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Akvakulturni produkce celosvétoveé vyznamné pokryva spotiebu ryb, v poslednich desetiletich
prakticky kryje nartist spotieby rybiho masa. V Ceské republice, obdobné jako v dalsich
zemich, dochazi vedle tradi¢niho rybnikafstvi k rozvoji intenzivnich chov, a to véetné systémi
recirkulac¢nich. Rozvoj téchto systému je akcentovan nedostatkem kvalitni vody i1 pozadavkem
na minimalizaci zat€Zze prostiedi z téchto chovl. Zaroven jsou povazovany za jeden
Z adaptacnich mechanismt na probihajici klimatickou zménu. Tyto systémy jsou vyuzivany pro
ruzné druhy ryb, jsou rtzné konstrukce i rizné technologie. Jednim z nich je 1 systém
vyuzivajici airliftt, zajistujicich pohyb vody a vyménu plynt, ktery jsme si zvykli oznaovat
jako ,,systém danského typu®. Vedle tohoto systému dochdzi u nas k budovani dalSich
recirkulacnich systéma pro teplomilné i studenomilné druhy ryb. V soucasnosti vSak
jednozna¢né dominuje chov ryb lososovitych. Workshop je potfadany pro prezentaci
dosavadnich zkuSenosti a nejnovéjsich poznatkili s vyuzivanim intenzivnich chovi véetné RAS
a predani zkuSenosti ziskanych v poslednich letech zejména v ramci feSeni projektu QJ1210077
Zvyseni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR s vyuzitim jejich genetické
identifikace™ 1 projektli pfedchazejicich. Semindf zamétfeny na uvedené téma je jiz tfetim
Vv pofadi organizovany na oddé¢leni rybatstvi a hydrobiologie Mendelovy univerzity v Brné.
Tato akce rozSifuje nepfili§ pocetny soubor akci realizovanych u nés pro Sifeni poznatkl
zabyvajicich recirkula¢nimi systémy a intenzivnimi chovy, oblasti veterinarni problematiky i
vyuziti modernich poznatkli z genetiky v oblasti §lechténi a chovu ryb. Na tvod bych rad
podekoval v§em vyzkumnym a provoznim subjektiim, které se na feSeni projektu piimo podileli
nebo spolupracovali s nékterym z nas.

za organizacni tym

Prof. Dr. Ing. Jan Mare$ — koordinator projektu
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RECIRKULACNI AKVAKULTURNI SYSTEMY, PROJEKTY A
PODPORA RAS

Jan Mare$

Mendelova univerzita v Brne, Oddéleni rybarstvi a hydrobiologie,
Zemedelska 1, 613 00 Brno

mares@mendelu.cz, rybarstvi.eu

Celosvétova produkce ryb, resp. narlist spotieby rybiho masa je celosvétoveé vazan na
akvakulturni produkeci. Stagnace vylovu ryb v mofich v poslednich tficeti letech ma celou fadu
pri¢in. Nicméné rostouci populace obyvatel nasi planety s primérnou spottebou rybiho masa
na urovni zhruba 16-17 kg na osobu a rok vyzaduje zintenzivnéni a rozsiteni diferencovanych
systému produkce ryb. V rozvojovych zemich je prostor na rozsifovani extenzivnich nebo
polointenzivnich chovii, asto v integrovaném systému zemé&délské produkce. Nicméné i zde
dochazi k budovani systému intenzivnich vyuzivajicich lokélni zdroje vody, mistni rybi druhy
a zdroje krmiv. Evropsky prostor je orientovan na udrzeni tradi¢niho rybnikafstvi a rozvoj
intenzivnich systémd, ptipadné klecovych systému chovu. Jednim z vyznamnych a modernich
systémi chovu jsou systémy recirkulaéni (RAS - recirkulacni akvakulturni systémy) nebo
systémy vyuzivajici n¢ktera technicka feSeni umoziujici opakované vyuziti vody. Pfi¢emz se
zvySuje tlak na kvalitu vody odtékajici z téchto produkcnich systém.

Schéma vyvoje celosvétové produkce ryb a dalSich vodnich zivoc€icht.
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Na podporu rozvoje intenzivnich chovil jsou realizovdna v evropském méftitku finanéni
opatfeni poskytujici prostiedky pro budovéni intenzivnich chovi, vcetné recirkulac¢nich
systému rizného typu. Vedle dotacni politiky realizované a spolufinancované na narodni irovni
s vyuzitim podpory evropskych zdroji jsou podporovany projekty na optimalizace technologie
chovu a podporu chovatelt prostfednictvim vyzkumnych projekti, projektt inovac¢nich nebo
pilotnich, seminaid a vzdélavacich aktivit.
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Vyzkumné projekty s obsahem fesici i problematiku RAS na experimentalni nebo
poloprovozni Grovni byly zadavany jiz fadu let. Pro informaci jsou prezentovany nékteré z nich.
Biologické a ekologické aspekty intenzivniho odchovu plidku jeseterd v podminkach CR.
(GACR 1994-1996).

Biologické a technologické aspekty chovu sumce velkého (Silurus glanis) v podminkach CR.
(NAZV 1995-1997).

Technologie produkce trzniho okouna (NAZV 1999 —2001).

Inovace a vypracovani norem potieby Zivin pro hospodarska zvifata a ryby (NAZV 2000-2004).
Vyvoj novych technologii odchovu hospodaisky vyznamnych fi¢nich druhti ryb a rakt
ohrozenych degradaci pfirodniho prostiedi. (NAZV 2003-2007).

Produkce nasad candata obecného pii vyuziti metody kombinovaného chovu (2005).

Rozvoj produkce ryb s vyuzitim technickych akvakultur a jejich kombinace s rybni¢nimi chovy
(NAZV 2004-2007).

Vyvoj novych metod chovu vybranych perspektivnich akvakulturnich druhli s vyuZzitim
netradi¢nich technologii (NAZV 2007-2011).

Vycet samoziejmé neni Uplny, vychazi z projektl feSenych na brnénském pracovisti a ma jen
dokumentovat, Ze problematika chovu ryb s vyuzitim RAS neni nova.

Projekty udélené MZe CR v poslednich letech p¥imo zaméfené na feseni problematiky
chovu ryb v recirkulaé¢nich akvakulturnich systémech:
Optimalizace podminek intenzivniho chovu lososovitych ryb v podminkach Ceské republiky s
vyuzitim danské technologie se zamétenim na kvalitu produkovanych ryb. (QI91C001, NAZV
2009-2013).
Technologie chovu sladkovodnich ryb s vyuzitim recirkulaénich systémii danského typu se
zaméfenim na metody efektivniho fizeni prostfedi a veterinarni péce. (QJ1210013, NAZV
2012-2016).
Zvyseni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR s vyuzitim jejich genetické identifikace.
(QJ1510077, NAZV 2015-2018).

Na feSeni projektii se podili vzdy univerzitni védecka pracovist¢ (MENDELU, JU,
VFU, UBO AV CR v.v.i.) v tymu s provoznimi subjekty (BioFish s.r.o., Pstruhaistvi Mlyny,
Rybafstvi Litomysl, s.r.0) a ve spolupraci s dalSimi provoznimi subjekty. Tuto spolupréci
povazuji za velmi vyznamny prvek pienosu zkusenosti a poznatkil ptimo k chovatelim. Dale
pak organizaci odbornych akci zaméfenych na pfedavani informaci chovatelskym subjektiim,
vcetné€ osobniho kontaktu, jako je 1 tento seminaf.

Dalsi podpora budovani recirkula¢nich akvakulturnich systémt na narodni urovni
vychézi ze spolecné rybarské politiky EU a nafizeni o Evropském ndmoinim a rybarském fondu
pro roky 2014-2020. Pro uvedené obdobi ma spole¢na evropska politika hospodatit s rozpoc¢tem
6,5 miliardy EUR. V bieznu 2014 schvalila vlada CR material s nazvem ,» Vicelety narodni
strategicky plan pro akvakulturu na obdobi 2014-2024“. V soucasnosti jsme ve druhém
programovacim obdobi spolecné rybaiské politiky, tj. OP Rybaistvi 2014-2020. Dalsi
informace na http://eagri.cz/public/web/mze/dotace/operacni-program-rybarstvi-na-obdobi-1/.



OP Rybéfstvi programovaci obdobi 2014-2020 je zaméfeno na téma ,,Udrzitelnd a
konkurenceschopné akvakultura zaloZzend na inovacich, konkurenceschopnosti, znalostech a
G&inngjsim vyuziti zdroj, rozvoj udrZitelného chovu ryb v Ceské republice a zajisténi
rovnomérnych dodavek sladkovodnich ryb béhem roku na domadci trh vcetné rozvoje
mimoprodukénich funkci rybnika®.

Produk¢ni rybarstvi spadd do Priority Unie 2: ,,Podpora environmentalné udrzitelné,
inovativni a konkurenceschopné akvakultury zalozené na znalostech a u¢inn€ vyuzivajici
zdroje*.

Samotné intenzivni chovy jsou podporovany v ramci Opatieni 2.4 ,Recirkulacni
zafizeni a prutocné systémy s docisStovanim*®,

Opatieni prispiva ke specifickému cili podporou investic do recirkulacnich zatizeni a
pratocnych systémil (v¢etné lihni) s do¢istovanim. Investice budou smétovany do modernizace
stavajicich ¢i novych zafizeni pro produkci ryb Setrnych k Zivotnimu prostiedi a podporujicich
snizovani negativnich vlivll na Zivotni prostfedi a zvySovani G€innosti vyuzivani zdroju.

Pro podporu budovani RAS je moZné vyuZzit 50% dotaci na pokryti uznatelnych naklada
na technologie RAS a 10% dotaci na stavby. Finan¢ni prostiedky alokované na podporu tohoto
opatfeni se pohybuji vyznamné nad hranici sto milionti korun. Odhadovana produkce z RAS v
roce 2013 byla na Grovni 100 tun ro¢n¢, cilovd hodnota programovaciho obdobi je planovana
na urovni 1.100 tun v roce 2024. Celkova produkce ze systémt intenzivniho chovu by méla
narustat ze souc¢asnych zhruba 800 t 0 0,75-2,4% ro¢né. Varianta vychazejici z odhadu OECD-
FAO na tarovni narstu 2,4% ro¢né je v CR povazovana za , velmi optimistickou variantu
vyvoje . Cilova hodnota je tak zpracovana ve tiech, resp ve dvou redlnych variantach
ptedpokladajici nariist o 1.300 t resp. 3.300 t.

Zadosti byly podavany zatim v ramci 1. vyzvy v roce 2015, 5. vyzvy v fjnu 2016, 11.
vyzvy v roce 2018 a vyzvy 13. v letoSnim roce. Dalsi vyzvy budou nésledovat podle
harmonogramu schvalovaného Monitorovacim vyborem OP. Jednozna¢né dominuji systémy
pro produkci lososovitych ryb, ale jsou zastoupeny i projekty zaméfené na chov kefickovce
¢ervenolemého (Clarias gariepinus), ptipadné tilapii. Jen ojedinéle jsou naplni projektd jiné
rybi druhy.

Dalsi prostfedky lze cerpat Opatieni 2.2. ,,Produktivni investice do akvakultury* a u
zacinajicich podnikatelli i z Opatieni 2.3. ,,Podpora novych chovatelii*, pro podporu zavadéni
novach technologii nebo ovérovani vhodnosti né€kterych novych postupt 1ze vyuzit i opatfeni
2.1 Inovace. Toto opatieni je zaméfeno na testovani a nasledny transfer inovacnich technologii
do praxe za podminek blizkych vyrobnim podminkdm s cilem ziskat technické nebo
ekonomické poznatky o novych technologiich. Podpora je urCena podnikiim akvakultury
spolupracujicim s partnerem projektu, nebo vefejnopravnim subjektim (vefejnym vysokym
Skolam a vyzkumnym organizacim) spolupracujicim s partnerem projektu.

Zadosti jsou podavany standardnim zptisobem pies SZIF v aplikaci Portal farmafe.
Kromé formalni kontroly na SZIF prochézeji jesté¢ hodnoceni odborné komise.

Jak je zfejmé z predchazejiciho textu, podpora chovu ryb v fizenych podminkéch, jako
oblast produkce dopliiujici stavajici tradicni rybnikafstvi, ma evropskou i ndrodni podporu
vychdzejici jak z dotacnich tituld OP Rybaistvi, tak i z podpory zejména Narodni agentury pro
zem&deélsky vyzkum, a to ve formé& vypisovanych vyzkumnych projektl smeétujicich
k optimalizaci intenzivniho chovu ryb véetné recirkulac¢nich akvakulturnich systémui.



Podékovani

Ptispévek vznikl za finan¢éni podpory Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum,
projektu QJ1510077 ,,Zvyseni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR s vyuzitim jejich
genetické identifikace®.
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GENETICKY MONITORING AKTUALNIHO STAVU CESKYCH
CHOVU PSTRUHA DUHOVEHO A SIVENA V EVROPSKEM
KONTEXTU

Mendel Jan!, Mare§ Jan?, Palikova Miroslava3, Halatka Karel!, Abaffy Pavel4, Sindelka
Radek*

Ustav biologie obratlovcii AV CRv. v. i., Kvétna 8, Brno 603 65, Jmendel@seznam.cz

2Ustav zoologie, rybadistvi, hydrobiologie a véelarstvi, Agronomickd fakulta MENDELU,
Zemedelska 1, Brno 613 00

3Ustav ekologie a chorob zvéie, ryb a véel. Fakulta veterindrni hygieny a ekologie VFU,
Palackého trida 1/3, Brno 612 42

4Biotechnologicky istav AV CR v. v. i., Priimyslova 595, Vestec 252 50

Ptispévek jsme hned v tivodu rozdélili na 2 ¢asti, z nichz kazda sleduje dva hlavni pilite
zdravého chovu lososovitych ryb - monitoring populacnich parametrii plemene a monitoring
odolnosti plemene k onemocnéni. Ob¢ slozky byvaji zahrnovany do evropského chovného
managementu a jsou nedilnou sou¢éasti moderniho chovu 21. stoleti.

I. ¢ast: Jak si stoji Ceské chovy lososovitych ryb z hlediska aktualnich popula¢nich
parametri v porovnani s Evropou?

Monitoring aktudlniho stavu ¢eskych chovi lososovitych ryb, jmenovité pstruha duhového a
siventl, byl provadén v obdobi 2014 - 2018 ve spolupraci 22 ¢eskych a zahrani¢nich chovnych
zafizeni. Analyzovali jsme 25 chovnych zdrojl pstruha duhového vyskytujici se na evropském
trhu. Jednalo se o linie pstruha duhového z CR - vlastni a narodni plemena, Irska, Francie,
Danska, Italie, JARu, Severniho Irska a o 12 populaci 4 druht sivenu (S. fontinalis, S. alpinus,
S.umbla, S. namaycush) z chovi/jezer CR, Némecka, Irska, Danska, Rakouska, Italie. Testovali
jsme cca 1200 vzorkil, mezi kterymi se vyskytovali diploidni a triploidni jedinci 1 celosamici
populace.

Zam¢fili jsme se na hodnoceni dvou hlavnich parametr — 1) variabilita chovu a 2) odli$nost
chovu od ostatnich diky plivodu zdroje nebo chovné praxi. Variabilita chovu byla posuzovana
pomoci mikrosatelitové analyzy a ¢tyf populacnich parametrii — pocet skorovanych alel,
primérnd alelicka bohatost per lokus, stupeni heterozygozity a mira piibuzenského kiizeni
(inbridingu). V €eskych chovech pstruha duhového jsme zaznamenali pocet alel v rozmezi
26 - 53 a nejvyssich hodnot dosahovaly chovy Zd’ar, Velka Losenice, Zichovice, Pravikov IT,
Vrbno pod Pradédem, Skalni Mlyn, Nedvédice JAR, Pravikov JAR, Pravikov_ Sevlr. Naopak
u chovlli Broumov, Pravikov_D, BuSanovice byly zaznamendny velmi nizké hodnoty sniZzené
az na polovinu. U zafizeni odchovavajici ndrodni zdroje byla nejvyssi variabilita zaznamenana
u plemen PdD75 (45 a 50 alel), pak PdM (44 a 37) a nejhiife na tom byla linie PAD66 (28 alel).
Geneticka variabilita odhadovand pomoci pozorované heterozygozity (Ho) se pohybovala v
ceskych chovech v rozmezi 0,52 - 0,82, coz je podobné jako v evropskych studiich Gross et al.,
2007 (0,60 - 0,80) nebo Glover 2008 (0,65 - 0,79). Nejvyssi hodnota heterozygozity byla
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zaznamenana v chovech Velka Losenice (0,82), Litomysl (0,77), Vrbno a Skalni Mlyn (0,76).
Pti porovnani s evropskymi chovy (Gross et al., 2007) anebo norskymi chovy (Glover 2008)
vykazuji nékteré Ceské chovy signifikantné snizenou hodnotu variability srovnatelnou s
polskymi chovy. Primérna alelick4 bohatost na lokus se v CR pohybovala v rozmezi 2,9 - 5,8
a v Evropé¢ 3,3 - 6,0, resp. 5,4 - 8,6. Signifikantné zvySena mira ptibuzenského kiizeni byla
zaznamenana v chovech Pravikov Ivn, Broumov (PdM), Zd’ar, Anin (PdD75), a nejniZsi
hodnoty byly evidovany v chovech Pravikov JAR, Vrbno pod Pradédem, Pravikov Ir a
Litomysl.

Pohled na miru diferenciace chovii v CR ukazal (Obr. 1), Ze primérn4 Groveti diferenciace (Fst)
mezi chovnymi zdroji byla 0,13 a je srovnatelnd s Gross et al., 2007 (0,14) a Nielssen, 1999
(0,17). Nejvice divergované jsou chovné zdroje v Pravikové, Vrbné pod Pradédem, Broumovée
(PdM), atd. Rozpoznand variance chovll byla rozprostena predevsim mezi samotnymi jedinci
(86,74 %) a pak az mezi chovnymi populacemi (13,12 %). Toto zjisténi poukazuje mimo jiné
na pfitomnost velkého mnozstvi rozlicnych zdroji v chovech samotnych a na heterozygotni
charakter nasadového materidlu v CR. Bylo detekovano 26 privatnich alel poukazujici na
jedinecnost daného chovu, nejvice v chovech Vrbno pod Pradédem, Pravikov, Anin, atd. Je na
zvazeni takovych silné odliSujicich se chovii, zda zde neuvazovat o své obchodni znacce na
ceském i zahrani¢nim trhu. Obdobny vysledek rozvrstveni variance byl zaznamenén v evropské
studii Gross et al. (2007): 0,9 % bylo dano diferenciaci mezi zemémi ptivodu, 13,7 % dano diky
diferenciaci mezi liniemi uvniti zemi a 85,8 % diky varianci uvnitf linii/plemen.
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Obr. 1. Rozmanitost chovnych zdrojii a sttedové zobrazeni 25 ¢eskych chovnych populaci
pstruha duhového ukazuje analyza hlavnich komponent 3D PCA (Principal Component
Analysis).

