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1. Uvod

Rizeni reprodukce ryb se provadi z n&kolik diivodd, mezi n&Z patii predeviim:
synchronizace terminu rozmnoZovani, pifipadné jeho casového posunu, vytvoreni
predpokladu pro moznost umélé inkubace jiker s cilem sniZeni ztrat v pribéhu
raného vyvoje, moznost vyrazn€jStho vyuziti Slechtitelskych metod, vcetné
nejriznéjSich manipulaci s gametami, kratkodobé a dlouhodobé uchovavani gamet
(s vyuzitim kryogennich technik), pfipadné v dohledné budoucnosti i oplozenych
embryi, umoznujici udrzovani genovych reserv hospodafsky vyznamnych druhi i
ohroZenych a fidce se vyskytujicich druhid a populaci ryb.

Reprodukce vétsiny kaprovitych ryb i fady jinych druhii ryb vyuZivanych v
akvakultufe je provddéna obvykle pomoci hormondlné indukovaného vytéru. K
indukci ovulace jikernacek kapra a dalSich kaprovitych i fady jinych druht ryb se jiz
nékolik desetileti obvykle pouzivd metoda tzv. hypofyzace. Ta je zaloZena na
injekénim podani gonadotropinu obsaZeného v rybi, nejcastéji kapii hypofyze.

U nékterych druhli ryb (napf. kapr) je poddni GnRHa k indukci ovulace v
dasledku antagonistického ucinku dopaminu k indukci ovulace neicinné. Byla ale
uspésné odzkousena soucasnd aplikace GnRHa a nékterého z dopaminergnich
inhibitord (Koufil a Hamackova, 1996a). U sumce bylo ovéfovdno pouziti analogu
GnRH bez a spolu s podanim dopaminergniho inhibitoru isofloxythepin, bez zjiSténi
rozdilu v poctu vytfenych a pii nesignifikantnich rozdilech v dosaZené plodnosti
(Koufil a kol., 1996¢).

V soucasnosti se Usili vyzkumu v fizené reprodukci ryb zaméfuje na nalezeni
ovulace (a spermiace), obsahujici oba vySe uvedené ucinné komponenty (Haffray a
kol., 2005). Soucasné je Zadouci, aby pouZivané prepariaty nezpusobovaly pokud
mozno zZadné vedlejsi Ucinky - vysokou povytérovou mortalitu generacnich ryb a
umoziiovaly opakovatelnost umélého vytéru v nésledujicich reproduk¢nich sezénéach.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit optimalni zptisob hormonalni indukce

ovulace jikernacek sumce velkého s pomoci hormondlniho kombinovaného



pfipravku, obsahujici GnRHa spole¢né s dopaminergnim inhibitorem, Dagin
(izraelsky preparat). Urcit zavislost pribéhu intervalu latence na teploté vody a ovéfit
jeho ucinnost k indukci ovulace.

Pfi praci bylo pouZito anestetikum (hfebickovy olej) s cilem omezeni
manipula¢niho stresu u ryb a usnadnéni prace s rybami pifi véazeni, injikaci
hormonadlnich pfipravki, kontrole dosazeni ovulace a vlastnim umélém vytéru

jikernacek sumce velkého.



2. Literarni prehled

2.1 Biologie sumce velkého

2.1.1 Systematika

Sumec velky (Silurus glanis) je v zoologickém systému zaclenén nésledovné
(Barus a kol., 1995):
Ttida: Ryby (Osteichthyes)
Nadrad: Kostnati (Teleostei)
Rad: Maloostni (Cypriniformes)
Podiad: Sumcovci (Siluroidei)
Celed: Sumcoviti (Siluridae)
Rod: Sumec (Silurus Linnaeus, 1758)

Druh: Sumec velky (Silurus glanis Linnaeus, 1758)

2.1.2 Popis ryby

Sumec velky ma protdhlé télo, které se zuzuje od Siroké hlavy smérem k
ocasu. Ocasni ¢ést té€la za rozSitenym bfichem je ze stran zplostéld. KizZe je bez
Supin, lysd a hladkd. Hlava je svrchu zplo§téld. Usta jsou Sirokd, s masitymi rty a
jemné ozubenymi predcelistnimi kostmi. Velmi malé oci jsou umistény bliZe svrchni
¢asti prodlouzené predcelisti a posunuty spisSe k vrchni Casti hlavy. Celkova délka téla
obvykle dosahuje 100-150 cm , hmotnost 10-30 kg (Barus a Oliva 1995).

Zbarveni je nendpadné, mdlo kontrastni. Zdklad tvofi tmavé modroSeda ci
Sedoolivové zelend barva, hibet je modroc¢erny, jednotlivé tmavy, nékdy i nahnédly,
boky svétlejsi, Spinavé nazloutlé, s mramorovanou kresbou vice ¢i méné vyraznou,
bficho Zlutobilé, ¢asto i s Sedymi skvrnami a jemnym tmavym sifovanim ¢i teckami.

Dva nejdelsi vousy na horni Celisti jsou na vrchni strané tmavé, na spodni pak svétlé,
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stejné jako vousy na spodni Celisti a bradé, které jsou svétlé az nartizovélé (Mihalik
1968, Horoszewicz 1971).

Ploutevni vzorec je podle Banaresca (1964), Vladykova (1931) a Olivy
(1968): D 3-5; A 77-92; P, 14-17; V 11-13.

Pohlavni dimorfismus je v propor¢nich znacich u sumce velkého nevyrazny.
Mihalik (1968), Horoszewicz (1971), Sedlar a Zitiian (1977) uvadéji, ze samci maji
hranat&j$i a $ir$i hlavu neZ samice. Ritni otvor je u samcli ve tvaru vizké podélné
Stérbiny, u samic okrouhly. Mocopohlavni bradavka samci je Spicatd a casto
pigmentovand, u samic je spiSe zaoblena a vétSinou nepigmentovand. Tésné pred
se traduje, Ze samci mivaji tmavéji zbarvené bficho a ozubeny tvrdy prvni paprsek
prsnich ploutvi. Koufil a kol. (1981b) pii umélém vytéru zjistili, Ze vétSina uvadénych
rozliSovacich znakii pro urceni pohlavi u sumce velkého je zna¢né nespolehliva.
Pouze rozdily ve tvaru a zbarveni urogenitdlni papily, kterd je u samic Sir$i, vypoukld
s vétSim pohlavnim otvorem a u samcu uZzsi, plochd s mensim pohlavnim otvorem,

umoziuji pfi urcité chovatelské praxi pomérné bezpecné rozlisit pohlavi.

2.1.3 Vyskyt a stanovisté

Plvodni aredl vyskytu sumce velkého zahrnuje vétsi ¢ast Evropy od feky Ryn
smérem na vychod v fekdch a vodich patiicich do pomoii Baltského, Cerného,
Kaspického more a Aralského jezera. V povodi Ryna se vyskytuje pouze v jeho horni
¢asti, jak zaznamenal na zdkladé dokladu jiz Siebold (1863). Soucasti aredlu rozsiteni
sumce jsou i feky vtékajici do Cerného a Kaspického mote a Aralského jezera z jihu.
Chybi v Anglii, ve Francii (s vyjimkou povodi feky Doubs), na Pyrenejském
poloostrové, v Itdlii a v zdpadni Casti Balkdnského poloostrova (Berg, 1948-1949).
Mimo tento aredl se muze vyskytovat v disledku dovozu a vysazeni, napf. v Anglii
(Maitland 1972).

Sumec velky vyZaduje vodni prostiedi s ¢lenitym dnem a biehy s dostatkem

tkrytd. Stanovisté, kde odpociva zalehly v klidu, tvofi dkryty — zatopené kioviny,
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stromy, kameny, kofeny, vyvraty a vymoly ve dné. Vétsi jedinci vyhledavaji hlubsi
vodu. S vyjimkou zimy a obdobi tfeni je sumec vétSinou svému stanovisti vérny. Tyto

skutec¢nosti potvrzuje téZ Sabanejev (1892)

2.1.4 Chovani

Oproti dfivéjsim ndzorim o samotafstvi sumce velkého (napf. Dyk 1956)
povazuji Sedldr a Zitiian (1977) sumce za rybu spoleenskou, nebranici své
teritortum. I nejvétsi jedinci s vyjimkou tieni se snédSeji s dalSimi, pokud neni
velikostni rozdil pfili§ velky, nebof u tohoto druhu je béZny kanibalismus. V malych
sadkdach, ¢i Zlabech v obdobi pfed tfenim, nebo po hormondlni stimulaci dochdzi
Casto k vzdjemnému napadani i poSkozeni. Proto je vhodné jedince individudlné
separovat (Koufil, dstni sdé€leni). Sumec je aktivni prfedevsim v noci, kdy sbird a lovi
potravu. Je to vyrazné teplomilné ryba, a proto jeji pohyby a chovéni jsou vyrazné
ovlivilovdny teplotou vody. S poklesem teploty vody se aktivita sniZuje a
nejchladnéj$i ro¢ni obdobi preckdva v zimnim klidu vétSinou v nejhlubSich mistech,
jak prokdzala provadénd pozorovani pod ledem (Lelek a kol. 1964). Nejvyssi aktivitu
vykazuje sumec velky v obdobi pfed tfenim, tj. koncem dubna a v kvétnu a v
nejteplejsich mésicich. Simek (1959) upozoriiuje na pomé&rnou mritnost sumce pii

lovu potravy a pro néj typické udery o hladinu, lovi-1i pfi povrchu.

2.1.5 Potrava a rust

Prevaznou vétSinu potravy sumce velkého, s vyjimkou nejmensich jedinct,
tvorii ryby a pripadné 1 dalsi obratlovci. V pfirozeném prostiedi jsou prvni potravou
plidku buchanky, drobné perloocky, nejmensi vyvojova stadia pakomadrd, jepic,
posvatky, chrostici aj. (Vasiliu a Popescu 1943, Hochman 1966a, 1969). Pokusy s
odkrmem plidkt do stafi 14 dnd potvrdily, Ze nejvhodnéjsi pocatecni potravou je
zooplankton, v dal§im obdobi se jako vhodna potrava uplatnily niténky (Koufil a kol.

1984). Z nahradnich krmiv pfi odchovu pfijimal sum¢i plidek upravenou slezinu,
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Jjatra, maso a specialni granule (Hochman 1969).

V podstaté o potravé sumce velkého plati, Ze jeji hlavni Cast tvofi ty druhy
ryb, které jsou v okoli jeho stanoviSté¢ nejpocetnéjsi a velikostné nejvhodnéjsi.
MnozZstvi poziené potravy muze prevySovat i 10 % jeho celkové hmotnosti a
ojedinéle i 15 %, jak uvadi Sedlr a Zitiian (1977).

Velmi dobry rist vykazuje sumec v rybni¢nich podminkéch. V pohotelickych
rybnicich na jizni Moravé dortstal sumec v prvnim roce 13 - 28 cm a 20 - 200 g, ve
druhém roce 380 - 600 mm a 350 - 1 340g, ve tfetim roce 430 - 735 mm a 570 - 3
500g, ve ctvrtém roce 750 mm a 3,0 kg, v patém roce 890 mm a 4 - 5 kg. Obdobné
tempo rastu sumce bylo zjisténo i v rybnicich na Trebornisku (Hochman 1966b).

