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1. Uvod

Piskof pruhovany (Misgurnus fossilis L.) je velice zajimavym av mnohém
podivuhodnym druhem paprskoploutvé ryby a tato bakalaiska prace ve své ivodni Casti
poodhali v ¢em jeji podivuhodnost a zvlastnost spo¢iva. Tento druh je na Gzemi byvalého
vychodniho bloku vyuZivan jako modelovy organismus kifad¢ experimentd napf.
ve vyvojové biologii, biochemii ¢i cytologii (Neyfakh, 1959; Zotin akol., 1967;
Kostomarova, 1991; Sleptzova akol., 2000; Drozd akol., 2010). V minulosti byl
vyuzivan ik detekci aktivity hypofyzy ryb (Lusk akol., 1983). Duvodu pro vyuziti
piskofe pruhovaného jako modelového organismu je hned nékolik. PredevS§im ma
kratkou délku vyvoje, jikry se ziskavaji pomérné snadno aneni naroény na chovné
prostiedi (Kostomarova, 1991). Nadruhou stranu ve srovnani s druhy s komerénim
vyznamem patii k druhim na okraji vyzkumnych zajmt (Podubsky a Stédronsky, 1953;
Legalle a kol., 2005). Zaroveti je od nepaméti soucasti druhové diverzity ryb v Ceské
republice (Fri¢, 1859).

V soucCasnosti se jedna 0 jeden znejrychleji mizejicich druhd ryb v Evropé
(Hartvich akol., 2009). Do budoucna se tedy da ptedpokladat, Ze se bude muset
piikrocit k jeho umélému vysazovani do volnych vod (Dubsky, 2013b). Proto je Zadouci
zvladnout techniky jeho umélého vytéru (Hartvich a kol., 2009). Jednim z problému
fizené reprodukce vétsiny druhii ryb, vcetné piskofe pruhovaného, je neschopnost
dosdhnout spontanni ovulace pti chovu v kontrolovanych podminkéch (Yaron akol.,
2002; Podhorec a Koufil, 2009a). Proto je tieba ke stimulaci ovulace ¢i spermiace
vyuZivat upravy environmentalnich podminek (fotoperiody, teplotniho reZzimu atd.),
aplikace hormonalnich preparati, ¢i jejich vzajemnou kombinaci (Koutil a Hamackova,
1996; Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999; Hliwa a kol., 2010). Je vSeobecné znamo,
Ze odlisné hormonalni preparaty maji riznou efektivitu na dozravani a produkci gamet
(Zarski a kol., 2009; Kfistan a kol., 2013). O otazce vlastniho piisobeni hormonalnich
preparatli na fizenou reprodukci ryb existuje jiz fada zajimavych poznatkd. Hlavné
u téch ryb, které ¢lovek k pottebam zvyseného zarybnovani vod uméle vytira, aby mohl
oplozene jikry odchovat a poté vysadit do volnych vod. Tyto znalosti vSak nikdy nebyly
komplexn& studovany u cilového druhu této prace. Rizena reprodukce je 3etrnou
metodou z hlediska sledovani reprodukénich ukazatelti tohoto druhu, jelikoz generacni

ryby nejsou usmrcovany (Drozd a kol., 2009).



Tato bakalaiska prace ma za cil vytvorit kompilaci a komparaci odborné literatury
tykajici se fizené reprodukce ryb, se zvlastnim apelem nareprodukci piskote
pruhovaného ajemu piibuznych druhi. RovnéZz poukéazat na pohlavni dimorfismus
tohoto druhu a ovétit nékteré zakladni aspekty fizené reprodukce cilového druhu. Témi
jsou napi. zavislost hmotnosti samice na mnozstvi vytfenych jiker, vliv hmotnosti
samice na hmotnost jikry adalSi. V experimentélni ¢asti si tato prace klade za cil
posouzeni ucinki nékolika komeréné dostupnych hormonalnich preparati a jejich
ruznych koncentraci na reprodukéni ukazatele piskofe pruhovaného v experimentalnich
podminkach. Témi jsou zejména zjisténi uspé$nosti umélého vytéru, zhodnoceni délky
intervalu latence, procentualniho podilu ovulujicich samic, mnozstvi a kvality gamet.
Vysledkem bakalaiské prace by pak mélo byt posouzeni ucinnosti avhodnosti
jednotlivych preparata pro uspésnou reprodukci piskote pruhovaného.

V8echna tato hlediska tak mohou mit do budoucna velky vyznam piti produkci
a ptipadné podpofte ¢i posileni pocetnich stavii pfirozenych populaci tohoto ohrozeného

druhu ve volnych vodach.
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2. Literarni prehled

2.1. Rozsireni a ochrana

Piskof pruhovany se pfirozené vyskytuje ve velké casti Evropy (Bohlen akol.,
2007; Kottelat a Freyhof, 2007). Obyva Gzemi severné od Alp a na zapadé svého aredlu
se vyskytuje po feku Mazu (V. Spanélsko). Severni okraj rozsifeni zasahuje po feku
Névu (SZ Rusko). Jeho rozsiteni pokracuje aZ k povodi Uralu a na jihu konéi fekou
Kuban mezi Kaspickym a Cernym motem (Obr. 1; Kottelat a Freyhof 2007).

Piskof pruhovany méa, vramci svého rozsiteni v Evropé, relativné malou

genetickou diverzitu. Ta je zpusobena jeho postglacialnim rozsifenim z dunajskeho

Misgurnus fossilis

Obrazek 1: Rozsifeni piskote pruhovaného (Misgurnus fossilis L.) v Evropé podle Kottelat a Freyhof,
(2007).

povodi (Bohlen akol., 2007). Tato skute¢nost muze vést k vétsi zranitelnosti piskoie
k naruSeni jeho prirozeného habitatu (Hartvich a kol., 2009). Na evropskem kontinentu
Ize v soucasnosti potvrdit vyskyt ¢tyf druhd piskott. Tti druhy jsou z rodu Misgurnus —
piskof pruhovany Misgurnus fossilis (L.), piskof dalnovychodni Misgurnus
anguillicaudatus (Cantor, 1842), piskof ¢insky Misgurnus mizolepis (Glnther, 1888)
actvrty je rodu Paramisgurnus — sekavec tajvansky - Paramisgurnus dabryanus
Sauvage, 1878 (Bohlen, pers. comm.; Freyhof a Korte 2005; Zigba a kol., 2010; Freyhof
a Brook 2011). Jedinym ptivodnim druhem pro Evropu je piskof pruhovany. Ostatni

druhy byly dovezeny z Asie za uc¢elem akvarijniho chovu.
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Aktualni rozsifeni piskofe pruhovaného v Ceské republice je ostriivkovitého
charakteru v nizinach pod 600 m. n. m. (Obr. 2; Hanel aLusk 2005). Tak tomu
pravdépodobné byvalo i v minulosti (Fri¢, 1859). BohuZel v druhé poloving 20. stoleti
zaCalo dochazet k pietvafeni piirozenych habitati v zemédé¢lskou Kkrajinu, stale se
zhorSovala kvalita vod adochédzelo k introdukci exotickych druhti (Kotusz, 1995;
Koufil a kol., 1996; Lusk a Hanel, 1996; Meyer a Hinrichs, 2000). VSechny tyto faktory
vedou k ubytku nejenom piskoie, ale idalSich puvodnich druhd organisma (Pimm
a kol., 2014).
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Obrazek 2: Rozsifeni piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis L.) v Ceské republice. Zluté Gtverce
jsou nepotvrzené lokality, Eerné ¢tverce jsou potvrzené lokality. Podle Hanel a Lusk, (2005).

Piskof je v Ceské republice chranénym Zivodichem. K jeho ochrané zavazuje CR
unijni Smeérnice 0 stanovistich. Podle zdkona ¢. 114/1992 Sb., 0 ochrané ptirody
a krajiny ajeho provadéci vyhlasky ¢. 395/1992 se jedna o0 zvlasté chranény, silné
ohroZeny druh Zivocicha. Je ptfisné zakazano Skodlivé zasahovat do jeho ptirozené¢ho
vyvoje, zejména jej usmrcovat, zraiovat, rusit, chytat nebo chovat v zajeti, a to ve vSech
vyvojovych stadiich. V ramci Cerveného seznamu ryb amihuli Ceské republiky je
hodnocen jako druh ohroZeny - EN (Lusk a kol., 2011). Avsak v celkovém hodnoceni
pro uzemi Evropské unie je hodnocen jako druh malo dotéeny — LC (Freyhof a Brook,
2011). Piskof je v rdmci Evropské unie jednim z druhti, kterému se dostava velké péce
0 zlepSeni stavajiciho stavu piedevsim z evropskych dotaci (Silva akol., 2015).

K podpoie populaci piskote je tieba rekonstrukce pfirozenych habitati (Lusk a kol.,
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2003; Hartvich a kol., 2009; Silva a kol., 2015). Budouci znovuobnoveni pfirozenych
habitatii bude nepochybné spojeno se znovuosazenim ¢i posilenim pocetnich stavil

ptvodnich druhti ryb vCetné piskote pruhovaného.
2.2. Biologie piskore pruhovaného

Piskoi pruhovany (Obr. 3) se jako zastupce tiidy paprskoploutvych ryb
(Actinopterygii) taxonomicky fadi ktfadu maloostni (Cypriniformes) do celedi
sekavcoviti (Cobitidae) (Perdices a kol., 2011).

SO,

NN

Obrazek 3: Pohled na piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis L.). Samec (dole) ma kaStanovité
zbarvenou ztlu§téninu pod hibetni ploutvi. Foto: Martin Chyry

Jedna se 0 pomérné maly druh doristajici do maximalni celkové délky kolem 35
cm a hmotnosti az 150 g. Okoli ustniho otvoru ma 10 vouski, z toho ¢tyfi umisténé
na spodnim pysku nejsou zcela typické vousky, ale spiSe lalo¢naté vyristky spodniho
pysku (Lusk a kol., 1983). Jeho télo je hadovitého tvaru s nékolika podélnymi tmavymi
pruhy tadhnoucimi se od oka aZ po ocasni nasadec. Na rozdil od ostatnich, unas se
vyskytujicich druht ¢eledi Cobitidae, neméa pod okem viditelny vzty¢itelny trn, i kdyZz
jsou prefrontalia protaZzena ve vyrustek. Tento trn je piekryty kizi a nefunkéni. Plynovy
méchyt je obdan kosténou schrankou (Baru$ a Oliva, 1995). PoZerakové zuby (dentes
pharyngei) maji 11 — 14 kuzelovitych zubd. Neni vytvofena tvrdd zubim protistojna
ploténka, oniz se drti tvrdé slozky potravy (Banarescu, 1964). Za zminku stoji,
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Ze larvalni stadia piskofe jsou adaptovany k Zivotu ve vodach snizkym obsahem
kysliku pfidatnymi zabernimi filamenty (Obr. 4; Grieb 1937; Crkvova 2012). Ty se

Crkvové — Daobiasové (Crkvova, 2012)
zaCinaji objevovat ve vyvojovém stadiu 38 (1. den po vykuleni) asvé maximalni

velikosti dosadhnou ve stadiu 40 tj. 6. den po vykuleni (Kostomarova, 1991; Crkvova,
2012). Tato filamenta jsou ektodermaniho ptvodu stejné jako Zabra celistnatych
obratlovcu (Gaisler a Zima, 2007; Crkvov4, 2012) Tato filamenta jsou pouze pfechodnou
dychaci strukturou, jejiz funkci v pozdéjsich larvalnich stadiich pozdé&ji piebiraji zejména
segmentalni cévy ploutevniho lemu. Na rozdil od vnéjsich Zaber nelze u filament pozorovat
vétveni. Filamenta nemaji Zadnou pevnou podporu a nejsou vybavena svalovinou, a proto
lze predpokladat, Ze jde o pasivni strukturu bez aktivniho pohybu. V pozdnim vyvoji
filament dochazi k jejich zkracovani, az zmizi pod operkulem. (Crkvova, 2012). Piskof
vynika ivysokou regeneracni schopnosti kuze. Pii pokusech, kdy byla piskoii
zpusobena fezna rana aZ do svaloviny, se kiize zacelila jiz za 12 hodin (Dyk, 1956).

z doposud zkoumanych druhui ryb Evropy (Bohlen a kol., 2007). Ta je zptsobena velmi
rychlou expanzi po skonceni ledovych dob z Dunajského povodi do recentniho areélu

roz§iteni. Jsou ungj obvyklé chromosomové duplikace atak vytvaii jak diploidni
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jednice n=50 tak n=100 oznacované za tetraploidni jedince (Raicu a Taisescu, 1972;
Drozd akol., 2010). nanasem uUzemi se lze setkat se sympatrickym (spole¢nym)
vyskytem jedinct 2n, 3n i 4n (Drozd a kol., 2010).

Piskot je limnofilnim druhem obyvajici zarostlé, zabahnéné, pomalu tekouci
a stojaté vody (Hanel a Lusk, 2005). Obyva i vody s niz8i koncentraci kysliku (Meyer
a Hinrichs, 2000; Pekarik a kol., 2008). S nedostatkem kysliku se vypofadava koznim
atzv. ,stievnim dychanim* (Podubsky, 1955). Piskof ma totiz bohaté prokrvenou
distalni cast stieva (Obr. 5), kterym je schopen absorbovat kyslik z polykaného vzduchu

(Podubsky, 1955; Dyk, 1956). Pozadavky kysliku je schopen timto zpusobem pokryt

=

=

4

Obrézek 5: Kresba histologického fezu stievem piskofe v respiraéni oblasti. Jsou zde viditelné krevni
kapilary zasahujici blizko k povrchu lumenu stfeva. (in Dyk 1956 by Wunder 1936 )

az z 30 % (Podubsky, 1955). Stejnou adaptaci disponuji i ostatni zastupci rodu (Park
2001; Park a kol., 2003). Tuto vlastnost nevyuziva pouze jako nouzové dychani, ale i za
dostatku rozpus$téného kysliku ve vodé (Podubsky, 1955). Piskof ma velice dobie
vyvinuté kozni dychéani (Podubsky, 1955; Jakubowski, 1958). To je zajisténo velkym
vlase¢nicovym zasobenim Skary (Jakubowski, 1958; Park a kol., 2001). Rad vyhledava
rizné ukryty a béhem dne se asto zahrabava do substratu (Podubsky a Stédronsky,

1953; Hanel a Lusk, 2005). Podobné chovani je typické pro celou fadu demerzalnich
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(u dna Zijicich) ryb a oznacuje se jako thigmotaxe (von Brandt, 1984). Tohoto chovani
se VyuZiva pfti lovu do riznych pasti, vézencu ¢i vrsi (von Brandt, 1984; Kostomarova,
1991; Hliwa akol.,, 2011). Ztohoto zpusobu zivota vSak plyne jeho citlivost
na koncentrace Skodlivin v sedimentech dna (Hanel aLusk, 2005). Piskof zije
spoleCensky a navhodnych lokalitich bez predacniho tlaku mulze tvofit pocetné
populace ¢itajici aZ 5 jedincd nam? (Podubsky a Stddronsky, 1953; Barus a Oliva,
1995). Nepiizniva obdobi, jako vysychani obyvané tiun¢ ¢i dlouhou periodu
s pokryvkou ledu, pieckava zahraban v 20 aZz 30 vyjimeéné i70cm hlubokych
chodbach (Kottelat a Freyhof, 2007). Pti vyschnuti obyvané nadrze je ve vyhrabané
chodbicce v pozici hlavou smérem ven, aby mohl polykat bublinky vzduchu pro stfevni
dychani (Ip a kol., 2004). Ve vlhkém bahné je schopen piezit témét pul roku bez piijmu
potravy (Podubsky, 1955). N¢které zdroje uvadi pieziti piskofe v sedimentu az jeden
rok (Muus a Dahlstrom, 1978). Podle Dyka, (1956) je piskof schopen v bahn¢ prezit
| pfezimovani rybnika. Podubsky, (1955) vyvraci tvrzeni o klidném pieckavani zimniho
obdobi v substratu svym pozorovanim nakomorovych rybnicich, kde se piskofi
pohybovali ¢ile v pfitoku. Vrchol aktivity piskofe pruhovaného nastava za soumraku
avnoci (Barus aOliva, 1995). Béhem nahlych zmén tlaku byva neklidny a Cile se
pohybuje ve vodnim sloupci (Hanel a Lusk, 2005). Odtud pravdépodobné pochazi
anglicky nazev piskofe ,,weather loach® ¢&i ,,weatherfish (Novék, 2011). Cesky vyraz
piskof vyjadiuje jeho schopnost vydavat piskavé zvuky, je-li stisknut piskof v ruce
(Dyk, 1956).

2.2.1. Pohlavni dimorfismus

U tohoto druhu miizeme k rozeznani pohlavi vyuzit vnéjSich znaka lisicich se mezi
obéma pohlavimi. Ty jsou popsany napi. v pracich Oliva a Chitravadivelu (1973),
Kotusz, (1995) Drozd, (2011). Samci maji odlidny tvar a velikost prsnich ploutvi nez
samice. Samci maji spiSe trojuhelnikovity tvar prsnich ploutvi (Obr. 6 b), zatimco
samice maji prsni ploutve okrouhlé (Obr 6 a). Navic samci maji ztlustély a prodlouzeny
druhy mekky paprsek prsnich ploutvi. Stejné tak se 1isi i velikost bfiSnich ploutvi, které
u samice nedosahuji k fitnimu otvoru, zatimco u samce ano (Drozd, 2011). Pii pohledu
shora na celého jedince, je u samce patrné ztlusténi trupu v oblasti pod hibetni ploutvi.
Pii lateralnim pohledu je tato ztluSténina patrna jako tmavéji zbarveny ,,mozol*
(Obrazek 3). Ten se vSak objevuje aZz po dosazeni minimalni délky cca 120 mm (Oliva

a Chitravadivelu, 1973). Samice piskofe pruhované¢ho v priméru dorustaji vétSich
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Obrézek 6: Sexualni dimorfismus piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis L.). Samci maji vétsi
trojuhelnikovité prsni ploutve. Druhy mekky paprsek prsni ploutve je ztlustén a protazen.
Foto: Martin Chytry (upravil Jakub Zak)

velikosti nez samci (Geldhauser 1992; Hliwa 2010). Zajimavosti je, Ze samice maji

v porovnani k télesné hmotnosti mensi mozek nezli samci (Ridet a kol., 1976).
2.2.2. Prirozena reprodukce piskore pruhovaného

Piskot pruhovany je fytofilni druh (lepici jikry naponofenou vegetaci)
neochranujici své jikry ani potomstvo (Hol¢ik a Hensel, 1972; Hanel a Lusk, 2005).
K dosazeni pohlavni dospélosti usamct dochazi ve druhém roce Zivota, zatimco
u samic o rok pozdéji (Baru$ a Oliva, 1995). Tteni piskofe probiha na naSem Uzemi
v dubnu az v ¢ervnu (Baru$ a Oliva, 1995). Teplota vody pfi tieni obvykle byva vyssi
jak 19 °C (Kaottelat a Freyhof, 2007) ovSsem v Rusku v okoli Moskvy se piskof vytira jiz
pii teploté¢ vody kolem 13 — 14 °C (Kotljarevskaja, 1967). Je ziejmé, Ze se obdobi
vytéru 1isi v zavislosti na oblasti arealu jeho vyskytu. Pii samotném pohlavnim aktu
samec pronasleduje samici do ptibfeznich oblasti s vegetaci. Zde se obtoci kolem téla
samice tak, Ze vytvoti pevny prstenec v oblasti za bfi$nimi ploutvemi. V této pozici oba
jedinci vypousti gamety a oplozené jikry se posléze lepi navegetaci (Bohl, 1993;

Kottelat a Freyhof, 2007). Tento zpusob vytéru je typicky pro vSechny ryby celedi
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Cobitidae vyskytujici se nanaSem Uzemi (Bohlen, 2008). Vytér probiha v pomérné
kratkém intervalu v nékolika davkach. U ryb ¢eledi Cobitidae neni vyjimkou, Ze kazdou
davku oplodni jiny samec (Bohlen, 2000). P#i samotném rozmnozovacim aktu a ovulaci
se uplatiiuji feromony, zejména prostaglantin F,, (Ogata a kol., 1994; Evans, 1998).

