Jihogeska univerzita v Ceskych Budé&jovicich
Fakulta rybafstvi a ochrany vod

Vyzkumny ustav rybafsky a hydrobiologicky

Bakalarska prace
Hormonalni stimulace ovulace
amura bilého
(Ctenopharyngodon idella)

Autor: Martin Musil

Vedouci bakalaiské prace: Mgr. Peter Podhorec, Ph.D.
Konzultant bakalarské prace: Prof. Ing. Jan Koufil, Ph.D.
Studijni program a obor: B4103 Zootechnika, Rybaftstvi
Forma studia: Prezen¢ni

Ro¢nik: 3.

Ceské Budgjovice, 2017



ProhlaSuji, ze svoji bakaldiskou praci jsem vypracoval samostatné pouze
S pouzitim prament a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, ze,
v souladu s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni, souhlasim se zvefejnénim
své bakalatské prace, a to v nezkracené podobé, pfipadné v Gpraveé vzniklé vypusténim
vyznaenych ¢asti archivovanych FROV JU. Zvetejnéni probiha elektronickou cestou
ve vefejné pristupné casti databaze STAG provozované JihoCeskou univerzitou
v Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého
autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby
toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zékona €. 111/1998
Sb. zvetejnény posudky Skolitele a oponentli prace i zaznam o prubéhu a vysledku
obhajoby kvalifika¢ni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikacni prace
s databazi kvalifikatnich praci Theses.cz provozovanou Nérodnim registrem

vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem na odhalovani plagiati.

V Ceskych Budgjovicich dne
Podpis studenta:

Martin Musil



Podékovani:

Timto bych velmi rad pod€koval vedoucimu mé prace Mgr. Petrovi Podhorcovi,
Ph.D. a konzultantovi prof. Ing. Janu Koufilovi, Ph.D. za jejich trpélivost a odbornou
pomoc pii vypracovani této bakalaiské prace. Dale bych chtél pod€kovat
v§em pracovniklim Rybatstvi Hodonin s.r.0. za jejich pomoc pfi spolecném experimentu.
Nejveétsi pod€kovani patii mé roding, ktera mé neustale podporuje pii mém dosavadnim
studiu. V zavéru chei taktéz podékovat mé nejlepsi kamaradce P. Vachoutové, za jeji

podporu a povzbuzeni v praci.



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
Fakulta rybafstvi a ochrany vod
Akademicky rok: 2014/2015

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Martin MUSIL
Osobnf ¢&islo: V13B054P
Studijni program: B4103 Zootechnika

Studijni obor: Rybarstvi
Nézev tématu: Hormonélni stimulace ovulace amura bilého (Ctenopharyngodon
idella)

Zadavajici katedra: Ustav akvakultury a ochrany vod

Zidsady pro vypracovdni:

Cil préce

Optimalizace hormonélni stimulace ovulace amura bilého (Ctenopharyngodon idella) na za-
kladé vyuziti syntetickych liberinti s nebo bez inhibitoru dopaminu.

Hormondlni stimulace ovulace amura bilého je nezbytnym predpokladem ziskani dostateéného
mnozstvi ndsadového materidlu pro zarybnéni volngch vod. Metoda umélého vitéru je zalo-
Zena na indukci finalniho zrani oocytdl vlivem aplikovanych exogennich hormont (gonadotro-
pindi nebo liberinit). Inovativni podstatou predlozeného tématu je optimalizace hormonélniho
osetfeni na zékladé vyuziti syntetickych liberini s nebo bez piidavku inhibitoru dopamin,
podloZend analyzou hladiny luteiniza®niho hormonu v krvi a plodnostnimi charakteristikami
oSettfenych ryb.

Metodicky postup zpracovani tématu bakaldiské prace:

A. Vypracovani detailniho literdrniho piehledu

1. Neuroendokrinni regulace reprodukce ryb

2. Metody a postupy hormonéln{ indukce ovulace u kaprovitych (Cyprinidae)

3. Hormondln{ indukce ovulace u amura bilého (Ctenopharyngodon idella)

B. Umél4 reprodukce

Environmentalni a hormonalni indukce ovulace v kontrolovanych podminkach rybi lihné v
Hodoniné. Vliv dvou hormonalnich preparati (GnRH, GnRH s Metoclopramidem) na sekreci
luteiniza¢niho hormonu, procentudlni dspésnost vytfenych jikernacek a kvalita jiker.

C. Vypracovani bakalaiské prace



Rozsah grafickych praci: 10 - 15 stran
Rozsah pracovni zpravy: 30 - 50 stran
Forma zpracovani bakalarské préce: tiSténd
Seznam odborné literatury:

Legendre, M., Linhart, O., Billard, R., 1996: Spawning and management of
gametes, fertilized eggs and embryos in Siluroidei. Aquatic Living Resources, 9,
59-80.

Levavi-Zermonsky, B., Yaron, Z., 1986: Changes in gonadotropin and ovarian
steroids associated with oocytes maturation during spawning induction in the
carp. General and comparative endocrinology, 62, 89-98.

Maiianés, E., Duncan, N., Mylonas, C., 2009: Reproduction and control of
ovulation, spermiation and spawning in cultured fish. Methods in reproductive
aquaculture. Marine and Freshwater Species, CRC Press, Boca Raton, 3-80.
Mylonas, C.C., Fostier, A., Zanuy, S., 2010. Broodstock management and
hormonal manipulations of fish reproduction. Gen. Comp. Endocrinol., 165:
516-534.

Mylonas, C. C., Zohar, Y., 2007. Promoting oocyte maturation, ovulation and
spawning in farmed fish. The Fish Oocyte, 437-474.

Nagahama, Y., Yamashita, M., 2008. Regulation of oocyte maturation in fish.
Dev. Growth Diff., 50: 195-219.

Podhorec, P., Kouril, J., 2009. Induction of final oocyte maturation in
Cyprinidae fish by hypothalamic factors: a review, Vet. Med. 54: 97-110.
Yaron, Z., Bogomolnaya, A., Drori, S., Biton, I., Aizen, J., Kulikovsky, Z.,
Levavi-Sivan, B., 2009. Spawning induction in the carp: Past experience and
future prospects - A Review. Isr. J. Aquac.-Bamidgeh, 61: 5-26.

Vedouci bakaldiské prace: Mgr. Peter Podhorec, Ph.D.
Ustav akvakultury a ochrany vod
Konzultant bakaldrské prace: prof. Ing. Jan Koufil, Ph.D.

Ustav akvakultury a ochrany vod

Datum zadédni bakaldiské prace: 17. srpna 2015

Termin odevzddni bakaldiské price: 6. kvétna 2016

prof. Ing. Otomar Linhart), DrSc. Ing. Jan Mréz, Ph.D.
dékan reditel

V Ceskych Budéjovicich dne 29. bYezna 2016



L VO 8
2. LIterarni prehled ......ooovviiiiiiiiiie s 10
2.1. Amur bily (Ctenopharyngodon idella — Valenciennes, 1844)....................... 10
2.1.1. Taxonomicke Zatazeni .........cccoviveiieiiiiiiie e 10
2.1.2. BIONOMIE ArUNU.....cooiviiiiiiiiii e 11
2.1.3. ZemEPISNE TOZSITENI ....vvviiiiieiiiiie st 12
2.1.4., PTIrozena reprodUuKCe ......ceieiviiiiiiiiiiie it 13
2.1.5. NATrOKY N& ChOV ... 15
2.2. Neuroendokrinni regulace reprodukce ryb..........ccoovveiieiiniciicnincec 18
2.2.1. REProduKCe MyD .....c.viiiiiii s 18
2.2.2. Hormonalni fizeni ovulace ryb .........ccoovviieiiiiiiiiiieeeee e 19
2.2.3. OVUIACE ... 22
2.2.4. Uméla reprodukce u amura bilého .........cccovveiiiiiiiiiiiiccc e 23

3. Materidl @ MEtOAIKaA .....ccvvvviiiieiicieiee s 29
3.1. PodminKy pOKUSU .....ccviiiiiiiiiiii i 29
3.1.1. EXperimentalni rybY.......ccoviiiiiiiiiiiiice e 29
3.1.2. Vylov a transport experimentalnich ryb..........cccociiiiiiii, 29
3.1.3. Selekce a pfechovani experimentalnich ryb........ccccoviiiiiiiiiiicin, 29
3.2. PouZité chemickeé pripravky .......cccoiiiiiiiiiiiiiiicec s 30
3.2.1. Hormonalni pHPravky ......cccocviiiiiiiiiiiiiciicsee e 30
3.2.2. Dal8i chemické pripravky .......ccccoviiiiiiiiiiiiiii 31
3.3 UMY VIEET ..t 32
3.3.1. Hormonalni iNJIKACE.........ciiiirieiieieriesie e 32
3.3.2. OdbEY KIVE...coiiiiieceeee s 32
3.3.3. Samotny UMELY VILET ....ooviiiiicieieeeee s 33



3.4. Zpracovani vYSIedKl ........cccooiiiiiiiii 33

A VYSIEAKY .o 35
A1 HIAAINY LH ..o 35
4.2. Plodnostni charakteriStiKy .........cccovveiiiiiiiiiiic e 35

5. DISKUSE ... 39

0. ZAVET ..ottt s 44

7. Pfehled pouzZit€ IteTatury .......ccviiieiiiiieiiiie it 45

8. Seznam ZKrateK ..o, 56

9. Seznam PIION .....ooiiiie e 57

1O, PTHIONY ..t 58

110 ABSEAKL. ... 64

12, ADSEIIACT ...t 65



1. Uvod

Celed” Cyprinidac je jednou z nejrozifendjsich skupin sladkovodnich ryb,
vyskytujicich se v Severni Americe, Africe a Eurasii. Tato ¢eled’ zahrnuje 2 010 druhd,
které fadime mezi 210 rodd (Nelson, 2006). Abychom mohli hovofit o udrzitelnosti
produkce Cyprinidae, a to jak z hlediska programu ochrany (Kaminski a kol., 2004) nebo
akvakulturni produkce (Mikolajczyk a kol., 2004), je zdkladnim pozadavkem zvladnuti
uspésného fizeni vSech fazi umélého rozmnozovani. Mnoho rybich druhd chovanych
V zajeti, vykazuje urcitou formu reprodukéni dysfunkce (Peter a kol., 1988; Brzuska,
1999; Kouiil a kol., 2011). U kaprovitych ryb se tato dysfunkce pievazné projevuje
neptitomnosti kone¢ného zrani oocyti (Sokolowska — Mikolajczykem a Mikolajczykem,
1991; Yaron, 1995; Mananos a kol., 2009).

V této praci se zamétuji na umélou reprodukci amura bilého (Ctenopharyngodon
idella), ktery je v Ceské republice neptivodnim druhem kaprovitych ryb (Cyprinidae).
Do byvalého Ceskoslovenska, konkrétné pak na Tiebomisko, byl dovezen roku
1961 z evropské casti Ruska, z farmy Gorjalyj Klju¢ (Krasnodarska oblast, severné
od Cerného mote); (Putschogl, 1973). Daivodem introdukce amura byla piedevsim jeho
o¢ekavana biomeliora¢ni funkce (Krupauer, 1965; Mares a kol., 1970). Amur bily se zivi
primérné rostlinnou potravou, dopliuje tedy obsadky produkénich i1 sportovnich vod.
V dnesni dobé je amur béZnou soucasti obsddek ryb ve volnych vodach,
kde je vyhledavanou rybou pro sportovni rybolov. Dale se amur vyuziva v produkénim
rybafstvi, kde nekonkuruje kapru obecnému (Cyprinus carpio) a dopliuje tak obsadky
nasich rybnikt (Dubsky, 1998). Amur se u nas v ptirozenych podminkach nevytira, jeho
chov a vyskyt ve volnych vodich je tedy podminén umélou reprodukci
(Citek a kol., 1993).

Uméla reprodukce u amura bilého je bézné vyuzivana metoda. Umélou reprodukci,
kterou dnes v akvakultufe vyuzivame, provadime pomoci hormonalné indukovaného
vytéru. V soucasné dobé vyuzivame K indukci ovulace ryb hormonalnich preparatu.
aplikace kapti hypofyzy nebo synteticky vyrobenych GnRH analogti v kombinaci
s dopamin inhibitorem (Koufil a kol., 1999; Koufil a kol., 2011).

Vysledkem této prace by méla byt optimalizace hormonalniho oSetieni na zakladé
syntetickych liberini s nebo bez piidavku dopamin inhibitort, kde je cely experiment

podlozen analyzou hladiny luteinizatniho hormonu v Kkrvi  a plodnostnimi
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charakteristikami oSetfenych ryb. Tato prace by méla pfinést nové poznatky do této

problematiky.