V soucasnosti jsou vSechny vékové kategorie sumce chovany 1 ve specidlnich
zafizenich (pritoc¢né a recirkulacni systémy s oteplenou vodou) a krmeny kompletni
krmnou smési. Rust zdvisi na pouzité technologii chovu (teplot¢ vody, intenzité

krmeni atd.) (Mares, 2007).

2.1.6 RozmnoZovani

Pohlavni dospélost podle Dyka (1956) nastdvd u samct ve tfech letech a u
samic ve tfech az Ctyfech letech. K vytéru sumct v naSich podminkach dochazi v
dobé, kdy teplota vody dosahuje 19 - 22 °C (Hochman 1970, Hochman a Krédl
1957), coz byva obvykle koncem kvétna a nebo v prubéhu cervna. Podle uvedenych
autorti probiha vytér sumce v pozdnich vecernich a no¢nich hodindch, kdy se po
vzestupu teplota vody ustéli okolo 20 °C. Jako podklad pro uklddéani jiker slouZi
kofinky a kofenovy systém stromd, kefii, kofenové vlaSeni vodnich rostlin; tyto
materidly se pouZivaji i pro zhotovovdni umélych hnizd pii poloumélém vytéru
sumcu (popis viz Mihdlik 1957, 1968).

Plodnost samct u nds studoval Linhart (1984), ktery zjistil ve smési spermatu
a moCi v priméru 2,71.10° spermii v jednom mm?3. Pohyblivost spermif trvala az 150
s. Pfi umélém vytéru 16 samic o primérné hmotnosti 4,7 kg Cinila tzv. pracovni

relativni plodnost (skute¢né vytfené jikry) 11800 ks.kg™ hmotnosti samice. Hmotnost
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jedné jikry dosahovala v priméru 6,2 mg (Koufil a kol. 1981b). Po oplozeni a
nabobtnani dosahuje velikost jiker v priméru 3 mm (az 3,5 mm), kdyzZ tésné pred
vytfenim maji v priméru okolo 2 mm. Vyvoj oplozenych jiker trva 50-70 dennich
stupnii; Hochman a Krcal (1957) zjistili, Ze délka vyvoje oplozenych jiker pii teploté
17 - 22 °C je tii dny (52 d°). Koufil a kol. (1981b) uvadéji pro vyvoj jiker obdobi 2 -
3,5 dne pri teploté vody 19 - 25 °C. Vylihly plidek sumce je 6 - 7 mm velky, ma

vyrazny Zloutkovy vicek a je svétloplachy (Horoszewicz 1971, Putschogl 1983).

Obr. 1. Sumec velky (Anonymus, 2009a)

2.2 Umély vytér ryb

2.2.1 Hormonalni Fizeni reprodukce ryb

K fizenému rozmnozovani hospodarsky vyznamnych, sportovné vyuzivanych,
okrasnych, akvarijnich a v neposledni fad¢ také ohrozenych druhd ryb se v soucasné
dobé bézné vyuzivd metod poloumélého a umélého vytéru s vyuzitim hormondlni
indukce ovulace a spermiace ryb.

Gondady (pohlavni organy) jsou bifunkcni organy, které maji za kol produkci
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zarode¢nych bunék a pohlavnich hormond. Mezi obémi funkcemi je velmi uzky
vztah, nebof pro tvorbu a vyvoj zdrodeénych bunék je potfeba relativné velkd
koncentrace pohlavnich hormont. Ovdria (vaje¢niky) produkuji ovocyty a pohlavni
hormony estrogeny a progesteron, testes (varlata) produkuji spermatozoa a
testosteron (Murray a kol., 1998).

Na hormondlni fizeni reprodukce ryb maji nezanedbatelny vliv rtizné vnitini
¢i vngjsi faktory. Do vnitinich faktorti zafazujeme zejména zdravotni a kondi¢ni stav
generacnich ryb, ovlivnény naptiklad kvalitou krmiva, hygienou a technologickym
zpuisobem chovu. Mezi vnéjsi faktory (vlivy prostiedi) se musi predevsim zaradit
svételné a teplotni podminky. Na kaprovité ryby ma spiSe vliv teplota prostiedi,
naopak na ryby lososovité svételny rezim. U obou piipadi se jednd nejen o aktudlni
stav, ale hlavné o zmény v podminkdch (zvySovani nebo snizovéni teploty vody,
respektive prodluZzovdni nebo zkracovani svételného dne). DalSimi vyznamnymi
vnéjSimi faktory jsou: obsah ve vodé rozpusténého kysliku, soli, mnoZstvi
metabolickych produkti (napiiklad amoniak, dusitany atd.), pH, vySka vodniho
sloupce, proudéni vody, pro nékteré druhy obsah huminovych latek vyplavovanych
pii zaplavach, dale pritomnost vytérového substratu (dilezity pro fytofilni druhy ryb,
jako je vétSina kaprovitych, Stika a jiné) a dalsi. Také ptitomnost ryb stejného druhu
opac¢ného pohlavi ¢i vytérového hejna plisobi velmi stimulativné. Tyto informace jsou
pfijimdny a analyzovdny centrdlni nervovou soustavou (CNS) ryb. Zminéné
souvislosti jsou podrobnéji rozebrany ve studiich (van der Kraak, 1983; Matty, 1985;
Pankhurst, 1998). Prfirozené endokrinni fizeni reprodukce probihd v ramci osy
hypothalamus — hypofyza — gonady a je prehledné popsano fadou autori (van der
Kraak, 1983; Matty, 1985; Pankhurst, 1998; Yaron, 1995). Vztahy produkovanych
gonadotropnich hormonit (GtH) jsou regulovany inhibi¢né plisobicim dopaminem
(DA) a stimuloviny ucinkem spousStéciho hormonu gonadotropinu (GnRH). GtH je
syntetizovdn v hypofyze — podvésku mozkovém. Jind situace se vyskytuje u druht
ryb, u nichZ se DA neprojevuje inhibi¢nim uc¢inkem na sekreci gonadotropinu (GtH).
Modulac¢ni efekt zde ma serotonin. Tento zptisob neuroendokrinniho fizeni spousténi

GtH je prokdzan pouze u relativn€é malého poc¢tu druhd kostnatych ryb (Khan a

Thomas, 1992). Existuji dva rozdilné gonadotropni hormony (GtH), jedna se o GtH-I
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a GtH-II, oba jsou produkované hypofyzou, uc¢inkuji pfi stimulaci syntézy DNA v
gonadach a pfi biosyntéze steroidii. Pfitomnost GtH-I je spojena s ranym vyvojovym
stddiem a GtH-II se uplatituje v pribéhu dozravani (Swanson, 1991). V priibéhu
gametogeneze a vitellogeneze odpovidaji vajecniky na stimulaci gonadotropiny (GtH)
produkci 17B-estradiolu (E2) a testosteronu (T). Estradiol (E2) stimulujici jaterni
syntézu vitelogeninu je aktivné transportovan do zvétSujicich se ovocytd s pomoci
gonadotropinu (GtH) (Specker a Sullivan, 1994). Testosteron neni v fidici roli, ale
jeho uroven v plazmé€ odrdzi vyvdZenost mezi syntetizovanym testosteronem a
mnoZstvim, které je pfemétiovano na 17B-estradiol. Na zacatku zdvére¢ného dozréni
ovocyti (FOM) dochdzi k prvnimu sniZeni hladiny 17B-estradiolu (E2), pak je
produkovan testosteron (T) a dochazi k dozrdni indukujiciho steroidu (MIS)
17a,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one  (17a,20BP) nebo 170,20B, 21-trihydroxy-4-
pregnen-3-one (20BS), oba plisobi na zdvére¢né dozrani ovocytd (Thomas, 1994). U
vétsiny testovanych druhd ryb se objevuji prostaglandiny (PGS) produkované ve
folikulech jako odpovéd na gonadotropin (GtH-II) (Goetz a kol, 1991).

Cinnost vaje¢niki a jater je rovnéZ ovliviiovana steroidnimi hormony. U
ovaridlnich steroidd se také projevuje ucinek zpétné vazby na mozek a hypofyzu.
Ukazuje se, Ze testosteron a estrogeny mohou stimulovat syntézu GtH v hypofyze u
fady druhti (Kobayashi a kol., 1989; Linard a kol., 1995). To je idea hlavniho t¢inku
hypofyzy pomoci pulzu pted ovulaéniho GtH-II, ktery ndsledné stimuluje syntézu
steroidll indukujicich dozravani (MIS) (Trudeau a kol., 1991). Testosteron a E2 také
maji negativni zpétnou vazbu pomoci ucinku pfi vyvoldni zvratu pomoci DA (odtud
inhibi¢ni charakter) v pribéhu raného vyvoje pfi dozravani. Také toto je dikazem
steroidnitho ovliviiovdni biosyntetické aktivity neurond produkujicich spoustéci
hormony gonadotropinu (GnRH), kviili moznému uc¢inku dal$ich neurohormonti.

MIi¢4ci na rozdil od jikernacek maji nizkou aktivitu aromatazy, nebo se viibec
nevyskytuje. Hlavnimi steroidnimi produkty v pribéhu gametogeneze jsou
testosteron a jeho derivat 11-keto-testosteron (11KT). Testosteron principidlné
odpovidd za regulaci gametogeneze, ponévadZz 11KT stimuluje vyvoj druhotnych
pohlavnich znakl (Pankhurst a Carragher, 1991) a oboji maji za nasledek modulovani

riznych projevil reprodukéniho chovani (Pankhurst, 1995).
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Hormonalni indukce vytéru u ryb je vlastné iniciace téchto procesti pomoci

exogennich hormont (Tyler a kol., 1990).

Obr. 2: ZjednoduSené schéma hormonélniho fizeni ovulace u ryb (Koufil a kol., 1999).

HYPOTHALAMUS |

—
Gonadotropin
releasing
hormc;n (GnRH)

Y
HYPOFYZA | +—GnRH a GnRH analogy

[
Gonadotropin

|

OVARIA Extrakt hypofyzy
+— ? i [
i Preparaty obsahujici GtH
Dozravani
oocytl +«———FEstrogeny
Ovulace +«—Prostaglandiny

2.2.2 Ekologicky a hormonalné indukovany vytér

Ekologicky indukovanym vytérem ryb se rozumi zejména pouZiti neinvaznich
metod. Jde o tdpravu teplotniho a svételného reZimu prostiedi, ve kterém jsou ryby v
obdobi pied vytérem drZeny tak, Ze pfiznivé pisobi na zavérecné dozrani, ovulaci a
indukuje piipadné i vlastni vytér. Hormondln€ indukovanym vytérem se rozumi
podani exogennich hormont (zpravidla pouziti invaznich metod - injekéni podani),
které vyvola zavérecné dozrani, ovulaci a pripadné vytér ryb.

Na zédkladé vySe uvedené kapitoly je patrné, Ze hormondlni indukce ovulace
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jikernacek (a obdobné indukce spermiace u mlicakil), je mozna nékolika zptisoby.
Jedna z nich je zaloZzena na pouziti spoustécich hormont gonadotropinu (GnRH) ¢i
spiSe jejich funk¢nich analogli s vyrazné niz§imi prahovymi ddvkami neZ prirozené
GnRH (af jiz sav¢i, kuteci ¢i rybi) (Cooperative Team, 1975; The polypeptide group,
1976; Donaldson a kol., 1981; Barth a Koufil, 1986; Lin Hao Ren a kol., 1986).

