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1.Uvod

V posledni dob& se predmétem mnoha riznych environmentélnich studii staly
hormonalné aktivni latky, také znamé jako endokrinni disruptory, které obvykle patii do
skupiny environmentalnich mikropolutantti. Jednémi z nejsiln€j$i endokrinnich
disruptorui jsou steroidni hormony, mezi néz se fadi i syntetickeé progestiny. Syntetické
progestiny jsou nejen soucdsti hormondlni antikoncepce, ale pouzivaji se i pii 1écbé
mnoha riznych zdravotnich problémtl a maji své uplatnéni i jako rtistové promotory
hospodarskych zvifat. Syntetické progestiny jsou syntetizovany s cilem napodobit
pfirodni hormon progesteron a vézat se tak na progesteronovy receptor. Je v§ak znamo,
7e maji schopnost interagovat rovnéz s jadernymi (ale i membranovymi) receptory celé
Skaly dalsich steroidnich hormont, a napodobovat tak i jejich u¢inky. Vzhledem
k pomérné velké spotiebé 1€kt na bazi progestinti nachazime jejich rezidua v odpadnich
vodach, odkud se nasledné dostavaji do vod povrchovych. V povrchovych vodach se
koncentrace téchto latek obvykle pohybuji fadové pouze v jednotkach ng-17, ale bylo
prokazano, ze i takto nizké koncentrace se mohou vyznamné podilet na sniZeni
produkce jiker a rovnéz 1 jinym zpuisobem negativné ovliviiovat reprodukéni funkce ryb
prostfednictvim naruseni endokrinniho systému. Pohlavni, ale i dal$i steroidni hormony
hraji zasadni roli téméf ve vSech aspektech rozmnozovani, vcetné reprodukéniho
chovani, a proto je tfeba jejich studiu vénovat patfi¢nou pozornost a postupné rozsifovat
znalosti o jejich Gcincich.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda ma synteticky progestin etonogestrel
vliv na sekundarni pohlavni znaky a histologii gonad ryb. Jako testovaci organismus
byla pouzita zivorodka Wingeova (Poecilia wingei), ktera patii mezi akvarijni druhy
ryb bézné pouzivané v toxikologickych testech. Vysledky, které tento experiment
pfinesl, mohou pomoci pti odhadu rizik, které etonogestrel, ale i ostatni syntetické

progestiny v zivotnim prostfedi predstavuji.



2. Literarni prehled

2.1.Pohlavni soustava ryb (apparatus genitalis)

Pohlavni soustava ryb je podobné jako u jinych obratlovct ¢lenéna do dvou
odlisnych celkt — pohlavni soustavy sam¢i a samiéi. Ob& pohlavni soustavy jsou
tvofeny pohlavnimi organy (gonadami) S vyvodnymi pohlavnimi cestami. Vyusténi
pohlavnich organt se vyskytuje mezi andlnim otvorem a andlni ploutvi, a to bud
samostatné na pohlavni papile jako ostium genitale nebo na urogenitalni papile v ostium
urogenitale (Dvorak a kol., 2014).

Hlavni funkci pohlavni soustavy ryb je rozmnoZovani, které se v§ak v zavislosti na
druhu ryb lisi. Naprosta vétSina kostnatych ryb (Teleostei) patii mezi vejcorodé
(oviparni) druhy s oddélenym pohlavim (gonochoristé), kdy jedinci tvoii pouze jeden
typ gamet (sam¢i nebo samici) a jejich pohlavi se béhem zivota neméni. Pro tento typ
pohlavniho rozmnozovani je charakteristické vnéjs§i oplozeni (bez kopulace) ve vodnim
prostiedi (Dvotak a kol., 2014; Spurny a kol., 2015). Vnitini oplozeni se u ryb objevuje
relativné vzacn€. Dochdzi knému u ryb rozmnoZujicich se vejcozivorodosti
(ovoviviparii), anebo Zivorodosti (viviparii). Transport spermii u téchto druhi ryb
zpravidla zajistuje pomocny kopulaéni organ gonopodium, coz je modifikovana analni
ploutev samcu, vyskytujici se napiiklad u ¢eledi zivorodkoviti (Poeciliidae) (Dvorak a
kol., 2014). Spermie se do pohlavnich cest samic obvykle dostavaji ve schrankach, tzv.
spermatoforech, které jsou v zahybech vejcovodu samice uchovavany a ptipraveny
k opakovatelnému oplodnéni, aniz by bezprostiedné predtim doslo ke kopulaci.
Kuptikladu u gambusii (Gambusia) mohou takto uchované spermie vydrzet zivé pul
roku i déle, nez dojde k oplozeni (Barus a Oliva, 1995).

Opakem gonochorismu je obojpohlavnost neboli hermafroditismus, ktery se ale u ryb
vyskytuje velmi ziidka. Hermafroditismus lze rozdélit na synchronni (klasicky) a
asynchronni (postupny). O synchronni hermafroditismus se jedna, pokud ma jedinec ve
stejném ¢asovém obdobi gonady samci i samici, respektive produkuje jikry a spermie
souc¢asné a dochazi k samooplozeni (Dvoiak a kol.,, 2014). Timto zpusobem se
rozmnozuje napiiklad rivulus mramorovany (Rivulus marmoratus) (Cole, 1997). V
ptipad¢ asynchronniho hermafroditismu dochazi k tomu, ze se nejprve vyviji jedno
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pohlavi, které se po n&jaké dob¢é preménuje na pohlavi druhé. Na zaklad¢ toho
rozliSujeme protandrii, protogynii, rudimentarni hermafroditismus a bidirekcionalni
hermafroditismus. Jestlize se gonada zpocatku vyviji vtestes a pozd&ji se stava
vajeCnikem, hovofime o protandrii (Dvofak a kol., 2014). Tato rozmnoZovaci strategie
je typicka naptiklad pro morana Schlegelova (Acanthopagrus schlegeli) (Wu a kol.,
2010). V pripadg, ze je gonada nejprve vajeénikem a pozdéji se méni na testes, jedna se
0 protogynii (Dvorfak a kol., 2014), vyskytujici se napiiklad u Kkanice
oranzovoskvrnného (Epinephelus coioides) (Chen a kol.,, 2011). Rudimentarni
hermafroditi jsou jedinci, ktefi jsou v mladi hermafroditi, avSak dospivaji pouze do
jednoho pohlavi, sam¢iho nebo samiéiho (Dvoiak a kol., 2014). Tento zptsob vyvoje
gonad je charakteristicky napfiklad pro druh Diplodus capensis (Richardson a kol.,
2010). Jako bidirekcionalni hermafrodity pak nazyvame jedince, kteti jsou schopni
béhem ontogeneze zmény pohlavi v obou smérech (Dvorak a kol., 2014). Piikladem je
hlava¢ ¢ervenohlavy (Paragobiodon echinocephalus) (Sunobe a kol., 2017).

Ojedinéle se u ryb muze vyskytovat i unisexualni rozmnozovani, kdy dochazi
k produkci pouze sami¢iho pohlavi (gynogeneze). Pii tomto zptisobu rozmnozovani se
uplatituje ¢astecné oplozeni. K oplozeni jiker dochazi prostiednictvim jinych druhi ryb,
jejichz spermie vSak pouze spusti vyvoj zarodku, ale nedochazi ke splynuti s jikrou, coz
vede k tomu, Ze se lihnou pouze jikernacky (Lampert, 2009). Typickym ptikladem ryby
s unisexualnim rozmnoZovanim je karas stibtity (Carassius auratus) (Dvotak a kol.,
2014).

V dutsledku naruseni endokrinniho systému ryb vlivem okolniho prostiedi muze také
dojit k vyskytu tzv. intersexu, tedy stavu, kdy se u ryb s puvodné oddélenym pohlavim
(gonochoriste) vyskytuji znaky obou pohlavi, tj. naptiklad abnormality pohlavnich Zlaz

¢i soucasny vyskyt samcich i samicich pohlavnich bunék (Atz, 1964).

2.1.1. Prvotni zarode¢né buiniky v primarni gonadé

Stejné jako u vSech obratlovcu (Craniata) je primarni gonada ryb, tj. gonada pred
pohlavni diferenciaci, sloZena jak ze somatickych, tak z prvotnich zarodeénych bunék
také oznacovanych jako prapohlavni bunky, primordialni gonocyty ¢i zkracené PGC
(primordial germ cells, PGC) (Strissmann a Nakamura, 2002; Sandra a Norma, 2010).

Z pomérné malého mnozstvi PGC se béhem rané embryogeneze diferencuji pohlavni
11



buriky — spermie anebo jikry. PGC jsou burtiky, jez zajist'uji pfenos genetické informace
mezi generacemi. PGC zpravidla migruji a postupné se soustfeduji v kaudalni! ¢asti
trupu, kde spole¢né se somatickymi bunkami daji vzniknout zékladu budouci
nediferencované gonady (Baru§ a Oliva, 1995). Po vylihnuti se obvykle PGC nachazeji

2 sténé koelomické

obklopené jednou nebo dvéma somatickymi buikami na dorsalni
dutiny®. Nasledné somatické i zarode¢né buniky proliferuji tak, aby vytvorily primarni,
zatim nediferencovanou gonadu. V tomto stadiu je gonada zpravidla suspendovana z
dorsalni peritonealni stény tenkou vrstvou somatickych bun¢k. Postupné pak dochazi k
zvySovani poctu PGC, coz zaroven vede k progresivnimu zvétSovani gonady (Dietrich a
Krieger, 2009). Pocet PGC je zpocatku podobn¢ jako u ostatnich obratlovet pomérné
nizky a dosahuje pouze par desitek, nanejvyse okolo 100 (Baru§ a Oliva, 1995). Po
pocate¢nim mitotickém zmnozeni PGC vyzravaji do spermatogonii (spermatogeneze)
anebo oogonii (oogeneze) (Dietrich a Krieger, 2009). Timto se ukonéuje indiferentni
etapa vyvoje gonad, dochazi k cytologické diferenciaci pohlavnich bunék a utvareji se
testes nebo ovaria (Barus a Oliva, 1995).

Jednim z nejvyznamnéjs$ich znakd, ktery objektivné posuzuje stav vyvoje gonad, je
gonadosomaticky index (gonadosomatic index, GSI), ktery lze vypocitat z nize
uvedeného vzorce 1. Jeho hodnota se v zavislosti na pohlavi znaéné riizni, a proto je
zapotiebi tuto hodnotu stanovovat oddélené pro samce a samice (Barus§ a Oliva, 1995).

mg

GSI ==£ . 100 (1)

m

GSI — Gonadosomaticky index [%]
m — hmotnost ryby [g]

my — hmotnost gonéd [g]

! Kaudalni je anatomicky smér od hlavy k ocasni ploutvi.

2 Dorsalni je anatomicky smér od patefe k hibetni ploutvi.

3 Koelomické dutina, také nazyvana jako prava t&ni dutina, je dutina vytvéfejici se pfi vyvoji mnohych
zivocicht. Je obklopena bunkami mezodermalniho plivodu a je v ni uloZena fada Zivotné dulezitych
organtl.
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2.1.2. Anatomické a morfologické aspekty pohlavni diferenciace

Pohlavni diferenciace je obdobi, béhem néhoz se primarni nediferencovand gonada
pretvaii do piislusného pohlavi, tedy do testes nebo ovarii (Dietrich a Krieger, 2009).
Diferenciace budoucich klicovych elementt, tj. PGC a formovani funkénich ovarii ¢i
testes nastava béhem rané embryogeneze. Déle dochazi k tvorbé zarode¢ného hiebenu a
k migraci PGC do =zakladi budouci gonady (Strissmann a Nakamura, 2002).
Nediferencované gonady vétSiny kostnatych ryb se v této dobé skladaji z PGC a
somatickych bunék, pficemz druhé zminéné jsou tvofeny dvéma bunéénymi slozkami —
karou (cortex) a dieni (medulla). Kira pochazi z peritonealni stény a dfen
z mezonefrické ¢i interrenalni blastemy (Nakamura a kol., 1998). Tento dvoji
embryologicky pivod somatickych bunék, zndmy jako kortikomedularni antagonismus
ma zcela zasadni vliv na proces diferenciace pohlavi. Pfevaha jedné bunécné slozky
somatickych bun¢k uréuje, zda vzniknou testes nebo ovaria (Strissmann a Nakamura,
2002). Testikularni diferenciace je podminéna vyvojem diené¢ a degeneraci kury,
zatimco k ovarialni diferenciaci dochazi pouze v ptipadé, ze se vyviji kira a dfen
degeneruje (Nakamura a kol., 1998). U nékterych druhti ryb muaze byt pohlavni
diferenciace fizena specifickymi geny, napiiklad genem DMY, ktery je typicky pro
medaku japonskou (Oryzias latipes) a medaku zakiivenou (Oryzias curvinotus) (Sandra
a Norma, 2010). Obdobi, vjakém k pohlavni diferenciaci dochazi (embryonalni,
larvalni, post — larvalni, juvenilni), se u raznych druhd ryb lisi. U Zivorodky duhové
(Poecilia reticulata) dochazi k diferenciaci pohlavi béhem embryonalni az larvalni faze,
zatimco napiiklad u kapra obecného (Cyprinus carpio) nastava diferenciace pohlavi
Vv pribéhu juvenilni etapy. Délka trvani procesu pohlavni diferenciace na rozdil od
obdobi, kdy k diferenciaci dochazi, zavisi krom¢ druhu také na parametrech okolniho
prostiedi, jako je teplota, dostupnost krmiva ¢i stres. V pozdéjsich stadiich vyvoje se
pohlavni charakteristiky vyvijeji zejména v souvislosti s vylu¢ovanim specifickych
steroidnich hormoni z testes a ovarii. Plisobeni téchto hormont nasledné vede k expresi

typickych znakt pro dané pohlavi (Dietrich a Krieger, 2009).
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2.1.3. Sam¢i pohlavni soustava (apparatus genitalis masculinus)

Pohlavni organy samcti (mli¢akt) se nazyvaji varlata (testes, orchis) (Dvofak a kol.,
2014). U vétsiny kostnatych ryb (Teleostei) jsou testes parové, mirn¢ zplostélé
podlouhlé organy bélavé barvy, produkujici saméi pohlavni bunky — spermie (Uribe a
kol., 2014). Nachazeji se v horni ¢asti peritonealni dutiny?, podél vnéjsich okrajii ledvin
a po obou stranach plynového méchyte (Spurny a kol., 2015), kde jsou zavéSeny na
pobftisnicovych fasach (duplikaturdch peritonea) (Dvorak a kol., 2014). Jejich umisténi

u dospélého dania pruhovaného (Danio rerio) je zobrazeno na obrazku 1.

Obréazek 1 Umisténi testes u dospélce dania pruhovaného (Danio rerio). M — svalovina; V —
obratle; K — ledviny; Sb — plynovy méchyt; T — testes; L — jatra; S — slezina; P — slinivka; | —
stievo (Dietrich a Krieger, 2009)

Testes mohou také druhotné sristat do jednoho celku, jako je tomu napiiklad u
okouna fi¢niho (Perca fluviatilis) (Dvotak a kol., 2015) nebo u zivorodky duhové
(Poecilia reticulata) (Billard, 1986; Uribe a kol., 2014). Eventualné mohou byt spojeny

pouze podél jejich zadnich segmentil, coz je typické pro nekteré druhy z Celedi

4 Peritonealni dutina, b&Zné zndm4 jako dutina b¥isni je nejvétsi t&lni dutinou. Nazev je odvozen od
peritonea — tenké, lesklé a prisvitné blany, ktera vystyla vnittek dutiny bfisni.
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zivorodkovitych (Dietrich a Krieger, 2009). Existuji také ryby (napf. Tomeurus
gracilis), u kterych se vyskytuji pouze jednoduché neparové testes (Uribe a kol., 2014).
Velikost testes a jejich obsah se v zavislosti na fazi reproduk¢niho cyklu, ve kterém se
nachazi, znacné¢ 1isi (Genten a kol., 2009). PIn¢ dozrala testes jsou bélaveé zbarvena a v
dobe¢ tieni se nékolikanasobné zvétsuji. U nekterych druhd ryb mohou piedstavovat az
10 % télesné hmotnosti. Naopak v nepfiznivych podminkach ke tfeni se mohou varlata
sezénnich druhti ryb zmensSit na maly, snadno piehlédnutelny organ (Dietrich a Krieger,
2009). Celkové mnozstvi spermatu pii vytéru zavisi piedev§im na velikosti ryby a také
na tom, jestli se jedna o rybu s jednorazovym (vice spermatu) ¢i vicerazovym vytérem
(mén¢ spermatu) (Barus a Oliva, 1995).

Z hlediska vnitini struktury se testes kostnatych ryb od vysSich obratlovei ponékud
1isi, jsou stale tvofena semenotvornymi kandlky, které propojuje vmezetené vazivo.
Samotna testes jsou tvofena parenchymem a centralnim kanalkem, na néjz navazuji
postranni kanalky a vacky. Ve vaccich se tvofi ze zarode¢nych bunék spermatogonie,
z kterych postupné vznikaji spermie. Pohlavni buiikky jsou odvadény odvodnymi
kanalky (ductuli efferentes testis), které jsou od mocovych cest oddélené. Vyvody se
spojuji v chamovod (ductus deferens), jenz usti do sinus urogenitalis. Chamovod muze
ustit navenek bud’ samostatné anebo spolecné s mocovodem. Vyse zminény parenchym
varlat 1ze u ryb rozd¢lit na dvé formy (Dvotédk a kol., 2014).

Prvnim typem je stavba s hroznovitym neboli acindéznim uspotfadanim, jeZ mizeme
najit naptiklad u ¢eledi kaprovitych (Cyprinidae), stikovitych (Esocidae) ¢i sled’ovitych
(Clupeidae). U tohoto typu z pruhi zarode¢nych bunék opétovnym délenim vznikaji
kulovité shluky, které se protahuji do délky a uvniti Se vytvaii dutina, ktera je
obklopend nékolika vrstvami spermatogonii. Druhym typem jsou testes s radialni
strukturou parenchymu, coz je typické napiiklad pro celed” okounovitych (Percidae).
Tvoii se tim zplisobem, Ze Se epitelové buiiky naléhajici na vnitini stranu zarode¢nych
bun¢k zmnoZuji rychleji, ¢imZ dochézi ke vzniku radidln€ uspotfddanych part bunék.
Tyto pary se po urcité dobé spojuji a ze zarodecnych bunék vznikaji spermatogonie
(Dvoték a kol., 2014).
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2.1.3.1.Diferenciace testes

Identifikovat rané gonady jako budouci testes prostiednictvim vyvojovych
charakteristik zarodeénych bunék je pomérné obtizné, nebot’ zarodecné bunky
v budoucich testes jsou dlouhou dobu v neaktivni fazi (Nakamura kol., 1998), podstatné
déle nez u ovarii (Dietrich a Krieger, 2009). Zatim neni zndm jediny ptipad, kdy by
doslo nejprve k diferenciaci testes a poté az k diferenciaci ovarii (Sandra a Norma,
2010). K piechodu ze spermatogonii na spermatocyty, napiiklad u lososa masu
(Oncorhynchus masou), dojde az vokamziku zahajeni jeho anadromni migrace®.
Podobn¢ je tomu i u uhote japonského (Anguilla japonica), kdy spermatogeneze
zapo&ina v souvislosti s jeho katadromni migraci®. U dvou druht tilapie — tilapie nilské
(oreochromis niloticus) a tilapie mosambické (oreochromis mossambicus) dochazi ke
spermatogenezi ptiblizné po 50 — 70 dnech od vykuleni (Nakamura a kol., 1998),
zatimco u samic oogeneze nastava uz po zhruba 20 dnech po vylihnuti, pficemZ doba
nastupu oogeneze je zavisla na rtznych faktorech, zejména na okolni teploté
(Srisakultiew, 1993).

