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1. Uvod

Ceskéa republika jiz tradi¢né patfi k akvaristické svétové $pi¢ce. Kromé estetické
stranky muze chov tropickych druhti ryb piispivat také k ziskani fady poznatkd z jejich

biologie, ekologie, etologie a také miize napomoci pii zachrané ohrozenych druht ryb.

Jednou z atraktivnich akvarijnich ryb je i trnovec hiebenocely. Tento druh v porovnani
S ostatnimi druhy patii stadle k méné zndmym a v bézn¢ dostupnych publikaci je o chovu
téchto ryb velmi malo informaci. Nazory na odchov téchto ryb jsou témét jednotné.
ZkuSeni akvaristé popisuji jejich rozmnozovani jako velmi problematické. Ptficina tohoto
problému prameni pravdépodobné v rozdilném prostiedi a podminkach chovu oproti

podminkam, ve kterych se trnovec hiebenocely prirozené vyskytuje.

Uméla reprodukce velkého mnozstvi druhit ryb vyuzivanych v akvakultufe je
provadéna pomoci hormonalné indukovaného vytéru. V soucasnosti se v§eobecné k indukci
ovulace u ryb vyuziva aplikace hormonalnich preparati. U sumct se uspé$né k vyvolani
ovulace vyuziva zejména aplikace kapii hypofyzy a synteticky vyrobenych GnRH analogli
v kombinaci s dopamin inhibitorem. Tato kombinace byla jiz v minulosti Usp&sné
aplikovana i u Celedi Doradidac a v soucasné dobé se k indukci ovulace jevi jako

nejucinnéjsi.

Naplni prace bylo zaméfit se pravé na rozmnozovani tohoto druhu v experimentalnim

chovu a pfinést tak do této problematiky nové poznatky.

Cilem prace byla hormonalni indukce ovulace v kontrolovanych podminkéch a vliv
dopamin inhibitoru na sekreci luteiniza¢niho hormonu z gonadotropnich bun€k hypofyzy.
Dalsim cilem byla snaha posoudit vliv chemismu vody na embryogenezi a vymezit
fyzikéalné-chemické podminky pro inkubaci jiker a odchov ranych ontogenetickych stadii

tohoto druhu.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Trnovec hi‘ebenocely
2.1.1. Taxonomické zarazeni

Trnovce hiebenocelého (Agamyxis pectinifrons) fadime mezi paprskoploutvé ryby
(Actinopterygii), do fadu sumci (Siluriformes), Celedi trnovcoviti (Doradidae), rodu
Agamyxis (Nelson, 2006). Celed’ Doradidae zahrnuje okolo 35 validnich rodd s 90 druhy.

Rod Agamyxis ¢ita v soucasné dobé pouze dva druhy a to trnovce hiebenocelého
a trnovce béloskvrnného (Agamyxis albomaculatus). Poprvé trnovce hiebenocelého popsal
Cope v roce 1870 (Franke, 1985). Oba pifibuzné druhy jsou si navzajem velmi podobné a
vzhledové se lisi jen na Urovni drobnych rozdili jako je Sifka téla, mnozstvi skvrn na

povrchu téla piip. vzor ocasni ploutve (Reis a kol., 2003).

2.1.2. Zemépisné rozsireni

Vyskyt sumct je potvrzen na vSech kontinentech s vyjimkou Antarktidy. Své nejvyssi
diverzity ovsem tato skupina dosahuje ptedevsim v Jizni Americe, kde se vyskytuje 64 %
vSech doposud znamych druhti sumct (Bruton, 1996).

Samotna celed Doradidae dosahuje nejvétsi druhové bohatosti v niZinnych fi¢nich
systémech rovnikové Casti Jizni Ameriky (< 200 m.n.m.) a prakticky viibec se nevyskytuji
v fekach polozenych nad 1000 m.n.m (Lundberg a kol. 2010). Priméarn¢ se jedna o feky
Amazon, Maracaibo, Orinoco, Essequibo a Parana (Obr.¢.1.) (Helfman a kol., 2000; Moyer
a kol., 2004). Praveé v povodi feky Amazon se nachazi vice nez 70 % validnich druhii
z ¢eledi Doradidae (Reis a kol., 2003). Povodi Amazon je nejvétsim hydrografickym
systémem na svété o rozloze 6 879 761 km? a s délkou toku 7 025 km. Amazon je po celé
délce napajen vice nez 1000 vétsimi pritoky pochazejicimi z riznych geologickych oblasti,
které vyznamné ovliviyji fyzikaln€¢ chemické vlastnosti Amazonu (Konhauser a kol.,
1994).

Riéni systémy Jizni Ameriky mohou byt klasifikovany z hlediska jejich kvality vody do
tii skupin - bila, ¢erna a ¢ira voda (Sioli, 1984). Bila voda je typicka pro toky Rio Madeira,
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Rio Solimoes a hlavni tok Amazon. Bila voda obsahuje velmi malo rozpusténych latek, ale
velmi mnoho latek nerozpusténych. Bilé vody maji pH v rozpéti 6,8 - 7,1, vodivost se
nejcastéji pohybuje v rozmezi 40 - 100 puS - cm, voda je mekké az polotvrda a obsahuje
vysoké mnozstvi jilovych ¢astic. Primérna teplota vody se pohybuje kolem hodnot 29 °C
(Konhausera kol., 1994, Alcour a kol., 2003). Cerna voda je typicka pro feky Rio Negro
a Rio Cururu. Voda ma typickou cajovou barvu a obsahuje velké mnozstvi huminovych
latek, které se do vody dostavaji diky vyluhtim z pralesnich rostlin. Toky s ¢ernou vodou
jsou charakteristické mékkou, kyselou vodou spH pohybujicim se v rozmezi
54 - 6,0 a vysokym obsahem Zeleza. Voda ma nepatrnou vodivost pohybujici se mezi
6 - 17 uS - cm™. Pramérn4 teplota vody kolisé v rozmezi 20 - 24 °C (Rickey a kol., 1990).
Cira voda je charakteristicka pro toky vys§ich nadmoiskych vysek. Piikladem mohou byt
feky Rio Ucayali, Rio Maranon a horni tiseky Amazonu. Tato voda je prizracna, mékka
SpH o hodnotdch 7,2 - 7,9 a nizkou koncentraci mineralnich a nerozpusténych latek.
Vodivost &iré vody se pohybuje mezi 18 - 20 uS - cm™. Teplota vody kolisa mezi 28 - 30
°C (Hofmann a Noviék, 1996).

Trnovec hiebenocely obyva klidné, nizinové, stinné a pomalu tekouci vody (Obr.c.2)
(Reis a kol., 2003). Vyskyt trnovce hiebenocelého byl potvrzen v ¢ernych vodach a
v ¢ernych vodach smisenych s vodami bilymi. Jeho ptitomnost byla prokazana v lokalitach
Cotoyacu (Ekvador), Tambococha (Ekvador) (Galacatos a kol., 2004), Tahuamanu (Peru) a
Manuripi (Bolivie) (Machado-Allison a kol., 1999).

Pro rovnikovou ¢ast Jizni Ameriky je ptiznac¢né stfidani tzv. obdobi destti a obdobi
sucha. Obdobi sucha je charakterizovano vyraznym nedostatkem srazek (Bone a Marshall,
1982), oproti tomu pro obdobi dest je typické radikalni stoupani hladiny o 10 - 15 m
a nasledné zaplavovani travnatych ploch a okolniho pralesa. Voda Amazonu je v tomto
obdobi vétsinou zakalend, coz je zpusobeno proudem vody, ktery podemila biehy a nese
sebou velké mnozstvi ptidy. Toto obdobi pfipadd zejména na mésice unor - kvéten, ale
zvySenymi srazkami se vyznacuji také mésice listopad a prosinec (Drahotussky a Novak,
2000). Periodicita obdobi destt a obdobi sucha ma velky vyznam z hlediska zmén
fyzikaln¢ chemickych parametri vody a tudiz i na fyziologii a reprodukéni chovani

tropickych ryb. VétSina tropickych ryb se rozmnozuje nejcastéji t€sn€ po nastupu obdobi
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desta (Welcomme, 1969; Winemiller, 1996) nebo tésn¢ po jeho ukonceni (Drahotussky
a Novak, 2000). Fyzikalné chemické zmény v oblastech s vyskytem trnovce hiebenocelého

Vv prib¢hu obdobi dest a obdobi sucha jsou uvedeny v Tab.c.1.

:’ Doradidae
:I Agamyxis pectinifions

Obr.¢.1: Geograficka distribuce ¢eledi Doradidae a trnovce hiebenocelého.

Tab.¢.1: Primérné hodnoty kvality vod v obdobi destt a sucha v lokalitach s vyskytem trnovce

hiebenocelého (Ekvador) - modifikovano dle (Galacatos a kol., 2004).

Teplota (°C) Kyslik (mg - I) pH Vodivost (uS - cm™) | Zakal (NTU)
Tambococha
Obdobi destl 246+0,3 10.9+0.6 6,2+0,3 208+11 316139
Obdobi sucha 26,2%0,7 1101 59+0,3 589+54 1156+ 5.4
Cotoyacu
Obdobi destl 247104 10.9+0.2 6.2+0.3 208+ 1.1 28757
Obdobi sucha 26.6 +0.5 0.9+0.1 6.1+£0.2 66.6 + 11.6 63.9+4.8
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Obr.¢.2: Tlustra¢ni obrazek lokality Cotoyacu s vyskytem trnovce hiebenocéelého