Dobré vysledky v reprodukéni manipulaci dava pouziti spoustéciho hormonu
gonadotropinu riznym zpusobem v protrahované formé (pomalu se uvoliujici G¢inna
latka obsazend v peletach, zavedenych jednoduchym zpisobem pod kizi ¢i do
svaloviny). Toto jsou pouzivané zplsoby k vyvolani ovulace u ryb, které dokoncily
vitellogenezi, ale nedokdZi podstoupit zavéreéné dozrani oocyti (FOM) a hydrataci
spermatu u mli¢aka (Pankhurst, 1994).

Pfi podani samotnych syntetickych hormondlnich piipravki, analogi GnRH,
v nékterych piipadech miZe dochdzet k selhani fizené reprodukce. U¢inek GnRH
muzZe byt zlepSen metodou podéni spolu s dopaminergnimi inhibitory k zablokovani
jejich tonického ucinku. U druhti, u nichZ zptisob indukce ovulace pomoci analogt
GnRH nenf u¢inny (napf. u kapra), pfichdzi v dvahu soucasné pouziti analogu GnRH
a nékterého z dopaminergnich inhibitorG - reserpin, domperidon, haloperidon,
pimozid, metaclopromid, sulpirid, isofloxythepin (Lin Hao Ren, 1986; Woynarovich,
1992; Mikodina a kol., 1997; Barthova a kol., 2000).

Klasické je oSetfovani ryb rybimi gonadotropiny (obvykle pivodem z kapra — ve
sttedni Evropé€ a jihovychodni Asii, nebo cejna velkého — v Rusku, Litvé a Polsku,
resp. od tichooceanskych lososi — v Severni Americe). V podminkdch stfedni
Evropy, ale i fady dalSich oblasti s rozvinutou akvakulturou, je doposud jednoznacné
nejpouzivanéj$im postupem pii hormondlni indukci reprodukce ryb tzv. hypofyzace
(s pouzitim rizn€ upravené kapii hypofyzy). Rozvijeny byly metody pouziti
purifikované kapii hypofyzy (Hulovd a kol., 1994), vletné kalibrace obsahu GtH
(Yaron, 1995). V nékerych pripadech (zejména v jihovychodni Asii, ale i v Polsku),
byl k indukci vytéru ovéfen a v praxi je casteCné pouzivdn 1 humdanni
choriogonadotropin (hCG), ziskdvany extrakci z moce téhotnych Zen (Richter a kol.,

1987; Pankhurst, 1994).

Podle Yarona (1995) srovnani mezi metodami hypofyzace a podanim analogu
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GnRH spolu s dopaminergnim inhibitorem na pfikladu umélé reprodukce kapra v
Izraeli 1 jinde ukazalo na jedné strané sice vhodnost a spolehlivost pouZiti osvédcené
kapfti hypofyzy. To jen za predpokladu, Ze GtH obsazeny v extraktu z kapii hypofyzy
je kalibrovany. Naopak metoda s vyuzitim analogii GnRH a dopaminergnich
inhibitorti se jevi vyhodna vzhledem ke své relativné nizké cen¢ a dostupnosti. Navic
je nutno brat v tvahu i urité potencidlni riziko moznosti $ifeni pfipadnych patogent
spolu s hypofyzarnim materidlem (Yaron, 1995; Haffray a kol., 2005).

V soucasnosti se nabizi moznost pouZziti kombinovaného podani analogti GnRH
a dopaminergnich inhibitord jiz v jedné lékové formé (napf. izraelsky piipravek
Dagin, ¢i madarsky ptipravek Ovopel aj.). Po roce 2000 nalezl piipravek Ovopel
uplatnéni i v Ceské republice, konkrétn& na jiho&eskych rybich lihnich v Mydovarech
a Mokrinach (Vachta a Kfiz, osobni sdéleni).

Spolecné oSetieni spouStécim hormonem gonadotropinu (GnRH) nebo
gonadotropinem (GtH) a steroidy (nebo substraty pro steroidni biosyntézu) muize také
byt efektivni pro stimulaci dozrdvani gondd, které je vSak vyuZivdno jen velmi
omezené (Pankhurst, 1987). MoZnost pouZiti ke stimulovani vytérového chovani u
jikernacek nékterych druhd ryb je i s prostaglandinem PGF2a (Kobayashi a Stacey,
1993). Je zde Sance budouciho uplatnéni pouziti PG rozpusténého pfimo ve vodnim
prostiedi (Stacey a Cardwel, 1995).

Prehled zptisobt injikace kapii hypofyzy (a analogicky i jinych preparati
vyuzivanych k indukci vytéru u ryb), jsou pfedmétem studie Koufila a kol. (1990).
Hormonalni indukce ovulace formou injekéni aplikace rliznych hormondlnich
pripravkd je v soucasnosti béZny zplisob pouzivany pii poloumélém a umélém vytéru
ryb.

Vzhledem k celé fadé vnéjsich a vnitinich faktord se vyskytuji, pfi praktickém
vyuziti soucasnych poznatkl pii fizené reprodukci ryb, Casté neuspéchy. MoZnosti
jejich pficin a eliminace neptiznivych efektd se pokusil klasifikovat Pankhurst (1998)

(viz tabulka 1).
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Tab. 1. Prehled moZnych piipadd a feSeni problémil reprodukce ryb (podle Pankhursta,

1998).

Problém Pri¢ina Zpusob feseni

Gamety se | stres chovatelsky zdsah sniZenf stresové zatéze

nezvetSuji zvySeni objemu chovného prostoru
vyZiva uspokojeni nutri¢nich poZzadavki
hormonélni zdsah aplikace pelet obsahujici GnRH s

protrahovanym tc¢inkem
Nedochdzi k | fyzikdlni | dprava kvality
zavérecném prostiedi
socidlni | fizené nasazovani | v obdobi zdvéreéného dozravani oocytd

u  dozrani
generacCnich ryb

oocytl — - ———— —
hormondln{ terapie injek¢ni aplikace prostaglandind
Nedochdzi k | fyzikdlni | dprava kvality
vytéru prostredi
socidlni | fizené nasazovani pro zavére¢né dozravani oocyti
hormonalnizasah injikace prostaglandind

Nevhodnost | fyzikdlni | fizeni kvality prostfedi | fototermalni manipulace pii fazovani
vytérového cyklu

obdobi

2.2.3 Historie hormonalné indukovaného umélého vytéru ryb

Vyzkum v oblasti hormondlniho fizeni u ryb je pomérné rozvinut a mé fadu
divodi. Napiiklad se jednd o srovndvaci a vyvojovou endokrinologii, kterd ma
nemaly vyznam ve fylogenezi, dale pak ve vyuzivani rybich hormonti v humanni
terapii a aplikaci v akvakultufe. Schopnost pfirozenych hormont ryb vyvolavat
ovulaci a spermiaci byla jiZ zndma ptfed zhruba sedmdeséti lety. Této znalosti se také
pres pét desitek let tspéSné vyuziva v chovatelské praxi.

Jiz v letech 1930 - 1934 byly v Jizni Americe realizovdny prvni pokusy s
hormonalni indukci umélého vytéru Zivorodych halancikt za pouziti rybi hypofyzy
obsahujici d¢innou latku gonadotropin (von lThering, 1937). Hasler (1939) popisuje

hormondlni indukci ovulace dosaZenou u pstruha duhového (Oncorhynchus mykkis).

Gerbilskij (1941) se zmifiuje o vytéru jesetera hvézdnatého (Acipenser stellatus)

20



dosazeného v Rusku aplikaci dvou dil¢ich davek hypofyzy. Pocatkem padesatych let
nastal v Ciné vyznamny rozvoj metody vyuZivajici hypofyzarni injekce. Poprvé byla
metoda pouzita u amura ¢erného (Mylopharingodon piceus) a tolstolobce pestrého
(Aristichthys nobilis). Pozd&ji nasledovaly 1 dal§i druhy ryb, jako amur bily
(Ctenopharyngodon idella), tolstolobik bily (Hypophthalmychtys molitrix) a
kaprovité ryby (Labeo rohita, Catla catla a Cirrhinus mrigala) (Matty, 1985; Yaron,
1995). Na evropském kontinentu se predevSim zasluhou ruskych a madarskych
vyzkumnikli zavedla metoda hormonélné indukovaného umélého a poloumélého
vytéru ryb, nejprve u kapra obecného (Cyprinus carpio) a pozdéji také u dalSich
rybich druhd (Tamds a Horvath, 1985; Horvéth a kol., 1984, 1992). Jalabert a kol.
(1977), Koufil a kol. (1985) a Hulové a kol. (1994) pisi o izolaci a charakterizaci
rybich i sav¢ich gonadotropinii a moZnostmi jejich vyuzivani pfi indukovaném
umélém vytéru ryb. Vyznamnou etapou na prelomu Sedesitych a sedmdesatych let
byl objev spoustécich faktorti (hormonti) gonadotropnich hormonti. Tyto latky af uz v
prfirodni ¢i pozdé€ji v syntetické podobé byly v sedmdesitych a osmdesatych letech
pomérné rychle odzkouSeny a vyuzZivdny v chovatelské praxi. Nejvétsi podil na tomto
méli védci z Ciny (Cooperative Team, 1975; The polypeptide group, 1976), ktei{ tyto

latky vyuzivali pfedevs$im k reprodukci kaprovitych druhd ryb.

Tab. 2. Sekvence aminokyselin v pfirozenych spoustécich hormonech gonadotropnich

hormont (GnRH) u riznych skupin obratlovcti (Woynarovich, 1992).