2. Literarni prehled

2.1. Amur bily (Ctenopharyngodon idella — Valenciennes, 1844) —

Grass carp

2.1.1. Taxonomické zarazeni

Systematické zafazeni upraveno dle FishBase (2004):

Rige: zivo¢ichové (Animalia)
Kmen: strunatci (Chordata)
Podkmen: obratlovci (Vertebrata)

Nadtiida: ryby (Osteichthyes)

Trida: paprskoploutvi (Actinopterygii)

Rad: maloostni (Cypriniformes)

Celed: kaproviti (Cyprinidae)

Rod: amur (Ctenopharyngodon)

Druh: amur bily (Ctenopharyngodon idella)

‘
ry’

X XC )'.'2’)‘,))0;,0‘%.);’0';’;!’;‘\".
; JOOOCOCSSAN
X .0 0%0.0.0’9' A .0' ’b" DOCO0H

,,,,,,

Obr. ¢.1: Obrazek Amura bilého (Ctenopharyngodon idella)
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2.1.2. Bionomie druhu

2.1.2.1. Zakladni popis rozpoznavacich znaki

Amur patii knejpocetnéjSim a nejrozSifenéjSim  zastupctiim  kaprovitych
(Cyprinidae). Je také jedinym zastupcem rodu Ctenopharyngodon (Shireman a Smith,
1983; Chilton a Muoneke, 1992; Kottelat a Freyhof, 2007). Pro t€lo amura je vyzna¢ny
ptedevsim jeho torpédovity tvar. Jeho télo je pokryté velkymi cykloidnimi Supinami,
které jsou kromé bfiSni partie tmavé lemovany. Jeho hlava je plocha. Dal§im vyraznym
rozpoznavacim znakem jsou jeho oci, které jsou posunuty nize, nez napiiklad u kapra
obecného (Cyprinus carpio); (Shireman a Smith, 1983; Barus a Oliva, 1995b; Kottelat
a Freyhof, 2007). Amur, na rozdil od kapra, postrada vousky (Page a Burr, 1991;
Opuszynski a Shireman, 1995). Ocasni nasadec je v porovnani s ostatnimi kaprovitymi
velmi mohutny. V Ceské republice je amur nejéastéji zaménovan s jelcem tloustém
(Squalius cephalus). Ten ma vSak bfisni a fitni ploutev ¢ervené aZz oranzové zbarvenou,
na rozdil od svétlé hnédozelené barvy biisni a fitni ploutve amura (Barus a Oliva, 1995b;

Kottelat a Freyhof, 2007).
2.1.2.2. Stanovis§té a chovani

Amur bily patfi mezi typické hejnové ryby, vyskytujici se ve vodnim sloupci.
Vyskytuje se predevsim ve stfednich a dolnich ¢astech vétsich fek s mensim proudénim
vody. Z téchto lokalit, podnika migrace do ptilehlych, vegetaci zarostlych fi¢nich ramen,
za Ucelem ziskani potravy (Shireman a Smith, 1983; Page a Burr; 1991; Barus a Oliva,
1995b). V obdobi léta se pohybuje piedev§im u hladiny. Vydava se do oblasti litoralu,
kde vyhledava a konzumuje pfilehlou vodni vegetaci. I vétsi jedinci ptiplouvaji do mélké
vody o hloubce pouhych 30 cm (Krupauer, 1989). V zimnich mésicich vyhledava
hlubokou vodu, kde podobné jako kapr pfezimuje (Shireman a Smith, 1983).

Amurovi zcela vyhovuje prostiedi rybniki, jezer a idolnich nadrzi. Jako teplomilna
ryba je dokonce nasazovan s uspéchem do chladicich nadrzi elektraren (Krupauer, 1969).
Amur také migruje do brakickych vod Aralského, Azovského a Cerného mote, jelikoz

je odolny salinité az 12 %o (Karpevic, 1966).
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2.1.3. Zemépisné rozsireni

Paivodnim rozsifenim tohoto druhu je oblast Ciny, zahrnujici i feku Amur, ktera
predstavuje pfirozenou hranici mezi Ruskem a Cinou. Konkrétnd pak feky Nigpo,
Shanghai, jezero Tungling, Hunan (Adams a kol., 2011), Amur bily také Zije v povodi
fek Yang-tze, Sungari a Ussuri (Chapman a Wang, 2006). Tento vyznamny hospodaisky
druh byl v 50. letech diky uspésnému zvladnuti umélé reprodukce a nasledné inkubace
jiker introdukovan do mnoha vyznamnych svétovych rybarskych oblasti. ZkuSenosti
schovem tohoto druhu miZeme najit v riznych statech byvalého SSSR, dale
v Mad’arsku, Bulharsku, Polsku, v byvalé Jugoslavii, SRN, Holandsku, déale Dansku,
USA, Anglii, Japonsku, Pakistanu, Indii, Malajsii, Egypté, na Novém Zélandé, Syrii,
Sudanu, franu a Uruguayi (Avault a kol., 1968; Krupauer, 1989; Opuszynski a Shireman,
1995). V dne$ni dob& je vyskyt amura v Severni Americe spojovan s narusenim
ekosystému tamnich fek. Amurovi se zde velmi dafi a diky bezproblémovému
prirozenému vytéru jeho poCty exponencidln¢ vzrustaji (Cudmore a Mandrak, 2004,

Jones a kol., 2017).

Obr. ¢.2: Obrazek plvodniho a neplivodniho vyskytu amura bilého upraveno
dle Opuszynski a Shireman (1995)

]

puvodni
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Amur bily byl poprvé piivezen a introdukovan do byvalého Ceskoslovenska Vv roce
1961 na Ttebonisko, tento rok je tedy povazovan za zahajeni aklimatizace bylozravych
ryb u nas (Kubi a Lusk, 1962; Krupauer, 1965; Krupauer, 1966). V roce 1964 a 1965 byl
do byvalého Ceskoslovenska opakované dovazen vackovy plidek ze SSSR (Krupauer,
1965; Kubu a Krupauer, 1965). Od roku 1972 se amur vysazuje i do volnych
vod a muzeme ho najit v nadrzich, nebo i na velkych fekach, ptedevsim na jizni Moravé

a Slovensku — v Dyji, Dunaji, Morav¢, Labi aj. (Krupauer, 1965).
2.1.4. Prirozena reprodukce

V Ceské republice se zatim amur pfirozené nevytira (Lusk a kol., 1983). Diivodem
problematiky pfirozené reprodukce amura je predevS§im klima piisobici na naSe Gzemi.
Nase klima totiz neposkytuje amurovi dostateCny pocet dennich stupni, které
jsou limitujici k dozrani jiker a jejich ovulaci (Goodchild, 1999). Z dlouhodobého
hlediska zmén klimatu, vSak u amura neni zcela vylouceno pfizplisobeni naSim
podminkam, a to i v¢etné jeho piirozené reprodukce ve volnych vodach

(Mikesova, 1995).
2.1.4.1. Pohlavni dospélost — pohlavni dimorfizmus

Pohlavni dospélost amura, tedy uzce souvisi s klimatickymi podminkami
a zpusobem chovu (Stanley a kol., 1978). Rozmezi pohlavni dospé€losti se pohybuje
kolem 3-11 let. Mli¢aci dosahuji pohlavni dospélosti zpravidla o 1-2 roky dfive
(Shireman a Smith, 1983; Beck, 1996).

Mimo vytérové obdobi nepozorujeme u amura znamky pohlavniho dimorfizmu.
V predvytérovém obdobi miizeme u mli¢akd amura pozorovat zdrsnéni a zdufeni tvrdych
paprskit prsnich ploutvi. U jikernacek nastava zvétSeni objemu biiSni dutiny

(Shireman a Smith, 1983; Kottelat a Freyhof, 2007).
2.1.4.2. Reprodukéni strategie

Amur bily se fadi mezi pelagofilni druhy ryb. To znamena, ze K pfirozenému
rozmnozovani dochazi ve vodnim sloupci. Ke tfeni dochdzi viekach v zavislosti
na teploté a vyvoji pocasi. Ve své domoving se amur vytird zpravidla od poloviny kvétna
az do druhé poloviny ¢ervna (Vinogradov a kol., 1965; Shireman a Smith, 1983; Cudmore
a Mandrak, 2004). V podmikach stfedni Evropy dochazi k vytéru o mésic pozdeji, tedy

zacatek Cervna az konec ¢ervence (Horvathova a Horvath, 1974a).
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Diky jeho reprodukéni strategii vyhleddva v fekach spiSe mista s rychlejSim
prutokem vody, nebo mista, kde dochédzi k riznému turbulentnimu proudéni, jako
jsou napiiklad soutoky fek (Stanley a kol., 1978). Fedorenko a Fraser (1978) popisuje,
Ze se amur vytira 1 pod piehradnimi nddrzemi, kde u vyusténi turbin dochazi k zna¢nému
proudéni vody. Stanley a kol. (1978) uvadi optimalni rozmezi proudéni vody
K ptirozenému vytéru. Jedna se o proudéni vody o rychlosti 0,6 — 1,5 m.s™%.

V pribéhu samotného vytéru je kazdd jikernaCka nasledovana dvéma, Ci vice
mli¢dky. Tato skupinka pod vedenim jikernacky vyhleda nejsiln€jsi proud,
kde se jikernacka nakloni na bok a vypusti jikry. Pfesné v tento moment mlicaci, kteti
jsou polozeni pfimo na jikernacce, vypusti mli¢i a dochazi tak k oplozeni (Lin, 1935;
Chilton a Muoneke, 1992; Jones a kol., 2017).

Amur je schopen se vytirat v teplotnim rozmezi mezi 20-30 °C, pti¢emz optimalni
teplota vody je 22-24 °C (Jones a kol., 2017). Crossman a kol. (1987) popisuje vytér
amura pfi relativné vysoké teploté¢ 27 °C a Shireman a Smith (1983) pfi velmi nizké
teploté 15 °C. Chilton a Muoneke (1992) uvadi, ze v Ciné dochazi k vytéru pii 30 °C.
U ryb, které se ve vytérovém obdobi nevyttely, dochazi béhem kratké doby ke vsttebani
jiker (Gorbach, 1970).

2.1.4.3. Plodnostni charakteristiky

V zavislosti na stafi a hmotnosti generacnich ryb kolisd plodnost obou pohlavi

(Cudmore a Mandrak, 2004).
Objem mli¢i u pohlavné dospélych mli¢akti se pohybuje primérné kolem 1,5 ml mli¢i
(Tolg, 1981). Podle Popova (1968), mizeme V umélém chovu hypofyzarni injikaci docilit
objemu mli¢i az kolem 3 — 5 ml. Horvathova a Horvath (1974b) uvadi az 15 ml. Po styku
s vodou o teploté 29 °C trva aktivni pohyb spermii piiblizné od 25 — 55 vtefin. Pti nizsi
teploté vody se aktivni pohyb spermii prodluzuje (Jones a kol., 2017). V umé&lém chovu
mohou byt mli¢aci vyuziti k odbéru spermatu opakované (Tolg, 1981).

Plodnost je pfimo umérné délce, vaze a stafi jikernaek (Shireman a Smith, 1983;
Chilton a Muoneke, 1992). Relativni plodnost jikernacek se pohybuje mezi 60 000 —
123000 ks.kg? (Vinogradov, 1966; Horvathova a Horvath, 1974a). Pro absolutni
plodnost uvadi Shireman a Smith (1983) 2 000 000 ks jiker. Fedorenko a Fraser (1968)
popisuje absolutni plodnosti amurd v fece Amur. Zde autofi uvadi 800 000 ks, jako

prumérny pocet jiker na samici. Podle ¢eského autora Krupauera (1965) je pracovni
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plodnost jikernacek 80000 — 2000000 kust jiker. Podrobngji popsal v roce

1968 pracovni plodnosti jikernacek rusky autor Vinogradov.

