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Sissejuhatus

Ahvenat Perca fluviatilis L. loetakse Euroopas majanduslikult kiimne tdhtsama magevee
kalaliigi hulka ning samuti ka perspektiivikaks liigiks suurendamaks vesiviljeluse
mitmekesisust (Fontaine et al., 2008). Euroopas on loodud ka ahvena kasvandusi: naiteks
Perchitech (Sveitsis) ja Lucas Perches (Prantsusmaal, alates 2001), ent siiski jadb veel
tehistingimustes kasvatatud ahvena mitigi osakaal vorreldes looduslikest veekogudest puttud
kogusega vaikseks. Uheks olulisemaks probleemiks peetakse tootluse hooajalisust ja
tootmismahu ebastabiilsust. Samuti on vaja ahvena téostusharu jatkusuutlikkuseks tagada
stabiilne elujduline ja majanduslikult véartuslik jarelkasv. Viimasel ajal on tehtud mitmeid
uuringuid  parandamaks  tehistingimustes  kasvatavate  ahvenate  tootlikkust ja
jarglaspdlvkondade kvaliteeti. Uuritud on valgustingimuste md&ju sigimisperioodi algusele
(Migaud et al., 2004a), biootiliste ja abiootiliste faktorite mdju ahvena kasvule (Mélard et al.,
1996) ning ka erinevate keskkonnatingimuste koosmoju ahvena sigimiskaitumisele valjaspool
kudemishooaega (Migaud et al., 2004b).

Teadmised kalade ootsiitide kipsemise ja ovulatsiooni toimumismehhanismide kohta
omavad téhtsust kalakasvatustes, tagamaks viljastamisv@imeliste munarakkude saamise
kalade taastootmiseks. Praegusel ajal on kalade ootsiitide kipsemise ja ovulatsiooni uldised
mehhanismid selged. Tuntakse ootsuldis toimuvaid morfoloogilisi muutusi ning neid
juhtivaid hormonaalseid mdjusid. Vahem on teadmisi molekulaarsel ja genoomsel tasandil,

kus spetsiifilised kiipsemis- ja ovulatsiooniprotsesse juhtivad mehhanismid on seni teadmata.

Ootsuldi kupsemiseks laias tdhenduses peetakse kogu ootsiiiidi kasvamise ja arenemise
perioodi, mis eelneb ovulatsioonile (Patifio et al., 2001). Kd&esolevas t60s kasitletakse
kiipsemist kitsamas tdhenduses kui perioodi, mil kasvu ldpetanud meioosi profaasis arestitud
tuumaga ootsliidis toimuvad hormoonide moéjul muutused tuumas (I profaasi I6ppemisest
meioosi teise jagunemise metafaasini) ja tsitoplasmas. Tulemusena moodustub
viljastamiskiips munarakk. Kupsemisele jargneb vahetult ovulatsioon, mille kdigus vabaneb

kiips ootstiut (mida sel hetkel nimetatakse juba munaks) munasarja folliikulist.



Kalade ootsuldid ovuleeruvad individuaalselt. Kuna paljudel bentiliste munarakkudega
kaladel munaraku radiaalkest on Kkleepuv, siis vdivad munarakud moodustada kogumeid.
Kuna ahvena ovuleerunud munarakud moodustavad thtse toruja lindi, mille seintes asuvad
munad thekihilise moodustisena, siis on varem arvatud (Komenes, 1984), et ahvenatel toimub
ovulatsioon erinevalt teistest kalaliikidest: ootsiilite kattev follikulaarepiteel I6hestub lamelli
keskjoone tasemel ja eemaldub lintjast moodustisest nagu ,.katus* (Lisa 1). Siiani on ahvenal
kiill uuritud ootsiiiidi morfoloogilisi ja keemilisi muutuseid in vivo katsetes, (Zarski et al.,
2012a), erinevate hormoonide (Ronyai & Lengyel, 2010; Targonska et al., 2014) ning
keskkonnategurite (Migaud et al., 2004b) mdju kipsemisstaadiumi indutseerimiseks
kunstlikes tingimustes, kuid spetsiaalsed uuringud ahvenale omase marjalindi moodustumisest

puuduvad.

Ké&esoleva t60 eesmarkideks on 1) anda kirjanduse pdhjal Ulevaade kalade ootsiltide
klipsemisprotsessis toimuvatest muutustest ja hormonaalsest regulatsioonist, 2) selgitada
katseliselt, kas ahvena ootsiitide ovulatsioon toimub Koselevi (1984) Kirjelduste kohaselt,
mis erineb teiste liikide omast, voi tavaparaselt, kus ootstitdid ovuleeruvad thekaupa ning

marjalint moodustub hiljem.



1 Kirjanduse tlevaade

1.1 Muutused ootsttidis klipsemisprotsessi kaigus

Munarakkude areng loomades on jaotatud Uldiselt kolme etappi: munarakkude eellasrakkude
(ootsudtide) kasvuperiood, kipsemisperiood ja ovulatsioon. Kasvuperioodil toimub
ootsliutidesse vajalike valkude ja toitainete kogumine, kipsemisperioodil valmistatakse rakk
ette viljastumiseks ja ovulatsiooni kéigus vabaneb kips muna munasarja. Antud t66s on
ootsliutide areng jaotatud tuuma arenguastmete alusel (joonis 1). Vastavalt tuuma
arenguetappidele kestab kasvuperiood kuni tuuma esimese meiootilise arengu peatamiseni
(esineb enamasti meioosi | profaasis). Kipsemisperioodi alguseks loetakse arengulist etappi,
mil hormoonide mojul jatkatakse tuumajagunemist ning kestab kuni teise meiootilise
jagunemise seisakuni, mis on eri liikidel eri aegadel. Parast ovulatsiooni, viljastumishetkel,

viiakse tuuma meiootiline areng l18puni.
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Joonis 1. Ootsliutide meiootiline areng eri liiki isenditel. Enamikul liikidest toimub esimene
tuuma meiootilise jagunemise seisak | profaasis. Hormoonide mdjul jatkatakse tuuma arengut
ning teine seisak toimub C. elegans’il juba pdrast tuumaimbrise jagunemist (I profaasis),
putukatel | metafaasis, selgroogsetel (sh. kaladel) 11 metafaasis ja merisiilikutel viiakse tstkkel
I6puni. Kdigil liikidel jatkatakse tuuma meiootilist arengut pérast viljastamist, merisiilikutel

kéivitab munaraku viljastamine juba munaraku mitootilise arengu (Kim et al., 2013 jargi).