GnRH 1 2 |3 4 |5 6 7 8 9 10 Analyzovéano
Schally a
Savei pGlu |His |Trp |Ser | Tyr |Gly [Leu | Arg |Pro |Gly NH, |Guiellermin,
1971
King a Miller,
Kufeci I. [pGlu [His | Trp | Ser | Tyr [Gly |Leu |Gln |Pro | Gly NH,
1982
Kureci Miyamoto a
pGlu |His |Trp |Ser |His |Gly [Trp |Tyr |Pro | Gly NH,
1L kol., 1984
Sherwood a
Lososi{ pGlu |His |Trp |Ser | Tyr |Gly [Trp |Leu | Pro | Gly NH,
kol., 1983
Mihulo- Sherwood a
pGlu |His |Trp |Ser |Leu |Glu [ Trp |Lys |Pro | Gly NH,
Vitych kol., 1983
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U nés prvni impuls k vyuzivani spoustécich faktorti gonadotropnich hormont
pfi indukci vytéru ryb dali Barth a Koufil (1981), soucasné priblizili dosavadni prvni
kladné vysledky c¢inskych autorti a dédle zduraznili mozZnosti budouciho Sirokého
vyuziti téchto hormonti pfi umélé reprodukci ryb. To se potvrdilo dspéSnou aplikaci u
lina obecného (Tinca tinca) (Koufil a Barth 1981a) a nasledné i u amura bilého
(Koufil a kol.,1982). Donaldson a kol. (1981) a van der Kraak (1983) se ve svych
vyzkumech zaméfili na uZziti spoustécich hormonit pii indukci ovulace a
synchronizaci vytéru lososi. V osmdesatych letech byly provedeny prvni Gspé$né
pokusy u nékterych kaprovitych i jinych druhti ryb s ndhradou kapii hypofyzy savéim
spoustécim hormonem gonadotropinem (mGnRH) (napfiklad u lina (Koufil a
kol.,1986)). Na rozdil od Ilina nebylo pfi jednordzové aplikaci samotnych
superaktivnich analogi GnRH jikernackdm kapra dosaZeno dobrych vysledki
(Koufil a kol., 1982). Pfi¢inou je inhibi¢ni dcinek dopaminu ovliviujici produkci
gonadotropnich hormont (GtH) v adenohypofyze (Pankhurst, 1998). To zplisobuje u
nékterych druhtt ryb (vCetné kapra) po podini GnRH nebo jejich analogl
nedostate¢nou nebo Zaddnou hormondlni odezvu. Eliminace tohoto jevu je pravé
mozna soucasnym injekénim podanim nékterého z dopaminergnich inhibitor spolu
se superaktivnim analogem GnRH. U kapra bylo jako dopaminergni inhibitor s
pozitivnimi G¢inky ovéfeno Ceské neuroleptikum Isofloxythepin (Barth a kol., 2000).
V devadesdtych letech se na trhu objevily nékteré kombinované piipravky nazvané
Ovaprim (Kanada), Aquaspawn (Jihoafrickd republika), Ovopel (Mad’arsko) a Dagin
(Izrael). Tyto vySe uvedené preparaty vzdy obsahuji néktery ze superaktivnich
analogi GnRH soucasné s nékterym z dopaminergnich inhibitorti (Horvath a kol.,
1997; Barth a kol., 2000). Vliv piipravku Dagin na vyvolani ovulace u kapra a dobu
intervalu latence zkoumal Yaron a kol., 2002. Koufil a kol. (2006b) pouzili ptipravek
Dagin pro hormondlni stimulaci vytéru u amura bilého a zjistili statisticky pritkaznou
zavislost délky intervalu latence na teploté¢ vody. V Rusku byl vyvinut piipravek
Nerestin (dodavany v nékolika variantdch, liSicich se pouZitymi druhy a davkami
GnRHa a dopaminergnimi inhibitory, které vSak nejsou v piibalovém letdku
uvedeny). Jednotlivé varianty piipravku, oznacované jako Nerestin 1 aZ Nerestin 7,

jsou uréeny pro ruzné druhy, respektive skupiny druht ryb. Komeréné vyrabény
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pfipravek Nerestin je vyuzividn v Rusku, na Ukrajing, v Moldédvii a v Rumunsku
(Motloch, 2006; Anonymus, 2007a). Pozitivni vysledky pii umélém vytéru kapra
byly publikovdny zejména pfi pouZziti pifipravku Ovopel (Horvath a kol., 1997). V
Madarsku, Polsku a CR je v poslednich n&kolika letech v provozni lihiiatské praxi pii
umélém vytéru kaprovitych, ale i dalSich druhd ryb postupné zavadén piipravek
Ovopel. V soucasné dobé podle dostupnych informaci obdrZel ptipravek Ovopel atest
pro aplikaci v Némecku (Koufil, osobni sdéleni). V neddvné dobé se objevily
informace o pfipravku GonazonTM, pouZzitém tymem francouzkych, holandskych a
polskych védci k indukci a synchronizaci ovulace u lososa obecného, pstruha
duhového a sivena alpského (Haffray a kol., 2005). Podle dostupnych informaci je
GonazonTM prozatim jedinym preparatem, jenZ obdrzel atest pro aplikaci v zemich
EU. BohuZel tento ptfipravek neni momentalné na trhu dostupny (Koufil, osobni

sdéleni).

Obr. 3. Strukturni vzorec Isofloxythepinu (Anonymus, 2003).

CH,—CH;—OH

lsofloxythepin

2.2.4 Prirozeny a poloumély vytér sumce velkého

Jikernacky sumce z volnych vod dospivaji ve véku 5 let, chované v rybnicich
ve véku 4 let (Hochman 1966, 1967, 1970). Nejmens$i zjiSténd hmotnost adultni
jikernacky z rybni¢niho chovu nalezli Koufil a kol. (1981b) o hmotnosti 2,0 kg.

V nasich podminkéch dochazi k vytéru sumci pfi teploté 19 — 22 °C koncem
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kvétna a v Cervnu (Hochman, 1970; Hochman a Krc¢al, 1957). Hochman (1970)
prokazatelné zjistil, Ze vytér u sumce stimuluje pokles tlaku vzduchu. Hochman
(1967) zjistil, Ze absolutni plodnost jikernacek o délce 82 — 156 cm ptivodem z tidoln{
nadrze Orlik se pohybovala v rozpéti 42.822 — 391.411 jiker. Relativni plodnost se
pohybovala v rozpéti 7.390 — 24.433 ks.kg"'. Hochman (1970) zjistoval pohlavné
aktivni (pfirozené vytiené) jikernacky az do délky 180 cm a hmotnosti 45 kg. U
takovychto jedinct vyvozoval horni hranici absolutni plodnosti 500 — 700 tis. jiker.

S chovem sumce spojenym s fizenym rozmnozZovanim bylo zapoc¢ato u nés az
spise ndhodou & jako pozoruhodnost (Susta 1884, Bubenitek 1898). Rizené
rozmnozovani sumce bylo provadéno tzv. poloumélym zptusobem, kdy se mate¢ni
ryby vytfou na pfipravené podlozky — hnizda, vytiené jikry jsou odebrany a

dolihnuty v prito¢nych korytech v lihni.

2.2.5 Umély vytér sumce velkého

Prvni dspéSny umély vytér sumce velkého s pomoci hypofyzace byl
realizovan v byvalé Jugoslavii (Fijan 1975; 1976), nésledné pak v Mad’arsku (Horvath
a Tamas 1976) a Ceské republice (1978).

V poslednim obdobi byl umély vytér sumce velkého véetné spermatogeneze,
ovogeneze a reprodukénich ukazateli popsdn Legendrem a kol. (1996), popis
umélého vytéru jikernacek podal Koufil a kol. (1996¢), vytéru mlicdka Linhart a
Billard (1995), umélého osemenéni Linhart (1997a), Linhart a kol. (1997b), kvality
spermii Saad a Billard (1995), Billard a kol. (1997), Cosson a kol. (1997), kvality
jiker Linhart a Billard (1995a) a proces priniku spermie do jikry popsal Kudo a kol.
(1994). Popis umélého vytéru s pouZzitim analogu GnRH ,Kobarelin“, LHRH
analogu s pimozidem nebo Ovopelem popsal Koufil a kol. (1987, 1996¢), Brzuska a
Adamek (1999) a Brzuska (2001). Pouzitim nékolikandsobné hypofyzace u mli¢akt
dojde k lepsi stimulaci spermiace (Linhart a Billard 1995a) a optimalizaci inseminace

a aktivace jiker vcetn€ nového imobiliza¢niho a aktiva¢niho roztoku (Linhart, 1997a;
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Linhart a kol., 1997b). Dalsi skuteCnosti vedouci k lepSimu vytéru je mnoZzstvi
krmnych ryb pfi ptipravé generacnich ryb (Koufil a kol., 1996b), pouzivani enzymu k
odlepkovani jiker po jejich aktivaci podle Proteau a kol. (1994), Linharta (1997a) a
Linharta a kol. (1997b), uplatnéni individudlniho znaceni mikro¢ipovymi znackami
(Flajshans a Danék, 1994), prokazani rychlejsiho rGstu mli¢dka oproti jikernackam
jiz v preadultnim obdobi (Haffray a kol., 1998), uplatnéni triploidizace s testem rastu
diploidniho a triploidniho plidku (Linhart a Flajshans, 1995b) nebo zmrazovani
spermii (Linhart a kol., 1993) s vytvofenim banky spermatu (FlajShans a kol., 1999).
Na zédkladé poslednich vysledkl se jevi jako nejefektivnéjsi pro vyvolani
vytéru pouziti kombinovanych pfipravki obsahujicich funkéni analogy GnRH a

dopaminergni inhibitor (Brzuska 2001; 2003).

2.3 Anestézie

2.3.1 Anestézie a jeji faze

Anestetika jsou latky s chemickofyzikdlnimi ucinky na organismus. V
pocatku plisobeni vyvolavaji uklidniujici efekt, pozdé€ji ztratu rovnovahy, pohyblivosti,
védomi a reflexi u organismu vystavenému vys§im koncentracim anestetik nebo
vystavenim témto latkdm po delSi Casovy interval (Summerfelt a Smith, 1990).
Anestetika se bézn€ vyuZivaji pro manipulaci s rybami pfi umélém vytéru,
Slechtitelské praci, veterindrnich zakrocich a jinych tdkonech. Vyznamnym divodem
je také usnadnéni manipulace s velkymi ¢i mrStnymi druhy ryb (Trzebiatowski a kol.,
1996). Aplikaci anestetik se zaroven docili redukce stresu, ktery na ryby v nadmérné
mife plisobi pii manipulaci (Kazun a kol., 1999). Trzebiatowski a kol. (1996) uvadi
jako vysledek anestézie docasné snizeni prahu bolesti, docasnou ztratu reflexi,
zmenSeni svalového napéti a z toho plynouci snadnéjs$i manipulaci s rybami. Svoboda
a Koldrova (1999) zmitluji, Ze anestézie neni pouze soucdsti prevence mechanického
poskozeni, ale je predevS§im soucdsti pfedchdzeni manipulacnimu stresu. V prvni fazi
odpovédi organismu na pusobeni manipulaéniho stresu se objevuji endokrinni zmény,

ty se nasledné uplatiiuji pii fizeni organismu a vyvoldvaji zmény metabolickych
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procest, jejichZ intenzita se odrazi predevsim ve zméndch hodnot hematologickych
ukazateld a acidobazické rovnovahy, osmotickych a dalSich zmén, které vedou ke
sniZzeni nespecifické odolnosti a nasledné ke zhorSeni zdravotniho stavu ryb (BroZova
a Svobodova, 1986). Pfi hormondlni stimulaci reprodukce nebo pii aplikaci 1é€iv za
pomoci sondy Ci injekce je velké riziko mechanického poSkozeni, manipula¢niho
stresu a nasledného zhorSeni zdravotniho stavu ryb, pokud neni pouzito anestézie
(Svoboda a Kolarova, 1999).

Ross a Ross (1999) uddvaji jako nejpouzivanéjsi techniku aplikace anestetika
kratkodobou expozici ryb ve vodném roztoku anestetika. Ten je vdechovan rybami,
rychle pronikd pfes Zabry do okysliceného krevniho fecisté€ a dava impuls centrdlni
nervové soustavé (CNS). Po navriceni do Cisté vody jsou anestetika nebo jejich
metabolity rychle vyméSovany z t€la ryb pies zabry, v malé mife kizi a nékteré latky
i ledvinami do okolniho prostfedi. Hlavnimi faktory, které na toto maji vliv jsou
teplota vody, koncentrace rozpusténého kysliku, mnozstvi amoniaku, nahromadéni
vykall a jinych latek v nddobé, ve které se anestézie provadi.

Hlavni kritéria na idedlni anestetikum a jeho pisobeni jsou dle autort
Marking a Meyer (1985) tato: rychld G¢innost na ryby, netoxicita pro organismus,
nepredstavuje Zadné nebezpeci pro savce, zanechdvd zanedbatelnd rezidua v tkanich,
nizkd cena, snadnd dostupnost a snadnd aplikace bez vedlejSich nasledkti na ryby,
Clovéka a Zivotni prostfedi. Déle také uvadi, Ze vSechny vyjmenovand kritéria
nespliiuje zddné dosud pouZivané anestetikum.

