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1. Uvod

Korysi — rozsahla skupina ¢lenoveu zijicich nejen ve sladké a slané vod¢, ale i na

sousi zahrnuje drobné druhy, jako buchanky nebo perloocky, nebo znaméjsi druhy
zivocCichu, jako jsou napf. Stifi, krabi, krevety, humii a v neposledni fadé¢ i raci. Tato
prace je zaméfena piedevsim na fad desetinozcu (Decapoda), kam patii, v této praci,
zkoumani raci. Pro fad Decapoda je jednim z typickych znaki pevna vnéjsi kostra
slozena z chitinu a CaCOs, ktera je béhem jejich zivota opakované svlékana. Dal§imi
charakteristickymi znaky je pét pari krac¢ivych nohou, u nékterych druhii byva prvni par

specializovan riznymi modifikacemi, napt. Klepety.

Prvni psana zminka o racich je datovana az k Aristotelovi a od té doby byli raci sice
studovani, ale bohuzel jen okrajové. O anatomii, biologii i pafeni rakll jsme se jiz
dozvédeli mnohé. Vzhledem k tomu, Ze se raci t&$i pomérné velikému zajmu, a diky
rozvoji novych metod studia tak miizeme rozkryt n¢které doposud nezodpovézené
otazky ohledné reprodukce této skupiny ZivocCichil. Piesnéji, stdle vime velmi malo
0 vyvoji samc¢ich gamet a pfedev§im o moznostech umélého oplodnéni, které je
nezbytné pro jejich fizenou reprodukci. K vyieSeni téchto otdzek je potfeba ucinné
metody pro ziskani spermatu, které je u rakii mnohem obtizné&jsi a méné rozpracované

nez u jinych vodnich Zivo¢ichti - ryb.

Jednim zhlavnich aspektl S$irokého poznani anatomie, biologie, chovani
areprodukce ryb, na rozdil od fadu Decapoda, je dlouholeté seznamovani s témito
zivodichy. S rybami, jako produkty akvakultury, bylo nakladano jiz ve Starovéké Cing
a v Rimské #i (prvni rybaisky zakon). Ve stiedovéku byly jiz zakladany prvni rybniky
za ucelem chovu ryb. Zvlasté velky vliv na rozsifeni chovu ryb méla ve stfedovéku
cirkev, nebot’ povazovala rybi maso za ,,postni jidlo*. Ryby se tak stavaly nedilnou
soucasti ,,jidelni¢ku* slechty a piedev§im chudych lidi, coz vedlo k rozsifeni poznani
reprodukce ryb. Ryby jsou tak studovany jiz po nékolik stoleti, zatimco korySim,
zvlasté raklim, je pozornost vénovana piedevSim teprve po nékolik poslednich
desetileti. Jejich vyznam v akvakultufe je vSak velice rozsahly a dulezity. Ve vodnim
prostiedi vystupuji totiz jako predatofi, slouzi jako potrava pro jiné ryby a pisobi také
jako detrivofi, ¢imz jsou dualezitym prvkem v kolobéhu zivin a energie ve vodnim

ekosystému.



2. Cil prace

Cilem mé bakalafské prace je vypracovani literarni reSerSe zaméfené na
problematiku ziskavani spermatu u korys$i a nasledné praktické ovéfeni moznosti

ziskavani spermatu od jednotlivych druhti raki pomoci elektrostimulace.



3. Literarni prehled

Systematika druhéi raké Zjicich vCR a druhéi Kkory$i podrobenych

elektrostimulaci (Kooda-Cisco a Talbot, 1983; Sandifer et al., 1984; Jerry, 2001;

Kozék et al., 2009).

Kmen: Arthropoda Clenovci
Podkmen: Crustacea Korysi
Ttida: Malacostraca Rakovci
Rad: Decapoda Desetinozci
Podrad: Pleocyemata
Infrafad: Astacidea
Nadceled Nephropoidea Humfi
Celed”: Rod: Druh:
Nephropidae Homarus H. americanus
(humr americky)
Naddgeled’: Astacoide Raci
Celed”: Podgeled’: Rod: Druh:
Cambaridae Cambarinae Orconectes O. limosus
(rak pruhovany)
Procambarus P. clarkii
(rak ¢erveny)
Astacidae Pacifastacidae Pacifastacus P. leniusculus
(rak signalni)
Astacinae Astacus A. astacus
(rak ticni)
Austropotamobius  A. torrentium
(rak kamendc)
Parastacidae Cherax C. destructor
Podiad: Dendrobranchiata
Naddeled’: Penaeoidea
Celed: Rod: Druh:
Penaeidae Penaeus P. setiferus
P. stylirostris
P. vannamei




3.1. Ziskavani spermatu u ryb

U ryb jako u vodnich zivoc€ichii dochazi k pfirozenému rozmnozovani ve vodnim
prostiedi, kdy samotna reprodukce i pieziti novych jedinct zalezi na biotickych
i abiotickych faktorech. Z tohoto divodu, ale i z divodu komeréniho uziti se neustale
rozviji techniky umé¢lé reprodukce ryb. Velmi podstatnou casti umélé (fizené)
reprodukce ryb je tzv. umély vytér, pti némz jsou ziskavany gamety — jikry od samic

a spermie (mlici) od samcii.

Techniky ziskavani spermatu u samct jSou vétSinou druhové specifické.
U kaprovitych a lososovitych se k ziskdni spermatu pouzivd metoda manualniho
vytlaceni z téla ryby. Lusk et al. (1987) popisuje princip této metody jako obdobny
postup pfi vytéru samic. Samce uchopime rukou do vlhké utérky za hlavou mezi
skielemi a prsnimi ploutvemi, poté mu osusime bfisni partie véetné fitniho otvoru a fitni
ploutve (v pfipadé vytéru samcl pifimo na jikry tak zajistime, aby se nedostala zadna
voda se stékajicimi spermiemi do misky s jikrami). Po usuSeni za¢neme s jemnou
nenasilnou masazi bokt ryby smérem od hlavy az k pohlavnimu otvoru. Takto
ejakulované spermie mohou byt pifimo vytfeny na jikry nebo odebrany do suchych
zkumavek a ulozeny k pozdéjSimu pouziti do chladnicky (Krupauer a Kubi, 1985;
Hamackova et al., 2008; Koutil et al., 2008). Koutil a Kubt (1985) uvadi moznost
injikace hormonalnich ptipravkl. Nejcastéji se pouziva aplikace kapii hypofyzy nebo
hormonu gonadotropinu (GnRH) pro urychleni dozravani spermii. Hypofyzace mli¢aku

se provadi obvykle jednorazové a misto vpichu se doporucuje dezinfikovat.

Pii umélém vytéru Stiky obecné (Esox lucius) a kefi¢kovce ¢ervenolemého (Clarias
gariepinus) jsou samci kvuli nedostatetné ucinnym metodam ziskavani spermatu
zabijeni. Ryba je nejprve podrobena kontrole zralosti a poté usmrcena. Mli¢i se tak
ziskava disekci zabitych samcti a vyjmutim jejich gonad. V tomto ptipadé je tieba dbat
S nejvétsi opatrnosti na to, aby nedoSlo ke znehodnoceni pohlavnich produkt moci.
Zralé gonady se vyznacuji bilou aZ krémové bilou barvou. Po vyjmuti gonad z téla ryby
dojde K jejich osuSeni a rozstiihani niizkami. Kousky gonad se tak 1épe promackaji ptes
suché sitko nebo jemné platynko. Po tomto procesu mohou byt spermie piimo
aplikovany na jikry nebo uchovany pro pozd¢jsi pouziti (Hamackova et al., 2007;
Lusk a Krcal, 1982).
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Samci velkych druht ryb, jako je sumec velky (Silurus glanis) nebo jesetefi
(rod Acipenser), se vytiraji pomoci injek¢ni stiikacky. Princip této metody spociva
v hypofyzaci samci nejlépe 2 dny pied vytérem jikernacek. Pii vytéru mli¢aka neni
potfebna anestezie. Mlicak se uchopi za prsni ploutve a ocasni nasadec, poté se polozi
na vytérovy stiil hibetem dolti a misto pohlavni otvoru se dikladné osusi. Sperma je
odebirano pomoci suché kanyly o délce cca 20 cm se zastfizenym koncem do S$picky
pro snadngjsi zavadéni. Odsavaci kanyla se zasune do chamovodu a druhy konec se
vlozi do suché zkumavky. Zkumavka musi byt vySkové niz, nez je télo ryby, a sperma
poté samovolné vytékd. V piipad¢ problémil s vytékanim spermatu je mozné pomoci

masaze bfisni dutiny obnovit vytok spermatu (Koufil et al., 1992; Gela et al., 2008).
Anestetika

Pti ziskdvani spermatu mohou byt pouzita i anestetika. Dtivod jejich pouziti mize
byt lepsi manipulace s rybou, mensi riziko mechanického poskozeni samcti i jiné. Jedna
z nevyhod pouzivani anestetik je vy$s$i umrtnost u nékterych druhi ryb, které jsou velmi
nachylné na nedostatek kysliku. Kolafova et al. (2007) popisuji klinické piiznaky

anestetik na rybach:

e klidné chovani — ryba je ve fyziologické poloze, ma pravidelné dychaci pohyby,
normalni pohybovou aktivitu, pfi plavani se bez namahy vyhyba piekdzkam

e excitace — ryba je ve fyziologické poloze, vykazuje vSak zvySenou aktivitu,
neklid, rychlé plavani, pfi plavani se nevyhyba prekazkam, ma silné obranné
reflexy, nepravidelné dychaci pohyby — u nékterych druhti ryb mélké dychaci
pohyby, u jinych naopak roztazena skielova vicka

e celkové povrchni znecitlivéni — ryba vykazuje sniZzenou aktivitu, pomalu se
naklani na bok, ztraci obranné reflexy, vyjma akustického, dychaci pohyby jsou
Jiz pravidelné, klidné, hluboké, zpomalujici se

e celkové uplné znecitlivéni — utlum vysSich mozkovych funkci, ryba nevnima
bolest a nachazi se v bo¢ni poloze, vykazuje naprostou ztratu pohyblivosti, je
bez obrannych reflexdi, vyjma akustického, dychaci pohyby jsou pravidelné,
klidné, hluboké, zpomalené

e zastava dychani — ryba je v bo¢nim postaveni, dychaci pohyby jsou zcela
zastavené nebo jen povrchni (mélké, az zanikajici, bez obrannych reflexti véetné

akustického)
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Nejcastéji pouZivana anestetika jsou:

Menocain: 3 — ethoxycarbonylfenyl — bila az slab¢ zluta krystalicka latka rozpustna
ve vodé. Tuto latku je zapotiebi chranit pted svétlem. Vlastni pfipravek je slozeny
z ucinné latky a chloridu sodného v poméru 1:1. Menocain je hydroskopicka latka, ktera
pii kratkodobém skladovani v neporusenych sac¢cich nepodléhd zménam ani ve vlhkém

prostiedi (Kral a Svobodova, 1990).

MS 222: tricain methanosulfonat — jedna se o bily prasek, rozpustny ve vodé
(nastupce Menocainu). Jeho koncentrace zavisi na druhu ryb, vékové kategorii ryb,

teploté vody a volbé¢ ucinku (Kolafova et al., 2007).

2 - phenoxyethanol: ethylen glykol monophenyl ether — ma ptesn¢ definované
chemické slozeni. Anestezie nastdva do 5 — 10 minut a doba zotaveni v Cerstvé kyslikaté
vodé je zhruba 10 minut. Mlze se pouzivat k sedaci, imobilizaci a anestezii. Tento
ptipravek neni registrovany, jeho pouziti je mozné pouze na predpis veterinarniho

I¢kate (Kolarova et al., 2007).

Hi‘ebickovy olej: G¢inna latka eugenol — jedna se o latku ptirodniho pivodu
ziskanou destilaci z rostliny Eugenia aromatica nebo Eugenia caryophyllata. Prednost
tohoto anestetika je pfirodni plivod G¢inné latky, zaroven je i jeho nevyhodou (nelze
pfesné definovat sloZeni jednotlivych Sarzi hiebic¢kového oleje, to je nepfipustné pro
registracni dokumentaci). Anestezie nastava do 5 — 10 minut a doba zotaveni ryby je
delsi nez u jinych anestetik. Neni registrovany a jeho pouZiti je mozné pouze na predpis

veterinarniho 1ékate (Kolafova et al., 2007).