Plodnost piskofe podle n&kterych autorti dosahuje kolem 220000 ksxkg™
(Geldhauser, 1992; Koufil a kol., 1996; Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999). AvSak
pii pitevnim prozkoumani jedinca Ize dosahnout vyssSich hodnot i pies 320 000 kstg'l,
jelikoZ nelze vytiit viechny jikry z téla samice (Podubsky a Stddronsky, 1953). Pocet
jiker je ovlivnén velikosti samice (Obr. 13 c). VEtsi samice mivaji vice jiker (Pivnicka,
1981). Samci vypousti pomérné maly objem spermatu, ktery dosahuje 10 — 40 ul (Hliwa
a kol., 2010).

2.2.3. Charakterizace jiker

Jikry jsou nejvétsimi burikami v téle, jelikoZ musi zajistit kompletni vyZivu pro
vyvoj zarodku. Piskof ma jikry oranZové aZ nahnédlé barvy (Hanel a Lusk, 2005).
Jejich hmotnost se pohybuje kolem 1 mg a jsou velké cca 1 - 1,5 mm. (Koufil a kol.,
1996; Adamkové-Stibranyiova a kol., 1999; Drozd a kol., 2009). Jelikoz je piskof
druhem fytofilnim, ma jikry mirné lepivé avsak jikry maji mensi perivitelinni prostor
(oblast okoli jikry zabranujici vniku dalSich spermii) neZ kaprovité druhy ryb
(Kryzanovskij, 1949; Bohl, 1993; Kouftil a kol., 1996). Lepivost je zpisobena jemnymi
vybézky (villi) napovrchu jikry. Témito vybézky se jikra lepi k substratu
(Kostomarova, 1991). Svym charakterem jde o telolecitalni jikry, tedy jikry s nejvyssi
koncentraci Zloutku uanimalniho polu (Kostomarova, 1991). Pii experimentalnim
odstranéni az 75 % Zloutku ze Zloutkoveho vacku se lihnou larvy menSich velikosti
(Korvin-Pavlovskaya a kol., 1996). VSeobecné se U kostnatych ryb da fici, Ze mensi
samice maji mensi jikry a lihnou se z nich mensi larvy (Kamler, 2005, ale Obr. 13 d).

K odlepkovani jiker piskofe se vyuziva fedéného roztoku mléka v poméru 1:4
az 1:10 (Koutil a kol., 1996; Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999; Drozd a kol., 2009).
Odlepkovani jiker probiha 15 az 60 minut. Lze vyuZit i kombinovaného odlepkovani
mlékem apoté jilem po dobu péti minut (Addmkova-Stibranyiova a kol., 1999).
K inkubaci se vyuzivd Zugskych lahvi libovolného objemu, ¢i se mohou nehybné
ponechat v kolébkach vyrobenych z uhelonu ¢i podobnych materiald (Koufil a kol.,
1996; Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999; Kocian, 2014).
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2.3. Metody vyuzivané pri umélém vytéru ryb

Umély vytér patii v soucasnosti mezi bézné vyuzivané metody k zisk&ni potomstva
zejména hospodaisky vyuzivanych ryb, okrasnych ryb ¢i pii reintrodukci ohrozenych
druhti ryb (Koufil a kol., 2011; Kouf#il a Podhorec, 2011).

S umélym rozmnoZovanim ryb se nanaSem tzemi zacalo jiz v prvni poloving
19. stoleti (Fri¢, 1872). Tehdy bylo potieba podporovat naSe ubyvajici populace
lososovitych ryb. K vytéru byly vyuZivany genera¢ni ryby ulovené v misté trdliste,
u nichZz dochazelo ke spontanni ovulaci. Neexistoval zde problém vytéru gamet z téla
ryb. Clovék tak mél kontrolu nad oplozenim pohlavnich produkti a naslednou inkubaci
a odchovem pludku. Nicméné pro vyssi efektivitu produkce bylo tfeba pfijit s jinou
metodou, pokud mozno aplikovatelnou pro ryby chované v zajeti. To se povedlo
0 stoleti pozdé&ji, kdy von lhering (1937) ptisel se stimulaci ryb pomoci intramuskularni
injikace rybi hypofyzy. Atak se oteviela brana k tizené produkci ryb, které nejsou
schopny pii chovu v fizenych podminkach dosédhnout spontanni ovulace (Brzuska,
1999; Yaron a kol., 2002; Podhorec a Koufil, 2009a; Koutil a Podhorec, 2011).

Tato reprodukéni dysfunkce je zapfi¢inéna nedostatecnosti nékterého
z environmentalnich faktori (napi. svételny rezim, teplota, vytérovy substrat, potrava,
hydraulika toku atp.) nutnych knavozeni vhodného fyziologického prostiedi
v organismu a nasledné finalniho zrani gamet pii gametogenezi (Podhorec a Koufil,
2009a, 2009b). K ptekonani téchto obtizi anavozeni ovulace ¢i spermiace se
Vv soucasnosti vyuZiva vhodna kombinace abiotickych faktord a hormondlni stimulace
kapti hypofyzou ¢i syntetickymi analogy (GnRHa). Tyto stimulanty spousti v téle ryby
gonadotropni kaskadu (Podhorec a Koufil, 2009a). Kapii hypofyza obsahuje jiz sama
0 sobé gonadotropni hormon (GtH) ato GtH Il neboli luteinizaéni hormon (LH)
(Haffray a kol., 2005). Synteticky vyrobené analogy GnRHa se 1i8i od téch pfirozenych
jejich strukturou ato veétSinou rozdilnymi aminokyselinami v fetézci (Podhorec
a Koutil, 2009b). PouZivané gonadotropiny byvaji svym ptivodem sav¢i, ptaci, Zabi ¢i
rybi (Egami a Susumu, 1962; Yu a kol., 1995; Podhorec a Koufil, 2009b).

Sekrece gonadotropinu (GtH) je u kostnatych ryb regulovana dvéma neurohormony
(Millar a kol., 2004). Spousté¢em gonadotropinu (GnRH) a dopaminem, ktery funguje
jako antagonista GnRH (Lin a kol., 1991). AvSak na maturaci gamet maji vliv i dalSi
hormony napft. tryptofan (Akiyama akol., 1996). Hormonalni terapie provadéna

extraktem z hypofyzy nebo choriongonadotropinem je zaméfena na zvySeni hladiny
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luteiniza¢niho hormonu (LH) v téle ryby, ktery je v tu chvili v nedostatku (Podhorec
a Koufil, 2009a). Naproti tomu pouziti analogit GnRH (GnRHa) pusobi piimo na buriky
sekretujici LH rybimu télu vlastni (Peter akol., 1988). Samotné uvoliovani
gonadotropniho hormonu, je u celé fady ryb (zejména kaprovitych) spojeno se silnou
dopaminergni inhibici (Yaron a kol., 2002). Proto pfi podani analogii gonadotropnich
hormonti je nezbytné pro vyssi efektivitu vytéru, nebo vubec k jeho uskute¢néni, vyuZzit
i receptorového antagonisty dopaminu (Peter a kol., 1988; Yaron a kol., 2002). Témi
jsou napi. domperidone, pimozide, reserpine, haloperidol, isofloxythepin ¢i
metoclopramide (Protiva a kol., 1986; Peter a kol., 1988; Koufil a kol., 1995; Horvath
a kol., 1997; Wang a kol., 2009; Mylonas a kol., 2010). Kombinace GnRHa a inhibitoru
je zndma jako ,,Linpeho metoda“ (Peter a kol., 1988). Nej¢astéji pouzivané hormonalni
preparaty slouzici ke stimulaci zrani gamet jsou podavany injekéné nebo peroralné
(Breton a kol., 1995; Mylonas a kol., 2010).

Samotna injikace preparatu se provadi nejcastéji jednim z nékolika moznych
postupi. Prvnim z nich je intraperitonealni injikace, kdy je preparat injikovan pod bazi
bfisnich ploutvi ¢ do peritonea pod ocasni ploutvi (Zarski akol., 2009; Koufil
a Podhorec, 2011). Tento zpusob ma vyhodu, Ze nedochazi tak Casto k Uniku podaného
ptipravku z téla ryby do okolniho prostiedi (Peniaz a Prasil, 1987; Policar a kol., 2010).
Druhou vyuzivanou metodou je intramuskularni injikace do hibetni svaloviny (Obr. 7,
Koutil a kol., 2013). Dale se ziidka mtizeme setkat i S nitrolebe¢ni injikaci ptipravku
(Penaz aPraSil, 1987). Nejméné invazivni metodou je perordlni podani GnRHa
v potravé (Breton akol., 1995; Mikolajczyk akol., 2002). V tomto ptipadé¢ musi
preparat odolat pH v trvicim traktu a poté byt vstieban ve stfevech. Nicméné vyvoji
této metody je v€novano podstatné nizsi usili nez tradi¢nim injekénim aplikacim
(Mylonas a Zohar, 2007).

V zasadé se vyuziva injekéni aplikace preparatd v jedné nebo ve dvou dil¢ich
davkach (Geldhauser, 1992; Koufil a kol., 2011). V ptipadé vyuziti aplikace piipravku
ve dvou davkach se prvni z nich oznacuje jako tzv. pfipravna davka. Ta obsahuje
10 az 40 % celkové davky (Koufil a kol., 1996; Hliwa a kol., 2010; Legendre a kol.,
2012). Maximélni objem vpichnuty béhem jedné injikace do téla ryby by se mél
pohybovat kolem 0,4 ml az 0,5 ml na kilogram Zivé hmotnosti ryby (Yaron a kol., 2002;
Koutil a Podhorec, 2011).
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Jinou moznosti jak ziskat gamety z dospélé ryby je jejich vyjmuti chirurgickou
cestou. Jikry jsou timto zpisobem ziskdvany punkci, ¢i vyjmutim celych vajecnikt

(Nakano, 1953; Klyachko a kol., 1995). Spermie se pak mohou ziskat vyjmutim celych

-

o

Obrazek 7: Intramuskuldrni aplikace hormondlniho preparatu do hibetni svaloviny piskofe
pruhovaného (Misgurnus fossilis L.) Foto: Jakub Zak

varlat a pfi nutnosti pouziti se pak rozsttihaji nizkami nad sitkem (Kostomarova, 1991,
Hamackova a kol., 2007). K laboratornim experimenttim se vyuziva i in vitro maturace
vaji¢ek. Pii této metodé se chirurgicky ziskaji gonady ze samice aty jsou inkubovany
v hormonalnim médiu, které zpusobuje maturaci gamet (Nakano, 1953; Saat, 1980).
Tyto metody jsou zna¢né destruktivni, malo efektivni a zcela nevhodné k vyuziti pro
zachranné ¢i reintrodukéni programy ohroZenych druht ryb. Svoji Glohu v umélém
vytéru ryb sehrava ikvalita pfijimané potravy v obdobi pfed vytérem. Ta ovliviiuje
zejména kvalitu pohlavnich produktt (Vorlickova a kol., 2006; lzquierdo a kol., 2001).
Nedostatek potiebnych slozek obsazenych v potravé pro produkci gamet vede ke
snizeni jejich kvality ¢i k zastaveni reprodukce (lzquierdo a kol., 2001). V tomto sméru
hraji dulezitou ulohu mastné kyseliny, karotenoidy, vitamin C a vitamin E (lIzquierdo
akol., 2001; Palace a Werner, 2006; Tizkar akol., 2013). Piedkladani nekvalitni

potravy muze vést ke ztu¢néni gonad a naslednému zhor3eni jejich funkce (Vorli¢kova
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a kol., 2006; Stejskal a kol., 2010; Policar a kol., 2011a). S problémem produkce malo
kvalitnich gamet se setkdvame zejména u druhti ryb chovanych v recirkula¢nich
systémech (Randék a kol., 2009; Policar a kol., 2011a). Tento faktor se da eliminovat
predkladanim specialnich krmiv pro genera¢ni ryby, odchovem generacnich ryb
v extenzivnich podminkach nebo pfikrmovanim Zivou potravou (Suzuki, 1983;
Vorlickova akol., 2006; Fontaine a kol., 2008; Randék a kol., 2009; Policar a kol.,
2011a). Mén¢ vhodnym zpusobem jak tomuto piedejit, je zisk genera¢nich ryb
z volnych vod (Krupka, 1987; Policar a kol., 2010).

2.3.1. Environmentalni stimulace k vytéru

Jak jiz bylo feceno, K Uspésnému navozeni finalniho zrani gamet u ryb, je tfeba
celéeho spektra environmentalnich faktord. Konkrétni poZzadavky na vhodné prostiedi
byvaji druhové specifické (Balon, 1975). Pokud néktery z téchto faktorti chybi, tak
dochazi k reprodukénim dysfunkcim (Yaron a kol., 2002).

Environmentalni stimulace kvytéru ryb je pfistupovano zejména ve dvou
piipadech. V prvnim pfiipadé je environmentalni stimulace vyuzivano k zefektivnéni
umélého vyteéru ryb (Policar a kol., 2011a, 2011b). Ve druhém piipadé je ho vyuZzivano
k posunu terminu vytéru do jiného obdobi (Migaud a kol., 2002; Hliwa a kol., 2010;
Policar a kol., 2010, 2011b).

K findlni stimulaci vytéru hormonalné stimulovanych ryb casto stati pouze
nabidnuti vytérového substratu. Poté probihda vytér ryb aoplozeni jiker pfirozenou
cestou. V takovém piipad¢ se jednd o poloumély vytér (Dubsky, 1998b; Policar a kol.,
2011a, 2011b). Finalni stimulace substratem se vyuZiva v produkci candata obecného —
Sander lucioperca (tzv. Sustova metoda), kapra — Cyprinus carpio (Dubraviova metoda
s hypofyzaci), okouna — Perca fluviatilis i parmy — Barbus barbus (Dubsky, 1998a;
Policar a kol., 2010, 20114, 2011b).

Poloumély vytér u okouna fi¢niho probiha tak, Ze jsou samci i samice hormonalné
stimulovany a poté vypustény do spolecné nadrze (Policar a kol., 2011a). Do té jsou
instalovany vétve mékkych dievin napi. vrby jivy (Salix caprea) ¢i bezu ¢erného
(Sambucus nigra). Ty slouZi jako substrat pro odkladani jikernych provazci, které jsou
samci oplodnény. Vytiené provazce jiker jsou poté sebrany a dale inkubovany.

Do nadrzi, kde se chovaji generac¢ni ryby candata obecného, se pfipravi uméla
hnizda zpravidla ¢tvercového tvaru. Hnizda se sestavaji z kovového ramu, na ktery je
ptipevnén umély travnik (¢i jiny inertni material podobné struktury). Samec obsadi

22



vhodné hnizdo a ¢eka na samici. Samotny vytér pak probiha v paru. Po vytéru na hnizdé
zatina samec hlidat. Stejné chovani pfi vytéru lze sledovat i ve volnych vodach
(Lappalainen a kol., 2003). V momentu, kdy jikry dosahnou stidia o¢nich bodd, jsou
hnizda transportovana k inkubaci (Dubsky, 1998b).

DalSim z velice dulezitych faktord je fotoperioda ateplota vody (Policar a kol.,
2010). Vesvé podstat¢ jde o0navozeni délky dne ptipodobiujici obdobi pired
pfirozenym rozmnozovanim. To je provadéno pomoci umélého osvétleni.
S environmentalnimi faktory se manipuluje zejména pfi mimosezéonnim vytéru ryb
(Suzuki, 1983; Migaud a kol., 2002; Hliwa a kol., 2010).

Na piiklad pfi chovu generacnich ryb parmy obecné za stalé teploty 20 - 21 °C
a prodluzujici se fotoperiody lze v intenzivnich podminkach produkovat potomstvo
téméf po cely rok (Policar akol., 2010). Kvytérové stimulaci parem obecnych
chovanych v kontrolovanych podminkach Ize vyuzit iupravenych sadek, tak aby
simulovaly pfirodni podminky. To spociva v kontinudlnim pfitoku do venkovnich
sadek, poskytnuti vytérového substratu (Stérku). O fotoperiodu a teplotu se pak postara
piiroda sama. Takovouto piedvytérovou stimulaci je navysen pocet vytienych jiker
(Policar akol., 2010). U okouna fi¢niho Ize stimulovat vytér ryb fizenym teplotnim
rezimem a v predvytérovém obdobi zvysenim teploty 0 2 — 6 ° C (Policar a kol., 2009).

Vyhod poloumélého vytéru je nékolik. Obsluha nemusi srybami tak casto
manipulovat, jikry maji vysSi oplozenost i lihnivost, a genera¢ni ryby maji nizsi
povytérovou mortalitu (Policar a kol., 2011a, 2011b). Nevyhodou poloumélého vytéru
je delSi doba latence (Policar akol., 2011b). NiZSi oplozenost a lihnivost jiker pti
umélém vytéru okouna fi¢niho acandata obecného mutize byt zptsobena nékolika
faktory. Jednim z nich muaze byt ten, Ze nejsou spolu vytirdny ryby, které by se
piirozené selektovaly k vytéru (Reichard a kol., 2012). Tento faktor by mohl hrat roli
uryb, ukterych dochézi k parovému vytéru. Nebo zde mize hrat roli ifakt, Ze pfti
umélém vytéru nemusi byt vSechny gamety dostatecné dozralé (Mylonas a Zohar,
2007).

Stimulaci piskofe pruhovaného environmentalnimi faktory testovali napi. Hliwa a
kol., (2010). Ryby pro jejich experiment byly uloveny na podzim pfi teploté vody 7,5
°C. Po pievozu do laboratofe byly ryby aklimatizovany po dobu 14 dni a krmeny
mrazenou potravou. Poté byl postupné upravovan teplotni a svételny rezim po dobu 44
dni. Z pocatecnich 8,5 °C na 19 °C a délka dne byla prodluzovana z 10 hod. na 15 hod.

Poté byly ryby stimulovany Ovopelem ve dvou davkach (viz. 2.4.).
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Environmentalni stimulace bylo vyuzito i u pfibuznych druhd. Napf. Suzuki a kol.,
(1983) stimuloval piskofe dalnovychodniho. Ryby byly chovany ve venkovnich
rybniccich, nad nimiz byly instalovany lampy. Ty prodluzovaly denni svit na 17 hod.
Teplota vody byla drzena na 25+1 °C. na zacatku experimentu byly generacni ryby

stimulovany 10 U hCG xg ™ a poté se sledoval jejich opakovany vytsr.
2.4. Shrnuti dosavadnich poznatkli o umélém vytéru piskore

pruhovaného

Prvni umély vytér piskofe pruhovaného v Ceské republice byl proveden v roce
1993 napudé¢ Vyzkumného ustavu rybaiského a hydrobiologickeho ve Vodnanech
(Koutil a Hamackova, 1996).

K hormondlni stimulaci piskofe jiz byly ucinény pokusy s kapii hypofyzou
(Geldhauser, 1992; Bohl, 1993; Koufil akol., 1996; Adamkova-Stibranyiova a kol.,
1999, Drozd a kol., 2009). Kapii hypofyza byla zprvu podavana v jedné davce s velice
riiznorodymi vysledky. Napiiklad usp&Snost ovulace samice pfi davee 3 mgxkg™ pii
pramérné teploté kolem 15,3 °C byla 69 — 75 % (Geldhauser, 1992). Pii jednorazové
davce 5 mgxkg™ a teploté 19 — 20 °C mize byt dosazeno ovulace u 100 % samic po 20
hodinach (Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999). Naopak Bohl (1993) uvadi, Ze pfi
jednorazové dévce 3 — 5 mgxkg™ nedoslo u 7adné ze samic k ovulaci. K té doslo aZ pri
velmi vysokych davkéach 8 — 12 mgxkg™ v 85 % piipada.