Pfi hodnoceni hloubky a odeznivéni anestézie se v posledni dobé nejcastéji
vyuziva klasifikace podle polskych autord Trzebiatowski a kol. (1996) a Kazun a kol.
(1999), uddvajicich u anestézie &tyfi, respektive pét fazi (fize 0, I, I a, IT b, III). Ctyfi

faze také diive uvadéli Summerfelt a Smith (1990).

Faze 0 — klid (fyziologickd poloha, normdlni pohybova aktivita, ryby
poklidné plavou, vyhybaji se prekdzkam a pravidelné dychaji)

Faze 1 — vzruseni (fyziologickd poloha, zvySend pohybova aktivita, neklid,
rychlé plavani, nevyhybaji se prekdzkam, silné obranné reflexy, nepravidelné dychaci

pohyby, siln€ roztazena Zabra)
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Féaze Il a — celkové povrchni znecitlivéni (sniZzend pohybova aktivita, mirné
nakldpéni na bok, oslabené nebo zadné obranné reflexy, dychaci pohyby zpomalené,
pravidelné, intenzivni a hluboké)

Féze II b — celkové tplné znecitlivéni (poloha bocni, ztrata pohyblivosti,
zadné obranné reflexy, kromé akustického reflexu, dychaci pohyby pravidelné,
hluboké a postupné se zpomalujici)

Faze III — zastava dychdani (zastavené dychaci pohyby nebo jen povrchni,

mélké az zanikajici, bez obrannych reflexi (vCetné akustického).

Odeznivani anestézie probihd v obraceném potadi:

Féze Il b — poloha bo¢ni, akusticky reflex, pravidelné dychéani

Féaze 11 a — nekoordinované pohyby, ndznak fyziologické polohy, pravidelné
dychéni

Faze 1 — fyziologickd poloha, snizend pohybovd aktivita, nekoordinované
pohyby, nevyhybani se prekdzkam pii plavani

Féaze 0 — fyziologickd poloha, normdlni pohybovéa aktivita, poklidné plavéni,

vyhybani se pfekazkam

2.3.2 Charakteristika aplikovaného anestetika hiebi¢kovy olej

Hiebickovy olej se pouzivd jako anestetikum pifi béZné manipulaci a
zékrocich na rybdach pfi Slechtitelské prici, umélé reprodukci, odbérech krve a dalSich
veterindrnich zékrocich. Jeho pouziti usnadiiuje také manipulaci s velkymi a piili$
pohyblivymi druhy ryb (Trebiatowski a kol. 1996; Iwama a kol. 1997; Wagner a kol.
2002).

Jedna se o tmavé hnédou kapalinu, ziskdvanou destilaci kvétd, listd a stonku
hiebickovych stromil (Eugenia aromatica) (Soto a Burhanuddin, 1995). Také Kene a
kol. (1998) se s timto tvrzenim o destilaci kvétd, listd a stonkl ztotoZnuje, ale za
zdroj povazuje strom (Eugenia caryophyllata). Aktivni sloZkou hiebickového oleje je
eugenol (4-allyl-2- methoxyphenol), ktery predstavuje 70 az 90 % hmotnosti

hiebickového oleje, ddle také obsahuje eugenol acetate v mnozstvi vySSim nez 17 % a
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katriofilen-5 cca 12 % (Hermani a Tangendaja, 1988). I Ross a Ross (1999) udavaji
sloZzeni hiebickového oleje a dopliiuji ho o celou fadu terpentynovych sloucenin,
které doddvaji nezaménitelnou vini, aroma a chuf. Stejny kolektiv autord Ross a Ross
(1999) dale hiebickovy olej predstavuji jako slabé anestetikum vyuZivané jiZ po
staleti v Indonésii v lidovém 1éCitelstvi na tiSeni bolesti zubti a hlavy. Warren (1983)
povazuje hiebickovy olej za narkoanestetikum a svalovy uvoliiova¢ nebo paralytickou
drogu.

Doporucovana koncentrace hiebickového oleje je 30 - 40 mg.l-1, anestézie
nastupuje do 5 - 10 minut a doba zotaveni je ponékud del$i oproti jinym anestetikiim
napi.  2-phenoxyethanolu  (ethylen  glycol = monophenyl  ether), kde
doba zotaveni v Cerstvé vodé trvd zhruba 10 min. Pfednost tohoto anestetika (pfirodni
ptvod) je zarovein i jeho nevyhodou. Nelze totiZ presné zjistit sloZeni jednotlivych
SarZi a to je prekdzka pro ziskdni registratni dokumentace, kterd musi obsahovat
certifikdt o presném chemickém sloZeni. Také nemd stanoven maximélni limit rezidui
(MRL), coZ vylucuje jeho aplikaci u zvifat ur¢enych k lidské konzumaci (konzumaci

produktli nevyjimaje) (Koldrova a kol., 2006).
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3. Metodika a material

3.1 Material

3.1.1 Generacni ryby

K pokustim byly pouzity jikernacky sumce velkého ptivodem z rybni¢niho
chovu podnikti Rybarstvi Hluboka a.s., Rybafstvi Tiebon a.s. a Vyzkumného ustavu
rybaiského a hydrobiologického ve Vodiianech (VURH JU).

Bylo realizovano celkem sedm pokusii s hormondlné indukovanym umélym
vytérem sumce velkého. Pro prvni pokus, ktery byl realizovdn na rybi lihni
Mydlovary v roce 2005, bylo pouZito devét jikernacek o primérné hmotnosti 10,03 +
3,57 kg. Pro druhy pokus, ktery byl realizovan na rybi lihni Moktiny v roce 2005,
byly pouzity dvé jikernacky o primérné hmotnosti 12,25 + 0,25 kg. Pro tfeti pokus,
na rybi lthni Mokf¥iny v roce 2005, byly pouZity Ctyfi jikernacky o primérné
hmotnosti 10,38 * 1,6 kg. Pro &tvrty pokus, ktery byl realizovan ve VURH Vodiiany v
roce 2006, byly pouZzity Ctyfi jikernacky o prumérné hmotnosti 13,07 £ 1,03 kg. Pro
péty pokus, ktery byl uskute¢nén taktéZ ve VURH Vodiiany v roce 2006, byly pouZity
Ctyfi jikernacky o primérné hmotnosti 12,03 + 3,76 kg. V Sestém pokusu,
realizovaném ve VURH Vodiiany v roce 2007, bylo pouZito Sest jikernatek o

primérné hmotnosti 6,5 + 1,16 kg. A pro sedmy pokus, ktery byl realizovan na rybi
lihni Mydlovary v roce 2007, byly pouzity Ctyfi jikernacky o primérné hmotnosti 14
+ 1,8 kg.

3.1.2 Hormonalni pripravky

K pokustim s hormonalni indukci ovulace jikernacek sumce velkého v ramci

popisovanych experimentl byly pouzity tyto preparaty:
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Suspenze dehydratované kapri hypofyzy (CPE - carp pituitary extract)

Jde o hypofyzy kapra obecného ziskané ve zpracovné ryb, odvodnéné pomoci
obvyklého postupu a uloZzené v suchém stavu v uzaviené lahvicce. Pted aplikaci se
odvodnénd kapii hypofyza rozdrti, co nejvice se rozmélni v tfeci misce a rozpusti ve

fyziologickém roztoku.

Ovopel

Je to mad’arsky kombinovany preparat ve formé pelet.

Jedna peleta obsahuje 20 pg syntetického GnRHa (des Gly10, D-Ala6, Pro9
NHEt — mGnRH) a 2 mg dopaminergniho inhibitoru metoclopramid.

Pred samotnou aplikaci se rozpousti ve fyziologickém roztoku.

Dagin

Jde o kombinovany piipravek obsahujici funkéni GnRHa a dopaminergni
inhibitor. Je to izraelsky prepardt, doddvany v lyofilizovaném stavu, pted aplikaci se
rozpousti ve fyziologickém roztoku. PouZitd davka pripravku obsahovala 10 pg
analogu lososiho GnRH /D-Arg6, Pro9-NEt/-sGnRH a 20 mg dopaminergniho

inhibitoru (Metoclopramid) na 1 kg hmotnosti jikernacek (pribalovy letdk).

Obr. 4. Strukturni vzorec Metoclopramidu (Anonymus 2007b).

HL_\ H
—

0=—CH,

Cl

MH
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3.1.3 Anestetika

Anestetika byla pouzita pfi vazZeni, injikaci hormonalnich piipravki, kontrole
dosaZeni ovulace a vlastnim umélém vytéru s cilem omezeni manipulacniho stresu u
ryb a usnadnéni priace s rybami. Pouzito bylo anestetikum hiebickovy olej
(Haméckov4 a kol., 2001) v doporucované koncentraci 0,04 ml.1". Pii délce expozice
zpravidla 5 - 10 min. Vlastni anestézie probihala v nddobach vhodné velikosti o

objemu roztoku anestetika 50 - 100 litrt.

3.1.4 Odlepkovaci roztok

Odlepkovaci roztok byl pouZit pro zamezeni lepivosti jiker, coZ je nezbytné
pro jejich dal$i umélou inkubaci. Byl pouZit enzym alkaldza (Alcalase, Merc EC
3.4.21.14.). Podle kvality vody v lihni se enzym v objemu 20 ml enzymu (nizsi davka
pro cistsi vodu) davkuje do 980 ml vody z lihné o teploté 20 °C. Pridava se 100 ml
roztoku enzymu na 100 g jiker, roztok se pfelije do misky s jikrami, z nichZ byla
predem slita voda. Odlepkovani se provadi opatrnym michdnim jiker s enzymem po
dobu 2 min. Tésné pfed ukoncenim odlepkovani se enzym slije a presné v druhé

minuté od zacatku odlepkovéni se jikry vysadi do Zugskych lahvi (Linhart a kol.,
2001).

3.2 Metodika

V pribéhu let 2005 az 2007 bylo provedeno sedm pokust s hormondlné
indukovanym umélym vytérem u jikernacek sumce velkého, ke kazdému pokusu byla
pouZita jind skupina ryb. Jikernackam byla jednordazové intramuskularné (do hibetni
svaloviny) injikovdna hypofyza, nebo madarsky Ovopel, nebo izraelsky preparat
Dagin v doporucené davce. Pti vSech pokusech se sledoval ¢as od injikace do ovulace
a na jeho zdkladé se vypocetla délka ¢asového intervalu latence od injikace po vytér

v hodindch (h) a hodinovych stupnich (h°). Dale se hodnotilo % ovulujicich
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jikernacek a zaznamendvala se hmotnost vytfenych jiker. U pokust ¢islo 4, 5 a 6
bylo po vytéru odebriano nékolik jiker, zvaZeno a uréena hmotnost jedné jikry s
ovaridlni tekutinou. Nakonec bylo u pokusti 4, 5 a 6 odebrdno od vytienych,
osemenénych, oplozenych a odlepkovanych jiker 50 kusti ndhodné vybranych jiker
pro urceni oplozenosti a lihnivosti v %.

Na nésledujicich fadcich popisi kazdy ze sedmi pokusti samostatné.