2.1.3. Charakteristika ¢eledi Doradidae a popis zkoumaného druhu

Pro ¢eled’ Doradidae je charakteristickd pfitomnost dobfe vyvinutého hlavového Stitu,
dale jsou typické na bocich Supiny se sttedovymi dozadu smétujicimi trny (Higuchi a kol.
2007), subterminalni postaveni Ust a siln¢ vroubkovana hibetni a prsni ploutev (Reis a kol.,
2003). Doradidae jsou znami vydavanim vrzavych a knouravych zvuki, které vyluzuji
dvéma hlavnimi zplsoby. Pii prvnim zpiisobu tzv. striduluji kloubem prsniho trnu (kloub
prsniho trnu ¢astecné zaseknou v kloubni jamce a pohybuji prsni ploutvi) (Le Bail a kol.,
2000). Dalsim zptisobem je zapojeni svalu, kterym se napojuje plynovy méchyi k zadni
¢asti lebky. Rychlym napindnim a povolovanim svalu méchyt naplnény vzduchem rezonuje
(Bileyova a Sandfordova, 1998). Doradidae se zdrzuji zejména pii dné tekoucich vod
a vétsinu zivota ziji ukryti pod plochymi kameny, koteny, kusy dfeva a kiry (Frank, 1984).
Doradidae jsou obecné povazovani za oportunni omnivory Zivici se detritem, méekkysi,
krouzkovci, vodnim hmyzem, korySi, malymi rybkami, plody a jinym organickym
materialem (Reis a kol., 2003).
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Trnovec hiebenocely dordstda do maximalni délky 16 cm. Jeho télo je celé zbarveno
hnéd¢ az Cerné a je poseto Cetnymi zlutymi teckami (Elson a Lucanus, 2003). Bfisni partie
je zbarvena svétleji. Pies boky se jim tahne ve vysi postranni ¢ary jedna fada stitkh, kdy
kazdy stitek je zakonCen kratkym dozadu sméfujicim trnem. Na bazich prsnich ploutvi
vylucuji jedovaty sekret, ktery stékd ryhou v prsnim trnu. Paprsky ploutvi a trny na bocich
zajistuji rybam ochranu proti predatorim, ale také slouzi k tomu, aby se ryba zaklinila do
Stérbin. Tuto obranu trnovec hiebenocely doplituje jesté¢ vydavanim zvlastnich zvukd, které
maji utocnika zastraSit. Na dorsalni strané téla ryby mezi hibetni a ocasni ploutvi ma
vyvinutou tukovou ploutvicku. Kolem Siroké tlamy se nachazi tii pary vousku, pficemz dva
péry se nachazi na dolni &elisti a jeden par na horni &elisti (Franke, 1985). Zivi se pfevazné
faunou dna jako napt. larvy hmyzu pakomart (Chironomidae), ale nejvétsi piednost dava
niténkam (Tubifex) (Reis a kol., 2003).

2.1.4. Naroky na chov

Trnovec hiebenocely je nejaktivnéj$i za soumraku a v noci (nokturalni aktivita).
VétSinu dne travi ukryti, proto by v chovné nadrzi, mél byt dostatek kofent a jinych ukrytd,
které¢ by mély obsahovat vétsi mnozstvi Skvir. Pro trnovce hiebenocelého je vhodné nadrz
stfedni velikosti, ktera by méla byt osazena vodnimi rostlinami a navic jesté doplnéna i
rostlinami plovoucimi (Zukal, 1976). Nejlépe mu vyhovuji teploty pohybujici se v rozpéti
25 - 28 °C (Sterba, 1987). Tvrdost vody by neméla vystoupat nad 20 °dH a pH by se mélo
udrzovat rozmezi 6 - 7,5 (Allgayer a kol. 2007). V piipadé, Ze je trnovec hiebenocely
chovan v nevyhovujicich podminkach dochazi u n¢ho k bilému zakaleni o¢i a naslednému
uhynu (Franke, 1985). V akvarijnich podminkach tento trnovec velmi dobie pfijima i uméle
vyrobené granulované a tabletované krmivo pro akvarijni ryby (Bileyova a Sandfordova,
1998), nicmén¢ nejvetsi prednost dava zivé potrave, zejména larvam pakomard a niténkam

(Reis a kol., 2003).
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2.1.5 Reprodukce v pfirodé a v akvakultuie

O reprodukci Doradidae je znamo velmi malo (Bruton, 1996). Piirozeny vytér je
pravdépodobné soustiedén do obdobi déstt (Burgess, 1989) a probiha v no¢nich hodinach
V témét Gplné tmé. U piibuzného druhu trnove amazonského (Amblydoras hancocki) je
prokazano, ze po ptichodu obdobi déstt vyhleddava rybniky, ve kterych je dostatek
rostlinnych zbytkti (Burgess, 1989), ze kterych si stavi hnizdo (Bruton, 1996). Do
vytvofeného hnizda ukryva své jikry, o které nasledné oba rodic¢e pecuji a chrani je pred
predatory. Rodi¢e hnizdo hlidaji az do doby vykuleni jiker (Burgess, 1989). Stavba
takového hnizda se predpoklada i u trnovce hiebenocelého, nicméné védecky zatim nebyla
potvrzena.

Uméld reprodukce byla provedena u piibuzného trnovce béloskvrnného a trnovce
amazonského. Nicméné u obou druht se ovsem objevily problémy v priabéhu lihnuti larev,
které nemohly protrhnout jikernné obaly a proto musely byt tyto obaly odpreparovany
uméle (Franke, 1985).

U trnovce hiebenocelého se uvadi, ze je velmi plodny, jeho plodnost se pohybuje
ptiblizné¢ kolem 20000 kusi jiker diskovitého tvaru (Mayland, 1998). Pohlavni
dimorfismus se u néj projevuje zejména stavbou téla, kdy samci jsou mensi a Stihlejsi

wevr

(Schaefer, 2004). Informace o umélém vytéru tohoto druhu nejsou znamé.

2.2. Reprodukce ryb

Jednou ze zdkladnich biologickych vlastnosti Zivych organismi je schopnost se
rozmnozovat a tim je dana moznost zachovani Zivo¢iSnych druhti a kontinuity Zivota viibec
(Drahotussky a Novak, 2000). Primarnim zpisobem rozmnozovani ryb je rozmnozovani
pohlavni, pfi némz vznikd novy jedinec splynutim vajicka a spermie (Hofmann a Novak,
1996). Hlavnim piedpokladem plynulého rozmnozovani je normalni funkce pohlavniho
ustroji, tj. produkce plnohodnotnych, oplozeni schopnych pohlavnich bun¢k a neruSeny
vyvoj nového jedince (Jelinek a kol., 2003). V reprodukénim procesu (at’ jiz pfirozeném

nebo umeéle fizeném), hraji hormony ryb stejné jako hormony vyssich obratlovcl zcela
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zasadni ulohu. Gametogeneze a findlni zrani gamet je regulovano kaskadou hormonti podél

reprodukéni osy ,,hypotalamus - hypofyza - gonady* (Peter a Yu, 1997).

2.2.1. Hormonalni Fizeni ovulace ryb

Reprodukce ryb je ovlivnéna celou fadou vngjsich a vnitinich faktord. Mezi vnitini
faktory patii zejména zdravotni a kondi¢ni stav ovlivnény zptisobem chovu, jeho hygienou,
kvalitou a vyzivou generacnich ryb. Mezi vnéjSimi faktory dominuje zejména teplotni
rezim, svételny rezim a chemizmus vody. Dal§im vyznamnym faktorem je piitomnost ryb
stejného druhu opacného pohlavi, ¢i vytérového hejna. Tyto informace jsou piijimany
a nasledné¢ analyzovany centralni nervovou soustavou (Pankhurst, 1998). V ptipadé
vyhodnoceni vné&jsich a vnitinich podminek jako vhodnych pro reprodukci dochazi
k sekreci gonadotropin uvoliujiciho hormonu (GnRH). GnRH je nejvyznamnéjsi stimulant
piedovulacniho vzrustu koncentrace luteiniza¢niho hormonu (LH) nevyhnutelného pro

iniciaci steroidogeneze a nasledné ovulace.

2.2.1.1. GnRH

Gonadotropin uvolfujici hormon je z chemického hlediska neurodekapeptid
hypotalamického pivodu (Jelinek a kol, 2003). GnRH je hlavnim regulatorem sekrece LH
(Kah a kol., 2007). Vibec poprvé se GnRH podafilo izolovat ze sav¢iho hypotalamu ve
slozeni: pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,, u ryb se podafilo identifikovat
GnRH poprvé u druhu losos keta (Oncorhynchus keta) (Sherwood a kol., 1994).
U obratlovct se v poslednim desetileti zvysil pocet identifikovanych GnRH forem na
14 (Adams a kol., 2003). Mezi obratlovci predstavuji ryby skupinu vykazujici nejvétsi
pocet GnRH variant (Sherwood a kol., 1983), doposud bylo u ryb identifikovano osm
forem GnRH (Tab.¢.2) (Adams a kol., 2002; Montaner a kol., 2001; Carolsfeld a kol.,
2000). Jednotlivé formy GnRH se mezi sebou lisi v zastoupeni aminokyselin v peptidovém
fetézci (Bosma a kol., 2000). Na zaklad¢ lokalizace v mozku a piedpokladané funkce se
déli identifikované GnRH formy do tfi monofyletickych skupin (Fernald a White, 1999).
Kazdy rybi druh produkuje minimélné dvé az tii formy GnRH (Lethimonier a kol., 2004),
které se 1isi v aminokyselinové sekvenci (Dubois a kol., 2002). Do skupiny | (GnRH-I),

fadime GnRH formy u kterych se pfedpokladd hlavni podil na regulaci sekrece LH
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s mistem produkce nachazejicim se Vv piedni oblasti hypotalamu a v hypofyze (King
a Millar, 1995). Radime sem napi. savéi (MGnRH), kufeci-l (cGnRH-I), prazmovy
(sbGnRH), sumovy (cfGnRH), (Dubois a kol., 2002). Do skupiny Il (GnRH-II) fadime
jenom kufeci GnRH-II s mistem exprese v tegmentu stfedniho mozku (¢cGnRH-II), které
bylo potvrzeno u téméf vSech zkoumanych obratlovet. Prokazan byl vliv kufeci GnRH-I11
na sexualni chovani a ptijem potravy (Guilgur a kol., 2006; Kah a kol., 2007; Miyamoto
a kol., 1984). Linie Il (GnRH-III) zahrnuje pouze lososové GnRH (sGnRH), které je
vyskytem limitovano pouze na ryby a jeho mistem produkce jsou c¢ichové laloky,
terminalni nerv a predni mozek (Okubo a Nagahama, 2008; White a kol., 1998). Lososové
GnRH se piipisuje hlavni podil na regulaci sekrece LH u rybich druht bez pfitomnosti
GnRH formy ze skupiny 1. V mozku pfislusnikt fadu Siluriformes byly prokazany pouze
dvé formy GnRH a to lososové GnRH (sGnRH) a kufeci GnRH (¢cGnRH-II) (Peter a Yu,
1997).

