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Cilem této metodiky je poskytnout pstruhaiské praxi ndvod k provadéni akcelerace
¢i synchronizace ovulace u vétsiny sttedoevropskych druh(i lososovitych ryb s vyuZitim
syntetickych analogl gonadotropin uvolnujicich hormond (GnRHa).

2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1.Uvod

V ¢eském pstruhafistvi se v soucasné dobé pouzivaji klasické metody umélé repro-
dukce bez akcelerace ¢i synchronizace ovulace pomoci hormonalnich pfipravkd. | pres
fadu uspésnych pokust s hormonalni synchronizaci ovulace u lososovitych ryb (salmo-
nidd), v€etné Gpravy svételného rezimu, realizovanych v zahranici, nejsou tyto postupy
v CR prozatim vyuzivany.

Salmonidé se mohou vyznacovat zna¢né asynchronnim dozrdvdnim a vytérova
sezona se tim muze prodlouzit do obdobi dvou ¢i vice mésic (Breton a kol., 1990)
(obr. 1). Typickymi zastupci salmonid(i s dlouhou dobou vytérové sezény jsou napf.
pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) siven arkticky (Salvelinus alpinus) a siven alpsky
(Salvelinus umbla). Vlastni zralost jiker, tzn. ¢as idedlni vytérové zralosti jikernacek, trva
u salmonidd pouze 7 dni (Leitritz, 1969), proto musi byt ovulujici jikernacky vybirany
alespon jedenkrat tydné. Hormonalni zésah slouzi k synchronizaci vytéri v délce tydne
¢i nékolika dni. Vyznamné tedy snizuje manipulaci a stres generacnich ryb, uleh¢uje
pldnovani vytérovych praci na lihnich, snizuje naklady a riziko spojené s dlouhym ob-
dobim odchovu jikernacek ve vytérové sezdné. Rovnéz muze prispét ke zvyseni kvality
a kvantity ziskanych jiker a to diky presné identifikaci stupné zralosti jikernacek.

Hormonalni akcelerace ovulace je vyuZitelnd ve vytérovém obdobi u velmi na-
chylnych druhli salmonidi jako je hlavatka podunajska (Hucho hucho), lipan podhorni
(Thymallus thymallus), lipan arkticky (Thymallus arcticus), pacifické druhy losost (On-
corhynchus sp.), siven americky (Salvelinus fontinalis) a sihové (Coregonidae), u kterych
hrozi neimérné omezeni produkce jiker at jiz z divodi vysoké predvytérové mortali-
ty nebo stresu z ndhlé zmény chovného prostredi (Jungwirt a kol., 1979, Mikolajczyk
a kol., 2008; Svinger a kol., 2012c).

Nutno dodat, ze u salmonidli neni bezpodminecné nutny hormonalni zésah, pro-
toze vytérové zralosti dosdhnou i bez hormonalini stimulace. Hormonalni akceleraci
¢i synchronizaci ovulace je nutno brat jako dostupnou alternativu, kterd mize zvysit
flexibilitu a operativnost soucasné uzivanych postupt v reprodukci salmonidd. Hormo-
nalni zasah se musi pfimo vztahnout k momentalnim podminkam a potfebam odchov-
nych zafizeni, které jsou vzdy velmi rozdilné.
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Obr. 1. schéma pribehu vytérové sezony u,standardizovaného” generacniho hejna pstruha duhového

avliv hormondiniho zdsahu na jeji zkrdceni a synchronizaci.

2.2. Hormonalni osa ,mozek - hypofyza - gonady”

Reprodukéni cyklus ryb je fizen tzv. hormonalni osou (kaskadou),,mozek-hypofyza-
-gonady”. Centrdlni fidici roli v této kaskadé hraji nativni forma gonadotropin uvolriuji-
ciho hormonu (GnRH - Gonadotropin Releasing Hormone), nékdy také oznacovand jako
luteiniza¢ni hormon uvoliujici hormon (LHRH - Luteinizing Hormone Releasing Hor-
mone). GnRH je neurodekapeptid, ktery patfi mezi hypotalamické neurotransmitery
sekretované neurony u kostnatych ryb (Teleostei) pfimo inervujicimi hypofyzu (Amano,
2010).

Je zndmo, Ze u kazdého druhu dochazi k vyskytu dvou nebo tfi molekularnich fo-
rem GnRH (Oka, 1997; Okubo a Nagahama, 2008). V mozku lososovitych se na rozdil
od napit. platysovitych (Pleuronectidae) ¢i mofanovitych (Sparidae) nachazi oproti ttem
pouze dvé molekuldrni formy, a to lososi (salmon) sGnRH a slepici (chicken) c¢GnRH-2
(Okuzawa a kol., 1990). Vysoké mnozstvi sGnRH v hypofyze salmonidli napovida, ze
tato forma GnRH stimuluje ve vytérovém obdobi syntézu a sekreci luteiniza¢niho hor-
monu (ddle jen LH), dfive ozna¢ovaného jako GTH-II (Breton a kol., 1998), a do ur¢ité
miry folikulostimula¢niho hormonu FSH neboli GTH-I v obdobi vitelogeneze (Ando
a kol., 2004; Amano a kol., 2010; Zohar a kol., 2010).



FSH tedy hraje svou dominantni roli v obdobi vitelogeneze (Kawauchi a kol., 1989;
Swanson a kol., 1989), kdy ptimo plsobi na bunécnou vrstvu folikularnich oball pro-
dukujici testosteron, ktery je aromatizovan pomoci enzymu P450 aromatézy (dale jen
P450__ ), produkovaném granulézni vrstvou bunék folikuld, na 17B-estradiol (dale jen
E,) (Pankhurst a Carragher, 1991; Nagahama, 1994). E, stimuluje syntézu vitelogeninu
v jatrech, odkud je vitelogenin krevnim fecistém transportovan pro vlastni ulozeni
do rostoucich oocytl (Specker a Sullivan, 1994).

K narlistu LH v krevni plazmé salmonidl dochézi na pocétku vytérové sezény pfi
findlnim dozravani gonad. Soucasné s narGstem hladiny LH dochazi k ndhlému nérastu
zrani indukujiciho steroidu 17a20p-dihydroxy-4-pregnen-3-one (dale jen DHP) (Young
a kol., 1983), ktery je produkovan granulézni bunéc¢nou vrstvou folikuld, a to konverzi
produkovaného 17a-hydroxyprogesteronu (dale jen 17P). Konverze je zprostfedkova-
na enzymem 20B-hydroxysteroiddehydrogenazou (dale jen 203-HSD), jejiz produkce
je stimulovana rovnéz pomoci LH (Young a kol., 1986). DHP aktivuje zrani podporujici
faktor, jez je findlnim induktorem zrani oocytli (Nagahama a Yamashita, 2008). Typicka
migrace zarode¢ného jadra k animalnimu pélu je povazovana za indikator pocétku zra-
ni oocytl, po némz nasleduje zhrouceni zérode¢ného jadra a oddéleni prvniho polar-
niho téliska, coz znamenda kompletaci prvniho meiotického déleni (Nagahama, 1994).

Aby mohly byt zralé oocyty oplozeny, musi byt z obklopujiciho folikulu uvolnény
v procesu zvaném ovulace (Goetz a Garczynski, 1997). Ovulace ma dvé ¢asti - folikular-
ni separaci — preruseni mikrovilarnich spojeni mezi sténou folikulu a oocytu, a prask-
nuti folikuld - otevreni folikularni stény a vypuzeni oocytu (Goetz a Garczynski, 1997).
Esencidlni roli v téchto findlnich procesech hraji proteolytické enzymy (Ogiwara a kol.,
2005) a prostaglandiny (Bradley a Goetz, 1994). Z hlediska hormonalni kontroly proce-
su ovulace se v soucasnosti uvazuje o DHP jako klicovém hormonu nejen pro indukci
finélniho zrani oocyty, ale i ovulace (Nagahama a Yamashita, 2008).

Aplikaci syntetickych analogli GnRH je ovulace synchronizovana ¢i akcelerovana
prostfednictvim vyse popsané hormonalni osy. Injikace GnRHa stimuluje syntézu a
sekreci LH v hypofyze, ktery indukuje ovaridlni produkci DHP s naslednou ovulaci. In-
jikace GnRHa tedy pUsobi na drovni hypofyzy. Tim se zdsadné lisi od starsich metod
vyuzivajicich hypofyzaci ¢i aplikaci purifikovanych GTH, jejichz ucinek spociva v pfimé
stimulaci ovarialni produkce DHP.

2.3. Uéinnost molekul GnRHa u salmonidii

U¢innost riiznych molekul GnRH se mize zna¢né lisit (Nagahama a kol., 1995).V z&-
sadé je tato vlastnost GnRHa hodnocena dle potence stimulovat hypofyzarni sekreci
LH. Nativni formy GnRH maji obecné nizsi potenci ve srovnani s jejich syntetickymi su-
peraktivnimi (vysoce aktivnimi) analogy (Forniés a kol., 2003). Substituce D aminoky-
seliny na pozici 6 a modifikace karboxyterminalniho konce z glycin amidu na etyl amid
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nativni molekuly GnRH zpUsobuje vysokou rezistenci syntetickych analogdl GnRH k en-
doenzymatické degradaci, kterd zna¢né pfispiva k jejich vy3si ucinnosti (Zohar a kol.,
1990). U pstruha duhového vsak rezistence vici témto degradacnim procestim nebyla
prokazéna a nebyla tak prokézana pficina superaktivity GnRHa (Weil a kol., 1992). Ta je
spise vysledkem toho, Zze modifikace na pozici 6 a 10 nativnich peptidd zvysuji afini-
tu k hypofyzarnim GnRH receptoriim, coz vede ke zvysené biologické aktivité GnRHa
(Crim a kol., 1988).

U lososovitych ryb, jmenovité u pstruha duhového, byl oproti jinym testovanym
analoglim nejuc¢innéjsi stimulant sekrece LH superaktivni analog lososiho nativniho
peptidu [D-Arg®-Pro®NEt]-sGnRHa (Breton a kol. 1990). Naopak nejnizsi ucinnost byla
prokazana u analogu [D-Trp®-Pro°NEt]-sGnRHa (Breton a kol. 1990).Van der Kraak (1987)
up-Ala®and p-Arg® derivat nativniho lososiho GnRH rovnéz prokazal vysokou Uc¢innost
a zaroven stimulaci nejdéle trvajici sekrece LH u lososa kisuce. U lososa obecného byl
[D-ArgS-Pro®NEt]-sGnRHa opét vysoce ucinny, pticemz nejvyssi superaktivita byla pro-
kdzana u analogu savciho peptidu [p-hArg(Et,)*-Pro°NEt]-mGnRHa (Crim a kol., 1988).
Crim a kol. (1988) ve stejné studii popisuje nejvyssi uc¢innost molekul [p-Arg®-Pro°NEt]-
-sGnRHa, [p-hArg(Et,)>-Trp’-Leu®]-sGnRHa a [p-hArg(Et,)>-Trp’-Leu®-Pro°NEt]-sGnRHa
z hlediska nejdéle trvajici stimulace sekrece LH, coz ma u salmonidd zasadni vyznam
(kapitola 2.6.4.).