V nékterych chovech jsme rozpoznavali 3n jedince a to jednak v deklarovaném chovu
z Nedvédic, ale prekvapivé také i v deklarovanych 2n chovech ve Zd’aru a Zichovicich - zde
patrné neplanované.
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U chovu siveni jsme zaznamenali vice znepokojivy pohled na variabilitu a heterozygozitu
ceskych chovl nez v ptipadé pstruha duhového. Zdrojové materialy k analyze pochazely:

S. fontinalis (SF) - Némecko, Pravikov, Rabi, Skalni Mlyn; S. alpinus (SA) - Dansko, Irsko
(Rakousko), Litomysl, Némecko; S. umbla (SU) - populace z Mondsee a Wolfgangsee
(Rakousko); S. namaycush (SN) - Némecko. Pfi mapovani genetické struktury jednotlivych
chovti bylo identifikovano celkem 29 alel druhu S. umbla, 44 alel S. alpinus, 48 alel S. fontinalis
a 21 alel S. namaycush (jediny zdroj). U hybridnich jedincti bylo nalezeno 36 alel (varianty SF
x SA; SF x SU; SA x SU). Na rozdil od vysledkl pstruha duhového byl u sivenli zaznamenan
masivni vyskyt homozyg6ti. Pfi mezidruhovém porovnani nejnizsi parametry vykazovaly
populace sivena arktického (SA) a sivena alpského (SU), nejlepsi hodnoty byly zaznamenany
u sivena obrovského (SN). Genetickd variabilita odhadovand pomoci pramémné alelické
bohatosti per lokus (AR) se pohybovala v rozmezi 1,6 - 2,2, coz v porovnani s nasi studii pstruha
duhového je katastroficky nizkd troven. V ramci jednotlivych druhtli je primérnd geneticka
variabilita nejnizs$i u SU a SA (1,6), pak SF (1,9) a SN (2,1) a nejvétsi bohatost alel byla
skorovana u hybridl (2,2). Pii porovnéani s jinymi zahrani¢nimi studiemi siveni jde o silné
alarmujici vysledek: Brunner et al., 1998 (AR = 9,0 - 16,3 pro alpinské populace SA/SU),
Englbrecht et al., 2002 (5,0 - 13,1 pro alpinské populace SA/SU), Gross et al. 2004 (4,4 - 6,7
pro SA a 4,5 - 5,2 pro SF v bavorskych chovech), Pilgrim et al., 2012 (2,6 - 8,3 pro kanadské
populacni velikosti a/nebo populacnimi bottlenecky v minulosti nebo i efekty zakladatele u
odebiranych zdroji. Takto nizkd mira variability znacné komplikuje rozliSovani jednotlivych
populaci daného druhu od sebe navzdjem a poukazuje na podobny zdroj. Proto nize uvadime
statistiky pfedevsim spojené s druhovou trovni.

Obdobné¢ neptiznivé hodnoty byly zaznamenény i v pfipadé miry heterozigozity, kde nejvyssi
zaznam dosahoval v CR hodnot 0,18 (SA) a 0,33 (SF) a v Evropé ¢i Kanadé 0,25 - 0,73 (SA,
Wilson et al., 2004) a 0,57 - 0,73 (SF, Pilgrim et al., 2012).

Pohled na miru diferenciace vySetfovanych chovii ukazal, ze rozpoznani variance byla
rozprostiena predevsim mezi druhy (50,11 %) a pak mezi jedinci samotnymi (44,53 %). Toto
zjiSténi poukazuje opé€t na siln€ nizkou variabilitu populaci kazdého ze tfi druhli (vyjma SN,
kde byla hodnocena jen jedna populace) a odkazuje na obrovské mnozstvi homozygoétu v
chovech samotnych vzniklych bud’ z malého mnoZzstvi zakladajicich jedincii anebo dlouhodobé
jen piibuzenskou selekci.

Bylo detekovano 51 privatnich alel svéd¢ici o druhové separaci a odlisné historii v chovnych
zdrojich. Nejvice privatnich alel bylo nalezeno u druhu SF (24), SA (13), SN (10) a SU (4).
Diky pfitomnosti privatnich alel a charakteristické alelové frekvenci lze, vedle typického
sekven¢niho haplotypu, snadno rozpoznat jednotlivé druhy od sebe, jak je zobrazeno pomoci
3D PCA statistiky na Obr. 2. Druh S. umbla zastupovaly 2 populace piedstavujici formu
povrchovou a hlubinnou a ob¢ jsou si velmi podobné. V ramci druhu S. alpinus je nejvice
divergovan chov v Litomysli (Fst= 0,19) a zdroj z Irska (Fst=0,10). Z péti populaci S. fontinalis
nejvice divergoval chov z Némecka (Fst= 0,50), chovy z Anina a Skalniho Mlyna jsou si velmi
podobné.
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Zavér

Byl zaznamenan alarmujici stav nékterych chovii pstruha duhového z hlediska nizké variability
a vysokého stupné inbridingu. Jestd horsi stav byl zaznamenan u chovu siventt v CR. Je
navrhovana zména chovné praxe a/nebo zdroje chovného materidlu. Z téchto diivodi jsme pro
chovatele nejen lososovitych ryb ptipravili spolehlivé nastroje a metody kontroly populac¢nich
parametrii v ramci chovného managementu. Pfedstavili jsme nové genetické produkty -
soupravy, které chovatelé mohou vyuzivat ve své chovatelské praxi. Ustav biologie obratlovct,
v. v. 1. ve spolupraci s dalsSimi institucemi nabizi 3 sady sluzeb genetického servisu pro
chovatele - balicek ,,STANDARD®, ,SALMONID* a ,REZISTENCE®. Vice viz druhy
prispévek ve sborniku s nazvem: ,,DNA SERVIS A KONKRETNI GENETICKE PRODUKTY
PRO CHOVATELE NEJEN LOSOSOVITYCH RYB*, Mendel a kol. 2018.

Obr. 2. Rozliseni 4 druhii sivent a jejich hybrida v 3D provedeni PCA

I1. éast: Kudy kraci Evropa pfi boji s vyskytem onemocnéni v chovném zafizeni?

Cilem akvakulturni genetiky a $lechtitelskych programu je zvysit produkéni efektivitu, kvalitu
produktti, udrZzitelnost a rentabilitu chovu.

Genetika rezistence k onemocnéni obecné

Vyvoj a etablovani nejmodernéjSich metod sekvenovani nové generace (NGS) vede
Vv soucasnosti k procitani celych genomi a transkriptomti u mnoha akvakulturnich druhti (napf.
losos obecny, pstruh duhovy, kapr obecny, amur bily, tilapia nilska, atd.). Snaha porozumét
struktufe a organizaci genomu chovanych ryb, variabilité a provadzanosti jejich genotypt a
fenotypti, genetickému zdkladu produkénich znakl/vlastnosti v §lechtitelskych programech je
vyzvou a celosvétovym trendem. O aplikovanou genetiku vyuZzitelnou v chovatelské praxi
usiluji mnohé staty, at’ uz je to z divodu prosté identifikace linie/druhu/hybrida/patogena,
zpétné kontroly zdroje chovného materialu nebo hleddni vhodné linie odolné vuci stresu,
konkrétnimu onemocnéni ¢i nesouci lepsi predpoklady pro pozadovany znak/vlastnost, atd.
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Samotna identifikace konkrétniho patogena nestaci, je tfeba, pro udrzitelnost chovu, jeho
spolehliva kontrola a eliminace. Jednou z moznosti je pouzivani komer¢nich vakcin, které ale
ne vzdy byvaji efektivni. Jinou moznosti je pouzivani dezinfek¢nich prostfedkl a antibiotik,
ovSem jejich nadmérné uzivani mize piinaset problémy v oblastech nezavadnosti potravin a
/nebo zatéze zivotniho prostfedi emisemi zdravi Skodlivych latek. Nejmodernéjsi pristup
neobejde bez spravného pochopeni funkce imunitnich mechanismti a také bez urceni
genetického zakladu odolnosti/citlivosti (dédivost, QTL znaky, zodpovédné geny). Jen tak
budeme moci zavadét selekéni chovné programy na rezistence k riznym onemocnénim co
nejefektivnéji.

Védecka studie - Odolnost plemen pstruha k proliferativnimu onemocnéni ledvin (PKD)
Védecky tym se zaméfil na zmonitorovani variability projevii riznych plemen pstruha
duhového vzhledem k proliferativni onemocnéni ledvin (PKD). Toto zdvazné onemocnéni
zpusobuje vazné ekonomické ztraty v chovech lososovitych ryb. Vyskytuje se v intenzivnich
onemocnéni lososovitych ryb. Klimatické zmény souvisejici se zvySenim teploty zvysuji
prevalenci onemocnéni a jeho rozsifeni (Mo a Jergensen, 2017). V naSich podminkach byva
morbidita u vnimavé obsadky vétSinou 100% a mortalita ryb v intenzivnich chovech spojena s
PKD se pohybuje okolo 30 % (Palikova a kol., 2017). Pokud se ptidruzi sekundarni infekce ¢i
stres, mize byt mortalita mnohem vyssi.

Puvodcem onemocnéni je Tetracapsuloides bryosalmonae (Myxozoa, Malacosporea). Ma
dvojhostitelsky zivotni cyklus, v némz mechovky jsou primarnimi hostiteli a ryby
ptilezitostnymi kone¢nymi hostiteli. V mechovkach i v jejich klidovych stadiich (statoblastech)
je T. bryosalmonae ptitomna po cely rok, ale k uvoliiovani infekénich spor dochazi zejména na
jafe a v Iét€, kdy je teplota vody vyssinez 12 °C (Bettge a kol., 2009). Zahrani¢ni studie ukazuji,
ze mezi lososovitymi druhy ryb existuji urcité rozdily ve vnimavosti k tomuto onemocnéni
(Clifton-Hadley a kol., 1984; Grabner a EI-Matbouli, 2009). Vznikla tak snaha najit vhodné
plemeno/linii pstruha duhového z hlediska vétsi odolnosti vii¢i PKD, a tim minimalizovat
hrozici ztraty.

Cilem studie bylo, na zakladé mortality, vné&jsich patologicko-anatomickych nalezd a
nejmodernéjSich NGS technik, nalézt meziplemenné rozdily ve vnimavosti k sledovanému
onemocnéni, konkrétné je popsat na urovni genli a genovych produktli a nalézt spolehlivy
systém pro identifikaci a monitoring vhodnych odolnych linii pro nasledné doporucovani
chovatelim.

Material a metodika

V roce 2015 bylo v RAS vySetifeno 30 ks pstruha duhového - ro¢kli a dvourocka (dvourocci
chovani na RAS 1. a 2. rok). V roce 2017 bylo vySetfeno dalSich 30 ks ryb ptivodem ze
Severniho Irska a Itdlie a obdobné i v roce 2018. Ryby byly usmrceny, byly posouzeny
patologicko-anatomické zmény a odebrany vzorky pro nasledna vysetfeni. Bylo odebrano malé
mnozstvi tkané z ledviny, sleziny a prsni ploutve pro extrakci RNA a DNA. Ziskané alikvoty
nukleovych kyselin byly vyuzity pro kvalitativni i1 kvantitativni pritkkaz piivodce onemocnéni
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pomoci qPCR, pro NGS techniku zobrazeni genovych expresnich hladin RNA- seq a pro
determinacni analyzy genetického ptivodu ryb pomoci unikatniho STR panelu OMY.

Vysledky a zavér
1) Geneticka identifikace sledovanych linii pstruha duhového pomoci analyzy OMY panelu

Pomoci mikrosatelitové analyzy jsme detekovali u obou sledovanych linii rozdilné STR profily,
které se odliSovaly privatnimi alelami i alelickymi frekvencemi (Obr. 3).
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Obr. 3. Analyza hlavnich komponent 3D PCA zobrazuje detekovanou miru diferenciace
sledovanych chovnych populaci ve sttedovém zobrazeni. Sipkou jsou vyznaceny linie z Italie
(€. 22) a Severniho Irska (€. 23).

2) Detekce ptivodce PKD v tkanich ryb
Zkoumali jsme detekovatelnost ptivodce onemocnéni v rizném ro¢nim obdobi, rozli¢né teploté
a fazi vyvoje patogena. Obrazek 4 kvantifikuje uroven zamoteni obou plemen sedm mésicii po

1. infekci. Z vysledku je ziejma lepsi schopnost imunitniho systému severoirské linie ¢elit PKD
infekci.
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Obr. 4. Kvantitativni prikaz piivodce PKD metodou qPCR v riznych tkénich (pfedni a zadni
ledvina a slezina) u obou linii. Cq hodnota 40 = bez ptitomnosti ptivodce

3) NGS technika RNA-seq

Pomoci NGS techniky RNA-seq jsme zkoumali celé transkriptomy (= vSechny projevujici se
geny v genomu) u 5 jedinct obou linii z Italie a Severniho Irska a to i z pohledu odebranych
tkani - ptedni i zadni ledvina a slezina. Zviditelnili jsme expresni hladiny cca 50 130 gend.
Prvotni biostatistické analyzy ukézaly, Ze mezi obéma liniemi jsou signifikantni rozdily v
genovych projevech. V pfedni ¢asti ledviny (anterior kidney) jsme detekovali 2198 genli
vyznamné odlisnych (10 %), v kaudalni ¢asti ledviny (posterior kidney) 362 (1,7 %) a v ptipadé
sleziny (spleen) pak 1722 genti (8,5 %). Vybrali jsme z nich celkem 23 mezilinijné odliSnych
genil zodpovédnych predevs§im za imunitu a pro 17 z nich jsme jiZ zoptimalizovali metodiku
testovani. Nyni pracujeme na tom, abychom si databazi kandidatnich genti jesté vice rozsifili,
nov¢ vybrané geny popsali a vyhledali pomoci mezinarodnich databézi jejich funkce. A déle
jejich vypovidajici hodnotu otestovali na jinych plemenech.

Zavér studie by mél vyustit v pfipravu identifikacniho systému, ktery ndm bude spolehlivé
monitorovat odolné linie k onemocnéni PKD a soucasné nedoporucovat vnimavé linie pro
chovné ucely.

PIné znéni citovanych literarnich zdroji poskytne autor na vyzadani.

Podékovani

Prispévek byl zpracovan s podporou vyzkumnych projekti NAZV QJ1510077 a QJ1210013,
TACR TG03010048 a institucionalni podpory VFU. Chceme podékovat chovnym zaiizenim
za poskytnuté vzorky a spolupraci.
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ONEMOCNENI LEDVIN V INTENZIVNIM CHOVU LOSOSOVITYCH
RYB — PRIPADOVA STUDIE

Minafova Hana'?, Mare$ Jan®, Kopp Radovan?®, Pia¢ek Vladimir?, Les¢enko Petr?!, Pikula
JiFil, Navratil Stanislav', Palikova Miroslava®

Y Veterindarni a farmaceutickd univerzita Brno, Ustav ekologie a chorob zvére, ryb a véel
2 Vyzkumny vistav veterindrniho lékarstvi, Oddéleni imunologie
$ Mendelova univerzita v Brné, Ustav zoologie, rybdrstvi, hydrobiologie a véelaistvi

Uvod

Nefrokalcinoza je degenerativni zanétlivé onemocnéni ledvin, které vznika z riznych
pricin, nejCasteji nasledkem zvySené koncentrace CO2 ve vode — vyssi koncentrace byva napft.
V podzemnich vodach (Mousavi et al., 2016) a ma na ni vliv pfedevsim organické znecisténi.
Dale je casto uvadén vliv diety (Cowey et al., 1977), vétSinou vSak ve spojeni s jinymi faktory.
Nemoc neprovazi vyraznd mortalita, thyny se obvykle objevuji az v disledku stresu.

Material a metodika

Pstruzi duhovi (Oncorhynchus mykiss) o pramérné hmotnosti 207,39 + 79,56 g
a celkové délce 24,41 + 2,86 cm byli odchovéavani v kruhovych nadrzich recirkulaéniho
systému pro intenzivni chov lososovitych ryb. Kromé téchto ryb (pivodem z Danska) se
v tomto chovu nachdzi ryby odlisnych pivodd, u kterych byly zaznamenany stejné problémy.
Voda pochazi z podzemniho zdroje (Tab. 1), k dezinfekci je ve velké mife vyuzivan ozon. Ryby
byly krmeny krmivem od firmy Le Gouessant Aquaculture (T-EXTRA, kompletni extrudované
krmivo) dle doporuceni vyrobce. Pro srovnani byly rovnéz vySetfeny ryby o pramérné
hmotnosti 62,94 + 7,56 g a celkové délce 17,52 £ 0,75 cm odchovavané v recirkulaénim
systému na Mendelové€ univerzité v Brné (Tab. 1).

Tabulka 1. Parametry vody v chovu a srovnani s chovem na Mendelové univerzité v Brné
(MENDELU). KNK = kyselinova neutraliza¢ni kapacita.

VySetfovany MENDELU
Teplota [°C] 14,4 155
02 [%] 129,3 102,4
pH 6,97 7,85
CO2 [ma/l] 10,68 1,05
KNK [mmol/I] 0,85 0,65
N-NH4 [ma/l] 0,09 0
N-NO, [ma/l] 0,17 0,06
N-NO3 [ma/l] 53,30 98,00
P-PO4[mag/l] 1,83 191
Cl- [ma/l] 75,52 133,80
Ca®* [ma/l] 77,15 -
Vysledky

Krev byla odebrana z ocasnich cév do heparinizovanych stiikacek. Béznymi
laboratornimi postupy byly stanoveny hematologické (hematokrit, hemoglobin, pocet
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erytrocyti, MCV, MCH, MCHC, pocet leukocytl) a po odstiedéni a odebrani plazmy
biochemické (Na*, K*, CI', Ca%*, anorganicky P, celkovy protein, triacylglyceroly, cholesterol)
parametry krve. Dale byly vySetfeny i parametry acidobazické rovnovéahy (pH, pCO2, HCOs3,
celkovy COg, base excess). Po usmrceni ryb, které bylo provedeno v souladu se zakonem
€. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani, byly zhotoveny otiskové preparaty ledvin a také
Z nich byly odebrany vzorky k histopatologickému vysetfeni. Zhotoveni histologickych
preparatii bylo provedeno standardnimi metodami pro histologické zpracovani vzorki. Kromé
barveni hematoxylinem a eosinem byly nékteré fezy obarveny metodou dle Kossy (prukaz
vapniku).

Ve vySettovaném chovu byly zaznamendny nizké ptirGstky u ryb riizného ptvodu,
uhyny vsak byly pouze sporadické. Pfed odbérem se ryby pohybovaly u hladiny nadrze. Mezi
pozorovanymi patomorfologickymi zménami byly kozni 1éze o velikosti az 0,5 cm (petechie
a hemoragie) a zvétSena télni dutina. Tyto zmény se u ryb vyskytovaly v rizné mite
a zastoupeni. Pitva odhalila u nékterych ryb zvétSeni plynového méchyte, zmény na zabrach
(mramorovani, zdufeni), bé&lavé zbarveni mocovodu v jejich kaudalni ¢asti, zvétSena
Stanniusova téliska, a pfedevS§im zmény na ledvindch rtizného stupné (mramorovani, bélavé
zbarveni, zdufeni v kaudalni ¢asti nebo v celé délce, konglomeraty) a u jedné ryby zvétSena
a bleda jatra.

Rozdily v krevnich parametrech u vySetfovanych ryb ve srovnani s chovem na
Mendelové univerzit¢ v Brn€ jsou zndzornény v Tab. 2. Je patrné, ze u sledovanych ryb je
alkaléza vnitiniho prostfedi. Paralelni vys§i hodnoty pCO: naznacuji, ze se jedna
0 kompenzovanou alkal6zu. V ¢erveném krevnim obrazu je zfejma anémie.

Tabulka 2. Hematologické a biochemické vySetieni krve, v¢. parametri acidobazické
rovnovahy — srovnani s chovem na Mendelové univerzité v Brné (*** = P < 0,001, ** =
P <0,01, * =P <0,05). MCV = stiedni objem erytrocytu, MCH = prumérné mnozstvi
hemoglobinu v erytrocytu, MCHC = sti‘edni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu, base
excess = odchylka bazi.