Tab. ¢.1: Piehled pracovni plodnosti pétiletych az sedmiletych jikernacek
(Vinogradov a kol., 1968)

Primérny pocet jiker
Stari jikernacek Pocet jiker (Kks)
(ks)
Pétileté 10 000 — 731 000 255 000
Sestileté 100 000 — 1 210 000 550 000
Sedmileté 85000 -1 673 000 685 000

Cerstvé vytiené jikry maji tmavé olivovou aZ Sedavou barvu (Vinogradov, 1966).
Jikry amura maji specifickou hmotnost pfiblizné stejnou jako voda a maji velmi tenky
jikerny obal Vv porovnani s ostatnimi zastupci Cyprinidae. Diky témto vlastnostem
jsou jikry pelagické, nelepkavé a potfebuji velmi dobfe okysli¢enou vodu
(Stanley a kol., 1978; Tolg, 1981). Podle Fedorenka a Frasera (1978) mohou byt jikry
v iece unaSeny do jejich vylihnuti az 180 km. Jikry amura jsou silné bobtnavé
(Jones a kol., 2017). Velikost jiker pfed nabobtnanim je 1- 1,5 mm. Po nasledném

nabobtnani zvétsuji sviij objem béhem 4-5 hodin na 4 — 5,3 mm (Stranai, 2000).
2.1.5. Naroky na chov

2.1.5.1. Naroky na prostiedi:

Amura fadime mezi teplomilné ryby. Nejvyssi pfijem potravy vykazuje pti vysSich
teplotach vody a to mezi 20 — 28 °C. Bez znamek negativniho chovani snési teplotu vody
do 34 °C. Letalni hranice teploty vody pro amura je 41 °C (Schofield a kol., 2005).
Dokaze vsak piezimovat i pti nizké teploté vody 1,5 — 0,5 °C (Fedorenko a Fraser, 1978;
Chilton a Muoneke, 1992). Ke snizeni fyziologické aktivity dochazi pti teploté vody 14—
15° C. Uplné zastaveni nastava pii 8 °C (Krupauer, 1989). Nahlé poklesy teploty vody
04-5 °C, se u amura projevuji docasnym poklesem piijmu potravy. Avsak v jarnich
¢i podzimnich mésicich amur reaguje na zvyseni teploty vody (o 3—4 °C), velmi rychlym
zvySenim piijmu potravy (Krupauer, 1968).

Plidek amura je velmi naro¢ny na teplotu vody. Yang a kol. (2013) uvadi optimalni

teplotu vody pro chov pliadku kolem 30 — 32 °C. V nasich rybni¢nich podminkach
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jsou vsak tyto hodnoty nerealné. Maximalni teploty vody se u nas pohybuji pouze kolem
24 — 28 °C (Horvathova a Horvath, 1974b). Podle Krupauera (1989) je odchov plidku
nejvice rizikovou fazi zivotniho cyklu amura. Hlavnimi davody jsou naroky amura
na teplotu vody (az 32 °C) a zvysena citlivost k nahlym zménam teploty vody.

M¢éné narocny je vSak na obsah rozpusténého kysliku ve vodé. Optimalni obsah
rozpusténého O ve vodé je 6 — 7 mg.I"t (Shireman a Smith, 1983; Chilton a Muoneke,
1993). Dospéli jedinci dokéazi prezivat i ve vode s obsahem rozpusténého kysliku pouze
0,5 - 0,9 mg O .I'* (Cudmore a Mandrak, 2004; Yang a kol., 2013). Amur zvlada
bez vétsich problému pH 7,5 — 9 (Zhao a kol., 2011).

2.1.5.2. Riistové schopnosti

Potér amura po vylihnuti dosahuje velikosti 6-7 mm. Velikost jedincl starych
jednoho mésice se pohybuje mezi 25 — 30 mm (T6lg, 1981). Nasledny rtist amura je pfimo
umérny dostatku vhodné potravy. DalSim velmi vyznamnym faktorem ovliviiyjici
rast amura je teplota vody (Chapman a kol., 2013). V tabulce ¢islo dvé je uveden piehled
rustovych schopnosti amura bilého na rtiznych mistech na svété dle Krupauera (1989).
Podle Hicklinga (1962) plidek amura v Malajsii dosahujici staii 9 mésict, dortsta délek
az 630 mm a neuvéfitelné hmotnosti az 3,3 kg. Pro srovnani Charitonov (1968) popsal
hmotnost stejné starych jedincti v rybni¢nim chovu na Ukrajin€, kde tito jedinci vazili
14 — 34,5 g. V Ceské republice, konkrétné ve Vodiianské oblasti, uvadi Krupauer (1971)
hmotnost takto starych jedinct mezi 7,3 — 36,8 g.

Tab. ¢.2: Piehled rastovych schopnosti amura v kg (upraveno dle Krupauer, 1989)

Ceska republika
Reka Indie Cina
vék Amur Treboiisko | Vodiansko | Madarsko Ukrajina | rybniky | rybniky
Abs 0,005 0,008 0,02 0,05-0,15 | 0,015-0,018 | 1,50 0,03-0,10
Ab> 0,15-0,26 0,72 0,32 0,55-1,20 | 0,26-0,75 4,00 0,28-0,30
Abs 0,20-0,30 1,62 0,87 1,50-4,00 | 0,61-1,50 7,00 1,80-2,40
Ab4 - 4,00 1,89 - 1,10-2,65 8,00 -
Abs - 5,00 - - - - -
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Podrobnéji popsal riistové schopnosti amura na tizemi Ceské republiky Citek a kol.
(1998). Ten uvadi: Ab1 5—20 g, Ab2 200 — 400 g, Abz 600 —1 100 g, Abs 1 000—1 800 g.
Amur ma tedy obrovsky ristovy potencial ve vodach s vyssi teplotou. Ulovky jedinct
ve staii 5-6let v Karakumském kanale popisuje Alijev (1965), kde tyto ryby dosahovaly
vahy az 20 kg.

2.1.5.3. Potravni naroky

Amur bily za¢ina pfijmem smiSené potravy (zooplankton o velikosti 50-300 pm)
béhem c¢tvrtého dne po vykuleni a absorpci Zloutkového vacku. V tuto dobu se jeho
velikost pohybuje kolem 7 mm (Bessmertnaja, 1969; Tolg, 1981). Prijem potravy vylu¢né
exogennim zpisobem zacina v prub&hu Sestého dne od vykulenti, a to pii teploté vody 20—
24 °C (Barus a Oliva, 1995b). Skladbu této prvni potravy tvoii pfedev§im zooplankton:
drobni viinici (Rotifera), buchanky (Copepoda) a malé perlooc¢ky (Cladocera);
(Fedorenko a Fraser, 1978). Ptiblizné€ od osmého dne po narozeni dosahuje plidek amura
velikosti kolem 9 mm. Takto velci jedinci jsou jiz schopni pfijimat i drobné larvy
pakomard (Chironomidae). V tomto véku a velikosti je jiz pii intenzivnim chovu mozné
zacit s pfikrmovanim nahradnimi krmivy. Ptikladem téchto krmiv je s6jova mouka, rizné
startérové smési a dalsi (Krupauer, 1969; Zeltov a Krazan, 1977; Tolg, 1981).

Po dvou tydnech od vykuleni pfi délce 16—-17 mm, zac¢inaji mladi amufi pojidat prvni
rostlinnou stravu. Tato rostlinnd strava obsahuje vlaknité fasy, malé ulomky casti rakosu
a orobince (Opuszynski a Shireman, 1995). V intenzivnich chovech, ¢i extrémné hustych
obsadkach muze v tomto véku dochazet i ke kanibalismu (Bessmertnaja, 1969).

Podle Krupauera (1974), za¢ina plidek amura konzumovat vodni vegetaci pfiblizné
po prvnim meésici svého Zivota o velikosti kolem 50 mm. Zhruba po Sesti mésicich
muzeme najit v zazivacim traktu amurt rostlinnou potravu. V tomto véku tvoii mnozstvi
rostlinné potravy zhruba 40-70 % celkového objemu zaZivaciho traktu
(Schofield a kol., 2005). Zooplankton je tedy dutlezity pouze pro pladek amura
a v zazivadlech amura ho miizeme najit do druhého roka zivota. V dal$im prib&hu zivota
je jiz zooplankton naprosto zanedbatelnou sloZkou jejich potravy. Naopak se zvySuje
podil bentickych organismu, které ziji na vodnich rostlinach (Opuszynski a Shireman,
1995). V nékterych piipadech byly u vétSich jedinci nalezeny v zazivadlech drobné
rybky (Krupauer, 1989).
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2.2. Neuroendokrinni regulace reprodukce ryb

2.2.1. Reprodukce ryb

Zakladni biologicka vlastnost vSech zivych organismu je schopnost reprodukce, tedy
moznost zachovani svého druhu a Zivota viibec (Drahotu$sky a Novak, 2000). Hlavni
cestou rozmnozovani u ryb je pohlavni rozmnozovéani. U pohlavniho rozmnozovani
je vznik nového jedince podminén splynutim dvou gamet, a to vajika a spermie.
(Hofmann a Novak, 1996). Aby dochazelo k pohlavnimu rozmnoZovani, je dulezita
normalni funkce pohlavniho Wstroji, coz znamena, aby byla zajisténa produkce
pohlavnich bunék, které jsou schopny oplozeni (Jelinek a kol., 2003).

Tak jako hormony vysSich obratlovct, tak i hormony ryb hraji zcela zasadni ulohu
Vv reprodukénim procesu. Pomoci kaskddy hormond vtzv. reprodukéni ose:
hypothalamus — hypofyza — gonady, ktera je znazornéna na obrazku €. 3, je zajisténa

regulace finalniho zrani gamet a gametogeneze (Peter a Yu, 1997; Mylonas a kol., 2010).

Vnéjsi viivy

Obr. ¢.4: ZjednoduSené schéma hormonalni reprodukéni osy ryb — upraveno

dle (Koufil a kol., 1999 a Mylonas a kol., 2010)



2.2.2. Hormonalni Fizeni ovulace ryb

2.2.2.1. Hypothalamus a hypofyza

Hypothalamus leZi ve spodni ¢asti mozku (Redding a kol. 1993). Jedna se o strukturu
bohatou na neurony. U vétSiny kostnatych ryb neurony pochazejici z hypothalamu mohou
pronikat do vSech c¢asti hypofyzy, coz umoziuje ptimou kontrolu funkce hypofyzy
(Dodd, 1983; Gorbman, 1983). Hypothalamus dava impuls hypofyze, zda ma snizovat
nebo zvysovat produkci hormont. Tento jev zajistuji hypofyzotropni hormony liberiny
a statiny, které jsou produkovany neurosekre¢nimi neurony (Yadav, 2008).

Hypofyza se d4 oznacit také jako centralni endokrinni Zlaza. Je tedy z ¢asti nadfazena
vSem ostatnim zlazdm s vnitini sekreci (Harder, 1975). Hypofyza je endokrinni Zlaza,
ktera se rozdé€luje na dvé zakladni ¢asti, téz laloky. Pfedni lalok se nazyvéa adenohypofyza,
zatimco zadni lalok se nazyv4d neurohypofyza a je vychlipkou c¢asti hypothalamu
(Van Oordt a Peute, 1983). U ryb pronika ¢ast neurohypofyzy diky pruhiim nervové tkané
az do adenohypofyzy (Barus a Oliva, 1995b). Ve vnititku cytoplasmy vétSiny bunék
v adenohypofyze mizeme najit sekrecni granula, které obsahuji produkované hormony.
Hormony, jez se nachazi v této ¢asti mozku a ovliviiuji reprodukci ryb, se nazyvaji

gonadotropni hormony (Bentley, 1998; Yadav, 2008).
2.2.2.2. Gonadotropni hormony

Koncem 80. let minulého stoleti se zménil pohled na fungovani fyziologickych
funkci u ryb spojenych s plisobenim gonadotropnich hormonti (GtH) a to diky objevu
dvou od sebe navzajem rozdilnych GtH u lososa. Do té doby se tyto funkce pfipisovaly
pouze jednomu GtH (Kawauchi a kol., 1989). Tyto dva hormony kontroluji ¢innost gonad
ale 1 §titné Zlazy. Syntetizuji a uvoliiuji se v adenohypofyze a jsou pojmenovany podle
jejich G¢inkt na gonady (Mylonas a kol., 2010).

Prvnim hormonem je folikuly stimulujici hormon (FSH) — u samcl vyvolava
spermatogenezi a u samic pusobi na rozvoj a zrani folikul vaje¢niki. Druhym hormonem
je luteiniza¢ni hormon (LH) — u samic ptlisobi na ovulaci a u samcii na rist tkané varlat
a uvolnovani testosteronu (Bentley, 1998; Nagahama a Yamashita, 2008; Yadav, 2008).
Skrze cely prib¢h vitelogeneze prevlada koncentrace predevsim FSH, avSak koncentrace
LH se velmi strm¢ zvySuje s nastupem ovulace (Davies a kol., 1995; Prat a kol., 1996).