Vzhledem k vysoké aktivité a pofizovaci cené se zdd jako nejvyhodnéjsi pouzivani
analogu [p-Arg®-Pro°NEt]-sGnRHa. Tento analog je sou¢asné ucinnou latkou komercné
vyrdbénych pfipravki jako je kanadsky Ovaplant® a OvaRH™. Pro piiklad cena 100 pg
neméné vysoce Uc¢inného analogu [p-Ala®-Pro°NEt]-sGnRHa je 19,8 €, zatimco stejné
mnozstvi [D-Args-Pro°NEt]-sGnRHa je mozné obdrzet za 4,76 € (Bachem AG, Svycarsko,
http://www.bachem.com/).

2.5. Regulaéni mechanismy reprodukéniho cyklu salmonidii

2.5.1. Fotoperioda

Salmonidé dosahuji pohlavni zralosti jednou za rok. Dlouhodobé byla diskutovéna
otazka kontroly vyvoje gonad a terminu pohlavni zralosti. Pfi feSeni této otazky vy-
$lo najevo, Ze salmonidé intenzivné registruji svételnou délku dne a termin pohlavni
zralosti je Fizen jeji zménou prostfednictvim pinedlni sekrece melatoninu (Porter a kol.,
1999). Pohlavni zralost u vétsiny salmonid{l nastava pfiblizné 5-8 mésicli po obdobi
nejdelsich dnli v roce (po 21.6.). Fotoperioda je tedy nejdalezitéjsim fidicim faktorem
reproduk¢niho cyklu salmonidd (Bromage a kol., 1992a) a rovnéz klicem k jejich ko-
mer¢ni akvakulture (Nordgarden a kol. 2005). V soucasné dobé se riizné metody re-
gulace svételného prostredi (fotostimulace) ve vyrobnim procesu pouzivaji napt. pro
oddaleni ¢i urychleni terminu vytér( v fadu nékolika mésict (Bromage a kol., 1992a;
Taranger a kol., 2010), k urychleni a spusténi pohlavniho dospivéani v prdbéhu smoltifi-
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kace (Fjelldal a kol., 2011), ke kontrole smoltifikace (Saunders a kol., 1985), inhibici tzv.
grilsingu neboli pohlavniho dospivani u lososa obecného po 1%z roku odchovu ve sla-
né vodé (Porter a kol., 1999), hybridizaci riznych druhi s odliSnym terminem vytérové
sezdny (Aschenbrenner Peter, 2010, osobni sdéleni) a k stimulaci rlistu u rGznych véko-
vych skupin a druhd (Krdkenes a kol., 1991).

Pro detailnéjsi popis regulacni funkce fotoperiody v této publikaci neni prostor,
protoze je nesmirné rozsahla a svym vyznamem jen nepatrné zasahuje do proble-
matiky kontroly ovulace. Tento odstavec pouze slouzi pro zdlraznéni jeji hlavni fidici
funkce a moznosti vyuziti fotostimulace k posunu terminu vytér( s naslednou indukci
a synchronizaci ovulace s vyuzitim GnRHa (Taranger a kol., 2003; Bonnet a kol., 2007;
King a Pankhurst, 2007). V pfipadé posunuti terminu vytéru pomoci fotostimulace
(opozdéni ¢i urychleni) mlize nastat situace, Ze finalni dozravani, samotna ovulace a vy-
tér jikerna¢ek maze probihat za jinych teplot, nez by tomu bylo v bézném vytérovém
obdobi (podzim, zima) (Taranger a kol., 2003). Hlavni fidici faktor reprodukéniho cyklu
(fotoperioda) se tedy mUze dostat do stavu,out of phase” (desynchronizace) s hlavnim
modula¢nim faktorem, teplotou.

2.5.2.Teplota

Teplota je hlavnim modula¢nim faktorem reprodukéniho cyklu salmonidd
(Pankhurst a King a kol., 2010) a na posun terminu vytérd ma nepatrny vliv (Hokanson
a kol., 1973; King a kol., 2003). Pfi provadéni hormonalnich zdsaht pomoci GnRHa ma
vsak teplota zasadni vyznam jak pro ucinnost hormondlniho zasahu, tak pro naslednou
kvalitu pohlavnich produktg.

Reprodukéni cyklus se da rozdélit na dvé faze: 1) proliferace, rdst a diferenciace
gamet (vitelogeneze, spermatogeneze) 2) obdobi zrani oocytl a spermii a pfiprava
na jejich uvolnéni (findlni dozrdvani oocytl a spermiace) (Mylonas a Zohar, 2001). Kaz-
dy druh ryb se vyznacuje vlastnim fyziologickym teplotnim optimem pro pribéh en-
dokrinnich procest, které se podileji na fizeni jednotlivych fazi. Pfi odchovu generac-
nich lososovitych ryb plati staré pravidlo fismistr(, ze urcitd suma dennich stupnu per
annum nesmi byt prekrocena, jinak Ize o¢ekdvat problémy s prezravanim pohlavnich
produktt a jejich nedostate¢nou kvalitou (Mayer, 2001). Pro tyto Ucely je nutné gene-
racni ryby chovat v nejchladnéjsich nadrzich na odchovném zafizeni. Reproduk¢ni en-
dokrinologie vétsiny vyznamnych druht lososovitych ryb byla pfedmétem vyzkumu
v 80. a 90. letech minulého stoleti (Bromage a kol., 1982; Springate a kol., 1985; Mayer
akol., 1992).

Vitelogeneze, faze rapidniho ovaridlniho rdstu charakterizovana hepatickou pro-
dukci a ovaridlnim vsttebavanim prekurzoru Zloutkového proteinu vitelogeninu (Spec-
ker a Sullivan, 1994), probiha po nékolik mésict reprodukéniho cyklu jikernacek. Bé-
hem vitelogeneze oocyty zvétsuji svou velikost az o nékolik fadu a vitelogenin mulze
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pfedstavovat vice nez 90% jejich objemu (Tyler a kol., 2000). Protoze vytérové obdobi
salmonidu vétsinou spada do obdobi podzimu a zimy, velkd ¢ast vitelogenického rds-
tu oocytl probiha béhem léta a raného podzimu (Bromage a Cumaranatunga, 1988)
v obdobi, kdy pfirozené teploty maji tendenci k vy33im hodnotam.

Pohlavné dospivajici jikernacky lososa obecného chované po dobu 3 mésictli od ra-
ného stadia vitelogeneze pfi teplotach 16, 18 a 22 °C vykazovaly zndmky jejiho na-
ruseni ve srovnani s jikernackami chovanymi pfi teploté 14 °C (King a kol., 2003). Na
endokrinologické drovni se narusenad vitelogeneze projevila snizenymi hladinami E,,
jeho prekurzorutestosteronu (T) azrovnatakivitelogeninu.Zmény ovulovanych oocytt
byly patrné pro teplotu 22 °C redukci jejich velikosti a poruchou tvorby jikernych obal(
(Hyllner a Haux 1995) s deformaci mikropilarniho otvoru (King a kol., 2003). King a kol.
(2003) se domnivali, Ze zvysené teploty vyvolavaji zmény prostifednictvim snizeni akti-
vity enzymatického systému cytochromu P450_ _ zodpovédného za konverzi T na E,,
coz bylo potvrzeno o rok pozdéji Wattsovou a kol. (2004). Identické zmény na oocytech
jako u lososa obecného byly pozorovany i u sivena arktického pfi 10 °C (Gillet a kol.,
1991) a pstruha duhového pfi 21 °C (Pankhurst a kol., 1996).

Zvysené teploty vodniho prostredi jsou rovnéz zndmymi inhibitory procesu zrani
u lososovitych ryb (Taranger a Hansen, 1993; Gillet a kol., 2009; Taranger a kol., 2003;
King a Pankhurst, 2004ab; Vikingstad a kol., 2008). Teplota nad 16 °C inhibovala ovulaci
u sivena amerického (Hokanson a kol., 1973). U sivena arktického doslo k inhibici ovula-
ce pfi 10 °C (Gillet a kol., 2009). Teplota 11 °C v pfedvytérovém obdobi jikernacek lososa
obecného oddaluje nastup findlniho dozravani a ovulace, oproti jikernackdm drzenym
pii teploté 6 °C (King a Pankhurst, 2004a). Naopak teplota 6 °C ma velmi pozitivni efekt
na synchronizaci a stimulaci ovulace. Teplota 14-16 °C u jikernacek lososa obecného
moduluje profily obsah( E, a T a brani béznému pfedovula¢nimu nardstu hladiny DHP
se soucasnou inhibici ovulace (Taranger a kol., 2003). Oocyty pstruha duhového pfi
teploté 18 °C vykazovaly in vitro vysokou aktivitu enzymu P450__  (tudiZivy3sitenden-
ci k produkci E,), proti nizké aktivité enzymu 20B-HSD zprostfedkovavajiciho produkci
steroidu DHP (Pankhurst a Thomas, 1998) (kapitola 2.2.). Aplikace GnRHa u jikernacek
salmonidu pfi vyssich teplotach (u pstruha duhového pri teploté 18 °C, u lososa obec-
ného pfi 14-16°C, u sivena arktického pfi 10 °C) neni Uc¢inna (Pankhurst a Thomas, 1998;
King a Pankhurst 2004a; Gillet a Breton, 2009). Ztrata uc¢innosti GnRHa spociva v jeho
neschopnosti stimulovat hypofyzarni sekreci LH (tedy i patrné snizenou citlivosti hypo-
fyzy vlc¢i GnRHa) a tedy i pfedovula¢ni nardst DHP v krevni plazmé. King a Pankhurst
(2004a) namitaji, ze nizka schopnost folikularni produkce DHP muze pochazet z ne-
dostatku substratu enzymu 203-HSD, tedy 17P, pro jeho konverzi na DHP, jelikoZ pfi
teploté 16 °C u jikernacek lososa obecného byla aktivita 203-HSD jesté pfitomna.
To by soucasné znamenalo naruseni enzymatickych proces(l predchazejicich produk-
ci 17P (konverze cholesterolu na 17P pres pregnenolon a progesteron) (Nagahama,
1997), které jsou rovnéz stimulovany zvysenim sekrece LH.
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Zjednodusené Ize tedy fici, Ze vysoké teploty mohou byt pfic¢inou zhrouceni celé re-
produkéni hormonalni osy v obdobi poslednich stadii oogeneze vlivem snizeni sensiti-
vity hypofyzy vii¢i GnRH (Vikingstad a kol., 2008), inhibici sekrece LH z hypofyzy (Gillet
a Breton, 2009), snizené enzymatické aktivity patrné na urovni 20B3-HSD (Pankhurst
aThomas, 1998) a syntézy jejiho substratu 17P (King a Pankhurst 2004a). Dale snizenim
senzitivity folikularni odpovédi na stimulaci LH vzhledem k nedostatku folikularnich re-
ceptorl LH a/nebo jejich nizsi afinitou k LH (Gillet a kol., 2011), coz brani produkci DHP
s naslednym opozdénim ¢i zastavenim finalniho meiotického dozravani oocytd a ovu-
lace (King a Pankhurst 2004a). Dulezité je poznamenat, Ze tyto zmény nejsou nevratné.
Znovu nastartovani normalné fungujici reprodukéni hormonalni osy Ize docilit premis-
ténim jikernacek do chladné vody (King a Pankhurst, 2004b; Gillet a Breton, 2009, Gillet
a kol., 2011). Nicméné je potieba se vyvarovat vystaveni jikerna¢ek dlouhodobéjsimu
plsobeni vysokych teplot ve vytérovém obdobi, které zplsobi prezrani jiker jesté pred
jejich ovulaci (obr. 2 a 3).