Syntéza SGnRH probiha v neuronech hypotalamu, v endoplazmatickém retikulu, odkud
je pfedan Golgiho komplexu, kde se bali do granuli obklopenych membranou. Z nervovych
zakonceni jsou granule putujici v axonech uvoliovany zménou akéniho potenciondlu (Fink,
1988). Diky absenci hypotalamo - hypofyzarniho portalniho sytému u kostnatych ryb jsou
granule GnRH transportovany podél nervovych vlaken pies hypofyzarni stopku
K nervovym zakoncenim v tésné blizkosti bun¢k adenohypofyzi (Van der Kraak a kol.,
1988). U savci uvoliovani GnRH probiha tzv. koordinovanou pulzaéni sekreci. Pulzaéni
sekrece z nervovych zakonceni v hypotalamu zajistuje pulzacéni vinu, ktera je dilezita pro
stimulaci LH sekrece (Hotchkiss a Knobil, 1994). Pfedpoklada se, ze toto koordinované

pulza¢ni uvoliiovani GnRH je pravdépodobné vyvinuté i u ryb (Yaron a kol., 2003).
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Tab.¢.2: Prehled aminokyselinového spektra u doposud identifikovanych GnRH forem u ryb —

upraveno dle (Lethimonier a kol., 2004).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sav¢i GnRH
(mGnRH) pGlu |[His | Trp [Ser |Tyr |Gly |Leu |Arg |Pro |Gly-NHz|(Matsuo a kol., 1971)
Kufeci GnRH-II
(cGnRH-II) pGlu |His | Trp [Ser |His |Gly [Trp |Tyr |Pro |Gly-NHz | (Yuakol., 1988)
Sumcovy GnRH
(cfGnRH) pGlu |His | Trp [Ser |His |Gly |Leu |Asn |Pro |Gly-NHz | (Bogerd a kol., 1992)
Lososovy GnRH
(sGnRH) pGlu |[His | Trp [Ser [Tyr |Gly |Trp |Leu |Pro |Gly-NHz | (Sherwood a kol., 1983)
Sled'ovy GnRH
(hgGnRH) pGlu |His | Trp [Ser |His |Gly |[Leu |Ser |Pro |Gly-NH |(Carolsfeld a kol., 2000)
Sihovy GnRH
(wfGnRH) pGlu |[His | Trp [Ser |[Tyr |Gly |Met |Asn |Pro |Gly-NH | (Adams a kol., 2002)
Prazmovy GnRH
(sbGnRH) pGlu |His | Trp [Ser |Tyr |Gly |Leu |Ser |[Pro |Gly-NHz | (Powell akol., 1994)
Medakovy GnRH
(mdGnRH) pGlu |His | Trp [Ser |Phe |Gly |Leu |Ser |Pro |Gly-NHz |(Montaner a kol., 2001)

2.2.1.2. GnRH receptory

GnRH uplatiiuje svoji lohu prostfednictvim rozpoznani a navazani se na specifické
GnRH receptory (GnRH-R) (Blomenrohr a kol., 2005). GnRH-R jsou fazeny mezi
receptory spojené s G proteinem (GPCR) (Cardinaud a kol., 1998). Vlastni receptor je

slozen z polypeptidového fetézce, ktery ptrechdzi sedmkrat pies lipidovou dvojvrstvu,

sttidajici mimobunécné a vnitrobunécné sekvence (Sealfon a kol., 1997). Charakteristicka

struktura GPCR je sloZena ze tfi hlavnich funkénich domén: transmembranova doména,

N-terminalni extracelularni a intraceluldrni doména, C-terminélni cytoplazmatickd doména

(Blomenrohr a kol., 2002). GnRH-R se v souc¢asné dobé rozdéluji na dva typy a to na typ 1.,

ktery je bez koncové intracelularni ¢asti a ma nejvétsi afinitu kK mGnRH-1. Oproti tomu 1.

typ, ktery ma koncovou intracelularni ¢ast ma vétsi afinitu k cGnRH-I1 (Sealfon a kol.,

1997).
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2.2.1.3. Dopamin

Antagonisticky vuci pusobeni GnRH a zaroven inhibi¢né ve vztahu k sekreci LH
pusobi Dopamin (DA). DA je katecholaminni neurotransmiter, ktery zabrafiuje
predCasnému dozravani pohlavnich produkti nebo jejich dozravani v nevhodnych
podminkach (Dufour a kol., 2005). Hlavni roli pfi tlumicim ucinku dopaminu b&hem
procesu vitelogeneze hraje pravdépodobné hladina estradiolu (E2). Toto bylo zkouméno
a prokazano u kefickovce dvoupasého (Heteropneustes fossilis) (Senthilkumaran a Joy,
1995). Uginek DA spo¢iva v naruseni vnitrobunééné signalizaéni GnRH kaskady (Chang a
kol., 1993), redukci poctu pocet vazebnych mist - receptorti pro GnRH na gonadotropnich
buikach (de Leeuw a kol., 1989) a zablokovanim sekrece GnRH z nervovych zakonceni
V hypofyze (Yu a Peter, 1992). Inhibi¢ni G¢inky DA jsou zprosttedkovany pomoci dvou
hlavnich skupin DA receptorti (Dufour a kol., 2010), které se 1isi v schopnosti aktivovat D1
nebo inhibovat D2 enzym adenylatcyklazu (Kebabian a Calne, 1979). U vicerych
piislusnika fadu Siluriformes (Wang a kol., 2010; Abrabaci a Sari, 2004; Adebiyi a kol.,
2013) byla zaznamenana vyrazna DA inhibice sekrece LH (Dufour a kol., 2010).

2.2.1.4. Gonadotropni hormony

Az do konce 80. let minulého stoleti se fyziologické funkce spojené s plisobenim
gonadotropnich hormont u ryb pfipisovaly pouze jednomu hormonu s gonadotropnim
ucinkem. Objev dvou rozdilnych gonadotropini u lososa koncem 80. let tento pohled
zménil (Kawauchi a kol., 1989). Mistem syntézy a uvolhovani téchto hormond, které
kontroluji ¢innost gonad, a také S§titné zlazy je adenohypofyza. Tyto hormony byly
pojmenovany podle jejich G¢inkli na gonady: folikuly stimulujici hormon (FSH) a
luteiniza¢ni hormon (LH) (Bentley, 1998).

Oba tyto hormony jsou proteiny o molekulové vaze zhruba 3000, obsahuji také zhruba
12 - 20 % sacharidi. VSechny tyto hormony tvoifi dvé neidentické podjednotky (a a ),
které jsou spojeny nekovalentni vazbou. Dalsi takové hormony s podobnou strukturou
a pivodem byly identifikovany u ¢lend vSech tfid obratlovcii (Bentley, 1998). Subjednotka
a vykazuje u obratlovcl vysoky stupeit mezidruhové identity a to na tirovni 60 - 90 %, to se

dé¢je diky karboxyl terminalnimu zakonceni. Subjednotka B naopak vykazuje znacny stupeii
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diferenciace. U ryb je u FSHf shoda piiblizné¢ 53 % a u LHp se shoda pohybuje na Grovni
67 % (Moyle a kol., 1994).

U lososovitych druhii se zjistilo, ze FSH a LH jsou stejné u¢inné pii stimulaci sekrece
estradiolu - 17B z folikularnich oocytii podstupujicich vitelogenezi. LH se vSak jevi jako
ucinnéjsi pii stimulaci sekrece 170, 20B-dihydroxy-4-pergen-3-one (Sakai a kol., 1989;
Schulz a kol., 1991, 1992). V pribéhu celé vitelogeneze je prevladajici vyskyt hlavné FSH
zatimco koncentrace LH vykazuje velmi ostry vrchol smérem k ovulaci (Davies a kol.,

1995; Prat a kol., 1996).

2.2.1.5. Ovarialni hormony

Steroid indukujici dozravani

LH stimuluje zrani ovocyti tim, Ze stimuluje bunky folikuli syntetizovat steroidy
indukujici dozravani (MIS). Studie na riznych druzich ryb ukdzaly, ze steroidem
s nejvétsim ucinkem navozujicim kone¢né dozravani ovocyti je 17a,20B-dihydroxy-4-

pregnen-3-one (Nagahama a kol., 1995).

Ovarialni steroidni zpétna vazba

Zpétnovazebné ucinky pohlavnich hormoni ptisobi na mozek a podvések mozkovy
a tim umoznuji integraci s environmentalnimi podnéty, aby v koneéném dutsledku vyvolali
nartst predovulaéni urovné LH (Aida, 1988). Studie s karasem zlatym (Carassius auratus)
ukézaly, ze zvySené hladiny testosteronu (T) a estradiolu (E2) jsou dulezité¢ pro Gspésné
dosazeni predvytérové hladiny LH (Kobayashi a kol., 1989). Mechanismus pozitivni nebo
negativni zpétné vazby steroidll je potvrzeny u mnoha druhli ryb, u sumct napt. Auroa
a kol. (2007). Rozhodujicim faktorem uplatnéni zpétné vazby hraje predevsim stupen

vyvoje gonad a vytérové obdobi (Navas, 1995).

Prostagladiny
Prostaglandiny (PG) jsou fyziologicky aktivni latky, které jsou syntetizované téméf ve

vSech tkanich a organech, zejména v semennych vaccich, ledvinach a sténach cév. Svym
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vznikem z esencialnich mastnych kyselin jsou podobné vitaminim a fada ucinkti ma
spole¢ny charakter s tkanovymi hormony (Jelinek a kol., 2003).

U ryb je ovulace zprostiedkovana PG z tfady F (PGF) (Goetz, 1983). Syntézy PGF
se ucastni proteiny jako je lipoxigenaza, kinaza C, cyklooxygenaza metabolismu
arachidonové kyseliny a vlastni syntéza je stimulovana MIS (Patio, 2003). ZvySena
syntéza PG indukovana bud’ LH nebo MIS se jevi jako obecny pozadavek pro LH

vyvolanou ovulaci (Goetz a kol., 1991).

2.2.1.6. Ovulace

Ovulaci rozumime prasknuti stény folikulu v dasledku prob&hlych zmén v jeji skladbé
a zvySeného nitrofolikularniho tlaku, vyplaveni vajicka a jeho ptfechod do vejcovodu
(Jelinek a kol., 2003). U kostnatych ryb je ovulace spojena s vysokym nartstem sekrece LH
(Kime, 1993).

