po obvodu
s bradavi¢natymi okraji narizovél¢ barvy. Mlicaci jsou Stihlej$i a mocopohlavni otvor
je Stérbinovity, pfipominajici pismeno ,, T. Pocet jiker vyprodukovanych jikernackou se
pohybuje mezi 25 000 — 30 000 ks/kg jikernac¢ky. Mli¢aci vyprodukuji pouze par kapek
mli¢i v rozmezi 0,1- 1,2 ml (Dubsky, 1998). Stika patii mezi fytofilni druhy ryb. To
znamena, ze své jikry klade na vodni ¢i ponofenou vegetaci. Zpravidla je to v blizkosti
bfehli, kde je prohfatd voda a veliké mnozstvi substratu pro kladeni jiker. AvSak
moznosti pfirozeného rozmnozovani Stik v nasich zregulovanych tocich a odvodnéné
krajing jsou dnes zna¢né omezené. V rybnikaistvi k nému dochazi zpravidla samovolné
ve hlavnich dvouhorkovych rybnicich a dostatkem vytérového substratu a potravni
nabidky. V naSich podminkach je pfirozeny vytér povazovan za okrajovou zalezitost

(Kostomarov, 1958).

2.2.3 Reprodukéni dysfunkee

V zajeti se u ryb casto setkdvame s reprodukénimi dysfunkcemi. Jednd se o
dysfunkce zpisobené abiotickymi a biotickymi faktory, které brani samovolnému
podstoupeni ovulace ¢i spermiace a tim znemozhuji samotny vytér (Zohar a Mylonas,
2001). Chov ryb v umélych podminkach se vyrazné odliSuje od podminek prostredi, kde
se ryby pfirozené vyskytuji. Rybdm chovanym Vv zajeti chybi, zejména v predvytérovém
obdobi, ptirozené tieci podnéty. Mezi n¢€ patii predevsim vhodny tieci substrat, hloubka,
chemické slozeni vody, atp. (Mylonas a Zohar, 2001). U jikernacek pak pozorujeme
Spatné dozravani oocytl s naslednym selhanim ovulace a samotného vytéru (Peter a kol.,
1993; Mafanos a kol., 2009; Mylonas a Zohar, 2007). Jikernacky zpravidla Gspésné
podstoupi vitellogenezi, ale nedojde k findlnimu dozrani oocyti (FOM). Tudiz
neovuluji a k vytéru nedojde (Angulleiro a kol., 2006; Barbaro a kol., 2002). Davodem
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je, ze na konci vitelogeneze nedochazi ke kratkodobému zvySeni sekrece LH
z hypotfyzy (Mylonas a Zohar, 2001). Problém se nenachazi v syntéze LH, ale v jeho
chybéjici sekreci. Coz bylo prokazano porovnanim mnozstvi LH a jeho mRNA
v hypofyze U Vv zajeti drzenych a volné Zijicich ryb (Steven, 2000; Steven a kol., 2000).
U mlicakth mizeme pozorovat snizenou tvorbu mli¢i ¢i jeho nizkou kvalitu (Abraham,

1988).

2.2.4 Naprava reproduk¢nich dysfunkei

2241 Preparaty na bazi gonadotropint
Pfi nedostatecné tvorbé endogenniho LH je zapotiebi aplikovat exogenni LH (kapti
hypofyza) prostfednictvim preparatl na bazi gonadotropinii nebo chemickym sloZenim

LH podobnym choriogonadotropinem (Levavi-Zermonsky a Yaron,1986).

2.24.1.1 Kapri hypofyza

Nejbeéznéjsim preparatem pouzivanym ke stimulaci ovulace ryb byla a stale je kapfi
hypofyza. Pro napravu reprodukénich dysfunkci jsou nejucinngjsi rybi hypofyzy, které
jsou shromazdéné beéhem obdobi tfeni. Pravdépodobné je to zapti€inéné zvySenou
akumulaci LH v hypofyze. Odebiraji se z pohlavné zralych ryb, nezavisle na jejich
pohlavi (Zohar, 1989). Mnozstvi LH v hypofyze se odviji od pohlavi, hmotnosti, véku,
ro¢niho obdobi a doby skladovani dané hypofyzy (Yaron, 1995).

S aplikaci hypofyzy jsou spojeny rizné nevyhody (Zohar a Mylonas, 2001) :

1. Pouzitim hypofyzy dochézi k podani dalSich hormond, které se v ni nachazi. Ty
mohou dale negativné ovlivnit fyziologii oSetfenych ryb.

2. Koncentrace LH v hypofyze je vysoce variabilni.

3. Riziko pfenosu nemoci na osetfené ryby.

4. Potencialni moznost zanétlivé reakce zpisobené tkanémi hypofyzy.
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2.2.4.1.2 Choriogonadotropin (hCG)

Dalsi variantou pfipravkli na bazi gonadotropinli jsou preparaty obsahujici lidsky
choriovy gonadotropin — hCG (Donaldson, 1996), ktery je ziskavan z moci téhotnych
zen (Katzman a Doisy, 1932). HCG je u ryb aplikovan v jednom ¢i vicendsobném
oSeteni o celkové davece 500 — 4000 MJ.kg™ (Ohta a Tanaka, 1997). Podobné jako je
tomu u jinych hormonalnich terapii je i zde pro indukci spermiace samcii dostacujici
dva az ¢tytikrat niz$i davka hCG (Tamaru a kol., 1996; Wantanabe a kol., 1998). Stejné
jako kapfti hypofyza i ptipravky s obsahem hCG maji své nevyhody. Tou nejvétsi je
cena, za kterou se potizuji (Mylonas a Zohar, 2001; Rainis a Ballestrazzi, 2005). Dalsi
nevyhodou je zjisténi, ze se Vv dalSich vytérovych obdobich u jiz diive injikovanych ryb
projevovala snizena schopnost stimulovat ovulaci pomoci hCG (Van der Kraak a kol.,

1989; Wantanabe a kol., 1998).

2.2.4.2 Faktory hypotalamu
GnRH

Koncem 20. stoleti (Matsuo a kol., 1971) doslo k pfevratnému objevu GnRH, jeZz
oteviel dvete zcela novému zpusobu 1é¢by reprodukénich dysfunkci u ryb, vznikl tzv.
hypotalamicky pfistup (Zohar, 1988). Tento novy postup doplnil doposud pouzivanou
hormondlni terapii o moZnost piimé stimulace gonadotropnich buné¢k, uvolnujici
rybimu organismu vlastni LH (Zohar a Mylonas, 2001). Pozice GnRH v hormonalni
kaskad¢ umoziiuje komplexnéjsi napravu reprodukcnich dysfunkci a to v podobé nejen
stimulace sekrece LH (Yaron a Sivan, 2006), ale i sekrece spoluptisobicich faktord,
kterymi jsou naptiklad thyroidni hormony (Le Gac a kol., 1993), rGstové hormony, atp.
(Cyr a Eales, 1996). Béhem prvotnich experimentti za pouziti pfirodnich GnRH peptida
indukujici ovulaci bylo charakteristické pouziti vysokych davek GnRH, avSak mira
uspeésné ovulace byla relativné nizka (Koufil a Barth, 1981). Pfirodni GnRH totiZ neni
schopen odolat enzymatické degradaci zplsobenou protedzami lokalizovanymi v
hypofyze, jatrech a ledvinach (Zohar a kol., 1990). U¢inek neurodekapeptidu GnRH byl
nekolikanasobné zvySen syntézou GnRH analogii (GnRHa), které jsou odolnégjsi vici
enzymatickému $tépeni endopeptidazami (Zohar, 1990). Vyhodou chemické syntézy je
umoznéni pouziti presné davky GnRH a také eliminace rizika pfenosu infekénich

onemocnéni (Chen a Fernald, 2008). Dalsim pozitivnim faktorem je vysoky stupen
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podobnosti GnRH peptidi mezi riznymi druhy, coz umoZziuje pouziti jednoho
ptipravku pro vice druhi ryb (Podhorec a Koutil, 2009). Synteticky vytvoiené GnRH se
od sebe odliuji spektrem aminokyselin, které udava jejich G¢innost (Formies a kol.,
2003). Kromé samotného typu GnRHa je dalezitym faktorem i zptsob jeho aplikace,
jez je podminén zptsobem rozvijeni gonad (Mylonas a Zohar, 2007). Druhiim ryb se
synchronnim rozvojem gonad vétSinou postacuje jednorazové injekéni podani (Yaron,
1995). Oproti tomu druhtim s asynchronnim dozravanim gonad je vhodnéjsi aplikovat

dlouhodobé se uvoliujici ptipravky GnRHa (Mylonas a Zohar, 2001).

Dopamin

Z divodu uc¢inku dopaminu se vyuzivaji antagonisté dopaminu v kombinaci
s GnRHa k minimalizaci reprodukénich dysfunkci zejména u druhl ryb, které se
vyznacuji silnou odezvou dopaminu na inhibici LH sekrece (Peter a kol., 1993). DA se
projevuje naruSenim syntézy a sekrece GnRH a zaroven jiz zminénou inhibici
uvolnovani LH z hypofyzy (Chang a kol., 1984). Kombinované podani GnRHa a
antagonistil dopaminu (napf. domperodine, metoclopramid, pimozide) se k vyvolani
ovulace podava v jedné nebo ve dvou davkach. Toto podani zcela odstraiiuje inhibici
sekrece gonadotropnich hormont a zaroveil dochédzi ke zvySeni stimulacniho U¢inku

GnRHa (Trudeau a Peter, 1995).

