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Abstrakt

Feromony jsou latky, které zivo¢ichové pouzivaji ke komunikaci jak v suchozemskeém,
tak ve vodnim prostfedi. Déli se do n€kolika kategorii podle svého slozeni a plisobeni na
chovani zvitat, zejména na reprodukci. V ramci ryb jsou zkoumany zejména modelové
kaprovité ryby, u nichz jsou prostaglandiny skupiny F vyznamné pro komunikaci pii
reproduk¢énim chovani. Jejich $ife uplatnéni v rdmci celé Celedi kaprovitych ryb vSak neni
znama. Pro tuto praci byl vybran bolen dravy (Leuciscus aspius), u néhoz feromonova
komunikace zkoumana doposud nebyla. Vyzkum byl zaméfen na detekci prostaglandinu F2-
a, ktery je vylucovan kaprovitymi rybami v pribéhu ovulace samic a zda ma pfitomnost
tohoto feromonu vliv na chovani samct. V prvnim experimentu jsem sledovala zménu
koncentrace prostaglandinu F2-a v prabéhu ovulace samic. V druhém experimentu potom
chovani samce k samici pied a po podani davky prostaglandinu F2-a. Pfedpoklad, Ze samice
bolena dravého béhem ovulace vypoustéji PF2-a, se potvrdil u vSech zkoumanych vzorka
analyzou na hmotnostnim spektrofotometru. Dale se potvrdilo, Ze chovani samcli se méni
vlivem ptitomnosti PF2-a, vylu¢ovaného ovulujici samici. Stimula¢ni G¢inek prostaglandinu
F2-a byl v pfedchozich vyzkumech pozorovan u karase zlatého (Carassius auratus) a kapra
obecného (Cyprinus carpio). Tento vyzkum potvrdil tento uc¢inek i u bolena dravého, je tedy
na mozné, ze prostaglandin F2-a funguje jako nespecificky stimula¢ni feromon pro samce

kaprovitych ryb.

Kli¢ova slova: bolen dravy; feromon; prostaglandin; PF2-a; chovani ryb; kaprovité ryby



Abstract

Pheromones are substances used by animals to communicate in both terrestrial and
aquatic environments.Pheromones are divided into several groups based on their composition
and effect on animal behaviour, with substantial emphasis on their role during reproduction.
Within fishes is pheromonal communication studied mostly on two model species of family
Cyprinidae, which use F-group prostaglandins in communication during their reproductive
behaviour. The extent of F-group prostaglandins in the communication among Cyprinidae is
not known. The asp (Leuciscus aspius) was chosen as the model species of this thesis, because
his use of pheromone communication hasn’t been studied so far. The research focused on
detection of prostaglandin F2-o which is known to be released by model Cyprinidae species
during ovulation and whether the presence of prostaglandin F2-a influences male behaviour.
In the first part of the experiment | tracked concentration changes of prostaglandin F2-o
during asp ovulation.In the second part of the experiment | examined male asp behaviour
towards the female before and after prostaglandin F2-a application. Mass spectrophotometer
analysis proved that asp females indeed releasePF2a during ovulation. The influence of PF2-
a released by female asp on male asp behaviour was confirmed as well. The stimulation effect
of prostaglandin F2-o was previously reported in the goldfish (Carassius auratus) and the
common carp (Cyprinus carpio). Because my research has confirmed the presence of
stimulation effect in the asp, it’s likely that prostaglandin F2-o works as a stimulation

pheromone in Cyprinidae generally.
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Cile prace

Predmétem této diplomové prace bylo zjistit, zda samice bolena dravého (Leuciscus aspius)
vypoustéji béhem ovulace feromon PF2a a zda ma zvysena koncentrace tohoto feromonu vliv

na chovani samcu bolena dravého.



1 Uvod

Vsechny druhy organismii pouzivaji ke komunikaci (pokud jsou komunikace schopny)
unikatni specifické dorozumivaci prostiedky jak fyzikalni, jako jsou zrak, hmat a sluch, tak
chemické povahy, mezi které fadime chut a pravdépodobné nejdulezitéjsi komunikaéni
nastroj v zivocisné #i§i — Cich. Latky, které slouzi k dorozumivani mezi organismy,
oznaCujeme jako semiochemikalie, pFiCemZz semiochemikalie, slouzici k mezidruhové
komunikaci nazyvame allelochemikaliemi a ty dale rozdéluji podle charakteru komunikace
(Schulz, 2005). Allomony jsou latky, z jejichz G¢inku ma prospéch druh latky vysilajici,
naopak z kairomonti ma prospéch ten druh, ktery je pfijima a synomony jsou vyhodné pro oba
druhy (Schulz, 2005). Latky, slouzici primarné vnitrodruhové komunikaci, jsou zvany
feromony (z feckého ,,pherein® — pfenést a ,hormon* — povzbudit). V pribéhu evoluce se
organismy naucily na tyto ucelové 1 zcela odlisné latky reagovat a spojovat si je s urcitym
vyznamem; ten pro né pak zcela prevladl a jejich pivodni urceni Casto zcela zaniklo (Wyatt,
2014). Oproti tomu $ir$i pojem ,,chemical cues zahrnuje i chemické signaly nekomunikacni,
které se vyskytuji u organismu Vv reakci na néjaky druh stresu. Rozdil je tom, Ze zdrojovy
jedinec nema ze signalizace zadny prospéch, zatimco ptijemce signalu ano (Wyatt, 2010;
Wisenden et Chivers, 2006)

Feromony byvaji nejcastéji hormonalni povahy, jsou vylu¢ovany mimo organismus
(Kohl et al., 2001) a vyvolavaji urcitou endokrinni, neurologickou reakci ¢i zménu chovani u
jinych jedinct téhoz druhu (Wyatt, 2014). Zptisob reakce na specificky feromonovy stimul je
vrozeny, kupiikladu larvalni stadia Colka Nothopthalmus viridescens nejsou sice sama
schopna vyprodukovat varovny feromonovy signal, jsou vSak schopni v ptipadé, Ze ho néjaky
dospély jedinec pobliz vypusti, na n¢j reagovat a sprdvné ho interpretovat i bez ptedchozi
negativni zkuSenosti s predatorem (Rajchard, 2006). Metabolickd naro¢nost produkce
feromonti byva velmi mald, nebot’ jich k navozeni U¢inku byva potieba pomérné¢ mala
koncentrace, na druhou stranu Ukony spojené s feromonovou komunikaci, jako je naptiklad
(Tillman et al., 1999).

Feromony byvaji zpravidla zjistovany ¢ichovymi chemoreceptory, nemusi dochazet
k jejich aktivnimu vdechovani, protoze je Casto staci zachytit vomeronasalni (Jacobsontv)
organ. Jeho existence ovsem neni podminkou feromonové komunikace, protoze i zivo¢ichové,

ktefi vomeronasalni orgén v priibéhu evoluce ztratili, jako jsou ptaci, prasata nebo primati,
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jsou schopni feromony cCichem zachytit (Eisthen et Wyatt, 2006). U nékterych dokonce
k zachyceni stac¢i i chutové receptory (Wyatt, 2010). K pfenosu feromonti nemusi nutné
dochézet vzduchem — mnoho vodnich druht Zivocichi vyuziva feromonovou komunikaci,
dokonce je velmi ziejmé, ze se vyvinula piivodné ve vodnim prostfedi. Napiiklad samice
karase zlatého (Carassius auratus) vypoustéji pti ovulaci hormonalni latky, které funguji jako
sexualni feromony, které stimuluji samce k pareni (Sorensen et Stacy, 2004). Nékteré druhy
eusocidlniho hmyzu se dorozumivaji pomoci feromonti dotykem — naptiklad mravenci si
predavaji feromonové signaly dotykem tykadel, ktera maji pokryta chemoreceptory (Morgan
et Billen, 1998).

Feromonii jako prostfedkti komunikace vyuzivd celd fada organismi od
nejjednodussich bakterii pies rostliny az k zivo¢ichum, kde se uplatiuji coby dominantni
zpusob dorozumivani zejména u socidlniho hmyzu (Morgan et Billen, 1998) jako jsou
napiiklad mravenci a véely, kde kralovny pomoci feromontd ovladaji celé kolonie (Keller et
Nonacs, 1993). U obratlovcl zavisi vzhledem ke slozitosti nervové soustavy feromonova
komunikace na aktualnim fyzickem stavu jedince — dobie dokumentovanym piipadem jsou
kiecci syrsti (Mesocricetus auratus), u kterych samci nereaguji na samici feromony, pokud
jejich hladina adrenalinu nedosahuje nadprimérné vysky, coz je stav typicky pro jedince ve
vyborné kondici a tedy i vhodné jako sexuélni partnery (Wyatt, 2010). ZaleZzi téz na vlivech a
stimulech z okolniho prostiedi, napt. k identifikaci v ramci socialni skupiny nebo naopak pti
znaceni a obrané teritoria (Wyatt, 2010).