Vnéjsi prostredi
Mozek

g D
Hypofyza

Gonady
Androgeny
Estrogeny

Spermatogeneze
Vitelogeneze

A

v

Indukce
maturace

—

Spermiace
Zrani oocytl

Obr.¢.3: ZjednoduSené schematické znazornéni reprodukéni osy ryb — upraveno podle (Mylonas
a kol., 2010).
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2.2.2. Reproduk¢ni dysfunkce

U ryb chovanych v zajeti se Casto vyskytuji reprodukéni dysfunkce (Brzuska, 1999)
znemoznujici spontanni podstoupeni ovulace resp. spermiace a nasledny pfirozeny vytér.
Tyto dysfunkce se vyznacuji riznym stupném zavaznosti a jejich zavaznost je zavisla na
druhu ryby a charakteru chovného prostfedi (Zohar a Mylonas, 2001). U jikernacek se
nejcastéji jedna o poruchy dozravani ovocyti a nasledné selhani ovulace a tfeni (Petera

kol., 1993; Maifianos a kol., 2008; Mylonas a Zohar, 2007). U mli¢akd muize dochazet k

rrrrr

Mrwe

podminek v prostiedi, ve kterém se ryby pfirozen¢ vyskytuji (Abraham, 1988). V umélém
prostedi ¢asto chybi pfirozené tieci podnéty jako je tfeci substrat, chemické slozeni vody,
hloubka, hydraulika, atp. (Mylonas a Zohar, 2001).

U velkého mnozstvi rybich druhu trvale chovanych v umélych podminkach je ¢asto
pozorovan fakt, Ze jikernaCky usp&$né¢ podstoupi vitelogenezi, ale dochazi k selhani
findlniho zrani ovocyti (FOM) a vysledkem je, Ze ryby neovuluji a tudiZ nedochazi
k vytéru (Angulleiro a kol., 2006; Barbaro a kol., 2002). Endokrinni pfi¢inou pro¢
jikernacky nepodstupuji FOM je, ze nedochazi k zvySené sekreci LH z hypofyzy na konci
vitellogeneze (Mylonas a Zohar, 2001). Nicméné bylo prokazano, ze LH je syntetizovan
béhem vitellogeneze a ulozen v hypofyze, protoze obsah LH a jeho mRNA v podvésku
mozkovém se nelisil u volné Zijicich versus domestikovanych ryb, coz naznacuje, ze jde
o problém uvolnéni LH nikoliv o jeho syntetizovani (Steven, 2000; Steven a kol., 2000).
Ptehled problémii vyskytujicich se Vreprodukci ryb a jejich piipadnd feSeni jsou

predhledné zobrazeny v tab. ¢. 3.
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Tab.€.3: Prehled moznych problémut v reprodukci ryb a jejich pfipadna feSeni - modifikovano dle

(Pankhurst, 1998).

Problém Pticina Zpusob i‘eSeni problému
SniZeni stresové zatéze
Chovatelsky zasah
ZvySeni objemu chovného prostoru
Gamety se nezvetSuji Stres Vyziva Uspokojeni nutri¢nich pozadavka
Aplikace pelet obsahujicich GnRH s
Hormonalni zdsah )
protrahovanym ucinkem
_ Uprava kvality
Fyzikalni
prostiedi
Nedochazi k -
Rizené nasazovani
zaveéreCnému zrani
) ) generacnich ryb
ovocytil Sociélni : i
) Injekeni aplikace hormonalnich
Hormonalni terapie
preparatii
. Uprava kvality
Fyzikalni
prostiedi
Rizené nasazovani
Nedochazi k vytéru
) generacnich ryb
Socialni : i
Injekéni aplikace hormonalnich
Hormonalni zasah
preparatl
Nevhodnost vytérového _ Rizeni kvality
Fyzikalni
obdobi prostiedi

2.2.3 Naprava reproduk¢nich dysfunkei

2.2.3.1. Preparaty na bazi gonadotropina

V ptipad¢ aplikace preparati na bazi gonadotropinti Se nahrazuje nedostatecna

produkce endogenniho LH exogennim LH (kapii hypofyza) nebo chemickou strukturou LH

podobnym choriogonadotropinem (Levavi-Zermonsky a Yaron, 1986).
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Kap¥i hypofyza

K stimulaci ovulace u ryb byla rybi hypofyzy vyuzita poprvé v Brazilii v roce 1930
(von Thering, 1937; Fontenele, 1952), dalsi experimenty s vyuzitim rybi hypofyzy se
uskutecnily v USA (Hasler a kol., 1940) a v Japonsku (Migita a kol., 1952). Hypofyzy se
odebiraji z pohlavné dospélych ryb, nezavisle na jejich pohlavi. Rybi hypofyzy
shromazdéné v obdobi tfeni jsou pii napravé reprodukcnich dysfunkci G¢inngjsi, to je
pravdépodobné zpiisobeno zvysenou akumulaci LH v hypofyze (Zohar, 1989). Obsah LH
V hypofyze zavisi na hmotnosti, pohlavi, véku, roénim obdobi a dobé¢ skladovani hypofyzy
(YYaron, 1995).

Aplikace hypofyzy je ovSem spojena s riznymi nevyhodami: A) vysoka variabilita
koncentrace LH v hypofyze, B) dochazi k podani dalSich hormont nachazejicich se
V hypofyze, kter¢é mohou negativné ovlivnit fyziologii oSetfenych ryb, C) potencidlni
prenos nemoci na oSetfené ryby, D) moznost zanétlivé reakce vyvolané hypofyzarnimi

tkanémi (Zohar a Mylonas, 2001).

Choriogonadotropin (hCG)

Druhou variantou ptipravki na baze gonadotropinov st preparaty s obsahem lidského
choriového gonadotropinu - hCG (Donaldson, 1996), ziskavaného z moc¢i t€hotnych Zen
(Katzman a Doisy, 1932). Aplikace hCG u ryb se provadi v jednom nebo vicenasobném
odetieni 0 celkové davce 500 - 4000 MJ - kg™ (Ohta a Tanaka, 1997). Stejné jako u jinych
hormonalnich terapii je pro samce postacujici dva az ¢tyfikrat nizsi davka hCG k indukci
spermiace (Tamaru a kol., 1996; Watanabe a kol., 1998).

Nevyhodou piipravki s obsahem hCG je jejich vysokd pofizovaci cena (Mylonas
a Zohar, 2001, Rainis a Ballestrazzi, 2005) a zjisténi, Ze u ryb diive injikovanych hCG se
v nasledujicich vytérovych obdobich muize projevit snizena schopnost hCG stimulovat
ovulaci (Van der Kraak a kol., 1989;. Wantanabe a kol., 1998).
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2.2.3.2. Faktory hypotalamu

GnRH

Ptevratny objev GnRH koncem 20. stoleti (Matsuo a kol., 1971) dal moznost vzniku
novému typu 1é¢by reprodukénich dysfunkci u ryb tzv. hypotalamicky pfistup (Zohar,
1988). Tento novy smér pridal k doposud pouzivanému typu hormonalni terapie moznost
piimé stimulace gonagotropnich bunck, které uvoliuji rybimu télu vlastni LH (Zohar
a Mylonas, 2001). Postaveni GnRH vramci hormonalni kaskady davd mozZnost
komplexné&jsi napravy reprodukénich dysfunkei a to v podobé nejen stimulace sekrece LH
(Yaron a Sivan, 2006), ale i sekrece spoluptisobicich faktort jako jsou ristové hormony (Le
Gac a kol., 1993), tyroidni hormony, atp. (Cyr a Eales, 1996). Pocate¢ni experimenty
s indukei ovulace za pouziti ptirodnich GnRH peptida byly charakteristické nutnosti pouZiti
vysokych davek GnRH a relativné nizkou mirou uspésné ovulace (Koufil a Barth, 1981).
Problémem byla nizkd odolnost pfirodniho GnRH vici enzymatické degradaci proteazami
lokalizovanymi v ledvinach, jatrech a hypofyze (Zohar a kol., 1990).

Utinnost neurodekapeptidu GnRH byla nékolikanasobné zvySena syntetizovanim
GnRH analogti (GnRHa), které jsou rezistentni vuéi Stépeni endopeptidazami (Zohar,
1990). Chemicka syntéza eliminuje riziko pienosu infekénich onemocnéni a také umoziuje
poziti pfesné davky GnRH (Chen a Fernald, 2008). Dals§i vyhodou je vysoky stupeii
podobnosti GnRH peptidii mezi riznymi druhy, coz umoziuje pouZit jeden piipravek pro
vice druhit ryb (Podhorec a Kouftil, 2009). Syntetizované GnRHa se od sebe odlisuji
aminokyselinovym spektrem, které podstatné ovliviuje jejich uc¢innost (Fornies a kol.,
2003).

Vyjma typu GnRHa je vyznamnym faktorem i zptsob aplikace, jez je podminén typem
rozvoje gonad (Mylonas a Zohar, 2007). U druhti, které maji asynchronni dozravani gonad
je vhodna aplikace dlouhodobé se uvolnujicich piipravkit GnRHa (Mylonas a Zohar, 2001).
Oproti tomu u druhl se synchronnim rozvojem gonad je vétSinou postacujici jednorazoveé

injekéni podani (Yaron, 1995).
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Dopamin

Antagonisté dopaminu se v kombinaci s GnRHa vyzivaji k napravé reprodukénich
dysfunkci u ryb vyznacujicich se silnou dopamin inhibici LH sekrece (Peter a kol., 1993).
DA inhibuje uvoliiovani LH z hypofyzy a zaroven naruSuje syntézu a sekreci GnRH
(Chang a kol., 1984).

K vyvolani ovulace se vyuziva kombinované podani GnRHa a antagonisti dopaminu
(napt. domperidone, pimozide, metoclopramid) v jedné nebo ve dvou davkach. Podani
dopamin inhibitoru spolu s GnRHa vede k odstranéni inhibice sekrece gonadotropint

a ke zvyseni stimula¢niho a¢inku GnRHa (Trudeau a Peter, 1995).

2.2.4. Hormonalné indukovany vytér u Siluriformes

Hormonalni indukce ovulace u sumct se nejprve provadéla pouze za pomoci metody
hypofyzace extraktem kapii hypofyzy (Fijan, 1975; Horvath a Tamas, 1976; Koufil a kol.,
1995). Usp&né navozeni ovulace diky hypofyzaci bylo uskuteénéno napf. u anténovce
tieténského (Zungaro jahu) (Nogueira a kol., 2012), anténovce skvrnitého (Pimelodus
maculatus) (Arantes a kol., 2013) a dalsich. Po pfevratném objevu GnRHa doslo
k uspésnému navozeni ovulace u sumce velkého (Silurus glanis) v kombinaci s dopamin
inhibitorem (Epler a Bieniarz, 1989). Dalsich uspésnych vysledki za pomoci GnRHa a
dopamin inhibitorti bylo dosaZzeno napf. u sumicka amurského (Pelteobagrus fulvidraco)
(Wang a kol., 2010) a anténovce tygiiho (Pseudoplatystoma fasciatum) (Nufiez a kol.,
2008).

