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1. Uvod

Studium reprodukce raku je velmi vyznamnou a rozvijejicich se oblasti soucasné
astakologie. Raci jsou vysoce diversifikovanou skupinou zahrnujici nejvétsi sladkovodni
bezobratlé¢ zivoCichy, jenz hraji vyznamnou ekologickou roli ve sladkovodnich
ekosystémech. Pietrvavajicim nedostatkem hlubsich znalosti reprodukéni biologie je
ultrastruktura jejich spermii. Spermie sladkovodnich desetinozct jsou se svou morfologii
velmi riznorodé, coz z nich ¢ini vhodné kandidaty pro fylogenetické studie.
Ultrastruktura spermii sladkovodnich raku jiz byly pfedmétem nékolika studii, které se
zabyvali morfologickymi a biometrickymi znaky n¢kolika druht raki. Jejich zaméfeni je
vSak soustfedéno pouze na ne€kolik, v fad¢ ptipadii se mezi studiemi opakujicich druht,
které ani zdaleka nepostihuji Sirokou diverzitu této skupiny. Cilem piedlozené prace bylo
popsat ultrastrukturu a biometrii spermii dvou zastupct takzvanych ,.trpasli¢ich® druhd
rakli (podceledi Cambarellinae), jenz v tomto ohledu nebyly doposud studovany, a
nasledn¢ je porovnat s jiz znamymi informacemi.

Na zaklad¢ prozatim zndmych skutecnosti se zdd, Ze mezi velikosti vajicek a
akrozomu spermii existuje urcita korelace. Zastupci Celedi Astacidea maji obecné vajicka
I akrozom zna¢né veliké. Velikostné vyznamna odliSnost zde studovanych trpasli¢ich
rakl, konkrétné¢ raka mexického Cambarellus patzcuarensis Villalobos, 1943 a raka
brazoského Cambarellus texanus Albaugh and Black, 1973 je pro studium tohoto
mozného vztahu idealni. Pokud by tato hypotéza platila, pak by rak mexicky a rak
brazosky majici vyrazn€ mensi vajicka méli mit 1 podstatné mensi spermie, potaZzmo
akrozom, nez ostatni raci druhy.

Cilem této diplomové prace bylo shrnout doposud zndmé informace o ultrastruktuie
a biometrii spermii sladkovodnich rakt a tyto rozsifit o data ziskana vlastni studii dvou

druht trpasli¢ich raku (podéeled” Cambarellinae) a ty nasledné porovnat.



2. Literarni reSerse

2.1. RozmnozZovani sladkovodnich raki
Drtiva vétSina desetinohych sladkovodnich korysi ma odd€lené pohlavi a
rozmnozuje se sexualné (Charniaux-Cotton, 1975). Je ale mozné se setkat i s n¢kolika
odchylkami, jako je napiiklad intersexualita, partenogeneze nebo hermafroditismus, které
mohou platit pro cely druh, pro nékteré populace daného druhu (Rudolph, 2002), nebo
jen pro konkrétni jedince (Sagi a kol., 2002). Jednotlivé ptiklady téchto odchylek jsou

uvedeny nize.

2.1.1. Sexualni reprodukce

Béznou strategii reprodukce rakd je sexudlni gonochorismus, kdy rozeznavame u
kazdého jedince pouze jedno pohlavi: samec nebo samice (Kozak a kol., 2015).
Zakladnim rozpoznanim ra¢iho pohlavi je tzv. pohlavni dimorfismus (Obr 1.). Jedna se o
primérni a sekundéarni odlisnosti t€la samce a samice stejného druhu. Primarni odliSnosti
je samotna pfitomnost samc¢ich nebo samicich organt. U samcid varlata a u samic
vajeCniky. Zakladnimi sekundarnimi odliSnostmi, podle kterych miizeme odlisit samce
od samice, je lokace vyusténi pohlavnich zlaz viz. nize. U samct nékterych Celedi se dale
jedna o patici nozky (gonopody) a u samic pak o ptitomnost semenné schranky annulus
ventralis. Zaroven miizeme brat v potaz na izometricky (juvenilni) a alometricky (adultni)
rust jedinctd. Pfi izometrickém rastu raka rostou vSechny ¢asti téla do pohlavni dospélosti
samice i samce stejné rychle a jsou proporcionalné stejné veliké. Naopak alometricky rast
Vv dosp¢losti raka je charakterizovan tak, Ze jedna ¢ast téla roste rychleji nez ostatni. U
samic roste daleko rychleji zadecek a hlavohrud’, které jsou podstatné §ir§i nez u samcti.
Naopak samctm rostou rychleji klepeta, ktera jsou o poznani vétsi nez u samic. U samice
je zadecCek Sirsi kvili snisce vajicek, ktera je v dob¢ inkubace ptichycena na pleopodech
samice. V podstaté plati, ze ¢im vétsi a Sirsi zadecek, tim veEtsi prostor pro umisténi a
ochranu snisky. U samci je velikost klepet dana zvySenou aktivitou v interakcich s
ostatnimi ra¢imi jedinci, ¢i pfipadnymi predatory (Kozak, a kol., 2015; Bufi¢ a kol.,
2020).



Obr. 1. Pohlavni dimorfismus znazornény na raku mexickém Cambarellus
patzcuarensis: A — Samec, B — Samice, foto: Autor).

Sam¢im pohlavnim orgdnem jsou parova varlata (testes), které maji vyvody
(gonopory) na zakladé patého paru kracivych koncetin (pereopodti; Skurdal a kol., 2002;
Obr. 2). Samci celedi osidlujici severni polokouli prodélavaji takzvané cyklicky
morfologické zmény (Scudamore, 1948; Hobbs, 1989; Bufi¢ a kol., 2021), ale je
pravdépodobné, ze se jedna o obecnéji platny princip do jisté miry pozorovatelny u vsech
racich zéstupct. Tyto zmény jsou charakterizovany cyklickym dimorfismem u samct,
ktery je spojen s reprodukénim cyklem. Tento cyklus je sezonni a vykazuje dvé stfidajici
se formy zjevné piedev§im na morfologii gonopodi. Forma I. (sexualné aktivni, kdy je
rak schopen reprodukce) ma oproti formé II. (sexualné neaktivni, kdy rak neni schopen
aktivniho pareni) rovnéz delsi a §irsi klepeta (Hobbs, 2001; Obr. 3.). Zména z jedné formy
na druhou u samcii nastava béhem svlékani (Guiasu, 2002). Existuji vak i vyjimky, kdy
sexualn¢ aktivni forma muze pretrvavat po cely rok (Payne, 1997) pokud dojde pouze k
jednomu, nebo zadnému svlékani (Buri¢ a kol., 2010a, b). K témto zménam ziejmée
dochazi v disledku odlisnych pozadavki v jednotlivych obdobich roku. V obdobi pareni

jednotlivych druhti potiebuje samec mit klepeta silna a robustni v pfipadnych soubojich
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0 samice. Naopak v dob¢, kdy je reprodukéni agresivita minimalni, dochazi k co
nejvétSimu shromazdovani potravy a zde by byla velika klepeta energeticky
neekonomicka (Stein, 1976; Bufi¢ a kol., 2010a, b). Obecné¢ Ize fict, Ze se tyto raci snazi
efektivné vyuzivat zdroje aktualniho obdobi. U ¢eledi Parastacidae nejsou gonopody
pritomné. Pohlavnim produktem varlat jsou u raka spermie, které se poté ve vyvodnych

cestach obaluji trojvrstevnym ochrannym obalem do tzv. spermatoford (Obr. 4).

Druhy parparicich
nozek samce (Sonopody)

.

Obr. 2. Pohlavni vyvody (gonopory) na 5. paru kra¢ivych koncetin a dva pary tzv.
paricich nozek (gonopodit) samce raka mexického Cambarellus patzcuarensis, foto:
Autor.

e 2 R Jacobs
Obr. 3. Cyklické zmény gonopodii znazornéné na raku pruhovaném Faxonius
limosus (Rafinesque, 1817); A — Forma 1. sexualn¢ aktivni; B — Forma II. sexualné

neaktivni foto: R. Jacobs, pievzato z https://ctdeep.maps.arcgis.com/.
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Spermie vznikaji procesem tzv. spermatogeneze (vyvoj finalnich spermatid ze
spermatogonii) a spermiogeneze (vyvoj spermatozoi ze spermatid), které probihaji uvnitf
varlete. Po dokonceni téchto procest se spermie presouvaji do dvou spletitych vasa
deferentia (¢ast chamovodu; viz. podkapitola 2.2.2.). Spermie jsou v chamovodu baleny
do spermatofort, které chrani spermie pii nasledném pienosu ze samce na samici, ale i
poté (Vogt, 2002). U celedi Astacidae a Parastacidae jsou spermatofory pomoci
gonopodu pfilepovany na spodni stranu samice Kk blizkosti vyvodnych otvorti. U ¢eledi
Cambaridae a Cambaroididae jsou spermatofory samci pfenaSeny do tzv. semenné
schranky (annulus ventralis), ktera je pro tyto ¢eledi charakteristicka (Andrews, 1906;
Hobbs a kol., 1977; Vogt, 2002; Kozak a kol., 2015).

l : -_ e e o

Obr. 4. Trojvrstvy spermatofor znazornény u raka bahenniho Pontastacus
leptodactylus (Eschscholtz, 1823); A — Pied patfenim; B — Po spareni: SC: lepiva vrstva
(sticky coat); SM: masa spermii (sperm mass); SIL: vnitini ochranna vrstva
spermatoforu (spermatophore inner layer); SML.: stfedni ochranna vrstva spermatoforu
(spermatophore middle layer); SOL: vné&jsi ochranna vrstva spermatoforu
(spermatophore outer layer); TSC: zesilena lepiva vrstva (thickened sticky coat;
Niksirat a kol., 2014; upraveno autorem).