Obr. 2. Ukdzka jiker jikernacek sivena obrovského (Salvelinus namaycush) pipravovanych ve vytérové
sezéné pii teploté 9 °C. Na obrdzku je vidét témér 100 % prezrdlych jiker. Tento druh salmonida vyZaduje,
podobné jako siven arkticky, podzimni pokles teploty vody na 4-5 °C (Aufsels, Némecko). Foto: Viktor Svinger
a Dennis Kallert.
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Obr. 3. Ndslednd nulovd oplozenost jiker sivena obrovského z predchoziho obrdzku dokumentuje $pat-
nou kvalitu jiker z obrdzku 2(Aufsel3, Némecko). Foto: Viktor Svinger a Dennis Kallert.

2.5.3. Teplota a dopaminni inhibice sekrece LH u salmonidi

Sekrece LH z hypofyzy podléha stimula¢nimu efektu GnRH a inhibi¢nimu efektu tzv.
GRIF (Gonadotropin Release-Inhibiting Factor, inhibicni faktor sekrece gonadotropinu),
dopaminu (Pasqualini a kol., 2004). Dopaminni inhibici sekrece LH nebyl v minulosti
pfiklddan velky vyznam (Van der Kraak a kol., 1986). Nicméné jisty stupefi dopaminni
inhibice u salmonidl existuje (Van der Kraak a kol., 1986; Gillet a kol., 1996). Samotné
podani dopaminniho inhibitoru totiz stimuluje sekreci LH (Billard a kol., 1984) a do ur-
¢ité miry indukuje ovulaci (Gillet a kol., 1996). Existence dopaminni inhibice sekrece
LH u salmonid@ byla definitivné potvrzena az nedavno francouzskymi védci Gilletem
a Bretonem (2009) u sivena arktického pfi zvysené teploté (10 °C) béhem vytérového
obdobi.

Dopaminni inhibice sekrece GnRH z hypotalamu a sekrece LH z hypofyzy patrné
predstavuje prvotni kontrolni mechanismus, ktery brani uvolnéni gamet (zejména oo-
cytll) do nevhodnych teplotnich podminek pro oplozeni a dalsi vyvoj. Siven arkticky
(Johnson, 1980). Pro produkci vysoce kvalitnich jiker je nutna teplota < 7 °C alespon
po dobu 1 mésice pied obdobim vytérh (Johnston, 2002). Dopaminni inhibice sekrece
LH u jinych druht salmonidt je tedy patrné aktivovdna o néco vyssimi teplotami, nez
je tomu napf. u sivena arktického.
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Negativnivliv vysokych teplot Ize eliminovat hormonélnim zasahem pomoci GnRHa
v kombinaci s dopaminergnimi inhibitory (pimozid, domperidon, metoclopramid)
(Gillet a kol., 1996). Nevyhodou nasazeni dopaminergnich inhibitor( je z neznamého
dlvodu vysoké snizeni kvality jiker. Navic Smérnice Evropského parlamentu a Rady
2004/28/ES stanovi, Ze veterinarni lécivé pfipravky pro zvifata ur¢ena k produkci po-
travin mohou byt registrovany pouze za podminek, které zarudi, ze ziskané potraviny
budou neskodné pro spotfebitele, pokud jde o vedkera rezidua pochdzejici z téchto
Iécivych pfripravkd. Jelikoz zadné rezidualni limity pro dopaminniinhibitory nejsou sta-
metod zarucujicich postupné uvolfiovani GnRHa (Vikingstad a kol., 2008) nebo jeho
opakovanou injikaci (Pankhurst a Thomas, 1998) (kapitola 2.6.3.). Tyto postupy jsou
u salmonidi i za suboptimalnich teplotnich podminek velmi G¢inné a obejdou se bez
pouziti dopaminnich inhibitord.

2.6. Hormonalni pripravky a nosice GnRHa (GnRHa delivery systems)

2.6.1. Okamzita (akutni) hormonalni stimulace

Okamzitd hormondlni stimulace, vétSinou oznacovana jako akutni, spociva v apli-
kaci GnRHa, ktery byl pfed pouzitim zfedén na pozadovanou koncentraci v ug na jed-
notku (ml) 0,7-0,9% fyziologickym roztokem NaCl. Takto podany GnRHa ma okamzity
a kratkodoby ucinek.

Vyrobci a dodavatelé

Synteticky analog GnRH je pro pfipravu akutniho hormonalniho zdsahu mozné
objednat ve vysoce rozpustné krystalické formé (dorucovaci doby jsou dle potieby
3-4 dny) u vyrobcu ¢istych chemikalii (Sigma Aldrich, www.sigmaaldrich.com/czech-re-
public.html & Bachem AG, Hauptstrasse 144, 4416 Bubendorf, Svycarsko). Z nasi osobni
zkusenosti byla vzdy nejlepsi spoluprace se spole¢nosti Bachem AG z hlediska pro-
vadéni on-line objednavek, rychlosti a flexibility dodavéani a vynikajici technické pod-
pory a poradenstvi. Firma Bachem AG dodavé standardni [p-Arg®-Pro°NEt]-sGnRHa
v mnozstvi 5 a 25 mg. Pro pfedstavu jedno 25 mg baleni staci pro injikaci minimalné
500kg generacnich ryb.

Manipulace s GnRHa a jeho skladovani

Krystalickd forma GnRHa je dodavéana v termostatickém bali¢cku v umélohmotnych
ampulich zabalenych do uzaviratelného PVC sa¢ku (obr. 4). Po obdrzeni balicku je nut-
né GnRHa skladovat v mrazéaku pfi teploté < -15 °C. Pri teploté 45 °C (naptiklad v lété
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v rozpaleném auté) si GnRHa ([o-Arg®-Pro°NEt]-sGnRHa) uchovava svou 100% Uucin-
nost pfiblizné 3-4 hodiny, pfi pokojové teploté 20 °C je 100% ucinnost garantovana
jesté zhruba po 24 h (Bachem AG). GnRHa je mozné skladovat zamrazené ve fyziolo-
gickém roztoku v pozadované koncentraci v jakychkoli Cistych plastovych ampulich
¢i drobnych nadobkéch pfi teploté < -15 °C. Takto skladované GnRHa je jesté po roce
100% ucinné. GnRHa nesmi byt vystavovano piimému slunecnimu zareni. Prace se syn-
tetickymi analogy GnRHa vyzaduje zakladni ochranné pomcky, pfedevsim latexové
rukavice a provadéni pfiprav v dobfe odvétrané mistnosti.

PeRos 0e
Hoh for drug uset

gt
<A5"C

ol watt
128247

Obr. 4. Plastové ampule s lososim GnRHa v krystalické formé dodané firmou Bachem AG.

Pfiprava okamzitého hormonalniho zasahu

Pred vlastni pfipravou GnRHa je nutné mit prehled o pfiblizné individuainia celkové
hmotnosti jikernacek v genera¢nim hejné k napldnovéni mnozstvi GnRHa k injikaci.
K fedéni pouzijeme znamy objem fyziologického roztoku NaCl pfedem pfipraveny
do cisté (nejlépe sterilizované) sklenéné nadobky (nejcastéji kadinky). Pomoci pipety
(nejlépe o objemu 50-1 000 pl) ¢i injekeni stiikacky s jehlou nejprve rozpustime celkové
mnozstvi krystalického GnRHa pfimo v umélohmotné ampuli (obr. 4). GnRHa je velmi
dobfre rozpustny. Je nutné opét pomoci pipety ¢i injekéni stiikacky umélohmotnou
ampuli diikladné vyprazdnit do pfipravené sklenéné nadobky. Cast rozpousténého
hormonu zmrazime ve zkumavkach a ¢ast dale natedime na pozadovanou koncentraci
GnRHa v pg/ml/kg zivé hmotnosti jikernacky k pfimé injikaci. Pfebytky rozpusténého
a rozfedéného GnRHa je nutné zamrazit a skladovat pfi teploté -15 °C ve zkumavkach
Eppendorf o objemu 1,5-2ml. Vhodné pomicky k fedéni GnRHa jsou na obrazku 6.
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Priklad: Bylo zjisténo, Ze na hormondilni stimulaci generacniho hejna pstruha obecného je
potreba priblizné 6 000 ug sGnRHa. K dispozici mdme 25 mg baleni sGnRHa. Injikovat bu-
deme 25 ug.kg' sGnRHa.

Postup reseni:

1) Do sklenéné kddinky si pomoci sklenéné pipety (obr. 5) pripravime 25 ml fyziologic-
kého roztoku, ktery bude pouZit k fedéni.

2) Pomoci injekéni stfikalky (obr. 5) rozpustime krystalické sGnRHa v ampuli od do-
davatele.

3) Ampuli pomoci injekéni stiikacky dikladné vyprdzdnime do sklenéné kddinky
(nyni mdme pripraveny roztok sGnRHa o koncentraci 1 000 ug.ml).