K identifikaci budoucich testes béhem morfologické diferenciace pohlavi lze pouzit
usporadani somatickych bunék, které je ¢asto pohlavné specifické. Pro budouci testes je
charakteristicky rozvétveny prostor vyénivajici z proximalni’ oblasti gonady smérem do
centralni stromalni® oblasti gonady, ktery byl pozorovany napiiklad u tilapie nilské
(Nakamura a Takahashi., 1973). Tento prostor se pozdéji stava zakladem pro vyvodny
kandlek, jenz je vysledkem procesu testikularniho vyvoje a je ho proto mozno vyuzit k
spolehlivému urceni pohlavi (Striissmann a Nakamura, 2002). Schematické vyobrazeni
testikularni diferenciace u tilapie nilské je znazornéno na obrazku 2. U lososa masu se
rozvétveny prostor vyvodného kanalku objevuje po 35 dnech od vylihnuti, coz ukazuje,
ze se varle morfologicky zacalo odliSovat uz od tohoto véku. Dal$im typickym znakem

pro rané testes jsou krevni kapilary nachazejici se v proximalni a distalni oblasti,

5 Anadromni migrace je migrace z motské vody do sladké za ti¢elem rozmnoZzovani.

6 Katadromni migrace je migrace ze sladké vody do moiské za uéelem rozmnozovani.

7 Proximalni je anatomicky smér sméfujici blize k trupu.

8 Stromalni oblast gonady neboli stroma, je podpiirna tkah tvofena butikami mezenchymalniho pvodu,

predevsim vazivem.
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zatimco u ovarii se objevuji v lateralni® ¢asti (Nakamura a kol., 1974). U Zivorodky
duhové (Poecilia reticulata) je mozné rané testes rozpoznat podle vyskytu agregaci
stromalnich bunék v hilarni oblasti’®. Tyto buiiky se pozdé&ji vyvijeji do chamovodu a
testikularniho intersticia. Agregace stromalnich bun¢k tedy signalizuje pravdépodobny

pocatek diferenciace testes u zivorodych druhti ryb (Takahashi, 1974).

Dny po vykuleni

100 - 150

10 23-26 35 50

Spermatogonie

Stievni

mesenterium Leydigova buika

Ceva Vivodny kanalek
Pojivova tkan
Obrézek 2 Schematické zobrazeni testikularni diferenciace u tilapie nilské (Oreochromis

niloticus) (pievzato a upraveno z Nakamura a kol., 1998)

2.1.3.2.Spermatogeneze

Béhem procesu spermatogeneze probihaji zarode¢né burniky nékolika cytologickymi
stadii (Genten a kol., 2009). Zarode¢né bunky lokalizované Vv zarode¢ném epitelu
tubularni stény testes jsou relativné velké bunky (12 — 16 um) s eozinofilni granularni
cytoplasmou a sférickym jadrem ve stifedni poloze obsahujici jemny zrnity diploidni
chromatin. Kazda primarni spermatogonie prochazi fadou mitotickych déleni, aby
vytvofila skupinu sekundarnich spermatogonii seskupujicich se do cyst. Vyvoj
jednotlivych pohlavnich bunék v cystach a celkové mnozstvi spermii v nich je fizeno
Sertoliho bunkami (Genten a kol.,, 2009; Uribe a kol., 2014). Cysticky typ
spermatogeneze je typicky kromé ryb i pro obojZivelniky (Amphibia). Tvorba cyst je

® Lateralni je anatomicky smér od roviny stiedni k boktim.
10 Hilarni oblast lezi na zadni strané testes, kam 0sti semenotvorné kanalky (tubuli seminiferi contorti) a
kde vstupuji i vystupuji cévy varlete.
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zahdjena, kdyz jsou spermatogonie obklopeny Sertoliho bunikami. Bé&hem
spermatogeneze se zvétSuje pocet zarodeCnych bunék i1 pocet Sertoliho bunék.
Seskupeni bunék, které je vysledkem rozdé¢leni ptivodnich zarodeénych bunék, udrzuji
konzistentni stadium vyvoje v cystach. Sekundarni spermatogonie jsou mensi (9 — 12
KUmM) nez primarni spermatogonie s mensimi, ale piesto velkymi, lehce bazofilnimi
sférickymi jadry s diploidnimi chromozomy a malou cytoplazmou. Nasledné v cystach,
stejné jako u vSech obratloveu, dochazi k prvnimu meiotickému déleni sekundarnich
spermatogonii, béhem néhoz dochazi Kk replikaci homolognich chromozomu a vzniku
primarnich spermatocytt, nachazejici se v prvni fazi meiozy, tj. profazi I. Priméarni
spermatocyty maji rostouci bazofilni jadra, jejichz velikost je jesté mensi (8 — 12 um)
nez velikost sekundarnich spermatogonii. Primarni spermatocyty nasledné vstupuji do
metafaze I, anafaze I a telofaze I, béhem nichz vznikaji sekundarni spermatocyty, coz
jsou malé buiky o praméru 4 — 7 pm se sférickym jadrem a vlaknitymi chromozomy,
které jsou ptipraveny k okamzitému vstupu do druhého déleni meidzy. Béhem druhého
déleni pak postupuji od profaze Il k metafazi Il, anafazi 1l a telofazi Il, a vysledkem
jsou haploidni kulovité spermatidy se sférickym jadrem o velikosti 2 — 4 um, které se
stale nachazeji uvnitt cyst (Uribe a kol., 2014). Sekundarni spermatocyty jsou zpravidla
vidény méné Casto nez primarni spermatocyty, jelikoz se po kratké mezifazi mezi
dvéma meiézami rychle rozdéli na spermatidy (Schulz a kol.,, 2010). Schéma

znéazornujici obdobi spermatogeneze je zndzornéno na obrazku 3.
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Nesouvisly zarodeény epitel s
Obnova kmenovych bunék

% Nesouvisly zarodeény epitel — > < ShlukSG — >

Obrazek 3 Schéma znazornujici vyvoj pohlavnich bungk v zdrode¢ném epitelu béhem ro¢niho

reprodukéniho cyklu. L — lobuldrni lumen; SE — Sertoliho bufiky; SG — spermatogonie; DSG —

déleni spermatogonie; SC — spermatocyty; ST — spermatidy; SP — spermie (pfevzato a upraveno
z Uribe a kol., 2014)

V intersticiu testes, respektive mezi cystami se také nachazeji malé pocty
polymorfnich Leydigovych bun¢k se sférickymi jadry a eozinofilni cytoplazmou.
Leydigovy buiiky prod€lavaji nejveétsi rozvoj tésné pied a béhem reprodukéniho obdobi,

kdy produkuji steroidni hormony, prostfednictvim nichz ovliviiuji zrani spermii (Genten
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a kol., 2009). Cely proces spermatogeneze a nésledné spermiogeneze je u nékterych ryb
sezonni, a u jinych se jedna o vice ¢i méné kontinualni proces (Takashima a Hibiya,
1995).

Z hlediska morfologické struktury testes a procesu spermatogeneze je rozliSovan
tubulérni a lobuldrni typ testes (Billard, 1986; Takashima a Hibiya, 1995). U
tubul&rniho typu se ve stiedu testes vytvaii rozsahla dutina, kde se ukladaji spermie,
které jsou seskupené do svazki nazyvanych spermatofory. Jednotlivé tubuly jsou
orientovany od centralni dutiny smérem k periferii testes, pfiCemz zarode¢né bunky a
kmenové spermatogonie se nachazeji pouze ve vrcholcich téchto tubulid. Odtud se
spermatogonie organizuji do cyst, ve kterych probiha jejich vyvoj a postupné migruji do
centra testes. Tubularni typ testes je obecné typicky pro zivorodé druhy ryb jako je
kupiikladu zivorodka duhovéa (Billard, 1986). Testes Zivorodky duhové jsou zobrazeny

na obrazku 4.

Chamovod

Testikularni dutina

Obrazek 4 Tubularni typ testes u zivorodky duhové (Poecilia reticulata) (pfevzato a upraveno
z Billard, 1986)

U lobularniho typu utvaii pojivova tkan nepravidelné lobuly, které jsou obklopeny
zarodeénym epitelem. Spermatogonie, respektive cysty, se u tohoto typu nachazeji
podeél celé délky lobula, zatimco u tubularniho typu se vykytuji pouze ve vrcholcich
tubuld. V pribéhu spermatogeneze se cysty pohybuji mirné smérem ke stfedu lobuld,
kde se na konci spermatogeneze spermie uvoliuji do sestupnych kanalka v lobulech,
znichz se nasledné¢ dostdvaji do odvodnych kandlkl testes. Slozitost struktury
lobularnich testes se u ruznych druhd 1i$i, ponévadz rozsiteni pojivové tkané se muze

vice ¢i méné piekryvat. Lobularni typ testes je typicky pro vétSinu kostnatych ryb,
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naptiklad pro pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) (Billard, 1986), jehoZ testes
jsou zobrazeny na obrazku 5. Na obrazku 6 jsou zndzornény a porovnany testes

tubularniho typu zivorodky duhové a lobularniho typu pstruha duhového.

_Rozsireni
_ pojivové

Testikularni tkané

kapsle —

=Wtz

Chamovod

Obrézek 5 Lobularni typ testes u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) (pievzato a
upraveno z Billard, 1986)

Tubularni typ Lobularni typ

® SA
Cysta
Sb
Pohyb:

= Cyst
==& Spermii

~= ALILD,
A A

Obrazek 6 Schematické znazornéni a porovnani dvou typt testikuldrni struktury kostnatych ryb
tj. tubularniho typu u zivorodky duhové (Poecilia reticulata) vlevo nahote a lobularniho typu u
pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) vpravo nahofe. Vlevo dole: pfiény fez spermatickou
cystou. Vpravo dole: pti¢ny fez lobulem — vlevo: stadium pohlavniho klidu, vpravo: probihajici
spermatogeneze. SA — spermatogonie typu A (primarni); Sb — Sertoliho burky; ok — odvodné

kanalky; ib — intersticialni buiiky; bm — bazalni membrana (ptevzato a upraveno z Billard, 1986)
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2.1.3.3.Spermiogeneze

Posledni fazi, kterd nasleduje po procesu spermatogeneze je spermiogeneze, béhem
které nedochazi k déleni, ale k morfologické transformaci spermatid na spermie,
nejmensi spermatogenni buiiky o velikosti mensi nez 2 um (Johnson a kol., 2010).
Tento proces je charakterizovan vyznamnymi morfologickymi zménami spojenymi
s tvorbou hlavy spermii, eliminaci cytoplazmy, kondenzaci chromatinu, vytvofeni
bi¢iku (Genten a kol., 2009) a piipadné¢ u nékterych druhii ryb jako jsou jeseteroviti
(Acipenseridae) se vznikem akrozomu. V ramci pokraujici spermiogencze se jadra
spermatid postupné zmensuji, pfi¢emz chromatin vykazuje rostouci stupen kondenzace.
Struktura a velikost spermii se mezi kostnatymi rybami zna¢né¢ lisi (Uribe a kol., 2014).
V pribéhu spermiogeneze také dochazi k rozpadu cyst a spermie zapliuji sestupné
kandlky lobuld. Pozdéji se dostavaji do odvodnych kandlkd, pficemz v této dobé
nastava kapacitace spermii, respektive jejich zavére¢né zrani, béhem néhoz dochazi ke
koncentrovani spermatu v odvodnych kanalcich, chamovodu ¢i semennych vaccich
(vesiculae seminales). U ngkterych druht ryb, jako je tomu napiiklad u zivorodky
duhové, muze dochazet k souasnému zrani vSech spermii, které jsou poté vypoustény
jako balic¢ky spermii (tzv. spermatozeugmata) do sestupnych kanalka lobuld a nasledné

jejich odvodnych kanalki (Genten a kol., 2009).

2.1.3.4.Regulace spermatogeneze a spermiogeneze

Cely proces spermatogeneze od spermatogonialni obnovy kmenovych bunék,
pfechod spermatogonii do meidzy, mnoZeni Sertolitho bun€k aZ po vznik spermii je
podobné jako u ostatnich obratlovcd komplexni proces regulovany neuroendokrinnim
systtmem. Spermatogeneze probiha ve specifickém biochemickém prostiedi
definovaném Sertoliho buiikami, jejichz vyvoj souvisi s vyvojem zarodecnych bunék.
Sertoliho buiiky obklopuji zarodecné bunky, komunikuji s nimi a odd€luji je od
ostatnich somatickych tkani permeabilni membranou. Tyto interakce mezi Sertoliho
bunkami a zarodeénymi bunkami jsou fizeny neuroendokrinni osou: hypothalamus —
hypofyza — testes (Uribe a kol., 2014). Spermatogeneze je stimulovana gonadotropiny,

hormony vylu¢ovanymi hypofyzou, jejichz produkce je ftizena gonadotropiny
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uvolnujicimi hormony (gonadotropin releasing hormones, GnRH), které se vytvareji
v hypotalamu (Schulz a kol., 2010). V pocate¢nich stadiich spermatogeneze hraje hlavni
roli predevsim folikuly stimulujici hormon (follicle stimulating hormon, FSH), ktery
fidi zmnozovani Sertoliho bun¢k a ma také vliv na produkci hlavniho androgenniho
hormonu, 11-ketotestosteronu (11-KT) (Uribe a kol., 2014). 11-ketotestosteron spolu s
rastovymi faktory jako jsou napiiklad inzulinu podobné rastové faktory (IGF-1, IGF-II,
insulin-like growth factor) nebo s aktiviny, stimuluje spermatogenezi (Nobrega a kol.,
2015). V pozdnich stadiich vyvoje pohlavnich bun¢k je vyznamny zejména luteinizacni
hormon (Luteinizing hormone, LH), nebot’ se prostiednictvim progestini podili na

spermiogenezi a spermiaci (Uribe a kol., 2014).

2.1.4. Samic¢i pohlavni soustava (apparatus genitalis femininus)

Pohlavnimi organy samic (jikernacek) jsou vaje¢niky (ovaria) a produkuji samici
pohlavni bunky — vajicka, u ryb znamé jako jikry (Dvotdk a kol., 2014). Jikry podle
druhu mohou vykazovat variabilitu ve velikosti i tvaru, pficemz velikost je ovlivnéna
zejména mnozstvim vyzivného zloutku (Barus§ a Oliva, 1995). Sami¢i rozmnozovaci
soustava kostnatych ryb, na rozdil od savct, je vysoce variabilni, nebot’ zahrnuje celou
fadu reprodukénich modeld jako naptiklad jiz zminéna viviparie ¢i ovoviviparie.
Vajecniky vétSiny kostnatych ryb maji strukturu dutého, parového orgénu,
nachazejiciho se v dorsalni ¢asti peritonealni dutiny, kde jsou pfipojeny k hibetnimu
peritoneu (napf. danio pruhované). Umisténi ovarii u dospélce dania pruhovaného je

zobrazeno na obrazku 7.
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Obrézek 7 Umisténi ovarii u dospé€lce dania pruhovaného (Danio rerio). M — svalovina; V —
obratle; K — ledviny; Sb — plynovy méchyt; O — ovaria; L — jatra; S — slezina; P — slinivka; | —
stievo (Dietrich a Krieger, 2009)

U nékterych druhu ryb jako je napiiklad medaka japonska (Oryzias latipes) se ovsem
vyskytuji pouze neparova ovaria (Dietrich a Krieger, 2009), popiipadé parové
uspofadani ovarii béhem raného ontogenetického vyvoje splyne do jednoho
samostatného neparového celku, k ¢emuz dochazi kuptikladu u zivorodkovitych nebo
okouna zlutého (Perca flavescens) (Baru§ a Oliva, 1995). Zcela vyvinutd ovaria,
naplnéna zralymi jikrami, mohou v nékterych pfipadech piedstavovat vice nez 50 %
télesné hmotnosti ryb. V ptipadé¢ nevhodnych podminek ke tfeni se ovaria stejné jako
testes mohou zmens$it na maly a nevyrazny organ (Parenti a Grier, 2004). Vysledné
mnozstvi jiker pfi vytéru je podobné jako u spermatu zavislé jednak na velikosti ryby a
samoziejmé také na tom, zda se jedna o rybu s jednordzovym vytérem (vice jiker), kdy
dochazi k synchronnimu dozravani oocytii anebo 0 rybu s vicerdzovym vytérem (méné
jiker), u kterych dochazi k asynchronnimu dozravani oocytii (Barus a Oliva, 1995).

Ovaria jsou rozd€lena vazivovymi prepazkami, které jsou obvykle postaveny napfiic
(ostnoploutvi, Perciformes), avSak u nékterych taxont i podélné (makreloviti,
Scombridae ¢i treskoviti, Gadidae). V ovariich vznikaji uvniti folikuli ze zarode¢nych
bunék oogonie a z nich pak postupné jikry. Dozralé jikry jsou po ovulaci odvadény do
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primitivniho vejcovodu (oviductus), jenz se u ryb vytvafi sristem peritonealnich
duplikatur obalujicich ovarium. U ¢eledi lososoviti (Salmonidae), chrupavditi
(Chondrostei) anebo uhotoviti (Anguillidae) jsou vejcovody omezeny na velice kratké
nalevky, které Usti na ostium genitale za fitnim otvorem. Samice ryb, které své jikry
vypuzuji ptimo do vejcovodu, se oznacuji jako cystovarijni (kostnaté ryby), zatimco
samice uvolnujici jikry v disledku prasknuti stény ovaria do t€lni dutiny se oznacuji
jako gymnovarijni (chrupav¢iti) (Dvotak a kol., 2014). Histologické vySetieni tkané
ovarii u nékterych druhu ryb, napiiklad z ¢eledi kaprovitych (Cyprinidae), odhaluje
jikry ve vSech fazich vyvoje i degenerace, coz je zpusobeno tim, ze oocyty béhem
reprodukéniho obdobi nedozrévaji soubézné. Naopak u lososovitych druhu ryb, které
synchronizuji reprodukci vSech zivotaschopnych oocytl v jediném okamziku, mtze byt

vyvojove stadium, v némz se oocyty nachazeji, jednotnéjsi (Genten a kol., 2009).

2.1.4.1.Diferenciace ovarii

Jak jiz bylo zminéno, k ovarialni diferenciaci vétSiny zkoumanych kostnatych ryb
(gonochoristl) dochazi podstatné diive, nez K testikularni diferenciaci (Dietrich a kol.,
2009). Vyjimkou je ale kuptikladu tilapie mosambicka a tilapie nilskd vykazujici
simultanni vyvoj u obou pohlavi (Strissmann a Nakamura, 2002). Za poc¢atek ovarialni
diferenciace lze povazovat charakteristické zmény jako je nastup intenzivniho
mitotického déleni primarnich zarode¢nych bungk, jejich nésledny vstup do meiozy a
proliferace somatickych bun€k s charakteristickym uspotfadanim, které nakonec vede
k vytvoteni ovarialni dutiny (Sandra a Norma, 2010).