Sami¢im pohlavnim organem jsou parové vajecniky (ovaria), které maji své vyvody
(gonopory) na bazi tietiho paru pereopodi (Obr. 5.). Pohlavnim produktem vajec¢niki
jsou vajicka, ktera jsou vejcovody vedena k usti vyvodnych otvort. Spermatofory jsou
pusobenim sekretu bilkovinnych Zlaz rozpustény (tzv. glair glands patrné na spodni
stran¢ abdomindlnich ¢lankli a ocasniho vé&jite zralych samic) a dochazi k uvolnéni
spermii z ochrannych obalii spermatofort. Nasleduje vnéjsi oplozeni a néasledné

piichyceni vaji¢ek k pleopodiim samice (Rodriguez-Serna, 1999; Hamr, 2002).
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Pohlavni vyvody
” samice (gonopory)

Semenna schranka
(annulus ventralis)

Obr. 5. Pohlavni otvory (gonopory) samice raka mexického Cambarellus
patzcuarensis na 3. paru kracivych koncetin a tzv. semenna schranka (annulus
ventralis), foto: Autor.

2.1.1.1. Pareni raka

Samotny proces pafeni rakli probiha v klidnych mistech toku nebo nadrze, poptipadé
uvnitf ukrytd, které si raci postavi nebo naleznou v daném biotopu. U norujicich druht
probiha reprodukce uvnitt nor (Rodriguez-Serna, 1999). Obdobi pafeni je
charakterizovano zvysenou aktivitou, kdy samec nasleduje samici a prechazi s ni do
ptimého kontaktu. Tato aktivita je hormonalné fizena a ovlivnéna podminkami, jako jsou
predevsim fotoperioda a teplota vody (Dubé a kol., 1992; Reynolds, 2002). Pokud je
samice pfipravena a neuprchne pied samcem, samec ji obrati na hibet a pevné uchopi
svymi klepety. Stlacuje ji a jeji klepeta ke dnu. Dochazi k pfenosu spermatofort se
spermatem, které samec vytlacuje z Usti pohlavnich cest na bazi patého paru pereopodu.
Spermatofory jsou nasledné pomoci saméich gonopodii (vyjma Parastacidae, ktefi je
absentuji) ptilepovany na ventralni (spodni) stranu samice, nebo u ¢eledi Cambaridae jsou
spermatofory samci umistovany do semenné schranky annulus ventralis (Skurdal a kol.,
2002; Obr. 6. a 7.). U celedi Cambaroididae jsou spermatofory umistovany do
morfologicky odlisné semenné schranky annulus ventralis, ktera na rozdil od nékterych
zastupct Cambaridae neni dostatecné hluboka a neumoziiuje sam¢i spermatofory zcela

uschovat (Obr. 8; Kawai a kol. 2002).
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S ‘ ¥ iy ¢ R g
Obr. 7. Pohlavni rozmnozovani znidzornéno u raka mexického Cambarellus

patzcuarensis — samice na zadech, a samec ptikladajici svou bfi$ni stranu na spodinu
biisni samice, foto: Bernd Jung, pievzato z http://www.cambarellus.com.
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AnnuluN \
~ventralis

LN

Spermatophore ;"‘ // - \

Obr. 8. Spermatofory umisténé v annulus ventralis raka ¢eledi Cambaroididae (Kawai
a kol. 2002; upraveno autorem).

2.1.1.2. Kladeni a oplozeni vajic¢ek

Kladeni vajicek je stejné jako pateni stimulovano uz zminovanymi faktory, jako jsou
teplota vody a fotoperioda. Interval mezi kopulaci a ovulaci je u rakti druhoveé specificky
a muze se pohybovat v fadech dnti i tydnu (Taugbel a kol., 1990b; Kovacéeva, 1998). Pied
samotnym kladenim vajicek samice nejprve oc€isti spodni ¢ast svého téla, pfedevSim své
pleopody. K naslednému kladeni vajicek dochazi nej¢astéji v nocnich hodinach, kdy doba
kladeni muze trvat az 3 hodiny. Spermatofory umisténé samcem jsou rozmistény kolem
vyvodnych otvoru, ale i na ocasnim v¢jiti samice. U ¢eledi Cambaridae a Cambaroididae
jsou spermatofory umisténé do annulus ventralis a k oplozeni tedy nemusi dochazet
bezprostiedné. Divodem je, ze samice mohou mit spermatofory v annulus ventralis
ulozené i vice jak Sest mésici, coz je podminéné intervalem mezi pafenim a kladenim.
Nicméné podle Bufi¢ a kol., (2013) mohou mit takto déle uchované spermatofory i druhy
nemajici semennou schranku. Pfi kladeni vaji¢ek si samice lehne na zada a Stoci svij
ocas, jimz vytvoii uzavieny prostor, do kterého vajicka uvolnuje (tim vajicka chrani a
eliminuje pfipadné ztraty). V tento moment jiz zapocala tzv. sekrece bilkovinnych zlaz

(glair glands), které¢ plo$né vystupuji na spodni stran¢ zadecku. Pii ovulaci jsou vajicka
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smichana se sekretem a diky rozpusténi oChrannych obali spermatofori dochazi
K uvolnéni spermii, které ovulovana vajicka oplozuji. Vajicka jsou nasledné pfichycena

na pleopody samice (Vogt, 2002).

2.1.1.3. Inkubace

Po nakladeni a upevnéni vaji¢ek na pleopody je samice zodpovédna za inkubaci. Pti
inkubaci samice oCistuje vajicka, odstranuje odumield vajicka nebo pomoci pohybi
pleopodu vytvaii proud vody, ktery provzdusiuje vajicka a odstranuje ptipadné neéistoty
(Burton a kol., 2007). Ze zacatku inkubace mize byt znacné nebezpecna ztrata vajicek
z diivodu nedokonalého ptichyceni naptiklad kvtli nizkému pH nebo ruseni samice pii a
kratce po ovulaci (Taugbel a kol., 1990a). Doba inkubace je druhové specificka. Pro
zastupce Celedi Astacidae je charakteristicka dlouhou dobou inkubace od podzimu pies
celé zimni obdobi (véetné probihajici diapauzy) az do jara nasledujiciho roku (Skurdal a
kol., 2002). K diapauze dochazi v zimnim obdobi pfi snizené teploté, pii kterém dochazi
k zastaveni embryonalniho vyvoje. Tento vyvoj znovu zapoc¢ne V jarnim obdobim. Tato
doba ma kladny vliv na synchronizaci embryonalniho vyvoje zarodkt (Taugbel a kol.,
1987). Vétsina rakd amerického pivodu maji inkubaci oproti evropskym druhtim zna¢né
odli$nou, vyjimkou muze byt napt. rak mramorovany. U rakd kladouci na jafe chybi
zmifovana diapauza a celkova doba inkubace je obvykle od 3 do 6 tydnd.
V kontrolovanych podminkach Ize dobu inkubace ovlivnit manipulaci teploty vody, a
naptiklad u evropskych raku tak zkratit inkubaéni dobu i o n€kolik mésicti (Cukerzis a
kol., 1978).

2.1.1.4. Lihnuti a postembryonalni vyvoj

Obdobi lihnuti racat se u raki 1isi. U evropskych druhii raki dochéazi k lihnuti
Vv jarnich mésicich. U fady severoamerickych raka, kteti jsou schopni se rozmnozovat 1
2x ro¢né, dochazi k lihnuti v brzkych letnich mésicich a na podzim. Pii samotném lihnuti
dochdazi k prasknuti vaje¢ného obalu na misté protilehlém pozici stopky, kterou je vajicko
pfipevnéno k samice. Z vajicka se uvoliiuje jedinec v tzv. 1. vyvojovém stadiu. Toto
stadium se vyznaCuje stalym pifichycenim na pleopodech matky u vSech druht
sladkovodnich rakt. Maly jedinec je nejprve piichycen pomoci tzv. telson thread, coz je

vlakno vychazejici z telsonu réacete, kde je pfichyceno hacky Vv jeho termindlni casti.
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Druhy konec vladkna naseda na vnitini ¢ast vajecného obalu, ktery je stale pfipevnén
k pleopodiim samice (Vogt a kol., 2004b). Vlakno pretrvava po dobu nékolika hodin,
behem nichz dochézi k aktivnimu piichyceni racete. U raktli severni polokoule se mlady
jedinec drzi pomoci zpétné zahnutych hackt na obou prstech klepet (Borisov a kol.,
2010). Raci jizni polokoule se po vymizeni vlakna drzi pomoci specialnich hackti na 4. a
5. paru pereopodt (Noro a kol., 2005; Burton a kol., 2007).

Zastupci Celedi Astacidae a Cambaroididae se vyznacuji brzkym osamostatnénim od
samice jiz ve II. vyvojovém stadiu, tj. po prvnim svlékani. Zastupci ¢eledi Parastacidae a
Cambaridae jsou charakteristi¢ti prodlouzenou matefskou péc¢i a osamostatiuji az ve I1I.
vyvojovém stadiu, tj. az po dvou svlékanich (Reynolds 2002; Scholtz a kol., 2002; Wetzel
2002; Wetzel a kol., 2005).

2.1.1.5. Plodnost u raki

Plodnost je hlavnim reprodukénim ukazatelem. Rozdélujeme nékolik druhd
plodnosti. Potenciondlni plodnost téZ zndma jako ovaridlni nam znaci pocet oocytil
obsazenych ve vaje¢nikach samice. Druhym typem je pleopodalni plodnost, kterd znaci
pocet vajicek ptripevnénych na pleopodech samice. Posledni plodnosti je tzv. pracovni
(skute¢nd) plodnost, kterd udava pocet uz vylihlych rac¢at nejlépe ve I1., potazmo tietim
vyvojovém stadiu dle ¢eledi viz vySe. V tabulce jsou uvedené vybrané druhy raku a jejich

pleopodalni plodnost, délka inkubace a velikost vajicka (Tab. 1.).
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Tab. 1. Plodnost, délka inkubace a velikost vaji¢ka vybranych druht raku.