4) 19mlroztoku z kddinky rozdélime nejlépe po 1 ml do zkumavek k zamrazeni.

5) Zbylych 6 ml pouZijeme k viastni injikaci a postupujeme dle vypoctu:

6000/25=240ml
240-6=234ml

6 ml roztoku je nutno naredit 234 ml fyziologického roztoku, abychom obdrZeli findIni
koncentraci k injikaci a to 25 ug.m™ sGnRHa na kg hmotnosti jikernacky.
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Obr. 5. Pomdicky pro fedéni a piipravu GnRHa k aplikaci. Objemy pipet a injekénich stiikacek je nutné volit

dle celkového mnozstvi a individudinf hmotnosti jikernacek. Foto: Viktor Svinger a Dennis Kallert.

Aplikace GnRHa s okamzitym ti¢inkem

Pred vlastni injikaci se jikernacky anestezuji v ldzni hiebickového oleje
(0,3-0,4 ml.10 L") ¢i MS 222 (1 g.10 L) (obr. 6). Pro pfesné urceni davky je nutné kazdou
jikernacku individuélné zvazit (obr. 7). K aplikaci GnRHa se pouZzivaji injekéni stikacky
o objemu 1ml pro generacni ryby o hmotnosti < 1kg, o objemu 2-5ml a vyse pro gene-
ra¢ni hejno s individualni hmotnosti > 2 kg (obr. 8). Pro velmi jemné Supiny a kazi sivend,
pstruhd a losost Ize pouzit jehly tenci urcené pro aplikaci inzulinu. U velkych ryb na mis-
to inzulinovych jehel volime dlouhé a tenké jehly (nejcastéji 0,3 x 12-0,7 x 40 mm).
U salmonidt s hrubsimi a vétsimi Supinami (sihové, lipani) je vhodné pouzit jehly delsi.
Vlastni injikace GnRHa se provadi bud intramuskuldrné do hibetni svaloviny v oblasti
mezi hibetni ploutvi a tukovou ploutvi¢kou pod Uhlem zavedeni jehly cca 45°, nebo
intraperitonedlné na bazi bfisni ploutve pod ostrym uhlem zavedeni jehly 20-30°
(obr. 8 a 9), aby vpichem nedoslo k poskozeni vnitinich organt. Z vlastni zkusenosti
nedoporucujeme intramuskuldrni aplikaci, protoze je oproti intraperitoneélni aplikaci
zdlouhava a vyZaduje masaz mista vpichu (obr. 10), aby nedoslo k uniku aplikovaného
piipravku.
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Obr. 6. Anestezie jikernacek pstruha obecného f jezerni (Salmo trutta m. lacustris) a sivena obrovského
vanestetiku MS 222 pred manipulaci (Némecko). Foto: Viktor Svinger a Dennis Kallert.

Obr. 7. individudini zvdzeni kazdé jikernacky je zdsadni pred provedenim akutni injikace. Na obrdzku
anestetizovand jikernacka pstruha obecného f. potoc¢ni (Salmo trutta m. fario) (generacni hejno Main,
Némecko). Foto: Viktor Svinger a Dennis Kallert.
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Obr. 8. intraperitonedini injikace sGnRHa u jikernacek pstruha obecného f jezerni (generacni hejno Bo-
densee, Némecko). Foto: Viktor Svinger a Dennis Kallert.

Obr. 9. Detailni zobrazeni vpichu pii intraperitonedini injikaci sGnRHa jikernacce pstruha obecného f
Jjezerni (generacni hejno Bodensee, Némecko). Foto: Viktor Svinger a Dennis Kallert.

-19-



Obr. 10. intramuskuldrni injikace pripravku Supergestran® jikernacce siha peledé (generacni hejno Zddr
n. Sdzavou). Po intramuskuldrni aplikaci pripravku je nutnd masdz injikovaného mista, aby doslo k dobré-
mu vstfebdni roztoku. Foto: Viktor Svinger a Jan Koutil

Obr. 11. Po anestezii je nutné generacni ryby ponechat zotavit za dostatecného piisunu chladné cisté
vody (na obrdzku vytiené jikernacky sivena obrovského, Némecko). Foto: Viktor Svinger a Dennis Kallert.
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2.6.2. Doporucené komercni pripravky s okamzitym uicinkem GnRH pro salmonidy

Supergestran®

Pripravek Supergestran® (obr. 12) dodava spole¢nost Nordic Pharma, s.r.o. (K Ryb-
niku 475, 252 42 Jesenice, Ceska republika) Jeho uc¢innou latkou je lecirelin — analog
sav¢iho GnRH [p-Tle®-Pro°NEt]-mGnRHa. Vyhodou je, Ze je dodavan ve sklenénych
ampulich o objemu 2ml a obsahem 25 pg.mI" mGnRHa, coz je davka, ktera je ptimo
pouzitelnad pro aplikaci genera¢nim jikernackdm na 1kg zivé hmotnosti. Skladuje se
pfi teploté 25 °C. Odpada tedy nutnost chlazeni a pfipravného fedéni. Po odlomeni
uzavéru sklenéné ampulky Ize zapocit s jeho naplriovanim do injek¢nich stiikacek. Tyto
vlastnosti se ukdzaly jako velmi praktické v ndro¢nych podminkach a rybérskych pro-
vozech (Svinger a kol., 2012¢). V pfipadé nutnosti Ize Supergestran® nafedit fyziologic-
kym roztokem NaCl i na nizsi koncentraci, ¢imz Ize docilit vyznamné Uspory nakladd.
Nevyhodou je, ze je dodavan pouze v koncentraci 25 pg.ml, coz vyzaduje pouzivani
velkého objemu injikovaného roztoku velkym jikernackdm. Hodi se tedy spise pro apli-
kaci mensim rybam. Pfipravek Supergestran® Ize na recept veterinarniho |lékare zakou-
pit v kterékoliv [ékarné.

Supergestran 10x2ml |

inj. ad us. vet,

INJEKCNI ROZTOK K INTRAMUSKULARNI APLIKAC!
CILOVY DRUH ZVIRAT: KRAVY, JALOVICE

VETERINARNI LECIVY PRIPRAVEK JE VYDAVAN POUZE
NA PREDPIS.

NORDIC]

Obr. 12. Baleni s ampulkami ptipravku Supergestran®. Foto: Viktor Svinger.
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Gonazon™

Pripravek Gonazon™ je jedinym skutecné registrovanym hormonalnim pfipravkem
v EU obsahujicim GnRHa. U¢innou latkou je azagly-nafarelin p-Nal(2)®-Pro°~[aza-Gly]-
-GnRHa. Je dodavan jako koncentrat, ktery je pfed pouzitim tfeba naredit pfibalenym
sterilnim fedidlem na 16-32 ug.ml”, coz predstavuje davku tohoto hormonu na kg zivé
hmotnosti jikernacek. Vyrabén a dodavan je holandskou firmou Intervet International
B. V. Bohuzel v sou¢asné dobé neni pripravek nikde v Evropé k dostani a firma Intervet
International B. V. a jeji zastupci na toto téma nekomunikuji jak v Holandsku a Ceské
republice, tak ani v Némecku.

OvaRH™

Produkt kanadské firmy Syndel Laboratories Ltd. (http://www.syndel.
com/, 2595 McCullough Rd, Nanaimo, BC V9S 4M9, Kanada) OvaRH™. Obsahuje
[D-Arg®—Pro°NEt]-sGnRHa, ktery je dodavan ve sklenéné lahvicce v krystalické formé
v baleni 1mg (92 USD), 5mg (410 USD) a 25mg (1 900 USD). Pied pouzitim se musi
nafedit na pozadovanou koncentraci (dle vyrobce 10 ug.kg™ zivé hmotnosti) pomo-
ci fyziologického roztoku. Tento produkt se prakticky nelisi od cistého krystalického
sGnRHa dodavaného firmou Bachem AG (kapitola 2.6.1.).

Syndel Laboratories Ltd.

Firma Syndel Laboratories Ltd. ma tticetiletou tradici ve vyrobé rliznych medika-
mentu a pripravkd pro komeréni akvakulturu v Kanadé a USA (Western Chemicals Inc.).
Produkty dodava vcas a spolehlivé i do Evropy (hlavné do Norska). Disponuje Sirokou
technickou podporou a expertnim poradenstvim jak na svych webovych strankach tak
prostfednictvim e-mailu nebo telefonni linky. V prabéhu provéddénych pokust, které
jsou prezentovany v této metodice, byla velmi korektnim dodavatelem s kvalitnimi
poradenskymi sluzbami. Pfi provadéni kontroly reprodukce u ryb jsou tyto vlastnosti
dodavatell nepostradatelné.

2.6.3. Hormonalni stimulace s postupnym uvoliiovanim GnRHa

Jednorazova akutni injikace GnRHa neni ¢asto schopna vyvolat vysoky stupen
synchronizace ovulace u celého genera¢niho hejna jikernacek, nybrz pouze u 10-50%
(Mylonas a kol., 1992; Taranger a kol., 1992; Svinger a kol., 2012b). Na jednorazovou
davku GnRHa vétsinou reaguji pouze jedinci, ktefi jsou fyziologicky nejblize ptirozené-
mu terminu vytéru (Breton a kol., 1990). Proto je z hlediska pouziti akutniho hormondl-
niho zésahu vhodné injikaci GnRHa zopakovat po 2-3 dnech po prvni injikaci. | kdyz je
dvojitd akutni injikace GnRHa velmi u¢innd, vyZaduje o jednu manipulaci s generacni-
mi rybami navic. Z tohoto dGvodu byly vyvinuty nosi¢e GnRHa neboli ,GnRHa-delivery
systems”, které zarucuji jeho kontinudlni a déle trvajici uvolfovani,sustained hormone
release”, a to po dobu nékolika dni i tydna (Breton a kol., 1990; Mylonas a Zohar, 2001).