Oba dva tyto hormony fadime mezi proteiny. Jejich molekulova vaha se pohybuje

kolem 3 000 a obsahuji i podil sacharidi (12 — 20 %). Dale tyto hormony rozdélujeme
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do dvou neidentickych podjednotek a a B. Tyto podjednotky jsou spojeny nekovalentni

vazhou.

u vsech tiid obratlovct (Bentley, 1998).

Tab. ¢.3: Piehled osmi doposud znamych forem GnRH u ryb —
dle Lethimonier a kol., (2004)

Podobné hormony s takovymto plivodem a strukturou mizeme najit

upraveno

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Savéi GnRH .
(MGNRH) pGlu His Trp Ser | Tyr | Gly Leu Arg Pro Gly-NHz (Matsuo a kol., 1971)
Lososovy GnRH ] Sh d a kol
Glu His Tr Ser | Tyr | Gl Tr Leu [ Pro | Gly-NH (Sherwood a kol.,
(SGNRH) P P 4 y P e 1983)
Kureci GnRH-II pGlu His Trp | Ser | His | Gly | Trp | Tyr | Pro | Gly-NHz (Yu a kol., 1988)
(cGNRH-1I) )
Sumcovy GnRH ; -
(chnRHy) pGlu His Trp Ser | His | Gly Leu Asn Pro Gly-NHz (Bogerd a kol., 1992)
Prazmovy GnRH Glu His Tr Ser | Tyr | Gl Leu | Ser [ Pro | Gly-NH:
(shGnRH) P P y y y (Powell a kol., 1994)
Sled’ovy GnRH pGlu His Trp | Ser | His | Gly | Leu | Ser | Pro | Gly-NH2 (Carolsfeld a kol.,
(hgGnRH) 2000)
Medakovy GnRH pGlu His Trp | Ser | Phe | Gly | Leu | Ser | Pro | Gly-NH2 (Montaner a kol.,
(mdGnRH) 2001)
Sihovy GnRH Glu His Tr Ser | Tyr | Gl Met | Asn | Pro | Gly-NHz
(WFGNRH) 2 P yr | Gly y (Adams a kol., 2002)

2.2.2.3. Gonadotropin uvoliiujici hormon — GnRH

Gonadotropin uvolnujici hormon je hypothalamického pivodu a z hlediska
chemického ho fadime mezi neurodekapeptidy, coz znamena, Ze je sloZen z deseti
aminokyselin (King a Millar, 1991; Jelinek a kol, 2003). GnRH patii mezi hlavni
regulatory uvoliiovani LH (Kah a kol., 2007). Prvni pokusy se zdarnym vysledkem
a izolaci GnRH se uskute¢nily u savci. Doslo k izolaci ze sav¢iho hypothalamu a vzorec
tohoto GnRH je: pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2. U ryb se poprvé
GnRH podafilo identifikovat u lososa, a to konkrétné u druhu lososa kety (Oncorhynchus
keta); (Sherwood a Lovejoy, 1989; Sherwood a kol., 1994).

U vsech znamych obratloved zname ¢trnact forem GnRH (Adams a kol., 2003).
Pro srovnani u ryb je popsdno osm forem GnRH, coZz je nejvétSsi pocet variant
ze vsech skupin obratlovct. Piehled téchto forem rybiho GnRH muizeme vidét v tabulce
¢. 3. (Sherwood a kol., 1983; Carolsfeld a kol., 2000; Montaner a kol., 2001; Adams
a kol., 2002). Odlisnosti mezi jednotlivymi formy GnRH jsou v zastoupeni aminokyselin

Vv peptidovém fetézci (Bosma a kol., 2000).
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Podle Fernalda a Whita (1999) mtizeme GnRH formy rozdé¢lit na tfi monofyletické
skupiny, a to na zaklad¢ lokalizace v mozku a jejich predpokladané funkce. U kazdého
rybiho druhu mizeme identifikovat az 3 formy GnRH (Lethimonier a kol., 2004). Tyto
formy se od sebe odlisuji pouze v jejich aminokyselinové sekvenci (Dubois a kol., 2002).

Prvni skupina — GnRH-I

Do této skupiny spadaji formy GnRH, kter¢ se podileji pfedevsim na regulaci sekrece
LH. Tyto formy GnRH jsou produkovany v proximalni ¢asti hypothalamu a z ¢asti také
V hypofyze (King a Millar, 1995). Dle Dubois a kol. (2002) jsou formy GnRH v této
skuping: kufeci-l (cGnRH-I), sumcovy (cfGnRH), sav¢i (mGnRH) a prazmovy
(sbGnRH).

Druha skupina — GnRH-I1

Sem patii podle Fernalda a Whita (1999) pouze kuteci-lIl (GnRH-11). Tato forma
GnRH ma misto exprese v ¢asti sttedniho mozku, tedy (cGnRH-11) a byla potvrzena skoro
u vSech zkoumanych obratlovct. Byl také prokazan vliv této formy na pfijem potravy
a sexudlni chovani (Guilgur a kol., 2006; Kah a kol., 2007; Miyamoto a kol., 1984).

Treti skupina— GnRH-I11

Zde se nachazi pouze lososové GnRH s oznacenim (sGnRH). Tuto formu GnRH
muzeme najit pouze u ryb a produkce je situovana v prednim mozku, terminalnim nervu
a ¢ichovych lalokach (White a kol., 1998; Okubo a Nagahama, 2008;). U druhu ryb, které
nevykazuji formu GnRH-I, je lososové GnRH hlavni spousté¢ sekrece LH

(Peter a Yu, 1997).
2.2.2.4. Dopamin — DA

DA, jeden z katecholamnich neurotransmiterti (Dufour a kol., 2005), je jediny znamy
faktor, ktery inhibuje sekreci LH u kaprovitych ryb (Kah a kol., 1984; Peter a kol., 1991,
Trudeau, 1997; Popesku a kol., 2008). Dopamin uplatiuje své inhibi¢ni aktivity
pies receptory GPCR (receptor spizeny s G proteinem), které se skladaji ze sedmi
transmembranovych alfa-helixovych domén. Tyto inhibi¢ni aktivity fidi dvé hlavni
skupiny DA receptort, a to D1 a D2 (Dufour a kol., 2010). Tyto dvé skupiny jsou odlisné
vjejich fuknci inhibovat (D2) nebo aktivovat (D1) enzym adenylatcyklazu
(Missale a kol., 1998). Sekrece dopaminu z nervovych zakonceni v hypofyze a jejich
vazeb na dopaminové receptory D2 (tyto receptory se nachazeji v gonadach), maji
za nasledek inhibici bazalniho a GnRH-stimulovaného uvolnovani
LH (Omeljaniuk a kol., 1987; Van der Kraak a kol., 1998; Nagahama a Yamashita, 2008).
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Pii porovnavani rychlosti chemickych procesi mizeme pozorovat jak nahlé,
tak dlouhodobé inhibi¢ni ucinky DA. Nahly piimy ucinek DA, vyvolava naruseni
intracelularnich GnRH signalnich drah (Chang a kol., 1993). Dlouhodobé t¢inky maji
zavinu snizeni po¢tu GnRH receptori na povrchu tropickych buné¢k
LH (De Leeuw a kol., 1989) a pokles propousténi GnRH peptidi z terminalnich nervi
v hypofyze (Yu a Peter, 1992).

2.2.3. Ovulace

Ovulace je proces, pii kterém dochazi k prasknuti stény folikuly, a to z divodu zmén
jeji skladby a s nartstem nitrofolikularniho tlaku. Dale dochézi k odplaveni vajicka
do vejcovodu (Jelinek a kol., 2003). U ryb se ovulace vyznacuje piedev§im velkym
narstem sekrece LH (Kime, 1993).

2.2.3.1. Faktory ovliviiujici ovulaci ryb

Podle Gely a kol. (2009) je reprodukce ryb ovlivnéna riznymi faktory. Mezi
a kondic¢ni stav generacnich ryb mize byt ovlivnén ptedevsim chovnymi podminkami,
coz zahrnuje kvalitu ptekladaného krmiva, hygienickou urovenn chovu a dalsi
(Koutil a kol., 1999). Mezi dalsi faktory fadime svételny a teplotni rezim a chemizmus
vody. Dals§imi faktory jsou podnéty vzbuzujici v generacnich rybach reprodukcni pudy.
Do téchto faktorti spadd naptiklad ptfitomnost vhodného vytérového substratu,
¢1 ptitomnost ryb stejného druhu, avSak opa¢ného pohlavi. Soubor vSech téchto faktorti
je pfijman a nasledné¢ vyhodnocovan v centralni nervové soustavé (Pankhurst, 1998;
Svobodova a Kolarova, 2004; Kroupova a kol, 2005; Sudova a kol., 2007).

Po vyhodnoceni vSech vnitfnich a vnéjSich faktorti a usouzeni podminek jako
ptijatelnych k reprodukci, dochazi k sekreci GnRH. U mli¢aki podporuje rust varlat
a sekreci testosteronu, zatimco u jikernacek stimuluje ovulaci (Bentley, 1998; Yadav,
2008).

2.2.3.2. Endokrinni dysfunkce kone¢ného zrani oocyti

U ryb chovanych v podminkach umélého prostiedi (Brzuska, 1999; Svobodova
a Kolarova, 2004; Kroupova a kol, 2005, Sudova a kol., 2007), vykazuji nékteré kaprovité
ryby reproduk¢éni endokrinni dysfunkel, ktera vétsinou spociva v neschopnosti podstoupit

kone¢né zrani oocytd (FOM); (Yaron, 1995). Tyto dysfunkce jsou zpusobeny
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nedostatecnou sekreci LH z hypofyzy (Mananos a kol., 2009). Sekrece LH z hypofyzy
je nezbytna pro aktivaci steroidogeneze a FOM (Yaron a Levavi — Zermonsky, 1986;
Drori a kol., 1994).

U jikernacek se tato dysfunkce projevuje poruchami FOM, selhanim ovulace
a kone¢nym selhanim samotného vytéru (Peter a kol., 1993; Mylonas a Zohar, 2007).
U mli¢akd maji tyto poruchy za pti¢inu nizkou kvalitu spermatu, nebo jeho nizky objem
(Billard, 1986). U vétsiny ryb, které jsou trvale chovany v umélych podminkach,
jikernacky projdou Uspésné vitelogenezi, poté ale dojde k selhani FOM. Tato skute¢nost
neumoznuje rybam s touto dysfunkci podstoupit samotny vytér (Barbaro a kol., 2002).

Jeden z prvnich dikazi dokladajicich tuto dysfunkci byla schopnost hypofyzy
(obsahujici LH) wvyvolat ovulaci u zralych jikernacek riznych druht
ryb (Koutil a Chabera, 1976). Porovnavanim trovné LH v dobé tfeni, byly tyto
skuteCnosti jednoznacné prokdzany mezi rybami v zajeti a rybami ve volné piirodé.
Konkrétné pak, napiiklad u motana zlatého (Sparus aurata); (Zohar, 1988) a morcaka
pruhovaného (Morone saxatilis); (Mylonas a kol., 1997). V krevnim ob&hu divokych
ryb bylo zvySeni hladiny LH pozorovano v pocateénich fazich vitelogeneze,
pii FOM a nasledné ovulaci. Zatimco ryby v zajeti nevykazovaly zadné znamky zvySeni
LH a po vitelogenezi byl tento proces dokoncen. Nasledné zacaly oocyty podstupovat
atrézii (zanik folikul); (Zohar, 1989; Mylonas a Zohar, 2001). M¢teni hladiny LH,
LH mRNA, a mRNA LH receptorti v hypofyze, neodhalila Zadné rozdily mezi divokym
morc¢akem a mor¢akem v zajeti (Steven, 2000), coz potvrzuje piedpoklad, ze se jedna
spiSe o dysfunkci LH sekrece nez dysfunkci syntézy LH. Tyto idaje naznacuji, Ze syntéza
GnRH v hypotalamu neni naruSena, ale Ze problém se tykéd sekrece GnRH z nervovych

zakoncCeni v adenohypofyze (Steven a kol., 2000).
2.2.4. Uméla reprodukce u amura bilého

Chov amura bilého v Ceské republice zavisi na umélém vytéru pomoci hormonalni

vvvvvv

ptipravky k vyvolani ovulace u amura patii aplikace kapii hypofyzy, nebo synteticky
vyrobenych GnRH analogti v kombinaci s DI (Koufil a kol., 1999; Koutil a kol., 2011).
VSechny hormonalni ptipravky aplikujeme pomoci injekénich stiikacek intramuskularné

nebo intraperitonealné (Gela a kol., 2009).
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Pred¢asné k stimulaci reprodukce Vhodné k stimulaci reprodukce

DO OOC

L. jadro v centralni pozici II. jadro s velmi vyznamnou migraci k animdlnimu pély, ITT. jadro na perifeni. optimdlni
stav a pfipravenost jlkernaéky k fizené reprodukci, IV. zrajici ovocyt s "rozpadajicim se jadrem", tzn. v obdobi 1.
meiozy, V. ovulovany ovecyt - neznatelné jadro

Obr. ¢.5: Zndzornéni stadii migrace jadra vizualizaci v prosvétlovacich médiich pfi

rastu, zrani a ovulaci ovocytu upraveno dle Linhart (2011)

2.2.4.1. Hormonalni preparaty uZivané u amura

A) Hormonalni pripravky na bazi gonadotropinu

Do skupiny téchto hormonalnich ptipravki patii kapii hypofyza (CPE), ktera funguje
na bazi nahrazovani nedostatecné produkce endogenniho LH pomoci exogenniho
LH (Levavi-Zermonsky a Yaron, 1986). Druhym typem ptipravku je choriogonadotropin
(hCG). Pripravek obsahuje lidsky choriovy gonadotropin, ktery je ziskavan z moci
t€hotnych Zen (Donaldson, 1996). Tento typ pfipravku se ale u amura b&zné nevyuziva
(Koutil a kol., 2011).