Vysetfovany chov MENDELU
Hemoalobin [a/l] 71.88 + 13.81% 87.33+12.34 |
Erytrocyty [T/1] 0,80 & 0,19*** 1,17 £0,23 l
MCV [fl] 440.84 + 58.66*** 314,18 + 55,97 T
MCH [pd] 92.15 £ 13,09* 76,78 £ 14,07 1
MCHC [g/l] 0,21 +0,02%** 0,25+ 0,03 l
Leukocyty [G/1] 16,95 + 5 38%** 30,00 + 6,63 1
Na* [mmol/I] 136.90 £ 1.85%** 141.21+1.53 |
Panora [mmol/I] 3.75 £ 0.60** 453+044 1
Triacylglyceroly 3,14 + 1,38*** 1.47 £ 0,59 1
Cholesterol [mmol/l] 5,60+ 1.16% 6,79+ 1.16 1
pH 7.32 £+ 0,05%** 6.97 +0.04 T
pCO; [kPa] 9.31 £ 1,93*** 2.154+0.27 1
HCO3 [mmol/l] 36,55 £ 4,29%** 3,69 +0.27 1
Celkovy CO2| 38,65 +4,68*** 4.90 + 0,00 i)
Base excess [mmol/l] 10,53 + 4,43 *** -28.13 £ 0,83 1
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Otiskové preparaty ledvin byly vySetieny na pfitomnost Renibacterium salmoninarum
s negativnim vysledkem. Histopatologické vySetfeni zadni ¢asti ledvin odhalilo kongesci,
loziskovou vakuolizaci tubularni vystelky, pigmentovd depozita, bazofiln¢ zbarvené
krystalické agregace v tubulech, nékteré s peritubularni/intersticidlni lokalizaci, zanétlivou
infiltraci a edémem (Obr. 1,2). Specifickym barvenim dle Kossy bylo potvrzeno, Ze se jedna
0 soli vapniku. U nékterych ryb s pokro¢ilymi zménami byl parenchym ledviny nahrazen
proliferativné-reparatorni tkani, misty s degradaci tubuli 1 glomerull a s lozisky krystalickych
agregaci 1 ve sbérnych kanalcich. V plynovém méchyfti byla v jednom piipad¢ zaznamenéna
zanétliva infiltrace.

Obrazek 1. Parenchym zadni ledviny — vakuolizace tubularni vystelky (Sipky), misty
degradace tubuli a glomeruli, pigment v intersticiu, kongesce, zanétliva infiltrace, edém.

‘g)‘-r 'C:, b4 J Q s T : 7 5

Obrazek 2. Vlevo — krystalické agregace ve sbérném kanalku zadni ledviny (Sipka),
kongesce. Vpravo — tmavé zbarvena Kkrystalicka depozita vapniku ve sbérném kanalku
(barveni dle Kossy — prikaz vapniku).
DAL R TR TN ;
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Diskuze a zavér

Zjisténé nalezy jsou typické pro nefrokalcinézu, mortalita je u tohoto onemocnéni
zpravidla nizka (Foss et al., 2003; Hosfeld et al., 2008). Patomorfologické zmény popisované
riznymi autory zahrnuji petechie a hemoragie pfedevsim u baze prsnich ploutvi a zmény na
zabrach (Hosfeld et al., 2008; Mousavi et al., 2016). Zanétlivé zmény na plynovém méchyii ani
zmény na jatrech nebyvaji jinymi autory popisovany a mohou souviset s celkovym rozvratem
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metabolismu. Vapenaté soli se ukladaji pfedevsim do ledvin, ale také do Zaludku a kosterni
svaloviny (Harrison & Richards, 1979). Ledviny byvaji zduielé a bélavé zabarvené (Mousavi
et al., 2016). Histopatologicky nalez na ledvinach je pro nefrokalcindzu patognomicky — tvorba
krystalti kalcium fosfatu v tubulech, sbérnych kanalcich a intersticiu a souvisejici zanétlivé
zmény (Harrison & Richards, 1979).

Koncentrace vapniku v krvi nebyla zvySena, pravdépodobné kvili alkaloze, mize zde
ale také byt souvislost se zvétSenim Stanniusovych télisek, ktera svou aktivitou hladinu vapniku
snizuji. Nékteré védecké prace popisuji vyskyt onemocnéni beze zmény tohoto parametru
(Chen et al., 2001). Zmény krevnich parametrii souvisi s poSkozenou funkci ledvin.

Mnoha autory byl zaznamenén vliv koncentrace CO2 ve vod¢ na vyskyt nefrokalcindzy
(Foss et al., 2003; Hosfeld et al., 2008). Uvadéné koncentrace, pii kterych hrozi vznik
onemocnéni, jsou rizné, zpravidla se jedna o hodnoty vyssi nez 10-20 mg/l (Mousavi et al.,
2016). Tento parametr, ktery je ovlivnénu napf. organickym znecisténim, je nepiimo imérny
pH, doporuceni pro tento chov by tedy zahrnovalo sniZeni rybi obsadky a zvySeni pH vody.
Rovnéz je popisovan i vliv diety (Cowey et al., 1977), v tomto piipad¢ je ale tato moznost
vyloucena, jelikoZz se onemocnéni vyskytuje u vSech vékovych kategorii, které jsou krmeny
rozdilnymi krmivy.
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Zavazné onemocnéni lososovitych ryb

Proliferativni onemocnéni ledvin (PKD), jehoZ puvodcem je parazit Tetracapsuloides
Vyskytuje se nejen v intenzivnich chovech, ale i ve volnych vodach celé severni polokoule
(Feist et al., 2001; Okamura et al., 2011; Skovgaard and Buchmann, 2012). U napadenych ryb
lze v ramci patologického vySetfeni nejcastéji pozorovat zvétsenou dutinu télni, exoftalmus,
zduteni ledvin, sleziny, ascites, bled4 jatra a zabry, tmavé zbarveni klize a drobné uzlickovité
utvary v organech (Hedrick et al., 1993; Palikova et al., 2017). V intenzivnich chovech mize
PKD zpusobit znacné ekonomické ztraty. Mortalita se zde pohybuje okolo 30 %, a pokud se v
priabéhu onemocnéni uplatni dal§i negativni faktory jako naptiklad stres, vySsi teplota vody
nebo sekundarni infekce, mize mortalita dosahnout az 95 % (Okamura et al., 2011; Schmidt-
Posthaus et al., 2012). JelikoZ je propuknuti PKD zavislé na vyssi teploté vody (nad 15 °C), Ize
do budoucna vzhledem ke klimatickym zménam ocekavat rozsifeni geografického vyskytu
tohoto onemocnéni (Bruneaux et al., 2017; Strepparava et al., 2018).

Hledani strategie pro minimalizaci ekonomickych ztrat

Rada odbornikli z oblasti veterinarni mediciny, rybafstvi ¢i genetiky se snazi najit
optimalni feSeni tohoto nartstajiciho problému a pro minimalizaci ekonomickych ztrat
v chovech lososovitych jiz existuje vice navrhovanych strategii (naptiklad eliminace mechovek
jakozto hostitelli parazita, vysazovani ryb do infekéniho prostiedi az v podzimnich mésicich).
Dalsi strategii je snaha najit k intenzivnimu chovu vhodny druh, resp. linii lososovitych ryb z
hlediska vyssi odolnosti vi¢i PKD, a tim minimalizovat jednak ztraty v chovech, ale také riziko
Siteni onemocnéni do volnych vod (Grabner and El-Matbouli, 2009). Na zaklad¢é pfedchozich
vysledku jiz bylo prokazano, ze siveni i kiizenci sivent (Salvelinus fontinalis x Salvelinus
alpinus) vykazuji vyssi odolnost k onemocnéni a nedoslo u nich k manifestaci klinickych ani
patologickych projevli onemocnéni. Naproti tomu pstruh duhovy, rocek, vykazoval typicky
nalez pro PKD a masivni zachyt ptivodcu. I dvoulety pstruh duhovy, chovany na systému prvni
rok, vykazoval typicky nalez pro PKD a byl u né& v rizném rozsahu parazit zachycen. U
dvouletych pstruhli, chovanych na systému druhy rok, bylo zjisténo, Ze ryby, které se s
patogenem setkaly podruhé, mély vyrazn€ mensi patologicko-anatomicky nalez (Palikova a
kol., 2016). Nyn¢jsi studie si kladla za cil zjistit, jaké existuji rozdily v liniové odolnosti
lososovitych ryb vici PKD.
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Pouzita metodika

V roce 2017 bylo vySetieno 40 ryb: siven americky (Salvelinus fontinalis), pivodem z
Italie — 10 ryb, siven americky (Salvelinus fontinalis), pivod Dansko — 10 ryb, pstruh duhovy
(Oncorhynchus mykiss), ptivod Severni Irsko — 10 ryb, pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss),
puvod Italie — 10 ryb. Ryby byly humanné usmrceny, byly posouzeny patologicko-anatomické
zmény a Z kazdé ryby byl odebran vzorek ledvinné tkané pro imunohistochemické vysetieni
(IHC) a pro vysetieni pomoci molekularné biologickych metod. Ledvinna tkan byla
zhomogenizovana a byla z ni vyextrahovana DNA pomoci DNeasy Blood and Tissue kitu
(QIAGEN, Némecko) na zaklad¢ protokolu od vyrobce. Dale byla zméfena koncentrace kazdé
vyizolované DNA pomoci hmotnostniho spektrofotometru a nasledné byly tyto vzorky DNA
vyuzity pro kvalitativni polymerazovou fetézovou reakci (PCR) pro detekci pfitomnosti
parazita T. bryosalmonae (Kent et al., 1998). K vizualizaci produktii byla pouzita gelova
elektroforéza. Vysledek PCR byl pfipraven a zaslan na osekvenovani K potvrzeni, ze se
skute¢né¢ jedna o DNA sledovaného pivodce. Déle bylo provedeno kvantitativni vySetieni
piitomnosti tohoto parazita pomoci real-time PCR (Bettge et al., 2009). Byla vyhodnocena
mortalita ryb souvisejici se sledovanym onemocnénim.

Rozdily v liniové odolnosti lososovitych

Vysledky potvrdily, ze existuji rozdily nejen v druhové, ale i liniové odolnosti
lososovitych ryb k onemocnéni PKD. Odli$na liniovd vnimavost viici PKD byla zjiSténa
zejména u pstruha duhového. Jako prokazatelné odolnéjsi vuci PKD se jevi pstruh duhovy
pivodem ze Severniho Irska. U sivena amerického byl mezi liniemi také zjistén rozdil ve
vnimavosti, ale ne tak vyrazny. U sivena amerického byly zaznamendny nevyrazné
patologicko-anatomické zmény v ledvinach pouze u dvou vzorkt ryb piivodem z Déanska, ale
PCR potvrdila ptitomnost parazita téméef u vSech kusi. Vysledky real-time PCR ukazuji
kvantitativni variabilitu patogenu v ledvinné tkani. Kompletni vysledky ukazuje tabulka ¢. 1.
Nejcastéji nalézané patologicko-anatomické zmény u vySetfovanych ryb dokumentuje obrazek
¢. 1. Vyhodnoceni mortality ryb demonstruje graf ¢. 1.

Tabulka ¢. 1. Patologicko-anatomicky nalez u vySetienych ryb (primérné hodnoty n jedinci:
stupnice 04, kdy 0 = zadné zmény, 4 = nejvétsi zmény), vysledky THC (pramérny pocet
ptvodci v zorném poli mikroskopu pii zvétSeni 200x), vysledky kvalitativni PCR a
kvantitativni real-time PCR (QPCR); +/n = pozitivni jedinci/vySetieni jedinci.

PA nalez IHC pocet PCR gPCR

(+/n) (+/n) (+/n) (+/n)
pstruh duhovy 0,5 0,9+0,7 31,2429
ptuvod S. Irsko 7/10 3/9 10/10 8/10
pstruh duhovy 2,8 14,0+12,7 26,3+5,1
puvod Italie 10/10 3/4 8/10 9/10
siven americky negativni 0 30,6+2,1
puvod Italie 0/10 8/10 8/10
siven americky 0,15 0,4+0,2 29,6+2,9
ptivod Dansko 2/10 2/10 10/10 9/10
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Graf ¢. 1. Kumulativni mortalita pstruha duhového a sivena amerického
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Zavér

Bylo potvrzeno, ze existuji rozdily v odolnosti lososovitych ryb vi¢i PKD nejen v ramci
jejich druhi, ale i v ramci jednotlivych linii. Vybérem téchto vhodnych druhti a linii pro chov
Vv intenzivni akvakultufe, kde neni mozné zamezit zavleceni ptivodce PKD, 1ze minimalizovat
ekonomické ztraty zpisobené timto onemocnénim. Stale vSak existuje mnoho nejasnych oblasti
tykajicich se roz§ifeni parazita, rezistence jeho hostitelt ¢i vlivu podminek prostfedi na Sifeni
onemocnéni a je nezbytné se této problematice i nadale vénovat.
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Furunkuléza

Furunkuloza je zavazné onemocnéni ryb znamé vice nez 100 let. Vyskytuje se
V intenzivnich chovech i1 ve volnych vodéach na celém svéte s vyjimkou Australie a Nového
Z¢élandu. Ackoliv ndzev onemocnéni vychdzi z ptitomnosti typickych hlubokych koznich vieda
— furunklti vznikajicich pfi chronickém pribéhu onemocnéni, chronicky pribéh ani tvorba
furunkld neni nej€astéjsi formou onemocnéni. Piivodcem onemocnéni je obligdtni patogen
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida. Mezi vnimavé druhy typické furunkulézy patii
lososovité ryby. Vnimavost je vSak riznd. Za nejvnimavejsi druh je uvadén pstruh obecny
(Salmo trutta) a siven americky (Salvelinus fontinalis), naopak pstruh duhovy (Oncorhynchus
mykiss) je odolngj$i. Vnimavy je i lipan podhorni (Thymalus thymalus) a dalsi druhy
lososovitych ryb. Vnimavost se liSi i mezi druhovymi liniemi v zavislosti na genetickém
puavodu ryb (Marsden a kol., 1996).

Do vodniho prostfedi se bakterie dostavaji s nemocnymi rybami, s kontaminovanou
vodou nebo rybolovnym néafadim. Vyznamnou ulohu v pfenosu ptivodce hraji 1 nosici - vektofi,
mezi které patii ryby i jini vodni Zivo€ichové veetné parazitii. Vyznamnym faktorem pro Sifeni
infekce je existence skryté formy onemocnéni, kdy se pfitomnost patogenu neprojevuje
klinickymi ptiznaky (Plehn, 1911). Takovéto ryby mohou slouZit jako pfenaSeci. K propuknuti
onemocnéni u ryb se skrytou — latentni formou miiZze dojit vlivem stresu. Vstup bakterie do
organismu neni upln€ vyjasnén. Vedle peroralniho nakaZeni jsou jako vstupni brana infekce
uvazovany i zabry, fitni otvor, postranni ¢ara nebo poskozeny povrch téla (Effendi a Austin,
1995).

Jako hlavni faktor podminujici vzplanuti onemocnéni je uvadéna vyssi teplota vody
(obvykle nad 16 °C), proto se vyskyt onemocnéni vyznacuje jistou sezénnosti vrcholici
V pozdnim jafe a v 1ét&. Vyssi teplota ovliviiuje nejenom rozvoj pivodce, ale plisobi 1 stresove
na ryby. Podobné piisobi i nahlé zmény teploty. Ryby jsou vice vnimavé k furunkul6ze rovnéz
Vv obdobi tfeni. Mezi dalSi podminiujici faktory je uvadén 1 vék ryb. U plidku a mladych
veékovych kategorii onemocnéni probiha rychleji a mize byt doprovazeno vysokou mortalitou
ryb zejména v akvakulturnich chovech. Rozvoji onemocnéni napoméaha i vyssi organické
zatizeni vody, vyssi hustota rybi obsadky, ptitomnost jinych patogenti a stres.

Onemocnéni se vyskytuje v n€kolika formach. Perakutni forma je typicka pro plidek,
ryby hynou rychle a ve velkém mnozstvi. Akutni forma postihuje juvenilni a dospélé ryby a je
charakterizovana septikémii, bakterie je krvi roznadSena do vSech organd, ryby obvykle hynou

27



za 2-3 dny, mortalita byva rovnéz vysoka. Subakutni a chronicky prib&h se vyviji u starSich
ryb nebo u ryb vykazujicich vétsi vrozenou odolnost a je doprovézen vznikem abscest ve
svaloviné¢ a jejich provalenim navenek ve formé& hlubokych koznich viedi podobnych
furunkliim. Mortalita je nizk4 a ryby mohou onemocnéni piezit.

U pludku se pii perakutni formé vyskytuji vedle ztmavnuti kiize pouze nevyrazné zmény
jako exoftalmus a pfitomnost hemoragii pfi bazi bfiSnich ploutvi (Davis, 1946). Pii akutni
formé onemocnéni nachdzime hemoragie u bazi ploutvi, v ustni dutiné, na peritoneu, v tukové
tkani, srdci a v ledvinach. Slezina byva zvétsend. Subakutni a chronickéd forma onemocnéni je
doprovazena exoftalmem, zarudnutim ploutvi, zdnétem stfeva s piitomnosti hemoragické
tekutiny, mnozstvim hemoragii ve svaloving a v jatrech. Byva zvétsena slezina a v ledvinach
mohou byt pfitomné nekrotické zmény nebo mohou mit ledviny mékkou konzistenci. Ve
svaloviné mohou byt lokalizovana nekroticka loZiska nebo abscesy, které mohou byt patrné pti
zevnim ohleddni ve form& mékkych prominujicich bouli. Po provaleni abscesti nachdzime
hluboké kozni viedy podobné furunkltim.

Patologicky nalez pii subchronické a chronické formé furunkulézy: prFitomnost
prominujich mékkych bouli ve hibetni svaloviné (vlevo nahofe); Fez prominujicim
loziskem: degenerace a rozpad svalovych vlaken vedouci ke kolikvacni nekréze svaloviny
(vpravo nahoie) a koZni ulcerace po provaleni abscestu (dole).
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Suspektni diagnoza je zaloZena na posouzeni podminujicich faktorti, epizootologické
situace, na posouzeni klinickych a patologickych zmén. Potvrzeni diagnozy vyzaduje izolaci a
identifikaci ptivodce. Kultivace se provadi na béznych médiich. Pavodce se kultivuje
prednostné z ledvin, pfipadné z abscesti nebo koznich 1ézi. Identifikaci Ize provést rovnéz
molekularnimi metodami, jako jsou PCR nebo nested PCR.

K 1é¢bé furunkulozy se pouzivaji antimikrobidlni latky. V ptipadé potieby rychlého
zékroku lze pouzit Sirokospektra antibiotika. Plivodce byva citlivy vii¢i potencovanym
sulfonamidm, tetracyklinim, chinolontim, amoxicilinu a florfenicolu. Vzhledem k existujicim
rezistencim je ale vhodné aplikovat antibiotika az po predchozim stanoveni citlivosti bakterii.

Z preventivniho hlediska je nutné udrzovat optimélni podminky v chovu, nepiepliiovat
chovnou kapacitu, dodrzovat dobrou hygienu a provadét pravidelné kontroly zdravotniho stavu
ryb. V ohroZenych chovech je vhodné nasazovat odolnéjsi lososovité druhy, resp. linie ryb.
Pouziti ozonizace nebo UV zafeni ni¢i bakterie a je vhodné zejména v recirkulacnich
systémech. Jikry je doporuceno dezinfikovat, aby doslo k usmrceni bakterii na jejich povrchu.
Pro zvyseni odolnosti ryb, zejména jejich nespecifické imunitni odpovédi, je doporucovano
pridavat v kritickém obdobi do krmiva piidavek probiotik nebo imunostimulantii. V soucasné
dobé jsou na trhu komeréni vakciny obsahujici inaktivované bakteriny. Tyto komeréni vakeciny
jsou urceny pro intraperitonealni vakcinaci a vykazuji dlouhodoby protektivni €¢inek. Ackoliv
vakcinaci proti furunkuldze je jiz vénovano mnoho let, vysledky dosud nejsou jednoznacné a
maji riznou efektivitu, ktera souvisi s antigenni diverzitou zejména atypickych aeromonad
(Gudmunsdottir a Bjornsdottir, 2017). Vyzkum je orientovan na vyuziti autogennich vakein,
které je mozné aplikovat ve formé¢ koupeli, vysledky vSak nejsou jednoznacné. Vysledna
ochrana nebyva dlouhotrvajiciho charakteru a nebyva zndma ani G¢innost proti atypickym
kmentim A. salmonicida. Vakciny spiSe snizuji mortalitu, neZ pusobi preventivné. Neni znam

ani mechanismus jejich ucinku, nebot’ nedochédzi k vzestupu specifickych protilatek (Ellis,
1997).