Délka  Pleopodalni Velikost

Celed’ Druh inkubace  plodnost  vajitka
(mésicii) (ks) (mm)
Astacus astacus’ 7-8 90 - 150 2,9
2 Astacus pachypus? 5-6 25-50 Negzjisténo
'-c% Pontastacus leptodactylus® 5-6 200 —400 2,7
g Austropotamobius pallipes* 6-7 50 - 200 2,7
Austro. torrentium® 8-9 40 - 100 2,6
Pacifastacus leniusculus® 68 110 — 200 2,6
Procambarus clarkii’ 1-3 200 - 300 1,9
P. virginalis® 05-1 50 — 200 1,6
Q Faxonius limosus® 1-2 100 — 400 1,8
% Faxonius propingnus™® Nezjisténo 50 — 250 1,5
-c% Faxonius rusticus** Nezjisténo 75— 300 2
© Cambarus robustus*? 7-8 25125 2
Cambarellus texanus 0,75-1  65-108 1
C. patzcuarensis™* 0,75-1 46 — 98 1
§ Cherax cainii®® 3-4 200 - 500 Nezjisténo
E Cherax quadricarinatus® 15-2  200- 1000 2
g Cherax destructor'’ 05-1 300 - 500 1,8
- Astacopsis gouldi'® 67 250 — 1100 5
Cambaroididae Cambaroides japonicus®® 2-3 2775 2,3

Tab. 1. Reference: 1 — Skurdal a kol., 1994; Savolainen a kol., 1996; Vozgirdaité, 1998;
2 — Cherkashina, 1999; Holdich a kol., 2006; 3 — Alekhnovich a Kol., 1996; Stucki, 1999;
Skurdal a kol., 2002); 4 — Brewis a kol., 1985; Woodlock a kol., 1988; Carral a kol., 1994;
Reynolds, 1998; Grandejean a kol., 2000; 5 — Huber a kol., 2005; Maguire a kol., 2005);
6 — Mason, 1978; Savolainen a kol., 1996; Kirjacainen a kol., 1999; Lewis, 2002; Kouba,
2007; 7 —0Oluoch, 1990; Holdich a kol.., 2006; McClain a kol., 2007; Alcorlo a kol., 2008;
8 — Seitz a kol., 2005; Holdich a kol., 2006; Vogt, 2010; 9 — Stucki, 2002; Holdich a kol.,
2006; Kozak a kol., 2006); 10 — Corey 1987; 11 — Corey 1987; Loughman a kol., 2011;
12 — Hamr a kol., 1985; 13 — vlastni pozorovani; 14 — vlastni pozorovani; 15 — Beatty a
kol., 2003; 16 — King, 1993; Jones, 1995; Rodriguez-Gonzalez a kol., 2006; 17 — Semple
a kol., 1995; Austin, 1998; Lawrence a kol., 2002; Kozak a kol., 2006; 18 — Hamr, 1990;
19 — Kawai a kol., 1994; Nakata a kol., 2004.
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2.1.2. Partenogeneze

V reprodukénim svété raktl existuji vyjimky, které se liSi od sexudlniho
rozmnozovani, kdy se druhy dokazou rozmnozovat i alternativnimi zpisoby. Takovym
piikladem je napiiklad partenogeneze a jeji vybrané formy — apomiktické a fakultativni.

Prvnim druhem, u kterého byla tato forma rozmnozovani objevena a potvrzena je rak
mramorovany Procambarus virginalis Lyko, 2017 (Scholtz a kol., 2003; Obr. 9.), ktery
se rozmnozuje pomoci tzv. apomiktické partenogeneze. To je zpusob, kdy oocyty
nepodléhaji meidze. VSichni potomei jsou pak geneticky totozni (pravé klony) s jejich
matkou, coz z raka mramorovaného ¢ini zajimavy druh pro laboratorni ucely a vyzkumy
(Vogt, 2008). Dalsim druhem, u kterych bylo prokazano nepohlavni (partenogenetické)
rozmnozovani je rak pruhovany Faxonius limosus (Rafinesque, 1817) (Obr. 10.), ktery
vyuzivéa tzv. fakultativni partenogeneze. Rak pruhovany se za normélnich podminek
rozmnozuje stejn¢ jako ostatni raci sexualn€, ovSem za urcitych podminek, naptiklad
v momentg, kdy je v populaci nedostatek samct jsou samice odkazany na fakultativni
partenogenezi. Fakultativni partenogeneze tedy znamena produkce potomstva bez
oplodnéni samcem a je pouze pfilezitostna. V pribéhu oogeneze probihd meidza
klasickym zptisobem. Délenim primarniho oocytu vznikd sekundarni polarni télisko,
které splyne se samotnym oocytem. Diky tomu, ze meidza probiha klasickym zptisobem,
tak dochazi k rekombinaci, a je mozny vznik v n€kterych lokusech heterozygotnich
jedinct (Lampert, 2008). Homozygotni potomci této populace pak nesou pouze matei'ské
alely, a jsou geneticky velmi podobny svym matkam (Mogie 1986, Watts a kol., 2006).
Nicméné raci pruhovany 1 nadale preferuji spiSe sexualni rozmnoZovani, které vede
k priblizn¢ dvojnasobnému poctu potomku, nez pii fakultativni partenogenezi (Bufi¢ a
kol., 2013). U raku celedi Astacidae, Parastacidae a Cambaroididae nejsou doposud

znamy zadné existujici partenogenetické formy (Vogt a kol., 2004a).
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Obr. 9 — Rak mramorovany Procambarus virginalis; pfevzato z www.biolib.cz; foto:
Jan Lukavsky (Sev¢ik).

Obr. 10. — Rak pruhovany Faxonius limosus; pievzato z www.biolib.cz; foto: Zden¢k
Hyan.
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2.1.3. Intersexualita

Intersexualita je charakterizovana ptitomnosti sam¢ich i sami¢ich pohlavnich znakt
na stejném jedinci, u gonochorist nebo i hermafroditt (Obr. 11). MiZe byt omezena na
reproduk¢ni anatomii nebo rozSifena na morfologickou diferenciaci pohlavnich zlaz
béhem vyvojovych stadii (Sagi a kol., 1996; Vogt, 2002; Noro a kol., 2008). Vyskyt
intersexualnich jedincd je obvykle okolo 1 % populace, ale jsou druhy, u kterych je
¢etnost mnohem vétsi. Takovym piikladem tzv. Castého intersexualniho jedince je rak
¢ervenoklepety Cherax quadricarinatus (von Martens, 1868), u kterého se mize
intersexualita vyskytovat az ve 14 % ptipadu (Sagi a kol., 2002).

Dalsimi ptiklady mazou byt i rak signalni Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852);
nebo rody Engaewa, Engaeus, Euastacus a Cherax ¢eledi Parastacidae (Horwitz, 1988;
Medley a kol., 1993; Sagi a kol., 1996; Rudolph a kol., 2007). Nicmén¢ zde se jedna
pouze o vzacny jev (Yazicioglu a kol., 2014).

Obr. 11. Pohlavni vyvody obou pohlavi na jedihci raka signalniho Pacifastacus
leniusculus; FO - samic¢i vyvody (female opening); MO - sam¢i vyvody (male
opening); MG - sam¢i gonopody (male gonopods); ptevzato z Yazicioglu a kol., 2014).
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2.1.4. Hermafroditismus

Hermafroditismus se u rakt objevuje jen ziidka. Pravi hermafroditi jsou
charakterizovany pIné funkénimi sami¢imi a sam¢imi reprodukénimi organy, a to bud’
soucasn¢ V jednu chvili, nebo postupné. Jedinym dolozenym druhem, u kterého byl
prokazan hermafroditismus je rak malooky Parastacus nicoleti (Philippi, 1882) (Rudolf,
1995). U tohoto druhu jsou znamé dva zakladni sexualni typy: primarni samice a
protandricky hermafrodit. Tito jedinci maji ovotestes, coZz znamend, ze mohou
produkovat spermie a postupné mohou pfejit ze samce na samici a zacit také tvofit vajicka
(Vogt, 2002).

2.2. Pohlavni buiiky raki

2.2.1. Vajicka

Vajicka jsou u sladkovodnich rakii velikostné velmi variabilni. Obecné plati, ze ¢im
vétsi druh raka, tim vétsi velikost jeho vajicek, ale zalezi také na zivotni strategii
konkrétniho druhu. Na Grafu 1. miizeme vidét znadzornénou délku a Sitku 16 druh raki
ze vSech Ctyt racich ¢eledi. Z grafu je patrné, Ze z podchycenych druhti se nejvétsi vajicka
(v pruméru 2,5-3 mm) vyskytuji u zastupct Celedi Astacidae. Je to dozajista dano jejich
ekologickou strategii — dosahuji vétsich velikosti jedinct a maji relativné malo velkych
vajicek. Naopak druhy z ¢eledi Cambaridae, kam spadaji i druhy studované touto praci,
maji velikost vajicek zna¢n€ variabilni. Rak mexicky spole¢né s rakem brazoskym maji
vajicka ztéto skupiny nejmensi. Je to dano jejich velikosti téla, kterd je u téchto
trpasli¢ich raki maximalné do 5 cm, obvykle vSak podstatné méné. Vlastnim
pozorovanim tfech samic raka mexického a raka brazoského byla stanovena plodnost
téchto druhti. Nejmensi samice raka mexického o velikosti hlavohrudi 13,8 mm a vahou
pouhych 0,9 g vykazovala pleopodalni plodnost jen 46 vajicek o prumérné velikosti 1
mm. Naopak nejvetsi samice s hlavohrudi dlouhou 14,9 mm a vahou 1,1 g mé¢la plodnost
98 vajicek. U raka brazoského byla jednotliva data velmi podobna. Délka hlavohrudi
nejmensi samice byla 12,6 mm a vaha 0,7 g, nejvétsi samice méftila 13,4 mm a vézila 0,8
g. Pleopodalni plodnost u nejmensi samice byla 65 vajicek a u nejvétsi 108 o primérné
velikosti 1 mm. V poméru velikosti téla a plodnosti je u téchto druhti celkem velky pocet