2.2.4.3 Poloumély vytér

Tato metoda byla pouZivana pred zavedenim umélého vytéru. Stiky byly umistény
do zatravnénych manipulacnich nebo Dubraviovych rybnikd ¢i sadek vybavenych
hnizdy pro kladeni jiker. Hnizdo bylo tvofeno svazkem vétvi jehli¢nanii (MareS a
Burleova, 1983). Do pfipravenych nadrzi s teplotou vody 7 — 12 °C byly vysazovany
Stiky v optimalni dobé zralosti. Generacni Stiky se ziskdvaly piimo na trdliStich
odlovem pomoci prubniho plotu. Nasazovani se odviji od velikosti tfeciho rybniku
(Fiillner a kol., 2007). Kostomarov (1958) uvadi, Ze na 1000 m? manipuladniho rybniku
se nasazuji 2 jikernacky a 6 mlicakli. Naopak Fiillner a kol. (2007) doporucuji nasazovat
na 500 m? dokonce az 100kg generaénich §tik. Pomér pohlavi by se mé&l pohybovat
kolem 1 : 2 — 3 ve prospéch mli¢akl. Bezprostifedné po vytéru se generaéni ryby odlovi.
Doba inkubace jiker a rozplavani plidku zavisi na teploté, obvykle probih4 4 tydny.
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Pladek se poté odlovi nebo se prikrmuje po dobu 10 — 14 dni zooplanktonem az do
velikosti téla kolem 3 cm. Poté je potieba Stiky odlovit, abychom piedesli ztratdm kvili

jejich kanibalizmu (Dubsky a kol., 1998).

2244  Umdly vytér

Nejdilezitéjsi casti tohoto zplsobu vytéru je jeho pfiprava. Prvnim ukolem je
dostatek generac¢nich ryb piipravenych k vytéru, tedy ovulujicich jikernacek a pohlavné
zralych mli¢aki. V minulosti se generacni $tiky ziskavaly z volnych vod ptimo z trdlist,
kde se nachézely stiky v idedlnim stadiu zralosti a byly pfipravené k vytéru. Vytér mohl
probihat jiz v terénu na dané lokalité ¢i po pfevozu do lihn€. V soucasné dobé¢ je tento
zpusob ziskavani generacnich ryb nemozny z divodu zregulovaného rezimu vody
Vv krajiné. Nyni jsou hlavnim poskytovatelem generacnich ryb jarni vylovy rybnikd, kam
jsou po podzimnich vylovech cilené vysazovany remontni jedinci $tik. Nevyhodou je
ovSem fakt, ze rybniky jsou na jafe loveny za jinym ucelem nez pravé tieni Stik. Proto
se nasledné Casto setkdvame s nizkym poctem ovulujicich jikernacek nebo naopak
s pfezralymi jikernackami &i dokonce sjiz vytienymi Stikami. Stiky, které jsou
pfipravené, putuji do lihné a ty, které na svou chvili zatim c¢ekaji, jsou umistény do
zatravnénych manipula¢nich rybnickt (Hartman a Regenda, 2014). Nejvhodnéjsi
zpiisob pro zisk generacnich ryb je odchyt prubnim plotem na komorovych rybnicich,
na kterych byla na vhodnych mistech cilené vytvofena improvizovana trdlisté. Pfi
odchytu se od sebe oddéluji mli¢aci a jikernacky. Cast mli¢aki je prevezena do 1ihng,
kde jsou umisténi do zlabli. Tim se snazime piedejit spontdnnimu vytéru. Odchyt
jikernaCek provadime opakované. Dulezitd je Castd kontrola trdliSt. Jikernacky poté
nesadkujeme pftili§ dlouho, abychom zabranili degeneraci pohlavnich produkt (Mares a
Burleova, 1983). Z jedné tuny generacnich Stik je mozné ziskat az 10 mil. oplozenych
jiker. Pro snadngj$i manipulaci se Stikami na lihni, obzvlasté s t€émi vétsimi, je vhodné
provadét jejich anestezii (viz pfiloha ¢.1) (Citek a kol., 1988). U stik se osvédéil
hiebickovy olej (4 ml na 100 1 vody) (Randak a kol., 2013). Pro oplozovani jiker stiky
je nejvhodnéjsi teplota 8 — 10 °C, pH 6 — 8 (Citek a kol., 1998). Sperma mli¢akt §tik
odebirdme po osuSeni mocopohlavniho otvoru a odstfiknuti moc¢i do injekénich
stiikac¢ek (viz priloha ¢.2). Pfi tomto procesu musime dbat na to, aby nedoslo k jeho
pfedcasné aktivaci moc¢i. Odebrané mli¢i pouZzijeme co nejdiive. V piipadé nedostatku
spermatu je mozné pristoupit k zabijeni mli¢akli a vypreparovani jejich varlat, které se
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rozstfihaji na malé kousky a ptes suchy uhelon se extrahuje testikularni sperma pfimo
na jikry (viz ptiloha &.3) (Linhart a Pokorny, 1984). Cista vypreparovana varlata je
mozné skladovat pii teploté + 2 °C az 48 hodin. MIi¢i byva bilé barvy. Na zacatku
vytérového obdobi ma smetanovou konzistenci, ktera postupné fidne az do mlécné
(vodové) konzistence. K jeho produkci miize dochazet jiz v lednu. Uvoliluje se vSak
postupngé, a tak je mozné mli¢aky pouzivat opakované (Barus a Oliva, 1995a). Mli¢aci
uvolni vzdy jen malé mnozstvi mli¢i v rozmezi 0,1 — 1,2 ml. Zpravidla vSak jen 0,3 —
0,5 ml. S navysujici hmotnosti jedince se umérné nezvySuje mnozstvi jednorazového
odbéru spermatu. Proto k umélému vytéru plné postacuji jedinci o hmotnosti 0,7 — 1,5

kg (Linhart, 1985). Sperma $tik je velmi pohyblivé. Koncentrace spermii v ném
dosahuje 10 — 30 mil. ks.mm™, v praméru 18,5 mil. ks.mm™. Polet spermii v ejakulatu

je dle pozorovani Krupauer a Pekaf, (1965) vyrovnany. Po aktivaci vodou jsou
pohyblivé po dobu 1 — 2 minut (Linhart a Pokorny, 1984; Citek a kol., 1998). Na
oplodnéni jednoho litru/kilogramu jiker je zapotiebi alespon 2 — 3 ml mli¢i, minimalné
od 3 mli¢akt. Pokud méme dostatek mli¢i, aplikujeme ho co nejvice a od co nejvétsiho
poétu mli¢aka. Stice dikladnd usu$ime biisni partie, usti moopohlavni papily a fitni
ploutev. Zafixujeme hlavu a ocas a pozvolnym tla¢enim od hrdla k mo¢opohlavni papile
vytirame Stiku do lavoru ¢i misky (viz piiloha ¢.4). Zamezujeme jakémukoli kontaktu
jiker s vodou. Pro zajisténi maximalni oplozenosti je vhodné na misku davat maximalné
jeden litr/kilogram jiker. Na jikry aplikujeme mli¢i. Dlkladné¢ a velmi jemné je
promichame. Idedlni je po promichani nechat gamety na 30 — 60 minut odstat, aby se
1épe dokoncily meiotické pochody a zvysila se tak oplozenou jiker (Hartman a Regenda,
2014). Linhart (1985) tika, Ze nejlepsi oplozenosti jiker (70 — 80 %) dosahneme pii
pouziti oplozovaciho roztoku. Ve srovnani s vodou je tento zptsob efektivnéjsi o 20 —
40%. Doporucuje Hamortv nebo Ringeriiv oplozovaci roztok. Pokud oplozovaci roztok
neméame, pouZijeme vodu z lihng (1 litr vody na 1 litr.kg™ jiker). Vodou &i roztokem
aktivované gamety jsou V misce jemné promichany a ponechany v klidu. Doba
oplozovani se pohybuje vrozmezi 5 — 10 minut. V jejim pribéhu obcas kratce
promichame (viz ptiloha ¢.5) (Linhart, 1985). Dalsi dulezitou fazi je proces odlepkovani
jiker. Ty se totiz po 4 — 5 minutach stavaji lepkavymi. K jejich odlepkovani je obvykle
sta¢i opakované¢ promyt a zajistit vysSi priatok vody v inkuba¢ni ldhvi na zacatku
inkubace. V ptipad¢ potifeby mizou byt jikry odlepkovany emulzi talku/mastku (100g
na 10 1 vody + 20 g NaCl), mlékem (1:5 — 10), Sskrobem (5 % roztok z prasku) ¢i emulzi
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jilu po dobu 30 — 40 minut (viz pfiloha ¢.6) (Berka a Hamackova, 1980). Jikry maji
bledozlutou barvu. Pocet jiker (absolutni plodnost) znacné kolisa, ale mé tendenci
narustat s vys$Si hmotnosti a velikosti jikernacek (Toner a Lawler, 1969). Velikost jiker
ziskanych od razné¢ velkych stik z razného prostiedi se pohybovala v rozmezi od 2,3 do
3 mm. Lahnstainer a kol, (1998) uvadi, ze v 500 ml je zhruba 75000 jiker. Podle
Lindrotha, (1947) se mikropyle uzavira do 0,5-1 minuty od aktivace.

Ksamotné inkubaci se pouzivaji Chasseovy, Zugské (Weisovy) nebo
Kannengieterovy lahve. Do inkubac¢ni lahve o objemu 7 az 10 litrd je vhodné umistit ne
vice nez 3 litry nenabobtnanych jiker. Jikry by mély dosahovat maximalné¢ do dvou
tietin vysky inkubacni lahve (Citek a kol., 1998). Nezbytné dileZita je asta kontrola
inkubace. Slepené shluky jiker je potieba rozmichavat pomoci husiho brku. Proud vody
nesmi byt pfili§ vysoky. Predchdzime ,,vystfelovani® jiker, jelikoz jsou citlivé viici

narazum.

