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1. UvOD

Reprodukni cyklus lososovitych ryb je ovliam mnoha faktory okolniho
prostedi; jedna se ipdevSim o fotoperiodu, teplotu a aktualni podmipkgstedi
fotoperioda- tzn. sezonni 2Zmy v délce slungiho svitu. U lososovitych ryb je
prodluzovani a zkracovani fotoperiody negFitcjSim faktorem, ktery ovliuje
reprodukni cyklus. DalSi aspekty jsougk; velikost, rychlostistu, energetické zasoby
a stddium vyvoje gonad rylPro &ely hormondld synchronizované ovulace hraje

vyznamnou roli pedevsim teplota.

Jednou z technologii pouzivanych vd&ieh chovech ryb je hormonalni
indukce ovulace u jikrnk a indukce spermiace u ddki. Existuje rkolik metod
hormonal® indukovaného vyru ryb. Mezi nejznajsi pati hypofyzace ryb, coz je
postup pi kterém se dodava jikrdkam dalSi gonadotropin obsaZeny v extraktu
pievazre z kagi hypofyzy. Tato metoda je v séasné dob nahrazovana najsi a
se o syntetické analogy s obsahem zékladniho spdusthormonu gonadotropinu tzv.
GnRH. Ripravky s obsahem GnRH jsou &g vpravovany doda ryb, které jsou jiz
ve stavu vrcholnéfedvyirové gipravenosti. Injekce se aplikuje déda ryb nefastji
intramuskulara, nebo intraperitone&n Podani dchto analo§ rybam ma za nasledek
za ugitou dobu vyvolani ovulace u jikrtiek (produkce jiker) nebo spermiace u
mlicaka tzn. zvySeni produkce spermatu. V praxi seé¢d&io pouZiti samostatnych
funkénich analo§ GnRH nap. preparatu Lecirelin a Kobarelin, ale také pouziti
kombinovanych fipravki, které obsahuji dktery analog GnRH a dopaminergni
inhibitor (nag. metaclopramid). Tyto kombinovanéipravky se ukazaly bytdingjsi
vzhledem k inhibici dopaminu, ktery tlumi cely pesc Co se t§e lososovitych ryb,
GspsSre se k indukci ovulace pouziva preparat Gonazon,p@wa Ovaplant a dalsi.
Vyrobci neudavaji Zzadné zavazné nezadodoiky, nicmért |ze v odborné literate
narazit naradu nesrovnalosti, tykajicich sgegevSim kvality jiker a vlivu hormonalni
stimulace na f®Zziti generéniho hejna. Tato prace se zabyva vyhodnocerdmnmasti
riznych davek a metod aplikace and@ld@nRH na indukci a synchronizaci ovulace,
vyzkumem vlivu pouziti hormonalnichéipravki na vyslednou kvalitu jiker, fpzitim
jiker do stadia &nich bodi a sledovanim pov§tové mortality genegamiho hejna

v disledku aplikace hormonalnichipravki.
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2. LITERARNI P REHLED

2.1. Druhy ryb
Siven americky Salvelinus fontinaligMitchill, 1814) Salmonidae

Obr. 1 Nahde; mlicak, dole; jikern&ka sivena amerického

Pstruh duhovy ©ncorhynchus mykig§vValbaum, 1792), Salmonidae

Obr. 2 nahde: jikernaka; dole: ml¢ak pstruha duhového
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2.2. Metody rizené reprodukce ryb
2.2.1. Reprodukni dysfunkce v urlych chovech ryb

Pfi chovu generénich ryb chovanych v zajeti se mohou objevit ziskal
reprodukce tzv. reproddhi dysfunkce, které se vyzfigi raznym stupgm zavaznosti.
Zavaznost reproduki dysfunkce je zavislarpdevsim n&eledi ryby. (Mylonas a kol.,
1995; Zohar a Mylonas, 2001; Rainis a Ballestra20i05). Reprodukni dysfunkce
stredni zavaznosti je typicka ndiglad proceled kaprovitych Cyprinidag. Generani
ryby proctlaji vitelogenezi, avSak nejsou schopny adekvatokortit finalni dozrani
oocyti (Mylonas a Zohar, 2007). Aby bylo mozné od jikemta ziskat poZzadované
mnozstvi jiker, k indukci vlastni ovulace je nuttigouziti hormonalnichifpravka.

U lososovitych ryb chovanych v zajeti se projevujejlerti forma reproduéni
dysfunkce (Mylonas a kol., 2010). Dochazi u nickitelogenezi i finalnimu dozrani
oocytl, avSak jikry nejsou uvotmy z €Ini dutiny a musi nasledovatdni unely vytér
(Bromage a Cumaranatunga, 1988; Zohar, 1989a).

2.2.2. Hypofyzace

Jednou z nejstarSich metod stimulace ovulacé jerynypofyzace. Je to metoda
spaiivajici v podani GtH (gonadotropni hormon). K tomutkonu se rize pouzit
extrakt z homogenizované kKamebo lososi hypofyzy ziskané od pohkadosglych
ryb (Donaldson a Hunter, 1983; Crim a Glebe, 1990kbo extrakt z
purifikovaného rybiho GtH (Hunter a kol. 1978).

Acetonem odvodimé hypofyzy se mechanicky rozruSi a rozpusti ve¢vad
nerozpudiné zbytky se oddi nejlépe centrifugaci od supernatantu, ktery se
zlyofilizuje. Lyofilizat se uchovava v suchém stapti teplot -18°C (Kouril a kol.
1999). Takto fipravena hypofyza se e pouZzit jako vychozi surovina pro ziskani

purifikovaného extraktu z hypofyfiHunter a kol. 1978).

Lyofilizat se ged injekknim podanim rybam nejprve rozpusti ve fyziologickém
roztoku. Jeden mg acetonem odvérth hypofyzy odpovida 0,36 nigsteneho extraktu
hypofyzy, vypdte se pdebna hmotnost pouZitéheisténého extraktu hypofyzy
vynasobenim p#ebné davky odvodmé hypofyzy v mg koeficientem 0,36. Injekace se

-11 -



provadi bd’ intramuskulart (do hbetni svaloviny), nebo intraperitonedl(do dutiny
biisni) (Kouil a kol. 1999).

Nevyhodou hypofyzace jert@devSim vystaveni ryb ¢inku smeési niznych
hormoni, coz nize vést k negativnim vedlejSindinkam, které se tykaji gametogeneze
nebo dalSich funkci ¢le ryb (Zohar, 1988).

2.2.3. Lidsky choriovy gonadotropin-hcG

DalSi metodou indukce ovulace je pouZitiippavki s obsahem lidského
choriového gonadotropinu- hC@&uman Choriogonadotrop)r{Donaldson, 1996).

Nevyhodou pipravki s obsahem hCG je jejich vysoka ifigovaci cena
(Mylonas a Zohar, 2001, Rainis a Ballestrazzi, 2085zjiS&éni, Zze u ryb #ve
injikovanych hCG se v nasledujicich sggvych obdobich neprojevilcinek na indukci
ovulace pi dalsi aplikaci hCG (Van der Kraak a kol., 198®%antanabe a kol., 1998). U
nékterych druli ryb jako napiklad u amura bilého Qtenopharyngodon idella,
Cyprinidag a u amuraterného Mylopharyngodon piceus, Cyprinidase neprojevil
Zzadny @inek hCG na indukci ovulace (Lin a kol.,1986a)ud za to prawgpodobrE
velikost molekuly GtH. Winek GtH, ktery je heterogenni povahyiie nasledéivést k
vyvolani imunitni reakce ué&kterych druli ryb (Mylonas a Zohar, 1997; Mylonas a
Zohar, 2001). Jedinou vyhodoufiraviki s obsahem hCG je delSi doba retence
v organismy proto Ohta a Tanaka (1997) dopéuji spiSe jednorazovou injekaci.
AvSak Donaldson a kol. (1981a); Sower a kol. (19&)wer a kol. (1984) zvolili
aplikaci dvojité davky fipravku s obsahem hCG v kombinaci se syntetickym
analogem GnRH. U salmoriidbyl experimentalé spolu s hCG aplikovan také

antiestrogenniifjpravek tamoxifen (Donaldson a kol., 1981b)

Pro (tely kometni akvakultury byl schvélen ifpravek s obsahem hCG;
(CHORULON ™ Intervet International BV, Nizozemsk(\lylonas a Zohar, 2007,
Mylonas a kol, 2010).
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2.2.4. GnRHa a syntetické analogy

Prvni objeveny GnRH je svoji chemickou strukturaumdekapeptid, ktery se
sklada z 10 aminokyselin (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Glgu-Arg-Pro-GlyNH) (Kouiil a
kol., 1997). U iznych organisri se tyto aminokyseliny mohou liSit v jedné nebaei v
vice aminokyselinach. Vyztaje se kiéovou roli v kontrole reprodukce u vSech
obratlova@a a je nezbytny pro gametogenezi a syntézu pohlaveferoidi. Vazny
nedostatek GnRH jeho mutace v genu pro receptorHzaRiné poruchy funkce se
projevu;ji sterilitou (MacColl a kol., 2002; Masorkal., 1986). Ryby maji dvnebo fi
razné varianty GnRH, n&pstji SGnRH (lososi GnRH) a kaci GhRH (cGnRH) (Yu a
kol. 1988, Gothilf a kol., 1996, Holland a kol.,(&).

VVVVVVV

Syntetické analogy GnRH jsouipravovany v laborai® a jsou schopné vice odolavat
enzymatickému 8peni nez GnRH visté forné a maji vysSi afinitu k reception
hypofyzy. Ripravky s obsahem GnRHa maji podnitit tvorbu a wedni LH a FSH do
hypofyzarniho portalniho krevnihiecist¢ (Rainis a Ballestrazzi, 2005). Syntetické
analogy se mimo jiné vyziaji zkracenim deseélennéhorettzce aminokyselin na
deviticlenny ndhradou gkterych pivodnich aminokyselin jinymi (zejména glycinu na
Sesté pozici) a rowz zkracenim karboxyterminalriasti molekuly (Kotil a kol.,
1997).

2.2.4.1. Akutni indikace
Syntetické analogy mohou byt gensran rybam podanyiznymi zpisoby,

které Ize podle kinetiky uvabvani molekuly peptidu roztit na akutni a protrahované.

Akutni podani GnRHa sgtva v jednorazovém injekim podani samotného GnRHa,
nebo hormonalnihoffpravku obsahujiciho GnRH, zpravidla ve fyziologiok roztoku.
Tato metoda se pouziva étsiny druhi ryb (kaprovitych, sumcovitych, okounovitych
apod.). Je vhodnéa zvlé&st tch lososovitych druly u kterych délka vyrove sezony

negekratuje 1-1,5 ndsice (nap siven americkyjBreton a kol., 1990).

2.2.4.2. Protrahovany &inek
Pokud u ®kterych druti salmonidi (pstruh duhovy, siven arkticky) délka

vytérové sezony fekrauje 1-1,5 ndsice (pstruh duhovy), jednordzova davka GnRH

nebyva @innd, protoZze dochéazi krychlé degradaci GnRH usletku
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endoenzymatickych proaegGoren a kol. 1990; Zohar a kol. 1990a). Protol s&hto
druhi pouziva nejastji dvojita davka, aplikovana n&sgji 3 dny po sob, kterd ma za
nasledek dalsi zvySovani hladiny GtH v krevniiisti (Peter a kol., 1986; Zohar,
1988). Aby uvahovani GtH probihalo postupra indukce ovulace byla G&mna, bylo
nutné vyvinoutftadu metod vyuZivajicich protrahovaného (postupnéhaiiovani
aktivniho peptidu GnRH. K tomuto ¢élu byly vyvinuty cholesterolové pelety,
etylenvinylacetatové implantafeVAc) a biologicky rozlozitelné polyestery kyseliny
mlé&né a kyseliny glykolové (Mylonas a Zohar 2001). m@&® vysoka cenaéthto
piipravki, omezuje jejich praktické vyuziti pro mensi drulgosovitych ryb (siven
americky, lipan podhorni), jejichz hmotnaststo nepesahuje 1.0-1.5 kg, cozézuje
samotnou implantaci a pouziti se diky vysokym ndikia nevyplati. Nagnou a
levnejSi metodou jak zajistit postupné uitovani GnRh do krevnihieCiste se jevi byt

vyuziti adjuvancii.