Uméla reprodukce u Doradidae se provadi pouze sporadicky a dafi se obvykle az po
hormonalni stimulaci. U nékterych Doradidae (trnovec b&loskvrnny, trnovec amazonsky) se
jiz umélé reprodukce podafilo dosahnout (Franke 1989), nicmén¢ publikovanych informaci
je velmi malo. U celedi Doradidae byl k indukci ovulace a spermiace pouzit piipravek
ovaprim, obsahujici sGnRHa a dopamin inhibitor (domperidon). Aplikace tohoto piipravku
byla uzita u pfibuzného trnovce bélopruhého (Platydoras costatus), nicméné po aplikaci

tohoto ptipravku u ryb nedochazelo k Zadné ovulaci ani spermiaci (Hill a kol., 2009).
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3. Material a metodika

3.1. Chovné podminky

Experimentalni ryby trnovce hiebenocelého byly chované celkem ve ¢tyfech akvariich.
Chovné nadrze pro ryby byly o objemu 300 I. Dno akvarii bylo ponechano bez substratu
s ohledem na snadnou udrzbu. Akvaria byla vybavena mnozstvim kotent, které slouzily
rybam jako ukryty. Akvaria byly lokalizované V prostorech Experimentalniho
rybochovného pracovi§té, FROV JCU ve Vodiianech. Ryby byly rozdéleny podle pohlavi
tak, aby v kazdé nadrzi bylo 10 samic a 8 samct. V prub&hu celého odchovu byl udrzovan
staly svételny rezim 12 hodin svétlo a 12 hodin tma. Voda méla teplotu: 26 - 27 °C
(T-Computer Set, Aqua Medic, Némecko), pH 6 — 8, vodivost byla udrzovana na
hodnotach 140 - 170 uS - cm™ a nasyceni kyslikem bylo v rozmezi 5 — 8 mg - I'. Kazda
nadrz byla opatfena vnitfnim molitanovym filtrem, pfivodem c¢istého kysliku a castecné
zatemnéna. Nadrze byly pravidelné tiikrat tydné cCiStény, pfiCemz pii kazdém CciSténi
dochazelo k odkaleni detritu ze dna a vyméné piiblizné 50% objemu vody. Ryby se
pravidelné dva az tfikrat denné krmily. Jako potrava byla rybam podavana susena smés od
firmy Coppens Cyprico orange jedenkrat denné a dale mraZzené patentky doplné€né o Zivou

niténku. Krmeno bylo ptiblizné 5 % z objemu biomasy v nadrzi.

3.2. Experimentalni ryby

Do experimentu bylo zafazeno 50 ks mlicaka a 40 ks jikernacek trnovce hiebenocelého
(praimérna vaha t€la: 105 + 30 g), 4 - 5 let staré puvodem z Jizni Ameriky zakoupené
u firmy Profi - Aquarium (Roman Papik, Dfite¢). Experimentalni ryby jsou zobrazeny na

obr.¢.5.

3.3. Pouzité chemické pripravky
mGnRHa
Sav¢i analog GNRH (pGlu — His — Trp — Ser — Tyr - D-Ala — Leu — Arg — Pro-NHEt)

byl zakoupen od firmy Bachem AG (Svycarsko). Pied samotnou aplikaci bylo nutné
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mGnNRHa rozpustit a zaroveil nafedit na pozadovanou koncentraci v lidském fyziologickém

roztoku (0,9% NacCl).

Metoclopramide hydrochloride

Metoclopramide hydrochloride (Sigma) je tuhy a ve vod¢ rozpustny dopaminergeni
inhibitor, ktery se ve farmacii bézné vyuziva Kk tlumeni nevolnosti a zvraceni. Pfed aplikaci
bylo nutné metoclopramid rozpustit v lidském fyziologickém roztoku a smisit s roztokem
mGnRHa o pozadované koncentraci. Strukturni vzorec metoclopramidu je zopbrazen na

obr.¢.4.

N_\\/N 0

0—CH,

Cl

MH

3

Obr.¢.4: Strukturni vzorec metoclopramidu.

Fyziologicky roztok
K aplikaci hormondlnich preparati byl vyuzivan fyziologicky roztok zakoupeny od
spolecnosti Fresenius Kabi (Italie). Jednalo se o 0,9% sterilni vodni roztok chloridu

sodného.

Imobilizaé¢ni roztok
K odbéru spermatu byl vyuzivan imobilizaéni roztok, ktery inhibuje pohyb spermii a
uchovava jejich fertilitu minimalné po dobu nékolika hodin. Imobiliza¢ni roztok byl v

slozeni 200 mM NaCl, 30 mM Trisu a pH 7.0.
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Sperma trnovce hiebenocelého bylo odebirano do injekénich stiikacek 0 objemu 1 ml,
ve kterych bylo pfiblizn¢ 0,2 ml imobiliza¢niho roztoku. Pomér imobiliza¢niho roztoku a

spermatu neptesahl pomeér 2 : 0,9.

3.4. Umély vytér

V pribéhu roku 2012 a 2013 byly uskuteénény dva pokusy s hormonalné
indukovanym vytérem trnovce hiebenocelého. Predvytérova piiprava na experiment ¢.1
spocivala v postupném (2 - 3 tydny pfed umélym vytérem) zvySovani teploty z 26 °C na
29,5 °C, pii experimentu ¢.2 se teplota nezvySovala (26 °C). Rybam byla K béZznému
krmivu navic jako potrava predkladana i Ziva niténka. Pfed hormonalni injikaci byly ryby
nahodné rozdéleny do 4 skupin po 10 kusech (Experiment ¢.1) a do 4 skupin po 6 kusech
(Experiment ¢.2). Experiment ¢. 1 a experiment ¢. 2 se od sebe lisily jen v teploté vody
(29,5 °C vs. 26 °C), ve které byly umistény experimentalni ryby. Pfed samotnou injikaci
byly ryby Setrné odloveny z nadrzi a individualné zvazeny. Jikernackam byly ptipravky
injikovany intraperitonealné, zatimco samci byli injikovani intramuskularné. Hormonalni

ptipravky se injikovaly podle nasledujiciho schématu:
Skupina A: mGnRHa v davce 20 pg - kg™ (Bachem, Svycarsko)
Skupina B: metoclopramide hydrochloride v davce 20mg - kg ™ (Sigma)
Skupina C: mGnRHa (20 pg - kg™) + metoclopramide hydrochloride (20mg - kg™)
Skupina D: fyziologicky roztok (0,9% NaCl)

Pti vSech experimentech byla injikace provadéna v no¢nich hodinach, vZzdy pfiblizné
ve 24.00 hodin. Osm hodin po aplikaci hormonalniho pfipravku bylo u ryb v
30 minutovych intervalech kontrolovano dosazeni ovulace a spermiace. Jikernacka se
povazovala za ovulujici pokud poustéla jikry v disledku mirného manualniho tlaku na
dutinu bfisni. Pokud byly ryby pfipravené k umélému vytéru, Setrné se odlovily z nadrzi
a byly opét individualné zvazeny. Vytér probihal tzv. suchou metodou. Pred vytérem byla
rybam otfena bfisni partie, aby se voda z povrchu téla nedostala k pohlavnim produktim.
Nejprve se do jednorazovych injekénich stiika¢ek naplnénych imobiliza¢nim roztokem

odebiralo sperma mlicaki (Obr.¢.7), kteti poté byli vraceni zpét do nadrze. JikernaCky byly
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vytirany do ¢istych suchych misek. Jikernacky se vytiraly nizko nad miskou tak, aby se
Jjikry padem z vysky neposkodily (Obr.¢.8). Po vytéru vsech jikernacek se do misek
s jikrami piidalo ziskané mli¢i spolu simobilizatnim roztokem. Jemné se pohlavni
produkty promichaly, pfilila se voda a opét se pohlavni produkty zamichaly (Obr. ¢.9). Po 2
- 3 minutach se piistoupilo k proplachovani jiker. Ugelem bylo odstranéni zbytka mliéi,
ptipadnych necistot. Oplozené jikry byly rozdéleny do misek a inkubovany ve vodni 1dzni,

kde byla po celou dobu inkubace udrzovana teplota 29 °C.

3.5. Zpracovani vysledkii

Veskeré zjiSténé a namérené udaje byly zaznamendvany do tabulek a nasledné
zpracovany pomoci pocitatového programu Microsoft Excel.

Byla vypocitana pracovni a relativni plodnost, délka ¢asového intervalu od injikace do
vytéru jikernaCek, procento ovulujicich jikernacek a index plodnosti. Pracovni plodnost
byla vypoctena podilem hmotnosti ziskanych jiker z jedné jikernaky a hmotnosti jedné
jikry. Vysledky indext plodnosti byly ziskany podilem primérné hmotnosti vytienych jiker
a prumérnou hmotnosti jikernacek.

Mg¢teni velikosti jiker probihalo pomoci optické soustavy Olympus binokularni lupa
(Olympus SZX 9) s digitalnim fotoaparatem. Digitalni obrazky byly dale zpracovany
softwarem na analyzu obrazu (Microlmage version 3.0.1.).

Nameétené velikosti jiker pfed a po hydrataci byly statisticky provnany pomoci t-testu.
Rozdily byly uznéany signifikantnimi pii P < 0.05. Namétené hodnoty jsou prezentovany

jako prumér =+ stfedni chyba praméru.
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4. Vysledky

4.1. Experiment €. 1
Pii teploté¢ vody 29,5 °C ve skupinach A, B a D nedochazelo k zadné ovulaci. Ve

skupin¢ C, které byla podana kombinace mGnRHa a metoclopramidu doslo k ovulaci u
60 % injikovanych jikernacek. Primérnd délka intervalu latence byla u skupiny C
10,3 + 0,6 hodiny. Relativni plodnost jikernagek byla 331 025 + 47 508 ks - kg ™. Velikost
jiker nebyla v priabéhu tohoto experimentu méfena z divodu nedostupnosti binokularni
lupy. Index plodnosti byl u tohoto experimentu 13,8. Dosazené vysledky jsou piehledné

zobrazeny v Tab.¢.5.