22441 Hormonalni stimulace

Hormonalni stimulace se u mli¢aka ani jikernacek Stiky zpravidla neprovadi. Pokud
je to vsak potiebné, je mozné vyvolat ovulaci jikernacek aplikaci kapii hypofyzy ve
dvou déavkach. Prvni, startovaci davka je 0,5 — 0,7 mg/kg hypofyzy, po 24 hodinach se
aplikuje druhd, hlavni davka 4 — 5 mg/kg hypofyzy. Aplikace se provadi
intramuskularné (viz pfiloha ¢.7) do hibetni svaloviny nebo intraperitonealné skrz
jamku pod pletencem bfi$ni ploutve. Pecha a kol. (1992) tika, ze klasickou technikou
aplikace dehydrovanych hypofyz je jejich homogenizace nejcastéji v 0,7-0,9%
fyziologickém roztoku (NaCl) a intramuskuldrni ¢i intraperitonedlni jednorazova
aplikace v davce 3—4 mg.kg-1 zivé hmotnosti jikernacek. V ptipadé nedostatku mlicaku
je mozné zvysSit produkci spermatu aplikaci kapii hypofyzy. Jednordzova davka
hypofyzy pro mli¢aky dosahuje 3-4 (8) mg.kg™. K odb&ru spermatu pfistupujeme po 24
az 48 hodinach. Pouzit se daji také syntetické ptipravky Ovopel, Ovaprim nebo Dagin
(Randak a kol., 2013). Proto je na misté vytvofit novy typ hormondlniho oSetfeni na

bazi GnRH, ktery by byl efektivni a bylo mozné ho vyuzit v praxi.
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2.2.5 Inkubace a kuleni vackového plidku

Inkubace jiker probihd v jiz zminénych Chasseovych (viz pfiloha ¢.8) nebo
Zugskych lahvich pii teploté vody 8 — 12 °C. Chladnéjsi voda jikrdm neprospiva,
inkubacni doba se prodluzuje a vede ke zvySenym ztratam. Ztraty pti lihnuti jiker po
umélém vytéru Stiky byvaji kolem 25% (Simek, 1954). Vyssi teplota vody a piisun
svétla urychluje vyvoj jiker a zhorSuje kvalitu vykuleného plidku (Fiillner a kol., 2007).
Po umisténi jiker do inkubacnich 1dhvi se prutok vody zvysi, aby dochazelo k lepSimu
oddé€lovani slepenych jiker a rychlejSimu odplaveni zbytka odlepkovaciho roztoku. Po
procisténi se pratok vody upravi tak, aby se jikry v ldhvi pohybovaly jen mirné -
»prekulovaly se“. Snazime se zamezit prudkym naraziim nebo ,,vystielovani, jelikoz
jsou citlivé na otfesy. Prvni manipulace je mozna az béhem stadia o¢nich bodu, které
nastava v 70 °d, tedy pfiblizn€ po poloviné inkubaéni doby, kterd trva 110 — 130 °d.
Inkubac¢ni ldhve jsou skvé€lé pro neustaly ptisun Cisté okysliené vody a zaroven tento
proud oddéluje mrtvé a zivé jikry, jelikoz mrtvé se z diivodu nizsi specifické hmotnosti
a sile proudu drzi na hladiné. Od objeveni se o¢nich bodii mizeme jikry pfevazet ¢i
umist’ovat do horizontalnich inkubacnich aparatt k dolihnuti. Nejpozdéji tak ucinime po
objeveni se prvnich vykulenych sti¢ek. Nejpouzivanéjsimi jsou u nas Riickel — Vackovy
aparaty nastavené na spodni tok s inkubac¢nimi vlozkami umisténymi v nizkych
odkulovacich Zlabech (viz ptiloha ¢.9). Béhem celé inkubace se starame o maximalni
komfort jiker. Pravidelné odsdvame jikrné obaly, mrtvé jikry a jiné nédnosy na dné. Po
vykuleni maji Sticky na hlavicce lepkavou papilu, pomoci které se pfichytavaji
»ZaveSuji“ na vhodny substrat. Proto do inkubacnich vloZzek umistujeme jemné
perforované plechové prepazky. Po 3-6 dnech se prolamuji usta. Resorpce zloutkového
vacku trva s ohledem na teplotu vody 5-10 dni. Poté se plidek pousti a nadechuje. Tuto
fazi oznaCujeme jako ,rozplavani“ (viz pfiloha ¢.10 a ¢.11). Vysazovani je mozné po

rozplavani minimaln¢ poloviny plidku (Barus a Oliva, 1995a).
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3 MATERIAL A METODIKA
3.1 Chovné podminky

22. bfezna 2019 zapocal v arealu taborské firmy Sti¢i liheti ESOX s.r.0. experiment s
jikernackami Stiky obecné. K dispozici bylo 50ks ryb, ani jedna se nenachazela ve
stadiu ovulace. Ryby byly drzeny v prato¢nych lamindtovych zlabech, napajeny vodou
Z nadrze Jordan. Byly ponechany venku bez zastieSeni na pfirodnim svételném rezimu.
Do zlabii nebyl ptidan tieci substrat. Béhem celého odchovu ryby nebyly krmeny.
Uniku $tik zabrafiovala ochrann4 sit’ a snizend hladina vody. Utvotily jsme 5 skupin po
10 kusech jikernacek. Teplota vody byla 6,06 + 0,3 °C a nasyceni vody kyslikem 6,0 £
0,7 mg.I™. B&hem experimentu nedochazelo k odbérim krve. Soucasné probihal stejny
experiment v Mydlovarské lihni firmy BaHa s.r.o. Odchovné prostory této lihné jsou,
oproti taborské, zastieSené a ryby byly ponechany na prato¢nych zavésnych Zlabech bez
vytérového substratu a krmnych ryb. Rovnéz jsme pracovali s 5 skupinami po 10 kusech
jikernagek. Teplota vody byla 8,5 £ 0,5 °C a nasyceni vody kyslikem 6,5 + 0,4 mg.1™.
Béhem tohoto experimentu dochazelo k odbérim krve a Stiky tim byly vystaveny
vétsimu stresu nez Stiky v Tabofe. Vysledky jsou vztazené pouze pro jikernacky
z Tébora z diivodu nizsiho zatizeni stresem a vice pfipominajici provozni podminky.

V druhém dubnovém tydnu roku 2018 probéhl také experiment s mli¢aky. Ti byli
rozdéleni do 4 skupin po 10 kusech. Tentokrat jiz byly ryby pod stfechou ve zlabech
situovanych v prostorach Experimentélniho rybochovného pracovisté, FROV JCU ve
Vodnanech. Nadrze byly napojeny na pratocny systém, zajiSt'ujici nepfretrzity piisun

&isté vody o teploté 8,0 = 0,6 °C a nasyceni vody kyslikem 6,5 + 0,5 mg.1™".

29



3.2 Experimentalni ryby

K experimentu s jikernackami bylo k dispozici 100 kust jikernacek, jejichz
prumérna hmotnost byla 1,3 + 0,5 kg. Ryby byly stejného puvodu (taborské rybniky
firmy Sti¢i Liheti ESOX s.r.0.) a rozdéleny byly tak, aby byly vkazdé skuping
zastoupeny vSechny hmotnostni kategorie (0,5 — 5kg). Diky tomu byly vSechny skupiny
hmotnostné vyrovnané. Mlicakt bylo celkové 40ks. Dosahovali mensi hmotnosti nez

jikernacky, primémé 1,25 + 0,5 kg a pochézeli z Rybaistvi Hluboka s.r.o.

3.2.1 Umély vytér

Vsechny vytéry prvniho experimentu S jikerna¢kami prob&hly v prvnim dubnovém
tydnu roku 2018. Vytéry druhého experimentu pak probihaly na pielomu biezna a
dubna roku 2019. Stiky se pravideln& kontrolovaly a v ptipadé uvoliiovani jiker doglo
k okamzitému vytéru, naslednému oplozeni a inkubaci jiker. Jikernacky byly ponechany
Vv predvytérovém obdobi v sadce bez vytérového substratu, ktery by mohl ryby
stimulovat a urychlit dozravani oocytd. Nez doslo k samotné injikaci, opatrné jsme
slovili celou sadku, ovulujici jedince jsme vytradili a zbytek jsme ndhodné rozdélili do
skupin. Posléze individualné zvazili a dle hmotnosti patiicné injikovali piipravenym
preparatem (viz piiloha €.12). Stejny postup jsme aplikovali i u mli¢aka, ktefi byli
injikovani intramuskularné do hibetni svaloviny, zatimco jikernacky byly injikovany
intraperitonealné skrz jamku pod pletencem bfisni ploutve. Injikace hormonalnich
pripravkl probihaly v rannich hodinach, vzdy mezi 8 a 9 hodinou. Mli¢i jsme odebirali
do injekénich stiikacek s imobilizacnim roztokem a poté skladovali na ledu. Nasledoval
pfevoz a podrobeni testim. V pravidelnych intervalech probihal odbér krve. K vytéru
dochazelo pouze v piipadé, pokud jikernacka poustéla jikry po vyvinuti mirného tlaku
na oblast pfed mocopohlavni papilou. Jakmile se ryby nachéazely v tomto stadiu zralosti,
byly opét zvazeny a vytieny tzv. suchou metodou. Nazev napovida, Ze se gamety béhem
vytéru nesmi dostat do kontaktu svodou (viz ptiloha ¢.13). Nejprve je zapotiebi
dukladné otfit bfisSni partie i ploutve, abychom predesli aktivaci gamet Vv oblasti
mocopohlavniho otvoru ¢i v samotné misce. Vytirdme tedy do zcela suchého lavoru
nebo misky, pficemz dbame na to, aby se jikry béhem padu neposkodily. Mezitim si
odebereme mli¢i pomoci jednorazovych injekénich stfikacek s imobilizaénim roztokem

(my pouzivali testikularni sperma). Stiky maji mocovy méchyi a &asto dochizi ke
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kontaminaci moc¢i. V piipadé¢ velkého mnozstvi jiker miZzeme pfistoupit k zabiti
mlic¢aki a pouziti testikularniho spermatu procedénim pies suchy uhelon. Je lepsi pouzit
sperma vicero mlicaka, pro piipad nizké kvality gamet nékterého z nich. Dale jsou jikry
pomoci mli¢i osemenény, po opatrném piiliti vody ¢i oplozovaciho roztoku a nasledném
promichani oplozeny. Dale nasleduje proces odlepkovéni jiker a samotna inkubace.
V nasem piipadé probihala inkubace v plastovém vzorkovacim inkubdtoru
s perforovanymi sténami (viz piiloha ¢.14). Praméré mnozZstvi nasazenych jiker
Vv inkubatoru bylo 100ks a inkubace probihala ve 3 opakovanich. Nasledovala analyza

pohlavnich hormonti a kvality pohlavnich produkti.

