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INDUKCE OVULACE POMOCI PRIPRAVKU NA BAZI PLGA MIKROCASTIC
S mGnRHa U CANDATA OBECNEHO (SANDER LUCIOPERCA)

1. UVOD DO PROBLEMATIKY

1.1. Soucasny stav a statut

Candat obecny (Sander lucioperca) je v soucasnosti velmi perspektivnim
druhem sladkovodni akvakultury. Celkova produkce trzniho candata je v Evropé
tvofena z 85—90 % lovem z volnych vod (Dil a Teletchea, 2008). Ryby nejcastéji
pochéazeji z jezer v Rusku, Finsku, Svédsku, Estonsku a Kazachstanu. Mensi
podil na odlovu ma také Némecko, Polsko ¢i Nizozemi (Policar a kol., 2014).
Od 70. let minulého stoleti ovSiem produkce candata lovem klesla zhruba
na polovinu, coz je zplsobeno zejména dlouhodobym nadmérnym odchytem,
poskozenim mistnich populaci a také nespravnym rybarskym managementem
na danych lokalitdch (Dil a Teletchea, 2008). To zapfi¢ifiuje, Ze mnozstvi
vylovenych ryb, a tedy i dodavky na trh jsou v pribéhu roku kvalitativné
i kvantitativné velmi nestabilni (Steffens a kol., 1996). Z tohoto dlivodu se
candat stal pfedmétem intenzivniho chovatelského zajmu a farmovy chov
candata zaznamenal podstatny narlGst v poslednim desetileti (Steenfeldt,
2015). Pro komerc¢ni chovy je nutné zajistit optimalni technologii umélé
reprodukce za Ucelem ziskani kvalitnich oplozenych jiker a nasledné produkce
trznich ryb (Zarski a kol., 2015).

1.2. Biologie candata obecného

Candat obecny je piscivorni, no¢ni ¢ za soumraku aktivni druh ryby,
ktery se vyskytuje zejména ve sladkych vodach a do jisté miry i v brakickych
vodach s nizkou salinitou. Je hojné rozsifen po celé Evropé a byl introdukovany
do dalsich zemich, jako je napfiklad Turecko, Maroko a Tunisko (M'hetli a kol.,
2011).

V dospélosti candat muze dosahovat maximalni velikosti az 1m (Hanel
a Lusk, 2005). Pohlavni dospélost vétSinou nastavd mezi druhym a ¢tvrtym
rokem Zivota a obecné Ize fici, ze mli¢aci dosahuji pohlavni zralosti o rok dfive
neZ jikerna¢ky (Raikova-Petrova a Zivkov, 1998). Mimo reprodukéni obdobi je
velmi obtiZzné urcit pohlavi na zakladé morfologickych znakd. V obdobi tfeni jiz
maji jikernacky zvétsenou a vypouklou dutinu bfisni a ve srovnani s mli¢aky maji
svétlé zbarveni bficha, zatimco mli¢aci maji zbarveni tmavsi (Obr. 1); (Dubsky
a kol., 2003). Samotné tfeni nastava ve stfedni Evropé v obdobi od dubna
do Cervna, kdy teplota vody dosahne prahu 8-16 °C (Ruuhijarvi a Hyvarinen,
1996). Ryby vyhledavaji vhodné trdlisté, jako napf. piscité az Stérko-hlinité
podlozi nebo vegetaci porostla mista a kofeny vodnich rostlin. Samec odisti
trdlisté od nanosl a po utvoreni pard a po vytéru, jsou jikry hlidany samcem az



do vylihnuti larev, které nastava po 100 az 110 d° (8-10 dni); (Schlumberger
a Proteau, 1991). Candat obecny je pomérné plodna ryba s primérnou relativni
plodnosti 200 000 jikerkg™. Jikry obsahuji olejovou kapénku, jsou lepivé
ave srovnani s ostatnimi druhy ryb jsou celkem malé. Velikost jiker se pohybuje
od 0,7-0,8 mm pied nabobtnanim a 1,1-1,5mm po nabobtnani (Lappalainen
a kol.,, 2003). Larvy se lihnou o pfriblizné velikosti 4,5-5mm a prechazeji
na vné&jsi vyzivu po 100 az 110 d° (Schlumberger a Proteau, 1991).

Obr. 1. Pohled na mii¢dka a jikernacku (Foto: J. Knowles).

1.3. Neuroendokrinni fizeni reprodukce

Neuroendokrinni Ffizeni ovulace a spermiace se u candata vyrazné
nelis$i od ostatnich druhd studenomilnych ryb a je pfedevsim uréovano
environmentalnim prostfedim (Feiner a H66k, 2015). Signaly, jako je napfiklad
teplota ¢i fotoperioda, stimuluji produkci gonadotropin uvolfiujiciho hormonu
(GnRH), ktery indukuje uvolnéni luteiniza¢niho hormonu (LH) a folikuly
stimulujictho hormonu (FSH) z hypofyzy do krevniho recisté. Tyto hormony
nasledné aktivuji specifické receptory nachazejici se v gonadach a reguluji
vyvoj zarodec¢nych bunék. Pohlavni steroidy formuji nasledné zpétnou vazbu,
ktera ma negativni nebo pozitivni efekt na mozek a hypofyzu, ktera kontroluje
exkreci LH a FSH (Zarski a kol., 2015).
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Obr. 2. Schématicky prehled faktort ovlivriujici neuroendokrinni Fizeni reprodukce
canddta obecného. Environmentdlni faktory a endogenni signdly (napf. leptin) aktivuji
sekreci GnRH z hypotalamu a indukuji produkci LH a FSH z hypofyzy. Pohlavni steroidy
ndsledné predstavuji zpétnou vazbu mozku. Stres a vyZiva, zejména vysoce nenasycené
mastné kyseliny, ovliviiuji aspekty endokrinni kontroly. Energetické rezervy jsou
mobilizovdny v pribéhu zrani gondd (Cerdd a kol., 1995).