Pribéh ovarialni diferenciace byl sledovan u nékolika druhi ryb. Napiiklad u tilapie
mosambické ¢i pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) bylo prokazano, ze jednim z
podstatnych znakli ovaridlni diferenciace je rychly narlst a celkové vysSi pocet
zarode¢nych bunék pted meiotickym délenim ve srovnani s testikularni diferenciaci
(Nakamura a kol., 1998). U medaky japonské bylo zjisténo, Ze mitdza zarodecnych
bunék se u samic uskuteCiiuje jesté pred vylihnutim, zatimco u samcl mitdza
nezapocne, pokud celkova délka téla ryby nedosahne minimaln¢ 6,5 cm (Ornitake,
1972). U dania pruhovaného se na pocatku ovarialni diferenciace v budoucich

pohlavnich zlazach vyskytuji pouze oocyty, které zhruba u poloviny jedinct v disledku
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apoptdzy*! degeneruji a zmizi. Nasledné pak u nich dochazi k rozvoji testikularni tkang
a gonddy se diferencuji na testes. Tento jev, oznacovany jako juvenilni
hermafroditismus, byl krom¢ dania pruhovaného prokazan naptiklad u parmicky
¢tyipruhé (Puntigrus tetrazona) a lososa masu. Diky tomuto jevu neni u téchto druht
ryb vyskyt oocyti spolehlivym kritériem pro identifikaci ranych ovarii (Nakamura a
kol., 1998). Schematické vyobrazeni ovaridlni diferenciace u tilapie nilské je

znizornéno na obrazku 8.

Dny po vykuleni

10 23-26 50 70 100 - 150

Bunka produkujici steroidy
Ovarialni dutina

QOogonie

Meidza

Granulosni vrstva

Obrazek 8 Schematické zobrazeni ovarialni diferenciace u tilapie nilské (Oreochromis niloticus)

(pfevzato a upraveno z Nakamura a kol., 1998)

2.1.4.2.00geneze

Oogeneze je proces, béhem né¢hoz dochazi ke vzniku samicich pohlavnich bunck
(jiker). Samotny pribéh oogeneze muze byt rozdélen podle hlavnich morfologickych
charakteristik rustu do tii zakladnich fazi — previtellogenni, vitellogenni a faze zrani
oocytd. Nejprve dochazi k formovani primarnich oogonii z prvotnich zarode¢nych
bunék, po kterém nasleduje mitotické déleni primarnich a posléze sekundarnich
oogonii. Vétsina kostnatych ryb ma folikularni typ pohlavnich buné€k, coz znamena, ze
oogonie jsou obaleny primarnim folikulem, ktery pozd¢ji nahrazuje sekundarni folikul,

zvany Grafav (Genten a kol., 2009). Pro oogonie je charakteristické relativné velké

11 Apoptéza je jeden z hlavnich typl programované buné&né smrti.
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jadro a minimalni mnozstvi cytoplazmy (Johnson a kol., 2010). Ze sekundarnich
oogonii nasledné vznika oocyt 1. fadu, ktery vstupuje do profaze 1. meiotického déleni,
béhem niz je zadrZen a dochazi k jeho ristu (Nakamura a kol., 2011), ktery je regulovan
17-B-estradiolem (E2). Uvnité oocytu 1. tadu se poté shromazd’uje ribozomalni
ribonukleové kyselina (ribosomal ribonucleic acid, rRNA), mediatorova ribonukleova
kyselina (messenger ribonucleic acid, mRNA) a syntetizuji se glykoproteiny, jez se
pozdéji formuji do kortikalnich granuli. Dale také dochazi k tvorbé oocytarnich lipidi,
které jsou pro vyvoj budouciho embrya velice dulezité. Oocyty I. fadu jsou v této dobé
obklopeny jednou vrstvou folikularnich bun€k (Patifio a Sullivan, 2002). Poté nasleduje
vitellogenni faze, béhem niz dochazi k produkci vitelogeninu (Vtg), coz je
glykofosfolipoprotein (Kishida a Specker, 1993), ktery je syntetizovan v jatrech
a transportovan cévnim systémem. Syntéza vitelogeninu je u lososovitych ryb
indukovana produkci FSH, zatimco u teplomilnych druhG ryb a pfevazné vétSiny
ostatnich ryb je vitelogeneze zptsobena produkci LH (Patifio a Sullivan, 2002).
Vitelogenin nasledné slouzi jako prekurzor pro vznik zloutkového proteinu, hlavniho
zdroje zivin béhem raného vyvoje ryb (Kishida a Specker, 1993). Folikul s oocytem se
v tomto obdobi sklada z nékolika vrstev zahrnujicich povrch zarodeéného epitelu,
théku, kortikalni vrstvu, zénu radiata a rosolovitou vrstvu budouciho vajicka
ozna¢ovanou jako vitelinni vrstva (Patifio a Sullivan, 2002). Jednotlivé vrstvy jsou

zobrazeny na obrazku 9.

Povrch
zarode¢ného
epitelu

Zona radiata

Vitelinni
vrstva

Kortikalni

QOoplasma vrstva

QOocyt Folikul

Obrézek 9 Schéma folikulu a oocytu (pfevzato a upraveno z Johnson a kol., 2010)
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V pribéhu vyse uvedeného obdobi prochazi oocyty nékolika po sobé jdoucimi
vyvojovymi stadii, béhem nichz postupné rostou. To zahrnuje mimo zminénych oogonii
chromatinové jaderné oocyty, perinukleolarni oocyty, kortikalni alveolarni oocyty, rané
vitelogenni oocyty, pozdné vitelogenni oocyty a na konci celého procesu zralé oocyty.
Chromatinové jaderné oocyty jsou oproti oogoniim vcetné jadra o néco vétsi a obsahuji
vice cytoplazmy. Nasledujici perinuklearni oocyty jsou charakteristické vyskytem
tmavych skvrn v cytoplasmé, avS8ak u pozdnich perinukleolarnich oocyti se v
cytoplazmé mohou objevovat malé ¢isté nebo amfofilni vakuoly. Pro kortikalni
alveolarni oocyty je ptizna¢ny vyskyt kortikalnich alveol v ooplazmatu. Take je v tomto
obdobi pomémé dobie viditelny chorion a perifolikularni buiiky Ize pomérné snadno
vizualizovat. Rané vitelogenni oocyty jsou typické svym centralizovanym vzhledem
sférickych vitelogenich zloutkovych granuli, zatimco pozdni vitelogenni oocyty se
vyznacuji zvySenou akumulaci vitelogenich granuli. V tomto stadiu také zacina jadro
migrovat k obvodu buriky (Johnson a kol., 2010).

Nasledné zac¢ina zrani oocytu, které je indikovano zminénou periferni migraci jadra
smérem k animalnimu pélu a rozpusténim jaderné membrany (Patifio a Sullivan, 2002;
Johnson a kol., 2010). Zréni oocytu je fizeno predevsim LH, ktery se navaze na receptor
v théce a zapo¢ne tvorba tzv. hormonu indukujiciho dozravani (maturation inducing
hormone, MIH). U lidi ma tuto Glohu hormon progesteron (P4), zatimco pro ryby je
druht 17,208,21-trihydroxy-pregn-4-en-3-on (17,208,21-P) (Scott a kol., 2010). LH
taktéz znovu spousti proces meidzy (Patifio a Sullivan, 2002), ktery je doprovazen
rozpadem zarode¢ného vacku. Po dokonéeni prvniho meiotického déleni vznika prvni
polarniho télisko, které degeneruje na oocyt II. fadu, u n€hoz dochazi k zadrzeni
druhého meiotického déleni v metafazi Il (Lubzens a kol., 2010). K nésledujicimu
obnoveni meidzy Il u ryb a obojzivelniki dochédzi az po navazani MIH na membréanu
oocytu prostfednictvim membranového receptoru pro MIH (membrane MIH receptor,
MMIHR). MIH je obecné povazovan za nezbytny a dostateény signal k opétovnému
spusténi procesu meidzy u kostnatych ryb. Zprostiedkovavat ho vSak muze i fada jinych
faktorti jako jsou naptiklad jiz zminéné inzulinu podobné rustové faktory, aktiviny,
serotonin ¢i epidermalni rustovy faktor (epidermal growth factor, EGF) (Patifio a
Sullivan, 2002). Obecny pohled na vyvoj oocyti béhem obdobi sekundarniho rastu je

znazornén na obrazku 10.
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Sekundarni rust
Obrézek 10 Vyvoj oocytu v obdobi sekundarniho ristu. PG — oogonie v primarnim ristu; CA —
kortikalni alveolarni oocyty; Vtg — vitelogeneze, kterou lze v souvislosti s rozsahem
Zloutkovych globuli nebo trombocyti v ooplazmé rozdélit na primarni (Vtgl), sekundarni
(Vtg2) a terciarni (Vtg3); GVM — migrace zarodeénych vacku; YC — koalescence Zloutku;
GVBD - zanik zarode¢nych vackt; H — hydratace; POF — postovulaéni folikuly (pfevzato a

upraveno z Lowerre-Barbieri a kol., 2011)

2.1.4.3.0vulace

Posledni fazi vyvoje jikry je ovulace, ktera je fizena pomoci MIH a prostaglandin.
Samotny proces ovulace se sklada z prasknuti zralého folikulu s oocytem II. fadu (tj.
Gréfova folikulu) a procesu vypuzeni vajicka do vejcovodu a nasledné do vnéjsiho
prostiedi, kde dochazi k oplodnéni doprovazeném dokoncenim druhé meidzy a
vylou¢enim druhého polarniho téliska (Patifio a Sullivan, 2002). Prasknuté folikuly, jez
jsou také znamé jako postovulacni, zustavaji v ovariich az do té doby, neZ dojde k jejich
resorpci (Lowerre-Barbieri a kol., 2011). Pribéh oogeneze u medaky japonske je

zobrazen na obrazku 11.
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Obrézek 11 Ptiklad oogeneze u medaky japonské (Oryzias latipes) (pfevzato a upraveno z
Takashima a Hibiya, 1995)

U ryb s vnitinim oplodnénim se jikry zadrzuji v téle samice, kde dochazi k jejich
oplodnéni. Nasledné jsou pak z téla vypuzovany bud’ oplodnéné jikry (ovoviviparie)
anebo pifimo vykuleny pladek (viviparie). Vnitini oplodnéni se vyskytuje u
zivorodkovitych a fady dalSich ryb z riznych Celedi (Genten a kol., 2009). Viviparni
druhy na rozdil od ovoviviparnich druhti zpravidla nemaji Zloutek a jejich vyziva je
zajiStovana matefskym organismem. Pro viviparni druhy ryb jsou také typicka rlizna
specifika v oblasti reprodukéni biologie, jako je napiiklad vyvoj embrya nékolik tydnt
po oplozeni v dutém vaje¢niku, ktery se stava vysoce vaskularnim a jeho epitel uvoliuje
ziviny potiebné pro vyvoj embryi (Chester-Jones a kol., 2013). Existuje samoziejme¢ i
fada dalsich morfologickych a funkénich adaptaci, a to jak u matetského organismu, tak
I embryi, pfi¢emz tyto adaptace jsou zaméfené piedevsim na usnadnéni pienosu zivin a
kysliku od matky do embrya a na specifické mechanismy souvisejici s likvidaci

metabolickych odpadii. Takovéto pozoruhodné strukturalni upravy se vyskytuji
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naptiklad u ¢eledi Gudeovitych (Goodeidae) (Genten a kol., 2009). U jinych druht zase
nedochazi k ovulaci vibec a oplodnéni probihd piimo ve folikulu, ktery se pozdéji
transformuje na vyzivovaci strukturu oznacovanou jako folikularni pseudoplacenta

(Chester-Jones a kol., 2013).

2.1.4.4.Regulace oogeneze a ovulace

U samic stejné jako u samct je proces oogeneze a ovulace regulovany
neuroendokrinnim systémem, konkrétné osou hypothalamus-hypofyza-ovaria. Jak jiz
bylo uvedeno vyse, ke zrani oocytli dochazi prostiednictvim LH, ktery stimuluje buniky
folikula k syntéze steroidu vyvolavajiciho dozravani (maturation-inducing steroid,
MIS). Nejvyznamngj$im steroidem z hlediska dozravani je 170,20B-dihydroxy-4-
pregnen-3-one (Nagahama a kol., 1995). Po dozrani oocytli dochazi za piedpokladu
produkce LH. LH je nezbytny pro iniciaci steroidogeneze a nasledné ovulace (Patifio a
Sullivan, 2002). Studie s karasem zlatym (Carassius auratus) prokazaly, Ze pro uspé$né
dosazeni piedvytérové hladiny LH jsou dilezité zejména vyssi hladiny testosteronu (T)
a 17B-estradiolu, pfi¢emz mechanizmus pozitivni ¢i negativni zpétné vazby steroidnich
hormont je potvrzeny u spousty druhti ryb (Kobayashi a kol., 1989). Inhibi¢né
v souvislosti se sekreci LH a soucasné protichudné vici vlivu GnRH pusobi dopamin
(dopamine, DA). Dopamin je katecholaminni neurotransmiter, jenz zabraiuje
pfed¢asnému dozravani pohlavnich produktl. Kli¢ovou roli z hlediska tlumiciho t¢inku
dopaminu béhem vitelogeneze hraje s nejvétsi pravdépodobnosti hladina 17p-estradiolu
(Dufour a kol., 2005). Uginky zpétné vazby pohlavnich hormonti puisobi na mozek a
podvések mozkovy, ¢imz umoziuji integraci s environmentalnimi podnéty, tak aby ve
vysledku vyvolaly pozadovany narust piedovulaéni urovné LH (Aida, 1988).

Zjednodusené schéma reprodukéni osy ryb je uvedeno na obrazku 12.
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Obrézek 12 Zjednodusené schematické znazornéni reprodukéni osy ryb (pievzato a upraveno

z Mylonas a kol., 2010)
2.2.Zivorodka Wingeova (Poecilia wingei)

Zivorodka Wingeova také ¢asto nazyvana Endlerova, je drobna akvarijni ryba patiici
do cCeledi Zivorodkovitych. Je blizce pfibuzna znamé Zivorodky duhové, od které se lisi
zejména barevnym vzorem a lehce rozdilnou morfologii gonopodia (Poeser a kol.,
2005). Jedna se o endemicky druh, ktery se v soucasnosti ptirozené vyskytuje pouze
v severni Venezuele, ve dvou oblastech zvanych Cumana (Alexander a Breden, 2004;
Schories a kol., 2009) a Campona (Poeser a kol., 2005). Z hlediska chovu jsou
zivorodky nenaro¢né ryby s kratkou reprodukéni dobou, a proto nachazeji uplatnéni
jako modelovy experimentalni organismus v laboratotich (Dietrich a Krieger, 2009;
Schories a kol., 2009). Zivorodka Wingeova byla pro tuto praci pouZita také proto, Ze se
u ni vyskytuje vyrazny pohlavni dimorfismus, ktery byl zhlediska pozdé&jsiho

posouzeni vlivu etonogestrelu na sekundarni pohlavni znaky dileZity.
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2.2.1. Pohlavni dimorfismus Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei)

VSechny druhy ¢eledi Zivorodkovitych se rodi s nediferencovanou analni ploutvi. U
samcu se vSak analni ploutev v dasledku ptsobeni samcich pohlavnich hormoni
modifikuje do pomocného kopula¢niho orgdnu — gonopodia, ktery béhem kopulace
slouzi Kk ptenosu spermii (Turner, 1942; Angus a kol., 2001). Detail pohlavniho
dimorfismu analni ploutve gambusie komari (Gambusie affinis) je zobrazen na obrazku
13.

Obrézek 13 Detail pohlavniho dimorfismu anélni ploutve gambusie komaii (Gambusie affinis)

(pfevzato a upraveno z Angus a kol., 2001)

Gonopodium Ize povazovat za unikatni a z hlediska struktury pomérné slozity organ.
Sklada se z deviti ¢i deseti segmentovanych paprskil, z nichZ tii (tieti, étvrty a paty) jsou
prodlouzeny vice nez ostatni (Huang a kol., 2016; Coad, 2017) a na jejich konci se ¢asto
nachazi rizné zpétné hacky, které pii kopulaci slouzi k uchopeni samice do té doby, nez
dojde k pienosu spermii (Turner, 1941; Rosen a Bailey, 1963). Podrobna struktura
gonopodia Zivorodky duhové, blizké ptibuzné zivorodky Wingeovy, je zndzornéna na
obrazku 14.
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Obrézek 14 Gonopodium zivorodky duhové (Poecilia reticulata) (pfevzato a upraveno z Rosen
a Bailey, 1963)

U samic se béZné¢ gonopodium nevytvaii, avSak v disledku pisobeni hormont
s androgenni aktivitou (ethinyltestosteron, 17-methyltestosteron, androstenedion C¢i
spironolakton) se jejich analni ploutev do struktur podobnych gonopodiu mtize vyvinout
a dochézi k tzv. maskulinizaci neboli k projeviim saméich pohlavnich znaki u samic
(Angus a kol., 2001). Maskulinizace samic se mize projevit naptiklad prodlouzenim 4.
vyrustku se zaoblenym koncem nachazejicim se na spodnim okraji gonopodia (Bailey,
1963). Tento vyristek byva v anglicko-jazy¢né literatufe oznaCovan jako ,,palp®.
V nésledujicim textu budu pro lepsi ptehlednost uvadét tento anglicky termin.

Na druhé¢ stran¢ feminizace samci, tj. vyskyt samicich pohlavnich charakteristik u
samct, se projevuje kupiikladu zvySenim hladiny 17p-estradiolu, syntézou vitelogeninu
¢i snizenim hladiny testosteronu, coz nasledné vede k inhibici rustu testes a poklesu
produkce spermii (Tian a kol., 2012). U samcti muze také nastat v disledku pusobeni
hormont s androgenni aktivitou hypermaskulinizace, ktera se projevuje naptiklad
signifikantné zvySenou hmotnosti testes anebo zvySenim poctu segmentl paprski
gonopodia v porovnani se samci, kteti zadné hormonalni latce exponovani nebyli (Hou
a kol., 2018a).

Dalsim typickym sekundarnim pohlavnim znakem je pestrobarevné zbarveni samct
zahrnujici Cerné, Cervené, oranzové, zluté ¢i modré skvrny (Schories a kol., 2009).
Samice jsou obvykle pouze jednobarevné (Poeser a kol., 2005). Nicméné v dusledku

pusobeni hormonalnich latek mtze dojit k vyskytu barevnych skvrn i u samic (Skold a
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kol., 2008) anebo naopak k poklesu rozsahu a intenzity atraktivniho zbarveni samct
(Tian a kol., 2012). Poslednim, na prvni pohled znatelnym rozdilem mezi samci a
samicemi, je jejich velikost. Samci obvykle dosahuji délky okolo 2,5 cm, zatimco
samice mohou dordstat az do délky 4 cm (Poeser a kol., 2005). Samotny rtst ryb muze
byt ovlivnén kromé environmentalnich podminek také ptitomnosti steroidnich hormond,
zejména pokud jsou pfitomny ve vodach dlouhodobé¢ a ve vyssich koncentracich (Angus
a kol., 2001). Ptirozeny vzhled samce a samice zivorodky Wingeovy je zobrazen na
obréazku 15.