Ve 40. letech dvacatého stoleti vyvinul Jules Rdeadjuvancium na bazi
emulze vody v minerdlnim oleji - Freundovo adjuvant, které je dostupné ve dvou
forméch. Pokud obsahuje inaktivované mykobaktée@na se o Freundovo kompletni
adjuvancium (FCA), bez bakterii je znamé jako Fdmwo inkompletni adjuvancium
(FIA).

Adjuvancia jsou latky vyuZivajici se v imunologloszici ke zvySeni imunitni
odpowdi organisni a (Einnosti vakcin. Déle chrani antigerted rychlou degradaci
navazanim na hiky lymfatického systému a tim prodluzuji dobtitgmnosti antigenu
v organizmu (Flies a Chen, 2003pwasre také aktivuji mechanizmy zéttivé reakce,
¢imz dochézi k zesileni imunitni reakce organisnterdje dilezita k zvySeni &innosti
ockovéani (Feretik, 1989). Adjuvancium zesiluje imunogenriinek antiged tak, Ze
prodluzuje retenci antiger(rerertik, 1989).

Pfi pouziti se také sniZzuje davka injekované latkylisledku msobeni
adjuvancia, coz ize snizit ekonomické naklady na vakcinaci (Sin@ dagan 1999).
Adjuvanicia mohou vykazovat mnoho nezadoucictinkii. Nezadouci &nky
adjuvancii na bazi mineralnich alemnohou byt Iéze v mistvpichu, siisty v dutirg
biiSni, vysoka umrtnost po vakcinaci, Spatrfjgm krmiva a jeho konverze, poruchy
rastu ryb (Lillehaug a kol., 1992; Press a Lillehdig95; Midtling a kol.1996; Poppe a
Breck 1997).
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2.2.4.3. Komekni pripravky
Ovaprim a Ovaplant jsou kanadské preparaty obsa@nRH (lososi GnRH) a

dopaminergni inhibitor (domperidon). Ovaprim se @pépzaal pouzivat v polovié 80.
let 20. stoleti. Ovaprim se dodava jako tekutinEDva 100 mililitrovych lahwikach.
Aplikuje se injeRn¢ do abdominalni dutiny. Aplikuje se v mnozstvi Ovitlilitru na
kilogram ryb u jikerndek. U mliaka se pouziva polo¥ni davka. Je nutné uchovavat
tento gipravek z dosahuipmého slunéniho zd&eni. Pokud je takto uchovavan, je
mozné ho pouzivat az po dobu 1 roku. Ovaplant s ve formy pelet. V jednom
baleni je 24 pelet.iBd aplikaci se peleta rozdrti a rozpusti ve fyzjmkém roztoku.

Pak se aplikuje davka specialni injek pistoli.

Gonazon je v Evropské Unii registrovany veteringiipravek speciakurceny
pro indukci ovulace u ryb. Je speci@larceny hlavié pro synchronizaci ovulace u
lososovitych drufi ryb. Aktivni latkou v Gonazonu je Azagly-nafareimkoncentraci
1600 pug.ml . Azagly-nafarelin, stejh jako ostatni analogy GnRH, napodobuije
puasobeni GnRH ovlitovdnim sekrece LH a FSH u séva ryb. Azagly-nafarelin je
sloZzen z peptidovéhiettzce 10 aminokyselin (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-[D-Nal)J2.eu-
Arg-Pro-[aza-Gly]).

Dodava se v koncentrovaném roztoku v udeaych ampulich. K
naredni piipravku Gonazon nelze pouzit klasicky fyziologickyztok, pouziva se
specialnitedici roztok. Gonazon se pouZiva v davceu§Xkg’ ryby. Tato davka byla
stanovena jako optimalni po @Spych experimentech s lososovitymi rybamij p
kterych bylo dosazeno Gusné ovulace ryb (90-95%) v kratk&asovém intervalu 9 -
19 dni v zavislosti na tepkovody a druhu ryby (Haffray a kol., 2005)

Aplikuje se intraperitoneana rychle se vsebava. Azagly-nafarelin se po
intraperitonealni aplikaci u pstriahduhovych rychle vyléuje z plazmy. Biologicky
polocas (T1/2) azagly-nafarelinu u pstiulpo intraperitonealni aplikaci v davce
32ug.kg ™ Zivé hmotnosti je 4,9 hodin aipnérna doba jeho{sobeni je 6,8 hodin. Pro
vétSinu lososovitych druh ryb se udava doba latence v rozmezi 50 - 100 denni

stupa v zavislosti na druhu, tepkbvody a dalSich faktorech.
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2.3. Reprodukéni endokrinologie salmonidi
2.3.1. Hormondlni kaskada

Stejre jako u ostatnich obratlouc jsou vSechny endokrinni regulace
reprodukniho cyklu ryb zavislé na tzv. ose mozek-hypofypaddy brain-pituitary-
gonadal axis)(Sato a kol., 1997; Kobayashi a kol., 1997; ZohE#88; Crim a
Bettles,1997). Hypothalamus je $a@sti mozku a produkuje spo&st hormon
gonadotropinu (GnRH), ktery ovilwje hypofyzu. Hypofyza signal zesiluje pomoci
gonadotropinu (GtH) dekretovaného do krevnfa®ste. Gonadotropin se upiatje v
pohlavnich Zldzach; jak ve vé&jdcich, tak varlatech. Tyto Zldzy vyuji pohlavni
hormony steroidni povahy majici vliv na kéné zrani jiker a jejich ovulaci a

analogické procesy u spermatu (Kiba kol. 1999).

Gonadotropin se vyskytuje ve 2 forméach: GtH Il nebolikulostimula¢ni
hormon (FSH) regulujici vitellogenezi a spermatagera GtH | neboli luteinizai
hormon (LH) &astnici se kornmého dozravani ooayta spermiace (Slater a kol., 1994;
Moberg a kol., 1995). Do gonad je GtH dopravovaevkim ieCiSttm, kde dochazi
k uvoliovani steroidnich hormdn Steroidni hormony jako n&glad estradiol (13-
estradiol) ovliviuji jednak dozravani jiker a jejich uvelm z Graafovych folikul

(ovulaci), ale také dozrani spermii u san(®permiaci).

2.3.2. Kontrolni a inhibéni mechanismy

2.3.2.1. Kiss-1/GPR 54 systém

Samotna sekrece GnRH f&ena tzv. Kiss-1/GPR 54 systémem. Kisspeptin

ktery pisobi [fes swij receptor G-vazany receptor 54 (G protein-coupkszeptor 54)
(GPR54) jsou latky které se podili na stimulacilaegdni GnRH. Tyto latky stoji na
pocatku reprodukniho cyklu. Stej# tak jako samotny GnRH se vyskytuji priméme
dvou jadrech hypotalamunijcleus paraventricularis hypothalami a nucleusuattis
hypothalami odkud aktivuji neurony GnRH a tim vyvolaji uvéim GnRH.
Hypothalamick& exprese genu Kiss-1 je pod kontrghohlavnich hormain (Roa a
Tena-Sempere, 2007).

Kiss-1 neurony jsou zodps&ané za zprostedkovani negativni nebo pozitivni

zpstné vazby dinku estradiolu, kterd se projevi zvySenim nebaesmim sekrece
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gonadotropinu. Hypotalamicky Kiss-1 systém funguajieé jako molekularni kanal pro
kontrolu gonadotropni drahy, ktery reaguje na odezwalSich regutaich mist, jako
jsou metabolické signaly a prajgbdobré také poduty z okolniho prosedi (Roa a
Tena-Sempere, 2007).

2.3.2.2. MIS- steroidy indukujici zrani oody{Maturation Inducing Steroids

Tyto steroidni latky se podileji na zahajeni kovéo dozravani ooayt(Scott a
Canario, 1987; Thomas, 1994; Nagahama a kol., 1B8ter a Yu, 1997), po kterém
nasleduje ovulace jikertiek. FSH uvoliny z hypofyzy pimo pisobi na ovarialni
folikuly, kde je produkovan testosteron (T), ktgeynasledd aromatizovan na JB#
estradiol (E2) (Pankhurst a Carragher, 1991; Nagaha kol., 1994). Estradiol (E2)
stimuluje syntézu vitelogeninu (Vtg) v jatrech ant@ poté transportovan krevnim
feciStém do ovarii a naslednpasobi gimo na oocyty (Specker a Sullivan, 1994).
Testosteron tady népobi jako kontrolni faktor. Na zatku faze konéného zrani
oocytl, po dokoweni vitelogeneze, vreakci na agr hladiny LH, klesa hladina
estrogenu (E1) a Bfestradiolu (E2) (Whitehead a kol., 1978; Elliokal., 1984) a
v souvislosti s timto procesem &pstoupa hladina testosteronu (T)ispbenim
mechanism zpétné vazby (Van Der Kraak a kol., 1984). Vitelogestdle stoupa az
dosahne maximalni sekrece v datvulace (Bromage a kol., 1992). Nasledkem toho
dochéazi k syntéze ¢t8iho mnozstvi steroid indukujicich zrani oocwt tzv. MIS
(Maturation Inducing Steroidsv ovarialni plasry 17a-hydroxyprogesteron (LiOH-
P), 1%,203-dihydroxy-4-pregnen-3-on (&/208P) nebo 1d,203,21-trihydroxy-4-
pregnen-3-on (J8P). U lososovitych ryb je nejpati8i zmena 1P-estradiolu (E2) na
170,208P-dihydroxy-4-pregnen-3-on (Nagahama, 199&)dm gechodu z vitelogenni
faze na fazi dozravani oodyfVan der Kraak, 1983).

2.3.2.3. GRIF - latky tlumici sekreci GnRH5pnadotropin Release Inhibiting
Factor9

Tyto latky jsou ozngovany jako GRIF tzn. latky zabiajici uvolreni
gonadotropinu Gonadotropin Release Inhibiting FactdrsGRIF neurony jsou
napojeny z preoptické oblasti a vysilaji své signdb oblasti hypofyzy (Peter a

Paulescu, 1980). Po mnoha studiich bylo prokazao,dopaminergni latky maji
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inhibi¢ni vliv na procesy reprodukce. Dopaminergni inloikyitpisobi na ob pohlavi
ryb, tzn. inhibuji jak proces spermiace u daki, tak ovulaci u jikerngek.
Dopaminergni inhibitory {sobi na GnRH neurony tak, Ze blokuji syntézu
neuropeptid, nebo brani jejich vydani z hypofyzy do dalSichhvogych zakorieni.
Bylo prokazéno, Ze tyto latky &ty predevSim tlumici efekt na syntézu luteidizino
hormonu a tlumi také reakci GnRH recefitgpe Leeuf a kol., 1980; Levavi a kol.,
2004). Také seipdpoklada, ze maji stejny efekt na uwani folikulo-stimul&niho
hormonu, ale bylo provedeno velmi malo pakuaby tento fakt byl jednoztae
prokazan (Vacher a kol., 2000).

Hlavni roli pri tlumicim &inku dopaminu fi procesu vitelogeneze hraje
pravdEpodobré hladina estradiolu (E2). To bylo zkoumano a préké&zu sumce rodu
Heteropneustes fossiliSenthilkumaran a Joy, 1995) stejtak i pstruha duhového
(Oncorhynchus mykis¢Saligaut a kol., 1999, Linard a kol. 1995). Nlejgsi tlumici
cinek se udava ke konci gametogeneze a klesésledku podpory ovulace nebo
spermiace, zejména pod vlivem poklesu hladiny dstha, nebo vlivem v§Sich
pochodi, jako jsou napklad klimatické zmdny, zneEny v chovani ryb, zgny
v hladinach feromain atd.. Toto vSechno je zavisléeplevSim na druhu ryby a jak je
dany druh na tyto podminky présti citlivy.