Kap¥i hypofyza (CPE)

Prvni pokusy s vyuzitim CPE ke stimulaci ovulace u ryb se uskute¢nily v Brazilii
vroce 1930 (von lhering, 1937; Fontenele, 1952). Dalsi experimenty prob&hly
v USA a podrobné je popisuje Hasler a kol. (1940), také v Japonsku dle Migita a kol.
(1952). Hypofyzu extrahujeme z pohlavné dospélych ryb, pfi¢emz nezavisi na jejich
pohlavi. Nejucinn€j$i hypofyzy jsou s nejvysSim obsahem luteinizacniho hormonu —
LH (Zohar, 1989). Podle Yarona (1995) je obsah LH vyssi z hypofyzy, ktera byla
shroméazdéna zryb v obdobi tfeni. Dale také podle n¢j obsah LH zavisi na veku,
hmotnosti a dobé skladovani. Podle Gely a kol. (2009) a Koufila a kol. (2006), vytvarime
roztok CPE a fyziologického roztoku, ten pak pomoci injekce aplikujeme

intramuskularné do dutiny bfisni. Injikaci provadime zpravidla ve dvou dil¢ich davkéch,
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Vv zévislosti na hmotnosti ryby. U amura aplikujeme CPE ve dvou dil¢ich davkach
(Koutil a kol., 2006). Celkova davka se pohybuje do 5 mg.kg™ (Horvathova a Horvith,
1974a,b; Krupauer, 1989).

Zohar a Mylonas (2001) uvadi n¢které nevyhody spojené s aplikaci CPE. Patii sem
napiiklad problém s vysokou variabilitou koncentrace LH v hypofyze, mozny pienos

nemoci na osetfené ryby, zanétlivé reakce a dalsi.

B) Hormonalni pFipravky na bazi GnRH

Tyto preparaty funguji na principu piimé stimulace endogenniho
LH (Zohar a Mylonas, 2001). Jejich vyhodami jsou eliminace pfenosu onemocnéni
na oSettené ryby, pouziti presné koncentrace GnRH (Chen a Fernald, 2008)
a komplexng&jsi naprava reprodukéni dysfunkce u ryb (Yaron a Sivan, 2002). Podhorec
a Koufil (2009) vidi dalsi vyhodu v pomérné vysoké podobnosti GnRH peptidi mezi
jednotlivymi druhy ryb, diky ¢emuz je mozné vyuzit jeden druh preparatu pro vice druhti
ryb. Tyto synteticky vyrobené GnRH analogy se aplikuji samostatné nebo v kombinaci
s DI. Rozsah ti¢inné davky GnRHa se pohybuje mezi 5-100 pg.kg™ a v pripadé DI 5-20
mg.kg? (Kucharcyzk a kol., 2005; Heyrati a kol., 2007; Podhorec a Koutil, 2009).

Mezi nejcastéji vyuzivané formy GnRH pouzivané k umélému vytéru u amura patii
savéi GnRHa Lecirelin [D-Tle®, Pro®, NEt] - mGnRHa, savéi GnRHa [D-Ala®, Pro®, NEt]
—mGnRHa, lososi GnRHa [D-Arg®, Pro®, NEt] — sGnRHa (Koutil a kol., 2006; Podhorec
a Kouftil, 2009; Koufil a kol., 2011).

V soucasné dob¢ miizeme na trhu najit nékolik riznych vyrobki na bazi GnRHa nebo
GnRHa s DI. Do skupiny ptipravki obsahujicich sGnRHa patii napftiklad izraelsky
vyrobek Dagin (SGNRH + metoclopramide) dovazeny firmou Gan Samuel Fish-Hatchery
(YYaron a kol., 2002)., kanadsky vyrobek Ovaprim (SGnRH + domperidone). Do skupiny
piipravka obsahujicich mGnRHa tadime madarsky ptipravek Ovopel (mGnRH +
metoclopramide), holandsky ptipravek Gonazon (MGnRH) a cesky ptipravek
Supergestran (MGnRH) vyrabény firmou Nordic Pharma s.r.o. (Podhorec a Koufil, 2009;
Koufil a kol., 2011).

Kromé typu GnRHa je velmi dilezitym faktorem zpiisob aplikace hormonalniho
pfipravku. Ten je podminény typem rozvoje gonad (Mylonas a Zohar, 2007). U druhi
s asynchronnim dozravanim gonad je vhodné vyuziti dlouhodobé se uvoliujicich

ptipravkli GnRHa (Mylonas a Zohar, 2001), zatimco u druhil se synchronnim rozvojem
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gonad vétSinou staci jednorazové injekéni podani (Yaron, 1995). Amur bily patii mezi
druhy se synchronim rozvojem gonad (Kottelat a Freyhof, 2007), takze jednorazové

injek¢ni podani vétSinou staci.

Tab. ¢.4: Zavislost délky intervalu latence na teploté vody u jikernacek amura bilého
pfi pouziti hormondlni indukce ovulace pomoci jednorazového podani ptipravkt Dagin

nebo Ovopel (Koufil a kol., 2011).

Teplota O 210 | 215 | 220 | 225 | 230 | 235 | 240 | 245

Interval
(h) 235 [ 215 | 20,0 18,5 17,5 16,5 15,5 145
latence

*Zelenou barvou jsou vyznaceny hodnoty doporucenych teplot vody pro vytér amura
bilého

2.2.4.2. Prvni umélé vytéry na naSem uzemi

Prvni pokusy s vytérem amura u nas prob&hly na Pohotelicku v letech 1971-1972.
Tyto pokusy s genera¢nimi rybami probéhly za pouziti hormonalni stimulace pomoci
kapti hypofyzy, bez uspéchu (Putschogl, 1973). Ziskané generaéni ryby (v poctu 120 ks)
z importu pladku v roce 1965, které byly odchovany pro amura v klimaticky piiznivych
podminkach SR Pohoftelice, byly znovu vyuzity k umélému vytéru v roce 1973. Um¢ly
vytér byl Uspesny u tii jikernacek amura a rybati tak ziskali ptiblizné 2,5 mil. ks jiker.
Povedlo se odchovat pftiblizné 550 tis. ks vackového pludku (Krupauer, 1965; Kubu
a Krupauer, 1965; Putschogl, 1973). S umélou reprodukci a pocateénim odchovem
plidku vyznamné pomohli manzelé Horvathovi, ktefi zpracovali metodiky o téchto
vytérech (Horvathova a Horvath, 1974a,b). Diky prvnimu zvladnuti umé¢lého vytéru
amura Vv roce 1973, je tento rok povaZzovan za milnik v procesu aklimatizace bylozravych
ryb u nas (Hartman, 1987). Krupauer (1974) zpracoval metodiku ,,Zasady chovu amura
bilého v rybnicich®.

26




2.2.4.3. Samotny umély vytér

Piiprava genera¢nich ryb

Podle Krupauera (1974), je ptiprava genera¢nich ryb dtlezitou ¢asti umélého vytéru
amura. Generacni ryby vylovené z matecného rybniku (konec kvétna az zacatek Cervna)
transportujeme na liheit zhruba jeden az dva tydny pfed naplanovanym vytérem
(Hartman, 1987). Dale je dulezité, aby vSechny ryby byly roztfidény, jak podle pohlavi,
tak podle piipravenosti k vytéru. MIlicdky umistime do samostatné skupiny
(Stranai, 2000).

Hartman (1987) doporucuje rozdéleni jikernacek do tii skupin. Do prvni skupiny fadi
jikernaCky s mékkymi biiSnimi partiemi, které jsou nejblize k samotnému vytéru.
Do druhé skupiny patii jikernacky s tvrd$im bfichem. Tyto jikernacky pfevezeme
do manipula¢niho rybniku, nebo na lihen s oteplenéjsi vodou (vyuziji se pozdg&ji). Ve tieti
skupiné jsou jikernacky, které¢ nemaji predpoklady k vytéru. Tyto jikernacky se vytazuji.

Umély vytér mli¢aki

S odbérem spermatu u mlicakli neni problém, a proto je mizeme k odbéru vyuzit
opakované (Tolg, 1981; Horvathova a Horvath, 1974a). Citek a kol. (1998) doporucuje
hormonalni stimulaci pomoci kapti hypofyzy v jedné davce v zavislosti na vaze ryby.
Tato davka se pohybuje v rozsahu 2 — 2,5 mg.kg*. Podobnou davku doporucuje Krupauer
(1989) a to 3 mg.kg™. Mli¢aci mohou byt vytieni jednak rovnou na jikry v suché misce,
nebo miiZze byt mli¢i odebrano pted vytérem (Horvathova a Horvath, 1974a).

Umély vytér jikernacek

Samotny umély vytér probiha v ¢ervnu az Cervenci, na lihni pfi teploté vody 20-
24 °C (Tolg, 1981; Krupauer, 1989). Jikerna¢kam umisténym Vv zavésnych bazénech
s mekkymi boky, se doporucuje po dobu dvou dnd, zvySovat teplotu o 1 — 2 °C za den.
Hormonalni stimulaci provadime po dosaZeni optimalni teploty k vytéru, coZ je v rozmezi
mezi 22 — 25 °C (Krupauer, 1974; Hartman, 1987).

Po provedeni hormonalni stimulace dochazi v zavislosti na hormonalnim ptipravku,
teploté a dalSich faktorech k ovulaci (Koutil a kol., 2011). Aby nebyla narusena ovulace
ryb, nemélo by dochazet ke kolisani teploty vody a obsahu rozpusténého Oo.
Ten by nemél klesnout pod 6 mg.I? (Krupauer, 1989). K zamezeni spontanniho tiniku
jiker do nadrze muzeme zasit urogenitalni papylu kiizovym stehem (Steffens, 1985).

Po dosazeni ovulace se pfistupuje k vytéru. Vytér se provadi zpravidla suchou

metodou. Tato metoda spoc¢iva v diikladném osuseni bfisnich partii a celé fitni ploutve
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jikernacky. Do pfedem vysusSené misky opatrné pomoci tlaku na bfisni dutinu vytfeme
jikry z jikernacky. Po celou dobu vytéru je nezbytné zamezit vodé, aby se dostala
k pohlavnim produktim, a tim je tak aktivovala (Horvathova a Horvath, 1974a,b;
Hartman, 1987; Krupauer 1989; Koufil a kol., 2007).

Pfi manipulacich s genera¢nimi rybami je nezbytné provedeni anestezie
ryb (Koufil a kol., 2006; Kolafova a kol., 2007).

Oplozeni a inkubace

K oplozeni je vhodné vyuzit heterosperma (Krupauer, 1978). Na jeden litr jiker
v suché misce aplikujeme zhruba 10 ml heterospermatu. Samotné oplozeni se aktivuje
do dvou minut (Hartman, 1987; Stranai, 2000).