Feromony také hraji dalezitou roli v ritualech pafeni (Keverne, 2005), napiiklad
samice jestérky iberské (Lacerta monticola) si dle feromonovych zna¢ek samct vybiraji toho
nejdominantnéjsiho a nejvyse spolecensky postaveného samce (Houck, 2009). Feromon navic
nemusi byt specificky pro jeden druh; v roce 1996 se zjistilo, ze sexualni feromon samic slona
indickeho (Elephas maximus) je, patrné nezavisle, na své chemické bazi shodny se sexualnim
feromonem béznym u motyld. U obou druhd, ptes jejich vzdalenou ptibuznost, funguje jako

atraktant (Rasmussen et al., 1996).



1.1. Rozdéleni feromonii
Feromony rozliSujeme dle zptisobu, délky a intenzity pisobeni, byt hranice mezi nimi
nejsou vzdy upIné€ ostré, do nasledujicich kategorii: agregacni, antiagregacni, varovné,

teritorialni, epideiktické, znackovaci, sexualni a primerové.

Agregaéni feromony

Feromony agregacni jsou organismy vyuZzivany v obran¢ pied predatorem, pii
hromadném napadeni hostitelského organismu nebo pii vybéru sexualniho partnera. Je tieba
Ne vSechny sexualni feromony ovSem maji tuto funkci. Jako agregaéni byvaji oznaovany
sexudlni feromony produkované samci, protoZe jejich ucinkem dochadzi k agregaci nejen
samic, ale i samci do dané oblasti (Eller et al.,1994). Pfitomnost a uZzivani agregacnich
feromond je dobfe zdokumentované u hmyzu, zejména u fadt Orthoptera, Diptera a
Coleoptera. V praxi se tohoto jevu vyuziva pii likvidaci $kudct, jako jsou napiiklad brouci
z ¢eledi Curculionidae, ktefi zptisobuji vyznamné hospodaiské skody (Schlyter, 1992; Eller et
al., 1994). Agregac¢ni feromony se jakozto latky specifické pro dany druh a netoxické pro

prostiedi na tuto funkci vyborné hodi.

Antiagrega¢ni feromony

Feromony antiagregacni funguji na principu opacném, kdy jsou jejich plisobenim
jedinci odhanéni — kdyz kupiikladu v mraveniSti dochazi potrava, kralovna vylucuje
antiagrega¢ni feromon, ktery vyhani mravence ven, aby se udrzela optimalni koncentrace v

mravenisti (Abrol, 2013).

Varovné feromony

Feromony varovné jsou vypoustény jedincem daného druhu pti napadeni preddtorem a
reakce ostatnich jedincii na né byva druhové specifickd. U né€kterych druht mSic mizou
varovne feromony pobizet k Gtéku (Vandermoten et al., 2011). Naopak u eusocialniho hmyzu,
jako jsou vcely, vosy, mravenci nebo termiti, miiZou varovné feromony vyvolavat zvySenou
agresi (Ono, 2005). Varovné feromony jsou téz zdokumentované u rostlin, kde v pfipadé
okusu byloZravecem nékteré rostliny vypoustéji feromon, kterym varuji ostatni jedince svého
druhu v okoli; ti za¢nou produkovat latku, napfiklad tanin, ktera je ¢ini méné chutnymi ¢i

toxickymi. Zajimavym piikladem je pocetna populace mur druhu Urania fulgens, které
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kladou sva vajicka na tropické rostliny zrodu Omphalea. Tyto rostliny jsou schopny
vyluCovat zvySené mnozstvi toxind, které narusuji vyvoj larev a zptisobuji tah uranii na mista

S jejich nizsi popula¢ni hustotou (Bothma, 2002; Smith, 1983).

Teritorialni feromony

Feromony teritorialni slouzi k oznaceni a vymezeni urcitého tizemi, které si jedinec ¢i
jedinci daného druhu narokuji pro sebe, oproti jinym jedinciim daného druhu. Mohou k tomu
vyuzivat napiiklad specializované pachové zlazy, jako u jelence béloocasého (Gassett et al.,
1996). U jinych organismi, jako jsou nékteré Selmy, jsou dané feromony pfitomny v moci,

kterou vylucuji na svém teritoriu (Poddar-Sarkar et Brahmachary, 2014).

Epideiktické feromony

Feromony epideiktické jsou zvlastni formou teritoridlnich feromont, kterd je
vyuzivana nékterymi organismy pii rozmnozovacim procesu. Samice pomoci nich znaci
misto, kam nakladly vejce, pro jiné samice, aby tam jiz sva vlastni vejce nekladly. (Gupta et

Yogeswari, 2010)

Znackovaci feromony

Feromony znackovaci jsou dobie znamé u eusocialniho hmyzu, zejména u mravenct
(Schneirla, 1972) pii hledani potravy nebo cesty. Nékteré druhy vos si znaci cestu k nové
zalozenému hnizdu, aby po ni mohly vést ostatni jedince z kolonie. V¢ely medonosné si takto
oznacovavaji vhodné kvéty a podle feromonové stopy je pak nachazeji dalsi d€lnice, aby se
maximalizovala vytéznost z dané louky (Wyatt, 2010). Obdobné nékterych druhti mravenct
délnice, kterd najde néjaky zdroj Zivin, si po cesté zpét k hnizdu znaci cestu feromony, podle
jejichz stopy pak ke zdroji chodi ostatni mravenci. Feromonova stopa je prubézné
obnovovana, aby nevyprchala, dokud zdroj neni vycerpan a nasledné je opusténa (Schneirla,
1972). Specificky pfipad je u mravence faraona, ktery cestu k vy€erpanému zdroji preznaci
odpuzujicimi feromony, aby na ni ostatni jedinci nemarnili ¢as (Robinson et al., 2008).
Specificky je piipad slepych amazonskych mravencu rodu Labidus, ktefi nestavi hnizda.
Misto toho jsou neustale v pohybu a nasleduji ostatni jedince v kolonii. Hrozi, Zze kdyz
vedouci mravenci na pochodu pralesem zabloudi a omylem za¢nou nasledovat vlastni konvoj,

cela kolonie se zacykli a zemie vyCerpanim (Schneirla, 1972). Znackovaci feromony jsou
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pozorovany i u socialnich housenek nekterych druhit motyli, které pomoci nich udrzuji pti

ptresunech skupinu pohromadé (Fitzgerald, 2008).

Sexualni feromony

Feromony sexudlni slouzi u organismti k upozornéni na ptipravenost k rozmnozovani
a také k prilakdni partnera. Funkce sexualni je u feromonl velmi bazdlni a rozSifena a
objevuje se u Sirokého spektra organismu, dokonce jiz u prokaryot, a sice bakterii (Bernstein
et Bernstein, 1997). Neékteré druhy bakterii, jako Bacillus subtilis nebo Bacillus cereus
vysilaji do svého okoli feromony, kterymi indukuji u dalSich jedinci svého druhu
ptipravenost k vyméné DNA mezi bunkami (Bernstein et Bernstein, 1997). Mezi
eukaryotnimi organismy je sexudlni funkce feromonti také velmi roz$ifena. Vyskytuje se u
bazalnich skupin, jako jsou houby a fasy. Dobie studovanym piikladem je kvasinka pivni
(Saccharomycetes cerevisiae), jejiz sexudlni feromonové znaceni se vyuziva jako model pro
studium tohoto mechanismu (Cox et al. 1997). U zelenych fas je tento jev pozorovan
napiiklad u nékterych valecu (rod Volvox; Hallmann, 2003). Setkavame se dokonce i s jevem,
kdy feromonovou stopu vyuziva saméi gameta, aby nasla sami¢i (Dusenbery, 2009). Velmi
béznym jevem je vyskyt uziti sexualnich feromont u ¢lenovcd, zejména u hmyzu, jako jsou
motyli ¢i véely (Trhlin et Rajchard, 2011). Toho se vyuziva pfi monitorovani jejich poc¢ta a
také na prilakani opylovact do ovocnych sada (Trhlin et Rajchard, 2011) nebo na likvidaci
nebo naruseni vyvojového cyklu u skadcu (Witzgall et al., 2010). Rovnéz obratlovci vyuzivaji
sexualnich feromont pti hledani partnera naprosto bézné. Bylo vSak zjiSténo, ze napiiklad
vymésky uropygialni zlazy samice kachny divoké (Anas platyrhynchos), kterymi si udrzuje
mastné pefi, obsahuji sexualni feromony, kterymi stimuluje samce (Caro et Balthazart, 2010).
U néekterych Zivo€ichtl jako je my§ doméci, slouZi sexudlni atraktanty 1 jako selektivni néstroj,
kterym myS$ rozpozna blizce ptibuzné jedince a piti hledani partnera se jim vyhyba —
nedochazi tak k inbreedingu (Asaba et al., 2014). Jako u vySe zminénych motyli je toho
vyuzivano i V komer¢ni sféfe, napt. u prasete domaciho, kde se pomoci aplikace saméiho
sexualniho feromonu zjistuje estralni faze za Gcelem chovu (Signoret, 1970). Zajimavosti je,
ze sexudlni feromony nemuseji nutné slouzit jen jako atraktanty potenciondlniho partnera;
samci ¢olka zelenavého (Notophthalmus viridescens) ve stavu sexualniho vybuzeni produkuji

feromon, ktery odstrasuje samce téhoz druhu (Rajchard, 2006).
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Primerové feromony