-22-



HORMONALNE RIZENA REPRODUKCE LOSOSOVITYCH RYB

2.6.3.1. Cholesterolové pelety

Cholesterolové pelety byly s ispéchem vyuzity u pstruha duhového (Crim a kol.,
1983b) a lososa atlantského (Crim a kol., 1983a). Kombinaci cholesterolu, celulézy
a praskového GnRHa (nékdy za pfidani kakaového masla) a komprese do peletované
podoby vznikd cylindricky implantat s obsahem GnRHa v rozmezi 25-250 g, ktery
po implantaci do téla ryby na principu difuze postupné uvoliiuje GnRHa (Mylonas
a Zohar, 2001). Rychlost uvolriovani GnRHa se da nastavit pomérem cholesterol:celu-
I6za (Carolsfeld a kol., 1988). Pouzivani cholesterolovych pelet je vSak sporné, protoze
cholesterol je steroidni prekurzor a pelety nejsou biodegradabilni, coz m{ize limitovat
vyuziti implantovanych jikernacek jako konzumnich ryb (Breton a kol., 1990). Vyraznou
nevyhodou je, ze preparace vétsiho poctu pelet je ¢asové velmi naro¢na z diivodu na-
vazovani GnRHa pro kazdou peletu zvIast (Mylonas a Zohar, 2001). Proto je mnohem
vyhodnéjsi ndkup komerénich preparatd. Asi nejrozsifenéjsim komerénim piipravkem
s protrahovanym uvolnovanim GnRHa na bazi cholesterolovych pelet je preparat firmy
Syndel Laboratories Ltd., Ovaplant®.

Ovaplant®

Ucinnou latkou preparatu Ovaplant® (obr. 13) je synteticky analog [p-Arg®-Pro°NE-
t]-sGnRHa lososiho GnRH. Pelety Ovaplantu® jsou dodéavény v kruhovych plastovych
zasobnicich zabalenych do uzaviratelné PVC prepravky. Kazdy zasobnik obsahuje 24
peletovanych implantatd. Pro prvotni pouzivani preparatu Ovaplant® je nutné objed-
nat i nerezovou ocelovou implantacni pistoli (obr. 13) s dutymi implanta¢nimi jehla-
mi o prdméru 3mm. Zasobniky s peletami jsou doddvany v koncentracich sGnRHa
75 ug (pro generacni ryby o hmotnosti 3-5 kg, 240 USD), 150 ug (pro generacni ryby
o hmotnosti 6-8kg, 300 USD), 250 ug (pro generacni ryby o hmotnosti 9-14 kg, 360
USD). Pofizovaci cena implantacni pistole je 72 USD. Vyhodou tohoto pfipravku je jed-
noducha pfiprava a velmi rychlad manipulace s implantaci bud' intramuskularné nebo
intraperitonedlné. Generacni ryby neni nutno pred aplikaci individualné vazit, ale roz-
délit do vyse popsanych velikostnich kategorii. Nevyhodou tohoto preparétu je, ze
neni vhodny pro hormonalni zdsah u generacnich hejn s kusovou hmotnosti < 3 kg
(lipan, siven, pstruh obecny f. poto¢ni i jezerni, sihové). Divodu je nékolik: 1) pfilis
vysokd nakladovost (graf 1), 2) implantacni jehla je pfilis silnd pro mensi jikernacky,
< 1kg znamena davku presahujici 75 pg.kg™ zivé hmotnosti, kterou nelze doporucit
(kapitola 2.6.). Instruktaz pouziti ptipravku Ovaplant® Ize shlédnout na internetovém
serveru YouTube™ pod adresou http://www.youtube.com/watch?v=76u42Yfrrv4 nebo
na internetovych strankach spole¢nosti Syndel Laboratories Ltd.
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Obr. 13. Baleni pripravku Ovaplant® s implantacni pistoli, Rall Gun” Foto: Viktor Svinger.

2.6.3.2. Emulsifikace GnRHa pomoci Freundova inkompletniho adjuvancia

Popis

Velmi flexibilnim a praktickym nosi¢em GnRHa je Freundovo inkompletni adju-
vancium (FIA). Pro tyto ucely bylo FIA poprvé pouzito u pstruha duhového Arabacim
a kol. (2004) a Vazirzadehovou (2008) a u lososa keta (Park a kol., 2007). Svinger a kol.
(2012ab) vyuzili sGnRHa-FIA (sGnRHa emulgované ve FIA) u siha peledé a sivena ame-
rického. Nedavno byla tato metoda pouZzita i u lipana podhorniho a obou anadromné
nemigrujicich forem pstruha obecného. FIA je viskézni emulze minerdlnich olejd
a v 1ml obsahuje 0,85 ml parafinového oleje a 0,15 ml manid-monooleétu jako surfak-
tantu (tenzidu) (Guy, 2007). Po smichani FIA a fyziologického roztoku s rozpusténym
GnRHa dojde k utvoreni water-in-oil emulze (emulze voda v oleji). Peptid GnRHa je ,za-
chycen” ve vodné fazi emulze a FIA slouzi jako jeho nosi¢. Po aplikaci se GnRHa z emul-
ze postupné uvolnuje, ¢imz je zajistén kontinualni a dlouhotrvajici uc¢inek. Tato metoda
je snadno pouzitelna i u genera¢niho hejna o individuaini hmotnosti < 0,5kg (obr. 16).

Vyrobci a dodavatelé

FIA Ize zakoupit u vyrobct laboratornich chemikalii jako napt. Sigma Aldrich, VWR
nebo Rockland (obr. 14). 100ml FIA spole¢nost Sigma Aldrich prodava za 5 915K¢.
Po dodani je nutno zajistit skladovaci teplotu 2-8 °C.
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Obr. 14. Baleni s lahvickami Freundova inkompletniho adjuvancia (Freund’s incomplete adjuvant)
od firmy Sigma a firmy Rockland. Foto: Viktor Svinger a Dennis Kallert.

Pfiprava GnRHa-FIA

Priprava GnRHa-FIA je velmi jednoduchg, levna a proveditelna bez vétsich technic-
kych narok, pficemz davku hormonu nemusime presné méfit na kg zivé hmotnosti.
Postaci pouze odhadnout Zivé hmotnosti generacnich ryb a jim pfizpGsobit pfipra-
vu hormonu. Standardni [p-Arg®-Pro°NEt]-sGnRHa (Bachem AG) se nejdiive naredi
podle odhadnuté individuaini hmotnosti generacnich ryb na pozadovanou koncen-
traci, kterou chceme podat na 1kg Zivé hmotnosti, a to 0,25 ml 0,7% fyziologického
roztoku NaCl (Pi. Chceme-li injikovat v priiméru 4 kg tézké jikernacky pstruha duhového
standardni ddvkou 25 ug.kg', namichdme GnRHa v koncentraci 400 ug.1"ml 0,7% NaCl =
100 ug/0,25ml 0,7% NaCl). Takto nafedény GnRHa se dikladné mixuje s FIA v poméru
1:1 do vytvoreni smetanové bilé viskdzni emulze (obr. 15), kterd se posléze injikuje. Pro
mixovani Ize pouzit jakykoli t¢inny homogenizator (napt. Ultraturax lka T-10), vykonny
mixér ¢i v pfipadé nouze obycejnou vrtacku, na kterou je misto vrtaku pfimontovéna
vhodna michaci lopatka (obr. 15). Vyse uvedené hodnoty plati pro ryby o hmotnosti
4-5kg. Je-li genera¢ni hejno pfilis rozrostlé, je vhodné ho roztiidit na alespon 2 veli-
kostni skupiny tak, aby se davka hormonu na odhadovany kg zivé vahy pohybovala
v rozpéti + 10 pg.
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Obr. 15. Pro vmichdni GnRH do emulze FIA Ize v nouzi vyuZit elektrickou vrtacku. Jako nddoby pro mi-

chdni vyuZijeme zkumavek z tvrzeného PVC. Ty musi byt upraveny (sefiznuty) tak, aby se injekcni stiikackou
dosdhlo az na dno zkumavky. Pii michdni vrtackou je nutno zkumavku utésnit vickem s parafinem. Foto:
Viktor Svinger a Dennis Kallert.

Aplikace GnRHa-FIA

Pro aplikaci jsou velmi vhodné inzulinové injekéni stiikacky dodavané bez pevnych
jehel o objemu 1 ml (obr. 16). Kvili snadnéjSimu plnéni se jehly nasazuji az po naplnéni
injek¢nich strikacek. Dle vyse uvedeného vypoctu obdrzi kazda jikernacka s odhado-
vanou hmotnosti 4-5kg celkovy objem 0,5ml emulze GnRHa-FIA a neni nutné pred
aplikaci kazdou jikernacku individualné vazit. Pfed vlastni aplikaci je nutné naplnit tolik
stiikacek, kolik mame generacnich ryb k injikaci. Pro injikaci 100ks potfebujeme asi
2 h pro pfipravu a naplnéni GnRHa-FIA do injekénich stiikacek. GnRHa-FIA se apliku-
je vyluéné intraperitonealné, dle postupu v kapitole 2.8.1. (obr. 16). Pfi aplikaci je
nutné injekeni jehlu pevné drzet na ndsadci injek¢ni stiikacky, nebot i jemné znecisténi
olejovou emulzi mlze zplsobit, Ze jehla v dusledku tlaku pfi aplikaci sklouzne a pfi-
jdeme tak o cennou davku. Z tohoto divodu doporucujeme vyuzivat injekéni jehly o
vétsim prliméru (nejlépe 0,7 x 30-40 mm), které viskézni kapaliné kladou mnohem
mensi odpor.
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Obr. 16. Hormondlni zdsah u jikernacky lipana podhorniho (cca 300g) pavodem z feky Loucné s vidi-
telnym vyuzitim bile zabarveného GnRHa-FIA (Litomys], Ceskd republika). Foto: Viktor Svinger a Petr Trnka.

Specifika pfi vytéru

Pfi vytéru dojde k vypuzeni vétSiny mnozstvi emulze z dutiny bfisni spole¢né s ji-
krami ve formé drobnych bilych vlocek o velikosti 0,3-1,5mm (obr. 17). Na oplozenost
jiker tato skute¢nost nema zadny negativni vliv.

Obr. 17. Bilé viocky (zvyraznény cernymi sipkami) emulze GnRHa-FIA ve vytienych jikrdch sivena ame-
rického. Foto: Viktor Svinger.
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\\——\__=; -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Cena hormonalniho zasahu (K¢)
N
S

Hmotnost jikernacek (kg)

Graf 1. Cena hormondini injikace v pfepoctu na 1kg Zivé hmotnosti jikernacek u pfipravku Ovaplant®,
Supergestran® a metody GnRHa-FIA (u metody GnRHa-FIA se pocitd s doddnim [p-Arg6-Pro9NEt]-sGnRHa
od firmy Bachem AG a standardni ddvkou 25 ug.kg' Zivé hmotnosti jikernacek). Na grafu je vidét, Ze pfipra-
vek Ovaplant® je pripraven na pouZiti predevsim pro generacni ryby o individudini hmotnosti > 7 kg. Cena
pouZiti pfipravku Supergestran® se dd napf. u lipana arktického ¢i siha peledé snizit, protoZe i dvojndsobnd
ddvka 10 ug.kg' Zivé hmotnosti je vysoce ucinnd.