Lepsich vysledku je dosahovano pii podani piipravku ve dvou dil¢ich davkach, kdy

prvni davka obsahuje 10% koncentraci celkové davky piipravku (Koutil a kol., 1996;
Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999). P¥ pouziti davky 5 mgxkg™ (interval mezi
davkami 17,5 hod) a teploté 18 °C, ovuluje 60 % samic po 16 - 17 hodindch (Koufil
akol.,, 1996). Pii stejné davce — zkraceni intervalu mezi jednotlivymi davkami
na 12 hodin ainkubaci pii 19 — 20 °C doSlo k ovulaci u vSech samic (Adamkova-
Stibranyiova a kol., 1999). K té doSlo téméf za poloviéni ¢as (za 12 hod oproti 20 hod)
nezli u samic injikovanych jednou davkou (Addmkové-Stibranyiova a kol., 1999).
(s intervalem mezi davkami 12 hod). U samci nebyva problém se stimulaci spermiace,
a proto Ize vyuzit jednorazovou injikaci (Koufil a kol., 1996; Adamkova-Stibranyiova
akol., 1999). Této metody se pii pouziti hypofyzy uspé$né vyuziva do soucasnosti
(Drozd a kol., 2009).
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Dalsim preparatem Uspésn€¢ pouzitym k indukci owvulace u piskoie je
choriongonadotropin (Neyfakh, 1959; Zotin akol., 1967; Klyachko akol., 1995;
Kopeika a kol., 2003). Po podéni chorionického gonadotropinu v davce 200 RU* (rat
unit) dojde kovulaci po 30 az 36 hodinach pii 18 °C. Takto ziskané jikry maji
oplozenost 70 — 98 % (Neyfakh, 1959). Pti davce 300 IU hCG (Profasi, Laboratories
Serono SA, Svycarsko) do3lo k ovulaci za 43 hodin. Pii této metodé dosahovala
oplozenost jiker 90 % (Kopeika a kol., 2003). VSechny tyto pokusy byly provedeny
pouze za Gcelem zisku gamet pro experimentalni ucely, nikoliv pro zkoumani efektu
preparatu na reproduk¢ni ukazatele piskoie pruhovaného.

Mad’arsky prepardt Ovopel byl u piskofe pruhovaného uspé&$né pouzit k produkci
pohlavnich produktii pfi mimosezonnim vytéru za ucelem zisku viabilniho potomstva
(Hliwa a kol., 2010). Pro stimulaci samic bylo vyuZito dvou dil¢ich davek v rozmezi 12
hodin. Prvni, pfipravna davka byla o koncentraci 1/5 peletky na kg Zivé hmotnosti.
Druha davka obsahovala 1 peletku na 1 kg Zivé hmotnosti. Po 12 hodinach od druhé
injikace bylo vytfeno 60 % samic a vSichni samci. Oplozenost ¢inila 76 %. Ovsem
vysledky mohou byt ovlivnény tim, Ze experiment byl proveden mimo piirozenou

sezénu vytéru v piirodé.
2.4.1. Uméle indukovana produkce gamet u pfibuznych druhti

V soucasnosti, na rozdil od hospodarsky vyznamnych druhd ryb, existuje velice
malo informaci o produkci gamet piskofe pruhovaného. Proto je v rdmci této préce
ptedstaven i pfehled hormonalni stimulace ovulace/spermiace dalSich vybranych druht
ryb z ¢eledi Cobitidae. Témi jsou piskoi dalnovychodni — Misgurnus anguillicaudatus
a sekavec tajvansky — Paramisgurnus dabryanus. Tyto druhy maji sviij ekonomicky
vyznam jako gastronomické i akvarijni druhy zejména ve vychodni Asii (You akol.,
2009). U téchto druhti jsou znami mezidruhovi hybridi a tak 1ze pfedpokladat podobnou
reprodukéni fyziologii (Fujimoto a kol., 2008; You a kol., 2009).

Vyuzitim riznych stimulanti a jejich kombinaci u sekavce tajvanského se zabyval
Lin a kol., (1991). Podani pouze dopaminergniho inhibitoru - pimozidu v davce
5 mgxkg™ nevedlo ke zm&n& koncentrace GtH v krvi a tedy ke stimulaci jedince. Ryby
stimulované samotnym sGnRHa v davce 0,001 mgxkg™ vykazovaly zvysenou

koncentraci GtH ale neovulovaly. Pii stejné davce LHRHa vSak nedoslo k vyraznému

! RU (rat unit) jednotka udévajici mnoZstvi latky, které je za standardnich podminek schopné
vyvolat cileny efekt u zkoumaného poétu krys (http://www.merriam-webster.com/medical/rat%20unit)
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zakolisani GtH. Naopak davka dopaminergniho inhibitoru domperidonu (DOM) podana
spole¢n& s 5 mgxkg™® LHRH-a vedla k ovulaci 20 % samic. Za stejné davky 0,001
mgxkg™® sGnRHa pii soucasné aplikaci PIM v davce 1 nebo 5 mgxkg™ jiZz doslo
k ovulaci Sesti respektive sedmi samic z deseti. Pfi nahrazeni PIM domperidonem
ovulovaly ¢tyfi respektive sedm samic z deseti. Kovulaci vSech samic sekavce
tajvanského doslo aZ pii spole¢ném podani 0,01 mgxkg™ sGnRHa a 5 mgxkg™ DOM.
Doba latence v tomto piipadé byla 11 — 14 hod pii 22 — 24 °C. U tohoto druhu je tedy
zjevna dopaminergni inhibice. Hormonalni stimulaci ovulace u sekavce tajvanského
zkoumal i (Yu a kol., 1995). Ryby v citované praci byly chovany v malych akvariich pfi
svételném rezimu 12 D : 12 L a ve dvou teplotach 16 a 22 °C. Rybam byla v jedné
davce aplikovana davka ekvivalentni jedné hypofyze nasledujicich zivocichu: kapr
obecny, tolstolobik bily (Hypopthalmichthys molitrix), kachna divoka (Anas
platyrhynchus), kur (Gallus gallus). VSechny tyto davky vedly k 100% ovulaci (krom
kachni hypofyzy = 92 %) pii 22 °C. Doba latence se pohybovala v rozmezi 11 az 14
hod. U skupiny chované pii 16 °C bylo dosazeno ovulace u 92 % samic za 20 az 24
hodin. V sou¢asné dobé se vsak ustupuje od vyuzivani hormont z Zivocicha a ptechazi
se Kk piipravkam v lékovych forméch (Yaron akol., 2002; Policar akol., 2010).
Vysokého procenta ovulujicich samic sekavce tajvanského Ize dosahnout pti davkach
(100 pgxkg™) analogu lutein produkujiciho hormonu (LHRHa) & sGnRHa v davce 10
nebo 100 ugxkg™ bez vyuziti dopaminového inhibitoru (Lin a kol., 1988 in Peter a kol.,
1988). To vse za intervalu latence kolem 24 hodin. Pfi podani dopaminergniho
inhibitoru PIM (5 mgxkg™) a davce GnRHa (1 pgxkg™) doslo ke zkraceni doby latence
na 11 aZ 14 hodin a zlepsila se i synchronizace vytéru (Lin a kol., 1988 in Peter a kol.,
1988).

Podle You a kol., (2009) sta¢i k navozeni ovulace u piskotfe dalnovychodniho i
sekavce tajvanského davka hCG 6 000 — 8 000 IUxkg™ a k navozeni spermiace davka
2000 1Uxkg™ Teplota vody v citované préci se pohybovala mezi 20 — 23 °C.

V minulosti jiZz byla provedena stimulace piskote dalnovychodniho pomoci riznych
hypofyz (Yu akol., 1995). Hypofyzy byly ptivodu rybiho (kapr obecny, tolstolobik
bily) a ptaciho (kachna divokda, kur domaci). Hormony byly do téla samice aplikovany
Vjedné davce ekvivalentné odpovidajici jedné hypofyze. Podminky chovu byly
nastaveny na22 °C al2 L : 12 D. V tomto piipadé doslo k uspésné ovulaci u vSech
samic po 10 - 14 hodindch. Doposud nejlepsich vysledkt u piskofe dalnovychodniho
bylo dosaZeno pii pouziti analogu mGnRHa (D-Ala°, Pro®-Net) v davce 20 pgxkg™
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s 10 mgxkg™ inhibitoru dopaminu domperidonu (Wang a kol., 2009). Naopak jako
méné uspésné uvadi Wang a kol., (2009) aplikaci samotného mGnRHa v davce 10 — 60
ugxkg™, kdy ovulovalo 20 — 40 % samic s dobou latence 15,6 — 19 hod. Naopak
kombinace DOM a mGnRHa méla pramérnou dobu latence 10 — 16,3 hod a pii davkach
20 ngxkg™ s 10 mgxkg™ a40 ugxkg™ s 20 mgxkg™ (mGnRHa a DOM) doslo k ovulaci
vdech samic. Tyto dvé davky mély krat$i interval latence, neZz podani CPE (carp
pituitary extract — extrakt z kapii hypofyzy) v davce 4 mgxkg™.

Tyto poznatky lze shrnout tak, Ze LHRHa je pii stimulaci ovulace piibuznych
druhtt méné potentni nez GnRH-a (Peter a kol., 1988). Podani samotného GnRHa vede
k ovulaci ¢i spermiaci, ale za relativné delsi dobu (Lin a kol., 1991; Wang a kol., 2009).
Pii kombinaci GnRHa adopaminergniho inhibitoru se zkracuje interval latence
a vzroste mnozstvi produkovanych gamet (Lin a kol., 1991). Pti stimulaci pomoci hCG
(lidsky choriongonadotropin) je tieba pro tspé$nou stimulaci samic aplikovat 0 nékolik
tisic jednotek vice na kg b.w. nez samctim (You a kol., 2009). Skute¢nost, Ze pii podani
inhibitoru dopaminu dojde ke zvySeni efektivity ovulace, dokazuje, Ze u druhu

piibuznych piskofi pruhovanému existuje dopaminergni inhibice.
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3. Materidl a metody

3.1. Odlov generacnich ryb a rozdéleni do skupin

K experimentu bylo pouzito celkem 77 ks samcu a50 ks samic. Ryby pro
experiment pochézely z experimentélniho rybniku na pokusnictvi FROV JU
ve Vodnanech. Generaéni ryby byly odloveny V piedvytérovém obdobi v druhé
polovin¢ dubna (18. 4. 2014). K odlovu genera¢nich ryb bylo vyuzito pienosného
benzinového elektrického agregatu Honda GXV50 1,8 kW (Némecko). Teplota vody
na lokalité¢ byla 8 °C. Celkem bylo uloveno cca 180 ks piskoie. Ulovené ryby byly
roztiidény a k dalSimu experimentu byly vyuzity pouze dospéli piskoii (127 ks). Pii
lovu elektrickym agregatem byla pozorovana velice rychla rekonvalescence piskoie
pruhovaného po zasazeni elektrickym proudem. Ta na rozdil od omrac¢enych okount
fi¢nich (TL 5-25 cm), sluneénic pestrych — Lepomis gibbosus (TL 5-10 cm) ¢i kapra
obecného (TL cca 30 cm) trvala méné nez 5 s.

Dospé€lé ryby byly pievezeny na experimentalni pracovisté Ustavu akvakultury a
ochrany vod v Ceskych Budgjovicich. Zde bylo uréeno pohlavi ryb na zékladé vngjsich
znaku (viz 2.2.1). Samci byli pfeneseni po dvouhodinové aklimatizaci do Zlabu s
acra¢nimi kameny a se substratem (sediment z lokality pfirozeného vyskytu — viz 3.2.1).
Teplota vody ve Zlabu byla 14,5 °C.

Samice byly nahodné rozttidény do deseti véder. Rozdéleni tedy probéhlo tak, aby
rozdily v primérné hmotnosti samice v kazdé skupiné nebyly vyznamné. To prokézala
i nasledna statisticka analyza (Obr. 8). I pfes malo pocetné skupiny (N = 5 samic na
jednu experimentalni skupinu) se da u spojité veli¢iny, jako je hmotnost, predpokladat
normalni rozdéleni. Proto byla vyuZita jednostrannd ANOVA (One-way ANOVA).
Primérna hmotnost jedné samice byla 43,8 g £ 6,27 (pramér £ S. D.). V hmotnosti
samic nebyly mezi skupinami signifikantni rozdily (One-way ANOVA, F=0,284,
p=0,975).

Po rozdeleni do jednotlivych skupin se pteslo k individudlnimu znaceni samic. Ty
byly zna¢eny podkoznimi barevnymi elastomery VIE (Visible Implant Elastomer tag,
Northwest Marine Technology, Ltd., USA). Elastomery byly vkazdé skupiné
implantovany na pét riznych mist, ¢imz se zajistilo individualni znaceni (Obr. 9).
Elastomery byly na mistech PV — (pectoralis ventralis) zna¢ka umisténa u prsnich

ploutvi blizko bfisni ¢asti, VV — (ventralis ventralis) znacka umisténa ventralné
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u biisnich ploutvi, AV — (analis ventralis) zna¢ka umisténa ventralné u fitni ploutve, CV
- (caudalis ventralis) znatka umisténa ventraln¢ u ocasni ploutve, CD - (caudalis

dorsalis) znacka umisténa dorzalné u ocasni ploutve. Procedura znaceni a vazeni samic

80

50
|

Mean body weight (g)
40
I

30

20

CPE —
Frg3000 —
Chor2000 —
Ovopel
Dagin
Fregl500 —
Chor1500 —
Ovapl
Ovap2
FPhys —

Obrazek 8: Primérna télesna hmotnost samic piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis) rozdélenych
do experimentalnich skupin. Modry bod je pramér. Chybové tisecky jsou 95 % konfiden¢ni intervaly.
Modr4 linka zna¢i primérnou hmotnost viech samic (43,8 g + 6,27 (pramér = S.D.). Cervené ¢ary
znaéi 95 % konfidenéni interval priméru. Skupiny se od sebe signifikantné nelisi (One-way
ANOVA, F=0,284, p =0,975).
trvala cca 2 hodiny. Vzhledem k jednodus$i manipulaci s rybami, sniZeni rizika jejich
poranéni a s ohledem na souc¢asnou legislativu ohledné ochrany zvifat proti tyrani, byly
ryby pfed samotnym znaenim uspany anestetikem, kterym byl hiebic¢kovy olej
(Eugenol, Dr. Kulich Pharma s.r.0., Hradec Krélové) v koncentraci 0,05 mixI™. Doba
expozice byla dlouhd az do dosazeni anestezie ryb (Hamackova a kol., 2003). AvSak
piskof je pomérné odolny druh vuci anestezii, a tak 1ze vyuzit koncentrace hiebickového

oleje aZ 0,07 mIxI™* (Drozd akol., 2009). K vyvolani anestezie u piskofe je mozno
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vyuzit i pipravku 2-phenoxyethanolu v koncentraci 0,7 mixI™ (Hliwa a kol., 2010). Po
zklidnéni byly samice nejdfive zvaZzeny s piesnosti 0,1 g nadigitalnich vahach
a pfeneseny na navlhéenou tkaninu. Pomoci zjisténych hmotnosti byl testovan pohlavni
dimorfismus v télesné hmotnosti. Oznaéené samice byly po rekonvalescenci z anestezie
vpustény do kybli s aeraénimi kameny a se substratem. Védra byla ponoiena ve Zlabu
naplnéného vodou, aby se zajistila stejnost teplotniho reZzimu. Ryby byly
aklimatizovany v téchto podminkach do 22. 4. 2014 tedy ¢étyfi dny. Béhem aklimatizace
nebyly ryby krmeny.
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Obrazek 9: Zpisob individualniho znaeni generaénich samic piskofe pruhvaného (Misgurnus
fossilis) pomoci VIE elastomer aplikovanych do podkozi. Pozice a) PV — (pectoralis ventralis); b)
VV — (ventralis ventralis); ¢) AV — (analis ventralis); d) CV - (caudalis ventralis); e) CD — (caudalis
dorsalis).

3.2. Podminky chovu

Dne 22. 4. 2014 se zacalo pielovenim samic z véder se substratem do Cistych
prihlednych plastovych boxt. Samci byli pfeloveni do véder bez substratu. Uzaviené
boxy pro samice byly zvoleny proto, aby byly jednotlivé skupiny izolovany a nebyly
ovliviiovany hormony uvolfiovanymi z tél ryb jinych skupin do vody. Navic doba, po
kterou byly ryby uchovavany v boxech, byla dostate¢né kratka nato, aby nemély
vylu¢ované metabolity vliv na welfare ryb. Na kazdy z boxi byl napsan specificky kod
sestavajici se z ¢isla skupiny a preparatu aplikovany samicim. Boxy byly po péti kusech
umistény do dvou Zlabl. Do kazdého z boxii byl instalovan aera¢ni kdmen. Do Zlabt
byly vlozeny automatické zaznamové teploméry tzv. dataloggery (RT-F53, Qi
analytical, Praha, CR), které po celou dobu experimentu snimaly teplotu v Zlabech
v intervalu 60 minut. Ohtivani vody bylo nastaveno samctim na 19 °C a samicim na 18

°C (Obr. 10). Tyto teploty jsou optimalni pro reprodukci piskofe pruhovaného (Drozd
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a kol., 2009). Skute¢ny teplotni rezim samic ziskany z dataloggert byl v priméru 17,9
°C £ 0,13 (17,27 — 18,06 °C) pramér = S.D. (min — max). Tyto teploty byly drzeny
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Obrazek 10: Pribéh teploty b&hem experimentu s fizenou reprodukci piskofe pruhovaného
(Misgurnus fossilis). a) Skupiny 1-5, tj. pro skupiny stimulované extraktem z hypofyzy Pregnyl 3000
1U, Chorulon 3000 1U, Ovopel, Dagin b) Skupiny 6-10 tj. Pregnyl 1500 IU, Chorulon 1500 I1U,
Ovaprim 1 mixkg™, Ovaprim 2 mixkg™, fyziologicky roztok. Modra k¥ivka ukazuje skute¢ny teplotni
priibéh. Cervend linka znézorfiuje pozadovanou hodnotu 18 °C..
az do skonceni pokusu. Béhem experimentu byl pravidelné (2x denné) méfen
chemismus vody véetné koncentrace kysliku. Po celou dobu pokusu byly tyto parametry

v optimélnich intervalech.
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3.2.1. Prevence proti onemocnénim

Piskof je pii ptrechovavani v kontrolovanych podminkédch néchylny k napadeni
ektoparazity zejména koZovcem Ichthyoptirius multifilis Fouquet, 1876 (Koufil
a Hamackova, 1996; Koufil akol.,, 1996) ¢i Kkriznému zaplisnéni saprolegnii
Saprolegnia sp. Nees, 1823 (Dyk, 1940). Tato zranitelnost muze byt zpusobena
obtizemi pfi zachazeni s piskofem jakozto rybou nadmiru kluzkou a mrstnou. Proto je
tteba k jeho udrzeni pouZzit pomémné silného stisku. To vede ke stresovani ryby
a poruseni slizové vrstvy, ktera slouZi jako ochranna bariéra vuci vnéjsim vlivam (Dyk,
1940).