Cil prace a metodika

Cilem této prace bylo zjistit, zda dvé geneticky odliSné linie (jedna pivodem z Italie,
druha pivodem ze Severniho Irska) vykazujici riznou odolnost vi¢i PKD, budou vykazovat i
odli$nou vnimavost vici furunkuléze lososovitych ryb.

Ryby obou linii byly podrobeny v laboratornich podminkéch experimentélni infekci A.
salmonicida. Bakterialni suspenze byla aplikovana intraperitonealné. Davka 0,1 ml obsahovala
5. 10 bakterii na jednu rybu. Celkem byla challenge provedena u cca 25 ks ryb od kazdé linie.
Primérnd hmotnost ryb linie z Italie byla 182 + 42 g, u linie z Irska 194 £ 49 g. Ryby byly po
experimentalni challenge skupinové oznaceny, umistény do laminatové nadrze o objemu 1 m?
a odchovavany po dobu 8 tydnt pii teploté 15 °C. Ryby byly krmeny komercni krmnou smési
pro lososovité ryby. Po 6 tydnech od aplikace bylo odebrano z kazdé skupiny po osmi kusech
ryb. Témto rybam byla odebrana krev pro zjisténi titru specifickych protilatek proti A.
salmonicida. Ukon¢eni pokusu bylo po osmi tydnech. Po celou dobu bylo sledovano chovani
ryb a zaznamenavany thyny ryb. U uhynulych ryb i u ryb usmrcenych po skonceni experimentu
byla provedena kultivace ze sleziny na krevni agar. V Krvi usmrcenych ryb byl stanoven
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celkovy pocet leukocytii, oxidativni vzplanuti fagocytli (chemiluminiscencné po aktivaci
opsonizovanym zymozanem). V plasmé ryb byla dale stanovena koncentrace celkovych
imunoglobulinti (srazeci metoda siranem zine¢natym), bakteriolyticka aktivita komplementu
(chemiluminiscenéné s vyuzitim bioluminescenéniho kmene Escherichia coli) a titr
specifickych protilatek proti A. salmonicida (ELISA metoda).

Vysledky

Béhem testu doslo k uhynu 1 ks pstruha duhového ptivodem z Italie a dvou ks pstruha
duhového plivodem z Irska. Ke vSem uhynim doslo az s vice nez mésicnim odstupem od
challenge a pfi kultivaci ze sleziny nebyl ani v jednom piipad¢ izolovan ptivodce furunkulo6zy.
Furunkulézu nelze tudiz povazovat za pti¢inu thyni téchto ryb.

V ramci sledovanych parametrti byl shledéan statisticky vysoce vyznamny rozdil pouze
v titru specifickych protilatek. V zddném dalS$im sledovaném parametru nebyly nalezeny
meziliniové rozdily. Rozdily v titru specifickych protilatek jsou uvedeny v nasledujicim grafu.

Titr specifickych protilatek proti Aeromona salmonicida.
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Zavér

Na zaklad¢ provedeného infekéniho experimentu lze konstatovat, ze infekéni davka
nebyla dost vysoka k vyvolani klinického onemocnéni spojeného s hynutim ryb. K tomu mohla
piispét i teplota vody, kterd nebyla optimalni pro vzplanuti onemocnéni, ale byla vhodna pro
imunitni reakci hostitele, coz se odrazilo ve zvysent titru specifickych protilatek po Sesti 1 osmi
tydnech. Z téchto vysledkl je patrné, Ze linie pstruhti duhovych pivodem z Italie reagovala
vyrazné vy$§imi titry specifickych protilatek a jevi tudiz vysSsi odolnost vici furunkuloze.
V porovnéni s vnimavosti vii¢i proliferativnimu onemocnéni ledvin (PKD) je to tedy situace
odli$nd: linie vykazujici vys$i odolnost vii¢i PKD (plvod Irsko) je vice vnimava vici
furunkulo6ze. Pro chov, ve kterém se vyskytuji problémy s obémi onemocnénimi, je tedy nutné
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zvazit vyuziti vhodnych linii ve vztahu k porovnani ztrdt ptisobenych puvodci téchto
onemocnéni a k pfihlédnuti k moznostem jejich tlumeni, tj. likvidace mechovek a/nebo spravny
management nasazovani ryb do infikovaného systému u PKD vs. pouziti antimikrobialnich

latek a/nebo vakcinace a imunostimulace u furunkulézy.

Podékovani
Ptedlozena studie vznikla za podpory projektu MZe NAZV ¢islo QJ 1510077.
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HEMATOLOGICKE, BIOCHEMICKE A IMUNITNI PARAMETRY U
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Uvod

Znalost fyziologie a funkce imunitniho systému ryb je ptedpokladem pro tspésny chov
a produkci v moderni akvakultufe. Prib¢h imunitni odpovédi ryb je ovliviiovan fadou
environmentalnich faktor (napf. teplotou vody, kvalitou vody nebo pfitomnosti patogent a
parazitt) i genetickym zalozenim®. Odolnost vii¢i infekcim se 1isi mezi jednotlivymi druhy ryb,
ale i mezi plemeny, liniemi a jednotlivci. V této studii byly analyzovany a porovnavany
imunitni, hematologické a biochemické parametry u dvou geneticky odlisnych linii pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss), chovanych ve shodnych podminkach. U téchto dvou linii
byla v ptedeslych letech zjisténa rozdilna odolnost vuci proliferativnimu onemocnéni ledvin
(PKD). Proto jsme se rozhodli testovat i jejich rezistenci vici dal$im chorobam. Tato prace
slouzila jako pfipravna studie pro experiment, v némz byla nésledné¢ u téchto dvou linii
testovana reakce imunitniho systému na experimentdlni infekci plvodcem furunkul6zy
lososovitych.

Material a metodika

Ve studii byly testovany ryby chované v recirkula¢nim systému danského typu na farme
BioFish Pravikov. Bylo odebrdno 10 ks ryb pivodem z Itdlie (celkova délka 259.3 mm,
hmotnost 182.0 g) a 10 ks ryb pivodem ze Severniho Irska (celkova délka 269.1 mm, hmotnost
194.1 g). Rybam byla odebrana krev punkci ocasnich cév. Dale byl pomoci skalpelu odebran
vzorek kozZniho slizu. Z ¢asti heparinizované krve byl zhotoven krevni natér k provedeni
diferencialniho rozpoctu leukocytt. Dalsi ¢ast krve byla vyuZzita ke stanoveni hematokritu, ke
kolorimetrickému stanoveni koncentrace hemoglobinu, ke zjisténi poctl erytrocytt a leukocytii
a k mé&feni fagocytarni aktivity (luminolem zesilena chemiluminiscence fagocytu, aktivovanych
opsonizovanym zymosanem). Zbytek krve byl zcentrifugovan a plazma byla vyuzita ke
stanoveni koncentrace celkovych imunoglobulinti (metodou srazeni siranem zine¢natym), k
meéteni lytické aktivity komplementu (chemiluminiscenéné za vyuziti bioluminiscenéniho
kmene Escherichia coli) a ke stanoveni biochemického profilu - celkova bilkovina, albumin,
transamindzy, amoniak, laktat, vapnik, fosfor, triglyceridy. V koZznim slizu byla pomoci radialni
difuize stanovena koncentrace lysozymu.

Vysledky a zavér

Statisticky vyznamné rozdily mezi liniemi byly zjistény pouze v poétech leukocytt
(Obrazek 1) a v plazmatické koncentraci albuminu, amoniaku, laktatu a vapniku (Tabulka 1.).
U vSech téchto parametri byly zjistény vyznamné vysSi hodnoty u ryb pivodem z Italie.
V ostatnich hematologickych a biochemickych parametrech nebyl mezi dvéma sledovanymi
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liniemi statisticky vyznamny rozdil. Hodnoty parametrti nespecifick¢ imunity (fagocytarni
aktivita, aktivita komplementu a koncentrace lysozymu) a specifické imunity (celkové
imunoglobuliny) se mezi liniemi vyznamné neliSily (Obrazky 2, 3, 4). Vyrazné rozdily byly
zjistény pouze v koncentraci lysozymu v koznim slizu (u irské linie téméf dvojnasobna hodnota
nez u italské linie), av§ak na hranici statistické vyznamnosti (p = 0.053); Obrazek 3. VSechny
hematologické a biochemické parametry se pohybovaly ve fyziologickém rozmezi 2 (Tabulka
1).
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Obrazek 1. Pocty leukocytii (G/1). Data piedstavuji primér = SEM ze ziskanych hodnot.
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Obrazek 2. Fagocytarni aktivita leukocytt, kinetické kiivky a integraly Data pfedstavuji primér
+ SEM ze ziskanych hodnot.
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Obrazek 3. Bakteriolytickd aktivita komplementu. Aktivita je vyjadiena jako cCas, potiebny
k usmrceni 50% bakterii (bioluminiscen¢ni E. coli). Data predstavuji primér £ SEM ze
ziskanych hodnot.

33



mg.ml-1

Lysozym v koZnim slizu

Obrazek 4. Koncentrace lysozymu v koznim slizu

. Data predstavuji primér = SEM ze

ziskanych hodnot.
Albumin (g.I"h) Amoniak Laktat (mmol.I" | Vapnik (mmol.I
(umol.I™) ) )

Italie 8.2+ 1.86 221.6 +24.0 7.4+1.03 2.9+0.18
Severni Irsko 6.0 = 0.80 152.9+17.43 4.1+0.63 2.3+0.16

p 0.0079 ** 0.0358 * 0.0182 * 0.0336 *
Referen¢ni 1-14 132 - 903 0.6 —9.58 2.02 -3.25
hodnoty

Tabulka 1. Biochemické parametry, v nichZ byly mezi liniemi zji§tény statisticky vyznamné
rozdily. Data pfedstavuji primér = SEM ze ziskanych hodnot.

Zavérem lze fici, ze u klinicky zdravych ryb ze dvou sledovanych linii nebyly zjistény
statisticky vyznamné rozdily v parametrech nespecifické a specifick¢ imunity. Vzhledem
k predeslym vysledkim (rozdilna odolnost linii vuéi puvodci proliferativniho onemocnéni
ledvin) Ize pfedpokladat, Ze po setkani s patogenem se projevi rozdily v genetickém zakladu
imunitniho systému a imunitni reakce ryb riznych linii se bude lisit.

Podékovani

Tato prace vznikla za podpory projektu MZe NAZV ¢islo QJ 1510077.
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DNA SERVIS A KONKRETNI GENETICKE PRODUKTY PRO
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Mnohaleté zkuSenosti s poskytovanim genetického servisu a s feSenim projektl
spojenych s chovem akvakulturnich ryb a ochrandiskym managementem ryb ve volnych
vodach vedl védecko-vyzkumny tym k piipravé genetického toolboxu pro chovatele, rybaie a
ochranate. Tti pfipravené sady - ,,Standard*, ,,Salmonid* a ,,Rezistence* poskytuji nastroje a
postupy feSici tematické oblasti: identifikacni genetiky, reprofish genetiky, geneticky
kontrolovaného chovného managementu a imunogenetiky vcetné NGS technik. Nabizené
postupy a feSeni vychazeji ze vzajemné spoluprace univerzit, vyzkumnych instituci,
chovatelskych firem, rybatskych sdruzeni a ochranaiskych organizaci. Konkrétnéji predevsim
z narodniho a evropského patentu a certifikovanych metodik pfipravenych v Ustavu biologie
obratloved, v. v. 1. (UBO), Ustavu zoologie, rybafstvi, hydrobiologie a vcelafstvi AF
MENDELU a Ustavu ekologie a chorob zvéfe, ryb a véel FVHE VFU.

DNA servis Ustavu biologie obratlovci, v. v. i. nabizi zdkaznikiim:
A. Sada sluzeb ,,STANDARD*

1) Molekularné-genetické a jiné postupy identifikace bez nutnosti usmrceni jedince

e nabizime urceni jedince, populaci, plemen/linii, druhii
Je vychazeno z narodniho patentu, jehoz know-how je postaveno na rozliseni cca 75 ptivodnich
a neptvodnich druhi ryb CR a jejich hybridnich kombinaci. V roce 2018 UBO obdrzel i
evropsky patent, ktery poskytuje feSeni na rozliSovani cca 185 evropskych druhti a jejich
hybridnich kombinaci ze 49 rodt a 14 celedi.

e nabizime pritkaz a urceni hybrida v chovech a ve volnych vodach
Napt. siveni, sihové, jesetefi, tolstolobik x tolstolobec, karasové, hrouzci, jelci, atd.

e nabizime urceni maternalniho jedince v kiizeni
Tyka se to jak potvrzeni druhu v cileném kiiZeni, tak 1 druhové urceni v nahodnych hybridnich
udalostech

o nabizime kontrolu pohlavi v akvakulture (vybrané druhy ryb)
Ptipravili jsme pro urceni pohlavi ryb neinvazivni postup za vyuziti pohlavné-specifickych
markerti napt. u pstruha duhového, sivena amerického, sivena arktického, sivena obrovského,
tolstolobika a tolstolobce, atd. Vyuzitelné napi. pro kontrolu celosamicich populaci v chovech
v ranych stadiich.
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e nabizime urceni a kontrolu ploidniho statusu (diploid, triploid) pomoci pritokové
cytometrie (flow cytometrie)
Rychld a jednoduchd metoda pro kontrolu rtizné¢ ploidnich jedinct (2n, 3n, atd.) a celych
obsadek.
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Obr. 1. Ukazka vysledkl z n€kterych identifikaénich metod

2) Statistické a popula¢ni analyzy a databazové sluzby
e nabizime statistické a populacni analyzy celych lokalit a chovii
Dle potteb zakaznika provedeme rozli€né analyzy, statisticky vyhodnotime a poskytneme
zaverecnou zpravu o stavu chovu, lokality, SirSiho tizemi.
e nabizime vyuziti databdzovych sluzeb pro potieby chovnych a ochranadrskych
managementi
Prohledame mezindrodni databédze a poskytneme vysledkovou zpravu dle potieb zdkaznika.
e nabizime porovnani ryb viastniho haplotypového profilu s referencnimi sekvencemi nasi
S7iFish databadze u cca 200 druhii evropskych sladkovodnich ryb
Formou sluzby nebo povoleného pfistupu nabidneme pro porovnavani vlastni S7iFish
referen¢ni databazi mitochondridlnich 1 jadernych haplotypovych vzort chovanych ryb i ryb ve
volnych vodéch.
e nabizime porovnani ryb viastniho genetického profilu s referencnimi druhové/linijné
specifickymi STR profily
Formou sluzby nebo povoleného pfistupu nabidneme k dispozici vlastni S7iFish referen¢ni
databazi mikrosatelitovych profild piedev§im chovanych ryb.

3) Prodej a pronajem prostiedi softwaru S7iFish

V roce 2020 bude k dispozici hodnotici software S7iFish pro potieby laické a védecké
vetejnosti, chovatelll 1 ochrandi. Bude obsahovat 3 moduly - ,,Centralni databaze jadernych
sekvenci a STR lokust®, ,,Akvakultura® a ,,Ochrana* - poskytujici platformu pro chovny a
ochranafsky management za vyuziti bioinformatickych sluzeb a nastrojii. Bude mozny odkup
sw licence nebo poftizeni placeného piistupu pro jedince ¢i instituce.

4) Identifika¢ni soupravy dle potieb zakaznika

Na konci roku 2019 budou k dispozici soupravy na cileny prikaz hybridd - identifika¢ni
souprava ,,HYBRident* a souprava na urceni pohlavi n€kterych ryb - identifika¢ni souprava
,,SEXcontrol“.
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Shrnuti
Geneticky bali¢ek laboratorné-bioinformatickych sluzeb ,,STANDARD* + identifika¢ni
soupravy ,,HYBRident“ a ,,SEXcontrol* §ité na miru zakaznika.

DNA servis Ustavu biologie obratlovct, v. v. i. nabizi zakaznikiim:
B. Sada sluzeb ,,SALMONID“ - geneticky kontrolovany chov lososovitych ryb

Pro potfeby chovatelii lososovitych ryb byly nasim védeckym tymem pfipraveny genetické
nastroje a produkty:

1) Unikatni OMY a SALVE identifika¢ni panely

Byly ptipraveny databaze STR profilll a sekvenaénich vzorta u plemen pstruha duhového a ctyt
druht sivenu (S. fontinalis, S. alpinus, S. umbla, S. namaycush) v mezinarodnim rozméru.
Jsou organizovany do e-modulu Akvakultura v ramci vyvijeného softwaru S7iFish.

2) Certifikovana metodika identifikace sivenu

V roce 2017 byla vypracovana na UBO metodika, kterd nabizi optimalizovany postup
identifikace 4 druht sivent a jejich hybrida - S. fontinalis, S. alpinus, S. umbla, S. namaycush
S nazvem ,,Vyuziti polymerazové fetézové reakce, PCR-RFLP techniky a sekvenacni analyzy
k determinaci homozygotl, vnitrodruhovych heterozygoti a mezidruhovych hybridi rodu
Salvelinus v chovnych zafizenich®.

3) Sw S7iFish - e-modul Akvakultura

V roce 2020 by m¢l byt k dispozici chovatelim elektronicky modul Akvakultura. Bude
obsahovat rozli¢né néstroje pro geneticky kontrolovany chov a chovatelsky management. Bude
mozné jej pouzivat formou DNA servisu poskytované Ustavem biologie obratlovct, v. v. i.
nebo formou placeného ptistupu zvenci.

4) Sex control analyzy

Byly zoptimalizovany postupy neinvazivniho urceni pohlavi u pstruha duhového a siveni jiz
Vv ranych stadiich.

5) Determinaéni soupravy ,,OMident* a ,,SALVident*
Ziskané know-how védeckého tymu bude mozné konzumovat formou nékupu identifikacnich
souprav OMident a SALVident, které by mély byt k dispozici v roce 2020.

Konkrétni ptiklady vyuziti balicku sluzeb ,,SALMONID*:

- optimalizovana metoda urceni 4 druhti siventi a jejich hybridi

- potvrzeni narodniho genetického zdroje (Narod. program konzer. a vyuz. gen. zdrojii zvifat)
- stanoventi Cistoty plemene (linie, populace)

- vylouceni/potvrzeni mezilinijnich heterozygotl a mezidruhovych hybridi

- posouzeni aktudlni genetické variability chovu/plemene
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- vybér vhodnych partnera v kfizeni (stanoveni biodiverzitniho koeficientu)

- vyhodnoceni trendu urovné ptibuzenského kitizeni v chovu (inbridingu)

- stanoveni koeficientu genetické vzdalenosti/pfibuznosti plemen/zdroje

- kontrola a ovéfeni spravnosti zdroje chovného materidlu a rezistentni linie

- genetické posouzeni vhodnosti novych zdrojii pro obnovu kmenového hejna
- ovéfeni pritomnost/neptitomnosti 3n jedincl v zafizeni

- oveteni pritomnosti celosamicich populaci

- urceni pohlavi

Shrnuti
Konkrétni geneticky balic¢ek sluZeb ,,SALMONID* §ity na miru zakaznika + v roce 2020
dvé determinaéni soupravy ,,OMident“ a ,,SALVident“
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Obr. 2. Ukazka vysledkl z jedné ¢asti OMY identifikacniho panelu

DNA servis Ustavu biologie obratlovet, v. v. i. ve spolupraci s Ustavem zoologie, rybaistvi,
hydrobiologie a véelatstvi AF MENDELU, Ustavem ekologie a chorob zvéie, ryb a véel FVHE
VFU a dal§imi institucemi nabizi zakaznikim:

C. Sada sluzeb ,,REZISTENCE*

Oblast poznani zabyvajici se odolnosti a vnimavosti lososovitych ryb ke stresu a onemocnéni
je v permanentnim celosvétovém vyvoji a nékteré zkusenosti a vysledky dobré praxe byly jiz
publikovany. Nabizime spolupraci v pifipadé obtizi s onemocnénim v chovném zafizeni a
pfipravime dle potieb zdkaznika:

e Monitoring aktualni situace v chovu pomoci rozlicnych metod a navrzeni naslednych
kroki feSeni

e Monitoring vyskytu patogenti v chovech pomoci eDNA analyzy z vodniho prostiedi

e Nastaveni systému pro spolehlivé monitorovani bezpecného chovného prostiedi a
vyskytu odolné linie k danému onemocnéni

e Poradenstvi pii sledovani soucasnych trendii chovl 21. stol, véetné orientace mezi
plemeny vyslechténymi nejmodernéj$imi metodami QTL selekce a genomické selekce
na zadouci znaky
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e Pfizvani k testovani nejnovéjSich produkti na trhu — napf. odolné linie pstruha
duhového (2018):
- QTL-innovalPN
- QTL-innovaFLAVO
- QTL-innovalPN/FLAVO
- Genomic selection — BCWD resistant strains
- atd.