Jikry amura bilého inkubujeme nejcastéji ve specidlnich velkokapacitnich
inkubacnich lahvich s oznac¢enim Dnépr. Idealni teplota vody pro inkubaci jiker amura
je 21-22 °C (Citek a kol., 1993). Délka inkubace jiker je zavisla na teplotd vody
(Stranai, 2000). Krupauer (1966) uvadi 19 — 32 hodin. Podle Tolga (1981) délka inkubace
trva 24-38 hodin, coz je 24-30dennich stupii. Kolisani teplot v pribéhu lihnuti
ma za nasledek cetnéjsi thyn embryi v jikie a vétsi vyskyt vyvojovych abnormalit

(Barus a Oliva, 1995b).
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3. Material a metodika

3.1. Podminky pokusu

Cely experiment probihal 22. 6. 2015 az 23. 6. 2015 na rybi lihni v Hodonin¢, ktera

patii Rybatstvi Hodonin, s.r.o.
3.1.1. Experimentalni ryby

K nasemu experimentu jsme vyuzili 21 ks jikernacek a 5 ks mli¢akii amura bilého.
Primérna vaha téla jikernacek byla 11 428 + 390 g. Primérna vaha mli¢akt byla nizsi,
ato 10 000 + 500 g. Jednalo se 0 generaéni ryby ve véku pies 10 let, patiici Rybafstvi

Hodonin, s.r.o.
3.1.2. Vylov a transport experimentalnich ryb

Generacni ryby jsme lovili z menSiho manipula¢niho rybnicku, kam byly pfedtim
pfevezeny z rybnikl patficich hodoninskym rybaitm. Ryby jsme s pomoci mistnich
rybait lovili taznou siti, takzvanou vatkou (Obr. ¢.8). V priubéhu samotného vylovu
generacnich ryb jsme se snazili o co nejvéts§i moznou eliminaci stresovych faktort, jako
jsou naptiklad ptebyte¢né manipulace s rybami, mechanické poskozeni generacnich ryb,
pfiduseni a dalsi. Manipulaci s genera¢nimi rybami po jejich odlovu mizeme vidét
na obrazku €. 9.

Tyto faktory jsme omezili 1 pfi transportu vylovenych generacnich ryb, kde pfevoz
ryb trval velmi kratkou dobu (fddoveé par minut) na rybi lihen, kterd byla vzdélena

jen par stovek metrt.
3.1.3. Selekce a prechovani experimentalnich ryb

Po transportu ryb jsme jikernacky rozdélili podle jejich pfipravenosti k vytéru.
Mli¢aky jsme oddélili do samostatného bazénu a jikernacky do 3 zavésnych bazént
obdélnikového tvaru z vyztuzené PVC folie o rozmérech 2 x 1 x 0,9 m a objemu 1 800 .
Po posouzeni bfisnich partii jikernacek jsme vytadili nékteré kusy. Zpravidla se jednalo
o ryby, u kterych jsme zjistili spontdnni ovulaci, anebo o jikernacky, které nebyly
dostatené zaplnéné jikrami (oocyty). Tyto ryby by znehodnotily nase experimentalni

vysledky.
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Pii rozdélovani jikernaek jsme kazdou jednotlivou rybu zvazili a dbali
jsme na ndhodné rozdéleni do skupin po 7 kusech, avsak pfi pfiblizné stejné primérné
vaze. Dale jsme kazdou rybu v kazdé skupiné jikernacek oznacili v bazi hibetni ploutve
kratkodobymi znackami. V tomto piipadé jsme vyuzili riizn¢ barevnych bavinek (bilou,
modrou, ¢ervenou, Zzlutou, zelenou, Cernou, oranzovou). Ty jsme rybam pfipevnili
pomoci zdravotni jehly s velkym ockem. Znaceni jikernac¢ek bavinkami mizeme vidét
na obrazku ¢. 10. Barevné oznaceni a jednotlivé hmotnosti ryb jsme zaznamenavali
do pfedem pfipravené tabulky.

V prubéhu celého pokusu se teplota vody v zavésnych nadrzich pohybovala mezi
21,2 22,1 °C. Nasyceni vody kyslikem bylo v rozmezi 7,22 — 7,29 mg. I'*. Rybam nebylo
pfedkladano zddné krmivo. Ryby by krmivo nepfijimaly z divodu stresovych faktort
a jejich pfipravy na vytér. Krmivo by nam znehodnotilo jakost vody a ovlivnilo vysledky

experimentu.
3.2. Pouzité chemické pripravky
3.2.1. Hormonalni pripravky

Supergestran

Ptipravek znacky Nordic Pharma s.r.o. obsahoval savéi GnRHa — Lecirelin
(mGnRHa [D-Tle®, Pro® NEt]). Preparat byl ve formé fyziologického roztoku
s rozpu$ténou ucinnou latkou v zatavenych ampulich. Kazdd ampule o objemu
2 ml obsahovala koncentraci 25 pg.kg? mGnRHa . My jsme piipravek naiedili

fyziologickym roztokem na pozadovanou davku o koncentraci 12,5 ug kg™ Gi¢inné davky.
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Obr. ¢.5.: Strukturni vzorec Supergestranu
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Supergestran + Metoclopramide hydrochloride

Ptipravek Metoclopramide hydrochloride se dnes bézné vyuziva k farmaceutickym
uCelim, a to konkrétné Kktlumeni nevolnosti a zmirnéni  zvraceni.
Metoclopramide hydrochloride se da charakterizovat jako sypky, ale ve vodé dobte
rozpustny dopaminergeni inhibitor. Pfed injikaci jsme metoclopramide rozpustili
ve fyziologickém roztoku, a to v davce 20 mgkg?! a dile smisili roztokem GnRHa

0 koncentraci 12,5 pg.kg™.
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|
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Obr. ¢.6: Strukturni vzorec metoclopramidu

Fyziologicky roztok
Pti aplikaci hormonalnich ptipravki jsme pouzivali 0,9 % NaCl — lidsky fyziologicky

roztok znac¢ky Braun Melsungen AG.
3.2.2. Dalsi chemické pripravky

Heparin

Heparin jsme pouZivali pfi vyplachovani injekénich stiikacek pted odbérem krve.
Jedna se o heterogenni smés sulfonovych polysacharida s antikoagula¢nimi ucinky. Jeho
funkci je zabranéni srazlivosti krve.

Anestetikum

Hormonalni stimulace generacnich ryb a nasledné i umély vytér vybranych ryb,
probihala zasadné v anestezii. K anestezii jsme pouzivali pfipravek 2-fenoxyethanol.
Tento anesteticky ptipravek jsme pouzili v koncentraci 0,4 mlI?%. Anestezii jsme

provadeéli v kadich s roztokem anestetika.
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Obr. ¢.7: Strukturni vzorec 2-fenoxyethanolu
3.3. Umély vytér

V roce 2015 jsme uskutecnili experiment s hormonalné indukovanym vytérem amura
bilého. Po selekci, zvazeni a oznaceni jednotlivych ryb, jsme pfistoupili k samotnému
umélému  vytéru. Z davodu ztizené manipulace s takto velkymi rybami, jsme

pted kazdym ukonem byli nuceni pouzit anestetikum (Obr. ¢.11).
3.3.1. Hormonalni injikace

Mli¢aky jsme injikovali intramuskuldrné pomoci kapii hypofyzy v davce 2,5 mg.kg™.
S odbérem spermatu U amura zpravidla nebyva zddny problém. Vsechny jikernacky jsme

injikovali intramuskularng, podle nasledujiciho rozdéleni do skupin:

Skupina A: mGnRHa (12,5 ng.kg?) + Metoclopramide (20 mg.kg™)
Skupina B: mGnRHa (12,5 pg.kg?)
Skupina C: 0,9 % NaCl

3.3.2. Odbér krve

Velmi dilezitou soucasti naSeho experimentu byly odbéry krve jikernacek. Odbéry
byly provedeny u vsech tfi skupin, vzdy z ocasniho nasadce (Obr. ¢.12). Z diivodu Sirsi
svaloviny v oblasti ocasniho nasadce bylo k odbériim potieba pouzit delsi zdravotnické
jehly, tak abychom se dostali aZ k ocasni Zile. K prvnimu odbéru, doslo pted samotnou
injikaci hormonélnich ptipravki. Dalsi odbéry krve jiz byly po aplikaci hormondlnich
ptipravki. U kazdé z jikernacek byly provedeny tfi odbéry krve vzdy po deseti hodinach
dle nasledujici tabulky.
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Tab. ¢.5: Casové schéma jednotlivych odbéri vzorki krve

I. odbér (Oh) I1. odbér (0 + 10h) | IIL odbér (O + 20h)
Skupina A 14:00 00:00 10:00
Skupina B 15:00 01:00 11:00
Skupina C 14:30 00:30 10:30

Pfed kazdym odbérem krve bylo dilezité, proplachnout injekéni stiikacky
heparinem. Pti kazdém odbéru krve jsme odebirali zhruba 2 ml krve. Dale jsme vzorky
krve umistili do eppendorfek se zaviranim. Z divodu ochrany vzorkt, jsme ozna¢ené
vzorky ve zkumavkach ukladali do chladici krabicky (Obr. ¢.13). Vzdy po odbéru
21 vzorkli jsme vlozili vSechny zkumavky do odstiedivky znacky Hettich
Lab Technology (Mikro 200r). Zde jsme oddélovali plazmu a krevni ¢astice po dobu
10 minut pii 5 000 otackach za minutu a pii teploté 5 °C (Obr. ¢.14). VSechny vzorky
plazmy jsme zamrazili na -80 °C a odeslali do spolupracujici laboratofe v Polsku,

pro stanoveni koncentrace luteinizaéniho hormonu pomoci heterogenni metody ELISA.
3.3.3. Samotny umély vytér

U jikernacek, které dosahly ovulace, jsme provedli samotny umély vytér. Tyto ryby
jsme co nejSetrnéji odlovili ze zavésnych nadrzi (Obr. ¢.15). Vytér jsme délali tzv. suchou
metodou. Suchd metoda spociva v diikladném otfeni bfiSni partie, predevS§im kolem
urogenitalni papyly a na celé bazi fitni ploutve (Obr .¢.16). Je nutné zamezit vod¢, aby
se dostala k pohlavnim produktim a tim je tak aktivovala. Jednotlivé jikernacky jsme
na sucho vytieli do pfedem vysusenych ¢istych misek (Obr. ¢.17 a Obr. ¢.18). Dbali jsme
na co nejSetrnéj$i zachazeni s jikrami, tak aby se jakoukoliv nadbyte¢nou manipulaci
neposkodily. Po vytéru jikernacek a ziskani jiker jsme ptidali mli¢i. M1i¢i jsme aplikovali
do misek rovnou z mli¢akt (Obr. ¢.19). Velmi opatrné jsme promichali pohlavni
produkty a aktivovali jsme je pfidanim vody. Po promichéni a aktivaci pohlavnich
produktii, jsme jikry jemné proplachli a nasadili k inkubaci do inkubaénich nadrzi

s oznacenim Dnépr. Kazda inkubacni nadrz byla obsazena jikrami z jedné jikernacky.
3.4. Zpracovani vysledki

Vsechny nami zjiSténé a namétené tidaje jsme zaznamenavali do tabulek. Dale byly

vSechny informace zpracovany v pocitatovém programu Microsoft Excel.
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Byla vypocitana oplozenost, plodnostni index, laten¢ni doba, procento ovulujicich
jikernacek. Dale jsme porovnavali hladiny LH u vSech hormonalné oSetfenych skupin
jikernacek. Oplozenost byla vypocitana jako procento oplozenych jiker k neoplozenym
jikrdm. Plodnostni index byl ziskan jako podil primérmé hmotnosti vytienych jiker
S primérnou hmotnosti jikernacek. Laten¢ni doba je ¢asovy interval od hormondlni

stimulace do samotného vytéru.

Vzorec pro vypocet plodnostniho indexu (PI):

Pl = % * 100 mg = vaha gonad (jiker)

m = vaha jikernacky

Statistické analyza byla vyhodnocena pomoci pocitacového programu STATISTICA
(Statistica 12.0; StatSoft, Inc., USA). Rozdily hladin LH v ramci jedné skupiny nebo mezi
skupinami byly vyhodnoceny pomoci jednocestna ANOVA s nasledujicim Tukey’s post
— hoc testem. Rozdily mezi poc¢tem ovulovanych jikernacek ve vSech skupinach byly
vyhodnoceny pomoci Fisher’'s LSD testem. Rozdily byly uznany signifikantnimi
pii P <0,05. Namétena data jsou prezentovana jako prameér + stiedni chyba priméru

(SEM).
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4. Vysledky

4.1. Hladiny LH

Ob¢ dvé hormonaln¢ oSetfené skupiny vykazovaly signifikantné vyssi hladinu
LH v porovnani s kontrolni skupinou, a to v jednom nebo vice ptipadech (P <0,05).

V case 0 h nebyl zjistén signifikantni rozdil v primérné hladiné LH mezi vSemi tfemi
skupinami (P <0,05).