Jako prevence zaplisnéni se v tomto pokusu osvédcilo ptidani sedimentu (bahna) do
nadrzi, v nichz byly ryby pfechovavany pied zapocetim experimentu. Substrat byl
dovezen nékolik dni pied pifivezenim ryb. Vyuziti bahna pfi ptrechovavéani piskofe
doporucuje jiz Fri¢, (1859). Podubsky (1955) dokazal Zivého piskoife uchovat v malém
akvariu pouze ve vihkém bahnu po dobu nékolika mésicti bez znamek onemocnéni.

Diky tomu nebyly béhem celé doby naseho experimentu potize s parazitaci ¢i

zaplisnénim piskoft.
3.3. Pouzité stimulacni hormonalni preparaty

Celkem bylo pouzito pét ruiznych hormonalnich preparati. Z toho nékteré ve dvou
koncentracich. Jako pozitivni kontroly bylo pouZito extraktu z lyofilizované kapii
hypofyzy (CPE) v davce 5 mgxkg™. Jako negativni kontrola slouzil &isty fyziologicky
roztok (0,9 gxI* NaCl). Testovanymi preparaty byly Chorulon v davce 3000 1Uxkg™
a 1500 IUxkg®, Pregnyl vdéavce 3000 1Uxkg’ a1500 IUxkg™, Ovaprim v davce
1 mixkg™ a2 mixkg™, Ovopel anakonec Dagin. Riznych koncentraci preparatd bylo
vyuZito proto, aby byla nalezena optimalni davka ptipravku pro dosazeni co nejlepSich
vysledku. Zjisténi optimalni davky vede ke zmirnéni piipadnych dopadt pii pouziti
piilis vysokych davek, a to jak ekonomickych, tak i welfare ryb.

V néasledujicich odstavcich je uvedena stru¢na charakteristika vSech v pokusu

pouzitych hormonalnich piipravk.
3.3.1. Kapfi hypofyza (CPE)

Hypofyza ryb (nejcastéji kapra obecného) byla k indukci ovulace poprvé pouZita

ve 30. letech minulého stoleti (von lhering, 1937). Jde o doposud snad nejcastéji
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vyuzivany piipravek v rybarské praxi (Wang a kol., 2009; Dubsky, 2013a). AvSak neni
ucinny U vSech druhi ryb (Koutil a kol.,, 2002). Dnes se nejcastéji distribuuje jako
extrakt v podobé peletek, které se rozetfou a smichaji s fyziologickym roztokem pro
zajisténi optimalni koncentrace. Neobsahuje analog GnRH ale piimo GtH II. Jelikoz jde
0 piipravek ptirodniho ptivodu, tak obsah jeho G¢innych latek muze kolisat (Haffray
a kol., 2005). Proto byly u¢inény rizné uspésné pokusy o purifikaci a kalibraci obsahu
ucinné latky — gonadotropinu II a kapti hypofyza je nyni distribuovana jako vyc¢istény
extrakt v podobé peletek (Yaron, 1995). V soucasnosti existuje trend prechazet od
tohoto piipravku k jeho syntetickym analogim v lékové formé (Yaron akol., 2002;
Randék a kol., 2009; Wang a kol., 2009; Policar a kol., 2010). Hlavnimi davody jsou:
téZce stanovitelna koncentrace podavanych uc¢innych latek, riziko zavleceni patogennich
agens ¢i nepiiméfena imunitni reakce akceptora (Yaron, 1995; Haffray a kol., 2005).

V tomto experimentu byla pouzita lyofilizovana kapii hypofyza ptvodem
z Rybafstvi Pohotelice a. s. Ryb4m byla podana celkova davka 5 mgxkg™® ve dvou
dil¢ich aplikacich srozestupem 12 hodin. Prvni davka c¢inila 10 % celkové davky
hypofyzy (Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999).

Piskot byl v minulosti vyuZivan k detekci aktivity kapti hypofyzy (Lusk a kol.,
1983). Ztoho lze odvodit, zeje ktomuto pfipravku dostate¢né citlivy. V nasem
experimentu slouzil CPE jako pozitivni kontrola. Extrakt z kapti hypofyzy jiz byl vyuzit
k hormonalni stimulaci piskofe za ucelem zisku gamet (Koufil a Hamackova, 1996;

Adéamkova-Stibranyiova a kol., 1999, Drozd a kol., 2009).
3.3.2. Chorulon

Piipravek Chorulon (Intervet International B. V., Holandsko) je vyuZivan ke
stimulaci ryb po dobu minimaln¢ dvou poslednich dekad (Richter a kol., 1987; Kiistan
a kol., 2013). Baleni obsahuje deset ampulek. P&t z nich obsahuje fyziologicky roztok
a zbylych pét ampulek obsahuje prasek s humannim choriovym gonadotropinem (hCG)
o0 koncentraci 1500 U (International Units) na ampulku. V tomto pokusu byl testovan
tento piipravek ve dvou davkach ato 1500 1Uxkg™ a 3000 1Uxkg™. Chorulon neni
v Ceské republice na seznamu povolenych piipravki k hormonalni stimulaci ryb a proto
je tieba pii jeho pouziti zadat 0 vyjimku Statni veterinarni spravu CR (Policar a kol.,
2011b). Ptipravek byl aplikovan ve dvou dil¢ich davkach. Nejprve 150 respektive
300 1Uxkg™ a poté 1350 respektive 2700 1Uxkg™.
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HCG je jeden z nejcastéji pouzivanych preparatii k hormonalni stimulaci piskote
ajemu piibuznych druhti (Saat, 1980; Suzuki, 1983; Peter akol., 1988; Yu akol.,
1995).

3.3.3. Pregnyl

Uginnou latkou Pregnylu (Pregnyl, N.V.Organon, Oss. Holandsko) je hCG obvykle
v koncentraci 5000 IU ¢i 1500 IU. Tento ptipravek je vyuzivan v humanni mediciné
zejména ke kontrolované ovarialni stimulaci u Zen (Ezcurra a Humaidan, 2014). U¢inna
latka pfipravku je extrahovana z moci té¢hotnych zen (Mannaerts akol., 1998). Je
dodavan ve formé prasku apfed vlastnim pouZitim je rozmichan v piibaleném
rozpoustédle. Tento ptipravek byl v tomto experimentu pouZzit ve dvou koncentracich
ato 1500 IUxkg™ a3000 1Uxkg™. Pregnyl byl aplikovan ve dvou dil¢ich davkach
(stejné schéma jako u Chorulonu viz 3.3.2.).

Jak jiz bylo zminéno u ptipravku Chorulon, tak hCG jiz byl vyuzit ve stimulaci

piskofe.
3.3.4. Ovaprim

Hormonalni prepardt Ovaprim (Syndel, Kanada) je komplexem analogti lososich
hypotalamickych hormonéi (D-Arg®, Pro®-Net — sGnRH). Jako inhibitor dopaminu
u tohoto piipravku funguje domperidone. Koncentrace sGnRHa je 20 ugxml'1
a koncentrace domperidonu je 10 mgxml™ Tento ptipravek je dodavan jako kapalina
0 objemu 10 ml v lahvi¢kach, takze jej lze okamzité pouzivat. Vyrobce udava, ze jedna
davka (0,5 mixkg™) u vétsiny druhii dostaduje k navozeni ovulace/spermiace. V tomto
experimentu bylo pouzito dvou davek, kdy prvni obsahovala 10 % a druha 90 % davky.
Tento piipravek byl pouzit ve dvou koncentracich a to 1 mixkg™ a 2 mixkg™.

Ovaprim jiz byl vyuzit k hormonalni stimulaci piskofe pruhovaného (Hliwa a kol.,
2011). U ptibuznych druhtt z ¢eledi Cobitidac byl vyuzit usekavky nadherné -
Chrombotia macracanthus (Legendre akol., 2012) a u Kichulchoia brevifasciata
(Myeong-Hun and In-Chul, 2014). U sekavce tajvanského bylo vyuzZito sGnRH
s domperidonem ve stejnych koncentracich (Lin a kol., 1991).
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3.3.5. Ovopel

Ptipravek Ovopel (AgroFish ¢i Unic-Trade, Mad’arsko) je dodavan v podobé¢ bilych
peletek, které svym vzezifenim imitujici Siroce rozsitenou lyofilizovanou kapfi
hypofyzu. Tento pripravek obsahuje jednak savéi analog GnRHa (des Gly™, D-Ala°,
Pro®-NHet — mGnRHa) v koncentraci 18 - 20 ugxkg®, tak i inhibitor dopaminu
metoclopromide v koncentraci 2 mgxkg™ (Horvath a kol., 1997). Doporudena davka je
jedna peletka (o pramérné hmotnosti 25 mg) na 1 kg samic vSech vhodnych druhi ryb,
pro které je tento ptipravek doporucen (Koufil a kol., 2011).

Pro ptipravu roztoku bylo odebrano pozadované mnozstvi pelet, které byly opatrné
rozetieny v tfeci misce pomoci tloucku. Oproti peletam kapii hypofyzy je Ovopel tvrdsi
a je tieba tifeci misku zakryt (napf. potravinovou folii), aby nedochazelo k vylétavani
pelet. Po rozeteni bylo ptidano potiebné mnozstvi fyziologického roztoku k dosazeni
odpovidajici koncentrace. Poté by ptipravek aplikovan ve dvou dil¢ich davkach (10 %
a 90 %). V nasem experimentu bylo ke stimulaci samic vyuZito davky 1 peletkaxkg™.

Tento ptipravek jiz byl vyuzit k hormonalni stimulaci piskote (Hliwa a kol., 2010,
2011).

3.3.6. Dagin

Dagin (Gan Samueal Fish — Hatchery, lzrael) je dodavan v podobé¢ lyofilizovaného
praSku v ampulkach uzavienych gumovou zatkou. Jednotlivé ampulky piedstavuji
davku celkové pro 20 nebo 40 kg samic. Jeho slozeni predstavuje funkéni analog
lososiho GnRH (des Gly*°, D-Arg®, Pro°NHet — sGnRHa) v koncentraci 10 pgxkg™
spolu s inhibitorem dopaminu metoclopramide v koncentraci 20 mgxkg™ (Yaron a kol.,
2002). Pied samotnou aplikaci je tieba prasek rozmichat s fyziologickym roztokem.
Bézné se davkuje 1 ml roztoku na kilogram samic (Vavrecka a kol., 2010). V naSem
experimentu bylo vyuZito 1 mgxkg™ piipravku (pouZita ampule na40 kg samic)
ve dvou dil¢ich davkach a to 10 % ptipravku v prvni a 90 % v druhé.

Tento piipravek pravdépodobné zatim nebyl testovdn na piskofi ani jemu

pribuzném druhu.

Mezi dalsi, v rybaiské praxi pouzivané, preparaty patii napiiklad Supergestran,
Gonazon, Kobarelin, Synachorin ¢i Aquaspawn (Haffray a kol., 2005; Koufil a kol.,
2008a; Vavrecka a kol., 2010).
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3.4. Hormonalni stimulace ryb

Ptipravky byly injikovany intramuskularn¢ ve dvou dil¢ich davkach do hibetni
svaloviny. Koncentrace kazdého piipravku byla vypocitana tak, aby celkovy objem
roztoku injikovany do téla ryby Cinil maximalné 0,2 ml. Prvni davka (tzv. pfipravnd)
obsahovala jednu desetinu koncentrace celkové davky (Tab. 1). Druhd davka,
aplikovand za 12 hodin po prvni davce, obsahovala zbylych 90 %. Vpich prvni davky
byl aplikovan do hibetu blize k ocasu. Druha davka pak byla aplikovéana bliZze k hlav¢.
Po injikaci bylo misto vpichu mirné promasirovdno mokrym ukazovakem ruky, aby se
piedeslo uniku piipravku. Aplikace ve dvou davkach snizuje délku doby latence
(Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999). Ryby byly pied samotnou injikaci anestezovany
v koupeli s hiebickovym olejem o koncentraci 0,05 mIxI™. Po dosaZeni anestezie byla
kazda ryba individualné zvaZena na digitalnich vahach s pfesnosti 0,1 g a poloZena
na vlihkou tkaninu. Takto zjisttna hmotnost byla poté vyuzita ke zjisténi, zda se

, y o . y . tx (Wo—W.
vyznamné zmeénila hmotnost jikernacky pomoci vzorce AWy = ﬁx 100;
1

(%xden™). AW, je zména hmotnosti samice; W, je hmotnost samice na zacatku
experimentu; W; hmotnost samice pied prvni aplikaci preparatu. Ve 23:30 dne 22. 4.
2014 bylo zapocato s injikaci prvnich davek hormonalnich preparati do téla ryb.

Nejprve byli hypofyzovani samci. Tém byl aplikovan extrakt z kapii hypofyzy
v prvni davce o koncentraci 0,5 mgxkg™(Tab. 1).

Tabulka 1: Hmotnost samic a samcti, hormonalni preparaty a jejich davkovani. Rozdil v hmotnosti samic
mezi skupinami I-X nebyl signifikantni One-way ANOVA, p = 0,977).

. . Interval
Skupina Pocet Hmotnost (g) Preparat g;\\,/E; Igggﬁ: mezi

Pramér Rozpéti davkami
Skupina | 5 42,0 37-52 CPE (5 mgxkg™) 0,5 4,5 12
Skupina 1l 5 436  37-52  Pregnyl (3000 IUxkg™) 300 2700 12
Skupina Il 5 42,4 36-52  Chorulon (3000 1Uxkg™) 300 2700 12
Skupina IV 5 46,6  37-59 Ovopel (peletaxkg™) 0,1 0,9 12
Skupina V 5 42,4 3350 Dagin (lahvickax40kg™) 0,1 0,9 12
Skupina VI 5 45,0 36-51  Pregnyl (1500 IUxkg™) 150 1350 12
Skupina VII 5 45,2 39-53  Chorulon (1500 1Uxkg™) 150 1350 12
Skupina VIII 5 42,4 31-54  Ovaprim (1 mixkg™) 0,1 0,9 12
Skupina IX 5 45,2 37-53  Ovaprim (2 mixkg™) 0,2 18 12
Skupina X 5 43,2 40-51  Fyziologicky r. (1 mixkg™) 0,2 0,8 12
Samci 30* 27,8  24-35 CPE (5 mixkg?) 0,5 4,5 12

* Ke zjisténi hmotnosti samci jich bylo zvazeno 30

Dale bylo postupovano dle nasledujiciho harmonogramu.

00:30 injikovana 1. davka hypofyzy (0,5 mgxkg™) samicim sk. 1
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00:40 injikovana 1. davka Pregnylu 3000 IUxkg™ (300 IUxkg™) sk. 2

01:00 injikovana 1. davka Chorulonu 3000 1Uxkg™ (300 1Uxkg™)sk. 3

01:30 injikovana 1. davka Ovopelu (0,1 peletyxkg™) sk. 4

02:10 injikovana 1. davka Daginu (0,1 mgxkg™) sk. 5

02:30 injikovana 1. davka Pregnylu 1500 IUxkg™ (150 IUxkg™) sk. 6

03:10 injikovana 1. davka Chorulonu 1500 1Uxkg™ (150 IUxkg™) sk. 7

03:30 injikovana 1. davka Ovaprimu 1ml/kg (0,1 mixkg™) sk. 8

03:35 injikovana 1. davka fyziologického roztoku (V= 0,2 ml na samici) sk. 10
04:05 injikovana 1. davka Ovaprimu 2ml/kg (0,2 mxkg™) sk. 9

Skupina, ktera dostala davku pouze fyziologického roztoku, slouZila jako negativni
kontrola. Skupina injikovana extraktem z lyofilizované kapii hypofyzy (CPE) slouZila
jako pozitivni kontrola. Z harmonogramu je patrné, Ze injikace prvnich davek preparata
trvala tfi hodiny a 45 minut.

Dne 23. 4. 2014 v 11:55 bylo ptistoupeno k aplikovani druhych davek. Prvni byli
stimulovani op&t samci. Druhd diavka CPE méla koncentraci 4,5 mgxkg™. Poté se
postupovalo dle harmonogramu. Ryby byly opét nejprve anestezovany (hiebickovy olej
0,05 mIxI™") a zvaZeny na digitalnich véhach s piesnosti na 0,1 g. Zjisténa hmotnost dale
poslouZzila k otestovani, zda hormonalni preparat ovlivituje primérnou denni zménu

hmotnosti samice od 1. aplikace preparatu po ¢as pied druhou aplikaci preparatu. Tak

tx (WO _Wl)

s X 100; (%xden™). AW, je zména

bylo ucinéno pomoci vzorce AWy =

hmotnosti samice; W, je hmotnost samice pted aplikaci prvni davky; W;. hmotnost

samice pted aplikaci 2. davky.

12:05 injikovana 2. davka CPE (4,5 mgxkg™) sk. 1

12:40 injikovana 2. davka Pregnylu 3000 IUxkg™ (2700 1Uxkg™) sk. 2

13:10 injikovéna 2. davka Chorulonu 3000 1Uxkg™ (2700 1Uxkg™) sk. 3
13:35 injikovana 2. davka Ovopelu 1peletaxkg™ (0,9 peletyxkg™) sk. 4

14:05 injikovana 2. davka Daginu (0,9mgxkg™) sk. 5

14:40 injikovana 2. davka Pregnylu 1500 1Uxkg™ (1350 1Uxkg™) sk. 6

15:05 injikovana 2. davka Chorulonu 1500 IUxkg™ (1350 1Uxkg™) sk. 7
15:55 injikovéana 2. davka Ovaprimu 1mlixkg™ (0,9 mixkg™) sk. 8

16:10 injikovana 2. davka fyziologického roztoku (V=0,2 ml na samici) sk. 10
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16:15 injikovana 2. davka Ovaprimu 2 mixkg™ (1,8 mixkg™) sk. 9

Aplikace druhych davek trvala celkem 4 hodiny a 10 minut.
3.5. Vytér a oplozeni pohlavnich produktt

Pfiblizn¢ hodinu pfed ptedpokladanym vytérem prvnich samic (tj. po 16 hodinach
po aplikaci druhé davky) bylo zacato s kontrolami ptipravenosti k vytéru. Ty byly
provadény jemnou palpaci bfisni dutiny. Od tohoto ¢asu probihaly kontroly v 60
minutovych intervalech. Kontroly probihaly velmi peclivé azaroven opatrné, aby
nedoSlo k poranéni ryb. Pokud pii mirném promasirovani bficha vypoustéla samice
Jikry, tak bylo pfistoupeno K jejimu vytéru.

Samice z kazdé skupiny byly pfed provedenim vytéru anestezovany v roztoku
hiebigkového oleje (0,05 mix1™). Vé&dra s anestetickou koupeli byly oznageny vZdy jen
pro jednu konkrétni skupinu. Tim bylo pfedchazeno pomichani samic z riznych skupin.
Po navozeni anestezie byly samice zvazeny s piesnosti na 0,1 g. Zjisténa piedvytérova
hmotnost déle poslouzila k otestovani vlivu hormonalniho prepardtu na primérnou

denni zménu hmotnosti samice od aplikace preparatu po ¢as pred vytérem. Tak bylo

v . EX(Wo—W. ] : 5 .
u¢inéno pomoci vzorce AWy = X§4+W1) X 100; (%xden™). AW, je zmé&na hmotnosti
1

samice; W, je hmotnost samice pted aplikaci druhé davky; W, je predvytérova
hmotnost samice. Po ziskani tohoto Udaje byl testovan vliv preparatu na zisk vody
samici a vliv tohoto jevu na vybrané reprodukéni ukazatele.