3.2. Elektrostimulace

Elektrostimulace je metoda ziskdvani spermatu od hospodaiskych zvifat pomoci
elektrickych stimulti dodavanych do téla samct. Poprvé tuto metodu pouzil Australan
Gunn v roce 1936 u berant (Kliment et al., 1989). Od této doby byla elektrostimulace
rozvijena a modifikovana pro SirSi uziti, dnes je pouZivana k ziskani spermatu také
u samct bykd, kozld a pst, u kancii se doporucuje jen v ptipad¢ impotence plemenik.
Tato metoda byla v minulych letech také vyuzita k ziskavani spermatoford se
spermiemi od vysSich korysa, piesnéji se jednalo o humra amerického (Homarus
americanus), australského sladkovodniho raka (Cherax destructor) a moiskych krevet
rodu Penaeus.
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Elektrostimulace hospodarskych zvirat

Metoda odbéru ejakuldtu je zalozena na stimulaci elektrickym proudem. Zdrojem
sttidavého proudu miize byt sitovy proud, baterie, maly generator nebo pirenosné
dynamo. Piistroj tvoii elektroda, voltmetr, transformator, miliampérmetr, pierusovac
napéti a regulator délky impulst. Tvar elektrod je palickovy nebo prstencovy. Napéti
pottebné k elektrickému stimulu samct se pohybuje v rozmezi od 3 do 20 V, u berani

spise mezi 12 — 15V (Kliment et al., 1989).

Kliment et al. (1989) dale uvadi, ze principem elektroejakulace je vyvolani
erekéniho reflexu s prerusovanym piisobenim elektrického proudu. Pti elektroejakulaci
se elektrody zavadéji do rekta samct na urovein méchyikovitych zlaz. Elektrody mohou
byt také navleCeny na prsty a piilozeny na kranidlni okraj panevniho dna
ve vyprazdnéném kone¢niku. K zvyseni drazdivosti je tfeba elektrodami pohybovat
a provadét tak mirnou masaz. Elektricky proud vyvolava vinité smrstovani ampuli
chamovodu, pfidatnych 7laz, svali konec¢niku a nckterych svali péanve. Pii
elektroejakulaci vznika elektroejakulacni reflex bez sexudlni stimulace, mnohdy i bez
erekce. Pribeh ejakulace je podminén piimym nebo nepfimym drazdénim michy a je
pasivni. Celkova doba elektrostimulace az po vyvolani ejakulace trva véetné prestavek
2 — 4 min. K vyvolani ejakulace je potfeba 5 — 10 rytmickych stimulaci elektrickym
proudem po dobu 5 sekund se stejné dlouhymi pauzami. Objem ejakulatu ziskany
elektroejakulaci je zpravidla vys$§i nez pomoci manudlni ejakulace. V ziskaném
ejakulatu nedochézi ke zméné koncentrace spermii ani neni zménéna jejich plodnost.
Vyjimku tvoii kozli, sperma ziskané elektroejakulaci u nich ma nizsi hustotu nez pfi

manualni ejakulaci a ¢asto obsahuje moc.

Elektroejakulace je vhodna pro odbér semene od bykll s poruchami pohlavniho udu
nebo s prechodnym onemocnénim koncetin, od plemenaisky kvalitnich berant, ktefi
z divodu poruchy nervové cinnosti odmitaji skakat a od mladych berankt pfi

zakladnich vybérech pied zafazenim do plemenitby (Kliment et al., 1989).

Elektrostimulace vysSich korysi

Ziskavani a shromazd’ovani spermatoforti Se spermiemi muze byt velice uzitecné
a muze rozsifit reprodukcni techniky. Spermatofory mohou totiz poslouzit k umélému
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oplodnéni samic, oplodnéni in vitro. Jejich studium by mohlo vést k pochopeni

mechanismu pii dlouhodobém skladovani (Kooda-Cisco a Talbot, 1983).

Z divodu vyskytu problémt, jako jsou poruchy v pafeni krevet rodu Penaeus
v zajeti, vyvinul Persyn (1977) metodu umélého oplodnéni samic s otevienym
thelycem. Metoda spocivala v manualnim stlaceni samcich organii na zdklad¢ patého
paru pereopodii. Bohuzel manualni ejakulace vétSinou poskodila distalni Eést

chdmovodu a tak krevety sterilizovala pro dalsi pouziti (Chamberlain et al., 1983).

O néco pozdgji Sandifer a Lynn (1980) popsali metodu elektrické ejakulace
u sladkovodni krevety Rosenbergovy (Macrobrachium rosenbergii). Toto vyuziti
elektrostimulace demonstrovali také na jinych krevetach (Palaemonetes pugio,
P. vulgaris a Sicyonia ingentis). Kooda-Cisco a Talbot (1983), tuto metodu Uspésné
pouzili u humra amerického (Homarus americanus). Metoda elektrostimulace byla
pouzita i na sladkovodnim druhu raka, australském yabby (Cherax destructor),
(Jerry, 2001). Tato technika vytlaovani spermatoforit ma nékolik vyhod (Kooda-Cisco
a Talbot, 1983):

1. jednoduchost techniky vyzadujici levné jednoduché elektrické zafizeni
a standardni laboratorni zafizeni

2. rychlost provadéné techniky, kdy k provedeni stimulace sta¢i jen nékolik minut
na jedno zvire

3. v ptipadg, Ze je technika spravné pouzita, zvife neni trvale poskozeno

4. neni tfeba usmrcovat samce, coz znamena moznost jejich opakovaného vyuziti

Tato technika pomoci elektrického impulsu stimuluje svalstvo chamovodu, dokud
nedojde kodezvé a vytlateni spermatofori z gonoport. Elektricka stimulace
chamovodu nijak samce nepoSkozuje a muize byt pouzita k ziskavani spermatu od
stejného zvifete opakované (Kooda-Cisco a Talbot, 1983; Sandifer et al., 1984; Jerry,
2001) Ovsem pouziti silného elektrického proudu nebo pfili§ velkého poctu podnéth

mize zpusobit vazné poskozeni zvifete vedouci az k jeho thynu (Sandifer et al., 1984).

Zatizeni na elektrickou stimulaci, jak jej popisuje Sandifer et al. (1984), je sloZeno
z elektrického transformatoru, reostatu, voltmetru a dvou elektrod. Elektrody byly

umistény na bazi patého paru kracivych nohou v oblasti kolem vyvodii pohlavnich
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organti. Po piilozeni elektrod k télu samce byl vyvolan podnét a cyklus frekvence

podnétii byl pomalu zvySovan.

Pribéh a pouzité napéti se u kazdého druhu korysa lisilo. Kooda-Cisco a Talbot
(1983) vyuzili metodu elektrostimulace k ziskani spermatofori od humra amerického.
Pti jejich vyzkumu bylo pouzito 65 samcu, kteti byli vystaveni stimulu o napéti 12 V.
Vytlageni spermatoforit bylo tspésné celkem u 50 samct (77 %), kdy doslo k vytlaceni

spermatoforu alespoii z jednoho gonoporu.

Uzitecnost elektrostimulace Sandifer et al. (1984) ovérili také u 18 krevet Penaeus
stylirostris a 46 krevet Penaeus vannamei drzenych 7 — 10 mésici v laboratofi
au 27 krevet Penaeus setiferus volné Zzijicich v mofi u texaského pobiezi. Dvanact
krevet P.vannamei a jedna kreveta P. stylirostris vykazovalo patologicky stav
charakterizovany melanizaci a tvrdnutim koncovych ampuli a chamovodu, ostatni
krevety byly zdravé. Krevety byly vystaveny napéti 4 — 6 V vzdy na 1 — 2 vtefiny.
Vysledkem elektrostimulace byla 80 % uspéSnost vytlaceni spermatoforit z jednoho
nebo obou gonopord. V nékterych piipadech doslo jen k ¢astetnému vytladeni
spermatoford, ty byly snadno zachyceny a odstranény pinzetou. I pies rozdilnost
zivotniho prostiedi druhti krevet, byly vysledky elektrostimulace podobné jak u krevet
P. stylirostris (asp&snost 82 %) a P. vannamei (ispésnost 82 %) drzenych v zajeti, tak

i u volné Zijicich krevet P. setiferus (tispésnost 74 %).

Jerry (2001) popisuje experiment elektrického stimulu na 85 samcich australskych
sladkovodnich rakti yabby (Cherax destructor) a 15 intersexualnich jedinct (tj. jedinci
S pfitomnosti samc¢ich 1 samiCich pohlavnich organtl), ob¢ skupiny byly dlouhodobé
drzeny Vv zajeti. Elektrostimulace probihala pii 5 a 10 mA. K vytlaceni spermatoforti
doslo, kdyz cyklus frekvence byl mezi 40 — 60 Hz. Elektricky stimul byl aplikovan
nejvys po dobu 10 sekund. Experiment byl tspésny u 76 % (65 z 85) samci yabby, kdy
spermatofory byly vytlateny vzdy zjednoho nebo obou gonopori. Testovani
elektrostimulace na mezipohlavnich jedincich dopadlo také pozitivné. Byly vytla¢eny
spermatofory v 73 % pripadi. Experiment poukazal na to, ze zvifata majici
mezipohlavni schopnost, mohou fungovat jako samci. Pro ovéfeni produkce
spermatoford vlivem teploty bylo deset samct vystaveno elektrostimulaci v zimnim
obdobi, kdy teplota vody klesla na 3,5 °C. K vytlaceni spermatofort doslo jen u jednoho

samce. OvSem po tydenni aklimatizaci v akvariu o teploté 24 °C a zvySeni fotoperiody,
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byl vysledek opacny a samci znovu vystaveni elektrostimulaci vytlacili spermatofory

v 90 % piipada (9 z 10).

Sandifer et al. (1984) zjistili, ze spermie ziskané elektroejakulaci, maji normalni
morfologii a jsou zralé. Spermie byly pouzity k umélému oplozeni, po kterém nastal

normalni embryondlni vyvoj vajicek.

7y v O

3.3. Reprodukce korysu

3.3.1. Reprodukce krevet

Krevety patii, podobné¢ jako raci, ke gonochoristim a vyskytuji se
V heterosexualnich parech. Objevuji se vSak mezi nimi i hermafrodité (exemplaie
nejprve dozravaji jako samci a pozdéji se méni na plodné samice). Krevety celedi
Hippolytidae mohou byt gonochoristé, ale i hermafrodité. Tyto krevety méni pohlavi ze
samc¢iho na samici, ale vyskytuji se také jako stali samci a samice. U krevet druhu
Stenopus hispidus byla potvrzena tvorba pari slozenych ze samce a samice. Krevety se
mohou vizualné vzajemné poznavat, pomoci &ichu nebo hmatovych receptori. Cichovy
smysl u krevet posiluje motivaci namluv samice sameckem, zatimco vizudlni kontakt

motivaci snizuje (Calado, 2008).

Johnson (1977) zaznamenal rozdilné chovani jedinct rodu Stenopus, v piipadé
znovusparovani predchozimi ¢leny paru nebo jednotlivci, se kterymi nedoslo k zadné
ptedchozi interakci. Tento diikaz podporuje existenci individualniho poznavani, krevety

jsou tak schopny rozpoznat piedchozi vazby, i kdyz je od nich déli az 6 dni.