2.7. Termin aplikace

Obecné Ize s hormonalnimi zasahy u jikernacek salmonidl zacit v rozmezi 1 az 5
tydn( pred obdobim hlavniho pfirozeného vytérového obdobi. To plati predevsim pro
sivena amerického, siha peledé, lipant ¢i pstruha obecného f. jezerni, kde vytérova se-
zdéna trva pfiblizné 3 tydny az 1,5 mésice. K uréeni tohoto obdobi spolehlivé poslouzi
zaznamy o vytérech z minulych let. Vzhledem k ddvodiim zminénym v podkapitolach
2.5.2.a2.5.3 je nejvhodnéjsi termin aplikace posunout o nékolik dnli po skokovém sni-
zeni podzimnich ¢&i zimnich teplot vody (Taranger a kol., 1992; Svinger a kol., 2012a).

Oproti tomu vytérova sezéna riiznych populaci pstruha duhového (s jarnim ¢i pod-
zimnim vytérem) mUze byt roztazena do obdobi delsiho nez 3 mésice. Proto je vzdy
vhodné zacit s hormondlni stimulaci pfiblizné na jejim za¢étku, kdyz se v genera¢nim
hejné objevi prvni ovulujici jikernacky. DFivéjsi hormonalni stimulaci nedoporucuje-
me, protoze Ucinek urychlené ovulace se nemusi projevit v dobré kvalité jiker. Pro tyto
Ucely neni nutné generacni hejno kontrolovat, ale opét sledovat data prvnich vytér(
z minulych let. Podobné dlouhé vytérové obdobi jako pstruh duhovy mé napf. siven
alpsky, siven arkticky a nékdy i pstruh obecny f. poto¢ni.
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2.8. Kvalita jiker a termin vytéru po aplikaci GnRHa

| pfesto, ze nasledna kvalita jiker rozhoduje o hospodarnosti/ztratovosti hormonal-
né kontrolovaného vytéru, neni v této oblasti pfilis mnoho zaznamda. Veskera dostupna
literatura, kterd alespon z ¢asti do této problematiky zasahuje, se zna¢né rozchazi. Exis-
tuji prameny, které popisuji jak snizeni tak i zvyseni kvality jiker po hormonalni stimu-
laci. Existuje nicméné nékolik teorii, které vice ¢i méné zménu kvality jiker hormonalné
osetienych jikernacek zdGvodnuji.

2.8.1.Davka GnRHa

Prvni teorie predpokladd, ze snizeni oplozenosti je zpUsobeno aplikaci pfilis vy-
sokych davek GnRHa (100-150 ug.kg ZH) (Haraldsson a kol. 1993; Olito a kol. 2001)
¢i podani GnRHa v kombinaci s dopaminergnim inhibitorem, coz muize vést k hyper-
stimulaci hypofyzy a sekreci vysokého mnozstvi LH, které ma patrné negativni vliv
na kvalitu oocytl (Billard a kol., 1984; Gillet a kol., 1996). Z tohoto diivodu nepfekra-
¢ujeme jednorazovou injikovanou davku GnRHa nad 50 pg.kg™ jikernacek. Tato
teorie nepfimo navazuje na tvrzeni Mylonase a kol. (1992), ze hormonalni zdsah maze
vést k jemné asynchronii mezi dvéma raznymi procesy finalniho stadia reprodukéniho
cykluy, findIniho meiotického dozravani oocytd a ovulace. Tato asynchronie mulze byt
posilena pfilis vysokymi hladinami LH, jejichz vyse a intenzita se mGze navic lisit v d{-
sledku rozdilného fyziologického stavu jednotlivych jikerna¢ek v okamziku aplikace
GnRHa (Gillet a kol., 1996). Vysledkem pak mUize byt, Ze hormonalné osetfené jikernac-
ky nékdy produkuji jikry vysoké kvality a jindy zase velmi nizké. Tento fakt se vsak vy-
skytuje i u generac¢nich hejn vytiranych bez hormonalni stimulace. V nasich pokusech
se navic nikdy nepodafilo prokézat souvislost mezi davkou hormonu a kvalitou jiker.
Do jaké miry tedy mize davka GnRHa ovlivnit schopnost oplozeni a zivotaschopnost
jiker neni znamo.

2.8.2. Zralost jiker

Springate a kol. (1984) a Kallert (2009) popisuiji, Ze jikry pstruha duhového vytiené
cca 4-10 dni po ovulaci konzistentné dosahuji vysokych hodnot oplozenosti a pre-
ziti do o¢nich bodu. V umélych podminkach pstruzich lihni jsou oocyty lososovitych
ryb ovulovany a zlstévaji v dutiné bfisni, dokud nejsou vytfeny. Béhem této periody
oocyty prodélavaji proces zrani (Bromage a kol., 1992b; obr. 21), v€etné meiotického
zrani, které nemusi byt po urcity ¢as po ovulaci ukon¢eno (Nagahama, 1983). Tudiz jako
mohou byt jikernacky v rozdilném fyziologickém stavu v okamziku aplikace GnRHa,
stejné tak mohou byt jikry v okamziku umélého vytéru v rozdilném stavu zralosti, coz
maze vést k vytieni nelplné zralych jiker bez ohledu na hormonalni zasah (Svinger

-29-



a kol,, 2012a). V prlibéhu experimentd se snazime jikernacky kontrolovat velmi cas-
to, abychom co nejvérnéji zachytili pribéh ovulace po hormonalni stimulaci. Redukce
kvality jiker je tedy dosti pravdépodobné vysledkem vlastni metodiky v experimen-
tech s nerespektovanim skutecnosti, Zze u lososovitych ryb dochazi k zralosti jiker velmi
postupné po ovulaci a proto neni nutné spéchat s vytérem.

U jikernacek pstruha duhového vytfenych pozdéji po GnRHa aplikaci, tzn. 15-18.
den na misto desatého dne k zddnému negativnimu ovlivnéni zralosti jiker nedoslo.
Tato teorie je podporena zéznamy z praxe starych severoamerickych pstruhaid, ktefi
po kontrole genera¢niho hejna ovulujici jikernacky lososu vraceli ,na dozrani” na dalsi
1 az 2 dny zpét do zZlab (Leitritz, 1969). Vyuziti této metody se nam osvédcilo u pstruha
obecného f. jezerni. Ovulace byla zaznamenana standardné 9. den po injikaci GnRHa.
Jikernacky vsak byly vytteny az o tfi dny pozdéji s témér 100% oplozenosti (obr. 18a 19).
U jikernacek vytrenych ihned po identifikaci ovulace byla oplozenost cca o 5-10% niz-
si. Doporucené terminy vytérli po aplikaci GnRHa jsou uvedeny v tabulce 1.

Obr. 18. Smésny vzorek cerstvé vytienych jiker pstruha obecného f jezerni pochdzejici od jikernacek vy-
trenych 3 dny po ovulaci. Na prvni pohled se jednd o jikry vysoké kvality, které nevykazuji Zddné zndmky
viockovitych struktur ani nerovnomérného rozdéleni tukovych kapének (podkapitola 2.8.2.1.). Foto: Viktor
Svinger a Dennis Kallert.
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Obr. 19. Jikry pstruha obecného f jezerni 7 dni po oplozeni (vzorek totoznych jiker z obrdzku 22). Odebra-
né vzorky vykazovaly 100% oplozenost. Foto: Viktor Svinger a Dennis Kallert.

2.8.2.1. Kontrola zralosti jiker

Kontrolu zralosti jiker musime u salmonid( provadét bez ohledu na to, jestli hor-
monalni stimulaci provadime ¢i ne. Pro jednoduchou a rychlou kontrolu zralosti jiker
pouzijeme lupu a prosvétlovaci desku. Pfi vlastnim vytéru od kazdé jikernacky odebe-
reme cca 10-20ks jiker, které umistime do prihledné nadoby (umélohmotné krabicky
¢i petriho misky) a polozime idedIné na prosvétlovaci desku se spodnim svétlem. Ne-
klamnym ddkazem prezralych jiker jsou drobné vlockovité struktury ve Zloutku a silné
nerovnomérné rozdéleni tukovych kapének (Kallert, 2009; 2012a,b) (obr. 20). Takové
jikry pro ucely oplozeni pouzijeme jen v pfipadé nedostatku jiker a oplozeni provadi-
me oddélené od optimalné zralych jiker. Proto vytirdme kazdou jikernacku do zvlastni
misky. Spole¢né s kontrolou zralosti jiker doporu¢ujeme provést rovnéz kontrolu kvali-
ty mlici dle metodiky Linharta a kol. (2011).
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M LA 5 T ul
Obr. 20. Jikry pstruha obecného f potocni (vievo) vykazujici zndmky pocinajici prezrdlosti. Cervené Sipky
upozorriuji na vytvdrejici se viockovité struktury (tmavé body) ve Zloutku jiker. U takto vyhlizejicich jiker Ize
ocekdvat nepatrné snizeni oplozenosti (0 5-10 %). Lze je jesté oplozovat spolecné s jikrami vyhliZejicimi jako
na obrdzku 22. Cerné Sipky upozornuji na jikry bez zndmek prezrdni. Vipravo jsou vyobrazeny silné prezrdlé
jikry pstruha obecného f- potocni. Cervené Sipky upozorfiuji na vyrazné viockovité struktury ve Zloutku jiker.
Takové jikry je nutné oplodnit a inkubovat zvidst. Daji se ocekdvat problémy s oplozenosti a lihnivosti (sniZe-
ni 0 50-90 %), ale zrovna tak i s vysokym stupném deformovaného vdckového plidku. Foto: Viktor Svinger

a Dennis Kallert.

100 %

nezralé plné zralé prezralé

Obr. 21. Zrdnijiker salmonidii po ovulaci dle Leitritze (1969).
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2.8.3. Druhova p¥islusnost

Jikry sivena amerického (obr. 22) po hormondlnim zadsahu vzdy dosahuji lepsiho
preziti (0 3-35%) v porovnani s jikrami od hormondlné neosetfenych jikernacek, za-
timco u pstruha duhového a siha peledé je jejich Zivotaschopnost nezménéna nebo
horsi (vétSinou do 10%). Jsou-li tyto rozdily opravdu vysledkem druhové pfislusnosti,
vsak nelze s jistotou tvrdit.