Po zjisténi hmotnosti byla samice poloZzena na navlh¢enou tkaninu. Poté byla
samice Setrné uchopena jednou rukou pracovnika bfichem vzhiru. Nasledné byla
asistentem osuSena urogenitalni papila a jeji okoli. Pracovnik pocal palcem volné ruky
jemn¢ masirovat bficho samice tak, aby postupné byly vypuzeny vSechny ovulované
jikry z t€la. Béhem vytéru byla k urogenitalni papile pfilozena pfedem umyta a sucha
plastova kompotova miska. Tu pridrzoval asistent ve vhodné poloze (Obr. 11 b). Kazda
miska byla pfedem oznacena specifickym koédem odpovidajici koédu samice. Po
skonceni vytéru byly jikry zvazeny na digitalni vaze s piesnosti na 0,01 g. Tento Udaj

byl pouZit k vypoctu relativni plodnosti samice a to jak procentualni podil k hmotnosti

t&la samice (RP, = —Z X 100; [% b.w.]), tak jako pocet jiker na gram hmotnosti samice
p w, J p J
%)

(RB, = % [ksxg™). RP, znaci relativni pracovni plodnost; W; celkova hmotnost vsech
14
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vytfenych jiker; W, predvytérova hmotnost samice, N; je poCet kusi vytienych jiker.
Byly zvoleny obé¢ relativni pracovni plodnosti z toho divodu, Ze relativni plodnost
vyjadiena v % b.w. pocita i S mnozstvim ovarialni tekutiny, jejiz mnozstvi se muze lisit.
Jelikoz samice béhem aklimatizace na laboratorni podminky hladov¢ly, tak nam odpada
zkresleni relativni plodnosti v podobé rizné naplnénych zazivadel. Po zvazeni
vytfenych jiker byly misky s vytfenymi jikrami schranovany na chladné podlaze lihné
ptikryté vlhkym hadrem. Tak bylo zabranéno jejich oschnuti. Takto ulozZené jikry
vydrZzely aZz do oplozeni. Béhem celého procesu bylo nezbytné nutné dbat na to, aby
nedoslo ke kontaminaci gamet vodou. VVoda by zptsobila aktivaci vytienych pohlavnich
produktd atim jejich znehodnoceni. Udaje o vytéru (datum, &as, oznadeni samice,
pracovni arelativni plodnost) byly zaznamenavany do vytérovych listi. Po vytéru
samice byla zaznamenana vytienost samice v kategorialnim méfitku. To znamena, zda
bylo mozné samici vytiit Gplné ¢i jen Castecné. Ztakto zjisténych informaci byl
proveden vypocet pravdépodobnosti té které vytfenosti v zavislosti na preparétu.

Vypocet byl proveden dle B, = % kde P, je pravdépodobnost vyttenosti; V, kolik samic

mélo CasteCnou vytfenost nebo Uplnou (v zavislosti natom, kterd ztéchto dvou
vytienosti je pocitana); V. celkovy pocet vytfenych samic. Oba faktory vytfenosti byly
povazovany za stejné pravdépodobné. Je to z toho divodu, ze se V literatufe 0 fizené
reprodukci piskofe casto nevyskytuji Udaje o vytfenosti samic. V literatuie jsou
dostupne Udaje pouze o tom, zda samice ovulovaly ¢i nikoliv (napt. Hliwa a kol., 2011).

Zjisténé mnozstvi jiker bylo pouzito k otestovani, zda hmotnost samice ovliviiuje
jeji pracovni plodnost. Bylo sledovano i procento ovulujicich/neovulujicih samic
a pramérna doba latence. Interval latence je casovy interval mezi aplikaci druhé davky
a casem vytéru. DalSim sledovanym parametrem byla mira synchronizace vytéru, tj.
¢asovy interval, béhem kterého byla vytfena prvni aZ posledni samice. Znalost
ptedchozich dvou tdaji usnadiiuje obsluze praci nalihni apfedchazi spontannim
vytérim.

Béhem kazdého vytéru bylo odebrano né€kolik vzorku jiker, které byly laboratorné
analyzovany (viz kapitola 3.6).

Po ziskani jiker bylo zapocato s vytérem samci. Pred vytérem byl kazdy samec
uspan v lazni s hiebickovym olejem (0,05 mIxI™). Po dosaZeni anestezie byl uchopen
pracovnikem bfichem vzhtru a asistent osuSil urogenitalni papilu. Poté pracovnik

masiroval bficho samce tak, aby vypuzoval sperma. Uvolnéné sperma bylo odebirano
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do mililitrové stiikacky vzdy od nékolika samct (Obr. 11 c). Po ziskani dostatecného
objemu spermatu (cca 0,05 — 0,25 ml — v zavislosti na mnozstvi jiker k oplozeni) bylo
pokracovano oplozovanim vytienych jiker.

Vlastni oplozeni jiker probihalo takzvanou suchou (némeckou nebo také
Svycarskou) metodu (Koutil a kol., 2008b). Ta spoc¢iva v nakapani potfebného mnozstvi
spermatu na jikry s ovarialni tekutinou (Obr. 11 d). MnozZstvi pouZzitého spermatu bylo
odhadnuto k mnozstvi jiker tak, aby podil spermatu viéi jikram byl stejny u vSech
skupin. Jelikoz ve stifkacce bylo sperma od nékolika samcu, bylo oplozeni
heterospermatické (Kocour a kol., 2012). Poté byla smés jiker a spermatu promichana
anasledné aktivovana prilitim vody zlihn¢ (Ptiloha 1). Objem piilit¢é vody byl
ekvivalentni objemu jiker. Poté byla miska s oplozenymi jikrami nechana v klidu bez
michani cca 3 minuty. Po uplynuti cca 3 minut byla voda slita a jikry byly proplachnuty.
Proplachovani bylo opakovéno, dokud z jiker neodtékala ¢ira voda. Timto byla kromé
necistot odstranéna i mirné lepkavost jiker.

~s s

Poté bylo z misky odebrano plastovou IzZici 3x cca 300 jiker. Kazdy 300ks set jiker

Obrézek 11: Proces vytéru a oplozovani jiker piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis L.).
a) Intramuskularni aplikace preparatu; b) Vytér samice do ¢isté a suché misky; c) odbér spermatu do
injekeni stifkacky; d) hererospermatické oplozeni jiker. Foto: Martin Chytry a Jakub Z&k

byl pieveden k inkubaci do 5l akvarii piipravenych ve Zlabech recirkulaéniho systému
v Ceskych Budgjovicich (Obr. 12). Tyto odebrané sety jiker slouzily ke studiu vlivu
preparatu na miru oplozeni a lihnivost jiker (viz DP Houda nepubl.). Zbytek jiker byl
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pieveden do kolébky z uhelonu ve zlabu RAS. Na zavér byla sledovana bezprostiedni
(4 hod po vytteni) povytérova mortalita generacnich ryb.

Po zjisténi, které samice ovulovaly a které ne, byl spocten koeficient inbreedingu.
Ten byl spoten pro zjisténi, zda pocet pouzitych generacnich ryb vyhovuje
poZadavkiim pro management ohrozenych druht (FlajsShans a Rab, 2013). Podle vzorce

(pocet samic)(pocet samcii)

N, = z byla nejprve zjisténa efektivni velikost populace (Ne).

polet samic+poclet samci

1
2N,

Ta byla nasledné dosazena do vzorce pro vypocet koeficientu inbreedingu AF =

Po ukonCeni experimentu byly vSechny generacni ryby vypustény zpét do

experimentalniho rybni¢ku na pokusnictvi ve Vodnanech.

| b) BB

o e

Obrazek 12: Odchovna zafizeni v Ceskych Budgjovicich. a) Experimentalni 5 1 akvéria se stilym
ptitokem vody ptipravena k nasazeni oplozenych jiker. b) Kolébka u uhelonu k ,,masové“ produkci
larev piskofe. Foto: Bofek Drozd

3.6. Laboratorni analyza vzorka

3.6.1. Gravimetricka analyza neoplozenych jiker

Prvni vzorek jiker bylo odebrani cca 100 jiker kopistkou do pfedem zvazené
a oznacené ependorfky. Tyto vzorky slouzily k zjisténi primérné mokré hmotnosti jikry
(hmotnost jikry v nativnim stavu bez piedchozi upravy a obsahu vody v ni). Po odebrani
vzorku, byly ependorfky individualné zvazeny na analytickych vahach s ptesnosti
na0,0001 g. Poté byly odebrané vzorky zakadpnuty 4% roztokem formaldehydu
a uchovavany v chladu. Druhy den byly jikry vkazdé ependorfce spocitiny. Po
vydéleni poctu jiker jejich zjisSténou hmotnosti byla uréena primérnd hmotnost vytifené
jikry. Spocitané jikry z ependorfek byly pfeneseny na oznaCené aptedem zvazené
filtra¢ni papiry a dany do vysouSeci pece na 12 hod pfi teploté 55 °C. Timto procesem
vznika tzv. suSina, tj. neodpafitelny zbytek latky (vzorku), ktery zbude po zahiivani

a odpafovani aZz do konstantni hmotnosti, tedy do stavu, kdy se vSechny odpatitelné
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latky (voda) beze zbytku odpaii a zadné dalsi se jiz dale neodpatuji. Poté byly papiry
spole¢né s vysuSenymi jikrami zvaZeny na analytickych vahéch s ptesnosti na 0,0001 g.
Podil susiny pak byl urcen jako procentualni podil suché hmotnosti vzorku vii¢i mokré
hmotnosti.

Zjisténé hmotnosti jiker byly vyuZity k ovéfeni, zda existuje vztah mezi hmotnosti

samice a velikosti (hmotnosti) jiker.
3.6.2. Prvkova a energeticka analyza neoplozenych jiker

Druhy vzorek byl odebiran do plastovych kontejnerkti. Do nich bylo odebirano 1 g
jiker od kazdé samice v ramci jedné skupiny (pfipravku). V prubéhu experimentu byly
kontejnerky uchovavany v chladni¢ce. Tento vzorek byl poté odeslan k chemické
analyze do chemické laboratofe. Vytfené neoplozené jikry byly podrobeny testim
v chemické laboratofi, které urili prvkové slozeni (C, N, H, S, O) a energetickou
hodnotu jiker (kJxg-1). VVzorky byly po odebrani az do jejich zpracovani zamrazeny pii
-80°C. Nasledné byly vzorky rozmrazeny, ususeny (stejnym zpisobem jako v ptipadé
gravimetrickych analyz), homogenizovany aanalyzovany pomoci prvkového
analyzatoru CHNS/O ThermoFinniganFlash EA 1112 (Finnigan, Italie). Podstatou této
analytické metody je spéleni vzorku v proudu Kkysliku za vysoké teploty s naslednou
separaci vzniklych plynt adetekci jednotlivych prvka na TCD detektoru. Stejnym
zpusobem byly piipraveny i vzorky na energetické analyzy, pii kterych bylo termickou
analyzou za pomoci kalorimetru MS 10A (Laget, CR) méfeno mnoZstvi uvoln&né
energie a urdeno tzv. spalné teplo (kJxg'). Kazda z analyz byla pro kazdou skupinu
udé¢lana v tripletu tj. analyza po 3 vzorcich na skupinu. Poté bylo vyhodnoceno relativni

zastoupeni zkoumanych prvka v jikte.
3.7. Statisticka analyza

Vsechna data byla pted statistickym testovanim otestovana na normalitu rozdéleni
a homoskedacitu. Normalita dat byla ovéfovana diagnostickymi grafy a Shapiro-
Wilksovym testem normality (p>0,05). Ovéteni homoskedacity (stejnosti rozptylu) bylo
provadéno pomoci Levene’s testu variance (p>0,05). Pii splnéni normality
a homoskedacity bylo vyuZito dvouvybérového t-testu a jednostranné analyzy variance
(One-way ANOVA). Pti nalezeni signifikantniho rozdilu (p<0,05) byl pouzit post-hoc
Tukey’s HSD test. Pii nesplnéni zminénych parametri bylo pouZito pfimétené
transformace dat. Pfi nesplnéni normality rozd¢€leni ¢i stejnosti variance (nebo obojiho)
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bylo vyuZito neparametrického Kruskal-Wallisova testu a poté post-hoc Nemenyi testu
(Pohlert, 2014) nebo obecného mnohonasobného porovnavani (Giraudoux, 2015).
Jelikoz je Kruskal-Wallistiv test testem neparametrickym, tak nam oproti
parametrickym testim hrozi vyssi riziko zamitnuti nepravdivé hypotézy (Zvara, 2013).
Proto bylo v této praci zvoleno v piipadé¢ Kruskal-Wallisova testu hladiny vyznamnosti
a=0,01. Pro prvkovou analyzu jiker a zjisténi spalného tepla byly vzdy smésné vzorky
analyzovany v tripletu, tudiz nelze zajistit normalitu rozd¢leni. Proto k analyze bylo
rovnou vyuzito neparametrického Kruskal-Wallisova testu.

Ke statistickému zpracovani a tvorbé graft bylo vyuZito statistickeho softwaru R
veverzi 3.1.2 (R Core Team, 2014) adalsi package (Fox, 2005; Pohlert, 2014;
Giraudoux, 2015).
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4. Vysledky

4.1. Obecné aspekty rizené reprodukce

V této praci byly oplozeny jikry 44 samic spermatem 77 samcu. Efektivni velikost
populace genera¢nich ryb pouzitych k experimentu (N.) ¢inila 112. Po dosazeni této
hodnoty do vzorce urcujici koeficient ptibuznosti za jednu generaci bylo zjisténo,
Ze koeficient inbreedingu ¢inil 0,446 %. To je pfijatelna hodnota pro management
zachranného chovu ohrozZeného druhu zajist'ujici pouze zanedbatelnou inbredni depresi
(Flajshans a Rab, 2013).

Mezi pohlavimi byl prokazan pohlavni dimorfismus v primérné hmotnosti téla
(Welchav t-test; t=12,45; p<0,001; Obr 13 a). Primérna hmotnost samce Vv tomto
experimentu cinila 27,7 + 3,05 g asamice 43,8 = 6,27 g (primér £ S.D.). Nejtézsi
vazil 35 g anejleh¢i 23,5 g. Konfidenéni interval (95%) rozdilu hmotnosti mezi
pohlavimi ¢inil 14,0 — 18,2 g.

Béhem pokusu se vyznamné meénila hmotnost samic (Obr 13 b). Zprvu samice
ztracely hmotnost, jelikoz béhem aklimatizace nepfijimaly potravu a dosSlo Kk jejich
vyla¢néni. Béhem 96 hodin samice ztratily v praméru 13,5 = 3,82 % b.w. (pramér
+S.D.), coz je tempo ztraty 3,4 % b.w. denné. Ke zpomaleni snizovani hmotnosti doslo
po aplikaci prvni (tzv. pfipravné) davky hormonalniho preparatu u 36 % stimulovanych
samic. Béhem 12 hodin se sniZila hmotnost samic 0 0,83 £ 2,35 % b.w. (pramér £ S.D.).
To odpovida tempu lacnéni 1,66 % b.w. denné. K vyraznému vzristu hmotnosti doslo
po aplikaci druhé davky preparatu u 93 % samic ato 02,6 + 1,99 % b.w. (prumér +
S.D.) béhem 26 hodin. To odpovida primérmému vzriustu hmotnosti 02,4 % b.w. za
den. Vsechny tyto rozdily hmotnosti jsou vzajemné signifikantni (Kruskal-Wallis,
X?=104,5, p<0,001, mnohonésobné porovnani).

Zména hmotnosti po druhé aplikaci preparatu souvisela se zadrzovanim vody v téle
samice. To kolik pfijme samice vody po 2. aplikaci preparatu do vytéru ma pozitivni
vztah ktomu, jakd bude hmotnost jikry (Pearsontv korelacni koeficient r=0,47,
p=0,002; Obr. 13 e). Tento vztah vysvétluje 20 % variability (R?*=0,20). MnoZstvi
zadrzované vody bylo siln¢ korelovano r = 0,65 (Pearsoniv korela¢ni Kkoeficient,
p<0,001) s relativni pracovni plodnosti vyjadienou jako % b.w. (Obr. 13 f). Tento vztah
vyjadroval 41 % variability (R*=0,41). D4 se tedy Fici, Ze plodn&jsi samice zadrzely vice
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Obrazek 13: Vztahy mezi reprodukénimi ukazately piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis). a)
Pohlavni dimorfismus v hmotnosti téla (t-test, p < 0,001). Samice (N=50); Samci (N=30). b) Zména
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vody.
Mnozstvi jiker vytfenych z jedné samice pii umélém vytéru (tj. pracovni plodnost)
bylo pozitivné korelovano s piedvytérovou hmotnosti samice (Pearsoniv korelac¢ni

koeficient r=0,74, p<0,001; Obr 13 c). To znamena, Ze v¢étsi samice produkovaly vétsi

b)

Obrézek 14: Rozdilna vytfenost samic piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis). a) Zcela vytfena
samice b) ¢astené vytfena samice. Foto: Jakub Zak

mnoZstvi jiker. Tento vztah vysvétluje 53 % variability (R*=0,53). Do této analyzy byly
zahrnuty pouze samice, které byly prokazatelné upln¢ vytfeny (N=25). V tomto pokusu
nebyl prokdzan Zzadny vztah mezi velikosti samice ahmotnosti jikry (Pearsonuv
korela¢ni koeficient, p=0,66; Obr 13 d). Plodngjsi samice mély v jikrdch vyznamné
méng¢ susiny (Pearsontiv korelacni koeficient, p=0,02, r= -0,35). Tento vztah vysvétluje

10 % variability (R?=0,10).
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Nékteré samice nebyly vytfeny uplné, ale jen ¢ast jejich vajecniku ovulovala jikry
(Obr. 14 b; Obr. 15; Tab. 2). Tato dysfunkce byla vyznamné ovlivnéna pouzitym
preparatem (X?=72,81; p<0,001).

Po rozdé¢leni samic naskupinu upln¢ vytienych (N=25) a ¢astecné vytfenych
(N=19) bylo zjisténo, Ze Castecné vytfené samice meély v pruméru niz$i relativni
plodnost (pomér celkové hmotnosti vyttenych jiker ku celkové hmotnosti samice pied
vytérem) nez uplné vytiené samice (t-test; t= -7,14; p<0,001; Obr. 15 a, b). Castetné
vytiené samice mély v priiméru 0 5,6 aZ 9,8 % b.w. respektive 0 43 a7 78 ksxg™ méné
jiker (95% konfidenéni interval). Uplné vytfené samice mély relativni plodnost
v priméru 17,6 + 3,63 % b.w. respektive 150 + 25 ksxg™ jiker a aste¢nd vytiené
dosahovaly hodnoty relativni plodnosti 9,8 + 3,50 % b.w. respektive 90 + 32 ksxg™
(pramér + S.D.) jiker.

Castednd vytfené samice absorbovaly méné vody v intervalu po druhé davce
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Obrazek 15: Vliv vytfenosti nareprodukéni ukazatele Fizené reprodukce piskofe pruhovaného
Misgurnus fossilis (t-test, p<0,05). a) Graf relativni plodnosti vyjadiené v % b.w.; b) Graf relativni
plodnosti v ks jiger na 1 gram predvytérové hmotnosti samice; ) absorbce vody (% b.w.) v zavislosti
na vyttenosti samice; d) Graf intervalu latence v zavislosti na vytrenosti samic; ) Podil susiny v jikie
v zavislosti na vytfenosti samice v hmotnostnich % vztazenych k mokré hmotnosti jikry; f) Graf
mokré hmotnosti jikry ovlivnéné vytfenosti samice; Silna ¢ara v boxplotu znaci median.
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preparatu a vytfenim (t-test; t=-2,89; p=0,006). Uplné¢ vytfené samice absorbovaly
v priméru 3,3 + 1,84 % b.w. respektive 1,18 + 0,692 g vody, zatimco ¢aste¢né vytiené
samice zvysily podil vody ve svém téle jen 01,7 £ 1,85 % b.w. respektive 00,68 +
0,746 g (Obr. 15 c). Stejn¢ tak mély ¢astecné vyttené samice delsi interval latence 27,3
* 4,72 hod. nez uplné vytfené 24,5 + 4,11 hod. (pramér £ S.D.; Obr. 15 d). Tento vztah
je v8ak jen slabé¢ signifikantni (t-test; t=2,09; p=0,04). Podobn¢ slaby vztah (t-test;
t=2,06; p=0,05) byl nalezen v rozdilném podilu susSiny v jikrach u vytfenych 16,7 +
8,34 % respektive 0,19 £ 0,094 mg a u castecné vytienych samic 21,6 + 7,08 %
respektive 0,24 + 0,082 mg (pramér = S.D.; Obr. 15 e). U ¢astecné vytienych samic byl
podil susiny v jikie v praméru 0 0,1 aZ 9,7 % vyssi (95 % konfidenéni interval). Uplng
vytiené samice v pruméru produkovaly jikry 0 vy$Si hmotnosti ato 0 0,01 az 0,12 mg
(95 % konfiden¢ni interval). Tento vztah byl signifikantni p=0,03. Primérna hmotnost
jikry u aplné vyttené samice ¢inila 1,16 + 0,076 mg zatimco u ¢aste¢né vytiené samice
1,09 + 0,110 mg.