Vedle environmentalnich vlivi plisobi na neuroendokrinni fizeni reprodukce
celd plejada internich faktor(, jako napfiklad vyZiva, energetické rezervy,
zdravotni stav. Vyziva ovliviiuje kondici jednotlivce nepfimo spousténim
endokrinni odpovédi, zatimco vysoce nenasycené mastné kyseliny (HUFA)
pfimo ovliviiuji mozek a gonady (Cerda a kol., 1995).

Mezi antropogenni faktory radime stres, ktery prostfednictvim hormonu
ze skupiny glukokortikoidl - kortizolu negativné ovliviiuje reprodukci a maze
dokonce vyvolat jeji uplnou inhibici (Milla a kol., 2009). Endokrinni fizeni
reprodukce je schematicky znazornéno na Obr. 2.

1.4. Kvalita gamet

Pro spolehlivou a konstantni nabidku na trhu je esencialni produkce velkého
mnozstvi ryb v kterémkoliv ro¢nim obdobi. Zajisténi vysoké kvality a kvantity
gamet je tudiz nezbytnym predpokladem u v3ech druhi chovanych v intenzivni
akvakultufe (Bobe a Labbé, 2010). U candata je ovSem variabilita v kvalité
gamet velmi ¢astym problémem a stale zdstava jednou z hlavnich prekazek
v jeho produkci (Overton a kol., 2015).

U jinych bézné chovanych druhl byla variabilita kvality gamet pfipisovana
teplotnim zménam, velikosti genera¢nich ryb, druhu hormonalni simulace,
mimosezoénnosti vytér(, vyzivé ¢&i stresu z manipulace (Bobe a Labbé,
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2010; Schaerlinger a Zarski, 2015; Valdebenito a kol., 2015). Manipulace
s environmentalnimi faktory mdze mit za nasledek poruchy endokrinniho
systému, ktery reguluje reprodukci (Hermelink a kol., 2013). Je pfedpoklad,
Zze takové narudeni je pfenaseno na gamety a vede k vyvojovym zménam
v pribéhu rané ontogeneze. Nicméné je potreba upresnit, ze existuji pouze
omezené znalosti o vlivu jednotlivych faktor( na kvalitu gamet u candata
obecného.

Vysoka kvalita jiker je obecné definovanajako schopnost oplodnéni, Uspésné
zahajeni embryologického vyvoje a schopnost se vylihnout (Bobe a Labbé,
2010). Ke spInéni téchto podminek je nutné, aby ovocyt obsahoval viechny
nezbytné slozky potfebné pro UspéSnou embryogenezi. Prebytek a deficit
nékterych slozek, napt. specifickych mastnych kyselin, zivin, matefské mRNA,
mohou vyrazné ovlivnit, nebo dokonce blokovat samotnou embryogenezi
(Schaerlinger a Zarski, 2015). Znalost vlivu jednotlivych faktord mze nasledné
umoznit predikci vyvojového potencidlu embrya z jeSté neoplozeného vajicka.
Nadruhé strané, vysoka kvalita spermii je také potfebna k UspésSnému oplodnéni
vajicka. Sperma pfispiva ke slozeni vajicka velmi omezené, ale zabezpecuje
nezbytny geneticky material. Jednou z metod stanoveni kvality spermatu je
analyza pohybu spermii, jako napftiklad rychlost pohybu, procento pohyblivych
spermii a délka pohybu. Analyza kvality spermatu umozZziiuje naslednou predikci
uspésnosti oplodnéni (Rurangwa a kol., 2004).

1.5. Souc¢asné metody fizené reprodukce u candata

V soucasné dobé jsou v intenzivnich podminkach nejéastéji pouzivany dvé
metody vytéru, a to je tzv. poloumély vytér (metoda vytéru v nadrzi) a umély
vytér (Wang a kol., 2009). V prvnim pfipadé je umistén mli¢ak a jikernacka bez
hormonalni anebo s hormonalni stimulaci do nadrze vybavené tfecim hnizdem
(Obr. 3). Treci hnizda jsou zhotovena z rliznych materidld a v sou¢asné dobé
predevsim z materiald umélych (rohozi, kartacd ¢&i travnich koberca). V pripadé
vétsi nadrze se mlze nasadit i vice parG a pocet hnizd by mél odpovidat
poctu parl tak, aby doslo k eliminaci boji o vytérova hnizda (Wang a kol.,
2009; Policar a kol., 2016). V soucasnosti se u poloumélého vytéru nejvice
vyuziva tzv. parového vytéru, kdy se do jedné nadrze s vytérovym hnizdem
umistuje pouze jeden par. Jikernacky je potfeba pfed nasazenim do nadrze
hormonalné stimulovat. Ke stimulaci jikernatek je mozné pouzit vhodné
pfipravky i davkovani jako u stimulace k umélému vytéru (viz nize). Mli¢aky
vétsinou neni potfeba hormonalné stimulovat nicméné v pfipadé, ze mli¢aci
nejsou pripraveni k vytéru, méli by byt stimulovani polovi¢ni davkou, ktera je
podavana jikernackam (Roényai, 2007). Vyhodou této metody je snizeni nutnosti
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manipulace. Casto ale dochazi k ovulaci jiker mimo tfeci hnizdo, ptipadné jsou
jikry kladeny v silné vrstvé, coz podporuje rozvoj plisni napt. Saprolegnia sp.