2.8.4. Morfologické charakteristiky jiker

Ve vsech nasich pokusech byly jikry mensi a nasledné i vackovy pladek lehci, po-
kud jikry pochazely od hormonalné osetienych jikernacek. (Svinger a kol., 2012a,b,c,d).
O tom, ze hormonalni stimulace ovulace méla vliv na velikost vytfenych jiker salmoni-
dl, mizeme najit dva dalsi zdznamy, a to u lososa Cavyci (Oncorhynchus tshawytscha)
(Olito a kol., 2001) a lososa kisuce (Donaldson a kol., 1981).V zadném pfipadé vsak ne-
byl nalezen vztah mezi velikosti jiker a jejich Zivotaschopnosti. Mensi velikost je rovnéz
typickd pro jikry pstruha duhového pochdézejici z posunutého letniho terminu vytéru
pomoci fotostimulace (Bromage a kol., 1992b). Podle naseho nazoru zmenseni jiker
zpUsobilo zkraceni findlnich stadii vitelogeneze, jelikoz hormonalnim zasahem vzdy
dojde k nepatrnému urychleni ovulace.

Obr. 22. vysoce kvalitni jikry sivena amerického v o¢nich bodech pochdzejici od jikernacky, u které byl
vytér urychlen cca o 3 tydny (Litomysl, Ceskd republika). Foto: Viktor Svinger a Jan Koufil,
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2.9, Zdravotni stav hormonalné osetfenych jikernacek v povytérovém obdobi

Po injikaci GnRHa ¢i GnRHa-FIA ani v jednom pfipadé nebyla zaznamenéna zvysena
mortalita ¢i negativni efekt na zdravi generacnich ryb v povytérovém obdobi. Pokusy
se synchronizovanou ovulaci jsme provedli u sivena amerického, siha peledé, pstruha
duhového, lipana arktického, lipana podhorniho a u obou anadromné nemigrujicich
forem pstruha obecného (jezerni a potocni). Po pitvé v dutiné bfisni a v misté vpichu
nebyly nalezeny zadné zndmky zanétli, hematomu ¢i puchyrd. Na zakladé nasich vy-
sledki GnRHa a ani FIA nepredstavuji Zddné zdravotni nebezpeci pro generacni ryby.

2.10. Doporuéovana hormonalné iizena reprodukce vybranych druhi salmonidi

2.10.1. Siven americky

S hormonalnim zésahem u genera¢niho hejna sivena amerického v CR Ize za¢it
jiz 1,5 mésice pfed obdobim hlavniho vytérového obdobi. Vytérova sezéna sivena
amerického trva od poloviny fijna tfi tydny az 1,5 mésice. Pro docileni maximalniho
synchroniza¢niho Gcinku je vhodné provadét hormonalni zasah (tab. 1) po snizeni pod-
zimnich teplot vody na 6-7 °C. Uvedené metody spolehlivé funguji pfi teplotach do 10
°C. Jejich ucinnost pfi vyssich teplotach nebyla testovana. Vyse popsané hormonalni
zasahy jsou rovnéz velmi u¢inné pii nutnosti urychleni ovulace v pfipadé masivniho
vyskytu saprolegnidzy, ktera je u sivena amerického velmi ¢astym jevem v kone¢ném
obdobi reprodukéniho cyklu a je doprovazena vysokymi thyny.

Stimulace s postupnym uvolfiovanim GnRHa

Aplikace [p-Arg®-Pro°NEt]-sGnRHa-FIA v davce 20-25 pg.kg’ je velmi ucinna.
14-15 dni po aplikaci je vytfeno vétsinou 100 % jikernacek. Pripravek Ovaplant® nelze
doporucit, a to vzhledem k malé velikosti generacnich siven(.

Okamzita stimulace

Okamzitd jednorazova dévka 25-50 pg.kg™ [p-Arg®-Pro°NEt]-sGnRHa vyvola ovu-
laci v rozmezi asi 10-50%, je-li podéna 2-4 tydny pfed hlavni vytérovou sezénou. Jeji
uc¢innost se zvysuje s pfiblizovanim pfirozeného data vytéru a snizujici se teplotou. Nic-
méné vzhledem k vysledkdim zobrazenym v grafu 2 ji nelze doporucit. Vysoce G¢inna
je dvojité davka dle tab. 1.
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HORMONALNE R

Tab. 1. Souhrn icinnych otestovanych hormondinich zdsahti u sedmi druhd salmonidc.
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Graf 2. pribeh ovulace v case v zdvislosti na provedenych hormondlnich zdsazich u sivena americké-
ho pomoci [p-Arg®~Pro’NEt]-sGnRHa podaného v ddvce 12,5 ug.kg' Zivé hmotnosti ve formé sGnRHa-
-FIA a akutni jednordzové ddvce 50 ug.kg’'. Tento graf demonstruje vys$si icinnost Ctyfndsobné nizsi ddvky
sGnRHa podané metodou postupného uvoliiovdni. Kontrola je bez hormondiniho osetieni. Cervend Sipka
indikuje den provedeni stimulace.

2.10.2. Pstruh duhovy

Vytérova sezéna jednotlivych plemen a populaci pstruha duhového (s jarnim ¢i
podzimnim vytérem) mize byt roztazena do obdobi delsiho nez 3 mésice. Vzhledem
k jeji délce je vhodné zacit s hormonalni stimulaci pfiblizné na jejim zac¢atku s vyskytem
prvni ovulujici jikernacky (kapitola 2.7.).

Stimulace s postupnym uvolfiovanim GnRHa

Na pstruhaiském objektu Nedo3in Rybafstvi Litomysl s.r.o. byla provedena syn-
chronizace vytéri pstruha duhového s jarni vytérovou sezénou od konce tUnora az do
konce kvétna (graf 3). Jako nejvhodnéjsi se ukazala protrahovana hormonalni stimula-
ce za vyuziti [p-Arg®—Pro°NEt]-sGnRHa-FIA v davce 25 pg.kg” zivé hmotnosti (tab. 1).
S vlastnimi vytéry doporucujeme zacit za 16-20 dni po aplikaci sGnRHa-FIA pfi teploté

7-10°C. U tézsich generacnich ryb > 7kg Ize doporucit ptipravek Ovaplant® v balenfi
150 pg [p-Arg®-Pro®NEt]-sGnRHa/peleta (kapitola 2.6.4.).
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Okamzita stimulace

U podobnych plemen pstruha duhového s takto dlouhou pfirozenou délkou vyté-
rové sezény jako v grafu 3 nedoporucujeme vyuzivat akutni hormonalni zasahy.

—— GnRHa-FIA 25 pg.kg* - =Kontrola (bez injikace)
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Graf 3. Pribeh ovulace v ¢ase u pstruha duhového s jarnim obdobim vytérové sezoény. 22 dni po hormo-
ndlnim zdsahu bylo v experimentdini skupiné vytreno témér 90 % jikernacek, zatimco vytér v kontrolni skupi-
né byl ukoncen az zacdtkem druhé poloviny kvétna. Hormondlni zdsah byl proveden pii postupné stoupajici
teploté 7-8 °C. Kontrola je bez hormondiniho osetfeni. Cervend Sipka indikuje den provedeni stimulace.

2.10.3. Sih peled’

S hormonalnim zdsahem u generac¢niho hejna siha peledé Ize zacit cca 1 mésic
(konec listopadu, zac¢atek prosince) pred nastupem hlavniho vytérového obdobi, které
muze trvat 2 tydny az 1 mésic. Pro docileni maximalniho synchroniza¢niho ucinku je
vhodné pockat do poklesu zimnich teplot vody pod 2 °C.

Stimulace s postupnym uvolfiovanim GnRHa

V druhé poloviné listopadu a pfi vyssi teploté (> 4,5 °C) Ize synchronizaci ovula-
ce indukovat pomoci [p-Args-Pro°NEt]-sGnRHa-FIA v davce 25 pg.kg”' ZH s terminem
vytéru uvedeném v tab. 1. Pfipravek Ovaplant® nelze doporucit, a to vzhledem k malé
velikosti generacnich sih(.
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Okamzita stimulace

V pfipadé teplot < 2 °C v prvni dekadé prosince je funk¢ni i jednorazova akutni
davka 25 pg.kg’ ZH [d-Arg®-Pro°NEt]-sGnRHa (tab. 1, graf 5). Velmi G¢innym zasahem
je dvojita akutni aplikace [p-Tle®~Pro°NEt]-mGnRHa v pfipravku Supergestran® v davce
5-25 ug.kg™ zivé hmotnosti jikernacek (ZH), ktera funguje i pfi teploté 5 °C (graf 4).
Ve velké vétsiné 15. den ovuluje 100% injikovanych jikernacek. S vytéry Ize zapocit
16-18. den po injikaci GnRHa. P¥i dvojnasobné davce 5 pg.kg™' ZH [p-Tle®~Pro°NEt]-
mGnRHa v pfipravku Supergestran® s vytéry zac¢indme az 21. den po prvni injikaci.
Jednorazova injekce pfipravku Supergestran® je u siha peledé pfi vyssich teplotach
neucinna.

—a—25+25 pg.kg"' =>=5+5 ug.kg"'! ——25 pg.kg"' =85 ug.kg"' —¢—Kontrola

100
<)
80
70
60
50
40
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20

Kumulativni % ovulovanych jikernacek

Dny po injikaci Supergestranu

Graf 4. prabéh ovulace u jikernacek siha peledé, které byly okamzité stimulovdny pripravkem Superge-
stran®pfiteploté 5°C (5. 12.2009). Na grafujejasné patrné, Ze dvajitd injikace 3 dny po sobévddvce 5ug.kg’ ZH
Je daleko efektivnéjsi, nez jednordzovd ddvka 25 ug.kg™. Cervené sipky indikuji dny provedeni hormondini
stimulace. Kontrola je bez hormondlniho osetreni.
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Graf 5. pribeh ovulace u jikernacek siha peledé, které byly okamzité stimulovdny analogem [p-Arg6-
Pro9NEt]-sGnRHa pri teploté vody 0,4 °C (5. 12. 2010). Jednordzovd okam?Zitd injekce sGnRHa v ddvce
25 ug.kg™ je v tomto pripadé daleko efektivnési nez shodnd ddvka mGnRHa v roce 2009 (graf 4). Tento
rozdil je patrné zpGsoben teplotou 4,6 °C pii aplikaci, nez tcinnosti riznych molekul GnRHa. Cervené Sipky
indikuji dny provedeni hormondini stimulace. Kontrola je bez hormondlniho osetfeni. Prevzato z Svinger
akol. (2012a).