4.2. Experiment ¢. 2
Experiment ¢. 2 probihal pti nizsi teploté vody nez experiment ¢. 2. Pii teploté vody

26 °C u skupin A, B a D neovulovaly zadné jikernacky stejné tak, jako u prvniho
experimentu. U skupiny C ovulovalo 50 % injikovanych jikernacek. Primérna délka
latence byla u skupiny C 13,7 £ 0,7 hodin a relativni plodnost jikernacek byla
408 561 + 34 934. Plodnostni index byl na trovni 15,35. Ziskané vysledky jsou piehledné

uvedeny v Tab.c¢.4.
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Tab.¢.4: Vysledky experimentu €. 1 S hormonalné indukovanym vytérem trnovce hiebenocelého.

Pocet jikernacek Index Relativni
. v v s Hmotnost Interval . . . .
Skupina Osetieni L i .+ jikernacek (g) latence (h) Velikost jiker pred  plodnosti plodnost
injikovanych ovulujicich J hydrataci (um) (%) (ks - kg'l)
A [D-Ala°, Pro’, NEt]-mGnRH
(20 ug - kg™) 10 99 + 15 - - - -
. 10 120+ 39 - - - -
B Metoclopramid (20 mg - kg™)
C [D-Ala6, Pr_?9, NEL]-mGnRH . 10 109+ 24 10,3+0,6 13,8 331025 +47 508
(20 pg - kg™) + metoclopramid
(20mg - kg™)
10 100 + 30 - - - -
D Fyziologicky roztok (0.9 % NacCl)

* indikuje signifikantni rozdil
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Tab.€.5: Vysledky experimentu €. 2 s hormondlné indukovanym vytérem trnovce hiebenocelého.

Pocet jikernacek Velikost jiker Index Relativni
. v iy s Hmotnost Interval . ; .
Skupina O3etfeni . ] L " pred hydrataci  plodnosti plodnost
injikovanych ovulujicich Jikernagek (g) latence (h) (um) (%) (ks - kg™)
A [D-Ala6, Pro9, NEt]-mGnRH
(20 pg - kg™) 6 0 105 + 20 - - - -
. 6 0 95+ 46 - - - -
B Metoclopramid (20 mg - kg™)
¢ [D-AlaG, Pro9, NEt-mGnRH 6 3 115440  13,70,7 1175+ 70 1535 40856134934
(20 pg - kg™) + metoclopramid
(20 mg - kg™
6 0 103+ 36 - - - -

D Fyziologicky roztok (0.9 % NaCl)

e  *indikuje signifikantni rozdil
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4.3. Hodnoceni pohlavnich produkti
Relativni plodnost u vytfenych jikernaek trnovce hiebenocelého kolisala v rozpéti

188 834 — 475 989 ks jiker - kg’l, zatimco pracovni plodnost vSech jikerna¢ek dosahovala
rozmezi 19 450 — 90 438 ks jiker. Z grafu ¢. 1 vyplyva pozitivni zavislost pracovni
plodnosti na hmotnosti vytfené jikernacky.

Priméma hmotnost jedné vytfené jikry trnovce hiebenocelého se pohybovala
v rozmezi 0,0005933 - 0,0003378 g a primérnd hmotnost jedné jikry mirné klesd se
zvySujici se hmotnosti jikernacky. Primérnd hmotnost jedné jikry v zavislosti na hmotnosti
jikernac€ky je zobrazena v Grafu ¢.2.

Velikost jiker trnovce hiebenocelého byla 1454 + 48 um pted hydrataci a po hydrataci
se velikost jiker zvysSila na 1454 + 48 um. Porovnani velikosti jiker pied a po hydrataci je

zobrazen v Grafu ¢.3. Detail jikry trnovce hiebenocelého je znazornén na obr.¢.10.
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Graf ¢.1: Pozitivni zavislost poctu jiker na hmotnosti jikernacky trnovce hiebenocelého.
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Graf ¢.2: Primérna hmotnost jedné jikry v zavislosti na hmotnosti jikernacky.
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Graf &.3: Porovnani velikosti jiker pied a po hydrataci (* indikuje signifikantni rozdil P < 0,05).
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5. Diskuse

V soucasné¢ dob¢ je kombinace GnRHa a dopamin inhibitoru Siroce rozsifenou
hormonalni terapii u druhd patficich do fada Cypriniformes a Siluriformes (De Leeuw
a kol., 1985; Goos a kol., 1997; Richter a kol., 1987; Legendre a kol., 1996; Szab6 a kol.,
2002). Uginnost této hormonalni 16¢by je oviem velmi variabilni v zavislosti na druhu
1éCené ryby a mistnich podminkach (Zohar a Mylonas, 2001). Efekt hormonalni terapie je
ovlivnén teplotou vody, svételnym rezimem, fazi vyvoje pohlavnich zldz a urovni
napodobeni podminek, ve kterych se dany druh ptirozené vyskytuje (Zohar a kol., 2010).

Cilem nami provedené studie bylo vyhodnoceni sily dopamin inhibice na sekreci LH
a optimalizace hormonalni indukce ovulace u trnovce hiebenocelého. U skupin bez
hormonadlniho oSetfeni v podobé GnRHa s metoclopramidem nedoslo k ovulaci u zaddné
z jikernacek. Na druhé strané se jako nejuéinngjsi postup k vyvolani ovulace (50 — 60 %)
a spermiace u trnovce hiebenocelého ukazala kombinace mGnRHa a dopamin inhibitoru
(metoclopramid). Podobného vysledku bylo dosazeno i u sumicka $tihlého (Hemibagrus
nemurus). U tohoto druhu také nebyla indukce samotnym GnRHa ué¢inna a jeho u¢innost
byla zvySena az kombinaci s dopamin inhibitorem (Adebiyi a kol., 2013). Peter a kol.
(1991) jako prvni poukazali na fakt, Ze nedostatecny ucinek samotného GnRHa stimulovat
FOM a ovulaci je u mnohych druhi ryb zpuisoben silnou dopamin inhibici pfedovula¢niho
vzrastu hladiny LH. Vyvinuta byla tzv. metoda Linpe pfedstavujici simultani aplikaci
GnRHa s dopamin inhibitorem. Metoda Linpe je metoda slouzici k vyvolani ovulace a
spermiace u druhti ryb vyznacujicich se silnou dopamin inhibici LH sekrece (Lin a kol.,
1986). Silna dopamin inhibice LH sekrece byla zaznamenana u nékterych sumct jako je
ketickovec dvoupasy (Alok a kol., 2000) nebo kefickovec cervenolemy (Clarias
gariepinus) (Mylonas a Zohar, 2001). U sumicka amurského byla k indukci ovulace
pouzita kombinace GnRHa (20pg - kg™) s dopamin inhibitorem domperidon (10ug - kg™).
Po uziti této kombinace se prumérna uspésnost indukce ovulace u sumicka amurského
pohybovala v rozmezi 67 — 77 % (Wang a kol., 2010). U sumce velkého bylo po aplikaci
ptipravku ovopel (GnRHa a metoclopramid) dosazeno dokonce az 100% ovulace (Brzuska,
2003).
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Dalsi experiment probéhl na jiném jihoamerickém anténovci tygiim, kdy béhem tohoto
pokusu byl rybam podan kanadsky pripravek ovaprim, ktery obsahuje sGnRH
a dopaminergni inhibitor (domperidon). Ovaprim byl jikernackam podan intraperitonealn¢
o mnozstvi 0,5ml - kg'l ve dvou davkach. Vysledky studie ukazuji na 74% tspé&Snost pii
hormonalni stimulaci ovulace (Nufiez a kol., 2008). Obdobného vysledku bylo dosazeno u
petovce ockatého (Synodontis ocellifer), kdy po aplikaci kombinovaného piipravku bylo
dosazeno 60 % ovulace u jikernacek (Hill a kol., 2009). U pangase dolnookého
(Pangasianodon hypophthalmus) bylo diky kombinaci GnRHa a dopamin inhibitoru
docileno 62 % ovulace (Hill a kol., 2009). Oproti tomu se zda, Ze dopamin inhibice uplné
chybi nebo je velmi nizka u druhu losos kisu¢ (Oncorhynchus kisutch) (Van Der Kraak a
kol., 1987) a u vétSiny komeréné vyznamnych moiskych druhl ryb (Zohar a Mylonas
2001). I ptesto, Zze u nékterych druhti ryb jako je napf. pacejn bily (Parabaramis
pekinensis) a sekavec tajvansky (Paramisgurnus dabryanus) neni dopamin inhibice
dominantni, doporucuje se kzesileni vlivu GnRHa pouzZit jeho kombinaci
s dopaminergenim inhibitorem (Peter a kol., 1993; Zohar a Mylonas 2001). Je znamo, Ze
sila dopamin inhibice se méni v pribehu reprodukéniho cyklu a pravdépodobné je nejnizsi
v obdobi tfeni (Linard a kol., 1995). Dalsim moznym vysvétlenim, pro¢ u skupiny A
nedochazelo k ovulaci je fakt, ze u nékterych druhti dokonce ani aplikace dvou davek
GnRHa Kk vyvolani ovulace nestaci a je zapotiebi aplikace tii a vice davek (Zohar a
Mylonas 2001).

Vyssi ucinnost kombinace GnRHa a metoclopramidu ve srovnani s ostatnimi
hormonalnimi pfipravky je potvrzena i u kefiCkovce egyptského (Heterobranchus
longifilis) (Brzuska a Adamek, 2008). Pti pouziti hypofyzace u sumce velkého, dosahovala
uspesnost na uroven 50 %, S uzitim ptipravkl obsahujici GnRHa se mira ovulace zvysila na
70 — 80 % a v piipad¢ aplikace kombinovanych piipravkiu az 85 % (Koufil a kol., 1996).
Citované prace naznacuji, ze aplikace kombinace GnRHa a metoclopramidu je
pfinejmensim stejné¢ U€innd nebo ucinnéjs$i nez hypofyzace a podani GnRHa s dopamin
inhibitorem ma za nasledek, vys$si procento ovulujicich jikernacek, vyssi hmotnost jiker a
lepsi oplozenost (Brzuska, 2001).