Feromony primerové slouzi k vyvolani zmény v organismu béhem jeho vyvojového
obdobi. Naptiklad kralovny véely medonosné vylucuji hormony (tzv. ,kralovniny hormony*),
které (krom atraktantni funkce pro trubce v dobé, kdy jesté kralovna neni oplodnéna)
zastavuji pohlavni vyvoj u délnic. Pokud kralovna zahyne, zacinaji larvy prodélavat plny
vyvoj a rodi se nesterilni jedinci (Keller et Nonacs, 1993). Naopak samci saran¢e pustinné
vylucuji feromon, ktery, pokud se dostane do kontaktu s juvenilnim jedincem, jeho pohlavni
vyvoj uspisi, at’ uz se jedna o samici, nebo o samce. Sarance pustinna si tak zajistuje dostatek

sexualn¢ zralych jedinct v hejnu. (Inayatullah et al., 1994)

Déleni feromonti popsané vyse je vsak jen hrubé a zalozené Cisté na behavioristickém
Jednak je vzhledem k zejména u obratlovci velmi komplikované nervové soustavé tézké
spojit konkrétni feromon s urcitym chovanim, a také, jak jiz uvedeno, jeden chemicky
jednoduchy feromon muze mit soucasné vice G¢inki. V jinych systémech se naopak
zéddouciho efektu dosdhne kombinaci vice latek v pifesném, specifickém poméru, coz do
znacné miry ztézuje syntézu feromontl, natoz jejich hromadnou vyrobu ¢i prumyslové vyuziti
(Wyatt, 2014). Napiiklad u kurovct druhu Dendroctonus frontalis urcuje mnozstvi a
koncentrace feromonu verbenonu v atraktantech, vypousténych samici, reakci samce — ve
velmi nizkych koncentracich Gc¢inek atraktantti umocniuje, naopak ve vyssich koncentracich
vzbuzuje u samcu agresivni reakci jako pii pfitomnosti jiného samce a sam ve vysokeé
koncentraci naopak u¢inkiim atraktantli zabramnuje; je pfitom zndmo, ze samice jsou schopny
vypoustét jak nizké, tak vysoké davky verbenonu, ¢imz pravdépodobné reguluji samci
chovani a umoziuje jim to lepsi sexualni vybér (Rudinsky, 1973).

Piestoze je Vv zivocisné {isi je vyskyt feromond v komunikaci velmi bézny, u ¢lovéka
jejich vliv nebyl dosud dikladné prozkouman. Je znamo, ze u déti matéiny feromony
spoustéji saci reflex. (Marlier et Schaal, 2005) Spekuluje se, ze podpazni vymésky (podpazni
zlazy jsou nejzhavéjSim kandidatem na misto feromonové sekrece u lidi) u Zen jsou schopny
ve skuping zplsobit sladéni mésicni periody a také fungovat jako sexudlni atraktant pro muze;
dosud vsak v této oblasti nebyl podniknut zadny zevrubny vyzkum (Brennan et Zufall,2006;
Wyatt, 2014).
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Samostatnou kapitolou je efektivni koncentrace feromonti, tedy jaké mnozstvi
specifického feromonu nebo kombinace feromont je nutné v prostfedi, aby se projevilo na
chovani pfijemce. Velmi vtomto zalezi na tom, jak efektivni jsou receptory organismu,
kterymi feromony pfijimd — u zivocichli je to Cichovymi organy. U nékterych pfislusnika
zivoCisné ftise se setkavame s odezvou na feromonovou stopu V neuvétitelné nizkych
koncentracich. Samci znamého a komeréné vyuzivaného bource morusového (Bombyx mori)
reaguji na pfitomnost sexualniho feromonu bombykolu jiz p¥i koncentraci 10™° ug/cm?®
vzduchu, coz se vyuziva pii odlakavani samcu z pesticidy stiikanych oblasti (Regnier et Law,
1968). Podobného komeréniho vyuziti doSel i feromon gyptol, ktery vylucuji samice
obavaného $kidce bekyné velkohlavé (Lymantria dispar), zejména u evropského poddruhu
Lymatria dispar dispar, kde jsou samice nelétavé a samci za nimi museji az na zem (Regnier
et Law, 1968; Pogue et Schaefer, 2007). Ta kazdoro¢né zptisobuje velké skody na ovocnych
stromech a lesnich porostech v Evropé a na vychodnim pobiezi Severni Ameriky, kam byla
Vv poloviné devatenactého stoleti zavleCena (Pogue et Schaefer, 2007). U tohoto poddruhu
reaguji samci uz pii koncentraci 10™** pg/cm®vzduchu a gyptol se tedy pouziva na jejich
odchyt do pasti (Regnier et Law, 1968). Naopak u japonského ¢olka ohnobiichého (Cynops
pyrrhogaster) vylucuje atraktantni feromon sodefrin do vody z kloakalni Zlazy samec — a
samice na n&j reaguji dokonce jiz pfi koncentraci 102 pg/l vody (Kikuyama et al., 1995).
Karas zlaty (Carasius auratus), blizky piibuzny bolena dravého, detekuje steroidni feromon
170,208-DHP, urychlujici dospivani, také pti koncentracich 102 pg/l vody (Sorensen et al.,

1978). Je tedy ziejmé, ze vodni prostiedi feromonové komunikaci sveédc¢i.

1.2 Feromonova komunikace u ryb

U ryb ma komunikace pomoci feromoni zvlastni vyznam. Na rozdil od mnoha jinych
obratlovcl ¢i bezobratlych se ryby pohybuji téméf vyhradné ve vodnim prostiedi, které
zt€zuje a deformuje audiovizualni kontakt s okolim (Campbell et Reece, 2005). Zejména
vizualni stranka je ve vodnim prostiedi omezena diky fyzikalnim vlastnostem vody a jak
mnozstvi organickych a anorganickych latek v ni, tak kvulirizné efektivité pronikani
jednotlivych vinovych délek svétla. Paradoxné tato omezeni vedou sice Casto K velké
diversifikaci o¢nich aparati u vodnich Zivocichili, zejména moiskych, kde je vodni sloupec

mnohem hlubsi (Marshall, 2017), na nejriznéj$i vizualni podminky. Stratigraficky roz¢lenéna
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viditelnost a fakt, ze mnoho motskych druhii zije ve stabilnich hloubkéach, umoznuje
ptizpisobeni se konkrétnim, lokdln¢ omezenym svételnym a vizudlnim podminkam. Na
druhou stranu se timto vizualné nestalym a proménlivym prostfedim zrak na hlavni
senzorickou funkci pfili§ nehodi (Marshall, 2017). Lépe je na tom sluch, protoZze zvukové
viny se §ifi vodou rychleji nez vzduchem. VétSina ryb tak ma vyvinuté naslouchaci organy
(Popper et al., 1988). Ovsem nejlépe z rybich smysla je na tom ¢ich (u ryb, podobné jako u
nékterych jejich vzdalengjsSich terestrickych ptibuznych, napt. hadi, velmi tésné spojeny
s chuti), ktery se pro toto médium jako orienta¢ni i identifika¢ni prostiedek hodi vyborné a
ryby se jej béhem své dlouhé evoluce naucily velmi efektné vyuzivat v nejriznéjSich
situacich, at’ uz na vyhleddvani potravy, prozkoumavani okoli kvili hrozb¢, ¢i prave
vnitrodruhové feromonové komunikaci (Sorensen et Stacey, 1999).

Z evoluéniho hlediska je pravdépodobné, ze se feromonova komunikace vyvinula jako
reakce na dlouhodobou opakovanou expozici chemickym latkdm, resp. feromonim
vylu¢ovanych ostatnimi jedinci téhoZ druhu v ur€itych vyrazné identifikovatelnych situacich,
napft. v obdobi pafeni, pfi vystaveni nebezpeci, pii detekci potravy ¢i pii prostém nasledovani
svého hejna. Ryby, u kterych se vytvofil v reakci na feromony v ur¢ité mife reflex, se pak
piirozené stavaji efektivnéj$imi. Zda ryby jsou schopné vypoustét feromony umysing, je
predmétem zkoumani (Stacy et Wisenden, 2004).