vajicek, coz je dano jejich malou velikosti (Obr 12.).
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Graf 1. Obvyklé rozmezi velikosti vaji¢ek vybranych druhti raki: Astacidae (znaceno
tmaveé modie) — Astacus astacus (Aa; Skurdal a kol., 1994; Savolainen a kol., 1996;
Vozgirdaité, 1998), Austropotamobius torrentium (At; Maguire a kol., 2005),
Austropotamobius pallipes (Asp; Carral a kol., 1994), Pacifastacus leniusculus (Pal;
Mason, 1978; Kouba, 2007), Pontastacus leptodactylus (Pol; Alekhnovich a Kol., 1996;
Stucki, 1999); Cambaridae (znaceno tmavé ¢erven¢) — Cambarellus patzcuarensis
(Cp, vlastni pozorovani), Cambarellus texanus (Ct, vlastni pozorovani), Cambarus
robustus (Cr; Hamr a kol., 1985), Faxonius limosus (FI; Kozak a kol., 2006), F.
propinquus (Fp; Corey 1987), F. rusticus (Fr; Loughman a kol., 2011), Procambarus
clarkii (Pc; Alcorlo a kol., 2008), Procambarus virginalis (Pv; Seitz a kol., 2005;
Holdich a kol., 2006); Parastacidae (znac¢eno tmav¢ zelen¢) — Cherax destructor (Cd;
Kozék a kol., 2006), C. quadricarinatus (Cq; Rodriguez-Gonzalez a kol., 2006.);
Cambaroididae (znaceno oranzove) Cambaroides japonicus (Cj; Nakata a kol., 2004).

Stale je ovSem velmi malo dat o velikostech vajicek nejvétsich sladkovodnich raki
zastupujicich ¢eled’ Parastacidae, prfedevsim v ptipadé rodu Astacopsis, jenz by tak byly
ve vztahu k studiu velikosti spermii vs. velikosti vajicek rovnéz zajimavymi kandidaty.
Velikost jejich vajicek totiz muze piesahovat velikost 5 mm (Hamr 1990; Obr. 13.).

Ziskavani pohlavnich produktii se u rakli bézné neprovadi. Odbér racich vajicek a
spermii je vyuzivan zejména pro védecké studie, a ne pro umélou reprodukcei, jako je
tomu naptiklad u ryb. U vaji¢ek se odbér provadi po nakladeni a nasledném upevnéni
vaji¢ek na pleopodech samice. Samice S vajicky jsou odchyceny z volnych vod nebo
pochazeji z odchovu. Samotny odbér vajicek musi byt velmi Setrny, aby se vajicka
neposkodila. K odbéru vajic¢ek z pleopodl samice se nejcasteji pouziva pinzeta, kterou
opatrné strhavame vajicka ze samicich pleopodl. Pokazdé Spicku pinzety s vajicky

ponoiime do malého mnozstvi vody, aby se vajicka oddélila od pinzety.
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Obr. 12. Vlevo — Vajic¢ka raka mexického Cambarellus patzcuarensis; Vpravo —

Vajicka raka brazoského Cambarellus texanus; méfitko nastaveno na 1 cm; foto:
Autor).

Obr. 13. Samice zastupce rodu Astacopsis — rak tasmansky Astacopsis gouldi Clark,
1936 s jednémi z nejvétsich vajicek raci fauny (Hamr 1990).

2.2.2. Spermie

Spermie rakli se ziskdvaji podstatné slozitéji nez vajicka. K odbéru spermii
k naslednému pozorovani nebo jinému pouziti se provadi odbér napf. pomoci pitvy nebo
elektrostimulace (Kubec, 2012). Pii disekci se U samcii provadi odbér tzv. vasa deferentia
(Obr. 14.) coz je ¢ast chamovodu, ve které jsou obsazeny zralé spermie a je zodpovédna
za vedeni spermii smérem k vyvodu na povrchu téla, kapacitaci a obalovani ochrannymi

vrstvami (Vogt, 2002; Niksirat a kol., 2014).
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Obr. 14. Celkovy pohled na sam¢i pohlavni organy a na vasa deferentia (Holdich a
kol., 1988, upraveno)

Spermie kory$t v sami¢i pohlavni soustavé neplavou dlouhé vzdalenosti, jako je
tomu u jinych druhi s vnitinim oplodnénim nebo ve vodnim prostiedi jako u druhi s
vnéjsim oplodnénim. Spermie korysu jsou totiz nepohyblivé (Tudge 2009; Poljaroen a
kol., 2010). Kazda spermie ma tzv. akrozom (Obr. 15), coz je struktura, ktera umoziuje
vpraveni genetického materialu samce do vajicka pres mikropyle. Sam¢i pohlavni bunka
je charakteristicka nékolika organelami, ze kterych se sklada.

Ultrastruktura spermii obecné zahrnuje akrozom (akrozomalni komplex) a jadro
Vv piedni, resp. zadni ¢asti bunky. Dale jsou pfitomna tzv. radidlni ramena (vyjma celedi
Parastacidae), které se obepinaji kolem akrozomu a membranovych lamel. Cela burika je
pak uzaviena do tzv. extracelularni kapsle (op€t vyjma zastupcu celedi Parastacidae; Obr.
15).

PfedevS§im v poslednich letech probéhlo nékolik studii pojednavajicich o
ultrastrukturach racich spermii. Druhy, které byly doposud zkoumany jsou uvedeny v této

tabulce (Tab. 2.).
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Tab. 2. Seznam druhii, studovanych pro ultrastrukturu spermii.

Druh

Celed

Reference

Astacus astacus

Austropotamobius torrentium

Pacifastacus leniusculus

Pontastacus leptodactylus

Cambaroides japonicus
Cambarus robustus
Faxonius limosus
Faxonius propinquus

Faxonius rusticus

Procambarus alleni

Procambarus clarkii

Cherax destructor

Cherax tenuimanus

Cherax albidus

Cherax quadricarinatus

Astacidae

Astacidae
Astacidae

Astacidae

Cambaroididae
Cambaridae
Cambaridae
Cambaridae

Cambaridae

Cambaridae
Cambaridae

Parastacidae

Parastacidae

Parastacidae

Parastacidae

Pochon-Masson, 1968; Lopez-
Camps a kol., 1981; Niksirat a
kol., 2013b; Niksirat a kol.,
2016.

Niksirat a kol., 2013b.
Dudenhausen a kol., 1979;
1982; 1983; Niksirat a kol.,
2013a; Yazicioglu a kol., 2014.
Eliakova a kol., 1966; Niksirat a
kol., 2013b.

Yasuzumi a kol., 1961; 1966.
Yazicioglu a kol., 2016.
Niksirat a kol., 2013a.
Yazicioglu a kol., 2016.

Berrill a kol., 1982; Snedden,
1990; Yazicioglu a kol., 2016.
Kouba a kol., 2014.

Moses, 1961a, b; Niksirat a kol.,
2013a; Dong a kol., 2014.
Jamieson, 1991; Jerry, 2001;
Kouba a kol., 2015.

Beach a kol., 1987

Beach a kol., 1987
Lopez-Greco a kol.,, 2007,
Lopez-Greco a kol., 2008; An a
kol., 2011; Kouba a kol., 2015.
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Obr. 15. Sagitalni pohled na burnky ¢tyt ¢eledi. A: Astacidae — spermie raka fi¢niho
Astacus astacus (Linnaeus, 1758); B: Cambaridae — spermie raka ¢erveného
Procambarus clarkii (Girard, 1852); C: Parastacidae — raka cervenoklepetého Cherax
quadricarinatus; D: Cambaroididae — rak japonsky Cambaroides japonicus (De Haan,
1841). A: akrozom hlavni télo; AZ: apikalni zona; SA: subakrozom; RR: radialni
ramena; ML: membran6zni lamela; MLK: membran6zni lamelarni komplex; J: jadro;
EK: extracelularni kapsle uzavirajici buniku. (Pfevzato z Yasuzumi a kol.,

1966; Niksirat a kol., 2013a, b; Kouba a kol., 2015; upraveno autorem).

Akrozomalni komplex je jednou z nejvyznamnéjSich organel vyskytujici se
Vv pfedni ¢asti sam¢i pohlavni buniky (spermie). U vSech &étyt radich Celedi je tento
komplex rozdéleny na dvé hlavni ¢asti: akrozom, Ktery vypada jako ptevracena misti¢ka

nebo helma a tzv. subakrozom, ktery vypliiuje centralni zéonu akrozomu a piipomina

organelou rac¢i sam¢i pohlavni buniky. Samotny akrozom pii akrozomalni reakci generuje
nezbytnou pro to, aby jadro spermatu proniklo do cytoplazmy oocytu (Brown, 1966; vice
v kapitole radialni ramena) a doSlo tak k samotnému oplozeni. Kazdy akrozom je
charakteristicky morfologickymi znaky a biometrii. Jejich kombinaci 1ze nasledné rozlisit