Prvni pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (10. - 11. 5. 2005)

Generacni ryby byly po Setrném vylovu z rybniku pfevezeny na rybi lihen
(Ithei Mydlovary). Kde byly rozdéleny do laminatovych Zlabi po jedné, do tiech
hmotnostné vyrovnanych skupin, po tfech jikernaCkich v kazdé skupiné. Teplota
vody byla po celou dobu udrZzovana na 20,5 °C.

Pred samotnou injikaci hormondlniho pfipravku byly generaéni ryby
anestezovany v anestetiku hiebi¢kovy olej o koncentraci 0,04 ml.1" pii délce expozice
5 - 7 minut. Nésledné byla kazd4 ryba individudlné zvaZena.

Prvni skupiné byl jednordzové intramuskuldrné injikovdn hormondalni
pripravek Dagin ve fyziologickém roztoku v davce 10 pg.kg-1. Druhé skupiné
jikernacek byl jednorazové injikovan hormonadlni piipravek Ovopel ve fyziologickém
roztoku v ddvce 1 pel.kg”'. A tieti skupin byla jednorazové injikovana hypofyza v
davce 4,5 mg.kg'.

Po aplikaci preparati byly generacni ryby navriaceny zpét do lamindtovych
Zlabt po jedné. Pred predpokladanou ovulaci se ryby jednotlivé v cca 1 - 2
hodinovych intervalech kontrolovaly a pfi dosazeni spermiace a ovulace neprodlené
uméle vytiraly. Pfi kazdé zkouSce spermiace a ovulace se musela provést anestézie v
roztoku hiebickového oleje o totozné koncentraci jako u injikace. U vytéru
schopnych ryb se pfi intenzivni masazi bfis$ni partie se sou¢asnym pohybem prstii od
hlavy smérem k mocopohlavnimu otvoru objevilo sperma dohromady s moci ¢i
nékolik jiker.

Vytér byl provddén do pfedem pripravenych, zvdzenych a dokonale suchych

plastovych misek. Nésledné se zvaZenim zjistila hmotnost vytfenych jiker od
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jednotlivych jikernacek s pfesnosti na 1 g. Ziskané jikry byly osemenény spermatem
mli¢dkd sumce, které bylo pfedem odebrano do imobiliza¢niho roztoku. Poté byl
pridan aktivacni roztok, po cca 5 minutdch byl aktivacni roztok slit a bylo zahdjeno
odlepkovani jiker pomoci enzymu alkaldzy. Jikry se opatrné s alkaldzou
promichdvaly. Pfesné po dvou minutich se enzym opatrné slil a jikry se nasadily do
deviti litrovych Zugskych lahvich, kde probihala inkubace.

Pfi vytéru byl zaznamendn Cas a na jeho zdkladé vypoctena délka Casového
intervalu latence od injikace po vytér v hodindch (h) a hodinovych stupnich (h°).
Déle se hodnotilo % ovulujicich jikernacek. Na zdkladé zndmé hmotnosti vytfenych
jiker a hmotnosti jikernacky pied vytérem byla stanovena relativni hmotnost
vytfenych jiker (RHVJ) od jednotlivych jikernacek v %. Z téchto individuélnich
udaju byly vypocteny primérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky.

Veskeré zjisténé tdaje a vysledky byly statisticky zpracovdny v pocitacovych

programech OpenOffice Tabulky a Statistica 6.

Druhy pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (15. - 16. 6. 2005)

Generacni ryby byly po Setrném vylovu z rybniku pfevezeny na rybi lihen
(Ithen Mokftiny). Kde byly rozdéleny po jedné do betonovych Zlabli rozd€lenych
miiZemi na sekce. Teplota vody byla po celou dobu udrzovéana na 22 °C.

Po aklimatizaci byly ryby injikovany hormondlnim ptipravkem. Po uplynuti
intervalu latence se vytiraly stejnym postupem jak je uvedeno vySe.

Pii vytéru se zaznamendval Cas, hmotnost vytienych jiker a z téchto udajt
byly vypocteny vySe uvedené charakteristiky.

Veskeré zjisSténé udaje a vysledky byly statisticky zpracovany v pocitacovych

programech OpenOffice Tabulky a Statistica 6.

Treti pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (20. - 21. 6. 2005)

Treti pokus probihal, jako druhy pokus, na rybi lihni Mokftiny. Technologicky
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proces vytéru, sbér dat a vyhodnocovani informaci probihalo stejné jako v

predchozim pokusu. LiSila se jen teplota vody ktera byla udrzovéna na 21,5 °C.

Ctvrty pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (19. - 21. 6. 2006)

Generacni ryby byly z jarnich vylovi pfemistény do manipulacnich rybnickt
ve VURH Vodiany. Rybni¢ky byly vhodn& p¥ipraveny s dostatkem krmné ryby. Pied
predpokladdnym vytérem byly ryby sloveny, rozttidény podle pohlavi a umistény
jednotlivé do venkovnich laminatovych zlabd. Primérna teplota vody byla 20,3 °C.

Podéani hormondlniho pfipravku a umély vytér probéhly stejnym zplisobem
jako je uvedeno vyse.

Pii vytéru se zaznamendval Cas, hmotnost vytienych jiker a z téchto udaju
byly vypocteny vySe uvedené charakteristiky. Oproti predchozim vytérim byla
uréena hmotnost jedné jikry s ovaridlni tekutinou a pomoci toho vypoctena relativni
plodnost jikernacek ks.kg' a obsolutni plodnost jikernacek v kusech jiker. Nakonec
se hodnotil vliv hormondlniho piipravku na oplozenost, lihnivost a pieZiti do konce
embryondlni periody. Od kazdé z vytfenych jikernacek byly po oplozeni odebrany 3
vzorky po 50 jikrach. Vzorky byly individudlné inkubovany v Petriho miskach s
¢istou odstatou vodou. Po 24 hodinach se vyhodnotila oplozenost (50 minus mnozstvi
odstranénych bilych jiker) a vymeénila se voda. Po vykuleni va¢kového pludku byla
vyhodnocena lihnivost (oplozenost minus mnoZstvi odstranénych mrtvych a

deformovanych kust).

Paty pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (21. - 23. 6. 2006)

Pity pokus probihal, jako ¢tvrty pokus ve VURH Vodiiany. Technologicky
proces vytéru, sbér dat a vyhodnocovani informaci probihalo stejné jako v

predchozim pokusu. LiSila se jen primérnd teplota vody, kterd byla 20 °C.
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Sesty pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (11. - 12. 6. 2007)

Generacéni ryby byly z jarnich vylovl pfemistény do manipulacnich rybnicku
ve VURH Vodiany. Rybnicky byly vhodné pfipraveny s dostatkem krmnych ryby.
Pred predpoklddanym vytérem byly ryby sloveny, roztfidény podle pohlavi a
umistény jednotlivé do vnitinich nadrzi, které byly napojeny na recirkulacni systém v
modelovém zafizeni VURH Vodiiany. Primérn4 teplota vody byla 25,3 °C.

Podani hormondlniho piipravku a umély vytér probéhly stejnym zplisobem
jako je uvedeno vyse.

Pii vytéru se zaznamendval Cas, hmotnost vytienych jiker a z téchto udaju
byly vypocteny vyse uvedené charakteristiky. Déle byla ur¢ena hmotnost jedné jikry s
ovaridlni tekutinou a pomoci toho vypoctena relativni plodnost jikernacek ks.kg™ a
obsolutni plodnost jikernacek v kusech jiker. Nakonec se odebraly jikry pro uréeni

oplozenosti a lthnivosti zptisobem, ktery je uveden vyse.

Sedmy pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (19. - 20. 6. 2007)

Posledni sedmy pokus s hormondlné indukovanym umélym vytérem u sumce
velkého probihal na rybi lthni Mydlovary. Generacni ryby byly po Setrném vylovu z
rybniku pfevezeny na rybi liheii. Kde byly rozd€leny do laminatovych Zlabi po jedné.
Teplota vody byla po celou dobu udrzovana na 24,0 °C.

Po aklimatizaci ryb byly ryby injikovany hormondlnim pfipravkem Dagin po
predchozi anestezii. Po uplynuti intervalu latence se ryby vytiraly stejnym postupem
jako je uvedeno vyse.

Pii vytéru byl zaznamendn Cas a na jeho zdkladé vypoctena délka Casového
intervalu latence od injikace po vytér v hodindch (h) a hodinovych stupnich (h°).
Daéle se hodnotilo % ovulujicich jikernac¢ek. Na zdkladé zndmé hmotnosti vytfenych
jiker a hmotnosti jikernacky pred vytérem byla stanovena relativni hmotnost
vytfenych jiker (RHVIJ) od jednotlivych jikernacek v %. Z téchto individudlnich

udajt byly vypocteny primérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky.
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Veskeré zjiSténé udaje a vysledky byly statisticky zpracovdny v pocitacovych

programech OpenOffice Tabulky a Statistica 6.
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4. Vysledky

4.1 Hormonalné indukovany umély vytér

Prvni pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (10. - 11. 5. 2005)

Pfi teploté vody 20,5 °C ovulovalo a bylo dspé$né vytfeno 100 % jikernacek
ve vSech tfech skupindch. Primérnd hmotnost jikernacek byla 10,03 kg. Primérna
délka intervalu latence byla u pfipravku Dagin 44,3 hod., u ptipravku Ovopel 45,3
hod. a u hypofyzy 26,8 hod., coZ je vyrazné nizsi, nez u predchozich preparatt.
Nejvyssi primérnd relativni hmotnost jiker pocitand ze vSech jikernacek ve skupiné
byla zjiSténa pfi injikaci ptipravkem Dagin (13,4 %), nésledovala skupina injikovana
ptipravkem Ovopel (10,5 %) a skupina injikovand hypofyzou (5,8 %).
Rozdily mezi relativni plodnosti u jikernacek injikovanych Daginem, Ovopelem a
hypofyzou jsou statisticky signifikantni. Z hlediska plodnosti se tedy nejlépe osvédcil
pripravek Dagin a proto se v ostatnich pokusech pouzival jen tento hormondlni

pfipravek. Vysledky pfehledné uvadi tab. 3.

Dagin

10 pug.kg-1 3 100 9,7+39 13,4 +£0,5a 443 £0,61 909 +12,08
Hypofyza

4,5 mg.kg-1 3 100 10,7+2,9 5,8+£0,9b 26,8+0,51 545 £10,16
Ovopel

1 kus.kg-1 3 100 9,7+39 10,5 +0,5¢ 453 +0,82 923 £16,25

Legenda: Riiznymi pismeny oznacené hodnoty znamenaji, Ze rozdily mezi nimi jsou
statisticky signifikantni.
Tab. 3: Vysledky hormondlné indukovaného umélého vytéru jikernacek sumce velkého (10. -

11. 5. 2005).
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Druhy pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (15. - 16. 6. 2005)

Pfi teploté vody 22,07 °C ovulovalo a bylo dspé$né vytfeno 100 % jikernacek.
Primérnd hmotnost jikernacek byla 12,25 kg a primérna délka intervalu latence byla

29,75 hod. Vysledky prehledné uvadi tab. 4.

10 pgke-1 2 | 100 | 1225025 474446 | 2975+£025 | 6565+55

Tab. 4: Vysledky hormondlné indukovaného umélého vytéru jikernacek sumce velkého (15. -

16. 6. 2005).

Treti pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (20. - 21. 6. 2005)

Pfi teploté vody 21,57 °C ovulovalo a bylo tspéSné vytfeno 75 % jikernacek.
Primérna hmotnost jikernacek byla 10,38 kg a primérna délka intervalu latence byla

32,33 hod. Vysledky pfehledné uvadi tab. 5.