4.1. Rizena reprodukce v zavislosti na preparatu

Po podani hormonalnich preparatt doslo k ovulaci u 98 % ze vSech stimulovanych
samic. Ve vétsiné skupin  ovulovaly vSechny samice mimo skupinu samic
stimulovanych Daginem. V této skupiné¢ ovulovalo 80 % samic (Obr. 16a). Tato
hodnota nebyla vyznamné& odlisn4 od ostatnich skupin (X% p=0,41). V negativni
kontrolni skupiné stimulované fyziologickym roztokem nedoslo k ovulaci ani u jedné
samice. JelikoZ v pfipadé hodnot intervalu latence nebyla splnéna normalita dat, tak
jsou miry polohy uvedeny jako median (minimum — maximum). NejkratSi interval
latence m¢&l CPE 18 (18-19) hod. Z dalsich testovanych piipravkd mély kratky interval
latence piipravek Ovaprim 2 mixkg™ a to 22 hod. (22-25 hod.). Naopak nejdelsi
a signifikantn& odligny (Kruskal-Wallis X* = 33,46; p<0,001; mnohonasobné porovnani)
byl interval latence u nizkych davek pripravkii na bazi hCG (1500 IUxkg™ Pregnylu
a Chorulonu). Pro Pregnyl 1500 1Uxkg™ byl median latence 31 hod. (29-33 hod.) a pro
Chorulon 1500 1Uxkg™ pak 31 hod. (31-33 hod.).

Nejlepsi synchronizace, tedy nejkratSiho intervalu mezi vytfenim prvni a posledni
samice, bylo dosaZzeno u skupiny samic stimulovanych CPE. Samice stimulované timto
prepardtem byly vytieny béhem 1 hodiny. Naopak nejhorSi synchronizace bylo

dosaZeno u piipravku Pregnyl v davce 3000 1Uxkg™, kde byl interval mezi vytienim
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Obrazek 16: Graf ptrehledu latence a vytérovosti samic piskotfe pruhovaného (Misgurnus fossilis). a)
Intervaly latence po aplikaci riznych stimulantl. Cervené kolmice oznaluji €as vytéru prvni
a posledni samice. b) Pravdépodobnost vytfenosti v zavislosti na pouzitém preparatu
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prvni a posledni samice 12 hodin (Obr. 16 a).

Pravdépodobnost vytfenosti (neboli miry vyprazdnénosti ovarii po vytieni;
rozliSovana cCaste¢nd atplna vytfenost) V jednotlivych skupinach byla vyznamné
odli$na (X?=431, p<0,001). Upln& byly vytieny samice ve 100 % piipadi po podani
CPE a Ovaprimu v davce 1 mixkg™. Po aplikaci Ovopelu byla pravdépodobnost Gplné
vytfenosti samic 80 %. Pravdépodobnost uplné vytfenosti samic dosahovala u Daginu
75 %. Samice stimulované Chorulonem 3000 1Uxkg™ a Ovaprimem 2 mixkg™ mély 60
% pravdépodobnost UpIné vyttenosti. Pii nizkych davkach hCG (1500 IUxkg™ Pregnyl
a Chorulon) byla pravdépodobnost UpIné vytienosti samic pouze 20 %. Casteéné
vytienosti bylo s 80 % pravdépodobnosti dosazeno u Pregnylu v davce 1500 IUxkg™ a
u Chorulonu ve stejné davce. Naopak mala (20%) pravdépodobnost jen casteéné
vytienosti samic byla u skupiny stimulované Ovopelem. Pravdépodobnost vytienosti
v zavislosti na preparatu je uveden na obrazku 16 b) Béhem experimentu nebyl
zaznamenan spontanni vytér zadné samice.

Pracovni plodnost piskofe samic byla v praméru 4814 + 1832 ks. JelikozZ je tato
hodnota zkreslena velikosti samice, je dale porovnavana relativni plodnost. Relativni
pracovni plodnost vyjadiena jako celkova hmotnost vytienych jiker viéi piedvytérové
hmotnosti samice (% b.w.) ¢i jako pocet jiker na gram hmotnosti samice pred vytérem
v priméru dosahovala 14,24 + 5,25 % b.w. respektive 125 + 41 ksxg™ (Obr. 17; pramér
+ S.D.). Mezi pouzitymi preparaty byl signifikantni rozdil (One-way ANOVA,
F=4,897; p<0,001 pro % b.w. a F=4,65, p=0,001 pro ksxg™). Pozitivni kontrola (CPE)
doséhla relativni plodnosti 13,9 + 2,84 % b.w. respektive 126 + 24 ksxg™. (Tab. 2).
Nejlepsich vysledkd bylo dosazeno u preparatu Ovaprim v davce 1 mixkg™ u kterého
relativni pracovni plodnost samice dosahovala 20,2 £ 3,61 % b.w. respektive 170 *
19 ksxg? (proimér + S.D.). Tato hodnota byla signifikantn& odligna (Tukey HSD,
p<0,05) od piipravki Pregnyl v dévce 3000 IUxkg™ (10,8 + 1,89 % b.w. respektive 97
+ 24 ksxg™t) 11500 1Uxkg™ (9,1 + 3,86 % b.w. respektive 85 + 38 ksxg™) aod
piipravku Chorulon v davce 1500 1Uxkg™ (9,4 + 3,81 % b.w. respektive 86 + 32 ksxg’
1. Skupina samic stimulovand Ovopelem v priméru doséhla relativni pracovni
plodnosti 18,5 + 2,61 % b.w. respektive 161 + 11 ksxg™. Tato hodnota nebyla
vyznamn¢ odlisna od 7adné skupiny ato ani od Ovaprimu v déavce 1 mixkg™ ¢&i od
Pregnylu 1500 (One-way ANOVA, post hoc Tukey HSD p>0,05). Skupina samic

stimulovana Daginem v priméru dosahla relativni pracovni plodnosti 17,5 + 4,9 % b.w.
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Obrézek 17: Relativni pracovni plodnost vyjadiena jako pocet jiker na jeden gram té€lesné hmotnosti
samice piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis). Sloupce s riznymi pismeny jsou signifikantné
odlisné (One-way ANOVA, p<0,001, Tukey HSD)

respektive 144 + 34 ksxg™l. Stejné jako u Ovopelu nebyla tato hodnota vyznamné

ac

Mnozstyi jiker (ksxg-1 baw )

odlisn& od vSech ostatnich skupin.

Zisk vody télem samice mezi aplikaci druhé davky preparatu a vlastnim vytérem
¢inil v priméru 2,6 £ 2,00 % b.w. respektive 0,96 + 0,750 g (Tab. 2) t€lesné hmotnosti.
Mezi jednotlivymi skupinami byl signifikantni rozdil (One-way ANOVA, F=4,14;
p=0,001 pro % b.w.) Nejvétsi zisk vody mély obé skupiny samic stimulované
Ovaprimem. Pro Ovaprim v davce 1mlxkg™ to bylo 4,9 + 1,67 % respektive 1,7 + 0,55
g apro Ovaprim v davce 2 mixkg™ pak 4,8 + 2,07 % b.w. respektive 1,8 + 1,02 g
(pramér £ S.D.). Naopak nejmensi nartist hmotnosti (zisku vody) a signifikantné odlisné
davkami hCG tedy Pregnyl 1500 1Uxkg™ a Chorulon 1500 1Uxkg™. Pro Chorulon 1500
IUxkg™ to bylo 1 + 1,20 % b.w. respektive 0,42 + 0,726 g a pro Pregnyl 1500 1Uxkg™
pak 1 + 1,89 % b.w. respektive 0,40 £ 0,458 g (pramér =+ S.D.).
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Béhem tohoto experimentu nebyla uZadné z genera¢nich ryb zaznamenana
bezprostiedni (4 hod) povytérova mortalita.
Tabulka 2: Tabulka vysledkt vybranych ukazatell fizené reprodukce piskotfe pruhovaného

(Misgurnus fossilis). “ One-way ANOVA a Tukey's HSD, hodnoty s jinymi indexy se signifikantn& lisi
p<0,05.

“Relativni plodnost 2Absolutni pracovni 2Zisk vody

Preparat (% b.w.) plodnost (% b.w.)
pramér+ S.D. pramér + S.D. pramér + S.D.
CPE 13,9% +2,84 4652 +914 22% 0,57
Chorulon 1500 lU 9,4 +3,81 3505% +1914 1,00 #1,89
Chorulon 3000 IU ~ 14,2* +5,26 4594 +1457 1,7 +2,06
Pregnyl 3000 1U 10,8 +1,89 3862% +1274 2,0®  +0,76
Pregnyl 1500 1U 9,17 +3,86 3288° +1324 1,00 #1,20
Ovaprim 1mixkg®  20,2° +3,61 6450% +1620 4,9° +1,67
Ovaprim 2 mixkg®  15,4* +5,78 5170% +1493 48"  +207
Ovopel 18,5 +2,61 6701° +1457 25%  +123
Dagin 17,5% +4.9 5169% +1493 32%  +205

Fyziologicky roztok 0 +0 0 +0 0 10
Primér 14,24 +525 4813 +1832 2,6 +2,00

4.1. Analyzy jiker

Primérna mokra hmotnost jikry piskofe byla 1,13 + 0,095 mg (prumér = S.D.).
Hmotnost jikry nebyla ovlivnéna pouzitym preparatem (One-way ANOVA; F=1,17,
p=0,34; Tab. 3). Jak jiz bylo zminéno vySe, tak na hmotnost jikry m¢la prokazatelny
vliv skute¢nost, zda byla ¢i nebyla samice idealné stimulovana (a tedy tplné ¢i ¢asteéné

Tabulka 3: Charakterizace vytienych jiker piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis). 'One way
ANOVA a post hoc Tukey HSD. ?Kruskal-Wallis test. Zadna z veli¢in neni signifikantn& odlisna.

) "Mokra hmotnost (mg) “Spalné teplo (kJxg-1)

Preparat prumér+S.D. pramér +S.D.
Dagin 1,207% +0,060 25,69% 0,056
CPE 1,096% +0,039 25,72% +0,061
Chorulon 1500 1Uxkg™ 1,082% +0,062 25,70% +0,065
Chorulon 3000 1Uxkg™ 1,102% +0,110 25,69% +0,017
Ovaprim 1 mixkg™ 1,184° +0,109 25,71° +0,076
Ovaprim 2 mixkg™ 1,173% +0,021 25,66% +0,066
Ovopel 1,142% +0,097 25,69% 0,035
Pregnyl 1500 [Uxkg™ 1,079° +0,090 25,53 +0,059
Pregnyl 3000 IUxkg™ 1,141° +0,165 25,71 +0,057
Pramér 1,132 +0,095 25,68 0,074
vytiena;Obr 15 f).

Pouzity hormonalni preparat vyznamné ovlivnil mnozstvi susiny v jikfe (One-way

ANOVA; F=5,99; p<0,001; Obr. 19). Hmotnost susiny jikry ¢inila v praméru 0,21 +
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Obrazek 19: Obsah susiny v jikie piskote pruhovaného (Misgurnus fossilis) v zavislosti na preparatu.
Sloupce s ruznymi pismeny jsou signifikantné odligné (One-way ANOVA, p<0,001, Tukey HSD)

0,091 mg (pramér + S.D.) tedy 18,8 + 8,12 % z ptivodni mokré hmotnosti jikry. Nejvice
susiny obsahovaly jikry samic stimulované Pregnylem 1500 1Uxkg™ a to 27,6 + 2,32 %
respektive 0,30 + 0,034 mg a Chorulonem 1500 1Uxkg™ a to 26,3 + 5,25 % respektive
0,29 + 0,065 mg (pramér + S.D.). Zcela nejmensi podil susiny mély jikry samic
stimulované Ovaprimem v davce 2 mixkg? ato 85 + 1,87 % respektive 0,10 +
0,040 mg i Daginem a to 9,8 + 8,12 % respektive 0,12 + 0,092 mg (pramér + S.D.).
Jikry ovulované samicemi stimulované Ovaprimem v davce 2 mixkg” se vyznamng
lisily od samic stimulovanych Chorulonem v davce 1500 IUxkg? od samic
stimulovanych Pregnylem v dévce 1500 1Uxkg™ i od samic stimulovanych Pregnylem v
davce 3000 1Uxkg™, kdy jikry mély obsah susiny 22,3 + 6,97 % respektive 0,26 + 0,096

mg.
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Spalné teplo neboli energeticka hodnota jikry (kJxg™) se mezi pouZitymi preparéty
vyznamné neligila (Kruskal-Wallisiv test, X?=9,67, p=0,29). Primé&rné spalné teplo
jikry bylo 25,68 + 0,074 kixg™ (primér + S.D.).

Prvkova analyza ukazala, Ze jikry piskofe pruhovaného primérné obsahuji 53 +
0,34 % uhliku (C), 12,2 + 0,24 % dusiku (N), 7,6 £ 0,13 % vodiku (H), 20,9 + 0,46 %
kysliku (O) a 0,29 + 0,07 % siry (S); pramér = S.D.; Obr. 20). Chemickeé sloZeni jiker

Prvkové sloZeni jiker
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Obréazek 20: Prvkové sloZeni jiker piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis L.). Chybové usecky jsou
S.D. Signifikantni rozdily jsou pouze v obsahu kysliku (Kruskal-Wallisav test, X* = 18,99, p=0,01)
a to mezi CPE a Ovaprimem v davce 2 mixkg™.

mezi skupinami stimulovanymi riznymi hormonalnimi preparaty nebylo vyznamné
odlisné v obsahu C (Kruskal-Wallis, X* = 12,53, p=0,13), H (Kruskal-Wallis, X* =
14,61, p=0,07), N (Kruskal-Wallis, X* = 18,68, p= 0,02), i S (Kruskal-Wallis,
X?=18,56, p=0,02). Vyznamné rozdily byly nalezeny pouze v obsahu O (Kruskal-
Wallis, X* = 18,99, p=0,01). Jediny vyznamny rozdil byl mezi CPE a Ovaprimem
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v davce 2 mixkg™ Nejvétsi podil kysliku v jikie méla skupina stimulovana Ovaprimem
v davce 2 mixkg™ a to 22,04 + 0,19 % (primér + S.D.).
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5. Diskuze

V ptedlozené bakalaiské praci byl potvrzen pohlavni dimorfismus piskofe
pruhovaného v télesné hmotnosti. Toto zjisténi je v souladu i s jinymi publikovanymi
pracemi (Podubsky a Stédronsky, 1953; Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999; Drozd,
2011). Veétsi velikost téla je pro samici vyhodna ato z dtvodu vyznamné vysSich
investic energie do reprodukce (Tarkan, 2006). Navic vétsi samice jsou plodnéjsi, coz
bylo prokéazano i v této praci. Toto zjisténi koresponduje s diive publikovanymi pracemi
(Podubsky a Stédronsky, 1953; Koufil a Hamackova, 1996; Adamkova-Stibranyiova
akol., 1999; Legendre akol., 2012). Nejedna se vSak o univerzalni pravidlo. Velké
samice se totiZ mohou nalézat jiZz v senektivnim stadiu Zivota, kdy sice produkuji velké
mnozstvi jiker, ale jejich kvalita je nizka, piipadné jikry jiz neprodukuji vibec
(Pivnicka, 1981; Svatora, 1986; Baru$ a Oliva, 1995). V této praci se vSak nepotvrdil
vliv velikosti samice navelikost jiker, jako je tomu u nékterych jinych druhd ryb
(Sivakumaran akol., 2003; Kamler, 2005), kdy rtuzné veliké samice piskoie
pruhovaného produkovaly jikry pfiblizné stejné velikosti i hmotnosti.

Po aplikaci hormonalnich preparatii doslo ke zméné hmotnosti samic. Tento rozdil
hmotnosti byl zptisoben hydrataci gonad a naslednym zvétSenim abdominalni ¢asti téla
(Schoonbee a Prinsloo, 1986; Milla a kol., 2006; Yousefian a kol., 2009). K malému
zvySeni hmotnosti doslo u tfetiny samic jiZz po aplikaci prvni tzv. pfipravné davky
preparatu. Po druhé davce preparatu doslo ke vzrustu hmotnosti U téméf vSech samic. Je
to pravdépodobné proto, Ze prvni davka preparatu nebyla dostate¢né G¢inna na to, aby
m¢éla velky vliv na fyziologii samice. Hliwa a kol., (2010) pozorovali stejny fenomeén po
aplikaci druhé davky Ovopelu u poloviny samic piskofe pruhovaného. Nicméné tento
jev nebyl ve vySe citované préci nijak interpretovan. U komer¢né vyznamnych druhd
ryb lze fenomeénu vzrustu hmotnosti pted vytérem vyuZit K piiblizné determinaci ¢asu
vytéru (Zakes, 2007). Mnozstvi zadrzené vody je pfimo umérné vyslednému vyzrani
oocytl produkovanych samici atedy i vysledné velikosti oocyta (Milla a kol., 2006;
Zakes 2007). To se potvrdilo i v této praci. MnozZstvi zadrzené vody ma i pozitivni vliv
na relativni pracovni plodnost (vyjadienou jak vksxg™® tak v procentech b.w.).
V piedlozené bakalaiské praci byl potvrzen nepatrné silngjsi vztah mezi mnozstvim
ptijaté vody a relativni plodnosti (vyjadienou jako hmotnostni pomér vSech vytienych
jiker k ptedvytérové hmotnosti samice Vv % b.w.). Tento efekt je pravdépodobné

zpusoben zahrnutim ovarialni tekutiny do hmotnosti vyttenych jiker i do vypo¢tu tohoto
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parametru. Ovarialni tekutina je totiz pfevazné tvofena vodou a ve vodé rozpusténymi
latkami (Lahnsteiner a kol., 1995).

Vysledky této bakalaiské prace v souladu svysledky predchozich praci (Peter
akol., 1988; Kouiil akol., 1995; Zarski akol., 2009; Mylonas a kol., 2010; Hliwa
akol., 2011; Koufil a kol., 2011; Kfistan a kol., 2013) ukazuji, Ze pouzity hormonalni
preparét riznym zptusobem ovliviiuje vybrané ukazatele fizené reprodukce. Déle byla
potvrzena ivyssi efektivita stimulace pii pouziti pfipravkd s dopaminergnim
inhibitorem, jako tomu je u piibuzného druhu piskoife dalnovychodniho (Wang a kol.,
2009). V experimentu podniknutém v ramci ptedlozené bakalaiské prace mély samice
stimulované hCG (Pregnyl a Chorulon; tedy preparaty bez inhibitoru dopaminu)
vyznamné hor§i vysledky zejména Ve vytfenosti samic (pomér zcela a castecné
vytienych samic), délce intervalu latence, synchronizaci ovulace (interval mezi vytérem
prvni a posledni samice) i relativni pracovni plodnosti.