Shrnuti
Konkrétni bali¢ek sluzeb ,,REZISTENCE® §ity na miru zakaznika + poradenstvi
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Obr. 3. Ukéazka kvantitativniho prikazu pivodce PKD metodou qPCR a patologicko-
anatomickych zmén zpiisobené PKD onemocnénim (proliferativni onemocnéni ledvin)

Zavér

Pro chovatele nejen lososovitych ryb jsme pfipravili 2 sady sluzeb UBO DNA servisu
+ tfeti balicek sluzeb v Sirsi spolupraci vice instituci dle aktualnich hrozeb a potteb zakaznika.
Provedeni genetického servisu se vétSinou pohybuje v fadech 10 - 100 K¢ na jedince - dle typu
analyz. UBO a spolupracujici instituce nabizime moznost Gdasti na firemnich inovaénich
projektech a pfi vytvafeni partnerstvi mezi podnikem a vyzkumnou organizaci za Ucelem
transferu znalosti a souvisejicich technologii do praxe. Védecky tym rovnéz nabizi moznost
diskuse a smluvniho vyzkumu nad zvolenymi tématy chovatelskych firem. Sbirdme podnéty od
zakaznikl pro dalsi vyvoj genetickych a jinych néstrojl a souprav.

Podékovani

Ptispévek byl zpracovan s podporou vyzkumnych projektd NAZV QJ1510077 a QJ1210013,
TACR TG03010048 a institucionalni podpory VFU. Dékujeme chovnym zafizenim za
poskytnuté vzorky a spolupréci.
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MORFOLOGIE CHOVANYCH SKUPIN LOSOSOVITYCH RYB

Karel Hala¢ka?, Jan Mendell, Jan Mare§?

Ustav biologie obratloveii Akademie véd CR v.v.i., Kvétna 8, Brno 603 65

20ddéleni rybaistvi a hydrobiologie, Ustav zoologie, rybdrstvi, hydrobiologie a véelaistvi,
Agronomicka fakulta, Mendelova univerzita v Brne, Zemédélska 1, Brno 613 00

Cilem studie bylo sledovani vybranych morfologickych znakt sledovanych druhti ¢i skupin
lososovitych ryb: pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) ptivodem z Danska, Italie, Jihoafrické
republiky, siven americky (Salvelinus fontinalis), siven arkticky (S. alpinus), siven obrovsky
(S. namaycush), a jejich hybridi (S. fontinalis x S. alpinus). Sledovany byly vybrané
morfologické parametry — stavba téla, hmotnost vnitinich orgénd, struktura pokozky a Zaber.

Meristika
Sledovany byly: celkova délka téla (TL); hmotnost celkova (M), hmotnost bez vnitinich organii

(Mt) a jejich pomér (M/Mt); maximalni a minimalni vySka téla, $itka téla, vzdalenost

Obr. 1.: Relativni hodnoty sledovanych meristickych velicin
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Obr. 2.: Relativni hmotnost srdce, sleziny a jater
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ploutvi (O-P,0-V, O-D, O-A) a fitniho otvoru (O-R) od piedni &asti t&la, velikost ploutvi (P,
V, D, A), vyska a Sitka hlavy (H max, min), velikost oka, vzdéalenost pfedo¢ni a meziocni,
velikost tlamy — vSe pfepocteno na relativni hodnoty vié¢i SL. Dale byla zméfena hmotnost
srdce, sleziny a jater, hodnoty byly vztazeny k Mt.

Vysledky: morfologie téla sledovanych skupin vyrovnana a nebyly zjistény prukazné rozdily,
jedinym nalezenym rozdilem byla vyssi hmotnost sleziny pstruha duhového vii¢i siventim.

PokoZka struktura
K nejvyznamnéjSim prvkim pokozky ryb patii sekrecni buiiky, které mohou byt n¢kolika typt.
Nejrozsitenéjs§im typem jsou tzv. poharkové buiiky, které jsou umistény tésné¢ pti povrchu
pokozky a tak mohou svym apikélnim koncem uvoliovat obsah své centralni sekre¢ni vakuoly
na povrch téla jedince. Podili se tak zdsadnim zplsobem na tvorb& hlenového pokryvu (Obr.
3). Druhym vyznamnym typem sekrecnich bunék jsou tzv. buniky kyjovité lokalizované ve
stiedni ¢asti pokoZky, které se v8ak u lososovitych ryb nevyskytuji (Obr. 3, 4, 5)

Obr. 3.: Poharkové sekrecni bunky (pstruh obecny, dorzalni cast hlavy) lokalizované pri
povrchu pokozky uvolitujici sviij obsah, ktery tvori dominantni cast hlenové vrstvy (barveno
Alcian blue pri pH 2,5).

ﬁ'“’“ o

L -t

Hlen na téle ryby ma fadu funkci, jejich Sife souvisi s Zivotem ve vodnim prostiedi. K hlavnim
patii ochrana pfed mechanickym poskozenim, infekcemi a parazity, obsahuje i latky
podporujici hojeni poranéni nebo slouzici jako pachova komunikace. Z téchto divodua je
pokozka ryb, zejména jeji hlenovad vrstva sledovana a je zkoumdano slozeni hlenu nebo
pfitomnost patogenil ¢i parazitd.

V ramci dané studie byly sledovany i variabilni metody odbéru hlenu, nebot’ ty mohou mit vliv
zejména pii chemickych analyzach je pro ziskani objektivnich a srovnatelnych vysledki.

Obvykle je hlen stirdn z povrchu téla pomoci napiiklad skalpelu, coz ovSem pfinasi mozné
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Obr. 4.: Pokozka sivena amerického (Mallory trichrome stain)

50.0 pm

riziko poskozeni povrchu pokozky a zaneseni bunéénych fragmentl. Histologické analyzy
pokozky v mistech odbéru hlenu provadéného tupou, resp. ostrou stanou ¢i zvySenym tlakem
vSak neukdzalo vyznamné;jsi naruseni povrchu (Obr 5).

Obr. 5.: Pokozka pstruha duhového — vlevo nahore bez odbéru; vpravo nahore ,, tupa* strana

skalpelu, jemny tlak; vievo dole tdz strana, silny tlak; vpravo dole , ostra* strana, silny tlak
tlakem — rozdil ve zpiisobu odbéru neni patrny (barveno Alcian blue pri pH 2,5)

Odlisna situace vSak nastala v pripadé chemické analyzy, konkrétné u analyzy mnozstvi
lysozomu (jako mozna nova metoda byl testovan i odbér pomoci bateriové odsavacky). Ziskané
vysledky ukézaly pfimou uméru mezi mnozstvim lysozymu a intenzitou odbéru.
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Obr. 6.: Primeérné koncentrace lysozymu ve vzorcich odebiranych odlisnym zpiisobem (tupd x
ostra strana skalpelu, maly a silny tlak na nastroj,; odsavacka).
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Vysledky: Lze ptedpokladat, Ze plisobenim tlaku na pokozku dochazi k uvolnéni obsahu
sekre¢nich ¢i povrchovych epidermalnich bunék na povrch pokozky a muze tak dochazet
k ovlivnéni sloZeni hlenu. V piipadé odbéru hlenu k chemickym analyzam lze proto doporucit
Setrny, metodicky jednotny odbér.

Struktura Zaber
Plocha Zaberniho aparatu ma vyznamny vztah k metabolizmu jedince, zavisi jak na poctu
zabernich lupinkd, tak na jejich vySce. Pro vyjadreni plochy byl stanoven pocet Zabernich
lupinkt (absolutni a relativni vztaZzeny k SL) a jejich vySka (vzdy 10 lupinkt lokalizovanych v
pravidelnych intervalech daného oblouku) na prvnim Zabernim oblouku.

Obr 7.: Srovnani absolutni a relativni pocet zabernich lupinki
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Tento parametr byl sledovan u tii pstruha duhového ptivodem z Itdlie (jedna skupina), z Danska
(¢tyti skupiny), z JAR (jedna skupina) a kiizence sivena (S. alpinus x S. fontinalis) (dvé
skupiny).

43



Obr. 8.: Srovnani relativni vysky zabernich lupinku
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Vysledky: Byly nalezeny rozdily v poctech zabernich lupinkt (Obr. 7) a jejich vysce (Obr. 8)
u sledovanych skupin ryb. Jak vSak ukazuje situace u pstruha duhového piivodem z Dénska,
rozdily v celkové aktivni ploSe zaberniho aparatu nemusi byt vzdy vyznamné, nebot’ v tomto
pripad¢ je nizsi relativni pocet zabernich lupinkli kompenzovéan jejich velikosti,

Zavér
- sledované druhy ¢i skupiny lososovitych ryb se neliSily svoji stavbou téla ani velikosti
vnittnich organt
- V pokozce byl vyrazné zastoupen poharkovy typ sekre¢nich bunék. Béhem odbéru slizu
stiranim z povrchu nedochazi sice k poskozeni pokozky, v souvislosti s intenzitou stéru vsak
muze dojit k uvolnéni obsahu povrchovych epidermalnich bunék do na povrch téla
- existuji rozdily v poctu Zabernich lupinkl a jejich velikosti u sledovanych skupin, jejich
konecény efekt na celkovou plochu zaberniho aparatu vSak zalezi na jejich kombinaci

Podékovani

Ptispévek vznikl za finan¢ni podpory Nérodni agentury pro zemédé€lsky vyzkum projektu
QJ1510077 ,Zvyseni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR s vyuzitim jejich
genetické identifikace®.
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ZHODNOCENI PRODUKCNICH PARAMETRU VYBRANYCH
SALMONIDU

Jan Mare$, Eva Postulkova, Barbora Musilova, Ondrej Maly

Mendelova univerzita v Brne, Oddéleni rybarstvi a hydrobiologie,
Zemedelska 1, 613 00 Brno
mares@mendelu.cz, rybarstvi.eu

Vedle tradién¢ chovaného pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) dochazi v nasich
,pstruharnach* ke zvySovani produkce sivend. A to jednak i v minulosti v nékterych zafizenich
chovaného sivena amerického (Salvelinus fontinalis), tak i sivena arktického (S. alpinus) nebo
ktizenct uvedenych druhd sivend (S. fontinalis x S. alpinus). Ten je ¢asto oznacovan jako siven
alsasky. Zatim netsp&iné pokusy v CR jsou s testovanim vyuZiti sivena obrovského (8.
namaycush) nebo jeho kiizencl. Nasadovy material lososovitych ryb pochazi alternativné
Z chovl tuzemskych nebo ze zahrani¢i, u kiiZzencl sivenil pfevazuje ptivod z ruznych
evropskych zemi.

Metodika:

Pro ziskéani produk¢nich tdajt jednotlivych ,,druhia® v kontrolovanych podminkach byl
realizovan krmny text v experimentalnim zafizeni MENDELU. Do testu byl zatfazen pstruh
duhovy, siven americky a hybrid sivent. Ke krmeni byla pouzita 2 komer¢né vyrabéna krmiva
béZzné pouzivand v naSich chovech, a to krmivo Biomar 920 ADV (s deklarovanym obsahem
NL 41-44 %, 29-32 % tuku a 21,8 MJ DE) a Coppens Crystal (41 % NL, 31 % tuku a 22,3 MJ
DE), ob¢ krmiva ve velikosti 4,5 mm. Ryby byly nasazeny do nadrZi o velikosti zhruba 200 1
napojenych na standardni recirkulacni systém. Pro kaZzdou z variant byly nasazeny 2 nadrze,
celkem 30 ks ryb. Krmeni probihalo 3 x denné ru¢né. Krmné davky byly v zavislosti na velikosti
ryb stanoveny podle doporuceni vyrobce, kontrolni vazeni pro sledovani rtistu a ipravu krmné
davky jsme provadéli ve dvoutydennich intervalech. V pribéhu testu byly sledovany zékladni
fyzikalni a chemické parametry. Teplota, obsah rozpusténého kysliku a hodnota pH denné, dalsi
analyzy pak n€kolikrat tydné. Hodnoty parametrii prostfedi se pohybovaly v optimalnim rozpéti
po chované rybi druhy. Na zacatku testu a na jeho konci bylo provedeno individualni méfeni a
vazeni vSech ryb. Test probihal po dobu 70 dnt.

Sledované a hodnocené parametry: produkéni ukazatele (relativni ptiristek, hodnota
krmného koeficientu FCR, specifickd rychlost rastu SGR, jejich pomér, relativni denni
prirGstek RDP a doba potiebnad pro dosazeni 100% ptirtistku), délko-hmotnostni parametry
(délka celkova Dc, délka té€la/standardni Dt a hmotnost) ukazatele pro hodnoceni exteriéru a
kondice (koeficient podle Fultona Fc, index vysokohibetosti Iv a index Sirokohibetosti 1IS) a
slozeni tkani (obsah suSina, proteini a tuku) a popela. Produkéni parametry jsou doplnény o
vytéznost ryb na konci testu. Analyza tkéni byla provedena u celé ryby, svaloviny, vnitfnosti a
jater. Pro testovani Grovné rozdilti mezi skupina u jednotlivych parametrti byla vyuZzita Anova,
a to na hladin¢ vyznamnosti p=0,05.
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Nasazeni variant:

Var. 1 pstruh duhovy pocet ryb 2x15 ks
Var. 2 pstruh duhovy pocet ryb 2x15 ks
Var. 3 siven americky pocet ryb 2x15 ks
Var. 4 siven americky pocet ryb 2x15 ks
Var. 5 siven alsasky pocet ryb 2x15 ks
Var. 6 siven alsasky pocet ryb 2x15 ks

Vysledky:

. krmivo Biomar
. krmivo Coopens
. krmivo Biomar
. krmivo Coopens
. krmivo Biomar
. krmivo Coopens

Délko-hmotnosti a exteriérové parametry:

Tab. 1. Délko-hmotnostni parametry ryb pfti zahajeni testu (n=30).
Var. Dc

| 176,37+13,50
180,57£10,22
202,11£25,73
202,37+£22,85
221,10£17,73
213,61£18,45

ol

Tab. 2. Délko-hmotnostni parametry ryb pfi ukonéeni testu (n=30).

Var. Dc

1 250,03£27,99
258,00+£20,43
259,454+29,46
249,41+£38,50
286,00+29,12
278,32+33,45

ol

Dt

149,66+12,21
153,49£10,44
174,06+23,46
174,30+21,28
189,54+16,27
182,61%17,99

Dt
216,03+26,31
221,3£18,04
226,45+26,85
216,48+3,81
247,52+25,29
240,61+30,42

hmotnost
71,46+16,55
78,06+12,95
103,11+44,53
101,87+44,98
116,53+31,45
104,26+32,48

hmotnost
236,03+80,32
246,43+60,48
264,104+94,13
227,93£116,54
302,24+108,62
286,39+111,45

Fc
2,1040,17
2,1540,17
1,82+0,22
1,79+0,29
1,69+0,16
1,67+0,21

Fc
2,26+0,24
2,23+0,13
2,18+0,30
2,01+0,37
1,91+0,19
1,95+0,16

[\
3,81+0,24
3,73+0,21
4,51+0,77
4,63+0,49
4,70+0,29
4,67+0,36

\Y
3,60+0,28
3,69+0,20
3,924+0,40
4,10£0,54
4,16+0,33
4,13+0,32

IS
14,86+1,54
14,82+0,87
13,39+1,39
12,93+1,27
12,79+0,67
12,85+0,92

IS
15,28+1,09
14,99+0,63
15,19£1,27
14,37+1,95
14,35+1,20
14,40+0,85

S ohledem na rozdilnou velikost ryb pfi jejich nasazeni, nebyly porovnavany dosazené
délko-hmotnostni a dal$i hodnocené parametry mezi jednotlivymi druhy. Porovnavali jsme
hodnoty ukazatelti pro hodnoceni exteriéru a kondice u kazdého druhu mezi pouzitymi krmivy.
Pti hodnoceni téchto ukazatelli u jednotlivych skupin ryb nebyly zjistény vyznamné rozdily.

V prubéhu testu u vSech variant doSlo ke zvySeni hodnoty Fultonova koeficientu a
Indexu Sirokohtbetosti a ke snizeni indexu vyjadiujiciho pomér mezi vyskou téla a jeho délkou,
pfi¢emz vyssi hodnoty u tohoto indexu si udrzeli siveni oproti pstruhu duhovému. U Fultonova

indexu to bylo naopak.
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SloZeni tkani:
Tab. 3. Slozeni tkani ryb po ukonceni testu (n=3), idaje v Cerstvé/vlhké hmoté (%).
Var. suSina proteiny tuk suSina proteiny tuk

sval ve svaloviné ve svaloviné celaryba celaryba celaryba
29,27ﬂ:2,48 19,79£1,01  9,87+1,70  35,13£1,90 16,68+1,83 19,36+1,58

2727137 18,6241,39  8,59+2,19  35,64+0,92 15,51+0,07 21,26+1,63
26,97+0,84 20,19+1,06  6,61£0,28  32,61+0,37 16,54+1,35 16,18+1,73
27,95+039  19,46+0,97  840+1,15 33,95+135 16,36£0,66 17,91+0,75
31,05£1,61  20,75+0,39  13,69+0,27 33,14+2,54 16,18+0,81 16,02+3,03
n 31,7942,76  20,30+2,12  12,29+0,32 32,49+2,13 16,44+0,25 15,64+1,95

Tab. 3. pokracovani (u jater a vnitinosti byl analyzovan smésny vzorek z varianty).
Var. suSina suSina tuk

jatra vnitinosti  vnitinosti

27,06 4,46 68,01 58,33
29,31 5,48 69,36 65,27
28,82 4,33 45,09 42,94
35,41 16,00 62,65 34,59
40,46 20,17 56,04 46,27
m 46,46 29,25 58,16 56,10

Pti porovnani dosazenych vysledki bylo zjisténo nejvyssi mnozstvi tuku ve svaloving a
obsah tuku ve svaloving ryb byl zjistén statisticky vyznamné nizs$i obsah tuku ve svaloviné
sivena amerického krmeného krmivem Biomar v porovnéni se pstruhem duhovym i hybridem
sivent. A déle pak mezi obsahem tuku ve svalovin¢ hybrida a sivena amerického u krmiva
Coppens. Vliv krmiva na obsah tuku v ostatnich télnich tkanich kolisal mezi jednotlivymi
variantami a télnimi tkdnémi bez shodné tendence.

Produk¢ni parametry:

Hodnoty produk¢nich parametrii vychazeji z primérné kusové hmotnosti.