Zhang et al. (1998) popisuje chovani krevet pii pafeni. Samec pozoruje samici
a dotykd se ji svymi tykadly. Samci jsou ldkani pomoci feromoni vylucovanych
exoskeletem samice. Pomoci chemoreceptori na antenulach zjistuje, zda je samice
pfipravena k pafeni. Tento krok trva od 10 minut do 6 hodin. Nutno zminit, Ze na rozdil
od rakli se toto déje za neustdlého plavani. Poté samice vystavi télo zdvihnutim
abdomenu. Samec se pfiblizi k samici a méni své chovani. Posléze uchopi samici svymi
pereopody a po jejim uklidnéni dochazi k uspésnému paieni. Samec priklada za pomoci
gonopodl spermie uloZené ve slizovém obalu na bfiSni stranu samice. Podobné¢ jako
endopody u samic se jedna o prvni dvojici pleopodl. Proces paieni probéhne béhem

cca 10 sekund. Po pareni samec rychle samice opousti, to ovSem neni pravidlem, napft.
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samci rodu Macrobrachium hlidaji samici i po pafeni. Samice V pfistich 15 az 25
minutach naklade vaji¢ka a dojde K jejich oplodnéni. Samicka zaéne vifit spermatofory,
které se usazuji na endopodech. Ovulovana vajicka tak prochdzeji pres prvni par
pleopod a béhem tieni o endopody dochazi k jejich oplodnéni. Samice mohou ovulovat
vajicka 1 v pripad€, ze nejsou pfitomni samci, tato vajicka vSak nejsou na plepodech
uchycena dlouho. N¢které druhy krevet se vyznacuji vysokou plodnosti, napt. samicka

S. hispidus je schopna inkubovat vice nez 2500 embryi (Calado, 2008).

3.3.2. Reprodukce humr

Pohlavi humrt Ize rozlisit dle prvniho paru pleopod, které jsou u samci vétsi
a mohutnéj$i neZ u samic. Samice maji vajeniky umisténé podél hibetu v hrudni
dutin¢, v obdobi pohlavni zralosti zabiraji vajecniky vétSinu prostoru této dutiny.
Vaje¢niky samic mizeme rozlisit podle jejich barvy na stupné pfipravenosti na patreni
az po ovulaci, (prvni stupenn — bila, nezralé; druhy stupen — zelena, zrani; tieti stupen —
tmave zelend, plné zralé; ¢tvrty stupen — bild, samice ma zelena vajicka; paty stupen —
bild, samice ma hnédé zarodky, Sesty stupeit — bild, jsou uvolnéna vajicka). Pohlavni
ustroji samce je slozeno z varlat a parovych vas deferens (chamovody), které se
nachazeji v hrudni dutiné. Kazdé varle je slozeno ze spletité trubice se semennymi
lobuly (lalticky), ty utvaii zrnity vzhled gonad. Kazdy chamovod se rozpina od hrudnich
roht varlat, smérem k rozsitené a klikaté ¢asti chamovodu (ampula) a usti na bazi
patého paru pereopodi, kde se nachazi gonopory. U samcl je moZzno podobné jako
u samic odlisit rizné stupné zrani, prvni stupen — nezralé spermie; druhy stupen —
dozravajici spermie; tfeti stupein — zralé spermie; Ctvrty stupen — vytlacené spermie

(Cabiddu et al., 2008).

Pafeni humrd probiha kratce po svlékani samice, kdy je jeji exoskeleton stale
mékky. Samice vypousti specialni feromon, ktery zplisobuje, Ze se samci stavaji méné
agresivni a zacinaji se sbliZzovat pomoci mechanoreceptorti na tykadlech. Proces pareni
pokracuje ritudlem (tancem) se zavienymi klepety. Po ritualu samice zdvihne klepeta
nad hlavohrud’ a tim oznamuje samci, Ze je pfipravend k pafeni. Samec poté obraci
samici na zada a pfilepuje pomoci prvnich pleopod na jeji spodni stranu spermatofory se
spermiemi. Samice muze piilepené spermie nosit i po dobu 15 mésict. Kladeni
a oplodnéni vajicek probiha vétSinou béhem cervence az srpna, samicka rozpousti obal

spermatoford, ovuluje vajicka z vajecnikti a promichava je suvolnénymi spermiemi.
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Oplodnéna vajicka jsou uchycena na pleopodech samice kde se inkubuji. Doba
inkubace trva cca 10 az 11 mésicti a naupliové larvy humrti se lihnou v obdobi kvétna

a ¢ervna. Vylihli jedinci opoustéji samici (Mente et al., 2009).

3.3.3. Reprodukce a pohlavni soustava raku

Raci jsou gonochoristé, tedy oddéleného pohlavi. U rakd se vyskytuji
I mezipohlavni jedinci vyznacujici se sam¢imi i samic¢imi znaky a objevuji se pravidelné
v nizkych frekvencich u mnoha druht. Funk¢éni hermafroditismus je vSak u rakt velmi
vzacny (Rudolph, 1995a, b). Pohlavni organy, varlata nebo vaje¢niky, jsou ulozeny
Vv dutiné¢ hlavohrudi mezi spodinou srde¢ni dutiny a zaludkem. Jejich velikost a vzhled
je zavisly na véku a reprodukéni kondici jedince. V obdobi reprodukce se vnitini
reprodukéni organy piizna¢né zvEétSuji. U samci dostavaji varlata mlécnou barvu
v disledku produkce spermii. Vajecniky se zacinaji plnit Zlutavé — hnédymi oocyty

(Vogt, 2002).

Sam¢i pohlavni organy

Varlata jsou mistem spermatogoneze a spermiogeneze. Ze spermatogonii se béhem
prvniho a druhého meiotického déleni vyvijeji spermatocyty a spermatidy. U celedi
Astacidae, kam patii v§echny evropské druhy rakd, ale i americti raci rodu Pacifastacus,
se varlata skladaji z parovych ptednich laloka a protahlého neparového zadniho laloku
(Obr. 1). Sam¢i pohlavni organy raki jsou pokryty vnéj$im spojovacim vazivem a jsou
slozeny z mnoha semenotvornych tubulli, které obsahuji Sertoliho buiky a riizna
vyvojova stddia zarodecnych bunék. V semenotvornych tubulech wvarlat probiha
synchronn¢ spermatogeneze (vyvoj findlnich spermatid ze spermatogonii)
a spermiogeneze (vyvoj spermatozoi ze spermatid). V jednom semenotvorném kanalku
muzeme nalézt 1 — 2 vyvojova stadia, ale ta mohou byt odlisné od stadii v sousednich
semenotvornych tubulech. Semenotvorné tubuly se z obou stran varlat slucuji do
sbérnych kanalkli, na které navazuji do klubi¢ka stoCené vyvodné pohlavni cesty —
chamovody (vas deferens) a usti na bazi (pfesnéji na koxalnim ¢lanku) patého paru
kracivych nohou (pereopodech). V chamovodech dochazi k formovani a baleni
spermatozoi do spermatoford, které hraji roli pfi pfenosu spermatu ze samecka k samici

pfi pareni (Vogt, 2002).
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Vnéjsi vrstva
Varlata

Vnitfni vrstva -

Stredni vrstva

Akrozom

Jadro ~Radialni ramena

N
Gonopor

A — celkovy pohled na sam¢i pohlavni orgény; B — priifez spermatoforem ve vyvodnych

pohlavnich cestach; C — uvolnéna spermatozoa s dlouhymi radidlnimi rameny

Obr. 1 — Pohlavni soustava samce (A — Holdich a Reeve, 1988; B, C — Dudenhausen
a Talbot, 1983).

Ve zralych varlatech se spermatogonie mitoticky déli. Néasledné vstupuji do meidzy,
¢imz prodélavaji vyvoj z primarnich a sekundarnich spermatocytli na spermatidy.
Béhem spermiogeneze se spermatidy preméiuji na spermatozoa formovanim akrozomu
a radialnich ramen, dale dochazi k pfeméné jader a za pomoci Sertoliho bun¢k dochazi
ke vstiebavani piebyte¢né cytoplazmy. Existuji diikazy, Ze tento typ bunék ma vyznam
i vprodukci a sekreci mukopolysacharidi, které obklopuji kazdou spermii
(Moses, 1961).

Spermatofory a spermie

V chamovodu jsou masy spermii baleny do spermatofort, jejichz funkci je ochrana
a prenos spermii béhem pareni od samce k samici. Pfi vstupu z varlat do chamovodu
jsou spermatozoa (spermie) nejprve obalena epitelidlnimi sekrety formujici
a sjednocujici sperma do kompaktni masy. V pribéhu postupu spermatu do vzdalengjsi
Casti vas deferens je sténa spermatofori obohacena o sekrety epitelu chamovodu
a vytvari tak obal spermatofort. Tento sekrecni epitel sloZzeny z cylindrickych bunck je
jednovrstevny a je obalen pouzdrem z pojivové tkané (Dudenhausen a Talbot, 1983).
Zralé spermatofory raka se skladaji ze dvou hlavnich ¢ésti, a to z centralni masy spermiti
a tiivrstevného obalu spermatoforu. V této podob¢ jsou pruzné a lepivé spermatofory
uchovany az do pafeni v distalni casti chamovodu. Spermatofory jsou odvadény

chamovody, které tsti do gonoport (Vogt, 2002).
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Spermatofory maji jednoduchy cylindricky tvar s délkou 4 — 9 mm a s priimérem
dol mm. U rakid celedi Astacidaec samec pii pareni vytlacené spermatofory pfilepi
dozadu na ventralni (spodni) stranu hlavohrudi samice. Zatimco samice rakl celedi
Cambaridae maji na zadnich sternitech (sklerotizované desti¢ky na bfi$ni strané télnich
¢lankd ¢lenovcei) hlavohrudi semennou schranku (annulus ventralis). Pii pafeni umisti
samec spermatofory do této schranky. Proto je velmi obtizné u této celedé raki
rozpoznat spaienou samici od nespaiené. Obal piilepené¢ho spermatoforu ve vodé rychle
tvrdne. Spermatofory jsou na téle samice dobie viditelné i po né€kolik tydnt. Obal
spermatoford je odolny proti vliviim zivotniho prostfedi a chrani tak spermie po delsi

casovy odstup mezi pafenim a ovulaci vajicek (Vogt, 2002).

Spermie raka ma pramérnou velikost 0,015 mm (Obr. 2). Raéi spermie nepotiebuji
v sami¢im traktu plavat na dlouhé vzdalenosti jako tomu je ostatnich zvifat s vnitinim
oplodnénim nebo ve vodnim prostfedi u zvifat s vn¢jSim oplodnénim. Proto spermie
postradaji klasicky bic¢ik a jsou viceméné nepohyblivé (Poljaroen et al., 2010). Oproti
tomu jsou spermie kromé slozitého akrozomu a jadra vybaveny také radialnimi rameny,
ktera tvoii zvétsené jadro a svazek mikrotubulti. Radidlni ramena se vyskytuji u spermii
Celedi Astacidae a Cambaridae, ale chybi u raka Cherax tenuimanus a Cherax albidus
(Beach a Talbot, 1987). Pocet téchto ramen je druhové specificky. Moses (1961) uvadi
4 radialni ramena u raka ¢erveného (Procambarus clarkii), ale naptiklad u raka fi¢niho
(Astacus astacus) je jich vice nez dvacet. V chamovodech jsou radialni ramena pevné
omotana kolem spermie. Spermie je i srameny obalena pouzdrem. Tato pouzdra
omezuji radialni ramena a umoziuji tak tésnéjsi obalovani spermii ve spermatoforech

(Dudenhausen a Talbot, 1983).
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Obr. 2 — Spermie raka (Huxley, 1879).

Hroty (radialni ramena) spermii u raka fi¢niho jsou tvotfeny z jader a jsou umistény
na stfedu spermie. Na zaklad¢ téchto struktur miZeme pozorovat pocetné mikrotubuly
a vlakna. Pfi bliz§im zkoumani téla gamet lze pozorovat pouze mikrotubuly a jaderné
a plazmatické membrany, které se témét dotykaji vnéj$i membrany jadra. V kazdém
hrotu spermie se muze nachazet asi 30 az 40 mikrotubuld. Velikost kazdého
mikrotubulu se pohybuje mezi 180 a 200 pm. TlouStka téchto hrotli se pohybuje mezi
0,3 a 0,4 um Vv nejvzdalengjsim konci. Na nékterych fotografiich hrotu spermie se zda,

ze se nekteré mikrotubuly v hrotu spojuji (Lopez — Camps et al., 1981).