Z hlediska védeckého ma zkoumani feromonové komunikace (nejen) u ryb obrovsky
vyznam. Rozlusténi a pochopeni feromonovych signali a jejich interpretace a zpracovani
rybami by mohlo nejen detailné objasnit jejich chemickou podstatu a zptsob zpracovani, ale
téz evoluéni mechanismy, jimiz k témto adaptacim dochazi. Tyto poznatky by pak mohly byt
vyuzity jak ke zkoumani feromonovych a obecné chemickych typti komunikace u jinych
zivoCichi, tak pfedev§im ve sféfe komercni; feromonové signély by teoreticky bylo mozné
efektivneé, ekologicky a ucinné uplatnit v rybafstvi a rybnikaistvi ke sprave, udrzbé a lovu

(Sorensen et Stacy, 2004). Stejné tak by tyto postupy mohly byt vyuzity ve sféfe ochranaiské.
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1.3 Feromonova komunikace u mihulovitych (Petromyzontidae)

Dobrym ptikladem pouziti feromonti v ochrané pfirody je ptipad invaze mihule motské
(Petromyzon marinus) do Velkych jezer. Tento pomérné velky (dospélci dosahuji délky pies
jeden metr) zivoc¢ich se vyskytuje v severnich ¢astech Atlantského oceanu a podobné jako
tieba lososi je anadromni — vytira se v fekach, odkud mlad’ata migruji do mote ¢i jezer, kde
vyrustaji; navic dobfe snasi velké rozpéti salinity.

Mihule mofska se ptfirozen¢ vyskytovala v nékterych jezerech na vychodnim pobiezi
USA (Alexander, 2009), odkud se dostala pravdépodobné pies nové budované kanaly uz
vprvni poloviné 20. stoleti do Velkych jezer (McClelland, 2008). V nich =zacaly
mihuledecimovat ptivodni rybi populace, ziejmé nejhiife byly postizeny velké dravé ryby jako
siven obrovsky (Salvelinus namaycush) a pivodni druhy sihti (rod Coregonus), jejichz Gbytek
umoznil rozsifeni dal§ich invazivnich druhli zejména sled’ovitych ryb, jako je placka velkooka
(Alosa pseudoharengus), které dale vytlacuji pavodni populace (McClelland, 2008; Great
Lakes Fishery Commision, 2017).

Vzhledem k tomu, jak dlouho jiz toto zamoieni trva, bylo na potlaceni mihuli
vynaloZzeno zna¢né mnozstvi Casu a usili, vétSinou se stiidavymi uspéchy. VynaloZené
prostiedky ovSem umoznily jak popsani genomu mihule, tak dikladné prozkoumani jejich
zivotniho cyklu v nadéji, Ze se najde néjaky zpusob jejich kontroly (Buchinger et al., 2015).
Ani klasicky odlov, lov elektrickym proudem ¢i uziti bariér se neukazaly jako efektivni
(McClelland, 2008; Hayes et al., 2003). K pokusum o introdukci jiného druhu, ktery by
mihule lovil, nastésti nedoslo a ploSnému nasazeni jedi brani fakt, ze Velkd jezera jsou
vyznamnym centrem biologické diverzity.

Lepsi vysledky pfinasely tzv. lampricidy- jedy vyvinuté specificky na mihule. Ty
skuteéné zasahuji jen mihule a populace kostnatych ryb v jezerech jsou jimi nedotceny
(Bircenau et al., 2014), ukazuje se vSak, Ze maji Spatny vliv na nékteré druhy jeseteri a na
obojzivelniky, jako jsou zaby ¢i zabronosi, kterych je ve Velkych jezerech mnoho (Bircenau
et al., 2014). Velké nadé¢je se proto vkladaji do vyzkumu mihulich feromont, které se jako
druhové specifické komunikacni prostiedky podle nejnovéjsich vyzkumi védci
Z Michiganské statni univerzity a jejich kolegli ze sptatelenych univerzit daji vyuzit ke
kontrole mihuli populace, zejména feromonti migracnich, které vypoustéji mladi jedinci pfi

st¢hovani do mofe (Buchinger et al., 2015).
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Zajimavy je totiz mechanismus, jakym funguje feromonovd komunikace mihuli.
Vyzkum feromonové komunikace mihule motské ukazal, ze samice v misté trdlist’ vypoustéji
feromonovy atraktant, ktery je velmi odolny vii¢i rozkladu, sklada se z nejméné tii steroidnich
komponent, z nichz jedna je specificka a unikatni pouze pro mihule (Warren et Burr., 2014).
Tento atraktant je mihulemi detekovatelny pifi neuvéfitelné nizkych koncentracich (az 1
biliontina; Fine et Sorensen, 2010) a svym ucinkem se odliSuje od atraktantl, pouzivanych
vétSinou anadromnich ryb. Neni druhové specificky, na jeho pfitomnost reaguji rizné druhy
mihuli (Warren et Burr., 2014) a neni dokonce ani rodic¢ovsky specificky — vyzkum ukazal, Ze
se mihule nevraceji pfednostné do svych rodnych ek, ale jdou obecné za pachem atraktantu
(Warren et Burr., 2014). Tyto unikatni vlastnosti patrné¢ zabezpecuji mihulim genetickou
variabilitu, lze je v8ak paradoxné vyuzit i proti nim. Pomoci této metody by tedy bylo mozné
nalakat mihule do pasti, aniz by se do nich dostaly jiné organismy. Nabizi se tak unikatni
moznost managementu pomoci netoxické, environmentdlné neskodné metody, ktera dosud

nebyla u obratlovcti pouzita (Hayes et al., 2003).

1.4 Feromonova komunikace u lososovitych ryb (Salmonidae)

Dominantnim a nejvice studovanym uzitim feromon u ryb lososovitych je jejich
vyuziti pfi migraci (Chung-Davidson et al., 2011). Lososoviti jsou velmi vyuzivani ve sféte
komer¢niho rybolovu a je o jejich vyzkum tedy pomérné velky zajem. (Chung-Davidson et
al., 2011). Podobné jako vySe zminéné mihule jsou lososoviti katadromni — dospélci ziji
Vv jezerech nebo v mofich, odkud cestuji proti proudu fek na trdlisté, na kterych se vylihli, aby
zde sami zplodili potomstvo. K nalezeni svého domovského trdlisté a k pafeni vyuZzivaji
lososoviti pravé feromonovou komunikaci (Sorensen et Wisenden, 2014).

Tato je pravé u komeréné vyuzivanych druhi, jako jsou siveni, lososi ¢i pstruzi
intenzivné studovana, nebot’ se jedna o druhy ryb jednak podléhajici intenzivnimu rybolovu,
tak zaroven zivocichy Zijici na severni polokouli v pomérn¢ industrializovanych oblastech
(Sorensen et  Wisenden, 2014), kde casto vodni toky byvaji lidskou ¢innosti tézce
poznamenané. Jde pfedev§im o narovnavani a betonovani koryt, hustou lodni dopravu,
vypousténi nejriznéjSich odpadnich a jinych latek do vody a v neposledni fad¢ budovani
ptehrad, které jsou pro migrujici rybu nepiekonatelné a ona tak nemize sviyj zivotni cyklus

dokoncit (Sorensen et Wisenden, 2014).
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Z laboratornich chemickych a behaviordlnich analyz se zda, ze klicovou funkci
vV migra¢ni feromonové navigaci hraji zlu¢ové kyseliny a aminokyseliny (Sorensen, 1996), za
jejichz pachem lososoviti cestuji. Zajimave je, Ze vyzkum lososi naznauje, Ze pro
rozpoznani domovské feky mohou krom migracnich feromont slouzit téz specifické pachy,
vylucované rostlinnym pokryvem, zivocichy i mineralnim slozenim nezivé slozky v proudu
feky. Rovnéz bylo dokazano, ze lososoviti jsou schopni pii postupu fekou dle vylu¢ovanych
feromont rozpoznat jedince vlastniho druhu (Olsen, 2011) a dokonce pak i vyhledavaji jejich
spolecnost, jsou v jejich pfitomnosti méné agresivni a konzumuji veétSi mnoZstvi potravy
(Olsen, 2011).

Velkym problémem, kromé piehrazeni fi¢niho toku, je pro lososovité ryby chemické
zneCiSténi. Lososovité ryby se pifi hledani vhodného partnera spoléhaji na cich, kterym
detekuji sexudlni feromony druhého jedince. Pokud vSak dojde ke zneciSténi, napiiklad
pesticidy nebo médnatymi ionty, mize dojit k poruSeni bunéénych receptorti ¢ichového
aparatu nebo dokonce naruseni funkci hypotalamu, takze pak k Zadnému sexualnimu chovani,

natoz vypousténi feromont, nemize dojit (Olsen, 2011).

1.5 Feromonova komunikace u kaprovitych ryb (Cyprinidae)

U kaprovitych ryb je vyuziti feromonii pomérné Siroké. Kaproviti jakozto pomérné
socialni ryby spolu komunikuji pomoci feromonil s agregacni, antiagreagacni, varovnou a
sexudlni funkci. Podobn¢ jako ryby lososovité preferuji spole¢nost jedincti svého vlastniho
druhu, nicméné se u nich ve feromonové funkci nijak neprojevuji zlu¢ové kyseliny (Sorensen
et Wisenden, 2014).