Druhym popularnim zplsobem vytéru je umély vytér. Zakladnim prvkem
této metody je vyuzivani hormonalni stimulace za Gc¢elem dosazeni ovulace
¢i spermiace. Ke stimulaci je mozné pouzit Siroké spektrum ucinnych latek.
K indukci ovulace je mozné jednorazové pouzit kapfi hypofyzu v davce
3-4 mg.kg' (Zake$ a Demska-Zake$, 2005). Dalsim Uspésnym pripravkem
ke stimulaci ovulace je lidsky choriongonadotropin (hCG) v mnozstvi 500 IU.kg™
podany v jedné davce (Kristan a kol., 2013). S uspéchem byl také aplikovan
analog gonadotropin uvolfujiciho hormonu (GnRHa), jehoz davkovani se
pohybuje mezi 20-50 pg.kg’. Doba latence (¢as od injikace do ovulace) se
obvykle pohybuje v rozmezi od 10 do 70 hodin, v zavislosti na druhu pouzitého
preparatu a stadiu zralosti (Zarski a kol., 2012). Po vytéru do suchych a ¢istych
misek jsou jikry uméle oplodnény spermatem. K oplodnéni se bézné pouziva
sperma odebirané do injek¢nich stfikacek od nékolika spontanné spermiujicich
mli¢aka (Blecha a kol., 2015). K oplodnéni 100g jiker je doporuceno pouzit
1-2 ml spermatu a 20ml vody (Zake$ a Demska-Zakes$, 2005). Samotné
sperma je pomérné husté, s koncentraci spermii v rozmezi 16-20 x 109.ml"
s maximalni dobou pohybu 95 s (Blecha a kol., 2015). Pohyblivost spermii se
obvykle pohybuje od 50-90%, a proto se doporucuje pouzivat mli¢i alespon
od 3 rlGznych jedincd (Zake$ a Demska-Zakes$, 2005). Priblizné 3 minuty
po aktivaci vodou se jikry stavaji pomérné silné lepivé. Pfed inkubaci je
lepivost nutné odstranit. Odstranéni lepivosti je mozné za pouziti mastku,
protedzy, alkalazy ¢i mléka. Po odstranéni lepivosti se jikry standardné inkubuji
v Zugskych lahvich pfi teploté 16-17 °C (Policar a kol., 2011).

—
-

Obr. 3. vytérové hnizdo pro canddta obecného (Foto: J. Knowles).
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1.6. Rizené uvoliiovani GnRHa p¥i reprodukci ryb pomoci implantata

Kontrolované uvolfiovani GnRHa z implantatd predstavuje v soucasné
dobé jednu z prednich oblasti farmacie a biotechnologie. Oproti konven¢nimu
injek¢nimu podani ma tato technologie zna¢né vyhody, jako je napfiklad jeho
regulované uvolfiovani, nizka toxicita, lepsi G¢innost a jednoduchost podani
(Lin a kol., 2014). Bylo prokazano, Zze GnRHa se rozpada do 30 minut v krevnim
fecisti (Gothilf a Zohar, 1991). Naproti tomu optimalizované uvolfiovani
GnRHa z implantatd zvysuje jeho koncentraci v krvi, ktera mdze trvat i nékolik
tydnd. Plynulé uvolfiovani GnRHa ucinné indukuje dlouhodobé uvolfiovani LH
a stimuluje gonady efektivnéji nez jednorazové aplikovany GnRHa (Mylonas
a kol., 1995). Kontrolované postupné uvolfhovani GnRHa je vyhodné zejména
u ryb s asynchronnim dozravanim jiker, jelikoz dlouhotrvajici stimulace sekrece
LH z hypofyzy zptsobuje dozravani vétsiho mnozstvi ovocytl s opakujici se
ovulaci (Carrillo a kol., 2000).

V soucasné dobé je v akvakulturfe vyuzivano nékolika druhl systému
pro kontrolované uvolfovani GnRHa. Jako prvni byly jiz v roce 1983 pouzity
cholesterolové pelety s implementovanym GnRHa a celulézou, ktera
zpomalovala jeho uvolfiovani. Uvolfiovani samotného GnRHa z téchto pelet
pak trvalo 28 dni (Weil a Crim, 1983). | pfes nékteré nevyhody, jako je napfiklad
variabilita v uvolfiovani GnRHa mezi jednotlivymi peletami, nasel tento systém
Siroké komer¢ni uplatnéni. Jeho pozitivni vliv na maturaci byl potvrzen u druht
ryb, jako je napfiklad lates stribfity (Lates calcarifer), losos obecny (Salmo
salar), robalo bélavé (Centropomus viridis) a vyza velkda (Huso huso);
(Almendras a kol., 1988; Anderson a kol., 2017; Aramli a kol., 2017; Ibarra-
Castro a kol., 2017).