1.1.1 Protsessilised muutused

Oogeneesi I6ppstaadiumitel, kipsemisperioodil, toimuvad ootsutdi tuumas
meioosijagunemised ja tsutoplasma omaduste muutused. Protsessi tulemusena saab ootsut
munarakuks, mis on vdimeline viljastuma ning ka edasi arenema (Patifio & Sullivan, 2002).
Kipsemisperioodiks nimetatakse ajajarku ootsiiidi arengus, mis algab staadiumist, kus
follikulaarepiteeliga kaetud kasvu I8petanud meioosi profaasis olev ootsiilit omandab vdime
sobivates keskkonnatingimustes reageerida stimuleeritavatele hormoonidele (kaladel ja ka
teistel selgroogsetel hipoflusi gonadotroopsetele hormoonidele), mis viib tuuma meiootilise
arengu jatkamiseni. Toimuvad muutused tsutoplasmas. ning ootstdti  Umbritsevas
follikulaarepiteelis. Klipsemine I6peb staadiumiga, kus ootstit on valmis ovuleeruma ning
seemnerakkudega kokkupuutel viljastuma. Sel hetkel nimetatakse ootsiiiti juba munarakuks
(Goetz & Garczunski, 1997).

Ootsuidi kipsemise kéigus jatkatakse ootsiiidi meiootilist jagunemist. Kasvuperioodil, mil
ootsiiiti kogunevad vajalikud valgud ja mRNA-d ning ladestuvad rebugraanulid ning
lipiidtilgad, on tuuma areng peatatud esimese meiootilise jagunemise profaasis. Kupsemise
algul hakkab ootstiudi keskel paiknev tuum liikuma rohkem perifeersemasse asendisse
(animaalse pooluse poole). Seejarel tuumaumbris lahustub ja 18peb meioosi esimene
jagunemine ning algab teine jagunemine. Meioos seiskub taas Il metafaasis, mil
kiipsemisprotsess on 16ppenud. Munaraku tuum on meioosi teise jagunemise metafaasis kuni
muna aktiveerumiseni viljastumisel. (Patifio & Sullivan, 2002). Kipsemise ja meioosi
jatkumine ning sellele jargnev munaraku ovulatsioon on hormoon-sdltuvad protsessid (vt ka
1.1.4).



1.1.2 Muutused tstitoplasmas

Meiootilise jagunemise jatkumise kaigus toimuvad mitmed muutused tsutoplasmas. Tegemist
on protsessiga, mida nimetatakse tsltoplasmaatiliseks kipsemiseks. Tsutoplasmaatilise
kiipsemise kaigus toimuvad muutused on hiljem vajalikud muna viljastumise dnnestumiseks

ning ka embriio normaalseks arenguks (Patifio & Sullivan, 2002).

Ootsuddis liiguvad kortikaalalgraanulid ootsutdi pinna lahedale ning paigutuvad thekihiliselt.
Graanulid seostuvad mikrofilamentidele ning seejarel toimub nende transport (Wessel et al.,
2002). Kortikaalgraanulite translokatsioon on oluline viljastumisel. Spermi sisenemisel
munaraku aktiveerimisel vabastavad nad oma sisu munaraku ekstratsellulaarsesse maatriksisse

ning moodustavad kesta, et valtida polispermiat.

Tsltoplasmaatilise kiipsemise kaigus toimub ootsulti kasvamise kéigus ladestunud valgu —
vitellogeniini (V@) — sekundaarne I6hustamine vaiksemateks osadeks. Esmane lagundamine
toimub kasvamisperioodil ladestumise kéigus, mil valke transporditakse ootsiiiti veresoonte
vahendusel. Vitellogeniinide lagundamine toimub hidrollisiga. See on spetsiifiline protsess,

kus kindlate toimub Vg vormide selektiivne lagundamine (Sullivan et al., 2003).

Vitellogeniinide sekundaarse hidroliusi tulemusel tekivad vabad aminohapped, mille tottu
muutub ootsliidis osmootne tasakaal ning vesi hakkab sisenema — ootsult hldrateerub.
Ootsult paisub ning muutub l&bipaistvamaks. Lisaks vabadele aminohapetele, osalevad
hiidrateerumise protsessis ka mitmed ioonid, nagu naiteks K*, CI,, P; Na* (Bgrge & Finn,
2008; Skoblina, 2010). Kui Na*-kontsentratsioon kasvab kogu kiipsemisperioodi valtel, siis
K*-kontsentratsioon ainult tuumatmbrise lagunemiseni, ent K* sisenemiskiirus on kaks korda
suurem (Skoblina, 2010). Hudrateerumine langeb ajaliselt kokku tuumaiimbrise lagunemisega.
Lisaks on samal ajal kupsemist soodustava hormooni tase veres joudnud maksimaalse

kontsentratsiooni juurde (Sullivan et al., 2003).



Vee sisenemine v6ib toimuda mitmel viisil. loonide ja vabade aminohapete kontsentratsiooni
kasvades muutub ootsiudi ja valiskeskkonna vahel osmootne tasakaal. Selle tulemusel hakkab
vesi sisenema labi lipiidse membraani lihtsa difusiooni teel. Lisaks difusioonile esinevad
ootstilitide membraanides spetsiaalsed kanalivalgud e akvaporiinid. Akvaporiinid on
membraani labivad valgud, mille kaudu liigub vesi mddda osmootset gradienti ootsiiti
efektiivsemalt kui difusiooni teel. Akvaporiinid esinevad eriti arvukalt just merekaladel

(pelaagiliste munarakkudega) ja katadroomsetel kaladel. (Lubzens et al., 2010).

Hidrateerumise tulemusel suureneb ootstiidis turgorrdhk ning ootsttidi maht v6ib suureneda
mitmekordseks. Enim kasvab ootsiiit pelaagilistel (vees uppumatute munadega) kalade puhul,
kus hidrateerumine suurendab kipse muna ujuvust (Coward et al., 2002). Koos vee
sisenemisega muutub ka tsutoplasma selgenemine ja labipaistvamaks muutumine. Ootsudi ja
folliikuli vahelised Uhendused ndrgenevad ning moodustub perivitelliinruumi alge. Lisaks
toimub hldrateerumise ajal lipiidiosakeste Uhinemine, moodustades nahtava lipiiditilga
(Sullivan et al., 2003).