Pti porovnani celkovych hodnot produkénich parametri lze konstatovat, ze vyssi
rychlost ristu bez ohledu na pouzité krmivo byla dosazena u pstruha duhového. Pti porovnani
siveni byly vyssi hodnoty dosazeny u testovaného hybrida v porovnani s ¢istym druhem
sivenem americkym. Pfi porovnani u¢inku krmiv, byla pouze u hybrida sivena dosaZena vyssi
intenzita rstu pii krmeni smési Coppens v porovnani s krmivem Biomar.
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Tab. 4 Vstupni a kone¢né hodnoty hmotnosti ryb

hmotnost
obsadky

)

2100
- 2310
3285
3000

N

3513

priumérna kusova hmotnost obsadky primérna kusova
hmotnost @) hmotnost
©) ©)
70,00 7106 236,87
77,00 7397 246,57
109,50 7693 256,43
100,00 6615 228,10
117,10 7567 302,68
99,53 8035 286,96

2986

Tab. 5 Zhodnoceni produkénich parametrii

Var. prirastek

RDP

FCR/SGR

(%)

238,38
- 220,22
134,19
128,10
158,48
n 188,31

N

(%/d)
3,41

3,14
1,92
1,83
2,26
2,69

FOR oot
0,995 1,71
0,907 1,64
0,911 1,19
1,021 1,15
0,994 1,32
0,914 1,48

0,581
0,554
0,769
0,884
0,755
0,612

100 % prirtastek vytéZnost
(%)

©)
29,36

31,79
52,17
54,64
44,17
37,17

84,80+1,72
84,73+1,95
86,35+1,51
84,94+2.09
88,47+1,28
85,92+1,76

Hodnota krmného koeficientu byla u vSech variant srovnatelna. Primérna hodnota u
krmiva Biomar dosahla bez ohledu na variantu 0,97, u krmiva Coppens pak 0,95. Hodnota se
pohybovala u vétSiny variant t€sné¢ pod urovni 1 (0,91-0,99), pouze u sivena amerického

krmeného smési Coppens dosahla hodnotu 1,02.

DosaZzena vytéznost jednotlivych variant se pohybovala v rozpéti 84,7-87,5 % se
statisticky vyznamnym rozdilem dosaZzenym pii pouZziti krmiva Biomar u kiiZence sivenl
(88,46 %) a ostatnimi variantami. Vys8i vytéZnost bez statisticky vyznamné trovné rozdilu byla
dosaZena pfi pouZiti uvedeného krmiva u vech ti skupin ryb.
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Obr. 1 Porovnani hodnot produk¢nich parametrt jednotlivych hodnocenych variant

Produkéni parametry

4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
||| { il
0
RDP (%/d) SGR (%/d) FCR/SGR
BMVarl MWvar2 Mvar3 var4 Mvar5 Mvar6
Zavér:

Na zaklad¢ vyhodnoceni provedeného testu 1ze konstatovat, ze vyssi rychlost ristu byla
zjisténa u pstruha duhového ve srovnani se dvéma skupinami sivend pii srovnatelné trovni
hodnoty krmného koeficientu. Produkéni parametry vSech tii skupin ryb nebyly vyznamné
ovlivnény pouzitym krmivem. Vyssi obsah tuku ve svaloviné byl zjistén u kiizence siventl
V porovnanim se sivenem americkym a pstruhem duhovym. Vys$§i vytéZnost byla zjiSt€na u
sivenll oproti pstruhu duhovému.

Podékovani:

Prispévek vznikl za finan¢ni podpory Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum,
projektu QJ1510077 ,,Zvyseni a zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR s vyuzitim jejich
genetické identifikace™.

49



MONITORING VHSV A IHNV VE VOLNYCH VODACH
OBHOSPODAROVANYCH MRS. VZTAH CESKYCH A EVROPSKYCH
IZOLATU VHSV

Lubomir Pojezdal', Miroslava Palikova?, Stanislava Reschoval, Dagmar Pokoroval,
Stanislav Navratil?, Toma§ Vesely®

YWyzkumny vistav veterindrniho lékai'stvi, Brno, Oddélent virologie
2Veterindarni a farmaceutickd univerzita Brno, Ustav ekologie a chorob zvére, ryb a véel

Ochorenia virusového pdvodu su jednym z vyznamnych ekonomickych faktorov
ovplyviiujicich chovy lososovitych ryb v celosvetovom meradle. V Ceskej republike prevazuje
odchov pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) v prietokovych systémoch s nakazovou
situdciou kopirujicou obraz vo zvysku kontinentalnej Eurépy. Udaje o prevalencii jednotlivych
nakaz v CR st ziskavané vd’aka kontroldm zdravotného stavu ryb vykonavanych na zaklade
dokumentu Statni veterinarni spravy (SVS) CR , Metodika kontroly zdravi zvifat a nafizené
vakcinace na rok 2018“ ktory vydava Ministerstvo zemé&délstvi CR na zaklade vyhlasky
290/2008 sb. ze dne 6. srpna 2008 o veterindrnich pozadavcich na zivocichy pochazejici z
akvakultury a na produkty akvakultury, o opatienich pro predchazeni a zdolavani nékterych
nakaz vodnich zivoc¢ichu, ktort upravuje Vyhlaska 59/2013 ze dne 28. tinora 2013, kterou se
meéni vyhlaSka ¢. 290/2008 Sb., o veterinarnich pozadavcich na Zivocichy pochdzejici z
akvakultury a na produkty akvakultury, o opatienich pro piedchazeni a zdolavani nékterych
nakaz vodnich zivoc¢ichll. Vysledky tychto vySetreni st pravidelne zverejiované vo vyro¢nych
spravach SVS, ako aj v celoeurdpskom systéme ADNS (Animal disease notification system) a
st uvedené v Tabulke 1.

Tabulka 1. Virézy lososovitych ryb v CR za poslednych 10 rokov (zdroj: SVSCR)

IPN VHS IHN
Rok  Vysetrenych Vysetrenych VysSetrenych

hospodarstiev.  Ohniskd hospodarstiev. Ohniskd hospodérstiev  Ohniska
2008 184 0 81 3 81 0
2009 152 0 o1 0 91 0
2010 149 0 87 2 87 1
2011 152 0 89 1 89 1
2012 nevySetrované 0 89 0 89 0
2013 nevySetrované O 100 5 100 0
2014 nevysetrované 0 100 12 100 4
2015 nevySetrované O 111 1 111 0

0 94 3 94 0

2016 nevySetrované
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V sucasnej dobe su lososovité ryby povinne vySetrované na pritomnost’ virusu virusove;j
hemoragickej septikémie (VHSV) a virus infekénej hematopoetickej nekréozy (IHNV), v
minulosti bol do vySetrenia zahrnuty aj virus infekénej nekrdzy pankreasu (IPNV). Déta
Z poslednych 10 rokov ukazuji na viac-menej pravidelny vyskyt ohnisk VHS s kritickym
obdobim prelomu rokov 2013/2014. Ohniska THNV sa v CR vyskytuju prileZitostne a o viruse
IPN nie st za posledné roky k dispozicii ziadne tdaje.

V pripade VHS aj IHN jedna o ochorenia s vysokym ekonomickym dopadom v pripade
vypuknutia nakazy pre ktoré zaroven neexistuje moznost’ profylaxie (vakcinacie). Z tohto
dévodu su v ucinnosti preventivne (predpisany monitoring v chovoch, povinné hlasenie
podozrenia na ndkazu), ako aj eradika¢né opatrenia pri potvrdeni ohniska nédkazy. Doplnkom
k tymto opatreniam su dve $tadie predkladané v tejto praci: Monitoring pritomnosti virusovych
patogénov v rybach z vodnych tokov CR a geneticka analyza vztahov medzi tuzemskymi
a zahrani¢nymi izolatmi VSHV.

Monitoring VHSV a IHNV ve volnych vodach obhospodarovanych MRS.

MozZnost’ Sirenia virusovych ochoreni prostrednictvom volne zijucich vnimavych
druhov ryb je dobre zdokumentovana pokial’ ide o morské odchovy lososovitych ryb (Wallace
a kol., 2017). V pripade sladkovodnych tokov a chovov sa jedna o diskutovanu, v literatiire
vSak malo preskiumant t¢ému. Zname su pripady nalezu infikovanych feralnych a vol'ne zijucich
ryb v malej vzdialenosti od potvrdeného ohniska nédkazy v rybochovnom zariadeni, pritomnost’
virusu mimo tieto Specifické lokality obmedzené ¢asom a priestorom aktualneho ohniska je
vsak dokazovana zriedkavo (Bellec a kol., 2017). Cielom vySetreni prebiehajucich na zaklade
podnetu Moravského rybéiského svazu bolo overit' situaciu vo volnych vodach Ceske;
Republiky. Pre odlov ryb boli zvolené vodné toky obhospodarované Moravskym rybaiskym
svazem (Tabulka 2).

Tabulka 2. Odlov vo vol'nych vodach. (PO — pstruh oby¢ajny, PD — pstruh dithovy, SA —
siven americky)

Odber Rieka PO(ks) Iné (ks) Teplota vody (°C)
27 11. 2015 Oslava 26 PD1, SA5 4,0
29 11. 2015 Jihlava 28 - 11,0
18. 4. 2016 Svratka 30 - 6,8
18. 4. 2016 Loucka 30 - 9,9
31.10. 2016 Losenicky p. 32 - 9,0
25. 9. 2017 Sazava 15 - 12,8
2.11. 2017 Svratka 16 - 77
2.11. 2017 Loucka 17 - 7.1
8.11. 2017 Svitava 30 - 7.5
8.12. 2017 Dyje 30 - 33

51



Pouzity bol elektricky agregat a odlovy boli vykonané v dobe, kedy teplota vody
nepresahovala 14 °C. Odobranych bolo vzdy 30 ks lososovitych ryb (pstruh oby¢ajny (Salmo
trutta), pstruh dthovy, siven americky (Salvelinus fontinalis)), pokial’ bolo v danom tseku
vodného toku mozné tento pocet ziskat'. Ryby boli laboratérne vysetrené na pritomnost’ virusov
VHS, IHN pomocou real-time RT-PCR a na pritomnost’ virusu IPN pomocou konven¢nej RT-
PCR. Sucastou vysetrenia bol tiez odber kaudalnej oblicky ryb vykazujucich patoanatomickeé
zmeny zodpovedajuce priznakom proliferativneho ochorenia obliciek (PKD).

Odlovenych bolo spolu 226 kusov ryb, ktoré boli pre vysetrenie rozdelené do 28
zmesnych vzoriek. VSetky vzorky boli negativne na pritomnost’ kazdého z vySetrovanych
virusov (VHSV, THNV, IPNV). Napriek tomu, Ze sa jednalo o vySetrenie prebichajuce podla
poziadaviek Smernice Eurdpskeho spolocenstva 2006/88/ES nie je na zaklade tychto vysledkov
mozné dospiet’ k zaveru, Ze tuzemské vody s jednoznacne prosté vySetrovanych nakaz.
Skuto¢ny obraz modze priniest’ iba podrobnejs$i monitoring vécsieho rozsahu, idedlne spojeny
S vySetrovanim volne Zzijucich ryb na Specifické protilatky proti jednotlivym virusom.
Pritomnost” protilatok by navySe mohla preukazat’ kontakt ryby s patogénom, ktory v jej
organoch uz nemusi byt’ aktualne pritomny Knuesel a kol., 2003).

Vztah Ceskych a evropskych izolati VHSV.

Narodni referencni laboratof pro virové choroby ryb disponuje najrozsiahlejSou
zbierkou izolatov virusov patogénnych pre ryby zachytenych na uzemi CR pdévodom
z potvrdenych ohnisk nakaz, alebo zo zachytov pocas nariadeného monitoringu. V pripade
VHSYV sa jedna o 33 izolatov reprezentujuicich 20 rokov vyskytu tohto ochorenia na tizemi CR.
Z technickych dovodov bolo pre sekvenacnl a nésledne fylogeneticktl analyzu pouzitych 15
izolatov virusu. Analyzovany bol kompletny gén pre glykoprotein o dizke 1524 parov bazi,
ktory predstavuje priblizne 14 % gendmu virusu. Je zaroven materialom so strednou az nizSou
mierou muticie, najvyssim zastipenim v medzindrodnych knizniciach (napr. GenBank)
a rutinne pouzivanym pre fylogenetické analyzy tohto virusu (Ceslak a kol., 2016). Pouzité bolo
tzv. Sangerovo sekvenovanie a primery podl'a Einer-Jensen a kol. 2004 a Cieslak a kol. 2016.
Po spracovani sekvena¢nych dat v programe BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.0 bola
v programe Mega 6 vykonand fylogenetickd analyza metdédou Maximum Likehood Method
zalozenou na modeli Jukes-Cantor s bootstrap hodnotou 1000. Vysledkom tejto analyzy je
fylogeneticky strom na Obrazku 1, ktory ilustruje vztah ¢eskych izolatov k fylogeneticky
najpribuznej$im publikovanym zahraniénym izolatom virusu.

Uz predbezné vysledky ukdzali, Ze ceské izolaty bez vynimky patria do genoskupiny
[a2, ktora je typickd vyskytom v chovoch pstruha dihového na Eurdpskom kontinente,
s vynimkou Danska (Einer-Jensen a kol., 2004). Podrobna stiidia na Obrazku 1 zdoéraziuje
previazanost’ Ceskej a zahrani¢nej akvakultiry lososovitych, pokial’ ide o pribuznost’ ohnisk
virusu vyskytujucich sa v CR alebo v zahrani¢i v podobnych ¢asovych intervaloch. Napriek
skuto¢nosti, ze ziaden ¢esky kmen virusu neukazal 100 % zhodu s virusom izolovanym v ingj
krajine, Casové a genetické rozstupy medzi jednotlivymi vysoko pribuznymi izolatmi vytvaraja
obraz opakovanej introdukcie virusu zo zahrani¢ia do CR, ale aj jav opa¢ny, kedy
pravdepodobne dochadzalo k ,,vyvozu* tuzemskych izolatov do zahrani¢nych chovov.
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Obréazok 1. Fylogeneticka analyza ¢eskych (format: CZ — Rok — Cislo) a zahraniénych
(formét: Cislo GenBank — Rok — Krajina) izolatov VHSV. Vietky analyzované izolaty patria
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Vysoké zastupenie niekol’ko malo krajin vo fylogenetickom strome moéze byt ddésledkom
vysokej produkcie lososovitych ryb a lepSou znalostou o konkrétnych izolatoch v tychto
krajinach, nie je vSak mozné vylucit’, Ze sa jedna o krajiny s intenzivnymi obchodnymi stykmi
s CR. Tito skutoénost je do nutné potvrdit’ klasickym epizootologickym vysetrenim a podporit’
zaznamami o presunoch najma zivych ryb a ndsadového materidlu. Molekularna epidemiologia,
ktorej ukazkou je aj prezentovana praca, vSak v pripade dobrej medzindrodnej spolupréace a
zdiel'ania klIiCovych informacii moéze predstavovat podstatni sucast’ epizootologického
vysetrovania (Reichert 2013).
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Uvod

Siven americky (Salvelinus fontinalis Mitchill) a siven arkticky (Salvelinus alpinus L.,
noveé oznacovany také jako severni) jsou druhy lososovitych ryb bézné chované v intenzivni
akvakultufe. Celkové produkce sivena amerického v CR (243 t) je po Rakousku (613 t) a Italii
(380 t) tieti nejvyznamnéjsi z celosveétové produkee. V piipadé sivena arktického je nejveétSim
producentem Island (3937 t), nasleduje Norsko (259 t), Rakousko (208 t) a Kanada (200 t)
(FAO, 2017).

KfiZenim vySe uvedenych druhti vznika vnitrodruhovy hybrid — siven alsasky. Pfirozeny
vyskyt Sesti generaci sivena alsaského popsali napt. Hammar et al. (1991) v Kanad¢. Pocatky
Francie) byli hybridi oznaCovani Elsdsser-Saibling (Schmid, 2002). Siven alsasky je stale
oblibenou trzni rybou némeckych konzumentti (Piwernetz, 2002) a jeho produkce zaznamenava
V soucasné dob¢ zna¢ny narlst také v Kanad¢ a na Islandu (Koufil, 2014).

Siven alsasky jako recipro¢ni kiizenec nese klady a zapory rodicovskych druhii
(nespecifikuje se matetskd ani otcovskd pozice). Po sivenu arktickém je citlivéjsi vici teplotdm
vody vysSim nez 16 °C, pozdéji dosahuje pohlavni dospélosti (ve 3. aZ 4. roce jikernacek),
vykazuje nespecifickou odolnost vuci zaplisnéni v dobé reprodukce a rezistenci proti virovym
onemocnénim VHS a IHN, oplyva vybornymi ristovymi vlastnostmi v rozmezi teplot 8,5
az 13 °C a vysokou oblibenosti u kone¢ného spotiebitele (maso témét bez typického rybiho
zéapachu). Od sivena amerického pak ziskava zvySenou agresivitu pfijmu krmiva, rychlejsi rist
a odolnost vic¢i nizkému pH (Koufil, 2014; Koufil et al., 2008; Mayer, 2001, 2003a, b;
Piwernetz, 2002; Schmid, 2002; Svinger etal., 2013).

Siven alsasky mize byt chovan v chladnych vodach, které nejsou optimalni pro
produkci Castéji chovaného lososovitého druhu — pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss).
V ceskych akvakulturnich chovech mtize byt zaroven alternativou odchovu sivena arktického,
ktery je citlivéjsi viici vySSim teplotdm vody. V podminkach recirkulacnich akvakulturnich
systémil (RAS) je vsak technologie odchovu sivena alsaského teprve v zacatcich a nékteré
faktory ovliviiujici produkei je proto nutné nejprve otestovat (Johnson, 1980; Koufil, 2014;
Saether et al., 1996).

Cilem této studie bylo posoudit vliv teploty (7, 10, 13, 16 °C) a koncentrace kysliku
(normoxie, hyperoxie a stfidavé normoxie/hyperoxie), jako dvou nejvyznamnéjSich
abiotickych faktorti ovliviiyjicich rist a fyziologii ryb, na sivena alsaského chovaného
Vv intenzivnich podminkach RAS.
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Material a metodika
Vliv hyperoxickych rezimii (E1)

Siven alsasky (primérna hmotnost 70,6 + 14,8 g) byl dovezen z produkéniho podniku
Linbergmiihle (Fischereilicher-Lehrund Beispielsbetrieb, Némecko) do laboratofe Ustavu
akvakultury a ochrany vod (Fakulta rybaistvi a ochrany vod, Ceské Bud&jovice). Ryby byly po
pocatecni aklimatizaci vystaveny ¢tyfem koncentracim kysliku po dobu 63 dni: kontrolni
skupina s normoxii (NOR, 85-95 % Oy), hyperoxie (HYP, 120-130 % O>), hyperoxie od 08:00
do 20:00 h a normoxie od 20:00 do 08:00 (HYP=), ¢tvrtou skupinou byl rezim stiidajici 24 h
hyperoxie a 24 h normoxie (HYP1/1). Jednotlivé skupiny byly testovany ve tfech opakovanich.

Ryby byly rozdéleny do ¢tyt skupin a chovany ve Ctyfech separatnich recirkulac¢nich
akvakulturnich systémech (RAS). Kazdy RAS se skladal z nadrze s ponofenym biofiltrem
(objem 1400 1) s bio-elementy (BT 10, Ratz), ttech cirkula¢nich odchovnych nadrzi (objem
225 1) a sedimenta¢ni nadrze (objem 935 1) s filtraéni pénou (Bioakvacit PPl 10). Cirkulace
vody byla zajisténa pomoci regulovatelného Cerpadla (Jecod-Jebao DCS 12000). Normoxie
byla dosazena intenzivni aeraci v zéasobni néadrzi. Hyperoxie byla udrzovdna pomoci
sméSovacich vezi, ve kterych byla cirkulujici voda sméSovéana s kyslikem z tlakovych lahvi
(objem 50 1). Voda byla chlazena na 13-14 °C pomoci ¢tyfech chladi¢t (HC-1000A, Hailea).
Svételny rezim byl 12 h svétla : 12 h tmy, kdy svétla perioda dne trvala od 08:00 do 20:00.