Velmi dobfe je u kaprovitych, konkrétn€ u kapri a karasii, prozkouman mechanismus
vzdjemného ovlivilovani sexudlnimi feromony. Samicim se pifi ovulaci zvySuji hladiny
hormontl, z nichZz nékteré vypoustéji ven a funguji pak jako mocné sexudlni atraktanty a
induktory pro samce. Naopak samci jsou schopni také vylu¢ovat feromony, kterymi pak
k sobé vabi samice. Tento jev byl konkrétné popsan na sami¢im sexudlnim hormonu PGF
(prostaglandin F) a sam¢im hormonu AD (androstenedion). V mnohaslozkové smési latek,
kterou samice kapri a karasu pii ovulaci vypoustéji do svého okoli, pusobi pravé

prostaglandin F na samce nejvice (Lim et Sorensen, 2012).
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Zajimavé je, ze na tento sexudlni feromon reaguji zvySenou pohlavni aktivitou samci
obou druht; pfesto pokud maji na vybér, voli si samci k rozmnozovani samice vlastniho
druhu, coz naznacuje, Ze 1 dal§i pfidruzené feromony vypousténé samicemi maji na
rozmnozovaci proces vliv. Sami¢im sexualnim feromonem prostaglandinem F vybuzeni
samci pak sami vylu¢uji androstenedion, ktery ma sam o sobé& na ovulujici samice jen mirné
ptitazlivy G¢inek. Pozoruhodné ovsem je, Zze kdyZ je v kombinaci s feromony vylu¢ovanymi
pohlavné nedospélymi samicemi, jeho pritazlivy ucinek na dospélé ovulujici samice prudce
vzroste (Lim et Sorensen, 2012).

O moznych pticinach této zvlastni a trochu matouci kombinaci ucinkd se ve védeckych
kruzich dosud vedou spory, zda by mohlo jit 0 nahodu pfi evolué¢nim vyvoji, jestli nejde jen o
nehotovou podobu ¢i ¢asteCny metabolit prostaglandinu, ktera by byla misto tohoto atraktivni
pro samice, nebo zda feromony nedospélych samic v kombinaci se sam¢im neindukuji
atraktivnost proto, aby se ovulujici samice co nejdiive vytfela a nebyla vystavena budouci
potencialni hrozbé konkurence ze strany zatim nedospélych samic (Lim et Sorensen, 2012,
Sorensen; Sorensen et Wisenden, 2014).

Tento mechanismus pouzivani sexualnich feromonti ma velky komeréni potencidl.
Kaprovité ryby maji dlouhou a silnou tradici v rybnikaftstvi, kde se vyzkum a zavedeni téchto
procesi dd velmi dobfe zurocit v chovu. Stejn¢ tak je nezanedbatelny vyznam téchto
feromoni coby atraktantu v oblasti kontroly skudct (Lim et Sorensen, 2012). Kaprovité ryby
byly zejména v minulych dvou stoletich zavleCeny do riznych casti svéta, kde se pavodné
nevyskytovaly (napf. Australie; Lim et Sorensen, 2012). Pokud to podminky a ¢lovék dovolil,
staly se z nich nebezpeéné invazivni druhy, které za absence vhodného predatora rychle ni¢i
mistni, ¢asto velmi unikatni ekosystémy.

Vyuziti feromonii coby atraktanti se jevi jako velmi vhodnd moZnost z divoda
podobnych, jak byly jiz dfive zminény u mihuli — vysokd efektivita, zddna toxicita, nizké
néaklady a druhova (¢i rodova) specifi¢nost. (Lim et Sorensen, 2012; Sorensen 1996) Jedinou
nevyhodou tohoto procesu je fakt, Ze timto zplisobem neni mozné naldkat nedospélé jedince a
je tedy proces opakovat vicekrat, aby se zvySila pravdépodobnost, Ze postupnym odlovem
pravé dospélych jedinct uz nedojde k opétovnému rozmnozeni kaprovitého skidce (Lim et

Sorensen, 2012; Sorensen et Wisenden, 2014).
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2 Bolen dravy

K vyzkumu jsem si vybrala bolena dravého (Leuciscus aspius), protoze Sorensen uvadi
hypotézu, ze PF20 funguje u kaprovitych ryb jako univerzalni signalizator ovulace, ale zatim
se vyzkumy reprodukéniho chovani provadély u nékterych kaprovitych ryb, jako jsou
komeréné atraktivni kapr obecny (Cyprinus carpio) a karas zlaty (Carassius aureus). Bolen
dravy je tak nejen vtomto ohledu dosud nezkoumanym druhem, ale je to také nas jediny
zastupce kaprovitych, ktery se Zivi v dospélosti vyhradn€ dravé a je tedy nejen rybaisky

atraktivni rybou, ale ma i vyznam jako predator a regulator stavu ryb.

Je to stiedné velkd ryba, dosahujici v priméru 60 — 80 cm délky a vazi az 15 kg
(Maitland, 1977), patiici do ¢eledi Cyprinidae. Pohlavné dospiva ve 4 — 8letech a doziva se az
15 let (Kucharczyk et al., 1998). Ma dlouhé lateralné zplostélé télo, stiibfitou barvu, u hibetu
tmavsi a smérem k biichu svétlejsi. Je to evropsky druh, chranény Bernskou umluvou (Bern
Convention on the Conservation of EuropeanWildlife and Natural Habitats, 1982) a
v ¢erveném seznamu IUCN je veden jako malo dotceny taxon (IUCN, 2021), proto je také

povolen jeho lov (Kottelat et Freyhof, 2007).

Bolen dravy je potamodromni druh (Ciolac,2004; Kucharzyk et al., 1998), dosp¢lci se
vyskytuji v jezerech a vétsich fekach, odkud migruji od dubna do Cervna proti proudu do
menSich piitok a potoku s pis¢ito-kamennym dnem, aby se zde vytieli a nakladli jikry na
dno, ¢i na vegetaci (Smejkal et al., 2018; Maitland, 1977;). Boleni se vytiraji vétsinou v noci,
aby své jikry ochranili pted dennimi dravci (Smejkal et. al., 2018). Mlad’ata Ziji v hejnech a
zivi se drobnymi kory$i, vodnim hmyzem a pulci. Dospélci pak aktivné lovi jiné ryby,
zejména pak oukleje (Krpo-Cetkovic et al., 2010) a Ziji vétsinou osaméle (Smejkal et al.,
2021).
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3 Material a metody

Metodiku pokusu jsem pievzala od Stacyho et al. (Stacey et al., 1987) a upravila pro
bolena dravého. Latka prostaglandin F2a je fyziologicky aktivni lipidova slou¢enina, ktera se
odvozuje z kyseliny arachidonové. Jeho vznik je stimulovan oxytocinem a zastavuje produkci
progesteronu (Stacey et al., 1987). V mediciné se vyuziva na indukci porodu. (Baxi et al.,
1980).

Prvni ¢ast experimentu probihala na Hydrobiologickém Ustavu, Biologickém centru AV
CR, v. v. i. vterminu 22.3 — 27.3 2017. Sest samic bolena dravého bylo nejprve zméieno,
zvazeno a poté jim bylo aplikovano odpovidajici mnozstvi ovopelu (3 mg/ kg zivé hmoty).
Ovopel je synteticky hormonalni ptipravek, ktery je pouzivan k navozeni ovulace u ryb
(Zarski et al., 2009), vyrab&ény mad’arskou firmou Interfish Kft. (http://ovopel.hu/en/ovopel/).
Po aplikaci ovopelu byly samice bolena umistény kazda do své vlastni kad¢ (5501) a kazdych
6 hodin byl z kadi odebran vzorek 1 1 vody, oznacen kddem a zamrazen. Odebirani vzorki
bylo ukon¢eno vice nez 24 hodin po zafatku ovulace u samic, coZ je u modelového karase
zlateho (Carassius auratus) povazovano za vrchol ovula¢ni produkce (Stacy et Sorensen,
1984).