1.1.3 Muutused ootsutidi tuumas

Ootsuidi kipsemise kédigus toimuvad tuumas selged muutused: tuumalimbrise lagunemine,
kromosoomide kondenseerumine, esimese polaarkeha vabanemine. Lisaks tuum, mis algselt
asetseb ootsuitidi tsentris, liigub hormonaalsete mdjutuste tagajarjel animaalse pooluse poole.
Vastavalt tuuma ja tstitoplasma muutustele on ootstudi kiipsemine jaotatud seitsmesse etappi

alates rebu moodustumisest kasvufaasis kuni ovulatsioonini (Zarski et al., 2012b jérgi):

e | staadium — ootsuldi tuum e. idupbieke (IP) asetseb tsentraalselt, dlitilgakesed
tsutoplasmas (liikidel, kellel need esinevad) ja rebugraanulid on véikesed voi pole
eristatavad,

e |l staadium — IP migratsiooni algus, Glitilgakeste ja rebugraanulite Ghinemise algus,



e |lI staadium — migreeruv IP on ldbinud oma teekonnast poole, jatkub Glitilkade ja
rebugraanulite liitumine,

e |V staadium — IP on liikunud Ule poole oma teekonnast, suur &litilk on selgesti
eristatav ning on suurem kui IP,

e 'V staadium — moodustunud on ootsttdist Iabimddult umbes poole véiksem élitilk,

e VI staadium — tuumatimbris on lagunenud — idupdieke ei ole eristatav, ootsulidid on
muutunud labipaistvateks,

e VIl staadium - ovulatsioon.

1.1.4 Ootsuutide kiipsemise hormonaalne regulatsioon

Ootsultide areng on juhitud hipotaalamus-hipofius-folliikulaarepiteel telje kaudu.
Hipotaalamus, mis votab vastu vélismdjude signaale, mdjutab hormonaalselt hiipofilsi ning
kéivitab sisemiste muutuste raja, mille tulemusena Kkéivitatakse munasarjas ootsidtide

kiipsemisstaadium.

Kogu protsessi pohiline regulaator on gonadotropiini-vabastav hormoon (GTH-VH). GTH-
VH tootmine toimub hiipotaalamuses ning slinteesi mdjutavad mitmed vélised tingimused:
vee temperatuur, valguse osakaal 66péevas, vee taseme hooajaline kdikumine, sademed, toidu
hulk (Rottmann et al., 1991). Erinevate optimaalsete keskkonnatingimuste koosmdjud
kutsuvad kalades esile narviimpulsid ajus, mis stimuleerivad hipotaalamus-hupofus-
folliikulaarepiteelteljel toimuvaid endogeenseid protsesse (Coward et al., 2002). See toob
endaga kaasa suurenenud koguses gonadotropiinide vabastamise verre ajuripatsi poolt. Igal

liigil on omad spetsiifilised tingimuste vaartused, mis viivad ootstutid kiipsemisstaadiumisse.

GTH-VH poolt kontrollitav ootstutide areng on lisaks keskkonnatingimustele kontrollitud ka
dopamiini poolt (Dufour et al., 2010). Dopamiin parsib nii GTH-VH hormooni vabastamist
kui ka takistab antud hormooni seostumist GTH-VH retseptoritega, mille tottu ei saa toimuda

ka sugurakkude kipsemist.
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Hipotaalamuse poolt toodetud gonadotropiini-vabastava hormooni mojul hakatakse
hipoflusis tootma gonadotropiine (GTH) (Ankley & Rodney, 2004). Gonadotropiinid
transporditakse veresoonte vahendusel gonaadi, kus nad reageerivad folliikuli teekakihi
rakkudel esinevate pinnaretseptoritega. Gonadotropiinide mojul toimuvad gonaadis muutused,

mis viivad ootsuidi kiipsemisstadiumi alustamiseni (Nagahama, 1994).

Gonadotropiine on kalades kui ka teistes selgroogsetes kahte tutpi: GTH-I ja GTH-II. Kumbki
on seotud munarakkude arengus eri etappidel (Nagahama, 1994). GTH-I tlupi
gonadotropiinide kontsentratsioon veres tduseb jarsult ootsttdi kasvuperioodi alguses ning
langeb vahetult enne klipsemisstaadiumi algust. Samas GTH-II tlupi gonadotropiinide tase
veres tduseb vahetult enne kupsemist, mis viitab tema olulisusele klpsemisprotsessi

kaivitamises.

Kaladel on teada pohiliselt kaks gonadotropiini: folliikuleid stimuleeriv hormoon (FSH) ja
luteniseetiv. hormoon (LH). Kuipsemiseelseid protsesse (oogeneesi alustamist ja
kasvuperioodi) kontrollib pohiliselt folliikuleid stimuleeriv hormoon. Teise gonadotropiini,
luteniseeriva hormooni, tlesandeks kalades on kiipsemisperioodi ning ovulatsiooni algatamine
(Rosenfeld et. al., 2007).

Ootsuidi kasvuperioodi 16pus kasvab veres LH tase margatavalt (Lubzens et al., 2010). LH
mdjub otse folliikuli teeka rakkude Kihile, seostudes pinnaretseptoritele. Kaivituvad
protsessid, mis viivad ootsiiidi tsitoplasma kiipsuskompetentsuse saavutamiseni (Patifio &
Sullivan, 2002).

Kipsemiskompetentsuseks nimetatakse olukorda, mil ootsult on vBimeline jatkama meioosi
klpsemist soodustava hormooni (KIH) mdjul. (Patifio & Sullivan, 2002). Tegemist on kahe-
etapilise protsessiga Esmalt saavutab folliikul vdime toota kiipsemist soodustavat hormooni ja

seejarel, teises etapis, saavad ootstiidid voime sellele reageerida (Patifio et al., 2001).
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Esimene etapp on gonadotropiinist - luteniseerivast hormoonist - sdltuv protsess (Goetz &
Garczunski, 1997). LH tase on kogu ootsuldi kasvamise kdigus madal, kuid kontsentratsioon
veres tduseb margatavalt vahetult enne kipsemise algust (Goetz & Garczunski, 1997; Ge,
2005), mis viitab selle olulisusele kiupsemisprotsessis. Kui LH on seondunud folliikuli teeka
rakkude Kihi retseptoritele, toimub kipsemist soodustava hormooni tootmine (KIH)
(Nagahama, 1994).