Podle Talbota a Summerse (1978) neni zakladni funkce radialnich ramen zcela
objasnéna. Vypln hrotu radialnich ramen je nejspise druh kontraktilni bilkoviny, jako je
aktin ¢i jiny cytoskeletarni protein s depolymerizaéni nebo polymerizac¢ni funkci

(Pongtippatee et al., 2007).
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Lopez — Camps et al. (1981) popsal akrozomalni oblast spermie u raka fi¢niho. Ta je
slozena z vacku, u kterého je smér otevirani orientovan k jadru. Akrozom muzeme

rozdélit do dvou rozdilnych ¢asti:

o ztlustélé puchyiky s tvarovanymi tély pfipominajici pfilby, skladaji se ze tii
podcasti (kruh pfipominajici tlustou koblihu, apikalni komplex a beztvary
matrix)

e centralni kanélek, ktery je omezen rozevirdanim vacku

Spolecné tyto soucasti tvoii akrozomu jako kulatou organelu, jejiz nejvetsi primer
se pohybuje od 11 do 14 um, pfi¢emz nejmensi pramér se pohybuje od 5 do 8 um
(Lopez — Camps et al., 1981).

Béhem kladeni vajicek, kdy jsou spermie uvolnény ze spermatoforu, se pouzdra
kolem spermii rozpoustéji a radialni ramena Se rozeviraji. Pomoci radialnich ramen se
okamzité ptipojuje spermie k vaji¢ku, aby mohlo dojit k pfesunuti akrozomu a ptimému
kontaktu s povrchem vajicka. Béhem kontaktu spermie s vajickem musi akrozom
proniknout chorionem (vngjsi obal zarodku) vajicka a posouvat jadro smérem k vajicku.

Postupné se tak sam¢i geneticky material prenese do vajicka samice (Vogt, 2002).
Samici pohlavni organy

Vajecniky jsou vakovitého tvaru a trochu se podobaji jetelovému listku. Jejich barva
a velikost se méni v zdvislosti na vyvoji vajiCek. V dobé pohlavniho klidu jsou
vajeCniky bélavé, v obdobi zrani vajiCek se zbarveni méni na ¢ervenohnédé. Ando
a Makioka (1998) popisuji vajecnik jako trojlalocny organ. Vajecniky se skladaji ze
dvou pfednich a jednoho zadniho vaku, ty jsou obalené tenkym svalovym plastém
(Obr. 3). Tyto vaky jsou utvoieny pomoci ovarialniho epitelu, ktery je zahnuty dovnit
a vytvaii mnoho oogenetickych vacka. Kazdy tento vacek obsahuje jeden oocyt 1. nebo
II. f4du. Zarode¢ny epitel (germarium) je soustiedén ve stfedu vajecniki a je spojen
s vajeCnikovym epitelem. Zarodecny epitel obsahuje oogonie, malé oocyty I. fadu
a somatické intersticialni bunky. Zarodeény epitel produkuje oogonie po celou dobu

reproduk¢niho cyklu samice (Vogt, 2002).

Podle Krola et al. (1992) neni oogeneze u raku jesté zcela vyjasnéna ve vSech
detailech a popis tohoto procesu se odviji z dostupnych informaci o oogenezi u fadu

desetinozct (Decapoda). Z oogonii se ve folikulech vyvijeji a rostou oocyty 1. fadu.
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Toto stddium opousti zarodecny epitel ve velikosti 30 — 50 pm a formuje vajecnikovy
epitel do nového oogenetického vacku. Zde se oocyt usazuje a zacind meiotické d€leni
(Abdu et al., 2000). Oocyty zde probihaji riznymi fazemi az do sekundarniho déleni ve
velikosti 400 um, které je charakterizovano masivnim ukladanim Zloutku v cytoplasmé

(Vogt, 2002).

Oocyt II. fadu

Pereopod 3 Gonopor

A — celkovy pohled na sami¢i pohlavni Gstroji; B — fez ventralnim vajeénikovym vakem u raka

Procambarus clarkii

Obr. 3 — Pohlavni soustava samice (A — Holdich a Reeve, 1988; B — Ando a Makioka,
1998).

Vaje¢niky samic rakl obsahuji tésné ptfed kladenim az nékolik stovek zralych
vajicek Vv zavislosti na druhu a velikosti samice (Ando a Makioka, 1998). Zralé oocyty
opoustéji vajeCniky dvéma vejcovody, které jsou krat$i a maji mensi primér nez
chamovody. Vejcovody jsou tvoieny jednobunécnym epitelem obklopenym pojivovou
tkani se svalovymi bunkami. Pfed ovulaci se zacind distalni ¢ast vajecnik plnit
mlécnou tekutinou. Vajicka jsou Cervenohnéda az Cervenocerna o priméru 2 — 3 mm
a hmotnosti 11 — 17 mg. Jsou centrolecitalniho typu, kdy je Zloutek ulozen uprostted

vajicka (Vogt, 2002).
Pareni raki

Reprodukce rakt je velmi ovlivnénd Zivotnimi podminkami prostfedi jednotlivych
a fotoperioda. Pfedevsim zélezi na dozrdvani oocytl ve vajecnicich samic pted pafenim.
V lokalitach s nizsi teplotou vody mohou oocyty dozrévat jen jednou za dva roky.
Reprodukce je také zavisla na zdravotnim stavu rakd, jejich stari, velikosti a kondici

(Taugbel et al., 1987).
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K péfeni rakl v naSich klimatickych podminkach dochazi na podzim, avSak u raka
pruhovaného bylo zjisténo i druhé, jarni, pareni, ke kterému dochazi v bfeznu az dubnu
(Hamr, 2002). Délka reprodukéniho cyklu zavisi na podminkach lokalit, v nichZ se raci
nachazi. Pafeni raki je hormonalné fizeno a regulovano, za¢ina s poklesem teploty vody
a se zkracujici se fotoperiodou Vv podzimnim obdobi. Pafeni neni pfesné vazano na
urcitou teplotu nebo na urcity termin, ale vyssi teplota vody muze reprodukéni sezonu
rakt oddalit. Pro zacatek pafeni raku je dulezita i fotoperioda, ale v oblastech s mirnym
podnebnym pasmem je teplota vody hlavnim stimulem. Fotoperioda pafeni ovliviiuje
jen nepiimo. Vedle téchto podminek mé na prabéh pareni vyznamny vliv i individudlni
proces svlékani krunyie jednotlivych rakl. Proto se nepafi vSichni raci v populaci
najednou, ale dochazi k postupnému pareni pfipravenych  jedinct
(Skurdal a Taugbel, 2002). Neopomenutelny je samoziejmé i vliv feromont na iniciaci

pateni (Ingle, 1977).

Pohlavné dospéli samci a samice se v podzimnim obdobi vyznacuji zvySenou
aktivitou i v prabéhu dne. Vnéjsi pohlavni organy (gonopody) samcii i samic v tomto
obdobi bélaji a dufi. Zlazy po stranach zadetku (abdomenu) u samic, které pii
uvolnovani oocytd produkuji sliz, se vtomto obdobi vyrazné¢ vyvijeji a bélaji

(Kozék et al., 2008).

U raku probihd vnéjsi oplodnéni. V obdobi pafeni samec sleduje samici, prechazi
sni do pfimého kontaktu, pevné ji uchopi klepety, obrati ji na hibet a stlacuje jeji
klepeta ke dnu. Pti pafeni samec vytlacuje spermatofory se spermatem z Usti pohlavnich
cest na bazi 5. paru pereopodu (Obr. 4). Vytlatené spermatofory jsou samcem pomoci
gonopodll umistény a pfilepovany na ventrdlni (spodni) stranu samice v blizkosti
vyvodi jejich pohlavnich cest nebo u ¢eledi Cambaridae do tzv. annulus ventralis. Obal

spermatoford ve vode rychle tvrdne (Skurdal a Taugbel, 2002).

-24 -



Obr. 4 — Prubéh pateni rakt (Pockl, 1999)
Ovulace a oplodnéni vaji¢ek

Ke kladeni vajicek a jejich upevnéni na pleopody samic dochéazi v nékolika dnech
po péafeni rakl. Délka této pauzy mezi parenim a kladenim vajic¢ek je zavisla na teploté
vody. Pfi pokusech v laboratornich podminkach se ukdzalo, Ze vétSina samic klade
aupeviuje sva vajicka na pleopody vrozmezi jednoho az deviti dnii od pafeni
(Vogt, 2002). Woodlock a Reynolds (1988) poznamenavaji schopnost samic uvoliovat

vvvvvv

stimulem pro kladeni vaji¢ek hormondlni a abiotické podminky.

Ke kladeni vajicek samici dochazi pfedev§im v no¢nich hodinach a trvad 2 az 3
hodiny. Samice se musi nejprve na kladeni diikladné pfipravit. Samicka raka sto¢i zadni
¢ast abdomenu pod ptredni ¢ast a vytvoii téméf uzavienou dutinu. Kratce ptred kladenim
vajiCek zacinaji slizové zlazy, umisténé na abdomenu samic, produkovat sliz. Zralé
oocyty se hromadi v distalni ¢asti vajecnikll a jsou pii kladeni uvoliiovany z vyvodi
pohlavnich cest. Uvolnéné oocyty se pii rytmickém pohybu sami¢iho abdomenu misi se
slizem, ktery rozpousti ztvrdlé obaly spermatoforti pfipevnénych na ventralni strané
samice u vyvodd pohlavnich cest (u celedi Cambaridae tzv. annulus ventralis)
a uvoliuje spermie, ptipravené k oplozeni vajicek. Kdyz je masa spermii uvolnéna ze
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spermatoforu béhem ovulace vaji¢ek, obal spermatofori se rozpousti a radialni ramena
se roztadhnou. Pomoci nich se pfichyti spermie na vajicka a umozni pfimy kontakt
akrozomu s povrchem vajicka. Oplodnéna vajicka jsou poté pomoci produktid Zlaz
(glair glands) na abdomenu samic pfichycena na pleopody. Na pleopodach samic

probiha az do 1éta inkubace vajic¢ek a nasledné lihnuti racat (Vogt, 2002).

3.3.4. Zivotni cyklus raku

Rak Fi¢ni (Astacus astacus)

Reproduk¢ni obdobi raka ficniho je charakteristické pro mésic fijen. Béhem obdobi
pafeni dochazi ke zvétSeni a zbélani gonopodid u samcl. U samic nastdva mlécné
zabarveni  vejcovodia a zlaz  (glair glands) na  okrajich abdomenu

(Skurdal a Taugbel, 2002).

Pti pafeni samec pfilepuje bilé spermatofory na sternum samice mezi druhym
a ¢tvrtym parem kracivych noh. Samec se miize pafit s vice samicemi. Doba péafeni trva
obvykle 2 az 3 tydny. Ovulace a oplodnéni vaji¢ek nastava do n€kolika hodin, ale mliZze

k tomu dojit i do 6 tydni po pareni (Vogt, 2002).

Po oplodnéni vajicek nastava jejich inkubace, béhem ni miize dojit ke ztratam na
vajickach (Spatné oplozeni vajicek, nedostatecné uchyceni na pleopodech, predace ryb
nebo zaplisnéni vaji¢ek apod.). Inkubace vajic¢ek trva piiblizn¢ 8 mésict, u raka ti¢niho
jako vSech druhti raki je inkubace ovlivnéna teplotou vody (Skurdal a Taugbel, 2002).
Hessen et al. (1987) predpokladaji, Ze zvySenim teploty mize byt délka inkubace

snizena z 1900 na 1300 dennich stupn.

K lihnuti racat dochazi zpravidla v pribéhu Cervna. Nejprve jsou vylihla racata
pevné prichycena k té€lu samice jesté po nékolik dni a jsou nepohybliva. Behem prvniho
svlékani dochézi ke zméné morfologie racat a jiz nejsou pevné spojeny se samici. Po

nékolika dnech se racata zacinaji volné pohybovat (Skurdal a Taugbel, 2002).
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Zivotni cyklus rakil je propojen s procesem svlékani, kdy raci svlékaji chitinovy
krunyt a vytvari si krunyi novy. Raci tak béhem tohoto svlékani skokové rostou.
Frekvence procesu svlékani klesa se zvySujicim se vékem. Samci raka fi¢niho dosahuji
pohlavni dospélosti ve v€ku 3 let, zatimco samice ve véku 3 — 5 let pti velikosti 70 — 80
mm (Skurdal a Taugbel, 2002).