3.3 Pouzité chemické pripravky

Mikrocastice z kopolymeri kyseliny mlééné a kyseliny glykolové (PLGA)

Jedna se o biodegradabilni a biokompatibilni mikrocastice, umoznujici kontinualni a
kontrolované uvoliiovani hydrofobni latky (v naSem piipadé hormontll). Mikrocastice
jsou v soucasné dob¢ intenzivné studovanym a perspektivnim typem lékové formy. Jsou
definovéany jako pevné castice ptiblizné kulovitého tvaru s velikosti v fadech jednotek
az stovek um. Castice s podobnou charakteristikou mensi nez 1 pum se nazyvaji
nanodastice. Castice vétsi nez mikrodastice jsou pelety, jejichZ velikost se pohybuje
nejcastéji mezi 0,5-2 mm. Hranice tohoto rozdéleni vSak nejsou ostré. Mikrocastice 1ze
rozdélit na mikrotobolky (sloZené z jadra v pevné, kapalné ¢i plynné podob¢, na které
tésné priléha polymerni obal) a mikrosféry (nerozliSujeme u nich jadro a obal, 1é¢ivo je
rozptyleno v matrici mikrosféry v pevné formé nebo je ptitomné ve formé suspenze ¢i
emulze). Ve farmacii se mikrocastice pouzivaji k maskovani chuti 1é¢iv, k ochrané
léciva pied nezddoucimi vlivy okolniho prostfedi ¢i zapracovani tékavych 1é¢iv, napf.
silic. Nejcennéjsi vlastnosti je pak moZnost fizeného uvoliovani léciva. V soucasné
farmakoterapii 1ze stale nalézt velké mnozstvi 1ékti prvni generace, ze kterych se 1é¢ivo
uvoliiuje kinetikou prvniho fadu. Po poddni dosahne koncentrace 1é¢iva v plazmé svého
maxima a poté klesa. K udrzeni terapeutické hladiny léCiva je proto zapotiebi
opakovaného davkovani, jinak hrozi pokles plazmatické koncentrace léCiva pod
terapeutickou hladinu. Ukolem moderni farmaceutické technologie je v soucasnosti
vyvoj a vyroba takovych I€kovych forem, které zajisti uvoliovani 1é¢iv v pozadované
davce a po stanoveny ¢as. Diky tomu je mozné udrzet pozadovanou terapeutickou

31



hladinu 1é¢iva v krevni plazmé. ZvySuje se tak ucinnost léCiva, snizuje se vyskyt
nezéadoucich ucinki a celkova davka léciva potiebna k terapii je mensi (Vyslouzil a kol.,
2013).

Pomoci GnRHa navazaného na mikrocastici PLGA jsme schopni po dobu 1 tydne
kontrolovan¢ a kontinudlné provadét hormondlni stimulaci. Plazmatickd koncentrace
GnRHa se diky tomuto typu oSetieni drzi ve stejné hladiné a neni proto potieba s rybou

manipulovat, injikovat ji a vystavovat ji stresu opakovane.

mGnRHa

Gonadotropin uvoliiujici hormon je chemickou strukturou neurodekapeptid
hypotalamického pivodu a je hlavnim regulatorem sekrece LH. Pouzity sav¢i analog
mGnRHa (pGlu — His — Trp — Ser — Tyr — D-Ala — Leu — Arg — Pro-NHEt) byl: A)
navazan na mikro&astice v davee 1,6 pg mGnRHa na 1 mg™ PLGA mikro&astic nebo B)
rozpustény ve fyziologickém roztoku (0,9 % NaCl) na pozadovanou koncentraci (20 ¢i

40 pg.ml™). Vyrobcem je spoleénost Bachem (Svycarsko).

Metoclopramide

Jedna se o tuhy a ve vod¢ rozpustny antagonista dopaminu, ktery je bézné vyuzivany
ve farmacii k tlumeni nevolnosti a zvraceni. V nasem piipadé jsme ho pouzili pro
zesileni piasobeni GnRHa. Pifed samotnou aplikaci bylo nejdiive potieba
metoclopramide rozpustit ve fyziologickém roztoku a smisit s roztokem mGnRHa o
pozadované koncentraci. Metoclopramide byl u vybranych skupin davkovan celkem

tiikrat v davee 20 mg.kg™. Vyrobcem je spole¢nost Sigma, Darmstadt (Némecko).

Kap¥i hypofyza (CPE)

Jednd se o nejCastéji pouzivany preparadt pro umély vytér ryb. Vyznamné jsou
vyhradné¢ Vv ni obsaZené gonadotropni hormony, které stimuluji néastup ovulace a
spermiace. Roztok susené hypofyzy a fyziologického roztoku se aplikuje

intramuskuldrné do hibetni svaloviny nebo do bfisni dutiny, intraperitonedlné (v nasem
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pfipad¢ oba zplsoby, kdy mli¢aci byli injikovani intramuskularné, zatimco jikernacky

intraperitonealn¢). Kapti hypofyza pochazela z Klatovského rybatstvi a.s.

Fyziologicky roztok

Jedna se 0 0,9% sterilni roztok chloridu sodného, ktery jsme pouzivali pro ptipravu a
naslednou aplikaci hormondlnich preparati. Nami pouzivany fyziologicky roztok

pochéazel z Italie od spolecnosti Fresenius Kabi.

Heparin

Chemickou strukturou se jedna o kysely mukopolysacharid, jehoz Gi¢inkem je snizeni
srazlivosti krve. Aplikovali jsme ho do injekénich stiikacek pted odbérem krve,

abychom zabranili jejimu srazeni V jehle ¢i samotné stfikacce. Vyrobce Zentiva a.s.

Hiebickovy olej

Pro snadnéj$i manipulaci jsme ryby podrobili anestezii. Hiebickovy olej jsme
pouzivali v koncentraci 0,04 mLI". Do Ceské republiky ho dodava firma RNDr. Jan

Kulich s.r.0. Anestetikum je dostupné v 1ékarenské siti.

Jodisol

Jodisol je vysoce U¢inny dezinfekéni ptipravek. Jednd se o tfiprocentni lihovy roztok
komplexni slou€eniny (jodofor) s moZnosti Sirokého pouziti. Ma velky rozsah ucinku na
mnozici se formy mikroorganismu t.j.bakterie, plisn¢ 1 na viry. Pouzivali jsme jej na
oSetfeni mista odbéru krve (vpichu) a drobnych odérek na téle. Vyrobcem je spolecnost

SpofaDental a.s, Ji¢in.
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Hormonalni pripravky byly injikovany nasledovné:

Mlicaci 2018

Tab.c.1: Injikace mlicaka.

Skupina Pouzity hormonalni preparat Davka
A 0,9 % NaCl 1 mlkg!
B Kapfi hypofyza 2 mg.kg!
c PLGA, uvolfiovani 4 dny 20ug GnRHa kg
D PLGA+MET; uvolfovani 4 dny 20ug GnRHa.kg-1+ 20 mg.kg!
Jikernacky 2019

Tab.¢.2: Injikace jikernacek

Skupina Pouzity hormonalni preparat Davka
A 0,9 % NaCl 1 ml.kg"
B Kapfi hypofyza 4 mg.kg!
c PLGA; uvolfiovani 7 dni 40ug GnRHa kg
D PLGA+MET; uvolfiovani 7 dni 20ug GnRHa.kg-'+ 20 mg.kg!
E PLGA+MET; uvolfiovani 7 dni 40ug GnRHa kg-'+ 20 mg.kg!
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3.4 Vyhodnoceni ziskanych vysledkii

3.4.1 Analyza koncentrace hormont

Vykonany byly rozbory krevni plasmy u mli¢aki, kde jsme zjistovali koncentraci
pohlavniho steroidu 11keto-testosteronu pomoci komeréné dostupného ELISA (EIA)
kitu. Dodavatelem kit byla spoleénost Cayman Chemicals, USA. Nejprve jsme
odebrali pomoci injekénich stiikacek 1 ml krve z ocasniho nasadce a rozdélili po 1 ml
do vzorkovnic Ependorf. Z kazdé ryby jsme tedy méli 2 x 1 ml krve. Vzorkovnice jsme
vlozili do centrifugy (Vibramax 110, Heidolph, Germany), kde probihalo odstfed’ovani
po dobu 10 minut pti 4 000 ot.min™’. Krevni plasma pak byla pomoci pipety piendana
do jiné vzorkovnice. Nésledn¢ byla zmrazena pii — 20 °C a podrobena testim na

koncentraci pohlavnich hormont.

3.4.2 Analyza mlici

U mlicaku jsme sledovali pohyblivost spermii, délku a rychlost pohybu (zkoumané
parametry viz obr. ¢.3, upraveno podle Baiee et al., 2017) a mnozstvi mli¢i. Po aktivaci
spermii v roztoku Tris pufru pH 8,4 (10 mM Tris (hydroxymethyl) aminomethan,
Sigma-Aldrich) doplnéném 0,25% Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich) byla hodnocena
motilita spermii. Vzorek spermii byl nafedén v poméru cca 1: 1000 s 40 pl aktivaéniho
média ptimo pod mikroskopem (pomoci Spicky injekéni jehly byly ptidany spermie pro
ziskani 50-150 bun€k v pozorovacim poli) na krycim sklicku ochlazeném na 11° C s
termostatem (CEMIK , Polsko). Zaznam byl spustén ihned po aktivaci a proveden po
dobu 1 minuty pii 25 snimcich / s pomoci svételného mikroskopu vybaveného
digitdlnim fotoaparatem (PROISER, Spanélsko). Byl pouzit negativni fazovy kontrast a
¢ocka s 10 nasobnym zvétSenim. Video zaznamy byly analyzovany za ticelem stanoveni
primérné rychlosti spermii (VAP) a procenta pohyblivych bunék (mira motility)
pomoci softwaru ImagelJ (National Institutes of Health, USA) a CASA pluginu (Wilson-
Leedy a Ingermann, 2007; Buy a Earle, 2012). Data jednotlivych skupin jsou od sebe
oddéleny podle casu odbéru. Koncentrace spermatozoi byla stanovena pomoci
Biirkerovy komirky. Spermie byly zfedény ve dvou krocich 10 000 krat ve
fyziologickém roztoku a po 5 minutdch byly umistény do komirky, kde byl proveden

vypocet. Kazdy vzorek byl spocitan trojmo.
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3.4.3 Analyza vytérovych parametri

U jikernacek jsme zjistili, procento ovulujicich jikernacek, oplozenost jiker a
lihnivost larev pocitanim oplozenych jiker a nasledné poctem larev v inkubatorech
pomoci softwaru Imagel (National Institutes of Health, USA), délku Casového intervalu

od injikace do vytéru jikernacek (doba latence), absolutni a relativni plodnost

3.4.4 Statistické vyhodnoceni vysledku

Signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami v dobé odbéru jsou oznaceny
malymi pismeny (jednocestnd ANOVA). Signifikantni rozdily uvnitf jedné skupiny za
dobu trvani experimentu jsou oznaceny velkymi pismeny (jednocestna ANOVA, Tukey

HSD pro nestejny pocet subjektt ve skupinach) (p<0,05).