Skupina A, oSetfend mGnRHa s DI, indukovala brzky néartist LH a dosahla
maximalni primémé koncentrace LH (71,49 + 14,93 ng.mI™) v ¢ase 10 h. V tomto Case
vykazovala skupina A signifikantni rozdil v pramérné hladiné LH od obou dvou skupin
(P<0,05). Vcase 20 h nasledoval u skupiny A vyrazny pokles koncentrace
LH se signifikantnim rozdilem od jejiho maxima (P <0,05).

Oproti tomu skupina B, oSetiend mGnRHa, vykazovala nesignifikantni pokles
koncentrace LH v ¢ase 10 h. Nasledovalo postupné signifikantni dosazeni maximalni
koncentrace LH v ¢ase 20 h od jejiho minima v ¢ase 10 h (P <0,05). Maximalni primérna
koncentrace LH u skupiny B v ¢ase 20 h byla (70,07 + 8,96 ng.mI™).

Kontrolni ~ skupina C  vykazovala signifikantni  pokles  koncentrace
LH ve vSech tiech ¢asech (P <0,05). Signifikantni rozdily Vv pramérné koncetraci
LH mezi vSemi skupinami byly zjistény po 20 h od injikace (P <0,05). Koncentrace

LH v jednotlivych casech jsou piehledné uvedeny v Graf ¢.1.
4.2. Plodnostni charakteristiky

Ve skupiné A — mGnRHa + Met, kde byla priimérna vaha jikernacek 11 714 + 352 g,
doslo k ovulaci u jedné z injikovanych jikernacek, coz je 14,28 %. Vaha jiker byla 600 g.
Index plodnosti byl 5,66 % a oplozenost byla 0,1 %.

Ve skupiné B — mGnRHa, ve které byla primé&rna véaha jikernacek 11 571 + 285 g,
dosahly ovulace ¢tyfi injikované jikernacky, tedy 57,14 % injikovanych jikernacek.
Primérna vaha jiker v této skupin¢ byla 987,5 + 171,29. Plodnostni index
byl 8,59 + 1,49 %. Oplozenost dosahla 60,25 + 11,22 %.

Ve skupiné C byla priimérna vaha jikernacek 11 000 + 533 g. Tato kontrolni skupina
byla injikovana pouze 0,9 % NaCl. V této skupiné nedoslo k zadné ovulaci.

Mezi obémi hormonalné oSetfenymi skupinami v procentu ovulace nebyl prokazan

signifikantni rozdil (P <0,05). V procentu ovulovanych jikerna¢ek mezi skupinou
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A aCnebyl statisticky prokazan signifikantni rozdil (P <0,05). Mezi skupinou
B a kontrolni skupinou C byl nalezen v procentu ovulace signifikantni rozdil (P <0,05).

Vsechny nami dosazené vysledky jsou uvedeny v Tab. €.6.
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Tab. ¢.6: Vysledky experimentu s hormonalné indukovanym vytérem amura bilého (Ctenopharyngodon idella)

Skupina Ogetfeni jiker:a”g‘e’t(”?;)t injikovanych ~ ovulujicich i”ter(‘k’]?' latence O?J/‘:)Ze”OSt
A mGnRHa (12,5 ug.kg) + Met (20 mg.kg) 11714 £ 352 7 1ab 10,43 0,1
B mGnRHa (12,5 pg.kg) 11571 + 285 7 4a 18,2 60,25 + 11,22
C 0,9 % NaCl 11000 + 533 7 0b i i
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Graf ¢.1: Vysledky pramérnych hladin LH jikernacek amura bilého (Ctenopharyngodon idella) v ¢ase
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5. Diskuse

V soucasné dob¢ se vyuziva k napravé reprodukéni dysfunkce u Cypriniformes
a Siluriformes hormonalni terapie zaloZzena na kombinaci GnRHa s dopamin inhibitorem
(De Leeuw a kol., 1985; Legendre a kol., 1996; Goos a kol., 1997; Szab¢ a kol., 2002;
Podhorec a Koufil, 2009). Nahrazeni ptirozeného GnRH chemicky syntetizovanymi
GnRH analogy, které jsou charakteristické aminokyselinovymi substitucemi v pozicich
citlivych na enzymatické degradace, ma za nasledek zvyseni ucinnosti sekrece LH,
a to az stonasobné (Koufil a kol., 2007; Podhorec a Koufil, 2009). Av$ak G¢innost této
hormonalni terapie je piimo zavislda na druhu ryby a mistnich podminkach
(Zohar a Mylonas, 2001). Vysledny efekt hormonalni 1é€by je vyznamné ovlivnén
faktory, jako je teplota vody, svételny rezim, faze vyvoje pohlavnich zldz a napodobeni
podminek, které v genera¢nich rybach spousti reprodukéni pudy (Koutil a kol., 2007;
Zohar a kol., 2010).

Cilem této prace byla optimalizace hormonalni stimulace ovulace u amura bilého
(Ctenopharyngodon idella) s vyuzitim mGnRHa s DI na sekreci LH. U kontrolni skupiny,
ktera nebyla hormonalné oSetiena, a byl ji aplikovan pouze 0,9 % fyziologicky roztok,
nedoslo k ovulaci u zadné z jikernacek. Skupina, kterd byla injikovdna samotnym
mGnRHa bez dopamin inhibitoru, vykazovala neji¢inngjsi vyvolani ovulace (57,14 %)
a 1 naslednou oplozenost (60,25 + 11,22 %). Oproti tomu u skupiny injikované mGnRHa
s dopamin inhibitorem (metoclopramide) jsme dosahli jen velmi nizkého vyvolani
ovulace (14,28 %) a i velmi nizké oplozenosti (0,1 %). Tento vysledek experimentu
je velmi piekvapivy, protoze uéinnost tohoto hormonalni osetieni méla byt zvySena
pfitomnosti DI. Cyprinidae vykazuji silnou dopamin inhibici pfedovula¢niho vzristu
koncentrace LH (Trudeau, 1997; Popesku a kol., 2008), coz naznacuje, Ze aplikace
samotného mGnRHa bez DI, by neméla dosahovat dostate¢né¢ho ucinku ke stimulaci
FOM a nésledné ovulaci (Peter a kol., 1991). Stejny fakt popisuje i Lin a kol. (1986), ktefti
jako prvni vyvinuli tzv. metodu Linpe. Tato metoda spociva v aplikaci GnRHa
s Dl a vyuziva se pravé u druhti ryb se silnou dopamin inhibici LH sekrece. Moznym
vysvétlenim velmi nizkého procenta oplozenosti u skupiny mGnRHa + met, by mohlo
byt nezachyceni ovulace v této skupiné. Toto tvrzeni podporuje i fakt, ze ¢as ovulace
U amura je vyrazn¢ krat$i nez naptiklad u kapra obecného (Cyprinus carpio) nebo lina

obecného (Tinca tinca), u kterych se zachycenim ovulace nebyva takovy problém
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(Munro a kol., 1990; Koufil a kol., 2011). Tento fakt potvrzuje i dal$i mozné vysvétleni,
které spociva v synchronizaci ovulace vSech injikovanych jikernacek. Tento problém
se vyskytuje u jikernacek, které byly injikovany kombinovanymi hormonalnimi
ptipravky na bazi GnRH s DI. Spociva ve velkych ¢asovych rozestupech mezi ovulacemi
jednotlivych jikernacek, coz by v piipad¢ amura mohl byt problém (Peter a kol., 1993;
Kozlowski, 1994; Kouiil a kol., 1996; Koufil a kol., 2011).

Jeden z poslednich experimentii zabyvajici se hladinami LH u ryb z cCeledi
Cyprinidae, konkrétné u lina obecného, provedl Podhorec a kol. (2016). Zde u kontrolni
skupiny injikované pouze 0,9 % NaCl a u skupiny oSetfené samotnym metoclopramidem
nedoslo k ovulaci u zadné z jikernacek. U skupiny injikované samotnym Supergestranem
[D-TIe, Pro®, NEt] — mGnRH v davce 25 pugkg? doslo k ovulaci u 80% jikernacek
a oplozenost byla 77,2 + 2,5 %. Pfi aplikaci Supergestranu a DI metoclopramidu v davce
(mGnRHa 25 pgkg? + met 20 mg.kg™?) ovulovalo 90 % jikerna¢ek a oplozenost byla
53,7 £ 6,9 %. Vysledky procenta ovulovanych jikernacek a jejich naslednych plodnosti
se od nasich vysledkil znac¢né 1i8i. AvSak pii porovnani kiivek koncentraci LH si miizeme
vSimnout zajimavého zjisténi. U samostatné aplikovaného GnRHa byl pozorovan
pozvolny vzestup koncentrace LH a dosazeni maximalni hladiny LH az kratce
pied ovulaci. Oproti tomu aplikace GnRHa s DI zpusobila téméf okamzité dosazeni
maximalni koncentrace LH a nasledny pozvolny pokles az do doby ovulace. Stejné kiivky
hladin LH mulzeme pozorovat i Vnasem experimentu samurem bilym. Podhorec
a kol. (2012) uskute¢nil podobny experiment s linem. Zde skupina injikovana jinym
typem GnRH s DI [D-Ala®, Pro®, NEt] — mGnRH + metoclopramide také vykazovala
rychly nartst koncentrace LH a postupného sniZzovani s blizici se ovulaci. Dalsi skupina
injikovand timto typem mGnRH bez DI vykazovala postupny narist koncentrace
LHsmérem k ovulaci. Z téchto kiivek jasné vyplyva, ze ptidani DI k riznému typu
GnRH ovliviiuje koncentrace LH.

Ryby patii mezi poikilotermni Zivocichy (Kottelat a Freyhof, 2007), coZz znamena,
Ze nejsou schopny vyznaméjSim zplsobem regulovat teplotu svého téla, kterd zdsadné
ovlivituje vSechny jejich jejich fyziologické funkce. Teplota vody tedy ovliviuje teplotu
téla ryb (Redding a kol., 1993), ma hlavni regula¢ni roli (Pankhurst a King, 2010)
a nepostradatelny vliv na ovulaci (King a kol., 2003). Pravé teplota vody piimo ovliviiuje,
Vv jakém intervalu k ovulaci dojde a zda k ni viibec dojde (Horvath, 1978). Kazdy typ ryby

je charakterizovan jeho fyziologicky optimalnim tepelnym rozsahem pro pribeh
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endokrinnich procesti. Pokud teplota vyznamné ptekracuje optimalni rozmezi, miize dojit
k preruseni nebo zastaveni téchto procest. V nejlepsim ptipadé ma za nasledek zhorSeni
kvality pohlavnich produkti nebo v nejhorsim ptipad¢é Uplné selhani vitelologeneze
(Nagahama a Yamashita, 2008). Optimalni rozmezi teplot pro vytér amura je 22 — 24 °C
(Koutil a kol., 2011). Pravé teplota vody by mohla byt dalsim faktorem, ktery ovlivnil
procento ovulovanych jikernacek v nasem experimentu. Naznacuje to i experiment
Kouftila a kol. (2006), ktery uskute¢nil podobny pokus s bylozravymi rybami pii étyfech
raznych teplotach vody (21,8 — 24,8 °C), konkrétn¢ s amurem, tolstolobikem bilym
(Hypophtalmichthys molitrix) a tolstolobcem pestrym (Hypophthalmichthys nobilis).
VSem experimentdlnim rybam byly podany CcCtyfi riznd hormondlni oSetfeni
(Supergerstran, Ovopel, Dagin a CPE). Pii podani Supergestranu dosahlo ovulace 71 %
jikernacek amura, coz je v porovnani S nasim vysledkem (57,14 %) lepsi GspéSnost.
Zda se, ze praveé teplota vody (24,8 °C) mohla ovlivnit procento ovulace, protoze
maximalni teplota vody pfi naSem pokusu byla nizsi (22,1 °C). Pfi hormonalnim oSetfeni
vV podobé& Ovopelu pii teploté vody 22,8 °C ovulovalo 59 % jikernacek, coz odpovida
procentu ovulace po podani ¢isttho mGnRHa v nasem experimentu. Pii teploté 24,8 °C
dosahlo ovulace 99 % jikerna¢ek amura a doslo ke zkraceni laten¢ni doby z 20,9 h na
14,1 h. V naSem experimentu pii teploté vody 21,2 —22,1 °C byla laten¢ni doba u skupiny
(mGnRHa + met) 19,4 h a u skupiny (mGnRHa) 18,2 h. Pro srovnani pii experimentu
Brzusky (1999) po podani ovopelu pii teploté 23 °C ovulovalo 80 % jikernac¢ek amura
s dobou latence 20 h. Pti experimentu s vyuzitim GnRHa s DI metoclopramidem u kapra
obecného byla pii pomérné vysoké teploté 28 °C laten¢ni doba 14 h. Podle Wanga a kol.
(2010) je laten¢ni doba ovliviiena nejen teplotou vody ale také typem hormonalniho
ptipravku a druhem ryby.