Rak signalni (Pacifastacus leniusculus)

Rak signalni pohlavné dospiva ve véku 2 az 3 let pii velikosti 60 — 90 mm. Samci
raka signalniho rostou mnohem rychleji nez samice, proto mohou pohlavné dospét
I 0 rok dfive. Pafeni raka signalniho nastava v prubéhu fijna. Proces pafeni a oplodnéni
vajic¢ek je u raka signalniho velmi podobny jako u raka fi¢niho. Samice raka signalniho
disponuji velkou plodnosti pohybujici se v rozmezi 200 az 500 vajicek v zavislosti na
velikosti samice. Inkubace vaji¢ek trva 7 az 9 mésicu, v pfepoctu se jedna o rozmezi
od 1500 do 2200 dennich stupiii. VétSinou se Cas inkubace pohybuje okolo 1900
dennich stupn. Racata se lihnou od kvétna do Cervence v zdvislosti na teploté vody

a po odpojeni se od matky se volné pohybuji (Lewis, 2002). Ptiloha €. 1.
Rak ¢erveny (Procambarus clarkii)

Mezi sekundéarni znaky pohlavné zralych samcl patii ndpadné kopulacni hacky na
bazi tretiho a ctvrtého paru kracivych nohou, zduielé gonopody a zvétSena klepeta.
Pohlavné dospéli samci raka ¢erveného se oznacuji jako prvni forma (forma I). U téchto
rakll jsou klepeta mnohem vétsi nez u nedospélych a sexudlné neaktivnich rakti druhé
formy (forma II). U samic raka ¢erveného zahrnujeme mezi sekundarni pohlavni znaky
zvétSena klepeta, robustnéjSi zadeCek a vyrazny annulus ventralis mezi bazemi
pereopodt. Sexualné aktivni rak cerveny se pafi kdykoliv dojde ke kontaktu

s vnimavym partnerem (Huner, 2002).

Po nékolika tydnech aZz mésicich po pareni probiha kladeni a oplodnéni vajicek.
Jejich embryonalni vyvoj je ovlivnén teplotou vody a pii teploté 22°C probiha béhem
2 az 3 tydnt, pii poklesu teploty vody pod 10 °C je vyvoj zpomalen nebo miize byt
| zastaven. Po vylihnuti se racata po 2 az 3 tydny dvakrat svlékaji, nez jsou schopni
opustit samici. OvSem i po osamostatnéni a oddéleni se od samice se racata stale zdrzuji
V jeji blizkosti (racata pritahuje k sobé produkci feromonti). Mladi jedinci se zdrzuji

u samice do té doby, nez zacne opét zalézat do nory nebo tkrytu (Huner, 2002).
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Huner a Avault (1976) uvadi, ze pro dosazeni pohlavni zralosti je u raka ¢ervené¢ho
zapotiebi nejméné 11 svlékani (obdobi mezi svlékanim trvd 6 — 30 dni v zavislosti na
teploté vody). Po urcité dob¢ dojde k ukonceni sexualni aktivity samct a prezivsi samci
se svléknout do pohlavné neaktivni rastové formy II. Neni zatim zcela jasné, zda

podobnym procesem prochézeji i samice (Huner, 2002).

Rak cCerveny dokéze zplodit az dvé generace potomstva za rok, zejména v nizsich
zemeépisnych vyskach. Velikost pohlavné dospélych jedinct je velmi rozdilna, pohlavni
dospélosti mohou jedinci dosahnout jiz ve velikosti 45 mm, ale také az pii velikosti

125 mm. Zivotni prostiedi zde hraje velkou roli v dozravéni jedinct (Huner, 2002).

Pocet vajicek je ovlivnén velikosti samice, plodnost dosahuje pti celkové délce
samice 60 mm okolo 50 vaji¢ek, u 90 mm dlouhé samice je to uz 300 vaji¢ek a 120 mm
samice mize ovulovat vice nez 600 vajicek. Délka zivota raka Cerveného je pomérné
kratka, v pfirodé se doziva pfiblizné asi jen 12 — 18 mésici a v laboratornich

podminkach byl dosazen vék 4 let (Huner, 2002). Piiloha ¢. 2.
Rak pruhovany (Orconectes limosus)

Prvni péfeni probiha u raka pruhovaného v zafi az fijnu. Pro tento druh je vSak jesté
charakteristické druhé pafeni na jafe (bfezen az duben). Rak pruhovany dosahuje
pohlavni zralosti jiz ve druhém roce Zivota. SbliZovani a pafeni tohoto druhu je velmi
podobné rodu Astacus s vyjimkou, ze béhem pafeni ukladd samec spermatofory do
annulus ventralis na spodni strané samice. Vajicka nejsou kladena ihned na podzim, ale
aZ na jafe na konci kvétna po druhém pafeni. Takto nedochézi k zastaveni vyvoje
(diapauze) embryi béhem zimniho obdobi. Primérna plodnost samic raka pruhovaného
je 300 vajicek s velkym rozmezim danym velikosti samice. K lihnuti rac¢at dochazi jiz
koncem cCervna. Racata se zdrzuji v okoli matky 1 poté co uz nejsou k samici pfipojena.
Rak pruhovany se doziva piiblizné 4 let a velikosti okolo 60 mm (Hamr, 2002).
Ptiloha ¢. 3.

Cherax destructor

Cherax destructor patii mezi australské raky, tomuto druhu se také prezdiva
,»yabby* (odvozeno od domorodych nazvii). Pohlavi u C. destructor mizeme rozlisit

podle vnéjSich znakli. Samice maji umistény na zaklad¢ tietiho paru pereopodii vyvody
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vejcovodll, zatimco u samcii se pohlavni vyvody nachazi na zakladé patého paru

pereopodu (Lawrence a Morrissy, 2000).

Pafeni druhu C. destructor probiha v letnich mésicich. Pafeni i vyvoji vajicek
vyhovuje delsi den 1 vyssi teplota vody. Pii zvySeni teploty nad 15 °C muze zacit pareni
jiz na zacatku jara az do poloviny léta. V piipadé kulminace teploty v rozmezi
18 az20°C a denni periodou alesponn ¢trnacti hodin, je C. destructor schopen
reprodukce az pétkrat za rok. Béhem péfeni vklada samec spermatofory na spodni
stranu samice mezi Ctvrty a paty par kracivych nohou, samicka vytlacuje vajicka,
promichava je se spermiemi a uchycuje na pleopody na abdomenu. K lihnuti dochazi po
19 az 40 dnech v zavislosti na teplot¢ vody. Plodnost samice je zavisla na jeji velikosti,
obvykle se sntska pohybuje mezi 30 az 450 vajicky, ale mize dosdhnout az 1200
vajicek. Vylihla racata jsou u samice jen do doby, nez se osamostatni. Cherax
destructor mize dosahnout pohlavni dospélosti jiz v prvnim roce zivota (Lawrence

a Jones, 2002).
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4. Material a metodika

4.1. Zarizeni

K vyvolani elektrického stimulu byl pouzit pfistroj zakoupeny u firmy Diametral,
jednalo se o pfistroj AC250K2D (Obr. 5). Tento transformator je fizen procesorem
ajedna se o zdroj stfidavého napéti. Jeho originalni uplatnéni je v napajeni ruznych
zafizeni stfidavym napétim 0V+255V/2A. Zatizeni je urceno predevSim pro vyvojové

techniky, opravéare spotiebni elektroniky, vyrobni podniky a také pro odborné skoly.

Vystupni napéti pfistroje se ziskdva preménou sitového napéti 230V/50Hz
oddélenym transformatorem. Diky tomu ma vystupni napéti Cisty sinusovy prubéh
50Hz. Minimalni zmé&na napéti u tohoto pfistroje je 1V. Ovladani zdroje je jednoduché
a provadi se pomoci kldvesnice umisténé na ¢elnim panelu pfistroje. Zde se nastavovalo
a potvrzovalo potfebné napéti k elektrostimulaci. Zdroj je vybaven rozhranim RS232
a pomoci dodaného softwaru D-controlACI1, Ize zdroj ovladat i pomoci pocitace.
Pomoci D-View ACl, lze neomezené definovat procesy zavislé na Case a napéti. Tyto
funkce nebyly ale v tomto pfipadé vyuzity. Nastavena a zméfena hodnota napéti se
zobrazuje na samostatnych tfimistnych displejich LED na ¢ele panelu ptistroje. Zatizeni
na stfidavy proud bylo pro uspéSnost pokust elektrostimulace vybaveno dvéma

elektrodami, které byly k pfistroji pfipojené.

Obr. 5 — Pristroj AC250K2D.
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4.2. Postup experiment

Vsechny experimenty elektrostimulace u rakd byly provadény na experimentalnim
rybochovném zafizeni, které je sou¢asti VURH ve Vodhanech, Fakulty rybafstvi
a ochrany vod JU v Ceskych Budgjovicich. Postup byl u viech experimenti podobny,
vyjimku tvofilo pouze ruzné pouzité napéti k elektrostimulaci. Po vyjmuti rakt
z chovnych nddrzi nebo akvarii, kde byli drzeni, byli samci pfeneseni ve vanicce
svodou (se stejnou teplotou vody jako v nadrzi) do laboratofe. V laboratoii byla
pfipravena druhd vanicka (kbelik) se stejnou vodou, na odklddani rakd po

elektrostimulaci.

Samci byli pfed elektrostimulaci nejprve zmétfeni. Mefila se délka a hmotnost
kazdého jedince. Délka se meéfila pomoci posuvného méfidla S piesnosti na dvé
desetinnd mista. Nejprve se zméfila délka hlavohrudi (méfi se od zacéatku rostra az po
konec hlavohrudi, Obr. 6) a poté postorbitalni délka hlavohrudi (mé&fi se od o¢ni jamky
az po konec hlavohrudi, Obr. 6). Hmotnost raka byla zji§tovana pomoci vah s pfesnosti
na desetiny gramu. U kazdého raka se zapisovala také pifipadna ztrata klepet pii

svlékani krunyte nebo vlivem mechanického poSkozeni ¢i agresivitou jinych samct.

DH

PODH

=7
) |
2 Y

DH — délka hlavohrudi; PODH — postorbitalni délka hlavohrudi

Obr. 6 — Perokresba krunyte raka signalniho s rozméry.

Po méfeni byl proveden vlastni experiment zaméfeny na vypuzeni spermatofort
pomoci transformétoru na stfidavy proud a dvojice elektrod. Jeden pracovnik vzdy
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fixoval raka tak, aby zpfistupnil ventralni stranu samce. Druhy pracovnik pak
obsluhoval zafizeni na sttidavy proud a dvojici elektrod (Pfiloha ¢. 5). V pfipad¢, Ze by
nebyl dostupny pracovnik, ktery by fixoval samce béhem provadéného experimentu, je

zde moznost samce bezpecné zafixovat dorsalni stranou k desce stolu.

Zatizeni na stfidavy proud bylo pomoci ovladaci klavesnice na pfistroji nastaveno
na pozadované napéti a elektrody se pfilozily na bazi patého paru kracivych nohou
samcu v oblasti gonoporu (Obr. 7). Je zapotiebi, aby se elektrody dotykaly citlivé ¢asti
samce, kdyz dochazi ke stimulu. Pokud by byla jedna nebo ob¢ elektrody umistény na
chitinovém krunyii raka, nebude mit elektrostimulace dany ucinek. K elektrickému
stimulu byly vyzkousSeny rtizné techniky, napt. pfidrzeni, poklepavani nebo krouzeni
elektrod na bazi patého paru kracivych nohou. V pfipadé, ze pii daném
napéti elektrického stimulu nedoSlo k zddné odezvé, bylo pouzité napéti zvysSeno
(samoziejmé s ohledem na raky, aby nedoslo k poruseni tkané v oblasti gonoport nebo

naru$eni biologickych funkci raki).

Obr. 7 — PtiloZené elektrody k zakladu patého paru pereopodd.

V ptipadé, Ze doslo ke kladnému vysledku elektrostimulace a samec vlivem
elektrického stimulu vytlacil spermatofory z gonopord, byla elektrostimulace okamzité
pferusena a vytlacené spermatofory byly odebrany pomoci pinzety a vloZeny do
plastové zkumavky. Proces elektrostimulace se poté znovu opakoval. VSechny druhy
rakil byly vystaveny elektrickému stimulu jen v dany den experimentu, u rakl tak

neprobihala elektrostimulace opakované v jinych dnech.
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Vétsina vzorkt spermatoforit se spermiemi byla odborné za pomoci ochrannych
prostredki zafixovana 4% glutaraldehydem. Tyto vzorky byly urcené ke zpracovani
a vySetfeni v laboratofi elektronové mikroskopie. Zde se posuzoval stav spermii
sohledem na jejich mozné poSkozeni pii elektrostimulaci a dale slouzily k dalSim
studiim zamétenym na detailni strukturu spermii u jednotlivych rakl (sou¢ast navazujici
doktorské prace). Cast vzorkl byla vysetiena pod mikroskopem, zdali jsou spermie

aktivni.