jednotlivé druhy ¢i skupiny sladkovodnich raka.
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Akrozom je u vSech studovanych druht tvofeny u Astacoidea (Astacidae,
Cambaridae a Cambaroididae) tfemi (Obr. 16a, b) a u Parastacidae dvéma vrstvami
filament o ruznych elektronovych hustotach (Obr. 16¢). Umisténi jednotlivych vrstev se
muze druhov¢ liSit. U Astacidae, Cambaridae a Cambaroididae je nejvice elektronové
husté vnitini vrstva s paralelnimi vlakny tdhnouci se od zékladny akrozomu az do piedni
¢asti akrozomu. U Celedi Astacidae se piedni ¢ast oznacuje jako tzv. apikélni zona, ktera
je pro tuto ¢eled’ jedine¢na (Obr. 15a). Piedpoklada se, Ze apikalni zona u téchto spermii
je jasné€ diferencovanda zona, ktera funguje jako priichod umoziujici pfesun naslednych
jadernych a genetickych materiald do vaje¢né buiky béhem akrozomalni reakce.
Nasleduje stfedni vrstva s niz§i hustotou nez vnitini, ale naopak vyssi nez u vrstvy
nejvzdalengjsi (vnéjsi; Yasuzumi a kol., 1961; Yasuzumi a kol., 1966; Niksirat a kol.,
2013a, b). U Parastacidae je vné&jsi vrstva o poznani méné husta nez vrstva vnitini. U této
¢eledi mizeme v elektronové hust$i vrstvé pozorovat i oblasti s riznymi hustotami
tvofené shluky fibrilarnich (vlaknity) a granularnich siti (Kouba a kol., 2015; Obr. 16c).
Vlékna uvnitt nejvnitingjSich a nejhustsich vrstvach hlavniho téla akrozomu mohou mit
dilezitou funkci béhem akrozomalni reakce. Pravdépodobné je tato oblast zdrojem
enzymt, které jsou po pfesunu akrozomu v pifimém kontaktu s chorionem vajicka (Talbot
a kol., 1980). Tvary jednotlivych akrozoml se mohou druhové lisit napt. akrozom raka
ficntho mze mit akrozom o néco delsi nez ostatni druhy rakii (Niksirat a kol., 2013b),
nebo u Celedi Cambaroididae rak japonsky a Cambaridae rak ¢erveny (Obr. 15b) a rak
floridsky Procambarus alleni (Faxon, 1884) maji na akrozomu rohovity vyristek
(Yasuzumi a kol., 1966). Tento hrot je lokalizovany na pfedni stran¢ akrozomu a je k
nému piipojen pomoci translucentni zékladny, kterd se tak jevi jako tenka bila oblast.
Primérna délka hrotu u raka ¢erveného se pohybuje okolo 0,48 um. Uvadi se ale, Ze je
hrot pfitomen jen v momenté, kdy se spermie nachazi ve vasa deferentia, tzv. kdyz se
nejedna o plné zralou spermii (Niksirat a kol., 2013a). Subakrozom u vSech druhti
vyplituje centralni zonu akrozomu. Je tvoteny vloCkovitym a elektronové prosvétlenym
materidlem s mensi elektronovou hustotou. Ptiléha tésné k jadru, od kterého je jasné
oddélen dvojvrstvou membranou (Yasuzumi a kol., 1966; Niksirat a kol., 2013a, b;

Kouba a kol., 2015).
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Obr 16 VrStvy filament lemuJ101 akrozom A rak kamenac Austropotamobius
torrentium (Paula von Schrank, 1803); B: rak ¢erveny Procambarus clarkii; rak ni¢ivy
Cherax destructor Clark, 1936. 1. vnitini nejmén¢ husta vrstva vlaknitych filament (u
raka ni¢ivého znaceno Sipkami); 2. stftedni méné husta vrstva vlaknitych filament; 3.
vn&j$i nejhustsi vrstva vlaknitych filament. A: akrozom hlavni télo; SA: subakrozom; J:
jadro. (Pievzato z Niksirat a kol., 2013a, b; upraveno autorem).

Radialni ramena jsou pfitomna u nadéeledi Astacoidea, ale u druht rodu Cherax
studovanych z Celedi Parastacidae doposud nebyla nalezena (Beach a kol., 1987; Kouba
a kol., 2015). Jedna se o provazce sestavené z mikrotubull, které vychazeji z jadra a
staceji se kolem hlavniho téla akrozomu. Téchto ramen se kolem akrozomalniho

komplexu ovinuje hned né¢kolik (Yazicioglu, 2016; Obr. 17). Hlavni funkce radialnich
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ramen nastava v dobé, kdy dochazi ke kladeni vajicek. Spermie jsou uvolnény ze
spermatoforu, ktery se za¢ne rozpoustét a spermie se uvoliiuji do prostiedi. Nasledné se
radidlni ramena obepinajici akrozom rozeviou a ptipojuji se k povrchu vajicka. Poté
dochazi k rychlému rozevieni akrozomalni oblasti a pfes chorion (vnéj$i obal vajicka) a
dochazi k posunu jadra spermie smérem k vajicku. Postupné se takto pienese veskery

sam¢i geneticky material do vajicka samice (Brown, 1966; VVogt, 2002).

Obr. 17
patzcuarensis z dorzalniho (horniho) pohledu; B: rak floridsky Procambarus alleni
ze sagitalniho (na fezu) pohledu. A: akrozom hlavni télo; SA: subakrozom; RR: radialni
ramena; J: jadro; EK: extracelularni kapsle uzavirajici bunku (Pfevzato z Kouba a kol.,
2014; Autor; upraveno autorem).

Membranové lamely (membranous lamella) jsou u vSech étyt ¢eledi raka pritomné
jako nahodné lokalizované asymetrické struktury uvniti saméi pohlavni bunky. Jedna se
o shluky a svazky spletitych membran, které jsou lateraln€ umistény od akrozomu a jsou
velmi dobie viditelné (Yazicioglu, 2016 Obr. 18). U celedi Parastacidae se mize stat, ze
jsou pfitomny 1 dv€é mensi lamely, které jsou obvykle lokalizovany v membranovém
lamelarnim komplexu pobliz akrozomu (Kouba a kol., 2015; Obr. 18b). Tyto lamely
vznikaji alteraci (zménou) a transformaci n¢kolika mitochondrii b€hem spermatogeneze.

Jejich zakladni funkci je schopnost dodavat energii raci spermii (Anderson a kol., 1967).
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Akt A as et T8 - - - R s 39 4
Obr. 18. Membrano6zni lamela a membrandzni lamelarni komplex. A: rak p

ruhovany
Faxonius limosus; B: rak ni¢ivy Cherax destructor. A: akrozom hlavni télo; SA:

subakrozom; J: jadro; ML: membran6zni lamela; MLK: membranozni lamelarni
komplex. (Pfevzato z Niksirat a kol., 2013b; Kouba a kol., 2014; upraveno autorem).

Oblast jadra je umisténa v protilehlé ¢asti od akrozomu. Jsou zde uloZeny veskeré
jaderné a genetické materialy. Tato ¢ast v buiice zaujima pomérné velkou oblast.
Prodlouzena radialni ramena pronikaji do jadra a prochazeji jim a jsou zde pozorovany
(vyjma Parastacidae) jako paralelni sit¢ mikrotubulti a vlaken v zrnitém materialu jadra.

Jaderna c¢ast je oddélena od ostatnich ¢asti dvojitou membranou (Lopez-Camps, 1981,
Niksirat a kol., 2013b; Yazicioglu, 2016; Obr. 19).

ohranicené
dvojitou membranou. Cerné bile ohrani¢ené hvézdi¢ky: znazoriuji dvojitou jadernou
membranu. J: jadro (nukleus); EK: extracelularni kapsle uzavirajici buniku (foto:
Autor).
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Samotna sam¢i pohlavni buika je uzaviena do extracelularni kapsle (vyjma celedi
Parastacidae, u které kapsle chybi), ktera uzavira vSechny organely do jednoho
kompaktniho celku. Dalsi cytoplazmatické organely, jako jsou napiiklad centrioly nebo

mitochondrie jsou velmi vzacné (Niksirat a kol., 2013a; Kouba a kol., 2015).

3. Material a metodika

3.1.  Odbér vzorki experimentalnich raki

Pro tuto studii jsem pouzil tii dospélé samce raka mexického a raka brazoského
pivodem z akvaristického chovu. Samce jsem navzorkoval v unoru 2020 ve Vyzkumném
Gistavu rybaiském a hydrobiologickém JU ve Vodnanech (VURH), kde byli tyto druhy
docasné odchovany. Samce jsem pouzil na ziskani samc¢iho genera¢niho materialu
(spermatofory). Tyto vzorky jsem odebral pro pfipravu tzv. transmisni elektronové
mikroskopie (TEM) v Laboratofi elektronové mikroskopie, Parazitologického ustavu,
Biologického centra AV CR, V. V. i.

U jednotlivych samct jsem nejdiive zméfil délku hlavohrudi a téla a nasledné
stanovil i celkovou hmotnost. K méteni délky jsem pouzil posuvného digitalniho méfitka
S pfesnosti na desetinu mm. Hmotnosti rakd jsem stanovil pomoci vah s pfesnosti na
desetiny gramu. Poté jsem samce po dobu 10 minut vlozil do nadoby s tajicim ledem, kde
probéhlo jejich znehybnéni a anestezie. Nasledné pod binolupou probéhla disekce, pii
které jsem odebral koncové ¢asti tzv. vasa deferentia (Obr. 14.) pobliz vystupnych otvori
(gonopory) pohlavnich organt, kde jsou pfitomny zralé spermie viz. podkapitola 2.2.2.
Po disekci jsem odebrané vzorky vlozil do vialek (Obr. 20.) s rozmrzlym roztokem 2,5%
glutaraldehydu v 0,2 M fosfatovém pufru, kde byly ulozeny 48 hodin pfi teploté okolo 4
°C a timto fixovany. Po uplynuti 48 hodin jsem vzorky pienesl do laboratoie, kde jsem

zapocal pfipravu vzorki pro transmisni elektronovou mikroskopii.

3.1.1. Priprava pro transmisni elektronovou mikroskopii

V laboratofi jsem se po celou dobu pfipravy fidil stanovenym postupem (Obr. 21).
Veskerou praci vedenou Vv laboratofi jsem provadél pod zapnutou digestoii kvuli zdravy
Skodnym vyparim zuzivanych roztoki. Z kazdého vzorka piipravené¢ho jesté na
pracovisti VURH jsem pomoci tzv. “Kapatka® (Obr. 22.) odsal pfedchozi roztok. A

nasledn¢ jsem vzorek vlozil do tzv. vypiraciho roztoku (Obr. 23.), ve kterém jsem je

32



nechal 15 minut stat. Po uplynuti 15 minut jsem odsal stary vypiraci roztok a vlozil jsem

novy. Stejny postup jsem zopakoval celkoveé tiikrat.