Obrazek 15 Vzhled samce (nahoie) a samice (dole) zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei)

(pfevzato a upraveno z Rezucha, 2014)
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2.2.2. Reprodukéni strategie Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei)

Pro samce zivorodky Wingeovy je charakteristické vyuZivani riznorodych
reprodukénich taktik, které mohou podle potieby stiidat, pti¢emz jejich hlavnim cilem
je dosazeni maximalnich individualnich reproduk¢nich uspécht. Chce-li samec samici
presvédc¢it ktzv. kooperativnimu pafeni, dvoii se ji formou tzv. sigmoidniho
predvadéni, béhem néhoz se pred samici rychle natiasa, ukazuje své rozmanité zbarvené
télo s doSiroka roztazenymi ploutvemi a télo ma piitom zkroucené do polohy
ptipominajici pismeno S (Pilastro a Bisazza, 1999). Barevnéjsi samci maji sice vétsi
Sanci na spafeni, nicméné ve vodach jsou viditeln&j$i a jsou tak snadné&jsi kofisti pro
ptipadné predatory. Proto se také mira zbarveni u samci obvykle snizuje se zvysujici se
arovni predace (Godin a McDonough, 2003).

Samci mohou také samicku pronasledovat a pokusit se ji oplodnit nenapadné
(sneaking) tim zpasobem, Ze zezadu do sami¢¢ina pohlavniho otvoru zasunou vztycené
gonopodium a uvolni malé mnozstvi spermatu uskladnéného ve vaccich (tzv.
spermatozeugmatech). Cela akce je v porovnani s dvofenim velice rychlé, nebot’ trva
pouze zlomek vtefiny az né€kolik vtefin. Celkovy objem spermatu dopraveného do
samice beéhem sneakingu je oproti kooperativnimu paieni mensi a existuje tudiz riziko,
ze nedojde k oplodnéni (Rezucha, 2014).

Samicky jsou receptivni k podnétim samcl a nasledné ke kooperativnimu pareni
pouze par dni poté, co dojde k vypuzeni potomstva z jejich téla. V této dobé dovoluji
sameCkiim se S nimi pafit. Sami¢ky mohou byt oplodnény i v jiném obdobi, avsak
pouze prostiednictvim sneakingu, pfi¢emz spermie jSOU schopny pietrvavat v samicich
vejcovodech pomémé dlouhou dobu (Houde, 1997). U zivorodky Wingeovy a ji
podobnych druht plati pravidlo posledniho samce, coz znamena, ze samec, ktery se se
samickou spafil naposledy, zplodi zpravidla vétSinu potomstva (Evans a Magurran,
2001).

Samci vénuji reprodukénim strategiim, respektive snaze o spafeni, pomérné hodné
Casu i energie. Tyto strategie mohou byt budto vrozené anebo ziskané vlastni
zkuSenosti ¢i pozorovanim jinych jedinci. To, jakym zplsobem samci pouZiti téchto
taktik vybalancuji, zavisi u zivorodek obecné jednak na environmentdlnich faktorech

jako jsou intenzita okolniho svétla nebo rychlost proudéni vody, jednak na faktorech
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ekologickych, coz je napiiklad dostupnost potravy, stupeni predace, vnitrodruhova
kompetice, popula¢ni hustota, pomér pohlavi ¢i stupen parazitace. Podstatny vliv maji i
faktory fyziologické, morfologické a genetické, které zahrnuji kuptikladu biezost

samice, zbarveni anebo délku ocasni ploutve (Rezucha, 2014).

2.3.Cizorodé latky ve vodnim prostredi

Zivotni prostiedi je nepfetrzité zatdZovano riznymi cizorodymi latkami —
xenobiotiky (Fent, 2015; Hou a kol., 2018a). V prub¢hu 20. stoleti se zacalo vyrabét
velké mnozstvi téchto latek, pfiCemz mezi tyto latky patii kuptikladu polychlorované
bifenyly (polychlorinated bifenyl, PCB), polycyklické aromatické uhlovodiky
(polyaromatic  hydrocarbons, PAH), organochlorové pesticidy (organochlorine
pesticides, OCP), dibenzo-p-dioxiny (polychlorinated dibenzodioxins, PCDD) a mnoho
dalsich. Od pocatku Sedesatych let si ovSem lidé zacali uvédomovat mozné nepiiznivé
ucinky cizorodych latek a jejich potencidlni rizika pro zivotni prostfedi. Z tohoto
duvodu se fada téchto nebezpetnych latek budto piestala vyrabét Gplné anebo jejich
vyroba byla do urcité miry sniZena (Van der Oost a kol., 2003).

V soucasnosti jedno z nejvétSich rizik pro zivotni prostfedi a vodni organismy
predstavuji hormonalné aktivni latky znamé jako endokrinni disruptory (endocrine
disrupting chemicals, EDC) (Angus a kol., 2001; Kloas a kol., 2009; Fent, 2015).
Endokrinni disruptory tvofi pomémé bohatou a rdznorodou skupinu sloucenin
exogenniho ptvodu, které jsou schopny ménit béznou funkci endokrinnich systému
prostiednictvim interference se specifickymi receptory a tim posléze naruSovat syntézu,
sekreci, transport ¢i pusobeni pfirozenych hormont v téle, které jsou zodpovédné za
normalni vyvoj organismu (Snyder a kol., 2003). K témto latkdim fadime jak latky
antropogenniho puvodu (napf. syntetické steroidni hormony, chlorované pesticidy,
tézké kovy), tak samozieymé 1 latky piirodniho ptivodu jako jsou kuptikladu
fytoestrogeny anebo piirodni steroidni hormony (KieSinova a kol., 2009). Mezi
nejsilngjsi endokrinni disruptory patii pravé zminéné piirodni Steroidni hormony, ale i
jejich syntetické analogy, které jsou schopny interakce s mnoha rtiznymi hormonalnimi

receptory a jejich ucinek se mize projevit jiz ve velmi nizkych koncentraci, tj. uz od
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jednotek nanogramu na litr, pficemz tyto latky piedstavuji riziko pfedevSim pro vodni

ekosystémy, kde vétSina téchto substanci konci (Fent, 2015).

2.3.1. Progestiny

Syntetické progestiny oznaCované také jako gestageny ¢i progestogeny (Fent, 2015)
jsou vyrabény s cilem napodobit pfirodni hormon progesteron a vazat se na
progesteronovy receptor. Pouzivaji se pfi 1é¢bé fady zdravotnich problému, zahrnujici
napiiklad rakovinu endometria’?, dé&lozni krvaceni (Kumar a kol., 2015),
postmenopauzalni problémy (Paulos a kol., 2010) nebo v hormonalni substituéni terapii
(Besse a Garric, 2009; Runnalls a kol., 2013; Orlando a Ellestad, 2014). Progestiny jsou
dale schopné inhibovat ovulaci a proliferaci délozni sliznice (endometria), a proto nasly
své uplatnéni v oralni antikoncepci (Zeilinger a kol., 2009; Golovko a kol., 2018), pro
Kterou jsou samostatné nebo Vv kombinaci se syntetickymi estrogeny (zejména
ethinylestradiolem) nezbytnou slozkou (Runnalls a kol., 2013; Kumar a kol., 2015;
Frankel a kol., 2016a). Syntetické progestiny maji také své vyuziti v zivocisné vyrobé
jako stimulatory rdstu u hospodaiskych zvitat (Liu a kol., 2012). Zatimco
problematikou vyskytu estrogenti v Zivotnim prostiedi a jejich vlivu na vodni organismy
se zabyvalo pomérné velké mnozstvi praci (Angus a kol., 2001), progestiny se dostaly
do poptedi zajmu az v poslednich letech (Fent, 2015).

2.3.1.1.Prirodni progestiny

Progestiny 1ze definovat jako hormony, které jsou schopny vyvolat sekre¢ni reakci
na délozni sliznici (Roztoc€il a kol., 2011). Prakticky jedinym vyznamnym pfirodnim
progestinem vyskytujicim se u lidi je progesteron (Fent, 2015). Jiné ptirodni progestiny,
jako je 17a-hydroxyprogesteron, maji pomérné¢ maly vyznam, ponévadz jejich
gestagenni aktivita je viceméné zanedbatelna (Roztocil a kol., 2011). Progesteron je
dulezity piredevsim u Zen, nebot’ navozuje sekrecni (lutealni) fazi menstruacniho cyklu a

podporuje rast délozni sliznice po ovulaci, ¢imZ ji pfipravuje na t€hotenstvi (Kittnar a

12 Rakovina endometria je zhoubny nador vnitini vystelky délohy — endometria a druh rakoviny dé&lozniho
teliska.

38



kol., 2011). Dale také udrzuje spravny prubéh té¢hotenstvi, ma podstatny vliv na vyvoj
mlécéné zlazy v prsu (Mourek, 2012) a v neposledni fadé je znam i jeho ucinek na
termoregulaci, respektive vzestup bazalni teploty ve druhé poloviné menstruacniho
cyklu (Roztocil a kol., 2011). Produkci tohoto hormonu zajist'uji luteinni bunky zlutého
téliska (corpus luteum) v ovariu (Mourek, 2012), v malém mnozstvi je tvofen bufikami
théky predovulacniho folikulu a v nepatrné mite také nadledvinami (Roztocil a kol.,
2011). Béhem tchotenstvi je ve velkém mnozstvi produkovan také placentou.
Progesteron tedy hraje kli¢ovou roli v pfipravé t€hotenstvi i V jeho samotném pribéhu
(Martinkové a kol., 2007).

U ryb progesteron na rozdil od lidi nema tak vyznamnou dlohu. Mnohem
vyznamng&j$i je pro né jiz zminény 17,20B-P anebo 17,208,21-P (Scott a kol., 2010),
pficemz biologickd aktivita progestinii u ryb je zprostfedkovana pies specifické
nukledrni progesteronové receptory, které byly zjistény dva — PRa a PR (Fent, 2015).
Progestiny 17,20B-P, ptipadné 17,208,21-P maji u mnoha druhti ryb vliv na zavérecné
zrani oocytl, spermiaci, zvySeni motility spermii (Scott a kol., 2010) a naptiklad u
zavojnatky ¢inské (Carassius auratus) bylo prokazano, ze také pusobi jako feromony
(Scott a Sorensen, 1994). 17,20B-P je také nezbytnym faktorem pro iniciaci meidzy, a to

jak béhem spermatogeneze, tak i oogeneze (Scott a kol., 2010).

2.3.1.2.Syntetické progestiny

Syntetické progestiny lze rozdé€lit na derivaty testosteronu (estrany a gonany) a
derivaty progesteronu (pregnany a norpregnany) (Fent, 2015). V posledni dobé se také
zacal vyrabét derivat spironolaktonu s obchodnim nazvem drospirenon (Kumar a kol.,

2015). Klasifikace a ptiklady nékterych syntetickych progestinii jsou uvedeny v tabulce
1.

39



Tabulka 1 Klasifikace a priklady nékterych syntetickych progestini (pievzatu a upraveno
z Kumar a kol., 2015 a Golovko a kol., 2018)

Strukturni odvozeni Skupina Progestin Zkratka
Medroxyprogesteron acetat MPA
Pregnany Medroxyprogesteron MEP
Chlormadinon acetat CMA
Cyproteron acetat CPA
Progesteron Nomegestrol acetat NGA
Megestrol acetat MGA
Norpregnany Ulipristal acetat UPA
Nestoron NES
Trimegeston TRI
Altrenogest ALT
Mifepriston MIP
Ethisteron ETH
Estrany Norethisteron NET
Norethisteron acetat NEA
Ethynodiol diacetat EDA
Testosteron Dienogest PE
Levonorgestrel LNG
Etonogestrel ETG
Dydrogesteron DDG
Gonany Norelgestromin NGMN
Desogestrel DSG
Norgestimat NTE
Gestoden GES
Spironolakton Drospirenon DRO

Syntetické progestiny prosly jiz ur€itym vyvojem a je mozné je rozdélit do Ctyt
generaci podle data jejich vzniku. Prvni generace progestint byla vyrobena v 50. letech
20. stoleti. Do této skupiny progestinti patiily zejména derivaty testosteronu anebo 17-
hydroxyprogesteronu (Sitruk-Ware a Nath, 2013). Nicméné vétSina téchto prvnich
progestini byla pomérné nespecificka a neomezovala se pouze na receptor progesteronu
(PR), ale vazala se napiiklad i na androgenni (AR) nebo glukokortikoidni receptor
(GR), coz vedlo k fad¢ nezadoucich vedlejsich uc¢inkt (Frankel a kol., 2016a). Mezi

progestiny prvni generace patii kuptikladu norethisteron nebo medroxyprogesteron
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acetat (Ellestad a kol., 2014). V ramci druhé generace progestind, které byly opét
predevsim derivaty testosteronu, bylo docileno niz§iho androgenniho efektu ve srovnani
sprvni generaci. Do této generace patii naptiklad levonorgestrel. Nasledujici tieti
generace progestinii zahrnuje napiiklad gestoden, etonogestrel ¢i desogestrel (Sitruk-
Ware, 2008). Ctvrta generace progestintl byla syntetizovana aZ v poslednich letech a
jednd se o tzv. idedlni progestiny s minimalnimi nezadoucimi Géinky (Sitruk-Ware a
Nath, 2013). Nov¢jsi progestiny jako drospirenon, dienogest nebo trimegeston se vazi
specifictéji na progesteronovy receptor a tim minimalizuji vedlejsi u€inky souvisejici
s interakci s jinymi receptory (Fent, 2015). Obecné derivaty testosteronu (gonany a
estrany) vykazuji androgenni aktivitu, zatimco u derivati progesteronu (pregnaniu a
norpregnanil) se uvadi, Ze interaguji s jinymi steroidnimi receptory nez
progesteronovym pouze v omezené mite (Zeilinger a kol., 2009). Celosvétova spotieba
syntetickych progestinii sice neni znama, nicméné v n€kolika evropskych zemi byly
provedeny alespon odhady. Naptiklad ro¢ni primérna spotieba progestini ve Francii se
odhaduje na 12 800 kg, v Anglii na 1 700 kg a v Ceské republice na 2 400 kg (Kumar a
kol., 2015).

Z hlediska mnozstvi je syntetickych progestinii na rozdil od estrogent Siroké
spektrum a lze je na zaklad¢ ucinkl rozdé€lit do nékolika skupin. Tzv. Cisté progestiny
(obsahujici jen progestiny) maji pouze progestagenni ucinek (Roztocil a kol., 2011), tj.
obdobny ucinek jako ptfirozeny hormon progesteron, pficemz tohoto ucinku je dosazeno
prostiednictvim syntetického analogu progesteronu. Mechanismus G¢inku antikoncepce
zalozené na progestinech vychazi ze zahusténi cervikalniho hlenu, ktery se poté stava
pro spermie neprostupny (Cepicky a Libalova, 2008). Do této kategorie patii
medroxyprogesteron acetat ¢i megestrol acetat (Roztocil a kol., 2011), které se v
nizkych davkach také vyuzivaji napiiklad proti déloznimu krvaceni anebo pfi
endometrioze. Ve vySSich davkdch slouzi kinhibici produkce gonadotropint
(Martinkovd a kol., 2007). Vramci rozsitengjsich kombinovanych kontraceptiv
(progestiny + estrogeny) nalezly své uplatnéni latky jako jsou kuptikladu gestoden,
desogestrel vcetné jeho metabolitu etonogestrelu anebo norgestimat a jeho metabolit
norelgestormin (Rozto¢il a kol.,, 2011). Kombinovana antikoncepce zabranuje
proniknuti spermii prostfednictvim zablokovani sekrece hypofyzarnich gonadotropinti
(Martinkovd a kol., 2007). Progestiny sandrogennim ucinkem se vyuzivaji

v kombinované hormonalni antikoncepci (Rozto¢il a kol., 2011) a jejich androgenni
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ucinek muze vést k vyskytu akné ¢i hirzutismu (Martinkova a kol., 2007). Jedinym
souCasné vyznamnym piedstavitelem progestini s androgennim G¢inkem je
levonorgestrel. Progestiny s antiandrogennim ucinkem zahrnuji cyproteron acetat,
dienogest nebo chlormadinon acetat a jsou vyuzivany v kombinované hormonalni
antikoncepci. Cyproteron acetat se pouziva i samostatné v antiandrogenni indikaci
(jedna se o nejsilngjs$i znamy antiandrogen). Dalsi skupinou jsou progestiny, které maji
androgenni i1 estrogenni ucinek soucasné. Tento efekt ma kupiikladu norethisteron
acetat a jeho prekurzor lynestrenol. Vzhledem Kk tomu, ze tyto progestiny maji
progestagenni a estrogenni efekt, tak jsou vysoce efektivni v zastavé ¢&i odsunu
hormonalné podminéného délozniho krvaceni a v tomto ohledu jsou v klinické praxi
Siroce pouzivany. Posledni skupinu tvoii antiprogestiny a selektivni inhibitory
progesteronovych receptord, které slouzi jako receptorové blokatory progestinl. Tyto
latky predstavuji z klinického hlediska velky potencial, ale jelikoZ ptisobi jako abortiva,
tak zatim nedoslo k jejich rozsahlejsimu pouziti. Do této skupiny latek patii mifepriston
anebo ulipristal acetat, ktery je vyuZzivan jako postkoitalni antikoncepce (Roztocil a kol.,
2011). Mechanismus G¢inku této antikoncepce spociva piedevsim v zabranéni vyvoji
délozni sliznice pro nidaci blastocysty, ktery nastiva po sedmi dnech od oplodnéni.
Mezi nezadouci udinky antikonceptiv se obecné fadi napiiklad migrény, vyskyt
karcinomu délozniho hrdla nebo snizeni libida (Martinkova a kol., 2007). Biologicka
aktivita pfirodniho progesteronu a vybranych syntetickych progestinli k riznym

steroidnim receptorum u lidi je uvedena v tabulce 2.
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Tabulka 2 Biologicka aktivita progesteronu a nékterych syntetickych progestini K riznym

steroidnim receptortim u lidi (pfevzato a upraveno z Kumar a kol., 2015)

. Aktivita
Progestin
PR ER AR GR MR | Anti-ER | Anti-AR | Anti-GR | Anti-MR | Anti-GOR

Progesteron + - - +/- - + + - ¥ +
Medroxyprogesteron acetat + - + + - + +/- +/- +/- ¥
Cyproteron acetat + - +/- + - + + + B ¥
Nomegestrol acetat + - R R N + ; " n
Nestoron + - B +/- B ¥

Trimegeston + - - - - + +/- - + ¥
Norethisteron + + + - - + +/- +/- +/- +
Norethisteron acetat + + +

Dienogest + +/- +/- R R ¥ n - B n
Levonorgestrel + +/- + - R + R +/- ;
Etonogestrel + +/- + - - + . _ ¥
Desogestrel + - +