4.3. Design experimentu

Experiment ¢. 1 — rak signalni (Pacifastacus leniusculus)

Na podzim roku 2008 byli z rybnika v Céslavicich pfivezeni samci raka signalniho
do laboratoie rybochovného zatizeni VURH Vodiany. Raci byli umisténi a dlouhodobé
drzeni v reten¢ni nadrzi s prito¢nym systémem. Teplota vody v nadrzi kolisala podle
klimatickych podminek prostiedi. Dne 12. ledna 2011 bylo odebrdno 15 samcii raka
signalniho k prvnimu experimentu. Raci byli odloveni z nadrze o teploté vody 0,2 °C
a preneseni do laboratofe. Kazdy samec raka signalniho byl jednotlivé méfen a vazen
(viz Tab. 1). K elektrostimulaci bylo pouzito napéti 10 V, v ptipadé negativni odezvy

bylo zvySeno na 20 V.

Tab. 1: Biometrika raka signalniho zatazené¢ho do experimentu ¢. 1.

.. Klepeta

Cislo raka DH (mm) PODH (mm) V(g) L P
1 49,41 36,43 30,5 - +
2 37,46 27,92 15,6 + +
3 37,27 28,88 15,3 + +
4 39,77 30,06 16,5 - +
5 34,93 26,24 12,6 + +
6 47,34 36,04 311 + +
7 41,96 30,71 17,6 - +
8 36,61 28,11 15,2 + +
9 36,86 28,11 14,1 + +
10 51,87 38,89 44,4 + +
11 42,97 33,74 23,3 + +
12 37,78 28,28 15,8 + +
13 36,53 29,27 15,9 + +
14 35,57 27,15 12,4 + +
15 35,14 26,31 11,3 + +

DH — délka t€la od zafatku rostra az po konec hlavohrudi v milimetrech; PODH — délka
hlavohrudi méfena od o¢ni jamky po konec hlavohrudi v milimetrech; V — vaha v gramech; L —

levé klepeto; P — pravé klepeto; + — pfitomné; - — nepfitomné
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Experiment ¢. 2 — rak pruhovany (Orconectes limosus)

Dalsi experiment elektrostimulace na racich probéhl 21. bfezna 2011. Jednalo se
0 10 jedinct raka pruhovaného, kteti byli odchyceni studenty FROV na Zlaté Stoce na
Tieboiisku a pfevezeni do laboratofe rybochovného zafizeni ve VURH Vodiany. Raci
byli drzeni v laboratoii pouze kratce, nebot’ byli pfivezeni cca 7 dni pfed experimentem.
U rakd byla méfena pouze postorbitalni délka hlavohrudi a hmotnost (viz Tab. 2).
Elektrostimulace kazdého jedince probihala nejprve pii napéti 10 V, pii negativnim

vysledku bylo napéti zvySeno na 20 V.

Tab. 2: Biometrika raka pruhovaného zafazené¢ho do experimentu ¢. 2.

Cislo raka PODH (mm) V(9) - Klepeta -
1 24,60 10,7 + "
2 24,17 10,6 + +
3 24,33 10,3 + +
4 24,13 9.9 " "
5 22,77 8.4 + ;
6 22,58 8,7 ¥ ;
7 22,76 9.6 " "
8 22,51 88 " "
9 20,30 71 - "
10 21,31 73 " "

PODH — délka hlavohrudi métena od o¢ni jamky po konec hlavohrudi v milimetrech; V — vaha

v gramech; L — levé klepeto; P — pravé klepeto; + — ptitomné; - — neptitomné
Experiment ¢. 3 — rak ¢erveny (Procambarus clarkii)

Dne 8. Cervna 2011 byl proveden dalSi experiment, tentokrat na druhu raka
¢erveného zakoupeného u spole¢nosti GIGA EXOTIC a dopraveného ze Singapuru.
Jednalo se o 36 samcu. Raci byli drzeni, asi mésic pied experimentem, v akvariich
s recirkula¢nim systémem. Teplota vody béhem experimentu neni registrovdna, ale
v akvériich se udrzovala teplota vody v rozmezi od 20 do 25 °C. Raci byli po vyloveni
z akvarii velmi agresivni ve srovnani s pfedchozimi druhy, coz je u tohoto druhu
typické. 1 zde byl postup méteni (viz Tab. 3) a experimentu stejny, vyjimku tvotilo
pouze pouzité napéti. Nejprve bylo pouZzito napéti 10 V, jako u ostatnich experimenti,

pii negativnim vysledku bylo napéti zvySeno na 15 V.
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Tab. 3: Biometrika raka cerveného zarazeného do experimentu ¢. 3.

Cislo raka DH (mm) PODH (mm) v (g) - Klepeto .
1 43,17 34,28 258 " "
2 39,99 31,65 19.6 " "
3 40,32 32,06 182 " "
4 38,30 30,79 14.4 " "
5 38,39 29,08 14.0 " "
6 37,58 29,92 13,8 + ;
7 37,10 29,67 13.0 " "
8 38,49 30,93 14.4 " "
9 31,41 24,74 94 ; "
10 40,50 31,63 22 " "
11 42,48 33,35 247 ¥ "
12 37,87 30,47 144 - ¥
13 39,07 31,40 15,1 T ;
14 38,62 29,69 11,9 ¥ -
15 32,09 25,41 9.9 ; "
16 31,56 23,46 86 " "
17 44,18 35,14 243 " "
18 42,39 34,18 236 " "
19 42,26 32,99 23 " "
20 4182 32,35 210 + T
21 41,40 32,97 27 " "
22 40,53 32,02 25 " "
23 39,68 31,02 187 " "
24 41,45 32,27 209 ; "
25 39,14 31,40 19.0 " "
26 42,32 32,99 210 " "
2 31,30 24,80 86 " "
28 29,42 23,41 77 " "
29 41,22 23,30 13,9 ; ¥
30 4322 23,98 18,5 + ;
31 38,85 30,27 15,6 ; ¥
32 38,28 30,11 18,1 ¥ "
33 32,55 26,25 10,7 ¥ "
34 39,39 30,18 143 ; "
35 31,90 25,21 9.3 ; "
36 37,83 30,07 135 ; "

DH — délka t€la od zafatku rostra az po konec hlavohrudi v milimetrech; PODH — délka
hlavohrudi mé&fena od o¢ni jamky po konec hlavohrudi v milimetrech; V — vaha v gramech; L —

levé klepeto; P — pravé klepeto; + — pfitomné; - — nepfitomné
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Experiment ¢. 4 — rak signalni (Pacifastacus leniusculus)

Posledni experiment s elektrostimulaci prob¢hl 28. fijna 2011, opét na
experimentalnim rybochovném zafizeni ve Vodinanech. Raci byli pfivezeni z pfirodni
drzeni v laboratofi jen kratce pfi teplot¢ vody 8 °C. Pfi experimentu bylo méfeno
(viz Tab. 4) a testovano celkem 12 jedinct raka signalniho. Samci byli rozdéleni na dvé
skupiny po Sesti jedincich, pfiGemz na prvnich Sesti racich byla provedena
elektrostimulace pti napéti 10 V a druhd polovina (zbylych Sest rakl) byla vystavena

napéti 15 V.

Tab. 4: Biometrika raka signalniho zatazeného do experimentu ¢. 4.

" Klepeto

Cislo raka DH (mm) | PODH(mm) V(9) P
1 50,0 40,5 51,6 +
2 49,0 38,5 43,8 +
3 48,5 38,5 34,9 - +
4 52,0 41,0 49,9 + +
5 ZR 36,0 32,2 + +
6 41,0 32,0 23,6 + +
7 61,5 47,0 80,8 + +
8 51,5 41,0 43,3 + +
9 57,0 45,0 73,9 + +
10 52,5 41,5 54,8 + +
11 61,0 50,0 82,7 + +
12 54,0 43,0 62,4 + +

DH — délka téla od zacatku rostra az po konec hlavohrudi v milimetrech; PODH — délka
hlavohrudi méfena od o¢ni jamky po konec hlavohrudi v milimetrech; V — vaha v gramech; L —

levé klepeto; P — pravé klepeto; + — ptfitomné; - — nepfitomné; ZR — zlomené rostrum

4.4. Technika elektrostimulace

Metoda elektrostimulace u korys$i je mnohem méné rozpracovéna neZ u ostatnich
hospodarskych nebo chovnych zvifat. Elektrostimulace byla jiz ve svété zkouSena na
krevetach, humrech a na australskych racich yabby. U ¢eledi Cambaridae a Astacidae
byla tato metoda vyzkouSena poprvé az pii pokusech popsanych v této praci. Vzhledem
k témto okolnostem tak neni rozpracovdna zadna metodika upfesiujici postup
elektrostimulace a pfesné pohyby elektrod na bazi patého paru pereopodl. Nejucinngjsi
technika elektrostimulace rakii byla zjiStovana béhem kazdého ze Ctyf experimentt,
nebot’ kazdy druh raka, ale i jedinec, mohl na rizné provedeni elektrostimulace reagovat

odlisné.
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4.5. Zpracovani vzorktina T. E. M.

Zpracovani vzorkd pro transmisni elektronovou mikroskopii nebylo soucasti mé
prace, jednalo se spiSe o vypomoc se zpracovanim vysledkl pro doktorskou praci, ktera

na muj vyzkum navazuje.

Vzorky odebranych spermatofort, pifi kladné odezvé na elektrostimulaci, byly
zpracovany v laboratoti (Pfiloha ¢. 6) pfesné¢ predepsanym postupem pro zpracovani
vzorkd zivoc¢isného materidlu. Zpracovani vzorkl, kterych jsem se aktivn€ ucastnil, se
konalo celkem tiikrat. Zpracovani vzorka pokazdé probihalo v prubéhu tfi dnti, vzdy

od pondéli do stiedy a trvalo cely den.
Den 1.

Nejprve pied jakymkoli zpracovanim byly vzorky opatfeny ¢isly podle toho, o jaky
vzorek se jednalo. Vzorky, které¢ byly pfili§ velké, se roziezaly pomoci dvou cepeli
skalpelu na mensi, se kterymi se jiz mohlo pracovat. Vzorky se vlozily pomoci pinzety
zpét do plastovych zkumavek. Prvni faze zpracovani bylo vypirani v mycim roztoku,
jedné se o0 0,1 M pufr (destilovand voda). Pomoci pipety se pufr umistil do zkumavek se
vzorky, zkumavky se uzaviely a vlozily do rotaéniho pfistroje, ktery svym pohybem
umoznoval dostatecné propirani vzorki. Po patnactiminutovém vypirdni se mensi
pipetou odsala veskera tekutina ve zkumavce, aniz by se nasaly i vzorky. Tento postup
se jeste dvakrat opakoval. Po poslednim vypirani pufrem se do zkumavek napustil pufr
spolecné se 4% roztokem OsOy4 (oxid osmicely) Vv poméru 1:1 a opét se vzorky vlozily
do rotatniho pfistroje, kde se ponechaly po dobu 2 hodin. Za tuto dobu vzorky
materidlu pod vlivem OsO4 zCernaly (byly 1épe viditelné). Vzorky se opét oSettily 3 krat
po sob¢ vypiracim roztokem. Po ukonceni vypiraci fdze procesu byl do zkumavek
pipetou umistén 30% aceton z divodu odvodnéni vzorku a vzorky se nechaly po dobu
15 min rotovat. Tento postup probehl podobné 1 u 50% a 70% acetonu. Ve fazi
odvodnéni vzorkli 70% acetonem bylo zpracovani vzorkd pro tento den ukoncéeno

a vzorky byly vloZeny do chladni¢ky v laboratofi. Tab. 5.
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Tab. 5 — Pouzité chemikélie a doba trvani.