Celkem se podafilo vyttit 98 % stimulovanych samic a 100 % stimulovanych
samcu. U samct nebyva problém se stimulaci spermiace Vv fizenych podminkach a tak
vysoké procento vytienych samct neni pieckvapivé (Hliwa a kol., 2011; Legendre a kol.,
2012). Dobrym vysledkem této bakalaiské prace je pak vysoké procento ovulujicich
samic. Podobné dobrych vysledku jako v predloZené praci dosahli i Hliwa a kol. (2011),
(92 % ovulujicich samic) ¢i Adamkova-Stibranyiova a kol., (1999) (100 % ovulujicich
samic). Na zaklad¢ této skuteCnosti Ize tedy konstatovat, Ze piskof pruhovany je na
rozdil od jinych zastupcu Celedi Cobitidae — napi. sekavky nadherné (Chrombotia
macracanthus) mén¢ problematicky druh z hlediska fizené reprodukce (Legendre a kol.,
2012).

K ovulaci viech samic doSlo po aplikaci vSech preparatt, kromé Daginu, u kterého
nedoSlo k ovulaci pouze jedné samice. Ktomu mohlo dojit nejpravdépodobnéji
v dusledku toho, Ze nemusela byt tato samice zcela fyziologicky piipravena Kk vytéru
jesteé pred obdobim odlovu nebo mohlo dojit k ndAhodnému Uniku preparatu z téla ryby
(Policar a kol., 2010). V procentu ovulace vSak nebyl mezi experimentalnimi skupinami
signifikantni rozdil. Stejné jako v nékterych diive publikovanych pracich (Adamkova-
Stibranyiova akol., 1999; Drozd akol.,, 2009), bylo i vramci experimentu
podniknutého v ramci ptredlozené bakalaiské prace dosazeno 100% ovulace u samic
simulovanych CPE. Geldhauser, (1992) viak dosahl po podani 6 — 12 mgxkg™ CPE
ovulace pouze u 65-73 % samic. V tomto piipadé vSak bezesporu hraly roli zejména dva

negativni faktory. Prvnim z nich byla suboptimalni teplota (15,3 °C) pro reprodukci
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piskotfe pruhovaného. Druhym faktorem pak byla aplikace preparatu pouze v jedné
davce. Podani ptipravku ve dvou dil¢ich davkach totiz vyrazné zlepSuje reprodukéni
ukazatele ftizené reprodukce piskofe pruhovaného (Adamkova-Stibranyiova a kol.,
1999). Pii pokusu podniknutém v ramci predkladané prace ovulovaly vSechny samice
stimulované jak niz$imi (1500 1Uxkg™), tak vy3simi (3000 1Uxkg™) davkami p¥ipravka
na bazi lidského choriongonadotropinu (Pregnyl, Chorulon). Porovnani vysledkt u
téchto preparatt s daty z dostupné literatury je slozite, jelikoZz je pouze zminovana
informace, zda samice po podani piipravku na bazi hCG ovulovaly ¢i ne, ptipadné za
jak dlouho k ovulaci doslo (Neyfakh, 1959; Zotin a kol., 1967; Klyachko a kol., 1995;
Kopeika a kol., 2003). To je zplsobeno odlisnym cilem téchto praci, jelikoz autofi
téchto praci pouzili hormonalni pfipravky jako zpisob jak ziskat jikry piskote, ale
nesledovali jakékoliv reprodukéni ukazatele. Piipravek Ovaprim, ktery byl testovan
v koncentracich 1 mixkg? a2 mixkg™® stimuloval k ovulaci 100 % samic v obou
koncentracich. Tyto vysledky koresponduji s vysledky Hliwy a kol., (2011). Po aplikaci
Ovopelu bylo stimulovano k ovulaci 100 % samic. Hliwa a kol., (2011) vSak uvadi
ovulaci 83 % samic. Tato niz§i hodnota miize byt zptsobena tim, ze v citované praci Slo
0 mimosezoénni vytér. U piibuzného druhu sekavky nadherné se procento ovulujicich
samic po aplikaci dvou davek Ovaprimu pohybuje mezi 50 aZz 86 % (Legendre a kol.,
2012). Tato variabilita mtze byt zpusobena tim, Ze sekavka nadherna je znaéné
problematicky druh pro chov v zajeti a metodika jeji fizené reprodukce neni prozatim
zcela zvladnuta.

Na rozdil od procenta ovulujicich samic byl vyznamny rozdil ve vytienosti samic
v zavislosti na preparatu. Vytfenost samice je mira vyprazdnéni vajeéniku po
provedeném umélém vytéru. Ne vSechny samice bylo mozné Uplné vyttit. V literature
jsou castecné vytiené samice zahrnuty do analyz dvojim zpisobem. Bud’ je jich
naprosté minimum a jsou zahrnuty do analyz (Adamkova-Stibranyiova a kol., 1999),
nebo jsou z experimentu Uplné¢ vyfazeny (Legendre a kol., 2012). V této praci byly
Caste¢né vytiené samice jak souéasti samostatnych analyz, tak analyzovany dohromady
se zcela vytfenymi samicemi. Samostatné analyzy pro Castecné vytfené samice byly
provedeny pro porovnani reprodukénich ukazatel sUplné vytfenymi samicemi.
Samice, které nebylo mozné tplné vyttit, pravdépodobné nebyly dostatecné efektivné
stimulovany pouzitym preparatem, cozZ mohlo byt zptisobeno bud’ chybé&jicim tc¢inkem
dopaminergniho inhibitoru, piili§ nizkou davkou preparatu, ¢i nedostate¢nou citlivosti

druhu na pouzity preparat, nebo vSemi zminénymi parametry najednou (Peter a kol.,
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1988; Wang a kol., 2009; Legendre a kol., 2012). Ne vsechny druhy jsou k ur¢itému
preparatu stejné citlivé. V rybaiské praxi hojné vyuZivana kapti hypofyza, ktera se
pouZiva pro stimulaci celé tady sladkovodnich i mofskych ryb (Yaron a kol., 2002) je
zcela neefektivni pii stimulaci napf. okouna Fi¢niho (Koufil akol., 2002). Casteéné
vytfenym samicim zastavaji v ovariich nedozralé oocyty. Nevytfené jikry pak mohou
pfedstavovat pro samici urcité zdravotni riziko. Dal§im rizikovym faktorem muze byt
priliSna snaha vytirajiciho vytfit co nejvice jiker zt€la samice. Tim roste riziko
vhitinich zranéni a nasledna povytérova mortalita. Pti fizené reprodukci ryb by se pak
m¢él brat ohled na dostate¢nou stimulaci samice, a to jako prevence pied piipadnymi
zdravotnimi nasledky (Koufil a kol., 2002).

Po aplikaci lyofilizované kapii hypofyzy a Ovaprimu v davce 1 mixkg™ byly
samice vytieny uplné. Tento vysledek je pro CPE lepSi v porovnani s praci Adamkova-
Stibranyiova a kol., (1999), ve které m¢la jedna samice ¢aste¢nou vytienost. Pii pouziti
ptipravku Ovaprim u piibuzného druhu sekavky nadherné nebylo mozné uplné vyttit
nékolik samic (Legendre akol.,, 2012). Pomérné Spatnych vysledki z hlediska
vytienosti dosahovaly preparaty bez dopaminergniho inhibitoru. Po aplikaci niZSich
davek (1500 IU) Pregnylu a Chorulonu byla zaznamenana ¢asteéna vytienost u 80 %
samic. U davek 3000 IU byla vpfipadé Chorulonu ¢aste¢na vytfenost samic
zaznamenana ve 40 % vytéra a u Pregnylu dokonce ve 100 %. U ¢aste¢né vytienych
samic se da soudit, Ze nebyly dostate¢né stimulovany pouzitym preparatem. Jestlize
k takto vyraznému jevu dochdzelo pouze u ptipravki bez dopaminergniho inhibitoru,
Slo o vliv inhibi¢nich u¢inkt dopaminu v endokrinni regulaci finalni maturace oocytu
(Dufour a kol., 2010). Tato inhibice je dobfe znama u piskofe dalnovychodniho (Wang
a kol., 2009) i u sekavce tajvanského (Peter a kol., 1988). Ptipravky na bazi hCG —
Pregnyl a Chorulon tedy nelze v téchto davkach, které standardné funguji u kaprovitych
ryb — napf. u karase zlatého — Carassius auratus auratus (L.) (Targonska a Kucharczyk,
2011) doporucit ke stimulaci piskofe pruhovaného. U ptibuzného druhu — piskofe
dalnovychodniho je efektivni davka hCG ke stimulaci ovulace 15 000 1Uxkg™ (Gao a
kol., 2014). Takto vysoka davka neni ekonomickym feSenim a ani neprospiva welfare
stimulovanych ryb.

Interval latence (Casovy Usek mezi aplikaci druhé davky prepardtu a ovulaci
samice) se vyznamn¢ liSila v zavislosti na pouzitém preparatu. Extrakt z kapti hypofyzy
m¢él nejkratSi dobu latence 18 az 19 hodin. Adamkova-Stibranyiova a kol., (1999)
dosahly kratSiho intervalu latence ato 12 az 13 hodin po stejné davce kapii hypofyzy
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jako v experimentu v ramci predkladané prace. To bylo pravdépodobné zpisobeno
vys8i teplotou pii chovu (19 az20 °C). Stejného intervalu latence jako v tomto
experimentu bylo dosazeno za stejnych podminek v praci Drozd akol., (2009).
Z komer¢nich piipravki v 1ékové formé se od hypofyzovanych samic vyznamné neliSily
samice stimulované Ovaprimem v davce 2 mixkg™. Samice stimulované Ovaprimem
v davce 1 mixkg™ nemély vyznamné odlidny interval latence ani od samic s nejdel$im
intervalem latence, tedy samic stimulovanych Pregnylem a Chorulonem. Pro samice
stimulované Ovaprimem jsou z literatury dostupné hodnoty o intervalu latence
vrozmezi 36 — 42 hodin pti 19 °C (Hliwa akol., 2011). To je v porovnani
s predkladanou praci podstatné delsi interval. Rozdil byl pravdépodobné zptsoben tim,
Ze v citované praci bylo Ovaprimu pouzito k mimosezonnimu vytéru. Pro piibuznou
sekavku nadhernou p#i chovu 26 az 30 °C doslo k ovulaci mezi 4,5 a 18 hodinami
(Legendre a kol., 2012). Tato hodnota je vsak tézko porovnatelna jelikoz jde o druh
z tropického klimatického padsma atudiz byl odchovavan za podstatné vyssi teploty.
Hliwa akol.,, (2011) uvadi, Ze po podani Ovaprimu latence zna¢né variovala
v porovnani s Ovopelem. Tento Udaj je v rozporu s pifedkladanou praci, jelikoz vétsi
variability intervalu latence bylo dosazeno u Ovopelu. Hliwa akol., (2010) po 12
hodindch experimentu pii 19 °C byl schopen vytiit 83 % samic. Zda byly v dalSich
hodinach vytfeny dal$i samice, jiz neni uvadéno. V dostupné literatuife se uvadi,
Ze kombinace Ovaprimu s hCG vede unékterych druh k pfesnéjSimu urceni Casu
vytéru (Legendre a kol., 2012). Po aplikaci hCG je pti 18 °C uvadéna doba latence 36
az 38 hodin (Neyfakh, 1959; Kostomarova, 1991). V naSem experimentu byl interval
latence kratSi az o tfetinu a navic nebylo dosazeno tak dobré synchronizace vytéru.
Synchronizace ovulace (interval mezi vytérem prvni a posledni samice) byla
vyznamné odli$na za pouziti riznych hormonalnich stimulantt. NejlepSi synchronizace
byla dosazena po aplikaci kapii hypofyzy (1 hodina). Pro kapti hypofyzu je to v piipadé
piskofe pruhovaného obvykla hodnota (Koutil a kol., 1996; Koutil a Hamackova, 1996;
Adamkova-Stibranyiova akol., 1999; Drozd akol., 2009). Vyrazn¢ se tak snizila
potieba manipulovat se samicemi. Synchronizace u ptipravku Ovaprim byla mezi 3 aZ 4
hodinami. To je v porovnani se synchronizaci sekavky nadherné pfijatelna hodnota
(Legendre akol., 2012). u ptipravku Ovopel byla synchronizace 7 hodin., jak bylo
zminéno, rozdil v synchronizaci Ovopelu a Ovaprimu je v rdmci této prace v rozporu
s dostupnou literaturou, ktera uvadi, Ze horSi synchronizace je u Ovaprimu, neZli

u Ovopelu (Hliwa akol., 2011; Legendre akol., 2012). Je dostupna pouze jedina
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publikovana prace, ktera tyto dva pfipravky porovnava u piskofe pruhovaného (Hliwa
a kol., 2011). Pomérné dobré synchronizace vytéru (2 hodiny) bylo dosazeno po podani
Chorulonu v obou davkéach (1500 1Uxkg™ i 3000 1Uxkg™). Naopak u Pregnylu, ktery
obsahuje stejnou ucinnou latku (hCG) byla synchronizace rozkolisana, ato pifi 1500
IUxkg™ 4 hodiny a pfi 3000 TU 12 hodin. V pfipadé Pregnylu 3000 TUxkg™ viak jde
o vliv jedné samice, ktera tento interval zkreslila, protoze 80 % samic bylo vytieno jiz
behem tifech hodin. To mohlo byt zplisobeno zvySenym stresem, ktery prozivala béhem
opakovanych kontrol pfipravenosti k vytéru. Nicméné¢ tyto kontroly jsou nezbytné nutné
z toho duvodu, aby nedoslo k ,,pfezrani* jiker uvnitt t€la samice. To by vedlo ke snizeni
kvality jiker a nasledné nizsi oplozenosti a lihnivosti (Mylonas a Zohar, 2007).

Pramérna pracovni plodnost piskoie pruhovaného byla cca 4820 jiker. Adamkova-
Stibranyiova a kol., (1999) dosahly pracovni plodnosti t¢éméf dvojnasobné i kdyz samice
V jejich experimentu mély primérnou hmotnost nizsi (36,4 g), nez samice v pouZité pro
ucely piedlozené prace (43,8 g). Pro vysvétleni diskrepance by se nabizelo vysvétleni,
Ze by tento rozdil mohl byt zptsoben rozdilnym podilem ¢asteéné a zcela vytifenych
samic. (43 % castecné vytfenych samic Vv teto praci, 13 % v citované praci). Vsechny
samice Vv citované praci byly stimuloviny lyofilizovanou kapii hypofyzou.
V ptedkladané praci bylo dosazeno pracovni plodnosti po stimulaci hypofyzou 4650 ks.
Lze tedy velmi tézko urcit pro¢ bylo v citované praci dosazeno tak vysokych vysledki.
V praci Drozd akol., (2009) byla primérna pracovni plodnost samic stimulovanych
lyofilizovanou kapii hypofyzou 6900 ks. Zde by svoji roli mohla sehrat hmotnost
stimulovanych samic. V citované praci byly stimulovany samice o hmotnosti v rozmezi
stimulovanych samic. Podubsky, (1953) udava primérnou absolutni plodnost piskoie
pruhovaného 20 000 ks. Tyto hodnoty vSak byly ziskany po vyoperovani vaje¢nika
v pfedvytérovém obdobi. Pfi umélém vytéru nelze vyttit vSechny jikry z téla atak je
plodnost ziskana z relativni plodnosti podhodnocena (Bacon a kol., 2012). z hlediska
pracovni plodnosti lze konstatovat, Ze dosazena hodnota v této praci byla mirné
podprimérna.

Relativni pracovni plodnost v tomto experimentu v praiméru dosahla 14,2 % b.w.
respektive 125 ksxg'. Adamkova-Stibranyiova a kol., (1999) ziskaly pii pouZiti
extraktu hypofyzy hodnotu 22,6 % b.w. respektive 225 ksxg ™. Tato hodnota je jen
malo rozdilna od relativni hmotnosti vaje¢nikii v pfedvytérovém obdobi (Podubsky

a Stédronsky, 1953). Pro samice stimulované kapii hypofyzou, z experimentu
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provedeném v rdmci piedkladané prace, bylo dosaZeno témér poloviéni hodnoty
relativni plodnosti neZ v citované préaci. Naopak téméf stejnych hodnot jako
v piedkladané praci bylo dosazeno v praci Drozd akol. (2009). Nabizi se moznost
nadprimérného vysledku v ptipadé prace Adamkova-Stibranyiova akol. (1999).
Nejvyssi relativni plodnosti bylo v tomto experimentu dosaZzeno po podani Ovaprimu
vdavce 1 mixkg? ato 20,2 % respektive 170 ksxg™. Tato hodnota je srovnatelna
s Udaji ziskanymi v praci Koufil akol. (1996) pro CPE. Naopak je podstatné lepsi
ve srovnani s praci Hliwa a kol., (2011). Hliwa a kol., (2010) uvéadi relativni plodnost
uvadi sotva pétinovou hodnotu. Citovana prace vSak zkoumala mimosezénni vytér
piskofe pruhovaného. Vzhledem k dostupné literatuie 1ze tedy konstatovat, Ze relativni
plodnost piskoie pruhovaného v tomto experimentu dosahovala primérnych hodnot.
Samice stimulované piipravky neobsahujici inhibitor dopaminu mély podstatné nizsi
relativni plodnost. VSeobecné se tak potvrdila nutnost dopaminergni inhibice pfi fizené
reprodukci piskofe pruhovaného. Stejné tomu tak je U pfibuzného piskote
dalnovychodniho (Wang akol., 2009). Piskotf pruhovany je druhem s porcionalnim
vytérem (Hol¢ik aHensel, 1972). U druht stimto typem vytéru existuje mezi
jednotlivymi vytéry variabilita v po¢tu vytfenych jiker (Bohlen, 2000; Moshgani a Van
Dooren, 2011). Rozdilna relativni plodnost mezi citovanymi pracemi mize byt
ovlivnéna pravé zminovanym faktorem.

Byla zjisténa primérna mokra hmotnost neoplozené jikry piskofe pruhovaneho
na 1,13 mg + 0,095 (pramér = S.D.). Drozd a kol., (2009) uvadi hmotnost o néco nizsi
ato 0,88 mg £ 0,08 (pramér = S.D.). Stejné tak niz§i hmotnost jikry uvadi Addmkova-
Stibranyiova a kol., (1999) ato 1,00 mg. Podobné variabilita je obvyklym jevem
u druhti kladouci jikry na urcity typ substratu (Einum a Fleming, 2002). Samice totiz
investuje do jikry energii na zakladé¢ podminek, které pietrvavaji dlouhou dobu pied
vytérem (Einum a Fleming, 2002). Rozdilnd mezisezonni investice tedy mize byt
zdrojem podobné variability. Aby se vSak eliminovala pfipadna netspésnost slabsi
generace, tak samice dokaze ovlivnit vybérem mista vytéru to, v jakych podminkéach se
bude jeji potomstvo vyvijet (Einum a Fleming, 2002). Da se tedy fici, Ze si na zakladé
kondice mize vybrat, kam se vytte. Jinym vysvétlenim miZze byt pouhd vnitrodruhova
variabilita ve velikosti jikry (Einum a Fleming, 2002; Kamler, 2005). Dalsim divodem
muze byt to, Ze jikry ziskané umélym vytérem maji vétsi variabilitu ve velikosti, nez
jikry z ptirozeného vytéru (Einum a Fleming, 1999; Mylonas a kol., 2010). Svou roli

ve velikosti jikry sehrdva i ploidie samice (Juchno a kol., 2013). Napiiklad jikry samic
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sekavce pisecného s vySSi ploidii, nez ptivodni diploidii, maji vétsi jikry (Juchno a kol.,
2013). u piskofe pruhovaného je znama jak ptivodni diploidie (dvé chromozomové sady
Vv jadfe bunky; 2n), tak odvozena triploidie (3n), aZ tetraploidie (4n) (Drozd akol.,
2010). Velikost jikry ovliviiuje velikost larev atedy i jejich pieziti (Bohlen, 2000).
Velikost jikry u lososovitych druhi ryb je ovlivnéna i podminkami béhem ontogeneze
rodicovského jedince (Burton a kol., 2013).