10 pgkg-1 4 75 10,38 +£1,6 7,75 1,75 32,33 +1,64 | 697,33 +35,61

Tab. 5: Vysledky hormondlné indukovaného umélého vytéru jikernacek sumce velkého (20. -

21. 6. 2005).

Ctvrty pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (19. - 21. 6. 2006)

Pii teploté vody 20,28 °C ovulovalo a bylo dspésné vytfeno 75 % jikernacek.

Primérna hmotnost jikernacek byla 13,07 kg, prumérna délka intervalu latence byla

38



40,5 hod, relativni plodnost byla 12793 ks.kg' a hmotnost jedné jikry s ovaridln{
tekutinou ¢inila 7,41 mg. Vysledky uvadi tab. 6.

Dagin
10 pg.kg-1 13,07 £1,03 9,48 £0,92 40,5+£0,89 | 821,33 +18,26

10 pg kg-1 168264 +20316 12793 +587 7,41+0,63 83,33£17,15
Tab. 6: Vysledky hormondlné indukovaného umélého vytéru jikernacek sumce velkého (19. -

21. 6. 2006).

Paty pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (21. - 23. 6. 2006)

Pii teploté vody 20,09 °C ovulovalo a bylo tspéSné vytfeno 75 % jikernacek.
Primérna hmotnost jikernacek byla 12,3 kg, primérna délka intervalu latence byla
41,42 hod, relativni plodnost byla 13842 ks.kg' a hmotnost jedné jikry s ovaridlni
tekutinou ¢inila 6,55 mg. Vysledky prehledné uvadi tab. 7.

u 12,3 +3,76 891272 4142 +143 | 832,33 +28,67

Dagin
10 pg kg-1 182252 +33333 13842 +4963 6,55 +0,69 92,44 +£54

Tab. 7: Vysledky hormondlné indukovaného umélého vytéru jikernacek sumce velkého (21. -

23. 6. 2006).
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Sesty pokus s hormonélné indukovanym umélym vytérem (11. - 12. 6. 2007)

P1i teploté vody 25,31 °C ovulovalo a bylo Gspé$né vytfeno 67 % jikernacek.
Primérnd hmotnost jikernacek byla 6,5 kg, prumérnd délka intervalu latence byla
27,4 hod, relativni plodnost byla 8845 ks.kg' a hmotnost jedné jikry s ovaridlni
tekutinou Cinila 4,66 mg. Vysledky prehledné uvadi tab. 8.

n 6,5+ 1,16 416189 | 274+047 | 6935%12,09

Dagin
10 pg kg-1 53103 £27330 8845 £3815 4,66 +0,15 92,33 +8,13
Tab. 8: Vysledky hormondlné indukovaného umélého vytéru jikernacek sumce velkého (11. -

12. 6. 2007).

Sedmy pokus s hormonalné indukovanym umélym vytérem (19. - 20. 6. 2007)

Pfi teploté vody 23,95 °C ovulovalo a bylo dspésné vytfeno 100 % jikernacek.
Primérna hmotnost jikernacek byla 14 kg a primérnd délka intervalu latence byla

30,35 hod. Vysledky pfehledné uvadi tab. 9.

10 pg.kg-1 4 100 14+18 945+1.8 30,35+0,29 | 726,88 +7,03

Tab. 9: Vysledky hormondalné indukovaného umélého vytéru jikernacek sumce velkého (19. -

20. 6. 2007).
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Sumarni vysledky umélych vytéra

V  sumdérnich vysledcich jsou zahrnuty jen jikernacky injikované

hormonalnim pfipravkem Dagin.

Podle obr. 5 byla zjiSténa zdvislost intervalu latence na teplot€ vody pii
hormondlné indukované ovulaci jikernacek sumce velkého pomoci kombinovaného

pfipravku Dagin pfi teplotach v rozpéti 20,1 — 25,3 °C.

Zavislost intervalu latence (h) na teploté
45
$
43 . f(x) = 10670,9 x-1,85
* R2=10,81
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Obr. 5: Zavislost intervalu latence v hod. na teploté¢ vody u sumce velkého po injekénim

podani piipravku Dagin.
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Pii pokusech s umélym vytérem jikernacek sumce byla zjiSt€na zdvislost

intervalu latence v h° na teplot¢ vody pfi vyvoldni ovulace kombinovanym

hormondalnim pfipravkem Dagin (obr. 6).

Zavislost intervalu latence (h°) na teploté
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Obr. 6: Zavislost intervalu latence v h° na teploté vody u sumce velkého po injekénim podéani

pripravku Dagin.

Vv s

pokusu. Nejvyssi relativni hmotnost vytfenych jiker byla dosazena u prvniho pokusu
13,4 £ 0,5 %. A primérna relativni hmotnost vytienych jiker ze vSech pokust, pfi

pouzitém piipravku Dagin byla 8,26 £ 2,92 %.

Absolutni plodnost vSech vytfenych jikernacek sumce velkého dosahovala
25 695 — 215 064 ks jiker. Nejmensi vytfend jikernacka vazila 5,12 kg a nejvétsi 16,5
kg (obr. 7).
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Obr. 7: Absolutni plodnost v zdvislosti na hmotnosti jikernacek.

Relativni plodnost vSech vytfenych jikernacek kolisala v rozpéti 4 212 - 20

327 ks jiker.kg' hmotnosti jikernacky.
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Obr. 8: Relativni plodnost v zavislosti na hmotnosti jikernacek.

Hmotnost jiker stoupd s hmotnosti jikernacek. Pfi¢emZ u ryb do cca deseti

kilogrami primérnd hmotnost jiker pozvolna stoupd a u ryb nad cca 10 kilogramii se

jiZz primérnd hmotnost jiker vyrovnavd. Primérnd hmotnost jedné vytfené jikry
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véetné ovaridlni tekutiny Cinila 4,51 - 8,23 mg (obr. 9).

8 f(x) = 2.21 x10,44 o
; R2=0,77
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Obr. 9: Primérna hmotnost jedné jikry v zavislosti na hmotnosti jikernacek.

4.2 Oplozenost a lihnivost jiker

Pfi injikaci hormondlnim pfipravkem Dagin bylo dosazeno celkové primérné
oplozenosti 88,7 % a celkova primérna lihnivost plidku byla 76,64 % ze vsech

provedenych a sledovanych pokusd.
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5. Diskuze

Z provedenych experimenti vyplyvd, Ze hormondlni pfipravek Dagin je
odpovidajici prepardt pro vyvoldni ovulace u jikernacek sumce. V experimentu byl
ovéfen jeho pozitivni Ucinek na vyvoldni ovulace a moZnost provedeni umélého
vytéru po jeho injek¢nim podani jikernackdm sumce velkého. Pfi aplikaci tohoto
prepardtu v davee 10 ug.kg” bylo dosazeno nejlepsi relativni hmotnosti vytienych
jiker. O poznéni horsi vysledky byly dosaZeny pfi pouZiti Ovopelu (1 kus.kg") a
hypofyzy (4,5 mg.kg™"). Jako srovnatelné, nebo G¢innéjsi neZ aplikace kapii hypofyzy
se u mnoha rybich druhti (jeseter maly, lipan podhorni, §tika obecnd, lin obecny, kapr
obecny, jelec jesen, amur bily, perlin ostrobfichy, hrouzek obecny, podoustev fi¢ni,
sumec velky, okoun fi¢ni, candat obecny a cipal ddlnévychodni) ukdzalo pouZziti
funk¢nich analogi GnRH (Koufil a kol., 2006a). O pozitivnich tc¢incich Ovopelu na
hormondlni stimulaci u kapra obecného upozornil Horvath a kol. (1997). Utinnost
Ovopelu byla téZ potvrzena u sumce velkého (Brzuska, 2001). Vyjimku predstavuje
tolstolobik bily, u kterého nedosSlo pfi aplikaci Lecirelinu, respektive Daginu k
ovulaci zadné jikernacky, naopak pii podani kapii hypofyzy doslo k ovulaci u vSech
jikernacek (Koufil a kol., 2006a).

Kouril a kol. (1987) pfi injikaci jikernacek sumce dosahli 100 % ovulace pri
pouziti kapii hypofyzy i pfi pouziti analogu LH-RH. Pii pouZiti kapii hypofyzy,
GnRH a GnRH spole¢né s dopaminovym inhibitorem shodné 80 % injikovanych
jikernacek sumce ovulovalo. U jikernacek injikovanych samotnym dopaminovym
inhibitorem nebo fyziologickym roztokem nebylo ovulace dosazeno (Koufil a kol.,
1996¢). V letech 2005 — 2007 bylo v naSem experimentu celkem injikovdno
pfipravkem Dagin 28 jikernacek sumce a z tohoto mnozstvi 22 ovulovalo a bylo
Uspés$né vytieno. Dosahli jsme tedy 79% ovulace. VySe uvedené vysledky naznacuji,
Ze co se ty¢e mnozstvi ovulovanych jikernacek sumce, vSechny pouZzité piipravky
dosahuji pfiblizné stejnych hodnot.

Priimérna hodnota relativni hmotnosti vytfenych jiker u piipravku Dagin byla

8,26 £ 2,92 %. Ve srovnani s vysledky relativni hmotnosti vytfenych jiker
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dosazenymi Koufilem a kol. (1996c), ktery s jinym analogem GnRH spolu s
dopaminergnim inhibitorem docilil u sumce hodnot 8,3 + 4,3 % a dosazenymi
Brzuska (2003), ktera s ptipravkem Ovopel docilila u sumce hodnot 9,11 + 1,11 %,
jsou ndmi dosazené priimérné hodnoty u dspésnych davek podobné.

Byla zjiSténa zavislost intervalu latence na teploté¢ vody pfi hormondlné
indukované ovulaci jikernacek sumce velkého pomoci kombinovaného pifipravku
Dagin pii teplotach v rozpéti 20,1 — 25,3 °C. Délka intervalu latence na teploté vody
je nepiimo zavisla. Koufil a kol. (2006b) zjistili statisticky prikaznou zavislost délky
intervalu latence na teploté¢ vody u Amaru bilého (Ctenopharyngodon idella) pti
pouZziti hormondlniho pfipravku Dagin. Yaron a kol. (2002) zjistili také nepiimou
zavislost intervalu latence na teploté vody u kapra, ale v rozmezi teplot vody od
22,5°C do 24°C byla doba intervalu latence konstantni, jak pfi pouZiti kalibrovaného
extraktu hypofyzy, tak i pfi pouZiti piipravku Dagin. Toto rozmezi je povazovano za
optimalni rozsah teplot pro vytér kapra.

Pii pouziti ptipravku Dagin se doba intervalu latence zvysila o 50 - 65%
naproti hypofyze. Yaron a kol. (2002) uvéadi navySeni doby latence o 6 hod. pfi
pouziti Daginu u kapra naproti hypofyze. Tento rozdil pfedstavuje nartist o 60 %.

Nami zjisténé hodnoty relativni plodnosti se u Daginu pohybovaly v priméru
11 529 + 4 275 ks jikerkg-1 (rozmezi 4 212 - 20 327 ks.kg™). Koufil a kol. (1996c)
dospél ve svém experimentu s umélym vytérem sumce k podobnému vysledku (12
791 + 6 676 ks jikerkg") u jikernafek oSetienych pomoci analogu savéiho GnRH
spole¢né s dopaminovym inhibitorem isofloxythepinem. Stejny autor dosdhl pfi
pouziti analogu LH-RH relativni plodnosti 11 100 + 8 700 ks jiker.kg" u jikernacek
sumce (Kouril a kol., 1987).