Ttfetim hormonalnim oSetfenim, které pouzil Koufil a kol. (2006) byl ptipravek
Dagin obsahujici SGnRHa [D-Arg®, Pro®, NEt] a DI — metoclopramide. Dagin vyvolal
ovulaci u 67 — 100% jikernacek amura, u tolstolobce 100 % a u tolstolobika neovulovala
zadna z jikernacek. Ve ¢tvrté skuping injikované CPE ovulovalo 67 % jikernacek amura,
100 % jikernacek tolstolobika a 100 % jikernacek tolstolobce. Stejného vysledku
po podani CPE u tolstolobika a amura dosahla Brzuska (1999), kde ovulovalo 100 %
jikernacek tolstolobika a 60% jikernacek amura s oplozenosti 62,6 = 26,7 %. Vysledky
poc¢tu ovulovanych jikernatek amura a jejich primérnych oplozenosti po podani

CPE z experimentu Brzusky (1999) jsou srovnatelné s naSimi vysledky po podani Cistého
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mGnRHa. Pii dalsim experimentu Brzusky (2005) s kaprem obecnym doséhla skupina
injikovana ovopelem nejlepsi oplozenosti (95 %). Druhy nejlepsi ptipravek byla
CPE (86 %) a tfeti Dagin (80%). Tyto vysledky s vyuzitim CPE nejsou az tak piekvapivé,
ikdyz vétSina autort uvadi vyS$Si uspé$nost po aplikaci syntetickych liberini s nebo
bez DI. Hormonalni oSetfeni v podobé CPE u amura je na rybich lihnich v praxi stale
velmi rozsitené. Pfi dal$im podobném experimentu by bylo dobré injikovat jesté jednu
skupinu jikernacek amura s vyuzitim CPE. Srovnani plodnostnich charakteristik mezi
skupinami injikovanymi ¢istym GnRH, GnRH s DI a CPE by mohlo pfinést zajimavy
nahled na tuto problematiku.

Kouftil a kol. (1996) zaznamenal u jeho experimentu pii aplikaci CPE u sumce
velkého (Silurus glanis) ovulaci u 50 % injikovanych jikernacek. Vyssi i€innosti dosahl
pti aplikaci syntetického hormonélniho ptipravku obsahujiciho GnRHa, kde dosédhlo
ovulace 70-80% jikernacek. Nejlepsi vysledek vykazovala skupina injikovana
GnRHa s DI, kde ovulovalo 85 % jikernacek. Z téchto experimentl vyplyva, Ze aplikace
GnRHa s DI vykazuje minimaln€ stejnou nebo vys§i U€innost nez podani CPE.
Jikernacky po injikaci GnRHa s DI dosahuji vyssiho procenta ovulace, vy$si hmotnosti
jiker a lepsi oplozenosti (Brzuska, 2001), coz potvrzuje i Dorafshan a kol. (2003), ktery
pii pouziti GnRHa s DI dosahl vyrazné vyssi relativni plodnosti u kapra obecného. Tyto
vysledky naznacuji, ze u ¢eledi ryb jako jsou Cyprinidae a Siluridae, u kterych je velmi
silnd dopamin inhibice, lze doporucit hormonani ptipravky na bazi GnRH s DI. Linard
akol. (1995) uvadi, ze napiiklad u lososa kisu¢ (Oncorhynchus kisutch) je dopamin
inhibice velmi nizkd nebo uplné chybi. Zohar a Mylonas (2001) tento fakt popisuje
I U veétsSiny komeréné vyznamnych moiskych druhi, jako jsou napfiklad sekavec
tajvansky (Paramisgurnus dabryanus) nebo pacejn bily (Parabramis pekinensis). Faktem
je, ze vprubéhu celého reprodukéniho cyklu se meéni sila dopamin inhibice
a je pravdépodobné nejvyssi v obdobi tieni (Linard a kol. 1995).

Nas experiment mél ukazat ptitomnost dopamin inhibice sekrece LH u amura bilého.
Z kiivek vychazejich z primémych koncentraci LH u nami hormondlné oSetfenych
jikernacek vyplyva, Ze je u tohoto druhu dopamin inhibice. Déle jsme chtéli optimalizovat
hormonalni oSetfeni na zakladé vyuziti syntetickych liberinu s nebo bez DI. U skupiny
injikované pouze mGnRHa jsme dosahli ¢astecné pozitivniho vysledku, kdy tato skupina

vykazovala procento ovulace vyssi nez 50 %. Bohuzel u skupiny injikované mGnRHa +
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met jsme dosahli jen velmi nizkého procenta ovulace a i ndsledné oplozenosti. Nemuizeme

tedy s jistotou fici, ktery z hormonalnich pfipravkt u amura je nejucinnéjsi.
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6. Zavér

Aplikace cistého syntetického mGnRHa indukovala postupny nartist primérné
hladiny luteiniza¢niho hormonu a dosazeni jejiho maxima az v dob¢ té€sné pred samotnou
ovulaci. Oproti tomu u skupiny injikované mGnRHa s metoclopramidem koncentrace
luteiniza¢niho hormonu, dosahla maxima po aplikaci hormonalniho pfipravku a na rozdil
od mGnRHa klesala sblizici se ovulaci. Primémé hladiny LH v prub&hu celého
experimentu poukazuji na velmi silnou dopamin inhibici u amura bilého.

U skupiny, ktera byla hormonalné oSetfena pomoci mGnRHa jsme dosédhli 57,14 %.
ovulovanych jikernacek. Doba latence byla 18,2 h. Plodnostni index byl 8,59 + 1,49 %.
Primémé  oplozenost dosdhla celkem  vysoké  procentudlni  GspéSnosti,
ato 60,25+ 11,22 %. Ve skupiné injikované mGnRHa s metoclopramidem dosahla
ovulace pouze jedna z jikernacek (14,28 %). Laten¢ni doba v této skupiné byla delsi,
konrétné 19,43 h. Plodnostni index byl také nizsi nez ve skupiné osetfené jen mGnRHa,
ato 5,66 %. Oplozenost v této skuping byla velmi nizka. Dosahla pouhych 0,1 %.

Z procenta ovulovanych jikernacek a jejich plodnostnich charakteristik vyplyva,
ze uziti samotného mGnRHa je u¢inngjsi nez vyuziti mGnRHa s dopamin inhibitorem.
Tyto vysledky bohuzel nepotvrzuji pfedem stanovenou teorii, ze mGnRHa s dopamin
inhibitorem zptlisobi vétsi procento ovulovanych jikernacek amura.

Znami dosazenych vysledki nemlzeme tedy s jistotou konstatovat, ktery
hormonalni ptipravek na bazi syntetickych liberinu s nebo bez dopamin inhibitoru,
je nejucinnéjsi pro vyvolani ovulace u amura bilého. Avsak dosahli jsme dil¢iho uspéchu
u u skupiny oSetfené¢ Ccistym mGnRHa, kde v této skupiné ovulovalo vice
nez 50 % jikernacek a oplozenost dosahovala 60%.

Zaveérem lze fici, Ze pii opakovani tohoto experimentu na vét§im poctu jikernacek,

bychom mohli dospét k ptfesnéjsim vysledkim, které by pomohly v této problematice.
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8. Seznam zkratek

Ab; — Abs — jednoleté az pétileté ryby (amur bily)

CPE — kapfti hypofyza

DA — dopamin

D] — dopamin inhibitor

FOM — finalni zrani ovocyta

FSH — folikulostimula¢ni hormon
GnRH  —gonadtropin uvolfiyjici hormon

GnRHa - gonadtropin uvolfiujici hormon — analog
GnRH-R — GnRH receptor

GPCR  —receptory sptazené s G — proteinem
GtH — gonadotropni hormony

hCG — choriongonadotropin

LH — luteiniza¢ni hormon

MGNRH — sav¢i gonadtropin uvoliujici hormon

Pl — plodnostni index
SEM — smérodatna odchylka
SGNRH - lososi gonadtropin uvoliiujici hormon
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9. Seznam priloh

Obr. ¢.8: Odlov genera¢nich amurd na plné vodé
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10. P¥ilohy

Obr. ¢.8: Odlov generacnich amurd na plné vodé

Obr. ¢.9: Manipulace s genera¢nimi rybami po jejich odlovu
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Obr. €.10: Upevnovani kratkodobych znacek generaénim rybam

Obr. €.11: Anestezované jikernacky
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Obr. ¢.12: Odbér vzorku krve z ocasniho nasadce

Obr. €.13: Manipulace se vzorky krve po jejich odbéru
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Obr. ¢.14: Vkladani vzorkt krve do odstiedivky

Obr. €.15: Odlov a manipulace s jikernackou pred vytérem
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Obr. €.16: OsuSovani btisnich partii a nasledny vytér

Obr. €.17: Vytér jikernacky do suché misky
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ROS

- /
Obr. ¢.18: Manipulace s jikernackou pfi vytéru do misky

Obr. ¢.19: Vytér mlicaka na jikry v misce
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11. Abstrakt

Hormonalni stimulace ovulace amura bilého (Ctenopharyngodon idella)

V roce 2015 probéhl experiment s hormonélni stimulaci ovulace jikernacek u amura
bilého s vyuzitim dopamin inhibice na sekreci luteinizaéniho hormonu (LH), pomoci
mGnRHa ([D-Tle%, Pro®, NEt]-mGnRH), s nebo bez metoclopramidu. Tfi experimentalni
skupiny jikernacek byly injikovany témito hormondlnimi piipravky: skupina A —
mGnRHa (12,5 pgkg?) + metoclopramide (20 mg.kg?), skupina B — mGnRHa
(12,5 pgkg?), skupina C — 0,9 % NaCl. U skupiny A injikované mGnRHa
s metoclopramidem doséhla ovulace pouze jedna z jikernacek (14,28 %), plodnostni
index byl 5,66 % a oplozenost pouhych 0,1 %. Koncentrace luteiniza¢niho hormonu
dosdhla maxima po aplikaci hormonalniho piipravku a narozdil od skupiny B klesala
s blizici se ovulaci. U skupiny B aplikace Cistého syntetického mGnRH vyvolala ovulaci
u 57,14 % injikovanych jikernacek amura. Plodnostni index byl 11,25 +4,77 %
a priumeérna oplozenost dosahla 60,25 + 11,22 %. Hladina luteiniza¢niho hormonu dosahla
svého maxima az v dob¢ tésn¢ pred samotnou ovulaci.

Vysledky experimentu neprokazaly vyuziti mGnRHa s metoclopramidem jako
nejucinngjsi. Hladiny LH v8ak prokazaly silnou dopamin inhibici na sekreci LH u tohoto

nami zkoumaného druhu.

Kli¢ova slova: reprodukce, umeéla reprodukce, Cyprinidae, dopamin, GnRH,

metoclopramide
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12. Abstract

Hormonal stimulation of ovulation in grass carp (Ctenopharyngodon idella)

In 2015, an experiment with hormonal stimulation of ovulation in grass
carpwas performed using dopamine inhibition of secretion luteinizing hormone (LH)
by mGnRHa ([D-Tle6, Pro9, NEt] -mGnRH), with or without metoclopramide. Three
experimental groups of females were injected with the following hormonal preparations:
group A - mGnRHa (12.5 pg.kg?) + metoclopramide (20 mg.kg™), group B - mGnRHa
(125pgkg 1) Group C - 0.9% NaCl. For group A injected mGnRHa
with metoclopramide, ovulation only achieved one of the females (14.28%), the fecundity
index was 5.66% and the fertility was only 0.1%. The luteinizing hormone concentration
peaked after application of the hormonal preparation and, unlike group B, declined
with imminent ovulation. In Group B, the application of pure synthetic mGnRH induced
ovulation in 57.14% of injected females. Fecundity index was 11.25 +4.77% and average
fertility reached 60.25 + 11.22%. The level of luteinizing hormone reached its peak only
at the time just before ovulation itself.

The results of the experiment did not demonstrate the use of mGnRHa
with metoclopramide as the most effective. However, LH levels have shown a strong

dopamine inhibition of LH secretion in this species.

Keywords: reproduction, artificial reproduction, Cyprinidae, dopamin, GnRH,

metoclopramide
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