Obr. 20. Vialky (mikrozkumavka) pro Obr. 22. Kapatko na
ptipravu vzorkl vyménu roztoki
(Foto: Autor). (Foto: Autor).

Obr. 21. Protokol na pfipravu vzorku pro transmisni elektronovou mikroskopii TEM,
(Foto: Autor).
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Po uplynuti poslednich 15 minut jsem pro dalsi fixaci nahradil vypiraci roztok
vpoméru 1:1 4% oxidem osmicelym (OsO4) a pufrem (vypiraci roztok). Takto
zafixované vzorky jsem nasledné nechal stat po dobu alespoii dvou hodin. Po
dvouhodinové fixaci jsem zopakoval stejny proces jako pied fixaci — vypirani pomoci

vypiraciho roztoku po dobu 3x15 minut.

Obr. 23. Vypiraci roztok (Foto: Autor).

Po vypiracim procesu jsem zacal proces dehydratace vzorkli pomoci acetonové fady.
Na dehydrataci jsem vyuzil acetonové fady (30, 50, 70, 80, 90, 95%) a nakonec i 100%
aceton (Obr. 24.). Jednotlivé acetonové roztoky jsem ponechal se vzorkem vzdy 15 minut.
V intervalu 15 minut jsem stary roztok odsal a nahradil vice procentnim acetonem. Na
urovni 70% acetonového roztoku byla moznost vzorek nechat stat pti teplot¢ 4 °C po

celou noc a pokracoval jsem az dalsi den rano.
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Obr. 24. Acetonova fada pro dehydrataci vzorku (Foto: Autor).

Po uplynuti poslednich 15 minut a odebrani 100% acetonu jsem ke vzorku pridal tzv.
EPON (epoxidova pryskytice; Obr. 25.). Epon jsem do vzorku ptidaval ve tfech
intervalech po dobu 1 hodiny. Prvni interval v poméru 1:2 — pryskytice + 100% aceton,
nasledné v poméru 1:1 a nakonec v poméru 2:1 (Obr. 26). Na Gplny zavér jsem ke vzorku
ptidal ¢istou pryskyfici a vialky jsem nechal oteviené. Oteviené vialky jsem vlozil do
polystyrénového drzaku a nasledné ulozil do tzv. exikatoru (Obr. 27), kde byly ponechany

celou noc.

{
|

Obr. 25. EPON - epoxidova pryskyfice Obr. 26. Pryskyfice (EPON) +100%
aceton

(Foto: Autor). (Foto: Autor).

Dalsi den rano jsem vzorky opatrné vyndal a vlozil do ptipravené zalévaci gumové
formic¢ky (Obr. 28). Jednotlivé doky formic¢ky jsem naplnil ¢istou pryskyfici a do ni vlozil
samotné vzorky, které jsem lokalizoval ke kraji doku. Formi¢ku se zalitymi vzorky jsem
nasledn¢ vlozil do termostatu, kde jsem vzorky nechal dva dny pfi teploté 62 °C, aby

doslo k plnému zatuhnuti pryskyfice.
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Obr. 27. Exikator (Foto: Autor). Obr. 28. Formicka se vzorky (Foto: Autor).

3.1.2. Finalni zpracovani vzorka pro TEM

Po dokonceni piipravy a po vyjmuti jednotlivych vzorki z formicky byli v laboratofi
vzorky dale zpracovany odborniky Specializovanymi na elektronové mikroskopii.

Zpracovani probihalo v nafezani tzv. polo-tenkych fezu jednotlivych vzorka (Obr.
29), kde byli lokalizovany zajmové oblasti. Po lokalizaci zajmové oblasti bohaté na
spermie byli provedeny ultratenké fezy, které se nasledné umistili na médéné miizky
(Obr. 30) ur¢ené k samotnému pozorovani na transmisnim elektronovém mikroskopu.
Vzorky se nejprve nalepi na podlozni sklicko a poté Se na n¢ prilepi jednotlivé terciky
s miizkami. Nasledné se sklicko ponoii do leptadla a vysledkem leptani je tercik
s miizkou a vzorkem. Ultratenké fezy na médénych sitkdch po vloZeni do mikroskopu
umozinovaly piibliZovat a zostfovat si jednotlivé buriky a zajmové struktury (Obr. 31). Na
zaver uz probehlo vlastni zdokumentovani jednotlivych zajmovych oblasti a struktur
pomoci transmisniho elektronového mikroskopu JEOL JEM-101 (JEOL, Tokyo, Japan;
Obr. 32), které jsou uvedené v kapitole Vysledky.
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Obr. 29. Priklad polo tenkého fezu vzorku raka mexického Cambarellus patzcuarensis.
Uprostied je lokalizované velké mnoZstvi spermii. Charakteristické jsou i tfi ochranné
vrstvy spermatoforu viz. Obr.10 (Foto: Autor).

Obr. 30. Ultratenké fezy vzorkl na médénych miizkach pripravené pro transmisnim
elektronovou mikroskopii (Foto: Autor).
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s jasn¢ viditeln:

Obr. 32. Transmisni elektronovy mikroskop JEOL JEM-10 a software na fotografovani
(Foto: Autor).
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3.2.  Postup méreni biometrie spermii

Pro méieni biometrie racich akrozomu jsem vyuzil fotografii potizenych
mikroskopem Vv laboratofi. Pro méteni jsem pro kazdy druh vyfotil nékolik fotografii
pohlavnich bunék nevzorkovanych samci. Konkrétné pro raka mexického to bylo 63 a
pro raka brazoského 40 pohlavnich bun¢k.

Pro samotné méfeni délky a Siiky akrozomu jsem vyuzil softwaru Image] (U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA), coZ je nastroj mimo jiné umoznujici
m¢éfit vzdalenosti na fotografii pomoci transformovatelnych linii (rovné ¢ary), u kterych

je nasledné moznost zméteni vzdalenosti (Obr 33).

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

ojoja|ofl <%\ A|QIM| | cFon f]o] ] | |»
Wand (tracing) tool
Obr. 33. Software ImageJ s tabulkou nastroji pro méteni vzdalenosti (Foto: Autor).

Dulezité pro takové méfeni bylo nejprve vytvorit méfitko (bar) lokalizované
v pravém dolnim rohu fotografie. Métitko na fotografii jsem pomoci rovné ¢ary pouze
prekryl a zméfil v sektoru analyza — “Measure®. Vyslednou hodnotu jsem si zapsal.
Stejnym zptisobem jsem zméfil délku i Sitku akrozomu. Vysledné hodnoty délky a Siiky
jsem pomoci jednoduchého vzorce piepocetl podle naméfeného métitka (Obr. 34). Stejny
postup jsem provedl u vSech fotek pohlavnich bunék. T#i hodnoty znacené ve sloupci
“Length* pro métitko, délku a Sitku na fotografii (Obr. 35) pak byly pfepocteny na realné
rozméry zajmovych struktur.

Podle Jamieson (1991) a Tudge a kol. (2001) vysledky méteni akrozomt u spermii
sladkovodnich raki ukazuji, Ze 1 ptes urcité podobnosti mize byt pro rozliSeni riznych
druhd rakd podle akrozomu uzite¢na i kombinace riznych typt rozméru (délka, Sitka a
pomér délka: $itka akrozomu). Pomér délky a sitky akrozomu byl pouzit jako zakladni
faktor k rozdéleni rakti do tii kategorii podle tvaru akrozomu. Zakladem vypoctu je
vydéleni délky akrozomu $itkou akrozomu, jehoZ vysledkem je ¢islo pohybujici se okolo
jedné. Zakladni kategorie se pak rozliSuji na tzv. stlacené (<1), sférické (1) a protdhlé (>
1) akrozomy.

Ziskané biometrické tidaje o akrozomech studovanych druhti byly nejprve testovany

na normalitu a homoskedasticitu (rozptyl je nezavisly na parametru) pomoci
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Kolgomorov-Smirnovovych, resp. Levenovych testi a poté vzajemné porovnany pomoci
Studentova t-testu. V ramci diskuse byly tyto porovnavany i s daty z diive studovanych
druhti raki (Yazicioglu a kol., 2016). S ohledem na nesplnéni piedpokladii pro vyuziti
parametrickych testli byl pro tento ucel vyuzit neparametricky Kruskal-Wallisiiv test
nasledovanych vicenasobnym porovnanim primérného potradi vsech skupin. U vSech
statistickych testll byly za statisticky vyznamné povazovany hodnoty p <0,05. Analyzy
byly provadény v programu Statistica software 12.0 pro Windows (StatSoft, Praha, Ceska

republika). Data jsou prezentovéana jako primeér + smérodatnd odchylka.

D

Y

Obr. 34. Rozméry akrozomu. S: sitka; D: délka. Pievzato z (Niksirat a kol., 2013b;
Jamieson, 1991) a upraveno autorem.

¢ Results 7 O X
File Edit Font Results
|area [Mean [Min  |Max  [Angle  [Length | =
1 0.005 515852 O 127500 O 1

2 0.010 119.533 49944 224000 45616 2.027
3 0.005 119675 65.180 185.873 137684 0.931

‘ [_:
Obr. 35. Software ImageJ s tabulkou vysledkt, kde jsou dtlezité hodnoty ve sloupci
“Length®. 1. hodnota bar; 2. hodnota §itky akrozomu; 3. hodnota délky akrozomu (Foto:
Autor).

40



4. Vysledky

4.1. Ultrastruktura spermie raka mexického a raka brazoského

U téchto dvou druhti je sam¢i pohlavni buiika uzaviena do tzv. extracelularni kapsle,
ktera ji ohranicuje (Obr. 36; 37).

Dominantni strukturou je akrozomalni komplex rozdéleny na dvé hlavni ¢asti:
akrozom a subakrozom (Obr. 36, 37). U obou druhi akrozom zaujima kaliSkovity tvar a
je tvofeny zieteln¢ odliSnymi vrstvami o riznych elektronovych hustotach. Vnitini
(hlubsi) svétlejsi vrstva snizsi elektronovou hustotou je lokalizovana blize Kk
subakrozomu. Vnéjsi vice povrchova tmavsi vrstva vzdalengjsi od subakrozomu, kde
filamenty neprostupuji je charakterizovana vysokou hustotou elektronovych filament
tahnouci se od zakladny akrozomu az k predni ¢asti akrozomu (Obr. 36; 37).