Dalsi latkou pouzivanou pro kontrolované uvolhovani [é¢iv je
nedegradovatelny kopolymer etylenu a vinylacetatu (EVAc; Obr. 4) vyrobeny
ve tvaru implantatu, ktery je aplikovan intramuskularné (Brown a kol., 1986).
Rychlost uvolfiovani GnRHa z EVAc implantatu maze byt v rozmezi od 15 dni
az po 5 tydnu v zavislosti na jejich pfipravé. Jejich nespornou vyhodou oproti
cholesterolovym peletam je jejich snadna vyroba, kdy v jedné davce je mozné
vyrobit az 500 implantatd, coZ vyrazné snizuje variabilitu obsahu GnRHa (Zohar,
1996). EVAc systém nasel popularitu zejména u indukce maturace morskych
druht ryb a jeho pozitivni efekt byl dokumentovan u druhd, jako je napftiklad
kranas Dumeriltv (Seriola dumerili), mor¢ak evropsky (Dicentrarchus labrax),
tundk obecny (Thunnus thynnus) a mnoho dalsich (Forniés a kol., 2001; Jerez
a kol., 2018; Rosenfeld a kol., 2012).

-12 -
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Obr. 4. EVAc implantdty (Foto: J. Knowles).

1.7. PLGA mikrocastice

Mikrocastice jsou v soucasnosti velmi intenzivhé studovany a povazovany
za perspektivni Iékovou formu. Mikrolastice je termin, ktery oznaduje
castici kulovitého tvaru o prdméru 1-1 000 pm (Birnbaum a Brannon-
Peppas, 2004). Ve farmakologii mikrocastice nahrazuji 1éky prvni generace,
které se ridi kinetikou prvniho fadu, tzn., Ze po podani lIéku dosahne léciva
latka svého maxima a poté klesa (Komarek a Rabiskova, 2006). V takovych
pfipadech je opakované podavani |éCiva zapotiebi k udrzeni stalé terapeutické
hladiny. Z tohoto dlivodu je soucasny vyvoj a vyzkum zaméren na vytvoreni
Iékovych forem, které zajisti kontrolované uvolfiovani 1éCiv o specifické davce
a po presné definovany ¢asovy Usek. Takové |ékové formy pak zvySuji tcinnost
Iéciva, eliminuji vyskyt nezadoucich ucinkl a celkové mnozstvi podaného léciva
je nizsi (Vyslouzil a kol., 2013).

Mikrocastice v lékové formé mohou velmi ucinné ridit uvolfiovani Iéciva
a efektivné ochranuji enkapsulovanou latku proti enzymatické degradaci
(Birnbaum a Brannon-Peppas, 2004). Dalsimi vyhodami mikrocastic je lokalni
dodani Iéciva, s délkou uvolfiovani od nékolika hodin po nékolik tydnd a jejich
jednoducha aplikace ve srovnani s bézné pouzivanymi implantaty (Siepmann
a Siepmann, 2006). Dalsi vyhodou mikrocastic je jejich nasobny charakter, tzn.,
Ze jedna davka je slozend z vétsiho mnozstvi jednotek, coz zplsobi rovhomérné
rozmisténi 1éc¢iva v téle (Hickey a kol., 2002).

-13-



Siroka $kala ptirodnich i syntetickych biologicky rozloZitelnych polymera
byla testovana jako matrice mikrocastic. Mezi nimi kopolymer kyseliny glykolové
biokompatibilité, biodegradabilité a vysoké flexibilité pfi enkapsulaci Iéciva
(Hoffman, 2008). PLGA mikrocastice jsou obvykle formovany tzv. metodou
odpareni rozpoustédla. Velmi ¢asto je pouzivana dvojitd emulze, kdy Iécivo,
které ma byt enkapsulovano, je primarné rozpusténo ve vodé. Tato vodna
faze je rozptylena v organickém rozpoustédle (dichlormetan), s obsahem
degradabilniho polymeru za vzniku prvni voda/olej emulze. Rozptyleni prvni
emulze ve vodném médiu, poté formuje finalni voda/olej/voda dvojitou emulzi.
V pribéhu odparovani se z rozpusténého polymeru formuje pevna matrice,
ktera do své struktury uzavira lécivo (Ruan a Feng, 2003).

.CiL

|

Cilem této technologie je poskytnout rybarské praxi navod ke zvyseni
a synchronizaci ovulace u candata obecného za pouziti PLGA mikrodastic
jako nosicd syntetického analogu sav¢iho gonadotropin uvolfujiciho hormon
(mGnRHa).

3. MiSTO OVERENI TECHNOLOGIE

Pfedlozenda technologie popisuje postup, ktery byl ovéfovan
na Experimentalnim rybochovném pracovisti a pokusnictvi a v Laboratofi fizené
reprodukce a intenzivniho chovu ryb Fakulty rybarstvi a ochrany vod, Jihoceské
univerzity v Ceskych Budé&jovicich (FROV JU).