2.10.4. Pstruh obecny f. jezerni

S hormonadlni stimulaci Ize za¢it pfiblizné 1 mésic pred hlavni vytérovou sezénou
(konecfijna az konec listopadu), kterd trva 1-2 mésice. Velmi tcinnym zasahem je dvoji-
té akutni aplikace [D-Arg®~Pro°NEt]-sGnRHa v davce 25 ug.kg™ ZH, ktera zkracuje a syn-
chronizuje vytérovou sezénu na 1-3 dny (graf 6). Ovulace u jikernacek nastava pfi teplo-
té 6-8 °C9.den po prvni injekci hormonu. S vytéry je vsak nutno pockat do 12.-14.dne,
coz vyrazné zvysuje oplozenost jiker (kapitola 2.8.2.) a relativni plodnost jikernacek cca
0 3%.
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Graf 6. Pribsh ovulace u pstruha obecného f jezerni (generacni hejno Bodensee, Némecko) po aplikaci
dvojité okamzité stimulujici ddvky sGnRHa. Kontrola je bez hormondiniho osetteni. Cervené Sipky indikuji
den provedeni stimulace.

2.10.5. Pstruh obecny f. potocni

obdobim vytérh (konec fijna, zacatek listopadu). Vytérova sezéna trva v zavislosti na
populaci tfi tydny az 4 mésice od listopadu do Unora. U populaci s dlouhou vytérovou
sezoénou zacindme s injikaci jako u pstruha duhového (kapitola 2.10.2.).

Stimulace s postupnym uvolfiovanim GnRHa

Jako velmi G&inna se rovnéz ukézala davka 30 ug.kg” ZH [po-Arg®-Pro°NEt]-sGnR-
Ha-FIA podand priblizné tyden pred vytérovou sezénou (graf 7). Jelikoz byla aplika-
ce sGnRHa-FIA velmi blizko ptirozenému terminu ovulace, doslo pfi teploté 8 °C ke
zkraceni intervalu latence na 6 dni a 100 % ovulujicich jikernacek bylo zaznamenano 8.
den po injikaci hormonu. V roce 2012 byla u stejného generac¢niho hejna s Uspéchem
aplikovana davka s postupnym acinkem, a to 15 pg.kg™ ZH [p-Arg®-Pro°NEt]-sGnR-
Ha-FIA, coz vyrazné snizuje cenu zasahu. Davka 60 pg.kg™' ZH u pstruha obecného f.
potocni efektivitu zdsahu nezvysuje a vzhledem k jeji ndkladovosti ji nelze doporucit.
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Okamzita stimulace

Velmi u¢innym zdsahem je dvojita akutni aplikace [p-Arg®-Pro°NEt]-sGnRHa v dév-
ce 25-30 ug.kg' ZH, které zkracuje a synchronizuje vytérovou sezénu na 1-3 dny
(graf 8). Pfi uplatnéni tohoto zdsahu u 100ks 5 letych jikernacek pstruha obecného f.
potocni z feky Main cca 14 dni pied hlavnim obdobim vytéra ovulovalo 70 % jikerna-
¢ek 10. den po aplikaci hormonu pfi teploté 8 °C. O tfi dni pozdéji bylo vytfeno 100 %
jikernacek. V tomto piipadé ale doporuc¢ujeme se samotnym vytérem (obr. 23) zacit az
13-14 den po prvni aplikaci hormonu.

—&—sGnRHa-FIA 60 ug.kg™ == sGnRHa-FIA 30 ug.kg™ == Kontrola
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Graf 7. pribéh ovulace u jikernacek pstruha obecného f potocni's postupnou stimulaci ryb injikovanych
cca 1 tyden pred hlavnim vytérovym obdobi. Posledni jikernacka v kontrole uhynula na saprolegniézu pred
dosazenim ovulace a nebyla vytiena. Kontrola je bez hormondiniho osetient. Cervend sipka indikuje den
provedeni stimulace.
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Graf 8. Efekt dvojité akutni aplikace [p-Arg°~Pro’NEt]-sGnRHa na synchronizaci ovulace pstruha obec-
ného f. potocni (feka Main, Némecko). Pstruh obecny se v tomto povodi vytird v obdobi od zacdtku listopadu
do konce tnora. Synchronizace ovulace v tomto pfipadé znamend znacnou Usporu prdce. Cervené Sipky
indikuji dny provedeni hormondini stimulace. Kontrola je bez hormondlniho osetreni.

%\qﬁ‘
= ot

Obr. 23. vyter jikernacky pstruha obecného f. potocni (povodi feky Main, Némecko). Foto: Viktor Svinger
a Glinther Taschner.
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2.10.6. Lipan arkticky a lipan podhorni

U obou druhl Ize zacit s hormonalni stimulaci pfiblizné 1 mésic pred hlavni
vytérovou sezénou (zacatek kvétna u lipana arktického, bfezen az za¢atek dubna u li-
pana podhorniho).

U sibifského lipana arktického byla u¢innd dvojitd injikace pfipravku Supergestran®
v davce 10-25 pg.kg” [p-TleS-Pro°NEtl-mGnRHa ZH pfi teploté 4 °C (asi 4 °C pod
optimem vytérové teploty lipana arktického na Sibifi). Jednorazova dévka 25 ug.kg™' ZH
mGnRHa nebyla za téchto podminek G¢inna. Interval latence pfi teploté 4-7 °C je pfi
dvojité davce 10 ug.kg? ZH 11 dni a pfi dvojité davce 25 pg.kg’ ZH 10 dni (Svinger
a kol., 2012¢). Optimalni zacatek vytéra je vhodné posunout na 12.-13. den po aplikaci
hormonu.

U lipana podhorniho je velmi u¢innou metodou indukce ovulace aplikace
[D-Arg®~Pro°NEt]-sGnRHa-FIA v déavce 20 pg.kg™ ZH. PFi teploté 9 °C doslo k vytéru
100 % jikernacek 10. den po aplikaci hormonu. Koufil a kol. (1987) s Uspéchem induko-
vali ovulaci pomoci jednorazové akutni davky 10-40 ug.kg™ ZH p-Ala®~Pro°NEt-GnR-
Ha. K podobnym vysledk(im do3el Mikolajczyk a kol. (2008) pfi pouziti 16-48 ug.kg’' ZH
p-Nal(2)°-Pro°~[aza-Gly]-GnRHa v piipravku Gonazon™ pfi teploté 6-7 °C a intervalu
latence 3-6 dni.

2.11. Zavér

Pouziti vySe popsanych metod je a bude vyuzivano ve spoluprdci s pstruzimi lih-
némi, farmami a védeckymi institucemi jak v CR, tak v zahrani¢i pfedeviim v souvis-
losti s precizni kontrolou reprodukéniho cyklu salmonidd, optimalizaci produkce jiker
a pracovnich postupt. Vzhledem k obc¢asnym problém(im s kvalitou jiker u hormonal-
né osetfenych jikernacek se dalsi vyzkum musi Uzkostlivé zaméfit smérem k eliminaci
téchto problém hlavné u pstruha duhového.
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3. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Predlozend metodika shrnuje a rozsifuje jak nase, tak i zahrani¢ni doposud publiko-
vané védecké prace o hormonaini kontrole reprodukce a synchronizace ovulace loso-
sovitych ryb, které vedly k sestaveni této publikace. Tato metodika je unikatniv tom, ze
obsahuje zpracovany piehled nejnovéjsich dulezitych informaci o endokrinologii sal-
monidd a postupech v jejich fizené reprodukci. Zadny jiny podobny material v éeském
jazyce doposud neexistuje.

4,POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodiku Ize uplatnit ve viech podnicich, zafizenich a védecko-vyzkumnych insti-
tucich zabyvajicich se reprodukci lososovitych ryb a produkci jejich jiker.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Hlavni vyhodou precizni kontroly a synchronizace ovulace u lososovitych je pfesna
predikce obdobi vytéri a jeho zkraceni do nékolika malo dna. To dava managementu
Iithné moznost mnohem efektivnéjsiho planovani praci na lihnich v obdobi vytérové
sezony. Soucasné je mozné vytér urychlit o pfiblizné 1 az 1,5 mésice, coz nabizi moz-
nost produkce ,ranych” jiker v o¢nich bodech, ¢i rozfazovani produkce jiker na dvé ¢i tii
vékové sorty, coz prodluzuje obdobi nabidky jiker k prodeji. Tato fazovost déle usnad-
nuje celkovou kontrolu a péci o inkubované jikry na lihni. Nizsi manipulace s jikernac-
kami redukuje riziko poranéni a ztrat.

Podle propoctd provedenych ve spolupraci s Rybarstvim Litomysl s. r. o. urychle-
ni a synchronizovani ovulace generac¢niho hejna jikernacek pstruha duhového (cca
350ks, ~ 4 kg.ks') znamena znacnou Usporu casu (pfiblizné 20 000K¢ za vytérovou
sezonu delsi nez 3 mésice). Nicméneé riziko ztraty 10 % jiker do preziti o¢nich bodu u ra-
nych jiker by mohlo zdrazit jejich cenu az 0 40 K& za 1 000 jiker v o¢nich bodech. Casna
a synchronizovana produkce jiker bez téchto ztrat musi pocitat se zdrazenim jiker pou-
ze 0 3,50K¢ na 1 000 jiker.

U generac¢niho sivena amerického (300ks, ~1,5 kg.ks™) po opakovanych pokusech
byla kvalita jiker hormonalné osetfenych jikernacek nékdy az o 35% lepsi (vétsinou
vsak 0 3-10 %) ve srovnani s jikernackami, které ovulovaly pfirozené. Pfi moznych pro-
blémech se saprolegniézou se da ocekavat, ze mnozstvi vytienych jikernacek s hor-
monalni stimulaci bude rovnéz o cca 10% vyssi (graf 2). Tento fakt s pfi¢tenim Uspory
na pracovni dobu a odectenim ndkladd na hormondlni zésah predstavuje Usporu az
21 000K¢ na generacni hejno o velikosti 300 ks. V evropskych zemich s drazsi pracovni
silou (napi. Némecko, Norsko, Dénsko) jsou Uspory mnohem vyraznéjsi.
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Do budoucna planujeme snizeni ceny hormondlniho zésahu pfiblizné o 30-50%
a vyredeni problému obcasného snizeni kvality jiker, které se zda byt spise problémem
metodiky vlastnich védeckych experimentl, nez hormonalniho zésahu ve snaze zachy-
tit co nejpresnéji pribéh ovulaci daného genera¢niho hejna po hormonalini aplikaci
(kapitola 2.6.). Dalsi pokusy by tento problém mély zcela eliminovat.
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