Kui folliikuli rakud hakkavad tootma kiipsemist soodustavat hormooni, toimub KIH-s6ltuv
meioosi jatkamine. Katsetega on ndidatud, et antud steroidhormoon mdjub ootsiudi
plasmamembraani pinnaretseptoritele. KIH sisestamisel kasvu I8petanud ootsuditi ei toimunud
mingeid muutusi arengus, kuid hormooniga véliselt mdjutades, alustas ootslut kiipsemisfaasi
(Nagahama, 1994).

Erinevatel sugukondadel on leitud kiipsemist soodustava hormoonina erinevad progesterooni
vormid. Kaladel esinevad vastavalt 17a,204-dihldroksu-progesteroon (17,208P) (I6hilastel)
(Nagahama, 1987) vdi 17,204,21-trihiidroksu-progesteroon (204-S) (ahvenlastel) (Skoblina,
2009).

Lisaks KIH-le on tdheldatud, et meioosi jatkamises osaleb ka insuliinisarnane kasvufaktor
(IGF) (Maestro et al., 1999). Tegemist on KIH-st sdltumatu protsessiga, kus arvatakse
osalevat IGF-retseptor (Sullivan et al., 2003). IGF viis ootsliutide meioosi jatkamiseni ka ilma

progesterooni ega KIH-d kasutamata.
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1.2 Ovulatsioon ja ootsuidis toimuvad muutused
1.2.1 Ovulatsiooni protsess

Folliikuli-sisesele meiootilisele kipsemisele jargneb vahetult ovulatsioon, mis on ka
emassugurakkude arengu viimaseks arenguetapiks enne viljastumist. Parast meioosi
taasalustamist, mil ootstiit on jéudnud Il kiipsemisjagunemise metafaasi staadiumini, toimub
ovulatsiooni kéigus kiipse ootsulidi vabanemine folliikulist munasarja (mdnedel kaladel otse
kdhuoonde) (Lubzens et al., 2010). Ovulatsioonieelsel perioodil toimuvad mitmed
ettevalmistavad alaetapid, nagu folliikuli-ootstiidi omavaheliste (henduste katkemine,
folliikuli kesta katkiminemine ning ootsuldi véljapaiskamine folliikulist (Patifio & Sullivan,
2002).

Ootstitidi vabanemine toimub labi folliikulis tekkiva avause, mis hdlmab folliikuli erinevaid
kihte. Arvatakse, et folliikulis katkete tekkimist pdhjustavad kindlad proteaasid, mille toimel
hidrollusitakse folliikuli kestadesse katked (Lubzens et al., 2010). Siiski erinevate
proteaaside mdju ja toimemehhanismide endi kohta kalades on véhe teada (Goetz &
Garczynski, 1997; Lubzens et al., 2010).

Ovulatsioon, nagu ka kipseminegi, on kontrollitud gonadotropiinide poolt. Erinevalt
klipsemisest, mis on genoomsetest protsessidest séltumatu KIH poolt esilekutsutud protsess,
vajab ovulatsioon transkriptsioonilist aktiivsust ja uute mRNA-de siinteesi (Pinter & Thomas,
1999). See teeb ovulatsioonist keerukama protsessi ning tdpsemad mehhanismid, kuidas

ovulatsiooni indutseerimine kalades toimub, pole tapsemalt teada.

Ootsuddi véljumine toimub mehaaniliste mdjutuste abil. Ovulatsiooni toimumisel on oluline
osa follikulaarepiteeli rakkude kokkutdmbumisel, mida initsieerivad prostaglandiinid (kaladel
enamasti prostaglandiin F2a). (Stacey & Goetz, 1982).
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1.3 Ootsuutide kiipsemise ja ovulatsiooni esilekutsumine kaladel
1.3.1 Indutseerimine in vivo tingimustes

Ootsuldi kupsemise ja ovulatsiooni esilekutsumise olulisus seisneb kasvatustingimuste
eriparasustes. On kaks pdhjust (Donaldson & Hunter, 1983), miks kunstlikes tingimustes ei
pruugi kaladel paljunemine Onnestuda. Uhelt poolt ei pruugi kohalikud kasvukeskkonna
tingimused tépselt sobida meid huvitava kalaliigi suhtes, teisalt kunstlikud tingimused ei ole
piisavalt sarnased looduslike tingimustega, mis kutsuvad esile sigimiseks vajalikke

etevalmistavaid protsesse.

Optimaalsed keskkonnatingimused, mis kutsuvad esile kipsemist ja ovulatsiooni, on palju
rangemalt reguleeritud kui munarakkude Gldise arenguga seotud protsessidel. Siiski saab
valistingimustest teatud méaéral modda minna, kasutades hormoone. On olemas kaks meetodit
(Rottmann et al., 1991), kuidas kaladel esile kutsuda munarakkude kiipsemist ja ovulatsiooni:
kasutades kipsemist soodustavaid hormoone vdi alla suruda kipsemist blokeerivate ainete

mdju.

Kipsemist ja ovuleerumist soodustavate ainetena kasutatakse hupofuisi ekstrakte, puhastatud
gonadotropiine, gonadotropiine vabastavaid aineid, steroide ja prostaglandiine (Rottmann et
al.,1991). Oige aine valik sdltub liigist ning hormoonide kattesaadavusest. Lisaks mdjutavad
hormoonide toimet kala tervislik olukord, kala sugukiipsuse aste, kala suurus, vee temperatuur
ja aastaaeg (Rottmann et al., 1991). Vastavalt vajadusele saab kasutada hupofiilsi ekstrakte ja
puhastatud gonadotropiine munasarjade stimuleerimiseks, ning steroidseid hormoone ja

prostaglandiine otseselt munarakkude md&jutamiseks.