K inhibici dopaminergniho vlivu se pouZziva v pré&imbinace GnRH analég
s dopaminergnim antagonistou pimozidem. Tato mesedaazyva Linpe podle svych
objeviteli (H. R. Lin a R. E. Peter) (Peter a kol., 1988 pouzivana po celém &
predevsim u kaprovitych drihryb. DalSi latkou se stejnym efektem jako pimojEd

nagiklad domperidon, metoclopramid.

2.3.2.4. Teplota
Teplota je dlezitym faktorem ovliviujicim proces vitelogeneze a proces

koneného dozravani ooayi(Final Oocyte Maturation(King a Pankhurst, 2000). Bylo
prokazano, ze pokud byly jikeréley z jakéhokoliv dvodu chovany fed naslednym
vytérem ¥ vySSi teplot vody, projevilo se to snizenou Zivotaschopnog&trji(Gillet,
1991; Taranger a Hansen, 1993; Pankhurst a ka@6;1Pankhurst a Thomas 1998;
Watts a kol., 2004). To pravdodobr swd¢i o selhani funkce endokrinni kontroly
vitelogeneze a kokaého zrani oocytu tchto jikern&ek. (King a Pankhurst, 2000). U

jikrnacek lososa obecného chovanéhovysoké teplat 22°C se signifikanth snizila
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hladina 1PB-estradiolu (E2) a vitellogeninu (Vtg), coz prépddobr negativié
ovlivnilo finalni stadium vitelogeneze a dozravgikier, ovulaci a Zivotaschopnost
embryi(King a kol., 2003; Watts a kol., 2004; Vikingstadol., 2008). Mala gimérna
velikost jiker je pravdpodobré zpisobena vySSi teplotou vody ve které byly chovany
jikernatky pied vygrovou sezénouTyto zmeny jsou zfisobeny poruchouipminy
testosteronu na Bfestradiol (E2), protoZze dochazi k naruSeni funlaezymu
P450aromatazy vigledku zvySené teploty vody (Watts a kol.,, 2004}erk
zprostedkovava tentofechod (Simpson a kol., 1994).

2.4. Parametry kvality jiker
2.4.1. Velikost jiker

Obecr plati, Ze velikost jiker zavisi na velikosti aistgeneranich ryb, &tSi
ryby produkuji @tsi jikry. Zjistuje se piimér jedné jikry napiklad jednou ze starSich
metod, kdy se pouzivadgtidlo se Zlabkem ve tvaru V do kterého se srovrilajy jedna
vedle druhé, pak se zjisti hodnota na stupniciwgygglena p@tem jiker. Tak se zjidije
mechanicky pimér jedné jikry (Von Bayer, 1908). Nicmérnv dnesni dob existuji
dalSi metody, které se daji pouZzit.

Bromage a kol. (1992)¢ppokusu se pstruhem duhovym zjistili, velikostjikse
nezda byt dlezitym ukazatelem kvality jiker (Bromage a kol,929 Brooks a kol.
nepublikované udaje).

2.4.2. Hmotnost jiker

Narust hmotnosti jiker je fgoben vsaknutim vody do jikryébem oplozeni.
Véaha tchto jiker korelovala s ptem jiker ve stadiu@ich bodh ve studii Lahnsteinera
a kol. (1999a), ktery zkoumal tento jev u pstrubaaného jezernihds@lmo trutta m.
lacustrig. VysSi relativni hmotnosti jiker v déb30, 45 a 60 min. po oplozeni byly
zaznamenany u jiker s nejlepSi kvalitou, naprothuojikry které nély v této dok
relativni hmotnost nizsi, & kvalitu jiker horSi. Naiist hmotnosti jiker v kratkém
casovém uUseku od oplozeni se pouziva jako indikatataschopnosti jiker a jejich

kvality (Lahnsteiner,2002; Aegerter a Jalabert, £400Tento nakst hmotnosti je
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pravdEpodobré zpisoben kwli nastupu kortikalni reakce a nasledné absorbdiyvao
periviteliniho prostoru jikry (Alderdice, 1988).

2.4.3. Ovarialni plazma

U lososovitych ryb tvid ovarialni plazma okolo 10 — 30% z celkového ohjem
jiker (Lahnsteiner a kol. 1999b).&&i mnozstvi ovarialni plazmy zlepSuje oplozenost
jiker, prodluZzuje dobu fertility vyenych neoplozenych jikerébem kratkodobého
piechovavani jiker a ma podstatny vliv na motilittlespii @i oplozeni (Lahnsteiner,
2002, Urbach a kol., 2005). Mnozstvi ovarialni ptgzma také vliv na&asovy interval
motility spermii. (Lahnsteiner a kol. 1997; Hayakawa a Munehara 1988nsteiner,
2002; Elofsson a kol. 2003a). Bylo prokazano, Fedpstaténém obsahu ovarialni
plazmy se prodlouzi motilita spermii ve srovnaraksvaci pouze vodou @asovy
interval > 5 min (Nomura a kol.; 1974, Billard 1983). Ovarigplazma ma dvakrat az
tiikrat wetSi viskozitu nez voda a je velmi praygbdobné, Ze jeji nejvyssi koncentrace
se drzi na povrchu jiker (Wojtzak a kol., 2007). j€ativod, pr@& se n&ti pH ovarialni
plazmy. Obec# se udava, Ze pH ovarialni plazmy u kvai$ich jiker by nglo byt
alkalické a pesahovat hodnotu 8,00, zatimco u gkwalitnich jiker je tato hodnota ve
vétsing pripadi nizSi nez 8,00. NizSi hodnota pH ovarialni plazjmyzaznamenana
vétSinou u poSkozenycti piezralych jiker (Dietrich a kol., 2007). Negativiiwna pH
ovarialni plazmy fi oplozeni jiker maji i nevhodné produkty jako jseykaly a ma,

které se mohou dostat do tilpii jeho odlgru.

2.4.4. Oplozenost jiker a oplozovaci roztoky

Ovariélni plazma s nizkym pH je pro vysledné ophdzéker nejvice Skodliva
jelikoZz ma na samotné oplozeni n#gi viiv. Proto se v moderni akvakuieuzaaly
pouzivat alkalické oplozovaci roztoky, které b§limpotlacit do jisté miry negativni vliv
nizkého pH ovarialni plazmy na finalni oplozengjila zvysit motilitu spermii (Billard,
1992). Urové oplozenosti jiker u uile vytiranych ryb je zavisla na kvalifiker,
spermatu a oplozovacim roztoku. Oplozovaci rozktkvaje pohyb spermii a osmozu
spermii a jiker. Nahrada vody z liroplozovacim roztokem zvySuje produktivitu
rybich lihni. Vyrazy se zvySuje oplozenost zvl&gii nedostatku spermatu. Projevem
zvySené oplozenosti jiker je dale snizeni pracnpgtoSetovani jiker a jejich nizsi
zaplisgni. Spermie se uéSiny ryb po odBru nepohybuji, pouze u sumce a lina

dochéazi k pohybu spermii vlivem fiegéni spermatu m@, coZ ma za nasledek jejich
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aktivaci. Ri pouziti vody misto oplozovaciho roztoku dochaznakuSeni Kiika
spermii, coz se projevuje zastavou pohybu speriig se tak protoze, ma vodals
nizkou osmotickou koncentraci. Takovyto efeki pouZziti oplozovaciho roztoku

nenastava (Linhart, 1985).

2.4.4.1. Oplozovaci roztoky pouzivané u lososovitych rylejech pouziti

U lososovitych ryb jako je pstruh duhovy, pstrustgeni, pstruh duhovy linie
Kamloops se uUsn¢ pouzivaji nasledujici oplozovaci roztoky: Ringer
modifikovany Ringeitv, Hamofiv, ¢. 532 aé. 752. Pro aktivaci spermii se pouziva
piedevsim modifikovany Ringév roztok, roztokt. 752 a roztoK. 532, mize se pouzit
i Hamortiv a Ringetiv roztok. Red osemetnim u jiker s velkym mnoZstvim ovarialni
plazmy se mMze ale nemusi tato ovarialni plazma ocedit. Pronesini se na 1 litr jiker
pouzije 10 ml spermatufipaktivaci vodou z lih&. i pouZiti oplozovaciho roztoku se
muzZe snizit mnozstvi spermatu na 3-4 ml na 1 lieejiklikry se oplozuji vodou z likn

po dobu 2-4 minut a v oplozovacim roztoku po doBuminut (Linhart, 1985).

U pstruha duhového kamloops je vhodné pouzitakli o mensi kusové
hmotnosti 0,4-1 kg s nizSim @gem odkru spermatu (1 - 2 odby). U velkych mi§éaki
ve stdi 4 let o kusové hmotnostiiplizné 4 kg se provadi odb ve 3 krat az 4 krét
roéné a maji maji ve 3. a 4. odlu nejwtSi mnozZstvi spermii se snizenou pohyblivosti.
Pokud je k dispozici &tSi paiet mladSich méaka, snizuje se piet odlEra na jednoho
mlicaka, zvySuje se pravdodobnost dobrého oplozeni a je umiinzachovat wité
mnoZstvi mi¢aka na konec vyrové sezony, kdy se kvalita spermatu uwakii obvykle
zhorSuje. Je také nutnéagdomit si, Ze spermatogeneze u pstruha duhovéhmhrdh
tydny pgred vyerem jikrnaek (Linhart, 1985).

2.5. Parametry kvality mli ¢i
2.5.1. Spermie

U spermii se stanovuje vice ukazatkVality (zejména koncentrace spermii,
spermatokrit, délka pohybu spermii a intenzita fpohgpermii). Linhart a kol. (2006)
hodnotil u spermatu lina procentualni motilitu spir jejich rychlost a procentualni
hodnotu Zivych a mrtvych spermii v zavislosti naipsti ploidie u diploidnich a
triploidnich lini. V n¢kolika studiich byla zji$na pozitivni korelace mezi motilitou

spermii a plodnosti, u pstruha duhového (Mocciaumlittrick, 1987; Lahnsteiner a
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kol., 1998; Cieresko a Dabrowski, 1994), ale nelpgtvrzena u lososa obecného (Aas
a kol., 1991), u lososa nerka (Hoysak a Liley, 30@Qresky obecné (Trippelem a
Neilson, 1992),

Hustota spermatu se stanovuje pomoci indexu speknitat ktery ma silnou
korelaci s pétem spermii na jednotku objemu (Bouck a Jacobs®ng;1Tvedt a kol.,
2001). D¢ kapilary se napini spermatem a provede se 10 pvautentrifugace.
Sperma se usadi ve spodasti kapilar a tvii nepiihlednou vrstvu, zatimco seminalni
plazma #Astane na povrchu a vytkioprihlednou vrstvu. Pak se stanovi procento
sedimentovaného spermatu pipact procento semindlni plazmy. Ze dvou
procentualnich hodnot v kazdé kapdase vypoéte pfimérna hodnota, ktera udava

hodnotu spermatokritu.