VSL — pfimocaré rychlost
VCL — kfivocara rychlost

VAP — primérna rychlost
na draze

VSL

M-

v

Obr. ¢€.3: Pohybové parametry spermie

36



4 VYSLEDKY
4.1 Experiment — Mlicaci 2018

Objem mli¢i se po aplikaci nami vybranych hormonalnich ptipravkt zvysil u vsech
skupin. Signifikantni rozdily jsou viditelné jiz pfi porovnani pocate¢niho odbéru s
odb&rem po 48 hodinach. Aplikace kapii hypofyzy (CPE, 2mg.kg™) méla za nasledek
zvySeni objemu mli¢i z ptivodnich 900 + 400 ml na 2200 + 300 ml (pramér + SD), tato
hodnota byla naméfena i po 96 hodinach. Pouzitim PLGA (20pug GnRHa.kg™) se objem
mlic¢i zvysil ze 750 + 300 ml na 1250 = 200 ml. Rozdily mezi skupinami dané¢ho odbéru
nebyly statisticky vyznamné. (viz graf ¢.1).

Na koncentraci spermii neméla aplikace hormonalnich preparati vyznamny vliv.
Rozdil jsme zaznamenali u kontroly, kde doSlo mezi prvnim a druhym odbérem ke
zvyseni koncentrace spermii ze 16 + 1,74 na 20,5 + 3,3 x 10°. mI™ a poté u skupiny
PLGA(20png GnRHa.kg?), kde doslo ke sniZeni koncentrace spermii mezi druhym a
tretim odbérem ze 23,95 + 3,57 na 18,06 = 4,4. Nutno fici, ze pocateCni priméerna
koncentrace spermii byla u skupin rozdilnd. Pravdépodobné kvili vyjimkdm mezi
mlic¢aky, ktefi méli vyjimecné husté ¢i naopak fidké mli¢i (viz graf ¢.2).

Aplikace hormondlnich preparati ukazuje pozitivni vliv na pohyblivost spermii.
Signifikantni rozdily jsme zaznamenali rovnéz po 48 hodinach po aplikaci CPE
(2mg.kg™) a PLGA (20pg GnRHa.kg™), kdy se pohyblivost zvysila z 68 + 15 % na 88 +
5% u CPE a z 80 = 15% na 95 % u PLGA. Tyto skupiny byly signifikantn¢ rozdilné i
v ramci daného odbéru. Pohyblivost spermii mlicakii injikovanych CPE se po 96
hodinach zvysila na 90 + 5 %, avSak nebyla statisticky vyznamna od ostatnich skupin
daného odbéru (viz graf ¢.3).

Na VAP rychlost spermii méla injikace hormonalnich preparati znacny vliv.
Signifikantni rozdily jsme zaznamenali opét po 48 hodinach u skupin PLGA+MET
(20pg GnRHa.kg+20 mg.kg™) a PLGA (20pg GnRHa.kg™), ktera byla b&hem daného
odbéru signifikantn& rozdilna od skupiny CPE (2mgkg™). Z piivodniho stavu 105 + 10
um.s™ u PLGA+MET a 110 = 15 pm.s™ u PLGA se po 48 hodinach rychlost zvysila na
118 + 8 um.s™ a 125 + 5 pm.s™. Po 96 hodinach se VAP rychlost pohybu spermii
zmin&nych skupin pohybovala na arovni 120 + 5 pm.s™ a byla signifikantn& rozdilna od

kontroly s rychlosti 100 10 pm.s™ (viz graf &.4).
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Utinek hormonalnich preparétii se na VCL rychlost spermii projevil po 48 hodinach,
kdy jsme zaznamenali vyznamny rozdil u skupiny PLGA+MET (20pg GnRHa.kg™?+20

''na 125 + 5 um.s™

mg.kg?), u které se VCL rychlost zvysila ze 110 + 10 pm.s
V daném odbéru byla od ostatnich skupin signifikantn¢ odlisna skupina CPE. Po 96
hodinach se rychlost spermii kontrolni skupiny signifikantné snizila na 110 = 10 pm.s™
a byla rozdilna od ostatnich skupin, jejichZ rychlost ¢inila 125 + 5 pm.s™ (viz graf &.5).

VSL rychlost spermii je po 48 hodinach u kontrolni skupiny a PLGA+MET (20ug
GnRHa.kg?+20 mg.kg™) skupiny signifikantn& rozdiln od jejich ptivodnich hodnot,
které se z 90 + 5 pm.s™ u kontroly a 83 + 10 pm.s™ u PLGA+MET zvysily na 100 + 5
um.s™ a 90 + 7 pm.s™. Zarove je v tomto odbéru skupina CPE rozdilna od kontrolni a
PLGA (20png GnRHakg™) skupiny. Po 96 hodinach dolo k poklesu rychlosti spermii
Vv kontrolni skuping. V odbéru po 96 hodinach se lisila od ostatnich skupin PLGA (20ug
GnRHa.kg™) skupina (viz graf &.6).

K vyraznym rozdilim doslo u méfeni hladiny 11-ketotestosteronu. Kdy se ptvodni
primé&rné hladina viech skupin 2,5 + 0,5 ng.ml™sniZila po 48 hodinach na 1,2 + 0,25
ng.ml™ u skupin CPE i PLGA+MET (20pg GnRHa.kg'+20 mg.kg™) a na 1,0 = 0,4
ng.ml™ u skupiny PLGA (20ug GnRHa.kg™). Po 48 i 96 hodinach nebyl zaznamenany
signifikantni rozdil mezi zminénymi skupinami a byly vV obou meéfenich signifikantné

rozdilné od kontrolni skupiny (viz graf ¢.7).
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Graf ¢.2: Koncentrace spermii (10°. ml™) odebrany v riiznych asovych intervalech.
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intervalech po injikaci hormonalniho pfipravku.

4.2 Experiment — Jikernacky 2019

V dosazeni ovulace se od ostatnich vyrazné liSily 2 skupiny. Pfi¢emz skupina
PLGA+MET (40pg GnRHakg'+20 mg.kg™?), ktera dosahla 50 % ovulace, byla
signifikantn& rozdilndg od kontroly, skupiny CPE 4 mg.kg™ i PLGA+MET (20ug
GnRHa.kg®+20 mg.kg™). Skupina PLGA (40pg GnRHakg?), ktera dosahla 40 %
ovulace, byla signifikantné rozdilnd od vSech skupin kromé skupiny PLGA (40ug
GnRHa.kg™) (viz graf &.8).

U oplozenosti jsme nezaznamenali Zadné signifikantni rozdily, avSak vysSich hodnot
jsme dosahli po aplikaci PLGA+MET (40pg GnRHa.kg™'+20 mg.kg™) (viz graf &.9).

U lihnivosti byly kontrola a skupina PLGA+MET (40pg GnRHa.kg?+20 mg.kg™) s
hodnotou 77,68 + 16,7 % signifikantn& rozdilné od skupiny PLGA (40pug GnRHa.kg™)
s hodnotou 16,32 £+ 30,51 % (viz graf ¢.10).

V experimentu s jikernackami jsme také dokazali pozitivni ucinky mikrocastic.
Aplikaci PLGA+MET (20pg GnRHa.kg™?+20 mg.kg™) se oproti kontrole zkratila doba
latence na 94 + 68 h (0 42h mén¢). Aplikace vyssi davky PLGA+MET (40ug
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GnRHa.kg™+20 mg.kg™) naopak prodlouzila dobu latence na 154 + 97 h. Statisticky se
nejednalo o signifikantni rozdil (viz graf ¢.11).

Signifikantni rozdil jsme vSak zaznamenali u absolutni plodnosti, ktera po aplikaci
CPE (4 mg.kg?) ¢inila 38 593 + 14 493 ks jiker, zatimco po aplikaci PLGA+MET
(20pg GnRHa.kg'+20 mg.kg™) byla 20 327 + 6 342 ks jiker. U relativni plodnosti jsme

nezaznamenali Zadny signifikantni rozdil (viz graf ¢.12 a ¢.13).
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Graf ¢.8: Dosazeni ovulace (%) jednotlivych skupin.
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Graf ¢.9: Oplozenost jiker (%) jednotlivych skupin.
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Graf ¢.10: Lihnivost larev (%) jednotlivych skupin.
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Graf ¢.12: Absolutni plodnost jednotlivych skupin.
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5> DISKUSE

Cilem nami provedené studie bylo vyhodnoceni ucinnosti pfipravenych
hormondlnich ptipravkd na optimalizaci hormonalni indukce ovulace a spermiace U
hospodarsky vyznamného druhu ryb, s$tiky obecné (Esox lucius). Nosi¢em
hormonalnich latek byly mikrocastice z kopolymeri kyseliny mlécné a kyseliny
glykolové (PLGA). Dle Wischkeho a Schwendemana (2008) se jedna o injikovatelné
biologicky odbouratelné a biokompatibilni kopolymery kyseliny mlécné a glykolové.
Pomoci tohoto nosice jsme zajistili kontrolované kontinudlni uvoliiovani GnRHa po
dobu 4 az 7 dnli. Znamé jsou i pokusy s nanocasticemi, kde Rather a kol., (2013) tika,
ze systém podéavani s fizenym uvoliiovanim poméha ptekonat problém kratké Zivotnosti
hormonu uvolnujiciho luteiniza¢ni hormon (LHRH) v krvi a pfedchézi tak opakované
injikaci pro zvySeni reprodukéni uéinnosti. Uginek GnRHa jsme podpofili aplikaci
dopamin antagonisty, metoclopramidu. Ten eliminuje G¢inky dopaminu, ktery ryba
vylucuje v ptipad¢, Ze vyhodnoti aktudlni podminky prostiedi jako neidealni pro
reprodukci (Trudeau a Peter, 1995).