Subakrozomova zéna ve tvaru hlavicky hiebiku vypliuje centralni zénu akrozomu a
u obou druhti jasné ptiléha tésné k jadru, od kterého je oddé€lena vicevrstvou membranou.
Subakrozomovéa zoéna je tvofend rtzné hustymi elektronovymi oblastmi s odliSnym
mnozstvim filament. (Obr. 36; 37).

Radialni ramena jsou u obou rakid pfitomna jako soubor provazci vychazejici
Z jadra a sestaveny z mnoha mikrotubuli, které se obaluji kolem hlavniho téla akrozomu.
Téchto ramen v daném souboru miiZe byt kolem akrozomu v extracelularni kapsli hned
nékolik (Obr. 36(4); 37(4)).

Membranové lamely jsou ndhodné lokalizované asymetrické struktury, které jsou
Vv buiice velmi dobfte viditelné. Vznikaji zménou mitochondrii v pribehu spermatogeneze
a jsou tvorené shluky a svazky spletitych membran. MZeme vidét, ze oba druhy maji
lamely velmi podobné (Obr. 36(5); 37(5)).

Jadro je umisténo v protilehlé ¢asti od akrozomu a zaujima v buiice pomérné velkou
oblast. Tato oblast je tvofena z velkého mnozstvi jadernym materialem. Nachazeji se zde
ovSem i shluky vladken a mikrotubuld, které vytvareji az velké svazky (membrandzni
lamely). Od subakrozomu a ostatnich struktur je jaderna oblast oddélana jasnou dvojitou

membranou (Obr. 36(6); 37(2,6)).
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Obr. 36. Transmisni elektronové mikrofotografie spermii raka mexického Cambarellus
patzcuarensis. 1. Sagitalni pohledy na spermii; 2. Detailni pohled na sagitalni fez
bunky; 3. Detail na radialni ramena; 4. Elektronové vrstvy a filamenty v téle akrozomu

Tmavé *: Zona s filamenty (vysoka elektronova hustota; Bilé *: Zona bez filament
(mala elektronova hustota); 5. Detailni pohled na membrano6zni lamelu; 6. Detailni
pohled na jadro a dvojitou membranu (znazornéno Sipkami). A: akrozom; ML.:
membrandzni lamely (membranous lamella); RR: radialni ramena; J: jadro; SA:

subakrozom; EK: extracelularni kapsle (Foto: Autor).
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Obr. 37. Transmisni elektronové mikrofotografie spermii raka brazoského Cambarellus
texanus. 1. Sagitalni pohledy na spermii; 2. Detailni pohled na sagitalni fez bunky a
dvojitou membranu jadra (znazornéno Sipkami); 3. Detail na radidlni ramena; 4.
Elektronové vrstvy a filamenty v téle akrozomu Tmavé *: Zona s filamenty (vysoka
elektronova hustota); Bilé *: Zona bez filament (mala elektronova hustota); 5. Detailni
pohled na membrano6zni lamelu; 6. Detailni pohled na jadro. A: akrozom; ML.:
membran6zni lamely (membranous lamella); RR: radidlni ramena; J: jadro; SA:
subakrozom; EK: extracelularni kapsle (Foto: Autor).
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4.2. Biometrie spermie raka mexického a raka brazoského

Biometrie akrozomu: Spermie raka mexického mély $irs$i akrozom, neZ tomu bylo
u raka brazoského (4,015 + 0,2 um vs. 2,930 + 0,3 um). Tento rozdil by statisticky
prikazny (p < 0.01). Stejné tomu bylo v pfipadé délky akrozomu, kterd byla u raka
mexického (1,655 + 0,1 pm) vétsi, neZ u raka brazoského (1,209 + 0,1 pm; p < 10°). Tvar
akrozomu (pomér délky a Sifky) vSak byl u obou druh (rak mexicky 0,412 + 0,03; rak
brazoského 0,413 £ 0,04) identicky (p = 0.567). Pfi porovnani se Sirsi skupinou jiz diive
studovanych racich druhl jsou vSak tyto akrozomy rozmérové i tvarové prakticky

identické (viz. diskuse nize).

5. Diskuse

Spermie sladkovodnich desetinozcti jsou se svou morfologii velmi riznorodé, coz z
nich ¢ini vhodné kandidaty pro fylogenetické studie (Jamieson 1991; Jamieson a kol.,
2000; Tudge 2009; Klaus a kol., 2011; Braga a kol., 2013). Spermie u desetinozct jsou
strukturalné velmi odlisné ve srovnani se spermiemi jinych skupin zvitat. Napiiklad
oproti savcim nemaji biciky a jsou tak nepohyblivé. Spermie desetinozci jsou
ultrastrukturdlné sloZzeny z hlavniho télesa (buiiky), které obsahuje akrozomadlni a
jadernou oblast (Felgenhauer a kol., 1991; Jamieson, 1991; Jamieson a kol., 2000; Tudge,
2009). Akrozom je piitomen u vSech dosud studovanych desetinozct, s vyjimkou
nekterych krevet podiadu dendrobranchiata (Aristeidae a Sergestidae) a krevet rodu
Stenopus z ¢eledi Stenopodidae. Nékteré ze zkoumanych rodd z fadu Euphausiacea
vykazovala také spermie bez akrozomt (Scelzo a kol., 2004; Medina a kol., 2006; Tudge,
2009). Spermie desetinohych koryst jsou obecné hrubé rozdéleny na dva typy:
multistelatni a unistelatni (Medina 1994). Unistelatni spermie, typické pro podiad
Dendrobranchiata a Caridea, vykazuji jediny pfivések nebo hrot, ktery je rozSifenim
akrozomalni struktury (akrozomu). Naopak, multistelatni spermie nesouci druhy podiadu
Pleocyemata vykazuji n€¢kolik ptivéskli nebo ramen jaderného nebo cytoplazmatického
puvodu (radidlni ramena), které obsahuji chromatin nebo mikrotubuly. Multistelatni
spermie jsou typické pro desetinohé koryse, jako jsou kraby, humii nebo raci
(Felgenhauer a kol., 1991; Jamieson, 1991; Medina a kol., 1992; Medina 1994; Jamieson
a kol., 2000; Cuartas a kol., 2007; Tudge, 2009). Spermie raku se li§i ve své organizaci

od vyse popsané akrozomem ve tvaru podkovy, ktery neni dvojvrstvy. Pocet radialnich
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ramen je veétsi (u nekterych druhti az 20 nebo i vice). Bunééna membrana této gamety je
mnohem silngj$i nez u vétSina spermii desetinozcl a je oznaCovana jako extracelularni
kapsle (Felgenhauer, 1992).

Morfologické znaky: Vysledky této studie vykazuji blizkou podobnost raka
mexického a brazoského s obecnou ultrastrukturou spermii S doposud studovanymi raky.
trpasli¢i raci podceledi Cambarellinae spadaji. U této Celedi se ultrastruktura trpasli¢ich
rakil shoduje zejména v pfitomnosti radidlnich ramen a extracelularni kapsle. Malé
vyjimky tvofi zejména rak cerveny, u kterého je ve stadiu zralé spermie lokalizovany hrot
Vv pfedni Casti akrozomu, nebo nékteré druhy rodu Faxonius a Cambarus, u kterych je
pfitomen tzv. hieben viz. Tab. 3. Dalsi rozdily v rdmci Celedi mizeme sledovat i ve
velikosti samotného akrozomu, nicméné velikostné se mirn¢ odliSuji pouze rody
Faxonius a Cambarus, u ostatnich rodu je velikost akrozomti podobna.

U dalsich ¢eledi pomoci kombinace morfologickych rysi, jako je apikalni zona, hrot,
radidlni ramena, hicben v piedni ¢asti akrozomu nebo extracelularni kapsle mohou
poskytnout néstroj k rozliSeni riiznych druhti sladkovodnich rakt a jednotlivych celedi.
Ptitomnost ¢i absence hlavnich morfologickych rysti nékolika vybranych druht ze ¢tyt

¢eledi sladkovodnich rakti doplnéné o raky studované touto praci jsou shrnuty v Tab. 3.
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Tab. 3. Shrnuti morfologickych znakd u 15 druhi sladkovodnich rakt, doplnéné o zde
studované raka mexického Cambarellus patzcuarensis a raka brazoského
Cambarellus texanus. Hrot: hrot u akrozomu; AZ: apikalni zéna; H: hieben (v piedni
Casti akrozomu); EK: extracelularni kapsle; RR: radialni ramena; +: pfitomnost; —:
absence. Pievzato z Yazicioglu a kol., (2016) a upraveno autorem.

Druh Hrot AZ H EK RR
Astacus astacus - + - + +
Pontastacus leptodactylus - + - + +
Austropotamobius torrentium - + - + +
Pacifastacus leniusculus - + - + +
Cambarus robustus - - + + +
Faxonius limosus - - + + +
Faxonius propinquus - - + + +
Faxonius rusticus - - + + +
Procambarus alleni + - — + +
Procambarus clarkii + - _ + +
Cambarellus patzcuarensis - - - + +
Cambarellus texanus - - - + +

Cherax destructor - - - - _
Cherax quadricarinatus - - - - _

Cambaroides japonicus + - - + +

Od ostatnich celedi se skupina trpasli¢ich rakli odliSuje SirSim rozmezim znakd.
Nejvétsi rozdily v ultrastrukture trpaslic¢ich rakd, ale i u dalSich ¢eledi, jsou pozorovatelné
vuci Celedi Parastacidae. Tato Celed’ je charakteristicka vyznamnymi odliSnostmi oproti
zbylym tiem celedim z nadceledi Astacoidea, u kterych je podobnost podstatné blizsi.
Oproti ostatnim Celedim se Parastacidae odliSuji absenci extracelularni kapsle a absenci
radialnich ramen. Akrozom je u této Celedi déleny pouze na dve vrstvy riizné elektronové
hustoty filament oproti zbylym raktm, ktefi maji vrstvy tii (Yasuzumi a kol., 1961;
Niksirat a kol., 2013a, b; Kouba a kol., 2015). Dalsi odlisnosti u této ¢eledi je i pfitomnost
tzv. membranového lamelarnim komplexu, coz je komplex zahrnujici jednu a vice

membranovych lamel (Kouba a kol., 2015).
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Celed’ Astacidae se oproti trpasli¢i skuping, ale i ostatnim &eledim, li§i v piitomnosti
apikalni zény nachéazejici se v pfedni céasti akrozomu, kterd je blize popéséna
v podkapitole 2.2.2. Spermie.