2.5.2. Seminalni plazma

Ingermann a kol. (2002) zjistili, Ze puérd kapacita ovarialni plazmy je dvakrat
seminalni plazma a pro kvalitni oplozeni jdeatité, aby byla zastoupena v dostate
mite. Chemické sloZeni seminalni plazmy ucéitii se Bhem roku lisi, to je patrné
hlavré ve srovnani seminalni plazmy odebrané odahii na za&atku vygrove sezony

a od mlédka na konci vygrové sezony (Aas a kol., 1991).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Siven americky- pokus 2010

Na za&atku fijna 2010 byly pivezeny dvouleté pohla¥ndosglé jikrnacky
sivena amerického (350 + 24g) na pokusnictvi VUHROV JU ve Vodanech
priblizné pét tydna pred z&atkem pirozeného vyirového obdobi. Jikrriiky byly
nadhodi rozctleny do 5 skupin po 10 kusech. Aklimaiinéa obdobi trvalo 7 dni. Ryby
byly chovany ve Zlabech (0.8 m3) ve ¥ogtitékajici zieky Blanice s obsahem kysliku
11.8 + 0.5 mg.I*. Teplota vody poklesla v fibchu experimentu nejprve z gatesnich
9.6°C na 5.5°C a déle stoupla na 9°C na koijea. Jikrngky byly injikovany &mito

hormonalnimi pipravky:

Skupina A: sGnRHa-FIA v davce 5@.kg™

Skupina B:davka sGnRHa-FIA 265.kg™

Skupina C: dvoijita davka sGnRHa g§.kg™ v intervalu 3 di
Skupina D: jednorézova davka sGnRHau®@%kg ™

Skupina E: pouze fyziologicky roztok 0,9 g.kdNaCl (kontrola)

3.1.1. Priprava GnRHa

Byl pouzit pipravek s Ginnou latkou lososihdD-Arg®, Prd,NEt]-sGnRH
(vyrobce Bachem AG, SRN). Kripraw GnRHa-FIA je pateba rozpustit fipravek v
0.9% roztoku chloridu sodného a homogenizovat jérezindovym inkompletnim
adjuvanciem (FIA, Sigma Aldrich) v pairu 1:1. K tomuto Gelu jsme pouzili Ika T-10
homogenizér. Kazda jikrika pak dostala davku 0,5 ml GnRHa-Fl&ippaveného

roztoku.

3.1.2. Sledovani povyirové mortality

Po aplikaci druhé davky ve skupif bylo u jikerngek v ¥idennich intervalech
kontrolovano dosazeni ovulace. Jikaike se povazovala za ovulujici pokud peélast
jikry v dasledku mirného manualniho tlaku na dutifi$mi. Kazda jikrnéka, ktera se
vytiela, byla ozn&na ustizenimgéasti ploutve pro naslednou identifikaci skupin daby
umistna do sadky (54 m3) kde se sledovala pé&ropa mortalita ryb po dobu Sesti

meésial. Do sadky rovéz pritékala voda zeky Blanice. Byla zaznamenamnaat&ni
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teplota vody 8,9 °C, ktera¢bem zimniho obdobi klesalatgmnérné mésiéné o 0.5 +
0,8°C a stoupla na ko#tmych 12 + 1,5°C v dubnu, kdy bylo sledovani uemo.
Pramérny obsah kysliku ve vadse pohyboval v rozmezi 12 + 1,3 migdshem celého
sledovaciho obdobi. Ryby &y piijmat krmivo (Biomar, EFICO Enviro 920, 3 mm)
3-4 dny po vyg&ru. Byly stanoveny ukazatele specifické rychlogsitu

(specific growth rate-SGR, % dal), ktera se vypéita: SGR = [(In WT — In Wt) x T]

x 100, kde WT a Wt udavaji hmotnost ryby ngatku a na konci sledovaciho obdobi
(T =160 - 180 dni) a konverze krmivadod conversionratio — FCR: FCR = celkova
spoteba krmiva x (WT-Wi). 14. dubna, kdy se ukdito sledovani mortality, byly
ryby sp@teny, zabity a vypitvany ke zhodnoceni jejich zdtavho stavu.

3.1.3. Hodnoceni wytenych jiker

Ihned po vy&ru bylo zneieno pH jiker. Pouzili jsme multifurgki inoLAB 720
pH metr (WTW, 823 62 Weilheim, SRN). Byl stanovesegogonadosomaticky index
zvazenim celkového mnozstvi ziskanych jiker od &ajicernaky (pGSI = hmotnost
vytienych jiker/hmotnost jikeriky pred vytrem x 100). Dale byly zaznamenany
velikostni ptiméry ndhod® vybranych neoplozenych jiker (n = 35) a jejich @bmi
hmotnost s festnosti na 0,01 g ve vzorcich z kazdé skupiny.pgRgené ndreni bylo
nutné z jiker v sitku odsat filtkaim papirem zbytky ovarialni tekutiny. Procimni
praméru kazdeé jikry jsme pouzili Quick PHOTO CAMERA 2sftware (Olympus,
Hamburg,SRN) po vyfotografovani jiker digitalnimtdaparatem Olympus E-510
napojenym na binokularni mikroskop Olympus BX51.

Déle byl odebran vzorek v pim 200 + 10 jiker od kazdé jikriky pro
stanoveni oplozeni. Pro oplozeni kazdého vzorkypa#Zil giblizné stejny objem
spermatu, odebrany 3-4 dkim. Inkubace tohoto vzorku jiker, odebraného od kazd
vytiené jikerngky probihala samostainv malych experimentalnich inkudrdch
pristrojich vlastni konstrukce (obr. 1) s regulovayeh pitokem vody. Inkubéni
piistroje byly napajeny vodou ze samostatného relatkiho systému. Teplota vody
byla udrzovana pomoci chladicihotizeni s termostatem v rozmezi 6,1 + 0,4°C po
celou dobu inkubace. Obsah kysliku ve ¥tg! primsrng 11,4 mg.t, hodnota pH se
pohybovala 7,80 + 0,02. Byly sledovany i dalSi psetry, které by mohly negatig¥n
ovlivnit inkubaci jiker (koncentrace Tl, Fe, NH, NH4, N - N, and N - NQ).

Nicmeére jejich hodnoty byly fliS nizké, aby mohly negatigrovlivnit vyvin jiker.
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Z celkového p&tu nasazenych jiker do jednotlivych inkdbé&ch gistroja bylo
vypcocitano procentoieziti do stadia @ich bodh.

Obr. 3 Inkubani pristroje s jikrami

3.1.4. Statistickd analyza

VSechna data byla vyhodnocena programem StatiStiGz (StatSoft, Tulsa,
USA) na hladig vyznamnosto = 0,05 pokud neni uvedeno jinak. Dynamika ovukace
procento ovulujicich jikrngek byly posouzeny statistickym Z testem (analyzou
piezivani). Pouzitim neparametrického Kruskal — \Walla testu byly zjighy rozdily v
intervalu latence. Odchylky v hodnotach pH ovaiigfazmy a hmotnosti jiker byly
vyhodnoceny  pouzitim  jednocestné  metody  ANOVA. Rlyzd ve
velikostnich pimérech jiker byly zhodnoceny pomoci hierarchické rdgtéANOVA.
Linearni regresni analyza se pouzila pro korelawotmosti jiker a eziti do stadia
o¢nich bod. Nelinearni a linearni regresni model byl pouzd korelaci pH ovarialni
plazmy a peziti do stadia énich bodi. Rozdily v procentech jiker ve stadigndch
bodi byly zhodnoceny pouzitim jednostigvé metody ANOVA nebo Studentova t-
testu. Pokud byly metodou ANOVA nalezeny signifikdrrozdily, Tukeyho HSD test
se aplikoval pro detaiij§i mnohondsobné porovnani. Pavgiva mortalita byla
zhodnoceng? testem.
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3.2.  Pokusy v roce 2011 u sivena amerického a pstruha kdového
Na farme pro chov lososovitych ryb v Nedosi(Rybé&stvi Litomysl, s.r.0.) byly

provedeny dva experimenty s hormonalni indukci Bymizace ovulace, jeden u
pstruha duhového (mistni formy s jarnim &gm) a druhy u sivena amerického
(podzim 2011). V obou ffpadech byly ryby fed provedenim hormonalniho zasahu
peclive vytiidény tak, aby byla ve vyslednych experimentalnichpgkéich dodrzena co

nejvyssi velikostni a hmotnostni homogenita.

3.2.1. Pstruh duhovy (Pd)

Vzhledem k tomu, Ze u této mistni formy Pd senofta sezona tahne po dobu
az 4 mesiai, bylo od pouziti sGnRHa podaného v akutni férpiedem upu$no.
Testovany byly d¥ davky sGnRHa-FIA. Vyidéné generéni jikernaky byly
rovnonerné rozctleny do 3 skupin po 25ks:

A. jednorazova injikace sGnRHa-FIA v davce 100 pg-kg
B. jednorazova injikace sGnRHa-FIA v davce 25 pgtkg

C. kontrolni skupina bez podani sGnRHa

Od 6. dne po aplikaci sGnRHa-FIA bylo u jike¢ak v tidennich intervalech
kontrolovano dosazeni ovulace. Jikaike se povazovala za ovulujici pokud peélast
jikry v dasledku mirného manualniho tlaku na dutii$i. Jednotlivé dny po podani
GnRHa, ve kterych doslo k ovulaci, byly zaznamengv@ro vypd@et pfimérného
intervalu latence (doby od podani hormonu do daodadeulace). Ovulujici jikerriky
byly pred vygrem anestetizovany pomoci |&n hiebitkovém oleji (0.03 ml.I™),
nasledg zvazeny a vyeny. Po vyru bylo zvazeno celkové mnoZzstvi ziskanych jiker

od kazdé jikerng&ky pro zjiSeéni tzv. psedogonadosomatického indexu (pGSl

hmotnost vytenych jiker/hmotnost jikerridiy pred vygrem x 100).

3.2.2. Siven americky (Si)

Protoze vy#rova sezona u sivena amerického neni tak zdlouhaka,u vyse
jmenované mistni formy Pd, byla u tohoto druhu rybstovana i metoda akutniho
hormonalniho zasahu sGnRHa-FR. Vzhledem k tomysrae z minulém roce zjistili
acinné davky sGnRHa-FIA a sGnRHa-FR, byly u Si paupitloviéni davky. Pokud by

se prokézalo, Ze i niZz8i davky hormonu jséingé, gedstavovalo by to velmi vyrazné
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snizeni néklail na provadni podobnych operaci v praxi. \#idéné generéni
jikernatky byly rovnongrné rozdtleny do 4 skupin po 25ks. Vysledny design

experimentu vypadal takto:

A. jednorazova injikace sGnRHa-FIA v davce 12,5 pgtkg
B. dvojita injikace sGnRHa-FR v davce 12,5+12,5 pg-kg
C. jednorazova akutni injikace sGnRHa-FR v davce 5@gi{
D. kontrolni skupina — injikovana FR a FIA bez GnRHa

Po provedeni druhého podani sGnRHa ve skupn bylo u jikerng&ek
v tfidennich intervalech kontrolovano dosazeni ovulddeerng&ka se povazovala za
ovulujici, pokud pousta jikry v disledku mirného manualniho tlaku na dutirfistu.
Jednotlivé dny po podani GnRHa, ve kterych do&ewaci, byly zaznamenavany pro
vypocet pimérného intervalu latence (doby od podani hormonwagazeni ovulace).
Ovulujici jikernaky byly pred vy€rem anestetizovany pomoci l&m hiebickovém
oleji (0.03 ml.l™), nasleds zvaZzeny a vyeny. Po vyru bylo zvaZeno celkové
mnozstvi ziskanych jiker od kazdé jiketkg pro zjiS€ni tzv. psedogonadosomatického
indexu (pGSI = hmotnost ignych jiker/hmotnost jikerigay pred vygrem x 100).