Norgestimat + - + - + B - ¥
Gestoden + +/- + +/- - + - + +
Drospirenon + - - R R + ¥ _ . "

(anti)PR — (anti)progestagenni aktivita; (anti)AR — (anti)androgenni aktivita; (anti)ER — (anti)estrogenni
aktivita; (anti)GR — (anti)glukokortikoidni aktivita; (anti)MR — (anti)mineralokortikoidni aktivita;
(anti)GOR — (anti)gonadotropni aktivita

(+) — aktivni; (-) — neaktivni; (+/ -) — literatura se neshoduje

U ryb bylo na zakladé mnoha riznych studii prokazano, ze syntetické progestiny jiz
v relativng nizkych koncentracich (jednotky ng-1") zptisobuji fadu nezddoucich uéinki
(Fent, 2015), coz je zplisobeno piedev§im naruSenim normalniho endokrinniho systému
ryb pravdépodobné prostiednictvim navazani progestini na rizné receptory (Kumar a
kol., 2015; Hou a kol., 2018c), napt. jaderny receptor pro estrogeny (ER), androgeny,
glukokortikoidy nebo mineréalokortikoidy (MR) s rtiznymi afinitami (Besse a Garric,
2009; Kumar a kol., 2015). To nasledné¢ ovliviiuje expresi genti zapojenych do
steroidogeneze a celkovou hladinu hormont v téle ryb. Progestiny také mohou
interferovat s pfirodnimi feromony, a tim zhorsit fyziologické reakce a reprodukéni
chovani ryb, nebot’ feromony jsou dilezité pro synchronizaci jejich vytéru (Besse a
Garric, 2009). Jednotlivé mechanismy uc¢inku, které jsou zakladem nepiiznivych vliva
syntetickych progestinti, mohou byt také specifické pro jednotlivé druhy ryb anebo se
lisit v zavislosti na typu progestinu, a proto je ¢asto pomérné obtizné je spolehlivé urcit
(Fent, 2015).
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2.3.1.3.Vyskyt progestint ve vodnim prostiedi

Pfirodni hormon progesteron spolu se stabilnéj$imi syntetickymi progestiny je ve
form¢ sulfonovanych a glukuronovanych metabolitti vylucovan z lidského t¢la, pii¢emz
nekteré progestiny mohou byt v odpadni vod€ znovu aktivovany na pivodni progestiny
(Fent, 2015). Progestiny vstupuji do vodniho prostiedi nejen skrze vypousténé odpadni
vody (Dong a kol., 2013; Frankel a kol., 2016b), ale take se splachy z chovu
hospodatskych zvifat (Orlando a Ellestad, 2014; Fent, 2015). Koncentrace progestini v
odpadni vodé se vzhledem k jejich rozsahlému vyuziti a vysoké spotiebé mohou
vyskytovat i v pomérné vysokych koncentracich (Besse a Garric, 2009). Odpadni vody
jsou nasledn& ¢istény v &istirnach odpadnich vod (COV), kde dochazi k rtizné mite
jejich odbouravani (Racz a Goel, 2010), pfi¢emz procento jejich odstranéni je vysoce
variabilni a nékdy nemusi byt odstranény vibec (Dong a kol., 2013). Napiiklad u
progesteronu byla zji§téna pomémné vysoké uéinnost odstranéni na COV (Fent, 2015),
zatimco synteticky progestin norgestrel vykazoval pomérné malo efektivni odstranéni
(Hou a kol., 2018b). Udaje o odbouratelnosti syntetickych progestinit na COV a
degradaci v povrchovych vodach zatim nejsou k dispozici, nicméné se piedpoklada, ze
rozlozitelnost syntetickych progestini bude niz§i oproti pfirodnimu progesteronu,
ponévadZ syntetické progestiny jsou navrhovany tak, aby mély vyssi polocas rozkladu
Vv téle nez progesteron (Besse a Garric, 2009).

Po celém svété, v mistech, kde dochézi k vypousténi rtiznych typt odpadnich vod,
byly progestiny detekovany v rozmezi od nékolika nanogrami az po nékolik stovek
nanogramu (Kumar a kol., 2015). V piipadé odpadnich vod z chovi hospodaiskych
zvitat byl dokonce prokazan vyskyt progesteronu v koncentraci nad 10 000 ng-I (Yost
a kol., 2013) a norgestrelu v koncentraci 10 088 ng-I* (Liu a kol., 2012). Napiiklad
koncentrace medroxyprogesteronu ve vzorcich komunélnich odpadnich vod se
pohybovala do 15 ng-I" (Zeilinger a kol., 2009).

V povrchovych vodach se progestiny mohou nachazet jak ve vodnim sloupci, tak i
sedimentu ¢i bioté, kde mize vzhledem k jejich hydrofobni povaze s rozdélovacim
koeficientem (logKow) v rozmezi 3,1 — 5,4 dochézet k jejich akumulaci. Obvykle se
koncentrace progestinti v povrchovych vodach pohybuje v rozmezi 0,1 — 30 ng-1"? (Fent,
2015).
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2.3.1.4.Rizika spojena s vyskytem progestinii ve vodnim prostiedi

V poslednich letech se progestiny dostaly do popiedi zajmu a jsou predmétem
riznych toxikologickych studii, nebot’ u tady z nich byl prokazan negativni efekt,
predevS§im na reprodukci ryb (Fent, 2015). V nasledujicim textu je popsano nékolik

studii, které se zabyvaly G¢inky vybranych progestini na ryby.
Progesteron

Uéinky progesteronu na dospélé samice gambusie komaii (Gambusi affinis), nékdy
téZ oznacované jako zivorodky komaii, byly sledovany ve studii Hou a kol. (2017).
Samice byly vystaveny progesteronu ve tfech riznych koncentracich (4; 44 a 410 ng-1%)
po dobu 42 dni. Samice exponované nejvyssi koncentraci progesteronu mély delsi 3.
paprsek analni ploutve a $irsi segmenty 3. paprsku, coz indikuje maskulinizaci. Rovnéz
byl pozorovan vyskyt postovula¢nich a atretickych folikularnich bunék se signifikantné
vys$§im poctem v nejvyssi koncentraci.

V dal§im experimentu, jez provedl Liang a kol. (2015), byl sledovan vliv
progesteronu (4; 33 a 63 ng-1"t) na pohlavni diferenciaci dania pruhovaného. Expozice
byla zahajena 20 dni po oplozeni jiker a skoncila 60 dni po oplozeni. Vysledky ukazaly,
7Ze expozice progesteronu Vv nejvysSi koncentraci vedla k vyznamnému zvySeni
procentudlniho zastoupeni samic. Nicméné dalsi studie, kterou provadél Svensson a kol.
(2016), vliv progesteronu (3,7; 77 a 1122 ng-I"Y) na pohlavni diferenciaci u dania

pruhovaného neprokazala.
Levonorgestrel

Vliv levonorgestrelu na ryby byl poprvé sledovan ve studii Zeilinger a kol. (2009).
V ramci této studie byly dospéli jelecci velkohlavi (Pimephales promelas) chovani 21
dni v akvariich s tfemi odlisSnymi nominalnimi koncentracemi levonorgestrelu (0,8; 3,3
a 29,6 ng-I"Y). Koncentrace levonorgestrelu > 0,8 ng-1™! vedla ke sniZeni plodnosti samic
a od koncentrace 29,6 ng-I* také k jejich maskulinizaci, kterd se projevila tmavym
zbarvenim kuze a ploutvi.

Pisobenim lenorgestrelu na reprodukéni vyvoj a chovani viviparni gambusie

Holbrookovy (Gambusia Holbrooki) se zabyvali také Frankel a kol. (2016a). V jejich
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studii byly dosp&lé gambusie exponovany 10 a 100 ng-I" levonorgestrelu po dobu 8
dnti. U samcti exponovanych vyssi koncentraci levonorgestrelu doslo K prodlouzeni
gonopodia (znak hypermaskulinizace) a ke zménam reprodukéniho chovani, konkrétné
se podstatné snizil jejich zajem o pafeni se samicemi. Samice vykazovaly vyznamné
zvySeni poméru 4. paprsku k 6. paprsku analni ploutve (znak maskulinizace), a to
v obou koncentracich levonorgestrelu, pficemz rozdily mezi témito koncentracemi
nebyly pfili§ vyznamné.

Vlivem levonorgestrelu na diferenciaci gondd ryb se zabyvala i studie autort
Svensson a kol. (2016), ve které byla juvenilni dania pruhovana od 20. do 80. dne po
oplozeni exponovana tiem koncentracim levonorgestrelu (5,5; 79 a 834 ng-I*t). Po
koncentraci vedla k 100 % vyskytu samcti. To potvrzuje i experiment autord Hua a kol.
(2015), béhem néhoz byla embrya dania pruhovaného vystavena ¢étyfem koncentracim
levonorgestrelu (0,1; 10; 33 a 100 ng-I%). Test trval od oplozeni az do 63. dne po
oplozeni. Levonorgestrel v koncentraci > 10 ng-I" zptisobil 100 % zastoupeni samci.
Z téchto poznatkll vyplyva, Ze androgenni progestin levonorgestrel indukuje fenotyp
samcu jiz v koncentracich podobnych tém, které byly zjistény ve vodnim prostiedi
(Svensson a kol., 2016) a ptedstavuje tak realné riziko pro populace ryb nachazejici se
ve vodach kontaminovanych timto progestinem (Hua a kol., 2015).

Dalsi studie byla zaméfena na u¢inky norgestrelu, coz je racemicka smés, ve které je
jedna slozka biologicky aktivni, zatimco druhd SloZka nikoliv. Biologicky aktivni
slozkou této smési je levonorgestrel. BEéhem experimentu byly dospélé samice gambusie
komafi vystaveny celkem tfem koncentracim norgestrelu (3,6; 35,8 a 368 ng-I™) po
dobu 42 dni. Vysledky ukazaly, ze norgestrel ve vSech tfech koncentracich zpusobil
zvySeny vyskyt atretickych folikuld v ovariich, zhorsil funkci pohlavnich organi a
negativné ovlivnil reprodukéni chovani samcii. U ryb exponovanych 35,8 a 368 ng-I*
norgestrelu méla analni ploutev samic zvySenou délku 4. paprsku, vétsi sitku 3. paprsku
a vykazovala zvySeny pocet segmentl v 3. paprsku. Expozice norgestrelu také ve vsech
koncentracich zhorsila reprodukéni Gspéch ryb, konkrétné o 58,4 % (3,6 ng-1"), 65,7 %
(35,8 ng-1"), 76,4 % (368 ng-1"). V koncentracich 35,8 a 368 ng-1"t dokonce doslo k
rozvoji spermatogeneze v ovariich (Hou a kol., 2018b).

Liang a kol. (2015) ve své studii rovnéz sledoval efekt norgestrelu (4; 34 a 77 ng-17)

na pom¢r pohlavi dania pruhovaného. Expozice zacala 20 dni po oplozeni a skoncila
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v 60. dni po oplozeni. Vysledky ukazaly, Ze expozice norgestrelu v koncentracich 34 a
77 ng-I" zvysila procentudlniho zastoupeni samct na 100 %.

Zavéry vyse uvedenych studii tedy nasvédcuji tomu, Ze (levo)norgestrel muize jiz
Vv relativné nizkych koncentracich ovlivnit reprodukéni chovani, sekundarni pohlavni

znaky, ale i diferenciaci pohlavi (Liang a kol., 2015).
Norethisteron

Norethisteronem se poprve zabyvala studie autorti Paulos a kol. (2010), béhem které
byl hodnocen jeho vliv na medaku japonskou a jeleCka velkohlavého. 28denni studie
s medakou japonskou ukéazala, Ze norethisteron v koncentraci > 25 ng-I"? zpisobuje
prokazatelné snizeni plodnosti. 21denni studie s jeleCkem velkohlavym prokazala
vyrazny pokles plodnosti v koncentrace > 100 ng-1. U obou experimentii byly navic
zjistény morfologické zmény samic prokazujici jejich maskulinizaci, coz ukazuje na
androgenni G¢inek norethisteronu

Utinktim norethisteronu se také vénovala studie Hou a kol. (2018c), ve které se
hodnotil jeho vliv na pohlavni diferenciaci dania pruhovaného. Juvenilni ryby (20 dni
po vykuleni) byly vystaveny ¢tyfem riznym nominalnim koncentracim norethisteronu
(4,2; 32,3; 421,3 a 892,9 ng-I"t) po dobu 45 dni. Na konci experimentu byl prokazan
signifikantné vy$§i pomér samcu k samicim u skupin exponovanych koncentracim
norethisteronu > 32,3 ng-I"t. Expozice norethisteronu > 421,3 ng-1" vedla k urychleni
pohlavniho dozravani u samct, zatimco u samic ve vSech koncentracich doslo ke
zpomaleni dozravani ovarii. Norethisteron v koncentracich 421,3 a 892,9 ng-I" také
vyrazné redukoval expresi genl regulujicich steroidogenezi (Cypllal, CyplJ,
Cypl9ala a Cypllb), zatimco exprese enzymu podilejiciho se na androgenni
steroideogenezi (Hsd17b3) se zvysila. Doslo i k zvySeni exprese nékterych receptorti
nachazejicich se v gonadach (progesteronového, androgenniho, mineralokortikoidniho).
U gent zapojenych do osy hypotalamus-hypofyza-gonady, konkrétné gonadotropiny
uvoliujiciho hormonu 3 (GnRH3) a proopiomelanokortinu (Pomc), byla exprese

cvwr
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Gestoden

Gestodenem se poprvé zabyvala studie autord Runnalls a kol. (2013). V rdmci této
studie byl proveden 21denni experiment, ktery sledoval ucinky tii koncentraci
gestodenu (1; 10 a 100 ng-I) na samice jeletka velkohlavého. Maskulinizace jelecka
velkohlavého byla prokazana od koncentrace 1 ng-I' gestodenu, pificemz sila
maskuliniza¢niho G¢inku stoupala s rostouci koncentraci tohoto progestinu. Od této
koncentrace gestodenu také doslo k signifikantnimu sniZeni plodnosti samic.

Vliv gestodenu na jele¢ka velkohlavého byl také hodnocen ve studii Frankel a kol.
(2016b). Ryby byly exponovany gestodenu v koncentraci 1 ng-1"t po dobu 8 dni. Jiz po
jednom dni byly pozorovany zmény v reprodukénim chovani ryb. Samci byli
agresivnéj§i a jejich snaha i zajem o pareni se samicemi znac¢né klesly. Podobné se
zménilo i reproduk¢ni chovani charakteristické pro samice. Navic v 25 % akvarii
obsahujicich gestoden se vyskytovala vzdy minimalné jedna samice projevujici se
chovanim typickym pro samce Kk jiné samici. Gestoden rovnéz zpusobil snizeni celkové
produkce jiker, a to bez zjevnych histopatologickych zmén na gonadach. Spole¢né tyto
vysledky naznacuji, ze snizend produkce jiker je primarné zplsobena pozménénym
chovanim ryb, pficemz piesné mechanismy, jakym gestoden narusuje reprodukéni
chovani, nejsou zndmy. Rychlé pisobeni v nizké koncentraci a vyrazné zmény v
reprodukéni biologii ryb zjisténé v laboratornich podminkéch naznacuji, ze by gestoden,

pokud se vyskytne ve vodnim prostiedi, mohl negativné ovlivnit divoké populace ryb.
Drospirenon

Puisobeni drospirenonu na ryby, respektive na jele¢ka velkohlavého, bylo sledovano
ve studii Zeilinger a kol. (2009). Béhem experimentu byli jelecci velkohlavi chovani
v akvariich s tfemi odlisnymi koncentracemi (0,66; 6,5 a 70 ug-1™) po dobu 21 dni.

Drospirenon v koncentraci > 6,5 pg-1" zptisobil sniZeni plodnosti samic.
Desogestrel

Desogestrelu se vénovali ve své praci Runnalls a kol. (2013). Tito autofi sledovali
vliv ¥ koncentraci desogestrelu (0,1; 1 a 10 pg-1™) na jelecky velkohlavé po dobu 21
dni. Koncentrace desogestrelu > 1 ug-1" zpiisobila maskulinizaci samic a také sniZeni
produkce jiker.
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3. Material a metodika

Ve Vyzkumném Ustavu rybaiském a hydrobiologickém ve Vodianech (VURH)
v Laboratoti vodni toxikologie a ichtyopatologie (LVTI) byl proveden toxikologicky
test, béhem néhoz byly zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei) vystaveny dvéma
riznym koncentracim syntetického progestinu etonogestrelu po dobu 34 dni.

Experiment probihal pod dohledem pracovnikli Laboratofe vodni toxikologie a
ichtyopatologie, pfedevsim Dipl. Biol. Christopha Steinbacha, Ph.D., Ing. Hany Kocour
Kroupové a Ing. Pavla Sauera, Ph.D. M4 tloha spocivala zejména ve zpracovani
vzorkd, konkrétné pofizeni snimkd ryb, méfeni morfometrickych parametri a

fotografovani histologickych fezti gonad.

3.1.Navrh experimentu

Ryby byly v rédmci toxikologického testu rozdéleny do Ctyi pokusnych skupin,
v nichz byly chovany 34 dni. Pro experiment byly vybrany pouze pohlavné zralé
zivorodky Wingeovy s minimalni délkou téla 17 mm. Samci byli navic selektovani na
zakladé optimalniho zbarveni téla a pln¢ vyvinutého gonopodia. Prvni kontrolni skupina
byla chovana pouze v ¢isté fedici vodé (K). Jako fedici voda byla pouzita dechlorovana
voda z vodovodniho fadu. Druha kontrolni skupina byla chovana v fedici vodé s 0,0005
% rozpoustédla dimethylsulfoxidu (DMSO) (KS). Do pokusnych skupin byl davkovan
etonogestrel rozpustény v DMSO, nebot’ tim bylo dosaZzeno jeho lepsiho rozpusténi.
Proto byla také zahrnuta kontrolni skupina s DMSO, jelikoz tim muzeme vyloucit vliv
samotného rozpou$tédla. Treti skupina ryb byla exponovana etonogestrelu
v koncentraci 3,2 ng-I"t (E1) a ve &étvrté skupiné byly ryby vystaveny 320 ng-1" (E2).
KS byla provedena ve tfech opakovanich a ostatni skupiny ve dvou opakovanich.

Samci a samice byli v pribéhu experimentu chovany oddélené ve 100 litrovych
akvariich, pricemz do kazdého akvéaria se umistilo 22 ryb. Jednalo se o semistaticky
systém, kde dochédzelo kobnové lazni kazdych 24 hodin. Béhem testu byl
zaznamenavan dhyn ryb. Na konci experimentu byly ryby nejprve kvili pfipadnym
zménam zbarveni vyfotografovany. Nasledné byly ryby usmrceny vyssi davkou

anestetika MS-222 a fixovany v 10 % pufrovaném formalinovem roztoku pro
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morfologickou a histologickou analyzu. Tento test byl uskute¢nén v souladu s platnou

legislativou CR.