Akrozomalni komplex je obecné rozdéleny na dvé hlavni casti: akrozom a
subakrozom, jak miizeme pozorovat u vSech racich ¢eledi véetné skupiny trpasli¢ich raku.
Rozdily miizeme nalézt pouze ve tvaru a velikosti samotného akrozomu. Tyto rozdily

V rozmérech akrozomti mtizeme pozorovat v Grafu 2.
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Graf 2. Velikosti akrozomu spermii 13 vybranych druhti raki: Astacidae (znaceno
tmaveé modie) — Astacus astacus (Aa; Niksirat a kol., 2013b; Niksirat a kol., 2016),
Austropotamobius torrentium (At; Niksirat a kol., 2013b) Pacifastacus leniusculus (Pal;
Niksirat a kol., 2013b; Yazicioglu a kol., 2014), Pontastacus leptodactylus (Pol;
Eliakova a kol., 1966; Niksirat a kol., 2013a); Cambaridae (znac¢eno tmavé ¢ervené) —
Cambarus robustus (Cr; Yazicioglu a kol., 2016), Faxonius limosus (FI; Niksirat a kol.,
2013a), F. propinquus (Fp; Yazicioglu a kol., 2016), F. rusticus (Fr; Snedden 1990;
Yazicioglu a kol., 2016), Procambarus clarkii (Pc; Niksirat a kol., 2013a; Dong a kol.,
2014); Cambarellus patzcuarensis (Cp; vlastni pozorovani); Cambarellus texanus (Ct;
vlastni pozorovani); Parastacidae (znaceno tmav¢ zelené) — Cherax destructor (Cd;
Jerry 2001; Kouba a kol., 2015), C. quadricarinatus (Cq; Lopez-Greco a kol., 2008;
Kouba a kol., 2015).
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Jadro je u vSech spermii jednotlivych Celedi lokalizované stejné. Tato oblast je
ptitomna V protilehlé poloze od akrozomu. Jaderna oblast je od akrozomalni komplexu

odd¢lena zietelnou dvojitou membranou (Obr. 38.).

b y I '-/. 14 3 _ — - . - == :
Obr. 38. Detail na membranu mezi subakrozomem a jadrem raka ¢ervenoklepetého
Cherax quadricarinatus. (A): vicevrstevna membrana mezi subakrozomem a jadrem
(8ipky); (B): detail membrany (Sipky). A: akrozom; J: jadro; SA: subakrozom. Prevzato

z Kouba a kol., (2015) a upraveno autorem.

L

Biometrie akrozomu: Vypocet rozméru akrozomu raka studovanych touto praci byl
jednim ze sledovanych cilti. Doposud ziskané informace nam fikaji, ze i ptes uréité a
vyznamné podobnosti mize byt pro rozliSeni jednotlivych racich skupin uZzitecnd i
kombinace riznych rozméri akrozomu (délka, Sitka a pomér délka/Siika). Pro snazsi
orientaci jsou nize znazornény tii grafy pojednavajici o primérné délce a Sifce akrozomu
a 1 graf ukazujici pomér mezi témito dvéma rozméry (Graf. 3-5.). Vysledky ukazuji, ze
zde studovani raci zaujimaji rozméry na spodni hranici ¢eledi Cambaridae a Cambarellus
texanus ma blize k celedi Parastacidae. Celkové tedy miizeme fict, Ze akrozomy spermii
trpasli¢ich rakt jsou mensi, ale ne tak vyznamné, abychom mohli tvrdit, Ze doslo k jasné
velikostni segregaci od jiz studovanych zastupcl této celedi. V grafu 5. mlizeme
pozorovat vysledky poméru délka/sitka. U vSech druhtl je hodnota nizsi nez jedna, coz
odpovida tvaru stlaceného akrozomu do tvaru ,,koblihy“. Hodnoty pozorované u zde
studovanych rakli naznacuji, ze tvar jejich akrozomu Se fadi mezi druhy s nejvice

stlacenym akrozomem.
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Graf 3. Délka akrozomu spermii 13 vybranych druht rakt. Pfevzato z Yazicioglu a
kol., (2016) a dopInéno autorem.
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Graf 4. Sitka akrozomu spermii 13 vybranych druhti raki. Pievzato z Yazicioglu a kol.,
(2016) a doplnéno autorem.
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Graf 5. Pomér délky a sitky akrozomu spermii 13 vybranych druht raki. Prevzato z
Yazicioglu a kol., (2016) a doplnéno autorem.

6. Zavér

Cilem této prace bylo ziskat informace o ultrastruktufe spermii dvou druhl
trpaslic¢ich raki, konkrétné raka mexického a raka brazoského a zjistit rozméry akrozomi
jejich spermii. Z vysledkti mé prace lze vycist, ze obecna ultrastruktura ra¢ich spermii
studovanych druhti nese vysokou podobnost u nadéeledi Astacoidea a predevsim jim
vlastni ¢eledi Cambaridae. Ptes dobie zachovanou obecnou strukturu a pomérné blizkou
podobnost ultrastruktury spermii riznych druhG rakit mohou byt pro oddéleni
jednotlivych skupin rakd uzite¢né také rozméry akrozomi. Akrozomy studovanych druhii
patii podle pozorovanych vysledka k nejmensim akrozomtim své celedi. Vysledky mé
prace tak mohou byt moznym podkladem pro dalsi studie at’ uz trpasli¢ich rak nebo

dalsich druhi raci fauny.
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8. Abstrakt

V posledni dobé se ultrastruktura racich spermii stava stale vice studovanym
tématem. Doposud byla ultrastruktura prozkoumdna u asi patnécti druhti sladkovodnich
druhi ze vSech Ctyf racich celedi , nicméné doposud nebyla studovana u skupiny
trpasli¢ich rakii (podceledi Cambarellinae). Cilem této prace bylo detailné popsat
ultrastrukturu spermii dvou trpasli¢ich druhti rakti, konkrétné¢ raka mexického
Cambarellus patzcuarensis a raka brazoského C. texanus. Tyto druhy byly nasledné
porovnavany s druhy jiz studovanymi za pomoci morfologickych znakl a biometrickych
udaji. Ultrastruktura jejich spermii vykazuje obecné znamy vzorec, ktery zahrnuje v
pfedni ¢asti akrozom a subakrozom a v protilehlé ¢asti jadro. Dale pak jsou ptitomna pro
nadc¢eled’ Astacoidea typicka radialni ramena, ktera se obaluji kolem jadra s akrozomem,
cela bunka je pak uzaviena Vv extracelularni kapsli. Vysledky ukazuji, Ze velikost
akrozomi u zastupcl Parastacidae je nejmensi, zatimco raci Celedi Astacidae vykazuji
nejveétsi akrozom. Zjisténi soucasné studie poukazuji na stfedni velikost akrozomu
trpaslicich rakii, tak Cambaridae obecné, byt se zde studovani zastupci velikostné
nachazeni na spodni hranici této Celedi a rak brazosky byl blizky zastupcim celedi
Parastacidae. Zavérem je dualezit¢ fict, Ze kombinace morfologickych znakli a
biometrickych udaji akrozomil spermii je do zna¢né miry schopna rozlisit jednotlivé raci
skupiny. Tato studie tak mize napomoci k vymezeni dal$ich doposud nestudovanych
druhtt a muze byt hodnotnym podkladem pro navazujici vyzkum ultrastruktury a

biometrie racich spermii.

Kli¢ova slova: spermie, ultrastruktura, rak mexicky, rak brazosky, trpasli¢i raci
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9. Abstract

Recently, the ultrastructure of crayfish spermatozoa has become an increasingly
studied topic. Up to now, the ultrastructure has been studied and defined in about fifteen
species of freshwater species from all four crayfish families, however it has not yet been
studied in a group of dwarf crayfish (subfamily Cambarellinae). Present work aimed to
describe the spermatozoa ultrastructure of two dwarf crayfish species, specifically the
Orange dwarf crayfish Cambarellus patzcuarensis and the Texas dwarf crayfish C.
texanus. These species were then compared with the species already studied using
morphological traits and biometric data. The ultrastructure of their spermatozoa shows
commonly known patterns that include the acrosome and subacrosome in the front and
the nucleus on the opposite side of the cell . Furthermore, radial arms typical for the
superfamily Astacoidea that wrap around the nucleus and the whole cell enclosed by the
extracellular capsule. The results show that the size of the acrosomes of Parastacidae
membres is the smallest, while the crayfish of the Astacidae family show the largest
acrosome. The current study points out a medium-sized acrosome of dwarf crayfish and
Cambaridae in general, although they are located at the lower margin of this family with
the Brazos crayfish being close to representatives of the Parastacidae. In conclusion, it is
important to say that the combination of the morphological traits and biometric data of
sperm acrosomes allows distinguishing individual crayfish groups to a large extent. This
study may help to identify other species that have not been studied so far and could be a
valuable basis for subsequent research of the ultrastructure and biometrics of crayfish

spermatozoa.

Key words: sperm, ultrastructure, Orange dwarf crayfish, Texas Dwarf Crayfish, dwarf
crayfish
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