3.2.3. Kontrola kvality jiker

Kvalita jiker byla hodnocena a mezi jednotlivymkupinami porovnavana
meétenim nasledujicich paraméetn vSech jikern&ek: pH ovarialni plasmy, individuélni
hmotnost jiker, peziti do stadia &ich bodh, lihnivost embryi aetnost deformit. U
sivena amerického byla provedena korelace velikpkér s velikosti vykuleného
v&kového pidku. pH ovarialni plasmy bylo &eno multifunknim inoLAB 720 pH
metrem (WTW, Weilheim, SRN) ihned po ¥ti. Pro zjis¢ni individualni hmotnosti
jiker bylo pouzito analytickychiedvazek (d = 0,001 g) KERN 572-32 (Kern & Sohn
GmbH, Balingen-Frommern, SRN), sitka a sacichafiftich papirk. 25 ks jiker bylo
vloZzeno do malého sitka a pomoci sacich tiltteh papirk byla z jiker opatré
odstragna febyte&na ovarialni plasma. Takto ,,osusené jikry“ byly leéise vdZzeny na
petriho miskach. Od kazdé jikekitg byly odebranyit vzorky jiker (150+10 ks jiker
na kazdy vzorek) zacélem sledovaniieziti do stadia énich bodh a lihnivosti. Tyto
vzorky byly, po kontrole motility, oplozeny stejnyabjemem spermatu, odebranym od
3-4 mlicdka. Inkubace vzork jiker probihala na miniaturnich aparatech typu KRiic
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Vacek uloZzenych ve sklolaminatovych Zlabech. Kadgdgrat byl individualé napajen
z vodniho zdroje, ktery je vyuZzivan v lihni v Ne@&s Procento jiker v énich bodech a

vykulenych embryi bylo pitano z celkového @tu nasazenych jiker na inkubatoru.

3.2.4. Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v pmogr Statistica 9 na hladin
vyznamnostin = 0,05 pokud neni uvedeno jinak. Vysledky statigtianalyzy a k tomu
pouzitych test jsou uvedeny u vSech prezentovanych vysiediéto zpraw. Data jsou
zobrazena ve tvaru gmér+SEM (meantSEM -StandardError of Mean -standardni

chyba primeru).

3.2.5. Teplota a kyslik Pd a Si (r. 2011)

Prabeh teploty vody u jikerngek pstruha duhovéhodnvzestupnou tendenci (od
anora do kétna v rozmezi 4,6 - 10,7°C (Graf 7)aprna teplota byla 8,07 °C + 1,5°C.
Obsah kysliku kolisal vrozmezi 7-10 mg'l U pokusu s jikerngkami sivena
amerického se pmérna teplota vody pohybovala sestdpod fijna do prosince
v rozmezi od 11,5°C do 5,6°C (Graf 16)uie&rna teplota byla 8,5°C + 1,5°C. Teplota
vody i inkubaci jiker kolisala v rozmezi 7 - 10°C, kystikolo 10 - 12 mg.I* u obou

experiment.
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4. VYSLEDKY

4.1. Siven americky - pokus 2010
4.1.1. Indukce synchronizované ovulace

Prvni ovulace byly zaznamenany 9. den po provedgikace hormoin
K tomuto dni bylo ve skupinach A, B, C, a D kgno 30, 60, 40, a 30 % ryb (Graf 1).
12. den po aplikaci bylo ve skupinach A, B, C, ary@eno jiz 70, 80, 100, a 50%
jikernacek. U ryb ve skupi& D byla ovulace od 12. do 21. dne pozastavenakupiiss
C bylo vyteno 100 % ryb &em 3 dii. 15. den byly vyeny vSechny ryby ve skugin
A, a ve skupia B aZz 18. den protoze byla ovulace stgpko ve skupi D od 12. do
15. dne pozastavena. Ryby ve skgpih zataly znovu ovulovat az 24. den a dosahly
100 % ovulace az do 30. dne. V kontrolni skadinbyly zaznamenany prvni ovulace
21. dne. P&et ovulujicich jikern&ek v €to skupiré postups rostl, az bylo vyteno 100
% ryb 33. den. Analyza rpziti ukazala, Ze hormonalni stimulace signifik&ntn
synchronizovaly ovulaci v porovnani s kontrolg@ € 23,5; df = 4P = 0,0001). Délka
doby od aplikace hormonalniheipravku do ovulace ve skupinach A, B, a C byla 12 +
2,4, 114 + 3,7, a 10,8 = 1,5 dni, a liSila se #igantn¢ v porovnani s kontrolni
skupinou E (26,7 = 3,7 dni) (Kruskal —Waillistest mnohonasobného porovnani (n =
50; df = 4;P < 0,01). Délka doby od aplikace hormonalnikkipmavku do ovulace ve
skupirge D n¢la stedni hodnotu, 18,3 + 8,8 dni, a nebyly nalezenynééstatistické
odchylky od skupin A, B, C a E.

4.1.2. Povytrova mortalita

Béhem 6 mdsial nebyla zaznamenana postgiva umrtnost v Zadné ze skupin.
Nicmére pii nasledném p#itani ryb v fijnu 2011 wrkolik ryb chykelo. Procento
zbyvajicich ryb ve skupinach A, B, C, D, a E byl@ 200, 90, 90, a 80 %, VSechny
jikrnacky , které pezily, byly ve vyborné kondici a jejich kotea vaha (720+47 g) se
nelisila v rAmci vSech skupin. Na konci sledovaadbhdobi nebyly zaznamenany zadné
odchylky v hodnotdch FCR a SGR. Specifick& rychtéstu byla piblizné 0.47 % za
den a konverze krmiva byla pro vSechny skupinyanrezi 1,1 - 1,2. #em potravy se
nesnizil ani kdyz teplota vody klesla 1°C pod borhzn a sadka byla cela pokryta
vrstvou ledu. Na ovariich vypitvanych ryb se nepa&idné viditelné abnormality

(intra-abdomindlni Iéze, zéty, krevni srazeniny nebo granulomy).
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4.1.3. Kontrola kvality jiker

Nejvétsi mnozstvi ovarialni plazmy bylo odebrano u shupkde ovulace
nastoupila nejrychleji: skupiny A, B, a C (8,46+D,08,38+0,09, a 8,38%0,17).
Signifikantni rozdily byly nalezeny pouze mezi skqu A, skupinou D a skupinou E
(8,29+0,09 a 8,2+0,13) pouzitim Tukeyho HSD ted®u=(0,025 aP = 0,003 mezi
skupinou D a E) (Tab 1). U skupin, kde byly aplikay hormony, byla individualni
hmotnost jiker nizsi. Signifikanénlehei jikry nez ve skupit E (25,2+1,8 mg) byly
zaznamendany ve skugim (20,3 £2,9 mg) R < 0,01). Jikry ve skupthA (21,7 + 1,7
mg) ve srovnani se skupinou E byly blizko hladilgndikance = 0,054). Nebyly
nalezeny zadné vyrazné rozdily mezi vahou jikeskgpinach C a D (22,4+2,9 mg a
22,7£2,9 mg) ve srovnani s dalSimi skupinami. Ngyhlezeny zadné signifikantni
rozdily u hodnot pGSI (Tab. 1).#nér jiker koresponduje s trendy hmotnosti jiketi P
porovnani udd@ metodou hierarchické metody ANOVA byly zjiy statisticky
vyznamné rozdily jak mezi jednotlivymi skupinamibrytak mezi jednotlivymi
jikrnackami (p <0,01 pro a¥. Analyza ptiméru jiker s vyuzitim Tukeyeho HSD testu
ukazala signifikantni rozdily u vSecliipach (MSE =0,0165, df = 1,632, P <0,01), s
vyjimkou skupin C a D (tabulka 1). Nejmenstpery jiker byly zmefeny ve skupinach
A a B (3,65+0,24 mm a 3,61+0,18 mm) a r&Vv pimery jiker byly zmgfeny u
kontrolni skupiny E (3,81+0,17 mm). SignifikagtaysSi geziti do stadia énich bodt
bylo pozorovano ve skupinach A, B, a C (27£22 %239%, a 30+18 %) v porovnani
s 5+ 5 % v kontrolni skup#E (P <0,05, 0,01 a 0,01 pro skupiny A, B a C Tukey
HSD test). Procento jiker ve staditnéch bodi ve skupig D bylo 22 + 24 % a neliSilo
se od kontrolni skupiny E nebo dalSich skupin (edbd). Analyza pomoci Studentova
t-testu ukazala, Zze 50 % ryb vskupiD, které ovulovaly ve dnech 9 a 12 (obr. 1)
vykazovali vyrazg vySSi procento fieziti do stadia énich bodi (41+24 %), nez ty,
které ovulovaly 24. dne (924 %) (P= 0,035) (obr. Bynto rozpor nebyl pozorovan u
ostatnich skupin. Kromtoho, jikrnaky ve skupinach s hormonalni indukci ovulace
mely leh¢i a mensSi jikry, které se vyzemvaly vySSim pH ovariélni plazmy (tab. 1) a
vySSim pezitim do stadiadnich bodi. Nicmérg, po vykresleni dat od vSech jikifek
do jediného linearniho regresniho modelu (obr.b4), zjiS&n nizky negativni vztah
mezi hmotnosti jiker afpzitim do stadia &ich bod.(R? = -0,26). Tyto jikry, které

vazily méreé nez 23 mg vykazovaly mignvyssi geziti do stadia @nich bodi nez jikry o
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N 1

hmotnosti vy3Si (obr. 4). Vztah mezi pH ovarialldzmy a procentem jiker ve stadiu
o¢nich bodi byl maly (R2 = 0,12), jak je vid na modelu nelinearni regresni analyzy
(obr. 5). Podrobna regresni analyza v ramci jednyath skupin ukazala, Zeckteré
jikrnacky s nejmenSimi jikrami #ly také vysSi pH ovarialni plazmy se snizenym
piezitim do stadia &mich bodi. nag. u skupiny A (tab. 2 a 3). Krointoho se u
nékterych skupin se neprokézal vliv hmotnosti neoptozrh jiker a pH ovarialni
plazmy na peziti do stadia&ich bodi (Tab. 2 a Tab. 3).

Tab. 1 Vysledky unglého vytru sivena amerického po hormonalni indukci ovulac2010)

Pramérna
hmotnost PreZiti jiker do
pGSiI pH ovariélni |jedné jikry | Velikost jiker | o¢nich bod:
Skupina | (%) plazmy (mg) (mm) (%)
TX#s e TX#s “X#s “X#s
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
A 8.8+23a | 846+0.07c|] 21.7+1.7ap 3.65+0.24h27 +22b
B 7.3+2.9a | 8.38+0.09bg 20.3 +2.94 3.61+0.18a39 + 24b
C 6.5+3.4a | 8.38+0.17bc 22.5+3.08b 3.72+@©.25/ 30+ 18b
D 8.6+22a | 829+0.09ap 22.7+2.93b 3.73+0.26/22+24ab
E

9.1+2.8a 8.25+0.13ap 25.2 +1.8K

(9]

3.81+®.17| 5+ 5a

Hodnoty se stejnymi pismeny se signifikantrelisi (jednocestna ANOVA a Tukey HSD test
P <0,05).

Tab. 2 Jednoduché regresni modely popisujici vztah memigmtem geZiti jiker do stadia
o¢nich bodi a pH ovarialni plazmy.

Skupina R P R2 rovnice

A 0.22 0.55 0.05 y =—799.6 + 97.96K
B —0.03 0.94 0.001 y =103.14 — 7.08
C -0.61 0.08 0.37 y=976.1-111.9
D 0.32 0.4 0.1 =537 + 67.21x
E —0.42 0.25 0.18 y=147.4 +17.31
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Tab. 3Jednoduché regresni modely popisujici vztah medemtem geZiti jiker do stadia
o¢nich bodi a hmotnosti jiker.

Skupina R P R2 rovnice

A 0.9 0.0008 0.82 =-162.73 +9.1
B 0.53 0.22 0.28 y=117.43 + 3.7x
C -0.21 0.58 0.05 y =59.18 + 1.15X
D -0.61 0.08 0.37 y =126.51 + 4.65
E —0.007 0.99 0
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4.2.
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Graf 1 Casovy piibéh ovulace jikerng&ek sivena amerického po hormonalni indukci ovulace
(A: sGnRHa-FIA 50 pg.kd'; B: sGnRHa-FIA 25 pg.kd; C: sGnRHa 25+25 pg.kg D:
sGnRHa 25 ug.kgl; E: Kontrola). Kivky se stejnymi pismeny se signifikastmelisi (P <0,05)

Tab. 4 Tabulka znazdiuje ¢asovy pfibéh ovulace z grafu 1 a procentaigrych ryb
k jednotlivym driim ve skupinach A - D a také samostatitér ve skupig E. Stejna

Grafy

21

Dny po povni injekaci

procentualni hodnota z&igpozastaveni vytu.