Pfed samotnou analyzou vzorkl bylo nutné je nejprve opét rozmrazit. Vzorky byly
vytazeny z mrazaku, zkontrolovano jejich oznaceni a do kazdého z nich ptidano 8ml kyseliny
citronové, aby nedoslo k degradaci biologického materidlu pii rozpousténi. Nasledné¢ byl
vzorek vracen do lednice, kde pomalu rozmrzal pfi teplot¢ 4°C. Kdy byl vzorek zcela
rozmrazen, nachystala se na néj cartridge DSC-18 a aktivovala se dvojim proplachnutim 96%
metanolem a nasledné dvojim proplachnutim destilovanou vodou. Methanolem a destilovanou
vodou byl vyplachnut odmérny vélec, do n€j byl nasledné ptelit vzorek a zaznamenan jeho
objem pro ptipad, ze by doslo pii rozmrazovani ke ztratam. Cartridge DSC-18 se nasadila na
podtlakovy ptistroj SPE Vacuum Manifold, v jehoZz stojanu byla umisténa sbérna nadoba na
vodu. Manifold byl umistén pted odmérny valec, do cartridge DSC-18 byly napipetovany 3
ml vzorku a mezi odmérny valec a cartridge byla umisténa gumova hadi¢ka naplnéna
destilovanou vodou. Manifold postupné podtlakem pftefiltroval veskery objem vzorku pies
cartridge. Prefiltrovand voda ze sbérné nadoby byla vylita. Nasledné¢ se nadobka na vodu

vyménila za mikrozkumavku typu Eppendorf, hadicka a odmérny vélec byly proplachnuty a

21



umyty a do cartridge se napipetoval 1ml roztoku MeOh + 10%BTH, ktery zachyceny
biologicky material vzorku stahl podtlakem do mikrozkumavky typu Eppendorf. Tekuta
slozka roztoku v mikrozkumavce byla odpatfena proudem plynného dusiku, nasledn¢ bylo do
mikrozkumavky typu Eppendorf napipetovano 200 pl roztoku MeOH a octanu amonného.
Peletka biologického materialu, ktera vznikla vysusenim pomoci dusiku, byla v tomto roztoku
rozpusténa pomoci ultrazvukové lazné. Mikrozkumavka byla centrifugovana pti 4°C po dobu
6 minut. Po centrifugaci bylo z mikrozkumavky odpipetovano 180 ul supernatantu do HPLC

vialky s insertem, ktera byla nasledné umisténa do mrazaku do teploty -80°C.

Ziskané vzorky byly nasledné analyzovany pomoci kapalinového chromatografu
(Thermo Scientific Dionex Ulti Mate 3000 UHPLC+, Sunnyvale, CA, USA) propojeného na
hmotnostni spektrometr s vysokym rozliSenim (Bruker Impact HD high, Bruker Daltonics
s.r.o.,, Brno). Vzorky byly separovany na chromatografické kolon¢ s reverzni fazi
(Phenomenex Kinetex C18 column - 150 x 4.6 mm, 2.6 um, Torrance, CA, USA) a
vymyvany nasledujicim gradientem za pouziti mobilni faze slozené z vody okyselené 0.1%
kyselinou mraven¢i (A) a acetonitrilu okyselen¢ho 0.1% kyselinou mravenci (B) pfi pritoku
0.5 ml/min: A/B 85/15 (0 min), 85/15 (in 1 min), 0/100 (in 25 min), 0/100 (in 30 min) a 85/15
(in 35 min). Hmotnostni spektrometr s nasledujicim nastavenim (teplota suSiciho plynu 200
°C; pritok suSiciho plynu 12 I/min; tlak nebulizéru (rozprasovace) 3 bar; napéti na kapilare
4500 V a napéti na koncové desti¢ce- 500 V.) byl pied analyzou kalibrovan pomoci klastra
mravenénanu Ssodného. Ziskané chromatogramy byly analyzovany na pfitomnost nabité
molekuly PF2a o hodnoté m/z 355.23. Chromatograficky vrchol byl integrovan a koncentrace
ve vzorku byla vypocitana na zaklad¢ externi Kalibra¢ni kiivky obdrzené pomoci nastiiku
standardnihoPF2a pied analyzou vzorkd. Vybaveni K této ¢asti experimentu je v tabulkach 1 —
4,

Druha ¢ast experimentu probihala piimo v lokalité vodni nadrze Svihov, ktera je
znama jako trdlisté bolena dravého. Zde jsem se zabyvala pfimo U¢inkem feromonu PF2a na
chovani samci. Experiment probihal mezi 27.3. —30.3. 2017, tedy v terminu, kdy se boleni
shromazd’'uji na lokalit¢ kvili tfeni. Nejprve byli boleni odloveni pomoci elektrického
agregatu (typ Electrofisher EL 65 Il GL DC, Hans Grassel, Schénau am Kénigsee, Germany,
13kW, 300/600 V). Dle Kubecky et al. se jedna o jednu z nejméné invazivnich metod odlovu
ryb (Kubecka et al., 2010). Z omrac¢enych bolend byly nasledné vybrany vzorky podle téchto
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kritérii: pfiblizn¢ stejna velikost (rozmezi 48 — 51 cm), dobry zdravotni stav a pohmatem
absence ovulace u samic — bticho bylo pevné. Samicim byly nejdiive odstranény dvé Supiny
na hibeté a byly jim vpraveny injekéné 2 ml fyziologického roztoku (aby v obou ¢astech
experimentu ryby prosly stejnym zachazenim liSicim se pouze absenci aktivni latky). Boleni
byli vZzdy v paru umisténi do ptipravené kad¢ a kazdy par byl monitorovan po dobu 165 minut
webkamerou (Genius FaceCam 1000X V2, KYE Systems Corp, Tchaj-wan). V druhé fazi
tohoto experimentu byly samicim vpichnuty 2 ml prostaglandinu o koncentraci 400 pg/kg,
byly vraceny do stejnych kadi a opét byly pary monitorovany po dobu 165 minut. Vybaveni

k této ¢asti experimentu je v tabulkach 6 a 7.

Pro zhodnoceni vlivu prostaglandinu byly i na zakladé experimentu Staceyho et al.
(Stacey et al., 1987) vybrany 3 behavioralni parametry, na kterych je prukazné mozno
pozorovat zmény v chovani samct.

a) aktivita - kolikrat samec bolena aktivné pieplave na druhou polovinu kadé za
samici, ktera naopak aktivni neni, nejedna se tedy o nahodné setkani, kdy oba pluji, ¢asto v
protisméru; kade jsou ve videich rozdéleny na Ctyfi Ctvrtiny, méfeno bylo tedy podle nich;
piedpoklad je, Ze sexudln€ navnadény samec plave za samici aktivnéji vice

b) ¢ichovy stimul - samec sleduje ve vodé pach samice, pluje v jeji stopé a piiblizuje
se k ni v pohlavni oblasti

c) - socialni stimul - samec se ptiblizi k samici a aktivné do ni rype ¢enichem nebo

hlavou

Zaznam byl opét ulozen pod specifickym kodem k pozd€jsi analyze. Po skonCeni
experimentu byli viichni boleni vypusténi zpét do vodni nadrze Svihov. Poté byl zaznam

vyhodnocen jako dvojity slepy experiment.

Na zhodnoceni ziskanych dat byl pouzit dvouvybérovy t-test s rovnosti rozptylta (Tab.

8, 9, 10), ve kterém byly definovany nulova a alternativni hypotéza takto:

Ho: Prostaglandin nemé na reprodukéni chovani (aktivita, ¢ichovy stimul, socialni stimul)
samctl vliv.
Ha: Prostaglandin ma na reprodukéni chovani (aktivita, ¢ichovy stimul, socialni stimul)

samcu vliv.
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4 Vysledky

Na zdkladé méfeni vzorkli ve hmotnostnim spektrofotometrubyly namétfeny ve
vzorcich nésledujici koncentrace PF2-a (Tab. 5), kterébyly vyneseny do grafu (Obr. 1).
Samice bolena dravého zacaly témér ve vSech ptripadech po 48 hodinach uvoliovat
prostaglandin F2-a, tim se jeho pfitomnost u tohoto druhu potvrdila.Na grafu na Obr. 1
pozorujeme, ze dochazi k vrcholu namétenych hodnot az ve druhé poloviné doby méfeni a
nikde nedochazi ke kontinualnimu rtistu nahoru, ani doli. U téméf v8ech vzorku, s vyjimkou
samice v kadi 4, kde doSlo k zaznamenani pfitomnosti Pfg2-a jen u odbéru 16 naopak
hodnoty kolisaji nahoru a dolti a ani u této fluktuace neni patrny kontinualni rast kterymkoliv
smérem. Predpokladany kumulativni trend jeho koncentrace v kadich jsem nezaznamenala
(Obr.1).

Vv

tak u experimentu, kde byl naméfen x = 52,17. Rovnéz rozdily v rozptylu zkoumanych
hodnot nebyly velké, kontrolni vzorek aktivity mél s = 9,79 a experimentalni vzorek
vykazoval dokonce je$té men$i rozptyl s hodnotou s = 6,2, aktivita byla tedy v obou
piipadech pomérné¢ konzistentné¢ nizka s menSim rozptylem. Socialni stimul byl fadove
mnohem ¢etnéjsi, kdy u kontrolniho vzorku bylo x = 134, 67 a u experimentalniho vzorku
227,33. Podobn¢ jako aktivita narostl pocet socidlnich stimulii u experimentalniho vzorku
zhruba dvojnasobné, lisil se vSak v rozptylu hodnot, kdy bylo naméteno u kontrolniho vzorku
s = 9,2 a u experimentalniho s = 16,91. Z jednotlivych behavioralnich parametr byl nejvyssi
rozdil mezi hodnotami kontrolniho testu a experimentdlniho testu naméfen u Cichového
stimulu a to jak v prumérnych hodnotach, tak v jejich rozptylu. U kontrolniho vzorku
¢ichového stimulu byla naméfena velmi nizka hodnota x = 7, zato u experimentalniho vzorku
byla hodnota x = 110, 17. Podobné rozptyl vykazoval vyraznéjsi rozdily, kdy u kontrolniho
vzorku bylo s = 2,71, ale u experimentalniho vzorku bylo s = 18,49 (Tab. 5).