4. POPIS TECHNOLOGIE A VYSLEDKY

Pfed ovéfenim této technologie byla provedena predbézna testovaci
studie, ktera slouzila jako podklad pro popsanou technologii. Tato studie byla
zamérena na zjisténi vlivu PLGA mikrocastic na ovulaci candata a determinaci
optimalnich davek mGnRHa v mikrocasticich pro vytvoreni budouci technologie.
Z vysledkl testovaci studie vyplynulo, Ze nizsi davky (<30 pg.kg') mGnRHa
v mikro¢asticich jsou mnohonasobné Gc¢innéjsi, a je tak dosahovano vyssi
ovulace nez u davek vysokych (>50 pg.kg™). Testovaci studii bylo nutné doplnit
o co nejpresnéjsi zachyceni pridbéhu ovulace, hormonalni odpovéd organizmu
a lihnivost.
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INDUKCE OVULACE POMOCI PRIPRAVKU NA BAZI PLGA MIKROCASTIC
S mGnRHa U CANDATA OBECNEHO (SANDER LUCIOPERCA)

4.1. Material a metodicky postup

4.1.1. Priprava PLGA mikrocastic

PLGA mikrocastice byly pfipravovany ve spolupraci s Veterinarni
a farmaceutickou univerzitou Brno metodou zaloZenou na standardnim
principu voda/olej/voda. Bylo rozpusténo 10mg alarelin acetatuv 1,5g 9,1%
roztoku Zelatiny zahratém na 50 °C (vodna faze 1). Dale bylo rozpusténo
800 mg amorfniho polymeru na bazi PLGA v 5ml dichlormetanu (olejova faze).
Takto pripravené faze byly mixovany ve vortexu po dobu 30 s a nasledné
byly homogenizovany. Vyslednda emulze voda/olej byla poté smichana
na homogenizatoru (60 s) s 12g 1% roztoku polyvinylalkoholu zahtfatém
na 50 °C (vodna faze 2) za ucelem vytvoreni koncentrované dvojité emulze
voda/olej/voda.

Koncentrovana emulze byla nasledné smichana s 200g 0,1%
polyvinylalkoholu. Vysledna emulze voda/olej/voda byla michana 2 hodiny,
aby doslo k Uplnému odpareni dichlormetanu. Vytvorené castice byly poté
zkoncentrovany centrifugaci, resuspendovany vdestilované vodé a lyofilizovany.
Hotové mikrocastice byly uchovany v mrazicim boxu (-25 °C) az do doby jejich
aplikace. Vytvorena PLGA mikrocastice je znazornéna na Obr. 5.

SOM HY: 3.0 kY L 77 mm MIRAJ TESCAN
View field: 81.9 pm SE c 888 kx 10 pm
Hivac Det- SE

Obr. 5. Pohled na PLGA mikrocdstice v rastrovacim elektronovém mikroskopu (Foto:
J. Vyslouzil).
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4.1.2. Generacni ryby

Generacni ryby byly sloveny v prvni poloviné bfezna 2019 na rybniku
patficim FROV JU. Ryby byly umistény do sadek a krmeny strevlickou vychodni
(Pseudorasbora parva) ad libitum. Pfed zahajenim testovani bylo u viech
jikernacek stanoveno stadium pfipravenosti k vytéru.

Ovocyty byly od anestezovanych jikernacek (hiebickovy olej 0,04 ml.I?
po dobu 5 min.) odebirany pomoci speciadlniho katetru. Katetr se stfikackou
k vyvolani podtlaku byl zaveden asi 2-3 cm do urogenitalni papily. Vzniklym
podtlakem bylo odebrano pfiblizné 12-15 ovocytd (Obr 6.). Odebrané ovocyty
byly nasledné umistény do Sérova prosvétlovaciho roztoku (96% ethanol, 36-
38% formaldehyd a 99,5% kyselina octova ledova vpoméru6:3: 1) a poté bylo
pod binolupou uréeno stadium pfipravenosti k ovulaci (zralost) pro kazdou
jikerna&ku. Stadia zralosti byla determinovéana dle metodiky (Zarskiakol., 2012).
Dle uvedené metody byly u jikernacek klasifikovany ovocyty do nasledujicich
stadii: 1. stadium - jadro ve stfedu ovocytu, nepozorovatelné tukové kapénky,
2. stadium - jadro migruje mimo stfed ovocytu, s pozorovatelnymi tukovymi
kapénkami, 3. stadium - jadro se zvétSuje, s dobre viditelnymi tukovymi
kapénkami.

Obr. 6. 0dbér ovocytti z urogenitdini papily jikerna¢ky canddta obecného (Foto: J.

Knowles).
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Poté byly ryby nahodné rozdéleny do 4 skupin, pficemz kazda skupina ¢itala
10 ryb. Do skupiny byly vzdy zahrnuty 3 jikernacky v 1. stadiu, 6 jikernacek
ve 2. stadiu a 1 jikerna¢ka ve 3. stadiu zralosti. Nasledné celd skupina byla
nasazena do jedné nadrze o objemu 1 m3 umisténé na prito¢ném systému
arybam bylo ponechano 24 hodin na aklimatizaci.

4.1.3. Injikace generacnich ryb

Po aklimatizaci byly jikerna¢ky opét anestezovany s naslednym odbérem
krve z ocasniho nasadce. Po odbéru byly ryby injikovany intraperitonedlné do
hibetni svaloviny preparaty dle nize uvedeného schématu (Tab. 1).