Pouziti samotného mGnRHa se obecné jevi jako neucinné na indukci ovulace u stiky
obecné. K podobnym zaveérim dospél 1 Billard a Marcel (1980), kdy se snazili zachranit
sniZujici se stavy Stik ve vodach. Sviij vyzkum provadé€li na jikernackach o primeérné
hmotnosti 500g. Pouzili hned nékolik hormondlnich pfipravkil. Intrakardidlni injikace
superaktivniho analogu GnNRH neméla Zzadny Uuc¢inek na navozeni ovulace.
Intraperitonealni injikace GNRH v emulgované formé nevyvolala ani zrani oocytti ani
ovulaci. Podobnych vysledki dosahnul také Bondarenko a kol. (2015), kdy byl
testovan lososovy D-Arg6 ProONEt-GnRHa, ktery rovnéz neprokazal Gi¢innost. Szabd
(2013) tika, ze tradi¢ni 1écba analogem GnRH v ¢isté formé je pii indukci ovulace u
Stiky obecné (Esox lucius L), net¢inna. Diskutovan je nedostatecny ucinek analogu
GnRH (Billard a Marcel, 1980).

Zna¢né mnozstvi autorli se zabyvalo vyuzitim antagonisty dopaminu pro zlepSeni
uc¢inku GnRHa (Drori a kol. (1994) u Cypriniformes; Joy a Tharakan (1999) u
Siluriformes; Van Der Kraak a kol. (1986) u Salmonidae; Kucharczyk (2008) u
Percidae). Metoda indukovaného vytéru uslechtilych druhi ryb pomoci 1é¢by analogem
gonadotropin uvolnujictho hormonu (GnRH) a dopamin antagonisty se ukazala jako
efektivni jiz v devadesatych letech minulého stoleti, kdy Peter a kol. (1988) provadéli

vyzkumy u Cypriniformes. Kombinace téchto dvou ucinnych latek je znama téz jako

46



metoda Linpe, pojmenovana dle svych autort Lin a Peter (Peter a kol. (1988). Avsak u
Stiky obecné nevedla aplikace mGnRHa v kombinaci s pimozidem (mGnRHa),
metoclopramidem (mGnRHa) nebo domperidonem (sGnRHa) k ovulaci (Szabo, 2013;
Bondarenko a kol., 2015).

Pouzili jsme také kapii hypofyzu (4 mg.kg™), kterou jsme dosahnuli ovulace u 90 %
ryb, oplozenosti 39,6 + 18,9 %, lihnivosti 61,23 + 20,84 % a vysoké plodnosti, pficemz
relativni plodnost ¢inila 28 243 + 5053 ks jiker.hmotnost ryby 1

Billard a Marcel, (1980) tikaji, ze u jikernacek indukoval ¢asteéné purifikovany s-
GtH (PPSG) 90 % a 100 % ovulaci v davkach 50 a 25 pg.kg™ t&lesné hmotnosti. Susena
hypofyza (2,5 mg.kg™, coz odpovida 50 pg PPSG) vyvolala 25 % ovulaci; pfi 10 mg.kg
! bylo opét zaznamenano 25 % Uplné ovulace, ale kromé toho 70 % samic vykazovalo
zrani oocytd a ¢astecnou ovulaci. Podobné v dalsi skuping, kde susend kapii hypofyza
(3 mg.kg?) indukovala pouze zrani oocytd, ale ne ovulaci. Oocyty ziskané po
hormonalni 1é¢bé byly obecné plodné. S PPSG pracoval i De Montalembert a kol.
(1978), kdy dosahnuli pied¢asné ovulace jednorazovou injikaci PPSG. K aplikaci
muselo dojit brzy po odchyceni jikernacek, aby se zabranilo ovarialni atrezii.

Szabd (2013) podporuje kapii hypofyzu a porovnava ji sjinymi hormonalnimi
terapiemi. Rika, Ze zatimco ve skuping injikované kapii hypofyzou vétsina jikernadek
ovulovala, ptipravek Dagin nevyvolal ovulaci. Lécba ptipravkem Ovaprim vedla k
podobné nebo nizs$i mife ovulace v porovnani s 1é€bou kapii hypofyzou. Po oSetfeni
timto pfipravkem nebyla doba latence tak piredvidatelnd jako po injikaci kapfi
hypofyzou. Primérna oplozenost jiker byla relativné nizk4 a podobna u skupin lé€enych
Ovaprimem (54,7 + 12,3 % a 58,7 + 19,1 % pro prvni a druhy experiment) a hypofyzou
kapra (53,7 £ 10,5 % a 58,9 + 14,9 %). Primémy pseudogonadosomaticky index
(PGSI) byl také podobny u obou skupin - Ovaprim (14,5 £ 6,1 %), kapti hypofyza (17,9
+ 4,1 %). V tomto experimentu byla 1é¢ba Ovaprimem méné u¢inna nez lécba kapfi
hypofyzou.

Pouziti kapti hypofyzy bylo Gspésné i béhem vyzkumu Bondarenka a kol. (2015), ve
kterém se zabyvali porovnavanim riiznych postupt, jak docilit ovulace u Stiky obecné
(Esox lucius L.), kdy CP bylo nejefektivnéjsi. P¥ipravky byly porovnavany se skupinou
v kontrolovanych podminkach (skupina ICC, injikovana fyziologickym roztokem bez
hormonalniho piipravku) a dvéma tradiénimi p¥ipravky: 3 mgkg™ kapii hypofyzy
(skupina CP) a venkovni podminky (skupina AOC, injikovana fyziologickym roztokem
bez hormonalniho ptipravku). U vSech ryb ve skupiné¢ CP a u 70 % skupiny AOC doslo
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k ovulaci. Doba latence skupiny CP byla 96 + 4 h a 264 = 58 h u skupiny AOC.
Oplozenost dosdhnula 88,6 + 4,5 % u skupiny AOC; 85,5 + 12,0 % u skupiny 3 a 66,0 +
13,7 % u skupiny CP. Lihnivost byla 68,6 + 9,9 u AOC %; 65,5 = 7,5 % skupina 3 a
54,4+ 8,0 % u CP.

Pouzitim nosice s dlouhodobym uvolnovanim jsme dosdhnuli uspokojivych vysledki.
Pouzitim kombinace PLGA+MET (20pg GnRHakg'+20 mg.kg™) se podaiilo
dosadhnout ovulace u vSech ryb. AvSak v kontrole ovulovalo 90 % jikernacek. Oproti
kontrole se doba latence zkratila na 94h (o 42h mén¢). Vyssi davkou (40ug GnRHa.kg
1+20 mg.kg™) jsme dosahli poloviéni ovulace, aviak velmi uspokojivych vysledkd
oplozenosti 55,6 = 7,2 %, lihnivosti 77,68 + 16,7 % 1 absolutni a relativni plodnosti,
ktera se pfevySovala nebo se rovnala kontrole Pouziti PLGA bez MET bylo net¢inné.

Zajimavych vysledkit dosdhnul pii takovém vyzkumu (Szabo, 2001) s ptipravkem
pryskyfice Carbopol. Rika, Ze i kdyz ovulace $tiky obecné miize byt indukovana
injikaci roztoku kapii hypofyzy a fyziologického roztoku, netiplnd ovulace a nizka mira
oplozenosti zabranuji rozsahlé produkcei pladku. Hypofyzarni 1écba byla modifikovéna
pouzitim nosi¢e s prodlouzenym uvolilovanim. Tim jsou hydrofilni biologicky
odbouratelné matrice sodné soli karboxymethylcelulozy (CMC-Na) a pryskyfice
Carbopol. Podavani kapti hypofyzy v 8,0 % roztoku CMC-Na nebo ve 2,0 % vodné
disperzi pryskytice Carbopol poskytlo v nékterych pokusech vy$$i primérny index
plodnosti a zlepSenou oplozenost jiker nez injikace hypofyzy ve fyziologickém roztoku.
Vysledky naznacuji, ze na Stiku obecnou miize mira zvySeni hormonu vyvolédvajiciho
ovulaci ovlivnit relativni mnozstvi a oplozenost ovulovanych vaji¢ek. Ur¢ité modifikace
v podavani hormont tak mizou zlepsit techniku indukovaného vytéru tohoto druhu.

Szabo (2008) dale tika, Ze efektivita produkce plidku Stiky obecné pomoci
hormonalni 1é¢by na jafe vylovenych §tik je obecné relativné nizka vzhledem k nizkému
procentu oplozenych vajicek. Bylo experimentdlné prokazano, ze podavani kapfti
hypofyzy vysuSené acetonem prostiednictvim nosice s postupnym uvoliiovanim na bazi
vodné disperze pryskytice Carbopol 971 P (CP) vedlo k vy$§imu primérnému procentu
oplozenosti. Pravdépodobné z diivodu, Zze postupné uvoltiovani hormonu by mohlo
optimaln¢ kontrolovat dozravani a ovulaci folikulti ve vaje¢niku. Tato nova metoda
hormonalni indukce ovulace byla testovdna ve velkoprodukéni lihni zaméfené na Stiku a
chov plidku. V této studii byly analyzovany udaje o oplozenosti jiker v letech 2002 az
2006 na dvou vyznamnych lihnich v Mad’arsku. Podavani hypofyzy suSené v acetonu

prostiednictvim nosice s 2,5 % CP mélo za nasledek vyssi oplodnéni (76,4 + 7,7 %;
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primér = SD) ve srovnani se skupinou s fyziologickym roztokem (59,3 £ 10,8 %).
Pouzité vehikulum neovlivnilo pomér ovulace. Podle zminénych vysledkli by mohla mit
tato nova metoda Siroké uplatnéni v intenzivnim chovu Stiky obecné.

Szabd a kol. (2014) nésledné porovnavali efekt tolstolobikové hypofyzy (SCPE) a
kapii hypofyzy (CPE) na chovu 3tiky obecné a kapra obecného. Davka 3,5 mg kg™ byla
navazéana na nosi¢ 2,5 % vodni disperze pryskytice Carbopol (Szabo, 2008). Aplikace
probéhla peritonealni injikaci 0,5 ml kg* BW. Po 4 dnech doslo k v{téru. V prvnim
roce dosdhlo ovulace 70,4 % jikernacek Stiky v obou skupindch s gonadosomatickym
indexem (GSI) 14,3 %. V dalsim roce to bylo 94,4 % u CPE a 87 % u SCPE s GSI 18,7
+ 3,43 % a 20,1 £+ 3,92 %. Oplozenost byla oba roky stejnd, pohybovala se kolem 55 +
55 %. Jikernacky kapra dosahly po aplikaci CCPE miry ovulace 66,7 % a po SCPE
100 %. Kromé ovulace u kapra byly rozdily mezi pfipravkami statisticky nevyznamné.