Skupiny Skupina
Dny A B C D Dny E
9.den 30% 60% 40% 30% 21.den 10%
12. den 70% 80% 100% 50% 24.den 40%
80% 50% 27. den 70%
50% 30.den 90%
100% 33.den 100%
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Graf 2 Pramérna délka intervalu latence u jiketigk sivena amerického po hormonalni indukci
ovulace (A: sGnRHa-FIA 50 pg.kY B: sGnRHa-FIA 25 pg.kd; C: sGnRHa 25+25 ug.Kg
D: sGnRHa 25 ug.kgl; E: Kontrola). Piiméry (" X+s, nh = 10) se stejnymi pismeny se

singnifikantré nelisi (Kruskal-Walligv test).
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Graf 3 Rozdily v geZiti do stadia&nich bodi mezi jikrami s hormonalni synchronizaci
ovulace ve skupihD sGnRHa-PS S| 25 mikrograinkg 1a @irozenym vygrem. Stedni

hodnoty (Xts, n = 10) se stejnymi pismeny se singnifik&ntelisi.
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Graf 4 Zavislost peZiti do stadia&nich bodi na hmotnosti jiker u sivena amerického (n= 50 ).
Lineé&rni regresni model.

¥ = -11060.7 + 2621.2% - 154 92

R=034;, F*F=0.12, P=0.025
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Graf 5 Zavislost peZiti do stadia@ich bod na pH ovarialni plazmy (n = 50) u sivena
amerického (r. 2010). Neline&rni regresni model.
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4.3. Pstruh duhovy (r. 2011)
4.3.1. Indukce synchronizované ovulace

Ok¢ dw davky hormonu podané ve fokmsGnRHa-FIA signifikant&
synchronizovaly ovulaci v porovnani s kontrolou QFB4, Z-test). Ovulace u prvnich
jedinal byla zaznamenéna 11. den (7.3. 2011) po aplikeawhbnalnich fipravki. Ve
skupinach A a B bylo vy&no 20 % a 30 % jikerdek (4 a 6 z 20 ks), viz Graf 6. 14. 3.
2011 (18. den po aplikaci) bylo ve skupinach A ayBeno jiz 65 % jikernéek (13
z 20ks pi kumulativnim vyjadeni), zatimco u kontrolnich ryb byla k tomuto datu
vytiena pouze 1 jikerg&a (5 %). 24.3.2011 (28. den po aplikaci) ve sk&rdoséhlo
kumulativni procento ovulace hodnoty 90 % oproti%s 10 % ve skupéinA a C. 100
% podilu ovulovanych a vignych jikerngek v kontrolni skupi&é C bylo dosazeno az
17.5. 2011, tj. 80. den po injikaci hormonalnidifppavka ve skupig A a B. Je nutno
podotknout, Ze 85 % jikertiak ve skupid B bylo vytreno véasovém useku 10 dni. 100
% jikernatek v této skupité pak v rozmezi 38 dni, coZ je ve 2x kratSi doiez u
kontrolni skupiny B (Graf 6). Ovulace poslednickeiaek ve skupitt A byla
zaznamenana 14.3. 2011 (Graf 6). Dne 14.4. 2011d@®9 po aplikaci hormonalnich
piipravki), kdy bylo ve skupi& B vytteno 100 % ryb, bylo rozhodnuto o provedeni
pitvy u zbyvajicich 7 jikerngek za @elem zjiSé€ni polohy jadra v ovocytech. Pitva a
nasledné prostieni ovocyt v proswtlovacim roztoku prokazaly, Ze hormonalni zasah
u téchto jikern&ek nebyl @dinny. Poloha zarod®ého jadra se u vSech 7 ryb nachazela

stéle v centralni pozici, coZ bylo vzhledem k yySuzité davky sGnRHaiekvapenim.

4.3.2. Kvalita jiker

Hodnota pH ovarialni plasmy se mezi jednotlivyrkuginami liSila. Nicmég
rozdily, a&koliv signifikantni, nebyly tak dramatické, aby awlily kvalitu pohlavnich
produkti. Obecr se ve vSech skupinach hodnota pH pohybovala veaz8,00 - 8,44,
Cc0Z nazn&uje, ze zadna jikertha nengla jikry ve stavu degradace jikernych abal
Navic nebyla zji%ha Zadna korelace mezi pH ovarialni plasmyreZipim do stadia

o¢nich bod.

Individualni hmotnost jiker byla signifikantnnizsi (P<0,05, jednocestna
ANOVA, Tukeyho HSD test mnohonasobného porovnanformonal@ oSetenych

skupin A a B v porovnani s kontrolou C (Graf 11)pméru byly jikry o 7-9 mg.k3
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leh¢i od jikern&ek, kterym byl aplikovan sGnRHa. Individualni hmashjiker dosahla
55.3+2,6 ,53.1+2,1 a 62,2+2,1 mg ve skupinach Ag EC, Nicmég signifikantni

zavislost peziti jiker do @nich bodh a lihnivosti na hmotnosti jiker nebyla prokazana.

Preziti do stadia énich bodi bylo signifikant@ nizSi (P<0,05, jednocestna
ANOVA, Tukeyho HSD test mnohonasobného porovnaniker ve skupinach A a B
v porovnani s kontrolou C (Graf 12). Podiepivajicich jiker ve stadiu¢aich bodi ve
skupinach A, B a C dosahoval 67,846,1, 71,3+4,9 845,1%. Byla zji&na pozitivni
korelace mezi délkou intervalu latenceiezitim do stadia @ich bodi ve skupig B
(P<0,01, B= 0,3) (Graf 8). U kontrolni skupiny takovyto feném nebyl pozorovan
(Graf 8). U skupiny A nemohla byt signifikance péaéna z dvodu malého pétu
jikernatek z&dazenych do hodnoceni (vzhledem k 7 ngaryym jikerngkam). Nicmeég
pocateni vySe podilu pezitych jiker do ¢nich bodi v zavislosti na délce intervalu

latence v této skupéne téner identicka jako ve skupéB.

Mortalita embryi v obdobi mezi stadiendénéich bodi a kulenim byla vysSi u
jiker ve skupinach A a B v porovnani s kontrolou(Graf 13). Rozdily ale nebyly
signifikantre prikazné. Nicmé& hodnota P=0,066 je pod indikd hladinou
vyznamnostio=0,1, kter4 se v biologii jeStda povaZovat za signifikantni (P<0,1,
jednocestna ANOVA, Tukeyho HSD test mnohonasobrdrovnani). To naziaje
fakt, Zze pi vétSim p@tu dat a eliminaci velké variability souboru by lgdky s velkou
pravdpodobnosti byly signifikantni i na hladirvyznamnostio=0,05. Mortalita jiker
v tomto obdobi doséahla hodnot 11,3+3,9, 11,5+3126a3,3 % ve skupinach A, B a C
(Graf 13). Byla zji&na pozitivni korelace meaiislem kontroly ryb na ovulaci, tj.
délkou doby od aplikace hormonalnihidgravku do ovulace, a mortalitou mezi stadiem
o¢nich bod: a kulenim v hormonéatnosetenych skupinach A a B (P<0,01%-R0,59 a
P<0,01, B= 0,3) (Graf 9). U kontrolni skupiny takovyto feném nebyl pozorovan
(Graf 9).

Lihnivost jiker byla signifikant& nizsi (P<0,01, jednocestna ANOVA, Tukeyho
HSD test mnohonasobného porovnani) ve skupinachBAvgorovnani s kontrolou C
(Graf 14). Podil vykulenych jiker byl 61,8+6,4, 645,2 a 86,6+5,3 % ve skupinach A,
B a C. Byla zji&na pozitivni korelace mezi délkou intervalu laterecehodnotou
lihnivosti u hormonéal& oSetenych skupin A a B (P<0,057R0,15 a P<0,01, & 0,45)
(Graf 10). U kontrolni skupiny takovyto fenomén wigbozorovan (Graf 10).
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Cetnost deformit se mezi jednotlivymi skupinami siiggantné nelisila (P>0,05,
jednocestnd ANOVA). Zaznamenany podil deformit dbsaskupin A, B a C hodnot
0,1+0,1, 0,15+0,1 a 0,2+0,1 %.

4.3.3. Povy&rova mortalita a stav genérach ryb

Zadné signifikantni rozdily v powfiové mortali¢ pokusnych ryb nebyly
zZjistény. V poovul&nim obdobi ve skuptA uhynuly 3 jikerngky. U jedné jikernaky
byl ve svalovig a dalSiho kusu silné&gkrveni v €éIni dutin. U treti uhynulé jikern&y
bylo zjis€no silné povrchoveé zaplisni. Ve skupig B uhynuly 4 jikern&ky, z toho u 3
ks bylo zaznamenano silné zapéish jedna jikerngka pravépodobré uhynula na
nasledky nedostatrého vyteni jiker a silného vnihiho krvaceni v dutibiisSni (pitva
prokazala gitomnost velkych krevnich srazenin). V kontrole @ymulo celkem 6
jikernatek, z toho 5 ks bylo sithzaplisgnych, u jednoho kusu séigina Uhynu nedala

stanovit.

U 7 vypitvanych ryb ve skupinA v predovul&nim obdobi nebyly zjighy
Zadné degenerativni Zmy ¢i alergické reakce jak na ovariich, tak ve sval®dvin

4.4. Siven americky (r. 2011)
4.4.1. Indukce synchronizované ovulace

VSechny pouzité hormonalni zasahy signifik&nr<0,05, Z-test) urychlovaly a
synchronizovaly ovulaci v porovnani s kontrolou #6Grl5). Prvni ovulace byly
zaznamenény 10. den po provedeni prvni aplikacendwiir 14.10.2011. V tento den
dosahl ve skupinach A, B, C a D podil #griych jikerndek 8, 24, 12 a 0 %. 17.10.
2011 (13. den po 1. aplikaci) bylo jiz ve skupind&hB a C vyteno 12, 28 a 12 %
jikernatek, zatimco v kontrolni skupinprozatim neovulovala zatim Zadna jiketkea
Obecr méla synchronizace ovulace v tomto pokusu velmi pozv@ribéh ve vSech
hormonal® oSetenych skupinach, liSila se jen jeji dynamika v gkosti na pouZiti
akutni ¢i protrahované metody uvavani GnRHa, tj. sGnRH-FRi sGnRHa-FIA.
Zatimco se ve skupin A podil ovulovanych a vyenych jikernaek kontinualw
zvySoval po celou dobu experimentu, ve skupinacha BC doSlo k striSimu
naristu ovulaci 10. a 13. den po prvni aplikaci horntmicA pipravki. Potom se
ovulace dalSich jikerdak v €chto skupinach zastavila az do 31.10. 2011 (27 pdeh.

aplikaci), kdy jiz byly zaznamenany prvni ovulacpravedeny prvni v¥ty v kontrolni
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skupire D. Lze rovigz tvrdit, Ze nizka jednorazova davka protrahovars$thoRHa-FIA
(skupina A) a nizka dvojita davka akutniho sGnRHRa(Bkupina B) jsou tédt dvakréat
acinngjSi, nez vysoka jednorazova davka akutniho sGnRRiagkupina C). To je
patrné 7.11.2011 (34. den po 1. aplikaci), kdy pegirenych jikernaek ve skupinach
A, B, C a D byl 56, 52, 28 a 16 %. Podil ovulovamyjikernaek v zadné skupin
nedosahl 100 %. Wvodem byl vyskyt pedvytrové mortality jikern&ek ve vSech

skupinach.

4.4.2. Kvalita jiker

Hodnota pH ovariélni plazmy se mezi jednotlivymugkami liSila. Nicmén
rozdily, a&koliv signifikantni, nebyly tak dramatické, aby awlily kvalitu pohlavnich
produkti. Obecr se ve vSech skupinach hodnota pH pohybovala veaz8,00 - 8,35,
C0Z naznéuje, ze zadna jikertka nentla jikry ve stavu degradace jikernych abal
Navic nebyla zji%ha zZadna korelace mezi pH ovarialni plasmyreZipim do stadia

o¢nich bodh.