V dobé¢ pred injekeni aplikaci hormonalnich pfipravkl byla u jikernacek zjisténa bleda

a nezdufeld mocopohlavni papila. Rybam, které pozitivné reagovaly na hormonalni
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ptfipravek postupné¢ mocopohlavni papila zdufila a zarudla. U ryb, u kterych se
mocopohlavni papila nezvétSila a nezarudla vétSinou k ovulaci nedochdzelo. Po
hormonalnim oSetfeni, ryby zustaly klidné a pohybovaly se v dolni ¢asti akvaria. Velmi
podobné chovani je popsano také u ketickovce egyptského (Brzuska a Adamek, 2008).

Nékteti autofi se v pribéhu experimenti s kombinovanymi pfipravky na bazi GnRHa
s dopamin inhibitorem potykali s problémem nezosynchronizované ovulace, kdy jednotlivé
jikernacky ovulovaly s velkymi ¢asovymi rozestupy (Kozlowski, 1994; Peter a kol., 1993;
Brzuska a Adamek, 1999; Koufil a kol., 1996). V pribéhu naSich experimentl se vSak tyto
problémy nevyskytovaly a vechny jikernatky ovulovaly téméf ve stejném ¢ase. Uspésna
synchronizace ovulace je mozna pouze v piipadé, ze vsechny stimulované jikernacky
vykazuji stejny stupeni zralosti pohlavnich zlaz v dobé& 1é€by (Brzuska, 2003).

Experimnt €. 1 a experiment ¢. 2 se od sebe navzajem lisily pouze teplotou vody (26 °C
vs. 29,5 °C), ve které byly ryby chovany. Z vysledkli obou experimentll nejsou patrné
zadné velkeé rozdily tykajici se procenta ovulujicich jikernacek, pracovni plodnosti, relativni
plodnosti ¢i indexu plodnosti. K velmi podobnému zavéru dosel i Phelps a kol. (2007),
ktery zkoumal vliv teploty na ovulaci sumecka te¢kovaného (Ictalurus punctatus). Pii
experimentech probihajicich v teplotach vody 24 a 26 °C nebyly u sumecka teckovaného
pozorovany zadné vyrazné rozdily v procentu ovulujicich jikernacek ¢i relativni plodnosti.

Z vysledki naSich experimentl je patrna pfima zavislost délky latence na teploté vody.
Délka intervalu latence u experimentu €. 1 probihajiciho pfi teploté¢ vody 29,5 °C byla
signifikantné kratsi (10,3 £+ 0,59 hodiny) nez délka intervalu latence (13,7 + 0,7 hodiny) pfi
experimentu €. 2, ktery se uskutecnil pti chladn€jsi teploté vody (26 °C). U ryb jakozto
exotermickych organismu ovliviiuje teplota vody rychlost bazalniho metabolismu, jehoz
pfimym nésledkem je i rozdilna rychlost odezvy organismu na hormonalni intervenci pfi
riznych teplotach (Harvey a Hoar, 1979). Prave teplota je jednim z klicovych faktoru, které
ovliviiuji, kdy a pokud viibec dojde k ovulaci a kazdy rybi druh mé sviij specificky rozsah
teplot, ktery je pro dosazeni ovulace nejvhodnéjsi (Horvath, 1978). Statisticky prukazna
zavislost intervalu latence na teplot¢ vody byla zjiSténa napf. sekavky nadherné
(Chromobotia macracanthus) (Legendre a kol., 2012), kefickovce zabiho (Clarias
batrachus) (Sahoo a kol., 2007), sumecka teckovaného (Phelps a kol., 2007). Pii

experimentech na sumicku amurském, které probihaly pii teplotach vody 24 — 25 °C bylo
37


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848607009155#bib11

dosazeno intervalu latence na tarovni 17,1 + 0,8 h (Wang a kol., 2010). Béhem pokusi
probihajicich pii teplot¢ 28 °C u kapra obecného (Cyprinus carpio) byla po aplikaci
GnRHa spolu s metoclopramidem zjisténa doba latence 14 h (Drori a kol., 1994). Interval
latence se u pangase dolnookého po oSetfeni kombinovanym piipravkem Ovaprim
(sGnRHa plus domperidone) pohyboval v rozmezi 5 - 11 hodin pfi teploté vody 29,4 °C
(Phelps a kol., 2007). Samotna délka intervalu latence je kromé teploty vody rovnéz
ovlivnéna druhem ryby a typem aplikovaného hormonalniho piipravku (Wang a kol.,
2010).

Zjisténa relativni plodnost u experimentu &. 1 byla 331 025 + 47 508 kust jiker - kg™
hmotnosti jikernacky. U experimentu ¢. 2 relativni plodnost mirné vzrostla na hodnotu
408 561 + 34 935 kust jiker - kg™ hmotnosti jikernacky. Primérna pracovni plodnost pii
experimentu ¢. 1 byla 41 410 + 12 147 kusu jiker, zatimco u experimentu ¢. 2 Se pracovni
plodnost mirné zvysila na 49 952 + 21 073 kust jiker. Nami zjistény vysledek je vyssi ve
srovnani se Schaferem (2004), ktery uvadi, Ze plodnost trnovce hiebenocelého je ptiblizné
20 000 kust jiker. Nicméné tento autor neupfesnil, zda se jedna o plodnost pracovni, ¢i je
tato plodnost vztazena k urcité hmotnostni jednotce. U pifibuzného trnovce mramorovaného
(Franciscodoras marmoratus) se primérna pracovni plodnost pohybuje v rozmezi 21 813 +
12 611 (Weber a kol., 2011). Podobného vysledku jako u trnovce mramorovaného bylo
dosazeno i u neotropického sumce druhu Pseudopimelodus charus (¢eské jméno nema),
kde zjisténa pracovni plodnost odpovidala rozpéti 24 640 - 134 176 ks jiker (Sampaio a
Sato, 2006). Vysoké rozdily v absolutni plodnosti byly pozorovany u anténovky
nejpodivnéjsi (Rhamdia quelen), u které byla potvrzena absolutni plodnost na urovni
16 750 - 79 886 kusu jiker (Sampaio a Sato, 2006). Je prokazano, Ze mnozstvi jiker je
druhové specifické a je zavislé na typu reprodukéni strategie (Sato a kol., 1998).

Ziskané jikry byly diskovitého tvaru, s ¢imZ souhlasi i Schaefer (2004). Barva jiker
byla zluta, jikry byly pokryté vrstvou siln¢ lepivého ochranného slizu. Podobné vlastnosti
jiker byly charakterizovany i u ptibuzného trnovce mramorovaného (Weber a kol., 2012).
Zbarveni jiker je zplsobeno piitomnosti karotenoidovych pigmentl a je vyraznou mirou
ovlivnéno skladbou konzumované potravy (Balon, 1990). Ochranna vrstva slizu na jikrach

je charakteristicka pro téméf vSechny druhy tadu Siluriformes (Rizzo a kol., 2002)
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a zjisténa byla i u jiker zastupct radu Perciformes, Cyprinifromes a Cyprinodontiformes
(Riehl a Patzner, 1998).

Pramérna velikost jiker tnovce hiebenocelého pied hydrataci byla 1,1 + 0,07 mm a po
hydrataci 1,4 = 0,04 mm. U piibuzného trnovce mramorovaného byla zjisténa podobna
velikost jiker 1,27 + 0,4 mm (Weber a kol., 2012). Velikost jiker neotropickych sumct se
pohybuje v rozmezi od 0,95 mm u anténovce parananského (Pseudoplatystoma corruscans)
(Marques a kol., 2008) az po 4,36 mm u krunyfovce ternetziho (Hypostomus ternetzi)
(Suzuki a kol., 2000). U brazilského trnov¢ika piilbového (Trachelyopterus galeatus)
velikost jiker pfed hydrataci odpovidala 2.3 +£ 0.1 mm a 3.3 £ 0.1 mm po hydrataci (Santos
a kol., 2013). Nehydratované jikry trnovéika ptilbového maji primérnou velikost 2,3 mm a
po hydrataci se jejich velikost zvétsi na 3,4 mm (Sampaio a Sato, 2006). Rozdily ve
velikosti jiker jsou druhové specifické a souviseji s mnozstvim nahromadéného Zloutku a
typem reprodukéni strategie daného druhu (Sato a kol., 1998).

Po umélém oplodnéni, byla pfi vSech experimentech zjisténa relativn€ nizka oplozenost
a velmi Spatna lihnivost. N&ktefi autofi (Bromage a kol., 1992; Migaud a kol., 2004; Rime
a kol., 2004) tvrdi, ze nizka oplozenost a Spatna zivotaschopnost potomstva muze byt
zpusobena negativnim vlivem fizenych podminek v chovu generacnich ryb. Nizkd mira
uspésnosti v oplozeni a inkubaci jiker je Casto zpisobovana nevyhovujici kvalitou vody pro
dany druh. Naro¢nost na fyzikaln¢ - chemické vlastnosti vody v pribéhu oplozeni
a inkubace se 1isi v zavislosti na druhu ryby (Godinho a kol., 2010). Jednotlivé vzorky
oplozenych jiker byly inkubovany v Siroké Skale vod o rizném chemickém slozeni. Teplota
vody byla pfi oplozovani a inkubaci v rozpéti 26,0 — 30,3 °C a mérna vodivost vody se u
jednotlivych opakovani pohybovala v rozpéti 50 — 150 uS - cm™ a pH v rozmezi 5,6 — 7,8.
Nicméné ani v jednom vzorku jiker nebylo dosazeno uspokojivych vysledkti s maximalni
dosaZeni lihnivosti na urovni 5 %. U ptibuzného trnovce mramorovaného bylo oplozeni a
inkubace provadéna pii teplotd vody 26°C, vodivosti 55 - 68 pS - cm™ a pH 6,6 — 7,4.
Z vysledkl tohoto experimentu vychazi pomérné vysoka uspeésnost 74 % (Weber a kol.,
2010). U neotropického Leporinus elongatus (Ceské jméno nemad) bylo oplozovani a
inkubace provadéno pii teplotd vody 23 — 25 °C, vodivosti 50 - 80 uS - cm™ a pH 6 - 6,5.

Vysledkem tohoto experimentu byla 28% uspésnost (Sato a kol., 2000). VIiv na oplozenost
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a inkubaci jiker ma také iontové slozeni vody. Nejvétsi vyznam z hlediska oplozenosti a
inkubace maji ionty Ca®*, K*, Mg*, Na* (Alderdice, 1988). Mira vlivu iontového sloZeni
vody na oplozenost a inkubaci jiker je ov§em zavisla na druhu ryby (Redondo a kol., 1991).
Domnivame se, ze problémy zptsobujici nizkou oplozenost a problémy pii inkubaci tkvi
prave v kvalité vody, které jsou jikry vystaveny.