Bondarenko a kol. (2015) testovali jiny typ nosice, kterym bylo tzv. nekompletni
Freundovo adjuvans (FIA). Experiment probihal bez antagonisty dopaminu: 50 a 100
g GnRHa kg™ emulgované s FIA i s antagonistou dopaminu: 50 a 100 ug GnRHa.kg™
emulgované s FIA a 8 mg kg™ metoclopramidu. Tento nosié viak nebyl piilis efektivni.

Cejko a kol. (2016) se krom¢ hormonalni stimulace zabyvali i metodami ziskavani
jiker pro zlepSeni efektivity chovu §tiky obecné. V této studii byla porovnana klasicka
metoda vytlacovani jiker, palpace a pneumatickd metoda vyuzivajici vzduch (podtlak).
Nasledné byl porovnan efekt riznych aktivacnich roztokt (Billardiiv roztok, lihnatska
voda, Woynarovichliv roztok) na oplozenost jiker béhem umélého vytéru. Hodnoty
PGSI vzorki jiker po odbéru pomoci pneumatické metody byly nizsi (13,8 + 3,9 %), ale
statisticky se neliSily od tradi¢ni metody, palpaci (16,5 + 5,4 %). Lihnaiska voda a
Woynarovichitv roztok byly nejvhodnéjsi pro aktivaci spermii a néslednou oplozenost.
Ukézalo se, Ze klasickd metoda negativné ovliviiovala miru oplozenych jiker a procento
lihnivosti ve vzorcich oplozenych v lihnarské vodé a Woynarovichovu roztoku. Mira
oplozenosti po odbéru jiker pneumatickou metodou a oplozeni pomoci lihnarské vody ¢i
Woynarovichova roztoku vedla k vyssi oplozenosti (86,2 + 9,3% a 92,4 £+ 3,9%).
Zaroven byla vyssi lihnivost (83,0 = 8,4% a 88,3 £ 6,2%).

Hormonalni indukci spermiace mlicaki Stiky obecné se v minulosti zabyvala spousta
vyzkumnikl a dospé€li k poznatkiim, které by mohly piispét k lepsi efektivité chovu
tohoto druhu. Mli¢aci uvolnuji jen malé mnozstvi mli¢i v rozmezi 0,1 az 1,2 ml,
obvykle vsak jen 0,3 — 0,5 ml (Linhart, 1985). Proto se v praxi, z divodu nizkého poctu

mlicakd, pristupuje k jejich usmrcovani, vyjmuti testes a pouZiti testikularniho spermatu
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pro oplozeni jiker (Linhart a Pokorny, 1984). Hulak a kol. (2008) naméfili u 37 mlicaka,
bez hormonalniho oSetfeni, primérnou produkci mli¢i 1,2 + 0,8 ml. Vyznamné vyssi
koncentrace spermii byla pozorovana v testikularnim spermatu (TS) (34 £ 5 x 109.ml'1)
neZ ve spermatu ziskaném masazi bfisni ¢asti (SS) (23 + 4 x 10°.mlI™). TS i SS
vykazovaly po ziedéni v moci podstatné vyssi rychlost a pohyblivost spermii nez po
aktivaci v destilované vod¢ v pribchu aktivity. Motilita spermii byla 15 sekund po
aktivaci destilovanou vodou s BSA (pouziva se proti pfilepeni hlavicky spermic ke
sklicku) 62 =5 % u SS 1 TS a po ziedéni moci 90 = 10 % u SS a 100 + 10 % u TS a
rychlost spermii 163 + 40 u SS a 173 + 39 um.s™ u TS, rychlost viak neni blize
specifikovana. Kvalita spermatu jednotlivych mlicakti se muze razantné liSit a ovlivnit
vysledek celého vytéru. Proto je vhodné kontrolovat kvalitu spermii po odbéru ¢i
pouzivat sperma vicero mli¢dkli najednou (Babiak a kol., 2008).

Na ubytek Stik ve vodach reagovali Billard a Marcel (1980) s jejich vyzkumem
hormonalni terapie, ktera by v fizenych podminkach zlepsila stavy Stik. Zrali mlic¢aci
podstoupili v bfeznu a dubnu ruznou hormonalni 1é¢bu, jejichz cilem byla stimulace
spermiace. Intrakardialni injikace superaktivniho analogu GNRH neméla zadny Géinek
na stimulaci spermiace.

Nekteti autofi testuji G¢innost kombinovaného pouziti GnRHa s antagonistou
dopaminu. Cejko a kol. (2018) se zabyvali vyzkumem, ve kterém pouzivaji ptipravek
Ovaprim, obsahujici sGnRH spolu s antagonistou dopaminu, domperidonem a
srovnavaji tuto metodu s CPE. Mli¢i bylo odebrano 48 hodin po injikaci, masazi brisni
¢asti. Vysledky ukézaly, ze hormonalni terapie ma pozitivni efekt na dozravani mlici.
Rozdil v produkci mli¢i mezi skupinou injikovanou CPE v dévce 2 mg.kg™a skupinou
injikovanou Ovaprimem v davce 0,5 mlkg™ nebyl signifikantni, stejné jako rozdil
V pohyblivosti mli¢i exponovanych a neexponovanych skupin. Motilita ¢inila 95,3 —
96,6 %, produkce mli¢i byla 3,07 ml s koncentraci spermii 3,18.10°.mlI™ a byla
signifikantné odliSnd od neexponované skupiny s 0,12 ml a koncentraci spermii
1,17.10°mI™. vCL rychlost spermii byla stejna u vSech skupin, pohybovala se mezi
282,8 a 309,4um.s \. VSL rychlost byla po aplikaci Ovaprimu 220,6 pm.s ' a po
aplikaci CPE 186,6 um.s . Nejrazantn&jsi rozdil byl v progresivni pohyblivosti spermii,
ktera byla po 1é€be¢ Ovaprimem 51,4 %, u kontroly 36,6 % a u CPE 37,7 %. Stejny
princip indukce spermiace pouzil Krol (2009), kdy testoval ucinnost 1écby piipravkem
Ovopel (MGnRHa+metaclopramid) a Ovaprim (sGnRHa + domperidon) na mnozstvi a

kvalitu mli¢i korusky evropské (Osmerus eperlanus). Vysledkem obou piipravka byla
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stimulace spermiace (100 % oproti 68 % v kontrolni skuping). Zatimco 1écba
Ovaprimem zvysila objem a celkovou produkci mli¢i, 1é¢ba Ovopelem produkovala
spermie s vysSim procentem motility. Mezi parametry pohyblivosti spermii byla pouze
amplituda lateralniho posunu hlavy (ALH) vyznamné odlisSnd od kontroly u obou
hormonalné 1écenych skupin.

Po pouziti CPE (2 mg.kg™) jsme po 48 hodinich naméfili razantni zvyseni objemu
mlic¢i, které se zvySilo z 900 + 400 ml na 2200 + 300 ml. Zvysila se také pohyblivost
268 £ 15 % na 88 £ 5 %. Primérna VSL rychlost byla 93 + 7 um.sfl. Priimérna
koncentrace ¢&inila 19,26 + 7,6.10°.mI™. Cejko a kol., (2018) dosahnuli podobnych
vysledki. Pouzili rovnéz CPE v davce 2 mg.kg™ Motilita Ginila 95,3 — 96,6 %, produkce
mli¢i byla 3,07 ml s koncentraci spermii 3,18.10°mI" a byla signifikantn¢ odlisna od
neexponované skupiny s 0,12 ml a koncentraci spermii 1,17.10°.mI™* a VSL rychlost
byla po aplikaci CPE 186,6 pm.s *. Billard a Marcel (1980) testovali také kapfi
hypofyzu, kdy se celkové mnozstvi spermii odebrané po 1écbé zvysilo ve srovnani se
samci injikovanymi fyziologickym roztokem s hodnotou 64 + 55 ml o 3 — 11 nasobek s
castecné purifikovanym lososovym gonadotropinem (aktivita PPSG: polovina vysoce
purifikovaného s-GTH; injikace v davkach mezi 5 a 100 ug.kg'l télesné hmotnosti); o 3
— 6 nasobek se surovou kapii hypofyzou (0,5-3 mg.kg™ t&lesné hmotnosti), kde po
maximalni davce CPE 3 mg.kg™, byla naméfena hodnota 422 + 227 ml; a o 37
nasobek s Cerstvou §ti¢i hypofyzou (14 a 1,2 mg vlhké hmotnosti.kg™ t&lesné hmotnosti).
Spermie ziskané po hormonélni 1é€bé mély dobrou kvalitu.

V nasem experimentu byl u mli¢dkli prokazan vyrazny uc¢inek nosi¢l v podobé
mikro¢astic PLGA. Pouzitim PLGA bez MET se béhem naseho experimentu zvysil
objem spermatu ze 750 + 300 ml na 1250 £ 200 ml. Po 48 hodinach po aplikaci byla
pohyblivost spermii 95 % a VAP rychlost se zvysila ze 110 + 15 pm.s™ na 125 + 5
um.s. Pouzitim PLGA (20pug GnRHa.kg™) a dopamin antagonisty metoclopramidu
(MET, 20 mg.kg™) se objem vyprodukovaného mli&i oproti kontrole zdvojnasobil na
2100 + 700 ml. Zaroven se timto oSetfenim zlepSily vSechny pozorované parametry
rychlosti spermii (VAP, VCL, VSL). 48 hodin po aplikaci PLGA+MET byla VAP
rychlost spermii 118 + 8 pm.s™. Rychlost VCL dosahovala 48 hodin po aplikaci
PLGA+MET 130 = 5 um.s'l. Rychlost VSL byla po 48 hodinach po aplikaci 90 £ 7
um.s™. Na koncentraci spermii viak neméla hormonalni terapie efekt.