K vyhodnoceni behavioralnich parametri byl vyuzit dvouvybérovy t-test, ve kterém bylo
zjisténo, ze aktivita se signifikantné zvysila po aplikaci prostaglandinu F2-a (t (1)=5,017, p <
0,001, Obr. 2). U behavioralniho parametru ¢ichovy stimul doslo také po aplikaci
prostaglandinu F2-a k signifikantnimu zvyseni ¢etnosti (t (1) = -12,346, p < 0,001, Obr. 3).
Socialni stimul rovnéZ zaznamenal signifikantni nartst Cetnosti po aplikaci prostaglandinu
PF2-a (t (1) =-10,766, p < 0,001, Obr. 4)
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Tim byly pro tento test nulové hypotézy Hy pro vSechny tii parametry zamitnuty a
alternativni  hypotézaHa, Ze reprodukénichovanisamcti je ovlivnéno uvoliiovanim

prostaglandinu do vody, byla dvouvybérovym t-testem v tomto experimentu potvrzena.
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5 Diskuze

Prostaglandiny jsou piirodné se vyskytujici hormony, které béhem ovulace vypoustéji
samice kaprovitych ryb (Stacey et Sorensen, 2004; Sorensen et al. 1988). Prostaglandin F2-a
je doloZen béhem rozmnozovaciho procesu u blizkych ptibuznych bolena, u karase zlatého
(Carassius auratus) a kapra obecného (Cyprinus carpio). Piedpoklad pro tento experiment
byl takovy, ze PF2-a bude vylu¢ovan i samicemi bolena dravého a bude mit stimulovat samce
k sexualnimu chovani. Vysledky z obou ¢asti experimentu tento piedpoklad potvrzuji.
Analyza vzorkil vody, ve které byly umistény ovulujici samice, prokazala ptitomnost PF2-a,
vylu¢ovaného samicemi s nékolikahodinovym zpozdénim po indukci ovulace Ovopelem.
Monitoring samcti, umisténych do kadi s ovulujicimi samicemi, také ukazal souvislost mezi

vypousténim PF2-a samicemi a behaviordlnimi zménami u samct.

Z vysledkti nam vyplyva, ze naméfené hodnoty u vSech vzorkt rostou az ve druhé ¢asti
prvniho experimentu. Zacinaji stoupat v pruméru kolem osmého meéteni, tedy 48 hodin po
zaCatku experimentu, na rozdil od ptibuzného karase zlatého, kde byly zvySené hodnoty
prostaglandini zaznamendny jiz po sedmi hodinach po aplikaci ovulaci spoustéjiciho
piipravku (Sorensen et al. 1988). Ani jeden vzorek nevykazuje kontinualni rtst nahoru ¢i
dold, snad s vyjimkou vzorku v kadi 4, u kterého byly hodnoty naméteny hodnoty pouze u
méfeni 16 (po 72 hodinach). Na druhou stranu nepravidelné kolisani v druhé ¢asti pokusu
pozorujeme shodné u vSech ostatnich vzorku, je tedy nepravdépodobné, Ze by pfi¢inou byla
statisticka chyba. Meéfeni u karasi naopak ukazovala kontinualni rast v ¢ase. Mozna
vysvétleni téchto fluktuaci vidim ve fyzikalnich vlastnostech zkoumané latky. Feromon Pfg2-
a je jakozto latka okamzitého Ui¢inku nestabilni a ma pomérné kratkou zivotnost, uvadi se
poloc¢as rozpadu v praméru 15 hodin s odchylkou 8,2 hodiny (Ishihara et al., 1991). Jako
prvni mozné vysvétleni je tedy mozné, Ze tvorba prostaglandinu je sice Ovopelem v téle
stimulovéna, ale vzhledem k nestabilité této latky se v rybach neudrzi jeji stala hladina dlouho
a proto 1 mnoZzstvi vypousténého prostaglandinu kolisd nahoru a dolfi, podle toho, jak se
rozpada a tvoii v téle; bylo by na misté zvazit moznost, zda na kolisajici hladinu Pfg2-a nema
vliv i stres, pramenici z ptitomnosti ryb v nezvyklém a omezeném prostiedi. Dalsi variantou
by bylo, Ze hladina prostaglandinu v téle ryby je stala, ale vzhledem ke kratké Zivotnosti latky
dochazi k jejimu rozpadu az po vypusténi do vody a vysledné hodnoty tedy neodrazeji nutné
vnitini stav v rybé samotné, ale pouze degradaci feromonu ve vodnim prostiedi. Z téchto
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dvou moznosti povazuji za pravdépodobnéj$i moznost prvni, totiz ze hladina prostaglandinu
je kolisajici uz v ryb¢, kde se ucastni ovulacniho procesu. Nepovazuji za pravdépodobné, aby
Pfg2-a byl vypoustén ve stalé koncentraci a degradovaldo takto nepravideln¢ fluktuujicich
hodnot. Domnivam se, Ze pokud by byl vypoustén ze stabilniho zdroje, namétené hodnoty by
pravidelné oscilovaly kolem néjaké hodnoty, coz nevidime ani u jednoho vzorku (nékteré
hodnoty u vzorku v kadi 6 vykazuji tento jev, nelze to povazovat za prikazné, protoze k tomu
dochazi jen u casti méfeni). Nelze vSak vliv vodniho prostiedi na degradaciferomonu
vyloucit, proto mi jako nejpravdépodobnéjsi piijde kombinace obou, totiz Ze hladina
prostaglandinu kolisa jak vrybé vlivem kratké zivotnosti latky, tak ve vodé rychlym
rozkladem; nasvédcovalo by tomu i to, ze ani po nékolika dnech odebirani vzorkil se
prostaglandin ve vodé exponencialné nerostl, jako u karast. Jeho hodnoty byly v druhé ¢asti
experimentu vyssi, ale stale kolisaly a u n€kterych vzorkl §ly dokonce dolti; je tedy zjevné, ze

jeho Zivotnost ve vod¢ je omezena.

Druhé cast experimentu zahrnovala vyzkum ucinku ptitomnosti PF2-a vylu¢ovaného
ovulujici samici bolena dravého na chovani samcti. Z namétenych hodnot (Tab. 5) vyplyva,
7ze se prokazala souvislost mezi piitomnosti ovulujici samice a vSemi vybranymi
behavioralnimi parametry u samcii. U kontrolnich skupin byly vSechny behavioralni
parametry niz$i, nez u experimentalnich vzorku, nékdy dokonce velmi vyrazné. Aktivita se
pohybovala v nizkych hodnotach u obou vzorku, socialni stimul se pohyboval naopak
Vv pomérné vysokych ¢islech 1 u kontrolnich vzorkti — je nutno uvazit, jestli se zde promitaji
omezené prostory, ve kterych byly ryby umistény. Oba parametry vsSak narostly zhruba
dvojnasobné u experimentalniho vzorku, u obou je tedy patrna souvislost s piitomnosti PF2-a.
Jednoznaéné nejvétsi souvislost byla u¢ichového stimulu. Ten byl u kontrolnich vzorku velmi
nizky a u experimentalnich mnohonasobné vyssi. Vysledky tohoto experimentu odpovidaji
vyzkumu u karase zlatého, ktery také velmi pozitivné reaguje na pritomnost ovulujicich samic
(Sorensen et al. 1988) a potvrzuje vyznamnou roli ¢ichu v rozmnozovacim procesu u

kaprovitych ryb.