Tab. 1. prehled skupin a pouZitych prepardtdi.

Preparat Pocet ryb Prim. hmotnost (g) Davka
0,9% Nacl 10 1163 =239 1 mlkg
mGnRHa 10 1137 £ 339 20 pg.kg?
PLGA 5 10 889 + 268 5 pg.kg?’
PLGA 20 10 1133 +303 20 pg kg™

Prvni skupina byla injikovana lidskym fyziologickym roztokem (0,9% NaCl)
a druhd skupina byla stimulovana komerc¢né dostupnym prepardtem zalozenym
nabdazi mGnRHa, pficemz obé latky byly rybam aplikovany bez jakékoliv predesié
Upravy. PLGA mikrocastice, které byly aplikovany zbylym dvéma skupinam, bylo
potreba pfipravit tésné pred samotnou aplikaci. Pfesné odvazené mnozZstvi
mikro¢astic bylo smichano s 0,9% roztokem NaCl a dikladné promichano
na vortexu. Vysledna suspenze byla okamZité injikovana jikernackam za pouZziti
jehly prdméru 1,2mm. Vétsi prdmér jehly mél zamezit pfipadné sedimentaci
PLGA mikrocastic v hrdle jehly. Injek¢ni aplikace PLGA mikrocastic je znazornéna
na Obr. 7.
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Obr. 7. Intraperitonedini injikace suspenze PLGA mikroédstic (Foto: J. Knowles).

Nezadouci unik ovulovanych jiker z jikernacek byl zabezpelen zaSitim
mocopohlavni papily za pomoci Setrného chirurgického stehu (Obr. 8). K zasiti
byla pouzita chirurgicka nit vyrobena z vicrylu vybavena palkulatou jehlou.

Po injikaci a zasiti mocopohlavni papily byly ryby navraceny zpét do stejné
nadrze. Teplota vody v nadrzi byla méfena kazdou hodinu pomoci teplotniho
automatického zaznamniku dat, nasyceni kyslikem a pH bylo vyhodnocovano
dvakrat denné (6.30 a 14.00) pomoci kombinovaného oxymetru. Po celou
dobu testovani, vcetné aklimatizace se hodnoty pohybovaly na téchto
urovnich: pH 7,2 + 0,2, nasyceni kyslikem 80,4 + 3,1 %, pratok 8-10 l.min™,
teplota 15,1 + 0,96 °C, fotoperioda 14L:10D.
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Obr. 8. Zasiti mocopohlavni papily u jikernacek canddta (Foto: O. Malinovskyi).

4.1.4. Umély vytér

Po injikaci byly ryby ponechany v klidu v nadrzi po dobu 2 dnd. Nasledné byly
ryby kontrolovany vzdy kazdou hodinu, bez anestezie, jemnou masazi dutiny
bfisni. Ovulujici jikernacky byly okamzité prfemistény do predem pfipravené
nadoby s anestetikem. Po vyjmuti z anestetika byly ryby osuseny a bylo
odstranéno zasiti mocopohlavni papily. Jikernacky byly poté uméle vytreny,
kazda do své pfedem pfipravené Cisté a suché misky. Ziskané jikry byly zvazeny
s presnosti 0,01 g pro naslednou determinaci absolutni a relativni plodnosti.
Z neoplodnénych jiker byl odebran vzorek o hmotnosti 1 g, byly spocitany jikry
a byla vypoctena plodnost jednotlivych jikernacek.

Dale nasledovala faze oplozeni spermatem odebranym do injekénich
stiikacek. Sperma bylo odebrano od mli¢ak, ktefi jej spontanné uvoliiovali, viz
Obr. 9. Jikry od kazdé jikernacky byly oplodnény spermatem ziskanym alespon
od tfech mli¢dk(. Na 100 g jiker byly pouzity 2 ml odebraného spermatu.
Vzorky oplozenych jiker byly inkubovany v malych oddélenych inkubatorech,
a to u kazdé jikernacky vzdy ve tfech opakovanich. Kazdy vzorek obsahoval
100 kusu jiker. Inkubatory byly umistény na recirkula¢nim systému s teplotou
vody 16 £ 0,5 °C. Larvy se zacaly lihnout paty den po umélém vytéru a vSechny
Cerstvé vylihnuté larvy byly spocitany. Lihnivost se pocitala dle nasledujiciho
vzorce:

Lihnivost = (PL/P)) * 100

Kde PL je pocet vylihnutych larev a PJ je pocet jiker na pocatku inkubace.
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Obr. 9. 0dbér spermatu u mli¢dka canddta obecného (Foto: J. Knowles).

4.1.5. Odbér a analyza krevnich vzork

Kazdé jikernacce byla odebirdna krev na analyzu pohlavnich steroidd.
Byly odebirany 2 ml krve pfedem heparinizovanou injek¢ni stfikackou punkci
ocasni cévy. Krev byla odebirana pfi samotném zahajeni testovani a nasledné
po 48 a 96 hodinach po hormonalni stimulaci. Odebrana krev byla okamzité
centrifugovédna (5 000 rpm, 10 min, 10 °C). Oddélena krevni plazma byla
pfesunuta do popsanych mini-zkumavek a uchovana v mrazicim boxu pfi
teploté -20 °C az do doby jeji analyzy. Odbér krevnich vzorkd a vzorek po
odstfedéni je znazornén na Obr. 10.
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Obr. 10. 0dbér krve z ocasniho ndsadce a oddélend krevni plazma (Foto: J. Knowles).