Primérna hmotnost jedné vytfené jikry od vSech zkoumanych jikernacek v
naSem pokusu ¢inila 6,05 + 1,29 mg (v rozpéti 4,51 - 8,23 mg). Pii srovnani s
primérnou hmotnosti jedné vytfené jikry v pokusu Koufila a kol. (1987) (5,24 + 0,29
mg pii pouZiti hypofyzy a 5,64 + 0,29 mg pfi pouZziti analogu LH-RH) musime ale
dodat, Ze u naseho experimentu se jednalo o hmotnost jedné jikry vcetné ovaridlni
tekutiny, na rozdil od pokusu z roku 1987, kdy se jednalo o priimérnou hmotnost

jedné suché vytrené jikry.
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Pti injikaci hormondlnim pfipravkem Dagin bylo v experimentech dosazeno
celkové primérné oplozenosti 88,7 % a celkovd primérna lthnivost plidku byla
76,64 % ze vSech provedenych a sledovanych pokusti. Oplozenost jiker pfi pouZiti
hypofyzy a hormonélniho pfipravku Ovopel zkoumala podrobné Brzuska (2003). Pri
pouZiti hypofyzy byla oplozenost 87,63% a pii pouziti Ovopelu 91,93%. Doséhla
tedy podobnych hodnot jako my.

VySe uvedené vysledky tedy prokazuji, Ze izraelsky hormondlni ptipravek
Dagin obsahujici funkéni GnRHa a dopaminergni inhibitor je moZné uspéSné
pouZzivat v rybafské praxi pro hormonalné indukovany umély vytér jikernacek sumce
velkého. Jedinou jeho nevyhodu je delsi zjistény interval latence (pri 22 °C a to 29,75
hod., 656,5 h®) naproti kapfi hypofyze (ptfi 23 °C; 20,4 hod., 482 h° (Koufil a kol.,
1996¢)).
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6. Zaver

Pokusy ukdzaly, Ze pouZity kombinovany piipravek Dagin je G¢inny k indukci
ovulace jikernacek sumce a prinési pln€ uspokojivé vysledky, hlavné v ukazatelich %
vytfenych jikernacek a dosaZené pracovni plodnosti (relativni hmotnost vytienych
jiker). U prvniho pokusu rozdily v plodnosti jsou ve srovndni s pouZitim piipravku
Ovopel nebo kapii hypofyzy statisticky signifikantni. A proto lze ptipravek Dagin, s
ohledem na cenu a dal$i vyhody pouziti tohoto syntetického hormonélniho ptipravku
pro indukci ovulace u sumce doporucit.

V ramci sledovani byl zjiStén origindlni vysledek. Byla stanovena zavislost
délky intervalu latence od jednordzové injikace vybraného hormonalniho piipravku
Dagin na teploté vody, v rdmci fyziologického rozpéti reprodukce tohoto druhu ryby.
Znalost této zdvislosti umozni presn€j$i planovani a organizaci priace na rybich
lihnich, zabyvajicich se umélou reprodukci sumce, pfi pouZiti ptipravku Dagin. Lze s
vysokou pravdépodobnosti piedpokladat identicky pribéh zjisténé zavislosti i pri
pouziti dalSich piipravkli obsahujicich jinou uc¢innou kombinaci GnRHa a DI
(Ovopel), resp. pripravkli obsahujicich samotny GnRHa (Supergestran). Je otazkou,
zda-li 1ze pfi pouziti prepardatu Dagin (resp. jinych pripravkil na bazi GnRHa, resp.
GnRHa a DI) povazovat, ve srovndni s pouzitim hypofyzy, prodlouzenou dobu
intervalu latence za nevyhodu. Pfi vhodné organizaci priace na rybi lihni toto
nepfindsi Zadny zvlastni problém.

V provoznich podminkéch byl v ramci pokusi ovéfen i dalsi postup umélého
vytéru jikernacek sumce velkého, tzn. osemenéni, aktivace, odlepkovani a inkubace

jiker a ukdazal se jako vhodny.
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8. P¥ilohy

PRILOHA A - Hormondlné indukovany umély vytér

14240 3975 806 1412 9,9 13603 193713 729
12880 bez. ovul.
11480 40 8t 1185 10,2 12543 143992 8,23
13660 41,75 847 1121 8,21 12232 167087 6,71

Tab. Al: Vysledky hormondlné indukovaného umeélého vytéru sumce velkého — Ctvrty pokus.

151000 39,78 799 1456 904 12924 195158 746
16500 4325 869 869 527 8275 136534 6,36

7000 bez. ovul.
10580 4125 829 1250 11,82 20327 215004 581

7420 bez. ovul.

Tab. A2: Vysledky hormondlné indukovaného umélého vytéru sumce velkého — pdty pokus.

6960 bez. ovul,
520 2725 6% 140 27 6068 31068 451
500 2715 687 89 547 11660 61563 469
6100 21 683 1" 19 212 25695 4.5
70000 282 74 460 652 13441 94084 489
8520 bez. ovul.

Tab. A3: Vysledky hormondlné indukovaného umélého vytéru sumce velkého — Sesty pokus.
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PRILOHA B - Zkousky oplozenosti a lihnivosti jiker

23.6.2006 Vytérinkubace

23.6.2006 Nasazeno 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Odbér odumielé,

2462006 |vyména vody 4 3] 2 7 § 7 1 1 1
Odbér odumfelé,

2662006 |vyména vody 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Odbér odumielé 4 4 4 § b b 4 4 3

2862006

Vylthnuto celkem |~ 42 4 4 35 36 3 45 45 46

9 9% 96 86 84 86 9 9% 9%
84 86 88 0 n " 90 9 9

Tab. Bl: Vysledky zkousky oplozenosti a lihnivosti jiker sumce velkého — pdty pokus .

2162006 Vijér inkubace
2162006 Nasazeno 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Odbér odumiele,
2262006 |vyménavody 2 5 3 ] 0 0 2 2 0

Odbér odumrele,
462000 (viménavody | 5 | ) | | 0 3 |

- Odbér odumielé 3 4 I 4 4 3 4 1 2
. Vylnwocelkem| 44 | 3% | & | B 0B % | 4 | ¥ 4

% | % | W | S |60 | 60 | % | % | 10
(S /N A O A [ V2 I R Y U

Tab. B2: Vysledky zkousky oplozenosti a lihnivosti jiker sumce velkého — Sesty pokus .

62



90
88
86
84
82
80
78
76
74
72

70 /

Oplozenostjiker  Lihnivost jiker

Y%

Obr. Bl: Oplozenost a lihnivost jiker. Priimérné hodnoty ze vsech pokusii.
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PRILOHA C - Obrdzkovd dokumentace

Obr. ClI: Celkovy pohled na nddrZe s generacnimi rybami.

Obr. C2: Generacni sumec v individudlni sekci.
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Obr. C3: Provddeéni anestezie.

Obr. C4: Pripravek Dagin.

Y710 (X
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Obr. C5: Srovndni velikosti brisnich partii pied vytérem u jikernacky a mlicdka sumce.

Obr. C6: Mocopohlavni papila jikernacky sumce velkého.
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Obr. C7: Jikernacka tésné pred vytérem.

Obr. C8: Ponuicky pro umély vytér sumce — odlepkovaci roztok, aktivacni roztok atd.
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Obr. C9: Umély vyteér jikernacky sumce velkého.

A i

Obr. C10: Cerstvé vytiené jikry s ovaridlni tekutinou sumce velkého.
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Obr. Cll1: Inkubace jiker sumce velkého v Zugskych lahvich.

Obr. CI2: Detail oplozenych (hnédych) a odumrelych (bilych) jiker.
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C13:Celkovy pohled na misky s jikrami — zjistovdni oplozenosti.

Obr. Cl4: Detailni pohled na misky s jikrami.
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9. Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo zjistit optimalni zptisob hormonélni indukce
ovulace jikernacek sumce velkého s pomoci hormondlniho kombinovaného
pfipravku, obsahujici GnRHa spolecné s dopaminergnim inhibitorem, Dagin
(izraelsky preparat). Urcit zavislost prib&hu intervalu latence na teploté vody a ovéfit
jeho ucinnost k indukci ovulace.

V pribéhu let 2005 — 2007 bylo realizovano celkem sedm pokusi s
hormonalné indukovanym umélym vytérem sumce velkého, ke kazdému pokusu byla
pouzita jind skupina ryb. V prvnim pokusu byly ryby injikovany hypofyzou (4,5
mg.kg"), Ovopelem ( 1 pelkg") a Daginem ( 10 pg.kg"). V dalsich pokusech byl
pouZit jen piipravek Dagin ( 10 pg.kg™).

Celkem bylo injikovdno piipravkem Dagin 28 jikernacek sumce a z tohoto
mnoZzstvi 22 ovulovalo a bylo tspéSné vytfeno. Dosahli jsme tedy 79% ovulace. Byla
zjiSténa zavislost intervalu latence na teploté¢ vody pii hormondln€ indukované
ovulaci jikernacek sumce velkého pomoci kombinovaného piipravku Dagin pfi
teplotaich v rozpéti 20,1 — 25,3 °C. Pfi pouZziti pfipravku Dagin bylo dosazeno
pramérné relativni hmotnosti vytfenych jiker 8,26 + 2,92 %.

Uvedené vysledky prokazuji, zZe hormondlni piipravek Dagin obsahujici
funkéni GnRHa a dopaminergni inhibitor je mozné uspéSné pouzivat v rybaiské
praxi pro hormondlné indukovany umély vytér sumce velkého. Pfindsi uspokojivé

vysledky, hlavné v ukazatelich plodnosti (relativni hmotnost vytfenych jiker).

Klic¢ova slova: sumec velky; umély vytér; kapii hypofyza; Ovopel; Dagin
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10. Summary

The aim of my work was to find out an optimal way of hormonal induction
ovulation of female European catfish with help of combined hormonal preparation
containing GnRHa together with dopamine inhibitor - Dagin. Further to get the
depency of latency time of water temperature and verify its influence to ovulation.

7 tries were realized with hormonal inducing artificial stripping of European
catfish during 2005-2007. Every try was provided with different groups of fish. Fish
were intramuscularly injected with carp pituitary (4.5 mg.kg-1), Ovopel ( 1 pel.kg-1)
and Dagin ( 10 pg.kg-1) in the first experiment.

As whole 28 catfish females were injected with Dagin and 22 of this whole
ovulated and were succesfully stripped. There was nearly 79% of ovulation. There
was detected depency of latency time of water temperature within hormonal
induction European catfish female with help of combined Dagin preparation and
temperature in interval of 20.1 — 25.3 °C. With Dagin preparation it was achieved
average relative weight of stripped eggs 8.26 + 2.92 %.

These results demostrate that hormonal preparation Dagin containing
functional GnRHa and dopamine inhibitor is possible to sucessfully use in hormonal
induction of artificial stripping of European catfish. There are satisfactorily results

especially in fertility (relative wieght of stripped eggs).

Keywords: European catfish; artificial propagation; carp pituitary; Ovopel; Dagin.
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