Je na misté se ptat, pro¢ byly ptes blizkou ptibuznost s karasem zlatym nameéfen u bolena
deli nastup prostaglandinu u samic i kolisavé hladiny této latky ve vodé. Jednou mozZnosti,
ktera by mohla tuto nepravidelnost ve vysledcich vysvétlovat, je zachazeni s rybami

samotnymi, kdy pii odebirani vzork a pii kontrole ryb mohlo dojit fyzickou manipulaci
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k dniku jiker ven z téla do vody a spolu s nimi k uniku vétsiho mnozstvi prostaglandinu.
Tento faktor nebyl v pribéhu experimentu zaznamenavan. Nakolik by byl vzhledem
k vysledkiim relevantni, je otdzka, protoze ke spontannimu vypousténi jiker dochazi i bez
fyzické stimulace. Kdyby vypousténi jiker a prostaglandinu zéviselo na lidském zasahu, tj. na
odebirani vzorkd, je vzhledem k pravidelnému ¢asovému intervalu odebirani pravdépodobné,
ze by hodnoty naméfeného prostaglandinu opét oscilovaly pravidelné kolem ¢asové osy. Je to
ovSem zajimava hypotéza, ktera mize obé¢ jiz jmenované dopliovat a jisté by bylo vhodné ji
ovéfit dalsim zkoumanim. Dal$i moznosti jsou rozdily ve fyzické stavbé — karas zlaty je
omnivorni a je pomérné drobny, pokud neni omezen prostory akvaria, dordstd 15-36 cm
délky, kdezto bolen dravy je piscivorni, ktery dortsta vice nez dvojnasobné velikosti. Je tedy
mozné se domnivat, ze ve vnitinich procesech, vedouci k ovulaci, mohou byt rozdily. Bylo by
na misté uskutecnit experiment, ktery by zkoumal metabolizaci prostaglandinti v zavislosti na
fyzickych znacich obou ryb a jak se tyto odliSnosti mohou projevovat na hladiné

prostaglandinu v téle samic.
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6 Zavér

Feromony jsou chemické latky zpravidla hormonélni povahy, které jsou v zivocisné Fisi
vyuzivany k nejriznéj$im formam komunikace. Nejcastéjsi zptisob jejich detekce je pies
¢ichové organy, a to jak v suchozemském, tak ve vodnim prostfedi. Cilem mé prace bylo

zjistit, zda feromon prostaglandin F2-a, produkovany samicemi bolena dravého (Leuciscus

aspius) béhem ovulace ma vliv na chovani samcd.

Experiment se skladal ze dvou ¢asti. V prvni se zkoumala produkce prostaglandinu F2-a
u ovulujicich samic. Sesti neovulujicim samicim bolena dravého byl injekéné aplikovan
synteticky hormonalni piipravek Ovopel, pouzivany k navozeni ovulace u samic. Byly
umistény do kadi s vodou, ze které byl kazdych 6 hodin po dobu 6 dni odebiran 1 | vody,
ktera byla nasledné zpracovana a vyhodnocena na hmotnostnim spektrofotometru. Ve druhé
byl zkouman vliv pfitomnosti prostaglandinu ve vodnim prostiedi na chovani samci.
Odlovilo se 6 samct a 6 neovulujicich samic bolena dravého. V ramci kontrolniho méfeni
bylo monitorovano jejich vzajemné chovani po dobu 165 minut, nasledné byl samicim

injek¢né aplikovan PF2-a a opét bylo jejich chovani monitorovéano a nasledné¢ vyhodnoceno.

Poznatky ziskané timto vyzkumem 1 pies jisté odliSnosti odpovidaji obecnym poznatklim
o vlivu sexualnich feromonti na chovani ryb a o dualezitosti ¢ichu jako komunika¢niho orgénu
V zZivoté ryb. Vyzkumem se potvrdil i pfedpoklad, ze samice bolena dravého bude reagovat
pozitivné na indukci ovulace pomoci piipravku Ovopelu, ktery se pouziva i u jinych
kaprovitych ryb. Potvrdil se rovnéz i piedpoklad, Ze samci budou pozitivné reagovat na
pritomnost ovulujicich samic. Soudim tedy, ze je mozné vyuzit tyto mechanismy na bolena
dravého v ochranatské i komeréni sféfe. Zaroven poznatky tohoto vyzkumu potvrzuji, ze PF2-
a funguje jako univerzalni sexudlni hormon u kaprovitych ryb. Vzhledem k tomu, ze
k vytirani bolena dravého dochazi zejména v noci za Giplné tmy (Smejkal et. al., 2018), je
velmi pravdépodobny néjaky druh doplitkové komunikace v ramci druhu. Domnivam se, Ze
dal§si vyzkum této problematiky by se mél zaméfit na mechanismus této doplitkové

komunikace.
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8 Prilohy

Tabulka 1: Laboratorni vybaveni a piistroje pouzité na zpracovani 1 odebraného vzorku

laboratorni vybaveni

manudalni SPE Vacuum Manifold na 20 vzorkl

centrifuga

plastova hadicka délky 70cm

ultrazvukova lazen

lednice

aparatura pro odpafovani vzorkd plynnym dusikem

kapalinovy chromatograf Thermo Scientific Dionex Ulti Mate 3000 UHPLC+

hmotnostni spektrometr Bruker Impact HD high

Tabulka 2: Laboratorni nadoby s objemy pouzité na zpracovani 1 vzorku

nadoba objem
odmérny valec 1000 mi
pipeta 10 mi
pipeta 5mi
pipeta 500 pl
cartridge Supelco Discovery DSC-18 6 ml
stficka s 96% metanolem 250 ml
stficka s destilovanou H20 250 ml
HPLC vialka s insertem 1,5 mi
mikrozkumavka Eppendorf 2 mi
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Tabulka 3: Pouzité chemické latky a jejich objemy ke zpracovani 1 vzorku

chemicka latka mnozstvi
15 % roztok C¢HgO~ 8 ml
roztok CH;OH + 10%BTH 1ml
roztok CH;OH + CHsCOONH. 200 pl
96% roztok CH3;OH cca 50-80 ml
destilovana H,O cca 150 — 200 ml
0,1% roztok CH,0; 1ml
CoH3N 5 mil
CHNaO; 5mi
Ovopel 2 mg
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Tabulka 4: hodnoty koncentraci Pfg2-o v ng/l v jednotlivych kadich (K1-6)

datum  [22.3. 23.3. 24.3. 25.3. 26.3. 27.3.

cas 18:00 0:00 6:00 12:00 18:00 0:00 6:00 12:00 18:00 0:00 6:00 12:00 18:00 0:00 6:00 12:00 18:00 0:00 6:00 12:00
odbér |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 19 20

K1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 302.4 932.89 |0 571,39 [921.3 0 593 728.8 462,15 |422.5
K2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4598.52 |0 0 0 1002.1 |0 548.21
K3 0 0 0 927.58 [559.91 |743.13 |0 1463.01 [3002,78 |1478.66 (1203.4 |1612.13 |[2697.15 (210137 |3520.9 [2514.59 |2326.22 |1321.73 [1183.64 |1669.28
K4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 554,39 |0 0 0 0

K5 0 0 0 0 0 0 0 1592.71 [866.84 832,71 [504.4 1877.93 [1375.12 |1138.11 |1003.96 [2178.62 |2397.4 (191,99 ]2042.05 |4236.12
K6 0 0 0 0 0 0 448.3 877.41 |1422.64 |2971.13 |3541.2 |814.28 [3832.82 |1525.32 [204.5 3459.48 [1191,92 |2885.52 [1599.98 [4089.39
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Tabulka 5: Zaznam pozorovanych behavioralnich parametri samct bolena dravého

behavioralni parametr

kad’ + vzorek Seti‘eni aktivita ¢ichovy stimul | socialni stimul
1 kontrola 10 5 148
experiment 43 118 245
2 kontrola 33 12 120
experiment 53 124 225
3 kontrola 37 6 135
experiment 59 76 203
4 kontrola 24 9 142
experiment 52 97 221
5 kontrola 35 6 136
experiment 60 115 217
6 kontrola 18 4 127
experiment 46 131 253

Tabulka 6: Terénni vybaveni a pfistroje pouzité na monitoring behavioralnich parametru 1
paru bolena draveho

elektricky agregat Electrofisher EL 65 11 GL DC

kad’ o objemu 550 1

nuz

injek¢ni stiikacka o objemu 10 ml

webkamera Genius FaceCam 1000X V2

Tabulka 7: Chemicke latky a jejich objemy pouzité na monitoring behavioralnich parametrti
1 péru bolena dravého

chemicka latka objem
vodny roztok 0,9% NaCl 2 mi
400 pg/kg roztok PF2-a 2ml
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Obrazek 1:Porovnani naméfenych hodnot Pfg2-a u zkoumanych samic v jednotlivych kadich
(K1-6)
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Obrazek 2: Krabicovy graf behavioralniho parametru Aktivita. Vousy vyznacuji interval
spolehlivosti parametru (95%), krabice uddva svym vertikdlnim rozmérem rozmezi mezi

prvnim a tietim kvartilem, prostfedni ¢ara udava median a kiizkem je vyznacen pramer.
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Obrazek 3: Krabicovy graf behaviordlniho parametru Cichovy stimul.Vousy vyznaduji
interval spolehlivosti parametru (95%), krabice udava svym vertikalnim rozmérem rozmezi

mezi prvnim a tetim kvartilem, prostfedni ¢ara udava median a kiizkem je vyznacen pramer.
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Obrazek 4: Krabicovy graf behavioralniho parametru Socidlni stimul. Vousy vyznaduji
interval spolehlivosti parametru (95%), krabice udava svym vertikdlnim rozmérem rozmezi

mezi prvnim a tfetim kvartilem, prostfedni ¢ara udava median a kiizkem je vyznacen pramer.
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