Z pohlavnich steroidd byly analyzovany testosteron (T), 11-keto
testosteron (11-KT), 17B-estradiol (E2). Koncentrace pohlavnich steroidd byla
méfena vzdy ve dvou opakovanich pro dany vzorek. Samotna imunochemicka
analyza probihala v Laboratofi fizené reprodukce a intenzivniho chovu ryb
a jednotlivé steroidy byly stanoveny na specialnich ELISA kitech ur¢enych pro
analyzu pohlavnich steroidG. Analyzy probihaly pfesné podle instrukci vyrobce
jednotlivych kitd. V pfipadé potfeby byly jednotlivé vzorky nafedény v poméru
1:2 nebo 1:20. Analyza vzork( je zaznamenana na Obr. 11.

Obr. 11. Analyza pohlavnich steroidii pomoci imunochemické metody ELISA (Foto: ).
Knowles).
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4.1.6. Statistické vyhodnoceni

Vsechna ziskana data byla statisticky analyzovana. Normalita a homogenita
dat byla ovéfena (Cochran C., Hartley, Bartlett) a vSechny ukazatele byly
analyzovany dvoufaktorialni analyzou variance (Tukey, HSD nebo Kruskal-Wallis
test; P < 0,05). VeSkera data jsou prezentovana jako priamér + smérodatna
odchylka.

4.2. Vysledky

4.2.1. Ovulace a doba latence

V pribéhu experimentu bylo celkem vytfeno 18 ovulujicich jikernacek.
Nejvyssi ovulace bylo prekvapivé dosazeno ve skupiné injikované nizsi davkou
PLGA mikrocastic (5 pg.kg™"). V této skupiné ovulovaly vSechny stimulované
jikernacky bez ohledu na to, v jakém stadiu zralosti se na po¢atku experimentu
nachazely. U kontrolni skupiny nedosahla ovulace Zzadna ze samic a u zbylych
dvou skupin ovulovalo pouze 40 % injikovanych jikernacek. U ryb injikovanych
¢istym mGnRHa a vyssi davkou PLGA mikrocastic (20 pg.kg") dosahly ovulace
pouze jikernacky, které na poc¢atku experimentu mély ovocyty ve 3. a 2. stadiu
zralosti. Dosazené vysledky tedy ukazuji, Ze niz8i ddvka mGnRHa, kterd se
v téle jikernacky uvolfiuje po delsi ¢asovy interval, je mnohonasobné ucinné;si
nez konvenc¢né podavané vyssi davky, které jsou bézné pouzivané k indukci
ovulace u candata obecného.

Doba latence se u vSech skupin pohybovala v rozmezi od 80 do 116 hodin
a mezi jednotlivymi skupinami nebyl zaznamenan Zzadny signifikantni rozdil.
U skupiny injikované nizsi davkou PLGA mikrocastic (5 pg.kg') se doba
latence pohybovala mezi 86 a 116 hodinami, pficemz nejdfive dosahly
ovulace jikernacky, které mély na zacatku testovani ovocyty ve 3. stadiu
a nejpozdéji ovulovaly ryby v 1. stadiu zralosti. Nizké ¢asové rozmezi v dobé
latence mezi jednotlivymi skupinami velmi usnadnilo praci a organizaci na lihni
v prabéhu vytéru generacnich ryb. Diky synchronizaci ovulace doslo k eliminaci
spontanniho vytéru v nadrzi a také doslo ke snizeni nutnosti manipulace
s generacnimi rybami. Synchronizovany vytér je dulezity k zajisténi stejného
stari oplodnénych jiker, coz je pro dalSi organizaci na lihni ddlezitym faktorem.
Dosazena ovulace a doba latence je graficky znazornéna na Obr. 12.
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Obr. 12. Graficky zndzornénd dosaZend ovulace a doba latence u canddta obecného.
Data jsou prezentovdna jako primér (sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd
usecka). Rozdilné indexy nad sloupecky znaci signifikantni rozdil (P < 0,05).

4.2.2. Plodnost a lihnivost

Zadné signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami nebyly zaznamenany
také ve spojeni s relativni a absolutni plodnosti. Nicméné je nutné zminit,
Ze bylo zaznamenano pomérné vysoké rozpéti v poctu ziskanych jiker mezi
jednotlivymi jikernackami. Pfi umélych vytérech byla priimérna absolutni
plodnost 94 518 + 84 412 a relativni plodnost 101 597 + 88 216 jiker. Rozdily
v mnozstvi ziskanych jiker Ize pravdépodobné pficist ¢asté manipulaci a stresu
za Ulelem zachytit, co nejpresnéjsi pribéh ovulace. Relativni a absolutni
plodnost je graficky zachycena na Obr. 13.