Individualni hmotnost jiker byla vysoce signifikad nizSi (P<<0.01,
jednocestnd ANOVA, Tukeyho HSD test mnohonasobr@rovnani) u hormonaén
oSetenych skupin A, B a C v porovnani s kontrolou DgiGt7). V paimeru byly jikry
0 5-6 mg.k& lehei od jikerna@ek kterym byl aplikovan sGnRHa. Individualni hmatho
jiker dosahla 39,2+0,9 , 39,1+1,0 , 38,5+1,0 a #@,9 mg ve skupinach A, B, C a D,
resp. Nicméa signifikantni zavislost i@ziti jiker do @nich bodi a lihnivosti na

hmotnosti jiker nebyla nalezena.

Individualni hmotnost wkoveho plidku byla signifikantd nizsi (P<0.05,
jednocestna ANOVA, Tukeyho HSD test mnohonasobrn@rovnani) u hormonéaén
oSetenych skupin A, B a C v porovnani s kontrolou D gfGi8). V paméru byl
vaikovy plidek o 4 - 6 mg.ks' lehsi od jikernaek, kterym byl aplikovan sGnRHa.
Individualni hmotnost w&kového pidku dosahla 44,0+1,0, 43,9+1,1, 42,3x1,1 a
48,2+1,1 mg ve skupinach A, B, C a D. Nicra@ignifikantni zavislost ifeziti jiker do
ocnich bodh a lihnivosti na hmotnosti ¢lkového ptidku nebyla prokadzana. Oproti tomu
velikost vé&kového piidku byla prokazatetnpiimo zavisla na velikosti jiker @&0,76,
P<<0,01) (Graf 19), coz je velmiakbZité zjiS€ni. Regresni analyza ro¥n potvrdila
vysokou zavislost lihnivosti na procentuepiti jiker do @nich bod (R?=0,93,

P<<0,01) (Graf 20).
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Procento peziti jiker do @nich bodi se signifikants neliSilo mezi jednotlivymi
skupinami. Podil jiker ve stadiuc¢woich bodi byl 82,0+3,3, 82,3+3,7, 74,5+3,6 a
79,4£3,5 % ve skupinach A, B, C a D. Nebyla Zpst korelace mezi délkou intervalu

latence a fezitim jiker do stadiadanich bodh.

Mortalita embryi v obdobi mezi stadiendnéch bodi a kulenim byla vySSi u
jiker ve skupinach B (7,1+1,0 %) a C (6,3+1,0 %9orovnani se skupinou A (4,3+0,9
%) a kontrolou D (3.9+1.0 %) (Graf 13). Rozdily alejsou pikazné na hladih
vyznamnosti a=0,05. Nicmén hodnota P=0,0621 je pod inddm hladinou
vyznamnostio=0,1, kter4 se v biologii jeStda povazovat za signifikantni (P<0,1,
jednocestna ANOVA, Tukeyho HSD test mnohonasobrdrovnani). To naziaje
fakt, Zze pi vétSim p@tu dat a eliminaci velké variability souboru by lgdky s velkou

pravdEpodobnosti byly signifikantni i na hladinyznamnost=0,05.

Lihnivost se signifikanth neliSila mezi jednotlivymi skupinami. Podil
vykuleného vékového pidku byl 77,7+3,4, 75,2+3,9, 68.2+3,8 a 75,5+3,7 & Vv
skupinach A, B, C a D. Nebyla zj$ia korelace meziislem kontroly ryb na ovulaci, tj.

délkou doby od aplikace hormonalnihidgoavku do ovulace, a lihnivosti.

U vykuleného pldku vSech skupin nebyly zaznamenény Zadné defarmity

4.4.3. Povy&rova mortalita a stav genérach ryb

V tomto experimentu doslo hla¥k predvytrove mortali¢ z divoda zaplisgni
generagnich ryb. To je vSak u sivena amerického okeznama skutaost. Ve
skupinach A, B, C a D uhynulo 3, 8, 7 a 6 ks jikeek. Zadné degenerativni 2ny ¢i
alergické reakce v souvislosti s aplikaci horthoebyly zjiSény jak na ovariich, tak ve

svalovirg.
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4.5. Grafy
4.5.1. Pstruh duhovy
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Graf 6 Pribgh ovulace v jednotlivych skupinach vyjéady v kumulativnicktetnostech. Sipka
piedstavuje den provedeni hormonalniho zasahu. Rézpismenka zrtasignifikantni rozdily

mezi skupinami (p<0,01, Z-test).

Tab.5 Casovy piibéh ovulace (viz graf 7) a kumulativni podil sghych ryb k jednotlivym
dnam ve skupinach A-D a samostatvytér v kontrolni skupig C. Stejna procentualni hodnota

znai pozastaveni vytu.

Skupiny

Datum A B Dny C
7.3. 20% 30% 14.3. 5%
10.3. 55% 45% 17.3. 5%
14.3. 65% 65% 24.3. 10%
17.3. 85% 7.4. 35%
24.3 90% 14.4. 50%
31.3. 90% 17.5. 100%
7.4. 90%
14.4. 1009
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Priimérny vyvoj teplot ve vsech sadkach-pstruh
duhovy (r.2011)
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Graf 7 Pramérny vyvoj teplot ve v3ech sadkach-pstruh duhovgOitl)
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Graf 8 Zavislost peZiti jiker do @nich bod na p&tu dni po provedeni hormonalniho zasahu,
kdy dand jikern&a ovulovala.
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Graf 9 Zavislost ztrat od stadiawich bodi do kuleni na p&tu dni po provedeni hormonalniho
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Graf 10 Zavislost lihnivosti embryi na ptu dni po provedeni hormonalniho zasahu, kdy dana
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100 ¢ | survival until ES (%) F(2;49) = 4.0426; p = 0.0237;
K¥W-H(2;52) = 10.4829; p = 0.0053 b

Survival until ES (%)

Group

Graf 11 Rozdily mezi individualni hmotnosti jiker mezi jemtlivymi skupinami. Rozdilna
pismenka znd signifikantni rozdily mezi skupinami (p<0,05; AN@ nasledovana Tukeyho

HSD testem mnohonasobného porovnavani).

Losses ES until hatching (%) F{2,49) =2 8775, p=0.0658,
KWW-H{2;52) = 3.9917, p = 0.1660

Losses ES until hatching (%)

Group

Graf 12 Rozdily v geziti jiker do @nich bodi mezi jednotlivymi skupinami. Rozdilna
pismenka znd signifikantni rozdily mezi skupinami (p<0,05; AN@ nasledovana Tukeyho

HSD testem mnohonasobného porovnavani, Kruskalis\talt).
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Losses ES until hatching {(%): F{2,49) =2 87745, p = 0.06585,
MaM-H(2;52) = 3.5017; p = 0.1660

Losses ES until hatching (%)

B
Group

Graf 13 Mortalita jiker mezi stddiemémich bodh a kulenim. Rozdily nejsou signifikantni.
Nicmeére p = 0,066, coz je pod hranici indéd hladiny vyznamnosti=0,1, coZ nazriaje

vysokou pravépodobnost rozdilnostifpvySSim pétu pozorovani. (p<0,1; ANOVA
nasledovana Tukeyho HSD testem mnohonasobnéhorzoréni).

Hatching rate (%) F(2;49) = 6.0858; p= 0.0044; b
KWW-H(2;52) = 12.4485; p = 0.0020

Hatching rate (%)

A E c
Group

Graf 14 Rozdily v lihnivosti mezi jednotlivymi skupinaniRozdiln& pismenka ztia
signifikantni rozdily mezi skupinami (p<0,01; ANOMU#¥ésledovana Tukeyho HSD testem
mnohon&sobného porovnavani, Kruskal-Wallis test).
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4.5.2. Siven americky
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Graf 15 Pribéh ovulace v jednotlivych skupinach vyjéey v kumulativnictéetnostech. Sipky
piedstavuji dny provedeni hormonalniho zasahu. Regilsmenka zrtasignifikantni rozdily

mezi skupinami (p<0,01, Z-test).

Tab. 6 znazotiuje casovy ptibéh ovulace z grafu 15 a procentaigytych ryb k jednotlivym
dnim ve skupinach A-D a také samostatgtér ve skupii E. Stejna procentualni hodnota

zn&i pozastaveni vytu.

Skupiny
Dny A B C Dny D
14.10. 8% 24%| 12% 31.10. 12%
17.10. 12% 28%| 12% 7.11. 15%
21.10. 23% 27%| 12% 14.11. 45%
24.10. 27% 27%| 12% 25.11. 75%
31.10. 50% 35%| 20%
7.11. 569 52%| 28%
14.11. 80% 65%| 48%
25.11. 90% 75%
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Primérny vyvoj teplot ve vSech sadkach-siven
americky(r.2011)
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Graf 16 Pramérny vyvoj teplot ve vSech sadkach-sivenamerickgQtl1)
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Graf 17 Rozdily mezi individualni hmotnosti jiker mezi jemtlivymi skupinami. Rozdilna
pismenka znd signifikantni rozdily mezi skupinami (p<0,01; AN nasledovana Tukeyho

HSD testem mnohonasobného porovnavani).
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volk sac try (Mg F(3;721 = 5.605 p = 0.0016; b

FMV-H(3;76) = 14.3112; p = 0.0025
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Yolk sac fry (mo)

Group
Graf 18 Rozdily mezi individualni hmotnosti &veho pidku mezi jednotlivymi skupinami.
Rozdilna pismenka zdiasignifikantni rozdily mezi skupinami (p<0,01; AN nasledovana

Tukeyho HSD testem mnohonasobného porovnavani).
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Graf 19 Zavislost hmotnosti Zloutkového &1 na hmotnosti jiker (ihned po wehi, ged

oplozenim)
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Graf 20 Zavislost lihnivosti embryi nat@Ziti do @énich bodh.
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Losses ES until hatching (%). F(3:72) = 2.5541: p = 0.0621;
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Graf 21 Rozdily mezi ztratami jiker mezi stadiendnéch bodi a kulenim. Rozdily nejsou
signifikantni. Nicméa p = 0,0621, coz je pod hranici indéké hladiny vyznamnosti=0,1, coz
nazn&uje vysokou pravipodobnost rozdilnostifpvySSim pétu pozorovani. (p<0,1; ANOVA
nasledovana Tukeyho HSD testem mnohonasobnéhorgoréani).
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5. DISKUZE

5.1. Synchronizace ovulace
Ve vSech ttech experimentech (u pstruha duhového i sivena iekééio), u

vSech skupin injikovanych sGnRH®-Arg®, Prd,NEt]-sGnRH] ovulovaly jikrnaky
diive nez v kontrolnich skupindch. To znamen4, Zequtené hormonalni zasahy byly
natasovany s dostateym pedstinem, jest pred dosaZzenim spontanni ovulace
jikernatek. NejlepSiho vysledku v obou ¥yvych sezénach bylo dosazeno pouziti
dvojité davky sGnRHa 25+25 pg.ky Jikerngky ovulovaly a byly unile vytieny

v pribéhu dvou za sebou nasledujicich kontrol v inten&ldni. Sowasré byl v obou
letech prokazan pozitivni vliviigobeni adjuvancia na vyvolani ovulace jikgeia Oba
uvedené postupy indukce a synchronizace ovulaceubiyw¢jSi, nez dalSi testované
(jednorazové davky bez adjuvancia). Nami dosaZemséedky jsou v souladu gide
publikovanymi vysledky u pstruha duhového (Arabadiol. 2004, Vazirzadeh a kol.
2008).