Sugurakkude kiipsemist inhibeeriva ainena on teada hetkel dopamiin, mis parsib
gonadotropiine vabastava hormooni vabastamist (Dufour et al., 2010). Dopamiini tottu ei ole
vOimalik  hipotaalamus-hipofuls-follikulaarepiteel — telje  kaudu suunata  ootsiiite
kipsemisstaadiumini. Kalade sugurakkude tahtlikuks kipsemisprotsessi kaivitamiseks on

hakatud kasutama dopamiinide mdju allasuruvaid aineid — dopamiini antagoniste.
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Dopamiini negatiivse moju avastamine ootstutide kupsemisele on kaasa aidanud
tehistingimustes kalade reprodutseerimisele. See on vBimaldanud suurendada tehistingimustes
kasutatavate kiipsemist soodustavate hormoonide t6husust. Katsetes (EI-Hawarry et al., 2012)
on kasutatud dopamiinide antagoniste koos gonadotropiine vabastavate hormoonidega, mis on

andnud paremaid tulemusi, kui hormoonid uksinda.

Hormoonidest kasutatakse enamasti karpkala (Szabo, 2003; Krejszeff et al., 2008) voi 16he
(Rottmann et al., 1991) hupofulsi ekstrakti. Siiski antud meetodi puhul s6ltub ootstttide
kipsemise edukus isendi gonadotropiinide avaldumise potentsiaalist ning tulemusi on raske
ennustada (Haniffa et al., 2000). Kasutusel on nii vérskelt kogutud kui ka pulbrilised
ekstraktid.

Tdiendavalt kasutatakse erinevaid hormoone. Edukalt on kasutatud gonadotropiinidest inimese
koorioni gonadotropiini (Kucharczyk et al., 1997, Kucharczyk et al., 1999; Krejszeff et al.,
2008). Siiski on taheldatud, et inimese koorioni gonadotropiini kasutades vG@ib kull
aktiveeruda ootsiiidi kupsemisperiood, ent protsess ei pruugi jéuda valja ovuleerumiseni.
Probleemi lahendamiseks on kasutatud kiipsemist soodustavat hormooni (170,204P), mille
mojul maérgatavalt kasvas ovuleerumise edukus (Yamamoto et al., 2015). Oletatakse, et
isenditel vdivad esineda steroidsete hormoonide (sealhulgas KIH) sinteesimise
blokeerimismehhanismid, mille t6ttu ei ole vGimalik ilma tdiendavaid hormoone kasutamata

voimalik viia ootsutdi kipsemisprotsessi 16puni.
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1.3.2 Indutseerimine in vitro tingimustes

Kalade ootsudtide kipsemist ja ovulatsiooni esilekutsumist on véimalik teostada ka
organismivaliselt in vitro tingimustes. In vitro kipsemise ja ovulatsiooni esilekutsumist
kasutatakse ootsudtides toimuvate visuaalsete muutuste jalgimiseks ning protsesside
toimemehhanismide uurimisel. Erinevalt in vivo tingimustest, annab see uurimismeetod
vBimaluse teha pohjalikumaid uuringuid ootsiiitide arengu kohta. Hormoonide mdjul saab
folliikulisisesel in vitro tingimustes ootsttdil esile kutsuda tuumatmbrise lagunemisstaadiumi

(mis on kipsemisperioodi alguse tahiseks).

Kasutatava hormooni valik s@ltub ootsliidi arengustaadiumist. Ootstittidel esineb periood, mil
kiipsemist kutsuvad esile ainult gonadotropiinid, mitte steroidhormoonid (KIH) (Nagahama,
1994). Kui aga mdjutada ootsulite esmalt gonadotropiinidega, siis muutuvad nad tundlikuks ka
KIH mdjutustele, mille alusel on arvatud, et gonadotropiinidel on oluline osa ootsudtide
kiipsemiskompetentsuse saavutamisel. Gonadotropiinid méjuvad folliikuli pinnaretseptoritele.
Ootsuudid, millelt on tehislikult eemaldatud Gmbritsev folliikuli kest, ei suuda gonadropiini

lisamisel alustada kiipsemisstaadiumi.

On tdheldatud (Suwa & Yamashita, 2007), et in vitro tingimustes on ootsuldid vdimelised
labima ovulatsiooni ilma tdiendava hormonaalse stimulatsioonita, kui vahetult enne elusast
kalast eemaldamist on l&bitud tuumaumbrise lagunemise staadium (on labitud meioosi |
profaas). Ovulatsiooni toimumisel on tdheldatud ka suurt osa prostaglandiinidel. Nende
lisamisel in vitro tingimustes on kiirendanud ovulatsiooni toimumist (Stacey & Goetz, 1982)..
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2 Praktiline osa

2.1 Materjal ja metoodika

Ahvena ovulatsiooni ja marjalindi  kujunemise uurimiseks kasutati looduslikust
populatsioonist périt ahvenate marja inkubeerimist laboritingimustes. Kéesoleva t60 materjal
on kogutud 2014. a maikuu esimeses dekaadis (ahvena loodusliku sigimise perioodil). Parnu
jOest ja Parnu lahest paditi suguklpsed ahvenad (Perca fluviatilis L.) ja transporditi veekastis
elusalt hoituna laborisse. Ahvenate piiiki ning nende transportimist baasi viisid labi kohalikud

seirepuiiki teostavad instituudi tootajad.

Kokku oli katsealuseid ahvenaid 32 — 3 isast ja 29 emast. Katsealustest emastest kaladest piiti
11 esimesel pdeval, 10 treisel p&eval ja 8 kolmandal péaeval. Emastelt ahvenatelt votsin
pintsettide ja prepareerimisndela abil gonaaditiikke (keskmiselt ~10 ootsiti igas tiikis). Need
asetasin petri tassil olevasse Ringeri lahusesse (liitris vees 6,5 g NaCl, 0.2 g KCI, 0.2 g CaCl2
ja 0,2 g NaHCO3) ovuleeruma. lgast emasest isendist votsin 2 proovi. Nendest esimese proovi
asetasin hele petri tassile ja teise eraldiseisvale tassile. M6lemad tassid olid méargitud Uhise
numbriga ning nende inkubeerimine toimus paralleelselt erinevatel temperatuuridel - vastavalt
18-19°C (toatemperatuur, mis on mdddetud tavalise termomeetriga) ja kiilmikus 6-7°C juures.
Temperatuur sai valitud ahvena loomuliku kudemisaja temperatuuri alusel. Ahvena ootsuditide
arengu optimaalseks temperatuurivahemikuks on 6-18°C (Saat & Veersalu, 1996). Selles
vahemikus toimub areng Kiiremini kérgematel temperatuuridel, v8imaldades jalgida ahvena
ovulatsiooniprotsessis lihema ooteaja jooksul, kuid jahedamas hoitud eksemplaridel on
voimalik muutusi tdpsemalt jalgida. Samuti on madalamal temperatuuril inkubeerides vaiksem
oht, et protsessid toimuvad liiga kiiresti, mille tottu vOib jd&da midagi jd&dvustamata.
Kummaski temperatuurireziimis oli Uks proovide eksemplar kdigist emastest voetud
proovidest (kummaski kokku 29 tassi). Inkubeerimiskatsed isenditest tehti vahetult pdarast