Na zacatku experimentu (den 0), celkem 43 ryb bylo umisténo do kazdé
z 12 odchovnych nadrzi ¢tyfech experimentalnich RAS (celkem n = 516). Ryby byly krmeny
manualné komerénim krmivem (velikost pelet 3 mm, Effico Alpha 714, Biomar) od 08:00
do 20:00. Denni krmna davka byla upravena podle instrukci doporucenych vyrobcem.
Hmotnost nezkonzumovaného krmiva (z navazky) byla denné vdZena a zaznamendna zvlast
pro kazdou nadrz. Nadrze byly zéroven ¢istény od sedimentu, kdy zbytky nespotiebované¢ho
krmiva byly separovany od exkrementili pomoci sita, ptechodné uchovany pii — 10 °C a
nasledné suSeny v laboratorni peci (UN 75, Memmert GmbH) a zvdzeny na laboratornich
vahach (PFB, Kern). Voda odebrana ze systému (~2% celkového objemu RAS/den) byla
nahrazena vodovodni vodou.

Teplota vody, pH a koncentrace kysliku byly denné¢ méteny multimetrem HQ40d multi
(Hach Lange, Némecko). Hladiny NH4", NH3~, NO2~ a NO3™ byly dvakrat tydné zkontrolovany
pomoci komerc¢nich kitd LCK 304, LCK 341, LCK 339 a spektrofotometrem Hach Lange DR
280. Experiment trval po dobu 63 dni.

Vliv teploty vody (E2)

Druhy experiment probihal v LitomySli (Rybafstvi Litomysl, s.r.0.) na kfizencich
ziskanych umélou reprodukcei sivent z mistniho chovu. Ryby (primérna hmotnost 21,7 + 4,9 g)
byly nasazeny do ¢ty RAS s pramenitou vodou, kde byly chovany pii teploté vody 7, 10, 13
a 16 °C. Kazdy RAS byl slozen z ponotfeného biofiltru (objem 300 I) s bio-elementy (BT 10,
Ratz), ¢tyfech cirkulac¢nich odchovnych nadrzi (objem 100 I) a sedimenta¢niho Zlabu (objem
500 1) s filtracni naplni (Bioakvacit PPI 10). Cirkulace vody byla udrzovana pomoci
regulovatelného ¢erpadla (Jecod-Jebao DCS 12 000). Teploty byly regulovany pomoci chladi¢t
(HC-1000A, Hailea) a pratokovych ohtivacu (Profiheater 2 kW, XClear).

Zacatkem experimentu (den 0) bylo celkem 35 ryb umisténo do kazdé z 16 odchovnych
nadrzi, jez byly soucésti ¢tyfech separatnich RAS (n = 560). Ryby byly tfikrat denné krmeny
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komerénimi peletami velikosti 2 mm (INICIO 702, Biomar) davkou odpovidajici 3 %
hmotnosti rybi obsadky.

Teplota vody, pH a koncentrace kysliku byly denné méfeny pomoci multimetru HQ40d
multi (Hach Lange, Némecko). Experiment trval celkem 84 dni.

Odber vzorku, méreni a vypocty (E1 a E2)

Vzorky jater, sleziny, vnitfniho tuku a gonad byly vypreparovany ze tfech az Ctyfech
ryb z kazdé nadrze pied zacatkem a na konci obou experimenti. Vypreparované tkané byly
poté zvazeny (presnost 0,01 g). Vybrané produk¢ni parametry a somatické indexy byly nasledné
vypocteny. Kazdych 21 dni (0, 21, 42, 63 a 84) byly nadrze sloveny a ryby anestezovany
pomoci hiebickového oleje (koncentrace 0,03 ml It vody). Hmotnost (W, g), celkova délka
téla (TL, mm), délka téla (SL, mm) byly pak zaznamenany.

Histologickda analyza byla provedena u vSech testovanych skupin na konci
experimentu E1. Sest ryb z kazdé skupiny bylo usmrceno letalni davkou anestetik. Zabra, jatra
a ledviny byly nasledné vypreparovany a fixovany ve formalinu (10% formaldehyd). Poté byla
provedena béZzna histologicka analyza pomoci odvodniovaciho automatu Histomaster 2052/1,5
(MDS-group, Némecko). Z parafinovych blokti byly pomoci poloautomatického rota¢niho
mikrotomu nafezany tenké fezy (5 um) vzorkd, které byly nasledn€ obarveny hematoxylinem
a eosinem v automatické barvici lince (Tissue-Tek® DRS™ 2000, Sekura, USA). Obarvené
vzorky pak byly zkoumany pomoci svételného mikroskopu s kamerovym systémem typu E-
600 (Olympus BX51, Japonsko).

V experimentu E1 (den 0, 32 a 64) byly odebrany vzorky krve z kaudalnich zil od deviti
ryb z kazdé skupiny (n = 36). Vzorky krve byly uchovany v heparinu sodném (50 1U ul™). Ihned
po odbéru, pocet erytrocyttt (RBC, T I'1), hematokryt (PCV, 1 I'1), koncentrace hemoglobinu
(Hb, g I'Y), pocet leukocyti (WBC, G I'Y), stiedni objem erytrocytu (MCV, fl), stfedni
korpuskularni hemoglobin (MCH, pg) a koncentrace sttedniho korpuskularniho hemoglobinu
(MCHC, 11}) byly stanoveny pomoci vypoéti a metodiky Svobodova et al. (1991).

V obou experimentech byly odebrany vzorky prsnich ploutvi. Nasledné byla provedena
komparativni sekvencni analyza prvniho nuklearniho intronu S7 r-proteinu k potvrzeni
taxonomické klasifikace hybridniho statusu vzorkl. Pfitomnost matecného druhu byla
potvrzena sekvenéni analyzou mitochondrialniho markeru cytochrom-oxidazy |.

Statistické analyzy

Data byla editovana v Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation) a vyjadiena jako
pramér + standartni odchylka. Data byla analyzovana pomoci Statistica 12 (StatSoft Ltd.).
Hladina vyznamnosti P < 0.05 byla povazovana za signifikantni. Pfedpoklady pro ANOVA
analyzy byly nejprve testovany pomoci Cochran-Hartley-Bartlet testu. Pokud vysledky byly
pozitivni, Tukey HSD test byl dale pouzit. V piipadé negativnich vysledkii byl pouzit
neparametricky Kruskal-Wallis test.

Vysledky a diskuze
Vliv hyperoxickych rezimii (E1)

Koncentrace kysliku méla signifikantni vliv (P < 0,05) na hmotnost a specifickou
rychlost rustu (SGR) kiizenct. Na konci experimentu byla nejvétsi hmotnost (180,4 + 2,3 g)
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a SGR (1,48 + 0,05% den™) zjisténa pii odchovu v NOR. Signifikantné nejniz§i hmotnost
(151,7+6,8 g) a SGR (1,22 £ 0,22% den!) byly naopak zjistény v HY P+. Obé& zminé&né skupiny
se statisticky vyznamné nelisily od ostatnich testovanych skupin (HYP a HYP1/1).

Dale byl zjistén signifikantni vliv (P < 0,05) pouzité koncentrace kysliku na délku téla
(TL a SL) sivena alsaského. Signifikantné vétsi ryby (TL) byly po 63 dnech odchovu
zaznamenany v NOR (250 = 2 mm) a HYP1/1 (248 + 2 mm) v porovnani s dal$imi dvéma
skupinami (HYP, 242 + 3; HYP=, 239 + 1 mm). Nebyl vSak prokazan signifikantné pozitivni
vliv hyperoxickych rezimtu (HYP, HYP1/1 a HYP=) na rast sivena alsaského v porovnani
s kontrolni skupinou NOR (Tabulka 1). Doulos a Kindschi (1990), Edsall a Smith (1990) nebo
Matousek et al. (2017a) také nepozorovali signifikantni vliv hyperoxie na rist vybranych druhi
ryb (sih peled” Coregonus peled, pstruh duhovy O. mykiss, pstruh zlutohrdly Oncorhynchus
clarkii). Pozitivni vliv hyperoxie na rist ryb byl vSak zaznamenan u tresky obecné Gadus
morhua (Remen et al., 2008), pstruha duhového Oncorhynchus mykiss (Dabrowski et al., 2004)
¢i lososa obecného Salmo salar (Hosfeld et al., 2008). Hypoxie u pakambaly velké
Scophthalmus maximus byla pak asociovana s pomalej$im riistem ryb (Pichavant et al., 2000).

Krmny koeficient (FCR) se signifikantné neliSil (P > 0,05) mezi testovanymi
koncentracemi kysliku. Na zavér experimentu bylo nejniz§i FCR (1,2 + 0,1) zaznamenano ve
skupiné NOR a naopak nejvyssi FCR (1,3 + 0,1) bylo v HYP+. Dalsi autofi (Edsall a Smith,
1990; Caldwell a Hinshaw, 1994) také nepozorovali signifikantni rozdily mezi FCR u O. mykiss
a O. clarkii chovanych pfi hypoxickych, normoxickych ¢i hyperoxickych podminkach.

Varia¢ni koeficient (CV) vyjadifujici miru rozrustani obsadky nebyl signifikantné
ovlivnén (P > 0,05) testovanymi koncentracemi kysliku, stejné tak jako kondiéni koeficient (K)
a mira pfezivani (SR) sivena alsaského po 63 dnech odchovu.

V této studii méla koncentrace kysliku rozdilny vliv na pozorované somatické indexy
(HSIL VFSI, SSI) sivena alsaského po 63 dnech odchovu. Zatimco HSI se signifikantné neliSilo
(P > 0,05) v zavislosti na pouzité koncentraci kysliku, VFSI a SSI indexy byly signifikantné
ovlivnény (P < 0,05) testovanou koncentraci kysliku. VFSI dosahovalo nejvyssich hodnot
(3,0 £ 0,7) ve skupiné¢ HYP+, které se signifikantné liSily od nejnizsiho VFSI (2,0 = 0,3)
zjisténého ve skupiné HYP. Zminéné dvé skupiny se vSak statisticky nelisily (P > 0,05) od
ostatnich testovanych skupin (HYP1/1 a NOR). Prokazatelné nejnizsi hodnoty (P < 0,05) SSI
(0,09 £+ 0,01) byly pozorovany v HYP1/1 ve srovnani s dal$imi tfemi skupinami, které se mezi
sebou signifikantné nelisily (P > 0,05).

Histologické analyzy zaber odhalily nepatrné az mirné odchylky mezi vzorky
z koncentraci kysliku HYP, HYP1/1 a HYP+ v porovnani s kontrolni skupinou NOR.
Nejbéznéjsimi  abnormalitami byly: zdvihani epitelu, fokalni proliferace primarnich
a sekundarnich lamelarnich epitelidlnich bunck a telangiektazie, které byly nejvyraznéjsi ve
skupiné HYP s konstantni hyperoxii. Tato studie v§ak neobjevila zadné patologie jater a ledvin
spojené s nasycenim vody kyslikem. Edsall a Smith (1990) vSak nepozorovali negativni efekt
hyperoxickych rezimi na histologické struktury Zaber nebo jater u O. clarkii.

Hematologické indexy (WBC, MCV, MCHC) byly signifikantné (P < 0,05) ovlivnény
koncentraci kysliku na konci experimentu, zatimco RBC, PCV, Hb, MCH se statisticky nelisily
(P > 0,05) mezi testovanymi skupinami. Edsall a Smith (1990) taktéz nezjistili signifikantni
rozdily PCV a Hb hodnot u O. mykiss ¢i O. clarkii vystavenych normoxickym nebo
hyperoxickym podminkam. Caldwell a Hinshaw (1994) stejn¢ jako Matousek et al. (2017a)
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u O. mykiss a C. peled potvrdili niz§i hodnoty Hb, PCV a RBC v hyperoxi na rozdil od hypoxie
a normoxie.

V ramci experimentu byly také provedeny komparativni sekvencni analyzy, které
potvrdily u vzorkt prsnich ploutvi hybridni status s mate¢nym druhem S. fontinalis.

Tabulka 1

Celkova hmotnost (g), specifickd rychlost ristu (SGR, % den?), krmny koeficient (FCR), celkova délka téla
(TL, mm), délka téla (SL, mm), rozrustani obsadky (CV, %), kondi¢ni koeficient (K), somatické indexy (HSI,
VEFSI, SSI) u sivena alsaského na zacatku (0. den) a konci (63. den) experimentu pfi testovani riznych koncentraci

kysliku (E1).

Indikatory Pocatek E1 HYP=+ HYP HYP 1/1 NOR
Perioda (d) Den0 Den 63 Den 63 Den 63 Den 63
W (g) 70,6 +1,3 151,7 + 6,8° 162,1 +12,2® 164,4 + 7,6 180,4 + 2,32
SGR (% day™) - 1,22 + 0,06° 1,28 + 0,092 1,38 +0,10% 1,48 + 0,05?
FCR - 1,31+ 0,042 1,20+ 0,072 1,23+0,042 1,19 + 0,032
TL (mm) 200+ 13 239+ 1° 242 +3° 248 + 22 250 + 22
SL (mm) 177+ 12 206 + 2P 208 + 2P 218 + 22 221 + 22
CV (%) - 86,05 + 0,012 85,27 + 1,342 86,91 + 2,762 85,27 + 1,342
Kr 0,87 +£0,08 1,07 +0,032 1,10 + 0,052 1,05 + 0,042 1,12 + 0,052
SR (%) 100 86,1+ 0,12 85,3+1,3% 86,9+ 2,82 85,3+1,32
HSI - 2,0+0,3 1,8+0,4% 2,0+0,18 1,8+0,12
VFESI - 3,0+£0,78 2,0+0,3° 2,4+0,1% 2,5+0,3%®
SSI — 0,12 + 0,052 0,12 + 0,048 0,09 +0,01° 0,13 + 0,042

Hodnoty jsou prezentovany jako primér + SD.
Odlisné horni indexy (a, b) zna¢i skupiny, které se vzajemné signifikantné lisi (Tukey HSD test, P < 0,05).

Vliv teploty vody (E2)

Teplota méla signifikantni vliv (P < 0,05) na hmotnost a SGR sivena alsaského pfi
(51,8 £ 2,7 g) pozorovany ve 13 °C v porovnani s ostatnimi skupinami (7, 10 a 16 °C). Nejnizsi
hmotnost byla zaznamenéna pti 16 °C (35,3 + 4,3 g). Signifikantné se vSak neliSila od hmotnosti
ryb chovanych v 10 °C (45,4 £ 2,8 g) a7 °C (39,6 + 2,2 g).

Specifickd rychlost rstu se vyznamné lisila (P < 0.05) mezi testovanymi teplotami.
Na konci experimentu byla signifikantné vyssi SGR pozorovana pti 10 a 13 °C (3,47 £0,3 a
4,12 + 0,21% den?) v porovnani se skupinami 7 a 16 °C (2,83 + 0,17 a 2,40 + 0,64 % den™?).
Selong et al. (2001) pozorovali pokles ristové rychlosti mimo teplotni rozsah 10,9-15,4 °C
u sivena velkohlavého (Salvelinus confluentus). Vyoka rychlost rstu S. fontinalis byla popsana
pti odchovu v 12-16 °C (Larrson a Berglund, 1998; McCormick et al., 1972).

Délka téla (TL a SL) sivena alsaského byla signifikantné ovlivnéna (P < 0,05)
testovanou teplotou po 84 dnech odchovu. Signifikantn€ nejdelsi TL dosahovala 166 £ 2 mm
pfi 13 °C a pak 159 + 3 mm pii 10 °C. Niz8i TL byla zaznamenana pii odchovu v 7 °C
(153 £ 2 mm) a 16 °C (148 = 6 mm). Matousek et al. (2017b) také pozorovali delsi TL se
zvySujici se konstatni teplotou od 13 do 19 °C, s dal§imi vyssimi teplotami (22 a 25 °C) vsak
zaznamenali zkraceni TL juvenila C. peled.
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Krmny koeficient (FCR) se signifikantn¢ 1isil (P < 0,05) v zavislosti na pouzité teploté
vody. FCR prokazateln¢ klesal se zvysujici se teplotou vody mezi 7 °C a 16 °C. Signifikantné
nejvyssi FCR (2,5 £ 0,5) byl zjistén pii 7 °C, naopak nejnizsi (1,5 + 0,4) pti 16 °C. Skupina
10 a 13 °C se vzajemné signifikantné nelisily.

Varia¢ni koeficient (CV) nebyl signifikantné ovlivnén (P > 0,05) rozdilnou teplotou
vody. Teplota vSak méla signifikantni vliv (P < 0,05) na kondi¢ni koeficient. K se zvySoval
(od 1,08 £+ 0,02) se zvySujici se teplotou vody (do 1,11 + 0,03) mezi 7 a 13 °C. Zatimco
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16 °C. Prokazateln¢ vyssi mira prezivani (87,7 = 2,9 %) byla zjisténa pii odchovu v 7, 10
a 13 °C. McCormick et al. (1972) pozorovali obdobn¢ vyssi mortalitu S. fontinalis mezi 15,4
a 19,5 °C v porovnani s niz§imi teplotami 7,1-12,4 °C. Selong et al. (2001) zaznamenali SR
98 % u S. confluentus chovaného pii 8-18 °C.

V tomto experimentu méla teplota vody rozdilny vliv na pozorované somatické indexy
(HSL, VFSI, SSI, GSI) sivena alsaského po 84 dnech odchovu. GSI nebylo signifikantné
ovlivnéno (P > 0,05) teplotou vody, stejné jako HSI, SSI a VFSI.

Tabulka 2

Celkova hmotnost (g), specificka rychlost riistu (SGR, % den?), krmny koeficient (FCR), celkova délka téla
(TL, mm), délka té€la (SL, mm), rozrustani obsadky (CV, %), kondiéni koeficient (K), somatické indexy (HSI,
VFSI, SSI, GSI) u sivena alsaského na zacatku (0. den) a konci (84. den) experimentu pfi testovani riznych
konstantnich teplot (E2).

Indikatory Pocatek E2 7°C 10 °C 13 °C 16 °C
Period (d) Day 0 Day 84 Day 84 Day 84 Day 84
W (9) 21,7+04 39,6 +2,2° 454 + 2 75P 51,8 + 2,692 35,3+ 4,34°
SGR (% day™) - 2,83+0,17° 3,47 + 0,30° 4,12 + 0,212 2,40 + 0,64°
FCR - 2,5+0,5% 2,0+ 0,3% 1,6 +0,1° 1,5+ 0,4°
TL (mm) 131,53 + 10,29 153 + 2P 159 + 3% 166 + 22 148 + 6P
SL (mm) 114,14 £ 9,38 132 + 2P 139 + 42 144 +£1° 130+ 2P
CV (%) - 29,51 + 3,292 32,96 + 4,242 29,85 + 0,862 43,49 + 14,532
K 0,94 + 0,09 1,08 + 0,02% 1,09 + 0,03 1,11 + 0,032 1,01 +0,06°
SR (%) 100 98,6 +1,72 96,4 + 4,32 95,0+ 2,72 55,0 + 29,1°
HSI — 2,68 +0,13¢2 2,60 + 0,272 2,86 + 0,482 3,04 £ 0,272
VFSI — 3,30 + 0,462 3,44 +£ 0,432 3,74 £ 0,49° 3,03+ 0,512
SSI - 0,13+ 0,042 0,15+ 0,022 0,12 + 0,022 0,12 +0,012
GSlI 1,55+1,742 1,22 + 0,942 0,91 +0,302 1,64 + 1,002

Hodnoty jsou prezentovany jako primér + SD.
Odlisné horni indexy (a, b) zna¢i skupiny, které se vzajemné signifikantné lisi (Tukey HSD test, P < 0,05).