3.2. Pristroje

Piistroje pouzité pro zpracovani vzorki:
e Analytické vahy RADWAG WAS 220/C/2
e Barvici automat Sakura Tissue-Tek DRS 2000
e Binokuléarni lupa Olympus SZX7
e Digitalni zrcadlovka Olympus E-600
e Mikroskop Olympus BX51
e Mikrotom Diapath Galileo
e SuSarna Thermostat Ekom BT50
e Tkanovy procesor Bamed
e Topna deska Sakura 1452
e Vodni lazen Medite TFB 55
e Zalévaci linka Leica EG 1150H
e Zdroj studeného svétla Olympus KL 1500 LCD

3.3.Chemikalie

Chemikalie pouzité pro zpracovani vzorki:
e Anestetikum MS-222
e Dekalcifika¢ni roztok (VWR Prolabo Chemicals)
e Eosin (Diapath), Etanolovy roztok 0,5 %
e Hematoxylin (Mayerav) (Diapath)
e Lepidlo Pertex (Histolab)
e Parafin Histowax (Bamed)

e Pufrovaci roztok (Scott’s tap water)
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3.4.Hodnoceni zbarveni samic Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei)

na konci testu

Na konci 34denniho testu toxicity se hodnotila intenzita zbarveni samic Zivorodky
Wingeovy. Z kazdé testované skupiny byl vybran urcity pocet samic (K = 10; KS = 29;
E1l = 17; E2 = 20), ptiCemz kazda z vybranych samic byla nasledné¢ samostatné
vyfocena a intenzita zbarveni se hodnotila v rozsahu 0 — 3 na zakladé toho, kde a
v jakém rozsahu se u ryb barevné skvrny vyskytovaly (tabulka 3). Barevné skvrny se
zpravidla postupné rozsifovaly od ocasni ploutve, pfes ocasni ndsadec az k trupu a

oblasti hlavy.

Tabulka 3 Hodnoceni urovné zbarveni téla samic Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei) na

konci testu
Intenzita zbarveni Hodnoceni
0 Zadny vyskyt barevnych skvrn
1 Barevné skvrny na ocasni ploutvi
2 Barevné skvrny na ocasnim nédsadci a ocasni ploutvi
3 Barevné skvrny na hlavé, trupu, ocasnim nasadci a ocasni ploutvi

3.5. Méreni morfometrickych parametrua Zivorodky Wingeovy (Poecilia

wingei)

V ramci méteni morfometrickych parametri Zivorodky Wingeovy bylo hodnoceno
celkem 9 zékladnich parametri, 5 parametri pomocného kopulaéniho organu samct —
gonopodia a 4 parametry analni ploutve samic. U samic byla jesté navic na zékladé 3

parametrii hodnocena urovein maskulinizace.

3.5.1. Méreni zakladnich morfometrickych parametri

Nejprve byla kazda ryba vyjmuta z formalinu pinzetou (obrézek 16), promyta v Cisté
vodé, osuSena a nasledné zvazena na analytickych vahach RADWAG WAS 220/C/2
S pfesnosti na ¢tyfi desetinna mista.
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Obréazek 16 Vzorky ryb v 10 % pufrovaném formalinu

Poté byla dana ryba umisténa pod binokularni lupu Olympus SZX7, kde byla
zdrojem studeného svétla Olympus KL 1500 LCD vhodné nasvicena a s pouzitim
digitalni zrcadlovky Olympus E-600 vyfocena. Ryba byla poté vlozena zpét do
ptislusné lahvicky s 10 % formalinem. Snimek byl nasledné ulozen a pozdéji
analyzovan ve specializovaném programu QuickPHOTO MICRO 2.3 k méfeni
jednotlivych morfometrickych parametra S pfesnosti na dvé desetinna mista. Na snimku
ryb bylo méteno celkem 9 parametrd zahrnujicich: celkovou délku (TL), délku téla
(BL), délku hlavy (HL), praimér oka (ED), delku ocasni ploutve (CFL), délku 1. paprsku
hibetni ploutve (DFL 1), délku posledniho paprsku hibetni ploutve (DFL 2), délku
prsnich ploutvi (PFL) a délku btisnich ploutvi (PEFL). Jednotlivé morfometrické
parametry, které byly u samcti a samic méfeny, jsou zndzornény na obrazku 17 a 18.
Nasledné byly vypocteny pomé&ry mezi jednotlivymi télesnymi parametry, tj. pomér oka
k délce téla (ED / BL), pomér délky hlavy k délce t€la (HL / BL), pomér délky 1.
hibetniho paprsku k délce téla (DFL 1 / BL), pomér posledniho hibetniho paprsku
k délce téla (DFL 2 / BL), pomér délky 1. hibetniho paprsku k délce posledniho
hibetniho paprsku (DFL 1/ DFL 2), pomér délky prsni ploutve k délce téla (PFL / BL),
pomér délky biisni ploutve k délce téla (PEFL / BL) a pomér délky ocasni ploutve
k délce téla (CFL BL). Ze zjisténé hmotnosti a celkové délky téla byl jesté vypocitan
Fultontiv koeficient kondice (FCF) podle vzorce (2).

FCF = == - 100000 )
TL

FCF — Fultontiv koeficient kondice [100 g / mm?®]
m — hmotnost ryby [g]

TL — celkovéa délka téla [mm]
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Obrézek 17 Morfometrické parametry métené u samct Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei).
TL — celkova délka; BL — délka téla; HL — délka hlavy; ED — primér oka; CFL — délka ocasni
ploutve; DFL 1 — délka 1. paprsku hitbetni ploutve; DFL 2 — délka posledniho paprsku hibetni

ploutve; PFL — délka prsnich ploutvi; PEFL — délka bfi$nich ploutvi
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Obrézek 18 Morfometrické parametry métené u samic zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei).

TL — celkova délka; BL — délka téla; HL — délka hlavy; ED — primér oka; CFL — délka ocasni

ploutve; DFL 1 — délka 1. paprsku hitbetni ploutve; DFL 2 — délka posledniho paprsku hibetni
ploutve; PFL — délka prsnich ploutvi; PEFL — délka bfi$nich ploutvi

3.5.2. Méi‘eni morfometrickych parametri gonopodia a analni ploutve

Dalsim krokem bylo méfeni morfometrickych parametri gonopodia a analni ploutve
samic za pouziti mikroskopu Olympus BX51 s ¢tyfnasobnym zvétSenim. Nejprve byla
opét kazda ryba pinzetou vyjmuta z 10 % formalinu, promyta v ¢isté vodé a umisténa
pod mikroskop. U samct bylo jeSté zapotiebi odstiihnout bfisni ploutve, aby
nepiekryvaly gonopodium. JelikoZ vhodné zaostieni celého gonopodia ¢i analni ploutve
na jednom snimku zpravidla nebylo mozné, bylo digitalni zrcadlovkou potizeno
ptiblizn¢ 3 — 5 fotek a s vyuzitim ptidatné funkce programu QuickPHOTO MICRO 2.3
nazyvané Deep Focus, ktery z n¢kolika fotek vybere nejostiejsi tseky, bylo docileno
kvalitniho snimku, jenz byl posléze ulozen. Takovyto snimek byl poté pouzit
v programu  QuickPHOTO MICRO 2.3 kméfeni jednotlivych morfometrickych
parametrti gonopodia a analni ploutve. Na snimku gonopodia bylo méteno celkem 5

parametri zahrnujicich: Sitku a délku 3. paprsku, Siiku a délku 4. paprsku a délku
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palpu. Na snimku andlni ploutve byla méfena $iika 3. paprsku, délka 3. paprsku, Sitka 4.
paprsku a délka 4. paprsku. Morfometrické parametry gonopodia a analni ploutve, které
byly u samcti a samic méfeny, jSou vyznaCeny na obrazku 19 a 20. Nasledné¢ byl
zjistovan pomér Sifky 3. paprsku Kk Sifce 4. paprsku, pomér délky 4. paprsku k délce 6.
paprsku, pomér délky 4. paprsku k délce téla a pomér délky 6. paprsku k délce téla. U
samcu byl jeSté navic stanoven pomér palpu k délce téla a pomér délky 4. paprsku

k délce palpu.
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Obrézek 19 Morfometrické parametry métené u gonopodia samcu zivorodky Wingeovy

(Poecilia wingei)
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Obréazek 20 Morfometrické parametry métené u analni ploutve samic zivorodky Wingeovy

(Poecilia wingei)
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3.5.3. Hodnoceni miry maskulinizace analni ploutve samic

Déle byla hodnocena mira maskulinizace analni ploutve samic Vv jednotlivych
skupindch. Hodnocen byl vzhled analni ploutve, kterd se u maskulinizovanych samic
pretvaii do formy podobné gonopodiu. Celkem byly sledovany 3 parametry zahrnujici
vyskyt palpu (ano / ne), vyskyt a pocet trni na 3. paprsku a vyskyt a pocet trni na 4.
paprsku. Morfometrické parametry sledované u analni ploutve, indikujici maskulinizaci

samic jsou znazornény na obrazku 21.

Obrézek 21 Morfometrické parametry sledované u analni ploutve indikujici maskulinizaci

samic zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei), tj. vyskyt palpu (A), vyskyt a pocet trnd na 3.
paprsku (B) a vyskyt a pocet trnti na 4. paprsku (C)

3.6. Histologické zpracovani vzorki Zivorodky Wingeovy (Poecilia

wingei)

Pro histologickou analyzu byly pouzity vzorky ryb odebrané v zavéru testu.
Histologické zpracovani ryb se skladalo z n¢kolika dil¢ich krokd. Nejprve byly ryby

premistény z 10 % formalinu do dekalcifika¢niho roztoku, ktery zpisobil odvapnéni
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kosti a posléze jejich zméknuti, diky ¢emuz bylo mozné jednotlivé vzorky ryb snadné&ji
fezat na mikrotomu. Po dekalcifikaci byly ryby pomoci skalpelu rozfezany na nékolik
¢asti. Samci byli roziezani celkem na ¢tyti ¢asti, pficemz prvni fez byl za hlavou, druhy
v oblasti pocatku gonopodia a posledni byl veden v mist¢, kam gonopodium
dosahovalo. U samic byly provedeny pouze dva fezy, pfi¢emz prvnim fezem se od téla
oddélil ocasni nasadec a druhym fezem byla oddélena hlava. Rezy u samcti a samic
zivorodky Wingeovy jsou zobrazeny na obrazku 22. K dal§imu histologickému
zpracovani byly pouzity pouze ¢asti, ve kterych se nachazely gonady, tzn. u samcu ¢asti
A2 a A3, u samic ¢ast B2.

Obrazek 22 Rezy u samcii (A) a samic (B) Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei)
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Roziezané ¢asti ryb byly nasledné uzavieny do oznacenych histologickych kazet. Pro
snadng&jsi rozliSeni byli samci umisténi do bilych kazet a samice se vkladaly do kazet
razovych (obrazek 23). Histologické kazety byly poté znovu vlozeny do
dekalcifika¢niho roztoku. Po ukonceni procesu dekalcifikace nasledovala dehydratace
vzorkd ryb prostfednictvim ethanolu, xylenu a parafinu v tkafiovém procesoru Bamed
(obrézek 24).

Obrazek 23 Casti ryb umisténé v histologickych kazetach, pti¢emz bilé histologické kazety byly

ureny pro samce a riZové pro samice

Obrazek 24 Tkanovy procesor Bamed

Dalsim krokem bylo zalévani jednotlivych vzorkd do parafinovych blo¢ki pomoci
zalévaci linky Leica EG 1150H (obrazek 25). Vzorek ryby byl nejprve vhodné umistén
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do kovové formicky, kterd byla nasledné pfiblizné do jedné tfetiny napusténa
parafinem, na ni bylo polozeno vic¢ko histologické kazety a posléze parafinem doplnéna.
Casti ryb zalité v parafinovych blodcich jsou zobrazeny na obrazku 26. Poté byly
parafinové blocky néjakou dobu ponechany v lednicce a nasledné fezany pomoci
poloautomatického mikrotomu s nastavenou tloustkou fezd 4,5 pum (obrézek 27).

Z jednoho blocku se obvykle udélalo 5 — 7 fezu.

Obrazek 25 Zalévaci linka Leica EG 1150H

PN RCTII ST LY

Obrazek 26 Casti ryb zalité v parafinovych bloécich
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Obréazek 27 Mikrotom Diapath Galileo

Vzdy bylo zhotoveno n¢kolik histologickych fezi, které byly nato pinzetou vkladany
do vodni lazn¢ Medite TFB 55 (obrazek 28), aby doslo k jejich napnuti. Teplota vodni
lazn¢ byla nastavena na 40 °C. Po urcité dob¢ byly jednotlivé histologické fezy predem
oznacenym laboratornim sklickem vyjmuty z vodni 14zn€ a umistény na topnou desku
(Sakura 1452, obrézek 29), kde dochazelo k fixaci histologickych fezti na sklicko.

Teplota na topné desce odpovidala 40 °C.

Obrazek 28 Vodni lazen Medite TFB 55
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Obrézek 29 Topné deska Sakura 1452

Potom nasledovalo umisténi jiz zafixovanych histologickych fezii na laboratorni
sklicka do stojankl (obrazek 30), ktery byl pozdé&ji vloZen na néjakou dobu do suSarny
(Thermostat Ekom BT50), aby doslo k odstranéni parafinu. ZavéreCnou fazi bylo
barveni vzorkd hematoxylinem a eosinem v barvicim automatu Tissue-Tek DRS 2000
(obrazek 31). Na obarvené vzorky bylo poté naneseno lepidlo a polozeno kryci sklicko,

které slouZilo k ochrané vzorku pfed vnéjSim poSkozenim.

Obrézek 30 Stojanek s histologickymi fezy zafixovanymi na podloznim skle
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Obrazek 31 Barvici automat Tissue-Tek DRS 2000

Histologické preparaty se nasledné umistily pod svételny mikroskop, kde bylo
pocitano zastoupeni jednotlivych vyvojovych stadii pohlavnich bunék. V testes se
zjiStoval pocCet spermatogonii, spermatocytl, spermatid, spermatofort a zralych
spermatofori (obrdzek 32). V ovariich byly pocitany oocyty V primarnim rastu,

kortikalni alveolarni oocyty, rané vitelogenni oocyty a zralé oocyty (obrazek 33).
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Obrézek 32 Testes zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei). SG — spermatogonie; SC —
spermatocyty; ST — spermatidy; SZ — spermatofory; SZM — zralé spermatofory

Obréazek 33 Ovarium Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei). PGO — oocyty Vv primarnim ristu;

CAO - kortikalni alveolarni oocyty; EVO — rané vitelogenni oocyty; MO — zralé oocyty
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3.7.Pouzité statistické metody

Vysledky byly zpracovany v programu Statistica 13. Pro vyhodnoceni pohlavniho
dimorfismu zivorodky Wingeovy byl pouzit jednovybérovy t — test na zvolené hladiné
vyznamnosti p < 0,05. Rozdily v jednotlivych morfometrickych parametrech mezi
pokusnymi skupinami byly zjistény pomoci jednofaktorove analyzy rozptylu (ANOVA)
a Tukey-HSD testu pro nestejné N na zvolené hladiné vyznamnosti p < 0,05. VSechny
rozdily testovanych skupin byly vztahovany ke kontrolni skupiné s rozpoustédlem (KS).
Pro zhodnoceni procentudlniho zastoupeni jednotlivych vyvojovych stadii pohlavnich
bunék v testes a ovariu mezi pokusnymi skupinami byl pouzit Pearsoniv chi kvadrat

test (%2 — test) na zvolené hlading vyznamnosti p < 0,05.
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4.Vysledky

4.1.Pohlavni dimorfismus Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei)

Pohlavni dimorfismus Zivorodky Wingeovy byl sledovan, abychom piesné zjistili, do
jaké miry se samci a samice vzajemné od sebe lisi. Pohlavni dimorfismus byl
vyhodnocen u ryb z kontrolni skupiny chované v ¢isté vodé (K). Parametry, které byly u
samcu a samic méfeny, jsou uvedeny v tabulce 4. Signifikantni rozdily byly zjistény u
vSech sledovanych parametra s vyjimkou délky ocasni ploutve (CFL) a délky 4. paprsku

fitni ploutve.
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Tabulka 4 Morfometrické parametry zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei) vyhodnocené u

skupiny s ¢istou vodou (K). * znadi signifikantni rozdil mezi samci a samicemi. Hladina

vyznamnosti: p < 0,05 (t — test). Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + smérodatna odchylka

(SD).
Parametr Samice Samec
Zbarveni [ vzorovani [%)] 0 100*
TL [mm] 30,4 +2,80 255+ 2,0*
BL [mm] 24,9+ 250 20,3 +1,5*
Télo Vaha [g] 0,31+0,08 0,17 £ 0,04*
FCF [100 g/ mm?)] 1,08 £ 0,09 1,01 £ 0,06*
ED [mm] 1,80+ 0,10 1,63 £ 0,09*
ED/BL 0,07 £ 0,005 0,08 £ 0,008*
HL [mm] 5,55 +0,39 4,62 *+ 0,30*
HL /BL 0,22 +0,01 0,23 + 0,02*
DFL 1 [mm] 2,44 +0,29 1,81 £0,32*
DFL 1/BL 0,10 £ 0,01 0,09 * 0,02*
Hibetni ploutev  DFL 2 [mm] 2,97 +£0,22 3,98 £ 0,92*
DFL2/BL 0,12 £ 0,01 0,20 * 0,04*
DFL 1/DFL 2 0,82+ 0,09 0,48 +0,13*
Prsni ploutve PFL [mm] 3,95+ 0,42 3,53 +0,43*
PFL /BL 0,16 £ 0,02 0,18 £ 0,03*
Bfiéni ploutve PEFL [mm] 2,82+0,35 3,27 £0,35*
PEFL / BL 0,11+ 0,009 0,16 * 0,02*
Ocasni ploutev CFL [mm] 5,45+ 0,45 5,27 £ 0,50
CFL/BL 0,22 + 0,02 0,26 +0,03*
Sitka 3. paprsku [mm] 0,08 £ 0,02 0,31 + 0,04
Sitka 4. paprsku [mm] 0,08 £ 0,02 0,10 +0,01*
Pomér Sitky 3. paprsku / Sitka 4. paprsku 1,10+ 0,11 3,01 £0,26*
Délka 4. paprsku [mm] 3,77+£0,33 3,65+0,23
Gonopodium /  Délka 6. paprsku [mm] 3,010,227 1,81 £0,21*
Ritni ploutev Pomér délky 4. paprsku / délka 6. paprsku 1,25+ 0,05 2,03 £0,22*
Pomér délky 4. paprsku / BL 0,15+ 0,01 0,18 £0,01*
Pomér délky 6. paprsku / BL 0,12 £ 0,01 0,09 £0,01*
Délka palpu [mm] - 1,60 * 0,14*
Pomér délky palpu / BL - 0,08 £ 0,006
Pomér délky 4. paprsku / délka palpu - 2,29 +0,186*

TL — celkova délka; BL — délka téla; FCF — Fultontv kondi¢ni faktor; ED — primér oka; HL — délka
hlavy; DFL 1 — délka 1. paprsku hibetni ploutve; DFL 2 — délka posledniho paprsku hibetni ploutve; PFL

— délka prsnich ploutvi; PEFL — délka bfisnich ploutvi; CFL — délka ocasni ploutve

4.2.Vliv etonogestrelu na zbarveni samic Zivorodky Wingeovy (Poecilia

wingei)

Vliv syntetického progestinu etonogestrelu na zménu zbarveni samic Zivorodky

Wingeovy je zobrazen v grafu 1. Rozsah zbarveni se u exponovanych samic v zavislosti

na koncentraci postupné rozsifoval od ocasni ploutve, pfes ocasni nasadec az k trupu a

oblasti hlavy.
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Graf 1 Vliv etonogestrelu na zbarveni samic zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei) po 34denni
expozici. K — kontrolni skupina s ¢istou vodou; KS — kontrolni skupina s rozpoustédlem; E1 —
skupina s nizsi koncentraci etonogestrelu (3,2 ng-1"); E2 — skupina s vy$si koncentraci
etonogestrelu (320 ng-I). * znadi signifikantni rozdil v porovnani s kontrolni skupinou KS.

Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (t — test).

4.3.Vliv etonogestrelu na morfometrii Zivorodky Wingeovy (Poecilia

wingei)

Morfometrické parametry méfené u samct zivorodky Wingeovy po 34denni expozici
etonogestrelu jsou uvedeny v tabulce 5. Vsechny signifikantni rozdily jsou vztazeny ke
kontrolni skupiné s rozpoustédlem (KS). U kontrolni skupiny K byl zjistén signifikantné
kratsi 1. paprsek hibetni ploutve (DFL 1), delsi biisni ploutve (PEFL) a vétsi pomér
délky btisnich ploutvi k délce tela (PEFL / BL).

Samci exponovani etonogestrelu v koncentraci 3,2 ng-I?, vykazovaly vyznamné
kratsi 1. paprsek hibetni ploutve (DFL 1), mensi pomér délky 1. paprsku hibetni ploutve
k délce t€la (DFL 1 / BL), mens$i pomér délky biisni ploutve k délce téla (PEFL / BL) a
u gonopodia mensi pomér délky 4. paprsku k délce 6. paprsku v porovnani s kontrolou
(KS).

U skupiny vystavené vyssi koncentraci etonogestrelu (320 ng-1) byla signifikantni

zména zji$téna celkem u Sesti parametrd. Jednalo se 0 niz8i pomér délky posledniho
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paprsku hibetni ploutve k délce téla (DFL 2 / BL), vétsi délku bfisnich ploutvi (PEFL),

vétsi pomér délky biisnich ploutvi k délce téla (PEFL / BL) a dale byl u gonopodia

zjistén delsi 6. paprsek, mensi pomér délky 4. paprsku k délce 6. paprsku a vétsi pomér

délky 6. paprsku k délce téla.

Tabulka 5 Morfometrické parametry samcu zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei) méfené u

jednotlivych testovanych skupin. K — kontrolni skupina s ¢istou vodou; KS — kontrolni skupina

s rozpoustédlem; E1 — skupina s niz§i koncentraci etonogestrelu (3,2 ng-1?); E2 — skupina

s vy$8i koncentraci etonogestrelu (320 ng-1?). * zna¢i signifikantni rozdil v porovnani s

kontrolni skupinou KS. Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (ANOVA). Hodnoty jsou vyjadieny jako

pramér + smérodatna odchylka (SD).

Parametr K KS E1 E2
Zbarveni / vzorovani [%] 100 100 100 100
TL [mm] 255420  258+170 2574217  256+230
BL [mm] 203+15 205+139 205+£171 203+1,83
Vaha [g] 047004 017£003 018004 0,17 £0,04
Télo FCF [100 g / mm?] 101£0,06 099+008 102£0,06 1,00+ 0,09
ED [mm] 163£0,09 1,63+008 163008  1,63+0,09
ED/BL 0,080,008 0,08+0,004 0,08+0,008 0,080,009
HL [mm] 4624030 466+034 457+028  460+0,34
HL / BL 023+002 023+£001 023+002 023+0,03
DFL 1 [mm] 1812032 199£026 1,73%0,31° 195040
DFL 1/BL 009£002 0,0£001 0,09%0,02* 0,10 +0,02
Hibetni ploutev  DFL 2 [mm] 398+002 417+101 431+131  469+1,15
DFL 2/BL 020£004 0204004 021+005 0,23+ 0,05
DFL 1/DFL 2 048013 050+£013 044+016 044 +0,14
Prsniploutve  PPL MM 353043 3524040 346046 350047
PFL/BL 018003 017+£002 017+002 0,17 £0,03
Biigni ploutve  PEFL (MM 327+035 306+0,36 297+033 3,38 %0,44"
PEFL /BL 016002 015001 0415+0,02* 0,17 0,02*
Ocasni ploutey _ CFL 1M1 527+050 527+053 525071 532£0,5
CFL/BL 026003 026+002 026004 027+0,03
Sitka 3. paprsku [mm] 031004 030+004 029£003 029%0,02
Sitka 4. paprsku [mm] 0,0£001 0,10£001 010+0007 0,10 +0,01
Pomér Sifky 3. paprsku/Sitka 5514096 2084034  301£023  298+023
4. paprsku
Délka 4. paprsku [mm] 365+023 365021 365+021  371£0,20
Délka 6. paprsku [mm] 1,81+0,21 1,86+0,19 195+0,14  2,00+0,18*
Gonopodium g"girrgfdky 4-paprskufdélka 5034000 1984016  1,88£041* 1,86 0,14*
Pomér délky 4. paprsku / BL 048001 018+001 018001  0,18+0,01
Pomér délky 6. paprsku / BL 009£001 009+025 010+001 0,10 +0,01*
Délka palpu [mm] 160£0,14 155+025 155+0,33 1,680,230
Pomér délky palpu / BL 0,080,006 008+£001 008001  0,08:+0,01
Pomér délky 4. paprsku/delka 5 5q 1 0 185 2454074 2764226 2354087

palpu

TL — celkova délka; BL — délka téla; FCF — Fultoniv kondiéni faktor; ED — primér oka; HL — délka
hlavy; DFL 1 — délka 1. paprsku hibetni ploutve; DFL 2 — délka posledniho paprsku hibetni ploutve; PFL
— délka prsnich ploutvi; PEFL — délka bti$nich ploutvi; CFL — délka ocasni ploutve
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Morfometrické parametry samic Zivorodky Wingeovy jsou uvedeny v tabulce 6. U
kontrolni skupiny K nebyly zjistény signifikantni rozdily v zadném nami méfeném
parametru v porovnani s kontrolou s rozpoustédlem (KS).

U samic exponovanych niz§i koncentraci etonogestrelu (3,2 ng-1") byla zjisténa
zména pouze ve dvou parametrech, U téchto ryb byl zaznamenan mensi pomér délky
btisnich ploutvi k délce téla (PEFL / BL) a zména ve zbarveni téla (celkem u 22,2 %
samic).

U samic vystavenych vyssi koncentraci etonogestrelu (320 ng-1") byly v porovnani
s kontrolni skupinou s rozpoustédlem (KS) zjistény signifikantni zmény celkem u 13
parametri. V této skupiné byl zjistén mensi pomér délky 1. paprsku hibetni ploutve
k délce 2. paprsku hibetni ploutve (DFL 1 / DFL 2), vétsi pomér délky 1. hibetniho
paprsku k délce t€la (DFL 1/ BL), delsi posledni paprsek hibetni ploutve (DFL 2), vétsi
pomér délky posledniho paprsku hibetni ploutve k délce téla (DFL 2 / BL), vétsi délka
btisnich ploutvi (PEFL), vétsi pomér délky biisnich ploutvi k délce tela (PEFL / BL),
vétsi pomér délky ocasni ploutve k délce téla (CFL / BL) a u fitni ploutve Sir$i 3.
paprsek, $irsi 4. paprsek, vétsi pomér Sifky 3. paprsku k sitce 4. paprsku, vétsi pomér
délky 4. paprsku k délce 6. paprsku, vétsi pomér délky 4. paprsku k délce téla a vyrazny
rozdil ve zbarveni samic, kde celkovy pocet samic, u kterych byl prokazan vyskyt

barevnych skvrn na téle odpovidal 50 %.
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Tabulka 6 Morfometrické parametry samic zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei) méfené u
jednotlivych testovanych skupin. K — kontrolni skupina s ¢istou vodou; KS — kontrolni skupina
s rozpoustédlem; E1 — skupina s niz§i koncentraci etonogestrelu (3,2 ng-1?); E2 — skupina
s vy$8i koncentraci etonogestrelu (320 ng-1?). * znadi signifikantni rozdil v porovnani s
kontrolni skupinou KS. Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (ANOVA). Hodnoty jsou vyjadieny jako

pramér + smérodatna odchylka (SD).

Parametr K KS E1 E2
Zbarveni [ vzorovani [%)] 0 0 22¢ 50*
TL [mm] 304+£280 299+300 296+257 289+3,11
BL [mm] 249+250 244+259 244+228 234+290
Vaha [g] 031+0,08 030+011 0,28+0,08 0,26+0,09
Télo FCF [100 g / mm3] 1,08£0,09 1,100,111 1,07+0,08 1,06+0,10
ED [mm] 1,80£0,10 181+£014 175012 1,76%0,12
ED/BL 0,07+0,005 0,070,004 0,07+0,004 0,08+0,006
HL [mm] 555+£0,39 548+052 535+042 529+046
HL /BL 022+001 023+001 0,22+0,01 0,23+0,01
DFL 1 [mm] 244+£029 242+033 240+022 250+042
DFL1/BL 0,0+001 010001 0,10+£0,008 0,11%0,01*
Hrbetni ploutev  DFL 2 [mm] 297+022 283+040 284+028 3,48+043*
DFL2/BL 0,12+0,01 012+0,01 0,2£0,01 0,15%0,02*
DFL 1/DFL 2 082+009 085+010 0,85+0,09 0,72 %0,10*
Prsni ploutve PFL [mm] 395+£042 3,70+061 380+042 3,53+0,51
PFL / BL 016+002 015+0,02 0,16+0,01 0,15+0,02
Biisni ploutve PEFL [mm] 282+035 288+033 272+041 3,6*0,34*
PEFL / BL 0,11+0,009 0,12+0,008 0,11+0,01* 0,14 *0,01*
Ocasni ploutev CFL [mm] 545+045 545+062 523+040 549+054
CFL/BL 022+0,02 022+002 022+0,02 0,24*0,03*
Sifka 3. paprsku [mm] 008+0,02 0094001 0,09+£001 0,23%0,04*
Sifka 4. paprsku [mm] 008+002 008+002 0,08+001 0,0%0,01*
Pomér Sitky 3. paprsku /Sitka 4 194011 1174013 1142009 2,37 £0,48*
4. paprsku
Ritni ploutev Délka 4. paprsku [mm] 3,77+0,33 367+£039 362+0,37  3,66+0,31
Délka 6. paprsku [mm] 301£0,27 290+036 295+032 272+0,34

Pomér délky 4. paprsku/delka 4 o5 4 605 1274005  123+005 1,35 0,00"
6. paprsku

Pomér délky 4. paprsku / BL 015+0,01 0,15+0,008 0,15+0,009 0,16%0,01*
Pomér délky 6. paprsku / BL 0,12 + 0,01 0,12+0,01 0,12+0,007 0,12+0,01

TL — celkova délka; BL — délka téla; FCF — Fultoniv kondi¢éni faktor; ED — primér oka; HL — délka
hlavy; DFL 1 — délka 1. paprsku hibetni ploutve; DFL 2 — délka posledniho paprsku hibetni ploutve; PFL
— délka prsnich ploutvi; PEFL — délka bfisnich ploutvi; CFL — délka ocasni ploutve

Maskulinizace samic byla hodnocena na zaklad¢é vyskytu palpu a vyskytu a poctu
trnt na 3. a 4. paprsku fitni ploutve. Zatimco u ryb vystavenych niz$i koncentraci
etonogestrelu nebyly pozorovany zadné zndmky maskulinizace, ve vyssi koncentraci
byly naopak patrné pomérné velké zmény, a to jak ve vyskytu palpu, tak i ve vyskytu
trnt na 3. a 4. paprsku. Vysledky jsou shrnuty v grafech 2, 3 a 4.
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Graf 2 Vliv etonogestrelu na vyskyt palpu na fitni ploutvi u samic zivorodky Wingeovy
(Poecilia wingei). K — kontrolni skupina s ¢istou vodou; KS — kontrolni skupina
s rozpoustédlem; E1 — skupina s nizsi koncentraci etonogestrelu (3,2 ng-1?); E2 — skupina
s vy$8i koncentraci etonogestrelu (320 ng-1™). * znaci signifikantni rozdil v porovnani s

kontrolni skupinou s rozpoustédlem (KS). Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (ANOVA).
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Graf 3 Vliv etonogestrelu na vyskyt a pocet trnti na 3. paprsku fitni ploutve u samic zivorodky
Wingeovy (Poecilia wingei). K — kontrolni skupina s ¢istou vodou; KS — kontrolni skupina
s rozpoustédlem; E1 — skupina s niz§i koncentraci etonogestrelu (3,2 ng-1?); E2 — skupina
s vy38i koncentraci etonogestrelu (320 ng-I™). * znaci signifikantni rozdil v porovnani s

kontrolni skupinou s rozpoustédlem (KS). Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (ANOVA).
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Graf 4 Vliv etonogestrelu na vyskyt a pocet trnti na 4. paprsku fitni ploutve u samic zivorodky
Wingeovy (Poecilia wingei). K — kontrolni skupina s ¢istou vodou; KS — kontrolni skupina
s rozpoustédlem; E1 — skupina s nizsi koncentraci etonogestrelu (3,2 ng-1?); E2 — skupina
s vy$$i koncentraci etonogestrelu (320 ng-17). * znadi signifikantni rozdil v porovnani s

kontrolni skupiny s rozpoustédlem (KS). Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (ANOVA).
4.4. Histologie gonad Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei)

Bézny vyvoj testes samcil nebyl plisobenim etonogestrelu nijak zasadné ovlivnén. U
vSech samci byl prokdzan vyskyt prevazné zralych spermatofora. Mezi
experimentalnimi skupinami nebyly ve frekvenci vyskytu jednotlivych vyvojovych

stadii pohlavnich bunék zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily (graf 5).
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Graf 5 Procentuélni zastoupeni jednotlivych vyvojovych stadii pohlavnich bungk Vv testes samciti

zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei). K — kontrolni skupina s ¢istou vodou; KS — kontrolni

skupina s rozpoustédlem; E1 — skupina s nizs$i koncentraci etonogestrelu (3,2 ng-1"); E2 —

skupina s vyssi koncentraci etonogestrelu (320 ng-1™). n = 8. * znadi signifikantni rozdil

v porovani s kontrolni skupinou. Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (3 — test).

U testovanych samic mél etonogestrel signifikantni vliv na zrani oocytl.

V kontrolnich skupinach pievaZovaly zralé oocyty, zatimco u ryb vystavenych nizsi (3,2

ng-1") i vyssi (320 ng:l?) koncentraci etonogestrelu se relativni vyskyt zralych oocyti

s rostouci koncentraci vyznamné snizoval (graf 6).
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Graf 6 Procentualni zastoupeni jednotlivych vyvojovych stadii oocytt v ovariich samic
zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei). K — kontrolni skupina s ¢istou vodou; KS — kontrolni
skupina s rozpoustédlem; E1 — skupina s nizs§i koncentraci etonogestrelu (3,2 ng-17); E2 —
skupina s vyssi koncentraci etonogestrelu (320 ng-1™). n = 8. * znad&i signifikantni rozdil

v porovnani s kontrolni skupinou. Hladina vyznamnosti: p < 0,05 (32 — test).

Zadna ryba, ktera byla podrobena histologické analyze, nevykazovala

histopatologické zmény gonad a nebyl pozorovan vyskyt intersexu.
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5. Diskuze

Vzhledem Kk relativné vysoké spotiebé a Siroké Skale vyuziti byvaji syntetické
progestiny detekovany na vytoku z COV i v desitkach nanogramt na litr. Nicméné
koncentrace v povrchovych vodach jsou v dasledku ziedéni vyrazné nizsi (Kumar a
kol., 2015). Piesto se prokazalo, ze i jednotky ng:I" mohou negativné ovlivnit b&zny
vyvoj ryb (Fent, 2015). Cilem této diplomové prace bylo zhodnoceni u¢inka
syntetického progestinu etonogestrelu na sekundarni pohlavni znaky a histologii gonad
zivorodky Wingeovy. Zivorodky Wingeovy se vyznacuji pomérné vyraznym pohlavnim
dimorfismem. Samci se od samic odlisuji pfedev§im pestrym zbarvenim téla (Schories a
kol., 2009), mensi velikosti (Poeser a kol., 2005) a modifikovanou analni ploutvi —
gonopodiem (Coad, 2017).

V naSem experimentu byl u samic exponovanych etonogestrelu s rostouci
koncentraci pozorovan zvysujici se vyskyt barevnych skvrn, ktery je typicky pro samce
a u samic je projevem maskulinizace. Navic u samic exponovanych vyssi koncentraci
etonogestrelu (320 ng:l) byla pozorovana zména tvaru analni ploutve do tvaru
pfipominajici gonopodium, coz je opét znak maskulinizace. Zména zbarveni, respektive
ztmavnuti kiize a ploutvi, které je charakteristické pro samce jele¢ka velkohlavého, bylo
také zjisténo u samic tohoto druhu po 21denni expozici levonorgestrelu > 29,6 ng-1?
(Zeilinger a kol., 2009). V ptirodé by jakakoliv zména barvy samic mohla jednak vést k
niz§imu zajmu samcl o takovéto samice, ale rovnéz i k vys§i predaci, coz by ve
vysledku mohlo ovlivnit celkovou plodnost dané populace ryb (Johnson a Candolin,
2017). Uginky levonorgestrelu se také zabyvala studie Frankel a kol. (2016a), V niZ se U
gambusii Holbrookovy exponovanych > 10 ng-I zjistila maskulinizace, ktera se
projevila vyznamnym zvySenim poméru 4. paprsku k 6. paprsku analni ploutve.
Podobné maskuliniza¢ni zmény vykazovaly i samice gambusie komaii vystavené > 35,8
ng-I norgestrelu po 42 dnech. U samic doslo ke zméné morfometrie analni ploutve,
konkrétné k prodlouzeni 4. paprsku, vetsi Sifce a zvySeni poctu segmenti 3. paprsku
(Hou a kol.,, 2018b). Maskulinizace byla rovnéZ pozorovana u samic jelecka
velkohlavénho po 21denni expozici gestodenu (> 1 ng-1™t) a desogestrelu (> 1 pg-17), coz
je prekurzor etonogestrelu (Runnals a kol., 2013). Dale také byl prokdzan vliv na

diferenciaci pohlavi po expozici juvenilnich danii pruhovanych levonorgestrelu > 5,5
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ng-I? (Hua a kol., 2015) a norethisteronu > 32,3 ng-I* (Hou a kol., 2018c), coz se
projevilo prokazatelné vys$sim zastoupenim samct Vv porovnani s kontrolami (Svensson
a kol., 2016; Hou a kol., 2018c).