ahvenate pitdmist ja laborisse toimetamist.
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Iga tunni tagant kontrollisin eri temperatuuridel asetsevates ootslutide tsutoplasmas toimuvaid
muutuseid. Labipaistmatutes ootsultides jalgisin tuumailimbrise lagunemise staadiumi
toimumist, et olla valmis ovulatsiooni jaddvustamiseks. Kuna eesmérgiks oli jd&dvustada
ahvena ovulatsioon ning sellele jargnev lindi moodustumise protsess, siis vahepealsete
etappide markimist ega jdadvustamist ei toimunud. Kokkuvdte toimunud muutustest tehti
padevade Ibikes. Ootstitide arengustaadiumid  fikseerisin  visuaalsel  vaatlusel
stereomikroskiibiga Nikon SMZ 800. Kogu protsessi salvestamiseks kasutasin mikroskoobiga
uhendatud fotoseadet Nikon Digital Sight DS-L2.

Meioosi profaasis olevad ootsuitidele, mis olid labipaistmatud, lisasin vaatluse ajal aadikat.
Viimane muudab tsitoplasma labipaistvaks ning antud staadiumis veel intaktse tuuma
valgeks. Ovuleerumise stimulatsiooniks hormoone ei kasutanud. Aé&dikat lisati
gonaaditukkidele, mis asetati katsest eraldiseisvale petri tassile, et valtida arengulist peatumist

kdigis Uhes katseeksemplaris asetsevates ootsutides.

Viljastamiskatsed viisin labi, et selgitada kas antud katses ning tingimustes ovuleerunud ning
lindi moodustanud munad on viljastamisvdimelised, veendumaks, kas protsess on toimunud
Oigesti ning tekkinud on funktsionaalne marjalint. In vitro ovuleerunud marjaterade
viljastamine toimus kuivmeetodil. Puhta petri tassi peale asetatud munarakkudele lisasin peale
tilga isase ahvena spermat. Lisasin kraanivett ning lasin 30 sekundi valtel viljastuda. Seejéarel
eemaldasin spermalahuse ja viljastatud munarakud loputasin kraanivees. Kogu areng toimus

temperatuuril 18-19°C puhtas kraanivees.

Laboritingimustes moodustunud marjalinti vérdlesin looduslikult moodustunud marjalindi
struktuuriga, mis annab teada, kas laboritingimustes moodustunud lint on sarnase struktuuriga
vOi kéib protsess teisiti. Looduslikult moodustunud marjalindi kogusin emastelt ahvenatelt,

kellel oli juba ouleerumisprotsess toimunud.
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2.2 Tulemused

Katsesse voetud kaladest 29st emasest olid 25 isendil l&bipaistmatud ja intaktse tuumaga
ootstiudid (joonis 2). Kahe kala ootstiidid olid poollabipaistvad (joonis 3) ja kahel kalal olid
gonaadis ovuleerunud munad, mis Ringeri lahusesse panduna olid kas Uksikud voi

agregeerunud vaiksemateks kogumiteks (joonis 4).

Joonis 2. Intaktse tuumaga ootsuidid Kkatse lahtestaadiumis. a) Profaasis olevad
labipaistmatud ootsiitdid; b) Ringeri lahusele on lisatud dadikat, mis on muutnud tsttoplasma

labipaistvamaks ja tuumad heledaks. 1 — dlitilk, 2 — tuum, 3 — ootsutdi kest.

Joonis 3. Gonaadi fragment ovuleerumata poollabipaistvate (tuumaiimbris lagunenud)

ootsiiutidega katse lahtestaadiumis
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Joonis 4. In vivo ovuleerunud munad Ringeri lahuses (ksikutena ja agregeerununa

vaiksematesse kogumitesse

Ovuleerumine toimus antud katses temperatuurist sdltumatult. Pigem soltus ovuleerumine
ootsliutide algstaadiumist, mil nad kalast eemaldati. (vt. tabel 1). Kuna hormoone ootsidtide
stimuleerimiseks ei kasutatud, siis arengulisi muutuseid vdis vaha vaid neis ootsiitides, mis
olid saanud loomuliku hormoonse mdjutuse vahetult enne kalast eemaldamist (need munad,

mis olid pooll&bipaistvad ehk milles on juba toimunud tuumatumbrise lagunemine.
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Tabel 1. Ovuleerumiskatsete koondtabel isendite kaupa. Iga isendi ootsiiite inkubeeriti kahes

katses (a ja b) erinevatel temperatuuridel. - — muutuseid ei téheldatud; + — toimusid

muutused/ovulatsioon; * — Isend puuti teisel paeval; ** — isend pudti kolmandal p&eval; x —

munad olid juba enne kalast eemaldamist ovuleerunud ja muutuseid ei jalgitud.
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2a 2b
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Isend
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Ootsuiite imbritseb paks kleepuv radiaalkest, mis on oluline marjalindi moodustumises. Tanu
radiaalkesta kleepuvusele (hinevad ahvena ovuleerunud munarakud, moodustades toruja
struktuuri. Animaalse pooluse kohal on radiaalkest palju 8hem, moodustades (nagu teistel
périsluustel kaladel) mikropuulikanali. Mikropidli kaudu saab munaraku tsttoplasmani

liikuda spermatosoid (joonis 5).

Joonis 5a ja 5b. Ootsuiite katab paks kleepuv radiaalkest (RK), mis on animaalses pooluses

dhem, kus asub ava e mikropuul (MP).