Priprava vzorki 1. den
Myci roztok 3 x 15 min
Pufr + 4% roztok Os041:1 2 hod
Myci roztok 3 x 15 min
30% aceton 15 min
50% aceton 15 min
70% aceton 15 min

Den 2.

Dalsi den byly vzorky vyjmuty z chladnicky a mohlo se pokracovat v acetonové
fadé. Ze zkumavek byl odstranén 70% aceton a zaménén za 80% aceton. Vzorky se opét
nechaly po dobu 15 min. rotovat a promichavat. Postup se opakoval stejné u 90%, 95%
a 100% acetonu. Po skonceni acetonové fady byly buiiky vzorkil dokonale odvodnéné.
V prubéhu pisobeni 100% acetonu na vzorky byl pfipraven roztok pryskytice a 100%
acetonu v poméru 1:2, pryskyfice umisténd v mrazicim zafizeni se nechala rozmrznout.
Poté se spolecn¢ se 100% acetonem v ur€eném poméru promichala v kddince. Po
skonceni odvodniovani se aceton ve zkumavkach zaménil za predem ptipraveny roztok
pryskyfice, roztok se nechal ptisobit po dobu jedné hodiny v rotaénim zatizeni. Mezitim
byl pfipraven dalsi roztok pryskytice a 100% acetonu v poméru 1:1, ktery se po
uplynulé hodin€ zaménil za ptedesly roztok. Tento postup zpracovani vzorkl byl
proveden jest¢ jednou a to v poméru pryskyfice a acetonu, 2:1. Ze vzorkll se pak
odstranil roztok pryskyfice a acetonu. Do zkumavek se vzorky se v zavéru dne dala

pouze Cista pryskyftice a vzorky byly umistény do chladnicky. Tab. 6.

Tab. 6 — Pouzité chemikalie a doba trvani.

Priprava vzork 2. den
80% aceton 15 min
90% aceton 15 min
95% aceton 15 min
100% aceton 15 min
Pryskyfice + 100% aceton 1:2 1 hod
Pryskyfice + 100% aceton 1:1 1 hod
Pryskyfice + 100% aceton 2:1 1 hod
Pryskyfice 24 hod
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Den 3.

Posledni den zpracovéani vzorkl pro transmisni elektronovou mikroskopii probihal
jen jednou fazi, zaliti vzorkl do forem. Vzorky byly odebrany z chladnicky, kam byly
umistény piedesly den a byla znich pipetou odsata pryskyfice. Pomoci pinzety se
jednotlivé kousky vzorkt vyndaly ze zkumavek a vlozily se do pravé ¢asti gumovych
ohebnych forem tzv. beamkapsli. Do téchto kapsli byly ke vzorkiim vloZeny papirky
s Cisly, shodnymi s Cisly na zkumavkach. Po tomto postupu byly jednotlivé kapsle
naplnény pryskyfici z injek¢ni stfikacky. Pryskyfice musela vypliiovat jen urcené kapsle
se vzorky, v ptipad¢ jejiho rozliti mezi kapsle musela byt pryskyfice opatrné odstranéna
papirovymi ubrousky. Po tomto procesu byly vzorky polymerizovany v termostatu po
dobu 24 hodin.

V této fazi jsem ukonCil zpracovani vzorkG pro transmisni elektronovou
mikroskopii, polymerizované vzorky byly nadéale zpracovany specializovanymi

odborniky laboratofe elektronové mikroskopie.
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5. Vysledky

5.1. Technika elektrostimulace

Nejucinngjsi technika pro ziskani spermatoforti se sklddala ze dvou procedur,
nejprve se obé elektrody piidrzely na bazi patého paru kracivych nohou, po dobu cca 20
sekund, poté se jedna elektroda nechala na misté v okoli gonoporti. Druhou elektrodou
se pravidelnymi jemnymi tahy samci ,hladili na bazi patého paru kracivych nohou.
Avsak 1 pfesto, Ze se tento postup osveédcil, nemusi vést jeho uplatnéni k pozitivnim

vysledkiim, proto je dulezité vzdy vyzkouset vSechny moZznosti.

5.2. Vysledky experimentt

Experiment ¢. 1 — rak signalni (Pacifastacus leniusculus)

Prvni experiment vytlaCeni spermatofori pomoci elektrického stimulu byl Uspésny
u9 z 15 raku signalnich (viz Tab. 7). Jedna se o 60 % jedinci, kdy samci pfi rizném
napéti vytlacili spermatofor alesponn z jednoho gonoporu. Zbylych Sest rakt (40 %)
nereagovalo na elektrostimulaci ani pfi zvySeném napéti na 20 V zadnou odezvou bez
rozdilu na velikosti, hmotnosti nebo poctu klepet. Z celkového poc¢tu 15 raki doslo
k vytlaceni spermatofort pii napéti 10 V jen u 5 jedinci (33 %), z nichZ u tii samct
(20 %) doslo k vytlaceni spermatofori z obou gonopord a u dvou (13 %) byly
spermatofory vytlaéeny jen z levého gonoporu. Posledni 4 samci raka signalniho (27 %)
reagovali pfi zvySeni napéti na 20 V vytlacenim spermatofor takto: dva raci z obou
gonopora (13,5 %) a dva (13,5 %) jen z pravého gonoporu. Chovani rakti po prodélani
elektrostimulace nebylo sledovdno, ale umrti nasledkem prodélaného experimentu

nebylo zaznamenano.
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Tab. 7: Vysledky experimentu ¢. 1

Vytlaéeni spermatoforu pii 10 V Vytlaéeni spermatoforu pii 20 V
L P L | P

Cislo raka

+
+
+ Nebylo provedeno

|+ ||+

O(N[oOO|B|WIN|—

+ |+ |+ |+

©
'

10 - - - -
11 - - - -
12 - - - -
13 - - - -
14 - - - -
15 - - - -

L — levy gonopor; P — pravy gonopor; + — pozitivni; - — negativni
Experiment ¢. 2 — rak pruhovany (Orconectes limosus)

Experiment elektrostimulace ze dne 21. biezna 2011, provedeny na 10 samcich raka
pruhovaného, nebyl Gspésny. Z deseti jedinci podrobenych elektrostimulaci o napéti 10
V nebylo dosazeno zadného pozitivniho vysledku. Raci bohuzel neprojevovali Zadnou
odezvu ani pii nasledném zvySeni napéti na 20 V. Experiment na samcich raka
pruhovaného byl tak ukoncen s negativnim vysledkem, 1 ptesto, Ze se jednalo o typicke
obdobi druhého pateni raka pruhovaného. O diivodech negativniho vysledku mizeme
pouze spekulovat. Na racich nebyly Zadné viditelné znamky prodélané nemoci, infekce

nebo poskozeni.
Experiment ¢. 3 — rak ¢erveny (Procambarus clarkii)

Pfi tomto experimentu ze dne 8. Cervna 2011 se jednalo o elektrostimulaci 36 samcii
raka Cerveného dovezenych ze Singapuru. U kazdého z 36 samcl bylo nejprve opét
pouzito napéti 10 V, pfi negativni odezvé na elektricky stimul bylo napéti zvyseno
na 15 V. I pres stejny postup, jako u piedeslych experimentd, byl u vSech 36 samct
vysledek 1 pfi zvySeném napéti stale negativni. Na racich nebyly pozorovany zadné

viditelné zndmky nemoci nebo néjakého poskozeni.
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Experiment ¢. 4 — rak signalni (Pacifastacus leniusculus)

Experiment provedeny dne 28. fijna 2011 na samcich raka signalniho byl v obdobi
pateni tohoto druhu. Ovéfovala se tak G€innost elektrostimulace v obdobi pafeni a mimo
obdobi pareni raka signalnich. Skupina dvanacti jedinct raka byla rozdélena na dvé
poloviny, znichz kazda polovina skupiny rakd byla vystavena jinému napéti
(viz Tab. 8). Prvni skupina Sesti rakti byla vystavena napéti 10 V pii tspéSnosti 67 %
(4 z 6), kdy byly spermatofory vypuzeny z obou gonoport samct. Zbyli dva samci
(33 %) neprokazali zadnou odezvu pii tomto napéti. U druhé skupiny bylo pouZito
napéti pouze 15 V, jedna se o mensi napéti, nez bylo pouzito béhem experimentu na
racich signalnich v lednu 2011. Pfedpokladalo se, Ze kdyZ se jedna o obdobi pareni rakli
a pusobi samc¢i hormony, tak nebude tfeba stejného napéti, nez mimo obdobi pafeni
Vv lednu. Raci vystaveni napéti 15 V vytladili spermatofory opét v 67 % ptipadi (4 z 6),
pficemz jen u dvou raki (33,5 %) doslo k odezvé od obou gonoport a u dvou (33,5 %)
doglo k vyprazdnéni jen levych gonoporti. Usp&snost elektrostimulace 12 samct raka
signalniho v obdobi pafeni pii rizném napéti dosdhla 67 %. Raci podstoupili
elektrostimulaci pouze jednou. Chovani rakli po prodélani elektrostimulace nebylo

sledovano, ale imrti nasledkem prodélaného experimentu nebylo zaznamenano.

Tab. 8: Vysledky experimentu ¢. 4

. Vytlaéeni spermatoforu pfi 10 V Vytlaéeni spermatoforu pii 15V
Cislo raka
L P L P
1 + +
2 + +
i : : Nebylo provedeno
5 -
6 -
7 + +
8 + +
9 + -
10 Nebylo provedeno ; .
11 - -
12 - -

L — levy gonopor; P — pravy gonopor; + — pozitivni; - — negativni
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5.3. Vysledky T. E. M. a aktivity spermii
Tyto vysledky jsou v praci zpracovany jen informativné, nebot’ nejsou jeji ptimou
soucasti. AvSak hraji dilezitou roli v doktorské praci navazujici na vyzkum

elektrostimulace u raku.

U odebranych vzorkii zexperimentl -elektrostimulace zpracované v laboratofi
elektromikroskopie nebylo zjisténo poniceni nebo nevzhledny stav spermii nasledkem

elektrického napéti (Obr. 8), ktery by znemoznil spermiim reprodukci.

EP — extracelularni pouzdro; OH — oblast hrotu spermie; MA — membrana akrozomu; RR —
radialni ramena; VV — vnéjsi vrstva akrozomu; J — jadro; JM — jadernd membrana; PO —
podakrozomalni oblast; SV — stfedni vrstva akrozomu; NV — nejvniting;jsi vrstva akrozomu; V —

vakuoly
Obr. 8 — Transmisni elektronova mikrofotografie spermie raka.

Vzorky spermii odebranych po kladné odezvé na elektrostimulaci a vySetfenych pod
mikroskopem prokézaly, ze spermie po vylouceni z té€la samcii nejsou aktivni. Je velka
pravdépodobnost, Ze po procesu spafeni, musi probéhnout jeste tzv. kapacitace spermii.
To v podstaté vylucuje ptimé pouziti takto ziskanych spermii k okamzitému oplodnéni

vaji¢ek samice u raku.
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6. Diskuze

vvvvvv

je vytér spermatu provadén manualné masirovanim bfi$nich partii. U korysi, zejména
u krevet byla podobnd metoda odzkouSena. Persyn (1977) popisuje metodu jako
manualni stlaceni sam¢ich organi na zaklad¢ patého paru pereopodi. Bohuzel manualni
ejakulace vétSinou poskodila distalni ¢ast chamovodu a tak krevety sterilizovala pro
dalsi pouziti (Chamberlain et al., 1983). Cilem vSak bylo ziskani spermatu od rakt bez
jakéhokoliv poskozeni nebo umrti. Na zakladé této zkuSenosti bylo pfistoupeno na
metodu elektrostimulace, jejiz pozitivni vysledky byly jiz ovéfeny na krevetach,
humrech a australskych racich. Samoziejme¢ v porovnani Casu straven¢ho s vytérem
spermatu u ryb existuje také moznost injikace hormonélnich ptipravki pro dozravani
spermii pfed vytérem. U rakli tato moznost neni, avSak k lepSim vysledkiim ziskavani
spermatu by mohlo pomoci zvyseni teploty vody a tprava fotoperiody (Jerry, 2001).
U experimentti uvedenych v této praci byla pouzita teplota vody zavisici na rocnim

obdobi, kdy byly experimenty provedeny.