VSechny nami pozorované zmény sekundarnich pohlavnich znakii u Ssamic
exponovanych etonogestrelu jsou zndmkami maskulinizace a ukazuji na silny
androgenni ucinek etonogestrelu. To se do jisté miry dalo ptfedpokladat, nebot’ se jedna
o0 derivat testosteronu (Golovko a kol., 2018). In vitro testy prokazaly, Ze se progestiny
vétSinou nevazi na progesteronovy receptor ryb, ale nékteré z nich, zejména ty
odvozené od testosteronu jako je etonogestrel, maji vysokou afinitu k androgennim
receptoram (Ellestad a kol., 2014; Bain a kol., 2015). Mezi syntetické progestiny
odvozené od testosteronu, u nichz se rovnéz potvrdil androgenni uc¢inek, patii
naptikladu levonorgestrel, gestoden ¢i desogestrel (Kumar a kol., 2015).

Maskulinizace byla pozorovéna i v povrchovych vodéch, a to jiz v 80. letech
minulého stoleti u samic divokych gambusii komatich na Floridé v fece Rice Creek
pobliz mésta Palatka, kam ustily odpadni vody z mistniho papirenského primyslu
(Noggle a kol., 2010). K maskuliniza¢nim efektim volné Zijicich druhi ryb by tedy
mohlo dojit nejen ve vodach kontaminovanych progestiny s androgennimi G¢inky jako
je etonogestrel, ale také v mistech, kam vytékaji primyslové odpadni vody (Zeilinger a
kol., 2009).

U exponovanych samic etonogestrel také v obou koncentracich signifikantné snizil
zastoupeni zralych oocytd oproti kontrolnim skupindm, pfi¢emz jejich podil klesal se
zvySujici se koncentraci. To mohlo byt zptisobeno nizsi hladinou 17p-estradiolu, ktery
fidi vyvoj ovarii (Nagahama a kol., 1994). Tomu napovida i studie provedena Bluthgen
a kol. (2013), kteii zjistili, Ze dospélé samice dania pruhovaného vystavené
levonorgestrelu v koncentraci 3124 ng-I' mély prokazatelng nizsi hladiny 11-
ketotestosteronu a 17B-estradiolu v porovnani s kontrolni skupinou. Ug¢inkam
levonorgestrelu se také vénovala studie Zeilinger a kol. (2009), v niz se po 21denni
expozici koncentraci > 0,8 ng-1" snizila produkce jiker samic jeleckii velkohlavych.
Pokles plodnosti byl také zaznamenan u samic jelecka velkohlavého po 21denni
expozici norethisteronu > 100 ng-I" (Paulos a kol., 2010), gestodenu > 1 ng-I* a
desogestrelu > 1 ug-1"t (Runnalls a kol., 2013). Koncentrace norgestrelu > 35,8 ng-1" po
42 dnech dokonce vyvolala rozvoj spermatogeneze u samic gambusie komari (Hou a

kol., 2018b). Spolecné tyto vysledky potvrzuji, ze progestiny piedstavuji skutecné
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riziko pro vodni organismy, nebot’ koncentrace zjisténé v laboratornich podminkéach, u
nichZ se prokazal negativni vliv na ryby, jsou podobné tém, jez byly zméfeny ve
vodnim prostiedi (Svensson a kol., 2016).

Samci exponovani etonogestrelu v obou koncentracich vykazovali mensi pomér 4.
paprsku k délce 6. paprsku gonopodia. Ve vyssi koncentraci etonogestrelu byl navic u
gonopodia zjistén veétsi pomér délky 6. paprsku k délce téla a prodlouzila se délka 6.
paprsku. Nejedna se vSak 0 morfometrické zmény, které by naznacovaly
hypermaskulinizaci. Nicmén¢ hypermaskulinizace byla pozorovana po 8denni expozici
samct gambusie Holbrookovy 100 ng-I? levonorgestrelu a projevila se signifikantnim
prodlouzenim gonopodia (Frankel a kol., 2016a). Z toho lze usuzovat, ze levonorgestrel
ma silngjsi androgenni U¢inky nez etonogestrel, nebot’ hypermaskulinizace samct
nebyla pozorovana ani v koncentraci 320 ng-1* etonogestrelu. Zapotiebi je také zminit,
ze gonopodium slouzi jako pomocny kopula¢ni organ, ktery béhem pareni slouzi
Kk ptenosu spermii (Angus a kol., 2001) a jakékoliv zmény jeho morfologie mohou mit
vliv na uspéSnou reprodukci. Navic gonopodium je u Zzivorodek rovnéz dilezité z
hlediska pohlavniho vybéru (Kwan a kol., 2013). Ve volné ptirodé samci vykazuji
relativné velké rozdily v délce a struktufe gonopodia (Kahn a kol., 2010), pficemz
napiiklad u zivorodek duhovych bylo prokazano, ze se samice sdruzuji pfedevsim se
samci majicimi delsi gonopodium (Brooks a Caithness, 1995). Stejné preference se také
zjistily u samic gambusii komafich, protoze si k pafeni vybiraly zejmena samce s delsim
gonopodiem. Morfologie a struktura gonopodia tedy mutize ovlivnit jak samotnou
reproduket, tak 1 pohlavni vybér ze strany samic (Kahn a kol., 2010).

U samct exponovanych etonogestrelu nebyl zjistén zadny signifikantni vliv na bézny
vyvoj testes. U samcu z kontrolnich i pokusnych skupin se vyskytovaly v gonddéch
predevsim zralé spermatofory. Jinak tomu bylo ve studii Hou a kol. (2018c), v niZ se po
45denni expozici norethisteronu > 421,3 ng-I" u juvenilnich samct danii pruhovanych
zjistilo prokazatelné rychlejsi dozravani pohlavnich bungk.

Syntetické progestiny tedy mohou mit na ryby fadu nezadoucich vlivi, a proto je
zapotfebi jim vénovat patficnou pozornost. V soucasné dobé jsou U¢inky na vodni
organismy znamy pouze u nékterych syntetickych progestinti, a dokud nebudou
provedeny dalsi ekotoxikologické studie, nelze vytvofit uplny piehled rizik, které
mohou tyto latky predstavovat pro necilové organismy zijici ve vodnim prostiedi (Fent,

2015). Rovnéz jsou k dispozici pouze omezené informace o mechanismu ucinkl
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progestini u ryb, zejména ohledné jejich interakci se steroidnimi receptory. V
soucasnosti pravdépodobné nejvetsi nebezpe¢i predstavuji progestiny odvozené od
testosteronu, jako je naptiklad levonorgestrel ¢i gestoden, u nichz se prokazal negativni
vliv na reprodukci ryb jiz v jednotkach ng-I"* (Kumar a kol., 2015). Diilezité je také brat
v Givahu, Ze se progestiny do vodniho prostiedi skrze COV dostavaji neustale a obvykle
Vv riznych smésich, v disledku ¢ehoz muze dojit k aditivnim ¢i synergickym G¢inkim.
Synergické ucinky byly prokazany napiiklad v piipadé syntetickych progestini
dydrogesteronu a medroxyprogesteron acetatu (Zhao a kol., 2015) anebo smési
drospirenonu a progesteronu (Hou a kol., 2017). Proto je zapotiebi provadét dalsi
toxikologické studie s cilem jasné posoudit rizika progestini a jejich smési pro vodni

organismy (Sauer a kol., 2018).
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6. Zavér

V disledku pomérné velké spotieby a Sirokého vyuziti jsou syntetické progestiny
v povrchovych vodéach detekovany stale castéji. Cilem této diplomové préace bylo
posouzeni vlivu syntetického progestinu etonogestrelu na sekundarni pohlavni znaky a
histologii gonad zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei).

U samic exponovanych etonogestrelu byla v obou koncentracich (3,2 ng-1"t a 320
ng-1?) zjisténa maskulinizace, ktera se projevila vyskytem barevnych skvrn a ve vyssi
koncentraci také zménou morfometrie analni ploutve do formy pfipominajici
gonopodium. Expozice etonogestrelu méla rovnéz signifikantni vliv na zrani oocytt
samic. Zatimco v kontrolnich skupinach pievladaly zralé oocyty, u ryb vystavenych
etonogestrelu se jejich podil srostouci koncentraci snizoval. Samci vystaveni
etonogestrelu m¢li v obou koncentracich mensi pomér 4. paprsku k délce 6. paprsku
gonopodia a v koncentraci 320 ng-1" byl u gonopodia také pozorovan vétsi pomér délky
6. paprsku k délce téla a prodlouzeni délky 6. paprsku. Nicméné se nejedna o takové
zmény, které by sv&dCily o hypermaskulinizaci. Piesto uvedené zmény mohou mit
negativni vliv na reprodukci ryb, ponévadz gonopodium je pomocny kopula¢ni organ,
ktery béhem pateni slouzi k pfenosu spermatoforti do téla samic. Zména morfologie
gonopodia by rovnéz mohla ovlivnit pohlavni vybér ze strany samic, jelikoz se
naptiklad u zivorodky duhové ¢i gambusie komaii zjistilo, ze se samice sdruzuji
zejména se samci majicimi delsi gonopodium. Ve vyvoji pohlavnich bunék samct
nebyla po ezpozici etonogestrelu prokazana zadna zména. Ve vSech skupinach se
vyskytovaly predevsim zralé spermatofory. Na zakladé¢ téchto vysledkd je mozné tvrdit,
ze podobné jako tomu bylo u zivorodky Wingeovy by mohly byt ohrozeny i populace
volné zijicich ryb, pokud by se etonogestrel vyskytl ve vodnim prostiedi v koncentraci
dosahujici jednotek ng-IL.

V soucasné dobé¢ je riziko spojené s vyskytem progestinti pomérné velky problém,
nebot’ se jednd o steroidni hormony, které mohou narusovat béZny vyvoj ryb jiz
v jednotkach ng-1". Na &istirnach odpadnich vod obvykle nedochazi k jejich tplnému
odstranéni a cast z nich se neustale dostavd do povrchovych vod. Z téchto duvodu
mohou progestiny piedstavovat pomérné velké nebezpe¢i pro vodni organismy, nebot’

jsou jim vystavovany dlouhodobé a v riznych smésich, byt ve zdanlivé nizkych
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koncentracich. Navic u fady progestinii nejsou znamy u¢inky na necilové organismy a
jsou k dispozici pouze omezené informace o jejich vyskytu ve vodnim prostiedi. Proto
je zapotiebi koncentrace progestint v povrchovych vodach i nadale sledovat a provadét
dalsi toxikologické testy, které nam mohou poskytnout podrobnéjsi informace o této
rizikové skupiné latek. Jako experimentalni organismy by také mély byt pouzity druhy
ryb b&zné se vyskytujici v povrchovych vodach. Rovnéz by bylo vhodné provést
chronické testy toxicity, jelikoz v nékterych povrchovych vodach jsou ryby exponovany

syntetickym progestinim dlouhodobg.
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8.Seznam zkratek

11-KT
17,20B-P

17,208,21-P

AR
cov
DA
E2
EDC
EGF
ER
FSH
GnRH
GnRH3
GOR
GR
GSI
HPA

— 11-ketotestosteron

— 17,20B-dihydroxypregn-4-en-3-on
—17,208,21-trihydroxy-pregn-4-en-3-on
— Androgenni receptor

— Cistirna odpadnich vod

— Dopamin

— 17-B-estradiol

— Endokrinni disruptory

— Epidermadlni rastovy faktor

— Estrogenni receptor

— Folikuly stimulujici hormon, folitropin
— Gonadotropin uvoliiyjici hormon

— Gonadotropiny uvolnujici hormon 3

— Gonéadotropni receptor

— Glukokortikoidni receptor

— Gonadosomaticky index

— Osa hypotalamus-hypofyza-gonada

IGF I, IGF Il — Inzulinu podobné rustové faktory

LH
LOEC
LogKow
MIH
MIS
MMIHR
MR
MRNA
NnMIHR
OCP

P4

PAH

— Luteiniza¢ni hormon

— Rozdélovaci koeficient v systému oktanol / voda

— Indukéné-dozravaci hormon

— Steroidy vyvolavajici dozravani

— Membranovy receptor pro indukéné-dozravaci hormon
— Mineréalokortikoidni receptor

— Mediatorova ribonukleova kyselina

— Jaderny receptor pro induk¢né-dozravaci hormon

— Organochlorové pesticidy

— Progesteron

— Polycyklicke aromatické uhlovodiky
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PCB — Polychlorované bifenyly

PCDD — Dibenzo-p-dioxiny

PG — Prostaglandiny

PGC — Prvotni zérodecné bunky

Pomc — Proopiomelanokortin

PR — Progesteronovy receptor

PRa — Progesteronovy receptor o

PRp — Progesteronovy receptor 3

rRNA — Ribozomalni ribonukleova kyselina
T — Testosteron

Vtg — Vitelogenin
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9. Abstrakt

Vliv syntetického progestinu etonogestrelu na sekundarni pohlavni znaky a

histologii gonad Zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei)

Syntetické progestiny jsou steroidni hormony, které jsou nejen soucasti hormonalni
antikoncepce, ale pouzivaji se 1 pti 1écb¢ tfady zdravotnich problémi. Diky Sirokému
pouzivani 1éka na bazi progestinti nachazime jejich rezidua v odpadnich vodach, odkud
se nasledné dostavaji do Cistiren odpadnich vod a do vod povrchovych. Cilem této
diplomové prace bylo posoudit, zda ma synteticky progestin etonogestrel vliv na
sekundarni pohlavni znaky a histologii gonad zivorodky Wingeovy (Poecilia wingei).
Béhem experimentu byly samci a samice oddéleng, vystaveny 3,2 a 320 ng-I?t
etonogestrelu po dobu 34 dni. Jako kontrola slouzila skupina ryb chovanych v ¢isté
vodé (K) a skupina ryb chovanych v ¢isté vodé obsahujici rozpoustédlo
dimethylsulfoxid (KS). Na konci testu byly vSechny ryby vyfotografovany, aby byly
zachyceny ptipadné zmény V jejich zbarveni. Poté byly ryby usmrceny a fixovany v 10
% pufrovaném formalinovém roztoku pro morfometrickou a histologickou analyzu.
Vzorky ryb odebrané pro morfometrickou analyzu byly vyfotografovany s pomoci
softwaru QuickPHOTO MICRO 2.3 a na zhotovenych snimcich byly méfeny jednotlivé
morfometrické parametry. Zpracovani vzorkt ryb pro histologickou analyzu zahrnovalo
dekalcifikaci, dehydrataci a nasledné zaliti vzorkii do parafinovych blocki. Z
parafinovych blo¢ka se poté zhotovily fezy o tloust’ce cca 4,5 um, které byly obarveny
hematoxylinem a eosinem. Na takto pfipravenych histologickych vzorcich se zjistovaly
histologické zmény gonad.

U samic exponovanych etonogestrelu byl v obou koncentracich pozorovan vyskyt
barevnych skvrn, které jsou charakteristické pro samce a u samic indikuji maskulinizaci.
Navic samice vystavené koncentraci 320 ng-I"t vykazovaly zménu morfometrie analni
ploutve do struktury podobné gonopodiu (modifikovana analni ploutev samct slouzici
jako pomocny kopulaéni organ), coz je znak, ktery rovnéz ukazuje na maskulinizaci.
Déle expozice etonogestrelu jak v nizsi, tak i ve vys$§i koncentraci snizila zastoupeni
zralych oocytt v ovariich, pii¢emz jejich vyskyt se snizoval s rostouci koncentraci. U

samcu exponovanych etonogestrelu byl v obou koncentracich zjistén mensi pomér 4.
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paprsku k délce 6. paprsku gonopodia. V koncentraci etonogestrelu 320 ng-I* byl navic
pozorovan vétsi poméru délky 6. paprsku k délce téla a prodlouzeni délky 6. paprsku.
Ackoli nedoslo k takovym zménam, které by indikovaly hypermaskulinizaci, mohly by
tyto zmény mit negativni vliv na reprodukci, pfipadné pohlavni vybér ze strany samic.
Expozice etonogestrelu neméla zadny vliv na bézny vyvoj testes, nebot’ se u samct ze
vSech skupin vyskytovaly pfevazné zralé spermatofory. Na zaklad¢ téchto poznatki Ize
konstatovat, Ze etonogestrel, podobn¢ jako jiné progestiny, piedstavuje realné riziko pro
ryby, pokud se vyskytne ve vodnim prostfedi v koncentracich pohybujicich se uz

v jednotkach ng:I™.

Klicova slova: etonogestrel, gonady, progestiny, ryby, sekundarni pohlavni znaky,

zivorodka
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10. Abstract

Effect of synthetic progestin etonogestrel on the secondary sexual characteristics
and gonad histology of Endler’s guppy (Poecilia wingei)

Synthetic progestins are steroid hormones, which are not only part of the hormonal
contraceptives, but they are also used to treat a number of health problems in human.
Due to the widespread use of progestin-based drugs, their residues are being found in
wastewaters, from where they also enter into the wastewater treatment plants and
surface waters. The aim of this thesis was to assess whether the synthetic progestin
etonogestrel affects the secondary sexual characteristics and gonad histology of
Endler’s guppy (Poecilia wingei). During the experiment, males and females were
separately exposed to 3.2 and 320 ng-1"! etonogestrel for 34 days. A group of fish reared
in pure water (K) and group of fish reared in pure water containing the solvent
dimethylsulfoxide (KS) served as controls. At the end of the test, all the fish were
photographed to capture any color changes. Then the fish were sacrificed and fixed in
10 % buffered formalin solution for morphometric and histological analysis. Fish
samples taken for morphometric analysis were photographed using QuickPHOTO
MICRO 2.3 software and individual morphometric parameters were measured on the
images taken. Fish sample processing for histological analysis included decalcification,
dehydration, and pouring of the samples into paraffin blocks. Then paraffin blocks were
cut with the thickness of about 4.5 um, resulting slides were stained with hematoxylin
and eosin. Histological changes of the gonads were determined on the histological
samples prepared in this way.

In females exposed to both concentrations of etonogestrel occurrence of color spots
was observed. Color spots are characteristic for male and in females indicate
masculinization. In addition, females exposed to 320 ng-I" etonogestrel showed a
change in anal fin morphometry to a gonopodium-like structure (modified anal fin of
males serving as helping copulatory organ), a sign also suggesting masculinization.
Furthermore, exposure of etonogestrel in both lower and higher concentration of
etonogestrel reduced number of mature oocytes in the ovaries, and their occurrence

decreased with increasing concentration. In males exposed to both concentrations of
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etonogestrel a smaller ratio of the length of 4th ray to the length of 6th ray of
gonopodium was found. In addition, at concentration of etonogestrel 320 ng-I* a greater
ratio of the length of 6th ray to body length and extension of length of 6th ray was
observed. Although there were no changes, which would indicate hypermasculinization,
these changes could have a negative impact on reproduction, or sexual selection by the
female. Etonogestrel exposure had no effect on the normal development of testes,
because predominantly mature spermatophores were found in males of all treatment
groups. Based on these findings, we can say that etonogestrel, like other progestins,
represents a real risk to fish if it occures in aquatic environment at concentrations

reaching units of ng-1™.

Keywords: etonogestrel, gonads, progestins, fish, secondary sexual characteristics,
guppy
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