Labipasitmatud ootstidid ei ovuleerunud in vitro kolme 66péeva jooksul. Samuti ei toimunud
visuaalseid muutuseid ootstdi tuumas ega tsutoplasmas. Pooll&bipaistvad ootsttdid (milles
oli in vivo toimunud tuuma lahustumine, st olid meioosi profaasi I6pus), alustasid

ovuleerumist mdni tund pérast nende viimist in vitro tingimustesse.

Ahvena ootsludid ovuleerusid individuaalselt labi véikese avause follikulaarepiteelis (joonis
6). Pérast in vitro ovuleerumist kleepusid kontakti sattunud munarakud omavahel ja
moodustasid struktuuri (joonis 7a), mis oli téiesti sarnane in vivo oluleerunud munadest
tekkinud marjalindi struktuurile (joonis 7b).
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Katses ovuleerunud munarakud olid viljastamisv@imelised. Kahel kalal ovuleerunud
ootsliutidega tehti viljastamiskatsed. Ovuleerunud ootstiudid osutusid viljastumisvdimelisteks

ning stigoodid arenesid I6igustumise kahe blastomeeri staadiumini (joonis 8).

Joonis 6. Ovulatsioon. a) Noolega téhistatud ovuleeruv ootsuit; b) Alumised kaks ovuleeruvat
ootsliuti ja Ulemine Uksik juba ovuleerunud ootsuilt. ¢) Ovulatsioon toimub ootsiutidel

uhekaupa; ovulatsiooni toimumine labi folliikuli kesta ava.
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Joonis 7. Ovuleerunud munarakkude kokkukleepumine ja marjalindi moodustumine; a) in

vitro ovuleerunud munarakkude marjalint; b) in vivo ovuleerunud munarakkude marjalint

\ =

Joonis 8. Katses ovuleerunud munarakud olid viljastumisv8imelised. Sugoot on kahe

blastomeeri staadiumis.
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2.3 Arutelu

Kaesolevas t60s uurisin ahvena ootsudtide ovulatsiooni ning marjalindi moodustumist.
Koselevi (1984) jargi toimub ahvena koikide ootsultide ovulatsioon korraga. Protsessi
eelduseks olevat ootsuiitide sunkroonne areng nii kasvu kui ka kiipsemisstaadiumis. Kipsete
ootstiutide valmimisel 16hestub follikulaarepiteelkest kesktasandilt ning kogu kest (htse
katusena (Lisa 1). Vastavalt Koselevile ovuleeruvad ootsiiiidid iihtse lindina, mis kujul
véljutatakse nad ka kehadodnest. Antud arvamus, kuidas ahvena munarakud ovuleeruvad
korraga, ei vastanud antud t60s labi viidud katsete tulemustele. Katsetes selgus, et ahvena

munarakud ovuleeruvad folliikuli kestast Gihekaupa.

Uhekaupa ovuleerunud munad kleepuvad fiisioloogilises lahuses paksu kleepuva radiaalkesta
tottu kokku. Moodustub ahvenale omane vorkjas struktuur, marjalint, mille kus munad
paiknevad 0hekihiliselt. In vitro moodustunud linti vorreldi in vivo ovuleerunud ning
kokkukleepunud munarakkudest lindiga, mis annab pdhjust arvata, et in vivo ja in vitro

ovulatsiooni protsessid toimuvad sarnaselt.

Varem (Nguenga et al., 2004) on ka naidatud, et esimese 4 tunni jooksul alates ootsiiutide
inkubeerimisest in vitro keskkonnas ei esine inkubeerimistemperatuuril olulist mdju munaraku
ja embriio edasisele arengule. Meie katsete pdhjal taiendavaid jareldusi ei saa teha, kuna
ovuleerumise toimumine sOltus kdesolevas katses ainult ootsudtide arenguetapist, mil nad

kalast eemaldati ning minu tulemuste pdhjal ei saa vaita, milline m6ju on temperatuuril.

Siiski katsete tulemuste pdhjal saab kinnitada varemmainitut (Suwa & Yamashita, 2007), et
munarakud on vdimelised ovuleeruma ka stimuleerivaid hormoone kasutamata. Eranditult
ovuleerusid ainult ootstiudid, mis olid poollabipaistvad. Neis oli I6ppemas vdi on 16ppenud
meioosi | profaas ning tuumaumbris on lagunenud. Ovuleerumiseks vajalikud hormonaalsed

maojutused on toimunud juba enne kalast eemaldamist.
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Katses ovuleerunud munarakud olid viljastumisvGimelised. Antud Kkatses in vitro
moodustunud marjalint ei seganud loomulikku viljastumisprotsessi. Siit vdib jareldada, et
kuna ahvena marjalint oli nii struktuurilt sarnane in vivo lindiga kui ka fusioloogiliselt toimiv,
siis pole pOhjust arvata, et ovulatsioon ja lindi moodustumine toimub teisiti, kui antud katse
tulemustes kirjeldatud. Ootsudtide kipsemine (meioos) ja ovulatsioon on loomariigis
morfoloogiliselt kui ka ajaliselt killaltki konservatiivsed, mis on ka mdistetav nende

protsesside universaalsuse tottu.
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Kokkuvote

Ootsudtide kipsemiseks nimetatakse perioodi, mil ootstudi tuumas jatkatakse meioosi |
profaasi toimumist ning I6peb vahetult enne ovulatsiooni, mil tuum on jéudnud arenguga Il
metafaasi staadiumisse. Kogu protsessi valtel toimuvad ootsulidis mitmed muutused. Ootsutdi
tuumatmbris laguneb ning tuum liigub animaalse pooluse poole. Kortikaalgraanulid
transporditakse ootutdi pinna lahedale ning paigutuvad sinna uhekihiliselt. Kasvab ioonide
kontsentratsiooni ning toimub kasvuperioodil ootsulti ladestunud vitellogeniini lagundamine,
mille tbttu kasvab ootsuldi osmootne rdhk ning vesi siseneb rakku. Selle tulemusel ootsudt
paisub ning muutub l&bipaistvamaks. Kogu kipsemisprotsessi kéigus muutub ootsudt
viljastamisvdimeliseks ning sel hetkel nimetatakse teda juba munaks.