Hladina 11-ketotestosteronu se po 48 hodinach po injikaci snizovala u vSech skupin

kromé& kontroly. Piivodni koncentrace 2,5 + 0,5 ng.ml™ se u zmin&nych skupin sniZila
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na 1,25 + 0,3 ng.ml™. Podobného vysledku dosdhnuli Clearwater a Crim (1998) u
platyse zlatého (Pleuronectes ferrugineus), kdy se po injikaci GnRHa zvysila produkce
mli¢i a plasmaticka koncentrace se po injikaci z ptivodnich 4 + 1,1 ng.ml'lsniiila po
dvou dnech na 1,8 + 0,8 ng.ml™.

Velmi pozitivnim vysledkem je, ze vSichni mli¢aci oSetfeni PLGA bez i s MET
poustéli mli¢i. Toto zjiSténi mize mit velky dopad v praxi, jelikoZ by se nemuselo
pristupovat k zabijeni samcii z divodu nizké spermiace (Lahnsteiner a kol., 1998).

Nas vyzkum potvrdil, ze aplikace mikrocastic PLGA s navazanym GnRHa, a
predevsim v kombinaci s dopamin antagonistou metoclopramidem ma, ve spravné
koncentraci, vliv na vyvoj gonad, jejich kvalitu a nasledn€¢ i na samotnou ovulaci a
spermiaci Stiky obecné. Mlzeme predpoklédat, Ze toto hormonélni oSetfeni ma veliky
potencial pro uzivani ve velkoprodukénich chovech, kde by mohlo pozvednout produkci

Stiky obecné a mozna i jinych druhti ryb.
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6 ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo identifikovat druhové optimalni slozeni piipravku
na bazi PLGA mikroc¢astic z hlediska délky a intenzity uvoliiovani a slozeni G¢inné
latky (GnRHa, metoclopramide), ktera by mohla byt vyuzivana v umélé reprodukci
vybraného druhu ryb — stiky obecné (Esox lucius).

Pouzitim PLGA jsme u mlicaki dosahli pozitivnich vysledkli ve vSech naSich
métenich. Aplikaci PLGA bez dopamin antagonisty (MET) se objem mlici zvysil
ze 750 £ 300 ml na 1250 = 200 ml. Velmi uspokojivych vysledk jsme dosahli i po
aplikaci PLGA+MET, kdy se objem mli¢i zvysil z 1000 = 400 ml na 2100 + 700 ml.
Aplikace téchto ptipravki neméla efekt na koncentraci spermii, av§ak méla zna¢ny vliv
na pohyblivost spermii. K nejvyraznéjsimu zvyseni doslo po 48 h po aplikaci PLGA,
kdy se pohyblivost zvysila z 80 + 15 % na témét 95 %. Aplikace PLGA i PLGA+MET
zpusobuje v prvnich dnech jeji znatelné navySeni, avSak v dalSich dnech se pomalu
snizuje. Ukazalo se, Ze celkové nejucinngjsi je pravé kombinace PLGA+MET, u které
se prokazal razantni vliv nejen na produkci a pohyblivost spermii, ale i na zlepseni
vSech sledovanych parametr rychlosti spermii. VAP rychlost se z poc¢ate¢niho stavu
piiblizng 110 £ 20 pm.s™ po 48 h zvysila na témé&k 120 + 10 pm.s™ u skupin s CPE a
PLGA, aviak u skupiny s PLGA+MET na téméF 130 + 5 pm.s™. Uginek této kombinace
se na VCL rychlost vyrazné projevila po 96 h, kdy se poc¢ate¢ni primérna rychlost 120
+ 10 pm.s™ zvysila na 130 + 5 pm.s™. Pram&ma VSL rychlost se z piivodnich 85 + 15
um.s™ po 48 h zvysila na 90 + 10 pm.s™. Praiméma koncentrace 11-ketotestosteronu se
pied injikaci pohybovala okolo 2,5 + 0,5 mg.ml™. Nejvyrazngjsi pokles jsme po 48h
zaznamenali rovnéZ u skupiny PLGA+MET. Jednoznaéné jsme prokézali pozitivni vliv
na dozravani samcich gamet a jejich uvolfovani.

Pozitivni u¢inek mikro¢astic se projevil i v druhém experimentu s jikernackami.
Pouzitim kombinace PLGA+MET (20pg GnRHakg?+20 mgkg") se podatilo
dosahnout ovulace u vSech ryb. Oproti kontrole se doba latence zkratila na 94h (o 42h
ménd). Po pouZiti zvysené siln&jsi davky (40pug GnRHa.kg'+20 mg.kg™?) jsme dosahli
polovi¢ni ovulace, avSak velmi uspokojivych vysledkli oplozenosti 55,6 = 7,2 % a
lihnivosti 77,68 £ 16,7 %. Touto koncentraci jsme dosahli pozitivnich vysledkd 1 u
absolutni a relativni plodnosti, kde hodnoty plodnosti ptevySovaly nebo se rovnaly
hodnotam kontroly. Pouziti samotného PLGA se neukéazalo jako pfili§ efektivni, jez

potvrzuje nutnost pouziti dopamin antagonisty.
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Na zavér lze konstatovat, ze jsme dokézali pozitivni vliv na dozrdvani gamet
samicCich a ¢astecné i samicich. Vétsina zjisténych hodnot je velmi uspokojiva, avsak
stale je prostor pro zlepSeni, pficemz se uspéch s jistotou nachazi v idedlni kombinaci

GnRHa a dopamin antagonisty.
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9 PRILOHY

Ptiloha.¢.1: Anestezie jikernaéek Stiky obecné (Esox lucius)
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Priloha ¢.2: Odbér spermatu
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Priloha ¢.3: Osemenéni smésného vzorku jiker pomoci testikularniho spermatu
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Ptiloha ¢.4: Techniky vytéru: a) v sedg; b) ve stoje
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Ptiloha ¢.5: Oplozeni jiker
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Ptiloha ¢.6: Odlepkovani jiker
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Ptiloha ¢.7: Injikace do hibetni svaloviny
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Ptiloha ¢.8: Inkubace jiker v Chasseovych lahvich
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Ptiloha ¢.10: Rozplavany vackovy pludek
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Ptiloha ¢.11: Detail embryi
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Ptiloha ¢.12: Ptiprava hormonalnich preparatt
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Ptiloha ¢.13: Vzorky jiker

Ptiloha ¢.14: Inkubace jiker v inkubatoru
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10 ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na identifikaci druhové optimalnich piipravka
na bazi PLGA mikroc¢astic z hlediska délky a intenzity uvoliiovani a slozeni G¢inné
latky (GnRHa, metoclopramide), ktera by nasla vyuziti v umélé reprodukci vybranych
druhti ryb — $tiky obecné (Esox lucius).

V podminkach Experimentalniho rybochovného pracoviité, FROV JCU ve
Vodiianech a taborské Sti¢i lihngé ESOX s.r.o. probihal prvni dvoutydenni experiment,
z n¢hoz jsme dosahly pozadovanych vysledki u mli¢akt. O rok pozdéji se experiment
odehraval opét v Tabotfe a nové v lihni v Mydlovarech. Tentokrat se soustiedil na
jikernacky. Béhem prvniho vyzkumu jsme dosahli uspokojivych vysledki a potvrdilo se,
ze jdeme spravnym smérem. Jako nejucinnéjsi se prokdzala kombinace GnRH spolu
s dopamin antagonistou Metoclopramidem. U mli¢aka jsme nejlepSich vysledkti dosahli
aplikaci 20pg GnRHa.kg?+20 mg MET.kg™, kde jsme dosahli pozitivnich vysledki u
vSech sledovanych parametri — zvySeny objem vyprodukovaného mli¢i, zvySena
pohyblivost a rychlost spermii, snizena koncentrace 11-ketotestosteronu. B&hem
druhého experimentu zaméfeného na jikernacky jsme prokézali, ze kombinace
GnRH+MET v koncentraci 20pg GnRHa.kg?+20 mg MET.kg™? ma pozitivni vliv na
dosazeni ovulace, snizeni doby latence a vy3§i koncentrace 40ug GnRHa.kg™+20 mg
MET.kg™ i na oplozenost a lihnivost jiker, avSak za cenu nizs8i plodnosti.

Vysledky experimentt ukazuji, Ze pouzitim kombinace a spravné koncentrace GnRH
S dopamin antagonistou je mozné indukovat dozravani gamet mli¢aku 1 jikernacek Stiky

obecné. U jikernacek vSak stale ziistdva prostor pro zlepSeni.

Klicova slova: Stika obecnd, PLGA, kapti hypofyza, ovulace, hormondlni stimulace,

dopamin antagonista
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11 ABSTRACT

This bachelor thesis was focused on identification of species-optimized preparations
based on PLGA microparticles in terms of length and intensity of release and
composition of active substance (GnRHa, metoclopramide), which would be used in
artificial reproduction of selected fish species - pike (Esox lucius).

Under the conditions of the Experimental Fish Farm, FROV JCU in Vodiiany and the
Tabor Sti¢i liheti ESOX s.r.0. the first two-week experiment was conducted to achieve
the desired results, which were achieved with males of pike. A year later, the
experiment took place again in Tabor and newly in the hatchery in Mydlovary. This
time we focused on females of pike. During the first research, we have achieved
satisfactory results and confirmed that we are going in the right direction. Combination
of GnRH with dopamine antagonist Metoclopramide has been shown to be most
effective. The best results were achieved by application of 20pg GnRHa.kg-1 + 20mg
MET .kg-1, where we achieved positive results in all parameters - increased milt
production volume, increased sperm motility and speed, decreased 11-ketotestosterone
concentration. During the second experiment with female, we showed that the
combination of GnRH + MET at a concentration of 20ug GnRHa.kg-1 + 20mg
MET .kg-1 has a positive effect on ovulation achievement, latency time reduction and
higher concentration of 40ug GnRHa.kg-1 + 20 mg MET .kg-1 also for fertilization and
hatching of eggs, but at the cost of lower fecundity.

The results of the experiments show that by using this combination and the correct
concentration of GnRH with the dopamine antagonist it is possible to induce maturation
of the gametes of male as well as female of pike fish. However, there is still room for

improvement of female.

Keywords: northern pike, PLGA, carp pituatiry extract, ovulation, hormonal

stimulation, dopamin antagonist
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