Postup samotnych experimentti vychazel z praci Kooda-Cisco a Talbot (1983),
Sandifer et al. (1984) a Jerry (2001) a byl velmi podobny. Rozdilem v provedeni bylo
pouzité napéti pii experimentech, které se pohybovalo vrozmezi od 10 do 20 V
urdznych experimenti, pficemz u humrt bylo pouzito 12V napéti (Kooda-Cisco,
1983), u krevet rodu Penaeus (Sandifer et al., 1984) se pouzil stiidavy proud o0 4 — 6 V.
Vyzkum, ze kterého bylo ohledné metodiky nejvice cerpano, byl proveden na
sladkovodnich racich C. destructor (Jerry, 2001). Zde bylo pro vytlaceni spermatofort
pouzito napéti v rozmezi od 11 do 16 V. U experimentll uvedenych v této praci byla
kazda hodnota pouzitého napéti stejna u vSech jedinct nezavisle na jejich velikosti nebo
vaze. Stejné jako napéti se liSila 1 pouzita technika pfiloZeni elektrod na bazi patého
paru pereopodu. Tato skutec¢nost riznych technik ziskani spermatu je zndma i u ryb, kdy
u nékterych druh ryb mizeme vytfit sperma pouze za pomoci hrubé sily. Nekteii
chovatelé davaji pifednost jemnému hlazeni (drazdéni) bfiSnich partii zejména v oblasti
mezi bfiSnimi ploutvemi a fitnim otvorem a aZz poté pouziti siln¢jSiho masirovani.
Sandifer et al. (1984) popisuje pro elektrostimulaci krevet jako nehybné ptilozeni
elektrod do oblasti gonoport na jednu az dvé sekundy, po nichz doslo k vytlaceni

spermatofor. Jerry (2001) uvadi, ze pokud po piilozeni elektrod nedoSlo do maximalné
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10 sekund Kk vytlaéeni spermatoforti, byla elektrostimulace prerusena. V piipadé
experimentll podrobenych rakti byla odzkousSena technika ptidrzeni elektrod po dobu
cca 10 az 15 sekund. Poté se jedna elektroda nechala na misté v okoli gonopora
a druhou elektrodou se pravidelnymi jemnymi tahy samci ,,hladili* na bazi patého paru
kracivych nohou. I pfesto, ze se tento postup osvédcCil, nemusi vést jeho uplatnéni

Kk pozitivnim vysledkiim, proto je dulezité¢ vzdy vyzkouset vSechny moznosti.

Elektrostimulace byla GispéSna pouze u experimentu €. 1 a ¢. 4, v obou ptipadech se
jednalo o raka signéalniho. Vytlac¢eni spermatofori samci nezaviselo na jejich délce nebo
vaze a ani zda samcim chybéla klepeta. Vysledky vytlaceni spermatofortit z gonopori
samcl prokazala funkcnost a ucinnost elektrostimulace, i kdyz procentudlni GspéSnost
byla o néco mensi nez u experimentu s elektrostimulaci, které popisuji Kooda-Cisco
a Talbot (1983), Sandifer et al. (1984) a Jerry (2001). Vysledky téchto experimentl
dokazuji moznost ziskavani spermii béhem doby pafeni, ale 1 mimo dobu pateni. Jerry

(2001) uvadi moznost opakovaného sbéru spermatoforti elektrostimulaci.

Vysledek experimentti €. 2 a €. 3 byl bohuZel negativni a o diivodech negativnich
vysledkti mizeme pouze spekulovat. Experiment ¢. 2 na samcich raka pruhovaného
probihal v obdobi druhého pareni typického pro tento druh raka, na racich nebyly zadné
viditelné znamky prodélané nemoci, infekce nebo vazného poskozeni. Neuspéch tohoto
experimentu by mohl byt zplsoben stresem rakil z nového nezndmého prostredi, nebot’
samci raka pruhovaného byli drzeni v laboratofi kratkodob¢. Dal§im moznym diivodem
je predchozi parfeni rakli na ptirodni lokalité, které mohlo vést k uplnému vyprazdnéni

chamovodu.

V pribéhu druhého netispéSného experimentu, a to experimentu €. 3 probihajici na
druhu raka cerveného, nebyly pozorovany zadné viditelné znamky nemoci nebo
néjakého vazného poSkozeni. Diivod negativniho vysledku elektrostimulace neni
prisuzovan neefektnosti metody, ale spiSe ze obdobi experimentu probihalo zcela mimo
obdobi pafeni tohoto druhu. Za neuspéchem této metody u samcu raka ¢erveného by
mohla byt také nespravna hodnota salinity, kterou potiebuje tento druh pro pohlavni
dospivani. U téchto samct by mél byt stres z neznamého prostfedi vyloucen, protoze
samci byli, na rozdil od samct raka pruhovaného pouzitych v experimentu ¢&. 2,
V laboratofi drzeni nejméné jeden meésic. Pfi méfeni délky a zjiStovani poctu

chybéjicich klepet bylo pozorovano, Ze néktefi samci méli jedno nebo obé klepeta
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vyrazné mens$i. To by mohlo svéd¢it o nedavné ztraté klepeta a jeho obnové, a tim by
doslo k pozastaveni pohlavniho dospivani samcu, jak popisuje O’Neill et al. (1993)
u tohoto druhu raka. Je zapotiebi se také zminit, Ze oba druhy rakd zafazujeme do Celedi
Cambaridae, coz by mohl byt jeden z faktort netuspéchu experimeta ¢. 2 a ¢. 3. U této
¢eledi by se mohl objevit urcity druh imunity rakt proti elektrostimulaci nebo by byla
zapotiebi uprava podminek experimenti. Experimenty vSak probihaly za standardnich

podminek a s moznosti imunity rakt nebylo pocitano.

Metoda ziskavani spermatu u rakli pomoci elektrostimulace se prokazala jako
efektivni nejen diky uspéSnosti na samcich raka signalniho, ale i prokazanim
neposkozeni spermii ve spermatoforech. Rozvinuti této metody mlze pomoci ve
vyzkumu umélého oplodnovani vajicek rakii. Bohuzel jednim z problémii umélého
oplodnéni je kapacitace spermii, takze spermie ziskané pomoci elektrostimulace
nemohou byt pouzity piimo k oplodnéni vajic¢ek, jako je tomu pfi umélém vytéru ryb.
Resenim by mohlo byt ruéni pfeneseni spermatoforti Se spermiemi a jejich ptichyceni
na samici thelycum. Zde by jiz mohlo dojit k fadnému oplozeni vajic¢ek a normalnimu

vyvoji embryi, jak vysvétluji Sandifer a Lynn (1980).
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7. Zavér

Cilem mé prace bylo zpracovat literarni reSersi tykajici se vyuziti elektrostimulace
pro ziskavani spermatu u korySi a dale ovéfit funkénost této metody u rakd.
Experimenty jsem provadé¢l v pribéhu roku 2011. Z vysledkti mé prace lze vycist, ze
elektrostimulace je mozny zpusob ziskavani spermatu od raki. Jedna se o metodu,
u které nedochazi k poskozeni spermii a samcti a je tedy mozné opakované ziskavat
od rakii spermatofory se spermiemi. Sperma ziskavané touto metodou poslouzi ke
zkoumani spermatu raka a vyvoje samcich gamet. V budoucnu by tak na zakladé této
metody mohly napft. vznikat ra¢i spermabanky a pomoci pii um¢lém oplodnéni vajicek
samic. Vzhledem k uspéchu elektrostimulace mohl na mtj vyzkum navazat Hamid
Niksirat Hashjin, MSc., s jeho doktorskou praci Biology of a gamete, gamete activation
and fertilization in crayfish, kterda je mimo jiné zaméfena na mikrostrukturu
a zivotaschopnost spermii po elektrostimulaci. Na moji praci také navazuje
postdoktorsky grant Grantové agentury CR: P502/12/P177 — Basic biology of crayfish
sperm with emphasis on the molecular and morphological modifications during
capacitation and acrosome reaction Ing. Antonina Kouby, PhD.
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9. Seznam pfiloh

Ptiloha ¢. 1 — Samec raka signalniho.

Ptiloha €. 2 — Samec raka €erveného.

Ptiloha ¢. 3 — Samec raka pruhovaného.

Ptiloha ¢. 4 — Samci raka pruhovaného pfed méfenim a vazenim.
Ptiloha ¢. 5 — Stimulace ejakulace u raka pruhovaného pomoci elektrod.
Ptiloha ¢. 6 — Laboratoi elektronové mikroskopie.

Ptiloha ¢. 7 — Elektronovy mikroskop.
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10. PFilohy
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Ptiloha ¢. 1 — Samec raka signalniho (Kozak et al., 2009).

Ptiloha ¢. 2 — Samec raka ¢erveného (Kozék et al., 2009).
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Ptiloha ¢. 3 — Samec raka pruhovaného (Kozak et al., 2009).

Ptiloha ¢. 4 — Samci raka pruhovaného pfed méfenim a vaZenim.

E -

Ptiloha €. 5 — Stimulace ejakulace u raka pruhovaného pomoci elektrod.
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Ptiloha €. 7 — Elektronovy mikroskop.
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11. Abstrakt

Raci patii k dillezitym a nepostradatelnym zivocichim v akvakultufe. Ve vodnim

prosttedi vystupuji jako predatofi, slouzi jako potrava pro jiné ryby, plsobi jako
detrivoii a jsou dulezitym prvkem v kolob¢hu zivin a energie ve vodnim ekosystému.
V dnesni dob¢ jsou vSak pavodni evropské druhy raku na ustupu z divodu nevhodnych
uprav tokd, znecisténim vod a vyskytu rac¢iho moru. Hlavni cil mé prace bylo zkouméani
vlivu elektrostimulace na samce rakid a ziskdvani pohlavnich produktli — spermii.
Principem tohoto zkoumani bylo zjiStovani, zda samec vlivem elektrického stimulu
v oblasti gonoporu je schopen vytlacit spermatofory se spermiemi. Pfi experimentech
byl pouzit transformator na sttidavy proud. VSechny experimenty probihaly v laboratofi
experimentalniho rybochovného zafizeni ve Vodnanech. Experimenty probéhly
v pribéhu roku 2011 na samcich raka pruhovaného (Orconectes limosus), raka
signalniho (Pacifastacus leniusculus) a raka cerveného (Procambarus clarkii).
Vysledky této prace a uspéSnost experimentll naznacuji, Ze je mozné ziskat pohlavni
produkty (spermie) pomoci elektrostimulace. Vysledky laboratofe elektronové
mikroskopie potvrzuji neskodnost elektrostimulace na tvar a stavbu spermii.
V budoucnu je tedy mozné pouzit spermie k umélému oplodiovani racich vajicek.

Problém je vSak s kapacitaci spermii.

Kli¢ovéa slova: raci, elektrostimulace, spermatofor, spermie, transformator, stiidavy

proud.
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12. Abstract

The crayfish are important and indispensable animals in aquaculture. In the aquatic
environment, they have a role as predators, food for other fish, detrivors and they are an
important element in the circulation of the energy and the nutrient in the aquatic
ecosystem. Today, number of the european crayfish species populations is decreasing. It
Is caused by unfavourable regulation of streams, water pollution and the occurence of
crayfish plague. The main purpose of present study was examining the impact of
electrostimulation on the males of the crayfish and obtaining sex products (the sperm).
The principle of this research was determining whether the male of crayfish are able to
extrude spermatophore with sperm by an electric stimulus. The transformer was used as
resource alternating current in experiments. All experiments conducted in a laboratory
of experimental device for fish farming in Vodnany. Experiments were conducted in
2011 on a male of the spiny-cheek crayfish (Orconectes limosus), the signal crayfish
(Pacifastacus leniusculus) and the red swamp crayfish (Procambarus clarkii). The
results of this work and success of the experiments suggest, that electrostimulation
could be used for obtaining sex products (the sperm) from crayfish males. Results from
a laboratory of electron microscopy confirm the harmlessness of electrostimulation on
the shape and structure of sperm. The sperm can be used to artifical insemination of the

crayfish eggs in future. However, sperm capacitation is problematic.

Keys words: crayfish, electrostimulation, spermatophore, sperm, transformer,

alternating current.
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