Ootsudtide kipsemine on reguleeritud hormonaalselt hipotaalamus-hupofiis-follikulaartelje
kaudu. Optimaalsete véliste keskkonnategurite mdjul hakatakse hiupotaalamuses tootma
gonadotropiine vabastavat hormooni. Antud hormoon mdjutab hiipoftisis toimuvaid protsesse
ning hakatakse tootma gonadotropiini, mis kantakse vere vahendusel munasarja, kus nad
reageerivad teeka kihi rakkude pinnaretseptoritega ning selle md&jutusel kaivitub ootslutide
kiipsemisperiood. Tahtsamateks gonadotropiinideks ootstitide arengus on folliikuleid
stimuleeriv. _hormoon ja luteniseeriv. hormoon, millest viimane on olulisem just
kiipsemisprotsessi kadivitamises. Gonadotropiini mojul saavutavad ootsiitidid vdime reageerida
kiipsemist soodustava hormooni suhtes — nad on saanud kupsesmiskompetensuse. Kalades

enim levinud on kipsemist soodustav hormoon on 17a,204-dihtdroksi-progesteroon

Ovulatsiooni kéigus toimub kiipse munaraku valjumine follikulaarepiteelist ning. Ovulatsiooni
eelduseks on vajalikud ettevalmistavad etapid nagu folliikuli-ootstiidi vaheliste sidemete
katkemine ja folliikuli kesta katkiminek. Ootsutdi valjumise puhul on ilmselt tegemist
mehhaanilise protsessiga, kus folliikuli epiteeli rakud tdbmbuvad prostaglandiinide mojutusel
kokku. Ovulatsiooni, nagu ka kipsemist, kontrollivad samuti gonadotropiinsed hormoonid,
kuid protsess on ise palju keerulisem. Vajalik on transkriptsiooniline aktiivsus ja uute mRNA-

de siintees, kuid tdpsemad mehhanismid on seni teadmata.
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Ootsudtide kupsemist ja ovulatsiooni saab tehislikult esile kutsuda hormoonide mojul.
Kasutatakse nii kalades kontrollitud ajal jarglaspdlvkondade saamiseks kalakasvatustes kui ka
laboritingimustes ootstiidis toimuvate protsesside jalgimiseks. Vastavalt vajadusele
kasutatakse kalade puhul hupofulsi ekstrakte ja puhastatud gonadotropiine isendite
munasarjade stimuleerimiseks vdi gonadotropiine, steroide ja prostaglandiine otseselt
munarakkude mdjutamiseks. Samuti on laboritingimustes v6imalik teostada ootsultide
kiipsemis- ja ovulatsiooni katseid ilma tdiendavaid hormoone kasutamata, kui ootsutdid on

vahetult enne kalast eemaldamist labinud tuumatimbrise lagunemise etapi.

Katsete tulemused néitavad, et ahvena munarakud ovuleeruvad Uhekaupa. Pérast ovuleerumist
kleepuvad munarakud paksu radiaalkesta kaudu kokku, moodustades marjalindi. In vitro
tingimustes jouavad ovuleerumisstaadiumisse ilma tdiendavate hormoonide mdjutusteta need
ootstiidid, mis vahetult enne kalast eemaldamist on l&binud tuumalmbrise lagunemise

staadiumi.
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Summary

Oocyte maturation and ovulation in fishes.
Oocyte ovulation and formation of egg ribbon in Eurasian perch (Perca
fluviatilis (L.))

Oocyte maturation is a process where oocyte nucleus resumes meiosis at | metaphase and ends
prior to ovulation when nucleus has reached Il metaphase. During the maturation period
oocyte goes through several changes in cytopalsm and nucleus. Nucleus moves to more
peripheral position and it’s membrane breaks down. Cortical granules are translocated near
cell surface and are positioned in one layer. The increasing concentration of ions and the
increase in free amino acids generated from the hydrolysis of vitellogenin proteins provide the
osmotic mechanism for water influx into the oocyte. Due to the water uptake the oocyte

diameter increases and becomes less opaque. In result, mature fertilizable egg is formed.

Oocyte maturation is regulated hormonally by hypothalamic-pituitary-follicle axis. Optimal
environmental conditions stimulate hypothalamus to release gonadotropin-releasing hormone,
which induces synthesis of gonadotropins in pituitary. Gonadotropins are transported to
follicles via blood stream where they interact with gonadotropin-receptors on thecal cells
layer. Interaction with receptors initiates sequence of events that induce starting of a
maturation stage. Most important gonadotropins are lutenizing hormone and maturation-
inducing hormone. In inducing maturation, maturation-inducing hormone is more relevant. In

fishes most known gonadotropin is 170,20B-dihydroxy-progesterone.

During ovulation, mature egg is released from the follicular cell. Ovulation requres
preparational changes in the follicle: separation of mature oocyte (egg) from follicle wall and
the rupture of follicle wall. Releasing of an egg is probably accomplished through active
contraction of the follicular wall cells through the oocyte rupture site which is induced by
prostaglandins. Oocyte ovulation, like maturation, is controlled by gonadotropins, though the
process itself is more complex, requiings transcriptional activity and synthesis of new

MRNASs, therefore exact mechanisms are not well knonwn.
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Oocyte maturation and ovulation can be induced by hormones. Inducing maturation and
ovulation is widely used in fish farms to produce newborn fishes throughout the year or for
research purposes of mechanisms of oocyte maturation and ovulation. Pituitary extracts and
gonadotropins are used for stimulating live specimen, and gonadotropins, steroids and
prostaglandis for stimulating oocytes in laboratory conditions. Therefore, in vitro conditions
ovulation can be observed without adding any extra hormones, if oocytes are gone through the

process of nucleus membrane breakdown.

Results of our in vitro study show that eggs of a perch ovulate individually as in other fishes.
After ovulation eggs adhere because of thick and sticky radial layer and form a ribbon-like
egg mass. Ovulation does occur spontaneously in vitro if the oocytes have already undergone

germinal vesicle breakdown prior to their removal from the fish.
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Lisa 1. Ahvenale omase marjalindi moodustumise t6ttu on arvatud, et ovulatsioon toimub
omapérasel viisil. A) ahvena ootsiidid follikulaarkestas pealtvaates; B5) labildige ahvena

ootstiutidest; B) ootsulte umbritsev follikulaarepiteel I6hestub lamelli keskjoone tasemel ja

eemaldub nagu ,.katus“ ootsiiiidist. (Koruenes, 1984 jargi).
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