Energeticka hodnota (spalné teplo) jiker piskofe pruhovaného nebyla ovlivnéna
pouzitym hormonalnim preparatem a jeji hodnota (v priiméru 25,7 kixg™) byla velice
blizka jikrdm lina obecneho —Tinca tinca, (L.) (Kamler, 2005). Tyto dva druhy maji
velice podobnou ekologii (Barus a Oliva, 1995) atato spojitost mize byt i v tomto
parametru. V porovnani s jinymi sladkovodnimi druhy ryb jde o spise prumérnou
hodnotu. Moiské druhy ryb maji spiSe jikry s niz8i energetickou hodnotou (pro srovnani
i s dalSimi druhy viz Kamler, 2005).

Chemickéd kompozice jiker se mezi skupinami stimulovanymi rlznymi preparaty
neliSila vyjma kompozice kysliku. Malo vyznamny byl rozdil mezi jikrami
ovulovanymi samicemi, které byly stimulovany kapii hypofyzou a jikrami od samic
na kompozici jikry mé vliv teplota inkubace jiker (Kamler akol., 1994; ProkeSova,
2012). Mozna proto v této praci nebyl sledovan velky rozdil v chemickém slozZeni jiker.
Na chemickou kompozici vSak netieba nahlizet jako nahlavni kriterium ovliviiujici
lihnivost (Izquierdo a kol., 2001).

Vzhledem k vysledkim této prace je k dalsi produkci gamet doporu¢ovan preparat
Ovaprim vdavce 1 mixkg™® & Ovopel vdavce 1 peletaxkg™. Tyto preparaty se
osveédéily v produkci gamet jak piskote pruhovaneho (Hliwa a kol., 2010, 2011), tak
jemu ptibuznych druht (Legendre a kol., 2012; Juchno a kol., 2013; Myeong-Hun a In-
Chul, 2014).

5.1. Mozné smérovani dalSich vyzkumu

Piskote pruhovany je doposud malo prozkoumany druh paprskoploutvé ryby.
Jednou ze stale nevyfeSenych otazek je vliv odlepkovani jiker na piezivani embryi, i
zvoleni vhodného odlepkovaciho média. V této souvislosti by se nabizelo srovnani
tradi¢nich metod (mléko, jil, talek) s vyuzitim enzymd, které u jinych fytofilnich druhii
ryb zvysuji lihnivost, zkracuji ¢as lihnuti larev a zkracuji dobu odlepkovani (Linhart
akol., 2000, 2003; Zarski a kol., 2009). Dale by bylo vhodné zjistit i vliv pouZitého
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hormonalniho piipravku na miru vyvojovych odliSnosti naptf. na procento vyvojové
poskozenych jedinct (Peter a kol., 1988; Brzuska, 1999).

Dal$im smérem vyzkumu by mélo byt zkoumani, zda dochazi ke kompetici spermii
pii heterospermatickém oplozovani jiker, coz je pomérmn¢ znamy jev U fady druhd ryb
(Gage a kol., 2004; Kaspar a kol., 2008).

Ve chvili, kdy bude znama optimalni davka jednoho preparatu k dosazeni ovulace,
bude dale vhodné zkoumat vliv kombinace téchto preparati, tak jako tomu bylo napf.
u pouziti kombinace Ovopelu a Ovaprimu u dvou druht jelcti (Zarski a kol., 2009) ¢&i
kombinace hCG a Ovaprimu u sekavky nadherné (Legendre a kol., 2012).

O reprodukéni biologii piskote pruhovaného doposud neni mnoho zndmo. Bylo by
zajimave se podivat, zda jsou natéle samic patrné povytérové znaky, podobné jako
tomu je u sekavce (Bohlen, 2008). Z hlediska reprodukce piskoie pruhovaného by bylo
zajimavé zkoumat, zda samice produkuje jikry jiné velikosti v zavislosti na fenotypu
samce (Moshgani a VVan Dooren, 2011).

Jelikoz piskot pruhovany je agastrickym druhem, bylo by do budoucna vhodné
vyvinout krmivo, které by obsahovalo GnRHa aslouzilo k neinvazivni stimulaci
generaénich ryb (Breton a kol., 1995). Tim by se zvysSila celkova welfare genera¢nich
ryb.

Pro budouci produkci nasad piskofe pruhovaného by mohlo byt vhodné vyuZiti
chovu generacnich ryb v kontrolovanych podminkach, kde by piskoi pruhovany monhl
pohlavné dospivat diive, jako je tomu u jinych druht ryb (Vorlickova a kol., 2006;
Zakes, 2007). Pti piipadné aplikaci zachranného programu, by bylo ze vieho nejdiive
nutné zjistit genetickou diverzitu nasich populaci piskofe pruhovaného (Hanel a Lusk,
2005). V tomto sméru jsou doposud zjistény jenom kusé informace (Bohlen a kol.,
2008; Drozd a kol., 2010). Kompletni genetické zmapovani si vyzada né&jaky cas
a nemalé finan¢ni prostedky. Proto je tfeba se drzet opatieni, kterd zamezi genetickému
promichani izolovanych populaci (Lusk a kol., 2002; Flajshans a Réb, 2013). Témi jsou
zejména nasledujici opatfeni. Vybér mateénych ryb avysazovani nasad pochazejici
Z populace, ktera ma byt posilena. Nepiesouvat ndsady mimo hydrologicky systém
Umofti. Nepiesouvat nasady mimo dil¢i hydrologické regiony.

Na zachrannych programech ohrozenych druhii ryb by se mély podilet rybarské
organizace zejména dodrzovanim vySe zminénych zasad. AvSak aby byla ochrana
tohoto druhu efektivni, tak nesta¢i pouha podpora jeho populaci vysazovanim, ale je

nezbytné nutna rekultivace jeho pfirozenych habitatd a jejich ndsledné ochrana.
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6. Zaver

Predkladand prace hodnoti vliv komer¢nich hormonalnich preparati CPE,
Chorulonu, Pregnylu, Ovaprimu, Ovopelu a Daginu na ukazatele tizené reprodukce
piskofe pruhovaného. Sledované ukazatele byly procento ovulujicich samic, interval
latence, synchronizace, vytienost, pracovni plodnost, hmotnost jikry, obsah suSiny jikry
a chemicka kompozice jikry.

Byla potvrzena i vysSi efektivita stimulace pii pouziti piipravkt s dopaminergnim
inhibitorem, jako tomu je u piibuzného druhu piskofe dalnovychodniho. Samice
stimulované preparaty nabazi hCG maji sluSnou synchronizaci, ale maji naopak
dlouhou dobu latence a nizkou plodnost v porovnani s ostatnimi preparaty pouZzitymi
v tomto experimentu.

V tomto experimentu ovulovaly vSechny samice krom skupiny stimulované
Daginem, kde ovulovalo 80 % samic.

Interval latence byl ovlivnén pouzitym preparatem. Nejkratsi interval latence méla
skupina stimulovana kapii hypofyzou a Ovaprimem v davce 2 mixkg™. Vytienost samic
se vyznamn¢ lisila v zavislosti na pouzitém preparatu. Nejlepsi vyttenost (>80%) byla
po pouziti kapi hypofyzy, Ovaprimu 1 mlixkg'a Ovopelu. Castena vytfenost U vice
neZ 80 % stimulovanych samic byla po podani Chorulonu 1500 IUxkg™, Pregnylu 1500
IUxkg™ a Pregnylu 3000 1Uxkg™.

Nejlepsi synchronizace byla po podani lyofilizované kapii hypofyzy (1 hod.).
Naopak nejhorsi byla po podani Pregnylu 3000 1Uxkg™ (12 hod.).

Nejvyssi relativni plodnosti bylo dosaZeno po podéani Ovaprimu v davce 1 mixkg™
ato 20,2 % b.w. respektive 170 ksxg’. To je vsouladu sdoposud publikovanou
literaturou. Tato hodnota neni vyrazn&ji odliSnd od relativni hmotnosti ovarii
v piedvytérovém obdobi. Naopak nejhorsi plodnosti dosahly samice stimulované
piipravky bez dopaminergniho inhibitoru. V tomto experimentu to byly piipravky
Pregnyl a Chorulon, u kterych byl tento parametr poloviéni.

Primérna mokrd hmotnost jikry piskotfe pruhovaného se mezi preparaty neliSila a
V tomto experimentu ¢inila 1,13 mg. Hmotnost jikry byla ovlivnéna kvalitou vytéru.
Casteéné vytiené samice mély lehéi jikry, jelikoZ neabsorbovaly tolik vody.

Susina jikry v priméru ¢inila 0,21 mg respektive 19 %. V zavislosti na pouzitém
preparatu se ménil podil susiny v jikie. Nejvice susSiny méla skupina samic stimulovana

Pregnylem 1500 1Uxkg™ ato 27 %. Nejmensi podil sudiny byl u skupiny samic
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stimulované Ovaprimem v davce 2 mixkg™. Tento ukazatel byl ovlivnén i vytfenosti
samice. Caste¢né vytiené samice produkovaly jikry 0 vy$3im podilu susiny.

Energetickd hodnota jikry nebyla ovlivnéna pouzitym preparatem. Primérna
hodnota ¢inila 25,7 kJx g'l.

Jikra piskofe pruhovaného vtomto experimentu v praméru obsahovala 53 %
uhliku, 12 % dusiku, 21 % kysliku, 8 % Vodiku a 0,3 % siry. Chemicka kompozice
jiker byla rozdilna v mnoZstvi kysliku pouze mezi hypofyzou a Ovaprimem 2 mixkg™.

Vzhledem k vysledkim této prace je k dalsi produkci gamet doporu¢ovan preparat
Ovaprim vdavce 1 mixkg™ & Ovopel vdavce 1 peletaxkg™ Tyto preparaty se

osvédcily i v produkci gamet jak piskofe pruhovaného, tak jemu ptibuznych druha.
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Ptiloha: 1 Schéma procesu fizené reprodukce piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis L.).
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Vliv hormonalniho preparatu na rizenou reprodukci
piskore pruhovaného (Misgurnus fossilis)
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Piiloha 2: Ptispévek ve formé plakatového sdéleni z konference ,,Zoologické dny Brno 2015,* kde byly
publikovany vysledky této prace.

Citace: ZAK, J., HOUDA, 0. a DROZD, B., 2015, Vliv hormonalniho preparétu na ¥izenou reprodukci
piskofe pruhovaného (Misgurnus fosilis). In: J. BRYJA, Z. REHAK a J. ZUKAL, (ed.), Zoologické dny Brno
2015,, Ustav biologie obratloveit AV CR, v. v. i., p. 271-272, ISBN 978-80-87189-18-4,
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9. Seznam zkratek

hCG (human chorionic gonadotropin) — lidsky gonadotropni hormon
GtH - gonadotropni hormon

GnRHa - (gonadotropin releasing hormone analogue) —analog gonadotropin
produkujiciho hormonu

sGnRHa - (salmon gonadotropin releasing hormone analogue) — lososi analog
gonadotropin produkujiciho hormonu

mGnRHa - (mammal gonadotropin releasing hormone analogue) — sav¢i analog
gonadotropin produkujiciho hormonu

GtH Il - (viz LH)
LH — luteiniza¢ni hormon

LHRHa - (luteinizing hormone — releasing hormone analogue) analog lutein
produkujiciho hormonu

L — (light) svételna cast dne

D — (darknes) temnostni faze dne

S.D. — (standard deviation) smérodatna odchylka
b.w. — (body weigth) télesna hmotnost

IU — (international units) mezinarodni jedotky
RU — (rat units) krysi jednotky

CPE — (carp pituitary extract) extrakt z kapii hypofyzy
Preg3000 — Pregnyl v davce 3000 IU

Ovop — Ovopel

Ovap1 — Ovaprim v davce 1 mixkg™

Ovap2 — Ovaprim v davce 2 mixkg™

Preg1500 — Pregnyl v davce 1500 1Uxkg™
Chor1500 — Chorulon v davce 1500 1Uxkg™

Chor3000 — Chorulon v davce 3000 1Uxkg™
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Dag — Dagin

DOM - domperidone, inhibitor dopaminu

PIM — pimozide, inhibitor dopaminu

M. mizolepis — Misgurnus mizolepis

M. fossilis — Misgurnus fossilis

M. anguillicaudatus — Misgurnus anguillicaudatus
P. dabryanus — Paramisgurnus dabryanus

FyzR - Fyziologicky roztok

TCD detektor — thermal conductivity detector, jde o detektor vyuZivajici plynné
chromatografie k ur¢eni chemického slozeni vzorku
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10. Abstrakt

V ramci bakalafské prace byl zkouman vliv vyuzitého hormonalniho preparatu na
fizenou reprodukci piskofe pruhovaného (Misgurnus fossilis). Testovanymi preparaty
byly: extrakt z lyofilizované kapi hypofyzy (CPE) v davce 5 mgxkg™ (u¢inna latka:
GtH, pozitivni kontrola), Pregnyl v davkach 1500 a 3000 1Uxkg™, Chorulon v davkéch
1500 a 3000 1Uxkg™? (u¢inna latka: hCG), Ovaprim v davce 1 a 2 mixkg™, Ovopel
v davce 1 peletaxkg™ a Dagin v davce 1 ampule na 40 kg (G&inna latka: GnRHa +
dopaminni inhibitor). Preparaty byly aplikovany ve dvou dil¢ich davkach (10 a 90 %)
do hibetni svaloviny. Generaéni ryby - 50 samic (individualni hmotnost = 31 — 59 g) a
77 samci pochézely zrybni¢niho chovu FROV JU. Teplota vody byla béhem
experimentu na 17,9 £ 0,13 °C.

Po pouZiti vSech preparatii, mimo Dagin (80 %), ovulovalo 100 % stimulovanych
samic. Nejvyssi relativni pracovni plodnosti (pocet jiker na g hmotnosti samice pred
vytérem), bylo dosaZeno stimulaci Ovaprimem v davce 1 mixkg™ (170 + 19 ksxg™;
prumér + S.D.). Nizké relativni plodnosti dosdhly samice stimulované Pregnylem
v davce 1500 (85 + 38 ksxg™) i 3000 (97 + 24 ksxg™) 1Uxkg™ a Chorulonem v davce
1500 1Uxkg™ (86 + 32 ksxg™). Nejkratiho intervalu latence (as od aplikace druhé
davky preparatu do ovulace jiker samici) bylo dosazeno po podani CPE (18 hod,
mediéan), respektive Ovaprimu v davce 2 mixkg™ ato 23 hod. U nizsich davek (1500
IUxkg™) piipravki bez obsahu dopaminergnich inhibitort (Chorulon a Pregnyl) presahl
interval latence 31 hod. Nejlepsi synchronizace ovulace (interval od vytéru prvni a
posledni samice) bylo dosazeno u CPE (1 hod) a u obou koncentraci Chorulonu (2 hod).
Vytfenost samic (¢asteCna ¢i uplnd) byla vyznamné ovlivnéna pouzitym preparatem.
Uplng vytieny (>80 %) byly vytieny samice po stimulaci CPE, Ovaprimem 1 mlxkg™ a
Ovopelem. Naopak ¢astecné vytreny (>80 %) byly samice po stimulaci Chorulonem
1500 1Uxkg™, Pregnylu 1500 a 3000 1Uxkg™. Jikra piskofe pruhovaného v priméru
obsahovala 53 % uhliku, 21 % kysliku, 12 % dusiku, 8 % vodiku a 0,3 % siry.
Chemick& kompozice jiker byla rozdilnd pouze v obsahu kysliku mezi skupinami
injikovanymi CPE a Ovaprimem 2 mlxkg™.

Obecné dosahovaly samice stimulované preparaty bez dopaminergniho inhibitoru
horSich hodnot ukazateld reprodukce. Tim byla potvrzena nutnost dopaminergni
inhibice pfi fizené reprodukci piskofe pruhovaného. Vysledky piredkladané prace

dokazuji, Ze dostupné komeréni piipravky pouzivané k hormonalni stimulaci jinych
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druhii ryb lze 1spéSné vyuzit kprodukci gamet piskofe pruhovaného. Ze
standardizovanych komerc¢nich ptipravki jsou doporuceny pfi fizené reprodukci piskote

pruhovaného preparaty Ovopel ¢ Ovaprim (v davkach 1 i 2mlxkg™).

Kli¢ova slova: CPE, dopaminergni inhibice, GnRHa, hCG, umély vytér,
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11. Abstract

The aim of this thesis was the comparison of different hormonal stimulants on
selected aspects of artificial spawning of Weather loach (Misgurnus fossilis). The
stimulants were: carp pituitary extract (CPE) in dose 5 mgxkg™(GtH, positive control),
Pregnyl in doses 1500 and 3000 1Uxkg™ respectively, Chorulon in doses 1500 and 3000
IUxkg™ respectively (hCG), Ovaprim in doses 1 mixkg™and 2 mixkg™ respectively,
Ovopel in dose 1 pelletxkg”? and Dagin in dose 1 ampulla on 40 kg (GnRHa,
dopaminergic inhibitor). Stimulants were injected intramusculatury in two doses (10
and 90 % of contrencation). Females (n=50) and males (n=77) were taken from
experimental pond in Vodnany FROV JU (individual body weight 31 — 59 g).
Temperature was kept at 17,9 £ 0,13 °C.

The lowest percentage of ovulating females (80 %) was achieved after stimulation
by Dagin (dose: one ampula per 40 kg). With use of the other stimulants, all females
were ovulating. The highest relative amount of stripped eggs in relation to pre-stripping
weight of female was reached after application of Ovaprim in dose 1 mixkg™ (170 + 19
ksxg: mean + S.D.). The smallest amount of stripped eggs was obtained after
application of Pregnyl in dose 1500 1Uxkg™ (85 + 38 ksxg™), Pregnyl in dose 3000
IUxkg™ (97 + 24 ksxg™) Chorulon 1500 1Uxkg™ (86 + 32 ksxg™) respectively. The
shortest latency interval was observed after stimulation by CPE (18 hours) and by
Ovaprim in dose 2 mixkg™ (23 hours) respectively. Interval of latency was longer than
31 hours in females stimulated with lower doses (1500 1Uxkg™) of a stimulant without
dopaminergic inhibitor. The best synchronization of ovulation was observed after
stimulation by CPE (1 hour) and Chorulon in dose 3000 1Uxkg™ and 1500 1Uxkg™ (2
hours) respectively. Females were fully stripped (in >80 % cases) after stimulation by
CPE, Ovaprim in dose 1 mlxkg-1 and Ovopel. Females were partialy stripped (in > 80
% cases) after stimulation by Chorulon 1500 1Uxkg™?, Pregnyl 1500 and 3000 1Uxkg™
respectively. The egg of weather loach contained 53 % of carbon, 21 % of oxygen, 12
% of nitrogen, 8 % of hydrogen and 0.3 % of sulfur. Chemical composition was
significantly different only in oxygen concentration between females stimulated by CPE
and 2 mixkg™ Ovaprim.

In general, worse results of artifficial spawning aspects were observed after
stimulation by stimulants without dopaminergic inhibitor. It confirms neceserity of

dopaminergic inhibitor in controlled spawning of weatherloach. The results of this
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thesis show which accessible commercial hormonal stimulants used in stimulation of
other fish species are useable for controlled reproduction of weather loach. Ovopel and

Ovaprim (in dose 1 mixkg™ and 2 mixkg™) can be recommended for stimuation of

ovulation or spermiation of weather loach.

Keywords: artifficial spawning, CPE, dopaminergic inhibition, GnRHa, hCG
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