Zavér

Studie prokazala vliv koncentrace kysliku a teplotnich reZimil na produkéni ukazatele
sivena alsaského. Teplotni rozsah 7-13 °C spole¢né s normoxii (85-95 %) lze vyhodnotit jako
nejefektivnéjsi pro odchov sivena alsaského, nebot’ produkovaly signifikantné vyssi preziti

v

velikost i hmotnost kiizencti v porovnani s dal$imi testovanymi skupinami (hyperoxické rezimy
a teploty nad 16 °C), kterych je navic obtizné&jsi prakticky a ekonomicky dosahnout.
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FONTINALIS, MITCHILL)
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Uvod

Zivotni cyklus Zivogicht zahrnuje obdobi pohlavniho dospivani. Tato perioda Zivota je
vSak pro vétSinu druh@ ryb véetné sivena amerického (Salvelinus fontinalis, Mitchill),
energeticky ndroénym obdobim, které mlize byt charakterizovdno snizenym riistem, zvySenou
agresivitou mlicakil, zhorSenou kvalitou masa nebo zvySenou nachylnosti k onemocnénim
(Sacobie et al., 2016). Ve vytérovém obdobi jsou jatra a svalovina hlavni zdroje energie pro
vyvoj gondd a celkovy prubeh reprodukce (Kjesbu et al., 1991), a u dospivajicich ryb tyto
organy nabyvaji mensich rozmért. Zarovein miize dojit vyraznému snizeni celkové hmotnosti.
Z vyse uvedenych divodi miize byt oddaleni pohlavni zralosti vhodnym environmentalné a
ekonomicky pfijatelnym feSim pro intenzivni akvakulturu (Karlsen et al., 2006). VétSina
ptirodnich (dennich ¢i sezonnich) rytma je spojena s periodicitou slunecniho zéfeni (tzv.
fotoperiodou). Svétlo je tedy jednim z nejvyznamnéjSich abiotickych faktor (Losos et al.,
1985), ktery ovliviiuje synchronicitu vytéru lososovitych ryb (Skjeraasen et al., 2004),
reprodukci, potravni chovani a rast nékolika druhti z ¢eledi Salmonidae (Boeuf and Bail, 1999;
Brown et al., 2014). Optimalizace svételnych podminek muiiZze vést ke sniZeni provoznich
nakladii, maximalizaci rychlosti ristu a oddéaleni pohlavni zralosti ryb (Leclercq et al., 2011).
Timto zpiisobem lze zvysit efektivitu vyroby a zajistit tak celoroéni reprodukei ryb (Onder et
al., 2016). PfedloZena prace se sklada ze tii experimentd. Cilem prvniho z nich bylo porovnani
ucinnosti dvou odliSnych zdroji svétla — elektroluminiscenénich diod (LED) a
methalhalogenidovych reflektort (HAL) pro oddéleni nastupu pohlavni dospé€losti sivena
amerického. Cilem druhého experimentu bylo oddéaleni zralosti gondd pomoci rtzného
nacasovani fotoperiodickych rezimi. Ve tfetim experimentu byly testovany odlisné svételné
rezimy s cilem oddalit nastup pohlavni dospélosti u sivena amerického.

Experiment 3: Porovnani u¢innosti LED a HAL zdroji svétla na rast a oddaleni
pohlavni dospélosti sivena amerického

Material a metodika

Vlastni odchov probihal v deviti betonovych prato¢nych Zlabech o konstrukénich
rozmérech 720 x 100 cm s vyskou vodniho sloupce 50-55 cm (objem 3,6 m®). Experimentalnim
druhem byl siven americky o primérné individualni hmotnosti 100—150 g. Do pokusnych Zlaba
bylo nasazeno celkem 2700 ryb (300 ryb na Zlab). Pritok jednim Zlabem &inil 5,1-5,7 m® h.,
Zlaby byly vybaveny osvétlovacim systémem s vyuzitim LED svitidel a metalhalogenidovych
reflektordt. Nad kazdym odchovnym zlabem byly umistény tii svételné zdroje. Pficemz

63



metalhalogenidovy zdroj sestaval z reflektoru Panlux (V500/C) a vybojky OSRAM
HALOLINE© ECO,(400W, 9000 Im, 2950 K). V ptipadé¢ LED osvétleni se jednalo o typ
svitidla Epistar (SOW LED CO8 (50W, 4000 lm, 6000 K). Celkem byly testovany tfi typy
osvétleni ve tfech opakovanich: HAL (od 24. 4. do 18. 6. ptirozena fotoperioda, od 18. 6. do 6.
11. fotoperioda prodlouzena na 18 hodin svétla pomoci metalhalogenidovych refektortit), LED
(od 24. 4. do 18. 6. ptirozené fotoperioda, od 18. 6. do 6. 11. fotoperioda prodlouzena na 18
hodin svétla pomoci LED svitidel.) a KON (kontrolni skupina s pfirozenou fotoperiodou).
Ryby byly krmeny komerénim peletovym krmivem (Optiline HE, Skretting, 3 a 4,5 mm)
pomoci automatickych krmitek s hodinovym strojkem v davkach doporucenych vyrobcem
krmiva. Denni krmna davka byla korigovana podle teploty vody. Ryby nebyly krmeny dva dny
pted planovanym kontrolnim pfelovenim. Monitoring obsahu kysliku, teploty, pH a piipadnych
uhynil ryb probihal jedenkrat denné v 7:00 pomoci pH metru (GRYF 259) a oxymetru (Oxi
3210, sonda CellOx® 325). V pribéhu experimentu byly u obsadek sivenii v obdobi od 24. 4.
do 6. 11. hodnoceny zmény a pribéh nasledujicich ukazateld: celkova délka téla (TL),
individudlni hmotnost (W), pteziti (P), gonadosomaticky index (GSI), stanoveni pohlavnich
hormont a glukdzy ¢i ptipravenost k reprodukci. Veskera méteni na zivych rybéach probihala
po anestezii v 14zni hiebi¢kového oleje (0,03 ml I'Y).

Stanoveni hladiny pohlavnich hormont a glukézy bylo provedeno béZznymi
biochemickymi analyzatory. Hladina glukézy v plazmé byla analyzovana biochemickym
analyzatorem Architect 8000 (ABBOTT) a pak imunochemickym analyzatorem Immulite
2000Xpi (SIEMENS). Graf ¢. 1 ukazuje detailni popis experimentu.
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Graf 1: Design experimentu porovnani G¢innosti LED a metalhalogenovych zdroji svétla na rist a oddaleni
nastupu puberty sivena amerického.

Vysledky

Graf ¢. 2 zohlediiuje vliv pohlavi a zdroje osvétleni na hmotnostni rist ryb. V
testovanych skupinach ryby pftirtstaly po celé sledované obdobi. Statisticky vy$si hmotnostni
prirGstek na konci experimentu byl zaznamenan u mli¢aki odchovanych pod HAL a LED
zdrojem osvétleni a jikernacek pod LED osvétlenim v porovnani s kontrolnimi skupinami.
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Graf 2: Hmotnostni rist jikernatek a mli¢aka sivena amerického chovanych v podminkach prodlouzené
fotoperiody pomoci LED a metalhalogenidovych zdroji svétla.

K datu 8. 10. a 6. 11. vykazovaly jikernacky snizenou uroven GSI ve skupiné
s prodlouzenou fotoperiodou (graf 3) v porovnani s kontrolni skupinou (p < 0,05). U mlicaka
z HAL a LED skupiny bylo pozorovano snizeni GSI dne 13. srpna v porovnani s KON.
K postupnému vyrovnani hodnot pak doslo k datu 8. fijna, kdy ryby ze skupiny KON
vykazovaly prokazatelné niz§i GSI. Pozd¢ji (6. listopadu) pak GSI skupin HAL a LED bylo
signifikantné vyssi nezZ u KON (graf 3).
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Graf 3: Pribéh gonadosomatického indexu u jikernacek a mli¢aki sivena amerického chovanych v podminkach
prodlouzené fotoperiody pomoci LED a metalhalogenidovych zdroja svétla.

Nizs$i uroven glukozy byla pozorovana 13. srpna u mlicaka ve skupiné HAL (p < 0,05).
Statisticky niz$i Groven glukdzy byla zjisténa 8. fijna u mli¢aka skupiny LED v porovnani
s KON. U jikernackami byla prokéazana signifikantné nizsi hladina glukoézy (p < 0,05)na konci
experimentu. Kontrolni skupina jikernac¢ek vykazovala signifikantné vyssi uroven testosteronu
nez-li ostatni skupiny po celou dobu sledovani. Uroven estradiolu se ménila u jikernadek
Vv pribehu celého experimentu. V predvytérovém obdobi a v polovin€ vytérového obdobi méla
KON skupina jikernacek vyssi uroven estradiolu (p < 0,05). Naproti tomu na konci sledovani
byla statisticky vys$si uroven estradiolu zjisténa u HAL v porovnani s LED skupinou (graf 4).
U mlicaki prokazala kontrolni skupina statisticky vyssi troven estradiolu v porovnani s HAL
dne 13. srpna (graf 4).
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Graf 4: Zmény v dynamice pohlavnich hormont a glukézy u siveni americkych chovanych v podminkach
prodlouzené fotoperiody pomoci LED a metalhalogenidovych zdroju svétla.

Pfi kontrolnich métenich byly ryby testovany na pfipravenost k reprodukci manualni

masazi bfiSni dutiny. Dne 8. fijna byly mli¢aci z KON skupiny ptipraveni k vytéru. Zatimco na

r~ s

konci experimentu bylo 41 % KON jikernacek a témét cela skupina KON mli¢aki pfipravena
k reprodukci. Vyrazné nizsi procento pohlavné dospélych mli¢aka bylo zaznamenano v LED
(4 %) a HAL (7 %) skupinach v porovnani s KON. V obou skupinach LED a HAL nebyly
zaznamenany zadné pohlavné dospélé jikernacky v prubéhu celého experimentu (graf 5). Na

konci pokusu bylo zaznamenano preziti vy$si nez 99 % u vSech skupin bez ohledu na pohlavi.
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Graf 5: Porovnani pfipravenosti k vytéru mli¢aki a jikernadek sivena amerického chovanych v podminkach
prodlouzené fotoperiody pomoci LED a HAL zdroji svétla.
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Experiment 2: Vliv raznych fotoperiodickych reZimi na rist a pohlavni zralost

sivena amerického

Material a metodika

Testovaci obdobi probihalo od 21. ¢ervna do 7. listopadu (celkem 140 dni). Celkem
1800 juvenilt sivena amerického (praimérna hmotnost 100 g) bylo nasazeno do 12 venkovnich
pritoénych zlabt (objem 2,5 m®) s pritokem 3-3,5 m® h't (150 ryb/zlab). Viechny prito¢né
zlaby byly vybaveny osvétlovacim systémem s vyuzitim LED svitidel Epistar (LED COS8, 50W,
4000 Im, 6000 K). Tti rizné rezimy piirozeného a um¢lého osvétleni (uméle vytvorena svételna
perioda namisto no¢ni periody) byly testovany na juvenilech sivena amerického. Kazda skupina
byla testovana ve tfech opakovanich. Prvni experimentalni skupina 1AL : 1NL byla od
21. Cervna vystavena stfidavé vzdy jeden den pfirozené osvétlena a nasledujici den byla uméle
osvétlena LED diodami béhem celé temnostni faze dne. Druhd experimentilni skupina
2AL : INL — byla od 21. Cervna vystavena sttidavé vzdy jeden den ptirozenému osvétleni a
nasledujici dva dny umélému LED osvétleni béhem celé¢ temnostni fadze dne. Treti
experimentalni skupina 1AL : 2NL —byla od 21. ¢ervna vystavena stiidavé rezimu, kdy vzdy
dva dny bylo aplikovéano ptirozené osvétleni a nasledujici den bylo umélé LED svétlo béhem
celé temnostni faze dne (graf 6). Ryby v kontrolni skupiné (KON) byly chovany pfi pfirozenych
svételnych podminkach. Jednotlivé svételné rezimy byly fizeny automaticky pomoci
digitalnich spinacich ¢asovacu.

Ryby byly krmeny peletami (EFICO Alpha 756, Biomar, 3 mm). Denni krmna déavka
byla korigovana s ohledem na teplotu vody a v souladu s doporué¢enim vyrobce krmiva.
Vylaénéni ryb bylo provedeno vzdy 48 hodin pied kazdym kontrolnim méfenim a sbérem dat.
Kontrola fyzikalné-chemickych vlastnosti vody a pocet uhynulych ryb byl provadén dvakrat
denné. V priibéhu experimentu byl vyhodnocovan vyvoj nasledujicich parametri: celkova
délka téla, hmotnost, pieziti, gonado-somaticky index (GSI), trovent pohlavnich hormoni a
glukozy ¢i pfipravenost ryb k reprodukci. Veskeré parametry byly vyhodnocovany stejnymi
metodickymi postupy jako v ptedchozim experimentu 1.
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Graf 6: Design experimentu 2, ktery porovnaval vliv riznych fotoperiodickych rezimi na rust a pohlavni zralost
sivena amerického.

Vysledky
Kontrolni skupiny obou pohlavi vykazovaly statisticky niz$i primérmou hmotnost
V porovndni s ostatnimi skupinami na konci sledovaného obdobi (graf 7).
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Graf 7: Hmotnostni rist jikernacek a mli¢aku sivena amerického béhem experimentu s riznymi fotoperiodickymi
rezimy.

Signifikantné¢ vyssi GSI bylo zjisténo u KON jikernacek dne 13. zafi v porovnani se
skupinou 2AL : INL. Na konci experimentu skupiny jikerna¢ek 2AL : INL a 1AL : 2NL
vykazovaly signifikantné niz8§i GSI (p < 0,05) ve srovnani s dal§imi testovanymi skupinami.
KON skupina mli¢akt vykazovala statisticky vy$§i GSI v porovnani s ostatnimi skupinami dne
13. zafi a prokazatelné nizsi GSI nez skupina 1AL : 2NL na konci sledovaného obdobi (graf 8).
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Graf 8: Vyvoj gonado-somatického indexu (GSI) jikernacek a mlicakd sivena amerického béhem experimentu
S riznymi fotoperiodickymi rezimy.

Vyssi trovné testosteronu byly zaznamenany v KON skupinach u obou pohlavi dne
13. zafi a 11. fijna. Na konec experimentu 8. listopadu byla pozorovéana vyss§i troven
testosteronu u mli¢akd ve skupiné 1AL : INL. Ve stejné dob¢ tato skupina prokazala obdobné
vysledky pfi testovani urovné estradiolu. Podobna tendence statisticky vys$si irovné estradiolu
byla nalezena mezi jikernackami, kde nejvyssi obsah estradiolu vykazovala skupina 1AL : INL.
V prubéhu experimentu byly podobné zmény zaznamenany pro troven glukozy bez ohledu na
pohlavi. Na konci experimentalniho obdobi statisticky nejnizsi troveil glukdzy prokazaly KON
skupiny obou pohlavi vV porovnani s ostatnimi testovanymi skupinami (graf 9). Na konci

v

sledovaného obdobi bylo identifikovano vyssi procento jedinct pfipravenych k reprodukci
V kontrolnich skupinach (80 % mli¢akt a 29 % jikernacek). Vyznamné nizsi procento pohlavné
dospé€lych mlicakd bylo zaznamenano ve skupinach 1AL : INL (57 %) a 2AL : INL (13 %).

Ve skupiné 1AL : 2NL nebyly nalezeny Zadni pohlavné dospéli jedinci.
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Graf 9: Zmény v dynamice pohlavnich hormont a glukozy u sivend americkych béhem experimentu s riznymi
fotoperiodickymi rezimy.

Experiment 3: Vliv na¢asovani prodlouZené fotoperiody na riist a pohlavni zralost

sivena amerického

Material a metodika

Experiment probihal v obdobi od 5. srpna do 24. listopadu 2015 (celkem 112 krmnych
dni). Do pokusu nasazeno 1 800 kust juvenild sivena amerického prumérné individualni
hmotnosti cca 192 g. Ryby byly chovany v 12 venkovnich prito¢nych plastovych nadrzich
obdélnikového tvaru (objem 2,5 m3) s hustotou obsadky 150 ryb/nadrz. Kazd4 nadrz byla
vybavena dvéma osvétlovacimi systémy S vyuZzitim LED diod Epistar (SOW LED COS8, 50W,
4000 Im, 6000 K) s intenzitou svétla 250—1000 luxti pti hlading€ vody. Celkem byly testovany
Ctyfi experimentalni skupiny s rdznym vlivem nacasovani prodlouzené fotoperiody: 6.VIII
(zacatek prodlouzené fotoperiody 6. 8. 2015, celkem 18 h svétla), 27. VIII (zacatek prodlouzené
fotoperiody 27. 8. 2015, celkem 18 h), 17.IX (zacatek prodlouzené fotoperiody 17. 9. 2015,
celkem 18 h svétla), KON (pfirozené svételné podminky). VSechny uvedené skupiny byly
testovany ve tfech opakovanich.

Krmeni bylo provadéno manudlné suchymi peletami (EFICO Alpha 756, Biomar, 3
mm). Denni krmna davka byla korigovana s ohledem na teplotu vody a v souladu
S doporuc¢enim vyrobce krmiva. Vylacnéni ryb bylo provedeno 48 hodin pied kazdym
kontrolnim méfenim a sbérem dat. Kontrola fyzikalné-chemickych vlastnosti vody a pocet
uhynulych ryb byl provaddén dvakrat denné. V pribéhu experimentu byl kazdy 28. den
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vyhodnocovan vyvoj nasledujicich parametrti: celkova délka téla, hmotnost, preziti, gonado-
somaticky index (GSI), roven pohlavnich hormonti a glukoézy ¢i pfipravenost ryb k reprodukci
(graf 10). Veskeré parametry byly vyhodnocovany stejnymi metodickymi postupy jako v
ptipadé prvniho experimentu.
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Graf 10: Design tfetiho experimentu, ktery testoval vliv naasovani prodlouzené fotoperiody na rist a pohlavni
zralost sivena amerického.

Vysledky
Vsechny skupiny ryb testovanych pfi podminkach prodlouzené fotoperiody prokazovaly
statisticky vyssi hmotnostni riist na konci sledovaného obdobi bez ohledu na nacasovani

zacatku fotostimulace (graf 11).
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Graf 11: Hmotnostni rist jikernacek a mlic¢aki sivena amerického v zavislosti na rlizném nacasovani historii
aplikace fotostimulace.

Vyznamné vys$S§i GSI byl pozorovan u KON jikernacek v porovnani s ostatnimi
experimentalnimi skupinami dne 27. fijna. Ve stejném obdobi KON skupina mlicaka
vykazovala nejnizsi primérné GSI (p < 0,05) (graf 12).
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Graf 12: Gonado-somaticky index jikernadek a mli¢aki sivena amerického v zavislosti na nacasovani aplikace
prodlouzené fotoperiody.

V priibéhu sledovaného obdobi (do 27. fijna) nejvyssi trovné testosteronu bez ohledu
na pohlavi vykazovaly kontrolni skupiny. Na konci experimentu (24. listopadu) tyto skupiny
vykazovaly nejniz§i uroven testosteronu v porovnani s foto-stimulovanymi skupinami.
Analogickd tendence byla pak sledovana u jikernacek pifi hodnoceni hodnot estradiolu.
Statisticky vyznamné zvySeni hladiny estradiolu bylo zaznamenano u mli¢akd dne 27. fijna
S postupnym snizovanim prumérnych hodnot ke konci experimentu. V prubéhu

experimentalniho obdobi prokazovaly testované skupiny vyssi hodnoty glukdzy v porovnani
s kontrolnimi skupinami bez ohledu na pohlavi (graf 13).
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Graf 13: Zmény v dynamice pohlavnich hormont a glukézy u siveni americkych v zavislosti na rizném
nacasovani fotostimulace.

Na konci experimentu byl identifikovan velky pocet jedinct ptipravenych k reprodukci
vV kontrolnich skupinach bez ohledu na pohlavi. Ve vSech tfech testovanych skupinach byl
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zaznamenan vyrazné nizsi pocet mlicaka pripravenych k vytéru. Rovnéz nebyly nalezeny zadné
jikernacky s dostatecnou pohlavni zralosti (graf 14).
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Graf 14: Porovnani pfipravenosti k vytéru mlicakd a jikernacek sivena amerického v zavislosti na rizném
nacasovani fotostimulace.

Nebyl zaznamenan zadny statisticky rozdil pii porovnavani pteziti mezi skupinami:
KON (68,2 £3,1 %), 17.1IX (77,1 £ 9,8 %), 27.VIII (81,3 £ 10,1 %) a 6.VIII (71,8 + 15,6 %).
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