250 000 [CImGnRHa[JPLGA 5 []PLGA 20

200 000

150 000

ker

JI

>

Pocet

100 000

50 000

Absolutni plodnost Relativni plodnost

Obr. 13. Grdficky zndzornénd absolutni a relativni plodnost u canddta. Data jsou
prezentovdna jako priimér (sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd tsecka).
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Prdmérna lihnivost byla v rdmci vSech skupin 62,3 + 11,5%. Nejvyssi
lihnivost byla zaznamenana u skupiny PLGA 5, a to 67 + 11,6 %, a nejnizsi
u skupiny PLGA 20, kde se pohybovala na trovni 53,4 + 9,4 %. Mezi jednotlivymi
skupinami nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil. Graficky zaznamenana
lihnivost je na Obr. 14. V pribéhu lihnuti a prvnich 10 dnech po vylihnuti nebyly
u larev pozorovany zadné viditelné morfologické a fyziologické abnormality.

[EImGnRHa[[JPLGA 5 [[]PLGA 20

N
o o

—t—

[e)]
o
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= N W » U
©o ©o © o o
i
——

mGnRHa PLGA 5 PLGA 20

Obr. 14. Lihnivost larev canddta v pribéhu experimentu. Data jsou prezentovdna jako
prumér (sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd tsecka).

4.2.3. Hormonalni odpovéd organizmu

Analyza pohlavnich steroid ukazala, Ze uroven testosteronu (T) v krevni
plazmé vzrostla u viech skupin do 20 hodin po aplikaci jednotlivych preparatd,
aby posléze vyrazné klesla v dobé ovulace. 11-keta testosteron (11-KT)
vykazoval vzristajici tendenci u vSech skupin bez ohledu na druh hormonalni
injikace, ato iv pfipadé kontroly. Stoupajici hladiny T a 11-KT u kontrolni skupiny
si vysvétlujeme nasazenim ryb ze sadek do nadrzi, kde doslo k mirnému zvySeni
teploty vody pozitivné stimulujici steroidogenezi.

Hladina E2 vykazovala mezi 20. az 168. hodinou pomérné nekonzistentni
hodnoty. Koncentrace E2 u skupiny mGnRHa byla po hormonalni injekci
signifikantné vy$si oproti skupinam injikovanym PLGA mikrocasticemi, zatimco
obé PLGA skupiny vykazovaly snizujici se irovné E2. Hladiny pohlavnich steroidd
jsou zaznamenany na Obr. 15.
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Obr. 15. Hiadiny pohlavnich steroidi v krevni plazmé jikernacek canddta obecného.
Data jsou prezentovdna jako priimér (sloupec) a smérodatnd odchylka (chybovd tusecka).
Signifikantni rozdily mezi skupinami v dobé odbéru vzorkd jsou oznaéeny malymi indexy
a signifikantni rozdily ve skupiné béhem experimentdlniho obdobi jsou znaceny velkymi
indexy (P < 0,05).
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5. EKONOMICKY PRINOS

Ekonomické pfinosy predloZzené technologie zaloZzené na optimalizaci
umeélého vytéru candata obecného jsou primarné predstavovany dosazenim
signifikantné vyssiho poctu ovulujicich jikernacek nezli po standardnim
oSetieni. Dochazi k snizeni celkové davky uc¢inného GnRHa a celkového zlep3eni
welfare generacnich ryb.

Vyjmenovana fakta ziskavaji na vyznamu v kontextu planovaného
zavadéni domestikovanych linii candata obecného do akvakulturnich chovi
s vizi kompletniho uzavieni produkéniho cyklu a nasledné selekce vhodnych
vlastnosti, jako napt. rychlejsi tempo ridstu, vyssi odolnost vidi stresu atd. Je
proto vysoce zadouci optimalizovat jednotlivé kroky umélé reprodukce malo
pocetného a o to vice cenéného domestikovaného generac¢niho materialu.
Vyuziti nami uvedeného technologického postupu vede k vyznamné vyssi
Uspésnosti umélého vytéru s naslednym ziskanim jiker v optimalni kvalité.
Nami predpokladané ekonomické zhodnoceni této technologie se pohybuje
v miliénech ¢eskych korun predstavované zvySenou rentabilitou optimalizované
reprodukce a nasledné produkce domestikovanych candatd obecnych ve
stavajicich a planovanych RAS objektech.

6. UPLATNENI TECHNOLOGIE V PRAXI

Tato technologie predstavuje zcela inovativni metodu pouziti PLGA
mikrocastic jako nosi¢e hormonalni substance k indukci maturace u candata
obecného. Nejen v Ceské republice, ale pravdépodobné i ve svété se jedna o
prvni ovéfeni této nové technologie k indukci ovulace ryb. Tato technologie
byla pfi svém ovéfovani velmi Uspésna a dava managementu lihné moznost
velmi jednoduchého budouciho uplatnéni a moznost mnohem efektivnéjsiho
planovani praci na lihnich v obdobi vytérové sezény.

Do budoucna planujeme vyfeSeni problému velkého rozpéti mnozstvi
ziskanych jiker, které se zda byt spiSe problémem metodiky vlastnich védeckych
pokust nez hormonalniho zasahu ve snaze zachytit co nejpresnéji pribéh
ovulace po hormonalni stimulaci. Dalsi experimenty by tento problém mély
zcela eliminovat. Obecné Ize tedy konstatovat, ze prezentovana technologie
pfedstavuje pro rybafskou praxi slibnou inovativhi metodu hormonalni
stimulace, ktera muaze relativné jednoduchym zplsobem zajisténi stabilni a
kvalitni produkce candata obecného.
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