U pstruha duhového bylo dosazeno nejlepSich vysletlkaplikaci vyssi davky
(100 pg.kg') vkombinaci s Freundovym inkompletnim adjuvancie@ynamika
nastupu ovulace &a nejstrngjSi pribéh ve skupig A i piesto, Ze celkay bylo
zaznamendno vySSi procento feytych ryb ve skupth B pii prvnich ovulacich
7.3.2011. Potvrdilo se tvrzenBretona a kol., 1990, ktepiisli se zaérem, Ze pro
pstruha duhového je vhogai vyuzit radji hormonalniho pipravku s protrahovanym
pusobenim, vzhledem ktomu, Ze jiketkg pstruha duhového maji jednak dlouhé
vytérové obdobi a také proto, Ze dosahuji vysSi kubovétnosti, nez jikerniky sivena
amerického.

Jednorazovéa akutni davka (tzn. bez Freundova adjisjanebyla filis G¢inna.
To se projevilo hlavé v roce 2011, kdy doSlo u sivena amerického i uupst
duhového k pozastaveni ovulace ve vice skupinaato Bylo zaznamenan@astji nez
v predchazejicim roce. Praggbdobr® za to jsou zodpasdné giliS nizké davky
hormonalnich fipravki a teplota vody. Pokud by jednorazova davka po@GeRéia
poskytla poZadovanou indukci a synchronizaci owilatebylo by pdeba pouzivat
piipravky s pozvolnym uvébvanim GnRHa, a tim by se pdii@ minimalizovat
néaklady. Nicmére Arabaci a kol., 2004; Mikolajczyk a kol. 2005;.i8ger a kol 2010;.

Noori a kol. 2010 potvrzuji Spatné vysledky s ptinZzi jednorazové davky
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hormonalniho fipravku. Toto selhani uékterych jedinéd muze byt kwili rychlému
odplaveni a enzymatické degradaéamného GnRHa z krevniho & (Zohar a kol.
1990b), coz vede k nedostatku LH v ovarialni plaZBreton a kol., 1990).

V naSem druhém pokusu se sivenem jsme se snailt sldvky hormonf za
Gcelem minimalizace ceny hormonalnich zasatysledek vSak nebyl uspokojivy,
protoze péibéh ovulaci byl velmi pozvolny. To je vSak v rozpaurarangerem a kol.
(1992), ktei uvadsji, ze pouze ug.kg * GnRHa byl @inny u lososa obecnéh&glmo
salar) je-li aplikovan ve spravnyas. Podobné vysledky potvrzuji i jini atit€rim a
Glebe (1984); Crim a kol. (1986) a Fitzpatrick & K©984).

5.2. Teplota
V naSsem experimentu zroku 2010, byly jikefkya sivena amerického

injikovany hormonalnimi fipravky @iblizné 4 tydny fred z&atkem ovulace ip teplo®
vody 9 - 9.5 ° C, cozZ jefiplizné 3,5 - 4,0 ° C vySe, nez teplotd| které se u nas siveni
amertti b&zné spontand ovuluji. Podobné teploty byly u sivena amerického
zaznamenany i nasledujiciho roku (2011), kdy sktewody pohybovala od 23.10. az
do 10.11.&sre pod hranici 10 °C. Stejny fenomén byl pozorovanpstruha duhového
na jae, ale v mensi mé. Toto pravdpodobré mélo vyrazny vliv na pitbéh ovulace,
syntézu LH, FSH a dalSich latek a i na dalSi fakt@illet a kol. (1996);. Gillet a
Breton (2009) prokazali, Ze zvySena teplota ma thagavliv na sekreci LH tim, Zeip
zvysene tepl@tdochazi k vyssi sekreci inhdiniiho dopaminu a sekrece LH se postupn

shizuje.

5.3. Kvalita jiker

Rozdilné hodnoty vieZziti jiker do stadia &ich bod u jikernaek, které byly
injikovdny GnRHa mohou byt vystlieny pitomnosti Ojiker vitzném stupni zralosti
jese pred aplikaci hormoin, nebo fiznou mirou imunitni odpadi organismu ryb na
hormonalni zasahzna hladina plazmatického GtH Il po injikaci) (Fi&rick a kol.,
1984, Crim a Glebe 1984). V roce 2010 bylo procgiker ve stadiu énich bod nizké
u vSech skupin. Toto bylo praggbdobré zpisobeno nizkym &kem pouzitych
jikernatek (Kallert 2009). Dalsi vliv kly extrémré vysoké pozdni letni teploty vody
(19-20 °C). Vysoka teplota¢hem vitellogeneze u lososovitychige mit za nasledek
snizenou kvalitu jiker v nasledujicim ¥jovém obdobi (Gillet 1991; Taranger a
Hansen, 1993; Pankhurst a kol. 1996).
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6. ZAVER

Podstatou nasSich experiménbylo owieni moznosti dosahnoutipnjekénim
postup, zaloZeny na opakovaném, kazdotydenii@higani genetmich ryb po dobu 1-
2 mesiar (podle druhu ryb) a selektovani ovulujicich jikaek znamena zgaou
spotebu lidské prace, stresovani a riziko poskozenéigemich ryb. Bi pouziti metody
hormonalni stimulace lososovitych ryb je moZzno ty&Zité postupy nahradit mensim
poétem manipulaci s gengr@mi rybami a moznosti realizace planovaného temmin
umelého vyeru (podobr jako u jinych, nap kaprovitych drubi ryb, sumce apod.).
Vysledky pokuf s lososovitymi rybami roz&iji druhové spektrum ryb, jez jsou
predmétem hormonalé fizeného urélého vyeru, podobg jako je tomu jiz Bkolik
desitek let u kapra, amura, tolstolohikina, sumce a v posledni dobdalSich (druf,
jako jsou teba reofilni kaprovité ryby, ale i candat, okounlasSi. Bylo o¢ieno, Ze
hormonalni stimulace rybrigpeje ke snizeni pracnosti, lepSi organizaci pra@paiinu
vyuziti kapacit rybich lihni. To by &o prispét ke zvySeni konkurenceschopnosti

¢eského chovu lososovitych ryb.
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8. PRILOHY

Obr. 4 Anestezie jikernéky sivena amerického

Obr. 5 Vézeni ryby
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Obr.7 Zn&eni jikern&ky sivena amerického
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Obr.8 Desinfekni koupel

Obr.9 Odkér spermatu u miaika sivena amerického
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Obr.10 Osemeani jiker mli¢im

Obr.11 Oplozovani jiker
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Obr.13 Jikry v inkub&nich gistrojich

- 65 -



9. ABSTRAKT
Synchronizace ovulace u jikekek sivena amerického a pstruha duhového

Ve 3 pokusech (2010- siven americky, 2011- siverrarky+pstruh duhovy)
byl zkouman vliv GnRH analogu na synchronizaci acel Ped z&atkem nastupu
vytérového obdobi byly jikrngky sivena amerického i pstruha duhového hormanaln
stimulovany. V prvnim roce (2010) byly jikertly ve skupindch A a B injikovany
intraperitonealni injekci FIA (Freundovo inkompletradjuvancium) s sGnRHa
(sGnRHa-FIA) v davkach 50 a 2%g.kg * télesné hmotnosti. Ve skuginC byla
aplikovana dvojita davka sGnRHa rozpungt ve fyziologickém roztoku (sGnRHa-FR)
25+25 ug.kg * télesné hmotnosti jikrnky. Jikernaky ve skupig D dostaly
jednorézovou davku 25g.kg ™ sGnRHa-FR. V roce 2011 byly u sivena pouZity srézen
davky hormonalnichifpravki: (A- sGnRH-FIA 12ug.kg™; B- sGnRHa-FR 12,5+12,5
ng.kg™; C- sGnRHa-FR 50 pg.kY. Mezi dvojitymi davkami hormonalnichipravki
byl 3 denni interval. U pstruha duhového byly ptwridsledujici jednorazové davky
hormonalnich fpravki: A- sGnRHa-FIA v davce 100 pg.kd; B- sGnRHa-FIA
v davce 25 pg.kg'. Kontrolni skupiny nebyly injikovany. Ryby byly v@ dennich
intervalech po injikaci hormonalnichtipravka kontrolovany. Po dosazeni ovulace a
provedeni ur@lého vyg€ru byla u vytenych jiker kontrolnich skupin natifena nizSi
hodnota pH ve srovnani s experimentalnimi skupinéimi 0,05). Byl zaznamenan
negativni vztah mezi pmérnou hmotnosti jiker aipzitim jiker do stadiadmich bod:

(P < 0,05). Vprvnim experimentu bylo wgho 100% jikernéek. Ve druhém
experimentu vzhledem K@dvygrové mortali€¢ nedosSlo k vyiru ¢asti injikovanych
jikernatek. U experimentalnich skupin ovulovaly jiketkg praimérné o 1-2 tydny
diive nez u kontrolnich skupin.iéZiti embryi do stadiacaich bod bylo vysSi u
experimentalnich skupin v porovnani s kontrolouro®e 2010 nebyla zaznamenana
Zadna pedvygrova ani povydrova mortalita jikern&ek Ehem 6 ndsiai. V roce 2011
byla u sivena amerického powsova mortalita vysSSi: Ve skupinach A, B, C a kolgro
D uhynulo 3, 8, 7 a 6 ks jikerdek. Jikerndek pstruha duhového uhynulo v kontrole C
6 ks, ve skupindch A a B 3 a 4 ks. Ukazalo seedagrazova davka sGnRHa-FIA mé
srovnatelnou &innost jako dvojitd davka. NejlepSich vyslédk sivena amerického se
dosahlo fi pouZiti dvojité davky sGnRHa 25+25 pg.kgU pstruha duhovéhaipobila
nej&ingji davka sGnRHa-FIA 100 pg.ky
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10. ABSTRACT
Synchronization of Ovulation in Females of Brooka@hand Rainbow Trout

The effect of GnRH analogue on synchronizing ovaiain the female brook
charr and rainbow trout was assessed in 3 expet&n2810- brook charr, 2011-brook
charr+rainbow trout)Prior to the onset of the spawning season femédlds@ok charr
and rainbow trout were hormonaly stimulated. In@Qjroups A and B were injected
with intraperitoneal injection of FIA (Freund’s immplete adjuvant)- sGnRHa
(sGnRHa-FIA). Doses were 50 and @5kg *body weight (BW). A double injection
(DI) of PS-dissolved sGnRHa (sGnRHa-PS) at8%g ' BW was used in group C.
Fish in group D received a 2& kg™ BW single injection (SI) of sGnRHa-PS.

In 2011, were doses of hormonal treatments foolooharr reduced: (A- sGNRH-FIA
12 ug.kg™*; B- sGnRHa-PS 12,5+12,5 ug.RgC- sGnRHa-PS 50 pg.kl). Between
double dose aplication was 3 days interval. In cdsainbow trout single injections
(SI) were used: A- sGnRHa-FIA 100 pgkgB- sGnRHa-FIA 25 pg.kg. Control
groups were not injected. The maturation of fisgsagas controlled in 3 days interval
after application of hormonal treatment. Lower aarfluid pH value was measured in
control groups in comparison with GnRHa treatedigso(P < 0.05). A negative
relationship was found between average egg weigheged eggs percent (P < 0.05).
In the first experiment spawned 100 % fish. Indkeond experiment spawned only
part of the fish due to prespawning mortality.He tGnRH treated groups ovulation
came in average 1-2 weeks earlier compare to dartvaps. The survival to eyed stage
was significantly higher in GnRHa treated groupsipared to the control groups. No
prespawning or postspawning broodstock mortalityndu6é months was observed in
2010. The postspawning broodstock mortality of oroharr was higher in 2011: In
groups A, B, C and control group D died 3, 8, 7 @rih. 6 females of rainbow trout
died in group C, in groups A and B 3 and 4. TheRBa-FIA injections proved to
exhibit the same efficacy as the DI doses with sBaRS. The best result in brook
charr experiments was achieved with double inject®l) of sGnRHa 25+25 pg.ky
The best result in rainbow trout experiment waseaad with single injection of
sGnRHa-FIA 100 ug.kd.
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