Na vysokou odolnost vii¢i stresu a mechanickému poranéni u trnovce
hiebenocelého poukazuje nulova post experimentalni mortalita generac¢nich ryb. Na
vSeobecné nizkou mortalitu u ryb po pouziti hormondlni terapie ve formé GnRHa
a dopamin inhibitoru poukazuje rovnéz i Hill (2009).

Piedlozena bakalaiska prace byla navrzena tak, aby odpovédéla na otazku, zda je
u trnovce hiebenocelého pfitomna dopamin inhibice LH sekrece a ovulace a tim zaroven
napomohla k identifikaci optimalni formy hormonalni indukce ovulace u tohoto trnovce.
Ziskané vysledky jasné poukazuji na silnou dopamin inhibici u tohoto druhu bez ohledu na
teplotu vody. Z provedenych experimentti vyplyva, Ze jako nevhodné pro indukci ovulace
a spermiace u tnovce hiebenocelého se jevi aplikace samotného GnRHa ¢i samotného
metoclopramidu. Oproti tomu nejucinnéj$im zptisobem hormonalni terapie pro tento druh
na zaklad¢é naSich vysledktu je kombinace GnRHa a dopamin inhibitoru. Experimentem
byly ovéfeny ucinky této kombinace na vyvolani ovulace a spermiace s naslednym umélym

vytérem trnovce hiebenocelého.
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6. Zavér

Z dosazenych vysledki vyplyva, ze nejucinngjsi zptsob k vyvolani ovulace u
trnovce hiebenocelého je pouziti mGnRHa v kombinaci s dopaminergnim inhibitorem
metoclopramid. Pouziti této kombinace pfineslo 50 resp. 60% Uspésnost vyvolani ovulace.
Ve srovnani s tim, pifi pouziti samotného mGnRHa ¢i samotného metoclopramidu nebyla

pozorovana zadna uspesSnost na vyvolani ovulace.

Experimentalné byl také potvrzen vliv teploty vody na délku intervalu od injikace
do ovulace. Pti teploté vody 29,5 °C byla praimérna délka intervalu 10,3 £ 0,59 hodin. Ve
srovnani s druhym experimentem, ktery probihdl pti teplot¢ vody 26 °C byla délka

intervalu latence 13,7 + 0,7 hodin.

Relativni plodnost jikernagek u prvniho experimentu byla 331 025 + 47 508 ks - kg™.
U druhého experimentu byla zjisténa relativni plodnost 408 561 + 39 934 ks - kg™. Zjisténa
velikost jiker pied hydrataci byla 1,1 + 0,07 mm a po hydrataci se velikost jiker zvétsila na
1,4 £ 0,04 mm.

Jednim zcili bakalarské prace byla i snaha posoudit vliv chemismu vody na
embryogenezi a vymezit fyzikdlné - chemické podminky pro inkubaci jiker a odchov
ranych ontogenetickych stadii tohoto druhu. U vSech provedenych experimenti byla
zjiSténa velmi Spatna oplozenost a problémy béhem inkubace jiker. Tyto problémy jsou
pravdépodobné zpiisobeny nevyhovujicimi fyzikaln€¢ — chemickymi vlastnostmi vod,
kterym byly jikry vystaveny. Piekazka nizké oplozenosti a inkubace tak zanechava

v problematice reprodukce trnovce hiebenocelého prostor pro dalsi zkoumani a badani.

Na Zavér 1ze konstatovat, Zze vzhledem Kk silné dopamin inhibici na sekreci LH se jako
nejvhodnéjsi zptisob K vyvolani ovulace u trnovce hiebenocelého ukazalo pouziti

kombinace GnRHa a dopamin inhibitoru.
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8. Seznam zkratek

cfGnRH
cGnRH-I11
DA

E2
FOM
FSH
GnRH
GnRH-I
GnRH-II
GnRH-11
GnRH-R
GPCR
GtH
hCG
hgGnRH
LH
mdGnRH
mGnRH
MIS

PG

PGF
sbGnRH
SEM
sGnRH
T
wfGnRH

- Sumcovy gonadotropin uvolfiujici hormon

- Kuteci gonadotropin uvolnujici hormon linie 1
- Dopamin

- Estradiol

- Findlni zrani ovocytl

- Folikulostimula¢ni hormon

- Gonadotropin uvoliujici hormon

- 1. Skupina gonadotropin uvoliiujiciho hormonu
- 2. Skupina gonadotropin uvoliiujiciho hormonu
- 3. Skupina gonadotropin uvoliujiciho hormonu
- GNRH receptor

- Receptory spiazené s G — proteinem

- Gonadotropni hormony

- Lidsky choriogonadotropin

- Sled’ovy gonadotropin uvolfiujici hormon

- Luteiniza¢ni hormon

- Medakovy gonadotropin uvoliiujici hormon

- Sav¢i gonadotropin uvoliiujici hormon

- Steroidy indukujici dozravani

- Prostaglanginy

- Prostaglandiny fady F

- Prazmova gonadotropin uvoliujici hormon

- Stfedni chyba priméru

- Lososovy gonadotropin uvoliujici hormon

- Testosteron

- Sihovy gonadotropin uvoliiujici hormon
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9. Seznam Priloh

Obr.¢.5: Experimentalni ryby v chovné nadrzi.

Obr.¢.6: Pohlavni dimorfismus trnovce hiebenoéelého.

Obr.¢.7: Odbér spermatu u trnovce hiebenodelého.

Obr.¢.8: Umely vytér jikernacky trnovce hiebenocelého.

Obr.¢.9: Aktivace pohlavnich produkti vodou a nasledné promichavani oplozenych jiker.

Obr.¢.10: Pohled na jikru trnovce hiebenoéelého (20-ti ndsobné zvétsenti).
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10. P¥ilohy

Obr.¢.5: Experimentéalni ryby v chovné nadrzi.

Obr.€.6: Pohlavni dimorfismus trnovce hiebenocelého.
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Obr.¢.8: Umeély vytér jikernacky trnovce hiebenocelého.
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Obr.¢.10: Pohled na jikru trnovce hiebenocelého (20-ti nasobné zvétseni)
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11. Abstrakt
Hormonalni indukce ovulace trnovce hiebenoc¢elého (Agamyxis pectinifrons)

Cilem bakalaiské prace bylo zjistit optimalni zptisob hormonalni indukce ovulace
jikernacek trnovce hiebenocelého pomoci hormondalniho piipravku, obsahujici GnRHa
s nebo bez dopamin inhibitoru metoclopramid. Dalsim cilem této prace bylo vypracovani
literarni studie o tomto druhu.

V priabéhu roku 2012 a 2013 byly provedeny celkem 2 experimenty s hormonalné
indukovanym vytérem. Experimenty se od sebe liSili vteplot¢ vody 29,5 °C
(experiment €. 1) vs. 26 °C (experiment €. 2). Pfi kazdém experimentu byly ryby rozdé€leny
do 4 skupin. Skupina A byla injikovéna pouze mGnRHa (20 pg - kg™, skupina B dopamin
inhibitorem metoclopramid (20 mg - kg'), skupina C kombinaci mGnRHa
s metoclopramidem (20 pg - kg™ + 20 mg - kg?) a skupina D byla injikovana pouze
fyziologickym roztokem (0,9 % NaCl). V ptipad¢ obou experimentii se podafilo ovulaci
indukovat pouze u skupin injikovanych kombinaci GnRHa s dopamin inhibitorem.
U experimentu ¢. 1 se mira ovulace pohybovala na trovni 60 %, relativni plodnost byla
331 025 + 47 508 ks jiker - kg™, délka latence se pohybovala na urovni 10,3 + 0,6 hodiny a
index plodnosti byl stanoven na 13,8. Pfi experimentu €. 2. byla uroven ovulace 50 %,
relativni plodnost byla 408 561 + 34 934 ks jiker - kg™, interval latence 13,7 + 0,7 hodiny,
velikost nehydratovanych jiker byla na urovni 1 454 + 48 um a index plodnosti byl 15,35.

Vysledky experimentd ukazuji na silnou dopamin inhibici sekreci LH u trnovce
hiebenocelého a prokazaly, Ze kombinaci GnRHa s dopamin inhibitorem je mozné uspésné

pouzivat k indukci ovulace u trnovce hiebenocelého.

Klicova slova: reprodukce; reprodukéni dysfunkce; umély vytér; dopamin; GnRHa;

Doradidae
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12. Abstract

Hormonal induction of ovulation in whitebarred catfish (Agamyxis pectinifrons)

The aims of presented work are reviewing of current knowledge about biology and
artifical reproduction, evaluation of dopamine inhibition of LH secretion and identification
of optimal hormonal treatment of ovulation in tropical whitebarred catfish.

Two trials were conducted in years 2012 and 2013. The experiments differed from
each other only in the water temperature 29,5 °C (Experiment No.1) and 26 °C
(Experiment No.2). In each experiment, the fish were divided into 4 groups. Group A was
injected only with mGnRHa (20 ug - kg™), group B was injected with dopamine inhibitor
metoclopramide (20 mg - kg™), group C was injected with mGnRHa plus metoclopramide
(20 pg - kg + 20 mg - kg!) and group D was injected only with physiological saline
(0,9 % NaCl). Ovulation occurred only in the groups injected with the combination of
GnRHa and dopamine inhibitor, however in both experiments. In Experiment No.1, the
ovulation rate was around 60%, relative fecundity was 331,025 + 47,508 eggs - kg™,
latency interval was at 10.3 + 0.6 hours and the fecundity index was determined at 13, 8.
In Experiment No. 2 ovulation, the level of ovulation was 50%, relative fecundity was
408,561 + 34,934 pieces of eggs - kg™, latency interval was 13.7 + 0.7 hours, non-hydrated
oocytes had a mean diameter 1454 + 48 um and fecundity index was 15.35.

The results clearly show a strong inhibition of dopamine on LH secretion and show
that the combination of GnRHa with dopamine inhibitor can be successfully used to induce

ovulation in whitebarred catfish.

Keywords: reproduction, reproductive dysfunction, artificial propagation, dopamine,
GnRHa, Doradidae
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